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摘要! 89磷酸海藻糖合成酶"@?*#是植物海藻糖合成的关键酶!在植物逆境胁迫应答中发挥着重

要的作用% 实验以坛紫菜转录组测序获得的 QG=MBGB序列为基础!采用 $&-,技术克隆获得坛

紫菜的 / 条 1-9 基因序列(-:1-94!-:1-92J4 和 -:1-92J2% 序列分析结果表明!-:1-94"收录

号(D>593/59#序列全长 / 55; H2!包含一个 / 182 H2 的开放阅读框!所编码的多肽包含 4 45/ 个

氨基酸!分子量为 42112 SQ!等电点为 81;/!属于 @?*

"

亚家族'-:1-92J4"收录号(D>54015;#序

列全长 1 281 H2!包含一个 1 311 H2 的开放阅读框!所编码的多肽包含4 /;1个氨基酸!分子量为

41512 SQ!等电点为 5108'-:1-92J2"收录号(D>540159#序列全长/ ;// H2!包含一个 / /21 H2 的

开放阅读框!所编码的多肽包含 4 43; 个氨基酸!分子量为42312 SQ!等电点为 5112% -:1-92J4

和 -:1-92J2 属于 @?*

%

亚家族% 基因表达水平的定量分析结果表明高温胁迫条件下!/ 条

-:1-9 基因的表达模式基本一致!均表现为先上调后下调!再上调的趋势'而 -:1-94 和 -:1-92J

4 基因在中低水平的失水条件下!基因表达水平均没有发生显著变化!只在高水平失水胁迫下显

著上调!-:1-92J2 基因在中高水平失水条件下!表达水平显著上调% 说明 -:1-9 基因可能只在

高度失水胁迫下发挥应激调节作用%

关键词! 坛紫菜' 89磷酸海藻糖合成酶' $&-,' 荧光定量 ?-$

中图分类号! E;98' *0891166666666 文献标志码(&

66海藻糖#I3BX<0/CB$是一种广泛存在于生物界

中"由两个吡喃环葡萄糖分子通过
#

94"4 糖苷键

连接而成的非还原性双糖"是天然双糖中理化性

质最为稳定的一类糖质
'4(

) 已有研究结果表明

海藻糖能够阻止细胞磷脂双分子膜由液晶态向固

态转变"起到稳定蛋白质及核酸等高分子物质的

作用"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"而

自然界中其他糖类如蔗糖&葡萄糖等"均不具备这

一功能
'4 71(

)

植物细胞中海藻糖的合成反应包括两步!首

先由 89磷酸海藻糖合成酶 #I3BX<0/CB9892X/C2X<IB

CFGIX<CB"@?*$催化尿苷二磷酸葡萄糖和 89磷酸

葡萄糖反应形成 89磷酸海 藻 糖 # I3BX<0/CB989

2X/C2X<IB"@8?$"然后再由 89磷酸海藻糖酯酶

#I3BX<0/CB9892X/C2X<IB2X/C2X<I<CB"@??$水解@8?

形成海藻糖
'/(

) 由于植物细胞内广泛存在各种

非特异性的磷酸酯酶"可以催化 @8?转化为海藻

糖"所以 1--基因的表达对海藻糖的积累作用不

大"但 1-9 基因的转录表达则对于植物细胞中海

藻糖的合成具有决定性作用
'4(

) 在植物抗逆机

制研究中"1-9 基因已经成为继谷氨酸&脯氨酸&

甜菜碱合成酶基因之后又一个与抗逆相关的基

因"向植物中导入 1-9 基因以提高植物对非生物

胁迫的抵抗力已经成为抗逆植物基因工程的一个

重要研究方向
'5 79(

)

坛紫菜 #-0&<@"( :(",('>'#"#$是我国南方沿

海广泛栽培的一种大型海藻"创造了可观的经济
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价值) 但近年来"受全球气候变暖影响"海水水温

过高严重影响着坛紫菜栽培的产量和效益
'0 744(

)

此外"坛紫菜自然分布于潮间带的中高潮区"由于

受潮汐的影响"需经历周期性的失水和复水过程"

