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摘要! 为了研究10B@% 在条斑紫菜胁迫耐受中的作用!克隆了条斑紫菜 ?;6@% 基因#命名为

6"?;6@%$!采用定量*CDB3*研究了其表达规律" 6"?;6@% 基因包含一个长 $ $>" IY的完整

开放阅读框!编码 >=> 个氨基酸" BL10B@% 蛋白定位于细胞质中!具有 10B@% 蛋白家族的特

征序列和保守结构域!与多种生物的10B@% 具有较高的序列一致性" 在进化树上条斑紫菜等

红藻的10B@% 与隐藻的亲缘关系最近!与绿藻和陆生植物亲缘关系较远" 低温和高温胁迫都

能显著性地诱导条斑紫菜叶状体 6"?;6@% 基因的表达!而且表达量与胁迫程度成正相关&低

盐胁迫下6"?;6@% 基因表达上调&而失水胁迫下6"?;6@% 基因表达下调"

关键词! 条斑紫菜& 热应激蛋白 @%& 克隆& 表达& 定量B3*

中图分类号! 0@#>& e>?#& e>?<&&&&&&&文献标识码',

&&热应激蛋白"H9FYJH5:c TN5Y9GI!10B#是一类

广泛分布于各类生物细胞内且高度保守的蛋

白(#)

!按其分子量大小可分为 = 大类$10B##%!

10B@%!10B>%!10B<% 及小分子 10B

($)

' 10B在

细胞正常代谢过程中负责蛋白的折叠&组装&转运

和降解!在胁迫状态下稳定蛋白和膜结构!并协助

蛋白再折叠!最终维持细胞稳态($ ;!)

' 大量研究

表明!10B参与了机体对温度&盐度&重金属&干

旱和病害等多种胁迫的耐受!起到了修复受损蛋

白和提高机体抗逆性等保护作用(" ;<)

'

10B@% 是 一 类 高 度 保 守 的 分 子 伴 侣

"E569:_6FN:HFT9N5I9#!在细胞内含量较丰富!占

蛋白总量的 #O P$O

(>)

' 在植物中!已知 10B@%

分布于细胞质&内质网和叶绿体中!也可能分布于

线粒体中(? ;@)

' 10B@% 作用的大部分蛋白底物参

与了细胞周期和信号传导!因此 10B@% 对真核细

胞的生存至关重要($!#% ;##)

' 10B@% 还能作为形

态进化和形态表型变异的缓冲器!确保了表型稳

定性(#$ ;#!)

' 目前已从鱼类(#")

&贝类(#=) 和虾蟹

类(#<)等多种海洋生物中克隆了 ?;6@% 基因并研

究了其在不同发育时期&不同组织或不同胁迫下

的表达差异与功能' 但大型海藻 ?;6@% 基因的

研究报道较少!目前尚无条斑紫菜 "6$089"0,

")D$)#'+')V9F#?;6@% 基因"命名为6"?;6@%#克

隆与表达的相关报道'

条斑紫菜是红藻门"*H5V5THLYF#!原红藻纲

"BN5Y5M65NGV95THL:9F9#!红毛菜目"RFIUGF69J#!红

毛菜科"RFIUGF:9F9#!紫菜属"6$089"0,#的大型

海藻!其营养丰富!味道鲜美!已成为我国重要的

海洋养殖种类及出口创汇商品' 随着极端天气和

环境恶化愈演愈烈!由此产生的高温&低温&盐渍&

干旱和重金属等逆境因子严重制约了植物生长!

