
doi: 10.7541/2020.079

独脚金内酯对单针藻油脂积累的影响

宋雪婷    赵永腾    余旭亚
(昆明理工大学生命科学与技术学院, 昆明 650500)

摘要: 文章研究了独脚金内酯(Strigolactone, SL)对单针藻Monoraphidium sp. QLY-1生长、油脂积累、生理指

标和与油脂合成相关酶活性的影响, 探讨了SL对藻细胞内信号分子活性氧(ROS)、一氧化氮(NO)和Ca2+
与油

脂合成的关系。结果表明,  在1 μmol/L SL诱导条件下,  其油脂含量可达48.76%, 比对照组(38.12%)提高了

27.91%。此外, SL提高了胞内Ca2+
、NO水平、乙酰辅酶A羧化酶(ACC)和苹果酸酶(ME)的活性, 同时下调了

ROS和磷酸式烯醇式丙酮酸(PEPC)的活性。研究表明, SL促进单针藻积累油脂与调控胞内信号分子水平和

油脂合成关键酶活性有关, 为利用SL诱导微藻积累油脂提供了一定的理论基础。
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目前, 随着化石燃料的不断使用, 产生了化石

燃料枯竭、生态破坏以及环境污染等一系列的问

题
[1]
。因此寻求一种环保型的能源成为必要。生物

柴油因具有可再生、十六烷值高、能量密度高、

稳定性好和安全性能好等优点而备受关注。微藻

由于生长周期短、生长速度快、生物量大、不占

用耕地等特点成为生产生物柴油的理想原料, 也成

为近年来研究的热点
[2, 3]

。但是由于传统培养下生

产成本高, 生物量产率和油脂产率低等成为限制大

规模生产生物柴油的主要障碍
[4]
。

单针藻(Monoraphidium sp.)是一种具有产油能

力的微藻, 因生长速度快、油脂含量高和光合效率

高等优点被认为是一种有前景的可再生的原料
[5—7]

。

植物生长调节剂作为一种外源的非营养化学物质,
因其能够调控微藻细胞生长以及次级代谢产物的

积累, 而备受关注
[8—10]

。不同浓度的植物生长调节

剂可以影响微藻的生长及油脂的合成, 研究表明,
在氮限制条件下, 添加5 mg/L的赤霉素能够有效提

高绿藻Acutodesmus obliquus的油脂产率
[11]
。Che等[12]

添加25 mg/L的黄腐酸诱导微藻油脂含量达到54.3%,
是对照组的1.12倍。而SL是一类类胡萝卜素衍生

物, 不仅广泛存在于植物体内, 还存在于苔藓、轮

藻及绿藻内。作为一种植物生长调节剂, SL可调节

植物的生长、发育及气孔关闭等生理活性。Kapulnik
等

[13]
报道了SL参与调节侧根形成并诱导根毛伸

长。植物在非生物胁迫条件下添加SL能够缓解由

胁迫引起的氧化性损伤、促进植物生长、调节根

部发育
[14]
。因此SL可能有利于微藻积累油脂。

细胞代谢通常是由多种信号转导途径共同调

控的。ROS被认为是一种氧化性损伤的标志, 也是

细胞间通讯的重要特征
[15, 16]; NO是一种重要的胞

间信号分子, 参与植物细胞成熟、衰老、激素调节

和气孔关闭并参与调节植物防御反应
[17]

。Ca2+
是一

种参与植物生长、发育的重要的信号分子, 增加培

养基中钙离子浓度能够有效地提高微藻生长速度

及生长比率
[18]

。且SL与信号转导通路有关, 在植物

生长、发育和生物耐受性过程中SL利用Ca 2 +
、

NO、脱落酸(ABA)、细胞分裂素等形成多个信号

网络
[14, 19, 20]

。Lv等[20]
研究拟南芥Arabidopsis thali-

ana在SL作用下通过调节ABA信号和NO水平触发

慢负离子通道进而诱导气孔关闭。在Medicago
truncatula中SL能增强根部的短链甲壳素寡聚物,
促进了细胞内Ca2+

的表达
[21]

。而SL调控微藻生长

和油脂积累与胞内信号分子NO、Ca2+
和ROS水平
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之间的关系还没未见报道。

