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从基因组分析贾第虫的核糖体合成系统 
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摘要：为探讨贾第虫细胞核内核糖体合成系统，及与典型的真核生物有何差异 ，首先，确定在典型真核生 

物中参与核糖体合成的 129条共有的保守蛋白，然后用这些蛋白搜索贾第虫基因组以调查它们在贾第虫中的直 

系同源蛋白的情况，以对贾第虫的核糖体合成系统作一了解。结果表明：贾第虫具有 89条这些蛋白的直系同 

源蛋白，包括参与rRNA甲基化和假尿嘧啶化的蛋白复合体成员，以及存在于 90S、40S和 60S复合体中的蛋 

白。贾第虫的核糖体合成系统与典型的真核生物相似，但还有 40条蛋 白在贾第虫基因组中找不到同源蛋白。 

这意味着贾第虫的核糖体合成系统较典型的真核生物简单。贾第虫虽然没有核仁结构，但其核糖体亚基合成的 

途径和机制可能与真核细胞相似，参与的成分不同于无核仁结构的原核生物，可能相对简单。 
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Abstract：The nucleolus of the eukaryotic cell is the site of ribosome biogenesis and contains many protein factors re— 

quired for ribosome biogenesis．As it has been previously shown that Giardia did not have a nucleolar structure，we want 

to know how ribosome biogenesis OCCUrs in Giardia．Are there any differences between Giardia and the other eukaryotes 

with nucleolar structures?We first identified 129 conserved common proteins which are involved in ribosome biogenesis in 

typical eukaryotes．Then，we used these proteins as query sequences to identify the orthologs in Giardia genomic 

database．0ur results indicate that there are 89 orthologs of the 1 29 ribosomal biogenesis proteins in Giardia，some of 

which are involved in rRNA methylation or pseudouridine and present in 90S，pre-40 S and pre一60S particles．These data 

suggest the ribosome biogenesis system of Giardia is similar to that of typical eukaryotes．However，there are 40 ribosomal 

proteins that do not have obvious orthologs in Giardia．This may imply that the ribosome biogenesis system of Giardia is 

simpler than that of other eukaryotes．According to these results，we argue that although Giardia does not possess nucleo— 

lus，its mechanism and pathway of ribosome biogenesis are similar to that of typical eukaryotes but simpler，and are differ- 

ent from that of prokaryotes．The present investigation provides significant insights into the origin and evolution of the nu— 

cleollJs． 
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核仁是真核生物间期细胞核内普遍存在的结 

构。电镜下，典型的后生动物 (metazoan)核仁有 

三部分：纤维中心 (fibrillar center)、致密纤维组分 

(dense fibrillar component)和颗粒组分 (granular 

component) (Carmo-Fonseca et al，2000；Dundr et 

al，2000；Scheer& Hock， 1999；Venema& Toller． 
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v，1999)。这三部分虽然没有被膜所包被，但是 

