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摘要! 小分子热激蛋白"E+*6#不仅在应激条件下高效表达!还在正常状态的细胞中广泛存

在!参与一些重要细胞生理活动的调节$ 为研究坛紫菜应答高温和失水等逆境胁迫的分子机

制!本研究以坛紫菜转录组测序获得的 @=:>2=2序列为基础!采用 $&-,或直接 6-$扩增!克

隆获得了坛紫菜 1 种 E+*6的全长基因'!+"/&11 和 !+31)K$ 序列分析结果表明!!+"/&11 序

列全长 ;48 3C!包含一个 430 3C 的开放阅读框!所编码的多肽包含 381 个氨基酸!分子量为

3013 O@!等电点为 4119"收录号'RK321492#&!+31)K序列全长 3 737 3C!包含一个 3 102 3C

的开放阅读框!所编码的多肽包含 910 个氨基酸!分子量为 9713 O@!等电点为 719/!属于

+EC92 亚家族"收录号'RK321493#$ 基因表达水平的定量分析结果表明!两个基因在高温胁

迫不同时间水平和不同失水胁迫程度下的表达均呈现出一致的表达模式!即在胁迫初期表达

水平显著上调!但随着胁迫的持续!这两个基因的表达水平开始逐渐下调$ 结果表明!这 1 个

基因在逆境胁迫下的表达可能存在一个反馈调节机制$

关键词! 坛紫菜& 小分子热激蛋白& $&-,& 荧光定量 6-$

中图分类号! L8;4& *0381/55555555 文献标志码'&

55热激蛋白 # D29HED/BO CF/H2:=E"+*6$是一类

广泛分布于各类生物细胞内且高度保守的蛋白分

子"主要行使分子伴侣)应激防御和稳定细胞结构

等功能"不仅受环境胁迫的诱导"也参与细胞各项

正常生理活动
&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 +*6分为 4 个家

族!+*6322"+*602"+*682"+*672 及小分子 +*6

#E+*6$

&1'

(

植物中的 E+*6均由核基因编码"是一组分

子量为 31 <9/ O@"且含有保守结构域的蛋白质"

它在生物体内广泛分布"是保守性最差的一类热

激蛋白分子家族"与植物中其他家族的热激蛋白

相比"E+*6在结构和功能上都具有多样性
&/ 69'

(

E+*6不仅可在应激条件下高效表达"增强细胞对

逆境的耐受能力和恢复能力"充当分子伴侣还在

正常细胞中广泛存在"参与一些重要的细胞生理

活动"包括维持细胞结构的稳定)参与细胞信号传

导 和 发 育 调 控 等
&9'

( 目 前" 已 从 拟 南 芥

#A*)?,@2&/,/8+)4,)1)$)水稻#3*0L) /)8,<)$)小麦

# :*,8,-.5 )6/8,<.5 $

&4'

) 莱 茵 衣 藻

# (+4)50@2521)/ *6,1+)*@8,,$

&7'

和 列 紫 菜

#!2*&+0*) /6*,)8)$

&8'

等植物中克隆获得了多个

/"%!基因( 但总体而言"E+*6仍是目前研究相

对较少的一类热激蛋白质分子(

坛紫菜 #!0*2&,) +),8)161/,/$是分布于潮间

带中高潮区的一类大型红藻"每天伴随着潮汐的

涨落"需要经历反复的失水和复水过程"大潮时干

露在空气中的时间长达 9 D 以上( 在干出失水

时"坛紫菜藻体需面对盐度)失水)强光照和紫外

辐射等多种非生物胁迫的影响"因此其必须具备

极强的逆境耐受性
&; 60'

( 同时"随着全球气候变

暖问题的日趋严重"近年来频繁出现的秋季高温
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回暖严重影响了坛紫菜栽培的开展"水温过高导

致坛紫菜幼苗或成菜发生病烂"严重减产
&32 631'

(

坛紫菜在逆境胁迫条件下基因
&3/ 639'

和蛋白
&31"34'

表达谱的分析结果均表明坛紫菜对失水和高温胁

迫的抗性与 /"%!的上调表达密切相关"因此为

研究坛紫菜对失水和高温胁迫的应答机制"分离

和克隆胁迫应答相关基因"并分析其在逆境胁迫

下的表达水平变化是研究的重要环节( 本研究是

在坛紫菜转录组学研究
&37'

