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２４－表油菜素内酯对海洋红藻龙须菜琼胶合成
及其相关基因表达的影响

汤小彬１，２，　徐年军１，２，　孙　雪１，２，　李亚鹤１，２，　张　琳１，２
（１宁波大学应用海洋生物技术教育部重点实验室，浙江 宁波　３１５２１１；

２宁波大学海洋学院，浙江省海洋生物工程重点实验室，浙江 宁波　３１５２１１）

摘要：为了探讨外源２４－表油菜素内酯（２４－ｅｐｉＢＬ）对不同温度下龙须菜生长及琼胶含量的
影响，并揭示琼胶含量与葡萄糖磷酸变位酶基因（ｐｇｍ）和甘露糖磷酸变位酶基因（ｐｍｍ）表达
量之间的关系，研究了不同浓度２４－ｅｐｉＢＬ对３种温度培养条件下龙须菜的生长、琼胶含量及
２种琼胶合成相关基因表达的影响。结果显示在 １５和 ３１℃培养时，添加 ０１ｍｇ／Ｌ的 ２４－
ｅｐｉＢＬ时龙须菜相对生长速率最高，分别为 ９２２％／ｄ和 １１７３％／ｄ；而在 ２５℃培养时，
０５ｍｇ／Ｌ的２４－ｅｐｉＢＬ对龙须菜生长促进作用最强，相对生长速率为 １４９８％／ｄ；在 １５℃培
养时，０５ｍｇ／Ｌ的 ２４－ｅｐｉＢＬ添加后琼胶含量最高，为 ７７６％；而 ２５和 ３１℃时则是
１０ｍｇ／Ｌ的２４－ｅｐｉＢＬ添加后琼胶含量最高，分别为９８２％和６６０％。本研究还扩增得到了
分别编码５８５和２４９个氨基酸的 ｐｇｍ和 ｐｍｍ基因，这２条基因都与皱波角叉菜的相应基因相
似性最高；利用实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ｐｍｍ和 ｐｇｍ基因的相对表达量，结果显示在 １５℃
时，２４－ｅｐｉＢＬ浓度为０５ｍｇ／Ｌ时 ｐｇｍ表达量最高，为对照组的 １７２倍；在 ２５和 ３１℃时，
２４－ｅｐｉＢＬ浓度为１０ｍｇ／Ｌ时 ｐｇｍ表达量最高，分别为对照组的２３８倍和 １５１倍；而 ３种
温度培养下２４－ｅｐｉＢＬ对 ｐｍｍ基因的表达也具有一定的促进作用。研究表明，一定浓度的
２４－ｅｐｉＢＬ能促进龙须菜的生长和琼胶合成，并且 ｐｇｍ基因的表达量与琼胶含量密切相关，能
在一定程度上指示琼胶含量的高低。
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　　龙须菜（Ｇｒａｃｉｌａｒｉｏｐｓｉｓｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓ）是一种
大型海藻，属于红藻门（Ｒｈｏｄｏｐｈｙｔａ）、江蓠科
（Ｇｒａｃｉｌａｒｉａｃｅａｅ）、龙须菜属（Ｇｒａｃｉｌａｒｉｏｐｓｉｓ）。野
生龙须菜适宜的生长温度为１１～２３℃［１］

，经过人

工筛选获得的龙须菜 ９８１品系适宜温度范围扩
大，最高温度为２６℃［２］

。高温对龙须菜的生理影

响很大，会引起蛋白质变性，酶活降低，细胞结构

破坏等；而低温条件下龙须菜生长过于缓慢。

龙须菜中琼胶含量高达 ２０％以上，所产琼胶
经改性后质量是江蓠中最好的

［３］
。琼胶是一种

亲水性胶体，由 β－Ｄ半乳糖和 ３，６－内醚Ｌ半

乳糖交联而成，在食品、生物工程和医药等领域都

有重要的应用价值。琼胶的生物合成过程分为 ３
个阶段：第一阶段包括卡尔文循环和单糖的磷酸

化；第二阶段始于葡萄糖 －１－磷酸和甘露糖 －１
－磷酸的生成，终于 ＵＤＰ－Ｄ半乳糖和 ＧＤＰＬ
半乳糖的生成；第三阶段包括聚合物的生成和修

饰，推测第二个阶段在琼胶的合成过程中发挥了

重 要 作 用
［４］
。 葡 萄 糖 磷 酸 变 位 酶

（ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｕｃｏｍｕｔａｓｅ，ＰＧＭ）催化葡萄糖 －６－磷
酸和葡萄糖 －１－磷酸之间的互相转变［５］

，甘露

糖磷酸变位酶（ｐｈｏｓｐｈｏｍａｎｏｍｕｔａｓｅ，ＰＭＭ）催化
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甘露糖 －６－磷酸转化为甘露糖 －１－磷酸［６］
。