互相结合紧密，形成一个致密的结构。从人的 Hel— 

la细胞和拟南芥细胞中均能分离出完整的核仁，就 

证明了这一点 (Ande~en et al，2002，2005)，而 

且在单细胞生物，如从裂殖酵母 (Schizosaccha— 

romyces pombe)和芽殖酵母 (Sacc haromyces cere- 

visiae)细胞中也鉴定 (Scheer&Hock，1999)出核 

仁的这三种组分，表明核仁的这种结构组成在进化 

上具有一定的保守性。 

核仁是核糖体合成的场所，几乎所有与核糖体 

合成相关的持家蛋白 (housekeeping protein)都聚 

集在核仁中 (Leung et al，2003)。细菌的核糖体合 

成是一个 自组装过程，涉及的蛋白少 (Nierhaus， 

1991)；而真核生物则要复杂得多，参与的蛋白也 

更多，并且需要大量非核糖体蛋白参与 (Fromont— 

Racine et al，2003)。这些蛋白与转录出的rRNA前 

体，首先形成一个 90S核糖核蛋白复合体；然后， 

随着 rRNA的加工，90S复合体进而形成 40S和 

60S核糖体前体。60S核糖体前体在核仁和细胞质 

中成熟，而40S核糖体前体被运到细胞质中成熟。 

核糖体产生的过程及参与的相关蛋白在酵母上已有 

较 深 入 的 研 究 (Fatica & Tollervey， 2002； 

Tschochner& Hurt，2003)。 

贾第虫 (Giardia)一度被认为是现存最原始的 

真核生物。因为曾以为它还 “不具线粒体”等细胞 

器，并且在一些分子系统树中，它往往位于真核生 

物的最基部。此外，它的 “不具核仁结构”也是支 

持其原始性的重要特征之一 (Adam，2001)。我们 

过去的研究也表明贾第虫是不具核仁结构的 (Li et 

al，1997；Wen&Li，1998)。这就 自然地让人们产 

生疑问：贾第虫既然是真核细胞，可又没有核仁， 

那么其核糖体合成如何进行?核糖体合成系统有何 

特点?与有核仁的典型真核生物又有何异同?最 

近，作者在贾第虫上克隆出典型真核细胞中参与 

pre—rRNA加工蛋白的同源基因 (Krr1)，且证明该 

基因在贾第虫滋养体中活跃转录，其编码的蛋白的 

序列特征与有核仁 的真核生物相似 (Xin et al， 

2005)。本文旨在从整个基因组的角度对参与贾第 

虫核糖体合成的蛋白系统进行调查 ，以探讨上面提 

出的一些问题。 

1 材料与方法 

1．1 数据收集及处理 

根据文献 (Fromont—Racine et al，2003)，153 

条参与核糖体合成的蛋白取自芽殖酵母 (S．cere- 

visiae)基 因 组。该 基 因 组 从 SGD (http：／／ 

www．veastgenome．org／)下载。蓝氏贾第虫 (Giar— 

dia lamblia)基 因 组 取 自 GenBank (http：／／ 

www．ncbi．nlm．nih．gov／) (McArthur et al，2000)。 

所有这些基因组整合到本地 BLAST数据库。BLAST 

2．0程序下载于 NCBI(Ahschul et al，1997)。酵母 

基因注释数据库 (orf-geneontology．tab)也下载于 

SGD (http：／／www．yeastgenome．org／)。真核生 物 

直系同源蛋白数据库 KOG下载于 NCBI(Tatusov et 

al，2003)。序列比对用 Clustal X程序 (Thompson 

et al，1997)。分析数据用到的其他相关程序，如 

查询 KOG数据库、从批量 BLAST 结果中分离信息 

等是作者编制的。 

1．2 在真核生物中普遍保守的核糖体合成蛋白的 

确定 

首先，用 153条酵母蛋白序列号查询 KOG数 

据库，提取含有这些蛋 白的直系同源簇 (ortholog 

group)；然后，将其中人和拟南芥的直系同源簇提 

取出来。最终获得的这些蛋白就是在人、拟南芥和 

酵母三者核仁中所共有的保守蛋白。这些蛋白即用 

于以下在贾第虫基因组中搜寻同源物。 

1．3 用双向BLAST方法从贾第虫中确定直系同源 

蛋白 

运用双向 BLAST方法确定贾第虫基因组 中参 

与核糖体合成的蛋白的直系同源蛋白，其原则如 

下：用物种 A的基因组的序列搜索 (BLAST)物种 

B的基因组的序列，搜到的最高相似的序列反过来 

再 BLAST 物种 A的基因组 (阈值 E小于 1e一05)。 

如果两条序列在这两个 BLAST 中均是最相似 的 

(称为 “双向BLA ST 最高相似蛋白”)，则认为是直 

系同源关系 (Tatusov et al，1997)。实际操作 中， 

如果贾第虫在芽殖酵母基因组中搜到的双向 BLA ST 

最高相似蛋白不是起始搜索的酵母的序列，则通过 

查询 KOG数据库，检查搜到的酵母的这条序列与 

搜索贾第虫时用的酵母的序列是否并系同源 (para— 

log)。如果是并系同源，则认为在贾第虫基因组中 

仍然有这条蛋白的直系同源物 (表 2中的 SSF1蛋 

白)。对双向 BLAST最高相似蛋白中一些 E值高于 

le-05的贾第虫蛋白，进一步用 PSI—BLAST 搜索方 

法确定。 

1．4 用 PSI．BLAST鉴定 E值高于 1e．O5的贾第 
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虫蛋 白 

