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摘要：为探究坛紫菜雌配子体单性生殖过程的细胞二倍化机制，实验基于坛紫菜雌性配
子体的转录组信息，克隆和分析了坛紫菜的有丝分裂阻滞缺陷蛋白 2(PhMAD2)基因 (Ph-
mad2)，同时对其在坛紫菜单性生殖发生过程中处于不同发育时期的细胞中的表达特征
进行了初步研究。结果显示，坛紫菜 Ph-mad2基因的 cDNA的完整开放阅读框为 672 bp，
编码 223个氨基酸，分子量为 23.8 ku。从氨基酸序列比对结果可知，坛紫菜 PhMAD2
蛋白中所具有的典型的 HORMA结构域和保守的丝氨酸和苏氨酸磷酸化位点，均与团藻
和莱茵衣藻MAD2蛋白相同。系统发育分析表明，坛紫菜与藻状菌纲的异丝水霉和寄生
水霉的亲缘关系最近。实时荧光定量 PCR检测显示，与可进行正常有丝分裂的营养细
胞相比，在坛紫菜单性生殖过程中发生细胞二倍化的生殖细胞和单性孢子时期，Ph-mad2
基因的表达量显著下降；但是，在随后可进行正常有丝分裂的单性孢子萌发体细胞和处
于营养生长期的单性孢子体细胞中则表达上调。这一结果暗示 Ph-mad2基因的表达下调
可能阻碍了坛紫菜单性生殖初期单倍体细胞进行有丝分裂时纺锤体组装检验点的形成，
在一定程度上致使它们发生了染色体加倍。
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纺锤体组装检验点 (spindle assembly check-
point，SAC)是真核生物保证染色体正确分离的

重要机制之一，它监控了纺锤体微管与着丝点

之间的连接，并且促使有丝分裂中姊妹染色单

体或减数分裂中同源染色体间张力的形成。当

所有的染色体与来自纺锤体两极的微管正确连

接，并排列在赤道板上时，SAC会失活，从而

解除对细胞从分裂中期转入后期过程的抑制。

SAC受到了一些高度保守的周期蛋白的调控，

如 MAD1(mitotic arrest  deficient  1)、MAD2(mitotic
arrest deficient 2)、Bub3(budding uninhibited by ben-
zimidazole  3)和 Mps1(monopolar  spindle  1)[1-2]。有

丝分裂阻滞缺陷蛋白 2(MAD2)的基因编码一个

分子量约为 24 ku的高度保守蛋白，它首先在酿

酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae)中被识别，是

组成细胞有丝分裂纺锤体组装检验点的最重要

的关卡 (checkpoint)蛋白之一，控制着细胞分裂

后期的起始和染色体分离 [2-4]。细胞有丝分裂过
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程中，MAD2能够与其他细胞周期蛋白，如CDC20
(cell division cycle 20)、Bub3和MAD3(mitotic arrest
deficient 3)等形成一个蛋白复合物MCC (mitotic check-
point complex)[3, 5]。研究表明，仅有尚未连接纺锤

体的动粒 (unattached kinetochores)可以作为激活

MAD2的催化位点，从而形成 MCC，使得活化

的 MAD2或  CDC20/MAD2能够扩散并抑制后期

促进复合物 (anaphase promoting complex，APC) 活
性，导致周期蛋白被泛素化降解 (ubiquitinylation)，
从而使姊妹染色单体分离 [3-4, 6-9]。已有研究表明，

MAD2蛋白的表达也可使拟南芥 (Arabidopsis tha-
liana)[10-11]、小麦 (Triticum aestivum)[12]和玉米 (Zea
mays)[13] 等模式植物在细胞分裂进入后期之前确

