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摘要 :为通过改良产油杜氏藻制备生物柴油，利用 Illumma ffiseq 2 0 0 0平台对氮限制和氮源充足条件下的产油 

杜氏藻进行了转录组测序，筛选到 1 5 2 9个差异表达基因。对这些差异表达基因进行分析，结果表明众多基因涉及 

内吞作用、甘油磷脂代谢、醚脂代谢，遗传物质的合成、传递和加工，次级代谢产物合成及氮代谢。
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Abstract ： To modifying oleaginous Dunaliella parva for biodiesel, transcriptome of Dunaliella parva was se­
quenced under nitrogen limitation and nitrogen sufficient condition by Illumina Hiseq 2000 platform. 1 529 differen­
tially expressed genes were obtained. Resluts indicated that many differentially expressed genes were involved in 
endocytosis, glycerophospholipid metabolism, ether lipid metabolism, the biosynthesis, transport and process of ge­
netic materials, biosynthesis of secondary metabolites and nitrogen metabolism.
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生物柴油作为一种清洁的可再生能源受到广泛 

的关注。与油料植物相比，微藻作为生物柴油的原 

料具有生长较快、周期较短、不占用农田等优点[1]。 

微藻油脂是一种有前景的生物柴油原料，微藻生物 

柴油的商业化生产已成为新能源领域的研究热点。 

然而，目前微藻生物柴油的生产成本较高，限制了其 

商业化生产。近年来国内外学者研究了微藻生物柴 

油高生产成本的原因，认识到通过提高微藻油脂含 

量、减少微藻收获及油脂提取的能耗和综合利用微 

藻等方法可降低微藻生物柴油的生产成本。

油脂含量是决定微藻生物柴油生产成本的重要 

因素之一。目前氮源充足条件下微藻生物量较高但 

是油脂含量较低，增加了微藻生物柴油的生产成本， 

限制了商业化生产。如何提高氮源充足条件下微藻 

的油脂含量则是现阶段面临的重要问题。

杜氏藻是一种单细胞真核绿藻，在 〇. 05 ~ 
5m ol/L的盐水中可以正常生长繁殖，在大规模培养 

中抗污染能力较强[2]。它具有如下优点：光合自 

养，培养条件简易;属于产油微藻;无细胞壁，有利于 

遗传转化操作;富含P - 胡萝卜素和甘油，无毒害，
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营养价值较高，可直接作为天然保健品[3’4]。综合 

利用杜氏藻的油脂合成和P - 胡萝卜素合成，可显 

著降低用其制备生物柴油的成本。

杜氏藻是重要的产油盐藻，然而目前氮源充足 

条件下其油脂含量较低，增加了用其制备生物柴油 

的成本。目前国内外研究集中在其耐盐机制[5’6]， 

对其油脂合成调控机制的研究较少，但研究其油脂 

合成调控机制对大幅度提高氮源充足条件下的微藻 

油脂含量具有重要意义。

微藻用于生产生物柴油具有重要的经济意义， 

然而现有报道多以模式藻莱茵衣藻（非产油微藻） 

作为研究对象，关于非模式藻株的基因组及转录组 

信息非常有限[7’8]。这限制了利用基因工程和代谢 

工程的手段来改造产油微藻。转录组测序技术可以 

在基因组信息未知的情况下对细胞在不同条件下基 

因的种类及表达水平进行检测，构建代谢途径，其结 

果可服务于微藻的基因工程和代谢工程改造，是一 

种非常有用的技术[M °]。产油杜氏藻（ 

pa™ a )是一种单细胞嗜盐产油绿藻，在氮限制条件 

下，其油脂含量为氮源充足条件下的1.6 倍，因此研 

究其氮限制条件下的转录组响应对于将来改造该藻 

具有重要意义。

本文利用高通量测序平台Illumina Hiseq 2000 

对氮限制及氮源充足条件下的产油杜氏藻样品进行 

了转录组测序及分析，旨在为通过基因工程及代谢 

工程等手段改良产油杜氏藻提供理论基础。

1 材料与方法

1 . 1 材料

杜氏藻DuTiaZieZZa par湯 F A C H B  - 815购自中国 

科学院淡水藻种库。原始培养基Dunaliella medium 

的成分见前期研究[11]。原始培养基作为氮源充足

条件。氮限制条件是将原始培养基中硝酸钠的浓度 

降低为原始浓度的1/1〇(即〇. 〇42g/L )，其它组分 

浓度不变。

1 . 2 方法

1 . 2 . 1 样 品 的 制 备 养至稳定期后，于 

4°C 下 15 294g 离心 lOmin收集藻细胞。液氮速冻 

后用干冰送至深圳华大基因科技服务有限公司利用 

Illumina Hiseq 2000平台测序。本文所获得的针对 

氮限制和氮源充足条件样品的序列已提交到NCBI 
Sequence Read Achieve 数据库（Accession number ； 
SRA313719 和 SRA313735)。
1.2.2 数 据 领 处 理 及 m w o 拼 接 对 获得的 raw 

