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摘要：绿藻特别是小球藻细胞存在两大储碳代谢物，脂肪 (TAG)和淀粉，且二者的合成享有共同的前体物质。 

本实验以小球藻 Chlorella sp．为研究对象，在氮胁迫的条件下，抑制淀粉合成途径的关键酶和脂肪合成途径的关键 

酶，通过对比淀粉及脂肪的积累情况来探究两条代谢途径之间的关系。实验结果显示：加入 5 mmol·L Pi明显 

抑制了淀粉合成途径，导致淀粉含量降低，脂肪酸浓度有所增加，单位细胞脂肪酸无显著影响。加入 40 u mol·L 

稀禾定在第 6 d表现出对脂肪的抑制，淀粉浓度降低，单位细胞淀粉含量并无显著影响。 
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Synthesis pathway relationship between starch and fat in Chlorella sp．under 

nitrogen starvation 
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Abstract：Triacylglycerol(TAG)and starch，as the two main energy storage products in green microalgae， 

especially the Chlorella sp．，share the same synthesis precursor in its metabolisim system．This research aimed at 

the key enzymes in inhibiting starch and TAG synthesis，using Chlorella sp．as the object under nitrogen starvation 

To investigate the relationship between the tw o metabolism pathways， comparison of TAG and starch 

accumulation was conducted．The starch synthesis way was significantly inhibited when 5 mmol·L— Pi was added， 

resulting in reduced starch content and increased fatty acids concentration．While，fatty acids content per cell unit 

was not obviously influenced．In addition，40~tmol·L一 of sethoxydim also showed starch inhibition after it had 

been introduced for 6 days．In this situation，starch concentration was reduced but un it cell starch content was not 

significantly changed． 

Key words：Chlorella sp．；nitrogen starvation；starch；fatty acids；inhibition；biofuel；metabolism；biotechnology  

引 言 

近年来微藻作为生物燃料 已成为当下的研究 
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热点。脂肪和淀粉是微藻细胞中两种重要的储能物 

质[卜 。研究表明：在环境胁迫时，如缺氮、高光、 

高盐的情况下，微藻细胞进行储能，促进这些物质 
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合成I3J。 

微藻中脂肪和淀粉的合成途径如图 1所示，二 

氧化 碳 经过 卡 尔文 循 环产 生 3一磷 酸甘 油 醛 

(glyceraldehyde一3一P)，在淀粉合成途径中，3一磷酸 

甘油醛再进一步转化为葡萄糖一6．磷酸(glucose一6一P) 

和葡萄糖一1一磷酸(glucose．1．P)。之后由关键酶 ADP． 

葡萄糖焦磷酸化酶(AGPase)催化转化成 ADP一葡萄 

糖，再经过一系列反应催化成淀粉L4J。在脂肪合成 

途径中，3．磷酸甘油醛通过糖酵解途径生成丙酮酸 

(pymvate)，之后被第一个关键限速酶乙酰辅酶 A 

羧化酶(ACCase)催化生成丙二酰辅酶 A，再经过一 

系列反应最终合成脂肪 J。 
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图 1 脂肪和淀粉合成途径 