保分裂中期的完成，并控制着细胞分裂中期向

分裂后期的转化。然而，真核生物中 mad2基因的

表达缺失，容易产生多倍体和非整倍体细胞[4, 14-15]。

坛紫菜 (Pyropia haitanensis)是栽培在我国南

方沿海地区的一种重要的海洋经济红藻，其生

活史包括大型的叶状配子体阶段 (n=5)和微型的

丝状孢子体阶段 (2n=10)[16]。坛紫菜的生殖方式

既有有性生殖又有单性生殖，其单倍的雌配子

体可以在特定培养条件下，自发形成二倍的单

性生殖孢子体[17]。坛紫菜的配子体采用有丝分裂

进行细胞增殖，但在一些成熟性细胞 (类果胞 )
中，可以进行自发的染色体加倍而形成二倍化

的单性生殖孢子体，且这些纯合的孢子体也会

采用有丝分裂的方式进行营养增殖[17]。有丝分裂

产生的子代细胞与亲代细胞具有相同的倍性。

坛紫菜单性生殖过程的染色体自然加倍，提示

着原来配子体营养细胞的有丝分裂细胞周期发

生了节律性变化，但其具体的发生机制还不清

楚。为了阐明坛紫菜单性生殖早期发生的染色

体自然加倍的机制，本研究克隆并分析了坛紫

菜 Ph-mad2基因的全长 cDNA序列，探讨了其在

坛紫菜单性生殖过程中不同发育时期的表达特

征，旨在掌握 Ph-mad2对坛紫菜单性生殖早期染

色体二倍化的潜在调控作用。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料及培养方法

本研究采用的坛紫菜单性品系为本团队之

前所报道的雌性株系[17]，在室内低温弱光条件下，

以自由丝状体形式将该品系保存在实验室[18]，编

号为 Ph-HMC。室内人工促熟该品系的贝壳丝状

体，将其释放的壳孢子置于 LED白色灯光下培

养，形成大量的壳孢子幼苗，继续培养 50 d后，

这些叶状配子体将出现单性生殖现象[17]。培养条

件：温度 24 °C，光照强度 40 μmol/(m2·s)，光周

期 10L∶14D，盐度 30，培养液为MES培养液[19]，

每 5天更换 1次培养液。 

1.2    引物及其序列

实验过程中 Ph-mad2基因的 RACE 扩增和

阳性克隆筛选所用引物及其序列见表 1，引物序

列由生工生物工程 (上海)股份有限公司合成。 

1.3    坛紫菜总 RNA提取

收集营养增殖期的坛紫菜叶状体 0.1 g，用

滤纸吸干表面水分后，经液氮研磨并按照“TRi-
zol”方法 (Life technologies, Carlsbad)提取坛紫菜

总 RNA。提取的坛紫菜叶状体总 RNA经 2%的

琼脂糖凝胶电泳检测其完整性，并用 Nanodrop®

ND-1000分光光度计 (Lab Tech, Holliston) 测定OD260/
OD280 和OD260/OD230 比值，只有OD260/OD280 为1.9~
2.1、OD260/OD230 大于 2.0时的 RNA样本才可用于

后续的 PCR实验。 

1.4    cDNA末端快速扩增 (RACE)

从本实验室获得的坛紫菜单性发育的转录

组数据库 (GenBank登录号：SRP222358)中筛选

出一条注释为 mad2的基因片段 (Unigene c111431_
g1)。将该序列作为坛紫菜 Ph-mad2基因克隆的

核心序列，设计 3′RACE和 5′RACE 扩增特异性

引物及巢式扩增引物 (表 1)。参照 3′RACE kit和
5′RACE kit(北京百泰克生物技术有限公司)的操

作流程，分别进行坛紫菜 Ph-mad2基因的 3 ′和
5′RACE扩增。将含目的基因片段的 PCR产物纯

化回收后，克隆于 pEASY-T1-Cloning Vector载
体 (北京全式金生物技术有限公司)中，转化 Trans1-
T1感受态细胞 (北京全式金生物技术有限公司)，
在 LB培养基中过夜培养，经阳性验证后送至生