本实验以单针藻Monoraphidium sp. QLY-1为
研究对象, 在两阶段培养的基础上研究了不同浓度

的SL对单针藻生物量以及油脂含量的影响, 并探究

了SL生理生化和油脂合成相关的酶活性的影响。

此外探讨了SL诱导下胞内信号分子水平与单针藻

生长和油脂合成的关系。本文为提高微藻油脂含

量提供了一种思路, 且提出了微藻中信号分子与油

脂合成的可能性机制, 这些机制可用于开发SL或其

他植物激素诱导微藻中油脂或其他高附加值代谢

产物积累。

1    材料与方法

1.1    材料与试剂

单针藻Monoraphidium sp. QLY-1由本实验室

筛选、保存。SL(GR24): 上海翊盛科技有限公司;
细胞内钙离子检测试剂盒: 上海贝博生物; 活性氧

检测试剂盒、一氧化氮检测试剂盒: 上海碧云天生

物技术有限公司; 乙酰辅酶A羧化酶(ACC), 磷酸烯

醇式丙酮酸酶(PEPC), 苹果酸酶(ME)试剂盒: 苏州

科铭生物技术有限公司; 实验所用试剂均为分析

纯, 均购自昆明鼎国试剂公司。

1.2    实验方法

单针藻的培养　　选用BG-11培养基为基础培

养基, 将单针藻Monoraphidium sp. QLY-1接种在装

有250 mL培养基的500 mL三角瓶中。25℃ 150 r/
min异养培养(10 g/L葡萄糖)11d。

SL诱导处理　　将上述异养种子液接种到培

养基体积为250 mL的自养BG-11培养基中, 使微藻

初始接种量为0.7 g/L。SL溶解于丙酮中, 配制成浓

度为10 mmol/L母液, 添加量分别为5、25和125 μL,
使实验组培养基中SL的最终浓度为0.2、1和5 μmol/
L, 对照组添加等量的丙酮。以自养BG-11培养基

作为对照组, 添加不同浓度的SL为实验组, 在温度

25℃, 光照强度30 μmol/(m2·s)、转速150 r/min的条

件下连续光照培养。隔天收集藻细胞测定单针藻

Monoraphidium sp. QLY-1的生物量和油脂含量。

生物量和总油脂含量的测定　　采用冻干称

重的方法计算生物量, 测量体积为V的藻细胞, 通过

离心收集(3500 r/min, 5min)置于–80℃低温冰箱冷

冻2h以上取出, 用真空冷冻干燥机冷冻干燥48h后
取出称重, 记冻干藻粉重量为w1。

油脂提取详细步骤见Che等[12], 称取干藻粉-石
英砂(w﹕w=1﹕2)置于研钵中, 充分研磨20min后, 向
研钵中加入3 mL氯仿甲醇溶液(v﹕v=2﹕1)提取油脂,
在25℃ 150 r/min的摇床中, 充分提取30min, 离心

(3500 r/min, 10min)取上清。重复上述提取步骤2—
3次至藻体发白, 将上清液并入预先称重的50 mL
离心管(w2)中, 至于40℃真空干燥箱中恒温干燥, 直
到处于恒重状态, 称重(w3), 油脂含量(%)计算公式

如下:
生物量(g/L)=w1/V
油脂含量(%)=(w3−w2)/w1×100%
叶绿素a、碳水化合物和蛋白质的测定　　叶

绿素a(Chl.a)的测定根据以下方法: 取2 mL新鲜藻

液, 离心(1200 r/min, 5min), 弃上清, 用蒸馏水洗涤

2—3次, 加入1 mL的二甲基亚砜溶液重新悬浮细

胞, 用超声波提取2min后放入摇床充分提取30min,
12000×g离心5min取上清待测, 以二甲基亚砜为对

照, 测定样品在649和665 nm的吸光度
[22]

。计算公

式如下:
Chl.a (μg/mL)=12.47×A665–3.63×A663

利用葡萄糖氧化酶-过氧化物酶法测定单针藻

中碳水化合物的含量。利用考马斯亮蓝法, 以牛血

清蛋白做标准曲线, 来测定蛋白质含量
[23]
。

NO、ROS和Ca2+
的测定　　采用DCF-FM

DA方法检测细胞内的NO水平
[17]

