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坛紫菜色素突变体产生原因的初步研究
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［摘要］ 以 ６ 种不同颜色的坛紫菜 （Ｐｙｒｏｐｉａ ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ） 品系为研究材料， 通过生理指标测定和转录组测

试分析， 对坛紫菜色素突变体产生的原因进行初步研究。 根据色度值将 ６ 个品系划分为红黄组和绿组， 其中：
红黄组包括 ３ 个色素突变品系 （红色、 橘色和紫色） 和 １ 个野生品系， 绿组包括 ２ 个色素突变品系 （棕绿色

和翠绿色）。 进一步研究发现： １） 红黄组品系的平均藻红蛋白 （ＰＥ） 含量比绿组高 １ 倍， 但两组藻体在藻蓝

蛋白 （ＰＣ） 和别藻蓝蛋白 （ＡＰＣ） 含量上没有显著差异。 ２） 红黄组藻体的平均叶绿素 （Ｃｈｌ ａ） 含量比绿组

低 ３５％ ， 这导致红黄组藻体的 ＰＥ ／ Ｃｈｌ ａ 含量比绿组高 １􀆰 ７ 倍。 ３） 红黄组藻体藻胆蛋白合成关键基因血红

素氧化酶 （ＨＭＯＸ１） 和铁氧还蛋白氧化还原酶 （ＨＹ２） 的表达水平高于绿组。 ４） 两组内不同品系间在色

素合成关键基因的表达上具有显著差异。 其中， 叶绿素和藻胆蛋白合成的关键基因 ｈｅｍＡ 的表达水平上调，
促进更多色素的合成； 叶绿素合成关键基因 Ｍｇ － 鳌合酶亚基和 ＣＨＬＧ 表达水平上调， 调控藻体合成更多

Ｃｈｌ ａ， 使得藻体呈绿色； 而 ＨＭＯＸ１ 和 ＨＹ２ 明显上调， 促进血红素合成胆绿素， 最终提高 ＰＥ 含量， 使藻体

偏红色。 以上结果说明， 坛紫菜藻胆蛋白和叶绿素合成通路中关键基因的差异表达可能导致藻体 ＰＥ ／ Ｃｈｌ ａ
含量比的不同， 进而产生不同颜色的突变体。
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０　 引言
全球紫菜的年总产值约为 ２０ 亿美元， 而我国的紫菜产量位居世界第一， ２０１７ 年全国的紫菜产量

达 １７􀆰 ３ × １０４ ｔ［１］ ， 其中， 坛紫菜 （Ｐｙｒｏｐｉａ ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ） 的产量约占全国紫菜产量的 ７５％ ， 产业规模巨

