
　 第 ２３ 卷　 第 ３ 期 集美大学学报 （自然科学版） Ｖｏｌ． ２３　 Ｎｏ． ３
　 　 ２０１８ 年 ５ 月 Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｊｉｍｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ） Ｍａｙ ２０１８

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

　 　 ［收稿日期］ ２０１７ － ０９ － １５　 　 　 　 ［修回日期］ ２０１７ － １１ － １７
［基金项目］ 现代农业产业技术体系建设专项； 福建省科技计划项目 （２０１７Ｎ３０１６）； 福建省自然科学基金项目

（２０１６Ｊ０１１６５）； 福建省中青年教师教育科研项目 （ＪＡＴ１６０２６３）； 集美大学李尚大学科建设基金项目
［作者简介］ 陈虹兆 （１９９３—）， 男， 硕士生， 主要从事坛紫菜遗传育种研究。 通信作者： 谢潮添 （１９７７—），

男， 教授， 从事海藻生物技术研究， Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｃｔｘｉｅ＠ ｊｍｕ． ｅｄｕ． ｃｎ。

［文章编号］ １００７ － ７４０５（２０１８）０３ － ０１６１ － １０ ＤＯＩ：１０． １９７１５ ／ ｊ． ｊｍｕｚｒ． ２０１８． ０３． ００１

坛紫菜紫外吸收物质类菌孢素氨基酸的世代差异特征
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［摘要］ 经济海藻坛紫菜 （Ｐｙｒｏｐｉａ ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ） 的生活史是异型世代交替的。 坛紫菜不同世代所处的紫

外辐射 （ＵＶＲ） 环境差异很大， 有必要研究不同世代在紫外辐射耐受机制方面的差异。 以坛紫菜高产品系

Ｚ － ６１ 为材料， 测定并分析了坛紫菜紫外吸收物质的世代差异， 发现紫外吸收物质类菌孢素氨基酸

（ＭＡＡｓ） 在叶状体中的含量是丝状体的 ６ 倍。 还克隆获得了两条 ＭＡＡｓ 合成关键基因的全长序列， 分别命

名为 ＰｈａｒｏＢ － １ 和 ＰｈａｒｏＢ － ２。 通过系统进化树分析显示， ＰｈａｒｏＢ － １ 和 ＰｈａｒｏＢ － ２ 的编码蛋白分别与微藻

和高等植物亲缘关系较近。 两条基因在叶状体世代的表达水平均要显著高于丝状体世代， 与坛紫菜 ＭＡＡｓ
含量的世代差异一致， 这种差异可能与坛紫菜不同世代的紫外辐射环境直接相关。
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０　 引言
坛紫菜 （Ｐｙｒｏｐｉａ ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ） 是一种大型经济海藻， 主产于我国福建省、 浙江省和广东省。 坛紫

菜的生活史是异型世代交替的， 两个世代都具有独立生活能力， 其叶状体世代是单倍体， 附生在中高

潮区的岩石； 其丝状体世代是二倍体， 生活在贝壳内部［１ － ３］ 。 很多水生生物都受到紫外辐射 （ｕｌｔｒｏｖｉ⁃
ｏｌｅｔ ｒａｄｉａｔｉｏｎ， ＵＶＲ） 的影响， 海洋中的浮游动物和一些微藻可以调节所处的水深来躲避 ＵＶＲ， 但坛

紫菜等大型海藻不能迁移以避免 ＵＶＲ 的伤害。 因此， 坛紫菜的叶状体天然暴露在紫外辐射之中， 并

且随着退潮， 藻体直接暴露在高剂量的 ＵＶＲ 之下。 ＵＶＲ 可以破坏生物的 ＤＮＡ， 具有诱导产生活性氧

和损伤细胞膜等多种负面影响 ［４ － ５］ 。 紫菜可以通过合成紫外吸收物质来抵御紫外辐射的伤害 ［６ － ９］ ，
但这些研究只关注对叶状体世代的影响。 坛紫菜不同世代所处的紫外辐射环境差异巨大， 有必要研究

其紫外辐射耐受和调控机制方面的世代差异。
在很多海洋和淡水生物中， 类菌孢素氨基酸 （ ｍｙｃｏｓｐｏｒｉｎｅ⁃ｌｉｋｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ， ＭＡＡｓ） 是最常见的

