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摘要#.目的/ 为了构建和改造产油微藻!>3*(’$**$ 4(’(Q&-&$-$"%需要从基因组水平解析脂肪酸’三酰甘油’
淀粉等生物大分子的合成和降解途径%并分析和确定其中的重要基因& .方法/ 本研究选取了初始氮浓度分
别为 _3PDxHW5T和 _3PDx0 W5T的培养条件培养微藻 >I4(’(Q&-&$-$%培养至 H#7 收集藻细胞进行 2==:-@;<
Z@>*e0111 双端测序%利用 a/@;@,S进行 26-(F(拼接%得到的转录本通过 3/数据库’h;@U/9,_L5)F@>>NU/9,数据
库’4P]数据库进行功能注释及分类%通过 _M]]数据库进行相关代谢途径注释& 最后利用 K)M̂ 计算每
个转录本的 KU_̂ 值%并对相关代谢途径中的转录本的表达差异进行了初步分析& +结果, !2==:-@;<
Z@>*e0111 双端测序共获得 #$^&11 .+ 的 /<F/*<B>%26-(F(拼接得到 #$HH" 个转录本%其长度范围在 D11.+
到 &#&11.+ 之间% 3"1 为 &$#& .+& 其中 0(#%$ 个转录本成功注释到功能%0D"% 个转录本注释到了 M4编号%
利用这些转录本注释到 01% 条代谢途径& 在此基础上构建了 >I4(’(Q&-&$-$ 的脂肪酸’三酰甘油’淀粉等生物
大分子的合成及降解途径& 并初步确定了代谢途径中基因的上调及下调水平& .结论/ 通过 K3VN>*e 分析
实现了对非模式藻株 >I4(’(Q&-&$-$ 的基因组解析%在此基础上构建了脂肪酸’三酰甘油’淀粉的生物合成和
降解途径及重要基因%所构建的代谢途径与模式藻株莱氏衣藻是一致的%并比较了相关途径中的基因的表达
差异%这些信息有助于将来对微藻进行遗传改造提高其产油能力&
关键词!微藻% >3*(’6**$ 4(’(Q&-&$-$% 三酰甘油% 淀粉% K3VN>*e
中图分类号!6$D"!!文章编号!111&N(01$!01&#"1$N&1&1N&0

!!由于传统化石燃料的日益枯竭及温室效应的加
剧%生物柴油越来越受到人们的重视& 与第一’二代
生物柴油相比%以微藻为原料的生物柴油有明显优
势#!&"微藻相比陆生植物有更高的生长速率和光
转化效率 (&) $!0"微藻能够在盐碱地等荒地生长并

能够利用工业废水生长并积累油脂%油脂进而通过
转酯化反应转化为生物柴油 (0) $!D"微藻能够固定
4P0 并将其转化为油脂或淀粉%从而缓解温室效应&

然而%目前以微藻为原料生产生物柴油的成本
还比较高& 微藻中三酰甘油的生物合成途径也是参
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考高等植物和细菌中的代谢途径 (D) $除模式藻株
外%微藻的基因组信息也知之甚少 (#) %这就大大限
制了对微藻进行代谢工程改造& 转录组测序技术可
以在没有基因组信息的情况下对基因组进行转录水
平上的分析%从而确定编码油脂合成相关酶的基因%
在此基础上解析相关的生物合成途径%这将有助于
对微藻进行代谢工程改造以提高油脂含量& 微藻
!>3*(’$**$ 4(’(Q&-&$-$"是一种单细胞淡水微藻%在
氮胁迫培养条件下%>I4(’(Q&-&$-$ 的油脂积累量可
以达到氮充足培养条件下的 0C" 倍%因此可以作为
生产生物柴油的潜在藻株&

在本研究中%我们首先测定了 >I4(’(Q&-&$-$ 在
不同初始氮浓度浓度下生长量’油脂积累’葡萄糖的
消耗情况$然后分析了 >I4(’(Q&-&$-$ 在不同初始氮
浓度培养条件下的转录组确定了与脂肪酸’三酰甘
油’淀粉的生物合成及降解途径相关的酶的基因%并
在此基础上构建了脂肪酸’三酰甘油’淀粉的生物合
成及降解途径& 我们基于转录组数据构建的油脂代
谢途径与 >3*$892(8(-$4’6&-3$’2#&&中的油脂代谢
途径是一致的&

$%材料和方法

$J$%主要试剂和仪器
酶标仪!美国 9̂=*A:=*/Y*c@A*>"%离心机!德国

M++*;B9/\"%电子天平!上海梅特勒"%高效液相色谱
!美国 VW@=*;,a*A7;9=9W@*>"恒温振荡器!美国精骐
有限公司"& 实验中所用药品购自国药集团化学试
剂有限公司&
$J(%69’/2/7$8$"8" 的培养

>I4(’(Q&-&$-$!haMf&(10"来自美国德克萨斯
大学藻种培养保藏中心%在含 &‘葡萄糖的的 _:7=
固体斜面上 #o保存& >I4(’(Q&-&$-$ 的培养采用优
化后的 _:7=培养基%并以 #1 W5T]=:A9>*作为碳
源%H W5T_3PD或 0W5T_3PD 作为氮源进行异养培
养%采用 &11 -T50"1-T的装液量%D%o’001 /5-@;
培养&
$J)%生物量’油脂含量和葡萄糖的消耗量的测定

>I4(’(Q&-&$-$ 分别在不同初始氮浓度条件下培
养%每 &0 7 取样%测定 =M(H1’葡萄糖的消耗量及油
脂含量& 油脂含量的测定采用优化后的尼罗红染色
法 (") %即将微藻的浓度稀释至 =M(H1在 1C& ’1CD 之

间%取 & -T稀释后的藻液加入 DCDD:T的尼罗红溶
液!浓度为 %CH p&1 ’# -9=5T%溶剂为丙酮"%激发波
长 #H( ;-%发射波长 "%1 ;-测定油脂的荧光强度&
葡萄糖浓度采用 ZUT4法测定&
$J*%测序样品的制备

