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Fe3+胁迫对假微型海链藻中性脂累积及DGAT表达的

影响 

蒋  瑜, 严小军, 朱  鹏, 周成旭, 周迎松 

(宁波大学 应用海洋生物技术教育部重点实验室, 浙江 宁波 315211) 

摘要: 二酰甘油酰基转移酶(DGAT)是脂类合成途径中的关键酶, 其表达水平的高低影响着脂类含量的

高低。微量元素 Fe3+对于微藻的生长不可或缺, 且影响着微藻中油脂的累积。本实验以假微型海链藻

(Thalassiosira pseudonana)为研究对象, 分析了铁限制(0.000 03mmol/L)和高铁胁迫(0.3 mmol/L)2 种

Fe3+胁迫条件下, 不同种群生长期中性脂累积及二酰甘油酰基转移酶(DGAT)的基因表达受到的影响。

结果显示: 铁限制条件下, 微藻种群生长及其中性脂的合成受到抑制, DGAT 的表达量下降; 高铁胁迫

条件下, 高浓度 Fe3+可促进中性脂合成与 DGAT 的表达, 但抑制微藻种群生长。因此, 富铁条件下更利

于总脂的收集。 

关键词: 假微型海链藻(Thalassiosira pseudonana); Fe3+; 中性脂; 二酰甘油酰基转移酶 

中图分类号: Q946     文献标识码: A      文章编号: 1000-3096(2013)03-0087-08 

随着全球能源消耗量的不断上升, 石油产量急
剧日益萎缩下降, 能源短缺的危机越发严重。生物柴
油由于其良好的环保性及安全性, 作为一种新的可
再生能源逐渐受到关注。生物柴油主要以中性脂为

原料, 用甲醇或乙醇在催化剂作用下经酯交换制备
而成 [1]。目前用于提取中性脂的原料主要为植物油

脂、少量动物油脂及部分微藻, 其中微藻具有油脂含
量高、生长周期短、不与农作物争地等明显优势。

中性脂在微藻中主要以三酰甘油的形式存在 [2], 因
此, 跟踪研究微藻生长过程中三酰甘油合成途径中
关键酶的表达变化及其影响因素, 对于进一步了解
其产油条件 , 提高其中性脂含量 , 降低生物柴油生
产成本, 有着十分重要的意义。 

二酰甘油酰基转移酶 (diacylgycerol acyltrans-
ferase,DGAT)是催化三酰甘油合成途径的最后一步, 
也是该途径的限速酶[2]。其表达水平的高低影响着最

终三酰甘油的含量。DGAT广泛存在于动植物中, 到
目前为止共发现 3类DGAT基因家族, 分别为DGAT1、
DGAT2和 DGAT3 [3-6]。DGAT1基因家族只存在于动物
和植物中[4,7-9]。DGAT2 基因家族的成员在动物、植物
和酵母中都存在[9-12], 并且与 DGAT1 基因家族没有明
显的相关性。DGAT3 基因目前只在花生中发现, 其蛋
白序列与上面两种 DGAT 家族同源性很低, 但是具有

类似 DGAT 蛋白功能基因序列[5]。在微藻中目前已发

现 DGAT1 和 DGAT2 两类基因家族, 并均在脂类缺陷
型的酿酒酵母中成功验证功能[13-14]。  

影响微藻生长及油脂积累的因素很多, 主要包
括光照、营养盐中的离子含量、CO2等

[15-16]。研究表

明光照等因素对于某些微藻的脂肪酸累积无明显促

进作用[17]。而对 N、P离子的研究表明, 营养盐中 N
浓度对脂肪酸的组成有一定的影响, 不同属的藻株
经过处理之后其饱和脂肪酸和不饱和脂肪酸比例有

所不同[18]。作为许多微藻生长过程中必须的微量元

素 Fe3+, 其浓度的高低对微藻生长以及油脂的累积
有着重要的影响。研究发现 Fe3+的浓度对微藻的生

长及油脂积累也有明显的促进作用[19-20]。 
作者利用尼罗红染色法 [21-27]对宁波大学 63 株

微 藻 进 行 筛 选 , 结 果 显 示 , 假 微 型 海 链 藻
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(Thalassiosira pseudonana)的中性脂含量最高[28]。为

