
第 46卷    第 5期 海  洋  与  湖  沼 Vol.46, No.5 

2 0 1 5 年 9 月 OCEANOLOGIA  ET  LIMNOLOGIA  SINICA Sep., 2015 

                                            

*国家 863项目, 2012AA100811-5号; 中国科学院科技战略先导性项目, XDA05030401号; 国家海洋局公益性项目, 201105008-2

号, 201105023-7号。韦一凡, 硕士研究生, E-mail: yifanweixmu@gmail.com 

① 通讯作者: 王广策, 研究员, 博士生导师, E-mail: gcwang@qdio.ac.cn 

收稿日期: 2014-12-31, 收修改稿日期: 2015-06-02 

细胞穿膜肽转导大型海藻及对其光合作用的影响* 

韦一凡1, 2  郇  丽1  牛建峰1  何林文1  黄爱优1   

张宝玉1  林阿朋1  王广策1① 

(1. 实验海洋生物学重点实验室  中国科学院海洋研究所  青岛  266071; 2. 中国科学院大学  北京  100049) 

摘要    细胞穿膜肽能够介导外源物质进入细胞, 是一种简单高效的分子运输手段。传统的大型海

藻外源物质转导方法较为复杂, 并且效率偏低。目前尚没有将细胞穿膜肽应用于大型海藻的报道。

本实验利用细胞穿膜肽九聚精氨酸(R9)对浒苔、紫菜和海带这三种常见的大型海藻进行转入, 观察

其转导效果, 并测定转导后藻体光合作用效率的变化。实验结果表明, 细胞穿膜肽 R9能够成功的转

入三种大型海藻, 转入的效率与藻体细胞壁结构有一定联系; 转导后藻体的 Fv/Fm、ETR(I)和 ETR(II)

没有明显变化, 说明 R9对大型海藻的光合作用没有负面影响。本实验建立了一种新型的大型海藻外

源物质转导方法, 为今后的大型海藻育种, 分子转化以及外源物质转入机制等研究奠定了基础。 
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细胞穿膜肽(cell penetrating peptides, CPPs), 也

称为蛋白转导域 , 是一种可以自发跨膜进入细胞的

多肽(Lindgren et al, 2000)。这种蛋白跨膜转导现象最

初是在研究 HIV-1 病毒上的 Tat 蛋白时被发现的

(Frankel et al, 1988)。CPPs能够介导荧光素、GFP、

DNA、siRNA以及质粒等进入细胞, 该方法已经被广

泛应用在动物细胞的研究方面 (Gupta et al, 2005; 

