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摘 要:深入研究了盐度对南极冰藻Chlamydomonassp.ICE-L细胞膜流动性及其脂肪酸脱氢酶基因的调控。研

究结果显示,在高盐条件下,南极冰藻细胞膜的流动性无显著变化;C20∶5,C20∶3,C18∶3是细胞膜中三种主要

的不饱和脂肪酸,且随着盐度的升高,总不饱和脂肪酸的含量升高;实时荧光定量PCR结果表明,高盐胁迫下,脂
肪酸脱氢酶基因Δ9CiFAD 的表达量迅速升高,Δ12CiFAD 和Δ6CiFAD 表达调控有延迟现象;脂肪酸脱局酶基因

ω3CiFAD1在高盐环境中表达量升高,而ω3CiFAD2在低盐环境中表达量升高,这与盐度条件下细胞膜脂肪酸组

成的变化趋势基本一致。由此可知,在高盐环境下南极冰藻可以通过提高脂肪酸脱氢酶基因表达,增加膜脂不饱

和脂肪酸含量,从而提高细胞膜的流动性,维持南极冰藻正常的生理功能。
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南极冰藻Chlamydomonassp.ICE-L是南极冰层微生物生态环境的主体,在南大洋海冰区的初级总产

量中,冰藻的直接贡献额达到25%,是南大洋重要的碳流和能量流[1]。南极冰藻的生长与海冰密切相关,海
水与海冰季节性交替变化是南极海洋的显著特征,大部分南极海冰在南极短暂的夏天消失,在紧接着的冬天

又重新形成[2]。因此,南极冰藻每年夏天会随着海冰融化而从海冰盐囊中释放,在此过程中,南极冰藻经历

盐度极度稀释、光照和紫外线突然增强的生境。冬天南极冰藻又随海冰的形成而被嵌入到海冰盐囊中,从而

发生盐度升高、温度降低和光照变弱的生境变化[3]。总之,南极冰藻对海冰形成和融化时的生境适应性调节

机制是其生活史中最为关键的环节,这种极端骤变环境直接影响南极冰藻的生存和活力。
为了能在海冰盐囊中生存繁衍,南极冰藻形成了适应低温、高盐等生境的复杂的生物学机制。盐胁迫导

致植物积累的活性氧和其他毒性物质会破坏膜系统、蛋白质和核酸分子[4],其中细胞膜将细胞与外界环境分

隔开,南极冰藻适应海冰环境有赖于细胞膜结构的完整性和膜脂的流动性[5]。膜脂中不饱和脂肪酸是维持

细胞膜流动性的关键分子,而脂肪酸脱氢酶是不饱和脂肪酸合成途径关键酶。增加膜脂中脂肪酸的不饱和
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度,可以降低膜脂熔点,提高细胞膜的流动性[6-7]。因此,微生物极端适应性机制与不饱和脂肪酸关系的研究

受到极大关注,目前已从多种微藻中克隆脂肪酸脱氢酶基因,其表达调控成为研究的热点之一[7-10]。
南极冰藻能在极端骤变的海冰环境中生存繁衍,使其成为研究海洋藻类抗逆机制的良好材料[11-15]。本

研究探讨了高盐环境对南极冰藻膜流动性及其脂肪酸脱氢酶基因表达的影响,不仅有助于深入了解极端海

冰生境中南极冰藻细胞膜及其不饱和脂肪酸的分子调控机理,还为南极冰藻低温脂肪酸脱氢酶的开发利用

奠定基础。不饱和脂肪酸已广泛应用于食品、保健品和生物制药等领域,可通过构建南极冰藻低温脂肪酸脱

氢酶基因工程菌,实现脂肪酸脱氢酶的规模化制备,促进不饱和脂肪酸产业的发展。

1 材料与方法

1.1 藻种来源与培养

本研究所用的南极冰藻Chlamydomonassp.ICE-L是在2001-2002年第18次南极科学考察时于南极

中山站附近的海冰样品中分离得到,现保存于自然资源部海洋生态环境科学与技术重点实验室。
利用1000mL三角瓶将藻种接种于灭菌海水配置的Provasoli培养基[16](600mL/瓶)中,封口膜封口。