大， 经济效应可观［１］ 。 然而， 近年来随着坛紫菜养殖面积不断扩大， 广大养殖户仍以传统方式进行

生产， 以未经选育的野生种为主要栽培品种， 造成坛紫菜种质严重退化、 产量降低、 质量下降等问

题［２］ 。 因此， 优良品种的选育势在必行。
坛紫菜叶片是四分子嵌合体， 一株叶状体上最多可以有四种颜色。 经过嵌合再纯化的色素突变体

可作为体色标记性状， 并广泛用于纯系选育。 坛紫菜色素突变体在基础研究和生产实践中的应用价值

日益体现。 严兴洪和王素娟［３］使用秋水仙碱对坛紫菜的体细胞进行诱变处理， 得到了形状细长、 颜

色深、 生长较快的红色突变体。 严兴洪［４］ 利用紫外线辐射， 对条斑紫菜 （Ｐｏｒｐｈｙｒａ ｙｅｚｏｅｎｓｉｓ） 和坛紫

菜的原生质体进行诱变处理， 经照射后， 产生的后代原生质体颜色呈红色， 并出现一些生长速度更

快、 长宽比更小的纯红色突变体后代。 有贺祐胜等［５］ 在条斑紫菜红色突变体的研究中表明， 红色突

变体与野生型比较， 藻红蛋白含量高， 藻蓝蛋白含量低， 叶绿素 ａ 差异不大， 所以藻体呈现红色。 徐

燕［６］通过６０ Ｃｏ － γ 射线辐射坛紫菜自由丝状体， 从诱变丝状体子代中选育性状优良的色素突变体， 将

诱变品系和野生选育品系进行杂交， 之后利用体细胞克隆技术将单一色块酶解， 诱导产生丝状体进而

发育为完整的紫菜叶状体， 经过四代选育， 最终获得了一个优良紫菜纯系新品种 （闽丰 １ 号）， 该品

种藻体日均增重快、 耐高温、 藻体宽而薄且不易老化。 梁艳［７］ 在对坛紫菜 （闽丰 １ 号） 的研究中证

明， 叶状体的藻胆蛋白含量均极显著地高于对照组， 藻胆蛋白含量是对照组的 ２􀆰 １４ 倍， 其中藻红蛋

白含量占比较大， 叶绿素 ａ 含量同样显著高于对照组。 在生产中， 紫菜藻体的色泽是衡量紫菜菜饼干

制品品质高低的重要指标， 而已有的研究结果表明紫菜的色泽主要是由其藻体中光合色素的含量和比

例决定的［８］ 。 由此可见， 探究紫菜色素突变体的形成原因就显得尤为重要。
影响高等植物颜色形成的色素主要是花青素、 类胡萝卜素、 甜菜红素和叶绿素。 然而， 在

藻类中影响颜色形成的色素主要是藻胆蛋白和叶绿素。 光合色素 （ Ｃｈｌ ａ、 ＰＥ、 ＰＣ＆ＡＰＣ） 的含

量和相互之间的比例决定了紫菜的质量和藻体的颜色 ［９ － １０］ 。 谷氨酰 － ｔＲＮＡ 还原酶 （ Ｇｌｕｔａｍｙｌ －
ｔＲＮＡ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ， ｈｅｍＡ） 是卟啉合成途径的第一个关键限速酶， 能够催化谷氨酸合成 ５ － 氨基酮

戊酸 （５ － Ａｍｉｎｏｌｅｖｕｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ， ＡＬＡ） ［１１］ 。 ＡＬＡ 可以调节 Ｃｈｌ ａ 的合成 ［１２ － １４］ ， 提高 Ｃｈｌ ａ 和捕光

系统 ＩＩ 的稳定性 ［１５］ 。 例如， 添加 ＡＬＡ 可以促进小球藻 （ Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ） 和雨生红球藻

（ Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ ｐｌｕｖｉａｌｉｓ） 的色素合成与藻体生长 ［１６］ 。 姚嘉龙等 ［１７］ 对拟南芥 （ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ） 的研

究表明， ｈｅｍＡ 基因在 Ｃｈｌ ａ 生物合成过程中表达量显著下降， 说明相关酶合成减少， 导致 Ｃｈｌ ａ
合成减少。 在番茄色素合成中， 过剩的血红素影响细胞内色素的含量和比例， 会引起色素突
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变 ［１８］ 。 在Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ ｓｐ􀆰 ＰＣＣ７００２ 藻蓝蛋白操纵子阅读框 ｃｐｃＦ 和 ｃｐｃＥ 中任意位点插入突变，
都会产生相同表现型的突变株， 相对于野生型来说这种突变株产生极少的藻蓝蛋白， 而且所产

生的藻蓝蛋白缺少 α － ８４ 位上的藻蓝胆素 ［１９］ 。 小球藻的研究发现， 由于突变体在叶绿素 Ｍｇ２ ＋

鳌合酶基因表达缺陷， 造成突变体 Ｃｈｌ ａ 合成缺陷， 最终造成小球藻 Ｃｈｌ ａ 含量减少和藻体颜色

黄化 ［２０］ 。
然而， 目前关于紫菜色素合成通路以及色素突变体产生的分子机理尚不清楚［２１］ 。 因此， 本实验

从色素合成通路出发， 结合相关色素含量测定和色素合成关键基因转录水平分析， 探究坛紫菜颜色形

成的分子机制， 为进一步理解紫菜等大型海藻的颜色形成机制提供理论依据。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 实验材料

实验材料取自福建省坛紫菜种质资源库， 为经杂交育种和诱变育种选育出的不同颜色的色素突变

体。 分别选取了橘红色藻体品系 ＮＯ􀆰 ８Ⅱ （Ｏｒａｎｇｅ）、 红色藻体品系 Ｚ － ２６ － Ｒ （Ｒｅｄ）、 紫色藻体品系

Ⅲ３
３ （Ｐｕｒｐｌｅ）、 野生藻体品系 ＰＸ４３ （Ｗｉｌｄ）、 棕绿色藻体品系 Ｚ － ２６ － ＢＧ （Ｂｒｏｗｎ Ｇｒｅｅｎ）、 翠绿色藻

体品系 ＮＯ􀆰 ９Ⅳ （Ｏｌｉｖｅ Ｄｒａｂ）。
正常培养条件： 温度 （２１ ± ０􀆰 ５） ℃ ， 光照强度 ５０ ～ ６０ μｍｏｌ ／ （ｍ２ ·ｓ）， 光照周期 １２Ｌ∶ １２Ｄ， 在

