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摘  要：【背景】三角褐指藻作为生物燃料潜在的生产者，在胁迫条件下能通过改变其甘油酯

组成来适应外部环境的变化，同时伴随着生物燃料原料甘油三酯(TAG)的积累，研究三角褐指

藻甘油酯对氮胁迫的响应机制有利于深入认识 TAG 的积累过程。【目的】通过分析三角褐指藻

在正常和氮胁迫条件下各类脂质含量及其脂肪酸成分的变化，揭示氮胁迫诱导积累的 TAG 酰

基主要来源，以及在胁迫前生成的各极性甘油酯脂肪酸的去向，从而为进一步认识三角褐指藻

对氮胁迫的响应机制提供新信息。【方法】利用高效薄层色谱结合气相色谱法分析三角褐指藻

在正常和氮胁迫条件下的脂肪酸及甘油酯组分的变化。【结果】三角褐指藻在氮胁迫条件下

TAG 含量增加至 57.8 mg/g 时，总甘油酯含量几乎不变，但各甘油酯含量变化差异很大，表现

为各极性脂含量显著降低。在此期间，各类甘油酯脂肪酸组成含量的变化表明，三角褐指藻 TAG

主要积累饱和及单不饱和脂肪酸，即 16:0 和 16:1n7，分别以从头合成及原有极性脂转化为主，

极性脂的部分二十碳五烯酸(EPA)作为酰基供体也向 TAG 发生了转化；此外组成极性脂的多不

饱和脂肪酸 16:2n4、16:3n4 及 EPA 分解导致其含量显著下降。【结论】当氮胁迫诱导的三角褐

指藻 TAG 含量为 57.8 mg/g 时，积累的 TAG 酰基中有 48%来自从头合成，52%来自极性脂转

化；而氮胁迫诱导所减少的极性脂酰基中有 54%转化成 TAG，46%发生了分解。 
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YANG Miao1,2,3  WANG Hai-Tao1  XUE Song1* 

(1. Marine Bioengineering Group, Dalian Institute of Chemical Physics, Chinese Academy of Sciences,  
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Abstract: [Background] Phaeodactylum tricornutum has emerged as a potential producer for 
biofuel feedstocks. Under stress conditions, the glycerolipids of P. tricornutum could be 
reconstructed to adapt to alterations of external environmental factors, concomitant with 
accumulation of triacylglycerols (TAGs), which can be converted to biofuels. Thus, mechanistic 
studies of glycerolipid remodeling in P. tricornutum under nitrogen stress are essential for 
deciphering mechanism of TAG biosynthesis and accumulation. [Objective] In order to confirm the 
origin of the accumulated acyl groups of TAG and the fate of the decreased acyl groups of multiple 
polar lipids, the alterations of fatty acids and glycerolipid components were studied in detail for P. 
tricornutum under nitrogen repletion and depletion conditions, which could provide insights into the 
response mechanism of glycerolipid of this alga subjected to nitrogen stress. [Methods] The fatty 
acids and glycerolipid components were determined qualitatively and quantitatively for P. 
tricornutum using high performance thin layer chromatography coupled with gas chromatography. 
[Results] Although the total content of glycerolipids remained unaltered under both nitrogen 
repletion and depletion conditions in P. tricornutum, the content of the individual glycerolipid class 
and the respective fatty acyl compositions varied notably. A prominent decrease in content of each 
polar glycerolipid was observed, accompanied by an increase in TAG amount, up to 57.8 mg/g, in 
stress-induced P. tricornutum. Based on variations of the contents of the fatty acyl groups comprising 
those glycerolipids, it was concluded that the lipid remodeling took place in multiple pathways. First, 
the saturated and monounsaturated fatty acids of TAG were significantly produced. In particular, a 
majority of 16:0 was concentrated into TAG through the de novo synthesis pathway and most of 
16:1n7 was assembled into TAG through turnover of polar glycerolipids. In addition, a portion of 
EPA derived from polar glycerolipids were recycled into TAG as an acyl donor. Second, the 
polyunsaturated fatty acids degraded at expense of notable reductions of polar lipid components, i.e., 
16:2n4, 16:3n4 and EPA. [Conclusion] When the TAG of nitrogen-deprived P. tricornutum 
accumulated up to 57.8 mg/g, the accumulated acyl groups of TAG derived from both the de novo 
synthesis pathway and the polar lipid turnover pathway and the contributions of each pathway were 
48% and 52%, respectively. In addition, there were 54% of the decreased acyl groups of polar lipids 
to be incorporated into TAG and the other 46% of those entered into degradation reactions in P. 
tricornutum under nitrogen stress. 