Turner et al, 2005; Crombez et al, 2008)。目前 CPPs

关于植物细胞的应用较少(Park et al, 2000; Mäe et al, 

2005; Chugh et al, 2009)。在藻类方面, 现有的 CPPs

研究主要集中在微藻(Liu et al, 2008; Hyman et al, 

2012; Suresh et al, 2013)。Hyman等(2012)应用细胞穿

膜肽八聚精氨酸和九聚精氨酸, 成功地将小分子、蛋

白质以及酶转导入野生型的莱茵衣藻。与传统的外源

物质转导方法(如基因枪法)相比, 应用细胞穿膜肽不

仅能够避免制备原生质体, 而且还具有操作简易、可

规模化、不会造成细胞物理损伤等优点。然而, 如今

尚不清楚已成功应用于微藻的 CPPs是否能够同样应

用于大型海藻。大型海藻与微藻的结构有很大区别, 

前者具有更厚的细胞壁, 多糖等成分含量更加丰富, 

细胞壁结构也更复杂(Popper et al, 2011)。有些大型海

藻如海带(Laminaria japonica)富含胶质, 对外源物质

的转入有更强的阻碍作用。目前还未见 CPPs应用于

大型海藻的相关报道。 

作者选取三种具有代表性的大型海藻 , 分别是

浒苔(Ulva prolifera)、紫菜(Porphyra yezoensis)和海带

(Laminaria japonica), 应用细胞穿膜肽九聚精氨酸

(R9)对其进行细胞穿膜实验。结果显示九聚精氨酸可

以高效的共价连接荧光素导入三种大型海藻细胞。与

此同时 , 对细胞穿膜肽处理后的三种大型海藻进行

光合作用效率的检测, 结果表明细胞穿膜肽 R9 对三

种大型海藻的光合效率均无影响。因此, 对于大型海

藻来说, 细胞穿膜肽是一种安全高效的分子手段。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

本实验中的大型海藻材料(浒苔、条斑紫菜叶状

体、条斑紫菜丝状体、海带孢子体、海带雌雄配子体)
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均来自于实验室培养。培养温度为 18°C, 光照为 60 μmol 

photons/(m2·s), 光暗周期设为 12h︰12h。 

细胞穿膜肽九聚精氨酸(RRRRRRRRR, R9)及异

硫氰酸荧光素(fluorescein isothiocyanate, FITC)标记

的九聚精氨酸 (FITC-R9)合成于吉尔生化有限公司

(GL Biochem, China), 采用 ABI433自动多肽合成仪, 

依据 Fmoc标准固相合成法, 并用 HATU作为肽偶联

试剂(Atherton et al, 1989)。单独的异硫氰酸荧光素

(FITC)购于 Sigma-Aldrich有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  细胞穿膜肽 R9导入大型海藻    选取健康的

藻体, 用吸水纸将表面海水吸干, 称取两份等重的藻

丝, 分别为实验组和对照组, 备用; 取两只 1.5 mL的

Eppendorf 离心管, 将两组藻体分别转移至两只离心

管中; 加入 500 μL的 PBS溶液, 5000 r/min离心 1 min, 

倾去上清; 在避光室温条件下, 在实验组中加入 500 μL

浓度为 50 μmol/L的 FITC-R9溶液, 同时, 在对照组

中加入 500 μL浓度为 50 μmol/L的 FITC溶液; 室温

避光条件下处理 10 min;  10 min后, 实验组和对照

组均 5000 r/min 离心 1 min, 倾去上清; 两组均加入

500 μL的 PBS, 5000 r/min离心 1 min, 倾去上清, 重

复三次, 得到处理完成的藻体, 备用。 

1.2.2  激光共聚焦显微镜观察拍照    将处理后藻

体置于载玻片上, 加入适量 PBS 溶液, 盖上盖玻片, 

对盖玻片周边进行封片 ; 将已制成片的玻片倒置放

在激光共聚焦显微镜的载物台上; 设置参数, 选取双

通道, 分别应用 488 nm和 663 nm的激发光波长。对

于实验组和对照组, 所有的设置保持一致, 选取合适

的视野, 观察拍照。 

1.2.3  CPPs 导入大型海藻后光合效率变化的测定    

选取状态良好的浒苔、紫菜和海带, 每种藻取三等份; 

配制等量的 PBS溶液, 50 μmol/L的 R9溶液, 50 μmol/L

的 FITC-R9溶液, 对藻体进行处理, 处理时间为 10 min; 

