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摘  要 

I 

摘  要 

天然虾青素作为 FDA 认可并推荐的食品营养组分，正逐渐受到青睐。目前天然虾

青素主要来源于自养培养的雨生红球藻，但其生长速度慢、细胞密度低等问题限制着

生产效率，导致虾青素价格昂贵、市场缺口巨大。佐夫色球藻（Chromochloris 

zofingiensis）可利用葡萄糖发酵生产虾青素，具有极大的工业化潜力，但其发酵细胞虾

青素含量仍有待提高。通常采用的非生物胁迫诱导虾青素积累的方式往往会导致氧化

应激和生长速度降低。植物激素作为一种化学诱导剂，可影响微藻生长、代谢和活性

氧水平，但对异养培养的佐夫色球藻的影响未知。高等植物中光调控转录因子 PIF 可

调控类胡萝卜素的合成，但其在微藻中的功能未被研究。本课题计划筛选可促进异养

佐夫色球藻虾青素积累的植物激素，并通过转录组分析调控机制，然后克隆并验证佐

夫色球藻中 PIF 基因的功能，最终阐明植物激素及相关转录因子对异养佐夫色球藻虾

青素积累的调控机制。 

研究结果显示，七种植物激素（生长素（IAA）、赤霉素（GA3）、细胞分裂素

（CK）、脱落酸（ABA）、水杨酸（SA）、油菜素内酯（BR）、胺鲜酯（DA-6））中，

SA 的添加能有效促进异养佐夫色球藻细胞的生长并提高虾青素和总脂肪酸（TFA）的

产量。佐夫色球藻在 50 μM、100 μM 和 500 μM 的 SA 诱导下，细胞数分别比对照组提

高 4.9%、11.4%和 13.5%，而干重的趋势却与细胞数相反，分别比对照组提高 25.3%、

23.5%、14.7%，说明较低浓度的 SA 更倾向于促进佐夫色球藻内含物的积累，而较高

浓度的 SA 更倾向于促进细胞分裂。进一步研究表明，在 100 μM 的 SA 处理下，佐夫

色球藻的虾青素和总脂肪酸产率最高，与对照相比分别提高 97.2%和 43%，而活性氧

（ROS）水平却降低了 62.8%，说明 ROS 的提高并非微藻次级代谢产物积累的必要因

素。 

比较转录组分析表明，差异表达基因（DEGs）有 3,505 个，对这些 DEGs 进行富

集分析，共富集到 20 种不同的通路，其中与脂肪酸代谢、碳和氮代谢及氨基酸代谢相

关的途径显著富集，表明 SA 会影响佐夫色球藻内蛋白质、脂质和淀粉的代谢，同时也

富集到了可能与活性氧有关的过氧化物酶体。此外，SA 对虾青素合成的促进作用是由

虾青素合成途径中 β-胡萝卜素-4-酮醇酶（BKT）的上调引起的，且通过下调超氧化物
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歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）及谷胱甘肽还原酶（GR）等抗氧化酶的表达，降

低胞内活性氧水平。加权基因共表达网络分析显示，ABC 转运蛋白和 gtf2b-like 转录因

子是潜在的关键调控因子。此外 SA 的添加可使 4 个具有螺旋-环-螺旋（bHLH）结构

的负调控转录因子 PIF 显著下调。说明这些转录因子可能在 SA 调控的虾青素积累过程

中起到重要作用。 

最后，本课题成功克隆出 PIF3 转录因子，该转录因子的基因编码区包含 1,188 个

核苷酸，编码 395 个氨基酸，具有 bHLH 和 ACT 两个保守结构域，可共同调控佐夫色

球藻的代谢过程。通过镍柱层析纯化及凝胶迁移率实验表明，PIF3 可直接与虾青素合

成关键基因八氢番茄红素合成酶（PSY）启动子上的 G-box 结合，调控虾青素的合成。 

综上，本研究在不引起活性氧水平升高的情况下，为促进异养佐夫色球藻的细胞

生长及虾青素的积累提供了一种可行的方法，且初步鉴定转录因子 PIF3 对虾青素合成

基因的潜在调控作用，为提高佐夫色球藻虾青素的合成提供理论基础及改造靶点。 

 