Keywords: Phaeodactylum tricornutum, Nitrogen stress, Glycerolipid, Triacylglycerol (TAG), Fatty acid 

 

硅藻广泛分布于各种海洋与淡水环境中，包括

250 个以上的属，种类多达 10 万种，这使得硅藻成为

继被子植物之后生物多样性最高的光合生物[1]。作

为最重要的单细胞光合真核生物，硅藻固碳能力

高，对自然环境适应能力强，其生物量相当于 40%

的海洋初级生产力，同时相当于 20%的全球初级生

产力，具有重要的生态学作用[2]。硅藻起源于十亿年

前发生于红藻及异养真核生物之间的二次内共生[3]。

硅藻基因组表明其具有完整的尿素循环，而尿素循

环只存在于后生动物和硅藻这两类真核生物中[4-5]。
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尿素循环参与氮的再利用并将细胞代谢产生的碳

返回至中心代谢[6-7]。氮元素还能参与生物大分子如

蛋白质、核酸及含氮脂质的合成，从而促进生物的

生长发育[7]。研究氮代谢将有利于认识海洋硅藻碳

代谢的调节过程，并为硅藻对海洋环境的适应机制

研究提供理论基础[8]。 

硅藻的模式生物三角褐指藻 (Phaeodactylum 

tricornutum Bohlin)具有 3 种形态，包括梭形、卵圆

形及三叉形[9]，其基因组已完成测序[5]。三角褐指

藻富含二十碳五烯酸(EPA)[10]及岩藻黄素[11]，是重

要的水产饵料[12]。在胁迫条件下三角褐指藻油脂含

量高，是潜在的生物燃料原料生产者[13]，因此具有

重要的研究价值。在适宜生长条件下，真核微藻光

合固碳的 40%用于合成蛋白质[14]，其碳骨架主要由

TCA 循环供应。氮有效性的降低会减少 TCA 循环

的代谢物，从而使 TCA 循环的碳来源——乙酰辅酶

A 转向脂肪酸的合成[15]。氮胁迫能降低藻细胞蛋

白质含量并促进以甘油三酯(TAG)为主的储存脂

质的增加[16]。最近关于三角褐指藻的研究表明，

氮胁迫[17]、碱性 pH 胁迫、碳酸氢盐添加[18]及有机

酸添加[19]对其脂质代谢具有非常显著且复杂的影

响，近些年来备受关注[20]。 

微藻脂质组以甘油酯为主[21]，而在正常生长条

件下微藻甘油酯以极性甘油酯为主，包括糖脂、磷

脂及甜菜碱脂[22]。糖脂是叶绿体膜结构的主要组

分，主要分布于叶绿体膜结构如类囊体及被膜上，

包括单半乳糖甘油二酯(MGDG)、双半乳糖甘油二

酯(DGDG)及硫代异鼠李糖甘油二酯(SQDG)。构

成多种膜结构组分及作为脂质代谢中间产物的极

性脂，主要分布于叶绿体外的膜结构如线粒体、

微粒体(Microbody)、内质网上，包括磷脂酰胆碱

(PC)、磷脂酰乙醇胺(PE)及甜菜碱脂[1,2-二酰基甘     

油-O-4′-(N,N,N-三甲基)高丝氨酸(DGTS)、二酰甘油

羟甲基三甲基-β-丙氨酸(DGTA)与 1,2-二酰基甘   

油-3-O-羧羟甲基胆碱(DGCC)]，此外磷脂酰甘油

(PG)主要分布于光合膜结构中[23]。在正常富营养条

件下，微藻只含有微量中性脂，这些中性脂以 TAG

为主，TAG 是能量及碳储存化合物[24]。 

在胁迫诱导条件下，微藻脂质的主要特征通常

表现为 TAG 的大量积累，同时伴随着极性脂的分

解或转化，其酰基组成会发生很大的变化，这些特

征表明微藻的甘油酯组发生了重组，从而适应其外

部环境条件的变化[25-26]。目前关于微藻甘油酯组对

