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正交设计的诱导子组合对三角褐指藻岩藻黄素含量和光合生理及基因

表达的影响

吴欣ａ，龚一富ａ，郦露群ａ，高小雯ａ，吕娇ａ，王何瑜ｂ
（宁波大学，ａ．海洋学院，浙江省海洋生物工程重点实验室；ｂ．食品与

药学学院，浙江 宁波３１５８３２）

摘要：目的　研究光合诱导因子（ＰＩＦ）、茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）、硫酸铈铵（ＡＣＳ）和乙酰水杨酸（ＡＳＡ）不同浓度组合对三角褐指藻
岩藻黄素含量的影响，筛选促进岩藻黄素积累的最佳诱导子组合，并研究最佳诱导子组合处理下岩藻黄素含量积累的光合生

理及基因表达变化。方法　采用４因素４水平正交试验法筛选出对三角褐指藻岩藻黄素含量促进效果最佳的诱导子组合，调制
叶绿素荧光（ＰＡＭ）检测最佳诱导子组合处理下三角褐指藻的叶绿素荧光参数，反转录实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴｑＰＣＲ）
检测ｚｄｓ、ｌｃｙｂ、ｒｂｃＬ及ｐｓｂＡ基因的表达水平。结果　正交试验结果表明，ＭｅＪＡ是影响三角褐指藻藻细胞岩藻黄素积累最显著的
因素，其次是ＡＳＡ。促进三角褐指藻岩藻黄素积累的最佳诱导子组合为１μｇ·Ｌ－１ＰＩＦ＋０２ｍｇ·Ｌ－１ＡＣＳ＋４０ｍｇ·Ｌ－１ＡＳＡ。
该诱导子组合处理下三角褐指藻岩藻黄素含量达到２１７７ｍｇ·ｇ－１，较对照组提高了１０４％。光合生理研究结果表明，诱导子
组合显著提高了三角褐指藻藻细胞的最大相对电子传递速率（ｒＥＴＲｍａｘ）值（Ｐ＜００５）。ＲＴｑＰＣＲ分析结果表明，诱导子组合
促进三角褐指藻岩藻黄素合成相关基因ｚｄｓ、ｌｃｙｂ及光合作用ＰＳⅡ碳同化相关基因ｒｂｃＬ、ｐｓｂＡ基因的表达，其中，ｒｂｃＬ基因的表
达量最高，是对照处理组的２０倍（Ｐ＜００１）。结论　三角褐指藻岩藻黄素含量与ｚｄｓ基因呈显著正相关，与ｒＥＴＲｍａｘ、ｃｈｌａ含
量、ｌｃｙｂ、ｒｂｃＬ、ｐｓｂＡ基因表达量呈极显著正相关，三角褐指藻可通过促进光合作用基因表达和ＰＳⅡ相对电子传递速率来提高光
合作用效率、促进岩藻黄素合成相关基因表达来促进岩藻黄素积累。
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　　三角褐指藻（Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ）隶属于
褐指藻属，是一类具有较高经济价值的模式硅藻，易