的基础上"对坛紫菜两

条 /"%!基因#!+"/&11 和 !+31)K$进行全长克

隆"并通过实时荧光定量 6-$技术# X6-$$测定

基因在高温和失水胁迫下的表达水平变化"分析

其在坛紫菜胁迫应答中的作用"以为坛紫菜逆境

胁迫响应机制的研究提供依据(

35材料与方法

!"!#坛紫菜样品及胁迫处理

实验材料为人工杂交选育获得的坛紫菜耐高

温型品系 ]773

&38'

"取自福建省坛紫菜种质资源

库( 将坛紫菜 ]773 叶状体在适宜温度下培养"培

养 ]773 叶状体的条件为!温度 13 N"光照强度

42 <72

!

8/05#8

1

,E$"光照周期 31'A314"#隔 1

天更换 3 次过滤新鲜海水 $( 待叶状体生长至

#34 =1$B8时"选取叶面平滑)色深有光泽)无斑

点烂洞且处于旺盛生长期的健康藻体置于#10 =

214$N的恒温光照培养箱中进行高温胁迫处理

#光照强度 42 <72

!

8/05#8

1

, E$"光照周期

31'A314$/ D 后作为实验组"提取总 $%&"并反

转录成 B4%&后用于 !+/"/&11 和 !+31)K基因

的全长克隆(

另取一组#34 =1$B8的完整藻体置于#10 =

214$N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)19 和

9; D 后"提取总 $%&"用于高温胁迫条件下基因

表达水平的 X6-$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 N"光照强度

4 272

!

8/05#8

1

,E$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 2P)

34P)/2P)94P)72P)84P和 02P的样品和干

燥失水至失水率为 02P后再浸泡于新鲜海水中

培养 /2 8:= 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 X6-$

分析( 失水率计算公式为!失水率 #P$ >#鲜重

6失水后藻体重$ 5#鲜重 6干重$ B322

以上每个处理"设置 / 个平行(

!"$#引物及其序列

全长基因 $&-,扩增)全长验证"阳性克隆

筛选以及基因表达水平 X6-$分析所采用的引物

序列#表 3$"由生工生物工程有限公司合成(

表 !#实验所用引物的名称和序列

%&'"!#6&*)/&,1/);0),4)/:<-.+*)./+,2(+/)B-).+*),2

用途

@E9>2

基因

>2=2

引物名称

CF:82F=982

引物序列#4V7/V$

E2X@2=B2E

全长扩增

$&-,

!+"/&11

$114- -I--JJI&J&I--J--&-&J

$11/- JJJ---&IJ--J&--I--JJ--

全长验证

D29A H/ H/2

!+"/&11

!+31)K

+11( &-&JIIII-&-JJ&---&J--&-&

+11$ JI--&-&&&I-&JJ-I&I&IJ&J-I

+92( JJIIJJJJIIJ-JIIJII-&

+92$ I-II&&JI&&I&-&I-&&-&

定量分析

X6-$

!+"/&11

!+31)K

L11( JJJ---&IJ--J&--I--JJ--

L11$ J-I-&&J-IJ--I-JJ-J--

L92( I&J--&--&-&JI-&I&JJI

L92$ JIJI-&--J--&IJ&--JJI

内参

:=H2F=90B/=HF/0

!+M9(

#T-( J-&-&&-I&II&JJJ&--&--

#T-$ I&II&I-&--JJII&&&-I

阳性克隆筛选

Q90:A9H2/YC/E:H:Q2B0/=2

$.7K I&I-II&J&&-&&JJJ-&-&-&II

K3/712 -I&-IJJIJ&&&&-I&-II--&IJ

/;3
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!"C#总 M67的分离纯化

收集坛紫菜藻体 213 >"经滤纸吸干和液氮研

磨后"采用 ,1]1%1& 植物 $%& 提取试剂盒

#"K,I&"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 -9F;42

紫外分光光度计上分别测定 "4

172

和 "4

1;2

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(

!"E#!5"-&$$ 基因的全长克隆及验证

根据坛紫菜转录组 # %-T)T:/6F/?2BH)4!

