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杜氏盐藻寡糖基转移酶亚基 STT3a 功能结构域的克隆

与表达分析 

王翠，李杰，柳丽平，曾磊，薛乐勋 
郑州大学生物工程系 细胞生物学研究室，郑州 450001 

摘  要: 为了研究 STT3a 基因在杜氏盐藻耐盐及鞭毛再生方面的作用，根据衣藻、拟南芥等 STT3a 蛋白的氨基酸高度保

守序列 VCVFTA、DVDYVL 设计一对简并引物，采用 RT-PCR 及 3'RACE 的方法扩增杜氏盐藻 STT3a 蛋白功能结构域的

cDNA 序列。序列分析显示克隆的 cDNA 全长 1 650 bp，具有一定保守性，与衣藻、拟南芥和人的相似性分别为 48％、

50％和 46％。实时荧光定量 PCR结果显示杜氏盐藻 STT3a mRNA 水平随着盐浓度的升高而逐渐增加，其水平在 3.5 mol/L 

NaCl 浓度时比在 1.5 mol/L NaCl 浓度时升高了 11 倍(P＜0.01)。另外，与没有脱鞭毛的杜氏盐藻相比，STT3a mRNA 在鞭

毛再生过程中持续高表达。本研究显示杜氏盐藻 STT3a 基因的高表达可以增强其盐适应和鞭毛再生能力。 

关键词 : 杜氏盐藻，STT3a 基因，耐盐，鞭毛再生  

Characterization of the functional domain of STT3a of  
oligosaccharyltransferase from Dunaliella salina 

Cui Wang, Jie Li, Liping Liu, Lei Zeng, and Lexun Xue 

Laboratory for Cell Biology, Department of Bioengineering, Zhengzhou University, Zhengzhou 450001, China 

Abstract:  To investigate the function of STT3a gene in salt adaptation and flagellar regeneration of Dunaliella salina (D. 
salina), a pair of degenerate primers was designed according to conserved homologous amino acid sequences of VCVFTA and 
DVDYVL of STT3a from Chlamydomonas, Arabidopsis thaliana and other organisms. A cDNA sequence of 1 650 bp encoding 
a whole functional domain of STT3a was amplified from D. salina by RT-PCR and 3′ Rapid Amplification of cDNA Ends 
(RACE), which shared homology with Chlamydomonas (48%), Arabidopsis thaliana (50%), Homo sapiens (46%), etc. 
Real-time fluorescence quantitative PCR (real-time Q-PCR) demonstrated that the STT3a mRNAs from D. salina were induced 
by increased concentration of NaCl, and increased to 11-fold higher by 3.5 mol/L NaCl than that by 1.5 mol/L NaCl (P<0.01). 
Also, STT3a mRNA of D. salina maintained at a higher level in the process of flagellar regeneration with than without 
experiencing deflagellar treatment. In conclusion, the findings of this study demonstrate that the high expression of the STT3a 
gene enhances the capability of salt adaptation and flagellar regeneration in D. salina. 

Keywords:  Dunaliella salina, STT3a gene, salt adaptation, flagellar regeneration 
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N-连接糖基化是内质网中最常见的蛋白质修

饰，这个过程是由位于糙面内质网膜上的寡糖基转

移酶 (OST) 催化的。一系列的研究发现酿酒酵母的

OST 包含 8 个亚基：Ost1p，Ost2p，Wbp1，Stt3p，

Swp1p，Ost4p，Ost5p，Ost3p/Ost6p[1]，STT3p 在已

知的 OST 亚基中是最保守的[2]，它在酵母中编码一

个 78 kDa 的蛋白，为 OST 的催化亚基[3]。几乎所有

的真核生物基因组中都存在编码酵母 Stt3p 蛋白的

同系物。哺乳动物细胞表达 Stt3p 的两种同系物

STT3a 和 STT3b，它们的表达具有组织特异性，并

能调节 OST 的活性，且含有一个 STT3a 亚基的 OST

复合物比含有 STT3b 亚基的 OST 复合物对于选择完

全装配的长链寡糖供体(Glac3Man9GlcNAc2-PP-Dol)