于培养，可以在多种培养基中生长。同时由于其生

化特性［１］，对于高ｐＨ值具有耐受性［２］，且在低光照

下也能生长［３］，在室外大规模培养中的优越性已显

著超越其他微藻。三角褐指藻中能产生一种天然的

次生代谢产物———岩藻黄素（ｆｕｃｏｘａｎｔｈｉｎ），岩藻黄
素是叶黄素类胡萝卜素，有许多药理作用，如抗

癌［４５］、抗炎［６］、抗肥胖［７］等，是一种具有开发应用

价值的海洋药物。随着对岩藻黄素的开发和利用不

断取得进展，近年生物制药市场对于岩藻黄素的需

求也在提升，但由于三角褐指藻中的岩藻黄素含量

较低，因此基于岩藻黄素的药物生产成本普遍较高，

那么如何以低成本的方式提高三角褐指藻岩藻黄素

含量成为工业化生产岩藻黄素药物的最大挑战。

目前提高植物中药物含量的方法主要有通过转

基因技术获得过表达药物合成关键基因的植株［８９］、

诱变育种获得高产药物的突变株［１０］、优化培养条件

或添加外源诱导子来促进药物的积累等［１１１２］。相

较而言添加外源诱导子成本较低且耗时短，比较适

用于工业化生产，因此本研究选用４种诱导子来处
理三角褐指藻以提高岩藻黄素的含量，而岩藻黄素

的积累与诱导子种类及浓度有关。有研究表明，

１０μｍｏｌ·Ｌ－１乙 酰 水 杨 酸 （ａｃｅｔｙｌｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ，
ＡＳＡ）、５０～１００μｍｏｌ·Ｌ－１茉莉酸甲酯（ｍｅｔｈｙｌｊａｓ
ｍｏｎａｔｅ，ＭｅＪＡ）、０１ｍｇ·Ｌ－１花生四烯酸（ａｒａｃｈｉｄｏｎ
ｉｃａｃｉｄ，ＡＡ）和 ０４ｍｇ·Ｌ－１硫酸铈铵（ａｍｍｏｎｉｕｍ
ｃｅｒｏｕｓｓｕｌｆａｔｅ，ＡＣＳ）均显著促进三角褐指藻岩藻黄
素含量［１３１６］。Ｚｈｕ等［１７］用０２ｍｇ·Ｌ－１ＡＣＳ处理三
角褐指藻使岩藻黄素含量较对照组上升 ６０％。Ｌｉ
等［１８］用１μｇ·Ｌ－１的光合作用促进剂（ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔ
ｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＰＩＦ）处理三角褐指藻使岩藻黄素
含量提高１４４倍。之前的研究均采用单因素研究
诱导子对三角褐指藻岩藻黄素含量的影响，而不同

诱导子组合是否能更进一步提高三角褐指藻岩藻黄

素含量还未见相关报道。正交实验设计是一种能够

处理多因素实验并筛选出最佳组合的有效方法。通

过正交实验可以用最少的实验次数，从多种因素中

筛选影响岩藻黄素含量的最优组合。本研究采用４
因素４水平，使用正交设计筛选促进三角褐指藻岩
藻黄素含量的最佳诱导子组合，为三角褐指藻岩藻

黄素的规模化生产提供基础。

岩藻黄素的合成与光合生理和基因表达相

关，ＰＩＦ处理可通过提高三角褐指藻光合作用效率
和相关基因表达来促进岩藻黄素的积累，岩藻黄

素含量与 ＰＳⅡ实际光合产量呈极显著正相关，且
与基因表达也有很强的相关性，其中 ｌｃｙｂ与岩藻
黄素含量相关性最高［１８］。ＭｅＪＡ、ＡＳＡ和 ＡＣＳ可通
过调控三角褐指藻的岩藻黄素合成相关基因的表

达来促进三角褐指藻岩藻黄素的积累［１２１３，１５］。本

论文优化的诱导子组合是否对三角褐指藻光合生

理、光合作用相关基因和岩藻黄素合成相关基因

的表达有影响值得进一步研究，本研究为深入阐

明岩藻黄素合成的生理生化和分子调控机理提供

基础。

１　材料与方法
１１　三角褐指藻的培养

三角褐指藻藻种由宁波大学海洋学院藻类生物

工程重点实验室提供。以１∶１０的比例将藻细胞接
种于改良版的ｆ／２液体培养基中。所有藻均在光强
为６０μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１、温度为（２０±１）℃、光暗比
为１２ｈ∶１２ｈ的条件下培养，每天随机调换三角瓶的
位置并定时充分摇动３次。
１２　正交实验设计

以 ＰＩＦ、ＭｅＪＡ、ＡＣＳ和 ＡＳＡ四种外源诱导子为
考察因素，选择Ｌ１６（４

４）正交表，设计了４因素４水
平正交实验，表头设计见表１。正交表和１６种组
合处理及四因素的详细配比见表 ２。按照表 ２的
试验条件，当三角瓶中的三角褐指藻生长至指数

生长期时，即当藻液６８０ｎｍ波长处的光密度（ｏｐｔｉ
ｃａｌｄｅｎｓｉｔｙａｔ６８０ｎｍ，ＯＤ６８０）达到０２时，加入不同
因素配比的诱导子进行处理，每个处理至少 ３个
重复。

１３　细胞密度的测定
将生长至指数期的三角褐指藻用培养基按比例
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稀释，在流式细胞仪的检测下计算藻细胞数量，再用

紫外分光光度计测定相应的ＯＤ６８０值，绘制ＯＤ与藻
细胞密度的标准曲线。开始处理后每２４ｈ测定藻
液的ＯＤ６８０值，根据标准曲线计算相应的细胞密度
（公式１）。

ｙ＝８６９７２ｘ＋０１２０４ 公式（１）
式中 ｙ为细胞密度（１０×１０６·ｍＬ－１），ｘ为

６８０ｎｍ处的光密度值；ｒ为相关系数，ｒ２＝０９９９１。

表１　四种诱导子处理三角褐指藻的Ｌ１６（４４）正交试验表头
设计表

Ｔａｂ１　ＴａｂｕｌａｒｈｅａｄｅｒｄｅｓｉｇｎｔａｂｌｅｆｏｒＬ１６（４４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ
ｔｅｓｔｏｆｆｏｕｒｉｎｄｕｃｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｏｆＰｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ

Ｎｏ
Ａ

ＰＩＦ／μｇ·Ｌ－１
Ｂ

ＭｅＪＡ／μｍｏｌ·Ｌ－１
Ｃ

ＡＣＳ／ｍｇ·Ｌ－１
Ｄ

ＡＳＡ／ｍｇ·Ｌ－１

１ ０ ０ ０ ０

２ ０１ １００ ０１ １０

３ １ ２００ ０２ ２０

４ １０ ４００ ０４ ４０

注：ＰＩＦ－光合诱导因子；ＭｅＪＡ－茉莉酸甲酯；ＡＣＳ－硫酸铈铵；ＡＳＡ－乙酰水

杨酸。

Ｎｏｔｅ：ＰＩＦ－ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ；ＭｅＪＡ－ｍｅｔｈｙｌｊａｓｍｏｎｉｃ；ＡＣＳ－ａｍ

ｍｏｎｉｕｍｃｅｒｏｕｓｓｕｌｆａｔｅ；ＡＳＡ－ａｃｅｔｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄ

１４　三角褐指藻岩藻黄素及叶绿素ａ含量的测定
采用有机溶剂提取法［１９］，收集９０ｍＬ指数生长

末期的三角褐指藻藻液，在４℃下以５０００ｒ·ｍｉｎ－１

的转速离心１０ｍｉｎ，弃上清，藻泥在 －８０℃超低温
冰箱中冷冻 ２ｄ后用冷冻干燥机干燥 ４８ｈ，按照
１ｇ∶４０ｍＬ的比例加入无水乙醇，并用冷冻研磨仪充
分研磨破碎藻细胞，破碎后浸提 ２次。浸提液以
５０００ｒ·ｍｉｎ－１的转速离心１０ｍｉｎ，收集上清，利用
紫外分光光度计测定 ４４５ｎｍ处的光密度值
（ＯＤ４４５）

［２０］。按公式２计算岩藻黄素含量。
岩藻黄素含量（ｍｇ·ｇ－１）＝１０００×ＯＤ４４５×

Ｎ×Ｖ／（ＯＤ′×Ｍ×１００） 公式（２）
式中：ＯＤ４４５表示上清液在４４５ｎｍ处的光密度；

Ｎ为稀释倍数；Ｖ为粗提液的体积；ＯＤ′为１％的岩
藻黄素标准品在１ｃｍ光程长的比色皿中的理论吸
收值，即１６００；Ｍ为样品干质量。

取三角褐指藻藻液 １０ｍＬ，在 ４℃条件下以
４０００ｒ·ｍｉｎ－１的转速离心１０ｍｉｎ，弃上清，双蒸水
冲洗藻泥２次，加入体积分数９０％丙酮溶液，４℃黑
暗处理２４ｈ后，再次以５０００ｒ·ｍｉｎ－１的转速离心
１０ｍｉｎ，收集上清液，利用紫外分光光度计测定上清
液在 ＯＤ６６４、ＯＤ６３０、ＯＤ６４７和 ＯＤ７５０处 的 光 密 度

值［２１２２］。根据公式３计算叶绿素ａ含量：
叶绿素 ａ含量（ｍｇ·ｇ－１）＝［１１８５（ＯＤ６６４－

ＯＤ７５０）－１５４（ＯＤ６４７ －ＯＤ７５０）－００８（ＯＤ６３０ －
ＯＤ７５０）］×Ｖ／（Ｍ×Ｌ） 公式（３）

式中：Ｖ为样品提取液体积（ｍＬ）；Ｍ为样品质
量（ｇ）；Ｌ为比色皿光程（ｃｍ）。
１５　三角褐指藻叶绿素荧光参数的测定

使用ＡｑｕａＰｅｎ手持式藻类荧光测量仪 ＦＡＱ测
定各荧光参数。取样后将待测藻液置于黑暗中

１５ｍｉｎ，并在避光条件下倒入测量杯中。根据藻体
密度将系统实时荧光值（Ｆｔ值）调至５０００以下，光
化学光设置为６００μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１以获得 ＰＳⅡ最
大光化学效率（Ｆｖ／Ｆｍ）、ＰＳⅡ实际光化学效率［Ｙ
（Ⅱ）］、光化学淬灭系数（ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｑｕｅｎｃｈｉｎｇ，
ＱＰ）、非 光 化 学 淬 灭 系 数 （ｎｏｎｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ，ＮＰＱ）。再次取待测藻液暗适应５～１０ｓ
后进行快速光响应曲线（ＲＬＣ）的测定，ＲＬＣ用公式
４进行拟合，进一步计算 ＰＳⅡ最大相对电子传递速
率（ｒＥＴＲｍａｘ）及表观光能利用效率（α）