藻体暗适应 5—10 min, 将 Dual-PAM-100 荧光仪与

装有相应配置软件的电脑相连, 在室温下测量 PSII

的叶绿素荧光(Chl fluorescence of PSII)和 P700的氧

化还原状态(the redox state of P700)。具体的设置参数

为: 测量光来自 620 nm波长的发光二极管(LED); 光

化光来自 460 nm 的 LED, 光强设置为 100 mmol 

photons/(m2·s), 持续时间为 5 min; 饱和光脉冲光强

为 10000 mmol photons/(m2·s), 持续时间为 300 ms。

将暗适应后的藻体夹在 Dual-PAM的测量探头上, 平

衡后, 开始测量; 测得一系列参数后由 Dual-PAM 软

件推导得出最大量子产率 Fv/Fm、光系统 I 的电子传

递速率 ETR(I)以及光系统 II 的电子传递速率

ETR(II)。浒苔、紫菜和海带每一组均有三个平行样

品, 所有样品测量时的设置参数均一致。测量后的样

品, 等待 3 h后, 按照上述步骤, 重新测量一遍。 

2  结果与分析 

2.1  CPPs导入大型海藻 

如图 1 所示, 荧光标记的 R9 能够进入三种大型

海藻细胞。其中图中红色部分代表藻体的叶绿体自发

荧光, 绿色部分则是细胞穿膜肽上的荧光标记在 488 nm

激光激发下所显示的颜色。由图中可以看出, 紫菜的

叶状体(图 1a)和海带的雌配子体(图 1b)的细胞穿膜肽

作用效率最高, 部分 CPPs 被细胞壁阻碍在细胞外, 

大部分的 CPPs 进入藻细胞内, 定位在叶绿体周围。

经 CPPs 处理后的浒苔藻体(图 1e)显示出明显的绿色

荧光 , 仔细观察后发现大部分绿色荧光位于细胞壁

上, 也就是说在作用于浒苔时, 小部分的 CPPs 进入

了细胞内部, 大部分被阻隔在外。对照组单独的 FITC

处理三种大型海藻, 没有显示绿色荧光, 说明单独的

FITC不能进入大藻细胞。 

考虑到大型海藻不同生活史状态下细胞壁的结

构可能有所不同 , 作者对不同生活史状态下的紫菜

和海带进行了细胞穿膜肽导入。在紫菜方面, 虽然其

叶状体(图 1a)的细胞内部可观察到明显绿色荧光, 但

是其丝状体的细胞穿膜肽作用效率偏低。如图 1d 所

示, 大部分的丝状体细胞是被绿色荧光所包围着的, 

真正进入细胞内部的比例较少 , 这间接说明紫菜叶

状体和丝状体的细胞壁结构可能存在一定差异。在海

带方面 , 考虑到不同性别的细胞可能会存在细胞壁

的差异或者存在不同的内在转运机制 , 作者对海带

的雌、雄配子体的 CPPs转导效率进行了对比。结果

显示, 与雌配子体(图 1b)相比, 海带雄配子体(图 1c)

的 CPPs 转导效率要低的多, 绿色荧光绝大多数分布

在雄配子体的外围, 几乎没能进入细胞。这种现象可

能是由于海带雌配子体的细胞壁渗透性比精子细胞

的更大 , 或者可能是卵细胞存在更为高效的内部运

输机制。与此同时, 海带的孢子体也被检测(图 1f), 

图中显示海带孢子体的表皮细胞有着少量的 CPPs摄

入, 这可能是由于海带的孢子体含有大量的胶质, 从

而形成了更加强大的屏障, 阻碍外源物质的进入。 

细胞穿膜肽进入动物细胞后有向细胞核移动的

趋势(Frankel et al, 1988), 这在大型海藻中也有所体
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现。CPPs处理紫菜的叶状体后, 细胞内的绿色荧光趋

向集中于一点(图 1a), 这一点有可能就是紫菜细胞核

的位置。在海带的雌配子体中也能够观察到类似的现

象(图 1b)。 

2.2  CPPs处理大藻后的光合作用效率测定 

Fv/Fm代表着光系统 II 的最大量子产率, 它是用 

 

 

图 1  荧光标记的九聚精氨酸转导大型海藻细胞 
Fig.1  Translocations of fluorescent labeled nona-arginine on 

macroalgae 

a. 紫菜叶状体; b. 海带雌配子体; c. 海带雄配子体; d. 紫菜丝状

体; e. 浒苔; f. 海带孢子体 

来评价植物体光合作用表现的一个敏感参数 , 当植

物体受到外界胁迫时 , Fv/Fm 的值会急剧下降

(Maxwell et al, 2000)。ETR(I)和 ETR(II)分别代表光系

统 I和 II的电子传递速率, 反映了两个光系统的活性。 

由图 2 可知 , 浒苔经细胞穿膜肽 R9 和

FITC-R9处理 10 min后 , 实验组与对照组的 Fv/Fm

相比没有太大差别(图 2a); R9 处理后的 ETR(I)有

略微的下降 , 但与对照组相比没有显著性差异 ; 

