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脱水对条斑紫菜叶状体 psbA 和 psbD 基因表达量的影响 

杨  芳1, 王广策2, 张宝玉2, 陈张帆2, 潘光华1 

(1. 天津科技大学, 天津 300457; 2. 中国科学院 海洋研究所, 山东 青岛 266071) 

摘要: 从处于不同脱水复水阶段的条斑紫菜(Porphyra yezoensis Ueda)叶状体中提取总 RNA, 用荧光定

量 PCR 技术检测条斑紫菜不同脱水和复水过程中 psbA 和 psbD 基因的转录水平上的相对表达量的变

化。实验结果表明, psbA 和 psbD 基因转录水平上的相对表达量的变化趋势相似但变化幅度不一致。在

相对含水量约为 71%时两种基因转录水平上的相对表达量分别增加了 6.18 倍和 2.13 倍。说明在条斑

紫菜叶状体脱水过程中两种基因的转录并非同比例完成; 在轻度脱水状态下 psbA 和 psbD 基因转录水

平上的相对表达量的快速增大可能是藻体暴露在空气中时适应陆地环境的初始响应。 
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潮间带是指大潮高潮线与大潮低潮线之间的海

岸带, 是由海洋向陆地过渡的中间地带。该地区在高
潮时被海水淹没 , 具有一定的海洋环境特性 ; 低潮
时露出 , 又具有一定的陆地环境特性 , 因此潮间带
是研究生物由海洋进化到陆地的关键区域。除了潮

水涨落的变化外, 潮间带地区的盐度、光照、温度等
其他环境因子水平的变化幅度也很大。在这种海陆

交替的特殊地区生存着许多具有特殊生活习性的物

种, 构成了独特的生态系统。这些生物不仅适应了潮
涨潮落, 对周期性的脱水和复水具有很好的耐受力, 
对环境因子水平的大尺度周期性变化也具有很强的

适应性。 
紫菜是重要的潮间带大型红藻。因含有较高含

量的蛋白质、矿物质、碳水化合物和膳食纤维, 紫菜
早已成为人类的食物[1]; 紫菜养殖业在中国、日本、
韩国等国家也已经成为大规模的大型海藻产业之

一。条斑紫菜(Porphyra yezoensis Ueda)是紫菜属中
的重要物种, 主要生长在太平洋西北部包括中国东
部沿岸在内的大部分地区, 日本和韩国沿岸[2]。研究

表明条斑紫菜具有耐干出的特点, 暴露在空气中几
天仍然能够在海水中完全恢复[3]。利用条斑紫菜的耐

干出特点, 将其在空气中人工干出已经成为条斑紫
菜养殖和保种的重要应用技术之一。条斑紫菜的半

浮筏式养殖法就是让附着在养殖网上的紫菜随潮汐

涨落经历脱水(干出)复水过程。这种养殖方法很适合
在潮汐落差较大的潮间带[2]。海水养殖业的经验证明, 
在空气中适当干出藻体可以增强藻体对病害的抵御

能力, 去除竞争性杂藻, 如硅藻, 从而提高紫菜的质
量和产量[2]。此外, 传统的保存条斑紫菜叶状体的方
法是将紫菜放在阴凉处迅速晾干置于−20℃保存, 这
种保存方法在发展中国家仍然很常用。如果将藻体

脱水至含水量 20%左右, 藻体可以保存将近 12 个 
月[2]。由此可见, 条斑紫菜的养殖和保种都得益于其
耐干出特性, 这使得研究脱水对条斑紫菜的影响意
义重大。  

光合作用受到多种环境因子的影响, 其中影响
最大的因素就是水分[4]。因此, 很多人研究了潮间带
大型海藻在脱水过程中的光合活性的变化。研究发

现一些潮间带大型海藻在适度脱水时光合速率会显

著增强[3, 5-8]; 而腹枝藻[9], 坛紫菜[10]和半叶紫菜[4]在

适度脱水过程中则没有光合速率增大的现象。但是, 
这些研究多是停留在生理水平上, 很少有报道涉及
大型海藻在脱水过程中的分子水平的变化机制。条

斑紫菜作为光能自养型生物, 其光合作用对水分变
化十分敏感, 但是其又具有脱水数小时后遇水能快
速恢复的特性, 并且这种特性被广泛应用于条斑紫
菜的养殖和保种业中。因此, 在分子水平上研究条斑
紫菜光合作用的相关蛋白对脱水复水的响应机制具
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有十分重要的意义。 
叶绿体是进行光合作用非常重要的细胞器。条