Fig．1 Lipid and starch synthesis pathway 

由此可见，微藻中淀粉的合成与脂肪的合成拥 

有共同的前体物质 3一磷酸甘油醛，有可能存在一定 

的竞争关系。己有研究表明[8-9]在植物中淀粉和脂肪 

的合成途径存在相互关系，但它们之间的调控机制 

还不清楚。如油菜胚胎的淀粉合成受到抑制会导致 

脂肪的合成速率减慢，最终成熟种子中的总脂肪含 

量没有明显改变[9】。然而通过失活淀粉分支酶导致 

不产淀粉的豌豆 Pisum sativum 突变体却可以显著 

提高种子的脂肪含量。在微藻中，这方面的研究较 

缺乏，且主要集 中在模式生物 Chlamydomonas 

reinhardtti。Wang等 UJ和 Li等【JlJ分别报道了不产淀 

粉的突变藻株 C reinhardtii BAFJ5在缺氮后含油量 

比野生型有明显增加。这些研究表明淀粉和脂肪合 

成之间可能存在竞争。 

前期研究发现，在胁迫条件下小球藻 Chlorella 

sD．快速积累淀粉作为短期应急响应，而随着氮胁迫 

时间的延长，小球藻转而积累能量密度更高的脂肪 

作为长期储能物质[1-2]，但是这两者的关系还不清 

楚。因此本文在前期研究的基础上，在氮胁迫的条 

件下分别添加淀粉合成途径关键酶 AGPase的抑制 

剂 Pi(无机磷酸盐)l1 _3J或脂肪合成途径关键酶 

ACCase的特异性抑制剂稀禾定 训，原位解析小球 

藻淀粉和脂肪之间的相互关系。研究结果可以为调 

控微藻脂肪和淀粉合成提供理论指导ll引，对微藻生 

物燃料的开发和应用有着至关重要的意义。 

1 材料与方法 

1．1 藻种与培养条件 

小球藻 Chlorella sp．保存在 BG．11培养基中。 

反应器采用柱状玻璃管 (装液量为 1 L)，培养温度 

约 25℃ ，24 h 连 续光 照 ，光 照强 度为 150 

umo1．m- ·S～，在反应器底部持续通入富加 CO2 

(1％，体积比)的压缩空气。 

1．2 实验设计 

1．2．1 淀粉合成的抑制实验 将种子液在BG一11培 

养基中通气培养 4 d至对数生长期后，分别接种至 

对照组 (缺氮培养基)和实验组 (缺氮培养基加入 

5 mmol·L Pi)中，初始 OD750约为 0．8，每组实 

验设 3个平行，连续培养 6 d，第 0、1、2、4、6 d 

取样。 

1．2．2 脂肪合成的抑制实验 将种子液在BG．11培 

养基中通气培养 4 d至对数生长期后，分别接种至 

对照组 (缺氮培养基)和实验组 (缺氮培养基加 40 

gmol·L 稀禾定)中，初始 OD75o约为 0．8，每组 

实验设 3个平行，在气升光反应器中通入富加 CO2 

的压缩空气 (1％CO2)，培养温度 24~C，24 h连续 

光照，光照强度为 150 gmol·m- ·s～。连续培养 6 

d，第0、1、2、4、6 d取样。 

1．3 细胞生长测定 

在实验周期内，测定指定天数的藻细胞干重、 

细胞计数。 

藻细胞干重：取 l0 m1藻液抽滤，于 80℃烘箱 

烘至恒重，冷却后称重。 

细胞计数：取少量样品，加至血球计数板，在 

光学显微镜下读取 25个 4×4格中的细胞个数，进 

行计算，以10 cells·ml 为单位计数。 

1．4 淀粉的测定 

称取2～4 mg藻粉，装入 10 ml玻璃离心管中， 

向玻璃离心管中加入 0．25 ml超纯水和约0．5 ml的 

酸洗玻璃珠，在 2700 r·min- 下涡旋 4 min，进行 

一 
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破壁。加入 4 m1浓度为 8O％乙醇溶液和转子(直径 

