
收稿日期:2011-05-20
基金项目:江苏省海洋生物技术重点实验室开放课题(2008HS004);淮海工学院自然科学研究项目(2010150023)
作者简介:周向红(1977-),女 ,广西钦州人 , 实验师 ,硕士 , 主要从事生物化学与分子生物学教学与研究。

E-mail:zxh309309@yahoo. com. cn

*通讯作者:王　萍(1957-), 女 ,吉林长春人 , 教授 ,博士 , 主要从事植物基因工程与分子生物学研究。
E-mail:y - pw ang@yahoo. com. cn

条斑紫菜半胱氨酸合成酶基因表达对
重金属铅胁迫的响应
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摘要:为了研究条斑紫菜的重金属解毒机制 ,分别采用 Pb2+1 、4 、7 、10mg /L 对条斑紫菜叶状体进

行短期铅胁迫 ,同时 ,用 10mg /L 的 Pb2+对叶状体进行持续铅胁迫 ,胁迫处理后提取总 RNA 并采

用实时荧光定量 PCR技术检测条斑紫菜半胱氨酸合成酶基因(PyCSase-B)的表达变化 。结果显

示 ,铅胁迫能迅速且显著诱导 PyCSase-B 的表达。短期铅胁迫试验中 ,随着 Pb2+质量浓度的升

高 , PyCSase-B 的表达量呈先上升而后下降的趋势 ,在 7mg /L Pb2+胁迫下 , PyCS ase-B 的表达量

最高 ,是未处理样品的 2. 73倍。持续铅胁迫试验中 ,在前 6h内随着处理时间的增加 ,PyCSase-B 的

表达逐步上升 ,在 6 h 时 PyCSase-B 的表达量最高 , 是未处理样品的 3. 71 倍;在 8 ～ 12 h 内

PyCSase-B的表达量一直在较高水平波动 。铅胁迫诱导 PyCS ase-B 表达 ,说明 PyCSase-B 参与了

条斑紫菜叶状体的重金属解毒过程 。
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Abstract:To investigate the mechanism of heavy metal de to xification in inte rtidal red alga Por-
phyra yezoensis Udea , the expression of cysteine synthase gene (PyCSase-B) in P. yezoensis thalli re-
sponding to lead st ress was examined. Thalli were subjected to seawater treatment with different concen-
tration of lead(1 , 4 , 7 , 10mg /L Pb

2+
)for 2 h , and then subjected to seawater treatment with 10mg /L

Pb2+ for 12h. Then total RNA was ext racted from thalli , and the relative mRNA levels of PyCSase-B
were examined using real-time fluo rescence quantitative PCR. The result showed lead stress could rapidly
and significantly induce the expression of PyCSase-B in P. yezoensis thalli. In the treatment of short-term
lead st ress , the expression of PyCSase-B was induced under 1mg /L Pb

2+
stress , reached its peak under 7

mg /L Pb2+ stress , and then fall. The relative mRNA level of PyCSase-B under 7mg /L Pb2+ stress was

2.73-fold higher than untreated sample. In the treatment of continuous lead stress ,during the first 6h the

expression of PyCSase-B increased gradually , and reached its peak at 6h. The relative mRNA level of
PyCSase-B at 6h w as 3. 71-fold higher than untreated sample.From 8 h to 12 h , the expression of PyC-
Sase-B fluctuated at a high level.
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　　条斑紫菜(Porphy ra yezoensis Ueda)是红藻门