关键词 佐夫色球藻 虾青素  植物激素  水杨酸  转录因子 PIF3 
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Abstract 

Natural astaxanthin is gaining popularity as an FDA-approved and recommended 

nutritional component of food. Currently, natural astaxanthin is mainly derived from 

autotrophic cultured Haematococcus pluvialis, but its slow growth rate, low cell density and 

other problems limit the production efficiency, resulting in expensive astaxanthin and a huge 

market gap. Chromochloris zofingiensis can be used for the fermentation production of 

astaxanthin using glucose, which has great potential for industrialisation, but the astaxanthin 

content of its fermented cells still needs to be improved. The usual abiotic stresses employed 

to induce astaxanthin accumulation often result in oxidative stress and reduced growth rates. 

Phytohormones, as a type of chemical inducer, can affect microalgal growth, metabolism and 

reactive oxygen species levels, but the effect on heterotrophic cultivation of  C. zofingiensis is 

unknown. The light-regulated transcription factor PIF in higher plants regulates carotenoid 

synthesis, but its function in microalgae has not been investigated. This study plans to screen 

phytohormones that can promote astaxanthin accumulation in heterotrophic C. zofingiensis, 

elucidate the regulatory mechanisms through transcriptome analysis, and then clone and 

verify the function of the PIF gene in C. zofingiensis, so as to ultimately clarify the regulatory 

mechanisms of phytohormones and related transcription factors on astaxanthin accumulation 

in heterotrophic C. zofingiensis. 

The results of the study showed that among the seven phytohormones (indole-3-acetic 

acid (IAA), gibberellic acid (GA3), cytokinin (CK), abscisic acid (ABA), salicylic acid (SA), 

brassinosteroid (BR), and diethyl aminoethyl hexanoate (DA-6)), the addition of salicylic acid 

can effectively promote the growth of heterotrophic C. zofingiensis cells and increase the 

production of astaxanthin and total fatty acids (TFA). The cell number of C. zofingiensis 

induced by 50 μM, 100 μM and 500 μM salicylic acid increased by 4.9%, 11.4% and 13.5% 

compared with the control, whereas the trend of the dry weight was opposite to that of the cell 

number, which increased by 25.3%, 23.5% and 14.7%, respectively, compared with the 

control. This indicates that lower concentrations of salicylic acid tend to promote the 

accumulation of intracellular substances in C. zofingiensis, while higher concentrations of 

salicylic acid preferred to promote cell division. Further research revealed that under 

treatment with 100 μM salicylic acid, C. zofingiensis exhibited the highest astaxanthin and 
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total fatty acid productivity, which increased 97.2% and 43%, respectively, compared with the 

control, whereas the ROS level decreased by 62.8%, suggesting that the increase in ROS is 

not essential for the accumulation of microalgal secondary metabolites. 

Comparative transcriptome analysis indicated that there are 3,505 differentially expressed 

genes (DEGs). Enrichment analysis of these DEGs revealed enrichment in 20 different 

pathways, notably related to fatty acid metabolism, carbon and nitrogen metabolism, and 

amino acid metabolism, suggesting that salicylic acid may affect the metabolism of proteins, 

lipids, and starch in C. zofingiensis, while also enriching in peroxisomes possibly related to 

reactive oxygen species. Additionally, the promotion of astaxanthin synthesis by salicylic acid 

is attributed to the upregulation of β-carotene-4-ketolase (BKT) in the astaxanthin 

biosynthesis pathway, along with the downregulation of antioxidant enzymes such as 

superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione reductase (GR), leading to 

reduced intracellular levels of reactive oxygen species. Weighted gene co-expression network 

analysis revealed that ABC transporters and gtf2b-like transcription factors are potential key 

regulatory factors. In addition, the addition of salicylic acid can significantly downregulate 

four basic helix-loop-helix (bHLH) negative regulatory transcription factors PIF with a helix-

loop-helix structure. This suggests that these transcription factors may play an important role 

in the regulation of astaxanthin accumulation by salicylic acid. 

