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坛紫菜 ＵＤＰ － 葡萄糖焦磷酸化酶基因
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［摘要］ ＵＤＰ － 葡萄糖焦磷酸化酶 （ ＵＧＰａｓｅ） 是红藻琼胶生物合成过程中的关键限速酶。 以坛紫菜

（Ｐｙｒｏｐｉａ ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ） 转录组测序获得的 ｕｎｉｇｅｎｅ 序列为基础， 采用 ＲＡＣＥ 技术克隆获得了坛紫菜编码 ＵＧ⁃
Ｐａｓｅ 的基因序列： Ｐｈｕｇｐ。 序列分析结果表明： Ｐｈｕｇｐ 基因序列全长 １７３４ ｂｐ， 包含一个 １５３０ ｂｐ 的开放阅读

框， 所编码的多肽包含 ５１０ 个氨基酸， 相对分子质量为 ５６􀆰 １９０ ｋｕ， 等电点为 ６􀆰 ２４， 具有 ＵＧＰａｓｅ 特有的底

物结合位点和红藻 ＵＧＰａｓｅ 保守的 Ｎ 端和 Ｃ 端多肽结合位点。 基因表达水平的定量分析结果表明： 在不同

程度的高温和高光胁迫条件下， Ｐｈｕｇｐ 基因的表达水平均极显著下调， 而在不同程度的失水胁迫条件下，
Ｐｈｕｇｐ 基因的表达则呈现为逐渐上调的趋势， 说明 Ｐｈｕｇｐ 基因在坛紫菜遭受不同的胁迫条件时呈现为不同

的表达模式， 并可能在应答失水胁迫中发挥着应激调节作用。
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０　 引言
海藻多糖是由不同的单糖基通过糖苷键 （一般为 Ｃ１， ３ － 键和 Ｃ１， ４ － 键） 相连形成的一类多组

分的混合物， 种类繁多， 如褐藻中的硫酸化墨角藻多糖和红藻中的琼胶等［１］ 。 海藻多糖能够阻止细

胞磷脂双分子膜由液晶态向固态转变， 稳定蛋白质及核酸等高分子物质， 从而增强植物细胞对脱水、
干旱、 高温、 冷冻、 高渗透压及有毒试剂等逆境条件的抵抗力， 因而在大型海藻应对逆境胁迫中发挥

着重要作用［１ － ４］ 。
琼胶是红藻细胞壁的重要组成成分， ＵＤＰ － 葡萄糖焦磷酸化酶 （ ＵＧＰａｓｅ） 是红藻琼胶生物合成

过程中的限速酶， 控制着重要中间产物 ＵＤＰ － 半乳糖的合成［５］ 。 目前已在大型海藻龙须菜

（Ｇｒａｃｉｌａｒｉｏｐｓｉｓ ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓ） ［６ － ７］和麒麟菜 （Ｅｕｃｈｅｕｍａ ｄｅｎｔｉｃｕｌａｔｕｍ） ［８］中通过克隆获得了编码 ＵＧ⁃
Ｐａｓｅ 的全长基因， 李敏等［６ － ７］的研究结果还表明低盐胁迫会促进 Ｇｌｕｇｐ 基因表达水平上调， 并促使龙

须菜中琼胶含量增加。 而在坛紫菜中， 目前尚没有编码 ＵＧＰａｓｅ 基因的相关报导。
坛紫菜 （Ｐｙｒｏｐｉａ ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ） 是我国南方沿海广泛栽培的一种大型经济海藻， 其产量占全国紫菜