更具有特异性[3]。最近的研究还发现拟南芥 OST 的

STT3a 亚基作为一种跨膜蛋白在高盐应激反应中发

挥一定作用[4]。 

杜氏盐藻 Dunaliella salina (D. salina) 是一种

高度耐盐的单细胞真核绿藻，它能在 0.5~5 mol/L 

NaCl 盐浓度下生存，但是目前关于其耐盐机制还不

清楚。另外，我们前期的研究发现：在高盐条件下，

盐藻的运动性明显降低，而盐藻的鞭毛直接参与了

盐藻自身的运动。为了探讨盐藻的盐耐受性和鞭毛

介导的运动性之间是否有潜在的联系，本研究根据

已知物种的 STT3a 高度保守序列设计一对简并引

物，通过 RT-PCR 及 RACE 方法获得 STT3a 功能结

构域的 cDNA 序列，并通过实时荧光定量 PCR 技术

监测 STT3a 基因 mRNA 在杜氏盐藻盐适应及鞭毛再

生过程中的动态变化，以期了解 STT3a 基因在杜氏

盐藻耐盐及鞭毛再生中的作用。 

1  材料与方法 

1.1  杜氏盐藻藻株、载体与菌株 
杜氏盐藻藻株为 UTEX-LB-1644，购自美国德

州大学。载体 pMD18T-vector 购自大连宝生物工程

公司。大肠杆菌 DH5α 为本室保存。 

1.2  主要试剂 
EcoRⅠ、Hind Ⅲ、LA Taq 酶、rTaq 酶、胶回收

试剂盒、质粒提取试剂盒及反转录试剂盒均购自大

连宝生物工程公司。实时定量 PCR 荧光染料购自天

根生化科技 (北京) 有限公司。First Choice RLM- 

RACE Kit 购自美国 Ambion 公司。 

1.3  杜氏盐藻 cDNA 的制备及简并引物的设计 
杜氏盐藻细胞按照 5×105/mL 的接种量接种于

改良的 PKS 液体培养基中，培养温度为 26℃，光照

强度为 4500 Lux，光/暗培养各 12 h。取对数生长期

的杜氏盐藻细胞，用 Trizol 法提取杜氏盐藻细胞的

总 RNA，琼脂糖凝胶电泳及分光光度计检测所提取

总 RNA 的质量和浓度。取 6 μg RNA 作为模板，按

照反转录试剂盒说明书制备反转录反应液，于 37℃

反转录 1 h 后，70  10 min℃ ，置于−20℃保存。从

GenBank 上搜索近 10 个物种的 STT3a 蛋白的氨基酸

序列进行比对，找出两段相对比较保守的序列设计

简并引物，上游引物：5′-GTNTG(T/C)GTNTT(T/C) 

ACNGC-3′，下游引物：5′-A(A/G)NAC(A/G)TA(A/G) 