影响了农产品品质和产量(=!#>)

' 条斑紫菜生长于

潮间带!随着潮汐变化!会周期性地经历干出与覆

水过程!其生长&品质和产量更容易受到上述胁迫

影响' 因此非常有必要研究条斑紫菜的胁迫耐受

机制!以及BL10B@% 在这个机制中的作用'

本文报道了6"?;6@% 基因的克隆&序列特征

及其在不同温度&盐度和失水胁迫下的 E*+,表

达变化' 有助于进一步解释条斑紫菜的抗逆分子

机理!对遗传改良和抗逆品系培育等具有一定

意义'



#$ 期 周向红!等$条斑紫菜?;6@% 基因的克隆与表达分析 &&

#&材料与方法

!"!#条斑紫菜样品采集及胁迫处理

条斑紫菜叶状体的小藻体 "< P#% :E#于

$%#% 年 # ;$ 月从连云港海区的紫菜养殖场采

集!选取健康叶片暂养于改良的20培养基(#?)中%

模拟采集地区的海水环境!控制海水盐度为 $=&

温度为 = S&光照为 "%

!

E56TH5Y5IJA"E

$

,J#&

光周期为 #$-n#$8!每天更换海水和营养盐'

将 = S培养的叶状体分别转移到 %!=!#%!

#=!$%!$= 和 !% S的培养基中进行温度胁迫!处

理 $ H后取样' 将 $= 盐度培养的叶状体分别转

移到 =!#=!$=!!= 和 "= 盐度"对天然海水稀释获

得低盐度!蒸发获得高盐度#的培养基中进行盐

度胁迫!处理 $ H 后取样' 失水胁迫处理前先计

算叶状体的含水率!然后将叶状体从海水中取出!

暴露于空气中!不定时称重!最后获得失水率为

$%O!"%O!<%O和 ?%O的样品'

!"$#总\KF分离纯化

总*+,抽提参照 C*/b56试剂"/I`GYN5U9I#

说明书进行' 为了避免残留的微量基因组 8+,

影响定量 B3*结果的准确性!抽提后的总 *+,

按8+FJ9

"

".9NE9IYFJ#说明书进行处理' 核酸

蛋白定量仪"RG5D*FV#检测总 *+,的纯度及浓

度!电泳检测总*+,的完整性'

!"%#条斑紫菜5>?Z[ 基因克隆与测序

按 *9̀9NY,GV

CQ

1 QGI_J.GNJY0YNFIV :8+,

0LIYH9JGJcGY".9NE9IYFJ#说明书操作!合成第一链

:8+,' 参照文献(#@)中的方法对 6"?;6@% 进行

了计算机辅助克隆!并据此设计和合成一对克隆用

引物!正向 引 物 10B@%.$ =oC333a3CaCa3D

CC33CaC!o!反向引物10B@%*$=o,3a,3a333D

,,a33C,,C!o' B3*反应在 $=

!

-体系中进

行!体系中含有 # 8̂N9FER_MM9N"]GYH $ EE56A-

QU36

$

#!%7$ EE56A-V+CB!%7=

!

E56A-引物!$ )

8N9FE5,A 酶".9NE9IYFJ#!#

!

-第一链 :8+,'

B3*循环为 @< S预变性 ! EGI%接着 !%个循环!每

个循环中@< S变性!% J!=$7= S退火!% J!>$ S延

伸 $ EGI != J%最后 >$ S充分延伸 = EGI' B3*产

物直接进行正反双向测序'

!"&#条斑紫菜5>?Z[ 基因及其编码产物的序列

分析

用(*..GIV9N" HYYT$

&

]]]7I:\G7I6E7IGH7

U5`AU5NMAU5NM7HYE6#分析6"?;6@% 基因的开放阅

读框!并获得编码蛋白"BL10B@%#的氨基酸序列'

BL10B@% 的基本理化特性分析&多序列比对和系

统进化树构建分别使用 BN5YBFNFE

($%)

&36_JYF6

X

($#)和 Q2a,"

($$)

' BL10B@% 的功能结构域使

用0:FIBN5JGY9

($!)和 388

($")进行分析!亚细胞定

位使用B0(*C

($=)和CFNU9YB

($<)进行分析'

