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乙酰水杨酸对三角褐指藻岩藻黄质含量的影响
及其分子机理研究

章　 丽　 龚一富∗　 朱帅旗　 刘　 浩　 李申睿　 谢志浩　 王何瑜
(宁波大学海洋学院ꎬ 浙江 宁波　 ３１５８００)

摘　 要:为了研究不同浓度乙酰水杨酸(ＡＳＡ)对三角褐指藻(Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ Ｂｏｈｌｉｎ)细胞生

长、岩藻黄质积累及岩藻黄质生物合成相关基因的表达水平的影响ꎬ通过分光光度计、高效液相色谱

(ＨＰＬＣ)以及荧光定量 ＰＣＲ 测定不同浓度 ＡＳＡ 处理后的三角褐指藻的各项指标ꎮ 结果表明ꎬ三角褐指

藻的生长和岩藻黄质积累与 ＡＳＡ 浓度密切相关ꎮ 一定浓度的 ＡＳＡ 抑制了三角褐指藻的细胞数量ꎻ岩

藻黄质含量也随着 ＡＳＡ 浓度的升高呈现先上升后下降的趋势ꎬ当 ＡＳＡ 浓度为 １０ ｍｇ􀅰Ｌ－１时ꎬ岩藻黄质含

量最高ꎬ达 １􀆰 ７８ ｇ􀅰ｋｇ－１ ＤＷꎬ为对照组的 １􀆰 ９ 倍ꎮ 在不同浓度 ＡＳＡ 诱导下ꎬ与岩藻黄质生物合成途径有

关的 ＰＳＹ、ＰＤＳ、ＺＤＳ、ＣＲＴＩＳＯ、ＬＣＹＢ 和 ＺＥＰ 基因表达均上调ꎬ当 ＡＳＡ 浓度为 １０ ｍｇ􀅰Ｌ－１时ꎬ相关基因的

表达量极显著高于对照组(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 主成分分析(ＰＣＡ)结果表明ꎬＰＳＹ、ＰＤＳ、ＺＤＳ、ＣＲＴＩＳＯ、ＬＣＹＢ 和

ＺＥＰ 基因与岩藻黄质积累具有相关性ꎬ其中ꎬＺＥＰ 基因对岩藻黄质生物合成贡献率最高ꎮ 综上ꎬ适当浓

度的 ＡＳＡ 不仅提高了岩藻黄质合成途径中相关基因的表达水平ꎬ而且促进了岩藻黄质的积累ꎮ 本研究结

果为进一步深入研究三角褐指藻中岩藻黄质合成的分子机制奠定了理论基础ꎮ
关键词:乙酰水杨酸ꎻ 三角褐指藻ꎻ 岩藻黄质ꎻ 基因表达ꎻ 主成分分析

ＤＯＩ:１０􀆰 １１８６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００￣８５５１􀆰 ２０２０􀆰 ０７􀆰 １４３２

　 　 岩藻黄质( ｆｕｃｏｘａｎｔｈｉｎ)是一类主要存在于褐藻、
硅藻中的脂溶性天然类胡萝卜素ꎬ占类胡萝卜素总量

的 １０％以上[１]ꎮ 该色素与几种蛋白质以及叶绿素 ａ
结合ꎬ在类囊体中形成岩藻黄质－叶绿素 ａ / ｃ－蛋白复

合体(ｆｕｃｏｘａｎｔｈｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ / ｃ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＦＣＰ)ꎬ可通过

叶绿素 ａ 将激发能传递到光合电子传递链ꎬ具有光捕

获和光保护能力[２]ꎮ 岩藻黄质具有一个丙二烯键、一
个共轭羰基以及一个 ５ꎬ６－环氧化物特殊结构[３]ꎬ这些

结构赋予岩藻黄质多种生物活性ꎬ包括抗肥胖、抗糖尿

病[４]和抗肿瘤活性[５－９]ꎮ 其中岩藻黄质的多烯发色团

的类胡萝卜素端是抗肥胖作用的关键结构ꎬ它含有一

个烯键和两个羟基ꎬ能够调节腹腔白色脂肪组织

(ｗｈｉｔｅ ａｄｉｐｏｓｅ ｔｉｓｓｕｅꎬＷＡＴ)线粒体产生解偶联蛋白 １
(ｕｎｃｏｕｐｌｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬＵＣＰ１)ꎬ促进脂肪酸的氧化以及

