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过氧化氢对小球藻干质量和油脂含量的影响

王元琮，何　冰
（江苏省农业科学院种质资源与生物技术研究所，江苏南京２１００１４）

　　摘要：以小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ）ＬＳ－２作为研究材料，用不同浓度过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）进行处理。结果表明，

所有处理均会抑制 ＬＳ－２的生长。当 Ｈ２Ｏ２浓度较低时，对干质量并没有明显影响，只有当 Ｈ２Ｏ２浓度达到

１．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＬＳ－２的最大干质量才会显著降低，１．５、２．０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理的 ＬＳ－２最大干质量分别下降了

９．６％、１７．３％。Ｈ２Ｏ２处理对ＬＳ－２的油脂总量影响不显著，但是当Ｈ２Ｏ２浓度达到２．０ｍｍｏｌ／Ｌ时，藻细胞的油脂含

量显著增加，上升了２８．６％。实时荧光定量ＰＣＲ结果显示，尽管２ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理使得 Ｒｕｂｉｓｃｏ转录发生上调，但

是其下游参与卡尔文循环的基因ＰＫａ、ＡＬＤＯ的转录水平均下降了５０％，说明卡尔文循环受到抑制。参与油脂合成通
路的基因ＡＣＣａｓｅ变化不显著，其下游的ＡＣＰａ、ＡＣＰｂ的转录水平是对照的２倍，暗示油脂合成途径获得了增强。在糖
酵解通路中，ＥＮＬ上调显著，但其下游的ＰＫａ、ＰＫｂ转录水平的变化不明显，说明糖酵解途径没有受到抑制。由基因表
达数据可知，当微藻处于胁迫环境中时，能够将用于生长的能量转化用于合成油脂并存储起来。
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　　利用微藻生产生物能源越来越受到人们的重视。微藻是
一种可以高效利用光能和二氧化碳合成油脂的单细胞或简单

多细胞微生物，具有适应性强、生长快速、产油量高等特点。

与植物类似，微藻可以通过光合作用将太阳能转化为化学能

并以糖、蛋白和油脂的形式存储起来［１］。一般认为，当微藻

处于逆境胁迫条件下，会限制自身的生长，同时提高自身的油

含量，以更好地帮助自己适应环境［２］。

当植物处于逆境中时，体内会积累活性氧。微量的活性

氧具有信号分子的作用，可以调节植物产生相应的反应，应对

环境中的胁迫。但是当活性氧的积累量过多时，就会对植物

产生伤害。过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）是活性氧的一种，一般情况下在
细胞中通过光呼吸形成。过氧化氢的过多积累会导致氧化性

损伤，进而破坏细胞的新陈代谢和完整性，最终造成细胞死

亡［３－４］。最近有研究表明，用微量Ｈ２Ｏ２处理海藻会促进其生
长，高浓度的 Ｈ２Ｏ２则会抑制微藻的生长

［５－６］。也有研究认

为，Ｈ２Ｏ２处理小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）虽然可以显著抑制其
生长，但同时也能够显著提高其油含量，当 Ｈ２Ｏ２浓度达到
４ｍｍｏｌ／Ｌ时，总油脂产量会有显著提高，更高浓度的Ｈ２Ｏ２则
会完全杀死藻细胞［７－９］。一般认为，Ｈ２Ｏ２对微藻的毒性主要
是因为Ｈ２Ｏ２在微藻细胞内可以转化为活性极高的羟基自由
基（·ＯＨ），进而损伤细胞膜、蛋白质以及 ＤＮＡ［１０－１１］，在高浓
度Ｈ２Ｏ２胁迫下，微藻会主动抑制结构物质的合成，降低生长
速率，转而把更多的能量以油脂的形式存储起来［１２－１３］。尽管

关于活性氧对于微藻的生长、油脂积累的影响已经有不少研

究，但是关于外源 Ｈ２Ｏ２处理对微藻基因表达的影响至今仍
然缺乏相关报道。为了进一步分析活性氧对微藻干质量和油

脂积累影响的分子机制，笔者以前一段时间报道的小球藻藻

种ＣｈｌｏｒｅｌｌａｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａＬＳ－２（以下简称 ＬＳ－２）作为研究材
料［１４］，用不同浓度Ｈ２Ｏ２进行处理，并检测 ＬＳ－２的生长量、
产油量以及相关基因的表达变化，以期为解析小球藻响应外