胁迫条件尤其是营养盐胁迫的响应机制研究主要

集中于莱茵衣藻、微拟球藻及小球藻等藻种[27-28]，

而关于三角褐指藻对氮胁迫的响应多集中于转录

组及蛋白质组水平上的 TAG 积累及其调控机制研

究[7,29-31]，还包括 TAG 积累的动态变化研究[32-33]，

但是目前关于三角褐指藻甘油酯尤其是极性脂对

氮胁迫的响应研究报道还很少[9,34]。 

高效薄层色谱作为高效分离脂质的经典方法

能同时分离多种组分，分离后可结合质谱或气相色

谱进行进一步定性定量分析[35-36]。本文利用高效薄

层色谱结合气相色谱法比较分析了三角褐指藻在

正常及氮胁迫条件下的脂肪酸及甘油酯组分的变

化规律，阐明了三角褐指藻所积累 TAG 脂肪酸的

主要来源及在胁迫前生成的各极性甘油酯脂肪酸

的去向，从而为进一步认识三角褐指藻对氮胁迫的

响应机制提供新信息。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂和仪器 

氯仿、甲醇(CH3OH)、磷酸(H3PO4)、展开剂

正己烷、乙醚、乙酸、丙酮和甲苯均为分析纯试

剂，天津市科密欧化学试剂有限公司；萃取剂正

己烷为色谱纯试剂，德国默克集团；十七烷酸甘

油 三 酯 (Glyceryl triheptadecanoate) 和 樱 草 黄

(Primuline)，美国西格玛奥德里奇公司；玻璃纤维

滤膜(直径 47 mm)，Whatman GF/C 公司；薄层色

谱硅胶板(TLC，Silica gel 60 F254，Alumium sheets 

0.20 mm)，德国默克集团。照度计，德国 Gigahertz 

Optik；分光光度计，日本 Jasco 公司；叶绿素荧

光仪，德国 WALZ 公司；气相色谱，美国安捷伦
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科技有限公司。 

1.2  藻种及培养条件 

三角褐指藻获赠于辽宁省海洋水产科学研究院

刘卫东研究员，培养基为 3×f/2[37]，海水经 0.22 μm 滤

膜过滤后高温高压灭菌(1×105 Pa，15 min)，冷却至室

温后待用。三角褐指藻在 3 L 摇瓶中静置培养，每天

手动摇瓶 3 次，光周期设置为 14 h 光照:10 h 黑暗，

通过照度计测定光照强度为 100 μmol/(m2·s)。藻细胞

经 3×f/2 富氮培养 4 d 至指数生长期，4 000 r/min

离心 5 min 收集藻细胞，并用无氮 3×f/2 培养基重

悬清洗藻细胞，重复离心(4 000 r/min，5 min)后用

无氮 3×f/2 培养基将藻细胞再次重悬，利用分光光

度计测定藻液在波长 680 nm 下的光密度值，将初

始接种光密度值调节为 0.245，接种体积为 1.5 L，

在上述培养条件下继续缺氮培养 3 d 后收获。根据

Maxwell 等[38]方法，通过叶绿素荧光仪测定藻细胞

的最大 PS II 光量子产率 Fv/Fm 及实际 PS II 光量子

产率 φPSII。 

在缺氮培养的第 0 天和第 3 天分别通过离心         

(4 000 r/min，5 min)收集一定体积的新鲜藻细胞，用

液氮冷冻后保存于−80 °C 待用；同时将 20 mL 藻液

滤过预称重的玻璃纤维滤膜，于 60 °C 下烘干至恒

重，根据该滤膜在抽滤藻细胞前后的质量差来计算

上述一定体积藻细胞的干重。 

1.3  脂质提取 

将保存于−80 °C 的新鲜藻泥(细胞干重约 20 mg)