工生物工程 (上海)股份有限公司进行测序。 

1.5     Ph-mad2基因的生物信息学分析

将测序获得的 Ph-mad2基因 3 ′和 5 ′序列用

DNAMAN软件进行拼接，利用 NCBI 数据库的

BLAST(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)在 线

软件进行核苷酸和氨基酸序列同源性检测，并采用
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ORF Finder  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/)
在线软件分析该基因的开放阅读框 (ORF)，预测

所编码的氨基酸序列；利用  ProtParam Tool软件

分析蛋白质理化性质，采用 TMHMM Serverv 2.0
软件分析氨基酸跨膜结构域，采用 TargetP1.1
Server软件进行氨基酸序列导肽的分析，采用

SignalP 4.0 Server软件预测蛋白的信号肽，利用

Motif  Scan软件分析蛋白质功能结构域；使用

NPSA  (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/secpred_sopma.
pl)和SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/)
软件分别对 PhMAD2蛋白的二级结构和三级结构

进行预测；采用 Clustal软件进行氨基酸多重序列

比对，并采用MEGA 4.0软件构建坛紫菜 PhMAD2
蛋白系统进化树，设置 1 000次 Boots traps，其他

参数均使用默认值。 

1.6    Ph-mad2基因 mRNA在坛紫菜单性生殖

不同发育时期的表达分析

对获得的 Ph-mad2基因序列设计荧光定量

PCR引物和内参基因引物 (表 1)。在 NikonTS

100倒置显微镜 (Nikon，Japan)下观察并分别获

取坛紫菜单性发育过程 5个不同发育时期的样本

材料：营养细胞增殖期 VPS(细胞类型为营养细

胞)、生殖细胞发育期 RDS(细胞类型为类果胞和

类原生质体)、单性孢子发育期 PDS(细胞类型为

类果孢子)、单性孢子体形成期 PFS(细胞类型为

类果孢子体)和单性孢子体生长期 PGS(细胞类型

为丝状单性孢子体)的藻体样本 (图版)。营养细

胞增殖期的藻体样本从幼嫩叶状体上剪取，后

续发育时期藻体样本按照细胞发育时序，依次

分块切取出来。所有制备的藻体样本分别置于

液氮中保存，用于总 RNA的提取。采用植物总

RNA提取试剂盒 [天根生化科技 (北京 )有限公

司 ]提取 5个样本的 RNA。实时荧光定量 PCR
(qRT-PCR)反应体系设置为 10 μL Fast Start Universal
SYBR Master (Roche)，2 μL引物和 8 μL反转录产

物。扩增程序为 95 °C预变性 10 min；95 °C变

性 15 s，72 °C延伸 25 s，共 40个循环，每次反

应设置阴性对照和无模板对照，每个反应设置 3
个重复。循环结束后从 65 °C缓慢升温至 95 °C，
绘制熔解曲线。qRT-PCR在 BIO-RAD CFX96型

实时荧光定量 PCR仪 (BIO-RAD，美国)上进行。

根据 2−ΔΔCt 计算检测目标基因的相对表达量 [20]。

基因相对表达量用平均值±标准差来表示，使

用 SPSS 19.0软件进行单因素方差分析 (One-Way
ANOVA)，P<0.05表示差异显著。 

2    结果
 

2.1     Ph-mad2基因的 RACE扩增及序列分析

本研究通过 3′RACE和 5′RACE扩增，获得一

条长度约 678 bp的 3′-末端序列 (图 1-a)和一条长度

约 600 bp的 5′末端序列 (图 1-b)。根据两条序列的

重叠区，采用 DNAMAN软件进行全长序列的拼

接，获得一条长度为 1 086 bp的全长序列。经ORF
Finder软件分析，该序列包含 1个 672 bp的完整

ORF、70 bp的3′UTR区、17 bp的polyA结构及328
bp的 5 ′UTR (GenBank登录号：MN586850)。序

列的起始密码子 ATG位于第 328~330位，终止

密码子为 TGA(图 2)，编码 223个氨基酸。 

2.2    坛紫菜 Ph-mad2基因编码蛋白分析

ExPASy ProtParam程序一级结构分析，结果

表明坛紫菜 Ph-mad2基因编码的蛋白质由 223个

氨基酸组成，分子式为 C1 057H1 677N281O331S5，分

表 1    实验所用引物及其序列

Tab. 1    Primers and sequences

引物

primers
序列 (5′-3′)

