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摘要! 雨生红球藻是一种能产生重要次生代谢产物(((虾青素的单细胞绿藻!茉莉酸甲酯

"Y9',#等诱导因子可促进植物次生代谢产物的积累$ 以雨生红球藻为研究对象!研究了不

同浓度 Y9',对雨生红球藻细胞生长%虾青素含量和 G5'基因表达的影响$ 结果表明!Y9',

在抑制雨生红球藻细胞生长和总虾青素产量的积累的同时!却能促进雨生红球藻单位细胞虾

青素的合成能力$ 当Y9',浓度为 B%%

$

F56@-时!单位细胞虾青素合成能力可达 #7=" q#%

;>

F\!相比对照组"#7?$ q#%

;>

F\#增加 $!7$?b$ *TEA3*分析结果表明!G5'基因的表达受

Y9',的诱导!B%%

$

F56@-Y9',处理条件下!G5'基因的表达水平最高$ 相关分析结果表明!

Y9',作用下的雨生红球藻虾青素含量和 G5'基因表达量呈正相关!推断 G5'基因可能是雨生

红球藻虾青素合成的一个关键酶基因!这为进一步通过代谢工程策略提高雨生红球藻虾青素

含量提供了一个靶点!也为虾青素规模化生产和探讨虾青素积累的分子机理提供参考$

关键词! 雨生红球藻& 茉莉酸甲酯& 虾青素& #E脱氧E8E木酮糖E"E磷酸合成酶"8C0#

中图分类号! X=B"& 0>#=7!&&&&&&&文献标志码',

&&雨生红球藻#;&$,&(.*.**+'71+F)&1)'$是一

种单细胞绿藻"属绿藻门#3]65Q5S]KRG$(团藻目

#456_5:G69W$(红球藻科#1G9FGR5:5::G:9G9$(红

球藻属"能生产一种红色的天然次生代谢产

物***虾青素#GWRGMGJR]HJ$) 虾青素是一种优

质(高效(安全的着色剂和天然抗氧化剂"能提

高动物的免疫力和存活率"增加动物产品的营

养价值和色泽外观&# ;$'

) 虾青素对人体绝对安

全"不仅可以用作水产养殖的饲料添加剂(人的

食品添加剂"在药品(化妆品和高级营养保健品

等领域也有着非常大的应用潜力&! ;?'

) 目前"虾

青素国际市场供货能力有限"远远不能满足市

场需求"导致其价格昂贵"仅合成品价格就高达

每千克 ! %%% 美元) 因此"采用各种途径提高雨

生红球藻虾青素含量一直是国内外研究的

热点)

茉莉酸甲酯#F9R]K6mGWF5JGR9"Y9',$是高等

植物体内的一种新发现的内源生长调节物质"在植

物次生代谢过程中起诱导信号传导作用"从而提高

植物次生代谢产物的含量&"'

) Z(+Z等&<' 和

D,+Z等&=' 研究表明"Y9',能有效调控银杏

#N)2BD. %)1.%&$细胞中银杏内酯的合成"提高银杏

内酯的含量) 余龙江等&B'研究也表明"在红豆杉

#8&5+',&)-$)$胚性细胞培养的第 #% ($% 天加入

#%%

$

F56@-Y9',"使紫杉醇产量提高了 #?%7$b

和 #!=7=b) 朱颖等&>'研究也表明"Y9',能诱导

杜氏盐藻
"

E胡萝卜素含量) 目前"对雨生红球藻

虾青素积累的影响因子主要为光照(缺氮(温度和

S1等因素&#% ;#!'

"而Y9',等诱导因子对雨生红球

藻虾青素积累的影响和机理方面的研究尚未见

报道)

虾青素属于四萜衍生物"在细胞质体中合成"

在质体中"新近研究证实了一条独立于细胞质甲

羟戊酸#Y4,$途径的萜类合成的新途径"即 $E3E

甲基E8E赤藻糖醇E?E磷酸#Y2A$途径"植物中单

萜(二萜和少数倍半萜都由这条途径合成&#?'