了进一步了解假微型海链藻中性脂累积变化与微量

元素 Fe3+的相关性。本实验在营养盐中加入 3 种不
同浓度的 Fe3+, 在跟踪假微型海链藻中性脂积累的
同时, 对不同生长阶段中性脂合成的关键酶——二
酰甘油酰基转移酶(DGAT)进行实时荧光定量分析。
以期了解 Fe3+对假微型海链藻生产中性脂的影响特

征, 为今后假微型海链藻产油条件的优化及转基因
调控提供基础的理论依据。 

1  材料和方法 
1.1  材料 
1.1.1  藻种 

假微型海链藻(T. pseudonana)取自宁波大学微
藻种质库。 
1.1.2  培养液 

基于 NBM3#培养液)[29]中的 Fe3+浓度, 分别降

低为原来的 1/100和提高 100倍, 获取铁限制和高铁
胁迫实验组。3 组不同 Fe3+浓度的营养盐母液见表

1, 分别标记为 G1、G2(对照组)和 G3。将 3 组母液
按照 1∶1000 的比例经海水稀释后用于假微型海链
藻的培养。 

1.2  方法 
1.2.1  微藻的培养 

采用 NBM3#培养液[29]并按照 1∶1000的比例经
海水稀释后用于假微型海链藻的培养。静止培养使

其细胞数达到指数期, 收集处于指数期的假微型海
链藻进行离心, 得到的 100 mg 藻泥, 重新悬浮于缺
铁的培养液中, 饥饿培养两天后用于接种。初始接种
密度为 105 个/mL, 水体体积 4 000 mL, 于 5 000 mL
三角瓶中, 在盐度 25～30, 温度 20 , ℃ 光照强度为 
3 500 lx, 12 h:12 h的光暗比条件下培养, 每个实验
组并设置 3个平行。 

 
表 1  假微型海链藻营养盐母液配方  
Tab. 1  Composition of T. pseudonana culture fluid 

组成 G1(mol/L) G2(mol/L, 对照组) G3(mol/L) 

KNO3 1 1 1 

KH2PO4 0.073 0.073 0.073 

EDTA-Na2 0.0054 0.054 0.54 

C6H5O7Fe·5H2O 0.00003 0.003 0.3 

MnSO4 0.0033 0.0033 0.0033 

VB1 1.8×10-5 1.8×10-5 1.8×10-5 

VB12 3.7×10-8 3.7×10-8 3.7×10-8 

Na2SiO3 0.016 0.016 0.016 
 
1.2.2  中性脂动态积累过程的检测 

在培养的 20 d 中, 采用尼罗红染色法跟踪假微
型海链藻中性脂的累积变化: 取 96 孔荧光板, 每孔
加入 200 μL藻液和 1μL尼罗红染液(上海杰美基因医
药科技有限公司, 中国), 充分混匀后 30℃染色 10 
min, 用酶标仪 (Thermo Scientific Varioskan Flash, 
美国)检测 530 nm 光激发下 580 nm 处的荧光强度, 
扣除未染色藻液在该波长处的荧光强度, 样品设 3
个重复。使用血球计数板分别测定 200 μL藻液中藻
细胞的总数, 样品设 3个重复。以单个藻细胞内的荧
光强度来表征单个藻细胞内中性脂的含量[24-28]。 
1.2.3  总 RNA提取 

分别在第 6天、第 10天、第 16天、第 20天取

三角瓶中的假微型海链藻 1000 mL 进行离心, 得到
100 mg藻泥于 2 mL EP管中, 参照 Trizol抽提试剂
(Invitrogen 公司, 美国)说明书进行 RNA 提取, 测定
RNA的浓度和 A260/A280的值。 
1.2.4  反转录合成 cDNA第一条链 

依据 PrimeScriptTM RT-PCR Kit(TaKaRa 公司,
日本)操作方法: 在 RNase Free的 PCR管中加入以
下体系:总 RNA 1μg, 5×PrimerScriptTM Buffer 4 μL, 
Random 6mers 1 μL, Oligo dT Primer 1μL, Primer-
ScriptTM RT Enzyme MixⅠ1μL,加 RNase Free dH2O
至 20 μL。混匀后在 35℃ 15 min, 85℃ 30 s条件下
进行逆转录, 得到的 cDNA产物可直接用于 PCR或
放–20℃保存。 
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1.2.5  引物设计 DGAT和 18S rRNA片段的克隆 
在 GenBank 中查找已知假微型海链藻 DGAT 基