>I4(’(Q&-&$-$ 培养至 H# 7 时%#o’01"% pW离
心 &1 -@; 收集藻细胞%立即放入液氮速冻中并快速
转移至 ’H1o保存& 样品用干冰送至上海伯豪生物
技术有限公司进行 2==:-@;<Z@>*e0111 双端测序&
本研究中所测得序列信息已提交至 34L2)*e:*;A*
K*<B VA7@*c* 数 据 库% VAA*>>@9; ;:-.*/#
)KfD"#&D$&
$J+%数据预处理及 :18/5/ 拼接

测序获得的 /<F/*<B>在进行 26-(F(拼接之前
需进行预处理%除去低质量的碱基’不确定的碱基
53*及不成对的 /*<B>& 利用 US,79; 脚本对原始数
据进行预处理%每个 /*<B 经处理后仅保留质量值 01
以上且不包含53*的最长连续片段并保证片段长度
不低于 0".+%不成对的 /*<B>也会被去除& 从而得
到用于 26-(F(拼接的 A=*<; /*<B>& 利用拼接软件
a/@;@,S!/01&DN10N0" " (() 对 A=*<; /*<B>进行 26-(F(
拼接%参数选用 a/@;,@,S的省缺参数%_-*/v0"&
$J’%功能注释及代谢途径分析

将拼接得到的转录本利用 LTV)aG! 0C0C0%
i" (%) 算 法 分 别 比 对 到 34L2的 3/数 据 库’
h;@U/9,_L5)F@>>NU/9,数据库’4P]数据库中% MN
c<=:*的阈值设为 &1 ’"%从而预测转录本的功能并进
行功能分类& 得到注释的转录本会根据 ]2编号进
而得到相应的 ]P编号& 拼接得到的转录本同时提
交到 _M]](H)的 _VV) 服务器 ($) %选择 )LZ方法进
行代谢途径分析& _VV) 将注释每一条提交的转录
本序列%对注释到的转录本分配相应的 M4编号及
所参与的代谢途径&

最后利用 K)M̂ (&1)计算每个转录本在不同条
件下的 [U_̂ 值%利用 [U_̂ 值对不同培养条件下
相关代谢途径中的基因的表达水平进行了比较&

(%结果和讨论

(J$%不同氮浓度培养条件下的生物量及油脂含量
>I4(’(Q&-&$-$ 分别在氮充足 !_3PD#HW5T"和

氮胁迫条件 !_3PD#0W5T"下进行异养培养& 在氮

&&1&
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图 $&69’/2/7$8$"8" 在不同氮浓度培养条件下的生

长’油脂含量及葡萄糖的消耗
[@W:/*&? a7* A*==W/9F,7% =@+@B +/9B:A,@9; <;B W=:A9>*

A9;>:-+,@9; @; >I4(’(Q&-&$-$ <,B@\\*/*;,A9;B@,@9;>9\;@,/9W*;

>:++=S?!V" 4*==W/9F,7 :;B*/_3PD # HW5T<;B _3PD # 0W5T

A9;B@,@9;>?! L" T@+@B +/9B:A,@9; :;B*/_3PD # HW5T<;B

_3PD # 0W5T A9;B@,@9;>? ! 4" ]=:A9>*A9;>:-+,@9; :;B*/

_3PD # HW5T<;B _3PD # 0W5TA9;B@,@9;>?

充足培养条件下%>I4(’(Q&-&$-$ 的到达稳定生长期
时生物量要高于在氮胁迫培养条件下能够到达的生
物量!图 &NV"%=M(H1分别为 0HC$% y1C#"%0#CH% y

&C&$& 这与葡萄糖的消耗量是一致的!图 &N4"%培
养至 $( 7 时%在氮充足培养条件下的葡萄糖的剩余
量为 #CD0 W5Ty1C"&%利用率达到 H$C0‘$而氮胁
迫培养条件下的葡萄糖的剩余量为 &&C00 W5Ty
&CD%%利用率为 %&C%‘& 表明氮胁迫的培养条件会
影 响 >I4(’(Q&-&$-$ 的 生 长 速 率& 然 而% >I
4(’(Q&-&$-$ 在氮胁迫培养条件下却能够积累更多的
油脂 !图 &NL"%$(7 的荧光强度达到了 #&#C"0 y
HC&H%而此时在氮充足培养条件下的荧光强度仅为
&((C0% y&DC&"%二者相差 0C#$ 倍& 表明氮胁迫的
培养条件能够促使 >I4(’(Q&-&$-$ 大量积累油脂&
(J(%转录组测序信息及 ;18/5/ 拼接

为了能够了解 >I4(’(Q&-&$-$ 油脂合成相关酶
的基因及相应的代谢途径%选取了不同培养条件下
培养至 H#7 的藻液% #o 离心收集藻细胞%进行
2==:-@;<Z@>*e0111 双端测序%共获得 #$%0($%"(D 的
/<F/*<B>& 经过预处理后获得 ##%1"H%DH0 用于 26
-(F(拼接的高质量的 A=*<; /*<B>%占 /<F/*<B>的
H$C#0‘!表 &"& 将所有的 A=*<; /*<B>利用 26-(F(
拼接软件 a/@;@,S!/01&DN10N0" " (() 进行 B*;9c9拼
接%_-*/选用默认值 0"%总共获得 #$HH" 个转录本%
长度范围为 D11 ’#&11.+%3"1 为 &$#&.+ !表 &%图
0NV"&

表 $&69’/2/7$8$"8" 的转录组信息

a<.=*&?):--</S\9/,7*>I4(’(Q&-&$-$ ,/<;>A/@+,9-*
49;,@W-*<>:/*-*;,> K<F/*<B> 4=*<; /*<B>

_3PD#0W5T
&D%%&$%D"" &0%0&%%#D&
&D%("1%(0( &0%0&%%#D&

_3PD#HW5T
&1%$%0%"%( $%H&&%%(1
&1%$0%%11( $%H&&%%(1

a9,<= #$%0($%"(D ##%1"H%DH0
,9,<=,/@;@,S,/<;>A/@+,> #$%HH"
,9,<=,/@;@,SA9-+9;*;,> 0$%&H$
A9;,@W3"1 &%$#& .+

(J)%功能注释
拼接得到的所有转录本利用 LTV)aG算法在

34L2的 3/数据库中进行比对%MNc<=:*的阈值选择
&1 ’"%有 0(#H1 个转录本!占所有转录本的 "DC&‘"