期间伴随着温度&水分&光照和盐度等环境因子的

激烈变化
'42 74/(

) 因此研究坛紫菜的抗逆机制"克

隆抗逆相关基因"对于后续海藻&乃至经济作物的

抗逆基因工程研究具有十分重要的理论和实际应

用价 值) 目 前 已 经 在 条 斑 紫 菜 # -<&@:0&(

0>O<>'#"#$&海带等 43 余种大型海藻中克隆获得

了 1-9 的全长基因
'41 748(

"在 RBGP<GS 数据库中

也已经可以检索到 1 条坛紫菜的 1-9 基因"并且

青岛农业大学遗传研究室采用条斑紫菜 1-9 基

因转化水稻"利用 /5*启动子进行过表达"获得了

形态发育正常且耐盐&抗旱性显著提高的水稻植

株) 本课题组前期在坛紫菜的转录组研究中"检

索到了 / 条序列与已克隆1-9 基因序列存在差异

的坛紫菜 1-9 基因片段
'4/(

"本研究对这 / 条坛紫

菜 1-9 基因#-:1-94"-:1-92J4 和 -:1-92J2$进

行全长克隆"并通过实时荧光定量 ?-$技术

#U?-$$比较这 / 条基因在高温和失水胁迫下的

表达特征"分析它们在坛紫菜胁迫应答中的作用"

以期为坛紫菜逆境胁迫响应机制的研究提供基础

资料)

46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出的耐高温品系

:984"取自福建省坛紫菜种质资源库) 将坛紫菜

:984 叶状体在适宜条件下'温度#24 C315$K"光

照强 度 53 <83

!

;/05# ;

2

- C$" 光 照 周 期

42'D424"每 / 天更换一次过滤的新鲜海水(培养

至#45 C2$8;时"选取叶面平滑且生长健康的藻

体作为实验组"提取总 $%&"反转录成 84%&后

用于 1-9 基因的全长克隆)

另取一组 # 45 C2 $ 8;的健康藻体"分别于

#20 C315$K的恒温光照培养箱中高温胁迫处理

#其余培养条件同适宜条件$3&/&8&42&21&19 X"

分别提取总 $%&"用于高温胁迫下基因表达水平

的 U?-$分析)

取#45 C2$8;的健康藻体进行失水胁迫处

理"具体方法为用纱布轻压吸干藻体表面水分后"

置于干燥纱布上"置于 24 K"光照强度 53 <83

!

;/05#;

2

-C$的干燥箱内干燥失水) 根据预实

验确定的干燥时间"分别取失水率为 3L&45L&

/3L&15L&83L&;5L及 03L的样品和干燥失水

至失水率为 03L后再浸泡于新鲜海水中培养 /3

;=G 后#复水$的样品提取总 $%&"用于失水胁迫

下基因表达水平的 U?-$分析) 失水率计算公

式为!

失水率 #L$ A'鲜重 #;M$ 7失水后藻体重

#;M$( 5'鲜重#;M$ 7干重#;M$( >433

以上每个处理"均设置 / 个生物学重复)

'(,)引物及其序列

基因的 ?-$扩增&$&-,扩增&阳性克隆筛

选和基因的表达水平分析所用的引物序列均由上

海生工生物工程有限公司合成#表 4$)

'(!)总 Q*+的分离纯化

收集坛紫菜藻体 314 M"滤纸吸干后液氮研

磨"采用 ,1:1%1& 植 物 $%& 提 取试剂 盒

#">,R&"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 -<3F53

紫外分光光度计#.<3=<G"美国$上分别测定 "4

283

和 "4

293

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)

'(M)64768基因的克隆

根据坛紫菜转录组数据库 QG=MBGB的注释结

果"筛选出 4 条与坛紫菜 1-9 基因序列相似性为

00L的 QG=MBGB##G=MBGB8;52$"2 条与皱波角叉菜

#6:<'+&%#*&"#@%#$1-9 基因序列相似性分别为

59L 和 8/L 的 QG=MBGB # #G=MBGB9914"

#G=MBGB43/43$基因"进行 -:1-9 基因的克隆)

由于 P0<CI序列比对分析时发现 #G=MBGB9914 已

包含所编码基因 5N端的起始密码子"因此根据

#G=MBGB9914 的序列设计 5N端普通 ?-$引物和 /N

端 $&-,扩增的特异性扩增引物 #R*?$和巢式

引物 # %R*?$ #表 4 $%而对于 #G=MBGB8;52 和

#G=MBGB43/43"则分别设计 5N9和 /N9$&-,扩增的

特异性扩增引物#R*?$和巢式引物 #%R*?$ #表

4$) ?-$/3

!