I&4422222222$@=:>2=2的注释结果
&37'

"筛选出

一条注释结果为莱茵衣藻 +EC11,的 @=:>2=2

#-'4401-/=H:>3$序列作为 !+"/&11 全长克隆的

核心序列( 根据核心序列"分别设计 !+"/&11 的

4V和 /V7$&-,扩增的特异性扩增引物#表 3$"按

照 *K&$J2F$&-,B4%&&8C0:Y:B9H:/= R:H试剂

盒#-0/=H2BD"美国$的说明分别进行两个基因的

4V和 /V7$&-,扩增( 将 $&-,扩增的目的片段

切胶回收)转化至 FE(24,4+4

"

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( 并根据测序获得的基因 4V和

/V片 段 序 列 重 叠 区" 采 用 4%&K&% 41111

#';==/= T:/*/YH$软件进行拼接"获得 !+"/&11

的全长序列( 根据拼接获得的全长序列"设计全

长验证引物#表 3$"通过反转录获得的 B4%&为

模板"进行普通 6-$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(

!"H#!56/)7 基因的全长克隆及验证

根据坛紫菜转录组 @=:>2=2的注释结果"筛

选出一条注释结果为条斑紫菜#!E06L261/,/$4=9!

#+*692$的 @=:>2=2##=:>2=2/1/;$"经序列比对

分析发现该 @=:>2=2序列包含一个完整的编码

区"由此以该序列为基础"设计全长验证引物"通

过反转录获得的 B4%&为模板"进行普通 6-$扩

增"将扩增产物进行切胶回收)转化和测序"并将

测序结果与 #=:>2=2/1/; 序列进行比对"以确定

!+31)K的全长序列(

!"I#!5-"-& 基因的生物信息学分析

对所获得的全长基因序列利用 %-T)的 T09EH

程序进行序列同源性检测"并采用 "$((:=A2F

#DHHC!

!

<<<1=B3:1=081=:D1>/Q5>/FY5>/FY1DH80$

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 6$"*)J,# DHHC!

!

CF/E:H212GC9E;1/F>5$")=H2F6F/*B9=# DHHC!

!

<<<1

23:19B1@O5J//0E5CY95:CFEB9=5$和 6F2A:*:# DHHC!

!

<<<1CF2A:E:1A2$查找基因序列的保守位点和信

号肽序列%采用 -0@EH90\

&3;'

进行氨基酸多重序

列比对"并采用 K,I& 4132

&30'

软件分别构建了

6D+EC11 和 6D4=9!蛋白的系统进化树(

!"J#!5-"-& 基因表达水平的 ;?PM分析

分别根据各基因序列设计 X6-$正反向引

物"并以 !+M9(基因作为内参 #表 3 $"进行

!+"/&11 和 !+31)K基因在高温和失水胁迫条件

下表达水平的 X6-$分析(

提取的各样品总 $%&按 6F:82*BF:CH

%

$J

F29>2=HO:H#J9R9$9"大连 $的说明书进行操作(

14

!

'的反应体系包含! 3114

!

' 1 B*ST$

%

6F28:G ,G J9X

JK

&

#J9R9$9$"211

!

8/05'引物

和 1

!

'反转录产物( 扩增程序为 04 N变性 3

8:=%04 N 32 E"71 N /2 E"92 个循环( 循环结束

后从 44 N缓慢升温至 04 N"绘制溶解曲线( 荧

光定量 6-$扩增在 &T)8/22 型定量 6-$仪

#&CC0:2A T:/E;EH28E"美国$上进行(

以 32 B梯度稀释的 B4%&为模板进行定量

6-$扩增"制作 !+"/&11)!+31)K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 ,GB20和 *6**

3/12 软件对试验数据进行统计分析"并采用单因

素方差分析#"=27Z9; &%".&$和最小显著差异

法#'*4$比较不同数据组间的差异"!?2124 表示

存在差异显著"!?2123 表示存在极显著差异(

15结果与分析

$"!#!5-"-& 的全长克隆

以坛紫菜 -'4401-/=H:>3 序列为核心"通过

$&-,扩增和测序"获得一条长度约为 422 3C 的 4V7

末端序列#图 379$和一条约为 922 3C 的 /V7末端序列

#图 373$"根据两条末端序列的重叠区"拼接获得了

一条长度为 ;48 3C 的全长序列"经过全长序列验证

#图 37B$和 T09EH比对"确认该基因为坛紫菜的

"%!11 基因"命名为 !+"/&11( 该基因已提交至

I2=T9=O 数据库中#收录号!RK321492$( 通过 "$(

(:=A2F软件分析发现"该基因序列 3/7 <749 个碱基

为完整的开放阅读框#/C2= F29A:=> YF982""$($"可

编码包含 381个氨基酸"分子量为 3013 O@"等电点为

9;3
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4119 的蛋白质( 6F2A:BHCF/H2:= 程序预测 !+"/&11 所