。DCF-FM DA可

以穿过细胞膜, 进入细胞后可以被细胞内的酯酶催

化形成不能穿过细胞膜的DAF-FM, DAF-FM本身

仅有很弱的荧光, 但是和一氧化氮反应后可以产生

强烈荧光。取5 mL的新鲜藻液, 离心, 用pH=7.4的
PBS洗涤藻细胞2—3次, 加入1 mL稀释好的DAF-
FM DA, 37℃孵育30min, 之后用pH=7.4的PBS洗涤

藻细胞2—3次, 以充分去除未进入细胞内的DAF-
FM DA, 荧光分光光度计测在激发波长为495 nm,
发射波长为515 nm时微藻细胞的荧光强度, 计算

NO的含量。

采用DCFH-DA(2′,7′-二氯荧光素二乙酸酯)的
方法检测微藻细胞内ROS水平

[24]
。取5 mL新鲜藻

液, 离心(8000 r/min, 5min)、弃上清, 加入1 mL稀
释好的DCFH-DA, 37℃孵育30min, 离心除去上清

液, PBS(0.05 mol/L, pH=7)缓冲液洗涤2—3次, 之后

加入3 mL 0.1 mol/L的PBS溶液重新悬浮藻细胞, 荧
光分光光度计检测在激发波长为488 nm, 发射波长

为525 nm时微藻细胞荧光强度, 计算ROS的含量。

采用BB cell Probe® F03荧光探针来测定细胞

内Ca2+
的水平

[24]
。BB cell Probe® F03具有极高的细

胞渗透性, 经过简单孵育即可实现细胞加载。穿透

细胞膜后被细胞内的酯酶剪切形成Fluo-3, 从而被

滞留在细胞内。F03游离配体几乎是非荧光性的,
其荧光不会随着钙离子浓度升高而增强。但是, 当
它与细胞内钙离子结合后可以产生较强的荧光, 荧
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光会增加60—100倍。取2 mL的新鲜藻液, 离心弃

上清。再用HBSS(Hanks平衡盐溶液)溶液洗涤

2—3次, 加入1 mL稀释好的BB cell Probe®
的荧光探

针(HBSS﹕BB cell Probe®=1﹕1, v:v), 37℃孵育30min,
离心弃上清 ,  用HBSS洗涤2—3次 ,  加入3 mL的
HBSS重新悬浮细胞, 荧光分光光度计检测在激发

波长为488 nm, 发射波长为515 nm时微藻细胞荧光

强度, 计算Ca2+
的含量。

CaM基因相对表达水平的测定　　总RNA的

提取使用TRIzol(TIANGEN, Beijing), 具体操作步

骤见Zhao等[25]
方法, RNA逆转录使用RT-PCR试剂

盒(TaKaRa, Japan)。18S作为内参基因, 测定样品

中特定DNA序列并进行定量分析, 且18S rRNA基

因作为一个内部参考基因, 调节RNA的用量和循环

数, 使内标基因在不同浓度诱导下的表达丰度一致。

酶活测定　　利用乙酰辅酶A羧化酶(ACC)、
苹果酸酶(ME)、磷酸式烯醇式丙酮酸(PEPC)试剂

盒测定ACC、ME和PEPC酶活
[22]
。

1.3    数据处理

全部实验均设置三个平行, 结果以平均值±标
准差, 通过ANOVA (SPSS 19.0)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, 图中“*”表示与对照组相比差异