紫外吸收物质 （ＵＶ ａｂｓｏｒｂｉｎｇ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ） ［４］ 。 ＭＡＡｓ 是一类水溶性的含氮色素复合物， 分子量较低，
基本结构是环己烯酮。 ＭＡＡｓ 能够与多种氨基酸发生缩合反应， 种类与结合的氨基酸有直接的关系。
２０ 世纪 ７０ 年代， ＭＡＡｓ 首次在真菌中发现， 许多种微藻和大型海藻均含有种类丰富的 ＭＡＡｓ ［７］ 。
ＭＡＡｓ 能吸收紫外波段的范围是 ３０９ ～ ３６２ ｎｍ （主要处于紫外 Ａ （ＵＶＡ， ３１５ ～ ４００ ｎｍ ） 波段）， 也吸

收少量紫外 Ｂ （ＵＶＢ， ２８０ ～ ３１５ ｎｍ） 波段 ［４，７］ 。 文献 ［６ － ８］ 报道紫菜等大型海洋红藻含有较高含

量的 ＭＡＡｓ， 用于抵御紫外线的伤害作用。
紫外辐射增强可导致活性氧含量增加， 而 ＭＡＡｓ 还具有清除活性氧的功能。 Ｍａｔｓｕｉ 等［１０］ 在念珠

藻的研究中发现 ＭＡＡｓ 能清除活性氧自由基。 高温胁迫诱使柱状珊瑚 （Ｓｔｙｌｏｐｈｏｒａ ｐｉｓｔｉｌｌａｔａ） 活性氧自

由基含量增加， 但过氧化物酶系统的水平没有发生显著变化， 而一种具有抗氧化功能的 ＭＡＡｓ 的含量

却增加了近 ２０ 倍［１１］ 。 生物通过莽草酸途径合成 ＭＡＡｓ， 其关键步骤是 ７ － 磷酸景天庚酮糖在 ３ － 脱氢

奎宁酸合酶 （ＤＨＱＳ） 的催化下生成 ＭＡＡｓ 的前体 ３ － 脱氢奎宁酸 ［７，１２］ 。 因此 ＤＨＱＳ 被认为是 ＭＡＡｓ
合成过程中的关键酶， 而其编码基因 ａｒｏＢ 基因是合成 ＭＡＡｓ 的关键基因。 ＤＨＱＳ 的编码基因 ａｒｏＢ 在

多种微藻中已被成功克隆， 如鱼腥藻、 蓝藻等 ［１３ － １４］ 。 但坛紫菜相关基因的克隆还未见报道。 本研究

的目的是要在坛紫菜转录组学的基础上， 对坛紫菜的 ａｒｏＢ 基因进行全长克隆， 并通过实时荧光定量

ＰＣＲ 技术 （ｑＰＣＲ） 测定该基因在不同世代的表达特征， 为进一步解析坛紫菜的紫外辐射耐受和调控

机制奠定基础。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 藻株来源和培养

实验选用的坛紫菜品系为 Ｚ － ６１， 由集美大学选育。 丝状体来源于坛紫菜种质资源库。 取少量丝

状体经 ２９ ℃促熟后， 在 ２１ ℃下充气促放壳孢子， 然后萌发成叶状体。 叶状体和丝状体均为充气培

养， 培养温度 ２１ ℃ ， 光照强度 ５０ ～ ６０ μｍｏｌ ／ （ｍ２ ·ｓ）， 光照周期 １２ Ｌ∶ １２ Ｄ， 每 ３ 天更换 １ 次培养

基。 培养基为营养盐加富的天然海水， 营养盐浓度参考 Ｐｒｏｖａｓｏｌｉ􀆳ｓ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ＰＥＳ）。 均设置

３ 个生物学重复。
１􀆰 ２　 ＭＡＡｓ 相对含量测定

ＭＡＡｓ 的提取方法参考文献 ［１５ － １６］， 本研究稍有优化。 先将藻体经液氮速冻后， 转移至

－ ８０ ℃冰箱中低温冻干 ３６ ｈ， 粉碎至 ４０ 目。 然后， 加入 ２５％ （体积分数） 甲醇， 在 ６０ ℃水浴锅中

温育 １５ ｍｉｎ。 冷却至室温后， 以 ８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 冷冻离心 １５ ｍｉｎ。 恢复至室温后， 在紫外分光光度计上测