能够和 3/库中的序列比对上!表 0"& 在比对到的
序列所属物种中 >3*(’6**$ F$’&$)&*&4!>IF$’&$)&*&4"占
了 H&C%%‘% >(""(897$ 4;)6**&:4(&26$ ! >I
4;)6**&:4(&26$"占了 %C1H‘%R(*F(7"$’#6’&!RI"$’#6’&"
占了 &CHD‘!图 0NL"& 根据 LTV)aG的比对结果%

0&1&
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&%0#1 个的转录本能够注释到 ]P编号%同时 &D%H(
个转录本能够与 4P]数据中的序列比对上!表 0"&
根据 ]P注释结果将转录本分成 #D 个分类%分别属
于 4*==:=</ A9-+9;*;,’ 9̂=*A:=</ \:;A,@9; 和
L@9=9W@A<=+/9A*>>D 大类!图 D"& 同样%根据 4P]数
据库的比对结果%能够比对上的转录本按照功能分
成 0# 个分子家族!图 #"&

表 (&所有转录本的注释结果
a<.=*0?V;;9,<,@9; 9\<==,/<;>A/@+,>

Y<,<.<>*
3:-.*/9\
<;;9,<,*B
,/<;>A/@+,>

U*/A*;,<W*
9\<;;9,<,*
,/<;>A/@+,>5‘

3/ 0(#%$ "DC&
h;@U/9,_L5)F@>>NU/9, &(%#H DDC(
]P &%0#1 D#C(
4P] &D%H( 0%C(
_M]] "H"& &&C%

(J*%代谢途径注释
利用 _VV) 对拼接得到的所有转录本进行了代

谢途径注释%0D"% 个转录本通过比对分配到了 M4
编号%并注释到 01% 条不同的代谢途径%包括脂肪酸
的生物合成及降解途径’三酰甘油生物合成及降解
途径’淀粉生物合成及降解途径等& 对于一些重要
代谢途径%编码相关酶的转录本在 >I4(’(Q&-&$-$ 的
转录组数据中都存在!表 D"&

图 (&:18/5/ 拼接及 EHAFVQ 注释结果
[@W:/*0?M6-(F(<>>*-.=S<;B LTV)aG/*>:=,>?!V" 4:-:=<,@c*

,/<;>A/@+,>=*;W,7 \/*e:*;AS B@>,/@.:,@9; 9\,7* >I4(’(Q&-&$-$

,/<;>A/@+,9-*<>>*-.=S$ ! L" a9+N7@,>+*A@*> B@>,/@.:,@9; \9/

LTV)aG-<,A7*>\9/,7*>I4(’(Q&-&$-$ ,/<;>A/@+,9-*?

图 )&转录本的 S#注释
[@W:/*D?]P<;;9,<,@9; 9\<==,/<;>A/@+,>?L*>,7@,>F*/*-<++*B ,9W*,]P,*/-% <;B &%0#1 ,/<;>A/@+,>F*/*<>>@W;*B ,9<,=*<>,9;*]P,*/-? 9̂>,

,/<;>A/@+,>F*/*W/9:+*B @;,9,7/**-<89/\:;A,@9;<=A<,*W9/@*>% ;<-*=SA*==:=</A9-+9;*;,% -9=*A:=</\:;A,@9; <;B .@9=9W@A<=+/9A*>>?

D&1&
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图 *&转录本的 O#S功能分类
[@W:/*#?4P]<;;9,<,@9; 9\<==,/<;>A/@+,>?V==,/<;>A/@+,>F*/*

<=@W;*B ,9,7*4P]B<,<.<>*:>@;WLTV)aG<=W9/@,7-<;B A<; .*

A=<>>@\@*B \:;A,@9;<==S@;,9<,=*<>,0# W/9:+>? ! V" K3V

+/9A*>>@;W<;B -9B@\@A<,@9;$ ! L" 47/9-<,@; >,/:A,:/* <;B

BS;<-@A>$ !4" M;*/WS+/9B:A,@9; <;B A9;c*/>@9;$ !Y" 4*==

ASA=*A9;,/9=% A*==B@c@>@9;% A7/9-9>9-*+</,@,@9;@;W$ !M" V-@;9

<A@B ,/<;>+9/,<;B -*,<.9=@>-$ ![" 3:A=*9,@B*,/<;>+9/,<;B

-*,<.9=@>-$ !]" 4</.97SB/<,*,/<;>+9/,<;B -*,<.9=@>-$ !Z"

49*;RS-*,/<;>+9/,<;B -*,<.9=@>-$ !2" T@+@B ,/<;>+9/,<;B

-*,<.9=@>-$ !I" a/<;>=<,@9;% /@.9>9-<=>,/:A,:/*<;B .@9W*;*>@>$

!_" a/<;>A/@+,@9;$ !T" K*+=@A<,@9;% /*A9-.@;<,@9; <;B /*+<@/$

! ^" 4*==F<==5-*-./<;*5*;c*=9+* .@9W*;*>@>$ ! 3" 4*==

-9,@=@,S$ !P" U9>,,/<;>=<,@9;<=-9B@\@A<,@9;% +/9,*@; ,:/;9c*/%

A7<+*/9;*>$ !U" 2;9/W<;@A@9; ,/<;>+9/,<;B -*,<.9=@>-$ !6"

)*A9;B</S-*,<.9=@,*>.@9>S;,7*>@>% ,/<;>+9/,<;B A<,<.9=@>-$

!K" ]*;*/<=\:;A,@9; +/*B@A,@9; 9;=S$ ! )" [:;A,@9; :;E;9F;$

! a" )@W;<=,/<;>B:A,@9; -*A7<;@>->$ ! h" 2;,/<A*==:=</

,/<\\@AE@;W% >*A/*,@9;% <;B c*>@A:=</,/<;>+9/,$ ! b" Y*\*;>*

-*A7<;@>->$ !d" 3:A=*</>,/:A,:/*$ !J" 4S,9>E*=*,9;?

