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比较转录组解析氮限制对微藻Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２
油脂和淀粉积累的分子调控机制
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摘要：为明确微藻油脂与淀粉代谢过程中是否存在相互竞争与转化关系，以微藻Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．
ＨＪ１２为实验材料，对不同氮浓度培养条件下的微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２生物量、油脂含量和淀
粉含量进行测定，并进行比较转录组研究，探讨其油脂和淀粉积累相关影响及分子调控机制。结果

表明：氮浓度对该藻株油脂和淀粉积累具有显著影响，且油脂与淀粉积累呈显著负相关关系；培养

基中添加氮源时，微藻Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２油脂含量显著高于无氮源条件，油脂含量最高时的
氮浓度为７．６ｍｍｏｌ／Ｌ；无氮源时，其淀粉含量最高；比较转录组研究发现，促进微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓ
ｓｐ．ＨＪ１２油脂积累的主要因素可能是脂肪酸合成途径、糖酵解途径与淀粉分解代谢途径的增强，为
脂肪酸的合成提供了更多的乙酰－ＣｏＡ和碳源，从而促进了脂肪酸的合成；挖掘得到４个调控脂质
合成代谢的关键基因ＡＣＡＣＡ、α－ＡＭＹ、ＰＤＣ和ａｄｈ，采用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）验证基因
表达差异变化，结果与转录组分析差异一致。研究结果可为进一步了解微藻脂质合成代谢的分子

机制提供一定的参考，同时为加快微藻油脂制备生物柴油实现规模化应用增添新的有利基础。
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　　随着世界人口和经济的持续快速增长，化石燃
料的需求量和消耗量越来越大，过量的二氧化碳进

入大气是导致当前全球气候变化的主要原因之

一［１］，因此寻找可持续再生的绿色清洁能源一直是

人们努力的目标。微藻通过光合作用固定二氧化碳

富集产生的淀粉与油脂，可用于制备乙醇和生物柴

油，且微藻生长周期短、生物质产率高、环境适应性

强、不占用农耕土地面积，被认为是最具发展潜力的

一种生物质燃料资源［２］。然而，较高的生产成本限

制了其进一步的规模化商业发展，并且如何提高油

脂产量仍然是我们需要突破的重要瓶颈。

氮限制是一种可以促进藻细胞油脂积累的有效

手段［３－５］。但是在缺氮条件下往往会造成藻细胞生

长迟缓甚至死亡，生物量减少，油脂产量偏低［６］。

如何在不影响藻细胞生长的前提下提高其油脂含

量，是该领域现阶段需要解决的难题。目前，采用基

因工程手段定向调控目的基因的表达水平，构建工

程藻株是最常见的方法。脂质代谢通常与碳水化合

物代谢密切关联，已有研究表明，油脂与淀粉合成途

径都需要利用前体物质３－磷酸甘油醛［７－９］，但尚

不清楚两者在代谢过程中是否存在某种相互竞争与

转化关系以及潜在的调控基因。

本文以微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２为研究对
象，对不同氮浓度培养条件下的 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．
ＨＪ１２进行油脂和淀粉含量测定及转录组测序，对比
脂质和碳水化合物合成相关代谢途径的基因表达变

化差异，挖掘调控脂质合成代谢的关键基因，为进一

步揭示微藻脂质合成代谢的分子机制提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　实验材料

藻种 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２，由海南大学生物
工程综合实验室提供；ＢＧ－１１培养基。

植物总ＲＮＡ提取试剂盒，成都福际生物技术有
限公司；ＢＧＩＳＥＱ－５００测序仪；Ａｇｉｌｅｎｔ２１００生物分
析仪；ＨｉＳｃｒｉｐｔＩＩＩ１ｓｔＳｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试剂
盒、ＣｈａｍＱＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂
盒，南京诺唯赞公司。

１．２　实验方法
１．２．１　微藻的培养

为获得微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２最佳油脂
积累氮浓度，以 ＢＧ－１１为基础培养基［１０］，其他营

养成分不变，改变硝酸钠的质量浓度，使培养基中氮

的浓度分别为０、７．６、１２．６、１７．６、２２．６ｍｍｏｌ／Ｌ，在
每天光照１２ｈ、黑暗１２ｈ，以及培养温度２７℃下培
养。各处理设置３个重复，每隔２４ｈ取样１次，测

定６８０ｎｍ下的光密度（ＯＤ６８０），绘制生长曲线。
１．２．２　生物量测定

收集培养１４ｄ的藻液，以８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
收集藻泥沉淀，置于冷冻干燥机中冻干，－２０℃冰
箱中保存备用。以冻干藻粉质量与藻液体积的比值