10 mm)，于 68℃水浴 15 min。水浴后 4000 r·min 

离心 6 min去上清，去除色素，重复 3次。加入 3．3 

ml 30％高氯酸溶液，在 25℃下搅拌 15 min。搅拌后 

4000 r·min 离心 6 min，取上清装入 10 m1容量瓶 

中，淀粉充分水解，重复 3次。定容至 10 ml[ 】。 

采用苯酚一硫酸法测定淀粉含量[17]。 

1,5 脂肪的测定 

本研究使用一步提取+酯交换反应【l8J来进行微 

藻中脂质转化为 FAMEs，并结合气相色谱对 FAME 

进行定量。具体方法如下。 

藻粉中加入 2．5 ml含 2％硫酸的甲醇溶液，80 

℃下搅拌加热 2．5 h完成脂肪酸的甲酯化。样品冷却 

至室温后加入 1 ml饱和NaCI溶液和 1 ml正己烷， 

振荡后静置分层，通过无水硫酸钠过滤，加入正十 

七烷酸甲酯作为内标，定容 1 ml。脂肪酸甲酯利用 

岛津 GC2010气相色谱进行定量分析，检测器为 

FID。升温程序为：190℃保持 5 min，以10℃ ·min 

升温至 250℃，再保持 7 min。色谱柱为：DB．WAX， 

厚度 0．25 m，长度 30 m，内径 0．25岬 。 

脂肪酸甲酯标样为购自Sigma公司正十七烷酸 

甲酯。 

2 结果与讨论 

2,1 淀粉途径被抑制 

2．1．1 Pi对细胞生长的影响 小球藻 Chlorella sp． 

在不同培养条件下的生长曲线如图2所示。小球藻 

Chlorella sp．初始浓度为 0．21 g·L一，在对照组缺氮 

培养下，到第 4 d时生物量达到 0．70 g·L～，之后 

增长放缓，第 6 d生物量达到O．80 g·L～，生物量 

总共增长了4倍。实验组缺氮加 Pi条件培养下，第 

4 d时生物量可达到0．75 g·L～，之后增长放缓， 

第 6 d生物量达到0．82 g·L一，生物量总共增长了 

4．1倍，生物量相比对照组变化不明显，但总体生长 

趋 势较对 照组好 。对照组细 胞个数接种 时为 

1．56(10 cells)"rnl～，第 2 d达到 4．77(10 cells1"ml～， 

之 后 增 长 缓 慢 甚 至 略 有 下 降 ， 第 6 d 为 

5．49(10 cells)·ml～。实 验 组 在 第 2 d 达 到 

4．90(10 cells)·ml～，之后增长缓慢甚至略有下降， 

第 6d为 5．91(10 cells)·rnl～。细胞个数在第 2d后 

缓慢增长甚至略有下降，较对照组而言 5 mmol·L 

Pi可促进细胞的增长，这与 Xie等[19]、Vezie等[ 。] 