表 )&69’/2/7$8$"8" 转录组注释到的重要代谢途径
a<.=*D?M>>*;,@<=-*,<.9=@A+<,7F<S><;;9,<,*B @; ,7*

>I4(’(Q&-&$-$ ,/<;A>/@+,9-*

U<,7F<S
M;RS-*
\9:;B*B

_;9F;
*;RS-*>

U79,9>S;,7*,@AA</.9; \@G<,@9; !4<=c@; ASA=*" &0! &D
]=SA9=S>@>5]=:A9;*9W*;*>@> &1 &1
U*;,9>*+79>+7<,* " "
4@,/<,*ASA=* &1 &1
[<,,S<A@B .@9>S;,7*>@> ( (
aV].@9>S;,7*>@> # #
),</A7 .@9>S;,7*>@> # #
!,7**;RS-*U79>+79E*,9=<>*F<>;9,\9:;B @; ,7*4?>9/9E@;@<;<
,/<;>A/@+,9-*?

(J*J$ % 脂肪酸的生物合成途径!基于微藻 >I
4(’(Q&-&$-$ 转 录 组 的 功 能 注 释% 发 现 了 >I

4(’(Q&-&$-$ 在脂肪酸的合成和降解中的编码相关酶
的转录本%平均每个酶有 0 个转录本& 结合 _M]]
的比对结果重新构建了自由脂肪酸的生物合成途径
!图 ""& 微藻中%合成自由脂肪酸的反应首先发生
在叶绿体中%生成 4&(#1 !棕榈酸"和 4&H#1NV4U
!<AS=A<//@*/+/9,*@;%酰基转运蛋白"%然后再进一步
作为前体物参与中性油脂!主要是三酰甘油"的生
物合成& >I4(’(Q&-&$-$ 的分析结果中%合成自由脂
肪酸的 第一 步是 乙酰 49V羧化 酶 !V44% M4#
(C#C&C0"%催化乙酰 49V和碳酸盐!Z4PD

’"生成丙
二酰 49V的反应%然后丙二酰 49VNV4U酰基转移酶
! V̂a%M4#0CDC&CD$"催化丙二酰 49V转化成丙二
酰NV4U& 在随后的脂肪酸碳链延伸反应中丙二酰N
V4U将作为碳供体与酰基NV4U!或乙酰 49V"发生
一系列由酮酰基NV4U合酶!_V)"及其同工酶催化
完成的缩合反应& 第一个缩合反应由 !N酮酰基N
V4U合酶’!_V)’%M4#0CDC&C&H1"催化并生成四
碳产物%然后 !N酮酰基NV4U合酶( !_V)(%M4#
0CDC&C#&"催化生成六碳到十六碳的不同碳链长度
的产物%最后 !N酮酰基NV4U合酶) !_V))%M4#
0CDC&C&%$"催化 4&(#1NV4U延长至 4&H#1NV4U&
在 5;4#&+8$#(4"1I:(*9:368!5I"1I:(*9:368" (&&) ’
M;-$*&6**$ #6’#&(*6"#$ !MI#6’#&(*6"#$ " (&0) 和 C6("3*(’&4
(*6($);-2$-4!CI(*6($);-2$-4" (&D)的转录组分析中
都发现了编码 !N酮酰基NV4U合酶(的转录本%而
在本研究中并未从 >I4(’(Q&-&$-$ 的转录组数据中
发现编码 !N酮酰基NV4U合酶(的转录本& 每一次
缩合反应的初始产物均是 !N酮酰基NV4U%然后依次
再经 过 由 !N酮 酰 基NV4U还 原 酶 ! _VK% M4#
&C&C&C&11" 催化发生还原反应’ !N羟酰脱水酶
!ZVY%M4##C&C0C"$ "催化发生脱水反应及烯酰N
V4U还原酶!MVK%M4#&CDC&C$"催化发生还原反应
后%最终生成饱和脂肪酸并进入下一轮的碳链延伸&
每一次循环脂肪酸会延伸 0 个碳原子%如此进行 (
次或 % 次循环后分别生成 4&(#1NV4U和 4&H#1N
V4U!图 ""&

脂肪酸碳链的延伸会在以下情况终止#!&"酰
基NV4U硫酯酶 !PVa%M4#DC&C0C&# "催化酰基与
V4U分离$ ! 0 " 酰基NV4U硫酯酶 V![<,V% M4#
DC&C0C&#%DC&C0?N"水解酰基NV4U并释放脂肪酸$
!D"酰基转移酶直接将脂肪酸从 V4U转移至甘油N
DN磷酸或单酰甘油NDN磷酸& 对于合成不饱和脂肪
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酸%酰基NV4U去饱和酶!VYY%M4#&C&#C&$C0"将一
个双键引入酰基NV4U中 (&0) & 因此这些酶的活性大
小决定了 >I4(’(Q&-&$-$ 中脂肪酸的组成& 另外%在
>I4(’(Q&-&$-$ 的转录组数据中还发现了其他一些去
饱和酶#$&0!*("N去饱和酶!$&0Y%M4#&C#C&$?N"%

催化油酸!&H#&;N$"形成亚油酸!TV%&H#0*("$$&"

!*D"N去饱和酶!$&" Y%M4#&C#C&$?N"%进一步催化
亚油酸形成 "N亚麻酸!VTV%&H#D*D" !图 ""& 油酸
和亚油酸是两种人体必需氨基酸%也是多不饱和脂
肪酸生物合成的重要前体物质&

图 +&基于 69’/2/7$8$"8" 转录组数据的 ;18/5/ 拼接及注释结果构建的脂肪酸生物合成途径
[@W:/*"?[<,,S<A@B .@9>S;,7*,@A+<,7F<S/*A9;>,/:A,*B .<>*B 9; ,7*26-(F(<>>*-.=S<;B <;;9,<,@9; 9\>I4(’(Q&-&$-$ ,/<;>A/@+,9-*?2B*;,@\@*B

<;B :;@B*;,@\@*B *;RS-*></*>79F; @; >9=@B <;B B<>7*B .9G*>% /*>+*A,@c*=S% @;A=:B@;W# V44% <A*,S=N49VA</.9GS=<>*!M4#(C#C&C0" $ L4% .@9,@;