计算生物量。

１．２．３　油脂含量测定
参考潘孝妍等［１１］的方法对藻株油脂进行提取，

以油脂质量与藻粉质量的比值计算油脂含量。

１．２．４　淀粉含量测定
采用蒽酮 －硫酸法［６，１２－１３］对藻株淀粉含量进
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行测定。配制１ｍｇ／ｍＬ的葡萄糖标准溶液，稀释
成不同质量浓度（ｘ）梯度，分别与４ｍＬ蒽酮试剂
反应后于６２５ｎｍ波长下测定吸光值（ｙ），制作标
准曲线并得到标准曲线方程 ｙ＝０．００２１ｘ－
０．００５２，相关系数（Ｒ２）为０．９９５８。称取０．１ｇ藻
粉，先用８０％乙醇洗脱至无色，再用 ３０％高氯酸
进行振荡提取，合并提取液。取一定量提取液与

蒽酮试剂反应，测定吸光值，根据标准曲线计算样

品中淀粉的含量。

１．２．５　转录组测序样品制备与总ＲＮＡ提取
微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２在氮浓度分别为

０（ＮＴ＿０）、７．６ｍｍｏｌ／Ｌ（ＮＴ）和１７．６ｍｍｏｌ／Ｌ（ＣＫ）培
养基中培养１４ｄ后，分别收集藻液，４℃下以８０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集沉淀。采用植物总 ＲＮＡ提
取试剂盒提取样品总ＲＮＡ，经生物分析仪检测ＲＮＡ
质量合格后送至深圳华大基因测序公司进行 ｃＤＮＡ
文库构建和测序。

１．２．６　原始数据处理与ｄｅｎｏｖｏ拼接
对测序得到的原始数据（ＲａｗＲｅａｄｓ）使用过滤

软件ＳＯＡＰｎｕｋｅｖ１．４．０和 Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃｖ０．３６进行
过滤，去除低质量、接头污染以及未知碱基 Ｎ含量
高于１０％的ＲａｗＲｅａｄｓ，过滤后得到的 ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ
使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ软件［１４］对其进行 ｄｅｎｏｖｏ组装，完成
拼接。

１．２．７　差异表达基因分析
通过华大基因 Ｄｒ．Ｔｏｍ系统，以表达量为原来

的２倍以上和错误发现率（ＦＤＲ）小于０．００１为指标
对差异表达基因（ＤＥＧｓ）进行筛选。查找京都基因
与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙ－ｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓ
ａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）的注释与分类对 ＤＥＧｓ进行
ＫＥＧＧ聚类与富集分析。使用 Ｂｏｗｔｉｅ２软件［１５］将

ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ与基因组序列进行比对，利用 ＲＳＥＭ
ｖ１．２．８软件［１６］计算样品中的基因表达丰度。

１．２．８　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴ－ｑＰＣＲ）
为了验证转录组数据的准确性，对挖掘得到的

４个调控脂质代谢的关键基因进行 ＲＴ－ｑＰＣＲ验
证。按照１．２．５的方法对总ＲＮＡ进行提取，再反转
录成ｃＤＮＡ作为ＲＴ－ｑＰＣＲ反应模板进行扩增。以
微藻的１８ＳｒＲＮＡ基因作为内参基因，使用Ｐｒｉｍｅｒ５．０
对引物进行设计，由上海生工生物工程有限公司完