FITC-R9 处理后的 ETR(I)有略微上升 , 分析原因

可能是由于荧光素在 Dual-PAM 测量过程中被激

发显示出荧光 , 该部分光被藻体吸收后 , 增强了

光系统 I 的电子传递速率。ETR(II)则一直保持恒

定 , 无论是 R9 处理还是 FITC-R9 处理 , ETR(II)的

值都没有变化(图 2b)。  

为了验明较长处理时间后细胞穿膜肽是否对大

型海藻光合作用有影响, 作者在 3 h 后对已用 R9 以

及 FITC-R9处理后的浒苔再次进行光合效率测量。实

验结果如图 2c 以及图 2d 所示, 实验组和对照组的

Fv/Fm值基本保持一致, ETR(I)和 ETR(II)也都相对恒

定。这说明一定浓度的 R9对浒苔的光合作用效率基

本没有负面影响。 

 

 

图 2  浒苔经细胞穿膜肽 R9以及 FITC-R9导入后光合效率的变化 
Fig.2  Changes in photosynthetic efficiency of U. prolifera after being treated with R9 and FITC-R9 

a. 处理后 10 min浒苔的 Fv/Fm变化; b. 处理后 10 min浒苔 ETR(I)和 ETR(II)的变化; c. 处理后 3 h浒苔的 Fv/Fm变化; d. 处理后 3 h浒苔

ETR(I)和 ETR(II)的变化 



1238 海   洋   与   湖   沼 46卷 

如图 3a所示 , 经由 R9和 FITC-R9处理 10 min

后的紫菜 Fv/Fm 与对照组相比没有显著性变化 , 有

略微的上升。ETR(I)同样有略微上升的趋势 , 而

ETR(II)则保持恒定(图 3b)。3 h 后重新测量的结果

表明 , R9 处理的紫菜 Fv/Fm与对照组相比仍然是略

微偏高 , 而 FITC-R9处理的紫菜与对照组相比则略

有下降的趋势 , 可能是由于 3 h 后荧光素已发生部

分淬灭。除此之外 , 无论是 R9 处理还是 FITC-R9

处理 , 与对照组相比 , ETR(I)和 ETR(II)基本上都没

有发生变化。  

 

 

图 3  细胞穿膜肽 R9以及 FITC-R9导入紫菜后的光合作用效率变化 
Fig.3  Changes of photosynthetic efficiency of P. yezoensis after being treated with R9 and FITC-R9 

a. 处理后 10 min 紫菜的 Fv/Fm变化; b. 处理后 10 min紫菜 ETR(I)和 ETR(II)的变化; c. 处理后 3 h紫菜的 Fv/Fm变化; d. 处理后

3 h紫菜 ETR(I)和 ETR(II)的变化 

 
海带的结果基本上与浒苔和紫菜保持一致(图 4), 

无论是处理 10 min还是 3 h, 与对照组相比, R9处理

以及 FITC-R9处理后海带的 Fv/Fm 都没有下降(图 4a, 

图 4c), ETR(I)和 ETR(II)的值也没有受到太大影响。

不过, 与处理 10 min的相比, 海带的 ETR(I)和 ETR(II)

在 3 h后整体有显著下降, 这可能是因为海带本身的

抗逆性较弱 , 时间较长后其本身的光合作用活性就

会有下降, 而不是由于CPPs引发的光系统活性降低。

因此, 与对照组相比, 实验组的 ETR(I)和 ETR(II)仍

没有显著性变化。 

总的来说, 细胞穿膜肽 R9 不会对这三种大型海

藻产生胁迫效应, 经 R9处理后的 Fv/Fm不会下降。同

时, R9对其光系统的活性也不会有负面影响。这间接

证明了细胞穿膜肽 R9对大型海藻没有毒害作用。 

3  讨论 

细胞穿膜肽具有极强的穿透能力 , 目前该特性

已被广泛的应用在医学领域(Polyakov et al, 2000; 