'反应体系包含!45

!

'>=W 预混

液#全式金"北京$"4

!

'84%&#43 GM5

!

'$"315

!

'正向引物#23

!

;/05'$"315

!

'反向引物#23

!

;/05'$"4/

!

'JJ+

2

") ?-$反应程序!05 K变

性 5 ;=G%05 K /3 C"83 K /3 C";2 K 83 C"/5 个

循环%;2 K 43 ;=G) $&-,扩增参照 *>&$@B3

$&-,84%&&;20=7=8<I=/G D=I试剂盒#-0/GIB8X"

891
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美国$的指示说明进行)

以上所有扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分离

后"采用 4%&纯化回收试剂盒 #@)&%R,%"北

京$回收目的片段"与 ?>4409@载体#@<D<$<"大

连$连接后导入感受态细胞 L=*<)"4+5

#

中"筛选

出阳性克隆进行扩大培养"采用质粒小提试剂盒

#@)&%R,%"北京$提取质粒后送往上海生工生

物工程股份有限公司测序)

表 ')实验中所用引物的名称和序列

-./(')*.;1.2691?@1251%<&84;189<%83A11I&184;123

用途

2Q32/CB

基因

MBGB

引物名称

23=;B3G<;B

引物序列

CBUQBG8BC#5N9/N$

?-$ -:1-92J4

@24(95N R&@-@&-R&-@-RRR-&@RR

@24$95N -@--@-&@@R&---R-@@R@

全长扩增

$&-,

-:1-94

-:1-92J4

-:1-92J2

$@4R*?95N -RRR-R@&R@-R@&RR@R@R&&&R-

$@4%R*?95N -&--@@R@@--R-&@-RR-&&&&@

$@4R*?9/N -@RR-@R&--@-R-@&-----@-

$@4%R*?9/N RR@R@@-@-R@&--@R@--&-R@&-&@-&

$@24R*?9/N R----@RR-&R&-&-R---&R@@

$@24%R*?9/N R@@RR-R&-R&-&&R@-@R&@R&R-

$@22R*?95N @-&--R--@R&@&RR--@---&R@-

$@22%R*?95N &-R@-&-@R--&-R@&--R@R&R-R

$@22R*?9/N RR@R@R-@R@-R@-R@-RRR-R@

$@22%R*?9/N ---&--R@&&-R---&@&---R

定量分析

U?-$

-:1-94

-:1-92J4

-:1-92J2

E@4( @R&-R---&--@-@&-@&-&

E@4$ -&&&--R&@RR@@RR--@@R

E@24( @-@R@-&-R@RR@@R@&--R

E@24$ R&@-@@R@R&--R&-R&R-&

E@22( RR--RR&@-&&@&R-&-R@&

E@22$ -R@R-@R&-&R&@&R---&@

内参

=GIB3G<08/GI3/0

-:PQ6

#P-( @-&-&&-R&RR&@@@&--&--

#P-$ R&RR&R-&--@@RR&&&-R

阳性克隆筛选

T<0=J<IB2/C=I=TB80/GB

>4/( -R--&RRR@@@@---&R@-&-R&-

>4/$ R&R-RR&@&&-&&@@@-&-&-&RR

'(N)64768基因的生物信息学分析

对所获得的全长基因序列利用 %-P)的 P0<CI

程序#XII2!

!

H0<CI1G8H=1G0;1G=X1M/T5P0<CI18M=$进

行序列同源性检测"并采用 "$((=GJB3# XII2!

!

VVV1G8H=1G0;1G=X1M/T5M/375M/371XI;0$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 ?$"*)@,# XII2!

!

23/C=IB1BW2<CF1

/3M5$& )GIB3?3/*8<G # XII2!

!

VVV1BH=1<81QS5

@//0C527<5=23C8<G5$ 和 ?3BJ=*=# XII2!

!