成引物合成，ＣＫ为对照组，ＮＴ和 ＮＴ＿０为实验组，
每个样品３个重复，采用２－ΔΔＣｔ法计算差异基因相
对表达量，引物序列信息见表１。

表１　ＲＴ－ｑＰＣＲ引物序列信息

基因名称 引物序列（５′～３′）

１８ＳｒＲＮＡ
Ｆ：ＡＧＴＴＧＧＴＧＧＧＴＴＧＣＣＴＴＧＴＣ

Ｒ：ＣＧＴＴＧＧＴＣＧＣＧＴＣＡＧＴＧＴＡ

ＡＣＡＣＡ
Ｆ：ＧＡＧＧＴＣＴＧＧＧＧＣＴＡＣＴＴＣＴＣ

Ｒ：ＴＣＧＣＣＣＣＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴＣＴＣ

α－ＡＭＹ
Ｆ：ＴＧＴＴＡＡＡＣＧＧＧＡＣＴＴＧＴＧＣＧ

Ｒ：ＴＣＡＣＡＡＴＧＣＧＣＴＧＴＣＴＡＴＧＣ

ＰＤＣ
Ｆ：ＣＣＣＣＧＴＣＡＴＣＡＴＣＣＴＣＡＴＣ

Ｒ：ＧＣＡＣＡＡＣＴＴＣＴＣＡＧＣＡＧＣＴＴ

ａｄｈ
Ｆ：ＣＧＴＴＴＧＴＧＴＣＴＧＧＴＴＣＡＧＣ

Ｒ：ＴＧＡＧＣＧＡＣＴＴＡＧＡＧＧＡＣＧＧ

２　结果与讨论
２．１　不同氮浓度对微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２生
长的影响（见图１、图２）

图１　不同氮浓度下Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２的生长曲线

注：图中不同字母表示差异显著（ｐ＜０．０５）。下同
图２　不同氮浓度下Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２的生物量

生长曲线能直观反映微藻的生长状态和生长

趋势［１０］。由图 １可知，不同氮浓度处理的微藻
Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２在培养至３ｄ时均进入对数
生长期，但进入稳定生长期的时间及藻液浓度存在

较大差异。在不添加硝酸钠的无氮源培养基中，培

养至９ｄ时进入稳定生长期，这一时期的藻液浓度
在所有处理中最低。在含氮源的培养基中，氮浓度

为７．６、１２．６ｍｍｏｌ／Ｌ的处理在培养至１４ｄ时进入
稳定生长期，而氮浓度为１７．６、２２．６ｍｍｏｌ／Ｌ的处理
分别于１３、１２ｄ进入稳定生长期；稳定生长期中氮
浓 度 越 高，藻 液 浓 度 越 低，其 中 氮 浓 度 为

７．６ｍｍｏｌ／Ｌ的处理藻液浓度最高，而氮浓度为
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２２．６ｍｍｏｌ／Ｌ的处理藻液浓度最低。
由图２可知：当藻株培养至１４ｄ时，在含氮源

的培养基中，氮浓度为７．６ｍｍｏｌ／Ｌ的处理生物量达
２．７９ｇ／Ｌ，显著高于其他处理；高氮浓度的处理
（２２．６ｍｍｏｌ／Ｌ）生物量为１．８８ｇ／Ｌ，显著低于其他
处理；而无氮源处理生物量最低，仅为１．５３ｇ／Ｌ，显
著低于含氮源的处理。过高或过低的氮浓度均不利

于微藻的生长，如氮浓度过高会降低微藻对氮的利

用率，使氮吸收处于饱和状态，抑制藻细胞的生

长［１７］。培养基中无氮源会增加活性氧化物的生成，

对光合作用器官产生破坏，光合活性降低［１８］会抑制

藻细胞的生长，但细胞分裂仍可以进行，这是因为微

藻利用自身细胞内源氮化合物，如蛋白质或叶绿素

等物质的降解补充了相应的氮源，从而维持了其在

无氮环境下的生长［１９－２０］，这与实验中观察到无氮源

处理藻液明显偏黄现象相符。

上述结果表明：培养基中无氮源时会抑制微藻

Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２生长；添加低浓度的氮源有
利于微藻的生长，延长其对数生长期，增加其生物

量；而氮源浓度过高时会抑制其生长，缩短其对数生

长期；在氮浓度为７．６ｍｍｏｌ／Ｌ条件下，藻株生长状
态最佳，生物量最高。李涛等［２１］报道降低产油绿球

藻培养基中的氮浓度，可以显著提高其生物质浓度；

吴桂秀等［６］研究发现，随着氮浓度的提高，标志链

带藻的生物质浓度先增加后降低：均与本实验结果

一致。

２．２　不同氮浓度对微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２油
脂与淀粉含量的影响

不同氮浓度下微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２油
脂与淀粉含量见图 ３，微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２
油脂含量与淀粉含量相关性见图４。

由图３、图４可知，氮浓度显著影响藻细胞油脂
与淀粉的积累（ｐ＜０．０５），且油脂与淀粉的积累呈
显著负相关关系（Ｒ＝－０．９７）。在氮浓度 ７．６～
２２６ｍｍｏｌ／Ｌ范围内，藻株油脂含量达 ２３９３％ ～
３２．１２％，均显著高于无氮源处理（１２６６％），其中
以氮浓度为７．６ｍｍｏｌ／Ｌ处理微藻油脂含量最高，达
３２．１２％。无氮源处理时藻株淀粉含量达３２．６０％，
均显著高于含氮源的处理。结果表明，在无氮源时，