［２３］。

ｒＥＴＲ＝ＰＡＲ／（ａ×ＰＡＲ２＋ｂ×ＰＡＲ＋ｃ）
公式（４）

ＰＡＲ为光的光合有效辐射，ａ、ｂ、ｃ均为软件
ｏｒｉｇｉｎ拟合曲线计算出来的。
１６　三角褐指藻总 ＲＮＡ提取及岩藻黄素合成、光
合作用相关基因表达分析

取１００ｍＬ三角褐指藻藻液，收集藻泥，根据使
用制造商提供的说明书，使用 ＲＮＡ提取试剂盒
（ｐｌａｎｔＲＮＡＫｉｔ，ＯＭＥＧＡ）提取三角褐指藻总 ＲＮＡ，
使用 ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＱＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ（南京诺维
赞）试剂盒反转录总 ＲＮＡ得到 ｃＤＮＡ。根据美国国
立生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）数据库中已知的三角褐指藻
岩藻黄素合成相关基因及光合作用相关基因的核心

序列，选择 ζ胡萝卜脱氢酶基因（ｚｄｓ）、番茄红素
β环化酶基因（ｌｃｙｂ）、光系统Ⅱ蛋白 Ｄ１基因
（ｐｓｂＡ）、核酮糖１，５二磷酸羧化酶大亚基基因
（ｒｂｃＬ），用Ｏｌｉｇｏ７设计特定引物［２４］，上海生工生物工

程公司合成，βａｃｔｉｎ基因作为管家基因。反转录实
时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴｑＰＣＲ）反应程序如下：
９５℃预变性３ｍｉｎ，４０轮扩增循环（９５℃变性３０ｓ，
５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸２０ｓ），７２℃延伸１０ｍｉｎ，
１６℃保存。运用２－ΔΔＣｔ法处理ＲＴｑＰＣＲ的数据。
１７　数据统计与分析

ＩＢＭＳＰＳＳ２６软件对岩藻黄素含量与光合生理
·１８８·
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指标进行相关性分析，其中符合正态分布的数据选

择Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析，不符合正态分布的数据选择
Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析，显著性分析采用最小显著差
异法（ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ），正交实验设
计数据进行方差分析以及直观分析，Ｐ＜００５为显
著差异，Ｐ＜００１为极显著差异，使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ９作图。所有实验独立重复３次，数据记录为
平均值和标准偏差（ＳＤ）。

２　实验结果与分析
２１　外源诱导子组合对三角褐指藻岩藻黄素含量
的影响

采用４因素４水平正交实验研究不同外源诱导
子组合对三角褐指藻岩藻黄素含量的影响，结果表

明（表２～３），在不同的诱导子组合下，培养至平台
期的三角褐指藻岩藻黄素含量范围为 ５８５８～
２２１６ｍｇ·ｇ－１。直观分析和方差分析结果表明，Ｍｅ
ＪＡ和ＡＳＡ对三角褐指藻岩藻黄素含量有极显著差
异，但ＭｅＪＡ抑制岩藻黄素的积累，而ＡＳＡ促进岩藻
黄素的积累。根据Ｆ值大小确定４种诱导子对岩藻
黄素含量积累影响的主次因素，结果表明，影响三角

褐指藻岩藻黄素含量积累的主次关系为 Ｂ＞Ｄ＞
Ｃ＞Ａ，即参试的４个诱导子中ＭｅＪＡ的影响最大，其
次是ＡＳＡ，然后是ＡＣＳ和ＰＩＦ。根据各因素水平均值
得出促进三角褐指藻岩藻黄素含量增加的最佳诱导

子组合为Ａ３Ｂ１Ｃ３Ｄ４，即最优诱导子组合为１μｇ·Ｌ
－１

ＰＩＦ＋０２ｍｇ·Ｌ－１ＡＣＳ＋４０ｍｇ·Ｌ－１ＡＳＡ。该组合
与正交试验表中第 ９号培养基组合相同，在该诱
导子组合下，三角褐指藻岩藻黄素含量最高，

达到２２１６ｍｇ·ｇ－１。
２２　最优诱导子组合对三角褐指藻细胞生长和岩
藻黄素含量的影响

研究最优诱导子组合对三角褐指藻藻细胞生长

的影响，结果表明，三角褐指藻在接种的第２天至第
９天生长迅速，藻细胞密度逐渐增加并在第１２天达
到最大值（图１）。最优诱导子组合下培养的藻类细
胞生长低于对照组，在第９天时，诱导子组合组三角
褐指藻细胞生长量为８７８９×１０６ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１，是对
照组的０８倍，说明最优诱导子组合抑制三角褐指
藻藻细胞的生长。

研究最优诱导子组合对三角褐指藻岩藻黄素和

叶绿素ａ含量的影响（图１），结果表明，与对照组相
比，诱导子组合能显著促进三角褐指藻岩藻黄素的

积累，对照组的岩藻黄素含量为１０６７ｍｇ·ｇ－１时，

　　　　表２　４种诱导子处理三角褐指藻的正交实验设计与直观分
析．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｉｎｔｕｉｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｆｏｕｒｉｎｄｕｃｅｒｓｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＰ．ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｎｏ．
Ｆａｃｔｏｒｓ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