油菜素内酯（ｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ）是迄今发现的唯一
与动物甾体激素相似的植物内源甾体类活性物

质，能促进 ＤＮＡ、ＲＮＡ和蛋白质的合成，提高抗
氧 化 酶 活 性 等

［７］
。２４ － 表 油 菜 素 内 酯

（２４ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅ，２４ｅｐｉＢＬ）作为人工合成的油
菜素内酯类似物，对逆境胁迫下植物的种子萌发、

幼苗生长、脂质过氧化、脯氨酸含量等都有重要的

调节作用
［８］
。

实验针对不同浓度２４－ｅｐｉＢＬ对不同温度下
龙须菜的生长速率、琼胶含量以及琼胶合成途径

中葡萄糖磷酸变位酶基因（ｐｇｍ）和甘露糖磷酸变
位酶基因（ｐｍｍ）表达量的变化进行研究，旨在探
讨外源２４－ｅｐｉＢＬ对不同温度下龙须菜生长及琼
胶含量的影响，并揭示琼胶含量与ｐｇｍ和ｐｍｍ基
因表达量之间的关系。

１　材料与方法

１１　实验材料与培养
实验用龙须菜 ９８１品系采自浙江温州海域，

用消毒海水清洗后，实验室培养。实验前，先将健

康藻体放于光照培养箱中预培养４８ｈ，培养条件：
光照强度４０

"

ｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ），光周期 Ｌ∶Ｄ
（１２∶１２），盐度３０。实验设置１５、２５和３１℃ ３个
温度组，用 ２４ｅｐｉＢＬ母液和灭菌海水配制 ０、
００２、０１、０５和 １ｍｇ／Ｌ共 ５个浓度的培养基，
其中０ｍｇ／Ｌ为对照组。每组 ３个重复，每瓶放
入４ｇ左右经预培养、健康的龙须菜藻体。２４ｈ
后，每瓶称取 １００ｍｇ左右的藻体投入液氮中保
存，提取 ＲＮＡ；剩余的藻体称量后，放 ６０℃烘箱
中至恒重，提取琼胶。４８ｈ后的处理方法与 ２４ｈ
实验相同。

１２　相对生长速率（ＲＧＲ）的测定
通过测定龙须菜培养２ｄ后藻体鲜重的变化

来计 算 相 对 生 长 速 率 （ｒｅｌａｔｉｖｅｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ，
ＲＧＲ）［９］：
　　ＲＧＲ（％／ｄ）＝（ｌｎＷｔｌｎＷ０）／ｔ×１００％
式中，Ｗ０为实验开始时的鲜重（ｇ），Ｗｔ为实验结束
时的鲜重（ｇ），ｔ为实验天数（ｄ）。
１３　琼胶的提取

参考文献［１０］的方法，稍加改动。称量藻体，
每０１ｇ干重的藻体添加４ｍＬ２５％ＮａＯＨ溶液，
放入８５℃恒温水浴 ２ｈ。用２层３００目筛绢网过

滤洗涤藻体至 ｐＨ值 ６５左右，再用蒸馏水冲洗 ２
～３遍。将水洗后的龙须菜放入三角锥形瓶中，每
０１ｇ干重的藻体添加 ６ｍＬ蒸馏水。锥形瓶用棉
花塞封口，置于１２０～１２５℃的高压锅中煮２ｈ。降
温至８０℃后，用２层纱布和 ４层 ３００目的筛绢网
重叠，用力挤压过滤。过滤物在室温凝固后，放入

－２０℃冰箱冷冻过夜。解冻后用蒸馏水冲洗，于
６０℃烘２４ｈ至恒重，称量琼胶干重。

琼胶含量（％）＝琼胶干重／藻体干重 ×１００％
１４　ｐｍｍ和 ｐｇｍ基因的克隆

总 ＲＮＡ的提取及反转录　　取１００ｍｇ左右
新鲜的龙须菜藻体，液氮研磨后收集至含 １０

"

Ｌ
β－巯基乙醇的 ５００"

ＬＲＢ裂解液的离心管中，
立即漩涡混匀 ３０ｓ。之后按照 ＰｌａｎｔＲＮＡＫｉｔ试
剂盒（ＯＭＥＧＡ公司）的操作进行 ＲＮＡ的提取。
将经过电泳检测和 Ｎａｎｏｄｒｏｐ测定浓度和纯度后
的 ＲＮＡ 反 转 录 成 ｃＤＮＡ（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ，ＴａＫａＲａ），－２０℃冷冻保存。