ＷＡＴ 的产热ꎻ岩藻黄质还能通过调节 ＷＡＴ 分泌的细

胞因子来改善胰岛素抵抗以及降低血糖水平[１０]ꎮ 在

抗肿瘤方面ꎬ岩藻黄质在胶质瘤[５]、乳腺癌[６]、肺癌[７]、

结肠癌[８]和大肠癌[９] 等多种癌症中具有抗增殖作用ꎮ
Ｙｕ 等[１１]发现岩藻黄质能够调控胃癌细胞(ＭＧＣ－８０３
细胞)周期停滞在 Ｇ２ / Ｍ 期ꎬ同时通过降低酪氨酸激酶 /
转录激活因子(ＪＡＫ / ＳＴＡＴ)通路中 ＣｙｃｌｉｎＢ１ 基因的表

达ꎬ抑制 ＭＧＣ－８０３ 细胞的增殖ꎮ 此外ꎬ研究表明岩藻黄

质可诱导 Ｈｅｌａ 细胞凋亡ꎬ并能通过提高人宫颈 ＳＩＨＡ 细

胞对肿瘤坏死因子(ＴＮＦ)相关的凋亡诱导配体(ＴＮＦ￣
ｒｅｌａｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｌｉｇａｎｄꎬＴＲＡＩＬ)敏感性ꎬ选择性

诱导肿瘤细胞凋亡[１２－１３]ꎬ因此岩藻黄质与 ＴＲＡＩＬ 联合

预防或治疗宫颈癌具有很大潜力ꎮ
岩藻黄质具有潜在保健、抗癌功能ꎬ且可进行微藻

培养ꎬ因此对微藻的岩藻黄质合成调控研究具有重要

意义ꎮ 三角褐指藻(Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ Ｂｏｈｌｉｎ)
作为主要产岩藻黄质的微藻之一ꎬ已报道可通过培养

条件、营养成分的改变或诱导子来提高岩藻黄质含量ꎮ
如 Ｋｏｓａｋｏｗｓｋａ 等[１４]发现三角褐指藻在缺铁的培养条

件下ꎬ岩藻黄质含量降低ꎬ而在氮源充足的条件下ꎬ三
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角褐指藻的岩藻黄质含量提高[１５]ꎻ张南南等[１６] 利用

高光处理三角褐指藻 ６ ｈ 后ꎬ岩藻黄质含量较对照组

提高近 １ 倍ꎻ朱帅旗等[１７] 发现低浓度硫酸铈(０􀆰 ２ ~
０􀆰 ４ ｍｇ􀅰Ｌ－１)能提高三角褐指藻岩藻黄质含量ꎮ 水杨

酸(ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬＳＡ)是植物发育以及胁迫耐受性相关

信号传递的酚类物质ꎬ作为植物内源性诱导子参与并

调节植物重要的生理生化活动ꎻ而 ＳＡ 对三角褐指藻

岩藻黄质合成影响的相关研究尚鲜见报道ꎮ 本研究通

过向对数期三角褐指藻中添加一定浓度乙酰水杨酸

(ａｃｅｔｙｌｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬＡＳＡ)ꎬ并对诱导过程中的三角褐

指藻的生长、岩藻黄质含量及相关合成基因表达水平

进行检测ꎬ以期为三角褐指藻岩藻黄质的研究和利用

提供一定的理论依据和技术指导ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 三角褐指藻的培养

三角褐指藻(Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ Ｂｏｈｌｉｎ)由
宁波大学海洋生物工程重点实验室藻种室提供ꎮ 经过