reads进行去除接头、不确定碱基及低质量的碱基等 

操作后，获 得 clean reads。利 用 Trinity软件[12]对 

clean reads进行组装。

1 . 2 . 3 功能注释及代谢途後分析将组装得到的 

Unigene 分 别 注 释 到  N R [13]、N T 、Swiss - Prot、 

K E G G [14]、C O G 及 G O 数据库，并统计注释到每个数 

据库上的Unigene数目。

1.2.4 油 脂 含 量 的 测 定 油脂含量的测定参照 

Zhu[15]等的方法。

2 结果与分析

2 . 1 测序结果概述

在 D . 细胞生长至稳定期后，分别提取氮

源充足条件样品（SC H  - 5. OmMA)和氮限制样品 

( S C H -0.5m M A )的 R N A ，构建 c D N A  文库，利用 Il­

lumina Hiseq 2000 平台进行高通量测序。两个样品 

的测序概况见表1，过滤后质量不低于2 0的碱基的 

比例分别为97. 0 3 % 和 96. 9 8 % ，表明测序质量较 

高，可用于进一步的生物信息学分析。利用 Trinity 

软件进行组装后，获得了 Unigene，组装情况见表2。

表1 测序数据统计 
Table 1 Statistics of sequenced data

样品
S a m p l e

读序
Total clean reads

总核苷酸长度/ b p

Total nucleotides

Q 2 0 百分率 
Q 2 0  percentage/%

N 百分率
N  percen t a g e / %

S C H - 5 .  O m M A 2 6  3 0 4  0 6 0 2  3 6 7  3 6 5  4 0 0 9 7 . 0 3 0.00
S C H - 0 . 5 m M A 2 6  7 9 7  4 4 6 2  4 1 1  7 7 0  1 4 0 9 6 . 9 8 0.00

表 2 Unigene组装情况 

Table 2 Statistics of unigene
样品

S a m p l e

总数量
Total n u m b e r

总长度/ b p

Total length

平均长度/ b p

M e a n  length
N 5 0

S C H - 5 .  O m M A 4 1  3 5 7 2 7  6 4 5  0 7 9 668 1 0 4 4

S C H - 0 . 5 m M A 4 0  0 1 5 3 0  4 0 6  898 7 6 0 1 173

2 . 2 比对结果统计 选获得与Unigene有显著相似性的序列。在这些与

将获得的Unigene注释到N R 数据库后，通过筛 Unigene有相似性的序列中，来源于 Fokox carten： f.
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nagariensis (31 . 89% )  ̂ Chlamydomonas reihhardtii 
{2 3 .52% ) ^Chlorella sp. Bndl -  ZK (7. 83% ) 
rella vulgaris C -  169 {5. 11 % )及 Guillardia theta 
CCMP2712 (5. 55% ) 五种微藻的序列所占比例

最尚。

2 . 3 差异表达基因分析

2 .3 .1  差异表达基因概况 根 据 FPKM ( fragments 
per kilobase per million mapped reads )值，比较了氣 