ｐｍｍ、ｐｇｍ和 βａｃｔｉｎ基因部分片段的获得　
　采用 ＰＣＲ的方法获得 ｐｍｍ、ｐｇｍ和 βａｃｔｉｎ基
因的部分片段。扩增 ｐｍｍ和 ｐｇｍ所用的引物根
据本课题组龙须菜转录组测序结果而设计（表 １，
Ｐ１～Ｐ４），βａｃｔｉｎ引物是根据 ＮＣＢＩ数据库中相
关物种的同源序列而设计（表 １，Ｐ５和 Ｐ６）。以
ｃＤＮＡ为模板，扩增得到 ｐｇｍ、ｐｍｍ和 βａｃｔｉｎ的
基因片段。ＰＣＲ扩增于 ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＰＣＲ仪中进
行，采用 ２０

"

Ｌ反应体系。２个基因的退火温度
都为 ６０℃。ＰＣＲ产物用 １％的琼脂糖凝胶电泳
检测。

回收和测序　　ＰＣＲ产物用 ＧｅｎＣｌｅａｎ琼脂糖
凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒（ＧＥＮＥＲＡＹ公司）进行回
收，将回收的目标片段连接到 ｐＭＤ１８Ｔ载体上，转
化 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５ａ感受态细胞（ＴａＫａＲａ公司）。用
Ｍ１３Ｆ／Ｍ１３Ｒ为引物，进行 ＰＣＲ扩增反应，鉴定长
出的菌落，将检测有正确大小插入片段的重组菌落

送去测序（华大基因科技股份有限公司）。

序列分析　　用 ＯＲＦＦｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｏｒｆ／ｇｏｒｆ．ｈｔｍｌ）推测开放阅读
框，用 ＮＣＢＩ的 Ｂｌａｓｔ功能进行同源性分析，用
Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５０把核苷酸序列翻译成氨基酸序
列，利用 Ｍｅｇａ５０中的邻接法构建系统进化树，
利用在线软件 ＥｘＰＡＳｙ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／
ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）对氨基酸序列进行分析。

９８７１
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表 １　所用引物及其用途
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｐｕｒｐｏｓｅ

名称 ｎａｍｅ 序列５′３′ｓｅｑｕｅｎｃｅ５′３′ 用途 ｐｕｒｐｏｓｅ
Ｐ１ ＧＡＣＣＡＴＣＡＴＧＧＣＴＴＣＧＡＣＴＴ ｐｇｍ基因扩增的正向引物
Ｐ２ ＴＴＣＡＧＴＴＣＣＣＡＴＴＣＣＴＧＣＴＣ ｐｇｍ基因扩增的反向引物
Ｐ３ ＣＣＣＴＡＴＣＡＴＧＧＡＴＣＣＡＡＡＣＧ ｐｍｍ基因扩增的正向引物
Ｐ４ ＧＴＣＣＴＡＧＣＧＣＡＡＣＧＡＡＧＡＧＴ ｐｍｍ基因扩增的反向引物
Ｐ５ ＡＴＧＡＣＹＣＡＧＡＴＳＡＴＧＴＴＹＧＡ βａｃｔｉｎ基因扩增的正向引物
Ｐ６ ＴＣＤＧＧＧＣＡＮＣＫＧＡＡＶＣＫＣＴＣ βａｃｔｉｎ基因扩增的反向引物
Ｐ７ ＴＣＴＴＣＣＴＣＡＣＧＣＴＧＴＧＣＴＣＣ βａｃｔｉｎ基因 ＲＴｑＰＣＲ的正向引物
Ｐ８ ＡＧＴＴＧＣＴＧＣＴＴＧＡＴＧＴＣＴＣＧ βａｃｔｉｎ基因 ＲＴｑＰＣＲ的反向引物
Ｐ９ ＴＣＣＴＴＣＴＧＡＴＴＣＴＧＴＣＧＣＴＧＴＣ ｐｇｍ基因 ＲＴｑＰＣＲ的正向引物
Ｐ１０ ＡＴＴＴＣＣＡＡＣＣＴＧＴＡＧＧＣＡＣＴＴＣ ｐｇｍ基因 ＲＴｑＰＣＲ的反向引物
Ｐ１１ ＣＧＴＴＣＴＧＧＧＡＴＴＡＣＧＧＴＣＴＣ ｐｍｍ基因 ＲＴｑＰＣＲ的正向引物
Ｐ１２ ＧＣＡＴＡＧＴＴＴＣＴＴＣＣＧＧＧＴＴＣ ｐｍｍ基因 ＲＴｑＰＣＲ的反向引物