ｆ / ２ 固体培养基培养ꎬ挑斑纯化扩大培养ꎬ以 １ × １０５

ｃｅｌｌｓ􀅰ｍＬ－１ 初始浓度接种到 ｆ / ２ 液体培养基中ꎬ置于

２０℃、６２􀆰 ５ μｍｏｌ ｐｈｏｔｏｎｓ􀅰ｍ－２ 􀅰ｓ－１、１２ ｈ / １２ ｈ (黑光

暗)条件下培养ꎮ
１􀆰 ２　 ＡＳＡ 处理

待三角褐指藻生长至对数期(１×１０６ ｃｅｌｌｓ􀅰ｍＬ－１)ꎬ
采用 ０(ＣＫ)、１０、２５、５０、１００ ｍｇ􀅰Ｌ－１的 ＡＳＡ 对其进行

处理ꎬ每个处理设 ３ 组平行ꎮ
１􀆰 ３　 三角褐指藻生长曲线测定

取 １ ｍＬ 对数期藻液ꎬ通过 ６８００ 型双光束紫外可

见分光光度计(英国 ｂｉｂｂｙ 科技有限公司)进行全波段

扫描ꎬ确定藻液最大吸收峰波长ꎮ 将藻液稀释成浓度

梯度ꎬ测定最大吸收峰的 ＯＤ 值ꎬ同时用 ＸＢ￣Ｋ－２５ 型

血球计数板(玉环县求精医用仪器厂)计算相应浓度

的藻细胞密度ꎮ 通过 ＯＤ 值和藻细胞密度建立光密度

回归方程ꎮ 以加入 ＡＳＡ 为初始时间ꎬ处理持续到第 ８
天ꎬ期间每隔 ２４ ｈ 取 １ ｍＬ 三角褐指藻溶液并测定

ＯＤ６８０值ꎬ每组均设 ３ 个平行ꎮ 根据光密度回归方程ꎬ
绘制三角褐指藻的生长曲线ꎮ
１􀆰 ４　 岩藻黄质的提取

培养第 ６ 天收集三角褐指藻细胞ꎬ参考 Ｋｉｍ 等[３]

的方法提取三角褐指藻的岩藻黄质ꎬ４℃、５２ ０００×ｇ 离

心 １０ ｍｉｎ 收集藻体ꎬ冷冻干燥并研磨后加入无水乙醇

重悬ꎬ然后静置 １ ｈꎬ４℃、５２ ０００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ 后取上

清液过一次性针头式滤器(０􀆰 ２２ μｍꎬＭｉｌｌｉｐｏｒｅ)ꎬ得高

效液相色谱 ( ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ
ＨＰＬＣ)检测液ꎬ备用ꎮ
１􀆰 ５　 岩藻黄质含量的测定

精确称取 ０􀆰 １ ｍｇ 岩藻黄质标准品溶于 １ ｍＬ 无水

乙醇ꎬ依次稀释成不同浓度的标准品ꎮ 色谱系统为

Ａｌｉａｎｃｅ ｅ２６９５ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ ｍｏｄｕｌｅ ＨＰＬＣ 系统(Ｗａｔｅｒｓꎬ美
国)ꎬＷａｔｅｒｓ ２９９８ 二极管阵列检测器ꎮ 洗脱程序:先用

甲醇 /水(９ ∶１ꎬｖ / ｖ)洗脱 ３０ ｍｉｎꎬ再用 １００％甲醇洗脱 １０
ｍｉｎꎬ最后用甲醇 /水(９ ∶１ꎬｖ / ｖ)洗脱 １５ ｍｉｎꎮ 进样量 １０
μＬꎬ检测波长 ４４５ ｎｍꎮ 通过岩藻黄质标准品积分峰面