取出后立即加入 400 μL 的氯仿:甲醇:甲酸(2:1:0.1，

体积比)，振荡 30 s，加入 200 μL 0.2 mol/L H3PO4

和 1 mol/L KCl，再振荡 30 s 后离心(12 000 r/min，

2 min)分层[39]，共提取 3 次。 

1.4  高效薄层色谱分离脂质 

将下层有机相中已溶解的脂质均匀点分布在

10 cm×10 cm 薄层色谱硅胶板上，待氯仿挥干后在

展析缸中展开，中性脂(以 TAG 为主)展开剂为正己

烷:乙醚:乙酸(85:15:1，体积比)，极性脂(糖脂及磷

脂)展开剂为丙酮:甲苯:水(91:30:7，体积比)，待展

开至距离上端约 1 cm 时取出 TLC 板，待 TLC 板溶

剂挥干后进行显色。显色剂为 0.05%樱草黄(溶剂

为 20%水和 80%丙酮)，利用薄层色谱显色喷雾瓶

喷板，紫外灯 365 nm 下观察，并将相应脂质条带

刮下。 

1.5  转酯化和气相色谱分析 

将脂质转移至 10 mL 圆底烧瓶中，加入 5 mL 

2% H2SO4-CH3OH (体积百分数)，于 70 °C 油浴中

混合磁力搅拌 1 h，待冷却至室温后加入 2 mL 正己

烷及 0.75 mL 去离子水，混合 30 s 后将上层含有脂

肪酸甲酯的正己烷转至 2 mL 色谱瓶中进行气相色

谱分析，其中十七烷酸甘油三酯为内标[40]，此外可

根据需要用高纯 N2 对正己烷萃取液进行浓缩。各

类甘油酯或各种脂肪酸含量表示为每克藻细胞干

重中所含脂酰基的毫克数。 

2  结果与分析 

2.1  氮胁迫对三角褐指藻生长及光合活性的影响 

如表 1 所示，氮胁迫 3 d 后三角褐指藻的光密

度值 OD680 较富氮条件降低 29%，最大 PS II 光量

子产率 Fv/Fm 降低 9%，而实际 PS II 光量子产率

φPSII 则降低 27%。由此表明，三角褐指藻经氮胁

迫诱导后细胞分裂速率显著降低，其光合活性也显

著下降。此外 Fv/Fm 的低幅度降低也表明了三角褐

指藻仍处于早期氮胁迫阶段。 

 
表 1  氮胁迫对三角褐指藻生长及光合活性的影响 
Table 1  The growth performance and photosynthetic 
activity of P. tricornutum in response to nitrogen stress 

Growth condition OD680 Fv/Fm φPSII 

N+ 0.637±0.047* 0.768±0.006* 0.465±0.010*

N− 0.451±0.008 0.697±0.004 0.341±0.007

注：N+：富营养培养条件；N−：缺氮培养条件. 所有数值表示

为 3 个生物学重复的平均值±标准偏差. *：同一列数据之间差异

显著(P<0.05). 

Note: N+: The nitrogen repletion condition; N−: The nitrogen 
depletion condition. Data were all expressed as average of 3 biological 
replicates±SD. *: Statistical significant differences—one-way analysis 
of variance (ANOVA), P-value<0.05. 
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2.2  氮胁迫下三角褐指藻各甘油酯及其脂肪酸

组成的变化 

氮胁迫后总甘油酯含量不变，但各甘油酯的含

量变化显著。糖脂含量减少 61%，其中 MGDG、

DGDG 及 SQDG 含量分别减少 78%、28%、43%，

磷脂(PL)含量减少 63%，TAG 含量增加 6 倍(图 1)。 

氮胁迫后各类甘油酯的脂肪酸含量变化差异

非常大。如图 2 所示，MGDG 的主要脂肪酸为

16:1n7、16:3n4 及 EPA，占 MGDG 总脂肪酸含量的

80%以上，各脂肪酸在氮胁迫后变化差异显著。

MGDG 的 饱 和 脂 肪 酸 (SFA) 及 单 不 饱 和 脂 肪 酸

(MUFA)中 16:0 及 16:1n7 分别下降了 39%及 84%，

多不饱和脂肪酸(PUFA)中 16:2n4、16:3n4 及 EPA

分别下降了 91%、72%、78%。DGDG 的主要脂肪

酸为 16:1n7 及 EPA，占 DGDG 总脂肪酸含量的 70%

以上。DGDG 中 16:2n4、EPA 及二十二碳六烯酸

(DHA)含量变化差异显著，16:2n4 及 EPA 含量均下

降 40%以上，DHA 几乎下降 100%。SQDG 的脂肪

酸以 SFA 及 MUFA 为主，包括 14:0、16:0 及 16:1n7，

占 SQDG 总脂肪酸含量的 80%以上，氮胁迫后 3 种

脂肪酸含量变化显著，分别下降 41%、33%、53%。

PL 的主要脂肪酸为 16:0、16:1n7 及 EPA，占 PL 总

脂肪酸含量的 65%以上，氮胁迫后 3 种脂肪酸含量

变化显著，分别下降 50%、82%、50%。如图 3 所

示，TAG 的主要脂肪酸为 16:0 及 16:1n7，占 TAG

总脂肪酸比例由 57%提高至 81%，氮胁迫后二者含

量均增加了 9 倍。其中 TAG 的 PUFA 包括 16:2n4

及 EPA，16:2n4 含量几乎不变，而 EPA 的含量增加

了 5 倍，但二者的组成比例之和却由 18%下降至 6%。 

2.3  氮胁迫下三角褐指藻各脂肪酸含量的变化 

氮胁迫后总脂肪酸含量几乎不变，但各脂肪酸

含量在氮胁迫前后变化差异很大，如图 4 所示，表

现为 SFA 及 MUFA 含量的显著增加，而 PUFA 含

量的显著降低。其中除 18:0 和 18:1n7 外，SFA 和

MUFA 包括 14:0、16:0、16:1n7 和 18:1n9 含量均显

著增加，14:0 和 16:1n7 含量分别增加 44%和 22%，

16:0 和 18:1n9 含量分别增加 1.5 倍和 1.0 倍。此外，

PUFA 中 16:2n4、16:3n4、18:2n6、EPA 和 DHA 含

量均显著下降，分别下降 66%、67%、56%、49%

和 65%。 

 

 
 

图 1  氮胁迫对三角褐指藻甘油酯含量的影响 
Figure 1  The glycerolipid phenotypes of P. tricornutum in response to nitrogen starvation 
注：A：氮胁迫对三角褐指藻糖脂、极性脂及甘油酯含量的影响；B：氮胁迫对各种甘油酯含量的影响. N+：富营养培养条件；N−：

缺氮培养条件. 所有数值表示为 3 个生物学重复的平均值±标准偏差. *：同一列数据之间差异显著(P<0.05). PL：磷脂. 