编码蛋白的二级结构中构成片层和环状的氨基酸残

基分别占总氨基酸残基的比例为 /3192P和7;172P

#图 1$(

图 !#!5-"-&$$ 扩增产物电泳图

#9$!+"/&11 的 4V7$&-,扩增产物"# 3$!+"/&11 的 /V7$&-,扩增产物"#B$!+"/&11 的全长扩增产物"# A$!+31)K的全长扩增产

物( 3 和 1)/ 和 9 以及 4 和 7 分别为实验重复

8+9"!#79&.:/))D)42.:-(:.)/+/:<M7PV:.@)&12: 2:)-.:1042/:<!5-"-&$$

#9$4V7$&-,98C0:Y:B9H:/= CF/A@BHE/Y!+"/&11"# 3$/V7$&-,98C0:Y:B9H:/= CF/A@BHE/Y!+"/&11"#B$+29A H/ H/298C0:Y:B9H:/= CF/A@BHE

/Y!+"/&11"# A$+29A H/ H/298C0:Y:B9H:/= CF/A@BHE/Y!+31)K13 9=A 1"/ 9=A 9"4 9=A 7 <2F23:/0/>:B90F2C0:B9H2E"F2EC2BH:Q20;

图 $#?(@/-$$ 蛋白氨基酸序列的多重序列比对

灰色阴影部分为 6D+EC11 蛋白的保守区"下划线部分则为 6D+EC11 蛋白的
"

7晶体结构域"6D+EC11 蛋白二级结构中的黑色带和小

圆点分别表示片层和环状结构

8+9"$#F0D2+>&D+9,*),2:<&*+,: &4+1/);0),4):<?(@/-$$

JD2>F9; E2BH:/=EED/<HD2B/=E2FQ2A F2>:/=E/Y6D+EC11"9=A HD2

"

7BF;EH900:= A/89:= :E@=A2F0:=2A1JD2F:33/=E9=A A/HE:= HD2E2B/=A9F;

EHF@BH@F2/Y6D+EC11 A2=/H2EHF9=AE9=A B/:0E"F2EC2BH:Q20;

55以转录组#=:>2=2/1/; 序列为基础"在基因序列

两端设计特异性引物扩增得到了一条长度约为

3 722 3C的基因片段#图 37A$"经克隆)转化和测序后

比较发现其与转录组拼接获得的 #=:>2=2/1/; 序列

完全一致"并经 T09EH比对"确认该基因为坛紫菜的

31)K基因"命名为 !+31)K( 该基因已提交到

I2=T9=O 数据库中#收录号!RK321493$( 该基因序

列全长 3 737 3C"通过"$((:=A2F软件分析发现"该

基因序列 17/ <3 441个碱基为完整的 "$("可编码

包含 910 个氨基酸"分子量为 9713 O@"等电点为 719/

的蛋白质( 6F2A:BHCF/H2:= 程序预测 !+31)K所编码

蛋白的二级结构中构成螺旋)片层和环状的氨基酸

残基分别占总氨基酸残基的比例为 33130P)

17133P和 71182P#图 /$(
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图 C#?(5,&W 蛋白氨基酸序列的多重序列比对

灰色阴影部分为 6D4=9!蛋白的 / 个保守的结构域"按顺序分别为为 %端的 4=9!结构域"中间的富含半胱氨酸结构域#-$$和 -末

端结构域#-J4$ "下划线部分为 -$结构域的 9 个 -GG-GIGI基序( 6D4=9!蛋白二级结构中的箭头"黑色带和小圆点分别表示螺

旋"片层和环状结构

8+9"C#F0D2+>&D+9,*),2:<&*+,: &4+1/);0),4):<?(5,&W

JD2>F9; E2BH:/=EED/<HD2HDF22B/=E2FQ2A A/89:=E/Y6D4=9!"<D:BD <9E4=9!A/89:= /Y%H2F8:=90"-$A/89:= 9=A -J4A/89:="

F2EC2BH:Q20;"9=A HD2Y/@FF2C29HE/Y-GG-GIGI8/H:Y/Y-$A/89:= 9F2@=A2F0:=2A1JD29FF/<D29AE"F:33/=E9=A A/HE:= HD2E2B/=A9F;