VVV1

23BJ=C=1JB$查找基因序列的保守位点和信号肽序

列%采用 -0QCI<0O

'4;(

进行氨基酸多重序列比对"并

采用 >,R& 8138

'49(

软件最大似然法 #><W=;Q;

'=SB0=X//J">'$构建 ?X@?*蛋白系统进化树)

'(R)64768基因表达水平的 ?HPQ分析

分别根据各基因序列设计 U?-$正反向引

物"并以坛紫菜泛素连接酶# QH=UQ=I=G 8/G6QM<I=GM

BGYF;B"#P-$基因作为内参"对 -:1-9 基因在高

温和失水胁迫下的表达水平进行 U?-$检测)

提取的各样品总 $%&按 ?3=;B*83=2I

&

$@

3B<MBGID=I#@<D<$<"大连$的说明书进行操作)

25

!

'的反应体系包含! 4215

!

' 2 >*ZP$

&

?3B;=W ,W @<U

@>

%

#@<D<$<$"312

!

;/05'引物

和 2

!

'反转录产物) 扩增程序为 05 K变性

/3 C%05 K 5 C"82 K /4 C"13 个循环) 循环结束

后从 55 K缓慢升温至 05 K"绘制溶解曲线)

U?-$扩增在 ;/33 型定量 ?-$仪#&P)"美国$上

进行)

以 43 >梯度稀释的 84%&为模板进行 U?-$

扩增"分别制作 -:1-94"-:1-92J4"-:1-92J2 和

内参基因的标准曲线) 每次反应都设置阴性对照

;91
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和无模板对照"每个反应设 / 个平行复孔) 应用

,W8B0和 *?**4013 软件对实验数据进行统计分

析"并采用单因素方差分析 #"GB9A<F &%".&$

和最小显著差异法 #'*4$比较不同数据组间的

差异"-=3135 表示差异显著"-=3134 表示极显

著差异)

26结果

,(')64768基因的全长克隆及序列分析

-:1-94 以坛紫菜#G=MBGB8;52 为核心序列"

通过 $&-,扩增及测序"分别得到 4 条长度为

019 H2 的 5N9末端序列 #图 49<$ 和 4 条长度为

4 3;4 H2的 /N9末端序列#图 49H$) 根据两条末端

序列与核心序列#G=MBGB8;52 的重叠区进行序列

拼接"得到 4 条长度为 / 55; H2 的全长序列"经过

H0<CI比对"确定该基因为坛紫菜的 1-94 基因"命

名为 -:1-9J4) 该基因已提交到 RBGP<GS 数据库

中"收录号为 D>593/59) 通过 "$((=GJB3在线

软件分析发现"该基因序列 439 </ 580 个碱基为

完整的开放阅读框#/2BG 3B<J=GM 73<;B""$($"可

编码包含 4 45/ 个氨基酸"分子量为 42112 SQ"等

电点为 81;/ 的蛋白质) 通过 %-P)的蛋白保守

区数据库#-44$对该基因编码的蛋白质进行保

守区预测"发现该蛋白 %端包含 4 个 R@4 ?@?*

保守结构域#图 2$"该结构域编码的蛋白属于糖

基转移酶家族"能够催化 89磷酸葡萄糖合成 89磷

酸海藻糖)

-:1-92J4 以坛紫菜 #G=MBGB9914 为核心序

列"通过 5N端普通 ?-$和 /N端 $&-,扩增及测

序"分别得到 4 条长度为 9;1 H2 的 5N9末端序列

#图 498$和 4 条长度为 042 H2 的 /N9末端序列#图

49J$) 根据 2 条末端序列与核心序列 #G=MBGB

9914 的重叠区进行序列拼接"得到 4 条长度为

1 281 H2的全长序列"经过 P0<CI比对"确定该基

因为坛紫菜的 1-92 基因"命名为 -:1-92J4) 该

基因已提交到 RBGP<GS 数据库中"收录号为

D>54015;) 通过 "$((=GJB3在线软件分析发

现"该基因序列 4; <1 383 个碱基为完整的 "$("

可编码包含4 /1;个氨基酸"分子量为 41512 SQ"

等电点为5108的蛋白质) 通过 %-P)的蛋白保守

区数据库#-44$对该基因编码的蛋白质进行保

守区预测"发现该蛋白 %端包含 4 个 R@4 ?@?*

保守结构域#图 2$)

-:1-92J2 以坛紫菜 #G=MBGB43/43 为核心序

列"通过 $&-,扩增和测序"获得 4 条长度为 810

H2 的 5N9末端序列#图 49B$和 4 条长度为 9/9 H2

的 /N9末端序列#图 497$) 根据 2 条末端序列与核

心序列 #G=MBGB43/43 的重叠区进行序列拼接"得

到 4 条长度为 / ;// H2 的全长序列"经过 H0<CI比

对"确定该基因为坛紫菜的 1-92 基因"命名为

-:1-92J2) 该基因已提交到 RBGP<GS 数据库中"