定 ２５０ ～ ８００ ｎｍ 之间的吸收， 其吸收峰位于 ３３３ ｎｍ 处。 样品的总蛋白含量用试剂盒测定。 每个梯度

处理样品均设置 ３ 个生物学重复， ２ 个技术重复。
ＭＡＡｓ 浓度的计算公式： ＣＭＡＡｓ ＝ Ａ ／ （ε· Ｃｐｒ） ， 其中 Ａ 为 ３３３ ｎｍ 下的吸光度值， ε 为消光系数

·２６１·
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４ ｍＬ ／ （ｋｍ·ｍｇ）， Ｃｐｒ为样品的总蛋白含量。
１􀆰 ３　 引物及其序列

本研究中基因的全长克隆、 验证、 阳性克隆筛选及基因表达水平定量分析所采用的引物序列设计

如表 １ 所示， 引物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　 Ｎａｍｅ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ

用途 Ｐｕｒｐｏｓｅ 基因 Ｇｅｎｅ 引物序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ － ３′）

荧光定量 ＰＣＲ
ｑＰＣＲ

ＰｈａｒｏＢ⁃１

ＰｈａｒｏＢ⁃２

ｑＦ：ＣＡＡＧＣＧＴＴＧＣＧＴＧＧＣＧＧＴＴＧＴＧＧＡＴ
ｑＲ：ＡＣＴＣＧＧＣＡＡＣＣＣＴＴＣＡＧＧＴＣＣＡＣＴＡ
ｑＦ：ＧＴＧＧＣＣＧＡＣＴＡＴＧＧＴＡＣＡＧＧ
ｑＲ：ＡＣＧＣＴＴＣＣＡＴＧＡＴＣＧＴＣＴＣＣ

内参基因
Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ＵＢＣ

ＵＢＣＦ：ＴＣＡＣＡＡＣＧＡＧＧＡＴＴＴＡＣＣＡＣＣ
ＵＢＣＲ：ＧＡＧＧＡＧＣＡＣＣＴＴＧＧＡＡＡＣＧ

全长验证
Ｈｅａｄ ｔｏ ｔｏｅ

ＰｈａｒｏＢ⁃１

ＰｈａｒｏＢ⁃２

ＨＴ⁃Ｆ：ＣＴＧＡＧＣＡＡＴＡＣＴＧＴＡＧＴＡＣＴＴＧＧＴＧ
ＨＴ⁃Ｒ：ＴＡＣＧＣＧＡＧＣＡＡＴＣＴＡＡＡＣＡＧＡ
ＨＴ⁃Ｆ：ＧＡＴＧＧＣＧＧＣＧＴＴＴＧＣＡＴＣ
ＨＴ⁃Ｒ：ＴＡＧＡＧＧＧＣＧＡＡＧＧＧＴＡＴＧＧＣ

ＰＣＲ
ＰｈａｒｏＢ⁃１

ＰｈａｒｏＢ⁃２

ＰＦ：ＧＡＧＴＧＧＣＴＧＣＴＡＣＡＣＡＡＴＧＡＣＣＣＴ
ＰＲ：ＣＡＴＡＧＴＡＡＴＧＴＧＣＧＴＡＧＴＴＧＡＣＣＴ
ＰＦ：ＣＧＣＣＧＴＴＧＣＧＴＴＧＴＣＴＣ
ＰＲ：ＴＣＡＧＴＣＴＴＣＡＣＣＣＧＴＣＣＣＡＣ

ＲＡＣＥ

ＰｈａｒｏＢ⁃１

ＰｈａｒｏＢ⁃２

ＲＵＰＭ⁃５′：ＣＣＴＣＣＡＧＴＧＣＣＴＣＡＡＡＣＡＧＧＧＴＡＴＧ
ＲＮＵＰ⁃５′：ＧＡＧＧＧＴＣＡＴＴＧＴＧＴＡＧＣＡＧＣＣＡＣＴＣ
ＲＵＰＭ⁃３′：ＣＡＴＡＧＴＡＡＴＧＴＧＣＧＴＡＧＴＴＧＡＣＣ
ＲＮＵＰ⁃３′：ＣＣＧＡＣＡＡＧＧＴＣＡＡＣＴＡＣＧＣＡＣＡＴＴＡ
ＲＵＰＭ⁃５′：ＣＧＴＡＣＧＣＡＧＣＡＡＧＧＡＴＧＴＴＴＴＣＧＧＣ
ＲＮＵＰ⁃５′：ＡＣＴＴＣＧＴＴＴＧＡＴＡＡＧＧＧＴＴＧＡＡＴＣＣＡＧ
ＲＵＰＭ⁃３′：ＧＧＡＴＴＣＡＡＣＣＣＴＴＡＴＣＡＡＡＣＧＡＡＧＴＧＧ
ＲＮＵＰ⁃３′：ＣＣＧＣＣＧＡＡＡＡＣＡＴＣＣＴＴＧＣＴＧＣＧＴＡ