的大型经济海藻 ,味道鲜美 、营养丰富 ,由其加工成

的海苔广受欢迎。条斑紫菜还是药用海藻 ,具有多

种药用和保健功能[ 1] 。中国 、韩国和日本已经形成

了相当规模的紫菜栽培与加工产业以及消费市场 。

但是 ,条斑紫菜的养殖环境不容乐观 , 2009 年度的

渤海和东海区海洋环境公报显示 ,海洋环境污染形

势严峻 ,部分近岸海域污染较重并且重金属铅超标 。

铅是有毒元素 ,目前尚未发现其有何生物学功能;铅

容易被植物吸收和积累 ,过量的铅会导致植物的生

理和生化过程以及超微结构受到损伤 ,并最终抑制

植物生长 ,甚至导致死亡[ 2] 。铅还会通过食物链在

整个生态系统中传递 ,并最终危及人类健康。因此 ,

研究条斑紫菜在铅污染下的解毒机制以及减少条斑

紫菜的铅积累量具有重要的现实意义。

半胱氨酸合成酶(cy steine synthase , CSase)的主

要生理功能是与丝氨酸乙酰转移酶(serine acety l

transferase)一起参与半胱氨酸的生物合成 ,首先丝氨

酸乙酰转移酶催化丝氨酸与乙酰辅酶 A生成 O-乙酰

丝氨酸(O-acetylserine),然后 CSase催化 O-乙酰丝氨

酸和无机硫化物生成半胱氨酸[ 3] 。已有研究表明 ,

CSase参与了重金属的解毒过程 。拟南芥(Arabidop-

sis thaliana)[ 4] 、芦苇(Phragmites australis)[ 5] 和香蒲

(Typha lati folia)[ 5] 的 CSase 受到镉胁迫的诱导表

达 ,而且超表达 CSase 的转基因拟南芥[ 4] 和烟草

(Nicotiana tabacum)
[ 6]
能耐受更高浓度的重金属

胁迫。

目前已报道了条斑紫菜叶绿体型半胱氨酸合成

酶(PyCSase-B)的基因与序列特征
[ 3]

,但在条斑紫

菜叶状体(thalli)中 PyCSase-B 与重金属解毒之间

的关系未见报道。因此 ,为了探索条斑紫菜叶状体

的解毒机制及相关调控过程 , 采用实时荧光定量

PCR(real-time fluo rescence quant itative PCR)技术

分析了铅胁迫下 PyCSase-B 的响应 。

1　材料和方法

1. 1　条斑紫菜叶状体采集与胁迫处理

条斑紫菜叶状体于 2010年 2 - 3月从连云港海

区采集 ,并于实验室内模拟采集地海水环境充气培

养 7d 。盐度维持在 28‰左右 ,温度设定为 10℃,光

照强度为 40μmo l/(m
2
 s),光周期为 12D /12 L ,每

天更换海水和营养盐 。将健康叶状体分别转移至含

Pb
2+
质量浓度为 0 、1 、4 、7 、10mg /L 的海水中进行

短期铅胁迫 ,处理 2 h 后取样。另将健康叶状体转

移至含 Pb2+质量浓度为 10mg /L 的海水中进行持

续铅胁迫 ,处理 0 、2 、4 、6 、8 、10 、12 h 后取样。每个

胁迫处理都设 3个重复 。

1. 2　条斑紫菜总 RNA的分离纯化

参照 TRIZOL 试剂(Invit rog en)操作说明 ,抽

提叶状体总 RNA ,接着使用 DNase Ⅰ(Fe rmentas)

对总 RNA 进行处理 ,以去除残留的基因组 DNA 。

通过非变性琼脂糖凝胶电泳和核酸蛋白定量仪

(Bio-Rad)检测 RNA 质量 。

1. 3　定量 PCR引物设计

根据已克隆的 PyCSase-B 基因序列[ 7] 设计定量

PCR引物 ,正向引物:5′-TCTCGTCGGCAGACAG-

CATTG-3′, 反 向 引 物:5′-AACAGGGCGGAGGT-

CAGGTAG-3′,预期扩增产物长 187bp。参照文献

[ 7]的方法 ,选用 18S rRNA 作内参 ,正向引物:5′-

TGCCAGCACTGCGTTCTTACC-3′, 反向引物:5′-

AGCCTTCCGACCCAGGACTATC-3′,预期扩增产物

长 163bp。所有引物均由生工生物工程(上海)有限

公司合成。

1. 4　条斑紫菜 PyCS ase-B 的表达检测

反转录反应按 PrimeScript® RT Reagent Kit

(TaKaRa)操作说明进行。10μL 反转录反应体系

中包含 2μL 5 ×PrimeScriptTM Buf fe r , 0. 5μL Pri-

meScript TM RT Enzyme M ix Ⅰ ,2. 5mmo l /L Olig o

dT Primer , 5mmol /L Random 6 mer s以及 400 ng

总 RNA 。反转录反应条件为 37℃下反应 15min ,

85 ℃保温 5 s终止反应。

实时荧光定量 PCR 反应在 IQ5 PCR仪(Bio-

Rad)上进行 。25μL 的反应体系中包含 12. 5μL 2×

SYBR
®
Premix Ex Taq

TM
Ⅱ(TaKaRa)、0. 2μmol /L 定

量 PCR引物和 2μL 反转录产物。采用两步 PCR法

进行扩增 ,即首先 95℃预变性 1min ,然后进入 45个

循环 ,每个循环中 95℃变性 10 s ,62℃延伸 30 s ,循环

结束后 ,从 55℃缓慢升温到 95℃, 制备熔解曲线。

以 10 倍系列稀释的 cDNA 为模板进行定量 PCR ,

制作 PyCSase-B 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 3 个重

复孔。

1. 5　数据处理

应用Pfaf fl
[ 8]
建立的数学模型对定量 PCR数据

进行处理 ,结果采用均数±标准差表示。采用 SPSS

进行统计分析 ,组间差异采用单因素方差分析(one-

way ANOVA),组间多重比较采用 SNK(S tudent-

Newman-Keuls)检验 , P <0. 05表示差异显著 。
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2　结果与分析