在光照周期12L∶12D、光强1300~1900lx、培养温度(5±1)℃条件下培养,每天摇晃3次使瓶内藻体分

布均匀[12]。

1.2 实验方法

1.2.1 不同盐度条件下南极冰藻Chlamydomonassp.ICE-L生长曲线测定

将培养至对数生长期的南极冰藻接种于不同盐度的Provasoli培养基中,接种密度约为5×105mL-1,
共150mL,在250mL的三角瓶中培养。用NaCl调节培养基的盐度,使其盐度梯度分别为海水盐度(32)的

0.5、1、2、3和4倍,即16、32、64、96和128。然后置于低温光照培养箱内,光强为1300~1900lx,光照周期

12L∶12D,不充气,培养温度(5±1)℃,每日摇瓶3次。分别在培养的第0,2,4,6,8,10,12和14天取样,
每样做3个平行,取平均值,以正常海水为对照组,使用紫外可见光分光光度计,测定OD680值。

1.2.2 细胞膜流动性的测定

离心收集不同盐度培养14d的藻体,用PBS缓冲液洗3次,重悬于50mmol/L的PBS缓冲液中,4℃
下研磨10min后10000g离心20min,取上清液为细胞膜悬液进行流动性测定。将8-苯胺基-1-萘磺酸(8-
Anilino-l-NaphthaleneSulfonicaid,ANS)加入细胞膜悬液中,调整其浓度至2.5×10-5mol/L,在25℃温

浴30min后,采用HitachiF-4500型荧光分光光度计测量ANS荧光强度,具体方法参照文献[17]。

1.2.3 膜脂提取

离心收集不同盐度条件下培养14d的藻体,并用4℃预冷的灭菌水冲洗3次,然后将藻体冷冻干燥,于

-80℃贮存待用。称取0.2g干藻体,加入10mL预冷的匀浆缓冲液。将均匀的悬浮藻液在冰浴中进行超

声波破碎,具体方法参考文献[7]。取破碎好的藻物浆液,采用分级离心法制备细胞膜制剂:4℃,500g离心

15min,取上清;4℃,2000g离心15min,取上清;4℃,50000g离心30min,取上清;4℃,80000g离心

30min,弃上清,得到的沉淀为细胞质膜制剂。

1.2.4 脂肪酸分析

冰藻质膜的脂肪酸提取和含量分析参照文献[12]。提取的冰藻质膜总脂样品先甲酯化,随后将甲酯化

样品冷却,加入3.0mL饱和NaCl溶液和1.0mL正己烷,充分振荡后静置,取正己烷层进行气相色谱分析。
根据质膜脂肪酸的色谱结果参照标准品和碳链长度值确定脂肪酸种类,对各组分峰面积积分,归一法分析计
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算各脂肪酸组分质量分数。

1.2.5 不同盐度条件下南极冰藻Chlamydomonassp.ICE-L脂肪酸脱氢酶的胁迫诱导

对不同盐度培养的南极冰藻分别在0,2,6,12,24,48,96(4d),144(6d),192(8d)和288h(12d)取样进

行荧光定量分析,每个样设3个重复,以正常海水盐度(32)培养的样品作为对照组,研究不同盐度胁迫对脂

肪酸脱氢酶基因Δ9CiFAD,Δ6CiFAD,Δ12CiFAD,ω3CiFAD1和ω3CiFAD2表达的影响。先按照Tran-
sZol说明书步骤提取南极冰藻RNA,检测RNA 的完整性、浓度和纯度符合要求后,再利用PrimescriptTM