TCNAC(A/G)TC-3′，引物由上海博尚生物技术有限

公司合成。 

1.4  RT-PCR 
以制备的 cDNA 为模板，利用合成的简并引

物，用 PCR 的方法扩增 STT3a 的部分基因片段。

PCR 反 应 体 系 为 ：cDNA 0.5 μL，10× LA Buffer 

10 μL，dNTPs (10 mmol/L) 8 μL，上、下游引物  

(20 μmol/L) 各 1 μL，LA Taq 酶 0.5 μL，dH2O 补至

100 μL。反应程序：95  5 min℃ ；94  30 s℃ ，50℃~60  ℃

30 s，72  2 min℃ ，30 个循环；72  10 min℃ ，4℃终

止反应。PCR 反应结束后，1％的琼脂糖凝胶电泳检

测扩增结果。将 PCR 产物胶回收，连接至 pMD18T- 

vector 中并转化大肠杆菌 DH5α，用含有 Amp、

IPTG 和 X-Gal 的平板进行蓝白斑筛选，挑取阳性

菌落扩大培养并提取质粒，将鉴定正确的菌样送

北京博尚生物技术有限公司测序，序列通过 Primer 

Premier 5.0 整理并用 BLAST 进行同源性分析。 

1.5  STT3a 基因的 3′RACE 扩增 
根据简并引物扩增得到的已知序列，设计 STT3a

的 3′RACE 引物 (表 1)，提取杜氏盐藻的总 RNA，

按照 FirstChoice RLM-RACE Kit 说明进行操作。

PCR 反应程序：95  5 min℃ ；94  30 s℃ ，58  30 s℃ ，

72  1 min℃ ，30 个循环；72  10 min℃ ，4℃终止反应。

巢式 PCR 反应产物经 1％的琼脂糖凝胶电泳检测。



762    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q Chin J Biotech             June 25, 2010  Vol.26  No.6 

  

Journals.im.ac.cn 

对目的片段进行胶回收后连接于 pMD18T-vector 上，

转化大肠杆菌 DH5α，挑取阳性菌落提取质粒，双酶

切鉴定，正确后由北京博尚生物技术有限公司进行

测序，序列通过 Primer Premier 5.0 整理并用 BLAST

进行同源性分析。 
 
表 1  设计的 3′RACE 引物序列 
Table 1  Primers used in 3′RACE 

Primers Primer sequences (5′−3′) 

3′RACE-outer-up GTCCAACCGCACCGTCTTAG 

3′RACE-inner-up ACAAGGGATGGAAGATATACAGGA

3′RACE-outer-down GCGAGCACAGAATTAATACGACT 

3′RACE-inner-down CGCGGATCCGAATTAATACGACTCA
CTATAGG 

 