斑紫菜的叶绿体为星状 , 很不规则 , 从进化的角度
上说属于很低等的[11]。在条斑紫菜叶绿体内的类囊

体膜上镶嵌有光系统 I ( PSⅠ) 和光系统Ⅱ( PSⅡ) 
蛋白复合体。PSⅡ的反应中心是反应中心蛋白结合
P680、去镁叶绿素等电子传递体的复合物, 该复合物
将电子由 PSⅡ传递给 PSⅠ, 从而完成光合作用重要
步骤[12]。PSⅡ的 D1 和 D2两个反应中心蛋白分别由
叶绿体基因 psbA 和 psbD 编码。因此, 研究藻类的
psbA 和 psbD 基因对研究其光合作用具有重要意
义。对于条斑紫菜, 陈张帆等人研究了其不同生长阶
段——壳孢子、孢子体和叶状体, psbA 和 psbD基因
转录水平的不同 , 结果表明不同阶段的条斑紫菜
psbA 和 psbD 转录水平上的相对表达量不同, 认为
壳孢子发育成叶状体的过程需要光合作用提供能 
量[13]。而有关条斑紫菜的 psbA 和 psbD在脱水复水
过程中表达量的变化尚未见报道。 

本实验选取处于不同脱水和复水阶段的条斑紫

菜叶状体为材料, 对其 psbA 和 psbD 转录水平上的
相对表达量进行研究, 以探讨组装 PSⅡ的中心蛋白
(D1, D2 蛋白)的基因在条斑紫菜处于不同脱水复水
阶段时的变化。 

1  材料与方法 

1.1  样品的采集及制备 
条斑紫菜叶状体于 4 月份采于青岛第一海水浴

场, 用灭菌海水冲洗干净。吸干藻体表面可见水珠, 
称取适量藻体于密闭塑料袋中, -80℃冰箱保存, 作
为相对含水量为 100%的实验材料。将剩余藻体进行
阴干处理, 让其于实验室条件下自然脱水 15 min、 
60 min 和 105 min, 分别于密闭塑料袋中-80℃冰箱
保存。剩余藻体进行复水 30 min处理后于密闭塑料
袋中-80℃冰箱保存。 

1.2  样品相对含水量的测定及定量 PCR 分析 
1.2.1  条斑紫菜体叶状体相对含水量测定 

相对含水量测定方法: 吸干藻体表面可见水珠, 
用分析天平称初始质量。与 1.1.2同种处理方法对藻
体进行脱水处理, 每 15 min 测定 1 次藻体质量。最
后 1 次称质量后, 将藻体置于 60℃烘箱中, 烘干至
恒质量(约 48 h), 作为藻体干质量, 并计算相对含水
量(3个平行样)。 

相对含水率(RWC)计算公式:  
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其中, W0 为初始质量(g), Wt 为特定时间藻体质

量(g), Wd为藻体干质量(60℃, 48 h)。 
1.2.2  总 RNA提取 

将 100 mg条斑紫菜叶状体样品分别于液氮中充
分研磨至粉末状, 转移到 1.5 mL 离心管中。加入   
1 mL Trizol(Invitrogen)试剂混匀, 室温放置 5 min。
13 000 g, 4℃, 离心 1 0 min。取上清移至新离心管
中。加入 200 μL预冷的氯仿, 振荡 15 s, 室温下静置
2~3 min。13000 g, 4℃, 离心 15 min。取上清移至新
离心管中。加入 500 μL预冷的异丙醇, 于-20℃冰箱
中静置 20~30 min。13 000 g, 4℃, 离心 10 min。弃
上清, 沉淀中加入 1 mL 预冷的 75%乙醇洗涤沉淀。
10 000 g, 4℃, 离心 5 min。弃上清, 于超净工作台中
风干 5 min。加入适量的 DEPC 水溶解 RNA, 于   
-80℃保存。琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA的质量。 
1.2.3  总 RNA中微量 DNA的去除 