Note: A: Effects of nitrogen stress on contents of glycolipid, polar lipid and glycerolipid in P. tricornutum; B: Effects of nitrogen stress on 
contents of the individual glycerolipid in P. tricornutum. N+: Nitrogen repletion condition; N−: Nitrogen depletion condition. Data were all 
expressed as average of 3 biological replicates±SD. *: Statistical significant differences—one-way analysis of variance (ANOVA), 
P-value<0.05. PL: Phospholipid. 
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图 2  氮胁迫对三角褐指藻各极性脂脂肪酸含量的影响 
Figure 2  The polar lipid phenotypes of P. tricornutum in response to nitrogen stress 
注：A：氮胁迫对三角褐指藻 MGDG 脂肪酸含量的影响；B：氮胁迫对三角褐指藻 DGDG 脂肪酸含量的影响；C：氮胁迫对三角褐

指藻 SQDG 脂肪酸含量的影响；D：氮胁迫对三角褐指藻 PL 脂肪酸含量的影响. N+：富营养培养条件；N−：缺氮培养条件. 所有数

值表示为 3 个生物学重复的平均值±标准偏差. *：同一列数据之间差异显著(P<0.05). 

Note: A: Effects of nitrogen starvation on the fatty acid contents of MGDG in P. cornutum; B: Effects of nitrogen stress on the fatty acid 
contents of DGDG in P. cornutum; C: Effects of nitrogen stress on the fatty acid contents of SQDG in P. cornutum; D: Effects of nitrogen 
stress on the fatty acid contents of phospholipid in P. cornutum. N+: Nitrogen repletion condition; N−: Nitrogen depletion condition. Data 
were all expressed as average of 3 biological replicates±SD. *: Statistical significant differences—one-way analysis of variance (ANOVA), 
P-value<0.05. 
 

氮 胁 迫 后 ， 藻 细 胞 中 16:0 总 含 量 增 加 了 

14.15 mg/g，而 TAG 中 16:0 增加了 16.83 mg/g，所

有极性脂的 16:0 含量只减少了 2.68 mg/g，其中除

DGDG 中 16:0 含量变化不显著外，MGDG、SQDG

和 PL 的 16:0 含量变化均显著，分别减少 0.35、0.98

和 1.46 mg/g。氮胁迫后，藻细胞中 16:1n7 总含量增

加了 6.4 mg/g，而 TAG 中 16:1n7 增加了 25.47 mg/g，

所有极性脂的 16:1n7 含量减少了 19.07 mg/g，其

中除 DGDG 中 16:1n7 含量变化不显著外，MGDG、

SQDG 和 PL 中 16:1n7 含量分别减少 9.03、2.07

和 7.54 mg/g，这些结果与 16:0 类似。氮胁迫后，

藻细胞中 EPA 总含量减少了 9.86 mg/g，而 TAG

中 EPA 增加了 2.3 mg/g，极性脂中 EPA 含量减少

了 12.16 mg/g，其中除 SQDG 中 EPA 含量变化不显

著外，MGDG、DGDG 和 PL 中 EPA 含量均显著减

少，分别减少 7.63、1.15 和 3.14 mg/g，这与上述

16:0 及 16:1n7 均不同。氮胁迫后，藻细胞中 DHA

总含量减少了 1.24 mg/g，只有极性脂中 DGDG 和

PL 的 DHA 含量显著降低，分别减少 0.24 mg/g 和

0.99 mg/g，而 TAG 中并无 DHA 的积累。  
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图 3  氮胁迫对三角褐指藻 TAG 含量的影响 
Figure 3  The TAG phenotypes of P. tricornutum in 
response to nitrogen stress 
注：N+：富营养培养条件；N−：缺氮培养条件. 所有数值表示

为 3 个生物学重复的平均值±标准偏差. *：同一列数据之间差异

显著(P<0.05). 

Note: N+: Nitrogen repletion condition; N−: Nitrogen depletion 
condition. Data were all expressed as average of 3 biological 
replicates±SD. *: Statistical significant differences—one-way 
analysis of variance (ANOVA), P-value<0.05.  
 
 

 
 
 

图 4  氮胁迫对三角褐指藻各脂肪酸含量的影响 
Figure 4  The fatty acid phenotypes of P. tricornutum in 
response to nitrogen stress 
注：N+：富营养培养条件；N−：缺氮培养条件. 所有数值表示

为 3 个生物学重复的平均值±标准偏差. *：同一列数据之间差异

显著(P<0.05). 