1.6  STT3a 结构域的功能分析 
通过 Primer Premier 5.0 在 STT3a 结构域中设计

一对特异性引物，通过实时荧光定量 PCR 分析

STT3a 在杜氏盐藻盐诱导及鞭毛再生过程中的作用。

将对数生长期的杜氏盐藻分别转入 0.75、1.0、1.5、

2.0、3.0 及 3.5 mol/L NaCl 的 PKS 液体培养基中

光培养 10 h 后，收集不同盐浓度下的杜氏盐藻细

胞；同时，将对数生长期的杜氏盐藻分别转入 1.5、

3.0 mol/L NaCl 的 PKS 液体培养基中光照培养，分

别收集 0、2、4、6、8 和 10 h 的杜氏盐藻细胞，分

别提取上述处理细胞的总 RNA，取 6 μg RNA 作为

模板反转录为 cDNA。取 0.8 μL cDNA 作为模板，

按照实时荧光定量 PCR 说明书进行操作，同时以

GAPDH 为内参。反应程序：95  5 min℃ ；94  30 s℃ ，

60  30 s℃ ，72  30 s℃ ，35 个循环；95  15 s℃ ，60℃ 

30 s，95  15 s℃ 。PCR 产物通过琼脂糖凝胶电泳检测

及测序，并运用 2- C△△ t 方法[5]分析 STT3a 基因的相

对表达量。 

另外，取对数生长期的杜氏盐藻细胞，在添加

甘油的电击缓冲液中用机械方法 [6]去除鞭毛后，分

别收集 0、15、30、45、60、90、120、150、180、

210、240、270、300、360 和 420 min 时的杜氏盐藻

细胞，同时以未经过去鞭毛处理的杜氏盐藻细胞作

为对照组。按上述方法制备 cDNA，进行实时荧光

定量 PCR。 

1.7  杜氏盐藻鞭毛再生不同时期的鞭毛银染 
运用改进的银染法 [7]对杜氏盐藻鞭毛及藻体进

行银染。 

1.8  杜氏盐藻鞭毛再生不同时期鞭毛长度的测量 
用荧光显微镜在相同条件下对鞭毛再生不同时

期的杜氏盐藻细胞照相，然后每个时期分别取 30 个

杜氏盐藻样本，利用细线拟合鞭毛，进行鞭毛长度的

测量，取其鞭毛生长平均值，根据公式 V= (S2−S1)/t 

(其中 V 为相对生长速率，S2 和 S1 分别为相邻两个

时间点的鞭毛长度平均值，t 代表间隔时间)，最终

求出杜氏盐藻鞭毛不同时期的相对生长速率。 

1.9  统计学分析 
试验中每项处理均重复 3 次。数据运用 SPSS

统计分析软件对样本进行方差检验，每次试验中

P＜0.05，表明差异显著。 

2  结果 

2.1  杜氏盐藻总 RNA 的纯度和质量鉴定 
所提取的杜氏盐藻总 RNA 质量完好，28S 和

18S rRNA 带比较清晰，无拖尾现象，其亮度比约为

2∶1，无 RNA 降解和 DNA、蛋白质污染，可以用

于下步实验。 

2.2  RT-PCR 产物鉴定 
电 泳 结 果 如 图 1 所 示 ，所 得 片 段 长 度 约 为

1 500 bp，与理论值相符。胶回收后连接于 pMD18T- 

vector 上，得到载体 pMD-stt3，用 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ

进行双酶切鉴定，可见一条载体片段和一条插入片

段，插入片段与回收片段大小一致。 

 

图 1  RT-PCR 扩增杜氏盐藻 STT3a cDNA 
Fig. 1  Amplification of STT3a cDNA from D. salina by 
RT-PCR. 1: pMD-stt3; 2: pMD-stt3 digested with EcoR  and Ⅰ

Hind ; 3: PCR amplification product; M: DNA Ⅲ marker. 
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2.3  杜氏盐藻 STT3a 基因 3′下游序列的扩增 
经过巢式 PCR，电泳结果如图 2 所示：所得片

段长度约为 850 bp，胶回收后连接于 pMD18T- 

vector 上，得到载体 pSTT3-1，用 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ

进行双酶切鉴定，可见一条载体片段和一条插入片

段，插入片段与回收片段大小一致。 

 

图 2  巢式 PCR 扩增杜氏盐藻 STT3a 基因 3′下游序列 
Fig. 2  Amplification of the 3′ downstream sequence of D. 
salina STT3a gene by nested PCR. M: DNA marker; 1: 3′ 
downstream sequence amplification product of STT3a gene; 2: 
pSTT3-1; 3: pSTT3-1 digested with EcoR and Ⅰ Hind .Ⅲ  
 