显著(P<0.05); “**”表示与对照组相比差异极显著

(P<0.01)。

2    结果与讨论

2.1    SL诱导下对单针藻QLY-1生长的影响

在SL诱导条件下, 单针藻Monoraphidium sp.
QLY-1生长情况如图 1所示, 在整个诱导阶段, 对照

组与实验组均呈现上升的趋势, 但是不同浓度的

SL(0.2、1、5 μmol/L)诱导后生物量均高于对照组

(0.89 g/L)。结果表明, SL诱导后对单针藻生物量没

有积极作用, 且与对照组之间没有显著差异性。这

与Zhao等[25]
的研究结果一致, 不同浓度的甜菜碱对

单针藻生长无显著性作用, 此外, 在光自养阶段, 外
源添加褪黑素对单针藻生长也无促进作用

[26]
。

2.2    SL诱导下对单针藻QLY-1油脂含量、生物量

产率以及油脂含量的影响

如图 2A所示, 随着诱导时间的增加油脂含量

随之变化, 在诱导第1天时, 0.2、1和5 μmol/L SL处
理下单针藻油脂含量分别达到37.96%、48.76%和

40.07%, 分别是对照组(30.35%)的1.25倍、1.61倍和

1.32倍。结果表明, SL可以提高单针藻Monoraphidium
sp. QLY-1的油脂含量, 其可能的原因是SL调控了

碳的重新分配, 使得碳水化合物和蛋白质向油脂合

成的方向转移。Che等[22]
研究也表明黄腐酸诱导微

藻中油脂的合成与调控胞内碳水化合物和蛋白质
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图 1   不同浓度的SL诱导条件下对单针藻Monoraphidium sp.
QLY-1生物量的影响

Fig. 1   The effect of SL on the biomass of Monoraphidium sp.
QLY-1
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图 2    不同浓度的SL诱导条件对单针藻Monoraphidium sp. QLY-1油脂含量、生物量产率以及油脂产率的影响

Fig. 2    The effect of SL on the lipid content, biomass productivity and lipid productivity of Monoraphidium sp. QLY-1
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等有机物之间的相互转换相关。

在不同浓度SL诱导下生物量产率和油脂产率

如图 2B所示, 生物量产率对照组与实验组相比没

有显著性差异。在不同浓度的SL处理下, 油脂产率

均高于对照组, 且在1 μmol/L SL处理下达到最高,
达到63.65 mg/(L·d), 是对照组的1.31倍。结果表明,
SL可显著促进微藻中油脂积累, 进而提高了微藻的

油脂产率。这与Zhao等[25]
在诱导阶段利用甜菜碱

诱导单针藻积累, 从而大幅度提高微藻油脂产率一致。

2.3    SL诱导下对单针藻QLY-1对叶绿素a、碳水

化合物、蛋白质的影响

在1 μmol/L SL诱导条件下, 单针藻Monoraphi-
dium sp. QLY-1生理生化指标的变化如图 3所示。

叶绿素a是一种光合作用最重要的色素, 叶绿素a从
光中吸收能量, 能量参与光合作用将二氧化碳和水

转变为碳水化合物。如图 3A所示, 叶绿素a的含量

与对照组相比呈现相同的变化趋势, 对照组叶绿素

a含量在诱导第3天从25.02 μg/mL增加到37.45 μg/
mL, 高于实验组(32.10 μg/mL); 诱导第4天时, 实验

组与对照组叶绿素a含量无显著性差异, 这与SL处
理下生物量结果一致。褪黑素处理下微藻中叶绿

素a含量较实验组没有显著性差异
[27]
。

如图 3B所示, 在诱导第1天碳水化合物的含量

实验组显著低于对照组, 对照组从11.44%下降至

5.58%, 实验组从11.44%下降至2.41%。结果表明,
碳水化合物和油脂积累具有共同的碳前体, 碳水化

合物的减少可能有利于脂质的积累。这与Zhao等[24]

研究在重金属胁迫下对微藻中碳水化合物的影响

一致。然而, 蛋白质含量的变化随着诱导时间的增

加, 诱导第3天达到最高, 之后随着诱导时间的增加

对照组从47.05%下降至41.93%, 实验组从43.84%下

降至41.34%(图 3C)。在氮胁迫下, 外源添加褪黑素

诱导单针藻碳水化合物和蛋白质的减少伴随着脂

质的积累
[27]

。小球藻Chlorella sorokiniana SDEC-
18在盐胁迫条件下促进了碳的再分配, 将淀粉转换

成油脂
[28]