A</.9GS=<>*!M4# (CDC#C&# " $ V̂a% -<=9;S=N49VV4U,/<;><AS=<>*!M4# 0CDC&CD$ " $ _V) L*,<NE*,9<AS=NV4U>S;,7<>*!_V))% M4#

0CDC&C&%$$ _V)’%M4# 0CDC&C&H1" $ _VK% L*,<NE*,9<AS=NV4U/*B:A,<>*!M4#&C&C&C&11" $ ZVY% .*,<N7SB/9GS<AS=NV4UB*7SB/<>*!M4#

#C0C&C"$" $ MVK% M;9S=NV4U/*B:A,<>*!M4#&CDC&C&1" $ VVY% <AS=NV4UB*><,:/<>*!M4#&C&#C&$C0" $ PVa% 9=*9S=NV4U,7@9*>,*/<>*!M4#

DC&C0C&#" $ &&0Y% &&0!*(" B*><,:/<>*!M4#&C&#C&$?N" $ &&"Y% &&"!*D" B*><,:/<>*!M4#&C&#C&$?N"?a7*\<,,S<A@B .@9>S>,7*>@>@; >I

4(’(Q&-&$-$ +/9B:A*>><,:/*B% 4&(#1! +<=-@,@A<A@B" <;B 4&H#1!>,*</@A<A@B" % <;B :;><,:/<,*B \<,,S<A@B>4&H#&!$" !9=*@A<A@B" %4&H#0!$%&0"

!=@;9=*@A<A@B" % 4&H#D!$%&0%&"" !"N=@;9=*;@A<A@B"?

!!>I4(’(Q&-&$-$ 的转录组中也存在编码脂肪酸分
解代谢途径 !!N氧化途径"的相关酶的转录本& 脂
肪酸分解代谢途径中包含 # 个关键酶#酰基 49V氧
化酶!VPG%M4#&CDCDC("’烯酰 49V水合酶 !M4Z%
M4##C0C&C&% "’ DN羟酰 49V脱氢酶 !ZVYZ%M4#
&C&C&CD" " 和 乙 酰 49V 转 移 酶 ! V4Va% M4#
0CDC&C&("& 脂肪酸在进入 !N氧化途径前先在酰基
49V合成酶!V4)T%M4# (C0C&CD"的催化下与 49V
结合生成酰基 49V%然后经过氧化’水合’脱氢后以
乙酰 49V的形式降解两个碳原子 !图 ("& 生成的
乙酰 49V可以参与柠檬酸循环为细胞生长提供能
量或者参与三酰甘油的生物合成等途径&

基于 >I4(’(Q&-&$-$ 的转录组数据构建的脂肪
酸的合成及降解途径与莱氏衣藻的脂肪酸合成与降

解途径是一致的 (D) & 可以利用这些转录本的序列
信息对 >I4(’(Q&-&$-$ 进行遗传改造促进脂肪酸的
积累& 最常见改造手段是过表达乙酰辅酶 V羧化
酶!V44%M4# (C#C&C0" (&#) %另外调控脂肪酸合成途
径中的相关缩合酶 (&")及阻断 !N氧化途径 (&()也是促
进脂肪酸积累的有效手段&
(J*J( %三酰甘油的生物合成及降解途径!>I
4(’(Q&-&$-$ 在氮胁迫条件下能够大量积累以三酰甘
油!aV]"为主的油脂& 三酰甘油可以作为生产生
物柴油’塑料’化妆品及表面活性剂等的原料%用途
广泛 (&%) & 然而由于缺乏微藻中三酰甘油的合成途
径的相关信息%限制了微藻的基因工程改造& 本研
究基于 >I4(’(Q&-&$-$ 的转录组信息构建了 >I
4(’(Q&-&$-$ 三酰甘油的合成途径!图 %"& 甘油三磷
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图 ’&基于 69’/2/7$8$"8" 转录组数据的 ;18/5/ 拼接及

注释结果构建的自由脂肪酸分解代谢途径
[@W:/*(?[<,,S<A@B A<,<.9=@A+<,7F<S>/*A9;>,/:A,*B .<>*B 9; ,7*26

-(F(<>>*-.=S<;B <;;9,<,@9; 9\>I4(’(Q&-&$-$ ,/<;>A/@+,9-*?

2B*;,@\@*B *;RS-*></*>79F; @; .9G*><;B @;A=:B@;W# V4)T% <AS=N

49V>S;,7*,<>*!M4# (C0C&CD " $ VPG% <AS=N49V 9G@B<>*!M4#

&CDCDC(" $ V4YZ% <AS=N49V B*7SB/9W*;<>* ! M4# &CDCHC% " $

M4Z% *;9S=N49V 7SB/<,<>* ! M4# #C0C&C&% " $ ZVYZ% DN

7SB/9GS<AS=N49V B*7SB/9W*;<>* ! M4# &C&C&CD"% &C&C&C0&& " $

V4Va% <A*,S=N49V4N<AS=,/<;>\*/<>*!M4#0CDC&C&(% 0CDC&C$"?

酸!]NDNU"和酰基 49V是三酰甘油合成的前体物&
甘油三磷酸主要来自糖酵解途径或者通过甘油激酶
!]_% M4# 0C%C&CD1 " 催化甘油磷酸 化生成%>I
4(’(Q&-&$-$ 的转录组数据中发现了 D 个编码甘油
激酶的转录本& 另外%酰基 49V则通过脂肪酸和
49V的酯化反应而产生%该反应可由酰基 49V合
成酶!V4)T%M4# (C0C&CD "催化完成& 三酰甘油
合成的前两步反应是酰基 49V相继将酰基转移至
甘油三磷酸的 &’0 号碳原子上从而形成磷脂酸
!U79>+7<,@B@A<A@B% UV" %催化这两步反应的酶分
别是 甘 油 三 磷 酸 酰 基 转 移 酶 ! ]UVa% M4#
0CDC&C&"" 和 &N酰 基N甘 油 三 磷 酸 酰 基 转 移 酶
!V]UVa%M4#0CDC&C"& " & 随即磷酸酯磷酸化酶
!UU%M4#DC&CDC#"催化磷酸基团从磷脂酸上移除
并形成 &%0N二酰基甘油 !YV]" %&%0N二酰基甘油
同时也是合成磷脂酰胆碱 !U79>+7<,@BS=A79=@;*%

U4" 和 磷 脂 酰 乙 醇 胺 ! +79>+7<,@BS=*,7<;9=<-@;*%
UM"的重要中间代谢物& 最后 &%0N二酰基甘油在
二酰基甘油酰基转移酶 !Y]Va%M4#0CDC&C01 "催
化下在 D 号碳原子的位置上发生酰化反应最终生
成三酰甘油& !图 %"

图 L&基于 69’/2/7$8$"8" 转录组数据的 ;18/5/ 拼接及

注释结果构建的三酰甘油生物合成途径
[@W:/*%?a/@<AS=W=SA*/9=.@9>S;,7*,@A+<,7F<S/*A9;>,/:A,*B .<>*9;

,7*26-(F(<>>*-.=S<;B <;;9,<,@9; 9\>I4(’(Q&-&$-$ ,/<;>A/@+,9-*?