sequence(5′-3′)
用途　

purpose　
3′RACE GSP5 GTCAACTCGGTGCTCTT

CCAGCG
RACE

3′RACE
ADAPTOR

AAAAAAAAAAAAAAAA
AGTACTAGTCGACGCGT
AAATCACTGCTGGA

5′mad2 GSP1-F CTCTGGCGATACGGGTT
GTTG

5′ mad2 GSP2-F CCTTTCTGGTGCCACGT
CTGC

5′ mad2 GSP3-F CATGGCCACCGCTACG
GC

5′ mad2 GSP4-R CCGGATGATGGCCTGG
ATCTC

5′ mad2 GSP5-R TCGCTTCCACATCAAAC
ACC

5′ mad2 GSP6-R TGGTGACGAGCATAGT
CAGC

mad2 RT AACAGAAAACTAAGCA
AC

M13F CGCCAGGGTTTTCCCAG
TCACGAC

阳性克隆筛选

validate positive
cloneM13R GAGCGGATAACAATTT

CACACAGG
mad2-F1 CGGGCTGACTATGCTCG

TCACC
qPCR

mad2-R1 AACACCCACCGCTCCAC
CAC

actin-F CGAGCTGGACAAGGTC
AACA

内参基因

internal reference
actin-R ATGAGGGCGAGGAAAC

GA
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子量约为 23.8 ku，理论等电点为 4.77，负电荷氨

基酸残基 (Asp+Glu)总数为 28，正电荷氨基酸残

基 (Arg+Lys)总数为 17，不稳定系数为 50.05，脂

肪系数为 94.17，总平均疏水度为 0.172，说明坛

紫菜 PhMAD2性质不稳定，不易溶于水。Sig-
nalP 4.0软件分析表明 PhMAD2不含信号肽序列，

TMHMM软件预测 PhMAD2不存在跨膜结构域。

TargetP 1.1 Server软件预测结果显示，PhMAD2
蛋白含有一段长 11个氨基酸的转运蛋白。坛紫

菜 Ph-mad2基因编码氨基酸序列包含 HORMA
domain，属于 HORMA domain家族 (例如 Hop1p，
Rev7p和 MAD2)。通过网上资源 Prabi的 HNN程

序对编码蛋白进行二级结构分析，结果表明二

级结构中构成 α-螺旋 (H)、片层 (E)和无规则卷

曲 (C)的氨基酸残基占总氨基酸的比例分别为

46.64%、20.18%和 33.18%。利用在线软件 SWISS-
MODEL自动同源建模方式，对 PhMAD2蛋白的

三级结构进行预测，显示该蛋白由 3个螺旋和 7
个片层组成 (图 3)。

多序列比对结果表明，坛紫菜 Ph-mad2基因

编码的氨基酸序列与团藻 (Volvox carteri f.nagarien-
sis)和莱茵衣藻 (Chlamydomonas reinhardtii) MAD2
蛋白的氨基酸序列，都有的典型的 HORMA结构

域和保守的丝氨酸与苏氨酸磷酸化位点 (图 4)。 

2.3    坛紫菜 PhMAD2蛋白的系统进化分析

利用坛紫菜 PhMAD2蛋白序列与 NCBI数
据库中收录的其他 16个物种的高度同源的MAD2
蛋白序列构建了系统进化树 (图 5)。结果显示，

这些 MAD2蛋白构建的系统进化树分为 4个大

的分支，按照动物、真菌、绿色植物和绿藻分

别聚为一个簇群，坛紫菜 PhMAD2蛋白与异丝

水霉 (Saprolegnia diclina VS20 XP_008605595.1)和
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图 1    坛紫菜 Ph-mad2基因 RACE扩增产物电泳图