EHF@BH@F2/Y6D4=9!A2=/H2D20:B2E"EHF9=AE9=A B/:0E"F2EC2BH:Q20;

$"$#?(/@/-$$ 的多序列比对及二级结构分析

6D+EC11 蛋白氨基酸序列的多重序列比对结

果表明不同物种的 E+*6氨基酸序列 %端保守性

交差"而 -端则高度保守"包含一个 &7晶体结构

域#&7BF;EH900:= A/89:="&-4$"&-4可分成 1 个

区"这 1 个区可以形成 1 个反向平行的
"

折叠构

成
"

7三明治结构#图 1$(

6D4=9!蛋白氨基酸序列的多重序列比对结

果表明其包含 / 个保守区"按顺序分别为 %端的

4=9!结构域"中间的含有 9 个 -GG-GIGI基序的

富含半胱氨酸结构域 #-$$和 -末端结构域 #-

H2F8:=90A/89:="-J4$#图 /$(
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$"C#?(/@/-的系统进化分析

为进一步分析6D+EC11 和6D4=9!蛋白的系统

进化关系"根据 I2=T9=O 数据库中公布的已知藻

类和陆生植物的相关蛋白的氨基酸序列"通过

K,I&412 程序采用 %2:>D3/F7!/:=:=>#%!$法分别

构建了 6D+EC11 和 6D4=9!蛋白的系统进化树#图

9"图 4$( 分析结果显示"6D+EC11 的系统进化树分

为两支"其中6D+EC11 和同属于红藻门的#)4@,6*,)

/.4&+.*)*,) 的 E+*6单独聚为一支"而属于蓝藻)褐

藻和高等植物的 E+EC 聚合成另外一支 #图 9$(

6D4=9!蛋白的系统进化树分为明显的两支"其中

第一类和第二类 4=9!蛋白聚为一支"第三类 4=9!

蛋白单独为一支"6D4=9!蛋白的系统进化关系介

于第一类和第二类之间"偏向于第一类#图 4$(

图 E#采用 6W 法基于氨基酸序列构建的 ?(@/-$$ 的系统进化树

8+9"E#?(3D:9),)2+42.))4:,/2.042)1G+2(?(@/-$$ &*+,: &4+1/);0),4)/'3 2()6W *)2(:1

图 H#采用 6W 法基于氨基酸序列构建的 ?(5,&W 的系统进化树

8+9"H#?(3D:9),)2+42.))4:,/2.042)1G+2(?(5,&W &*+,: &4+1/);0),4)/'3 2()6W *)2(:1

8;3
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$"E#!5-"-&$$ 表达水平的 ;?PM分析

一个基因功能的实现与其在特定条件下表达

水平 的 变 化 密 切 相 关" 为 探 明 !+"/&11 和

!+31)K对高温和失水胁迫的功能响应"本研究采

用 X6-$技术检测了这两个基因在 10 N高温胁

迫不同时间水平和不同失水程度胁迫下的基因相

对表达水平变化"结果表明高温和失水胁迫对

!+"/&11 和 !+31)K的相对表达水平均有显著影

响#图 7"图 8$(

图 I#高温胁迫不同时间水平条件下 !5"-&$$"&$和 !56/)7"'$的相对表达水平

不具有相同字母上标的数据间存在显著性差异#!?2124$

8+9"I#%().)D&2+N))B-.)//+:,D)N)D/:<!5"-&$$"&$&,1!56/)7"'$+,1+<<).),22+*):<(+9(2)*-).&20.)/2.)//

T9F/Y29BD B/0@8= <:HD A:YY2F2=HE890002HH2FE829= E:>=:Y:B9=HA:YY2F2=B2#!?2124$

图 J#不同失水程度胁迫条件下 !5"-&$$"&$和 !56/)7"'$的相对表达水平

不具有相同字母上标的数据间存在显著性差异#!?2124$

8+9"J#%().)D&2+N))B-.)//+:,D)N)D/:<!5"-&$$"&$&,1!56/)7"'$&21+<<).),2D)N)D/:<

1)/+44&2+:,&,1+,.)(31.&2+:,<:.CT *+,

T9F/Y29BD B/0@8= <:HD A:YY2F2=HE890002HH2FE829= E:>=:Y:B9=HA:YY2F2=B2#!?2124$

55在 10 N高温胁迫不同时间水平下"!+"/&11

和 !+31)K的表达水平变化趋势基本一致"均呈

现先上调后下调的趋势"但变化的幅度存在明显

差异#图 7$( !+"/&11 在高温胁迫 / D 时"即可检

测到表达水平极显著上调至较高水平 # !?