源充足条件样品SCH -5 .0m M A和氮限制条件样品 

S C H -0 .5m M A中差异表达的基因，发现后者中上 

调表达的Unigene为 3 3 2 1个，表达下调的Unigene 
为 1 140个（表 3 )。

表 3 部分差异表达基因（DEG)代谢通路 

Table 3 Part of differentially expressed gene (DEG) pathways
通路 P a thway D E G

内吞作用
Endocytosis

221
甘油磷脂代i射

2 1 3
Glycerophospholipid metabolism

醚脂代谢
2 0 4

Ether lipid metabolism

R N A 运输
R N A  transport

200
次级代谢产物合成 121

Biosynthesis of secondary metabolites

剪接体
Spliceosome

1 0 9

淀粉和蔗糖代谢
9 7

Starch a n d  sucrose metabolism

内质网中蛋白质加工
9 2

Protein processing in endoplasmic reticulum

戊糖和葡糖醛酸转换
7 4

Pentose a n d  glucuronate interconversions

R N A 降解
R N A  degradation

7 2

m R N A 监视
6 2

m R N A  surveillance pathway

氨基糖和核苷酸糖代i射
5 5

A m i n o  sugar an d  nucleotide sugar metabolism

核糖体合成
5 3

R i b o s o m e  biogenesis in eukaryotes

嘌呤代谢
5 3

Purine metabolism

嘧啶代谢
4 1

Pyrimidine metabolism

植物激素信号转导
3 5

Plant h o r m o n e  signal transduction

核苷酸切除修复
Nucleotide excision repair

3 4

植物与病原互作
31

Plant -  pathogen interaction

氮代谢
16

Nitrogen metabolism

2.3.2 差 异 表 达 途 径 分 析 在 样 品 S C H  -5.0 

m M A 和 S C H  -0. 5m M A 中，表达水平发生变化的基 

因涉及的代谢途径为102条。这 102条途径涉及到 

代谢、遗传信息加工、生物相互作用、细胞内过程及 

环境因子响应。由于本研究涉及氮限制情况，因此 

我们重点考察了氮代谢途径的变化情况。氮代谢途

径中共有54个 Unigene,其中差异表达基因（differ­

entially expressed gene, D E G ) 有 16 个，占该代谢途 

径总 Unigene的29. 6 3 % 。其中上调的基因对应的 

酶包括甲酰胺酶、谷氨酰胺合成酶及谷氨酸合酶;下 

调的基因对应的酶包括铁氧化还原蛋白-亚硝酸盐 

还原酶、黄素氧还蛋白I、碳酸酐酶、氨甲基转移酶、 

N A D H  - 谷氨酸脱氢酶及N A D P H  - 谷氨酸脱氢酶。 

甘油磷脂代谢途径中上调的基因对应的酶包括溶血 

磷脂酸酰基转移酶、二酰基甘油激酶及磷脂酶A 2; 

下调的基因对应的酶包括甜菜碱磷脂合酶、乙醇胺 

磷酸转移酶及甘油磷酸二酯。淀粉和蔗糖代谢途径 

中上调的基因对应的酶包括己糖激酶、1，3 - p - 葡 

聚糖合酶、海藻糖- 6 - 磷酸酶及糖原脱支酶;下调 

的基因对应的酶包括P - 呋喃果糖苷酶、腺苷二磷 

酸葡萄糖焦磷酸化酶、磷酸葡萄糖变位酶、葡萄糖- 

6 -磷酸异构酶、糖原磷酸化酶及P - 淀粉酶。植物 

激素信号转导途径中上调的基因对应的蛋白包括生 

物素响应因子、S A U R 家族蛋白、丝氨酸/苏氨酸激 

酶、EIN3 结合 F - box蛋白、转录因子M Y C 2、转录因 

子 T G A 6 及 P R 1 蛋白；下调的基因对应的蛋白包括 

细胞分裂素受体、A R R  - B 及乙烯受体。

3 讨论与结论

微藻在受到逆境胁迫后，会启动细胞内的响应 

机制，通过调控细胞内的代谢途径和信号转导途径， 

调节基因的表达水平来适应逆境。由于微藻对逆境 

的响应在细胞整体水平上发生，因此通过转录组学 

来研究对逆境的响应可以获得更为全面和精细的结 

果。转录组测序技术已广泛应用于生物对不同环境 

响应的研究中，并取得了良好的效果[16~19]。第二代 

高通量测序平台包括 Illumina公司的 Solexa平台、 

Roche 454 平台、Thermo Fisher Scientific 的 Ion Tor­
ment。 其中， Solexa 平台具有测序通量大、覆盖率高、 

能检测到低表达量基因及成本较低等优点，被广泛 

用于生物的转录组分析[17]。

氮限制是广泛使用的将微藻中代谢流导向油脂 

合成的方法，是一种通过降低培养基中氮源浓度使 

生物处于缺乏氮源状态的调控手段。研究人员在氮 

限制对微藻油脂积累的影响方面的探索获得了较大 

进展。 Li 等[2°]发现 A êoc/iio/is o/eoa6認(ifww 在 

N a N 0 3浓度为3 ~20m m 〇l/L 时，油脂含量随N a N 0 3 

浓度增加而减少。W e l d y和 1̂ 8611̂ 1111[21]发现盐藻 

DuTiaZieZZa 在氣限制条件下（2mmol/L K N 0 3 )

油脂含量为4 4 % ，在氮源充足条件下（20mmol/L 

K N 0 3)油脂含量为3 8 % 。W a n g等[22]将稳定期的莱
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茵衣藻转入不含氮源的培养基，发现细胞内产生了 