提取的总 RNA 中加入 RQ1 Rnase-Free Dnase 
(Promega), 37℃, 30 min消化 DNA。加入 4 μL Stop 
Solution, 65℃反应 10 min, 终止消化反应。 
1.2.4  cDNA合成 

根据 M-MLV 逆转录酶(Promega)的说明书, 在
新的离心管中加入随机引物(100μmol/L)2.7 μL, 消
化好的 RNA模板 10.65 μL。70℃, 变性 5 min。转移
到冰上冷却 2 min。在离心管中加入: M-MLV 5☓
Reaction Buffer 5μL, dNTP mix(10 mmol/L)5 μL, 
RNase Inhibitor 0.65 μL, M-MLV RT 1μL。36℃, 反
转录 60 min。稀释 1 000倍作为荧光定量 PCR的模
板, 于-20℃保存待用。 
1.2.5  荧光定量 PCR 

荧光定量 PCR所用引物及反应条件引用陈张帆
的实验方法[13], 引物由上海生工合成。每个样品均重
复 3管, 设空白对照。 
1.2.6  数据分析 

根据△△CT法[14]分析数据。计算 psbA和 psbD
的相对表达量的差异, 采用 t检验方法进行两两比较
以判断有无显著差异。 

2  结果 

2.1  条斑紫菜叶状体相对含水量测定结果 
在条斑紫菜干出过程中每隔 15 min测定一次材
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料的质量, 计算出实验所用条斑紫菜叶状体的相对
含水量, 并拟合出相对含水量与材料脱水时间的关
系曲线。根据所得数据可以确定条斑紫菜在未脱水, 
脱水 15 min、60 min和 105 min时藻体的相对含水
量分别约为 100%、71%、34%和 21%。 

2.2  样品总 RNA 的检测 
获得的样品的总 RNA 在电泳图谱(图 1)中出现

28S, 18S rRNA清晰的电泳带, 1, 2, 3, 4, 5所对应的
条带从下到上分别为 5S, 18S, 28S rRNA。本研究使
用的总 RNA含量较高, 纯度好且无降解。 

 
图 1  条斑紫菜总 RNA琼脂糖凝胶电泳图谱 

Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of RNA extracted from 
Porphyra yezoensis with various relative water con-
tent (RWC) of rehydration 

M, DNA Marker 3; 电泳条带 1、2、3、4、5分别代表相对含水
量为 100%、71%、34%、21%和复水 30 min的样品。 
M. DNA Marker 3; 1. sample with relative water content (RWC) 
100%; 2. sample with RWC 71%; 3.sample with RWC 34%;      
4. sample with RWC 21%; 5. samples after 30 min of rehydration  

 
2.3  psbA、psbD 相对表达量的变化 

如图 2 所示, psbA、psbD 基因在脱水过程中相
对表达量呈先增大后减小的趋势, 并且 psbA 基因的
相对表达量的变化幅度比 psbD基因要大。在含水量
约为 71%时两基因的相对表达量均达到最大, 此时, 
psbA 基因的相对表达量是正常状态 (相对含水量
100%)下该基因的相对表达量的 7.18 倍(P < 0.01); 
psbD 基因的相对表达量是正常状态下该基因的相对
表达量的 3.13倍(P < 0.01); psbA基因的相对表达量
是 psbD基因的相对表达量的 2.29倍(P < 0.05)。进
一步脱水的过程中, 两个基因的相对表达量都降低, 
当含水量达到 21%时两基因的相对表达量基本持平, 
且都比正常状态下的相对表达量低(P < 0.01)。复水

后, psbA基因的相对表达量是正常状态下的 0.68倍
(P < 0.01); psbD基因的相对表达量是正常状态下的
0.30倍(P < 0.01); 此时, psbA基因的相对表达量是
psbD基因的相对表达量的 2.25倍(P < 0.01)。 

 
图 2  Real-time PCR 检测不同脱水复水阶段的条斑紫菜细胞中

psbA,  psbD基因的转录水平上相对表达量的变化 
Fig. 2  Variations in psbA and psbD transcript levels using 

real-time PCR. Total RNA was isolated from sam-
ples with various relative water content (RWC) of 
rehydration 