在双向 BLAST搜到的贾第虫蛋白中，有些贾 

第虫蛋白 值高于 1e．05，则进一步用位点特异打 

分矩阵 (position specific scoring matrix，PSSM)的 

方法，即PSI．BLAST，验证这些弱相似序列是由于 

序列随机匹配搜到，还是真正的直系同源。首先， 

从 KOG中提取与酵母蛋白是直系同源的其他物种 

的序列；然后 ，用Clustal X进行序列比对，将比对 

后的序列作为PSI．BLAST的输入序列去搜索贾第虫 

基因组。如果搜到的序列跟 BLAST搜到的一样， 

并且 值小于 1e．05，这表明在 BLAST结果中， 

值高于 1e．05是由于用单条序列 BLAST所致，实际 

上在贾第虫基因组中仍存在酵母这条蛋白的直系同 

源蛋白。 

2 结果与分析 

2．1 真核生物中参与核糖体合成的保守蛋白 

在 KOG数据库，查询 153条芽殖酵母参与核 

糖体合成的蛋白。其结果表 明，绝大部分蛋 白 

(142条)已归到 KOG数据库中，即表明极大多数 

芽殖酵母中的这些蛋白在其他物种中均有直系同源 

物。没有归到 KOG数据库的 11条蛋白可能是只存 

在于芽殖酵母基因组的物种特有的蛋白。在这 142 

条蛋白中，有 129条是人、拟南芥和酵母中所共有 

的。这些蛋白是真核生物中参与核糖体合成的保守 

蛋白。 

2．2 贾第虫基因组中参与核糖体合成蛋白的直系 

同源物的确定 

笔者先用上述 129条真核生物普遍保守的酵母 

蛋白搜索 (BLA STP)贾第虫基因组 6572条蛋白； 

然后，用搜到的贾第虫的蛋白反搜酵母基因组，从 

中找出双向 BLAST最高相似蛋白。结果在贾第虫 

基因组中共搜到 92条最高相似蛋白，其中有 8条 

最高 值高于 1e．05，其他均低于此值。这 8条蛋 

白有可能是与酵母相应的蛋白，是直系同源，也有 

可能是序列随机匹配造成的假阳性。于是笔者用 

PSI．BLAST验证它们，结果搜索到与 BLAST结果不 
一 致的3条蛋白。所以，这 3条蛋白不是相应酵母 

蛋白质的同源物。而另外 5条蛋白则与 BLAST结 

果一致，并且 值 比 BLASTP的 值显著降低 

(均低于 1e．05)。因此，笔者认为这 5条与酵母相 

应的蛋白是直系同源关系。最终在 129条蛋白中， 

共有 89条在贾第虫基因组中有同源物 (对应于 88 

条贾 第 虫 蛋 白，其 中 酵 母 的 YDR312W 和 

YHRO66W 两 者 与 贾 第 虫 的 同 一 条 序 列 

EAA37881．1是直系同源) (表 1)。该表中，笔者 

根据 Fromont．Racine等将核糖体合成蛋白按其功能 

分类的方 法同样归 为如下 6类：SnoRNPs、90S 

particles、Pre-40S particles、 Pre-60S particles、Pre- 

60S与 90S particles，以及 Pre．60S late particles。 

原核生物和真核生物的 rRNA合成后都需要进 

行碱基修饰，如假尿嘧啶化和甲基化。一般来说， 

这种 修饰 的作 用是 稳定 RNA 结构 (Ofengand， 

2002)。原核生物 rRNA修饰 由特定的酶催化，而 

真核生物是由小核糖核蛋白复合体 (small nucleolar 

0nucle0pr0tein particles， SnoRNPs) 进 行 催 化 

(Fromont．Racine et al，2003)。这种复合体由小核 

