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摘要!研究了黄腐酸对单针藻F,(,&'$>-6-.!X[5VRn%#" 生长&油脂含量&活性氧"Ja>$水平及与

油脂合成相关基因表达的影响% 采用两阶段培养方法"第一阶段异养培养!第二阶段自养培养$!

并添加黄腐酸诱导% 结果表明'在 !0 ,MbG黄腐酸诱导下!1 W 时藻细胞中油脂含量可达 0'52<!

是对照组的 #5#! 倍!藻细胞内活性氧水平是对照组的 #5'1 倍% 此外!油脂合成相关酶基因与油脂

合成存在相关性!黄腐酸诱导下!!+&'11Q&$+$1基因表达量分别是对照组的 #52! 倍"' W$&#51$ 倍

"' W$及 #5$# 倍"1 W$% 研究表明!黄腐酸提高油脂积累可能与活性氧水平及基因表达有关%
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((人类利用能源的方式在继木柴向煤炭'煤炭向

油气的转换已基本完成之后$将经历油气向新能源

的第三次重大转换(#)

% 化石燃料的过度开发和使

用$造成了严重的能源危机和环境问题% 生物柴油

是一种清洁的可再生能源$是化石能源的良好替代

品% 利用微藻生产生物柴油具有诸多优势(! %2)

$因

此受到越来越多国内外学者的关注%

添加外源诱导剂可以影响微藻的生长和油脂的

积累% KQ-7等(')的研究表明$外源添加 0 ,,7/bG

的甜菜碱可以显著提高微藻中油脂含量% 而 #"

,MbG黄腐酸同样可作为植物诱导剂$促进A'+!'0,9

1,11.)$7.<-'7-)的生长和虾青素的积累(0)

% 黄腐酸

是有机肥的重要组成部分$含有丰富的营养元素$能

&"#

@AHB?aHG> ?B_V?=>((((((((((((((!"#& k7/̂'2 B7̂$



够提高植物细胞对氮'磷等营养物质的吸收$促进植

物的生长和代谢产物的积累(1)

% 同时$黄腐酸还有

调节细胞内信号分子的转导'延缓植物的衰老等功

能($)

% 但黄腐酸对微藻生长及油脂合成的影响尚

不明确$同时植物激素对微藻在基因水平影响的研

究相对较少% 从分子水平上研究植物激素对微藻油

脂合成的影响$有利于了解植物激素诱导微藻油脂

合成的分子机制%

本实验以F,(,&'$>-6-.!X[5VRn%#" 为对象$

研究了黄腐酸对微藻生物量'油脂含量'活性氧水平

及油脂合成相关基因"!+'$+$1''11Q#表达的影响$

为促进微藻油脂的工业化生产提供理论参考%

78材料与方法

#5#(实验材料

实验所用的单针藻 F,(,&'$>-6-.!X[5VRn%

#"$为昆明理工大学生命科学与技术学院 %生物炼

制实验组筛选$并保存于 c8Q # 培养基中%

植物激素&黄腐酸$由昆明理工大学生命科学与

技术学院%天然产物制药组提供%

#5!(实验方法

#5!5#(微藻的培养

以F,(,&'$>-6-.!X[5VRn%#" 为研究对象$以

c8Q # 培养基"*_=?%!B-&#5"!) ,MbG!V;>a
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a& "5"#! 20 ,MbG#作为

基础培养基$添加 #" MbG的葡萄糖$在光照强度

250 h#"

2

/Z'培养温度 "!0 l##d'摇床转速 #0"

9b,.E 的条件下异养培养 & W% 将异养培养的藻液接

种到 c8Q # 培养基中"接种量为 $ h#"

$

6;//Xb,G#$

作为对照组!同时$添加黄腐酸"!0 ,MbG#为诱导

组$在光照强度 250 h#"

2

/Z'培养温度"!0 l##d'摇

床转速 #0" 9b,.E的条件下培养 #" W$每组设置 2 个

平行%

#5!5!(生物量与油脂含量的测定

根据藻细胞与吸光度4

$0"