2B*;,@\@*B <;B :;@B*;,@\@*B *;RS-*></*>79F; @; >9=@B <;B B<>7*B

.9G*>% /*>+*A,@c*=S% @;A=:B@;W# ]_% W=SA*/9= E@;<>* ! M4#

0C%C&CD1" $ ]UVa% W=SA*/9=NDN+79>+7<,*PN<AS=,/<;>\*/<>*!M4#

0CDC&C&"" $ V]UVa% &N<AS=N>;NW=SA*/9=NDN+79>+7<,*<AS=,/<;>\*/<>*

!M4#0CDC&C"&" $ UU% +79>+7<,@B<,*+79>+7<,<>*!M4#DC&CDC#" $

Y]Va% B@<AS=W=SA*/9=PN<AS=,/<;>\*/<>*!M4#0CDC&C01 " $ UYVa%

+79>+79=@+@B# B@<AS=W=SA*/9=<AS=,/<;>\*/<>* ! M4# 0CDC&C&"H "?

Y<>7*B <//9F B*;9,*/*<A,@9; !>" @; F7@A7 ,7**;RS-*></*;9,

>79F;?

三酰甘油的合成除了上述途径外%在一些植
物和酵母中还存在另外一条三酰甘油的合成途
径%即利用磷脂作为酰基供体合成三酰甘油 (&H) %该
反应由磷脂#二酰基甘油酰基转移酶 !UYVa%M4#
0CDC&C&"H"催化完成%在 5I"1I:(*9:368(&&)和 MI
#6’#&(*6"#$ (&0)的转录组中都发现了编码磷脂#二酰
基甘油酰基转移酶的转录本%表明在微藻中可能
存在这条合成途径%而在 >I4(’(Q&-&$-$ 的转录组
中没有发现编码磷脂#二酰基甘油酰基转移酶的
转录本% >I4(’(Q&-&$-$ 中是否存在这条途径有待
深入研究&

另外%在 >I4(’(Q&-&$-$ 的转录组数据中也发
现了编码三酰甘油分解代谢相关酶的转录本& 三
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酰甘油的降解过程分为两步%首先是酯键的水解
反应使脂肪酸从甘油碳骨架上脱落%催化这步反
应的是三酰甘油脂肪酶 !aV]T%M4#DC&C&CD " %在
转录组数据中有四个转录本能够编码这个酶& 随
后%水解得到的脂肪酸进一步通过 !N氧化途径被
降解!图 ("或者进入其他代谢途径& 利用基因工
程手段抑制三酰甘油降解相关的酶可以作为提高
三酰甘油积累量的一种手段 (&$) %调控相关酰基转
移酶的活性也可以提高油脂含量及组成 (&$ ’0&) &
>I4(’(Q&-&$-$ 转录组中确定的编码相关酶的转录
本能够为 >I4(’(Q&-&$-$ 的基因工程改造提供明确
序列信息%因此可以尝试不同的手段提高油脂含
量及组成 (00 ’0D) &
(J*J)%淀粉的生物合成及降解途径!基于 _M]]
代谢途径的注释结果%我们在 >I4(’(Q&-&$-$ 的转
录组中发现了大量编码淀粉合成及分解代谢途径
中酶 的 转 录 本& 并 在 此 基 础 上 构 建 了 >I
4(’(Q&-&$-$ 的淀粉生物合成途径!图 H" %参与该途
径中的酶包括#磷酸葡萄糖变位酶 !U]̂ %M4#
"C#C0C0" %催化葡萄糖N(N磷酸 !]=AN(NU"转化为葡
萄糖N&N磷酸 !]=:N&NU" $VYUN葡萄糖焦磷酸化酶
!V]U<>*%M4#0C%C%C0% " %催化葡萄糖N&N磷酸和
VaU产生 VYUN葡萄糖并生成无机磷酸$淀粉合酶
! ))%M4#0C#C&C0&" %以 VYUN葡萄糖为底物%在葡
萄糖残基之间形成 "N&%#N糖苷键并生成直连淀
粉$"N&%#N葡聚糖分支酶 !LM%M4#0C#C&C&H " %在
葡聚糖中形成 "N&%(N糖苷键并最终生成淀粉& 该
淀粉合成途径与 >I’6&-3$’2#&&中的淀粉合成途径
也是一致的& 在此基础上可以对淀粉合成途径中
的关键酶进行调控%目前对 VYUN葡萄糖焦磷酸化
酶的研究较为深入%提高 VYUN葡萄糖焦磷酸化酶
的活性可以提高淀粉的合成速率 (0") &

淀粉的降解有两条途径#水解途径和磷酸解途
径%参与这两条途径的酶的转录本在 >I4(’(Q&-&$-$
转录组数据中都存在& 参与水解途径的酶有 "N淀
粉酶!"NV̂ d%M4#DC0C&C&"%催化淀粉水解成低聚
糖$寡聚N&%(N葡糖苷酶 !P&%(]%M4#DC0C&C&1"%进
一步将低聚糖水解成 "NYN葡萄糖& 水解得到的葡
萄糖可以参与糖酵解途径或者经己糖激酶!Zf_%
M4#0C%C&C&"磷酸化后重新进入淀粉合成途径$淀
粉也可以经过 !N淀粉酶 !!NV̂ d%M4#DC0C&C0"水
解生成麦芽糖& 磷酸解途径的重要酶是淀粉磷酸化

