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摘要! 以坛紫菜转录组测序获得的 FA>I?A?序列为基础!采用 $&-,"43K>O 3=K0>D>E3G>/A /D

E5%&?AOC#技术克隆获得了坛紫菜的两条 ".':2 基因序列%9(".':263 和 9(".':261$ 序列

分析结果表明!9(".':263 序列全长 1 891 LK!包含一个 1 419 LK 的开放阅读框!所编码的多肽

包含 02: 个氨基酸!分子量为 :211 MF!等电点为 419:!属于 +CK:2 内质网亚家族 "登录号%

R(9/1783#&9(".':261 序列全长 1 832 LK!包含一个 1 102 LK 的开放阅读框!所编码的多肽包

含 972 个氨基酸!分子量为 0711 MF!等电点为 4103!属于 +CK:2 细胞质亚家族 "登录号%

R(9/1781#$ 基因表达水平的定量分析结果表明!高温和失水胁迫对两条 9(".':2 基因的表

达水平均有显著影响!但在表达模式上存在明显差异$ 高温胁迫不同时间水平下!两条

9(".':2 基因的表达均表现为先上调后下调的趋势&而在失水胁迫下!当失水率小于 72T时!

两条基因的表达水平均没有发生显著变化!但当失水率大于 72T时!两条基因的表达水平均

显著上调!说明两条 9(".':2 基因均在应答高温胁迫和高度失水胁迫中发挥着重要作用$

关键词! 坛紫菜& 热激蛋白 :2& $&-,& 荧光定量 7-$

中图分类号! :908& *:39555555555 文献标志码%&

55热激蛋白#J?3GCJ/EM K4/G?>A"+CK$是一类广泛

存在于各类生物细胞内且高度保守的蛋白"它不仅

受各类逆境胁迫条件的诱导"也广泛参与细胞正常

生理活动的调节"在生物体的生长发育)应答逆境胁

迫以及信号传导等方面发挥着重要作用
&3'

( 根据分

子量)序列同源性以及生物学功能等的不同"大致可

将+CK 分为 8 个家族!+CK322"+CK:2"+CK92"+CK72

及小分子+CK#C=+CK"分子量为 31 <4/ MF 的热激蛋

白$

&1'

( 作为分子伴侣"+CK 在细胞正常代谢过程中

负责蛋白的折叠)组装)转运和降解等活动"而在胁

迫状态下则起着稳定蛋白和膜结构)参与蛋白质解

聚再折叠)最终维持细胞稳态的作用
&/'

(

+CK:2通常以同源二聚体的形式存在"主要定

位于细胞质中"但也有一些成员存在于内质网)线粒

体和叶绿体等亚细胞器中"具有包括应激响应和常

规调节机制在内的多种生理学功能"在所有真核细

胞生物的胁迫响应)生长发育和信号传导中都发挥

着举足轻重的作用"因此受到越来越多的关注
&4 68'

(

目前已从拟南芥#?5*=0B&'.0.)(*+0*7*$

&8'

)玉米#Q4*

,*F.$

&7 69'

)水稻 #@5FM* .*)0E*$

&0'

)小麦 #?4<0+&'.

)*-.%(00$

&:'

"以及其他多种植物
&32 631'

中分离得到了

了".':2的全长基因"其中"R4>CJA3等
&8'

从拟南芥

基因组中分离得到的 +CK:2 家族 9 个成员中"

&G+CK:28366166/664 定位于细胞质中"&G+CK:28

3"&G+CK:281 和&G+CK:28/ 则分别定位于叶绿体)线

粒体和内质网中( 在海洋水产生物中"目前也已从

皱纹盘鲍#"*+0&)0.B0.%-.$

&3/'

)近江牡蛎#85*..&.)54*

(&7<:&7<47.0.$

&34'

) 脊 尾 白 虾 # 3/&'*+*4,&7

%*5070%*-B*$

&38'

)条斑紫菜 #9&5'(F5* F4M&47.0.$

&37'

和列紫菜#9&5'(F5* .450*)*$

&39'