!"'#条斑紫菜5>?Z[ 基因表达的定量 \+DJ.\

检测

根据6"?;6@%基因的测序结果设计并筛选出

#对优化的定量B3*引物!正向引物10B@%e.$=oD

a,aa,aC3aa,aa,aa,a,,aD!o!反 向 引 物

10B@%e*$ =oD33,aa3aaC3,a,3,3,,3D!o'

本文选用 #?0N*+,作内参进行上样误差校正和

标准化' 根据 a9IRFIc 上条斑紫菜 #?0N*+,序

列"8e<<<"?<#设计并筛选出 #对优化的定量B3*

引物!正向引物$ =oDCa33,a3,3Ca3aCC3CCD

,33D!o!反向引物$ =oD,a33CC33a,333,aaD

,3C,C3D!o' 所有引物由上海生工合成'

按 BNGE90:NGTY

'

*CN9FU9IYmGY"CFmF*F#说

明书操作!以(6GU5"VC#和*FIV5E< E9NJ为引物

进行反转录反应' 实时荧光定量B3*反应在/e=

B3*仪"RG5D*FV#上进行' $=

!

-的反应体系中

包含 #$7=

!

-$ ^0jR*

'

BN9EGi 2i 5,A

CQ

$

"CFmF*F#&%7$

!

E56A-引物和 $

!

-反转录产

物' 采用两步 B3*法进行扩增!即首先 @= S预

变性 # EGI!然后进入 "% 个循环!每个循环中

@= S变性 #% J!<#7= S延伸 !% J!循环结束后!从

== S缓慢升温到 @= S!绘制熔解曲线'

以 #% 系̂列稀释的 :8+,为模板进行定量

B3*!制作6"?;6@% 和内参的标准曲线' 每次反

应都设置阴性对照和无模板对照!每个反应设 !

个复孔' 应用BMFMM6

($>)建立的数学模型进行相对

定量分析!结果采用均数 W标准差表示' 统计分

析采用0B00进行!各组数据都通过了正态性和

方差齐性检验!因此组间差异采用单因素方差分

析!组间多重比较采用 0+m"0Y_V9IYD+9]EFID

m9_6J#检验!6[%7%= 表示差异显著'

$&结果与分析

$"!#条斑紫菜5>?Z[ 基因克隆

来自 a9IRFIc 的 #%= 条条斑紫菜表达序列

标签 " 9iTN9JJ9V J9d_9I:9YFU! 20C# 参 与 了

*')$
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6"?;6@% 基因序列的组装!所有20C序列的长度

范围介于 #=% P=%% IY之间!20C拼接后得到了长

$ <<" IY的:5IYGU' 据此设计了一对克隆引物!预

期扩增产物大小为 $ =$> \T' B3*产物经电泳检

测!仅在稍大于 $ =%% \T 的位置上有一特异性扩

增条带 "图# # !与预期大小相符 '将B3*产物

图 !#条斑紫菜5>?Z[ 基因的J.\扩增结果

Q$$%% \T 8+,QFNc9N% #$6"?;6@% 的扩增产物'

M37"!#J.\,01>363<,93/5/65>?Z[ 7;5;

62/0?0.73/.( /$@0$+#&#

Q$$%% \T 8+, QFNc9N% #$ B3* FET6GMG:FYG5I TN5V_:Y5M

6"?;6@%7

送上海生工进行正反双向测序!得到了 6"?;6@%

基因的:8+,序列"a)!%#??=#'

$"$#条斑紫菜5>?Z[基因与编码产物的序列分析

将:8+,序列与 :5IYGU 序列进行比对!结果

显示两者序列一致性"GV9IYGYL#高达 @@7?O!说明

计算机辅助克隆技术适合同源基因的快速克隆与

分析' 6"?;6@% 基因的 :8+,序列包含一个长

$ $>" IY的开放阅读框' BL10B@% 分子量为 ?<

c_!长 >=> 个氨基酸!其碱性&酸性&疏水性和极性

氨基酸数量分别为 #%<&#=!&$"" 和 #<? 个!含量

最丰富的氨基酸是 a6_ 和 -9_!含量最少的是

CNT&3LJ和1GJ!理论等电点"TP#为 "7?#'