) #E
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#$ 期 王鑫威"等!茉莉酸甲酯对雨生红球藻虾青素含量和 G5'基因表达的影响 &&

脱 氧E8E木 酮 糖E"E磷 酸 合 成 酶 # #E895MKE8E

MK6L65W9"ES]5WS]GR9WKJR]GW9"8C0$是 Y2A途径

的第一个酶"也是第一个关键酶&#"'

) 超量表达

G5'基因可提高
#

萜化合物(类胡萝卜素(萜类化

合物和萜类吲哚生物碱的含量&#< ;#B'

) 目前"王丽

丽等&#>'从雨生红球藻中克隆了 G5'基因的核心

片段"但Y9',对雨生红球藻虾青素合成基因 G5'

表达的影响还未见报道)

本研究针对雨生红球藻虾青素在应用上的巨

大潜力"研究了 Y9',对雨生红球藻细胞生长和

虾青素积累的影响"为雨生红球藻虾青素的规模

化生产提供理论基础) 同时"研究了 Y9',胁迫

对虾青素合成关键酶基因 G5'表达的影响"为探

明雨生红球藻虾青素积累的分子机理研究提供

基础)

#&材料与方法

'(')藻种和试剂

雨生红球藻由宁波大学海洋生物工程重点实

验室微藻室提供"用[[Y#[56P+WOGWG6F9PHLF$

培养基培养) AQHF90:QHSR

TY

(J90R9S *TEA3*DHR

购自 TGDG*G公司%总 *+,提取试剂 [/(g(-

*9G\9JR购自[H5.6LM公司)

'(*)雨生红球藻培养和=7S&浓度设置

用[[Y培养基将雨生红球藻培养至对数生

长期"光照强度为 ? %%% 6M"$? c"#$ ]@#$ ]#光@

暗$培养 #% P"离心收集并用去离子水清洗两次"重

新悬浮于添加不同质量浓度 Y9',诱导子的 "%%

F-[[Y培养基中"置于高光照强度下##$ %%% 6M"

$? c"$? ]$进行胁迫培养"以诱导细胞合成与虾青

素积累)

设置 = 个Y9',摩尔浓度水平"分别为 %""%"

#%%"$%%"?%%"B%% 和 # <%%

$

F56@-"每个浓度梯

度设 ! 个重复"每隔 ! 天取样一次"测定雨生红球

藻细胞密度"每隔 < 天取一次样"测定雨生红球藻

虾青素的含量)

'(!)雨生红球藻细胞密度的测定

将雨生红球藻藻液以 #% 倍梯度稀释成 " 组

不同的藻液) 取 #%

$

-待测藻液滴入血球计数板

计数框内"在光学显微镜下观察"共观察 ! 片"取

平均数"直接计算出雨生红球藻细胞数量 #@

F-$) 同时以不加藻种的 [[Y培养基为空白调

零管"采用分光光度法测定同一个样品的光吸收

值(8

<B% JF

) 根据测定结果以雨生红球藻细胞密

度为"轴"光吸收值(8

<B% JF

为Q轴绘制细胞密度

;光密度标准曲线"得到回归方程=s%@%?! ?5;

%@%?B ##式中=为(8值"5为每毫升藻液的细胞

数量"直线方程的相关系数是 %7>B# #$)

每 ! 天从含不同质量浓度Y9',的雨生红球

藻培养液中定时取出 $ F-藻液"在 <B% JF处测

定其(8值"根据上述得出的雨生红球藻细胞密

度;光密度回归方程"计算培养液中雨生红球藻

的细胞密度)

'(,)虾青素含量的测定

每隔 < 天从含不同质量浓度Y9',的雨生红

球藻培养液中定时取出 $" F-藻液进行虾青素

含量的测定) 藻液于 " %%% Q@FHJ 离心 " FHJ"弃

上清液得到藻细胞沉淀) 加入 " F-"b D(1和

!%b 31

!