Ｆｕｃｏｘａｎｔｈｉｎｃｏｎｔｅｎｔ

／ｍｇ·ｇ－１

１ １ １ １ １ １１０３±０８６５ｃｄ

２ １ ２ ２ ２ １３２０±０３２３ｄｅ

３ １ ３ ３ ３ １２９７±１８２５ｄｅ

４ １ ４ ４ ４ ８２５２±１０１５ｂ

５ ２ １ ２ ３ １０２７±０６９４ｂｃ

６ ２ ２ １ ４ １３６０±０２４３ｅ

７ ２ ３ ４ １ ９５０±０３６０ｂｃ

８ ２ ４ ３ ２ ９３３２±１０８０ｂｃ

９ ３ １ ３ ４ ２２１６±１８３１ｇ

１０ ３ ２ ４ ３ ９１３４±１８２２ｂｃ

１１ ３ ３ １ ２ ９１６３±１４０６ｂｃ

１２ ３ ４ ２ １ ８７４８±１５０３ｂｃ

１３ ４ １ ４ ２ １９００±００８３ｆ

１４ ４ ２ ３ １ ５８５８±０５４５ａ

１５ ４ ３ ２ ４ ９０９９±０８３２ｂｃ

１６ ４ ４ １ ３ １００４±０７８４ｂｃ

ｋ１ １５０３ ２０８１ １４６１ １１７１ －

ｋ２ １４２３ １３８１ １３６５ １６７８ －

ｋ３ １６４０ １３５７ １６７７ １４１３ －

ｋ４ １４６６ １２１２ １５２９ １７７０ －

Ｒ ２１６ ８６９ ３１１ ５９９ －

注：ｋ１、ｋ２、ｋ３、ｋ４－各因素在水平１、２、３、４处理条件下的平均值；Ｒ－各因素

的极差；ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ、ｆ－是否有显著差异，字母相同为无显著差异，字母不同表

示有显著差异。

Ｎｏｔｅ：ｋ１，ｋ２，ｋ３，ａｎｄｋ４－ｔｈｅｍｅａｎｏｆｅａｃｈｆａｃｔｏｒｕｎｄｅｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ｏｆｌｅｖｅｌｓ１，２，３，ａｎｄ４；Ｒ－ｔｈｅｅｘｔｒｅｍｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｅａｃｈｆａｃｔｏｒ；ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅ，

ｆ－ｗｈｅｔｈｅｒｔｈｅｒｅｉｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｒｎｏｔ，ｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｍｅａｎｓｔｈｅｒｅｉｓｎｏ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｔｈｅｒｅｉｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．

表３　４种诱导子处理三角褐指藻的正交实验结果方差分析
Ｔａｂ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ（ＡＮＯＶＡ）ｏｆｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｎｏｒ
ｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｏｆｆｏｕｒｉｎｄｕｃｅｒｓｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＰ．ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ

Ｓｏｕｒｃｅｏｆ　

ｖａｒｉａｔｉｏｎ　

Ｓｑｕａｒ

ｓｕｍ

Ｄｅｇｒｅｅｓ

ｏｆｆｒｅｅｄｏｍ

Ｍｅａｎ

ｓｑｕａｒｅ
Ｆ Ｐ Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

Ｐｉｆ（Ａ） １７７８１ ３ ５９２７ ０６８５ ０５６７ －

ＭｅＪＡ（Ｂ） ３０７１１１ ３ １０２３７０ １１８３７ ００００ １）

ＡＣＳ（Ｃ） ３４７５０ ３ １１５８３ １３３９ ０２７７ －

ＡＳＡ（Ｄ） １４８５６９ ３ ４９５２３ ５７２６ ０００３ １）

Ｅｒｒｏｒ ３０２６８９ ３５ ８６４８

注：１）Ｐ＜００１，表明差异性极显著。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００１，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇａｈｉｇｈｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ．

诱导子组合组处理的三角褐指藻岩藻黄素含量达到

２１７７ｍｇ·ｇ－１，比对照组提高了１０４％。诱导子组
合组处理三角褐指藻，其叶绿素 ａ含量的变化趋势
与岩藻黄素一致，叶绿素 ａ含量为对照组的 ２０３

·２８８· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｍａｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１０　　　　　　　　　　　　　 中国药学杂志２０２４年５月第５９卷第１０期