Rothbard et al, 2000; Wadia et al, 2005)。有些人为设

计的 CPPs 甚至可以穿透渗透性极低的血脑屏障, 从

而将药物输送到特殊的靶位点 (Costantino et  al , 

2005)。对于高等植物或者藻类, CPPs 则需要穿过细

胞壁和细胞膜这两层屏障。因此, CPPs的穿膜效率与

藻体细胞壁的结构有密切的关系, 细胞壁越厚, 对于

CPPs的阻碍效果越强。比如说, 与丝状体相比, 紫菜

的叶状体的细胞壁更薄。作者的实验结果也表明紫菜 
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图 4  细胞穿膜肽 R9以及 FITC-R9导入海带后的光合作用效率变化  
Fig.4  Changes of photosynthetic efficiency of L. japonica after being treated with R9 and FITC-R9 

a. 处理后 10 min海带的 Fv/Fm变化; b. 处理后 10 min海带 ETR(I)和 ETR(II)的变化; c. 处理后 3 h海带的 Fv/Fm变化; d. 处理后

3 h海带 ETR(I)和 ETR(II)的变化 
 

叶状体相对于丝状体能够摄入更多的 CPPs。另外, 海

带的雌配子体比雄配子体的 CPPs 转导效率要高, 可

能说明雌配子体细胞壁的渗透性比雄配子体要大。由

此看来 , 细胞穿膜肽有助于研究比较大型海藻不同

世代的细胞壁的结构, 主要着重于研究其渗透性。 

已有的研究表明, CPPs 对动物细胞和植物细胞

基本上无毒性(Vivès et al, 1997; Unnamalai et al, 2004; 

Chang et al, 2005)。本文作者测量了 CPPs处理后大型

海藻的光合作用效率的变化, Dual-PAM 的结果表明

CPPs 对大型海藻的光合作用效率没有负面影响, 也

就是说 CPPs 对大型海藻基本无毒性, 从而能够安全

高效的应用于大型海藻的研究。后续的研究可以利用

CPPs 携带各类生物小分子或大分子进入大型海藻 , 

将原本无法渗透进入藻细胞的物质转导进入大型海

藻, 发挥其生物学功能。 

目前关于 CPPs 的转导机制仍存争议, 然而现有

研究表明无论是动物细胞还是高等植物细胞 , CPPs

都能够适用, 具有普适性。CPPs在藻类特别是大型海

藻方面的研究较为匮乏 , 其介导外源物质转导进入

大型海藻的特性, 将来应该有更为广阔的应用前景。 
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TRANSLOCATION OF CELL PENETRATING PEPTIDES ON MARINE MACROALGAE 
AND THE IMPACT ON PHOTOSYNTHESIS OF MACROALGAE 

WEI Yi-Fan1, 2,  HUAN Li1,  NIU Jian-Feng1,  HE Lin-Wen1,  HUANG Ai-You1,  

ZHANG Bao-Yu1,  LIN A-Peng1,  WANG Guang-Ce1 

(1. Key Laboratory of Experimental Marine Biology, Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266071, China;  
2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 

Abstract    Cell penetrating peptides (CPPs) are effective molecular tools for transporting exogenous substances into 

different cells. Traditional methods of importing exogenous substances into macroalgae are complicated and inefficient. 

Yet, no study has been taken to apply CPPs on macroalgae. In this study, by using cell-penetrating peptide nona-arginine 

(R9), we conducted a translocation experiment on three common marine macroalgae Ulva prolifera, Porphyra yezoensis, 

and Laminaria japonica to determine photosynthetic efficiency of R9-treated thalli on Dual-PAM fluorometer. We found 

that R9 could pass cell barriers of three macroalgae, and the efficiency of transductions was closely related to the structures 

of cell walls. It had no significant change in Fv/Fm, ETR(I), and ETR(II) of macroalgae after being treated with R9, 

demonstrating that R9 had no negative impact on the photosynthesis of macroalgae. This is a new method of importing 

exogenous substances into macroalgae, and may help in macroalgae breeding, molecular transformation, and exogenous 

substance intake. 

Key words    Cell penetrating peptides (CPPs);  nona-arginine;  marine macroalgae; photosynthetic efficiency 

 