。因此, 在SL诱导条件下, 碳水化合物和

蛋白质的变化可能与脂质积累相关。而SL诱导油

脂合成的机制还需进一步阐明。

2.4    SL诱导下对单针藻QLY-1 NO、ROS的影响

NO是一种气体分子和自由基, 也是动植物、

微生物中一种重要的信号分子和调节分子。总的

NO水平可以通过测定细胞内的荧光强度来得到。

如图  4A, 在诱导第1天外源添加SL显著提高了

NO的水平, 与对照组相比提高了12.25%。然而, 随
着诱导时间的增加, NO水平逐渐降低, 但实验组均

高于对照组。在非生物胁迫条件下, 外源褪黑素可

以提高胞内NO水平, 随后通过信号转导将信号逐

级级联放大, 导致相关转录因子的激活而上调抗性

基因的表达, 从而调控雨生红球藻Haematococcus
pluvialis中虾青素和油脂的合成

[29]
。因此, 在SL诱

导条件下NO水平的提高可能与单针藻总油脂合成

相关。

ROS作为一种代谢过程中产生的信号分子参

与细胞生长增殖、衰老、凋亡等生理过程 ,  且
ROS能影响细胞的氧化平衡、生理学地位和基因

转录
[30]

。如图 4B所示, 细胞内ROS水平实验组与

对照组之间没有显著性差异, 且实验组低于对照

组。在干旱胁迫下, SL可以缓解葡萄藤中的氧化性

损伤
[31]

。此外, 适量ROS有助于藻细胞中油脂的积

累, 小球藻中发现ROS水平与中性脂含量相关
[32]

。

因此, 在SL诱导下单针藻ROS水平下调可能与单针

藻中油脂合成有关。

2.5    SL诱导下对单针藻QLY-1胞内Ca2+
和CaM基

因表达水平的影响

Ca2+
信号在植物和微藻中扮演着一个至关重要

的角色且参与信号转导途径
[30, 33]

。如图 5所示, 在
SL诱导条件下, 检测Ca2+

水平以及CaM基因的表达

水平。如图 5A所示, 在整个诱导阶段, SL处理后的

Ca2+
水平均高于对照组, 且在诱导第1天达到最高,

是对照组的1.2倍。这个结果说明SL诱导处理可能

增加了钙离子通道的活性。而且, Ca2+
水平增加, 导

致Ca2+/CaM活性增加, 促进了CaM基因的表达。如
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Fig. 3    The effect of 1 μmol/L SL on the Chl. a, carbohydrate and protein of Monoraphidium sp. QLY-1
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图 5B所示, SL诱导处理后提高了CaM基因的表达

水平, 这与Ca2+
水平一致。Genre等[21]

证明在ME
Medicago truncatula根部SL能够增加短链甲壳素低

聚物, 能够模拟AM GSE 诱导Ca2+
升高。Chen等[30]

通过改变胞内Ca2+
水平提高了小球藻Chlorella sp.

C中中性脂的合成。在氮胁迫条件下, Ca2+
通过调

节小球藻Chlorella sorokinian中的电子流, 调控脂

质积累
[33]

。此外, 外源Ca2+
可通过调控ROS信号和

油脂合成相关基因表达, 从而进一步调控镉胁迫下

藻细胞的生长和油脂积累
[24]

。结果表明, 在SL诱导

下Ca2+
信号参与调控了单针藻中油脂合成。此外,

SL诱导条件下也可能与油脂合成相关的酶活性有关。

2.6    SL诱导下对单针藻QLY-1乙酰辅酶A羧化酶

(ACC)、苹果酸酶(ME)和磷酸烯醇式丙酮酸酶

(PEPC)活性的影响

乙酰辅酶A羧化酶(ACC)是脂肪酸生物合成的

第一个限速酶, 催化乙酰辅酶A转化成丙二酰辅酶

A。如图 6A所示, 在整个诱导阶段实验组ACC的酶

活性均高于对照组, 且在诱导第1天达到最高, 是对

照组的1.33倍, 这与藻细胞在诱导初期油脂的快速

积累一致。结果表明, ACC活性的提高伴随着油脂

的快速积累。在氮胁迫下, 衣藻Chlamydomonas re-
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inhardtii油脂含量达到最高时, ACC酶活性较对照