新鲜海水中培育， 每 ３ 天更换 １ 次海水。 每个样品均设置 ３ 个生物学重复。
１􀆰 ２　 色度值测量

从每个突变体中随机选取 ３ 株作为实验材料。 藻体平摊于白色湿润瓷盘上， 用 ＣＭ － ７００ｄ 分光测

色计 （柯尼卡美能达， Ｋｏｎｉｃａ Ｍｉｎｏｌｔａ 控股公司， 日本） 垂直于藻体， 测量藻体的中部， 取色度值 ａ
值和 ｂ 值。 ａ 值越大表示藻体颜色越偏红色， ａ 值越小表示藻体颜色越偏绿色； ｂ 值越大表示藻体颜

色越偏黄色， ｂ 值越小表示藻体颜色越偏蓝色。
１􀆰 ３　 叶绿素和藻胆蛋白的测定

１􀆰 ３􀆰 １　 叶状体藻胆蛋白含量的测定

藻胆蛋白含量测定， 参照文献 ［２２］： １） 分别取 ６ 份在生长旺期冰冻保存的叶状体藻体， 将其

中 ３ 份藻体称取鲜重 （ＷＦ） 后置于 １０５ ℃ 烘箱中干燥 ２ ｈ， 再称取干重 （ＷＤ ）， 测定藻体的含水率

（ＷＣ）； ２） 取另 ３ 份藻体在避光环境中， 在倒有液氮的研钵中充分研磨至粉末状， 将粉末倒入 ５０ ｍＬ
冻存管中， 分别加入适量的 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钠缓冲液 （ ｐＨ ＝ ６􀆰 ８） 浸泡数分钟后， 用磷酸钠缓冲液

冲洗研钵 ３ 次以上， 将冻存管中液体总体积控制在 ２５ ｍＬ 左右， 用铝箔包裹避光； ３） 将冻存管放入

－ ２０ ℃冰箱中冷冻， 待完全冰冻后， 取出冻存管于室温下避光解冻， 反复冻融 ６ 次以上， 放入 ４ ℃
冰箱中过夜， 彻底提取藻胆蛋白； ４） 用 ３００ 目筛绢网将研磨液过滤至 ５０ ｍＬ 离心管中， 用磷酸钠缓

冲液冲洗冻存管， 于 ４ ℃ 、 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ。 取上清液， 在锡箔纸包裹的容量瓶中定容至

５０ ｍＬ （Ｖ）， 摇匀后静置至室温； ５） 用分光光度计测定其在 ５６５ ｎｍ、 ６１５ ｎｍ、 ６５０ ｎｍ 和 ７３０ ｎｍ 波

长下的 ＯＤ 值 （Ａ） 。 利用公式分别计算 １ ｇ 藻体中藻红蛋白 （ ＰＥ）、 藻蓝蛋白 （ ＰＣ） 和别藻蓝蛋白

（ＡＰＣ） 的含量 ｗ （ｍｇ ／ ｇ）：
ｗ（ＰＥ） ＝ ［０． １２３（Ａ５６５ － Ａ７３０ ） － ０． ０６８（Ａ６１５ － Ａ７３０ ） ＋ ０． ０１５（Ａ６５０ － Ａ７３０ ）］ × Ｖ ／ ［ＷＦ（１ － ＷＣ）］，
ｗ（ＰＣ） ＝ ［０． １６２（Ａ６１５ － Ａ７３０ ） － ０． ００１（Ａ５６５ － Ａ７３０ ） － ０． ０９８（Ａ６５０ － Ａ７３０ ）］ × Ｖ ／ ［ＷＦ（１ － ＷＣ）］，

ｗ（ＡＰＣ） ＝ ［０． １７１（Ａ６５０ － Ａ７３０ ） － ０． ００６（Ａ５６５ － Ａ７３０ ） － ０． ００４（Ａ６１５ － Ａ７３０ ）］ × Ｖ ／ ［ＷＦ（１ － ＷＣ）］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 叶状体 Ｃｈｌ ａ 含量的测定

Ｃｈｌ ａ 含量测定， 参照文献 ［２３］： １） 分别取 ６ 份在生长旺期冰冻保存的叶状体藻体， 将其中

３ 份藻体称取鲜重 （ＷＦ） 置于 １０５℃烘箱中干燥 ２ ｈ 后再称取干重 （ＷＤ）， 测定藻体的含水率 （ＷＣ）；
２） 另取 ３ 份藻体在避光环境中， 在倒有液氮的研钵中充分研磨至粉末状， 将粉末倒入 ４０ ｍＬ 锡箔纸
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包裹的冻存管中， 加入适量 ９０％ 的丙酮溶液浸泡 ３ 分钟， 用 ９０％ 的丙酮溶液冲洗研钵 ３ 次以上， 盖