(a) Ph-mad2基因 3′  RACE 扩增产物， (b) Ph-mad2基因 5 ′RACE
扩增产物；M1. DL2000 DNA Marker，M2. DL2000 DNA Marker

Fig. 1    Agarose electrophoresis of RACE of
Ph-mad2 gene in P. haitanensis

(a)  3 ′RACE  products  of Ph-mad2,  (b)  5 ′RACE  products  of Ph-
mad2; M1. DL2000 DNA Marker, M2. DL2000 DNA Marker
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图版    坛紫菜雌配子体进行单性生殖时处于

不同发育时期的细胞形态发生

1. 配子体营养细胞增殖期 (VPS)，营养细胞含星状色素体；2. 生
殖细胞发育期 (RDS)，类果胞色素体呈弥散状且颜色变浅；3. 单
性孢子发育期 (PDS)，类果孢子呈现褐红色，色素体中央变红；

4. 单性孢子体形成期 (PFS)，出现单向极性的类果孢子萌发体；

5. 单性孢子体生长期 (PGS)，营养藻丝增殖生长

Plate    Morphogenesis of cells during different
developmental stages of parthenogenesis in

female gametophyte of P. haitanensis
1. vegetative cell proliferation stage (VPS), showing vegetative cell with
multiple stellate chromatophores; 2. reproductive cell development stage
(RDS),  showing  carpogonium-like  cells  or  protoplasts  with  dispersed
chromatophores;  3.  parthenospore  development  stage  (PDS),  exhibiting
brownish red  carpospore-like  cells  with  dispersed  chromatophores   sim-
ilar to carpospores; 4. parthenosporphyte formation stage (PFS), exhibit-
ing carpospore-like  cells  became  unipolar  and  germinated  to  form   car-
pospore-like germlings; 5. parthenosporphyte growth stage (PGS), exhib-
iting filamentous parthenosporophytes underwent vegetative growth
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寄生水霉 (S. parasitica CBS 223.65 XP_012201068.1)
聚为一支。在藻类物种分类阶元上，坛紫菜

PhMAD2蛋白与温泉红藻 (Galdieria  sulphuraria)
MAD2蛋白的亲缘关系更近，而与其他物种的亲

缘关系较远。 

2.4    Ph-mad2在坛紫菜单性生殖不同发育时

期的表达分析

分别对坛紫菜雌配子体单性生殖过程中 5
个关键发育时期的藻体样本进行了 Ph-mad2基因

的表达检测 (图 6)。由于配子体营养细胞通过有

丝分裂实现增殖，其表达量比较稳定，因此以

营养细胞增殖期 (VPS)作为对照进行 qRT-PCR。
结果显示，Ph-mad2基因的 mRNA表达量在生殖

细胞发育期 (RDS)和单性孢子发育期 (PDS)下调

明显，且在整个单性发育过程中这两个时期的
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图 2    坛紫菜 Ph-mad2基因编码的核苷酸序列及预测的蛋白序列

粗体 ATG和 TGA分别代表起始密码子和终止密码子，*代表蛋白翻译结束，下划线区域代表 Ph-mad2的 HORMA domain

Fig. 2    Nucleotide and deduced amino acid sequence of Ph-mad2 gene of P. haitanensis
The start and stop codons are shown in bold, * represents the end of the protein translation, HORMA domain is underlined

 
图 3    坛紫菜 PhMAD2蛋白的三维结构预测

Fig. 3    Three-dimensional structure of
deduced PhMAD2 protein of P. haitanensis
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表达量最低 (P<0.05)；细胞发育至单性孢子体形