收录号为 D>540159) 通过 "$((=GJB3在线软件

分析发现"该基因序列 25/ </ 5;8 个碱基为完整

的 "$("可编码包含 4 43; 个氨基酸"分子量为

42312 SQ"等电点为 5112 的蛋白质) 通过 %-P)

的蛋白保守区数据库#-44$对该基因编码的蛋

白质进行保守区预测"发现该蛋白 %端同样包含

4 个 R@4?@?*保守结构域#图 2$)

图 ')64768基因扩增产物电泳图

#<$-:1-94 基因的 5N9?-$扩增产物% # H$-:1-94 基因的 /N9$&-,扩增产物#箭头$ % #8$-:1-92J4 基因的 5N9?-$扩增产物% # J$

-:1-92J4 基因的 /N9$&-,扩增产物#箭头$ % #B$-:1-92J2 基因的 5N9$&-,扩增产物% #7$-:1-92J4 基因的 /N9$&-,扩增产物

C4D(')+D.8%911=1538%&A%81949%<HPQ%8Q+PT&8%6@539%<64768D1219

#<$5N9?-$23/JQ8IC/7-:1-94% # H$/N9$&-,23/JQ8IC/7-:1-94#&33/V$ % #8$5N9?-$23/JQ8IC/7-:1-92J4% # J$/N9$&-,23/JQ8IC

/7-:1-92J4#&33/V$ % #B$5N9$&-,23/JQ8IC/7-:1-92J2% #7$/N9$&-,23/JQ8IC/7-:1-92J2
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图 ,)HA-HG蛋白氨基酸序列的多重序列比对

下划线部分为 %端的 R@4?@?*保守结构域"阴影和*

#

+标记位点为 89磷酸葡萄糖底物结合的保守位点"阴影和*

$

+标记位点为

#4?9葡萄糖底物结合的保守位点"阴影和方框标记位点为糖原磷酸化酶糖基转移酶#R?R@($家族共有的保守位点"方框部分为磷

酸水解酶#@?*2$的保守位点

C4D(,)K@=34#.=4D2;123%<.;42% .54691?@1251%<HA-HG

@XBQGJB30=GBCB8I=/GCVB3BIXB8/GCB3TBJ %9J/;<=GC/7R@4?@?*1@XB<;=G/ <8=J C=IBCVX=8X =GJ=8<IBJ V=IX M3<F H<8SM3/QGJ <GJ *

#

+

VB3BIXB8/GCB3TBJ CQHCI3<IBH=GJ=GM C=IBC/7M0Q8/CB9892X/C2X<IB"IXB<;=G/ <8=J C=IBCVX=8X =GJ=8<IBJ V=IX M3<F H<8SM3/QGJ <GJ *

$

+

VB3BIXB8/GCB3TBJ CQHCI3<IBH=GJ=GM C=IBC/7#4?9M0Q8/CB% IXB<;=G/ <8=J C=IBCVX=8X =GJ=8<IBJ V=IX M3<F H<8SM3/QGJ <GJ H/W VB3BIXB

8/GCB3TBJ C=IBC/7M0F8/MBG 2X/C2X/3F0<CBM0F8/CF0I3<GC7B3<CB7<;=0F"<GJ IXB<;=G/ <8=J 3BC=JQBCVX=8X =GJ=8<IBJ V=IX H/WBC<3BIXBIV/

IF2=8<08/GCB3TBJ C=IBC=G IXB2X/C2X<I<CB7<;=0F#@?*2$

,(,)64768基因的多序列比对及系统进化分析

@?*蛋白氨基酸序列的多重序列比对结果表

明"所克隆的 / 条基因均属于 1-9 基因家族"其中

?X@?*4 与RBGP<GS 数据库中已公布的其中 4 条坛

紫菜 @?*氨基酸序列#&R@933/814$的同源性为

00L"而与其他 / 条已公布坛紫菜 @?*氨基酸序列

的同源性均为 /9L%?X@?*294 和 ?X@?*292 与已公

布的坛紫菜 @?*氨基酸序列的同源性较低"仅为

/;L<54L#表 2$) 多重序列比对结果表明"?X@?*4

蛋白只具有 %端的 R@4?@?*保守结构域"属于
"