上瓶盖； ３） 在室温下， 置于避光处 ２４ ｈ， 彻底提取 Ｃｈｌ ａ， 用 ３００ 目筛绢网将研磨液过滤至 ５０ ｍＬ 离

心管中， 于 ４℃ 、 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ； ４） 取上清液， 在锡箔纸包裹的容量瓶中定容至 ５０ ｍＬ
（Ｖ）， 摇匀； ５） 用分光光度计测定其在 ６６６ ｎｍ、 ７３０ ｎｍ 波长下的 ＯＤ 值 （Ａ） ， 计算每克藻体中Ｃｈｌ ａ
的含量 （ｍｇ ／ ｇ）， ω （Ｃｈｌ ａ） ＝ （Ａ６６６ － Ａ７３０ ） × １０Ｖ ／ （８９０ （ＷＦ （１ － ＷＣ））。
１􀆰 ４　 ＲＮＡ 提取与转录组测序

１􀆰 ４􀆰 １　 ＲＮＡ 提取

利用 Ｅ􀆰 Ｚ􀆰 Ｎ􀆰 Ｚ 植物提取试剂盒 （ＯＭＥＧＡ， 德国） 提取不同颜色突变体样品 ＲＮＡ。
１􀆰 ４􀆰 ２　 转录组测序

提取样品总 ＲＮＡ 后， 将完整性均好， 无杂质污染的 ＲＮＡ 样品， 由深圳华大基因股份有限公司利

用 ＢＧＩＳＥＱ － ５００ 高通量测序平台检测， 然后本研究完成后续的数据拼接组装与分析。
１􀆰 ４􀆰 ３　 ＲＮＡ － Ｓｅｑ 测序数据的处理

测序得到的 ｒｅａｄｓ， 通过如下步骤处理获得 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ： １） 去除含有测序接头的 ｒｅａｄｓ； ２） 去除

比例大于 １０％ 的 ｒｅａｄｓ； ３） 去除低质量的 ｒｅａｄｓ （质量 Ｑ≤５ 的碱基数占整个 ｒｅａｄｓ 的 ５０％ 以上）； ４）
获得 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ。
１􀆰 ４􀆰 ４　 Ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ

使用无参转录组组装软件 Ｔｒｉｎｉｔｙ 对 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 进行无参考组装， 得到坛紫菜 Ｕｎｉｇｅｎｅ。 对组装出

的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 进行长度分布、 平均长度、 Ｎ５０、 组装大小等测序指标的统计。
１􀆰 ４􀆰 ５　 Ｕｎｉｇｅｎｅ 功能注释

将组装所获得的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 序列通过序列比对软件 Ｂｌａｓｔ ＋ 在 ７ 大数据库 （ Ｎｒ、 Ｓｗｉｓｓｐｏｒｔ、 ＫＥＧＧ、
ＧＯ、 ＣＯＧ、 ＫＯＧ、 Ｐｆａｍ） 中进行序列比对， 进而得到该 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的功能注释信息。
１􀆰 ４􀆰 ６　 基因表达量的计算

根据组装结果， 使用 Ｂｏｗｔｉｅ２ 软件把每个样本的 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 比对到 Ｕｎｉｇｅｎｅ， 之后使用 ＲＳＥＭ
（ｒｅａｄｓ ｐｅｒ ｋｂ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｒｅａｄｓ） 计算每个样品的基因表达水平。
１􀆰 ４􀆰 ７　 差异表达基因的筛选

对经过 ＲＳＥＭ 软件比对得到的 ｇｅｎｅ ｒｅａｄ ｃｏｕｎｔ 数据， 用差异表达分析软件 ｅｄｇｅＲ 进行分析。 显著

差异表达基因的筛选标准为 ＦＤＲ（ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ） ＜ ０􀆰 ０５＆ｌｏｇ２ ｜ ＦＣ ｜ ＞ ＝ １， Ｆ 为基因表达量， Ｃ 为

唯一比对到基因的片段数。
１􀆰 ４􀆰 ８　 ＧＯ 和 Ｐａｔｈｗａｙ 显著富集分析

首先把所有的差异基因向 ＫＥＧＧ 数据库 （ｈｔｔｐ： ｗｗｗ􀆰 ｋｅｇｇ􀆰 ｊｐ ／ ） 的各个 Ｐａｔｈｗａｙ 映射， 计算每个

Ｐａｔｈｗａｙ 的基因数目， 然后应用超几何检验， 找出与整合基因组差异表达基因显著富集的 Ｐａｔｈｗａｙ。
ＦＤＲ≤０􀆰 ０５ 的 Ｐａｔｈｗａｙ 定义为差异基因中显著富集的 Ｐａｔｈｗａｙ。
１􀆰 ５　 聚类分析和热图分析