阳性克隆筛选
Ｖａｌｉｄａｔｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅ Ｍ１３⁃４７ Ｍ１３Ｆ：ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ

ＲＶ⁃Ｍ：ＧＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧ

１􀆰 ４　 总 ＲＮＡ 的提取及质量检测

收集坛紫菜藻体 ０􀆰 １ ｇ， 吸干表面水分， 在液氮中研磨后， 用 Ｅ􀆰 Ｚ􀆰 Ｎ􀆰 Ａ 植物 ＲＮＡ 提取试剂盒

（ＯＭＥＧＡ， 德国） 提取总 ＲＮＡ。 经凝胶电泳检查提取的总 ＲＮＡ 的完整性， 并在紫外分光光度计上分

别测定 ２６０ ｍｍ 和 ２８０ ｎｍ 处的吸光值， 根据测定结果计算 ＲＮＡ 的浓度， 判断核酸和蛋白质的污染情

况。
１􀆰 ５　 基因的全长克隆及验证

根据坛紫菜转录组数据库 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的注释结果， 选取注释结果为 ３ － 脱氢奎宁酸羧化酶 ／ Ｏ － 甲基

转移酶基因的 Ｕｎｉｇｅｎｅ００１３９７５ 作为 ＰｈａｒｏＢ － １ 基因全长克隆的核心序列， 选取注释结果为 ３ － 脱氢奎

宁酸羧化酶基因的 Ｕｎｉｇｅｎｅ００１０９５５ 作为 ＰｈａｒｏＢ － ２ 基因全长克隆的核心序列。 测序后， 根据获得的

５′和 ３′序列与核心序列的重叠区， 用 ＤＮＡＭＡＮ ５􀆰 ２􀆰 ２ （Ｌｙｎｎｏｎ ＢｉｏＳｏｆｔ） 拼接， 获得两条基因的全长序

列。 然后， 根据拼接的全长序列， 设计 ｈｅａｄ ｔｏ ｔｏｅ 引物， 以 ＲＡＣＥ 扩增时获得的 ｃＤＮＡ 为模板， 进行

普通 ＰＣＲ 扩增， 将扩增产物进行切胶回收、 转化和测序， 并将测序结果与拼接结果进行比对， 以验

证全长克隆的正确性。

·３６１·
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１􀆰 ６　 基因的生物信息学分析

利用 ＮＣＢＩ 的 ＢｌａｓｔＮ 程序对克隆得到的全长基因序列进行序列同源性检测。 用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 软件分析基

因的开放阅读框 （ＯＲＦ） 和所编码的氨基酸序列。 用 ＰＲＯＳＩＴＥ、 ＩｎｔｅｒＰｒｏＳｃａｎ 和 ＰｒｅｄｉＳｉ 查找基因序列的保

守位点和信号肽序列。 用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 进行氨基酸多重序列比对， 并用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０ 软件构建系统进化树。
１􀆰 ７　 实时荧光定量 ＰＣＲ

根据基因序列设计 ｑＰＣＲ 正反向引物， 以 ＵＢＣ 基因作为内参， 分析两条基因在不同世代的表达

差异。 提取的总 ＲＮＡ 按 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ ｋｉｔ （ ＴａＫａＲａ， 大连） 的说明书进行操作。 荧光定量

ＰＣＲ 扩增在 ＡＢＩ７３００ 型定量 ＰＣＲ 仪上进行。 以 １０ × 梯度稀释的 ｃＤＮＡ 为模板进行定量 ＰＣＲ 扩增， 制

作标准曲线。 每次反应都设置阴性对照和无模板对照， 每个反应设 ３ 个平行复孔。
１􀆰 ８　 数据分析

采用 ｔ⁃ｔｅｓｔ 分析数据的差异比较均值： Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ 为差异不显著； Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异显著。
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图 1 坛紫菜丝状体和叶状体中 MAAs 的含量