Finally, this study successfully cloned the PIF3 transcription factor, which contains 1,188 

nucleotides in the gene coding region, encoding 395 amino acids. It has two conserved 

domains, bHLH and ACT, which jointly regulate the metabolic processes of C. zofingiensis. 

Nickel column chromatography purification and gel mobility shift assay show that PIF3 can 

directly bind to the G-box on the promoter of the key gene phytoene synthase (PSY) involved 

in astaxanthin biosynthesis, regulating astaxanthin synthesis. 

In conclusion, this study provides a feasible method to promote cell growth and 

astaxanthin accumulation in heterotrophic C. zofingiensis without causing an increase in the 

level of reactive oxygen species, and preliminarily identifies the potential regulatory role of 

the transcription factor PIF3 on astaxanthin synthesis genes, which will provide a theoretical 

basis and a target for modification to improve astaxanthin synthesis in C. zofingiensis. 

 

Keywords Chromochloris zofingiensis  Astaxanthin  Phytohormones  Salicylic acid  

Transcription factor PIF3 
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第一章  绪论 

1.1  虾青素概述 

1.1.1  虾青素的化学结构 

虾青素，是一种萜烯类不饱和化合物，属于酮式类胡萝卜素，化学名为 3，3'-二羟

基-4，4'-二酮基-β，β'-胡萝卜素[1]。由共轭双键将四个异戊二烯单元连接，两端再连接

两个异戊二烯组成的六元环构成特殊的化学结构[2]。虾青素分子中的长共轭双键、羟基

和末端不饱和酮，构成 α-羟基酮。这些特殊的结构使虾青素具有活泼的电子效应，能

够与自由基进行复杂的电子交互。 

此外，虾青素有三种立体异构体，如图 1-1 所示，分别为：一对对映异构体（3R，

3'R-和 3S，3'S-虾青素）和一个光学上无活性的中性形式（3R，3'S-虾青素），其中， 

3S，3'S-虾青素是自然界中最丰富的异构体，此外，不同的生物体以不同的立体异构比

例产生虾青素[3,4]。合成虾青素的立体异构体包括 3S，3'S、3R，3'S、3R，3'R，以 1：

2：1 的比例生成[5]。 

 

 

图 1-1  虾青素的三种立体异构体 

Figure 1-1  Three stereoisomers of astaxanthin 

注： a 为左旋（3S，3'S）构型的虾青素；b 为右旋（3R，3'R）构型的虾青素；c 为内消 

旋（3S，3'R）构型的虾青素。 

 



河北大学硕士学位论文 

2 

1.1.2  虾青素的生物学功能 

虾青素是一种具有多种生物学功能的类胡萝卜素，其抗氧化活性是最主要的功能。

虾青素作为单线态氧的强淬灭剂，如图 1-2 所示，通过直接向自由基提供电子，清除自

由基，且其中心非极性区域含有共轭键，允许分子筛将自由基（高能电子）运输出细

胞内部并沿着其碳链，充当电子的“避雷针”，直到被细胞膜外的其他抗氧化剂（如维

生素 C）中和[6]。虾青素的抗氧化活性比其他类胡萝卜素（叶黄素、番茄红素、β-胡萝

卜素和 α-胡萝卜素）更显著[7]，使其在医药、制药和食品工业中被认为具有关键作用[8]。 

 

 

 

图 1-2  虾青素抗氧化机制图解 

Figure 1-2  Illustration of the antioxidant mechanism of astaxanthin 

 