Note: N+: Nitrogen repletion condition; N−: Nitrogen depletion 
condition. Data were all expressed as average of 3 biological 
replicates±SD. *: Statistical significant differences—one-way 
analysis of variance (ANOVA), P-value<0.05.  
 

3  讨论 

藻类脂质代谢包括从头合成途径、转化途径和

亚细胞区室之间的脂质运输途径，这些途径在环境

条件发生改变时需要进行严格调控才能达到脂质

内稳态并保证亚细胞膜结构的稳定性[41]。不同种类

微藻的脂质代谢在很多方面都不同，这也表明了藻

类种属在进化上的高度多样性。 

目前关于环境条件改变对微藻脂肪酸组成影

响的研究已有大量报道，这些研究表明氮、磷、硅、

硫、温度、盐度、光照强度等条件发生改变时脂肪

酸的组成会发生改变[9,25,27,42-44]。研究表明环境条件

改变也能使微藻每种脂质的含量发生改变，通常极

性脂含量会大幅下降，同时伴随着储存脂质 TAG

的大量积累。长期以来，TAG 被认为是藻类、植物、

酵母及动物中主要的碳源及能源[45]。但是最近酵母

及哺乳动物细胞的研究表明，TAG 代谢可能在脂质

内稳态中起重要作用，能为细胞周期进程提供重要

代谢产物[46]。此外，在莱茵衣藻中，氮胁迫诱导的

TAG 强化积累来源包括糖脂的转化[47]和从头合成

途径[43]，但目前三角褐指藻甘油酯对氮胁迫的具体

响应研究并不多。 

Abida 等[9]的研究表明在氮胁迫条件下三角褐指

藻的 MGDG 和 PG 含量显著下降，其他极性脂含量

保持不变，TAG 含量显著增加。而本文中三角褐指

藻的所有极性脂含量均显著下降，与 Abida 等[9]研究

结果不同，可能是由于藻株自然特性及培养条件不

同所致，包括培养体积、培养方式、光照强度、培

养基等，可见三角褐指藻的甘油酯尤其是极性脂在

不同的培养条件下对氮胁迫的响应是不同的。在本

文中，氮胁迫诱导的三角褐指藻并无脂质净积累，

但其脂质组分之间已发生重组，具体表现为 TAG 显

著积累而极性脂水平显著降低。极性膜脂对氮胁迫

的响应主要表现为以 MGDG 为主的选择性分解，使

得 DGDG/MGDG 的比率从 0.3 增加至 0.8 (由图 1 计

算得出)，这与莱茵衣藻的膜脂适应结果一致，表现

为非双层形成脂质 DGDG 与双层形成脂质 MGDG

的比率在胁迫诱导后增加[25]。因此，甘油酯头部基
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团的交换是三角褐指藻适应氮胁迫的机制之一。 