中克隆获得了 ".':2

家族 的 基 因" 但 迄 今 未 见 坛 紫 菜 # 9F5&'0*

(*0)*747.0.$".':2 家族基因克隆的报导(

坛紫菜是闽)浙沿海传统大宗的水产养殖对

象"是我国特有的暖温带性种类"其产量占全国紫
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菜总产量的 98T以上"创造了可观的经济效

益
&30 63:'

( 此外"作为生长于潮间带中高潮区的一

种大型海藻"由于受潮汐作用"在干出失水时"坛紫

菜叶状体面临盐度)失水)强光照和紫外辐射等多

种非生物胁迫的影响
&30'

"加之随着全球气候变暖"

高水温已成为影响坛紫菜产量和品质的重要因

素
&12 61/'

"因此研究坛紫菜对逆境胁迫的应答机制"

分离并克隆胁迫应答相关基因就具有十分重要的

意义( 本研究是在原有坛紫菜转录组学研究
&14'

的

基础 上" 对 坛 紫 菜 ".':2 家 族 的 两 条 基 因

#9(".':263 和 9(".':261$进行全长克隆"并通过

分析这两条基因在高温及失水胁迫下的表达水平

变化"评价其在坛紫菜胁迫应答中的作用(

35材料与方法

!"!#坛紫菜样品及胁迫处理

供试材料为人工杂交选育获得的坛紫菜耐高

温性型品系 9873

&31'

"取自福建省坛紫菜种质资源

库( 将坛紫菜 9873 叶状体在正常温度下培养"培

养条件为温度 13 b"光照强度 82 <72

%

=/0

KJ/G/AC6#=

1

/C$"光照周期 31'D315"#隔 1 天更

换过滤新鲜海水一次$"待叶状体生长至#38 @1$

E=时"选取叶面平滑)色深有光泽)无斑点烂洞)处

于旺盛生长期的健康藻体置于#1: @218$ b的恒

温光照培养箱中进行高温胁迫处理#其余培养条件

同正常条件$/ J 后作为实验组"提取总 $%&"并逆

转录成 E5%&后用于 ".':2 家族基因的全长克隆(

另取一组#38 @1$ E=的完整藻体置于#1: @

218$ b的恒温光照培养箱中分别进行高温胁迫

处理#其余培养条件同正常条件$2)/)7)31)14 和

40 J 后"提取总 $%&"用于高温胁迫条件下基因

表达水平的实时荧光定量 7-$#V7-$$分析(

同时"再取一组藻体"用纱布轻压吸干藻体表

面水分后"置于干燥纱布上"放于 13 b"光照强度

82 <72

%

=/0KJ/G/AC6#=

1

/C$的干燥箱内干燥

失水( 根据预实验确定的干燥时间"分别取样失

水率为 2)32T)42T)72T):2T的样品和干燥失

水至失水率为 :2T后再浸泡于新鲜海水中培养

/2 =>A 后#复水$的样品进行总 $%&的提取"用

于失水胁迫条件下基因表达水平的 V7-$分析(

失水率计算公式!失水率 >#鲜重 6失水后藻体

重$ 6#鲜重 6干重$ C322T

以上每个处理"设置 / 个平行(

!"$#引物及其序列

全长基因 $&-,扩增)阳性克隆筛选)全长

验证)以及基因表达水平 V7-$分析所采用的引

物序列如表 3 所示"由上海生工生物工程有限公

司合成(

表 !#实验中所用引物的名称和序列

)*+"!#'*/0*7310K207%054G-./0-.7FH.10SG0-./07F

用途

FC3I?

基因

I?A?

引物名称

K4>=?4A3=?

引物序列#8U8/U$

C?VF?AE?