在一定的范围内呈线

性关系$得出单针藻F,(,&'$>-6-.!X[5VRn%#" 在

$0" E,处的干重与吸光度的关系&Mo"P2!! 1O%

"P""! 0$3

!

o"P))) $$式中&M为生物量$MbG!O为

吸光度%

新鲜藻液 #! """ C 离心 0 ,.E$ %&"d冷冻过

夜后$冷冻干燥% 干藻粉"T$"52 j"50 M#与石英砂

按质量比 #i! 混合研磨$用 2 ,G的氯仿%甲醇溶液

"体积比 !i##清洗$转移至 0" ,G的离心管中$#0"

9b,.E振荡 !" ,.E 后$!"d'& """ C 离心 0 ,.E$将

上清液收集于另一个离心管中% 重复上述步骤 !

次$合并 2 次上清液% 合并的上清液离心后转移至

已称重 "T

#

#的干燥离心管中$'"d烘干至恒重

"T

!

#% 油脂含量计算公式如下&

油脂含量o"T

!

%T

#

#"Th#""<

#5!52(活性氧"Ja>#的测定

利用细胞渗透荧光探针 !p$$p%二氯二乙酸酯

"_@VA%_?#对活性氧进行测定(&)

% 取 0 ,G新鲜

藻液$& """ C离心 0 ,.E$弃上清% 加入_@VA%_?

"#" ,,7/bG#溶液重悬$使细胞浓度达到 # h#"

0

6;//Xb,G$2$d' #0" 9b,.E 黑暗染色 2" ,.E$在

#! """ C''d的条件下离心 0 ,.E$用磷酸缓冲液

Yf>""5"0 ,7/bG$[A$#洗涤 ! 次$除去未进入细胞

的_@VA%_?% 加入 ! j2 ,G的 "5#

!

,7/bG的

Yf>溶液重悬% 用荧光分光光度计测定样品在激发

波长 '&& E,'发射波长 0!0 E,处的荧光强度%

#5!5'(油脂合成相关基因表达分析

本实验由 Y9.,;905" 软件设计$上海生工生物工

程技术服务有限公司合成!+$ $+$1$ '11Q上下游扩增

引物"表 ##% 扩增所得序列测序"上海生工#后 fG?>=

比对$并以此为模板设计荧光定量引物"表 !#%

表 78基因克隆引物

引物 引物序列"0p%2p# 退火温度bd 扩增片段大小b][

'11QV CCC@C=C?=CC?C===CC

'11QJ @?@@C=?CCCC?=C?CC@

0$ 0#!

!+V =@CC@C=C?C@?@=?=@CC=C

!+J @CC?@=CC==CC=CCCC==C

0$ ###

$+$1N @@?=@@@@=CCC=C===C@@

$+$13 @C@?C@?@@=@@C@@===C=

0$ !)!

((=9.P7/法提取不同质量浓度黄腐酸处理的藻细

胞JB?$利用逆转录试剂盒"=-̀-J-#将 JB?逆转

录合成6_B?$以其为模板$进行 J=%Y@J扩增$检

测不同质量浓度黄腐酸对单针藻 VRn%#" 的 !+$

)"#
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$+$1$'11Q表达的影响% 通过 ?fH$0"" 荧光定量仪

对!+$$+$1$'11Q表达进行定量$ J=%Y@J的数据

结果用 !

%

((

@=的方法处理分析())

% 以 #&X基因作为

内标以调节JB?的用量和循环数$使内标基因在诱

导条件下的表达丰度一致$最终得到基因表达量之

间的倍数关系%

表 98油脂合成相关基因荧光定量引物

酶b基因 简写 引物序列"0p%2p# 退火温度bd 链长b][

#&XJB? #&XJB?

CCC?C=?=CC=@C@??CC

C?@=?===?C@?CC@=C?CC=

0$ !'!