倍，说明诱导子在促进岩藻黄素含量的同时也促进

了三角褐指藻叶绿素ａ的积累。
２３　最优诱导子组合对三角褐指藻叶绿素荧光参
数的影响

研究最优诱导子组合对三角褐指藻叶绿素

荧光参数的影响，结果表明（表 ４），诱导子组合
组的三角褐指藻 Ｆｖ／Ｆｍ并未发生明显变化，

ＮＰＱ、Ｙ（Ⅱ）、ＱＰ、α值有小幅度的增加，但不显
著。而 ｒＥＴＲｍａｘ显著高于对照组。光相应曲线结
果表明（图 ２），实验组和对照组的三角褐指藻
ＲＬＣ在０～３００μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１之间随着光化光
强度的增加，三角褐指藻 ｒＥＴＲ快速上升，在
５００μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１后达到相对稳定的状态，且实
验组组的整体相对电子传递速率要高于对照组。

Ａ－三角褐指藻生长曲线；Ｂ－三角褐指藻色素含量；与对照组相比，１）Ｐ＜００１。

Ａ－ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＰ．ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ；Ｂ－ｐｉｇｍｅｎｔｃｏｎｔｅｎｔｏｆＰｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ，１）Ｐ＜００１，ｖｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　诱导子最佳组合对三角褐指藻藻细胞生长和色素含量的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｏｐｔｉｍｕｍｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｅｌｉｃｉｔｏｒｓｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｎｄｔｈｅｐｉｇｍｅｎｔｓｃｏｎｔｅｎｔｏｆＰ．ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

表４　最佳诱导子组合对三角褐指藻各叶绿素荧光参数的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｏｐｔｉｍｕｍｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｅｌｉｃｉｔｏｒｓｏｎｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐａｒａｍｅｔｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＰ．ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　　 Ｆｖ／Ｆｍ ＮＰＱ ＱＰ Ｙ（Ⅱ） ｒＥＴＲｍａｘ α

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ０６４５±００１０ ００７３±０００６ ０９２３±０３０６ ０５２０±０３６１ ５５１３２±０８３９ ０３１１±０００５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ ０６４２±０００８ ００８７±０２０８ ０９７０±００００ ０５７３±０１１６ ５８３８６±０１９９１） ０２８９±０１３８

注：与对照组相比，１）Ｐ＜００５。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｖｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

0 500 1 000
0

20

40

60

Photosynthetically active radiation/µmol.m-2.s-1

Re
la

tiv
e e

le
ct

ro
n 

tra
ns

fe
r r

at
e/

μm
ol

. el
ec

tro
ns

. m
-2
. s-1

Control group
Experimental group

图２　三角褐指藻的光响应曲线分析．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＲａｐｉｄｌｉｇｈｔｃｕｒｖｅｓｏｆＰ．ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２４　诱导子组合对三角褐指藻岩藻黄素生物合成
及光合作用相关基因表达影响

研究诱导子组合对三角褐指藻岩藻黄素合成及

光合作用相关基因表达的影响，结果表明（图３），实

验组的岩藻黄素合成相关基因ｚｄｓ、ｌｃｙｂ以及光合作
用相关基因ｒｂｃｌ、ｐｓｂＡ的表达量较对照组极显著上调
（Ｐ＜００１）。其中ｒｂｃｌ基因的表达量最高，为对照组
的２０倍，说明诱导子促进岩藻黄素合成与岩藻黄素
合成途径以及光合作用相关通路基因的表达有关。

２５　三角褐指藻叶绿素荧光参数与岩藻黄素及相
关基因表达的相关性分析

岩藻黄素含量与ｚｄｓ、ｌｃｙｂ、ｒｂｃＬ和ｐｓｂＡ基因表达
水平、叶绿素荧光参数及叶绿素ａ含量的相关性分析
结果表明（表５），岩藻黄素含量与叶绿素含量、ｌｃｙｂ基
因、ｐｓｂＡ基因、ｒＥＴＲｍａｘ呈极显著正相关（Ｐ＜００１），与
ｚｄｓ基因、ｒｂｃｌ基因均呈显著正相关（Ｐ＜００５）。其
中，与岩藻黄素含量相关性最高的基因为 ｌｃｙｂ
（ｒ＝０９６７，Ｐ＝０００２），相关性最高的叶绿素荧光参
数为 ｒＥＴＲｍａｘ（ｒ＝０９６９，Ｐ＝０００１）。Ｆｖ／Ｆｍ、ＮＰＱ、
ＱＰ、Ｙ（Ⅱ）及α与岩藻黄素含量则无显著相关性。

·３８８·
中国药学杂志２０２４年５月第５９卷第１０期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｍａｙ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１０
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与对照组相比，１）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００１，ｖｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图３　诱导子最佳组合处理下三角褐指藻各基因转录差异．
ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｌｅｖｅｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｐｔｉｍｕｍｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆ
ｅｌｉｃｉｔｏｒｓｉｎＰ．Ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３　讨　论
三角褐指藻是优质的海洋经济微藻，可以积