RTreagentKitwithgDNAEraser(TaKaRa)试剂盒将RNA反转录成cDNA,反转录好的样品于-20℃保

存备用。采用实时荧光定量PCR检测不同盐度下南极冰藻脂肪酸脱氢酶的表达,相关基因的定量引物和实

时荧光定量PCR反应体系同参考文献[7]和[12],引物由英潍捷基(上海)贸易有限公司合成。

2 结 果

2.1 不同盐度下南极冰藻Chlamydomonassp.ICE-L的生长曲线

南极冰藻在不同盐度条件下的生长情况(图1)显示,其在盐度16,32,64,96和128条件下均能够生长。
在正常海水盐度32中,南极冰藻生长最快,在第12天达到平台期;在盐度16条件下,细胞的生长趋势与正

常海水条件基本相同;在盐度64和96条件下,南极冰藻生长较慢,在第8天到达平台期;在盐度128条件

下,细胞的生长受到抑制。与正常海水处理相比,随着盐度的增加,南极冰藻的生长速率逐渐降低。

2.2 不同盐度条件下南极冰藻Chlamydomonassp.ICE-L的流动性

不同盐度条件下南极冰藻细胞膜ANS相对荧光强度见图2,荧光光度值波动范围为398~528。与正常

海水盐度32相比,随着盐度升高,荧光光度值呈下降趋势,在盐度128条件下,荧光光度值始终保持最低,且
变化最小;在低盐度16条件下,荧光光度值与正常海水条件下相比有所降低。在不同盐度条件,在培养2h
和6h时荧光光度值较培养144h时低。

 图1 不同盐度条件下南极冰藻生长曲线

 Fig.1 GrowthcurveofAntarcticicealgae
 underdifferentsalinityconditions

 图2 不同盐度条件下南极冰藻细胞膜ANS相对荧光强度

 Fig.2 ANSrelativefluorescenceintensityofthecellmembraneof
 Antarcticicealgaemembraneunderdifferentsalinitycondition

2.3 南极冰藻Chlamydomonassp.ICE-L细胞膜总脂肪酸质量分数

不同盐度条件下南极冰藻细胞膜总脂肪酸质量分数实验结果(图3)显示,在正常海水盐度(32)条件下

细胞膜总脂肪酸的质量分数最低,脂肪酸质量分数为8.6%;在盐度16培养条件下,脂肪酸质量分数达到最

大值14.3%,为正常条件的1.7倍;在盐度64,96和128培养条件下,随着盐度的升高,脂肪酸质量分数逐渐
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升高,其中在盐度128条件下,脂肪酸质量分数达到13.5%,为正常条件下的1.6倍。

2.4 不同盐度条件下南极冰藻Chlamydomonassp.ICE-L细胞膜脂肪酸组成变化

  南极冰藻细胞膜由10多种脂肪酸组成,主要为多不饱和脂肪酸(PolyunsaturaledFattyAcid,PUFA),
其质量分数能达到57.1%~62.9%,其中C18∶3,C20∶3和C20∶5是3种最主要的PUFA;单不饱和脂肪

酸(MonounsaturatedFattyAcids,MUFA)的质量分数为22.4%~29.5%,主要为C18∶1和C18∶1(cis9);
饱和脂肪酸(SaturatedFattyAcid,SFA)质量分数最少,为11.1%~16.5%左右,主要包括其中C18∶0和

C20∶30,还有少量的C12∶0和C14∶0等短链脂肪酸。由不同盐度条件下的南极冰藻细胞膜脂肪酸组成

变化(图4)可知,在高于或低于正常海水盐度的条件下,膜脂中总多不饱和脂肪酸(TatalPolyunsaturated
FattyAcids,TPUFA)质量分数均有所增加;在高盐度(128)和低盐度(16)条件下,TPUFA质量分数分别