总产量的 ７０％ 以上， 经济效益显著［９ － １０］ 。 近年来， 随着全球气候变暖， 白露节气过后的持续高温回

暖天气严重影响了福建、 浙江沿海坛紫菜壳孢子的采苗和幼苗的附着生长， 严重威胁着坛紫菜栽培业

的健康发展［１１］ 。 此外， 坛紫菜叶状体自然生长于潮间带的中高潮区， 该区的光强、 温度、 水分、 盐

度以及营养物质等环境因子每天都随潮汐变化而变化， 从而对其生长产生剧烈影响［１２］ 。 目前， 坛紫

菜已成为大型海藻逆境胁迫研究的代表性物种， 研究坛紫菜逆境胁迫相关功能基因的克隆和表达分析

将使人们更深入地了解坛紫菜对逆境胁迫的应答机制［１３ － １６］ ， 并可为坛紫菜抗逆新品种的选育提供理

论依据。 因此本研究的目的是要对坛紫菜中海藻多糖琼胶生物合成的关键限速酶 ＵＧＰａｓｅ 的编码基因

（Ｐｈｕｇｐ） 进行全长克隆， 并采用实时荧光定量 ＰＣＲ 技术 （ ｑＰＣＲ） 对 Ｐｈｕｇｐ 基因在不同程度的高温、
失水和高光胁迫条件下的表达特征进行定量分析， 以分析其在坛紫菜胁迫应答中的作用， 为坛紫菜逆

境胁迫响应机制的研究提供基础资料。

１　 材料方法
１􀆰 １　 实验材料及胁迫处理

实验供试材料来自经人工杂交选育出的耐高温型品系 Ｚ － ６１［１７］ ， 取自福建省坛紫菜种质资源库。
Ｚ － ６１ 叶状体的正常培养温度为 ２１ ℃左右， 光照强度为 ５０ ～ ６０ μｍｏｌ ／ （ｍ２ ·ｓ）， 光照昼夜周期 １２ ｈ∶

１２ ｈ， 每隔 ２ ｄ 更换一次过滤的新鲜海水培养液。 当叶状体培养至 １５ ｃｍ 左右， 选取生长旺盛期的健康

藻体提取总 ＲＮＡ， 并逆转录成 ｃＤＮＡ 后用于 Ｐｈｕｇｐ 基因的全长克隆。
高温胁迫处理： 选取 １ 组 （１５ ± ２） ｃｍ 的健康完整藻体置于 （２９ ± ０􀆰 ５）℃ 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） ０、 ３、 ６、 １２、 ２４、 ４８ ｈ 后， 分别提取其总

ＲＮＡ， 用于高温胁迫条件下基因表达水平的实时荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 分析［１８］ 。
失水胁迫处理： 选取 １ 组 （１５ ± ２） ｃｍ 的健康完整藻体用纱布轻压吸干藻体表面水分后， 置于

干燥纱布上， 放置于 ２１ ℃ ， 光照强度 ５０ ～ ６０ μｍｏｌ ／ （ｍ２ ·ｓ）的干燥箱内干燥失水。 分别取失水率为

０％ 、 １５％ 、 ３０％ 、 ４５％ 、 ６０％ 、 ７５％ 及 ９０％ 的样品， 和干燥失水 （失水率为 ９０％ ） 后再浸泡于新鲜

海水中复水 （培养 ３０ ｍｉｎ） 的样品， 分别提取这些样品的总 ＲＮＡ， 用于失水胁迫条件下基因表达水

平的实时荧光定量 ＰＣＲ （ ｑＰＣＲ） 分析。 失水率计算公式为： 失水率 （％ ） ＝ （鲜重 － 失水后藻体

重） ／ （鲜重 － 干重） × １００％ 。
高光胁迫处理： 选取 １ 组 （１５ ± ２） ｃｍ 的健康完整藻体， 在正常培养温度 （２１ ℃ ） 下， 分别置

于光强为 ５０、 ２００、 ５００、 １０００ μｍｏｌ ／ （ｍ２ ·ｓ）下照射处理 １ ｈ，以及 １０００ μｍｏｌ ／ （ｍ２ ·ｓ）下照射处理 ３、
６ ｈ， 之后分别取样， 提取其总 ＲＮＡ， 用于高光胁迫条件下基因表达水平的实时荧光定量 ＰＣＲ
（ｑＰＣＲ） 分析［１９］ 。

·２·



　 第 ５ 期 於辰佳， 等： 坛紫菜 ＵＤＰ － 葡萄糖焦磷酸化酶基因 （Ｐｈｕｇｐ） 的克隆及表达分析

ｈｔｔｐ： ／ ／ ｘｕｅｂａｏｂａｎｇｏｎｇ􀆰 ｊｍｕ􀆰 ｅｄｕ􀆰 ｃｎ ／ ｚｋｂ

１􀆰 ２　 引物及其序列

本研究中 Ｐｈｕｇｐ 基因的克隆、 验证、 阳性菌落筛选及基因表达水平定量分析所采用的引物序列如

表 １ 所示， 由大连宝生物工程有限公司合成。

表 １　 实验中所用引物的名称和序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

用途 Ｐｕｒｐｏｓｅ 引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ 引物序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ － ３′）