的研究报道相一致。 

2．1．2 Pi对淀粉合成的影响 小球藻 Chlorella sp． 

time／d 

图2 小球藻在对照组和添加 Pi抑制剂条件下 

生物量及细胞个数曲线 

Fig．2 Curves of dry weight(DW)，cell number(CN)in 

Chlorella sp．under control and(—_N+Pi)conditions 

在对照和缺氮加 Pi条件下淀粉浓度和单位细胞淀 

粉含量随时间的变化如图3所示。在对照组，淀粉 

浓度在第 1 d迅速升高，从初始的 30mg·L 达到 

154mg·L～。第 2d有一个小的增幅达 178mg·L～， 

之后开始略微下降到第 6d达 154mg·L- 。对比加Pi 

组，淀粉浓度在第 1 d也是迅速升高到 162mg·L_。。 

第 2 d略有升高之后开始缓慢下降，第 6 d达到 138 

mg·L [图3(a)]。对照单位细胞淀粉含量第 1 d从 

19．4 g·(1O／cells)一 达至0 32．3 g·(10 cells)一 ，第 2 

d略微增加然后开始下降，到第 6 d达到 27．8 

g·(10 cells)～。实验组单位细胞淀粉含量第 1 d迅 

速增至 33 g·(10 cells)～，第2 d略微增加然后开 

始下降，到第 6 d达到22．7 g·(1O cells) [图3(1o)]。 

对比 Chlorella sp．在两种条件下的变化，加入 

Pi以后，在前 2 d淀粉浓度变化不明显，淀粉浓度 

在第 2、4、6 d分别降低了 3％、19％、9％。单位 

细胞淀粉含量在2、4、6 d分别降低了 13％、25％、 

1 8％。Lloyd等 发现在马铃薯接种 AGPase可分别 

与 3．磷酸甘油酸 (3-PGA)和无机磷 (Pi)结合， 

实现对 AGPase的活性的调控，3-PGA 是该酶激 

活因子，后者是抑制因子，能够抑制淀粉合成。 

Li等 的研究结果表明 1 mmol·L Pi即可对 

Pseudochlorococcum sp．的AGPase酶活性产生显著 

影响，能明显抑制淀粉的合成。 

2．1．3 Pi对脂肪合成的影响 小球藻 Chlorella sp． 

在对照和缺氮加 Pi条件下脂肪酸浓度和单位细胞 

脂肪酸含量随时间的变化如图4所示。对照条件下， 

脂肪酸浓度呈现一直增长的趋势，在对照组，脂肪 
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time／d 

(b) 

图 3 小球藻在对照条件和加抑$1j~IJ(-N+Pi)条件下淀粉浓 

度 (a)和单位细胞淀粉含量 (b)的变化 

Fig．3 Variations of starch in cultures Chlorella sp．under 

control and(一N+Pi)conditions 

酸浓度从初始 28mg·L- 到第6d达到 191 mg·L- 。 

实验组脂肪酸浓度在第 6 d达到 197 mg·L 『图 

4(a)]。对照组单位细胞脂肪酸含量从初始的 18．2 

g·(10 cells)- 达至0 34．9 g·(10 cells)一 。加了抑带0 

剂 Pi的实验组，单位细胞脂肪酸含量在第 6 d达到 

32．4 g·(10 cells)一 [图4(b)]。 

对比 Chlorella sp．在两种条件下的淀粉和脂肪 

酸含量变化，表明在本实验期(6 d)Pi抑制淀粉合成 

的同时并没有同时促进脂肪的积累。Siaut等【22J对 

Chlamydomonas reinhardtii的研究结果表明，不产淀 

粉的突变藻株CW15 sta1．2等在缺氮后TAG含量较 

野生型并没有明显增加，反而降低了。Li等L1 J对 

Pseudochlorococcum sp．的 研 究表 明 ， 加 入 1 

mmol·L 的 Pi后 AGPase酶活性第 2 d降低了 

39．2％，对淀粉的合成有明显的抑制作用，同时也 

导致脂肪含量的降低。但是 Chlorella pyrenoidosa 

82T通过紫外诱变获得的不产淀粉的突变株，在缺 

time／d 
(b) 

图4 小球藻在对照和添加抑$1J~(-N+Pi)条件下脂肪酸浓 

度 (a)和单位细胞脂肪酸含量 (b)的变化 

Fig．4 Variations oftotal fatty acids(TFA) in cultures 

Chlorella sp．under control and(一N+Pi)conditions 

氮条件下积累脂肪酸的含量明显高于野生型【2引。要 

想更准确地解析抑制淀粉途径对脂肪酸途径的影 

响，还需要进一步的实验来验证。 

2．2 脂肪途径被抑制 

2．2．1 稀禾定对细胞生长的影响 小球藻Chlorella 

sp．在缺氮和缺氮加稀禾定 (sethoxydim)对比条件 

下的生长曲线如图5所示。小球藻 Chlorella sp．初始 

浓度为 0．19 g·L_。，在对照组，细胞个数和生物量 

的长势与图 1中的对照组一致。而在加稀禾定的实 

验组条件下，生物量到第 4 d时已达到 0．7 g·L～， 

之后增长放缓，第 6 d生物量达到 0．74 g·L～，生 

物量较对照组没有显著变化。说明40~tmol·L 的 

稀禾定对细胞生物量的积累影响不大。细胞个数在 

第 2d后就一直低于对照组，到培养的第 6d较对照 

组降低了7．3％。结果显示，加入稀禾定在一定程度 

上抑制了细胞个数的增长，而对生物量的影响较小。 

Zhekisheva等L2 J对Heamatococcus pluvialis的研究 
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time／d 

