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条斑紫菜光系统Ⅱ反应中心蛋白编码 psbA和 psbD 的表达分析
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摘要 : 从条斑紫菜 ( Porp hy ra yez oensis Ueda) 的 3 个不同的生长阶段 :壳孢子、孢子体和配子体中提取总
RNA ,并用相应基因的引物扩增序列 ,用荧光定量 PCR 技术检测条斑紫菜 3 个生长阶段中 psbA 和 psbD 的
转录水平变化。结果表明 , psbA 和 psbD 的变化趋势不一致 ,并且 ,在壳孢子内基因表达量相对较高。这说
明在细胞内 ,D1 蛋白和 D2 蛋白并非同比例合成。壳孢子成熟发育成叶状体的过程要求光合作用提供更多
的能量。
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　　条斑紫菜 ( Porp hy ra yez oensis Ueda) 是太平洋
西部特有的物种 ,也是国内人工栽培的重要种类之
一。作为一种经济海藻 ,人们对条斑紫菜的生活史
研究得较为透彻。其生活史包括二倍丝状孢子体和
单倍叶状配子体两个主要的多细胞阶段 ,且具有果
孢子、壳孢子和单孢子 3 个主要的单细胞阶段。成
熟的配子体即叶状体 ,雌雄分化并受精 ,形成果孢
子 ,果孢子萌发产生孢子体即丝状体 ,丝状体生长成
熟后产生壳孢子 ,壳孢子经过附着、萌发产生叶状
体。在一定条件下 ,叶状体能形成单孢子 ,单孢子可
直接发育成叶状体[1 ] 。基于条斑紫菜的异型世代交
替的生活史 ,有人提出将其作为海藻模式生物 ,这对
海藻的研究有着重要的意义和作用[2 ] 。

条斑紫菜虽然是真核生物 ,但其捕光色素系统
与原核生物蓝藻极其相似 ,均含有藻胆体[ 3 ] 。在其
细胞的类囊体膜上同时存在光系统 I ( PS Ⅰ) 和光系
统 Ⅱ( PS Ⅱ)膜蛋白复合体。外周捕光色素系统 ———
藻胆体捕获光能后 ,通过内周捕光色素系统 ———叶
绿素 a2蛋白质复合物传递给 PS Ⅱ反应中心[4 ] 。PS

Ⅱ的两个反应中心蛋白 ,D1 和 D2 ,分别由 psbA 和
psbD 编码。反应中心蛋白结合 P680、去镁叶绿素和
质醌等电子转移载体 ,将电子由 PS Ⅱ传递到 PS Ⅰ,

以此产生 A TP 和 NADP H 还原 CO2 生成碳水化合
物[5 ] 。因此 ,研究条斑紫菜的光系统作用对研究红
藻的光系统进化有着重要的意义。

在藻类发育的基础上 ,展开光合作用的研究是
有意义的。条斑紫菜是很好的研究材料 ,其生活史
中包含单细胞和多细胞阶段 ,并且各个发育阶段的
形态特征明显。另外 ,每个发育阶段都可在实验室
条件下单独培养 ,易于取材。虽然紫菜的孢子体和
配子体在生长环境、藻体形态、细胞结构和生理特性
等方面存在差异[6 ] ,但都进行光合作用。有关紫菜

光合作用的研究 ,国内外已有报道[7～9 ] 。梁军等[10 ]

研究了在不同温度、光强和 p H 下 ,条斑紫菜孢子体
和配子体 PS Ⅱ的活性变化。柳葵葵等[ 11 ] 对条斑紫
菜的孢子体和配子体 PS Ⅱ的稳定性进行了研究。
然而 ,对于其反应中心蛋白的研究较少 ,对其基因的
研究也未见报道。

本实验选取条斑紫菜的 3 个不同生长发育阶段
的壳孢子、孢子体、配子体为材料 ,对 psbA (编码 D1

蛋白)和 psbD (编码 D2 蛋白) 的表达量进行检测 ,研
究生长条件不同及细胞形态不同的情况下 , psbA 和
psbD mRNA 转录水平的变化 ,以探讨 PS Ⅱ的活性
在条斑紫菜的不同生长阶段的变化。

1 　材料和方法

1 . 1 　细胞培养和材料采集
1 . 1 . 1 　条斑紫菜壳孢子的采集

条斑紫菜壳孢子于 9 月中下旬采自江苏省海安
县养殖场 ,离心收集 ,保存于 - 80 ℃冰箱中。
1 . 1 . 2 　条斑紫菜孢子体的培养

条斑紫菜孢子体培养于 PES 海水培养基中 ,培养
光照为 1 000 lx ,培养温度为 20 ℃±2 ℃,通气培养。
1 . 1 . 3 　条斑紫菜配子体的采集