积与浓度作回归曲线ꎬ根据色谱图中的色谱峰保留时间

以及相应强度ꎬ计算样品中岩藻黄质含量ꎮ
１􀆰 ６　 岩藻黄质生物合成相关基因的表达分析

收集不同浓度 ＡＳＡ 处理 ２４ ｈ 后的藻液ꎬ采用试剂

盒(Ｐｌａｎｔ ＲＮＡ Ｋｉｔꎬ美国 ＯＭＥＧＡ￣Ｂｉｏ￣Ｔｅｋ 公司) 提取

ＲＮＡꎬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ (Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)试
剂盒(ＴａＫａＲａꎬ大连)进行反转录ꎮ 采用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭⅡ(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)(ＴａＫａＲａꎬ大连)进行荧

光定量 ＰＣＲ 检测ꎬ目的基因[１７－１９] 和参照基因[２０] (表
１)采用同一扩增程序ꎬ应用 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因的

相对表达量ꎮ

表 １　 定量 ＰＣＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔｙ ＰＣＲ
基因 Ｇｅｎｅｓ 引物序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

β￣ａｃｔｉｎ Ｆ￣ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＣＣＴＧＡＣＴＴＧＡＣＧＧＡＣＴＡＣＣＴＧ３′ꎬ Ｒ￣Ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＴＡＧＴＴＴＴＴＧＴＣＣＡＧＡＧＣＣＧＡＧ３′

ＰＳＹ Ｆ￣ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＡＴＣＣＣＡＣＣＴＴＧＧＡＣＡＴＴＡＣＧ３′ꎬ Ｒ￣Ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＧＴＴＣＡＣＴＡＧＣＡＴＣＴＴＣＧＣＣＴＡ３′

ＰＤＳ Ｆ￣ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＴＴＧＣＴＣＣＧＡＡＴＡＣＧＡＡＴＧＴＧ３′ꎬ Ｒ￣ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＣＡＣＣＡＣＣＣＡＣＧＡＣＧＡＴＡＡＣＴ３′

ＺＤＳ Ｆ￣ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＧＡＴＴＧＣＣＴＡＣＧＣＴＴＴＧＧＧ３′ꎬ Ｒ￣ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＧＣＡＴＧＧＧＣＴＧＣＴＡＡＧＡＴＴＧＡ３′

ＣＲＴＩＳＯ Ｆ￣ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＡＧＡＴＧＡＴＧＴＧＡＣＡＧＣＣＧＡＧＣ３′ꎬ Ｒ￣ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＴＴＴＴＣＧＴＣＣＴＴＴＡＧＴＴＣＧＴＴＧＴＡＧ３′

ＬＹＣＢ Ｆ￣ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＣＣＣＣＡＡＴＡＡＣＧＡＣＡＡＡＣＡＣＧ３′ꎬ Ｒ￣ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＣＡＡＡＧＡＡＣＧＧＣＧＴＣＡＣＡＧＡＴ３′

ＺＥＰ Ｆ￣ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＧＣＡＡＴＧＧＴＴＣＧＣＡＣＴＧＡＴＡＣ３′ꎬ Ｒ￣ｐｒｉｍｅｒ: ５′ＧＴＡＧＧＣＡＡＡＧＴＣＡＴＣＣＣＡＣＡ３′
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１􀆰 ７　 岩藻黄质含量的主成分分析

以不同浓度 ＡＳＡ 处理下 ＰＳＹ、ＰＤＳ、ＺＤＳ、ＣＲＴＩＳＯ、
ＬＹＣＢ 和 ＺＥＰ 基因表达量和岩藻黄质含量作为数据

集ꎬ利用 ＳＡＳ ９􀆰 ０ 统计软件进行主成分分析(ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＰＣＡ)ꎮ
１􀆰 ８　 数据分析

采用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｏｆｆｉｃｅ Ｅｘｃｅｌ ２０１２ 进行数据处理ꎬ
ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 进行单因素方差分析ꎬＬＳＤ 法进行显著性