１５　ｐｍｍ和 ｐｇｍ基因的相对定量表达分析
分别称取 １００ｍｇ左右经不同浓度 ２４ｅｐｉＢＬ

处理后的龙须菜用于 ＲＮＡ的提取，方法同 １４。
用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ
试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）将提取的 ＲＮＡ反转录成
ｃＤＮＡ，－２０℃保存。以 βａｃｔｉｎ基因为内参，进行
实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ荧光定量
ＰＣＲ仪）扩增。根据测序结果用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ
５０设计特异性引物（表１，Ｐ７～Ｐ１２）。采用２０μＬ
体系：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（２×）缓冲液 １０μＬ，
正向和反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０８μＬ，ｃＤＮＡ模
板 ２μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ补足，使反应总体积为 ２０μＬ。

用２－△△Ｃｔ法分析目的基因的相对表达量［１１］
。

１６　统计分析
数据处理和统计分析采用 Ｏｒｉｇｉｎ７０软件，差

异显著水平的检验使用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ，设显

著性水平为 Ｐ＜００５，ｎ＝３。

２　结果与分析

２１　２４－ｅｐｉＢＬ对龙须菜相对生长速率的影响
经不同浓度 ２４－ｅｐｉＢＬ处理的龙须菜相对生

长速率均高于对照组，且随着浓度的升高呈现先升

后降的趋势（图１）。２５℃时龙须菜的生长状态最
好，平均相对生长速率为１３７５％／ｄ，１５℃时的平均
相对生长速率为 １０２％／ｄ，３１℃时为 ８１７％／ｄ。
１５℃培养时，２４ｅｐｉＢＬ浓度为０１ｍｇ／Ｌ时龙须菜
的相对生长速率最大（１１７３％／ｄ），是对照组的
１．２５倍；２５℃ 培 养 条 件 下，２４ｅｐｉＢＬ浓 度 为
０５ｍｇ／Ｌ时的最大相对生长速率为 １４９８％／ｄ，是
对照组的 １．１８倍；３１℃培养条件下，２４ｅｐｉＢＬ浓
度为 ０１ｍｇ／Ｌ时藻体的最大相对生长速率为
９２２％／ｄ，是对照组的１．２３倍。

图 １　不同浓度 ２４－ｅｐｉＢＬ对不同温度下龙须菜相对生长速率的影响

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ２４ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅｏｎｔｈｅＲＧＲ

ｏｆＧ．ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
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２２　２４－ｅｐｉＢＬ对龙须菜琼胶含量的影响
在３种不同温度培养条件下，随着培养时间

增加，龙须菜琼胶含量升高，添加激素的各处理组

琼胶含量均高于对照组（图 ２）。在 ２４和 ４８ｈ处
理组中，温度对龙须菜琼胶含量的影响为２５℃ ＞
１５℃ ＞３１℃。在 １５℃培养条件下，各激素添加
组的琼胶含量均在２４ｅｐｉＢＬ浓度为０５ｍｇ／Ｌ时
达到最大值，２４ｈ时为 ６７５％，是对照组的 １．３６
倍；４８ｈ时为 ８７７％，是对照组的 １．６９倍，都显
著高于对照组（Ｐ＜００５）。在 ２５℃培养条件下，
各激素添加组的琼胶含量均随着 ２４ｅｐｉＢＬ浓度

的升高而增加，在 １０ｍｇ／Ｌ时达到最大值，２４ｈ
时为 ７６８％，是对照组的 １．５５倍；４８ｈ时为
１１９５％，是对照组的１．９７倍，均显著高于对照组
（Ｐ＜００５）。在３１℃培养条件下，２４ｈ激素添加
组中，龙须菜的琼胶含量也随着 ２４ｅｐｉＢＬ浓度的
升高而增加，１０ｍｇ／Ｌ时的琼胶含量为 ６００％，
是对照组的１．３３倍；４８ｈ激素添加组的琼胶含
量在 ２４ｅｐｉＢＬ浓度为 ０５ｍｇ／Ｌ时达到最大值
（７１９％），是对照组的 １．２８倍，与对照组差异不
显著（Ｐ＞００５）。

图 ２　不同浓度 ２４－ｅｐｉＢＬ对不同温度下龙须菜琼胶含量的影响
不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜００５），下同

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ２４ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅｏｎｔｈｅａｇａｒ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆＧ．ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜００５），ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

２３　ｐｇｍ和 ｐｍｍ基因的克隆和序列分析
本研究通过 ＰＣＲ扩增得到了 １８６８ｂｐ的

ｐｇｍ基因片段和 ８３７ｂｐ的 ｐｍｍ基因片段，其中
ｐｇｍ基因片段中包含１个１７５８ｂｐ的完整开放阅
读框（ＯＲＦ），编码 ５８５个氨基酸，利用 Ｅｘｐａｓｙ分