图 5 小球藻在对照组和添加稀禾定抑制剂条件下 

生物量及细胞个数曲线 

Fig．5 Curves of dry weight(DW)，cell number(CN)in 

Chlorella sp．under control and(—N+XHD)conditions 

time／d 
(b) 

图6 小球藻在对照和添加抑制剂稀禾定条件下脂肪酸浓度 

(a)和单位细胞脂肪酸含量 (b)的变化 

Fig．6 Variations oftotal fatty acids(TFA) in cultures 

Chlorella sp．under control and f_N+XHD1 conditions 

结果发现 20~tmol·L 和 50~tmol·L 稀禾定对微 

藻细胞的生长无显著影响。 

2．2．2 稀禾定对脂肪合成的影响 有研究表明，稀 

禾定直接作用位点是ACCase的羧基转移酶(cT)功 

能域【2 。ACCase是脂肪酸合成途径的关键酶，可 

以作为稀禾定的靶标位点n I2 。所以，稀禾定能在 
一 定程度上抑制脂肪酸的合成。加入稀禾定后脂肪 

酸含量的变化趋势如图6所示。前 4 d与对照组相 

比无明显变化，第 6 d相比对照组脂肪酸浓度降低 

了 18．8％，单位细胞的脂肪酸含量降低了 13．4％。 

由于缺氮条件下脂肪合成速率较慢【1 J，稀禾定对脂 

肪酸合成的抑制到后期才表现出来。本实验的结果 

表明，40~tmol·L 的稀禾定能够在一定程度上抑 

制脂肪的合成。Zhekisheva等L24J对 Heamatococcus 

pluvial&加入 10~50~tmol·L‘。稀禾定的研究结果 

显示稀禾定能够很好地抑制脂肪酸的合成，尤其是 

中性脂 (NL)的合成。 

2．2．3 稀禾定对淀粉合成的影响 小球藻 Chlorella 

sp．在加入稀禾定的培养基中培养，淀粉合成的变化 

趋势如图 7所示。与对照组相比淀粉合成趋势相同， 

time／d 

(b) 

图 7 小球藻在对照和添加稀禾定抑制剂条件下淀粉浓度 

(a)和单位细胞淀粉含量 (b)的变化 

Fig．7 Variations of starch in cultures Chlorella sp．under 

control and(—N+XHD)conditions 
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都是前2d增长迅速，第 2d以后缓慢增长甚至略有 

下降。对照组第 2 d淀粉浓度和单位细胞淀粉含量 

分别是 229 mg·L。。和 43 g̈·(10 cells)- 。加入稀 

禾定的实验组，第 2 d淀粉浓度和单位细胞淀粉含 

量分另U是 200 mg·L一 口41 g·(10 cells)一 。 

本实验的结果表明，抑制脂肪途径对淀粉无明 

显作用，可能因为淀粉是快速积累的产物，脂肪是 
一 个长期缓慢积累的产物。这与 Recht等L1 对 

Haematococcuspluvialis的研究结果相似，他们用苹 

果酸脱氢酶特异性抑制剂芝麻酚成功抑制了脂肪酸 

的合成，总糖浓度也略有降低，碳水化合物含量 (占 

干重的百分比)并没有显著影响。 

3 结 论 

(1)缺氮条件下加入Pi能在一定程度上促进小 

球藻的生长，对淀粉的合成具有明显的抑制效应， 

脂肪酸浓度有所增长，但对单位细胞脂肪酸含量的 

促进效应不是很明显。 

(2)缺氮条件下加入稀禾定对小球藻细胞的生 

长有一定的抑制作用，对脂肪酸的合成只在第 6 d 

开始受到明显抑制，淀粉浓度降低，但单位细胞淀 

粉含量无显著影响，可能是由于稀禾定抑制了细胞 

的生长导致的。 

(3)小球藻淀粉和脂肪的合成可能并不是简单 

的竞争关系，抑制一方的合成似乎并不能促进另一 

方合成的增强，需要更进一步的研究。 
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