条斑紫菜配子体由江苏省海洋水产研究所提供 ,
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使用前将阴干的紫菜静置于 PES 海水培养基中 ,复
苏 24 h 后用于实验。

1 . 2 　方法
1 . 2 . 1 　RNA 提取

RNA 根据 Trizol Reagent ( Invit rogen) 的说明
书提取。称取 100 mg 材料 ,用液氮研磨 ,加入 1 mL

Trizol 试剂 ,在室温下放置 10 min 后离心 ,12 000 g ,

4°C ,10 min ,取上清液。在上清液中加入 200μL 氯
仿 ,振荡 15 s ,在室温下静置 2～3 min ,离心 ,12 000 g ,

4°C ,15 min ,取上清液。在上清液中加入 500μL 预
冷的异丙醇 ,在室温下静置 10 min ,离心 ,12 000 g ,

4°C ,10 min。在沉淀中加入 1 mL 预冷的 75 %乙醇
洗涤沉淀 ,离心 ,7 500 g ,4°C ,5 min。可以重复洗涤
一遍。加入适量的 D EPC 水溶解 RNA ,置于 - 80°C

保存。电泳检测。

1 . 2 . 2 　cDNA 的合成

根据 RNA 的浓度 ,加入适量的 RQ1 RNase -

Free DNase ( Promega) 消化总 RNA 中的基因组

DNA ,37 ℃反应 30 min ,加入 1μL Stop Solution ,

65 ℃反应 10 min ,终止消化反应。根据 MML V 逆转

录酶 (Promega)的说明书 ,用随机引物将 RNA 反转录

合成 cDNA ,cDNA 稀释 1 000 倍作为 PCR 的模版。

1 . 2 . 3 　引物设计

根据荧光定量 PCR 的引物设计原则[ 12 ] ,利用

p rimer p remier 5. 0 引物设计软件设计 18S rRNA、

psbA、psbD 基因的特异性引物 (表 1) 。基因序列来

自 GenBank (www. ncbi. nlm. nih. gov) 。为了确保

引物的特异性 ,在每一个 PCR 反应之后进行熔解曲线

分析 ,曲线若为单一峰表明此 PCR 反应具有特异性。

表 1 　荧光定量 PCR引物
Tab. 1 　Real2time quantitative PCR primers

基因名称 序列号 引物 引物序列 (5′→3′) 扩增序列长度 (bp)

18S rRNA A Y131005
正向引物
反向引物

CGACCGTTTACT GT GAA G

GACAA T GAAA TACGAA T GCC
160

psbA A P006715
正向引物
反向引物

GA TTCGTT TTCGCTT GT TTCAC

T GGA TTTCCGTT GCTT TTACT G
272

psbD A P006715
正向引物
反向引物

ACCA GCGA GTAAAACCTCCTT GA

GACGA TT GGCTAAA TA GA GACCGA
259

1 . 2 . 4 　荧光定量 PCR

25 μL 反 应 体 系 中 包 含 SYBR2Green mix
( TO YOBO) 12. 5μL ,正向引物 (5μmol/ L) 0. 5μL ,

反向引物 (5μmol/ L) 0. 5μL ,模板 2. 5μL ,超纯水补
足 25μL 。每个样品均重复 3 管 ,每次设空白对照 ,

在 Bio2Rad IQ5 荧光 PCR 仪上进行扩增和实时检
测。反应条件 : 94 ℃预变性 3 min ; 94 ℃变性 15 s ,

58 ℃退火 40 s ,72 ℃延伸 30 s ,35 个循环 ;72 ℃延伸
5 min。反应结束后 ,进行 PCR 产物的熔解曲线分
析 :从 58 ℃到 95 ℃,每循环上升 0. 5 ℃,持续信号采
集 30 s ,共 75 个循环。
1 . 2 . 5 　数据分析

根据△△CT 法[13] ,将每份样品进行归一化处理 ,

即每份 cDNA 中的目的基因除以看家基因的量。归一
化后选取 T = 0 时刻的目的基因量作为基准 ,其他时刻
目的基因的量与选取的基准量值进行倍比分析。计算
psbA 和 psbD 的相对表达差异 ,两两比较用 t 检验。