全长扩增

$&-,

9(".':263

9(".':261

$:23N*788U NN&-QQQQNQ&N-&Q-Q-N-

$:23%N*788U Q-N-NN&QNNQ&&&NNQ-QN

$:23N*78/U NN-QQ-QN--&-N-Q&QQQN

$:23%N*78/U ---N&-Q&--&NNN-Q--&&

$:21N*788U -&--&&-QQ-QQ---&Q-&Q&-

$:21%N*788U NN&N&&-QN-Q-NQ&N&&-&--

$:21N*78/U --Q-&&-QQQNQN&&NNNQNQ

$:21%N*78/U -&-N&NN&-Q-N-&N&&--N

全长验证

J?3O G/ G/?

9(".':263

9(".':261

+:23( N&-&Q-&Q-&Q-&&-Q-N-Q-Q&-Q-

+:23$ --Q&-&&-Q-&Q-NQNNQ--Q-&

+:21( Q-NQ-&Q---NQ-QNQ&NQN

+:21$ &-&---&---N&-Q-Q&-&-

定量分析

V7-$

9(".':263

9(".':261

::23( QN-QN&NN&--&-N&QN&N

::23$ --&-N-&N&-NN&N&&&Q&

::21( -QNNQN&-NNNQN&NQ&QNN

::21$ N&Q-N&NQQNNQ-NNNQQN

内参

>AG?4A30E/AG4/0

PL8

#;-( Q-&-&&-N&NN&QQQ&--&--

#;-$ N&NN&N-&--QQNN&&&-N

阳性克隆筛选

X30>O3G>/A /DK/C>G>X?E0/A?

$.82 N&N-NN&Q&&-&&QQQ-&-&-&NN

23/812 -N&-NQQNQ&&&&-N&-NN--&NQ

34/
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收集坛紫菜藻体 213 I"经滤纸吸干和液氮研

磨后"采用 ,191%1&植物 $%&提取试剂盒

#"2,N&"德国$提取各样品的总 $%&( 经凝胶

电泳检查所提取总 $%&的完整性"并在 -34B82

紫外分光光度计上分别测定 "5

172

和 "5

102

值"根

据测定结果计算$%&的浓度"判断核酸和蛋白质

的污染情况(

!"=#</"+.XU 基因的全长克隆

根据坛紫菜转录组数据库 FA>I?A?的注释

结果"筛选出与皱波角叉菜 #8(&7B5-.%50.'-.$

".':2 基 因 序 列 相 似 性 为 87T 的 FA>I?A?

#-'0471-/AG>I1 $作为 9(".':263 基因全长克

隆的核心序列"同时筛选出与条斑紫菜 ".':2

基因 序 列 相 似 性 为 :/T 的 FA>I?A?# -'021

-/AG>I1$作为 9(".':261 基因全长克隆的核心

序列( 根据核心序列"分别设计 9(".':263 和

9(".':261 基因 8U8和 /U8$&-,扩增的特异性扩

增引物#N*7$和巢式引物 #%N*7$ #表 3$ "按照

*2&$Q?4$&-,E5%&&=K0>D>E3G>/A R>G试剂盒

的说明分别进行两个基因的 8U8和 /U8$&-,扩

增( 将 $&-,扩增的目的片段切胶回收)转化

至 3H%&+05+8

!

感受态细胞中"经蓝白斑筛选和

阳性克隆验证后送往大连宝生物有限公司进行

测序(

!"C#</"+.XU 基因的全长验证

首先根据测序获得的各基因的 8U和 /U序列

与核心序列的重叠区"采用 5%&2&% 81111

#'BAA/A ;>/*/DG$软件进行拼接"获得各基因的

全长序列( 然后根据拼接获得的全长序列"设

计 +?3O G/ G/?引物"以 $&-,扩增时获得的

E5%&为模板"进行普通 7-$扩增"同样将扩增

产物进行切胶回收)转化和测序"并将测序结果

与拼接结果进行比对"以验证全长克隆的正

确性(

!"O#</"+.XU 基因的生物信息学分析

对所获得的全长基因序列利用 %-;)的

;03CGA 程序进行序列同源性检测"并采用 "$(

(>AO?4# JGGK!

!

WWW1AEL>1A0=1A>J1I/X6I/4D6

I/4D1JG=0$软件分析各基因的开放阅读框#"$($

和所编码氨基酸序列%使用在线软件 7$"*)Q,

#JGGK!