析预测显示 ｐｇｍ分子式为 Ｃ２７９２Ｈ４３６０Ｎ７５０Ｏ８７５Ｓ１９，
蛋白分子量大小为 ６３０４ｋｕ，理论等电点为
５０６。从 ＮＣＢＩ数据库中查找部分物种的 ｐｇｍ氨
基酸序列，与本研究的龙须菜 ｐｇｍ序列一起构建
系统进化树（图 ３）。龙须菜与同纲（Ｆｌｏｒｉｄｅｏ
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ｐｈｙｃｅａｅ）但 不 同 目 的 皱 波 角 叉 菜 （Ｃｈｏｎｄｒｕｓ
ｃｒｉｓｐｕｓ）ｐｇｍ的序列相似性为 ７９０％，二者在进
化树中相距最近。然后龙须菜与皱波角叉菜再与

蓖麻（Ｒｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓ）、川桑（Ｍｏｒｕｓｎｏｔａｂｉｌｉｓ）、
小麦（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ）和玉米（Ｚｅａｍａｙｓ）组聚
在 一 起，最 后 再 与 盐 生 杜 氏 藻 （Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ

ｓａｌｉｎａ）、莱茵衣藻（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）和
绿藻门（Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｔａ）的 Ｂａｔｈｙｃｏｃｃｕｓｐｒａｓｉｎｏｓ、拟
南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）等聚类。该系统进化
树说明龙须菜与红藻门的角叉菜亲缘关系最近，

与某些高等植物的亲缘关系较近，而与绿藻和其

他高等植物的亲缘关系较远。

图 ３　基于 ｐｇｍ氨基酸序列构建的不同物种的进化树

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｐｇｍａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｓｏｌａｎｕｍｔｕｂｅｒｏｓｕｍｐｇｍ（ＮＰ００１２７５２８１１，马铃薯）；Ｃｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓｐｇｍ （ＫＧＮ５０３９７１，黄瓜）；Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａｐｇｍ （ＸＰ

００３５９２３５９１，蒺藜苜蓿）；Ａ．ｔｈａｌｉａｎａｐｇｍ（ＮＰ１９９９９５１，拟南芥）；Ｂ．ｐｒａｓｉｎｏｓｐｇｍ（ＸＰ００７５１１５７５１）；Ｃ．ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉｐｇｍ（ＸＰ

００１６９７９９２１，莱茵衣藻）；Ｄ．ｓａｌｉｎａｐｇｍ（ＡＤＤ２５０３８１，盐生杜氏藻）；Ｇ．ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓｐｇｍ（ＫＰ９４３５０８，龙须菜）；Ｃ．ｃｒｉｓｐｕｓｐｇｍ

（ＸＰ＿００５７１７２８８１，皱波角叉菜）；Ｒ．ｃｏｍｍｕｎｉｓｐｇｍ （ＸＰ００２５２７７８３１，蓖麻）；Ｍ．ｎｏｔａｂｉｌｉｓｐｇｍ （ＸＰ０１０１０１９７５１，川桑）；Ｔ．

ａｅｓｔｉｖｕｍｐｇｍ（ＣＡＣ８５９１３１，小麦）；Ｚ．ｍａｙｓｐｇｍ（ＮＰ００１１０５４０５１，玉米）

　　ｐｍｍ基因片段中包含 １个 ７５０ｂｐ的完整
ＯＲＦ，编码 ２４９个氨基酸，利用 Ｅｘｐａｓｙ分析预测
ｐｍｍ蛋白分子式为 Ｃ１２８５Ｈ１９８８Ｎ３３８Ｏ３８５Ｓ１０，分子量大
小为２８６５ｋｕ，理论等电点为５１１。从 ＮＣＢＩ数据
库中查找部分物种的 ｐｍｍ氨基酸序列，与本研究
的龙须菜 ｐｍｍ序列一起构建系统进化树（图 ４）。
龙须菜与皱波角叉菜 ｐｍｍ 序列的相似性为
８２０％，二者在进化树中相距最近。从进化树中可
以看 出，龙 须 菜 与 角 叉 菜、木 糖 发 酵 酵 母

（Ｓｐａｔｈａｓｐｏｒａ ｐａｓｓａｌｉｄａｒｕｍ）、立 枯 丝 核 菌

（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）、异水霉罗兹壶菌（Ｒｏｚｅｌｌａ
ａｌｌｏｍｙｃｉｓ）和温泉红藻（Ｇａｌｄｉｅｒｉａｓｕｌｐｈｕｒａｒｉａ）的亲
缘关系较近，而与绿藻门的 Ｏｓｔｒｅｏｃｏｃｃｕｓｔａｕｒｉ、褐
藻门（Ｐｈａｅｏｐｈｙｔａ）的海带（Ｓａｃｃｈａｒｉｎａｊａｐｏｎｉｃａ），
以及高等植物如黄瓜和拟南芥等的亲缘关系较远。