源Ｈ２Ｏ２的分子机制提供一定的线索。

１　材料与方法

１．１　试验藻种与试剂
本试验所用藻种为笔者所在实验室筛选出来的小球藻
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（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ）ＬＳ－２［１４］，已提交至中国普通微生物菌
种保藏管理中心，保藏号为 ＣＧＭＣＣ８７１０。过氧化氢（Ｈ２Ｏ２，
３０％，分析纯）购自西陇化工股份有限公司。
１．２　培养方法和条件

培养方法和条件参考已有的报道［１５］，将藻种保存于液体

Ｔｒｉｓ－Ａｃｅｔａｔｅ－Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ＴＡＰ）培养基内，接种时选用处于对
数生长期的藻细胞，接入 １５０ｍＬＴＡＰ培养基，保证接入后
Ｄ６８０ｎｍ＝０．０４２。培养温度为２６℃，每天光—暗周期为１２ｈ—
１２ｈ，光照度为４８００ｌｘ。

培养基接入对数期藻细胞后，随即加入适量 Ｈ２Ｏ２至所
需工作浓度。

１．３　藻细胞干质量的测定
取２０ｍＬ达到所需生长时间的藻细胞，放入５０ｍＬ离心

管中离心收集藻细胞（５０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）。将收集下来的藻
细胞放入烘箱，９５℃烘２０ｍｉｎ，然后调至７５℃烘至恒质量，
用分析天平称量藻细胞的质量，计算得出干质量。

１．４　油脂提取
将生长９ｄ的藻液倒入５０ｍＬ离心管中，５０００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ后收集藻细胞。往离心管中加入５ｍＬ浓盐酸（ＨＣｌ，
３８％），置于７５℃水浴２０ｍｉｎ。取出离心管后加入５ｍＬ无水
乙醇，静置冷却至室温。加入 １０ｍＬ无水乙醚，涡旋振荡
１ｍｉｎ，放入离心机内，于４０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，分层后萃取
上层并加入圆底烧瓶。重复３次直至萃取干净。将圆底烧瓶
放入旋转蒸发仪，让有机溶剂挥发干净后称质量，计算总脂含

量，相关公式如下：

总脂产量（ｍｇ／Ｌ）＝提取油脂质量（ｍｇ）／提取样品体积（Ｌ）；
油脂含量（ｍｇ／ｇ）＝提取油脂质量（ｍｇ）／提取样品干质量（ｇ）。
１．５　ＲＮＡ的提取和ｃＤＮＡ反转录

取处于对数生长期的不同处理的藻细胞，收集后用液氮

研磨，加入 ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），按照说明书提取。提取的
ＲＮＡ用 ＲＮＡａｓｅ－ｆｒｅｅＤＮＡａｓｅＩ（ＴａＫａＲａ）于 ３７℃处理
２０ｍｉｎ，消化剩余的ＤＮＡ。按照反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ）说明
将产物总ＲＮＡ反转录为单链ｃＤＮＡ。
１．６　统计分析

本试验均重复３次，数据分析采用ＳＰＳＳ１９．０。多重比较
采用的是最小显著差数法（ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，简称
ＬＳＤ）。Ｐ＜０．０５被视为差异显著。２组样本比较采用 ｔ检验
方法（Ｓｔｕｄｅｎｔｓｔ－ｔｅｓｔ），Ｐ＜０．０５视为差异显著。

２　结果与分析

２．１　过氧化氢浓度对小球藻（ＬＳ－２）干质量积累的影响
在ＴＡＰ培养基中接入等量处于对数生长期的 ＬＳ－２，并

加入不同浓度的过氧化氢（０．５、１．０、１．５、２．０ｍｍｏｌ／Ｌ），分别
在３、６、９ｄ测定其干质量。图１结果表明，随着处理浓度的
升高，微藻的生长速率受到抑制的程度越大，不同浓度过氧化