虾青素除抗氧化功能外，还具有抗炎、抗癌、增强机体免疫及预防心脑血管疾病

等功能，这些功能均基于虾青素的抗氧化功能。虾青素的抗炎功能是通过抑制紫外线

诱导的炎症细胞因子释放，进而抑制角质细胞中炎症细胞因子的表达[9]。虾青素的抗癌

作用是通过抑制对细胞的氧化损伤来减少诱变和癌症发生，例如虾青素通过减少紫外

线 B（UVB）辐射引起的氧化 DNA 损伤，抑制多胺代谢，阻止细胞增殖和癌变的进程，
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降低皮肤鳞状细胞癌的发生[10]。虾青素还可避免免疫细胞因其细胞膜中丰富的多不饱

和脂肪酸（PUFA）而造成的自由基损伤，进而增强机体免疫力[11]。研究表明，虾青素

也可用作潜在的治疗剂来对抗动脉粥样硬化性心脑血管疾病[12]。实验结果显示，虾青

素在动物模型中对心肌缺血再灌注具有保护作用，能减小心肌梗死面积，并提高心肌

救助效果[13]。虾青素的这些功能使其广泛应用于功能性食品、医药、化妆品及饲料等

领域。 

1.1.3  虾青素的生产研究现状 

虾青素主要来源于天然提取和化学合成两种方式。化学合成的虾青素是三种异构

体的混合物，稳定性较差。而天然虾青素 95%以上以酯的形式存在，更好吸收，抗氧

化性能更好，越来越受到人们青睐[14]。 

天然提取的虾青素主要来源于酵母、海产废弃物及藻类等水生生物。其中酵母中

提取的虾青素含量低、以游离的 3R，3'R 形式存在[15]，抗氧化、抗衰老等生物活性低

于 3S，3'S 构型的虾青素[16]。且海产废弃物来源的虾青素杂质较多、含量低[17]。而微

藻中虾青素的含量明显高于酵母和海产废弃物[18,19]，因此目前市场上的天然虾青素主

要来源于微藻。其中雨生红球藻的虾青素含量最高可达干重的 4%，已应用于工业化生

产[20]，但它生长相对缓慢，生物量产量低，容易受到其他快速生长的生物体的污染[21–

23]，且虾青素的诱导和积累需要极高的光照，阻碍了其商业应用[24,25]。因此，天然虾

青素的价格（15,000 美元/公斤）远高于人工虾青素的价格（1,000 美元/公斤）[26]。 

研究发现佐夫色球藻作为天然虾青素最有潜力的生产者，其生长速度快，对污染

和不利环境的敏感性低，且可在葡萄糖为唯一碳源和能源的异养条件下积累虾青素，

被认为是大规模生产虾青素的潜在替代宿主[27,28]，但其虾青素含量还有待提高，因此

越来越多的研究致力于寻找促进佐夫色球藻虾青素积累的方法。目前利用佐夫色球藻

生产虾青素的相关研究在：培养条件、化学诱导剂对虾青素积累的影响[29,30]；廉价培

养基的利用、发酵和两步法培养等工程应用方面的尝试；组学手段培养条件、化学诱

导剂对虾青素积累的影响[31]探究虾青素积累机制[32–35]等方面取得了一定进展，但仍未

解决发酵细胞虾青素含量低这一最大瓶颈问题。 
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1.2  佐夫色球藻 