(1的混合液于 =% c水浴 " FHJ破坏叶

绿素) " %%% Q@FHJ离心 " FHJ"弃上清液"收集藻

体用液氮研磨"加入 ! F-二甲基亚砜"=% c水浴

#% FHJ"期间不断摇匀"" %%% Q@FHJ离心 " FHJ"取

上清液) 重复抽提藻细胞沉淀 $ !̀ 次直至藻体

发白"取上清液于 ?>% JF下测定虾青素含量

(8

?>% JF

) 单位体积雨生红球藻虾青素含量#/$

按下列公式计算&$%'

!

/#F\@-$ s#?7" qI

?>%

qO

G

$@O

O

式中"I表示 (8值"O

G

表示二甲基亚砜的体积"

O

O

表示藻液体积)

有关差异的显著性分析参照袁志发等&$#'采

用的单因子方差分析法)

'(-)雨生红球藻 95#基因表达分析

根据已经获得的雨生红球藻 G5'基因的核心

序列&#>'

"设计并合成一对特异性引物"上游引物

# .8C0$! "UE,,3Z,ZZTZ,,Z,ZTZ3ZZ,ZE

,3E!U和下游引物 # *8C0$! "UE3ZT3,,,3E

,3T3Z3T3,ZZZT,ZE!U"A3*引物由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成)

用[/(g(-法提取不同浓度Y9',处理的雨

生红球藻*+,"采用(J90R9S *TEA3*方法测定

G5'基因的表达) (J90R9S *TEA3*中以
"

R&*()2

#上游引物 G:RHJ.! "UEZ,Z3,,3TZZZ,TZ,E

T,TZZE!U" 下 游 引 物 G:RHJ*! "UE,TTT3Z3E

TTT3,Z3,ZTZZTE!U$基因作为内标调整 *+,

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) 以 Y9',处理的雨生红球藻

%!($
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*+,为模板"以.8C0和*8C0为上下游引物进

行A3*扩增检测不同浓度 Y9',对雨生红球藻

G5'基因表达的影响)

利用Z9J90:5S9软件将不同质量浓度 Y9',

诱导下雨生红球藻细胞 G5'基因的表达水平转换

成相对光密度值"与此诱导条件下的雨生红球藻

虾青素含量进行一元线性回归分析#回归方程中

=为虾青素含量"5为 G5'基因表达水平$"以研究

不同质量浓度Y9',诱导下雨生红球藻虾青素含

量和 G5'基因表达量之间的相关性)

$&结果

*(')=7S&对雨生红球藻细胞生长的影响

不同摩尔浓度Y9',胁迫对雨生红球藻细胞

生长的影响结果见图 #"随着培养时间的延长"雨

生红球藻细胞的生长量逐渐增加) 无 Y9',胁迫

时"藻细胞生长迅速"细胞密度呈对数增长趋势%

当添加一定浓度 Y9',时"雨生红球藻细胞生长

呈现不同的抑制效应"高浓度## <%%

$

F56@-$

Y9',胁迫时可明显抑制藻细胞的生长)

图 ')=7S&对雨生红球藻细胞生长的影响

;5<(')1D77BB7#?AB=7S&A:?D7#7>>

<4AK?DAB1%(3-8+'3+#

&&比较不同浓度Y9',胁迫下雨生红球藻在对

数生长期##B P$时的细胞密度#图 $$"结果表明"

Y9',抑制雨生红球藻细胞的生长"添加了 Y9',

处理组的藻细胞密度均低于对照组) 不添加

Y9',时"藻细胞密度值最大"为 #7%$> q#%

<

@

F-) 而当Y9',浓度为 # <%%

$

F56@-时"藻细胞

密度值为 #7?"# q#%

"

@F-)