B0(*C和 CFNU9YB的 分 析 结 果 都 表 明

BL10B@% 不存在跨膜结构和信号肽!在细胞质内

合成后不进行蛋白转运!定位于细胞质中' 结构

域分析显示BL10B@% 在 "> P=< 位氨基酸处具有

10B@% 蛋白家族的特征序列 j0+m2/.-*2!"@ P

$%$ 位氨基酸为 ,CB结合区!具有类 ,CBFJ9活

性!$%= P>=> 位氨基酸为 10B@% 家族序列'

BL10B@% 的羧基最末端为Q2848"图$# !与细

图 $#U@JZ[ 的多序列比对

来自条斑紫菜 "BL10B@% #&莱茵衣藻 "3N10B@%,#!fBs%%#<@=$<" #&拟南芥 ",Y10B@%,$!+Bs$%%"#" #&水稻 "(J10B@%,!!

R,8!!"%<#&果蝇"8E10B@%,#!+Bs=$!?@@#和人"1J10B@%,,#!+Bs%%=!!@#的细胞质10B@% 用36_JYF6X构建了多序列比对'

M37"$#IE>931>;4;]E;5<;,>3750;59/6U@JZ[

CH9F6GUIE9IY5M10B@% ]FJT9NM5NE9V ]GYH YH936_JYF6X E9YH5V7CH9J5_N:95NUFIGJEJM5N:LY5T6FJEG:10B@% J9d_9I:9J5I9FJ

M5665]J$6$089"0, ")D$)#'+'"BL10B@%#!!9&,*"@$*$#,'0)+#9,0@:++"3N10B@%,#!fBs%%#<@=$<"#!10,/+@$8'+':9,&+,#,",Y10B@%,$!

+Bs$%%"#" #!<0"D, ',:+-, "(J10B@%,!!R,8!!"%< #!8N5J5THG6F*)&,#$%,':)0"8E10B@%,#!+Bs=$!?@@ # FIV ?$*$ ',8+)#'

"1J10B@%,,#!+Bs%%=!!@#7

(')$
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胞质 10B@% 的 羧 基 最 末 端 的 保 守 基 序

"Q2248#

($?)不同!存在着 2;8的保守替换'

Q2248是细胞质 10B@% 区别于其他 10B@% 的

特征序列!容易被认为是亚细胞定位信号!但其主

要功能是通过与辅陪伴分子":5:HFT9N5I9#的三

十四肽重复序列"Y9YNFYNG:5T9TYGV9N9T9FY!CB*#基

序结合!参与 10B@% 的多聚化过程(##)

' 多聚化

还涉及到10B@% 的其他序列!有些辅陪伴分子不

需要Q2248也能单独与 10B@% 结合($@)

' 在线

虫";,==9,0$*"=)'=)0)-+'+,)#中已经发现这个基

序并不是必需的(#%)

' 因此 BL10B@% 的羧基最末

端的保守替换不会影响其亚细胞定位和功能!反

而反映出它在进化上的独特性'

按文献(?)的方法!可将 BL10B@% 分成 > 个

区域!分别是 ! 个保守区和 " 个可变区"图 $!分

别标记为 :5IJ9Ǹ9V N9UG5I

"

P

#

和 `FNGF\69

N9UG5I ,P8#' 保守区
"

和可变区 ,构成了 +

端结构域!在10B@% 中保守性强!参与了 ,CB的

结合和水解%保守区
$

构成了中间结构域!参与了

结合,CB&底物和辅陪伴分子%保守区
#

和可变

区8构成了3端结构域!参与了多聚化过程(##)

'