成期 (PFS)时，表达量上升到与对照组 VPS相近

的水平 (P>0.05)，但发育至单性孢子体生长期

(PGS)时，其表达量下调明显 (P<0.05)。 

3    讨论

细胞增殖是生物体繁殖、生长和发育的基

本生命现象，这个过程是通过细胞周期来实现

的。有丝分裂阻滞缺陷蛋白 2 (MAD2)是组成真

核生物有丝分裂纺锤体组装检验点的一个功能

蛋白 [3, 21]。本研究采用 RACE扩增技术成功获得

了一条编码坛紫菜 MAD2的 ORF序列，命名为

Ph-mad2，该 cDNA序列长 672  bp，编码 223个

氨基酸，预测蛋白分子量为 23.8 ku，蛋白大小

与已报道的酿酒酵母、玉米、小麦和拟南芥的

MAD2分子量相接近[10, 12-13]。本研究中，坛紫菜的

PhMAD2含有 HORMA结构域 (HORMA domain)，
由 185个氨基酸残基组成，包含多个保守的模

序 (motif)和氨基酸残基。相关研究表明，有丝

分裂纺锤体组装检验点 (SAC)组件中仅 MAD2
含有 HORMA结构域，其结构完整性是 MAD2
蛋白实现关闭 (C-MAD2)和开放 (O-MAD2)构象

转换所必需的[22]，可能参与相关的 α螺旋 (α-helices)
和复杂 β片层 (β-sheets)的形成[23]，并调控染色质

的动态和结构[24]。其次，PhMAD2内丝氨酸 (Ser)
的存在可能为其后翻译 (post-translation)过程的构
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图 4    坛紫菜 PhMAD2氨基酸序列的多重比较

黑色背景和灰色背景分别表示一致性和相似性氨基酸残基；序列内黑色三角形代表保守的丝氨酸磷酸化位点；黑色实线框表示保守

的苏氨酸磷酸化位点；I区域表示 HORMA domain

Fig. 4    Multi-alignment of amino acid sequence of MAD2 in P. haitanensis
Identical and conserved amino acid residues denoted with black and gray backgrounds respectively; serine phosphorylation site in the sequence is boxed
with black triangle; phosphorylation sites of threonine are presented by solid line; the I region is HORMA domain
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象改变提供了磷酸化位点[25]。

对 Ph-mad2编码氨基酸进行多序列比对，

结果显示，其与藻类中的团藻和莱茵衣藻的同

源性较高。系统进化树分析表明，坛紫菜与真

菌门 (Eumycophyta)的藻状菌纲 (Phycomycetes)的

异丝水霉和寄生水霉的亲缘关系相近。坛紫菜

隶属原红藻纲 (Protoflorideae)，是进行典型孢子

繁殖的红藻[26]，这与产生孢囊柄 (sporangiophores)
进行生殖的真菌极其类似 [27-28]，具有相近的进化

特征。坛紫菜雌配子体营养细胞采用有丝分裂

进行细胞增殖 [17]，当细胞发育依次进入类果胞、

类果胞原生质体和类果孢子时，均能观察到一

个增大的间期细胞核和数目加倍的染色体组，

说明这一发育过程的细胞完成了染色体二倍化[17]。

本研究中，配子体营养生长期的 Ph-mad2基因保

持着较高的表达水平，提示 PhMAD2蛋白监控

了配子体营养细胞有丝分裂纺锤体组装检验点，

维持了营养细胞的正常增殖。随后，在单性生

殖发生早期的生殖细胞发育期 (RDS)和单性孢子

发育期 (PDS)的 Ph-mad2基因表达下调，这提示

参与有丝分裂纺锤体组装检验点组成的 PhMAD2
蛋白有所下降，可能延滞了细胞的有丝分裂。相

关研究表明，MAD2的等位基因缺失往往会造成

芽殖酵母的倍性改变 [4, 15]。本团队前期的细胞学

观察表明了单性孢子体形成期 (PFS)和单性孢子

体生长期 (PGS)的细胞均通过有丝分裂进行细胞

增殖 [17]。在经历 RDS和 PDS这两个关键发育时

期后，Ph-mad2基因在 PFS时期显著上调表达，

回复到与配子体营养细胞相近的表达水平，且

在 PGS时期其表达量也高于进行染色体加倍的

RDS和 PDS时期。这与完成染色体自然加倍后
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图 5    坛紫菜 PhMAD2蛋白与其他MAD2蛋白的进化树分析