差异分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＡＳＡ 对三角褐指藻细胞生长的影响

对数期的三角褐指藻最大吸收峰的波长为 ６８０
ｎｍꎬ对数期的三角褐指藻密度与 ＯＤ６８０呈良好的线性

关系ꎬ回归方程为 ｙ ＝ ０􀆰 ００９ ５ｘ－ ０􀆰 ０００ ５( ｙ 为 ＯＤ６８０

值ꎬｘ 为 １ ｍＬ 藻液的细胞密度ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９６ ２)ꎮ 由图

１ 可知ꎬ各试验组三角褐指藻生长曲线趋势相似ꎬ培
养第 １ ~第 ６ 天维持高速生长ꎬ且在培养第 ６ 天时出

现一个生长高峰ꎬ培养第 ７ 天时藻细胞数量急剧下

降ꎮ 与 ＣＫ 不同的是ꎬ不同浓度 ＡＳＡ 处理的三角褐

指藻在培养第 ２ 天时生长速度下降ꎬ培养第 ３ 天又

出现较大程度的增长ꎮ 总体上ꎬＡＳＡ 各处理组的三

角褐指藻藻细胞数量始终低于 ＣＫꎬ表明 ＡＳＡ 抑制了

三角褐指藻的生长ꎮ

图 １　 ＡＳＡ 对三角褐指藻细胞生长的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＳＡ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ
Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ ｃｅｌｌ

２􀆰 ２　 ＡＳＡ 对三角褐指藻岩藻黄质含量的影响

根据 ＨＰＬＣ 检测发现ꎬ标准品和样品的出峰时间

均为 １３􀆰 ５ ｍｉｎ(图 ２)ꎮ 以岩藻黄质浓度与 ＨＰＬＣ 峰面

积作回归方程为 ｙ＝ ０􀆰 １０７ ４ｘ＋０􀆰 ０１３ ８(ｙ 为积峰面积ꎬ
ｘ 为岩藻黄质标准品不同浓度ꎬＲ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ９)ꎮ 根据回

归方程得出的岩藻黄质含量(图 ３)ꎬ结果显示ꎬ三角褐

指藻岩藻黄质含量对不同浓度的 ＡＳＡ 均有一定程度

的响应ꎮ 与 ＣＫ 相比ꎬ１０、２５、５０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＡＳＡ 处理组中

三角褐指藻岩藻黄质含量分别极显著提高了 ９１％、
７７％、３０％(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ但 １００ ｍｇ􀅰Ｌ－１ＡＳＡ 处理组中岩

藻黄质含量略低于 ＣＫꎮ

注:ａ:岩藻黄质标准品ꎻｂ:对照组ꎻｃ:１０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ＡＳＡ 处理组ꎮ

Ｎｏｔｅ: ａ: Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ｆｕｃｏｘａｎｔｈｉｎ. ｂ: Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. ｃ: １０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＡＳＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ.

图 ２　 ４４５ ｎｍ 光谱下岩藻黄素的 ＨＰＬＣ 图

Ｆｉｇ.２　 ＨＰＬＣ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｆｕｃｏｘａｎｔｈｉｎ ｉｎ Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ ｕｎｄｅｒ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ４４５ ｎｍ

２􀆰 ３　 ＡＳＡ 对三角褐指藻岩藻黄质生物合成相关基因

表达的影响

比较不同浓度 ＡＳＡ 对三角褐指藻岩藻黄质合成

相关基因表达的影响ꎬ结果如图 ４ 所示ꎮ 随着 ＡＳＡ 浓

度的增加ꎬＰＳＹ、ＰＤＳ、ＺＤＳ、ＣＲＴＩＳＯ、ＬＹＣＢ 和 ＺＥＰ 基因

的相对表达量均呈现先增加后减少的趋势ꎬ其中
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注:∗ꎬ∗∗分别表示与 ＣＫ 相比差异显著

(Ｐ<０􀆰 ０５)和差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: ∗ꎬ ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｉｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｔ ０􀆰 ０５ ａｎｄ ０􀆰 ０１ ｌｅｖｅｌꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
　 　 　 　 　 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ.