本研究中， 在进行表达量计算时， 采用计算 ＦＰＫＭ 值 （ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｐｅｒ ｋｂ ｐｅｒ ｍｉｌｌｉｏｎ ｒｅａｄｓ） 表示基

因的相对表达量， ＦＰＫＭ 值的计算方法是： ＦＰＫＭ ＝ １０６Ｃ ／ （ＮＬ１０３ ）， Ｎ 为唯一比对到参考基因的总片

段数， Ｌ 为基因长度。
根据基因的注释信息， 选取色素合成通路上的关键基因， 利用 Ｒ 语言 ｇｐｌｏｔｓ 包（ｈｔｔｐ：ｃｒａｎ． ｒ － ｐｒｏ⁃

ｊｅｃｔ． ｏｒｇ ／ ｗｅｂ ／ ｐａｃｋａｇｅｓ ／ ｇｐｌｏｔｓ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ）中的 ｈｅａｔｍａｐ􀆰 ２ 模块对这些基因的表达水平进行聚类分析。
对不同颜色的 ６ 组样品在关键基因的不同表达水平作热图分析， 并通过样品之间两两对照比较各基因

的表达水平。
１􀆰 ６　 数据分析

采用 ＳＰＳＳ 软件比较数据均值， 并进行单因素方差分析 （ＡＮＯＶＡ）， 以 Ｐ ＞ ０􀆰 ０５ 为差异不显著，
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以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异显著。

２　 结果
２􀆰 １　 实验样品 ＲＮＡ 的提取及质量检测

用于送测的 ＲＮＡ 样品浓度介于 ５００ ～ １０００ ｎｇ ／ μＬ 之间， 总量大于 ５０ μｇ， Ａ２６０ ／ Ａ２８０值在 １􀆰 ９ ～ ２􀆰 １
之间， Ａ２６０ ／ Ａ２ ３ ０值大于 １􀆰 ８。 电泳结果 （见图 １） 显示， 所有样品条带完整、 清晰、 无拖尾， 都具有

２ 条 ２８ Ｓ， ３ 条 １８ Ｓ， 以及 １ 条 ５ Ｓ 条带。

说明：M 为 DL2000 DNA Marker；1~8 为样品。
Note：M is DL2000 DNA Marker；1-8 are samples.

图 1 坛紫菜总 RNA 琼脂糖凝胶电泳图

Fig.1 Agarose gel electrophoresis of total RNAs from P. haitanensis

２􀆰 ２　 坛紫菜不同色素突变体的色度值测定

不同色素突变体的表观颜色差异显著， 从色度值可以明显看出来， 不同颜色的品系的色度值区分

明显。 橘色品系的 ａ 值平均值最大 （２１． ９５ ± ０． ２９） ， 翠绿色品系的 ａ 值平均值最小 （ － ６． ９０ ± ０． ２４）。
橘色品系与红色品系的 ａ 值差异不明显 （Ｐ ＞ ０． ０５） ， 但橘色品系明显高于紫色品系和野生品系 （Ｐ ＜
０． ０５） ； 棕绿色品系明显比翠绿色品系的 ａ 值高 （Ｐ ＜ ０． ０５） 。 因此， 本研究将色度值相近的几个品

系归为一类， 分别为红黄组和绿组， 红黄组包括橘色品系、 红色品系、 紫色品系和野生品系， 绿组包

括翠绿色品系和棕绿色品系 （见图 ２Ａ）。 红黄组的 ａ 值平均为（１８． ６６ ± ３． ５０）， 绿组的 ａ 值平均为

（ － ３． １ ± ３． ７２）， 两组样的差异明显 （见表 １） （Ｐ ＜ ０． ０５） 。 而在 ｂ 值平均值上， 两组样品无明显差

异 （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） 。

表 １　 红黄组和绿组的色度值统计分析

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｌｕｅ ｃｈｒｏｍａ ｂｅｔｗｅｅｎ ｒｅｄ⁃ｙｅｌｌｏｗ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｇｒｅｅｎ ｇｒｏｕｐ