1.2.1  佐夫色球藻简述及生物学特征 

佐夫色球藻是一种绿色真核微藻，属于绿藻门、小球藻科，具有球形细胞，没有

鞭毛，以单细胞或群体形式存在[36]。其生命周期通常可分为生长、成熟和分裂三个阶

段，具有较强的环境适应性，能够在不同的光照、温度、盐度和营养条件下生长繁殖。

佐夫色球藻的组成受光照、温度、盐度、营养物质可用性等因素的调控，这些因素可

影响其生长速率和生产力。佐夫色球藻可在不同条件下积累大量有价值的类胡萝卜素

和脂质[37]，潜力巨大。以上特征使得它在生物技术、水产养殖和污水处理等领域具有

广泛的应用前景。 

1.2.2  佐夫色球藻的培养方式 

佐夫色球藻的培养方式主要包括自养、异养及混养。自养培养是指佐夫色球藻在

光照条件下，利用水、二氧化碳和无机盐等无机物质进行光合作用，合成用于生长和

生命活动的有机物。自养培养的优点是环境友好、成本低廉。但是，自养培养时的光

照强度、光照时间和温度等环境因素对佐夫色球藻的生长有很大影响，同时还需要提

供适宜的营养盐和微量元素[38]。异养培养是指佐夫色球藻在黑暗条件下，通过培养基

中的有机碳源（如葡萄糖、半乳糖等）进行生长和代谢。异养培养具有生长速度快、

生物量积累高等优点[39]。然而，异养培养需要使用有机碳源，成本相对较高，并且可

能产生环境污染。混养培养是一种结合了自养和异养两种培养方式的代谢机制。混养

培养的优点是可以同时利用光能和有机物质进行生产，从而提高佐夫色球藻的生长速

度和生物量积累。但是，混养培养也存在一些缺点，如需要同时控制光照、温度、营

养盐和有机碳源等多个因素，以确保佐夫色球藻的正常生长。 

佐夫色球藻的自养、异养及混养培养方式各有优缺点。在实际应用中，根据具体

需求和条件选择合适的培养方式。例如，在光照充足、成本较低的情况下，可以选择

自养培养；而为了获得天然虾青素时，通常采用异养培养，因为异养培养可以通过避

免光照不足导致的能量不足，实现更快的生长速度、更高的细胞密度和更短的发酵周

期[40]。为了保证佐夫色球藻的正常生长，无论采用哪种方式，都需要严格控制环境因

素和操作条件。 
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1.2.3  佐夫色球藻虾青素合成途径 

佐夫色球藻含有用于光合作用的叶绿素 a 和 b，并在其细胞内观察到初级和次级类

胡萝卜素，其中初级类胡萝卜素如叶黄素、玉米黄质和 β-胡萝卜素在叶绿体中积累。

相反，次级类胡萝卜素如虾青素、角黄素和金盏花黄质则在叶绿体外的脂质体中积累

[41]。次级类胡萝卜素的积累通常与胁迫条件有关，这些抗氧化类胡萝卜素可以保护藻

类细胞免受活性氧（ROS）和其他自由基的氧化损伤。在特定的胁迫条件下，如强光

和氮饥饿，佐夫色球藻主要产生次级类胡萝卜素，其中虾青素约占 70%[42]。 

如图 1-3 所示，佐夫色球藻虾青素的合成起始于异戊烯基焦磷酸（IPP）和二甲基

烯丙基焦磷酸（DMAPP），经甲基赤四醇 4-磷酸途径（MEP）合成，在香叶基香叶基

焦磷酸合酶（GGPPS）的作用下生成香叶基香叶基焦磷酸（GGPP）；再由关键限速酶

PSY 催化生成八氢番茄红素，经过八氢番茄红素去饱和酶（PDS）和 β-胡萝卜素去饱

和酶（ZDS）的催化作用，八氢番茄红素去饱和转变为番茄红素；生成的番茄红素在

番茄红素 β-环化酶（LCYb）的催化作用下，通过进一步化学转化生成 β-胡萝卜素；β-

胡萝卜素分别由 BKT 和 β-胡萝卜素羟化酶（crtZ）催化合成角黄素和玉米黄质；最后

分别在 crtZ 和 BKT 催化下生成虾青素[43]。 

 

 

 

图 1-3  佐夫色球藻中虾青素生物合成途径 

Figure 1-3  Pathway of astaxanthin biosynthesis in Chromochloris zofingiensis 
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1.2.4  佐夫色球藻的研究现状 