累岩藻黄素，并具有生长速度快、可从废弃资源

如废水中回收养分等优点，从而提供更高的工艺

周转率和经济可行的加工替代品，那么如何低成

本高效率地提高其岩藻黄素的含量是现在的重

要问题。而诱导子可以引起藻类快速、高度特异

且有选择性的方式诱导特定基因的表达，从而激

活次级代谢的目标途径，提高次生代谢产物的产

量［２５］，基于此，本研究选用了价格低廉的 ＰＩＦ、
ＭｅＪＡ、ＡＣＳ、ＡＳＡ作为诱导子来促进三角褐指藻
岩藻黄素的含量。

表５　三角褐指藻岩藻黄素含量与叶绿素荧光参数及相关基因的相关性分析
Ｔａｂ５　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｕｃｏｘａｎｔｈｉｎｃｏｎｔｅｎｔｗｉｔｈｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎＰｔｒｉ
ｃｏｒｎｕｔｕｍ

Ｒｅｌａｔｅｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　 Ｆｕｃｏｘａｎｔｈｉｎｃｏｎｔｅｎｔ ｃｈｌａ ｚｄｓ ｌｃｙｂ ｒｂｃＬ ｐｓｂＡ Ｆｖ／Ｆｍ ＮＰＱ ＱＰ Ｙ（Ⅱ） ｒＥＴＲｍａｘ α

Ｆｕｃｏｘａｎｔｈｉｎ １

Ｃｈｌａ ０９９８２） １

ｚｄｓ ０８８３１） ０８５８１） １

ｌｃｙｂ ０９６７２） ０９５２２） ０９７３２） １

ｒｂｃＬ ０７９４ ０７６９ ０９３８２） ０８８９２） １

ｐｓｂＡ ０９１９２） ０８９６１） ０９２０２） ０９５０２） ０８５１１） １

Ｆｖ／Ｆｍ －０１５３ －０１０８ －０５１４ －０３４４ －０７０４ －０４１３ １

ＮＰＱ ０１２３ －００３１ ０７７２ ０７８３ ０７７２ ０６７９ －０８３３１） １

ＱＰ ０７５７ ０７６１ ０７８９ ０７９１ ０８２５１） ０８０４ －０４９０ ０５５７ １

Ｙ（Ⅱ） ０７５２ ０７４９ ０６９２ ０７３０ ０８４５１） ０７５０ －０５２１ ０３１８ ０８１５１） １
ｒＥＴＲｍａｘ ０９６９２） ０９６６２） ０８４２１） ０９３４２） ０６７３ ０８７０１） ０００６ ０４６３ ０６３３ ０５６７ １

α －０６５７ －０７７１ －０７７１ －０７２５ －０６５７ －０７１４ ０１４３ －０２１６ －０８８０１） －０６４７ －０６５７ １

注：显著相关，１）Ｐ＜００５；极显著相关，２）Ｐ＜００１。

Ｎｏｔｅ：１）Ｐ＜００５，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ；２）Ｐ＜００１，ｈｉｇｈｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ．

　　相较于单一的诱导子，利用不同诱导子之间
的协同作用组合处理植物往往可以使得其次生代

谢产物的含量得到更大的提升［２６］。Ｗａｎｇ等［２７］发

现２，４Ｄ＋Ｆｅ３＋＋光合细菌 ＋ＣＯ２的添加剂组合可
以促进小球藻生长和脂质的积累。ＭｅＪＡ与其他
激素相互作用调节植物次生代谢产物的合成，在

胡萝卜中 ＳＡ与 ＭｅＪＡ组合可显著促进花青素的合
成［２８］。油酸与 ＭｅＪＡ联合使用对粗毛纤孔菌三萜
产量有协同作用，可有效促进粗毛纤孔菌的三萜

富集［２９］。苯并噻二唑（ｂｅｎｚｏｔｈｉａｄｉａｚｏｌｅ，ＢＴＨ）与
ＳＡ组合促进发芽种子酚类物质、类胡萝卜素含量
积累方面比单独使用 ＢＴＨ更加有效［３０］。这些研