!

K4/C>G?1?PK3CB1/4I6$")AG?474/*E3A# JGGK!

!

WWW1?L>13E1FM6Q//0C6KD36>K4CE3A6$和 74?O>*>

#JGGK!

!

WWW1K4?O>C>1O?$查找基因序列的保守位

点和信号肽序列%采用 -0FCG30Y

&18'

进行氨基酸多

重序列比对"并采用 2,N& 8132

&17'

软件构建了

+CK:2 蛋白的系统进化树(

!"Q#</"+.XU 基因表达水平的 K,><分析

根据基因序列设计 V7-$正反向引物"并以

#;-基因作为内参"进行 9(".':263 和 9(".':26

1 基因在高温和失水胁迫条件下表达水平的

V7-$分析(

提取的各样品总 $%&按 74>=?*E4>KG

"

$Q

4?3I?AGM>G#Q3R3$3"大连 $的说明书进行操作(

18

%

'的反应体系包含! 3118

%

' 1 C*S;$

"

74?=>P ,P 1*2

Q2

(

#Q3R3$3$"211

%

=/06'引物

和 1

%

'反转录产物( 扩增程序为 :8 b变性 3

=>A%:8 b 32 C"71 b /2 C"42 个循环( 循环结束

后从 88 b缓慢升温至 :8 b"绘制熔解曲线( 荧

光定量 7-$扩增在 &;)9/22 型定量 7-$仪上

进行(

以 32 C梯度稀释的 E5%&为模板进行定量

7-$扩增"制作 9(".':263"9(".':261 和内参基

因的标准曲线( 每次反应都设置阴性对照和无模

板对照"每个反应设 / 个平行复孔( 应用 ,PE?0

和 *7**3/12 软件对实验数据进行统计分析"并

采用单因素方差分析#"A?8<3B &%".&$和最小

显著差异法 #'*5$比较不同数据组间的差异"

9?2128 表示差异显著"9?2123 表示极显著

差异(

15结果

$"!#</"+.XU 基因的全长克隆

9(".':26355以坛紫菜 -'0471-/AG>I1 序

列为核心"通过 $&-,扩增和测序"获得一条长

度为 401 LK 的 8U8$&-,#图 383$和一条 012 LK

的 /U8$&-,#图 381$"根据两条末端序列和核心

序列的重叠区"拼接获得了一条长度为 1 891 LK

的全长序列"经过全长序列验证#图 38/$和比对"

确认该基因为坛紫菜的 ".':2 基因"命名为

9(".':263( 该基因已提交到 N?A;3AM 数据库

中"登录号为 R(9/1783( 通过 "$((>AO?4软件

分析发现"该基因序列 /4 <147/ 个碱基为完整的

开放阅读框#/K?A 4?3O>AI D43=?""$($"可编码包

含 02: 个氨基酸"分子量为 :211 MF"等电点为

419:的蛋白质(

14/
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9(".':26155以坛紫菜 -'021-/AG>I1 序列

为核心"通过 $&-,扩增和测序"获得一条长度

为 3 497 LK 的 8U8$&-,#图 384$和一条 3 231 LK

的 /U8$&-,#图 388$"根据两条末端序列和核心

序列的重叠区"拼接获得了一条长度为 1 832 LK

的全长序列"经过全长序列验证#图 387$和比对"

确认该基因为坛紫菜的 ".':2 基因"命名为

9(".':261( 该基因已提交到 N?A;3AM 数据库

中"登录号为 R(9/1781( 通过 "$((>AO?4软件

分析发现"该基因序列 9/ <1 /88 个碱基为完整

的开放阅读框"可编码包含 972 个氨基酸"分子量

为 0711 MF"等电点为 4103 的蛋白质(

图 !#</"+.XU 基因克隆产物电泳图

319(".':263 基因的 8U8$&-,扩增产物% 119(".':263 基因的 /U8$&-,扩增产物#箭号$ % /19(".':263 基因的全长扩增产物% 41