*(*)=7S&对雨生红球藻总虾青素产量的影响

不同摩尔浓度Y9',对雨生红球藻总虾青素产

量的影响结果见图 !"随着培养时间的延长"雨生红

球藻总虾青素产量呈逐渐增加的趋势) 当Y9',浓

度为 % B̀%%

$

F56@-时"总虾青素产量呈对数增长

趋势%而当Y9',浓度为 # <%%

$

F56@-时"总虾青素

产量因藻细胞死亡而不能积累虾青素)

图 *)不同浓度=7S&对雨生红球藻

细胞生长的影响$'N 9%

;5<(*)1D77BB7#?AB95BB747:?#A:#7:?42?5A:AB

=7S&A:?D7#7>><4AK?DAB1%(3-8+'3+#$'N 9%

图 !)=7S&对雨生红球藻总虾青素产量的影响

;5<(!)1D77BB7#?AB=7S&A:?D7?A?2>2.?2G2:?D5:

@4A98#?5A:AB1%(3-8+'3+#

&&比较不同浓度Y9',胁迫下雨生红球藻在对

数生长期##B P$总虾青素产量的变化"结果表明"

添加Y9',处理组的总虾青素产量均低于对照

组) 当Y9',浓度为 %

$

F56@-时"总虾青素产量

最高"达 #7?<< F\@-#图 ?$)

图 ,)不同浓度=7S&诱导条件下雨

生红球藻的总虾青素产量$'N 9%

;5<(,)1D75:98#767:?AB95BB747:?#A:#7:?42?5A:=7S&A:

?D7?A?2>2.?2G2:?D5:@4A98#?5A:AB1%(3-8+'3+#$'N 9%

&!($
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*(!)=7S&对雨生红球藻虾青素合成能力的影响

总虾青素产量不能反应单细胞虾青素的合成

能力"本研究根据已经测得的雨生红球藻细胞密

度和总虾青素产量"计算 Y9',胁迫下雨生红球

藻在对数生长期##B P$的单位细胞虾青素含量"

代表雨生红球藻细胞虾青素生物合成能力) 研究

结果表明#图 "$"随着Y9',浓度的增加"雨生红

球藻单位细胞虾青素合成能力呈先升高后降低的

趋势) 当Y9',浓度为 B%%

$

F56@-时"单位细胞

虾青素合成能力最强"达 #7=" q#%

;>

F\"相比对

照组##7?$ q#%

;>

F\$增加 $!7$?b)

图 -)不同浓度=7S&诱导条件下雨生红球藻

单位细胞的虾青素含量$'N 9%

;5<(-)1D75:98#767:?AB95BB747:?#A:#7:?42?5A:AB

=7S&A:?D78:5#7>>8>242.?2G2:?D5:

#A:?7:?AB1%(3-8+'3+#$'N 9%

*(,)=7S&诱导下雨生红球藻虾青素含量和 95#

基因表达量的关系

采用*TEA3*方法研究不同浓度 Y9',诱导

下雨生红球藻细胞虾青素合成相关基因 G5'的表

达水平"结果表明"随着Y9',浓度的增加"G5'基

因表达呈先增加后降低的趋势"当 Y9',浓度为

B%%

$

F56@-时"雨生红球藻 G5'基因的表达水平

最强#图 <$"这与在该浓度下虾青素合成能力最

强的结论一致)

比较不同浓度Y9',诱导下的雨生红球藻虾

青素含量和 G5'基因表达量之间的相关性"结果

表明"当 G5'基因表达水平增强时"雨生红球藻虾

青素含量也随之提高"当 G5'基因表达水平减弱

时"雨生红球藻虾青素含量也随之降低"两者呈现

一定的正相关) 对虾青素含量和 G5'基因表达水

平进行线性回归分析"结果表明"Y9',作用下的

雨生红球藻虾青素含量和 G5'基因表达量呈线性

相关"其回归方程为 =s" q#%

;"

5r> q#%

;"