氢对于干质量积累的抑制在处理３ｄ和处理６ｄ时较为明显。
接种 ＬＳ－２后 ３ｄ，０．５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ 处理的干质量为
（０．３８５±０．０２５）ｇ／Ｌ，比对照的（０．５８０±０．０２０）ｇ／Ｌ下降了约
３３．６％。而用２．０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理的培养基中，ＬＳ－２几
乎无法检测到生长。接种后６ｄ，对照干质量达到（２．０２８±
０．３７６）ｇ／Ｌ，不同浓度Ｈ２Ｏ２处理的干质量分别比对照下降了

３５．７％［０．５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理，（１．３０５±０．６５７）ｇ／Ｌ］、
６６．２％［２．０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理，（０．６８６±０．１０３）ｇ／Ｌ］。接种
后９ｄ，对照干质量为（２．３６５±０．５１３）ｇ／Ｌ，０．５、１．０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２处理在干质量上与对照均无显著差异，分别为（２．２５８±
０．１８７）、（２．２５８±０．０６５）ｇ／Ｌ。当用１．５ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理
时，干质量下降约９．６％，为（２．１３７±０．０１９）ｇ／Ｌ；Ｈ２Ｏ２浓度
增 至 ２．０ｍｍｏｌ／Ｌ 时，干 质 量 下 降 约 １７．３％，为
（１．９５５±０．０３３）ｇ／Ｌ。以上结果表明，外源Ｈ２Ｏ２处理小球藻
会抑制其生长速率，当浓度达到１．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，会明显降低
ＬＳ－２的最大干质量。

２．２　过氧化氢处理对ＬＳ－２油脂积累的影响
为了探讨Ｈ２Ｏ２对ＬＳ－２油脂积累的影响，笔者在接种

９ｄ后分别提取了不同处理的 ＬＳ－２的总油脂并进行测定。
结果表明，Ｈ２Ｏ２处理对ＬＳ－２油脂总产量的影响不显著（图
２－Ａ），但是２ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理与对照处理相比，显著增加
了ＬＳ－２的油脂含量，提升了２８．６％（图２－Ｂ）。这与之前
报道的 Ｈ２Ｏ２在小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）中产生的效果
一致。

２．３　Ｈ２Ｏ２处理对ＬＳ－２碳固定相关基因表达的影响
为了进一步研究 Ｈ２Ｏ２处理对 ＬＳ－２生长影响的机制，

笔者分别提取了处于对数生长期的对照和２ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处
理微藻细胞的 ＲＮＡ，并通过实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）检测
了相关基因的表达量，结果见图３。核酮糖－１，５－二磷酸羧
化酶／加氧酶（Ｒｕｂｉｓｃｏ）是光合作用不可或缺的关键酶。其功
能是催化第 １个主要的碳固定反应。本研究结果表明，
２．０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理的ＬＳ－２中，其转录水平有了显著提
高，是对照转录水平的９倍（图３－Ａ）。磷酸甘油酸变位酶ａ
（ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅｍｕｔａｓｅａ，简称 ＰＧＫａ）和醛缩酶（ｆｒｕｃｔｏｓｅ－
１，６－ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅａｌｄｏｌａｓｅ，简称ＡＬＤＯ）在ＬＳ－２卡尔文循环
中位于Ｒｕｂｉｓｃｏ的下游，编码它们的基因在２．０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２
处理下转录水平仅为对照水平的１／２（图３－Ｂ、图３－Ｃ）。由
此可见，在２．０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理下，虽然 Ｒｕｂｉｓｃｏ转录有了
提高，但卡尔文循环仍然受到了一定的抑制，这很可能是

２．０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理下微藻生长受到抑制的主要原因
之一。

２．４　Ｈ２Ｏ２处理对ＬＳ－２油脂合成相关基因表达的影响
为了进一步解释 Ｈ２Ｏ２处理增加 ＬＳ－２油脂含量的机

制，笔者检测了油脂合成途径前２步的关键基因，即编码乙酰
辅酶 Ａ羧化酶（ＡＣＣａｓｅ）及其下游的编码酰基载体蛋白
（ＡＣＰａ、ＡＣＰｂ）基因的转录水平。结果显示，２．０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２
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处理ＬＳ－２藻细胞ＡＣＣａｓｅ的转录水平与对照处理相比变化
不大，略有下降（图４－Ａ）。但是下游的 ＡＣＰａ、ＡＣＰｂ的转录
水平都提升了 １倍以上（图 ４－Ｂ、图 ４－Ｃ）。这有助于将