9(".':261 基因的 8U8$&-,扩增产物% 819(".':261 基因的 /U8$&-,扩增产物% 719(".':261 基因的全长扩增产物

D.8"!#(8*-510060%F-5GH5-01.154<(>B5-;0*3F5 F50G-532%F154</"+.XU 80701

318U8$&-,K4/OFEGC/D9(".':263% 11/U8$&-,K4/OFEGC/D9(".':263 #344/W$ % /1+?3O G/ G/?K4/OFEGC/D9(".':263% 418U8$&-,

K4/OFEGC/D9(".':261% 81/U8$&-,K4/OFEGC/D9(".':261% 71+?3O G/ G/?K4/OFEGC/D9(".':261

$"$#</"+.XU 基因的多序列比对分析

序列同源性比对结果表明"所克隆的两条基

因 均 属 于 ".':2 基 因 家 族" 7J+CK:283 与

7J+CK:281 的氨基酸序列相似性仅为 41T"但

7J+CK:283 与皱波角叉菜 +CK:2 氨基酸序列相似

性为 80T"7J+CK:281 与条斑紫菜 +CK:2 氨基酸

序列相似性为 :9T( 基于多序列比对"可将两条

7J+CK:2 蛋白的氨基酸序列划分成 / 个保守区域

#

'

)

(

)

&

$和 4 个可变区域 #&);)-)5$"其中

可变区 &和保守区
'

构成了 %端结构域"包含一

个组氨酸蛋白激酶类 &Q73C?结构域"参与了

&Q7的结合和水解%保守区
(

构成了中间结构

域" 参 与 了 结 合 &Q7底 物 和 辅 陪 伴 分 子

#E/EJ3K?4/A?$%保守区
&

和可变区 5构成了 -端

结构域"参与了多聚化过程#图 1$(

使用 7$"*)Q,和 )AG?474/*E3A 软件分析发

现"两个 7J+CK:2 蛋白的氨基酸序列均含有

+CK:2 家 族 的 8 条 特 征 性 序 列!

%R,)('$,')*%**5&'5R)$) 'NQ)&$*NQ)

2)N:(N.N(S*&S'.&) )R'S.$$.() 和

N).5*,5'7'%)*$,#图 1$( 此外"7J+CK:283 与

皱波角叉菜内质网 +CK:2 蛋白氨基酸的羧基末端

序列一致为 +5,'#图 1$"这与内质网 +CK:2 亚

家族的羧基末端保守序列 R5,'类似"存在一个

R8+的氨基酸保守替换"说明 7J+CK:283 蛋白可

能定位于内质网中%7J+CK:281 与条斑紫菜细胞

质 +CK:2 蛋白氨基酸的羧基末端序列一致为

2,5.5#图 1$"这与细胞质 +CK:2 的羧基末端保

守序列 2,,.5类似"存在一个 ,85的氨基酸保

守替换"说明 7J+CK:281 蛋白可能定位于细胞质

中( 但通过 74?O>*>软件"在两条 7J+CK:2 蛋白的

氨基酸序列中均没有找到信号肽序列(

/4/
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图 $#;1GXU 蛋白氨基酸序列的多重序列比对

, EE-分隔保守区和可变区",方框-表示 +CK:2 蛋白家族的特征序列", <-表示组氨酸蛋白激酶类 &Q73C?结构域", >- 表示类核

糖体蛋白 *8 结构域"羧基末端保守,+5,'-和,2,5.5-加粗字体表示

D.8"$#L26F.A*6.87/07F54*/.75 *%.310K207%054;1GXU

QJ?X34>3L0?4?I>/AC3AO E/AC?4X?O 4?I>/ACW?4?CK3E?O LB , EE-1QJ?KFG3G>X?&Q78L>AO>AI O/=3>A >CFAO?40>A?O W>GJ , <-1QJ?KFG3G>X?