微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２主要以合成淀粉作为
储能物质，而添加适量氮源时，微藻则更多地转为积

累油脂。冯迪娜等［２２］报道湛江等鞭金藻在氮限制

条件下主要积累碳水化合物，氮充足条件下主要进

行油脂积累，与本实验研究结果一致。

图３　不同氮浓度下微藻Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２
油脂与淀粉含量

图４　微藻Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２油脂含量
与淀粉含量的相关性

通过综合分析藻细胞生长状态、油脂与淀粉

含量积累情况，最适合微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２
油脂积累的氮浓度是 ７．６ｍｍｏｌ／Ｌ，而最适合微藻
Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２淀粉积累的是培养基中无氮
源。油脂和淀粉作为微藻氮限制条件下积累的两种

主要储能物质，通常情况下，大多微藻会选择积累能

量值更高的油脂作为长期储能物质，但也有部分藻

种选择积累淀粉，如亚心形四爿藻和小球藻等［２３］，

这表明微藻在响应氮限制积累大量淀粉（碳水化合

物）过程中可能还存在物种依赖性［２４］。

２．３　差异表达基因聚类与富集分析
将ＣＫ、ＮＴ和ＮＴ＿０３组转录组序列信息进行对

比，ＮＴ和 ＣＫ与 ＮＴ＿０和 ＣＫ两组相互比对得到
４９００个共同的 ＤＥＧｓ，对得到的 ＤＥＧｓ进行 ＫＥＧＧ
聚类分析，结果见图５。

由图５可知，分别有１４５个和３４１个 ＤＥＧｓ注
释到脂质代谢和碳水化合物代谢。进一步对这两条

代谢途径中的 ＤＥＧｓ进行 ＫＥＧＧ富集分析发现，脂
质代谢的ＤＥＧｓ主要富集于甘油磷脂代谢、三酰甘
油的生物合成以及脂肪酸合成等代谢途径，而碳水

化合物代谢的 ＤＥＧｓ则主要富集于糖酵解与糖异
生、柠檬酸循环、淀粉和蔗糖代谢等途径，具体ＤＥＧｓ
转录本信息见表２和表３。
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图５　差异表达基因ＫＥＧＧ聚类分析