Fig. 5    Phylogenetic analysis of the PhMAD2 amino aicd sequence of P. haitanensis and other MAD2 proteins
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图 6    Ph-mad2在坛紫菜的单性生殖不同发育时期的

荧光定量 PCR分析

1. 配子体营养细胞增殖期，2. 生殖细胞发育期，3.单性孢子发

育期，4.单性孢子体形成期，5.单性孢子体生长期；不同字母表

示差异显著 (P<0.05)

Fig. 6    Expression profiles of Ph-mad2 mRNA
during different developmental stages of

parthenogenesis in P. haitanensis
1. vegetative cell proliferation stage (VPS), 2. reproductive cell develop-
ment stage (RDS), 3. parthenospore development stage (PDS), 4. parth-
enosporphyte formation stage (PFS), 5.  parthenosporphyte growth stage
(PGS); different letters indicate significant differences (P<0.05)
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的类果孢子采用有丝分裂方式进行细胞增殖的

结果一致 [17]。然而，Ph-mad2基因在 VPS时期的

表达量明显高于 PGS时期的表达量，这可能是

因为坛紫菜的配子体具有扩散增长和多样化的

形态建成模式，而孢子体仅有顶端生长和基本

的丝状藻丝建成模式[29]。因此，坛紫菜配子体的

增殖速率明显快于孢子体的增殖速率，也可能

与 Ph-mad2基因的表达差异相关。

染色体自然加倍是一个复杂的过程，现在

认为核内再复制 (endoreduplication)是植物细胞自

发多倍化 (endopolyploidy)的最常见模式，据估

计超过 90%的被子植物及藻类和真菌细胞内都

存在核内再复制现象[30]。进行核内再复制的植物

细胞在完成染色体加倍的过程中，其间期 DNA
连续复制而不进入分裂期，整个过程不会出现明显

的染色质凝聚和解聚及胞质分裂 (cytokinesis)[31-32]。
坛紫菜单性生殖过程中的细胞二倍化，说明单

倍的类果胞可能经历了连续 2轮的 DNA复制，

而细胞周期仍停滞在间期，在 RDS和 PDS时期

都能观察到增大的细胞核和数目加倍的染色体，

其潜在的加倍机制是核内再复制[17]。在真核生物

中，mad2基因表达促进了拟南芥的根尖分生组

织的细胞分裂 [10]，mad2基因的表达下调会抑制

芽殖期酿酒酵母的有丝分裂并增加染色体的丢

失 [4]，且敲除 mad2基因的酿酒酵母的染色单体

(monosome)可以通过 DNA核内再复制机制回复

到纯合的二倍体[15]。细胞学观察表明，在坛紫菜

单性生殖发生初期 (RDS、PDS)也存在加倍的中

期染色体，这说明这两个时期的大部分细胞 (含
有类果胞、类原生质体和类果孢子)正处在从核

内再复制周期向有丝分裂细胞周期转化的过程，

且仅少部分细胞在间期完成了 2次 DNA复制后，

才转入了后续的有丝分裂细胞周期[17]。本研究中，

这两个关键发育时期的 Ph-mad2基因表达下调，

可能导致 PhMAD2蛋白的缺少，提示大量的细

胞未在间期完成二倍化之前是无法进入分裂期

的，必须在间期进行了 2轮连续的 DNA复制之

后，才能进入有丝分裂中期，而呈现出细胞的

染色体自然加倍现象。因此，Ph-mad2基因可能

在坛紫菜采用核内再复制实现细胞二倍化过程

中发挥了重要的调控作用，一定程度上参与了

染色体的自然加倍过程。在后续实验中，有待

进行 PhMAD2蛋白的多克隆抗体的制备，开展

蛋白质免疫印迹和免疫荧光观察等实验，进一

步验证 Ph-mad2基因在坛紫菜单性生殖染色体自

然加倍过程中的调控机制。 

4    结论

本实验从坛紫菜雌性配子体的转录组数据

库中筛选了 mad2非重复序列 (unigenes)，进行了

cDNA克隆、蛋白结构分析、系统进化树比较和

qRT-PCR表达分析。结果显示，坛紫菜 PhMAD2
蛋白中具有与团藻和莱茵衣藻 MAD2蛋白相同

的 HORMA结构域和保守的丝氨酸磷酸化位点。

系统进化树显示，坛紫菜与藻状菌纲的异丝水

霉和寄生水霉的亲缘关系最近，符合其进化特

征。qRT-PCR检测显示，在坛紫菜单性生殖过

程发生细胞二倍化的生殖细胞和单性孢子发育

时期，Ph-mad2基因的表达量显著下调，推测 Ph-
mad2基因的表达下调可能参与了单性生殖早期

发生的染色体加倍。本研究结果为进一步探究

坛紫菜单性生殖过程中的细胞二倍化机制提供

了分子生物学依据。
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Cloning and characterization of homologue of mitotic arrest deficient 2 from