BL10B@% 氨基酸序列明显比其他细胞质10B@%

图 %#不同生物U@JZ[ 的系统进化树

用最小进化法构建进化树!节点前数字表示自举支持率!10B@% 的命名系统参考3H9I等(?)的方法!a9IRFIc索引号显示在括号中'

10B@%,"包括10B@%,,和10B@%,R#&10B@%R&10B@%3&C*,B和1CBa分别表示细胞质&内质网&叶绿体&线粒体和细菌10B@%'

M37"%#J:H>/7;5;93<92;;/6U@JZ[ 6,03>H 0;0-;24

CH9THL65U9I9YG:YN99]FJ:5IJYN_:Y9V ]GYH EGIGE_E9̀56_YG5I E9YH5V7+_E\9NJFY9F:H \NFI:H GIVG:FY9YH9T9N:9IYFU95MYGE9JFI5V9

]FJJ_TT5NY9V GI #%%% \55YJYNFT TJ9_V5N9T6G:FYG5IJ789JGUIFY9V IFEGIU JLJY9E5M10B@%JN9M9NN9V Y5 :NGY9NGF5M3H9I ):,&

(?)

7,::9JJG5I

I_E\9NJFN9JH5]I GI TFN9IYH9J9J710B@%,"GI:6_VGIU 10B@%,, FIV 10B@%,R#!10B@%R!10B@%3!C*,BFIV 1CBa JYFIV M5N

:LY5T6FJEG:!9IV5T6FJEG:N9YG:_6_E!:H65N5T6FJYG:!EGY5:H5IVNGF6FIV \F:Y9NGF610B@% N9JT9:YG̀96L7

#')$
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要长!但这些长度差异主要位于可变区内!特别是

可变区 R' 可变区 R除了连接 +端结构域和中

间结构域外!目前还未发现有何特殊功能(##)

!因

此在进化过程中容易发生变化'

多序列比对"图 $!仅显示与模式动植物的比

对结果#显示BL10B@%与各种原核生物&植物和动

物的10B@%具有较高的序列一致性!表明来自于

不同物种的10B@% 具有高度的保守性' BL10B@%

与大肠杆菌"I'=9)0+=9+, =$&+#和无类囊体蓝藻

"2&$)$/,=:)0-+$&,=)('#等原核生物 10B@% "即

1CBa#的序列一致性为 $<7%O P!@7"O!与莱茵

衣藻"!9&,*"@$*$#,'0)+#9,0@:++#等真核藻类的细

胞质10B@% 的序列一致性为 <<7=O P>#7?O!与

拟 南 芥 "10,/+@$8'+':9,&+,#, # 和 水 稻 "<0"D,

',:+-,#的细胞质10B@%的序列一致性为 <@7%O P

<@7<O!与果蝇 "M0$'$89+&, *)&,#$%,':)0#和人

"?$*$ ',8+)#'#等动物的细胞质10B@% 序列一致

性为 <#7"OP<=7%O'

根据已有文献(? ;@!!%)的分析结果!选取多种

细菌&植物和动物的已知亚细胞定位的各种

10B@%!采用 Q2a," 程序构建了 10B@% 的系统

进化树"图 !#' 在进化树上 10B@% 首先按不同

的亚细胞定位进行聚类!不论动物还是植物!所有

的细胞质 10B@% 聚为一簇!所有的内质网&叶绿

体和线粒体10B@% 也都各自聚为一簇!另外细菌

的 10B@% 单独聚为一簇' BL10B@% 与细胞质

10B@% 聚类在一起!表明其属于细胞质10B@%!这

与亚细胞定位的预测结果一致' 在进化树上!条

斑紫菜与同属红藻门的 !",#+@+$'=9"D$# *)0$&,)

亲缘关系最近!首先聚类在一起!与隐藻的亲缘关

系次之!接着与绿藻&陆生植物和动物聚成一簇'