4>L/C/=30K4/G?>A *8 O/=3>A >CFAO?40>A?O W>GJ , >-1QJ?D>X?E/AC?4X?O C>IA3GF4?=/G>DC/D+CK:2 34?L/P?O1QJ?E/AC?4X?O 3=>A/ 3E>OC

=/G>D"+5,'D/4GJ??AO/K03C=>E4?G>EF0F= G34I?G>AI C?VF?AE?">C=34M?O 3CL/0O >A 7J+CK:2831QJ?E/AC?4X?O 3=>A/ 3E>OC=/G>D"

2,5.5D/4GJ?EBG/K03C=>EI4/FK">C=34M?O 3CL/0O >A 7J+CK:281

44/
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$"9#,H;1GXU 蛋白的系统进化分析

为进一步分析 7J+CK:2 蛋白的系统进化关

系及亚细胞定位"根据 N?A;3AM 数据库中公布的

已知亚细胞定位的藻类)陆生植物和动物的 /2 条

+CK:2 蛋白的氨基酸序列和两条 7J+CK:2 蛋白序

列"通过2,N&812 程序采用%?>IJL/48!/>A>AI 法

构建了 +CK:2 蛋白的系统进化树#图 /$( +CK:2

蛋白的系统进化树首先按不同的亚细胞定位分为

4 个分支"分别为细胞质 +CK:2)内质网 +CK:2)叶

绿体 +CK:2 和 线 粒 体 +CK:2 # 图 / $( 其 中

7J+CK:283 与内质网 +CK:2 聚类为一个分支"而

7J+CK:281 与细胞质 +CK:2 聚类为一个分支"这

与序列分析中的亚细胞定位的预测结果一致"由

此可以确定 7J+CK:283 蛋白定位于内质网中"

7J+CK:281 蛋白则定位于内质网中( 在系统关系

进化上"两条 7J+CK:2 蛋白均与同属红藻门的其

他物种亲缘关系最近"与其他藻类的亲缘关系次

之"最后才与陆生植物和动物聚类在一起(

图 9#基于氨基酸序列构建的 ;1GXU 的系统进化树

D.8"9#,HN658070F.%F-00%571F-2%F03M.FH;1GXU */.75 *%.310K207%01

$"=#</"+.XU 基因表达水平的 K,><分析

基因相对表达水平的定量分析有助于了解相

关基因在特定条件下的功能( 本研究 V7-$分析

结果显示"高温和失水胁迫对 9(".':2 基因的相

对表达水平均有显著影响#图 4$( 在 1: b高温

胁迫不同时间水平下"9(".':263 和 9(".':261

基因的表达水平均呈现为先上调后下调的趋势"

但表达水平最高的时间点并不一致 #图 483"L$(

9(".':263 在高温胁迫 / J 时"即可检测到表达水

平极显著上调至最高水平#9?2123$"为高温胁

迫前表达水平的 3819 倍"随后开始下调"至 31 J

时"表达水平即与高温胁迫前没有显著差异#9A

84/



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

555 水5产5学5报 /0 卷

d128$"在高温胁迫 7 J 至 40 J 之间"表达水平没

有显著差异#9A2128$#图 483$%而 9(".':261 在

高温胁迫 /J 时"也可检测到表达水平显著上调

#9?2128$"至高温胁迫 7 J 时"表达水平最高"为

高温胁迫前表达水平的 01/ 倍"随后开始逐渐回

落"至 40 J 时"表达水平与高温胁迫前没有显著

差异#9A2128$"在高温胁迫 31 J 至 40 J 之间"

表达水平没有显著差异#9A2128$#图 48L$"说明

两个基因在坛紫菜叶状体的高温胁迫应答中均发

挥着重要的作用(

在不 同 失 水 胁 迫 条 件 下" 9(".':263 和

9(".':261 的表达水平变化趋势表现一致"在失

水率小于 72T条件下"两个基因的表达水平均没

有发生显著变化#9A2128$"但当失水率 A72T

时"两个基因的表达水平均发生了显著上调#9?