究均表明诱导子组合影响次生代谢产物积累是可

行且有效的。本研究结果也表明，单独使用 ＭｅＪＡ
不利于三角褐指藻岩藻黄素的合成，而 ＰＩＦ、ＡＳＡ、

ＡＣＳ组合可显著促进三角褐指藻岩藻黄素的合成
与积累。

光合作用是藻类最基本的生理生化活动，光合

作用的效率直接影响着藻类的生长速度和次生代谢

产物的合成速率。Ｆｖ／Ｆｍ表示光化学系统的最大
光化学量子产率，可以反映藻类光学系统反应中心

捕获激发能量的效率［２８］，一般来说只有当藻细胞受

到环境因素的胁迫时才会发生显著变化，而在本研

究中诱导子组合组的Ｆｖ／Ｆｍ较对照组并无区别，说
明诱导子组合不会改变三角褐指藻的最大光合潜

力，同时也不会对其光合系统造成严重损害。ＱＰ是
ＰＳⅡ吸收的能量用于光化学反应的比例，反映了光
合活性的高低，诱导子组合组的 ＱＰ略高于对照组，
诱导子的处理使得三角褐指藻对高光敏感度下降，

在光源不那么充足的情况下也可以保证一定的光合
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效率。ｒＥＴＲ代表 ＰＳⅡ系统中的电子相对传递速
率，反映了光合细胞器的光利用率［２９］，而 Ｙ（Ⅱ）是
ＰＳⅡ实际光能转换效率，可以反映实时能量的捕获
效率，本研究表明 ｒＥＴＲｍａｘ与岩藻黄素含量（ｒ＝
０９６９，Ｐ＝０００１）、叶绿素 ａ含量（ｒ＝０９６６，Ｐ＝
０００２）成正相关，结合诱导子组合组的 ＱＰ值的增
加，可能是促进了藻细胞的卡尔文循环，提高了二氧

化碳同化率，诱导 ＰＳⅡ反应中心的开放，从而提高
电子从ＰＳⅠ传递到 ＰＳⅡ再到其他系统的电子传输
速率［３０］。同时，ｒｂｃＬ基因与叶绿素荧光中的 ＱＰ和
Ｙ（Ⅱ）呈显著正相关，进一步说明三角褐指藻可以
通过提高藻细胞的光合作用效率达到促进岩藻黄素

积累的目的。

植物的光合作用与核酮糖１，５二磷酸羧化酶
（ｒｉｂｕｌｏｓｅ１，５ｂｉｓｈｏｓｐｈａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ／ｏｘｙｇｅｎａｓｅ，
Ｒｕｂｉｓｃｏ）大亚基基因 ｒｂｃＬ和 ＰＳⅡ反应中心蛋白
Ｄ１基因 ｐｓｂＡ密切相关。ＲｂｃＬ基因反应二氧化碳
的固定效率从而决定植物的光合效率［３１３２］，ｐｓｂＡ
基因可以在一定程度上反映植物固碳两个过程的

初始反应与状态，从而间接反映光合途径上下游

的基因表达状态［３３］。本研究结果表明，诱导子组

合显著促进了 ｒｂｃＬ和 ｐｓｂＡ基因的表达，岩藻黄素
含量与 ｐｓｂＡ基因（ｒ＝０９１９，Ｐ＝００１０）呈显著正
相关，与 ｒｂｃＬ基因呈中等正相关（ｒ＝０７９４，
Ｐ＝００５９），说明三角褐指藻岩藻黄素积累与光合
作用相关基因表达相关。岩藻黄素属于光合作用

的次生代谢产物，参与光合作用的 ＰＳⅡ，诱导子组
合处理使藻细胞生长速度低于对照组，给藻细胞

造成了非生物胁迫，藻内环境自我调节适应外界

胁迫，加速电子传递链的速度，从而提高了光合作

用效率，增加岩藻黄素的积累。Ｗｅｉ等［２４］在用雷

帕霉素处理三角褐指藻时发现ｒｂｃＳ、ｐｓｂＡ和ｒｂｃＬ基
因对岩藻黄素合成额贡献率最高，达到了９１９％，
这与本研究结果一致，说明，ｐｓｂＡ和ｒｂｃＬ基因的表
达是影响三角褐指藻岩藻黄素合成的重要因子。

岩藻黄素的合成除了与光合作用相关基因表达有

关以外，还与岩藻黄素生物合成途径相关基因表

达有关。本研究表明，诱导子组合可促进岩藻黄

素合成途径中 ｚｄｓ和 ｌｃｙｂ基因的表达（Ｐ＜００５），
且基因表达与岩藻黄素含量变化趋势一致，说明

ｚｄｓ和 ｌｃｙｂ基因也是调控岩藻黄素合成的关键基
因。诱导子组合提高岩藻黄素积累的原因是因为

诱导子组合通过调控合成相关基因及光合作用相

关基因的表达，促进相对电子传递速率，提高二氧

化碳同化率，提高藻细胞光合作用效率，从而促进

岩藻黄素的合成与积累。但本研究仅仅是对诱导

子在特定光照、温度及接种密度下对三角褐指藻

岩藻黄素含量影响的初步探讨，在实际的大规模

培养中，还可以考虑最适合的接种密度以及环境

因素的影响，以达到积累更多岩藻黄素的目的。
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