$"%#条斑紫菜5>?Z[ 基因在胁迫下的表达变化

6"?;6@% 和内参的扩增曲线基线平整&指数

区明显&斜率大且固定!熔解曲线上显示扩增产物

均为单一的特异峰!扩增效率为"#%% W##O!阴

性对照和无模板对照均无扩增!! 个复孔的重复

性好' 表明扩增体系和反应条件良好!无引物二

聚体等非特异性扩增!定量准确'

定量*CDB3*结果显示温度&盐度和失水胁

迫对6"?;6@% 基因的相对表达量具有显著影响

"图 "#' 温度胁迫下!6"?;6@% 的表达量在 #= S

时最低!$= S时最高!且 $= S时的表达量是 #=

S下的 #>7?# 倍%从 #= S向低温方向!6"?;6@%

的表达量增加!且与 #= S下的表达量差异显著!%

S时达到最大%从 #= S向高温方向!6"?;6@% 的

表达量迅速增加!且也差异显著!$= S时表达量

迅速上升并达到最大!但 !% S时表达量急剧下

降!与 #= S下的表达量无明显差异"图 "D,#' 高

盐"!= 和 "=#胁迫下!6"?;6@% 表达量与 $= 盐度

的没有显著性差异%但 = 和 #= 低盐胁迫下!

6"?;6@% 表达量上升!分别是 $= 盐度表达量的

#7<% 倍和 #7>> 倍!且差异显著"图 "DR#' 失水

"$%O P?%O失水率#胁迫下!6"?;6@% 的表达量

不同程度的降低!是不失水时表达量的 %7!@ P

%7=$倍!且与之差异显著!但不同失水率间的表达

量无显著性差异"图 "D3#'

!&讨论

BL10B@% 在进化树上处于植物和动物之间!

与动植物的氨基酸序列一致性为 <#7"O P

<@7<O!这种序列一致性明显低于植物间或动物

间的序列一致性"><7<O P@%O#!表明其与植物

和动物的亲缘关系都较远!这种现象在条斑紫菜

的泛素结合酶基因中也有发现(#@)

' a_TYF

($?)在

比对了植物&动物和真菌的各种 10B@% 后!提出

在10B@% 家族中存在 = 条特征性序列"图 $!标记

为JGUIFY_N9J9d_9I:9

"

P

%

#!大多数生物在这 =

条序列上几乎完全相同(#= ;#<)

!仅有少数生物存在

个别氨基酸差异(!#)

!但是条斑紫菜在这 = 条特征

序列上与动植物存在明显差异!没有一条特征序

列是完全匹配的' BL10B@% 的羧基最末端基序

与绝大多数生物"包括绿藻#的不同!存在着 2;

8的保守替换!类似现象在条斑紫菜*+,聚合酶

$

大亚单位 "6FNU9JYJ_\_IGY5M*+, T56LE9NFJ9

$

!*BR##上也有发现!其羧基端不具备动植物普

遍具有的羧基末端结构域 ":FN\5iL6DY9NEGIF6

V5EFGI#

(!$)

' 上述各种差异可能归咎于条斑紫菜

在进化上的特殊起源!即红藻的演化早于植物&动

物和真菌的共同祖先(!$ ;!!)

!而且条斑紫菜是红藻

门中较原始的一类'

每种生物都有各自适宜的生活环境!当环境

条件超出适宜范围时!生物体就受到了来自环境

的胁迫!为了生存于这种胁迫环境!生物体必然会

产生相应的耐受机制' 条斑紫菜生活在潮间带!