Fig. 1 The MAAs content in conchocelis and
thallus of P. haitanensis

２　 结果
２􀆰 １　 不同生活史世代间 ＭＡＡｓ 含量测定分析

坛紫菜叶状体世代的 ＭＡＡｓ 含量显著高于丝状体

世代， 约为丝状体世代的 ６ 倍 （见图 １）。
２􀆰 ２　 坛紫菜紫外吸收物质相关基因的全长克隆

从坛紫菜转录组数据库中筛选出各相关基因

的核心序列， 采用普通 ＰＣＲ 和 ５′ ／ ３′ＲＡＣＥ 相结合

的方法， 克隆基因的全长。 序列经过测序和拼接

后， 最终获得 ２ 条基因的全长， 一是坛紫菜 ３ － 脱

氢奎 宁 酸 羧 化 酶 ／ Ｏ － 甲 基 转 移 酶 基 因

（ＰｈａｒｏＢ⁃１） ， 另一是 ３ － 脱氢奎宁酸羧化酶基因

（ＰｈａｒｏＢ⁃２） ， 这些序列均已提交至 Ｇｅｎｂａｎｋ 数据

库中， 结果如表 ２ 所示。

表 ２　 坛紫菜 ＭＡＡｓ 合成基因的克隆

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＭＡＡｓ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ Ｐ． ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ

基因
Ｇｅｎｅ Ｕｎｉｇｅｎｅ ＩＤ 氨基酸个数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ
分子量 ／ ｋｕ

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ
等电点

ｐＩ
收录号
Ｇｅｎｂａｎｋ

ＰｈａｒｏＢ⁃１ Ｕｎｉｇｅｎｅ００１３９７５ ８８２ ９５． ７２ ５． ４０ ＫＴ３８０１３３
ＰｈａｒｏＢ⁃２ Ｕｎｉｇｅｎｅ００１０９５５ ４７９ ４９． ３０ ５． ８９ ＫＴ５８１９５１

２􀆰 ３　 ＭＡＡｓ 合成相关基因的生物信息学分析

基因 ＰｈａｒｏＢ － １ 的克隆以 Ｕｎｉｇｅｎｅ００１３９７５ 为基础， 经过普通 ＰＣＲ 扩增获得了 １９００ ｂｐ 的序列， 然后

以之为核心序列设计了 ４ 个特异引物来克隆 ＰｈａｒｏＢ － １ 的部分 ｃＤＮＡ。 用 ＳＭＡＲＴ ＲＡＣＥ 技术获得了 ５′端
７８０ ｂｐ 的 ｃＤＮＡ 片段 （见图 ２ａ） 和 ３′端 ３１５ ｂｐ 的 ｃＤＮＡ 片段 （见图 ２ｃ）。 将以上 ３ 个片段拼接， 获得了

全长为 ３００３ ｂｐ 的 ｃＤＮＡ 片段。 为了验证 ＰｈａｒｏＢ － １ 的全长， 分别以 ｃＤＮＡ 和 ｇＤＮＡ 为模板， 用一对

ｈｅａｄ ｔｏ ｔｏｅ 引物来扩增 ＰｈａｒｏＢ － １。 扩增结果包括了 １ 条 ３００３ ｂｐ 的片段 （见图 ２ｄ， 图 ２ｅ）， 其与克隆序

列长度一致。 全长序列已经提交给 ＧｅｎＢａｎｋ， 收录号为 ＫＴ３８０１３３。 基因 ＰｈａｒｏＢ － ２ 的克隆以坛紫菜 Ｕｎｉ⁃
ｇｅｎｅ００１０９５ 序列作为核心序列， 设计普通 ＰＣＲ 引物扩增中间片段， 得到 １ 条长度为 １０４９ ｂｐ 的序列。 根