Ｇｒｏｕｐ ａ ｂ
红黄组 Ｒｅｄ⁃ｙｅｌｌｏｗ ｇｒｏｕｐ １８． ６６ ± ３． ５０ａ １６． ３６ ± ９． ０５ａ

绿组 Ｇｒｅｅｎ ｇｒｏｕｐ － ３． １０ ± ３． ７２ｂ ２２． ３０ ± ５． ５４ａ

　 　 说明： 上标字母不相同表示显著差异。
Ｎｏｔｅ： Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ．

２􀆰 ３　 叶状体藻胆蛋白和 Ｃｈｌ ａ 的含量

在 ＰＥ 含量方面， 红色品系含量最高， 约为 ７５ ｍｇ ／ ｇ； 紫色品系约为 ７０ ｍｇ ／ ｇ； 橘色品系约为
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６５ ｍｇ ／ ｇ； 野生品系约为 ５０ ｍｇ ／ ｇ； 棕绿色品系和翠绿色品系的含量最少， 分别为 ２０ ｍｇ ／ ｇ 和 １５ ｍｇ ／ ｇ。
在 ＰＣ 含量方面， 紫色品系最多， 约为 ２７ ｍｇ ／ ｇ； 野生品系约为 １７ ｍｇ ／ ｇ； 棕绿色品系、 翠绿色品系和

红色品约为１０ ｍｇ ／ ｇ； 橘色品系约为 ２ ｍｇ ／ ｇ。 而对于 ＡＰＣ 而言， 紫色品系和野生品系的含量最高， 之

后依次是棕绿色品系、 翠绿色品系、 橘色品系和红色品系， 其含量均不超过 １０ ｍｇ ／ ｇ （见图 ２ａ）。 Ｃｈｌ ａ
含量测定结果显示， 翠绿色品系的 Ｃｈｌ ａ 含量约为 ８ ｍｇ ／ ｇ， 显著高于其他品系 （Ｐ ＜ ０． ０５） ， 其中，
棕绿色品系、 橘色品系和野生品系约为 ６ ｍｇ ／ ｇ， 而红色品系和紫色品系含量约为 ４ ｍｇ ／ ｇ （见图 ２ｂ）。

c)色素蛋白含量比值
The content ratio of pigment proteins

a)叶状体不同颜色色素突变体的色度值
Value of chroma between the different color pigment mutants in thallus

b)叶状体不同颜色色素突变体的藻胆蛋白和叶绿素 a 含量
Content of phycobiliprotein and content of chlorophyll a between the different color pigment mutants in thallus

说明:上标字母不相同表示显著差异。
Note: Superscripts represent significant difference among treatments．

图 2 叶状体不同颜色色素突变体的色度值，色素含量和色素含量比率

Fig.2 Value of chroma,content of pigments and content ratio of pigments between the
different pigment mutants in thallus
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通过各品系色素蛋白含量的比值可以发现： 紫色和红色品系的 ｗ（ＰＥ） ／ ｗ（Ｃｈｌ ａ）约为 １６， 橘色品

系的 ｗ（ＰＥ） ／ ｗ（Ｃｈｌ ａ）约为 １２， 野生品系的 ｗ（ ＰＥ） ／ ｗ（ Ｃｈｌ ａ）约为 ９， 翠绿色品系和棕绿色品系的

ｗ（ＰＥ） ／ ｗ（Ｃｈｌ ａ）均小于 ５。 紫色品系的 ｗ（ＰＣ） ／ ｗ（Ｃｈｌ ａ）最高， 约为 ６； 橘色品系的 ｗ（ＰＣ） ／ ｗ（Ｃｈｌ ａ）
最低， 约为 ０􀆰 ３。 橘色品系的 ｗ（ＰＥ） ／ ｗ（ＰＣ）最高， 约为 ３０； 红色品系 ｗ（ＰＥ） ／ ｗ（ＰＣ）约为 ８􀆰 ５； 紫色

品系、 野生品系、 棕绿色品系和翠绿色品系没有显著差异， ｗ（ＰＥ） ／ ｗ（ＰＣ）都不高于 ５ （见图 ２ｃ）。
２􀆰 ４　 Ｃｈｌ ａ 和藻胆蛋白合成关键酶的表达分析

通过相关基因表达水平的聚类分析发现， 在橘色品系、 紫色品系和棕绿色品系中 ｈｅｍＡ 基因的表

达水平较高 （见图 ３）。 在 Ｃｈｌ ａ 和藻胆蛋白的合成通路中， 谷氨酰 － ｔＲＮＡ 经由 ｈｅｍＡ 等催化反应生

成 ５ － 氨基酮戊酸 （ＡＬＡ） （见图 ４）， 之后， ５ － 氨基酮戊酸经过催化合成原卟啉Ⅸ， 再经过 Ｍｇ － 鳌

合酶 （ＣＨＬＩ、 ＣＨＬＤ 和 ＣＨＬＨ） 催化生成镁原卟啉Ⅸ。 在本实验中， Ｍｇ － 鳌合酶在橘色品系、 紫色

品系和野生品系中的表达水平较高。 此外， 叶绿素合成酶 （ ＣＨＬＧ） 是合成 Ｃｈｌ ａ 的关键酶， 镁原卟

啉Ⅸ经过 ＣＨＬＧ 等一系列反应生成 Ｃｈｌ ａ。 本研究发现， ＣＨＬＧ 在橘色品系、 红色品系、 野生品系和翠

绿色品系中显著上调表达。

图 3 叶绿素和藻胆蛋白合成通路相关基因的聚类分析

Fig.3 Clustering analysis of the differentially expressed genes in the biosynthesis of chlorophyll and phycobiliprotein
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在藻胆蛋白的合成通路中， 血红素氧化酶 （ ＨＭＯＸ１） 是催化血红素合成胆绿素的关键酶， 原卟