每天周期性地经历干出与覆水过程!在干出时面

临温度&盐度&失水&强光照和紫外线等多种非生

)')$
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物胁迫' 这些胁迫已经成为条斑紫菜生长过程中

的一种常态!表明其具备多种胁迫耐受机制' 因

此本研究应用定量*CDB3*技术分析了6"?;6@%

基因在温度&盐度和失水胁迫耐受过程中的作用'

图 &#条斑紫菜5>?Z[ 基因在胁迫下的相对表达量

采用实时定量*CDB3*技术分析了6"?;6@% 基因在温度",#&盐度"R#和失水"3#胁迫下的相对表达量' 6"?;6@% 基因的表达量

先用 #?0N*+,内参进行归一!再与对照样品"即图中表达量设定为 # 的样品#比较!最后得到相对表达量' 图中数据表示为平均

值W标准差"# Z!#!柱形图上的不同字母表示差异的显著性"6[%7%=#'

M37"&#+:;2;>,93B;0\KF;T12;443/5>;B;>4/65>?Z[ 7;5;35?0.73/.( /$@0$+#&#E5=;2=366;2;59492;44;4

CH9N96FYG̀99iTN9JJG5I 69̀96J5M6"?;6@% U9I9GI N9JT5IJ9Y5 Y9ET9NFY_N9",#!JF6GIGYL"R#FIV V9JG::FYG5I"3#JYN9JJ]9N9FIF6Lb9V _JGIU

N9F6DYGE9*CDB3*7CH9N96FYG̀9E*+,69̀96J5MYH96"?;6@% U9I9]9N9I5NEF6Gb9V ]GYH YH9FE5_IY5M#?0N*+,FIV UG̀9I FJN96FYG̀9

M56V F\_IVFI:9:5ETFN9V Y5 JFET69]H5J9N96FYG̀99iTN9JJG5I 69̀96]FJJ9YY5 #72NN5N\FNJGIVG:FY9YH9E9FI FIV JYFIVFNV V9̀GFYG5I"# Z

!#78GMM9N9IY69YY9NJF\5`99F:H \FNGIVG:FY9JYFYGJYG:F6VGMM9N9I:9"6[%7%=#7

&&10B的发现与命名已经反映出其主要功能

之一是参与温度胁迫的耐受!即在热激环境下

10B表达上调!参与稳定蛋白和膜结构!并最终

维持细胞稳态($ ;!)

' 本文的定量结果也表明

6"?;6@% 基因表达受到温度胁迫的显著影响'

6"?;6@% 基因在 #= S时表达量最低!表明条斑

紫菜叶状体的小藻体要求的生长温度相对较高'

这一结果与前人研究结果一致!即不同大小的条

斑紫菜叶状体具有不同的适宜生长温度!藻体越

小要求的温度越高!反之越低(!")

' 高温胁迫时!

6"?;6@% 基因的表达急剧上升!而且表达量与胁

迫程度成正相关!即6"?;6@% 基因在 $= 和 $% S

的表达量分别是 #= S的 #>7?# 和 $7%< 倍!且差

异显著' 但当环境温度到达 !% S时!6"?;6@%

基因的表达量却急剧下降!可能是 !% S热激超出

了机体的保护能力!导致6"?;6@% 基因无法继续

转录' 低温胁迫时!6"?;6@% 基因表达也上调!

而且温度越低表达量越高!% S时表达量最高!是

#= S的 $7!! 倍'

相对于温度胁迫下的剧烈变化!在其它胁迫

下6"?;6@% 基因表达变化相对温和' 在 = 和 #=

低盐度胁迫下!6"?;6@% 基因表达上调!分别是

$= 盐度下的 #7<% 和 #7>> 倍%在 "= 高盐度胁迫

下!6"?;6@% 基因表达几乎没有变化!是 $= 盐度

下的 #7%" 倍' 在失水"失水 $%O P?%O#胁迫

下!6"?;6@% 基因表达下调!是失水前的 %7!@ P

%7=$ 倍' 上述结果表明条斑紫菜可能存在其它

的胁迫耐受机制!因而对 BL10B@% 的依赖性减

弱' 已有研究结果表明!潮间带海藻在短期盐度

胁迫时!通过一个迅速且低能耗的过程!对盐离子

进行选择性吸收和排出或在液泡中积累起来!以

缓解离子胁迫%在长期盐度胁迫时!通过一个缓慢

且耗能的过程!在细胞内合成&积累或降解有机渗

透物质!以缓解渗透胁迫(!=)