全长克隆

ＲＡＣＥ

ＲＵＰＭ － ５′ ＣＧＡＧＧＴＧＣＣＧＡＧＡＣＣＡＣＣＡＴＴＣＡＧＣ
ＲＮＵＰ － ５′ ＧＴＴＧＴＴＧＴＧＧＣＧＧＣＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＧ
ＲＵＰＭ － ３′ ＡＧＧＧＧＣＴＴＣＣＴＣＡＡＣＣＴＧＴＡＴＧＧ
ＲＮＵＰ － ３′ ＧＴＣＡＴＴＧＡＧＧＴＧＣＡＣＡＡＣＧＡＣＴＣＧＡＣ

全长验证

Ｈｅａｄ ｔｏ ｔｏｅ

ＨＴ － Ｆ ＡＣＧＣＣＧＧＣＣＣＧＴＧＴＣ
ＨＴ － Ｒ ＣＧＣＣＡＴＣＡＡＴＧＣＧＡＣＧＴＧ

荧光定量 ＰＣＲ
ｑＰＣＲ

ｑＦ ＣＡＣＡＣＴＧＣＴＣＧＣＡＣＡＡＧＧＡＡＡ
ｑＲ ＣＴＣＣＡＧＧＴＡＣＴＧＣＴＴＧＧＧＣＡＣ

内参基因

Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

ＵＢＣＦ ＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＡＴＴＴＡＣＣＡＣＣ
ＵＢＣＲ ＧＡＧＧＡＧＣＡＣＣＴＴＧＧＡＡＡＣＧ

阳性克隆筛选

Ｖａｌｉｄａｔｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅ

ＲＶ － Ｍ ＧＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧ
Ｍ１３ － Ｆ ＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴ

１􀆰 ３　 Ｐｈｕｇｐ 基因的全长克隆及验证

根据坛紫菜转录组数据库中 ｕｎｉｇｅｎｅ 基因的注释结果， 选取注释结果为 ＵＤＰ － 葡萄糖焦磷酸化酶

基因的 ｕｎｉｇｅｎｅ １５６７１８ 作为 Ｐｈｕｇｐ 基因全长克隆的核心序列。 根据选取的核心序列设计 ５′和 ３′ＲＡＣＥ
扩增的特异性引物 （见表 １）， 按照 ＳＭＡＲＴｅｒ ＲＡＣＥ ｃＤＮＡ Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒说明书进行 Ｐｈｕｇｐ
基因的 ５′和 ３′ ＲＡＣＥ 扩增。 并对目的片段进行回收。 随后以 ｃＤＮＡ 作为模板， 采用全长验证引物

（见表 １）， 参照普通 ＰＣＲ 体系进行全长基因克隆验证。
１􀆰 ４　 Ｐｈｕｇｐ 基因的生物信息学分析

开放阅读框预测： ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ｇｏｒｆ ／ ｇｏｒｆ． ｈｔｍｌ）；
序列的同源性检测： ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）；
理化分析： ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｅｂ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ｐｒｏｔｐａｒａｍ ／ ）；
保守位点分析： ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｅｂｉ． ａｃ． ｕｋ ／ ｉｎｔｅｒｐｒｏ ／ ｓｃａｎ． ｈｔｍｌ）；
三级结构预测： ＳＷＩＳＳ － ＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ ／ ）；
氨基酸多重序列比对： Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 软件［２０］ ；
构建系统进化树： ＭＥＧＡ ６􀆰 ０６ 软件［２１］ ， 最大似然法 （Ｍａｘｉｍｕｍ Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ， ＭＬ）。