2 　结果

2 . 1 　RNA 的提取
图 1 中可以看出 ,RNA 中均有 18S 与 28S rRNA

的条带 ,略有拖尾的现象。孢子体的总 RNA 提取量

较配子体多。RNA 和标准分子质量的上样量均为

2μL 。

图 1 　条斑紫菜总 RNA 琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig. 1 　The agarose gel elect rophoresis of RNA extracted

f rom P. yez oensis

M. DL2000 ; A. 孢子体 RNA ; B. 配子体 RNA

M. DL2000 ; A. RNA from sporophytes of P. yezoensis ; B. RNA

from gametophytes of P. yezoensis

35



海洋科学/ 2008 年/ 第 32 卷/ 第 7 期

2 . 2 　引物的特异性检验
三对引物的特异性由熔解曲线检验。在图 2

中 ,纵坐标为荧光信号对熔解温度取微分 ,横坐标为
熔解温度。18SrRNA , psbA , psbD 基因的产物均只
有单峰 ,且单一峰值出现在 83～87 ℃范围内 ,这表明
没有引物二聚体或其他非特异性扩增 ,三对引物均
可用于基因表达量检测。

图 2 　PCR 产物熔解曲线
Fig. 2 　The melt curve of PCR product

A. 18S rRNA 产物 ; B. psbA 产物 ; C. psbD 产物

A. 18S rRNA ; B. psbA ; C. psbD

2 . 3 　psbA 和 psbD 的表达变化
如图 3 所示 , psbA 基因在配子体中表达量最

低 ,在孢子体中的表达量为配子体中的 1. 45 倍 ( P <

0. 05) 。在壳孢子中 , psbA 基因的表达量明显升高 ,

为孢子体中的 3. 97 倍 ( P < 0. 01) ,为配子体中的

5. 75倍 ( P < 0. 01) ,差异极显著。
psbD 基因在孢子体中的表达量最低 ,在壳孢子

中的表达量略有升高 ,为孢子体中的表达量的 1. 77

倍 ( P < 0. 05) ,差异显著。在配子体中 , psbD 的表达
量最高 ,为壳孢子中表达量的 1. 46 倍 ( P < 0. 05) ,为
孢子体中的表达量的 2. 59 倍 ( P < 0. 01) ,差异极其
显著。

图 3 　Real2time PCR 检测条斑紫菜的不同生长发育阶

段细胞中 psbA 和 psbD 基因的表达

Fig. 3 　The relative amount of the t ranscript s of psbA

and psbD in Porphy ra yez oensis cells collected

in different growth phases

3 　讨论

紫菜中的多糖、蛋白、多酚等物质的含量较高 ,易
造成核酸降解或是与核酸形成难溶于水的复合物 ,并
且在提取 RNA 的过程中 ,基因组 DNA 的干扰也较为
严重。因此 ,紫菜的 RNA 提取难度较大[14 ] 。本实验
中 ,通过 Trizol 法可以得到条斑紫菜的总 RNA。虽
然点样孔有少许亮点 ,说明 RNA 样品中仍混有多糖
或蛋白质未去除 ,但 18S 和 28S rRNA 的条带都较
为清楚。不过在孢子体 RNA 样品中 ,存在少许拖尾
降解现象。另外 ,由于配子体的多糖及蛋白含量较
孢子体丰富 ,因此配子体的 RNA 得率明显较孢子体
低。

作为一种可以检测低丰度基因表达的技术 ,荧
光定量 PCR 的方法用于检测条斑紫菜 psbA 和
psbD 基因在不同生长发育阶段的表达是可行的。
SYBR Green 染料法中 ,染料特异性地渗入 DNA 双
链中发生荧光信号[15 ] ,这个信号随着 PCR 产物的增
加而增大。因着 SYBR Green 染料非特异结合所有
DNA 双链 ,在实验中要避免产生非特异性扩增与引
物二聚体 ,以免产生的 Ct值 ,即每个反应管内的荧光
信号达到设定的域值时所经历的循环数 ,较实际的
低。在本实验中 ,每个循环中的 72 ℃延伸 30 s ,在这
个过程中 ,荧光信号被采集 ,实时反映了 PCR 产物
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量的增加 ;熔解曲线对 PCR 产物的特异性进行了分
析。相对定量法使用内标基因 ,对加入的目的基因
的模板进行均一化处理 ,有效消除了各种误差 ,如细
胞数量或材料干重的误差 ,RNA 提取效率的差异及
反转录效率的偏差。为了避免总 RNA 中少量基因
组 DNA 对检测带来的影响 ,本实验中用 Rnase2Free