仁 RNA (snoRNA)和一些特定的核仁蛋 白组成， 

如fibrillarin．Nop 1和 Nop56等 (Kiss，200 1；Toller． 

vey&Kiss，1997)。笔者研究结果表明，在真核生 

物的 9个保守 SnoRNP蛋白中，贾第虫基因组中存 

在 至 少 6个 (NOP1、CBF5、NOP58、NHP2、 

GAR1和 SNU13)，其中 NOP1、NOP58、SNU13属 

于 boxC／D snoRNPs，而 CBF5、NHP2GAR1属 于 

H／ACA snoRNPs。NOP1复合 体行 使 甲基化，而 

CBF5复合体行使假尿嘧啶化 (Kiss，2001；Toller． 

vey&Kiss，1997)。这表明，这两种真核生物普遍 

存在的 rRNA加工修饰机制在贾第虫中也可能存 

在。 

真核生物 rRNA前体一般是 45S rRNA (酵母 

是 35S) (Scherrer et al，1963；Trapman et al， 

1975；Udem&Warner，1972)。该 rRNA前体与许 

多蛋白结合成核糖核蛋白复合体，沉降系数是 90S 

左右。笔者发现，Fromont．Racine et al(2003)归 

纳出的组成 90S复合体的 52种蛋白中，有 43条蛋 

白至少在人和拟南芥中是共有的、保守的。在贾第 

虫基因组中，笔者则找到了 28个相应的直系同源 

蛋白。这些蛋白包括 Dragon et al (2002)已提取出 

来的MpplO和 Utp系列蛋白。这些大量直系同源蛋 

白的存在表明，在贾第虫中可能存在与其他真核生 

物类似的 90S复合体。 

90S核糖核蛋 白复合体在核仁内经加工形成 

40S和 60S核糖体亚基前体。40S前体复合体即被 

运输到细胞质，进行最后的加工组装；而60S核糖 

复合体前体继续在细胞核中成熟 (Fromont．Racine 

et al，2003)。在1 0条40 S前体加工蛋白中，至少 
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表 1 参与酵母核糖体合成的蛋白在贾第虫基因组中的同源蛋白情况 

Tab．1 Orthologs of yeast ribosomal biogenesis proteins in G／ard／a genome 

(续下表) 
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ORF：酵母蛋白的开放阅读框名字；Gene：酵母基因名字；Function：酵母蛋白的功能描述；Accession no．：贾第虫蛋白序列 

接受号。 
ORF：open reading frames nal~es of yeast proteins； Gene：yeast gene names；Function：function descriptions of the corresponding 

proteins； Accession no．：G．1amblia protein accession number． 

有 8条在贾第虫基因组中被找到。参与核糖体合成 

的蛋白，其大部分只在特定阶段行使功能，只有极 

少数蛋白在核糖体合成的各个阶段的核糖体复合体 

中行使功能，如 Enpl是组成 90S核糖核蛋白复合 
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体的蛋白之一，当90S核糖核蛋白复合体分为40S 