１􀆰 ５　 Ｐｈｕｇｐ 基因在逆境胁迫下表达水平的 ｑＰＣＲ 分析

提取不同梯度不同胁迫处理方式的坛紫菜样品的总 ＲＮＡ， 参照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ
ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 试剂盒 （Ｔａｋａｒａ） 说明书完成定量模板的合成。 按照 ＳＹＢＲ􀳏 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ⅱ （ ＴａＫａ⁃
Ｒａ） 说明书配置定量 ＰＣＲ 反应体系。 反应在 ＡＢＩ７３００ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行， 每个处理梯度设置

３ 个生物学重复和 ２ 个技术重复。

２　 结果
２􀆰 １　 坛紫菜 Ｐｈｕｇｐ 基因的全长克隆、 验证及序列分析

以坛紫菜 Ｕｎｉｇｅｎｅ１５６１８ 序列作为核心序列， 设计特异性引物， 分别进行 Ｐｈｕｇｐ 基因的 ５′ＲＡＣＥ 和

３′ＲＡＣＥ 扩增及测序， 获得 １ 条长度为 ３４３ ｂｐ 的 ５′ － 末端序列 （见图 １ａ） 和 １ 条长度为 ６０４ ｂｐ 的 ３′

·３·
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－ 末端序列 （见图 １ｂ） 。 根据 ２ 条末端序列与中间片段的重叠区进行序列拼接， 得到 １ 条长度

为 １７３４ ｂｐ 的全长序列， 经 ｂｌａｓｔ 比对， 确定其为坛紫菜的 ｕｇｐ 基因， 命名为 Ｐｈｕｇｐ， 其编码的蛋

白质命名为 ＰｈＵＧＰａｓｅ。 进一步采用全长验证引物， 分别以 ｃＤＮＡ （ 见图 １ｃ） 和 ｇＤＮＡ （ 见图

１ｄ） 为模板进行 Ｐｈｕｇｐ 基因的全长验证， 测序后发现 ２ 条扩增序列与拼接的 Ｐｈｕｇｐ 基因序列完

全一致。

bp

2000

1000
750
500

250
100

说明：a—Phugp 基因的 5′-RACE 扩增产物；b—Phugp 基因的 3′-RACE 扩增产物；c—以 cDNA 为模板

的 Phugp 基因全长扩增产物 （箭号）；d—以 gDNA 为模板的 Phugp 基因全长扩增产物；M—DL 2000
PNA Marker.
Notes：a—5′-RACE products of Phugp；b—3′-RACE products of Phugp；c—Full鄄length amplification products of Phugp
based on cDNA（arrow）；d—Full鄄length amplification products of Phugp based on gDNA；M—DL2000 DNA Marke.

图 1 坛紫菜 Phugp 基因的全长克隆及验证电泳图

Fig.1 Agarose electrophoresis of RACE and full鄄length amplification products of Phugp gene

M 1 2 M 1 2 M 1 2 M 2 M 3 4

a b c d

图 2 PhUGPase 的三级结构预测图

Fig.2 The three鄄dimensional structure
of deduced UGP protein of P.haitanensis

通过 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 软件分析发现， 该基因序列含

１９７ ～ １７２７ 个碱基的完整开放阅读框 （ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ
ｆｒａｍｅ， ＯＲＦ）， 可编码包含 ５１０ 个氨基酸、 相对分子

质量为 ５６􀆰 １９０ ｋｕ、 等电点为 ６􀆰 ２４ 的蛋白质。 该蛋白

质正电荷氨基酸 （Ａｒｇ ＋ Ｌｙｓ） 残基总数为 ５４， 负电荷

氨基酸 （ Ａｓｐ ＋ Ｇｌｕ） 残基总数为 ５８， 不稳定系数为

２８􀆰 ７４， 脂肪系数为 ９２􀆰 ４３， 总平均疏水度为 － ０􀆰 １７０，
表明 ＰｈＵＧＰａｓｅ 比较不稳定， 亲水性较强。 通过 Ｐｒｅ⁃
ｄｉｃｔＰｒｏｔｅｉｎ 程序预测 ＰｈＵＧＰａｓｅ 的二级结构中构成螺旋