大量脂肪体。本实验的研究也发现氮限制条件下 

(培养基中含〇. 〇42g/L 硝酸钠）产油杜氏藻的油脂 

含量为4 0 % ，而氮源充足条件下（培养基中含0.42 

g/L 硝酸钠）油脂含量为2 5 % 。虽然前人已发现氮 

限制可诱导微藻的油脂合成，然而对该现象的研究 

大都集中在氮限制对油脂含量、油脂种类及脂肪酸 

组成的影响等方面，仅有少数从蛋白质和代谢物水 

平研究该现象的报道[23〜25]，氮限制诱导微藻积累油 

脂的分子机理没有得到深入研究。本研究利用Sol- 

exa平台 Hiseq 2000对氮限制和氮源充足条件下的 

产油杜氏藻进行转录组测序，分析与氮限制响应相 

关的代谢途径。共鉴定到1 529个 D E G ，涉及 102 

条代谢通路。本研究对富集 D E G 的通路进行了分 

析。其中，内吞作用富集的 D E G 最多，为 221个。 

参与甘油磷脂代谢的基因中有213个 Unigene表达 

量发生变化，表明甘油磷脂代谢途径中相关基因对 

产油杜氏藻适应氮限制及油脂含量变化具有重要作 

用。C〇urchesne等[26]认为通过抑制三酰基甘油的 

竞争途径可以促进油脂的积累，这些竞争途径包括 

磷脂的合成及淀粉的合成。甘油磷脂是一种重要的 

膜脂，在某些不利环境中（例如氮限制），其可以转 

化为中性油脂，因此，甘油磷脂代谢途径中相关的基 

因对我们深入研究产油杜氏藻的油脂积累具有重要 

的意义。Z o u等 在 甘 蓝 型 油 菜 （Brtmica raapzw) 

中超量表达了来自酵母的溶血磷脂酸酰基转移酶， 

结果表明转基因油菜种子中该酶活性提高，油脂含 

量为对照的6 倍。据此，我们推测该酶在产油杜氏 

藻的油脂合成中也可能起着重要作用，后继可以对 

其进行深入研究。二酰基甘油激酶催化二酰基甘油 

生成磷脂酸的反应，不利于三酰基甘油的生成，今后 

可尝试通过抑制该基因的表达来增强油脂积累。乙 

醇胺磷酸转移酶可催化C D P  - 乙醇胺与二酰基甘 

油反应生成磷脂酰乙醇胺，该反应与三酰基甘油的 

合成竞争共同的底物二酰基甘油，因此，通过抑制该 

酶可能会促进油脂的积累。腺苷二磷酸葡萄糖焦磷 

酸化酶是淀粉合成途径中重要的限速酶[28’29]。Li 

等[3°]发现在腺苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶活性受 

到抑制的莱茵衣藻突变体中，三酰基甘油的含量约 

为野生型对照的10倍，表明通过调控该酶可实现油 

脂的大量积累。在植物激素信号转导途径中发现了 

响应氮限制的转录因子基因和受体蛋白基因，这些 

基因可能对细胞的整体响应发挥着重要作用。此 

外，脂类中的醚脂也富集了众多D E G ，表明醚脂的 

代谢也在氮限制的响应和油脂含量的变化中起着重

要的作用。

值得注意的是，在富集 D E G 的代谢途径中，发 

现了众多与遗传物质合成、传递及加工有关的代谢 

途径。这些途径包括:R N A 运输、剪接体、内质网中 

蛋白质加工、R N A 降解、m R N A 监视、核糖体合成、 

嘌呤代谢、嘧啶代谢及核苷酸切除修复。这个结果 

暗示氮限制诱导了细胞中众多与遗传物质代谢有关 

的代谢途径，从而从根本上影响细胞对氮限制的适 

应和油脂的积累。次级代谢产物途径中富集了 121 

个 D E G ，表明氮限制不仅对油脂含量有显著的影 

响，而且对次级代谢产物的合成也有重要的影响，这 

为提高产油杜氏藻中高附加值次级代谢产物含量奠 

定了基础，有利于降低产油杜氏藻用于生产生物柴 

油的生产成本。氮代谢途径中也有16个 D E G ，这 

些基因参与了氮限制条件下对氮素的利用和代谢， 

是与适应氮限制最直接相关的基因，对这些基因的 

深入研究，有助于更好了解对氮限制的适应机理。

综上所述，推测氮限制首先是影响植物激素信 

号转导途径，然后影响到一系列重要的转录因子，最 

后影响到氮代谢、糖代谢、脂代谢等下游的代谢途 

径，导致油脂含量发生变化。在后继的研究中需要 

着重研究氮代谢、糖代谢、脂代谢及植物激素信号转 

导途径中表达水平发生显著变化的基因，以探究这 

些基因在油脂积累中的作用及其对氮限制的响应， 

初步构建出细胞内响应氮限制的代谢途径网络，为 

将来通过基因工程或者代谢工程的手段改造产油杜 

氏藻奠定基础。
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