２４　２４－ｅｐｉＢＬ对龙须菜 ｐｇｍ基因表达的影响
及其和琼胶含量的关系

３个温度下 ４８ｈ各激素添加组 ｐｇｍ的表达

量比２４ｈ均有所增加（图 ５）。在 １５℃培养条件
下，２４和４８ｈ２个处理组 ｐｇｍ的表达量均在 ２４
ｅｐｉＢＬ浓度为０５ｍｇ／Ｌ时最高，２４ｈ时是对照组
的１８１倍，４８ｈ时是对照组的１７２倍，均显著高
于对照组（Ｐ＜００５）。在２５℃培养条件下，２４和
４８ｈ处理组的表达量随着 ２４ｅｐｉＢＬ浓度的升高
而增加，在１０ｍｇ／Ｌ时最高，２４ｈ时的表达量是
对照组的 １６３倍，与对照组有显著性差异
（Ｐ＜００５）；４８ｈ时是对照组的 ３１２倍，与对照
组及其他处理组都有显著性差异（Ｐ＜００５）。在
３１℃培养 ２４ｈ，处理组中 ｐｇｍ的表达量随着
２４－ｅｐｉＢＬ浓度的升高而增加，在 １０ｍｇ／Ｌ时最
高，是对照组的 １４７倍，与对照组有显著性差异
（Ｐ＜００５），４８ｈ处理组的表达量随着 ２４ｅｐｉＢＬ
浓度升高先增加后减少，在 ０５ｍｇ／Ｌ时最高，是
对照组的 １６２倍，与对照组有显著性差异（Ｐ＜
００５），但各处理组间差异不显著。

在１５℃培养条件下，ｐｇｍ的表达量和琼胶含
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图 ４　基于 ｐｍｍ氨基酸序列构建的不同物种的进化树

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｐｍｍａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｉｃｈｏｃａｒｐａｐｍｍ（ＸＰ００６３７５３３０１，欧洲大叶杨）；Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍａｒｂｏｒｅｕｍｐｍｍ（ＫＨＧ２７６７３１，亚洲棉）；Ｍａｌｐｉｇｈｉａｇｌａｂｒａｐｍｍ

（ＡＣＮ５４０４６１，西印度樱桃）；Ａ．ｔｈａｌｉａｎａｐｍｍ（ＮＰ１８２１０３１，拟南芥）；Ｍ．ｔｒｕｎｃａｔｕｌａｐｍｍ（ＸＰ００３６２３８８７１，蒺藜苜蓿）；Ｓ．

ｊａｐｏｎｉｃａｐｍｍ（ＡＩＷ０４１３１１，海带）；Ｏｓｔｒｅｏｃｏｃｃｕｓｔａｕｒｉｐｍｍ（ＸＰ００３０７４２１３１）；Ｇ．ｓｕｌｐｈｕｒａｒｉａｐｍｍ（ＸＰ００５７０４１６１１，温泉红藻）；

Ｇ．ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓｐｍｍ（ＫＰ９４３５０９，龙须菜）；Ｃ．ｃｒｉｓｐｕｓｐｍｍ（ＸＰ００５７１３５９６１，皱波角叉菜）；Ｒ．ａｌｌｏｍｙｃｉｓｐｍｍ（ＥＰＺ３５３１７１，异水

霉罗兹壶菌）；Ｒ．ｓｏｌａｎｉｐｍｍ（ＣＣＯ３０８３４１，立枯丝核菌）；Ｓ．ｐａｓｓａｌｉｄａｒｕｍｐｍｍ（ＸＰ００７３７２２７８１，新型木糖发酵酵母）

量随着 ２４ｅｐｉＢＬ浓度的升高都呈现先增加后减
少的趋势，均在 ０５ｍｇ／Ｌ时最大（图 ６）。在
２５℃培养条件下，ｐｇｍ的表达量和琼胶含量随着
２４ｅｐｉＢＬ浓度的升高而增加，均在 １０ｍｇ／Ｌ时
最高（图７）。在 ３１℃培养条件下，２４ｈ处理组
ｐｇｍ的表达量和琼胶含量随着 ２４ｅｐｉＢＬ浓度的
升高而增加，在 １０ｍｇ／Ｌ时最高，４８ｈ处理组
ｐｇｍ的表达量和琼胶含量随着 ２４ｅｐｉＢＬ浓度的
升高先增加后减少，在 ０５ｍｇ／Ｌ时最高（图 ８）。
各处理组中 ｐｇｍ的表达量和琼胶含量在最大值
时都与对照组有显著性差异（Ｐ＜００５）。
２５　２４－ｅｐｉＢＬ对龙须菜 ｐｍｍ基因表达的影响