酶!)U<>*%M4#0C#C&C&"%催化淀粉的 "N&%# 糖苷键
的降解得到葡萄糖并催化其与无机磷酸反应生成葡
萄糖N&N磷酸及相应的葡聚糖!图 H"&
(J*J*%不同代谢途径间的联系!细胞中脂肪酸’三
酰甘油’淀粉等生物大分子的合成及降解途径是紧
密联系在一起的& 淀粉分解代谢后可以通过糖酵解
途径为其他物质的生物合成提供原料 !图 H"& >I
4(’(Q&-&$-$ 的转录组中有编码从丙酮酸到乙醇代谢
途径的相关酶的转录本#丙酮酸脱羧酶 !UY4%M4#
#C&C&C&"%催化丙酮酸转化成乙醛并释放 4P0$乙醇
脱氢酶!VYZ%M4# &C&C&C&"%催化乙醛和 3VYZi
Zi 生 成 乙 醇& 在 MI #6’#&(*6"#$(&0) 和 CI
(*6($);-2$-4(&D)的转录组数据中也有类似的结果&
同样%淀粉的降解得到的葡萄糖也可以作为脂肪酸
合成的原料%在 >I4(’(Q&-&$-$ 转录组中有 ( 个编码
丙酮 酸 脱 氢 酶 复 合 物 ! UYZ4% M4# &C0C#C&%
0CDC&C0%&CHC&C#"的转录本%该复合物催化丙酮酸
脱羧形成乙酰 49V%后者可以参与脂肪酸的生物合
成& 另外%由于淀粉的合成和脂肪酸的合成是相对
竞争的关系%在 >I’6&-3$’2#&&中阻断淀粉合成途径
使得油脂的积累量增加了 0 倍 (0() & 除碳源外%>I
4(’(Q&-&$-$ 在合成油脂过程中还需要不断补充乙酰
49V和 3VYUZ (0%) & 乙酰 49V主要由柠檬酸裂解
反应产生%催化该反应的酶是 VaU#柠檬酸裂解酶
!V4T%M4#0CDCDCH"%>I4(’(Q&-&$-$ 的转录组中存在
0 个编码该酶的转录本& 3VYUZ则主要来自苹果
酸的脱羧反应%该反应由苹果酸脱羧酶! ŶZ%M4#
&C&C&C#1"以苹果酸为底物生成丙酮酸和 4P0%同时

将 3VYUi还原为 3VYUZ (0%) %有 % 个编码苹果酸脱
羧酶的转录本& 可以通过基因工程手段过表达
VaU#柠檬酸裂解酶和苹果酸脱羧酶基因为脂肪酸
合成提供充足的原料&
(J+%油脂代谢相关途径中基因表达差异的初步分
析

根据 [U_̂ 值我们比较了氮胁迫 !_3PD#0W5
T"和氮充足培养条件!_3PD#HW5T"下的油脂相关
代谢途径中的基因的表达水平%发现在参与脂肪酸’
三酰甘油及淀粉的合成与降解途径的总共 D% 个基
因中上调 0 倍以上的有 &1 个%下调 0 倍以上的有 0
个%剩余 0" 个基因的变化在 0 倍以内%表 # 中列出
了油脂代谢相关途径中变化 0 倍以上的基因& 表达
量上调 0 倍以上的基因主要存在于油脂合成途径

%&1&
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图 W&基于 69’/2/7$8$"8" 转录组数据的 ;18/5/ 拼接及注释结果构建的淀粉生物合成’代谢及乙醇发酵途径
[@W:/*H?),</A7 .@9>S;,7*>@><;B A<,<.9=@>-% <;B *,7<;9=\*/-*;,<,@9; +<,7F<S>/*A9;>,/:A,*B .<>*B 9; ,7*26-(F(<>>*-.=S<;B <;;9,<,@9; 9\>I

4(’(Q&-&$-$ ,/<;>A/@+,9-*?2B*;,@\@*B <;B :;@B*;,@\@*B *;RS-*></*>79F; @; >9=@B <;B B<>7*B .9G*>% /*>+*A,@c*=S?M;RS-*>@;c9=c*B @; >,</A7

.@9>S;,7*>@>@;A=:B@;W# U]̂ % +79>+79W=:A9-:,<>*!M4# "C#C0C0 " $ V]U<>*% VYUNW=:A9>*+S/9+79>+79/S=<>*!M4# 0C%C%C0% " $ ))% >,</A7

>S;,7<>*!M4#0C#C&C0&" $ LM% &%#N"NW=:A<; ./<;A7@;W*;RS-*!M4# 0C#C&C&H" $ <;B Zf_% 7*G9E@;<>*!M4#0C%C&C&"?M;RS-*>@;c9=c*B @;

>,</A7 A<,<.9=@>-@;A=:B*# !NV̂ d% !N<-S=<>*!M4# DC0C&C0 " $ "NV̂ d% "N<-S=<>*!M4# DC0C&C& " $ P&% (]% 9=@W9N&% (NW=:A9>@B<>*!M4#

DC0C&C&1" $ <;B )U<>*% >,</A7 +79>+79/S=<>*!M4#0C#C&C& "?M;RS-*>@;c9=c*B @; *A7<;9=\*/-*;,<,@9; c@<+S/:c<,*@;A=:B*# UY4% +S/:c<,*

B*A</.9GS=<>*!M4##C&C&C&" $ VYZ% <=A979=B*7SB/9W*;<>*!M4#&C&C&C& "?M;RS-*UYZ4US/:c<,*B*7SB/9W*;<>*A9-+=*G!M4#&C0C#C&%

0CDC&C&0% &CHC&C#" % ,/<;>\9/->+S/:c<,*@;,9<A*,S=N49VF7@A7 -<S.*,7*; :>*B @; ,7*=@+@B .@9>S;,7*>@>+<,7F<S?