为62.5%和62.85%;随着盐度的升高,膜脂中总单不饱和脂肪酸(TotalMonounsaturatedFattyAcids,

TMUFA)的质量分数先升高后下降,在盐度64条件下,TMUFA质量分数达到最大值(29.51%);在正常海

水盐度条件下,膜脂中总饱和脂肪酸(TotalSaturatedFattyAcids,TSFA)质量分数最高(16.52%),其他盐

度条件下,TSFA质量分数均有所下降。

图3 不同盐度下南极冰藻细胞膜总脂肪酸质量分数

Fig.3 TotallipidcontentofAntarcticice
algaemembraneunderdifferentsalinitycondition

图4 不同盐度条件下南极冰藻细胞膜脂肪酸组成变化

Fig.4 FattyacidcompositionsofAntarcticice
algaemembraneunderdifferentsalinitycondition

2.5 不同盐度对脂肪酸脱氢酶基因表达的影响

在高盐度条件下,Δ9CiFAD 的表达量在前12h内持续增加,其中在盐度96和128条件下培养12h
后,其表达量最大,分别为对照组的4.6和5.5倍,随后Δ9CiFAD 的表达量有所降低,但其表达水平仍高于

正常条件的表达水平(图5)。在高盐度条件下培养144(6d)~192h(12d),Δ6CiFAD 的表达量随盐度(64
和96)的升高有所升高,盐度继续升高至128时其表达量有所下降,随后Δ6CiFAD 的表达呈现先下降后上

升的趋势(图6)。在高盐度条件下培养6h内,Δ12CiFAD 表达量有所上调,其后其表达变化趋势与

Δ6CiFAD 相似;不同的盐度条件下Δ12CiFAD 表达量最大的时间有所不同,在盐度128条件下培养的第8
天时达到峰值,为对照组的6.5倍;在盐度64和96条件下培养的第12天时达到峰值,分别为对照的6.7倍

和6.9倍;在低盐度条件下,Δ12CiFAD 的表达量总体呈现增长的趋势,在盐度16条件下培养的第8天时达

到最高值,为对照组的9.6倍(图7)。ω3CiFAD1在高盐条件下表达上调,在盐度96和128培养2h,

ω3CiFAD1的表达量迅速增加到4.2倍和3.5倍,之后培养至第12天表达量稍有下降水平,但仍保持在较

高表达水平(图8)。在高盐条件下,ω3CiFAD2的表达量变化趋势与ω3CiFAD1相似,而在低盐条件下,

ω3CiFAD2的表达更为活跃,表达量上调,在第4天时达到峰值,为对照组的4.8倍(图9)。
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图5 不同盐度下南极冰藻脂肪酸脱氢酶

基因Δ9CiFAD 的表达变化

Fig.5 ExpressionsoffattyaciddesaturasesgeneΔ9CiFAD
ofAntarcticicealgaeunderdifferentsalinityconditions

图6 不同盐度下南极冰藻脂肪酸脱氢酶

基因Δ6CiFAD 的表达变化

Fig.6 ExpressionsoffattyaciddesaturasesgeneΔ6CiFAD
ofAntarcticicealgaeunderdifferentsalinitycondions

图7 不同盐度下南极冰藻脂肪酸脱氢酶

基因Δ12CiFAD 的表达变化

Fig.7 ExpressionsoffattyaciddesaturasesgeneΔ12CiFAD
ofAntarcticicealgaeunderdifferentsalinityconditions

图8 不同盐度下南极冰藻脂肪酸脱氢酶

基因ω3CiFAD1的表达变化

Fig.8 Expressionsoffattyaciddesaturasesgeneω3CiFAD1
ofAntarcticicealgaeunderdifferentsalinityconditions

图9 不同盐度下南极冰藻脂肪酸脱氢酶基因ω3CiFAD2的表达变化

Fig.9 Expressionsoffattyaciddesaturasesgeneω3CiFAD2ofAntarcticicealgaeunderdifferentsalinityconditions
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3 讨 论