在１５和２５℃下，４８ｈ处理组 ｐｍｍ表达量比
２４ｈ时要高，但３１℃下２４ｈ处理组 ｐｍｍ表达量
高于４８ｈ处理组（图９）。２４ｈ处理组中，ｐｍｍ表
达量随着温度的升高而逐渐上升，３１℃ ＞２５℃ ＞
１５℃；４８ｈ处理组中，ｐｍｍ的表达量随着温度的
升高而逐渐降低，１５℃ ＞２５℃ ＞３１℃。１５℃下
处理组 ｐｍｍ表达量随着 ２４ｅｐｉＢＬ浓度升高而降
低，２４ｈ处理组在２４ｅｐｉＢＬ浓度为００２ｍｇ／Ｌ时
表达量最高，是对照组的 １１２倍，但差异不显著
（Ｐ＞００５）；４８ｈ时 ｐｍｍ在 ２４ｅｐｉＢＬ浓度为
００２ｍｇ／Ｌ时表达量最高，是对照组的 ６７３倍

（Ｐ＜００５）。２５℃下２４ｈ处理组 ｐｍｍ表达量随
着２４ｅｐｉＢＬ浓度升高也有所增加，在 １０ｍｇ／Ｌ
时达到最大值，是对照组的 １７２倍（Ｐ＜００５）；
４８ｈ处理组中 ｐｍｍ表达量随着 ２４ｅｐｉＢＬ浓度升
高先增加后减少，在 ０１ｍｇ／Ｌ时达到最大值，是
对照组的３１４倍 （Ｐ＜００５）。３１℃下２４ｈ处理
组中 ｐｍｍ表达量随着 ２４ｅｐｉＢＬ浓度升高先增加
后减少，在０５ｍｇ／Ｌ时达到最大值，是对照组的
２０３倍 （Ｐ＜００５）；４８ｈ处理组中 ｐｍｍ表达量
随着２４ｅｐｉＢＬ浓度升高而逐渐增加，各处理组间
及对 照 组 和 处 理 组 间 均 没 有 显 著 性 差

异（Ｐ＞００５）。

３　讨论

油菜素内酯能促进细胞增殖和分化，调节植

物的生长发育和生理响应，包括株型、开花、衰老、

光形态发生以及对生物和非生物因素的抗性作

用
［１２］
。Ｘｕ等［１３］

发现外施 ２４－表油菜素内酯能

改善变型双穗短柄草（Ｂｒａｃｈｙｐｏｄｉｕｍｄｉｓｔａｃｈｙｏｎ

Ｌ．）的矮化症状。Ｓｕｎ等［１４］
研究发现油菜素内酯

能促进棉纤维的成熟。Ｓｅｒｎａ等［１５］
发现喷洒油菜

素内酯类似物能提高莴苣（ＬａｃｔｕｃａｓａｔｉｖａＬ．）的
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ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｃｘｕｅｂａｏ．ｃｎ

图 ５　不同浓度 ２４－ｅｐｉＢＬ对不同温度下龙须菜 ｐｇｍ基因表达量的影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ２４ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅｏｎｐｇｍｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

Ｇ．ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

图 ６　不同浓度 ２４－ｅｐｉＢＬ对 １５℃时龙须菜 ｐｇｍ基因表达量和琼胶含量的影响

Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐｇｍｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｇａｒｃｏｎｔｅｎｔｏｆＧ．ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ２４ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅａｔ１５℃

产量，并且在营养和感官上都没有副作用。李静

等
［１６］
发现２４－表油菜素内酯能使龙须菜在高温

下维持正常的生理功能。生长速率和琼胶含量是

龙须菜最重要的选育指标，本研究首次尝试使用

２４－ｅｐｉＢＬ来 提 高 龙 须 菜 的 生 长 速 率 和 琼
胶 含 量 ，结 果 显 示３种 温 度 下２４－ｅｐｉＢＬ均
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ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｃｘｕｅｂａｏ．ｃｎ

图 ７　不同浓度 ２４－ｅｐｉＢＬ对 ２５℃时龙须菜 ｐｇｍ基因表达量和琼胶含量的影响

Ｆｉｇ．７　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐｇｍｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｇａｒｃｏｎｔｅｎｔｏｆ

Ｇ．ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ２４ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅａｔ２５℃

图 ８　不同浓度 ２４－ｅｐｉＢＬ对 ３１℃时龙须菜 ｐｇｍ基因表达量和琼胶含量的影响

Ｆｉｇ．８　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐｇｍｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄａｇａｒｃｏｎｔｅｎｔｏｆＧ．ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ２４ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅａｔ３１℃

能促进龙须菜的生长，１５和３１℃下２４－ｅｐｉＢＬ浓
度为０１ｍｇ／Ｌ时效果最好，２５℃下２４－ｅｐｉＢＬ浓
度为０５ｍｇ／Ｌ时效果最好。总体来说，龙须菜的
生长速率在２５℃时最高，１５和３１℃下的生长速率
较低，与孙雪等