和 60S核糖核蛋白复合体前体后，Enpl继续在 

40S中发挥功能 (Grandi et al，2002)。Diml是一 

个不存在于 90S核糖核蛋白复合体中，只存在于 

40S核糖核蛋白复合体中的蛋白 (Lafontaine et al， 

1994)。核糖体合成存在一个时空顺序 (起始于核 

仁而终止于细胞质)，各个阶段都有特定的蛋白参 

与。笔者的研究结果表明，在贾第虫中存在 Enpl 

和Diml的直系同源蛋白 (分别是 EAA37059．1和 

EAA38200．1)，这提示贾第虫也可能存在类似的核 

糖体亚基的加工途径。 

相对于 40S核糖体，60S核糖体的成熟需要更 

多的蛋白，因为成熟 60S核糖体相对于成熟的40S 

核糖体中含有更多的 rRNA (28S、5．8S和 5S)。 

笔者发现在酵母中有 66条在真核生物中普遍保守 

的蛋白参与60S核糖体的产生，其中6条蛋白也存 

在于90S核糖核蛋白复合体中，而另 60条特定存 

在于 60S核糖核蛋白复合体中。笔者在贾第虫基因 

组中找到了47条 60S核糖体合成蛋白的直系同源 

蛋白。在这些蛋白中包括很多在酵母中行使重要功 

能的蛋白，如 Ssfl(可能是一个在 60S核糖核蛋白 

复合体前体的早期行使功能的蛋白) (Fatica et al， 

2002；Wehner& Baserga，2002)、Nog2 和 Nugl 

(两者是参与 60S核糖核蛋白前体晚期加工 rRNA， 

产生成熟的25S和5S rRNA的蛋白)(Bassler et al， 

2oo1；Saveanu et al，2001；Saveanu et al，2003)。 

贾第虫也含有这些重要功能的蛋白及其他大部分在 

典型真核生物参与60S核糖体亚基加工蛋白。这些 

事实表明，贾第虫的 60S核糖体亚基的加工生成途 

径也可能与典型真核生物的类似。 

2．3 贾第虫特有的核糖体合成相关蛋白 

在真核生物普遍存在的参与核糖体合成的 129 

条蛋白中，有 40条在贾第虫基因组中找不到直系 

同源蛋白。笔者用 129条蛋白及 89条在贾第虫中 

已搜到的蛋白，按其功能分布比较后发现，这些未 

找到同源物的蛋白分布于各种功能类别的蛋 白中 

(图 1)。这表明，虽然贾第虫具有真核生物核仁的 

参与核糖体合成的各种功能类别的蛋白，但有些功 

能类别的蛋白在种类数量上要少一些。 

3 讨 论 

笔者用已知的 129条在酵母、拟南芥和人中所 

共 有的参与核糖体合成的蛋白，用双向BLAST及 
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图 1 贾第虫与酵母参与核糖体合成蛋白的功能 

类别分布比较 

Fig．1 Comparison of distribution of the ribosome 

biogenesis proteins Giardia and yeast 

PSI．BLA ST的方法对贾第虫基因组进行搜索的结果 

表明，在贾第虫中至少存在 89条这些蛋白的直系 

同源物。这些蛋白中，包括在真核生物中特有的行 

使 rRNA甲基化和假尿嘧啶化的蛋白复合体成员， 

以及90S复合体、40S和 60S亚基中的加工修饰成 

分。另外，在贾第虫中发现的这些直系同源物，虽 

然数量上比典型的真核生物要少，但它们在上述 

129条所承担的各种类别的功能中都有分布，即它 

们承担了 129条蛋白所承担的各种类别的功能。所 

有这些提示：贾第虫虽然没有核仁结构，但其核糖 

体亚基的合成加工途径或机制可能与典型真核细胞 

的相似，而不同于原核生物的情形。 

但同时值得注意的是：在上述 129条蛋白中， 

虽然约 70％的蛋白在贾第虫中有直系同源物，但是 

还有约 30％的蛋白 (40条)在贾第虫基因组中并 

未有直系同源物。以上这些事实表明，可能存在如 

下情况：(1)贾第虫还处在很低等的进化地位，其 

核糖体合成系统相对于高等真核细胞的简单，参与 

的蛋白质较少，但每一步都已经有蛋白来承担，只 

是蛋白的种类数量较少。以前的研究也发现类似的 

情况，如贾第虫的其他一些组分，相对于典型的真 

核生物要简单些，如参与膜泡运输 的 Syntaxin家 

族，定位在 Golgi体上 的相 关蛋 白等 (Dacks& 

Doolittle， 2002； Langford et al， 2002； Marti & 

Hehl，2003)； (2)虽然贾第虫具有了典型真核细 

胞的大多数核糖体合成蛋白，但还有一些是贾第虫 

所特有的或与其他生物分异很大的核糖体合成蛋 

白，但在本研究中未能找到，还有待于以后去鉴定 

这样的特有成分； (3)由于贾第虫是营寄生生活 
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的，其核糖体合成系统因寄生而发生了 “退化”。 

寄生生活可能主要引起与之相适应的一些退化，而 

是否引起核仁或其核糖体合成系统这些真核细胞最 

基本的结构和功能活动的退化，还缺乏直接的证 

据。笔者近来的研究表明，贾第虫核糖体合成系统 

的相对简单似乎与寄生退化并无关系 (待发表)。 

总之，我们的研究结果表明，贾第虫虽然没有 

核仁结构，但其核糖体亚基合成的途径和机制可能 
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