中%包括生物素羧化酶!L4%M4#(CDC#C&#"’!N酮酰
基NV4U还原酶!_VK%M4#&C&C&C&11"’!N羟酰脱水
酶!ZVY%M4##C&C0C"$"’甘油三磷酸酰基转移酶
!]UVa%M4#0CDC&C&""’&N酰基N甘油三磷酸酰基转
移酶!V]UVa%M4#0CDC&C"&" !表 #"& 而在氮胁迫
条件下乙酰 49V羧化酶!V44%M4#(C#C&C0"的表达
量下调![U_̂ 值分别是 0C%$ 和 #C10"%该现象在
CI(*6($);-2$-4的转录组分析 (&D)中也存在%但催化

该步反应的生物素羧化酶!L4%M4#(CDC#C&#"表达
量上调了 0C# 倍& $&0 !*( "N去饱和酶!$&0 Y%M4#
&C#C&$?N"![U_̂ 值分别是 $(%C1" 和 &%##C&("和
$&"!*D "N去饱和酶 !$&" Y%M4#&C#C&$?N" ![U_̂

值分别是 &D"C0 和 0#(C(0"的表达量下调预示着在
氮胁迫培养条件下 >I4(’(Q&-&$-$ 更倾向于积累饱
和脂肪酸& 参与脂肪酸的 !N氧化途径中的 ( 个基
因中有 # 个在氮胁迫条件下表达量下调%其中乙酰
49V转移酶!V4Va%M4#0CDC&C&("和 DN羟酰 49V脱
氢酶!ZVYZ%M4#&C&C&CD""下调 0 倍以上!表 #"%

酰基 49V合成酶!V4)T%M4# (C0C&CD"表达量下调
了 &CD 倍![U_̂ 值分别是 "DC&0 和 (HC$("% 酰基
49V脱氢酶 !V4YZ%M4#&CDCHC% "表达量下调了

&C& 倍![U_̂ 值分别是 1C(( 和 1C%D"%烯酰 49V水
合酶!M4Z%M4##C0C&C&%"的表达量基本没有变化
![U_̂ 值分别是 &$CD$ 和 &$C1$"表明氮胁迫条件
下脂肪酸的降解途径受到抑制&

淀粉合成代谢途径中的大部分基因在氮胁迫条
件下表达量上调%除己糖激酶!Zf_%M4#0C%C&C&"
表达量上调 0 倍以上!表 #"外其余基因的变化都在
两倍以内%其中磷酸葡萄糖异构酶 !U]̂ %M4#
"C#C0C0"表达量上调 &C0 倍![U_̂ 值分别是 "CH#
和 #C%$"%淀粉合成酶! ))%M4#0C#C&C0&"表达量上
调 &C& 倍![U_̂ 值分别是 %0C(& 和 (#C($"% "N&%#N
葡聚糖分支酶 !LM%M4#0C#C&C&H"表达量上调 &C&
倍![U_̂ 值分别是 $&C$H 和 H1CD0"%同时在淀粉降
解途径中%!N淀粉酶!!NV̂ d%M4#DC0C&C0"和 "N淀
粉酶!!NV̂ d%M4#DC0C&C0 "的表达量没有明显变
化%寡聚N&%(N葡糖苷酶!P&%(]%M4#DC0C&C&1"表达
量下调了 &C( 倍 ![U_̂ 值分别是 1CDH 和 1C(&"&
在氮胁迫条件下丙酮酸脱氢酶复合物!UYZ4%M4#
&C0C#C&%0CDC&C0%&CHC&C#"的表达量上调 0 倍以上
!表 #"表明有更多的丙酮酸转化为乙酰 49V为脂
肪酸的合成提供充足原料&

H&1&
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表 *&油脂相关代谢途径中的基因表达差异
a<.=*#?Y@\\*/*;,W*;**G+/*>>@9; @;c9=c@;W@; =@+@B -*,<.9=@>-

]*;*+/9B:A,>
[U_̂
!0 W5T"

[U_̂
!H W5T"

Y@\\*/*;,*G+/*>>@9;

L4%.@9,@; A</.9GS=<>*!M4#(C(C#C&#" 0#CH& &1C&% i0C#!

_VK% L*,<NE*,9<AS=NV4U/*B:A,<>*!M4#&C&C&C&11" #C$0 1C#" i&1C$
ZVY% .*,<N7SB/9GS<AS=NV4UB*7SB/<>*!M4# #C0C&C"$" D$C(" &#C%0 i0C%
]UVa% W=SA*/9=NDN+79>+7<,*PN<AS=,/<;>\*/<>*!M4#0CDC&C&"" HC1% 0C"D iDC0
V]UVa% &N<AS=N>;NW=SA*/9=NDN+79>+7<,*<AS=,/<;>\*/<>*!M4#0CDC&C"&" %C(& 0C#& iDC0
ZVYZ% DN7SB/9GS<AS=N49VB*7SB/9W*;<>*!M4#&C&C&CD"% &C&C&C0&&" 0#C"# ""C($ ’0CD
V4Va% <A*,S=N49V4N<AS=,/<;>\*/<>*!M4#0CDC&C&(" 1C#% &C"H ’DC#
Zf_% 7*G9E@;<>*!M4#0C%C&C&" #C1# &C& iDC%
UY4% +S/:c<,*B*A</.9GS=<>*!M4##C&C&C&" $$C&" #%C($ i0C&
VYZ% <=A979=B*7SB/9W*;<>*!M4#&C&C&C&" "$C0" 00CH i0CD
UYZ4US/:c<,*B*7SB/9W*;<>*A9-+=*G!M4#0CDC&C&0" %(C#$ D"C$" i0C&
UYZ4US/:c<,*B*7SB/9W*;<>*A9-+=*G!M4#&CHC&C#" $0C&& D(CD& i0C"

! i# :+/*W:=<,@9;$ ’# B9F;/*W:=<,@9;?

)%结论

在本研究中%我们采用 K3VN>*e 对非模式藻株
>I4(’(Q&-&$-$ 进行了转录组测序%通过对转录组数
据的分析及挖掘%发现了许多编码与脂肪酸’三酰甘
油及淀粉合成’降解相关的酶%并在此基础上构建了
>I4(’(Q&-&$-$ 脂肪酸’三酰甘油’淀粉等生物大分子
的合成与降解途径& 根据转录组信息构建的代谢途
径与模式藻株 >I’6&-3$’2#&&中的相关代谢途径是一
致的& 通过不同培养条件下转录组的初步分析确定
了油脂相关代谢途径中基因的表达差异& 由转录组
测序构建的代谢途径及相关基因的差异表达信息有
助于对 >I4(’(Q&-&$-$ 及其他产油微藻进行遗传改
造%提高油脂的积累量&
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