［１７］
的研究结果相符。２４－ｅｐｉＢＬ也

能提高龙须菜的琼胶含量，１５℃下最佳浓度的
２４－ｅｐｉＢＬ处理后琼胶含量与对照组有显著性差
异；２５℃下效果最好，处理组与对照组间都有显著
性差异；３１℃下激素处理组与对照组间差异不显
著。造成以上结果的原因可能是１５℃下由于藻体
内的各种生理活动受低温抑制，普遍处于较低水

平，因此激素处理对它虽然有一定的促进作用，但

作用不是太大；２５℃是较适合龙须菜生长的温度，
藻体内各种生理生化活动处于活跃水平，激素刺激

后能迅速反应；而３１℃下藻体内部分生理活性物

质已经遭受高温的不利影响，因此激素对藻生长的

促进作用比较有限。由以上结果可以看出，２４－
ｅｐｉＢＬ能促进龙须菜的生长和琼胶合成，并且在高
温条件下对龙须菜的生长也有一定的促进作用，有

利于筛选出耐高温的龙须菜品系。

红藻中的琼胶合成过程共有 ９种酶参与［１８］
。

张杨等
［１９］
首次克隆出龙须菜 ＵＤＰ－葡萄糖焦磷

酸化酶基因，通过比较高琼胶组藻株与低琼胶组

藻株中该基因表达量的变化，得出该基因的表达

量与琼胶含量存在显著相关性。Ｃｈａｎｇ等［２０］
通

过研究不同培养条件下以及不同品系龙须菜中

ＵＤＰ－葡萄糖焦磷酸化酶基因的表达量和琼胶含

量之间的关系，进一步证明该基因在琼胶合成过

程中的作用。Ｌｉ等［２１］
克隆了龙须菜半乳糖 －１－
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ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｃｘｕｅｂａｏ．ｃｎ

图 ９　不同浓度 ２４－ｅｐｉＢＬ对不同温度下龙须菜 ｐｍｍ基因表达量的影响

Ｆｉｇ．９　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ２４ｅｐｉｂｒａｓｓｉｎｏｌｉｄｅｏｎｐｍｍ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧ．ｌｅｍａｎｅｉｆｏｒｍｉｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

磷酸尿苷酰转移酶基因，通过比较高琼胶组藻株

和低琼胶组藻株之间该基因表达量的高低得出该

基因表达对琼胶含量有一定影响的结论。Ｓｉｏｗ
等

［２２］
克隆了张氏江蓠（Ｇｒａｃｉｌａｒｉａｃｈａｎｇｉｉ）中的半

乳糖 －１－磷酸尿苷酰转移酶基因，并通过研究发
现张氏江蓠、帚状江蓠（Ｇ．ｅｄｕｌｉｓ）和缢江蓠（Ｇ．
ｓａｌｉｃｏｒｎｉａ）中该基因的表达量和琼胶含量相一
致，指出该酶可能是江蓠琼胶含量的决定因素之

一。Ｇｒｏｓｓ等［２３］
指出参与合成 ＧＤＰＬ半乳糖的

酶可能在琼胶合成途径中发挥了主要作用。

Ｍａｎｌｅｙ等［４］
推测琼胶合成过程的第二阶段在琼

胶合成过程中发挥了重要作用。本研究克隆了琼

胶合成过程第二阶段中的 ｐｇｍ和 ｐｍｍ，并研究龙
须菜 ９８１品系在不同温度下经 ２４－ｅｐｉＢＬ处理
后，这２个基因的表达量和琼胶含量之间的关系。
本研究发现在 １５℃时随着 ２４－ｅｐｉＢＬ浓度的增
加，ｐｇｍ基因的表达量和琼胶含量都呈现先增加
后减少的趋势，并且都在 ２４－ｅｐｉＢＬ浓度为

０５ｍｇ／Ｌ时达到最高值；２５℃时 ｐｇｍ基因的表
达量和琼胶含量随着２４－ｅｐｉＢＬ浓度的升高都逐
渐增加；３１℃时，ｐｇｍ基因的表达量和琼胶含量
的变化趋势也相同，证明 ｐｇｍ基因的表达和琼胶
含量之间关系密切。而 ｐｍｍ基因的表达量和琼
胶含量之间相关性不大，因此 ｐｍｍ基因不能用作
龙须菜中筛选琼胶含量的快捷指标。

本研究发现适当浓度的２４－ｅｐｉＢＬ有利于不
同温度下龙须菜的生长和琼胶合成，并且龙须菜

ｐｇｍ基因表达量和琼胶含量密切相关，说明 ｐｇｍ
基因在龙须菜琼胶合成过程中发挥了重要作用，

可作为培育高琼胶含量藻种时检测琼胶含量的快

捷指标之一。
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