型

@?*亚家族%而 ?X@?*294 和 ?X@?*292 蛋白除了具

有%端的R@4?@?*保守结构域外"还包含-端具两

个磷酸水解酶保守位点的 @??结构域#图 2$"因此

?X@?*294 和 ?X@?*292为双功能蛋白"属于
%

型 @?*

亚家族) 同时这 / 条-:1-9 基因所编码的氨基酸序

列均包含部分高度保守的位点"如参与结合 89磷酸

葡萄糖底物的位点 &3M0&R0F13&@F3;8&@3295 和

&3M/33"参与结合 #4?9葡萄糖底物的位点 R0F22&

&C24/3& +=C451& &3M282& &C2/84 和 R0Q/80"其中"

&C2/84 和 R0Q/80 是糖原磷酸化酶糖基转移酶

#M0F8/MBG 2X/C2X/3F0<CBM0F8/CF0I3<GC7B3<CB"R?R@($

家族共有的保守位点#图 2$)

表 ,)坛紫菜 -HG蛋白氨基酸的序列同源性

-./(,)G1?@125194;4=.843: .;%2D -HG%<694"/:";2;-/- W

?X@?*4 ?X@?*294 ?X@?*292 &R@933/814 &R@0984214 &+P9805914

?X@?*294 53

?X@?*292 12 13

&R@933/814 00 54 12

&R@0984214 /9 /0 /; /9

&+P9805914 /9 /0 /9 /9 0;

&PR;5;2914 /9 /0 /; /9 0; 00
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66为进一步明确 ?X@?*蛋白的系统进化关系"

选取 RBGP<GS 数据库中公布的藻类和高等植物

的 1 条
"

型或 42 条
%

型 @?*蛋白的氨基酸序列

与本研究所克隆的 / 条 -:1-9 基因所编码的氨

基酸序列"通过 >,R& 8138 程序采用最大似然

法#><W=;Q;'=SB0=X//J">'$构建了系统进化树

#图 /$) 结果显示"@?*系统进化树分为明显的

两支!1 条
"

型 @?*蛋白先和 ?X@?*4 聚类后"再

与皱波角叉菜#O??335;4212114$

%

型 @?*蛋白

及两条 ?X@?*2 蛋白共同聚类为一个大分支"而

剩余的
%

型 @?*蛋白聚类为另一个大分支 #图

/$) 说明坛紫菜和皱波角叉菜的
%

型 @?*蛋白

与
"

型 @?*蛋白的亲缘关系更近"而与其他植物

和藻类的
%

型 @?*蛋白的亲缘关系更远%尤其是

条斑紫菜和坛紫菜"尽管二者亲缘关系很近"但它

们所具有的
%

型 @?*蛋白的亲缘关系却很远)

图 !)基于氨基酸序列构建 -HG的系统进化树

C4D(!)HA:=%D12134538115%2938@5316F43A-HG.;42% .54691?@12519

,(!)64768基因表达水平的实时荧光定量 HPQ

分析

为分析 -:1-9 基因在坛紫菜响应逆境胁迫

中的可能作用"本研究通过 U?-$技术对 / 条

-:1-9 基因在高温和失水胁迫下的表达特征进行

了相对定量分析#图 1$)

在 20K 高温胁迫不同时间水平条件下"

-:1-94&-:1-92J4 和 -:1-92J2 / 个基因的表达

模式基本一致!在高温胁迫 / X 时"-:1-94 和

-:1-92J4 的表达水平由于受短时间高温刺激"表

达水平显著上调#-=3135$"而 -:1-92J2 的表达

水平则没有发生显著变化#-@3135$%但当高温

胁迫 @/ X 时"/ 个基因的表达水平均受到较长时

间高温胁迫的抑制"表达水平显著下调 #-=

3135$%当高温胁迫持续超过 42 X #-:1-94 和

-:1-92J2$或 21 X#-:1-92J4$时"/ 个基因的表

达水平可能受到藻体细胞中自身应激反馈机制的

干预"又显著上调至高温胁迫开始前的水平

#-:1-92J4 和 -:1-92J2 $"甚至更高 #-:1-94 $

#-=3135"图 19<"8"B$) 说明 -:1-9 基因在坛紫

菜高温胁迫应答中可能没有发挥明显的作用"其

表达水平的动态变化只是一种被动适应的结果)

在不同失水胁迫条件下"-:1-94&-:1-92J4

和 -:1-92J2 / 个基因的表达水平变化模式基本

一致"但表达水平发生显著变化的节点并不一致!