 
3  讨论 

条斑紫菜叶状体中具有很高的多糖和蛋白含量, 
这给提取纯度较高质量较好的 RNA带来了困难。本
研究通过 Trizol 法得到了条斑紫菜叶状体的总 RNA
中 18S和 28S rRNA, 其电泳条带都较清晰且没有拖
尾降解现象, 表明通过这种方法提取的 RNA 质量较
好。荧光定量 PCR 技术是一种可以检测低丰度基因
表达的技术。本实验中使用能非特异性地渗入 DNA
双链中发生荧光信号的 SYBR Green染料, 因此在实
验中要避免产生非特异性扩增与引物二聚体。所采

用的三对特异性引物(psbA、psbD和 18S rRNA的引
物)均使用陈张帆[13]已被证实的引物。实验数据处理

上采用了相对定量法, 有效降低了各种误差。 
有关缺水对高等植物光合作用影响的研究已经

比较深入。早期有研究表明, PSⅡ对脱水甚至是轻微
脱水都很敏感, 严重时会发生损伤[15]。但也有研究指

出, PSⅡ甚至整个光合作用复合体可以积极抵御缺
水胁迫[16-17]。对于高等植物在水分胁迫下的 psbA、
psbD 表达量的变化已有人研究。刘文娟等人对两种
小麦品种绵农 4号和 5号的研究表明水分胁迫下, 两
种小麦的 PSⅡ主要基因(psbA、psbD)的转录水平下
降[18]; Yuan Shu等[19]对大麦的研究结果也表明水分

胁迫下, 大麦的 PSⅡ主要基因(psbA、psbD)的转录
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水平会下降 ; He 等 [20]的研究结果表明 , 小麦
(Triticum aestivum L. cv. Longchun No. 10)的 psbA、
psbD 在缺水情况下表达量降低是由于转录水平降低
或者 mRNA 的稳定性降低 ; Collett 等 [21]发现

Xerophyta humilis的 psbR, ChlP, psbA和 psbP基因在
该植物脱水过程中分别呈现不同程度的转录水平上

的表达量下降趋势; Zhang等[22]的研究结果则表明沙

漠植物 Ammopiptanthus mongolicus在缺水的情况下
的 cab基因会下调, 但是 psbA基因则没有很大变化。
对于高等植物缺水状态下的光合作用的分子变化机

制的研究不仅局限于此, 但是有关潮间带大型海藻
对脱水的研究却多在生理水平上, 几乎没有深入到
分子水平的相关研究。 

本实验用荧光定量 PCR技术检测了条斑紫菜叶
状体不同脱水复水阶段中的 psbA 基因(编码 D1)和
psbD基因(编码 D2)在转录水平上的相对表达量的变
化。选用脱水 15 min, 60 min, 105 min(即对应相对含
水量为 71%, 34%, 21%)分别代表轻微脱水、中度脱
水和严重脱水 3 个阶段。结果表明在轻微脱水状态
下, psbA、psbD相对于 18S rRNA (管家基因)的表达
量呈现先增大后降低的趋势(图 2)。这个研究结果与
高等植物在脱水过程中的相应研究结果相差甚远 , 
但是恰恰与之前本组实验人员通过调制叶绿素荧光

仪研究的条斑紫菜在脱水过程中 PSⅡ活性的变化趋
势相一致: 即 PSⅡ活性在藻体轻度脱水状态下反而
比正常状态下的略有升高, 并且随着脱水程度的加
剧, 其活性逐渐降低至接近于零(未发表资料)。根据
这些实验结果推测: 由于条斑紫菜在轻度脱水时仅
是藻体细胞表层水分蒸发, 使藻体细胞能够更好的
接触到空气中较多的 CO2, 导致藻体本身需要更多
的化学能来固定碳, 因此形成反馈调节。为促使光反
应增强, 编码 PSⅡ的中心蛋白的 psbA、psbD基因会
表现出较高的转录水平以满足其需求, 从而导致了
PSⅡ的活性出现暂时增强的现象。由此, 作者推断在
轻度脱水状态下 psbA 和 psbD 基因转录水平上的相
对表达量的快速增大可能是藻体暴露在空气中时适