据所得序列， 设计特异性引物进行 ＲＡＣＥ 扩增和测序， 获得 １ 条长度为 ３０３ ｂｐ 的 ５′ － 末端序列 （见图

２ｆ） 和 １ 条长度为 ８３８ ｂｐ 的 ３′ － 末端序列 （见图 ２ｉ）。 对两条末端序列和中间片段进行拼接， 获得了

１ 条长度为 １４９６ ｂｐ 的全长序列， 经过全长序列验证 （见图 ２ｊ） 和 Ｂｌａｓｔ 比对， 确认其为坛紫菜的 ａｒｏＢ

·４６１·
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基因， 命名为 ＰｈａｒｏＢ － ２。 将其与以 ｇＤＮＡ 为模板扩增出的全长序列 （图 ２ｋ） 比较， 显示长度均为

１４９６ ｂｐ， 碱基序列没有差异。

bp

2000
1000
750
500
250
100

说明：M—DL2000 DNA Marker；1 和 2 是生物学重复；a 和 f 分别是 PharoB-1 和 PharoB-2 的 5′RACE 产物；b 和 h 分别是
PharoB-1 和 PharoB-2 的 PCR 扩增产物；c 和 i 分别是 PharoB-1 和 PharoB-2 的 3′RACE 产物；d 和 j 分别是以 gDNA 为模板的
PharoB-1和 PharoB-2的 head-to-toe PCR产物；e和 k分别是以 cDNA为模板的PharoB-1和 PharoB-2的 head-to-toe PCR产物
Notes：M—DL2000 DNA Marker; lanes 1 and 2 are the biological replicates; lanes a and f are the 5′RACE products of PharoB-1 and PharoB-2,
respectively; lanes b and h are the PCR products of PharoB-1 and PharoB-2, respectively; lanes c and i are the 3′RACE products of PharoB-1 and
PharoB-2, respectively; lanes d and j shows the head-to-toe PCR products of PharoB-1 and PharoB-2 by using gDNA as template, respectively;
lanes e and k shows the head-to-toe PCR products of PharoB-1 and PharoB-2 by using cDNA as template, respectively

图 2 坛紫菜 MAAs 合成基因的全长克隆电泳图

Fig.2 Agarose gel electrophoresis of PCR，RACE or head-to-toe PCR products of PharoB genes

利用在线软件 Ｓｗｉｓｓ － Ｍｏｄｅｌ 对 ＰｈＤＨＱＳ － ２ 氨基酸序列的三级结构进行预测， 结果如图 ３ 所示。

a） phDHQS-1 b） phDHQS-2

图 3 坛紫菜蛋白质 DHQS 的三级结构预测图

Fig.3 The three鄄dimensional structure of deduced DHQS protein of P. haitanensis

ＰｈａｒｏＢ － １ 所编码蛋白为 ＤＨＱＳ 和 Ｏ － 转甲基酶 （Ｏ － ＭＴ） 的聚合酶即 ＰｈＤＨＱＳ － ＯＭＴ， 所以选

择同样有该聚合蛋白的海洋尖尾藻进行多重比对分析 （结果见图 ４）。
ＯＲＦ ｆｉｎｄｅｒ 分析显示 ＰｈａｒｏＢ － １ ｃＤＮＡ 包括位于 ５′端的 ２７５ ｂｐ 的非翻译区和 ３′端的 ７９ ｂｐ 的非翻译

区， 以及 ２６４９ ｂｐ 的开放阅读框 （ＯＲＦ）。 这个 ＯＲＦ 编码 １ 条 ８８２ 个氨基酸的蛋白多肽， 其分子量为

９５􀆰 ７２ ｋｕ。 基因编码的蛋白序列含有 ４７ 个磷酸化位点， 其中丝氨酸 ２８ 个， 苏氨酸 １１ 个， 酪氨酸 ８ 个。

·５６１·
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说明：阴影为 DHQS 酶活性位点；上划线为保守功能域；* 和:分别表示一致性和相似性氨基酸残基
Notes：The amino acid sites which indicated with gray background are the active sites of DHQS，the conservative funcational domins are indicated
with uplines ; asterisks (*) and colons (:) indicate identical and similar amino acid residues, respectively

图 4 PhDHQS-1 蛋白氨基酸序列的多重序列比对

Fig. 4 Multi鄄alignment of amino acid sequence of PhDHQS-1

·６６１·
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Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ 程序预测 ＰｈａｒｏＢ － １ 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 ３９􀆰 ２３％ 、 １６􀆰 ４４％ 和 ４４􀆰 ３３％ （见图 ２ａ）。 采用 ＯＲＦ Ｆｉｎｄｅｒ 软件对 Ｐｈａ⁃
ｒｏＢ － ２ 基因序列进行分析发现， 该基因序列 ２ ～ １４４１ 个碱基为完整的 ＯＲＦ， 可编码包含 ４７９ 个氨基