2123$"达到高温胁迫前表达水平的 ;02 倍"并在

高温胁迫 / <31 D 之间"表达水平没有显著性差

异#!C2124$"但当高温胁迫持续到 19 和 9; D

时"!+"/&11 的表达水平又呈现为极显著下调

#!?2123$"但仍然显著高于高温胁迫前的表达

水平#!?2123$ #图 779$( !+31)K在高温胁迫

/ D时"可检测到表达水平上调"但差异不显著

#!C2124$"至高温胁迫 7 D 时"表达水平显著上

调至最高水平#!?2124$"为高温胁迫前表达水

平的 711/ 倍"随后开始逐渐下调"至高温胁迫 19

和 9; D 时"表达水平与高温胁迫前没有显著差异

;;3
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#!C2124$#图 773$(

在不同失水胁迫条件下"!+"/&11 和 !+31)K

的表达水平变化与不同胁迫时间条件下的变化趋

势基本一致"随失水胁迫程度的逐渐升高"呈现先

上调后下调的趋势"只在变化幅度上稍有差异

#图 8$( 当失水率为 34P时"即可检测到 1 个基

因的表达水平开始上调"但与胁迫前相比"其表达

水平差异显著 #图 879$"而相同失水条件下

!+31)K的表达水平则差异不显著#!C2124$ #图

873$%但当失水率 C/2P时"1 个基因的表达水平

均显著上调#!?2124$"并在失水率为 94P时达

到最高水平#!?2124$"此时"!+"/&11 的表达水

平为失水胁迫前表达水平的 89102 倍"而 !+31)K

的表达水平则为失水胁迫前表达水平的 3/109

倍%随后两个基因的表达水平开始显著下调"但至

失水率为 02P时"两个基因的表达水平仍然显著

高于失水胁迫前的表达水平#!?2124$"且在失

水率达到 02P后"将藻体重新浸泡于新鲜海水中

培养 /2 8:="两个基因的表达水平与失水率为

02P时的表达水平差异不显著#!C2124$"说明

复水 /2 8:= 无法使这两个基因的表达水平恢复

正常(

/5讨论

非生物胁迫如高温)低温)干旱)盐分)水分和

重金属污染等是影响植物生长发育"导致作物减

产和质量下降的首要因素
&12'

( 在长期的进化过

程中"植物形成了一系列独特且复杂的生理机制"

涉及信号传导)基因的表达调控和代谢途径的反

馈与调节等"能够对不同类型的环境胁迫作出应

答"以避免或减少胁迫对自身的伤害( 其中 +*6

是植物响应逆境胁迫的一个普遍且极为重要的媒

介分子"已有的大量研究结果均表明植物对逆境

胁迫的抗性与 +*6表达量普遍呈正相关
&3'

( 而

E+*6是 +*6家族中分子量较小#31 <9/ O@$)种

类最多)保守性最差)功能也最为丰富多样的一类

+*6分子"在植物逆境胁迫响应中同样发挥着重

要的调控作用( 目前已在坛紫菜中克隆获得了 4

条编码 +*682

&13'

和 1 条编码 +*602

&11'

的全长基

因"但至今没有坛紫菜 /"%!基因克隆的报导(

为研究坛紫菜应答高温和失水等逆境胁迫的分子

机制"本研究以转录组测序获得的 @=:>2=2序列

为基础
&37'

"通过 $&-,或直接 6-$扩增获得了

坛紫菜 1 条 /"%!基因的全长 B4%&E序列"经序

列保守性和系统进化树分析确认 1 条坛紫菜

/"%!基因分别为 !+"/&11 和 !+31)K"并通过

X6-$技术测定了这 1 条基因在高温和失水不同

程度胁迫下的表达水平变化(

C"!#/@=?氨基酸序列的保守性分析

已有的 E+*6氨基酸序列比较结果表明"不

同植物的同种 E+*6在氨基酸组成上 %端保守性

较差"序列存在较大差异"而 -端则具有很强的

保守型"一般都包含一个由 02 个左右氨基酸组成

的 &-4保守结构域
&1/'

"本研究中 6D+EC11 的氨

基酸序列特征与此相符(

4=9!属于 E+*6中的 +*692 亚家族#也称为

!蛋白家族$的成员"具有与其他 E+*6差异较大

的氨基酸序列和结构
&19'