D-/.6;EPL,; D*

=@CC@C=C?C@?@=?=@CC=C

@CC?@=CC==CC=CCCC==C

0$ ##"

YQ7X[Q7;E7/[L98T-S;6-9]7ZL/-X; Y*Y@

@@?=@@@@=CCC=C===C@@

@C@?C@?@@=@@C@@===C=

0$ !)!

-6;SL/%@7?6-9]7ZL/-X;];S-X8]8E.S -66_

CCC@C=C?=CC?C===C

?CC==CC@@=@C==@=C

0$ !#2

#5!50(统计分析

本文全部实验均设置 2 组平行$利用 ?Bak?

">Y>>#)5"#一步法分析实验数据% 最小显著性差

异进行多重比较检验调查不同实验的组间差异$且

当 *m"5"0 具有显著性意义%

98结果与讨论

!5#(黄腐酸诱导对微藻生长的影响

黄腐酸诱导条件下单针藻生长的变化趋势如图

# 所示% 由图 # 可知$诱导的前 ' W$生物量基本保

持不变$而后开始逐渐增加$培养至 #" W 时$诱导组

和对照组的生物量从 #5&2 MbG分别增加了 !05#'<

"!5!) MbG#和 !'50)<"!5!& MbG#% 外源黄腐酸的

添加并不影响单针藻 F,(,&'$>-6-.!X[5VRn%#"

的生长% 研究表明$外源添加低浓度的赤霉素诱导$

长茎葡萄蕨藻的质量相对增加率和比生长速率与对

照组差异不显著(#")

% 而添加 #"

%2

!

,7/bG的胺鲜

酯诱导培养$:>7,&+77' ),&,2-(-'(' 生物量仅为对照

组的 2"5#$<

(##)

% 这些结果表明$不同的植物激素

对微藻生长的影响可能不同%

图 78黄腐酸诱导对微藻生物量的影响

!5!(黄腐酸诱导对微藻油脂合成的影响

黄腐 酸 诱 导 对 单 针 藻 F,(,&'$>-6-.! X[5

VRn%#" 中油脂含量的影响见图 !% 由图 ! 可知$

对照组中$在 1 W时微藻的油脂含量增加到 '&5'<$

而在黄腐酸的作用下$油脂含量最高达到 0'52<$

是对照组的 #5#! 倍% 诱导培养后期$虽然油脂含量

均呈现下降趋势$但显著高于对照组"*m"5"##%

生长后期大部分营养耗尽$所剩物质不足以维持细

胞内大量积累油脂$因此油脂积累量较低% 研究表

明$所有的脂肪酸均有不同的抑藻作用(#!)

% 黄腐酸

诱导的 & j#" W$藻细胞内油脂含量较低$但生物量

增长加快"见图 ##%

图 98黄腐酸诱导对微藻油脂含量的影响

!52(黄腐酸诱导对藻细胞内活性氧水平的影响

黄腐酸诱导对藻细胞内活性氧水平的影响见

图 2%

图 ;8黄腐酸诱导藻细胞内活性氧水平的影响

((由图 2 可知$在自养培养过程中$藻细胞内活性

氧水平呈现先升高后降低的趋势% 在黄腐酸的诱导

下$在 1'&'#" W 时藻细胞内活性氧水平均显著高于

对照组"*m"5"##$分别是对照组的 #5'1'#5'$'

#52& 倍% 研究表明$在生物和非生物胁迫刺激下$

"##
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活性氧容易形成(#2)

% 在植物系统中$活性氧是由细

胞内叶绿体'线粒体和细胞膜上的电子传输活动中

氧分子上的电子泄露形成的% 自养阶段的前 ' W$活

性氧含量相对较少$可能是由于微藻本身具有防止

自由基'活性氧早期形成的非酶机制和清除自由基'

活性氧的酶促防御系统(#')

% 本实验研究发现$诱导

培养到 1 W$活性氧含量显著"*m"5"##增加$同时

油脂含量达到最高"见图 !#% 诱导后期$藻细胞内

的活性氧含量降低$可能主要是由脂质过氧化引起

的$对藻细胞起到了保护作用% 此外$促进微藻细胞

内氧气的利用$有利于降低细胞内活性氧的水平$保

护微藻细胞(#0)

%

!5'(黄腐酸诱导对单针藻油脂合成相关基因的

影响

磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶"Y*Y@#是植物光合

作用'呼吸作用中的关键性酶$催化磷酸烯醇式丙酮

酸在体内转化为苹果酸或天冬氨酸% 即便是在@a

!