（ Ｈ）、 片层 （ Ｅ） 和环状 （ Ｌ） 的氨基酸残基占总氨

基酸比例分别为 ２９􀆰 ４１％ 、 ２２􀆰 ９４％ 和 ４７􀆰 ６５％ 。 利用

在线软件 Ｓｗｉｓｓ⁃Ｍｏｄｅｌ 对 ＰｈＵＧＰａｓｅ 氨基酸序列的三级

结构进行预测， 结果如图 ２ 所示。
２􀆰 ２　 ＰｈＵＧＰａｓｅ 的多重序列比对

本研究选取了脆江蓠 （Ｇｒａｃｉｌａｒｉａ ｃｈｏｕａｅ） 、 麒麟

菜 （Ｅ􀆰 ｄｅｎｔｉｃｕｌａｔｕｍ） 和落叶松 （Ｌａｒｉｘ ｇｍｅｌｉｎｉｉ） 的

ＵＧＰａｓｅ 的氨基酸序列和 ＰｈＵＧＰａｓｅ 进行多重序列比对

分析， 结果显示 ＰｈＵＧＰａｓｅ 为典型的 ＵＧＰａｓｅ， 与其他

３ 条序列高度相似， 且具有 ＵＧＰａｓｅ 特有的 Ｎ 端和 Ｃ
端保守的多肽结合区域和催化活性位点 （见图 ３）。

·４·
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说明：阴影部分为 UGPase 活性位点；黑色方框分别为 UGPase N 端和 C 端保守的多肽结合区域；“*”和“∶”
分别表示一致性和相似性的氨基酸残基。
Notes：Active sites are indicated with gray background;black boxes are nucleotide-binding loops of N-terminal and C-terminal;
asterisks (*) and colons (:) indicate identical and similar amino acid residues, respectively.

图 3 PhUGPase 氨基酸序列的多重序列比对

Fig.3 Multi-alignment of amino acid sequence of PhUGPase

·５·
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２􀆰 ３　 ＰｈＵＧＰａｓｅ 的系统进化分析

为进一步了解 ＰｈＵＧＰａｓｅ 的系统进化关系， 选取 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中公布的藻类和高等植物的 ＵＧ⁃
Ｐａｓｅ 的氨基酸序列， 并整合本研究所克隆的 Ｐｈｕｇｐ 基因所编码的氨基酸序列， 通过 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０６ 软件

采用最大似然法 （ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ， ＭＬ） 构建了系统进化树。 结果 （见图 ４） 显示： ＵＧＰａｓｅ 的系

统进化树分为明显的两支， 藻类 ＵＧＰａｓｅ 和高等植物 ＵＧＰａｓｅ 分别聚为一支； ＰｈＵＧＰａｓｅ 与高等植物

ＵＧＰａｓｅ 亲缘关系较远， 与红藻纲中的脆江蓠和麒麟菜聚为一小分支。 由此结果进一步说明 ＰｈＵＧＰａｓｅ
是典型的红藻 ＵＧＰａｓｅ。
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２􀆰 ４　 逆境胁迫下 Ｐｈｕｇｐ 基因的表达定量分析

基因表达水平的定量分析是研究逆境胁迫下基因功能的前提， 本研究采用 ｑＰＣＲ 技术分析了
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Ｐｈｕｇｐ 基因在高温、 高光和失水胁迫条件下的相对表达

水平变化， 结果如图 ５ 所示。
从图 ５ 中可以看出： 在不同时间水平的高温胁迫

和不同光照强度的高光胁迫条件下， Ｐｈｕｇｐ 基因的表达

水平均呈极显著下调 （Ｐ ＜ ０． ０１） （见图 ５ａ， ５ｂ）； 而在

不同程度的失水胁迫条件下， Ｐｈｕｇｐ 基因的表达水平整

体呈现为缓慢上升趋势， 在失水率为 ９０％ 时， 表达水

平最高， 约为失水胁迫前表达水平的 ３ 倍， 复水 ３０ｍｉｎ
后， Ｐｈｕｇｐ 基因的表达水平仍然维持较高水平， 但与失

水胁迫前的表达水平没有显著差别 （Ｐ ＞ ０． ０５） （见图

５ｃ）。
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图 5 不同胁迫条件下 Phugp 基因的相对表达水平

Fig.5 The relative expression levels of Phugp gene under different stress
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说明：不具有相同上标字母的数据间差异显著（P<0.05）。
Note：Bar of each colum with different small letters mean significant different（P<0.05）.
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３　 讨论
ＵＧＰａｓｅ 是海藻多糖琼胶生物合成的关键限速酶［６ － ７］ ， 它以 ＵＴＰ 和葡萄糖 － １ － 磷酸为底物催化合