啉Ⅸ经过一系列反应合成血红素， 血红素再经过 ＨＭＯＸ１ 催化合成胆绿素。 在本实验中， ＨＭＯＸ１ 在

橘色品系、 紫色品系、 野生品系和棕绿色品系的表达水平高于其他品系。 胆绿素再经过铁氧还蛋白氧

化还原酶 （ＨＹ２） 等一系列反应催化， 最终合成藻胆蛋白。 而 ＨＹ２ 在橘色品系、 红色品系、 野生品

系和翠绿色品系中的表达水平较高。

说明: 黑色箭头表示代谢流直接到下一个酶（实线）或者经过几个酶反应的步骤（虚线）。
Note: Black arrows indicate the metabolic flow directly to the next enzyme (solid line) or combine several enzymic steps (dashed line).

图 4 叶绿素和藻胆蛋白合成通路

Fig.4 Biosynthesis pathway of chlorophyll and phycobiliprotein
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３　 讨论
本研究中， 红黄组品系的平均 ＰＥ 含量比绿组高 ３􀆰 ５ 倍， 而 ＰＣ 和 ＡＰＣ 含量却没有显著差异。 同

时， 红黄组的平均 Ｃｈｌ ａ 含量显著低于绿组 （Ｐ ＜ ０． ０５） ， 进而造成两组藻体在颜色上的差异。 张

倩［２４］对皱紫菜 （Ｐｙｒｏｐｉａ ｃｒｉｓｐａｔａ） 色素突变体的研究数据表明， 红色品系皱紫菜 （ＰＣ － ＺＨ） 的 ＰＥ 含

量明显高于其他绿颜色的皱紫菜。 黄慧珍［１］也发现， 坛紫菜野生品系的 ＰＥ 含量是翠绿色品系的十多

倍。 本研究中， 橘色、 紫色、 红色和野生品系的 ｗ（ＰＥ） ／ ｗ（Ｃｈｌ ａ）高， 其中橘色、 紫色和红色藻体的

ｗ（ＰＥ） ／ ｗ（Ｃｈｌ ａ）大于 １０， 翠绿色和棕色品系的 ｗ（ ＰＥ） ／ ｗ（ Ｃｈｌ ａ）小于 ５。 在色泽的差异上， 橘色、
紫色、 红色和野生品系 ａ 值显著大于翠绿色和棕色品系， 所以橘色、 紫色、 红色和野生品系呈现红

色， 而翠绿色和棕色品系呈现绿色。
在叶绿素和藻胆蛋白合成基因的表达中 （见图 ４）， 橘色品系、 紫色品系和棕绿色品系的 ｈｅｍＡ 相

关基因的表达水平较高， 说明坛紫菜藻体可能大量合成 ＡＬＡ， 为 Ｃｈｌ ａ 和藻胆蛋白的合成提供更多前

体， 有利于藻体的色素合成。 李爽［２５］将 ｈｅｍＡ 基因克隆到 ｐＥＴ２８ａ 载体上， 并在大肠杆菌中诱导表达，
通过分离纯化得到谷氨酰 ｔＲＮＡ 还原酶。 重组菌发酵液上清中 ＡＬＡ 含量达 ４０􀆰 ２ ｍｇ ／ Ｌ， 通过过筛试验