浓度很低的情况下$Y*Y@也有很强的固定@a

!

的能

力% 黄腐酸诱导下$$+$1相对表达量的变化趋势如

图 ' 所示%

图 <8黄腐酸诱导对微藻中 /#/,相对表达量的影响

((由图 ' 可知$在黄腐酸的诱导下$诱导时间为 '

W和 1 W时$+$1表达量分别比对照组上调至 #5#' 倍

和 #5$# 倍% 诱导前期$$+$1相对表达量较高$有利

于藻细胞进行@a

!

的固定$进行光合作用$促进微藻

的固碳作用% 自养后期 $+$1相对表达量下调可以

促进植物微生物等物种中甘油三酯的生物合成$有

利于油脂的积累%

油脂含量的增加依赖于光合作用中光反应阶段

提供的?=Y和B?_YA

(#1)

% 苹果酸酶"D*#催化苹

果酸发生不可逆的脱羧反应$生成丙酮酸'B?_YA

和@a

!

$生成的 B?_YA可用于脂肪酸的合成$@a

!

可以补充光合作用过程中对碳的需求% 黄腐酸诱导

对!+相对表达量的影响如图 0 所示% 由图 0 可知$

黄腐酸诱导下$!+的相对表达量增加$在 ' W 最高$

是对照组的 #52! 倍$同时进而促进了微藻油脂含量

的增加% 有研究指出$!+是产油真菌脂肪酸合成过

程中的限速酶(#$)

% 氮缺陷可以促进油脂的积累$与

此同时!+的相对表达量显著提高(#&)

%

图 =8黄腐酸诱导对微藻中5#相对表达量的影响

((乙酰辅酶 ?羧化酶"-66_#催化是油脂合成的

第一步反应% 植物中的 '11Q存在两种形式&异质型

和同质型% 存在于细胞质中的异质型在油脂的合成

中起着独到的作用% 黄腐酸诱导对微藻中 '11Q相

对表达量的影响如图 1 所示%

图 X8黄腐酸诱导对微藻中 ",,9相对表达量的影响

((由图 1 可知$在黄腐酸诱导下 '11Q的相对表达

量逐渐增加$在 ' W 时达到最高$是对照组的 #51$

倍% 有研究表明$通过高表达 '11Q中的 ' 个亚基的

基因$使得 '11Q的活性增强$从而使得脂肪酸的合

成增加了 1 倍(#))

% 在兼养条件下$过量表达微藻

:>7,&+77' ),&,2-(-'(' @@=@@D!")!!" 中的 '11Q基

因$发现油脂含量增加(!")

% 本实验结果表明$'11Q

基因在 ' W时相对表达量最高$大幅度刺激了油脂

的合成$与图 ! 中油脂含量升高相一致% 这与前人

的报道$'11Q与油脂的合成呈正相关一致% 因此$

这些结果进一步表明黄腐酸可以上调油脂合成基因

的表达进而促进微藻油脂的积累%

;8结8论

在添加黄腐酸"!0 ,MbG#诱导培养条件下$单

针藻 F,(,&'$>-6-.!X[5VRn%#" 生物量与对照组

相比变化不大$但可以促进油脂含量的增加$使藻细

胞中油脂含量达到 0'52<$是对照组的 #5#! 倍%

此外$在黄腐酸诱导过程中$活性氧水平的增加与油

脂合成相关基因"$+$1'!+''11Q#表达量的上调$都

可以促进微藻油脂的积累%
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