3.1  氮胁迫后三角褐指藻 TAG 的酰基来源——从

头合成和极性脂转化 

氮胁迫期间脂肪酸从头合成对 TAG 积累非常

重要[48]，研究表明将脂肪酸合成抑制剂浅蓝菌素

(一种 β-酮类-酰基-ACP 合成酶的特异性抑制剂)，

添加至莱茵衣藻细胞培养液中能抑制 TAG 积累，

TAG 含量较氮胁迫 2 d 的对照组细胞少合成 80%，

因此表明了脂肪酸从头合成对 TAG 合成的贡献[43]。

外源供应的乙酸盐能进一步促进氮胁迫处理藻细

胞的脂质积累，这也证明了脂肪酸合成对 TAG 合

成的重要作用[49]。从膜脂循环的酰基链也被认为对

TAG 合成有贡献，因为主要膜脂组分减少与 TAG

积累同时发生[50]。酰基链从一种脂质转移至另一种

脂质能通过两种方式实现：通过酰基转移酶实现如

CrPDAT 和 CrDGAT，或者是通过脂酶(如 PGD)水

解一种脂质(如 MGDG)释放出游离脂肪酸后再活化

成酰基-CoA 或酰基-ACP。转酰基途径对脂质合成

的贡献作用已通过 CrPDAT 和 CrDGAT 的研究得到

证实[51-52]。最近通过从莱茵衣藻中分离一株半乳糖

脂酶合成缺陷诱变株 pgd1 证明了酯酶 PGD1 能特

异性水解脂膜 MGDG 的 sn-1 位脂酰基 18:1n9，同

时释放的酰基以 18:1n9-CoA 或 18:1n9-ACP 形式进

一步参与 TAG 的合成[49]。总之，这些证据表明氮

胁迫下合成的 TAG 大部分来源于从头合成途径，

部分来源于膜脂酰基链的转化。但是这两种途径各

自的贡献率通常取决于培养条件(自养或兼养)或胁

迫类型(光照、温度或营养盐等)。 

在植物和微藻中，脂肪酸的合成发生在叶绿体

内，新合成的脂肪酸大多是饱和或单不饱和的，如

16:0、18:0、18:1 等[48]。这些脂肪酸能通过生成极

性脂在去饱和酶作用下生成 PUFA，而去饱和酶不

会以 TAG 为底物，说明 TAG 中积累的 PUFA 来自

于极性脂的转化[44]，因此可以通过 TAG 中积累的

SFA 和 MUFA 含量来估计氮胁迫后从头合成途径

对 TAG 合成的贡献度，而 TAG 中积累的 PUFA 含

量则可以用来估计氮胁迫后各极性脂的酰基转化

作用对 TAG 合成所做的贡献。在本文中，氮胁迫

后藻细胞 TAG 增加的 16:0 大部分为从头合成，还

有部分来自原有极性脂(表 2)，通过原有各极性脂中

16:0 的减少量推算出其对 TAG 转化作用的贡献度

大小为 PL>SQDG>MGDG。由图 4 计算出 TAG 积累

的 16:0 从头合成比例为 84%，只有 16%为原有极性

脂的转化作用。同样地，原有各极性脂中 16:1n7 对

TAG 转化作用的贡献度大小为 MGDG>PL>SQDG，

TAG 中积累的 16:1n7 只有 25%来自从头合成作用，

而极性脂的转化贡献度则高达 75%。另外，TAG 中

增加的 EPA 全部来自于极性脂的转化，而藻细胞中

所有极性脂减少的总 EPA 含量中只有 19%用于转

化成 TAG (由图 4 计算得出)，这部分 EPA 向 TAG

的流动可用于消耗藻细胞因氮胁迫诱导积累的多

余电子、NAD(P)H 及 ATP，从而保护细胞免受氧化

损伤，而原有极性脂中减少的其余 EPA 则发生了分

解作用。TAG 中 EPA 占藻细胞总 EPA 的百分比由

2%升高至 27%，这也说明了极性脂中 EPA 向 TAG

的流动或转化作用。有趣的是，藻细胞 TAG 中并

无 DHA 积累，这与 Popko 等[34]研究结果一致，说

明藻细胞中减少的 DHA 全部发生了分解。DHA 及

EPA 在应对环境胁迫因子氮胁迫时的响应结果不

同，说明这两种 PUFA 对胁迫条件的响应机制也不

同，而这也有待于进一步研究。 
 

表 2  氮胁迫条件下从头合成及极性脂转化对三角褐指

藻 TAG 合成的贡献作用 
Table 2  The contribution of de novo synthesis pathway 
and polar lipid recycling pathway to TAG biosynthesis in P. 
tricornutum under nitrogen stress 

脂肪酸

Fatty 
acid 

从头合成 

De novo synthesis 

极性脂转化 

Polar lipid recycling  

含量 

Content 
(mg/g) 

合成贡献度

Contribution 
(%) 

含量 

Content 
(mg/g) 

合成贡献度

Contribution 
(%) 

14:0 1.11 52 1.01 48 

16:0 14.15 84 2.68 16 

16:1n7 6.40 25 19.07 75 

18:1n9 1.90 100 0.00 0 

EPA 0.00 0 2.30 100 

Total 23.56 48 25.06 52 



1004 微生物学通报 Microbiol. China 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