-:1-94 在中低水平#失水率
%

83L$的失水胁迫

条件下"表达水平没有发生显著变化#-@3135$"

但当失水率为 ;5L时"表达水平显著上调 #-=

3135$"上调至失水胁迫前表达水平的 111; 倍"但

随着失水胁迫的加剧"表达水平又显著下调#-=

401
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_135$"并可在复水 /3 ;=G 后"恢复到失水胁迫发

生初期水平 #图 19H$%-:1-92J4 在低水平 #失水

率
%

45L$的失水胁迫条件下"表达水平没有发

生显著变化#-@3135$"但当失水率 @45L时"表

达水平显著上调#-=3135$"并在失水率为 /3L

<;5L时维持稳定 #-@3135$"当失水率为 03L

时"表达水平再次显著上调#-=3135$"此时复水

/3 ;=G"-:1-92J4 的表达水平可迅速下调至失水

胁迫发生前的水平#图 19J$%-:1-92J2 在失水率

%

;5L时"表达水平没有发生显著变化 #-@

3135$%但当失水率为 03L时"表达水平显著上调

#-=3135$"此时复水 /3 ;=G"表达水平又迅速下

调至失水胁迫发生前水平#图 197$) 说明 -:1-94

和 -:1-92J2 基因可能只在高水平的失水胁迫应

答中发挥应激调节作用"而在低水平的失水胁迫

下"作用并不明显%而 -:1-92J4 基因则可能在中

高水平的失水胁迫应答中发挥应激调节作用)

图 M)不同胁迫条件下 64768的相对表达水平

<&8&B!高温胁迫% H&J&7!不同水平失水胁迫及复水 /3 ;=G) 不具有相同字母上标的数据间差异显著#-=3135$

C4D(M)-A181=.34711I&81994%2=171=9%<64768D1219.364<<18123=171=9%<938199

<"8"B!@XB3B0<I=TBBW23BCC=/G 0BTB0C/7-:1-9 MBGBC=G J=77B3BGII=;B/7X=MX IB;2B3<IQ3BCI3BCC% H"J"7!@XB3B0<I=TBBW23BCC=/G 0BTB0C/7

-:1-9 MBGBC=G J=77B3BGI0BTB0/7JBC=88<I=/G <GJ =G 3BXFJ3<I=/G 7/3/3 ;=G1P<3/7B<8X 8/0Q;G V=IX J=77B3BGIC;<000BIIB3C;B<G C=MG=7=8<GI

J=77B3BG8B#-=3135$
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/6讨论

海藻糖作为一种贮藏性的碳水化合物"提高

其在细胞中的积累量是通过基因工程手段提高植

物抗逆能力的一种有效方法
'1(

"而 @?*是海藻糖

生物合成途径的关键酶"将 1-9 基因直接导入水

稻等多种植物中已成功获得了抗逆能力明显改善

的基因工程作物
'5 79(

) 然而在已有的转 1-9 基因

研究中"大都采用来自大肠杆菌或酵母菌的 1-9

基因作为目的基因"克隆来源更加安全的 1-9 基

因是非常必要的) 因此本研究以转录组测序获得

的 1-9 QG=MBGB序列作为核心序列"采用普通

?-$或 $&-,扩增技术成功克隆了 / 条来自坛

紫菜的 1-9 基因)

1-9 基因属于多基因家族"已完成全基因组

测序的物种中"拟南芥 #?&(/"+<@#"#,:()"('($

'40(

和水稻
'23(

中均发现了 44 个 1-9 基因) 根据序列

的相似性和特异性"可以将 1-9 同源基因分为 2

个亚家族
'23 724(

!