图 ３　 不同浓度 ＡＳＡ 处理下三角褐指藻中岩藻

黄质含量的变化

Ｆｉｇ.３　 Ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｕｃｏｘａｎｔｈｉｎ ｉｎ
Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＳＡ

１０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＡＳＡ 处理组的 ６ 个基因表达量均最高ꎬ且
极显著高于 ＣＫ(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎻ２５ ｍｇ􀅰Ｌ－１ＡＳＡ 处理组ꎬ６ 个

基因的表达也得到显著或极显著上调ꎮ 当 ＡＳＡ 浓度

上升到 １００ ｍｇ􀅰Ｌ－１时ꎬ大部分目的基因的表达仍然上

调ꎬ但上调趋势渐缓ꎮ 这可能是因为ꎬ低浓度 ＡＳＡ 诱

导藻细胞产生信号分子ꎬ调控岩藻黄质途径基因的表

达ꎬ但随着 ＡＳＡ 浓度的增加ꎬ造成了藻细胞膜系统和

功能受损ꎬ导致基因调控作用减弱ꎮ
２􀆰 ４　 三角褐指藻岩藻黄质生物合成相关基因的主成

分分析

利用荧光定量所检测到的与岩藻黄质相关的 ５ 个

基因表达数据ꎬ结合 ５ 种不同浓度 ＡＳＡ 处理下岩藻黄

质的含量ꎬ构成原始数据集ꎬ进行主成分分析ꎬ得到了

主元向量中 ５ 个主成分特征值的贡献率(表 ２)ꎬ其中ꎬ
第一主成分( ＰＣ１) 贡献率 (９０􀆰 ０５％) 和第二主成分

(ＰＣ２)累计贡献率(９７􀆰 ０７％)超过 ８５％ꎬ以第一主成分

和第二主成分作图 (图 ５)ꎮ 结果表明ꎬ变量 (ＰＳＹ、
ＰＤＳ、ＺＤＳ、ＣＲＴＩＳＯ、ＬＣＹＢ 和 ＺＥＰ)与岩藻黄素含量存

在正相关关系ꎬ其中ꎬＺＥＰ 基因对三角褐指藻中岩藻

黄素含量的贡献最高ꎮ

表 ２　 ６ 个主成分的贡献率和累积贡献率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｘ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

项目 Ｉｔｅｍ
主成分 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

ＰＣ１ ＰＣ２ ＰＣ３ ＰＣ４ ＰＣ５

标准差
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ２􀆰 ５１０ ７ ０􀆰 ７０１ ３７ ０􀆰 ３８５ ３ ０􀆰 ２３７ ０７ ２􀆰 ２７５×１０－１６

方差贡献率
Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ / ％ ９０􀆰 ０５ ７􀆰 ０３ ２􀆰 １２ ０􀆰 ８０ ０

累计贡献率
Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ / ％ ９０􀆰 ０５ ９７􀆰 ０８ ９９􀆰 ２０ １００ １００

３　 讨论

岩藻黄质在抗氧化、抗肥胖[４] 和抗癌[５－９] 的治疗

中有重要的作用ꎬ三角褐指藻作为具有丰富岩藻黄质

的单细胞藻ꎬ其生长速率以及岩藻黄质含量均优于大

型藻ꎬ如海带 ( Ｌａｍｉｎａｒｉａ ｊａｐｏｎｉｃａ)、裙带菜 (Ｕｎｄａｒｉａ
ｐｉｎｎａｔｉｆｉｄａ) 等ꎬ 目前已经对其进行商业规模化养

殖[２１]ꎮ ＳＡ 是植物抗逆的关键激素ꎬ其结构类似物

ＡＳＡ 的诱导作用也得到了证实ꎮ 目前国内外已有学

者报道了 ＳＡ 对微藻生长的影响ꎬＣｚｅｒｐａｋ 等[２２]研究结

果表明ꎬ１０－６、１０－５、１０－４ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＳＡ 可促进小球藻的生