成 ＵＤＰ － 葡萄糖， 而后由半乳糖 － １ － 磷酸尿苷酰转移酶 （ＧＡＬＴ） 催化 ＵＤＰ － 葡萄糖和半乳糖 － １ －
磷酸合成 ＵＤＰ － 半乳糖， 使葡萄糖成功转化为能够直接参与琼胶合成的半乳糖［２２］ 。 目前， 已在多种

植物中成功克隆获得了编码 ＵＧＰａｓｅ 的全长基因， 如拟南芥 （Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ） ［２３］ 、 棉花

（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ ｈｉｒｓｕｔｕｍ） ［２４］ 、 水稻 （Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ） ［２５］ 、 大麦 （Ｈｏｒｄｅｕｍ ｖｕｌｇａｒｅ ｓｕｂｓｐ􀆰 Ｖｕｌｇａｒｅ） ［２６］等， 在

红藻中也有相关研究， 如在龙须菜［６ － ７，２７］ ， 麒麟菜［８］ ， 细江蓠 （Ｇｒａｃｉｌａｒｉａ ｇｒａｃｉｌｉｓ） ［２８］ 中均已成功克

隆了编码 ＵＧＰａｓｅ 的全长基因。
已有研究结果认为红藻 ＵＧＰａｓｅ 除应具备特有的底物结合位点外， 还应具有分别以 ＧＧＬ⁃

ＧＴＳＭＧＣＫＧ 和 ＧＳＩＰＤ （Ｖ ／ Ｉ） ＬＥＬＤＨＬＴＶＳＧＤＶＳＦＧ （Ａ ／ Ｓ） 序列为特征的 Ｎ 端和 Ｃ 端的两个保守的多

肽结合位点［８］ 。 本研究克隆获得的 Ｐｈｕｇｐ 基因， 经多序列比对发现， ＰｈＵＧＰａｓｅ 与其他物种的相似性

较高， 具有 ＵＧＰａｓｅ 特有的底物结合位点， 并且具有上述红藻 ＵＧＰａｓｅ 的 Ｎ 端和 Ｃ 端两个保守多肽结

合区域； 系统进化树分析结果表明 ＰｈＵＧＰａｓｅ 与红藻的脆江蓠和麒麟菜聚为一支， 由此可以确定所克

隆的 Ｐｈｕｇｐ 基因是坛紫菜的 ｕｇｐ 基因。

·７·
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在已有文献中， 关于 ｕｇｐ 基因在逆境胁迫下表达水平变化的报导不多。 Ｃｈａｎｇ 等［２５］ 在龙须菜中的

研究发现， 在低盐胁迫下龙须菜琼胶合成相关基因 Ｇｌｕｇｐ 的表达水平显著上调； 叶冰莹等［２９］ 的研究

发现甘蔗 （Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ） 叶片经蔗糖、 光照、 低温胁迫处理后， ｕｇｐ 的表达水平也显著上

调。 本研究发现在不同程度的高温和高光胁迫条件下， Ｐｈｕｇｐ 基因的表达水平都呈现出显著下调的趋

势， 说明 Ｐｈｕｇｐ 基因在高温和高光胁迫条件下的表达受到了抑制， 由此可能进一步抑制坛紫菜琼胶的

合成， 由此认为坛紫菜在高温应答和高光胁迫时可能通过抑制物质的代谢合成来减少逆境胁迫条件对

机体的损伤； 而在失水胁迫条件下， Ｐｈｕｇｐ 基因的表达则呈现为逐渐上调的趋势， 并在复水后迅速下

调， 复水后与失水胁迫前的表达水平没有显著差别， 说明 Ｐｈｕｇｐ 基因能积极响应失水胁迫， 上调其表

达水平， 并由此可能上调琼胶的合成水平， 以增强海藻细胞对失水逆境条件的抵抗力。
综上所述， 坛紫菜在应答不同的逆境胁迫条件时， Ｐｈｕｇｐ 基因会呈现出不同的表达模式， 以响应

不同的胁迫过程。
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