表２　微藻Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２差异表达基因中参与脂质合成相关的酶

酶简称 酶 ｋｏ编号 ＥＣ编号 转录本数量

甘油磷脂代谢

　ＧＰＤ１ ３－磷酸甘油酯脱氢酶（ＮＡＤ＋） Ｋ００００６ １．１．１．８ ２

　ＤＡＤ１ 磷脂酶Ａ１ Ｋ１６８１８ ３．１．１．３２ ３

　ＬＹＰＬＡ２ 溶血磷脂酶ＩＩ Ｋ０６１３０ ３．１．１．５ ２

　ＧＤＥ１ 甘油磷酸二酯酶 Ｋ１８６９６ ３．１．４．４６ ２

　ＧＰＡＴ３／４ 甘油－３－磷酸Ｏ－酰基转移酶３／４ Ｋ１３５０６ ２．３．１．１５ １

　ＰＣＹＴ１ 胆碱酯酶－磷酸酯细胞转移酶 Ｋ００９６８ ２．７．７．１５ １

　ＡＧＰＡＴ／ＬＰＴ１ １－酰基－ｓｎ－甘油－３－磷酸酰基转移酶 Ｋ００６５５ ２．３．１．５１ ５

　ＰＬＤ１／２ 磷脂酶Ｄ１／２ Ｋ０１１１５ ３．１．４．４ ２

　ＢＴＡ１ 甜菜碱脂质合成酶 Ｋ１３６２１ １

　ＡＧＸＴ２Ｌ１，ＥＴＮＰＰＬ 乙醇胺－磷酸酯酶 Ｋ１４２８６ ４．２．３．２ １

　ＰＣＹＴ２ 乙醇胺－磷酸胞苷转移酶 Ｋ００９６７ ２．７．７．１４ ４

　ＣＤＩＰＴ ＣＤＰ－二酰基甘油－肌醇３－磷脂酰转移酶 Ｋ００９９９ ２．７．８．１１ １

　ＣＤＳ１，ＣＤＳ２，ｃｄｓＡ 磷脂酰氧基转移酶 Ｋ００９８１ ２．７．７．４１ ２

　ＥＰＴ１ 乙醇胺磷酸酯转移酶 Ｋ００９９３ ２．７．８．１ １

　ＴＡＺ 单体心磷脂酰基转移酶 Ｋ１３５１１ ２．３．１．－ ２

三酰甘油的生物合成

　ＤＡＫ 二羟丙酮激酶 Ｋ００８６３
２．７．１．２８，２．７．１．２９，
４．６．１．１５

１

　ＧＫ 甘油激酶 Ｋ００８６４ ２．７．１．３０ １
　ＭＧＬＬ 酰基甘油脂肪酶 Ｋ０１０５４ ３．１．１．２３ ２

　ＴＡＧＬ 三酰基甘油酯酶 Ｋ１４６７４
３．１．１．３，３．１．１．１３，
３．１．１．４，２．３．１．５１

２

　ＤＧＡＴ１ 二酰基甘油Ｏ－酰基转移酶１ Ｋ１１１５５
２．３．１．２０，２．３．１．７５，
２．３．１．７６

３

脂肪酸合成

　ＢＣＣＰ 乙酰－ＣｏＡ羧化酶生物素羧基载体蛋白 Ｋ０２１６０ ２

　ＡＣＡＣＡ 乙酰－ＣｏＡ羧化酶／生物素羧化酶 Ｋ１１２６２
６．４．１．２，６．３．４．１４，
２．１．３．１５

１

　ＦＡＳＮ 脂肪酸合成酶 Ｋ００６６５ ２．３．１．８５ ５
　ｆａｂＤ 丙二酰－ＣｏＡＡＣＰ转移酶 Ｋ００６４５ ２．３．１．３９ １
　ｆａｂＦ ３－酮脂酰－ＡＣＰ合酶Ⅱ Ｋ０９４５８ ２．３．１．１７９ ２
　ｆａｂＨ ３－酮脂酰－ＡＣＰ合酶Ⅲ Ｋ００６４８ ２．３．１．１８０ １
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续表２

酶简称 酶 ｋｏ编号 ＥＣ编号 转录本数量

　ｆａｂＧ ３－酮脂酰－ＡＣＰ还原酶 Ｋ０００５９ １．１．１．１００ ３

　ｆａｂＩ 烯酰基－酮脂酰－ＡＣＰ还原酶Ⅰ Ｋ００２０８ １．３．１．９，１．３．１．１０ １

　ＦＡＢ２，ＳＳＩ２，ｄｅｓＡ１ 酰基－ＡＣＰ脱氢酶 Ｋ０３９２１
１．１４．１９．２，１．１４．１９．１１，
１．１４．１９．２６

３

　ＡＣＳＬ，ｆａｄＤ 长链酰基－ＣｏＡ合成酶 Ｋ０１８９７ ６．２．１．３ ４

表３　微藻Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２差异表达基因中参与碳水化合物合成相关的酶

酶简称 酶 ｋｏ编号 ＥＣ编号 转录本数量

糖酵解与糖异生

　ＧＡＬＭ 醛糖１－聚合酶 Ｋ０１７８５ ５．１．３．３ ２
　ＦＢＰ 果糖１，６－二磷酸酶Ｉ Ｋ０３８４１ ３．１．３．１１ ４
　ＰＦＫ ６－磷酸果糖激酶１ Ｋ００８５０ ２．７．１．１１ １
　ＰＦＰ 二磷酸盐依赖型磷酸果糖激酶 Ｋ００８９５ ２．７．１．９０ ５
　ＡＬＤＯ 果糖二磷酸醛缩酶 Ｋ０１６２３ ４．１．２．１３ １０
　ＴＰＩ 磷酸丙糖异构酶 Ｋ０１８０３ ５．３．１．１ ２
　ＧＡＰＤＨ ３－磷酸甘油酯脱氢酶 Ｋ００１３４ １．２．１．１２ ５
　ＰＧＫ 磷酸甘油酸激酶 Ｋ００９２７ ２．７．２．３ ２
　ｇｐｍＢ 磷酸甘油酯变异酶 Ｋ１５６３４ ５．４．２．１２ ２
　ＥＮＯ 烯醇酶 Ｋ０１６８９ ４．２．１．１１ ２
　ｐｃｋＡ 磷酸烯醇丙酮酸羧化酶（ＡＴＰ） Ｋ０１６１０ ４．１．１．４９ ３
　ＰＫ 丙酮酸激酶 Ｋ００８７３ ２．７．１．４０ ５
　ＤＬＡＴ 丙酮酸脱氢酶 Ｋ００６２７ ２．３．１．１２ １１
　ＰＤＣ 丙酮酸脱羧酶 Ｋ０１５６８ ４．１．１．１ ７
　ＡＣＳＳ 乙酰－ＣｏＡ合成酶 Ｋ０１８９５ ６．２．１．１ ２
　ＡＬＤＨ 醛脱氢酶（ＮＡＤ＋） Ｋ００１２８ １．２．１．３ ４
　ＡＫＲ１Ａ１ 醇脱氢酶（ＮＡＤＰ＋） Ｋ００００２ １．１．１．２ ４
柠檬酸循环