长ꎮ 而在微拟球藻和水华鱼腥藻中ꎬＳＡ 对其生长影响

呈现低促高抑的现象[２３－２４]ꎮ ＳＡ 在 ２􀆰 ５ ~ ４０ ｍｇ􀅰Ｌ－１以

及 ４０~１２０ ｍｇ􀅰Ｌ－１浓度范围内分别对三角褐指藻和铜

绿微囊藻有抑制作用ꎬ且抑制作用与浓度呈正相

关[２３ꎬ２５]ꎮ 由于藻类之间的差异ꎬＳＡ 对微藻生长的影

响没有统一的规律ꎬ但外源 ＳＡ 作为酚酸类化感物质

之一ꎬ可通过不同途径来影响植物和藻类的生长ꎬ除了

造成质膜过氧化ꎬ最常见的是阻碍叶绿素合成ꎬ从而影

响植物光合作用[２６－２７]ꎮ 在高等植物中ꎬ叶面施用 ＳＡ
后ꎬ大麦和黑吉豆叶片的叶绿素含量均降低[２８－２９]ꎮ
Ｍｏｈａｒｅｋａｒ 等[３０]用不同浓度 ＳＡ 处理小麦后ꎬ其叶绿素

ａ / ｂ 值随着 ＳＡ 浓度的升高而下降ꎬ由此推测 ＳＡ 改变

了捕光天线的尺寸ꎮ 在微藻中ꎬ张诚鹏等[２３] 发现外源

ＡＳＡ 抑制了三角褐指藻光合效率ꎮ 胡利静等[２５] 发现

ＳＡ 抑制了铜绿微囊藻叶绿素 ａ 的合成ꎬ且高浓度的水

杨酸(０􀆰 １２ ｇ􀅰Ｌ－１)对叶绿素 ａ 的降解作用更明显ꎮ 本
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图 ４　 不同浓度 ＡＳＡ 处理下三角褐指藻种各基因转录差异

Ｆｉｇ.４　 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＳＡ ｉｎ Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ

试验结果也表明ꎬＡＳＡ 处理的三角褐指藻细胞数量低

于对照组ꎬ１０~４０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ＡＳＡ 抑制了三角褐指藻的生

长ꎮ 因此推测ꎬＡＳＡ 能抑制三角褐指藻叶绿素 ａ 的合

成ꎬ影响光合作用ꎬ抑制藻细胞的生长ꎮ
大量研究表明ꎬ外源 ＳＡ 能够诱导高等植物和微

藻中类胡萝卜素等次级代谢产物的积累ꎮ Ｍｏｈａｒｅｋａｒ
等[３０]用不同浓度的 ＳＡ 处理小麦和芒苗种子后ꎬ发现

两种植物中类胡萝卜素的含量、叶黄素库大小以及脱

环氧化速率均显著增加ꎮ Ｖｉｄｈｙａｖａｔｈｉ 等[３１]用 ＳＡ 处理

雨生红球藻ꎬ在低光条件下ꎬ１０、５０ 和 １００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１的

ＳＡ 能促进虾青素和 β－胡萝卜素的合成ꎮ ＳＡ 处理不

仅能促进天然类胡萝卜素的积累ꎬ还能增强抗氧化酶

的活性ꎬ进而提高植物的抗逆性ꎮ Ｈｕ 等[３２] 发现ꎬＡＳＡ
能显著增加番茄叶片的多酚氧化酶和过氧化物酶的活

性ꎻ经过 ＳＡ 和 ＡＳＡ 处理后的甜樱桃ꎬ其抗氧化物浓度

和抗氧化酶活性提高[３３]ꎮ 张颖等[３４] 用外源 ＳＡ 处理

苹果ꎬ发现过氧化氢酶( ｃａｔａｌａｓｅꎬＣＡＴ)、多酚氧化酶

(ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌꎬ ＰＰＯ)、过氧化物酶( ｐｅｒｏｒｉｄａｓｅꎬＰＯＤ)和