Pyropia haitanensis and its expression analysis during parthenogenesis

ZHONG Chenhui 1,2,     HUAN Zhongyan 2,     TANG Longchen 1,     LU Zhen 2,     LIN Qi 2,     YAN Xinghong 1*

(1. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of Education,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. Key Laboratory of Cultivation and High-value Utilization of Marine Organisms in Fujian Province,
Fisheries Research Institute of Fujian, Xiamen    361013, China)

Abstract:  To investigate the role and molecular mechanism of diploidization of cells during the parthenogenetic
development of female gametophyte in Pyropia haitanensis, a cDNA sequence of homologue of mad2 was isolated
and its expression profile at different developmental stages of parthenogenesis was characterized. In this study, the
cDNA of Ph-mad2 spans 672 bp that encodes a protein of 223 amino acids (aa) with a predicted molecular weight
of 23.8 ku. The deduced protein sequence of PhMAD2 has a typical HORMA domain and conservative serine and
threonine  phosphorylation  sites.  Phylogenetic  analysis  revealed  that  evolutionary  status  of  P.  haitanensis  was
extremely related to the fungi from Phycomycetes, such as Saprolegnia diclina and S. parasitica. Quantitative real-
time  PCR (qRT-PCR)  analysis  showed  that  the  expressions  of Ph-mad2  at  reproductive  cell  development  stage
(RDS) and parthenospore development stage (PDS) with diploid carpogonium-like cells and carpospore-like cells
were  significantly  down-regulated  compared  with  that  at  vegetative  cell  proliferation  stage  (VPS)  with  haploid
vegetative cells,  while its  expression profiles  were up-regulated in the later  stages of  parthenosporophyte forma-
tion stage (PFS) and parthenosporophyte growth stage (PGS), in which the diploid carpospore-like germlings and
parthenosporophytes  underwent  normal  mitosis.  These  results  suggested  that Ph-mad2 reduction  potentially  pre-
vented the formation of spindle assembly checkpoint (SAC) at mitotic cells during the early stages of parthenogen-
esis, and triggered their development of diploidization. These results provide important information for revealing
the mechanism of spontaneous chromosome doubling in the parthenogenesis of P. haitanensis.

Key words: Pyropia haitanensis; parthenogenesis; mitotic arrest deficient 2; gene cloning; gene expression
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