DNase 对提取的总 RNA 进行消化。
在本实验中 ,用荧光定量 PCR 的技术检测了条

斑紫菜 3 个不同的生长阶段中 , psbA 和 psbD 基因
的表达量。同为编码 PS Ⅱ反应中心蛋白的基因 ,

psbA 和 psbD 基因分别表现出不同的变化趋势 ,其
中 , psbA 在壳孢子中的表达最丰富 ,其次是孢子体 ,

配子体中表达最弱 ; psbD 却在配子体中的表达最丰
富 ,其次是壳孢子 ,以孢子体中的表达为最弱。虽然
D1 蛋白和 D2 蛋白在 PS Ⅱ反应中心复合物中以同
比例装配 ,但是 psbA 和 psbD 基因的表达量变化趋
势并不同步。Kapoor 等[16 ] 在水稻的生长发育过程
中发现 ,虽然 psbA 和 psbD 基因的表达均增大 ,但是
它们的增大倍数不同 ;在光照条件下生长的水稻 ,其
psbA 和 psbD 基因表达量较在黑暗条件下生长的水
稻增大不少 ,但是它们的增大倍数仍存在差异。这
说明在细胞内 ,D1 和 D2 蛋白的合成并非是同比例 ,

这或许与蛋白的功能有关。例如 ,强光照射下 , PS Ⅱ
复合体的损伤主要在于 PS Ⅱ反应中心 D1 蛋白的降
解 ,而损伤的速率直接与光强有关 ,因此 ,D1 蛋白翻
译的调控受光强影响[17 ] 。PS Ⅱ复合体的修复包括
受损的 D1 蛋白的降解以及新合成的 D1 蛋白的插
入[18 ,19 ] ,而 psbA 基因的 mRNA 翻译是 D1 蛋白合
成的关键调控步骤[20～22 ] ,所以 psbA 基因与 D1 蛋白
的降解和合成有关。目前 ,有关蛋白功能和基因功
能的研究都比较少 ,因此 ,引起 psbA 和 psbD 基因的
表达量变化趋势不一致的原因还有待进一步研究。

在条斑紫菜的 3 个生长阶段中 ,壳孢子的 psbA

和 psbD 基因表达量相对较高。在壳孢子的放散过
程中 ,其 PS Ⅱ的活性会随时间而增加 (实验室未发
表数据) 。刚放散的壳孢子几乎没有 PS Ⅱ活性 ,而
在细胞内 ,色素体模糊 ,蛋白核分裂[23 ] ,这些形态的
变化均表明了壳孢子的光合作用并不完整 ,而细胞
内的储存物质为壳孢子的细胞壁形成和萌发供给能
量。在放散了一段时间的壳孢子中 ,色素体逐渐清
晰 ,PS Ⅱ活性也逐渐增加 ,光合作用增强为壳孢子的
成熟并发育成叶状体提供能量。因此 ,有关光合作
用的基因集中表达 ,壳孢子内的 psbA 和 psbD 基因
表达量也就相对较高。

由于条斑紫菜各个发育阶段的生长环境都不相
同 ,对于光合作用基因 psbA 和 psbD 来说 ,发育过程

及环境因素 ,如温度、光照 ,均可能对它们的表达量
变化产生一定的影响。因此 ,在后期工作中 ,可以分
别着手发育过程及环境因素研究 psbA 和 psbD 基因
的调控。例如 ,通过测定配子体干出和复水过程中
基因的表达 ,研究干出对光合作用的影响 ;通过在极
大光强或黑暗条件下测定基因的表达 ,研究光强对
某一生长状态下光合作用的影响。另外 ,也可以通
过取在实验室最佳培养条件下培养的孢子体及配子
体 ,研究发育过程对基因的调控。
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Abstract : Proteins D1 and D2 , respectively encoded by psbA and psbD genes , comprise t he PS Ⅱ reaction

center . They are correlative wit h PS Ⅱactivity , which is affected by light intensity and temperat ure. In t his

st udy , t ranscription changes of psbA and psbD genes in t hree different growth p hases of Porp hy ra yez oen2
sis2conchospores , sporop hytes and gametop hytes were determined wit h real2time PCR. The result s showed

t hat psbA expression changes were different f rom psbD expression changes , indicating t he variation of D1

protein and D2 protein synthesis. Both of t he gene exp ressions were relatively high in conchospores , which

may be due to the higher requirement of energy provided by p hoto synt hesis in conchospores than in gameto2
p hytes.
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