( 在模式植物水稻和拟

南芥中的研究结果均表明 4=9!蛋白是一个很大

的蛋白家族"分别包含有 323 和 32/ 个编码该类

蛋白的基因
&14'

( 根据氨基酸序列保守性结构域

的差异可将 4=9!分为三类
&17'

!第一类含有 9 种

结构域!%端大约由 82 个氨基酸组成"核心结构

为组氨酸)脯氨酸和天冬氨酸#+:E56F/5&EC$三肽

的 !结构域)富含甘氨酸和苯丙氨酸区域#I5(结

构域$)含有 9 个 -;E7\7\7-;E7\I0;7\7I0; 基序

的富含半胱氨酸 #-$$结构域和 -末端结构域

#-J4$%第二类只含 / 种结构域"即!!结构域)I5

(结构域和 -J4结构域%第三类只有 !结构域具

有同源性"此外可能还含有其他各种结构域( 这

些 4=9!蛋白的结构域中"位于 %端的 !结构域是

+*692 亚家族的基本特征( 本研究中 6D4=9!的

氨基酸序列包含 / 个保守的结构域!%端的 4=9!

结构域"中间的 -$构域#-$$和 -端的 -J4结

构域"与第一类 4=9!相比"缺少 I5(结构域( 系

统进化树分析结果也表明 6D4=9!介于第一类和

第二类之间"偏向于第一类( 已有高等植物中的

研究结果表明 4=9!中 I5(结构域长度变化比较

大"甚至可能缺失
&18'

( 而本研究的多序列比对结

果中"条斑紫菜 6;4=9!也同样缺失 I5(结构域"

这可能与紫菜在系统进化上的特殊起源有关(

C"$#"%!应答高温和失水胁迫的表达水平分析

分布于潮间带中高潮区的紫菜对干出失水具

有很强的适应性"在失水率超过 02P"重新复水

后仍然能很快恢复各项生命机能
&; 60'

"如 ]/@

等
&1;'

的研究结果表明在干出失水期间"当紫菜藻

0;3
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体的失水率达 72P时"藻体仍然能以最大速率进

行光合作用"并且在失水率达 02P时"净光合速

率仍然为正值( 因此紫菜一直被当作失水胁迫抗

性研究的代表性物种开展了广泛的研究
&0"10 6/2'

(

而近年来"随着全球气候变暖"高温成为了影响坛

紫菜栽培的关键因素
&/3 6/1'

"为避免高温烂菜的发

生"国内多个课题组选育出了具有明显耐高温性

状的坛紫菜新品系
&38"//'

"并已在生产上大面积推

广应用"本研究所采用的坛紫菜 ]773 品系正是其

中之一( 由此研究坛紫菜对高温和失水胁迫的抗

性机制"对于坛紫菜逆境胁迫抗性分子机制的阐

明具有十分重要的意义(

在坛紫菜应答高温
&31'

和失水胁迫
&34'

的蛋白

质组学研究中均发现 +*6的表达与坛紫菜高温

和失水胁迫抗性的获得密切相关"而 !+"/&82

&13'

和 !+"/&02

&11'

在不同高温和失水程度下的表达

变化研究也进一步证实了这一点( 本研究中"

!+"/&11 和 !+31)K基因在 10 N高温胁迫不同

时间水平和不同失水胁迫程度下的表达均呈现出

基本一致的表达模式"即在胁迫初期表达水平显

著上调"尤其是 !+"/&11 在高温和失水胁迫下"

表达水平极显著地增加了 ;02 倍和 89102 倍"但

随着胁迫的持续"这 1 个基因的表达水平开始逐

渐下调( 说明这两个基因在逆境胁迫下的表达可

能存在一个反馈调节机制!逆境胁迫初期"由于受

到不适条件的影响"各功能蛋白活性受到抑制"蛋

白解聚增加"这种生理状态刺激了 !+"/&11 和

!+31)K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"

!+"/&11 和 !+31)K的表达水平也随之下调( 这

种表达模式与 !+"/&82

&13'

和 !+"/&02

&11'

基因在

高温胁迫不同时间水平下的表达模式完全一致"

但与他们在不同失水程度下的表达模式则不同"

!+"/&82 和 !+"/&02 的表达水平均只在高度失水

#失水率 C72P$条件下才开始上调( 由此说明

不同 "/& 在失水胁迫下的作用模式并不完全

一致(
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