' 失水胁迫下!条斑

"')$
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紫菜细胞膜上富含的红藻糖苷和多不饱和脂肪酸

可以维持细胞膜的液态!细胞质内形成氢键框架

"HLVN5U9I \5IVGIU MNFE9]5Nc#以降低分子运动来

抵御失水胁迫(!<)

'

既然温度&盐度和失水都会对条斑紫菜产生

胁迫!那么是什么原因使6"?;6@% 基因在温度胁

迫下剧烈表达!而在盐度和失水胁迫下仅表现出

少量上调或者无变化&甚至下调呢/ 乳糖操纵子

"7,=5T9N5I#模型也许能给我们启示!当葡萄糖

和乳糖同时出现在培养基时!大肠杆菌优先利用

葡萄糖!因为代谢葡萄糖是最经济&最有效的!而

代谢乳糖需要重新合成乳糖代谢的相关酶类!需

要消耗额外能量(!>)

' 也就是说任何生物体都是

一个经济的个体!不会有能量浪费' 因此我们推

测!条斑紫菜首先调用最经济&最具针对性的耐受

机制来对抗胁迫!当胁迫强度超出这些机制的耐

受范围时!藻体再调用 BL10B@% 等其它分子来稳

定胁迫下的蛋白和膜结构!因为 BL10B@% 的转录

和翻译是一个极耗能的过程' 那么可以预测当条

斑紫菜遭受更高盐度胁迫时!6"?;6@% 基因的表

达可能会出现上调'

6"?;6@% 基因的克隆采用了计算机辅助克

隆技术!与传统基因克隆方法相比!该技术更为快

速&简便&精确且目的性强(#@)

' 基因的表达分析

采用了实时荧光定量 B3*技术!与 +5NYH9NI 印

迹&原位杂交&*+FJ9保护分析和半定量 *CDB3*

等定量技术相比!该技术将特异且灵敏的B3*技

术与B3*产物荧光检测技术相结合!避免了凝胶

电泳&转膜&放射性探针杂交和胶片显影等操作的

局限性!是核酸检测和定量最准确和灵敏的

方法(!?)

'
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(')7Q9YH5VJQ56RG56!#@@@!##$$=!# ;==$7

($#)&CH5ETJ5I '8! 1GUUGIJ 8 a! aG\J5I C '7

3-)0C,- X$ GETN5`GIU YH9 J9IJGYG̀GYL 5M

TN5UN9JJG̀9E_6YGT69 J9d_9I:9 F6GUIE9IYYHN5_UH

J9d_9I:9]9GUHYGIU! T5JGYG5IDJT9:GMG:UFT T9IF6YG9J

FIV ]9GUHYEFYNGi :H5G:9(')7+_:69G:,:GVJ*9J!

#@@"!$$"$$#$"<>! ;"<?%7

($$)&CFE_NFm! 8_V69L '! +9GQ! ):,&7Q2a,"$

Q569:_6FN9̀56_YG5IFNL U9I9YG:JFIF6LJGJ"Q2a,#

J5MY]FN9̀ 9NJG5I "7% (')7Q56RG562̀56!$%%>!$"

"?#$#=@< ;#=@@7

($!)&V93FJYN5 2! 0GUNGJY 3 '! aFYYGc9N ,! ):,&7

0:FIBN5JGY9$V9Y9:YG5I 5MB*(0/C2JGUIFY_N9EFY:H9J

FIV BN5*_69DFJJ5:GFY9V M_I:YG5IF6FIV JYN_:Y_NF6

N9JGV_9JGI TN5Y9GIJ(')7+_:69G:,:GVJ*9J!$%%<!!"

"0_T67$#$!<$ ;!<=7

($")&QFN:H69NDRF_9N,!,IV9NJ5I 'R!3H9N_c_NGB.!
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