南极冰藻能够在高盐度的海冰盐囊中旺盛生长,盐度是影响其生存的关键因素之一:在盐度32时,最适

宜南极冰藻Chlamydomonassp.ICE-L生长;在高盐度128时,南极冰藻的生长受到抑制,在其他盐度下均

能生长和存活;在低盐度16时南极冰藻生长状况良好,与正常海水盐度下的南极冰藻生长状况相近。南极

冰藻对盐度的耐受力远高于普通海洋微藻,这可能与其适应南极极端骤变海冰环境有关。南极气候异常寒

冷,海冰的理化性质季节性变化和昼夜变化剧烈,在海冰溶解过程中,盐度极度稀释,而在海水成冰时,盐分

被排斥在冰晶外形成盐囊和盐通道,导致盐度急剧升高,海水盐度一般为34~35,海冰中的盐囊和盐通道可

达到普通海水的5倍[3]。在长期进化过程中,南极冰藻形成了适应极端海冰生境的特殊生理生化机制,从而

能在海冰盐囊中生存繁衍[19]。
膜结构是一个动态的平衡体系,其成分可随外界环境变化进行适应性调整。与正常海水盐度32相比,

在高盐度条件下,随着盐度的升高,南极冰藻细胞膜荧光光度值呈下降的趋势,说明细胞膜流动性随盐度的

升高而增强,这与康亦兼等[20]与程书梅等[21]对高盐条件下酵母细胞膜的流动性研究结果一致;在低盐度16
条件下,南极冰藻细胞膜荧光光度值比正常海水条件下的荧光值降低,表明其细胞膜流动性有所增加,可能

与其适应海冰融化时的低盐环境有关。在不同盐度条件下,南极冰藻细胞膜荧光光度值波动范围较小,说明

其膜流动性比较稳定,能够适应南极海水成冰和海冰融化时海水盐度的剧烈变化,维持南极冰藻的生理

活性。
脂肪酸是南极冰藻及其细胞膜的主要成分,其含量组成与海冰盐度变化密切相关。在低盐和高盐环境

中,南极冰藻细胞膜中多不饱和脂肪酸含量增加,提高了膜脂的不饱和度,这与南极冰藻可在低盐和高盐环

境下维持其质膜流动性相一致。南极冰藻细胞膜的脂肪酸组成较多,主要以多不饱和脂肪酸(PUFA)为主,
这对细胞在低温和高盐条件下维持细胞膜的流动性发挥着重要作用。在高盐度条件下南极冰藻细胞膜多不

饱和脂肪酸的含量升高,能够降低南极冰藻细胞膜的相变温度,使其在海冰环境下维持细胞膜流动性,保护

细胞隔间及胞器不受损伤,从而维持南极冰藻的生理功能[6-7]。
南极冰藻脂肪酸脱氢酶基因的表达调控模式与海冰盐度环境有关[22]。Δ9脂肪酸脱氢酶催化棕榈酰

CoA(C16∶0)和硬脂酰CoA(C18∶0)的第9、10位碳原子之间脱氢形成一个双键,合成棕榈油酸(C16∶1)
与油酸(C18∶1),是不饱和脂肪酸合成的限速酶[12];在高盐和低盐环境中,Δ9CiFAD 基因的表达量快速升

高,且变化趋势与细胞膜流动性的变化趋势是一致的,表明其可快速响应外界的盐度压力,调节南极冰藻细

胞膜的流动性。Δ12脂肪酸脱氢酶是在油酸(C18∶1)的Δ12位脱氢引入双键形成亚油酸(C18∶2);Δ6脂

肪酸脱氢酶是以C18∶2为底物,合成C18∶3n-6的限速酶[12];在长时间的高盐处理后,Δ12CiFAD 和

Δ6CiFAD 表达量升高,它们可能在南极冰藻应对盐度压力后期发挥重要作用;ω3脂肪酸脱氢酶是酰基-
脂脱氢酶的一种,以C18∶2作为底物,在C15位脱氢形成C18∶3n-3[12];在高盐压力环境中ω3CiFAD1表