2.4  同源性分析 

STT3a 基因的同源性分析表明：在 STT3a 基因

的 3'下游序列中发现 WWDYG 与 DK 两个保守的基

序。克隆获得 STT3a 基因 1 869 bp，其中 STT3a 的

功能结构域 cDNA 序列约为 1 650 bp，编码 550 个

氨基酸 (图 3)，BLAST 比对显示它和衣藻、拟南芥、

稻、高粱、毛果杨、玉米、人等的 STT3a 同源性

分别为 48％、50％、50％、50％、49％、50％和

46％。GenBank 登录序列号：GU301076。 

2.5  不同盐浓度诱导下 STT3a mRNA 表达情况 
如图 4 所示：相对于 1.5 mol/L NaCl 盐浓度的

正常培养条件，杜氏盐藻 STT3a mRNA 水平在 0.75、

1.0、2.0、3.0 和 3.5 mol/L NaCl 盐浓度培养条件下

明显升高 (P＜0.01)，且在 3.5 mol/L NaCl 浓度时比

在 1.5 mol/L NaCl 浓度时升高了 11 倍。图 5 中可以

看出，在高盐胁迫下 (3.0 mol/L NaCl)，STT3a mRNA

的水平高于正常盐浓度条件 (1.5 mol/L NaCl) 下的

STT3a mRNA 水平 (P＜0.05)，在 10 h 时，STT3a 

mRNA 的水平相对于 0 h 升高了 8.5 倍。这说明 STT3a

基因的表达与盐诱导有关，STT3a 基因可能直接或

间接参与了杜氏盐藻的耐盐机制。 

2.6  杜氏盐藻鞭毛再生不同时期 STT3a mRNA表

达情况 
如图 6 所示：杜氏盐藻鞭毛再生过程中 STT3a 

mRNA 水平较正常培养条件下没有脱鞭毛的持续 

 

图 3  STT3a 蛋白推测的功能结构域 
Fig. 3  Putative functional domains of STT3a from D. salina. 

 
 

 

图 4  不同盐浓度诱导下 STT3a 基因表达情况 (** P＜
0.01) 
Fig. 4  Expression of D. salina STT3a gene in different salt 
concentrations. **P<0.01. 

 

图 5  高盐胁迫 (3.0 mol/L NaCl) 下杜氏盐藻 STT3a 基

因表达情况 
Fig. 5  Expression of D. salina STT3a gene in high salt stress 
(3.0 mol/L NaCl). 
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图 6  鞭毛再生不同时期 STT3a 基因表达情况 
Fig. 6  Expression of D. salina STT3a gene in different states 
of flagellar regeneration. 
 

高表达。鞭毛再生过程 0~60 min 中 STT3a mRNA

的水平基本没有变化，60~120 min 中 STT3a mRNA

的水平逐渐升高，说明杜氏盐藻鞭毛在最初受损再

生过程中延迟至 60 min 才开始逐渐大量表达，

120~300 min 中 STT3a mRNA 的水平处于平台期，

但相比较正常培养条件下的杜氏盐藻，其 STT3a 

mRNA 仍大量表达，这个时期的杜氏盐藻鞭毛仍在

逐渐生长，420 min 后，STT3a mRNA 的水平逐渐趋

于正常值 (P＜0.05)。 

2.7  杜氏盐藻鞭毛再生不同时期鞭毛长度变化及

相对生长速率 
从图 7 中可以清楚地看出杜氏盐藻鞭毛再生的

前 15 min 鞭毛增长比较明显，随着时间的延长，杜

氏盐藻鞭毛逐渐延长，至 420 min 时基本上完成鞭

毛再生。图 8 中可以看出，在杜氏盐藻鞭毛再生的

初级阶段，鞭毛生长较快，在前 15 min 内，其相对

生长速率为 0.0835 μm/min，30~240 min 时鞭毛的相

对生长速率逐步降低，300~360 min 时鞭毛相对生长

速率降低至 0.0017 μm/min，表明鞭毛的生长基本完

成。在杜氏盐藻鞭毛再生的不同时期，其鞭毛相对

生长速率的变化与 STT3a 基因 mRNA 水平的变化基

本相一致。

 

 

图 7  杜氏盐藻鞭毛再生不同时期长度变化 (1 000×) 
Fig. 7  The length changes of D. salina in different stages of flagellar regeneration (arrows) (1 000×). (a) Wild type cells of D. 
salina. (b−n): Flagellar regeneration times for 0, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300, 360 and 420 min, respectively. 
 
 
 

n 

a b c d

e f j h

i j k l

m 

3.39 μm 3.39 μm 3.39 μm 3.39 μm

3.39 μm 3.39 μm 3.39 μm 3.39 μm

3.39 μm 3.39 μm 3.39 μm 3.39 μm

3.39 μm 3.39 μm
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图 8  杜氏盐藻鞭毛再生不同时期的相对生长速率 
Fig. 8  The relative growth rates of D. salina in different times 
of flagellar regeneration. 