"

型 @?*亚家族基因只含有 %

端的 @?*保守结构域"该结构域编码的蛋白属于

糖基转移酶家族"能够催化 89磷酸葡萄糖合成 89

磷酸海藻糖%而
%

型 @?*亚家族基因除了具有 %

端的 @?*保守结构域外"还包含 -端具 2 个磷酸

水解酶保守位点的 @??结构域"为双功能基因)

本研究克隆的 / 条坛紫菜1-9 基因"-:1-94 属于

"

型亚家族"而 -:1-9294 和 -:1-9292 则属于
%

型 @?*亚家族) A<GM 等
'45(

根据基因的保守序

列设计特异性引物"采用 ?-$分段扩增及序列拼

接的方法克隆了红藻&褐藻与绿藻等 43 种大型海

藻#包括坛紫菜和条斑紫菜$的 1-9 基因"结果发

现这 43 条 1-9 基因的同源性均在 03L以上"无

内含子""$(均为 2 ;2; H2"其中坛紫菜与条斑紫

菜的亲缘关系最近"但两者 1-9 基因的同源性却

最低) 而本研究克隆的 / 条坛紫菜 1-9 基因"从

"$(长度到氨基酸序列的同源性均与其他大型

海藻的 1-9 基因相差较大"这在系统进化树中即

可看出) 即使同样来自坛紫菜的 1-9 基因"只有

-:1-94 基因与 RBGP<GS 数据库中已公布的其中

4 条坛紫菜 1-9 基因#&R@933/814$的序列同源

性为 00L" 而 -:1-9294 和 -:1-9292 基因与

RBGP<GS 数据库中已公布的坛紫菜 1-9 基因的

序列同源性均很低" 且 -:1-94& -:1-9294 和

-:1-9292 基因之间的序列同源性都低于 53L)

究其原因可能是 A<GM 等
'45(

是依据基因序列的

保守性设计特异性引物进行全长基因克隆的"而

本研究则依据的是转录组测序获得的不同 1-9

基因序列片段进行基因全长克隆"因此所克隆的

-:1-9 基因序列同源性较低) 鉴于 -:1-9294 和

-:1-9292 基因序列与已有坛紫菜 1-9 基因的序

列同源性差异较大"却拥有典型的 1-9 基因的结

构域特征"这 2 个基因应为坛紫菜 1-9 基因家族

的新成员)

植物对逆境胁迫的响应是一个非常复杂的生

理生化过程"其中包括多种基因&多种生理机制的

共同调控) 海藻糖由于可与 2 个水分子结合形成

玻璃态结构"具有很强的抗脱水作用"在逆境条件

下可稳定生物膜&蛋白质和核酸等细胞结构和生

物大分子"显著提升植物的抗逆性
'2(

"因此成为

了近年来抗逆基因工程研究的重点) 由于栖居环

境的特殊性"紫菜被认为是研究潮间带海藻抗逆

性的理想物种
'42(

"摸清坛紫菜海藻糖合成关键酶

1-9 基因在逆境胁迫条件下的表达水平变化"对

于了解海藻糖在坛紫菜逆境胁迫应答中的可能作

用具有重要意义) 本研究采用 U?-$技术检测了

/ 条 -:1-9 基因在坛紫菜受不同程度高温和失水

胁迫条件影响时的表达水平变化"结果表明在高

温胁迫应答中"-:1-9 基因可能没有发挥明显作

用"其表达水平的动态变化只是一种被动适应的

结果%而在失水胁迫应答中"-:1-9 基因的表达水

平也只在中高水平#-:1-9294$"甚至只在高水平

#-:1-94 和 -:1-9292$的失水胁迫中显著上调"

说明 -:1-9 基因可能在中高水平的失水胁迫中

发挥应激调节作用) -:1-9 基因在失水胁迫条件

下的表达模式与 -:4#@;3

'22(

及 -:4#@03

'2/(

等基

因在失水胁迫下的表达模式基本一致) 这些逆境

胁迫相关基因在中低水平的失水胁迫条件下表达

水平没有发生显著变化的原因可能与坛紫菜的栖

息环境有关!坛紫菜分布于潮间带的中高潮区"在

长期的进化过程中已经适应了潮间带伴随潮涨潮

落而产生的周期性失水和复水环境条件"中低水

平的失水对坛紫菜藻体而言已不构成胁迫"只是

生命活动过程中的一个日常现象"因此在发生中

低水平的失水时"其不启动应激响应机制"而只在

发生高度失水时才启动) 这一点同样可以在坛紫

菜藻体失水条件下的光合作用速率检测结果中得

到证实"中低水平的失水对坛紫菜藻体的光合速

/01
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率并没有影响"失水率达 83L时"藻体仍然能以

最大速率进行光合作用
'21(
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