2128$"且在失水率达到 :2T后"将藻体重新浸泡

于新鲜海水中培养 /2 =>A"两个基因的表达水平

仍然表现为上调"但与失水率为 :2T时的表达水

平相比"没有显著差异#9A2128$#图 48E"O$( 说

明两个基因在轻度失水胁迫# ?72T$下"均没有

发生明显作用"但参与了高度失水胁迫# A72T$

的应答响应过程(

图 =#不同胁迫条件下 </"+.XU 的相对表达水平

#3$ "# L$1高温胁迫%#E$ "# O$1失水胁迫( 不具有相同字母上标的数据间差异显著#9?2128$

D.8"= )H0-06*F.P00SG-011.5760P06154</"+.XU 80701*F3.440-07F60P061541F-011

#3$ "# L$1QJ?4?03G>X??PK4?CC>/A 0?X?0C/D9(".':2 I?A?C>A O>DD?4?AGG>=?/DJ>IJ G?=K?43GF4?CG4?CC1#E$ "# O$1QJ?4?03G>X??PK4?CC>/A

0?X?0C/D7J+CK:2 I?A?C>A O>DD?4?AG0?X?0/DO?C>EE3G>/A 3AO >A 4?JBO43G>/A D/4/2 =>A1;34/D?3EJ E/0F=A W>GJ O>DD?4?AGC=3000?GG?4C=?3A

C>IA>D>E3AGO>DD?4?AE?#9?2128$

/5讨论

植物为适应不断变化的环境条件"在长期演化

过程中形成了应答各种生物或非生物逆境胁迫的

复杂机制"而 +CK 的表达和积累是其中关键的一

环
&3'

( 作为 +CK 家族重要成员的 +CK:2"已有的大

量研究结果表明"其广泛参与了各类生物及非生物

的胁迫响应过程"在稳定和激活各种关键信号蛋白

方面发挥着重要作用
&4'

( 目前已从各种陆生植物

和藻类中分离得到了 +CK:2 的全长基因"并对其在

逆境胁迫条件下的表达和功能进行了研究
&8 639'

(

本研究以转录组测序获得的 FA>I?A?序列为基础"

通过 $&-,扩增获得了坛紫菜两条 ".':2 基因的

全长 E5%&C序列"并通过序列保守性和系统进化

74/
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树分析确认两条坛紫菜 ".':2 基因分别属于内质

网 +CK:2 亚家族#9(".':263$和细胞质 +CK:2 亚

家族#9(".':261$(

9"!#,H;1GXU 蛋白氨基酸序列的保守性分析

+CK:2 是一类在所有真核生物中都高度保守

的胁迫蛋白"通常每个单体的氨基酸序列都可分

为 / 个主要的保守结构域
&19'

"同时具有 8 条特征

性的标记序列
&10'

!%R,)('$,')*%**5&'5R)$)

'NQ)&$*NQ)2)N:(N.N(S*&S'.&))R'S.$$.()

和 N).5*,5'7'%)*$,( 本研究获得的两条基

因所编码氨基酸序列中同样都可分为 / 个主要的

结构域"即由可变区 &和保守区
'

构成的参与

&Q7结合和水解的 %端 &Q73C?结构域"保守区

(

构成的参与结合 &Q7底物和辅陪伴分子的中

间结构域"以及由保守区
&

和可变区 5构成的参

与多聚化过程的 -端结构域%同时保守区
'

和保

守区
(

也包含有 8 条特征性的标记序列%并且两

个蛋白的羧基末端序列分别为内质网和细胞质的

定位信号序列 +5,'和 2,5.5#图 1 $( 尽管

7J+CK:2 的特征性标记序列和定位信号序列与高

等植物和动物的相应序列存在着个别氨基酸残基

的差异"但这些序列与其他大型藻类相同亚家族

的 +CK:2 相应序列完全一致"这可能与大型藻类

在进化上的特殊起源有关
&1:'

(

一般认为"来自于不同物种相同亚家族的

+CK:2 序列间的同源性要高于同一物种不同亚家

族 +CK:2 序列间的同源性
&10'

( 在本研究中同样

存在这一现象"坛紫菜 7J+CK:283 和 7J+CK:283

的氨基酸序列同源性只有 41T"但 7J+CK:283 与

皱波角叉菜 +CK:2 氨基酸序列同源性为 80T"