#式

中"=为虾青素含量"5为 G5'基因表达水平"直线

方程的相关系数是 %7>B#$) 由此可以看出"用

G5'基因表达水平可以反映雨生红球藻的虾青素

含量"G5'基因可能是雨生红球藻虾青素合成的

一个关键酶基因)

图 L)不同浓度=7S&诱导下雨生红球藻

细胞 95#基因的表达水平

;5<(L)1D75:98#767:?AB95BB747:?#A:#7:?42?5A:

=7S&A:?D795#<7:77G@47..5A:

>7H7>AB1%(3-8+'3+#

!&讨论

Y9',是植物体内起整体性调控作用的植物

生长调节物质"可通过信号转导途径调控植物的

生长发育和应激反应&$$ ;$!'

"而外源 Y9',胁迫能

够在植物的抗逆反应中诱导植物防御基因的表

达"促进防御反应化合物次生代谢产物的形成和

积累"因此"Y9',是促进次生代谢产物积累的重

要诱导因子) 在Y9',胁迫过程中"Y9',可调控

植物 抗 毒 素&$?'

( 生 物 碱&<"$" ;$B'

( 黄 酮 类 物

质&$> ;!#'

(酚醛塑料&!$'和萜类&!!'等防御相关化合

物的合成) 但Y9',诱导藻类次生代谢产物积累

方面的报道较少"朱颖等&>'研究表明"Y9',对盐

藻类胡萝卜素含量有极显著的影响"#%%

$

F56@-

Y9',处理盐藻时其
"

E胡萝卜素含量最高"$%%

$

F56@-Y9',处理盐藻时其叶绿素含量最高)

本研究结果也表明"一定浓度的 Y9',能够促进

雨生红球藻单位细胞虾青素的合成能力"经

$%% B̀%%

$

F56@-Y9',处理后"雨生红球藻内的

虾青素含量均有不同程度的提高"其中"当 Y9',

浓度为 B%%

$

F56@-时"单位细胞虾青素含量最

高"达 #7=" q#%

;>

F\)

Y9',通过诱导次生代谢产物生物合成相关

'!($
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基因的表达来促进次生代谢产物的积累) Y9',

能调控蛋白酶抑制剂&!?'

(防御素和硫堇&!"'等防

御基因的表达) 长春花多种生物碱合成关键酶基

因"如 D#%0('(-((G*('DG(G?0 等均在转录水平上

受Y9',的诱导和调控&!<'

) Z(+Z等&<'研究表

明"用Y9',处理银杏愈伤组织细胞后"银杏内酯

含量与银杏 G5'基因的表达水平成正比"表明由

8C0催化的酶促反应是银杏内酯生物合成的重

要调节步骤"G5'是实现银杏内酯代谢工程的重

要候选功能基因) 本研究结果表明"Y9',也可

诱导雨生红球藻虾青素生物合成相关基因 G5'的

表达水平"且雨生红球藻虾青素含量与 G5'基因

表达量成正相关"表明 G5'基因也是雨生红球藻

虾青素生物合成途径中的一个关键酶基因) 但虾

青素的生物合成涉及多个反应步骤"要探明虾青

素生物合成的分子机制"需要系统地研究 Y9',

诱导后对多个代谢相关基因表达的影响)
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R]9 Q9\L6GRH5J 5^ W9:5JPGQK SGR]fGKW & ''7

AQ5:99PHJ\W5 R̂]9+GRH5JG6,:GP9FK 5 0̂:H9J:9W5^

R]9)JHR9P 0RGR9W5 ,̂F9QH:G"#>>"">$!?%>> ;?#%"7

&$"'&[,-8i/+/T" g1,+Z g A" 8/,[ +" $(&17
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RQ9JP9J:K R]GRfGWĤQWRHJ:Q9GW9P GJP R]9J P9:Q9GW9P7T]95SRHFLF GPPHRH5J :5J:9JRQGRH5J 5 Ŷ9', 5̂Q
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