和紫外分光光度检测验证显色物质为卟啉类。
在合成通路后续反应中， 镁离子鳌合酶催化合成镁原卟啉Ⅸ， 镁离子鳌合酶是原卟啉Ⅸ合成镁原

卟啉Ⅸ的关键酶。 在色素合成通路中， 镁离子鳌合酶催化镁原卟啉Ⅸ的合成， 决定了通路色素合成的

走向 （见图 ４）。 本研究在坛紫菜转录组中发现的 ＣＨＬＩ、 ＣＨＬＤ 和 ＣＨＬＨ 是镁离子鳌合酶的亚基， 参

与组成镁离子鳌合酶， 进而参与 Ｃｈｌ ａ 的合成。 小球藻突变体的研究中 ＣＨＬＩ、 ＣＨＬＤ 和 ＣＨＬＨ 表达水

平的降低， 引起突变体 Ｃｈｌ ａ 合成缺陷， 导致小球藻突变体光合作用降低， 最终造成突变体藻体颜色

比野生型浅［１］ 。 在本研究中， 橘色品系和野生品系的 ＣＨＬＩ、 ＣＨＬＤ 和 ＣＨＬＨ 基因表达水平高于其他品

系 （见图 ３）。 此外， 通过红黄组间比较， 发现橘色品系和野生品系的 Ｃｈｌ ａ 含量较高 （见图 ２ｂ）， 说

明藻体可能大量催化原卟啉Ⅸ （Ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎ Ⅸ） 合成镁原卟啉Ⅸ （Ｍｇ Ｐｒｏｔｏｐｏｒｐｈｙｒｉｎ Ⅸ）， 进而合
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成 Ｃｈｌ ａ。 在 Ｃｈｌ ａ 合成通路中， ＣＨＬＧ 是催化镁原卟啉合成 Ｃｈｌ ａ 的关键酶。 在盐生杜氏藻

（Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ ｓａｌｉｎａ） ［２６］ 和茶树［２７］的研究中均发现， ＣＨＬＧ 表达水平的降低， 会造成植株的黄化， 生长

缓慢。 在本研究中， 野生品系和翠绿色品系 ＣＨＬＧ 基因表达水平较高， 并且野生品系和翠绿色品系的

Ｃｈｌ ａ 含量也高 （见图 ２ｂ）。 此外， 研究发现， 油菜 （Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ． ） 中 ＨＭＯＸ１ 的表达水平高， 会

抑制 Ｃｈｌ ａ 的合成， 转向合成胆绿素， 造成油菜失绿的现象［２８］ 。 牟钰［２９］ 对白菜 （Ｂｒａｓｓｉｃａ ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ
Ｌ． ｓｓｐ． ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ） 的研究发现， 血红素加氧酶在血红素代谢过程中限制了血红素的降解， 使血红素含

量积累， 血红素积累后抑制 ＡＬＡ 的合成， ＡＬＡ 合成受阻致使叶绿素合成减少， 最终导致叶色变异。
而红藻在血红素氧化酶 （ＨＭＯＸ１） 和铁氧还蛋白氧化还原酶 （ＨＹ２） 等一系列生化反应下， 催

化血红素合成藻胆蛋白。 Ｅｍｂｏｒｇ 等［３０］发现拟南芥中血红素加氧酶发生突变， 使血红素合成的光敏生

色团合成受阻。 同样， 本研究发现红黄组藻体的 ＨＭＯＸ１ 和 ＨＹ２ 上调表达， 而橘色品系、 红色品系、
紫色品系和野生品系的 ＰＥ 含量明显高于其他品系。

因此， 本研究推测， ＨＭＯＸ１ 和 ＨＹ２ 的高表达水平， 可能会抑制 Ｃｈｌ ａ 的合成， 并大量合成胆绿

素， 最终导致藻体颜色上表现出失绿［２８］ 。 而在绿组中， 棕绿色品系 ＨＭＯＸ１ 的表达水平高于翠绿色品

系， 然而棕绿色品系在 ＣＨＬＧ 的表达水平却低于翠绿色品系， 最终导致棕绿色品系的 ＰＥ 含量显著高

于翠绿色品系 （Ｐ ＜ ０． ０５） ， 而 Ｃｈｌ ａ 含量低于翠绿色品系， 进而导致棕绿色品系比翠绿色品系的颜

色更深。

４　 结论
综上所述， 红黄组品系藻体 ＰＥ 含量高导致 ｗ（ＰＥ） ／ ｗ（Ｃｈｌ ａ）高， 绿组品系藻体 Ｃｈｌ ａ 含量高导致

ｗ（ＰＥ） ／ ｗ（Ｃｈｌ ａ）低， 从而导致红黄组品系藻体呈现红色， 绿组品系藻体呈现绿色。 进一步通过转录

组分析发现， 绿组品系藻体中， Ｍｇ － 鳌合酶和叶绿素合成酶表达水平上调， 合成更多 Ｃｈｌ ａ， 使得藻

体呈绿色； 红黄组品系藻体中， 血红素合成时血红素氧化酶和铁氧还蛋白氧化还原酶上调， 催化血红

素合成胆绿素， 最终合成藻胆蛋白， 促使藻体颜色变深， 呈红黄色。 本研究有助于进一步理解坛紫菜

色素合成通路中关键酶的作用， 为探究坛紫菜色素突变体的形成机制提供了理论依据。
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