应陆地环境的初始响应。而随着脱水程度的加剧, 细
胞本身水分挥发, 没有足够的水进行正常的生命活
动, 光合作用的光化学反应也没有足够的水以备裂
解。表现为 PSⅡ的活性迅速降低, 藻体本身不再需
要大量的 PSⅡ中心蛋白。因此, psbA、psbD基因会
有较低的转录水平以减少物质消耗而处于光合作用

减弱甚至是休眠状态。 

然而, 在测定 PSⅡ的中心蛋白 D1、D2的 mRNA
分子表达水平的变化时发现, 虽然 psbA、psbD的相
对表达量都呈现相同的变化趋势, 但增大的幅度却
相差很大(图 2)。Kapoor等[23]在水稻的生长发育过程

中也发现, 虽然 psbA和 psbD基因的表达均增大, 但
是它们的增大倍数不同。这与本研究的结果一致, 表
明虽然 D1蛋白和 D2蛋白在 PSⅡ反应中心复合物中
以同比例装配, 但是 psbA和 psbD基因的 mRNA水
平上的表达量变化幅度并不同步。此外, 有关 D1蛋
白的研究表明, D1 蛋白暴露于强光下或处于强光与
环境胁迫相偶联的环境时, 其降解速率就会超过合
成速率[24-25]。类囊体膜发生损伤时, D1 蛋白开始周
转, 同时 PSⅡ伴随着新合成的 D1 蛋白的合成重新
组装。对蓝藻 Synechocystis sp. PCC6803的研究表明, 
对蛋白合成过程中的表达步骤的控制是在高光强下

PSⅡ光抑制的主要原因[26], 而 psbA 基因的 mRNA
的翻译是 D1蛋白合成的关键调控步骤[27-28], 这使得
研究 psbA 基因 mRNA 的表达量具有更重要意义。
条斑紫菜脱水过程中 psbA基因转录水平上的相对表
达量高于 psbD 基因, 可能是由于脱水过程导致 D1
蛋白快速周转, 因此需要大量的 psbA基因的 mRNA
来支持 D1蛋白的快速周转。同时说明, 对于不同的
psbA和 psbD基因的 mRNA水平的相对表达量而言, 
二者的有效翻译率或组装率必定不同。 

另外, 有研究表明 Dl 蛋白的合成还受 PSⅡ中
其他蛋白质协同表达的影响。在缺失 psbD 的

Chlamydomonas reinhardtii 中 , 尽管 D1 蛋白的
mRNA含量正常, 但由于 D2蛋白不能被合成, 因此
Dl 蛋白也不存在 [29]; 反之 , 在 psbA 失活的

Syneehocystis 6803的突变体中, Dl蛋白不能形成, D2
蛋白也不积累[30]。即真正组装的 PSⅡ的中心蛋白的
量是由相对含量较少的蛋白决定的。本实验中, 虽然
在轻度 (RWC 71%)和中度 (RWC 34%)脱水状态下
psbA 基因的相对表达量是 psbD 基因的相对表达量
的 2.29倍(P < 0.05)和 5倍(P < 0.01), 但 psbD基因
的相对表达量较低, 因此认为真正组装的 PSⅡ的中
心蛋白的量不是由 psbA基因的mRNA决定, 而是由
psbD 基因的 mRNA 决定。有关引起 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。 
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Abstract: The transcription changes of psbA (encoding D1 protein) and psbD (encoding D2 protein) genes of 
Porphyra yezoensis during dehydration were determined with real-time PCR. The results showed that the relative 
quantification of transcript levels of psbA and psbD genes generally appeared to vary in a similar manner but 
their variation ranges differed to some extent. The moderate dehydration of about 71% RWC (relative water 
content) increases the relative transcript levels for psbA and psbD by about 6.18 and 2.13-fold, respectively, 
suggesting that D1 protein and D2 protein might be differentially synthesized. The significant increases of the 
relative quantification of transcript levels may be the initial response of P. yezoensis to the air to adjust to the 
terrestrial environment. 
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