酸， 分子量为 ４９􀆰 ３０ ｋｕ。 基因编码的蛋白包含 １８ 个磷酸化位点， 其中丝氨酸 ８ 个， 苏氨酸 １０ 个。
Ｐｒｅｄｉｃｔｐｒｏｔｅｉｎ 程序预测 ＰｈａｒｏＢ － ２ 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 ３７􀆰 ３７％ 、 ２０􀆰 ２５％ 和 ４２􀆰 ３８％ 。
如图 ４ 所示， 坛紫菜中 ＰｈＤＨＱＳ － １ 与海洋尖尾藻中的蛋白序列相似度较高。 两序列中均含有两

个不同的保守功能域 （单 ／ 双上划线部分）， ＤＨＱＳ 保守功能域在前， Ｏ － ＭＴ 在后， 且 ＤＨＱＳ 酶中均

有若干个活性位点， 用阴影标出。 ＤＨＱＳ 蛋白氨基酸序列的多重序列比对结果表明， 所克隆的 ＰｈａｒｏＢ
－ ２ 基因属于 ＤＨＱＳ 基因家族， 且与棉属植物中 ＤＨＱＳ 蛋白具有相同的保守结构域， 序列相似性较高

（见图 ５）。

说明：上划线为 DHQS 酶的保守功能域；* 和∶分别表示一致性和相似性氨基酸残基
Notes：The amino acid sites which indicated with upline are the conservative functional domins of DHQS; asterisks (*) and colons (:) indicate
identical and similar amino acid residues, respectively

图 5 PhDHQS-2 蛋白氨基酸序列的多重序列比对

Fig.5 Multi鄄alignment of amino acid sequence of PhDHQS-2

２􀆰 ４　 紫外吸收物质合成相关基因表达的定量分析

与 ＭＡＡｓ 合成相关的基因 ＰｈａｒｏＢ， 在不同世代间表达量存在显著差异。 其中 ＰｈａｒｏＢ － １ 基因在叶

状体中表达量约为丝状体中的 ３００ 倍 （见图 ６ａ， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１ ）， 而 ＰｈａｒｏＢ － ２ 基因在叶状体世代约为丝

状体世代的 ４ 倍 （见图 ６ｂ， Ｐ ＜ ０． ０１ ）。
２􀆰 ５　 ＰｈＤＨＱＳ 蛋白的系统进化分析

构建的系统进化树分为明显的两支： 微藻与高等植物。 ＰｈＤＨＱＳ － １ （ＰｈＤＨＱＳ － ＯＭＴ） 与大多数

微藻聚为一支， 而 ＰｈＤＨＱＳ － ２ 与高等植物聚类为另一分支 （见图 ７）。 说明坛紫菜中两条 ＤＨＱＳ 分属

于不同分支， ＰｈＤＨＱＳ － １ 与微藻类亲缘关系更近， 而 ＰｈＤＨＱＳ － ２ 则与高等植物亲缘关系较近。
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图 6 丝状体和叶状体中 MAAs 合成基因的相对表达情况

Fig.6 The MAAs genes relative expression level in conchocelis and thallus of P.haitanensis

P<0.01

图 7 基于氨基酸序列构建 DHQS 的系统进化树

Fig.7 Phylogenetic tree constructed based on DHQS amino acid sequences

３　 讨论
紫外辐射 （ＵＶＲ） 是太阳辐射的一部分， 因此藻类在利用光能进行光合作用的同时， 不可避免

地受到 ＵＶＲ 的影响。 ＵＶＲ 对各种光合藻类有多方面的伤害作用， 而经济海藻坛紫菜应答 ＵＶＲ 的机

制以及世代差异还不清楚。 一些具有游泳能力的微藻可以通过垂直迁移来躲避 ＵＶＲ 的伤害［４ － ５］ 。 而

包括坛紫菜在内的大型海藻不能通过迁移以避免辐射伤害， 只能增强其抵御 ＵＶＲ 伤害的机制。 很多

生物通过产生紫外吸收物质来抵御 ＵＶＲ 的伤害。 研究表明， 紫菜可以通过合成紫外吸收物质来抵御

ＵＶＲ 的伤害 ［６ － ８］ 。 紫外吸收物质种类很多， 其中类菌孢素氨基酸 （ ＭＡＡｓ） 是最常见的紫外吸收物

·８６１·
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质。 退潮时， 坛紫菜叶状体直接暴露在 ＵＶＲ 下， 而贝壳可以使 ＵＶＡ 和 ＵＶＢ 分别衰减约 ５０％ 和