综上所述，氮胁迫后三角褐指藻的 SFA (主要

是 16:0)在藻细胞总脂肪酸及 TAG 组成中显著增

加，而在极性脂中保持不变或显著减少，这些结果

支持了脂肪酸的从头合成及其向 TAG 合成的流动，

这与莱茵衣藻和微拟球藻的情况类似[44,53]。此外，

MUFA 16:1n7 在藻细胞总脂肪酸组成中的增加量要

显著低于 TAG 中的显著增加量，与之对应的是极

性脂中该脂肪酸含量的大幅下降，这说明了极性脂

中 16:1n7 向 TAG 中的流动，即极性脂的酰基转化

对 TAG 合成具有重要作用，这与莱茵衣藻中情况

类似[49]。由此可见，氮胁迫后三角褐指藻 TAG 合

成来源为从头合成及极性脂转化(表 2)，其各自贡献

度分别为 48%和 52%，约为 1:1，其中从头合成部分

主要来自于 16:0，极性脂转化部分主要来自 MGDG

和 PL 的 16:1n7，还包括一部分来自极性脂的 EPA。 

3.2  氮胁迫后极性脂中 PUFA 的去向 

微藻在多种胁迫条件下的一个重要响应特征

是极性脂含量降低，尤其是构成糖脂的 PUFA 水平

大幅下降[28,54]。研究表明这些降低的 PUFA 在胁迫

诱导下共有两个重要去向，一是作为酰基供体或是

甘油二酯骨架用于合成 TAG，发生膜脂转化作用[25]；

二是作为氧化作用的底物，发生了分解作用[28]。 

本文中，氮胁迫 3 d 使极性脂含量减少了 

46.5 mg/g (由图 1 计算得出)，其中 54%转化成了

TAG，46%进行了分解(由图 2 及图 3 计算得出)。

其中极性脂的 PUFA 含量减少了 59%，除少量 EPA

作为酰基供体转化成 TAG 外，大部分极性脂尤其

是糖脂 MGDG 中的 PUFA 如 16:2n4、16:3n4 及 EPA

在氮胁迫条件下都发生了分解作用。 

Légeret 等[25]研究表明，莱茵衣藻在短期热胁迫

内特异性多不饱和 MGDG sn1-18:3/sn2-16:4 能通过

一 种 未 经 鉴 定 的 酶 直 接 转 化 成 甘 油 二 酯 (DAG 

sn1-18:3/sn2-16:4) ， 再 转 化 成 多 不 饱 和 TAG 

sn1-18:3/sn2-16:4/sn3-18:3，TAG 的第 3 个脂肪酸来

源于 PE 或 DGTS，这些研究结果为多不饱和极性

脂通过甘油骨架或酰基向 TAG 的转化提供了证据。

本文中极性脂 MGDG、DGDG 和 PL 的酰基组分

EPA 也在氮胁迫诱导后通过这种酰基转化途径合成

了 TAG，这与 Popko 等[34]研究结果一致。因此在氮

胁迫下三角褐指藻中以 EPA 为主的 PUFA 从膜脂到

TAG 的流动也能成为其避免细胞自身发生脂质过

氧化的一个策略。 

此外本文中三角褐指藻以 16:2n4、16:3n4 和

EPA 为主的 PUFA 还发生了分解作用，三角褐指藻

这种 PUFA 种类的选择性分解导致氮胁迫下 SFA 的

组分增加，膜结构中 PUFA/SFA 的比率减小，说明

膜脂组成变化的适应性能在新环境条件下维持正确

的膜流动性，该现象称为内粘性适应(Homeoviscous 

adaptation)[25]，本研究结果表明这也是三角褐指藻

甘油酯应对氮胁迫的一种保守机制。 

微藻在氮胁迫下的甘油酯响应是一个动态变

化过程[32-33]，TAG 在积累的同时伴随着极性脂的合

成、分解与转化[9,33]，因此 TAG 的积累与极性脂的

变化密切相关；依据藻细胞脂肪酸相对丰度的变

化，TAG 的积累分为不同阶段[55]，表明极性脂对

TAG 积累的贡献度也逐渐变化。本文中三角褐指藻

氮胁迫 2 d 后最大 PS II 光量子产率 Fv/Fm 只降低了

9%，TAG 含量只有 57.8 mg/g，表明其处于早期氮

胁迫阶段，本研究结果突出了原有极性脂在早期氮

胁迫阶段中对 TAG 积累的重要贡献作用，其贡献

度达 52%。本文通过三角褐指藻甘油酯及其脂肪酸

含量的变化，定量研究了氮胁迫早期从头合成和原

有极性脂转化途径对 TAG 积累的各自贡献度，还

定量研究了氮胁迫早期大量减少的极性脂在 TAG

转化及分解途径中的分配去向，这些结果表明了氮

胁迫早期极性脂对 TAG 积累的重要性以及甘油酯

响应在维持脂质内稳态过程中所发挥的重要作用，

而目前的研究大多集中于高含量 TAG 的氮胁迫阶

段[31]或其积累的动态变化过程[32-33]，关于早期氮胁

迫时期内 TAG 合成来源及极性脂的响应研究并不

多，这将为氮胁迫不同时期内微藻甘油酯响应机制

的研究奠定基础。 
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4  结论 

综上所述，当氮胁迫诱导的三角褐指藻 TAG

含量为 57.8 mg/g 时，积累的 TAG 酰基中有 48%来

自从头合成，52%来自极性脂转化；而氮胁迫诱导

所减少的极性脂酰基中有 54%转化成 TAG，46%发

生了分解。三角褐指藻极性脂发生的重组作用，一

方面能促进 TAG 的合成，另一方面可通过保持一

定水平的 PUFA 来维持藻细胞的脂质内稳态，这些

对于生物柴油工业化生产及富含 PUFA 的营养食品

开发具有重要的生物学启示作用。此外，高效薄层

色谱结合气相色谱技术能为微藻甘油酯对环境变

化响应提供准确的定性定量信息，从而促进微藻脂

质代谢研究。 
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