2. 1　定量 PCR体系的质量分析

总 RNA的纯度和完整性对后续定量 PCR反应

具有较大影响 ,通常要求总 RNA 中没有明显的蛋白

质 、多糖 、多酚 、基因组 DNA以及酶抑制剂等残留 ,不

被 RNase 或者机械剪切等降解。在本试验中 ,

总 RNA经检测后显示 A260 /A280 =1. 9 ～ 2. 1 , A 260 /

A230 =2. 1 ～ 2. 3;总 RNA 经电泳后显示出明亮且清

晰的 28S和 18S rRNA 条带 ,无弥散 ,无残留。说明

抽提的总 RNA 的质量能够满足后续试验要求。

PyCSase-B 和内参扩增产物的熔解曲线均呈现

单一的特异峰 ,阴性对照和无模板对照的扩增曲线均

呈水平直线 ,说明设计的定量 PCR引物特异性高 ,无

引物二聚体及非特异性扩增。PyCSase-B 和内参标

准曲线的斜率分别是 3. 54和 3. 31 ,扩增效率分别是

1.92和 2. 01 ,相关系数分别是 0. 998和 0. 997 ,重复孔

间扩增曲线基本重叠 ,这些都确保了定量的准确性。

2. 2　条斑紫菜 PyCSase-B 基因的表达分析

不同质量浓度的铅胁迫都能显著诱导条斑紫菜

叶状体 PyCSase-B 基因表达(图 1)。其中在 7mg /L

Pb
2+
胁迫下 , PyCSase-B 的表达量最高 ,是对照的 2.

73倍;在 4mg /L Pb
2+
胁迫下 , PyCSase-B 的表达量

其次 ,是对照的 2. 23倍;1 、10mg /L Pb2+胁迫下 ,

PyCSase-B 的表达量相对较低 ,分别是对照的 1. 66

和 1. 82倍 。

图中数据表示为平均值±标准差(n=3),柱形图上的
不同字母表示差异显著性(P<0. 05)。下同

图 1　条斑紫菜 PyCSase-B 基因在不同质量浓度
铅胁迫下的相对表达量

条斑紫菜叶状体 PyCS ase-B 基因在持续铅胁

迫下也被显著诱导表达(图 2)。在胁迫的前 6 h 内

PyCSase-B 的表达量逐步上升 ,与对照相比其表达

量从 2 h的 1. 82倍上升到6 h的 3. 71倍。在胁迫的

8h到12h内 PyCSase-B 的表达量一直维持在一个较

高水平波动 ,其表达量是对照的 2. 67～ 3.04倍。

图 2　条斑紫菜 PyCSase-B 基因在不同时间
铅胁迫下的相对表达量

3　讨论

最早在高等植物中发现 CSase 被重金属诱导表

达 , 参 与 重 金 属 解 毒[ 4] , 随 后 在 莱 茵 衣 藻

(Chlamydomonas reinhardti i)[ 9] 和柵藻(Scenedes-

mus acutus)
[ 10-11]

中也发现 CSase 响应重金属胁迫。

本研究结果也显示 , PyCS ase-B 能对重金属铅胁迫

作出快速响应。虽然大量证据都表明 CSase 参与重

金属解毒 ,但是 CSase 的主要生理功能是合成半胱

氨酸 ,那么它是如何参与解毒的呢  植物在长期进

化过程中已经建立起了一系列重金属解毒或适应机

制 ,其中植物络合素(phytochelatin)和谷胱甘肽

(g lutathione)是最重要的解毒分子 ,它们能直接与

重金属离子共价结合 ,从而降低重金属离子毒性并

促进重金属向液泡或质外体转运
[ 12]

。植物络合素

和谷胱甘肽都是富含半胱氨酸的小分子肽 ,它们的

合成都需要半胱氨酸起始材料。半胱氨酸含量增加

能增加谷胱甘肽的合成
[ 13]

,而谷胱甘肽又是合成植

物络合素起始分子[ 12] 。因此 ,推测 CSase 的重金属

诱导表达是为了给植物络合素和谷胱甘肽提供必要

的半胱氨酸 ,从而间接地参与了重金属的解毒过程。

在不同质量浓度或不同时间铅胁迫下 , PyC-

Sase-B 的表达量在一定范围内随胁迫强度的增加

而增加;当胁迫强度继续增大时 , PyCSase-B 的表

达量不再上升 ,而是在较高水平上下波动 ,这一现象

暗示 PyCSase-B 的转录受负反馈调节机制的控制。

虽然 PyCS ase-B 的具体调控机制未知 ,但是推测

CSase催化合成的半胱氨酸可能参与了 CSase的负

反馈调控 。当然 , PyCS ase-B 启动子结构以及具体

转录调控机制尚有待于进一步研究。
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