达量高,可以保护南极冰藻细胞免受高盐伤害,而在低盐环境下ω3CiFAD2表达量高,有利于南极冰藻适应

海冰融化时的低盐环境。

4 结 语

南极冰藻Chlamydomonassp.ICE-L能够在高盐环境中维持细胞膜流动性有助于其适应极端海冰环

境。南极冰藻细胞膜流动性在高盐环境中波动范围不大,细胞膜保持了动态的稳定以维持细胞正常的生理

功能。在高盐环境中,南极冰藻通过增加细胞膜脂肪酸的不饱和度来增加细胞膜的流动性,从而增强对极端

环境的适应性。在高盐条件下,南极冰藻Δ9CiFAD 基因的表达量在短时间内迅速升高,Δ12CiFAD 和

Δ6CiFAD 对环境变化的时间稍微滞后,ω3CiFAD1在高盐环境表达量升高,而ω3CiFAD2在低盐环境中
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表达量升高,不同盐度条件下南极冰藻脂肪酸脱氢酶的表达变化与其细胞膜脂肪酸组成的变化趋势基本一

致。由此可知,在高盐环境胁迫下南极冰藻通过提高脂肪酸脱氢酶基因的表达量来增加脂肪酸脱氢酶的合

成,以增加不饱和脂肪酸的质量分数,降低膜脂的熔点,从而提高细胞膜的流动性。这不仅有助于揭示极端

海冰环境中南极冰藻细胞膜流动性及其不饱和脂肪酸质量分数变化的协同调控机制,还为南极冰藻脂肪酸

脱氢酶的开发利用奠定基础,对油料植物基因工程和抗冻耐盐作物选育等具有重要的理论意义和应用价值。
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EffectsofSalinityonCellMembraneFluidityandFatty
AcidDesaturasesGeneExpressionofAntarctic

IceAlgaeChlamydomonassp.ICE-L

ZHANGXin1,QIXiao-qing2,MIAOJin-lai2,3,ZHENGZhou2,3

(1.SchoolofBasicMedicine,QingdaoUniversity,Qingdao266061,China;

2.FirstInstituteofOceanography,MNR,Qingdao266061,China;

3.LaboratoryforMarineDrugsandBioproducts,PilotNationalLaboratoryfor
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Abstract:RegulationofsalinityoncellmembranefluidityandfattyaciddesaturasesgeneinAntarcticice
algaeChlamydomonassp.ICE-Lisstudied.Underhighsaltconditionsthefluidityofcellmembranein
AntarcticicealgeaChlamydomonas.sp.ICE-Ldoesnotchangesignificantly.Fattyacidanalysisshowsthat
C20∶5,C20∶3andC18∶3arethethreemainunsaturatedfattyacidsinthecellmembraneandthecon-
tentoftotalunsaturatedfattyacidsincreasewiththeincreaseofsalinity.Theresultsofreal-timePCRindi-
catethatunderhighsaltstress,theexpressionoffattyaciddesaturasesgeneΔ9CiFADincreasesrapidly
andtheregulationoftheexpressionsofΔ12CiFAD andΔ6CiFAD aredelayed.Theexpressionof
ω3CiFAD1increasesinahighsaltenvironment,whilethatofω3CiFAD2increasesinalowsaltenviron-
ment.Suchexpressionsofthefattyaciddesaturasesgeneareconsistentwiththechangetrendoffattyacid
compositionsofcellmembraneundersalinity.Itcanbeseenthatunderthehighsaltenvironment,Antarc-
ticicealgaecanincreasethecontentofmembranelipidunsaturatedfattyacidsbyincreasingtheexpression
offattyaciddesaturasesgene,bywhichthefluidityofcellmembraneisimprovedandthenormalphysio-
logicalfunctionsofAntarcticicealgaecanbemaintained.
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