　ｐｃｋＡ 磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（ＡＴＰ） Ｋ０１６１０ ４．１．１．４９ ３
　ＭＤＨ１ 苹果酸脱氢酶 Ｋ０００２５ １．１．１．３７ ３
　ＣＩＳ 柠檬酸合成酶 Ｋ０１６４７ ２．３．３．１ ３
　ＡＣＬＹ 柠檬酸裂解酶 Ｋ０１６４８ ２．３．３．８ ２
　ＡＣＯ，ａｃｎＡ 乌头酸水合酶 Ｋ０１６８１ ４．２．１．３ １
　ＩＤＨ１，ＩＤＨ２，ｉｃｄ 异柠檬酸脱氢酶 Ｋ０００３１ １．１．１．４２ ３
　ｆｕｍＣ，ＦＨ 延胡索酸水合酶 Ｋ０１６７９ ４．２．１．２ １
　ＳＤＨＡ，ＳＤＨ１ 琥珀酸脱氢酶 Ｋ００２３４ １．３．５．１ ４
　ＬＳＣ１ 琥珀酰－ＣｏＡ合成酶α亚基 Ｋ０１８９９ ６．２．１．４，６．２．１．５ ２
　ＤＬＳＴ，ｓｕｃＢ ２－氧戊二酸脱氢酶Ｅ２成分 Ｋ００６５８ ２．３．１．６１ ２
　ＯＧＤＨ，ｓｕｃＡ ２－氧戊二酸脱氢酶Ｅ１成分 Ｋ００１６４ １．２．４．２ ５
淀粉和蔗糖代谢

　ＳＰＰ 蔗糖－６－磷酸酶 Ｋ０７０２４ ３．１．３．２４ １
　ＳＰＳ 蔗糖－磷酸合成酶 Ｋ００６９６ ２．４．１．１４ １
　ＴＰＳ ６－磷酸海藻糖合成酶 Ｋ１６０５５ ２．４．１．１５，３．１．３．１２ １
　ＵＧＰ２ ＵＴＰ———葡萄糖－１－磷酸尿苷转移酶 Ｋ００９６３ ２．７．７．９ １
　ＷＡＸＹ 颗粒性淀粉合成酶 Ｋ１３６７９ ２．４．１．２４２ ３
　ＥＮＰＰ 磷酸二酯酶 Ｋ０１５１３ ３．１．４．１，３．６．１．９ １
　α－ＡＭＹ α－淀粉酶 Ｋ０１１７６ ３．２．１．１ ９
　β－ＡＭＹ β－淀粉酶 Ｋ０１１７７ ３．２．１．２ ２
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续表３

酶简称 酶 ｋｏ编号 ＥＣ编号 转录本数量

　β－ＧＣ β－葡糖苷酶 Ｋ０１１８８ ３．２．１．２１ １
　ＩＳＡ 淀粉异构酶 Ｋ０１２１４ ３．２．１．６８ ３
　ＥＧ 内切葡聚糖酶 Ｋ０１１７９ ３．２．１．４ １
　ＡＧＰａｓｅ 葡萄糖－１－磷酸腺苷转移酶 Ｋ００９７５ ２．７．７．２７ ２
　ＳＳ 淀粉合成酶 Ｋ００７０３ ２．４．１．２１ ６
　ＧＢＥ１ １，４－α－葡聚糖分支酶 Ｋ００７００ ２．４．１．１８ ２
　ｍａｌＱ ４－α－葡聚糖转移酶 Ｋ００７０５ ２．４．１．２５ １
　ＰＹＧ 糖原磷酸化酶 Ｋ００６８８ ２．４．１．１ １
　ｐｇｍ 葡萄糖磷酸变位酶 Ｋ０１８３５ ５．４．２．２ ２
　ＧＰＩ 葡萄糖－６－磷酸异构酶 Ｋ０１８１０ ５．３．１．９ ３