苯丙氨酸解氨酶(ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ ｌｙａｓｅꎬＰＡＬ)活
性显著提高ꎮ 以上抗氧化酶都是植物防止膜脂过氧

化、维持细胞膜正常代谢的重要酶ꎮ 本研究中ꎬ岩藻黄

质的含量随着 ＡＳＡ 浓度的增加呈先上升后下降的趋

势ꎬ在 １０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ＡＳＡ 下岩藻黄质含量最高(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎬ
１００ ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＡＳＡ 对三角褐指藻岩藻黄质含量的影响不

显著(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 推测 １０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ＡＳＡ 作为诱导子ꎬ通
过影响藻岩藻黄质合成途径中相应基因表达ꎬ对岩藻

黄质的合成进行调控ꎬ进一步减轻膜脂过氧化ꎮ １００
ｍｇ􀅰Ｌ－１ ＡＳＡ 可能对藻细胞产生氧化胁迫ꎬ加剧膜质过
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图 ５　 岩藻黄质生物合成通路中的基因

与其含量的主成分分析

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｆｕｃｏｘａｎｔｈｉｎ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ

ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｆｕｃｏｘａｎｔｈｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

氧化ꎬ导致藻细胞数量减少甚至岩藻黄质含量降低ꎮ
本研究中 ６ 个岩藻黄质含量合成相关酶表达水平

与岩藻黄质含量存在相关性ꎬ其中 ＺＥＰ 对岩藻黄质合

成贡献度最大ꎮ 张南南等[３５] 采用高光处理三角褐指

藻 ６ ｈ 后ꎬＺＥＰ１ 和 ＰＳＹ 表达量相对于对照组提高近 ２
倍ꎬ岩藻黄素含量提高了 ２􀆰 １６ 倍ꎬＺＥＰ１ 可能是编码岩

藻黄素合成途径中的限速酶ꎮ 本研究中ꎬ主成分分析

也得出 ＺＥＰ 基因对岩藻黄质合成贡献度最高ꎮ ＡＳＡ
对三角褐指藻岩藻黄质合成的促进作用ꎬ表现在合成

途径关键酶基因表达水平和岩藻黄质含量上ꎬ其作用

机理还需进一步研究ꎮ
目前ꎬ在岩藻黄质的生物合成途径中ꎬ紫黄素到岩

藻黄质的合成ꎬ仍然存在假说和分歧的观点ꎬ一种是由

Ｗｉｌｈｅｌｍ 和 Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ 提出紫黄质通过硅甲藻黄素转化

成岩藻黄质[３６]ꎬ而另外一种推断是新叶黄质先后经过

酮醇化和乙酰化两步修饰ꎬ最终转化为岩藻黄质[３７]ꎮ
本研究通过 ＡＳＡ 处理三角褐指藻ꎬ从生长、含量以及

分子方面对其进行了探究ꎬ为岩藻黄质的生产实践提

供了基础ꎮ

４　 结论

本研究探究了不同浓度 ＡＳＡ 诱导对三角褐指藻

生长和岩藻黄质合成的影响ꎬ结果显示ꎬＡＳＡ 处理抑

制了对数期三角褐指藻的生长ꎬ但 １０ ｍｇ􀅰Ｌ－１ＡＳＡ 对三

角褐指藻岩藻黄质合成途径相关酶基因的表达具有促

进作用ꎬ且 １０ ｍｇ􀅰Ｌ－１处理组三角褐指藻中岩藻黄质含

量显著高于对照组ꎬ表明 ＡＳＡ 可能通过影响三角褐指

藻岩藻黄素合成的基因的表达从而调控岩藻黄质的合

成ꎮ 本试验为进一步研究外源诱导子对三角褐指藻的

岩藻黄质积累及分子机理奠定了一定的理论基础ꎮ
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