7J+CK:281 与条斑紫菜 +CK:2 氨基酸序列同源性

为 :9T%系统进化树分析结果同样表明"不论动

物还是植物"所有的 +CK:2 均首先按照亚细胞定

位的不同分别聚类为一支#图 /$(

9"$#</"+.XU 基因应答高温和失水胁迫的表达

水平分析

紫菜作为分布于潮间带中高潮区的一类大型

海藻"每天伴随着潮汐变化"周期性地干出与覆

水"在干出时面临盐度)失水)强光照和紫外线等

多种非生物条件的剧烈变化( 为适应这一独特的

生态条件"紫菜体内形成了一个庞大且复杂的调

节系统"包括了无数的调节和反馈机制"涉及大量

基因的差异表达与调控
&30'

( 王孟强
&/2'

利用基因

芯片技术研究了条斑紫菜在不同失水水平下的基

因表达谱变化"结果发现在条斑紫菜配子体的失

水过程中"大约有 0194T<3312:T的基因上调"

而下调表达基因的数量则在各个阶段变化较大(

坛紫菜藻体的自然生长期在每年的 : 月至次年的

1 月"生长的适宜温度为 37 <14 b( 随着全球气

候变暖"养殖季节海区的持续高温也对坛紫菜藻

体的正常生长造成了威胁"近年来已多次发生高

温引起的烂苗或烂菜事件( 因此"分析 +CK:2 在

高温和失水胁迫条件下的表达水平变化对于解析

+CK:2 在应答逆境胁迫中的功能就具有十分重要

的意义(

本研 究 结 果 表 明" 高 温 和 失 水 胁 迫 对

9(".':2 基因的表达水平均有显著影响"但在表

达模式上存在明显差异( 高温胁迫不同时间水平

下"两条 9(".':2 基因的表达水平均表现为先升

高后下降的趋势#图 483"L$"说明 9(".':2 基因

的表达可能存在一个反馈调节机制!高温胁迫初

期"由于受到不适温度的影响"各功能蛋白活性受

到抑制"蛋白解聚增加"这一生理状态刺激了

9(".':2 表达水平的上调"参与信号蛋白分子的

激活和解聚蛋白的再折叠"从而稳定了各功能蛋

白和膜结构"维持了细胞稳态"解聚蛋白含量下

降"9(".':2 的表达水平也随之下调( 周向红

等
&37'

等的研究结果也表明"高温胁迫条件会引起

条斑紫菜 ".':2 基因表达水平的显著上升( 由此

说明"两个 9(".':2 基因在坛紫菜藻体的高温胁

迫应答中均发挥着重要的作用( 但两条 9(".':2

基因在应答失水胁迫时的表达模式却与高温胁迫

条件下的不同!失水率小于 72T时"两个基因的

表达水平均没有发生显著变化"但当失水率大于

72T时"两个基因的表达水平开始显著上调 #图

48E"O$( 由此说明 9(".':2 基因在应答轻度失水

时没有发挥明显作用"但在应答高度失水的过程

中发挥着显著作用( 出现这一现象的可能原因

是"轻度失水已经成为坛紫菜日常生长所必须面

对的常态化事件"坛紫菜细胞形成了另外一套更

为经济的系统来维护轻度失水条件下的蛋白构象

和细胞稳态"细胞中无法积累足够的解聚蛋白来

刺激9(".':2 的表达和合成( 如'>F

&/3'

在条斑紫

菜中的研究结果就表明"条斑紫菜细胞膜上富含

的红藻糖苷和多不饱和脂肪酸可以维持细胞膜的

液态"细胞质内形成氢键框架 # JBO4/I?A L/AO>AI

94/



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

555 水5产5学5报 /0 卷

D43=?W/4M$以降低分子运动来抵御失水胁迫( 但

在高度失水条件下"已有的保护系统已不足以维

持功能蛋白的构象"解聚蛋白增加"从而引起了

9(".':2 基因的上调表达(
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