２．４　脂质与碳水化合物合成相关基因表达量差异
性分析

脂质合成受多条代谢途径及多种生物酶共同调

节完成。脂质代谢途径和碳水化合物代谢途径中的

中间体代谢物发生变化，都会改变生物体内的碳流

分配，影响脂质的合成。脂质与碳水化合物合成相

关基因表达量变化见表４。

表４　脂质与碳水化合物合成相关基因表达量变化

代谢途径 基因ＩＤ 酶简称 酶
基因表达量ＦＰＫＭ 差异倍数ｌｏｇ２ＦＣ
ＣＫ ＮＴ ＮＴ＿０ ＮＴｖｓＣＫＮＴ＿０ｖｓＣＫ

脂肪酸合成
ＣＬ７７９５．Ｃｏｎｔｉｇ
１＿Ａｌｌ

ＡＣＡＣＡ
乙酰 －ＣｏＡ羧化酶／
生物素羧化酶

０．９１ ３．３３ ０．２５ １．８７ －１．８６

淀粉分解代谢
ＣＬ５１７．Ｃｏｎｔｉｇ
６＿Ａｌｌ α－ＡＭＹ α－淀粉酶 １０１．６４ ２７３．２６ ４７．５２ １．４３ －１．１０

糖酵解
ＣＬ７７２８．Ｃｏｎｔｉｇ
２７＿Ａｌｌ

ＰＤＣ 丙酮酸脱羧酶 １．６０ ７．６７ ０．３９ ２．２６ －２．０４

糖酵解
ＣＬ１８０５．Ｃｏｎｔｉｇ
１１＿Ａｌｌ

ａｄｈ 乙醇脱氢酶 ０．５５ ０．０１ １．１１ －５．７８ １．０１

淀粉合成代谢
ＣＬ２０１．Ｃｏｎｔｉｇ
２４＿Ａｌｌ

ＳＳ 淀粉合成酶 ８．９５ ２０．９８ １．７６ １．２３ －２．３５

淀粉合成代谢
ＣＬ２０１．Ｃｏｎｔｉｇ
２５＿Ａｌｌ

ＳＳ 淀粉合成酶 ４．５６ ９．０４ １．０４ ０．９９ －２．１３

　　由表４可以看出，在氮限制（ＮＴ）条件下，脂肪
酸合成中的乙酰 －ＣｏＡ羧化酶（ＡＣＡＣＡ）的基因表
达量是原来（ＣＫ）的３．７倍，而无氮源（ＮＴ＿０）条件
下比原来减少了７２５％。淀粉分解代谢途径中α－
淀粉酶（α－ＡＭＹ）在氮限制时基因表达量是原来的
２．７倍，无氮源时比原来减少了５３．２％。糖酵解途
径中的丙酮酸脱羧酶（ＰＤＣ）在氮限制时表达量是原
来的４．８倍，无氮源时比原来减少了７５．６％，乙醇
脱氢酶（ａｄｈ）则分别大幅下降和上调。这些基因表
达量的变化与油脂和淀粉含量变化结果相一致（见

图３），说明氮限制条件下调控微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓ
ｓｐ．ＨＪ１２油脂积累的主要因素可能是脂肪酸合成途
径中 ＡＣＡＣＡ的基因表达量上调，促进了脂肪酸的
合成反应。在脂肪酸合成中，ＡＣＡＣＡ以乙酰 －ＣｏＡ
为底物与碳酸盐反应生成丙二酰 －ＣｏＡ，这是合成
脂肪酸的第一步反应，同时也是关键的限速步骤，

ＡＣＡＣＡ的基因表达量上调表明有更多的底物乙酰－
ＣｏＡ产生，促进了脂肪酸的合成。Ｘｉｅ等［２５］将海洋

硅藻 ＡＣＡＣＡ的基因导入大肠杆菌中过表达，
ＡＣＡＣＡ活性提高了１．７２倍，甘油三酯（ＴＡＧ）含量
增加了２倍。Ｋｌａｕｓ等［２６］将拟南芥中 ＡＣＡＣＡ的基
因在马铃薯块茎淀粉体中过表达，脂肪酸合成增强，