ＡＣＣａｓｅ催化的产物尽可能地转化为丙二酰 －ＡＣＰ，并进入随
后的脂肪酸合成途径，为尽可能多地合成脂肪酸提供了条件。

２．５　Ｈ２Ｏ２处理对ＬＳ－２糖酵解相关基因表达的影响
糖酵解途径的中间产物可以作为油脂合成的底物。笔者

进一步验证了Ｈ２Ｏ２处理对 ＬＳ－２中编码糖酵解途径最后２
步的关键酶，即烯醇化酶（ｅｎｏｌａｓｅ，简称 ＥＮＬ）、丙酮酸激酶
（ｐｙｒｕｖａｔｅｋｉｎａｓｅ，简称 ＰＫ）的基因转录水平的影响。结果显
示，Ｈ２Ｏ２处理的藻细胞 ＥＮＬ的转录水平较对照上调了７倍
（图５－Ａ），但是其下游编码关键酶的 ＰＫａ、ＰＫｂ转录水平较
对照变化不大，其中ＰＫａ略有下调，ＰＫｂ略有上调（图５－Ｂ、
图５－Ｃ），暗示这２种丙酮酸激酶可能受胁迫的影响略有不
同。以上结果表明，ＬＳ－２藻细胞的糖酵解途径并没有受到
外源Ｈ２Ｏ２的抑制。

３　讨论与结论

植物在受到外界环境胁迫时，体内会积累包括过氧化氢

在内的多种活性氧。之前有报道表明，高浓度的 Ｈ２Ｏ２会导
致Ｒｕｂｉｓｃｏ折叠错误，并且更容易失去活性［１６］。此外，活性氧

也可以作为信号分子，调节植物应对外界刺激时的基因表

达［１７］。本研究发现，Ｈ２Ｏ２处理小球藻会使编码Ｒｕｂｉｓｃｏ蛋白
的基因转录水平上调。笔者推测，这种转录水平的提高很可

能是微藻为了应对这种状况而产生的补偿效应，因此尽管

Ｒｕｂｉｓｃｏ的转录水平上调，其下游的卡尔文循环相关基因转录
水平仍然受到了抑制。

之前有研究表明，微量的活性氧可以促进海洋微藻的生

长，高浓度的活性氧则会对其生长产生抑制［５－６］。这种低浓

度活性氧促进生长的效应在作物中也有发现［１７］。本研究对

小球藻ＬＳ－２和之前对小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇｒｉｓ）的研究都表
明，Ｈ２Ｏ２处理会对其生长造成抑制，低浓度的 Ｈ２Ｏ２仅在前
期对小球藻的生长速率有一定抑制，对最终的生物量和油含
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量影响不大。本研究发现，外施 Ｈ２Ｏ２能够显著提高小球藻
ＬＳ－２的Ｒｕｂｉｓｃｏ转录水平。因此，笔者推测之前报道的中低
浓度活性氧之所以具备促进微藻生长的能力可能部分是由于

其一方面提升了Ｒｕｂｉｓｃｏ的转录，另一方面由于浓度过低没有
达到对Ｒｕｂｉｓｃｏ蛋白产生毒害的程度，这样使得Ｒｕｂｉｓｃｏ总量
增加，从而增加了碳固定所造成的。

之前有研究推测，微藻在胁迫条件下油脂含量增加是可

能是由于其碳固定途径受抑制的同时，糖酵解途径受到的影

响不大，相应的糖酵解相对中间产物增多，这些产物为油脂合

成提供了充足的底物［１８－１９］。本研究也表明，高浓度 Ｈ２Ｏ２虽
然能够抑制卡尔文循环相关基因的转录，但提高了油脂合成

途径相关基因的转录，同时对于糖酵解途径关键基因的转录

影响不大，这些基因表达的数据支持该推测，证明了小球藻在

高浓度Ｈ２Ｏ２的胁迫下，能够抑制自身碳固定途径，加强油脂
合成途径，从而更好地在外部逆境下生存。
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ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｆｒｏｍｍｉｃｒｏａｌｇａｅｕｎｄｅｒｌｏｗｓｕｂ－ｏｐｔｉｍａｌｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
［Ｊ］．ＡｌｇａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１６，１６：２０－２７．
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