3  讨论 

OST 是蛋白进入分泌途径的门户，它负责催化

完整的多萜醇结合前体聚糖向多肽接纳体的转移，

这种酶的特异性决定需要有 Asn-X-Ser/Thr (X 是除

脯氨酸以外的任何氨基酸 ) 这一接纳体序列的存

在。在 OST 的作用下，寡糖链与膜上的磷酸多萜醇

分离，而与 Asn 的 N-端相连。完整的寡糖链向新生

多肽链的转移发生在内质网的腔内侧。 

以往对 STT3a 的研究多集中在对其结构方面的

研究，但对其功能的研究还相对较少。研究发现

STT3 为 OST 的催化亚单位，它有一个 Ncyt-Clum 拓

扑结构，含有 11 个跨膜螺旋 [8]，3′下游序列中有

WWDYG 与 DK 两个保守的基序[9]。Koiwa 等[4]发

现拟南芥 OST 的 STT3a 亚基对盐和渗透压有反应，

本研究中我们也证实了 STT3a 基因的表达与盐诱导

有关，随着盐浓度的逐渐升高，STT3a 的 mRNA 表

达也提高。 

杜氏盐藻的耐盐机制比较复杂，到目前为止还

没有完全研究清楚。研究发现杜氏盐藻的耐盐机制

除受到甘油和离子流动的调节外，还有一些蛋白质

的参与[10]。Fisher 等[11]在杜氏盐藻细胞膜中发现了

一 种 p60 蛋 白 质 ， 它 是 一 种 双 拷 贝 的 碳 酸 酐 酶 

(DCA) 基因，具有调节细胞渗透压的作用，而且随

着盐浓度的升高，其 mRNA 水平和细胞外 DCA 的

活性也同时提高。本研究室也发现杜氏盐藻细胞膜

中的 DCA 基因 mRNA 水平随着盐浓度的升高而升

高，并且在 2.0 mol/L NaCl 盐浓度下杜氏盐藻 DCA

活性达到最高。STT3a 作为杜氏盐藻一种新发现的

跨膜蛋白，能直接感受培养基中盐浓度的变化，本

研究也证实杜氏盐藻 STT3a 的 mRNA 水平随着盐

浓度的升高而升高。这些结果可能为我们研究杜氏

盐藻 DCA 与 STT3a 在耐盐方面的协同作用提供理论

依据。 

鞭毛与纤毛是一种由细胞质膜延伸的细胞表面

突起，主要由微管组成。鞭毛膜作为特化的细胞膜，

其再生受到多种基因的精确调控，然而关于其调控

机制知之甚少。为了解跨膜蛋白 STT3a 在杜氏盐藻

鞭毛再生中的作用，本研究监测了鞭毛再生不同时

期 STT3a mRNA 水平的变化。结果显示，STT3a

基因在杜氏盐藻鞭毛最初受损再生过程中延迟至

60 min 才开始逐渐大量表达，之后直至鞭毛完成再

生过程中都高表达。这可能是因为杜氏盐藻藻体本

身储存的一些 STT3a 蛋白在鞭毛再生的初期起到作

用，随着鞭毛再生过程中对 STT3a 蛋白需求的增加，

STT3a 基因开始逐渐大量表达。这提示 STT3a 可能

作为一种跨膜蛋白，直接或间接参与了杜氏盐藻鞭

毛膜的再生或者鞭毛再生过程中所需相关蛋白的糖

基化修饰，这些结果可能为我们研究杜氏盐藻鞭毛

再生过程中基因的调控机制提供理论依据。 

鞭毛作为杜氏盐藻的运动细胞器直接参与盐藻

的游动，而高盐条件下杜氏盐藻运动迟缓是否和高

盐影响相关基因的表达有关，目前还没有实验证据。

本研究发现跨膜蛋白 STT3a 既参与了杜氏盐藻的耐

盐调控，又参与了杜氏盐藻鞭毛的再生过程，提示

杜氏盐藻的盐耐受性和鞭毛介导的运动性之间可能

有潜在的联系，值得进一步的研究。 
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