ＴＡＧ含量提高了５倍以上。同时，淀粉分解代谢途
径中的α－ＡＭＹ的基因表达量上调，淀粉降解过程
加强，产生更多的碳源转向脂质的合成。Ｐｉｃｋ等［２７］

研究杜氏盐藻发现，ＴＡＧ合成中的碳有２／３是来自
于淀粉，只有 １／３是直接来自于 ＣＯ２的从头合成。
此外，糖酵解途径产生的丙酮酸在无氧条件下经

ＰＤＣ的催化作用生成乙醛，乙醛被 ａｄｈ还原最终生
成乙醇［２８］，ＰＤＣ的基因表达量上调，促进了葡萄糖
的分解，加快了丙酮酸的代谢循环过程；ａｄｈ的大幅
下调说明产生的丙酮酸可能更倾向于通过有氧代谢
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过程氧化脱羧生成乙酰 －ＣｏＡ，为脂肪酸合成提供
更多的前体物质，而无氮源条件下 ａｄｈ大幅上调说
明此时无氧代谢过程加强，更多的淀粉被降解生成

葡萄糖，由糖酵解途径合成乙醇，需要补充大量储能

物质淀粉以应对不良生长环境，这与图３无氮源时
淀粉含量大幅提高相一致。李林等［２９］对小球藻的

转录组数据分析中，同样发现了与本实验相同的代

谢通路过程。这些影响因素都共同推动着氮限制条

件下藻细胞朝向油脂合成反应方向进行，促进了微藻

Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２的油脂积累。
由表４还可以看出，淀粉合成代谢途径中的淀

粉合成酶（ＳＳ）基因表达量在氮限制时是原来的 ２
倍以上，淀粉含量却减少（见图３）。其原因是淀粉合
成一般不受ＳＳ活性的影响，而是通过调节葡萄糖－
１－磷酸腺苷转移酶（ＡＧＰａｓｅ）的活性来实现，
ＡＧＰａｓｅ是催化葡萄糖－１－磷酸（Ｇ１Ｐ）焦磷酸化生
成二磷酸腺苷－葡萄糖（ＡＤＰ－Ｇｌｃ）的关键酶，而产

物 ＡＤＰ－Ｇｌｃ则是淀粉合成的主要原料［３０］。Ｔａｎｇ
等［３１］在水稻中分离得到一株 ＡＧＰａｓｅ突变体，其淀
粉合成途径受到严重抑制。在本研究的 ＤＥＧｓ转录
本分析结果中，也发现了２个编码ＡＧＰａｓｅ基因的转
录本（见表３），该基因表达量的变化是否是导致无
氮源时微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２淀粉大量积累
的主要原因，还有待进一步深入研究。

２．５　ＲＴ－ｑＰＣＲ验证
为验证转录组分析挖掘得到的４个基因差异变

化结果的可靠性，采用ＲＴ－ｑＰＣＲ进行定量分析，结
果见图 ６。由图 ６可知：ＮＴ组较 ＣＫ组，基因
ＡＣＡＣＡ、α－ＡＭＹ和ＰＤＣ相对表达量明显提高，而ＮＴ＿０
组较ＣＫ组这３种基因相对表达量出现了下调；与ＣＫ
组相比，ＮＴ组的基因ａｄｈ相对表达量减小，ＮＴ＿０组
的基因ａｄｈ相对表达量则出现了上调。ＲＴ－ｑＰＣＲ定
量分析结果与转录组基因差异变化趋势相一致，说明

本次转录组测序结果可信度高。

　　　　　

　　　　　
图６　ＲＴ－ｑＰＣＲ基因相对表达量和ＲＮＡ－ｓｅｑＦＰＫＭ变化趋势对比

３　结　论
通过对不同氮浓度微藻Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２

油脂和淀粉含量的测定，发现氮浓度对其油脂和淀

粉积累具有显著影响（ｐ＜０．０５），且油脂与淀粉积
累呈负相关关系（Ｒ＝－０．９７）。培养基中无氮源
时，微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２淀粉含量最高；添
加氮源时其油脂含量显著高于无氮源条件，油脂含

量最高时的氮浓度为７．６ｍｍｏｌ／Ｌ。比较转录组研
究发现，促进微藻 Ａｎｋｉｓｔｒｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＨＪ１２油脂积累
的主要因素可能是脂肪酸合成途径、糖酵解途径和

淀粉分解代谢途径的增强，为脂肪酸的合成提供了更

多的乙酰－ＣｏＡ和碳源，促进了脂肪酸的合成，并且

挖掘得到４个潜在调控脂质合成代谢的关键基因
ＡＣＡＣＡ、α－ＡＭＹ、ＰＤＣ和 ａｄｈ。这些信息为采用基
因工程手段提高微藻油脂含量提供了潜在的优质基

因资源，同时也为加快微藻油脂制备生物柴油实现

规模化应用增添了新的有利基础。
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