因和 18S rRNA 的保守序列 (XM_002287179.1 和 
DQ514880.1), 利用 Primer Premier 5.0设计实时荧光

定量 RT-PCR 引物(表 2), 其中针对 DGAT 基因的正
向引物序列命名为 DGATR, 反向引物序列命名为
DGATF, 针对 18S rRNA正向引物序列命名为 18SR, 
反向引物序列命名为 18SF。 

 
 
表 2  假微型海链藻 DGAT 和 18S rRNA 的荧光定量 RT-PCR 引物  
Tab. 2  Fluorescence quantitative RT-PCR primers of genes DGAT and 18S rRNA in T. pseudonana 

引物 基因靶位 序列(5′→3′) 

DGATR DGAT CTTAGTAACTCAGCCGCCAGGTTC 

DGATF DGAT AAGGTGAAGTCAGGACGCAACAG 

18SR 18S rRNA ACCTGTTATTGCCGCCATCTTC 

18SF 18S rRNA GCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTG 
 
 
1.2.6  DGAT荧光定量分析 

标准品质粒的制备: 利用 PCR 扩增得到 DGAT
和 18S rRNA的目的基因片段, 切胶回收后将其转入
至大肠杆菌感受态细胞。按质粒提取试剂盒(TaKaRa
公司,日本)的操作说明提取质粒, 并进行 PCR、酶切
及测序鉴定。用核酸定量仪测定质粒的浓度, 并将其
换算成拷贝数, 10 倍系列稀释后作为制备标准曲线
的模板。 

荧光定量 RT-PCR: 在 Rotor-gene Q (Qiagen 
Hildenn公司, 德国)的 36孔上(36-well Rotor)进行扩
增, 反应体系为: SYBR Premix Ex TaqTMⅡ(2×)12.5 
μL, 10 μmol/L 的引物各 1μL, 标准品质粒或待测样
品 cDNA1μL, 灭菌蒸馏水 9.5μL, 总反应体系为
25μL, 每个样品设置 3个平行。反应条件: 95℃预变
性 30 s; 95℃ 10 s, 58℃ 15 s, 72℃ 20 s, 40个循环; 
72℃采集荧光信号; 60～95℃进行溶解曲线分析。 
1.2.7  数据分析方法 

采用 SPSS16.0软件分析种群生长期中单位细胞
中性脂量变化的显著性。 

利用荧光定量 PCR 仪的相应分析软件

(Rotor-GeneQ Series Software)对定量实验结果进行
分析。采用比较 2－ΔΔCT法分析假微型海链藻在培养

第 6 天、第 10 天 、第 16 天 、第 20 天的 DGAT
在细胞中的相对含量: 即以 G2 组为对照, 以 18S 
rRNA 作为内参基因相对定量 , 计算 ΔΔCT 值。
ΔΔCT=(CT 目的基因－CT 内参基因)实验组－(CT
目的基因－CT 内参基因)对照组, 以 ΔΔCT 值作为
定量结果进行数据的统计分析 , 则目的基因的相
对量=2－ΔΔCT。 

2  结果 

2.1  Fe3+胁迫对假微型海链藻生长影响 
本实验以预实验中适宜假微型海链藻生长的铁

离子浓度(0.003 mmol/L)为对照组(G2), 设计 G1 铁
限制组 (0.00003 mmol/L)和 G3 高铁胁迫组 (0.3 
mmol/L)。经过 20 d的连续观测, 结果(图 1)显示, 3
组实验的生长曲线均是在经过 7d左右的指数增长后
转入 4~6 d的平台期, 随后进入衰败期。相对于高铁
胁迫组(G3)的生长速率(0.23 d−1), 铁限制组(G1)和
对照组 (G2)的假微型海链藻生长速率大 , 分别为
0.37 d−1和 0.27 d−1, 因此对照组的生长速率最大。铁
限制组在第 9 天出现最高细胞密度值, 为 3.63×106 

个/mL; 对照组和高铁胁迫组均在第 7天出现最高细
胞密度值, 分别为: 4.54×106 个/mL、3.26×106个/mL。
3 个实验组的生长期均存在平台期, 所不同的是, 高
铁胁迫组中假微型海链藻的平台期较短仅仅只持续