７５％ ［１７］ 。 因此， 坛紫菜丝状体世代和叶状体世代所处的 ＵＶＲ 环境差异巨大。 本研究重点关注坛紫菜

ＭＡＡｓ 含量的世代差异， 以及相关合成基因的世代表达差异。
本研究发现 ＭＡＡｓ 在叶状体中的含量显著高于丝状体。 ＰｈａｒｏＢ 是 ＭＡＡｓ 合成的关键基因， 叶状

体中两条 ＰｈａｒｏＢ 基因的表达量也显著高于丝状体。 这种差异极可能与坛紫菜不同世代的栖息环境相

关。 杨顶田等［１５］的研究也发现， 藻类通过 ＭＡＡｓ 含量的增加来抵御 ＵＶＢ， 这是长期进化后表现出的

适应现象。 另外， ＵＶＲ 会诱导铜绿微囊藻大量合成 ＭＡＡｓ， 从而增加其耐受 ＵＶＲ 的能力［１８］ 。 Ｃｏｒｃｏｒａ
等［１９］研究发现大型海藻受 ＵＶＢ 影响产生的紫外吸收物质能有效地保护潮间带生态系统内其他生物的

生存。 然而， 过量的 ＵＶＢ 会导致藻体受到氧化损伤［５］ 。 牛美英［２０］ 和应锐等［２１］ 分别发现麒麟菜和条

斑紫菜的 ＭＡＡｓ 提取物具有抗氧化活性。 坛紫菜丝状体生长于贝壳中， 不仅 ＵＶＲ 被贝壳减弱， 而且

可见光也降低了约 ４０％ ［１７］ 。 此外， 有研究认为 ＭＡＡｓ 合成需要可见光［２２］ ， 这可能也是叶状体中

ＭＡＡｓ 含量及 ＰｈａｒｏＢ 基因表达量均显著高于丝状体的原因。
在模式生物蓝藻中， ＤＨＱＳ 酶是 ＭＡＡｓ 合成的关键酶［１４］ 。 在经济海藻条斑紫菜的功能基因组研

究中， 王孟强［２３］研究发现 ＭＡＡｓ 合成过程中的关键酶为 ａｒｏＢ 基因编码的 ＤＨＱＳ ／ Ｏ － ＭＴ。 而坛紫菜与

条斑紫菜亲缘关系较近。 本研究以转录组测序获得的 ＤＨＱＳ ／ Ｏ － ＭＴ ｕｎｉｇｅｎｅ 序列作为核心序列， 采用

普通 ＰＣＲ 和 ＲＡＣＥ 扩增技术成功克隆了 ２ 条编码坛紫菜 ＤＨＱＳ 酶的基因 ａｒｏＢ， 分别命名为 ＰｈａｒｏＢ －
１、 ＰｈａｒｏＢ － ２。 通过序列多重比对发现 ＰｈａｒｏＢ － １ 基因的 ＯＲＦ 功能结构域中， 存在两个酶的编码序

列， 分别为 ＤＨＱＳ 酶和 Ｏ － 转甲基酶 （Ｏ － ＭＴ）。 而 ＰｈａｒｏＢ － ２ 只编码 ＤＨＱＳ 酶， 没有编码 Ｏ － ＭＴ 的

结构域。 这导致了系统进化分析显示 ２ 条 ＰｈＤＨＱＳ 蛋白分为明显的 ２ 支， 相距较远。 ２ 条 ＰｈＤＨＱＳ 蛋

白分别与微藻和高等植物的亲缘关系更近 （见图 ７）， 这也与红藻的进化地位一致。
综上所述， 坛紫菜叶状体世代的紫外吸收物质 ＭＡＡｓ 含量明显高于丝状体世代， 并且 ＭＡＡｓ 合成

的 ２ 条关键基因的表达与生理数据一致， 这种差异来源于对不同世代所处的 ＵＶＲ 环境的适应。
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