组提高了3倍[34]
。外源黄腐酸诱导单针藻中油脂合

成, 同时上调了ACC活性
[22]
。

苹果酸酶(ME)参与多种不同的脂肪合成, 能量

代谢和光合作用, 且参与脂肪酸合成限速反应, 催
化苹果酸生成丙酮酸、NADPH和CO2的过程。如

图 6B所示, 在整个诱导阶段, ME酶活性实验组高

于对照组, 且在SL诱导后期, ME酶活性显著性增

加, 分别是对照组的1.80、3.45和5.37倍。在SL诱
导下, ME活性的增加促进了单针藻油脂的积累。

与前人研究结果一致, 外源添加褪黑素诱导微藻积

累油脂中, 实验组中ME的活性和油脂含量较对照

组均有显著提升
[35]

。在缺氮条件下, 过表达ME基
因可显著增加ME的活性和油脂的积累

[36]
。

酸烯醇式丙酮酸酶(PEPC)是催化酸烯醇式丙

酮酸生成草酰乙酸的关键酶, 草酰乙酸进入三羧酸

循环为其他物质提供前提和能量
[37]

。因此PEPC的
酶活性与油脂合成的代谢通路息息相关。如图 6C
所示, 实验组与对照组PEPC的酶活性刚开始升高

随后迅速降低, 且实验组PEPC酶活性均高于实验

组。Fan等[7]
研究微藻在氮胁迫条件下油脂的快速

积累过程中PEPC活性呈显著性下降。在绿藻

Chlamydomonas reinhardtii中增加PEPC的酶活性,
发现三酰甘油的含量显著性下降

[38]
。因此, 在SL处

理下PEPC的活性与油脂积累呈负相关。此外 ,
SL诱导单针藻中油脂合成还可能与油脂合成基因

表达有关
[22, 39, 40], 其分子机制有待进一步深入研究。

综上所述, 适量浓度的SL可有效地促进单针藻

中油脂积累。SL调控单针藻积累油脂的可能性机

制如图 7所示。在外源SL诱导下, 提高了单针藻细

胞内信号分子Ca2+
、NO水平, 促进CaM基因上调,

细胞内ROS水平下调, 进而促进与油脂合成相关的

酶活性上调, 提高油脂积累。为SL或其他植物生长

调节剂诱导微藻油脂积累提供一定的理论依据。

3    结论

本文提出了一种简单有效的利用外源植物激

素独脚金内酯诱导单针藻积累油脂的策略。结果

表明, 1 μmol/L SL可显著提高单针藻油脂含量。并

初步分析了SL促进单针藻油脂积累的可能性机制,
发现SL参与了油脂合成过程中的信号转导, 调控了

胞内信号分子ROS、NO、Ca2+
水平及油脂合成通

路上相关的酶活性, 为开发SL或其他植物激素诱导

微藻积累油脂或其他高附加值代谢产物, 以及调控

植物代谢提供了一定的理论借鉴, 也为利用基因工

程改造微藻积累油脂提供了新的研究方向。
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EFFECTS OF STRIGOLACTONE ON LIPID ACCUMULATION IN
MONORAPHIDIUM SP. QLY-1

SONG Xue-Ting, ZHAO Yong-Teng and YU Xu-Ya
(Faculty of Life Sciences and Technology, Kunming University of Science and Technology, Kunming 650500, China)

Abstract: Strigolactone (SL) is a class of carotenoid‐derived phytohormones. In this study, the effect of SL on the
growth, lipid accumulation and biochemical and lipid biosynthesis-related enzyme activities of Monoraphidium sp.
QLY-1 was investigated. Furthermore, the relationship between SL and the synthesis of reactive oxygen species (ROS),
nitric oxide (NO) and Ca2+ in lipid synthesis of QLY-1 under SL induction was discussed. The results showed that the
lipid content under 1 μmol/L SL induction achieved 48.76% and increased by 27.91% compared with the control group
(38.12%). Furthermore, SL application elevated the levels of endogenous Ca2+ and nitric oxide (NO), upregulated ACC
and ME activities, and downregulated PEPC activities. These results indicated that SL promoted lipid synthesis in
QLY-1 by regulating the levels of endogenous signal molecules and the activities of key lipid biosynthetic enzymes.
This study provides a theoretical basis for the use of plant hormones to induce the accumulation of lipids in microalgae.

Key words: Monoraphidium; Strigolactone; Ca2+; Lipid content; NO; ROS; Enzyme activity
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