4 d即进入衰败期, 而铁限制组和对照组的平台期则
相对较长, 可持续 6~7d。 

2.2  Fe3+胁迫下假微型海链藻中性脂的动

态积累变化 
观测铁限制和高铁胁迫等 2 种 Fe3+胁迫条件下, 

假微型海链藻不同种群生长期中性脂累积受到的影

响, 结果如图 1所示。3个实验组的假微型海链藻在
种群显著增长的 1~7d 内, 中性脂处于累积状态。其
中高铁胁迫对假微型海链藻单个藻细胞内荧光强度

的变化影响显著。而铁限制和对照组适合生长的 Fe3+

浓度对单个藻细胞内荧光强度的变化无显著性影响, 
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分别维持在 0.76、1.48。在种群生长处于平台期的
8~14 d 内, 中性脂的累积维持在较低的状态并没有
显著变化。在种群生长后期的 15~20 d内, 中性脂的
累积量均增加。其中高铁胁迫对单个藻细胞内荧光

强度的变化无显著影响, 平均维持在 2.43。而铁限制
和对照组适合生长的 Fe3+浓度对单个藻细胞内荧光

强度的变化均影响显著。在铁限制组(G1)中, 假微型
海链藻在种群整个生长周期的各个阶段, 单个藻细
胞内中性脂的累积相对其他两组均处于偏低的状

态。对照组(G2)中, 在假微型海链藻整个生长阶段, 
其单个藻细胞内中性脂的累积在前 7d整体呈下降趋
势, 并在第 7天达到最低值(荧光强度为 0.47)。随后
逐渐上升并在第 16天达到最高值(荧光强度为 2.69), 
之后进入缓慢下降过程。高铁胁迫组(G3)的变化趋势

与对照组(G2)相似, 但在第 7天后单个藻细胞内的荧
光强度均高于对照组。 

2.3  Fe3+胁迫下假微型海链藻中 DGAT 的

表达分析 

DGAT 作为微藻中性脂合成的关键酶, 其基因
的表达水平影响着中性脂的合成。作者利用荧光定

量 PCR技术对假微型海链藻 DGAT进行实时定量分
析, 结果如图 1和表 3所示。3组实验中, 随着 DGAT
表达量的升高, 单细胞中性脂相应增大。当 DGAT
表达量降低时, 单细胞中性脂也相应减小。其中, 作
者再以对照组(G2)为空白对照, 采用 2－ CT△△ 分析法

分析铁限制条件和高铁胁迫条件下 DGAT 表达量的
变化, 结果如图 2 所示: 高铁胁迫组在第 6d 的表达 

 

 

图 1  Fe3+胁迫下, 假微型海链藻在培养 20d中细胞密度和单个细胞内荧光强度的变化 
Fig. 1  Changes of cell density and FI in single cell of T. pseudonana during the growth period of 20 days under Fe3+ stress 

G1. Fe3+ 0.00003 mmol/L; G2. Fe3+ 0.003 mmol/L; G3: Fe3+ 0.3 mmol/L 
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图 2  Fe3+胁迫下, 假微型海链藻 DGAT 在培养第 6 天、
第 10天、第 16天、第 20天的相对定量结果 

Fig.2  Relative quantitative results of DGAT in T. pseu-
donana on the 6th, 10th, 16th and 20th day under Fe3+ 
stress 

以 18S为内参基因, 以 G2组为对照, 进行比较 2－ΔΔCT法分析 
The transcript abundance is normalized to that of 18S rRNA , com-
pared to control G2, using the method of 2－ΔΔCT toanalyse 
G1. Fe 3+ 0.00003 mmol/L; G2. Fe3+  0.003 mmol/L; G3. Fe3+ 0.3 
mmol/L-1 

 
 
量略低于对照组 , 在第 10d、16d 和 20d 的表达量
均高于对照组 ; 而铁限制组在第 6 天、第 10 天、
第 16 天和第 20 天的表达量均低于对照组。同时发
现 , 随着种群生长的变化 , 高铁胁迫条件相对于
对照组条件 DGAT的表达差异逐渐增大。综上所述 , 
低浓度 Fe3+限制下抑制假微型海链藻 DGAT 的表
达 , 而高浓度 Fe3+胁迫下促进假微型海链藻 DGAT
的表达。  

3  讨论 
Fe3+作为藻类生长的必须物质 , 在水环境中的

含量影响微藻的生长。研究发现 Fe3+的浓度对三角

褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)的生长、光合作
用及细胞生化组成有一定的影响[19]。在培养液中适

当提高 Fe3+的浓度对海水小球藻(Chlorella vulgaris)
的油脂积累也有明显的促进作用[20]。铁蛋白作为呼

吸链和光合作用进行电子传递的重要蛋白质 , 对
微藻的生长有重要影响。缺铁情况下会影响细胞中

铁蛋白的合成继而影响细胞的生长 , 而适当增加
营养盐中的铁含量则可促进微藻生长 [30]; 但当水
环境中铁含量处于过饱和状态时 , 又会抑制微藻
的生长和光合作用 [31]。根据实验结果表明 , 在铁限
制和高铁胁迫条件下均不利于假微型海链藻细胞

的增长, 因此营养盐中的铁离子浓度对于假微型海
链藻的生长具有重要影响, 适当的 Fe3+浓度才有利

于种群增长。  

假微型海链藻油脂的累积与其本身的生长状态

息息相关。如在 N 限制条件下抑制其生长, 但促进
油脂的合成[32]。Si 对假微型海链藻的细胞壁合成有
促进作用, 从而促进细胞的增长[33]。本实验利用铁限

制和高铁胁迫对假微型海链藻的生长及单细胞内中

性脂累积变化的影响进行研究 , 结果发现: 铁限制
条件下抑制假微型海链藻种群生长及其中性脂的合

成; 在高铁胁迫条件下促进中性脂合成 , 但抑制假
微型海链藻种群生长。 

二酰甘油酰基转移酶 (diacylgycerol acyltrans-
ferase, DGAT)是催化三酰甘油合成途径的最后一步, 
也是该途径的限速酶[2]。拟南芥 DGAT基因的过量表
达使得 DGAT 酶的活性和脂类含量均得到提高, 其
中脂类含量增加了 10～70% [34]。Zheng等[35]研究发

现高表达 DGAT1基因的转基因玉米种子及胚的含油
量、油酸含量明显提高, 说明 DGAT1酶是摧化 TAG
生物合成的关键酶。Zou 等[13]从假微型海链藻中成

功筛选到 DGAT2 基因并在脂类缺陷型的酿酒酵母
中进行了功能性验证。因此 DGAT表达水平的高低
影响着最终三酰甘油的含量。本实验通过铁限制和

高铁胁迫下对假微型海链藻 DGAT 的实时定量以及
胞内中性脂含量的研究分析。其结果进一步佐证了

假微型海链藻中DGAT的存在, 同时表明DGAT在藻
细胞中的表达水平影响着其中性脂的合成, 并指出
铁限制抑制 DGAT 的表达, 而高铁胁迫促进 DGAT
的表达。 

4  小结 

作者利用尼罗红染色法跟踪了假微型海链藻在

铁限制条件和高铁胁迫条件下不同种群生长期中性

脂累积受到的影响, 研究发现: Fe3+对假微型海链藻

的生长及中性脂的累积均有影响。同时作者采用荧

光定量 PCR 技术监测二酰甘油酰基转移酶(DGAT)
的基因表达。研究显示: 水环境中高浓度的 Fe3+促进

假微型海链藻中性脂的累积及 DGAT 的表达, 但不
利于细胞的生长。而在铁限制的条件下单细胞中性

脂含量下降, DGAT 的表达量也相应下降, 细胞生长
缓慢。因此, 在铁限制条件下不利于假微型海链藻总
脂的收集 , 只有在富铁条件下才利于总脂的收集 , 
为今后假微型海链藻产油条件的优化及转基因调控

提供基础的理论依据。 
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Influence of iron stress on neural lipid accumulation and 
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Abstract: The iron is essential for the growth of microalgae and effects the accumulation of neural lipid in micro-

algae. Meanwhile, it is well known that during the lipid synthesis in microalgae, diacylgycerol acyltransferase 

(DGAT) is the crucial enzyme. Expression level of DGAT was related to the content of lipid to some extent. How-

ever, there is no report about this issue in Thalassiosira pseudonana so far. Herein, we tracked the accumulation of 

neutral lipid in T. pseudonana and detected the expression of DGAT under iron stress. The results showed that the 

growth, accumulation of neutral lipid and expression of DGAT were all restrained under iron-deficiency stress. Un-

der iron-redundancy stress, the accumulation of neutral lipid was facilitated responding to the increasing expression 

of DGAT, but the growth of T. pseudonana was restricted. 
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