近年来，由于佐夫色球藻具备生长速度快、易于培养、能够在光自养、异养和混

养条件下稳定生长以实现高细胞密度[44]等优点，使其被认为是生产虾青素和生物柴油

最好的替代来源及最有前景的原料，得到业界广泛的关注[45]。并且佐夫色球藻遗传背

景清晰，在脂滴中可同时积累虾青素和三酰甘油（TAG），使其被视为一种新兴的模式

生物，是虾青素和脂肪酸代谢相关研究的优良载体[46]。 

目前对佐夫色球藻的研究，强调通过高密度培养技术达到最大的生物量产量，这

是大多数异养发酵技术的主要目的。但一般条件下，异养细胞中虾青素含量在细胞干

重的 0.2%以下，与其它微藻或其它营养模式相比，佐夫色球藻异养发酵下虾青素含量

仍有较大提升空间[47]。培养条件优化、非生物胁迫、添加诱导试剂等是常用的促进微

藻次级代谢物积累的方式，其中非生物胁迫是最常用的方式之一，包括高光、高盐、

缺氮、重金属胁迫等[48]。不同胁迫条件对佐夫色球藻虾青素和脂肪酸积累的影响及其

代谢机制已被充分研究。例如缺氮会影响生长，同时促进参与虾青素和脂肪酸合成途

径的关键酶 PSY、BKT 和乙酰辅酶 A 羧化酶（ACCase）的表达水平，增加虾青素和脂

肪酸的积累[49]。此外，活性氧水平的提高是胁迫的另一大特征，通常会使细胞产生氧

化应激反应，进而限制微藻细胞生长，导致目标产物积累效率降低而生产成本相对提

升，影响微藻产业的发展[50]。因此，研究人员一直在寻找不影响生长，不引起氧化损

伤，同时提高虾青素、脂肪酸等物质积累的办法。 

1.3  植物激素对微藻虾青素的影响 

1.3.1  植物激素 

植物激素是重要的信号分子，可通过自然产生和人工合成的方式获得[51]。它们可

以在极低浓度下诱导生理效应，并在植物生长发育和对环境应答等整个生命活动过程

中发挥调节作用[52]。1928 年温特证实了生长素的存在，是首个被证实存在的植物内源

激素，随后 1934 年郭葛等人从植物中分离出了生长素。此后，其他植物激素（赤霉素、

细胞分裂素、脱落酸、乙烯等）陆续被科学家们发现。尽管植物激素为简单的小分子

有机化合物，它们却有着非常复杂、多样的生理效应。例如，茉莉酸（JA）和乙烯

（ET）不仅可以协作调控植物的生长，并且能增强植物对腐生性真菌的耐受性。油菜

素内酯不仅可以调节细胞的伸长与分裂，还可以增强植物对环境压力的耐受性[53]。 
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1.3.2  植物激素对微藻虾青素合成的调控 

已有研究表明，高等植物的植物激素系统可能是从微藻代谢系统进化而来的[54]，

同时也记录了微藻中的激素活性[55]以及它们对外源植物激素补充剂的敏感性[56]。近年

来的研究揭示了植物激素如吲哚乙酸（IAA）、赤霉素（GA3）、茉莉酸甲酯（MJ）、茉

莉酸（JA）、脱落酸（ABA）和水杨酸（SA）等对微藻虾青素合成的影响[57–60]。植物

激素对微藻虾青素合成的影响是多方面的。植物激素可以诱导微藻细胞内与虾青素合

成相关的酶基因的表达，从而提高虾青素的合成。例如，SA 和 JA 可作为虾青素积累

过程中的分子信号，通过促进 PSY、PDS 和 ZDS 等基因的表达，增加雨生红球藻中虾

青素的合成[61]10。植物激素还可以通过调控相关代谢网络促进微藻虾青素的合成。例如，

Yu 等人[62]报道了 0.724 mM SA 可使雨生红球藻中虾青素增加 30%，并提出 SA 可能通

过触发糖酵解过程产生更多的类胡萝卜素前体来诱导虾青素的合成。 

可见植物激素可作为诱导剂促进微藻虾青素的合成，但植物激素在微藻培养中的

具体应用方式、浓度、时间等条件，以及不同激素之间的相互作用和机理，还需要进

一步的研究和探索。此外，植物激素对微藻的影响也受微藻种类及培养条件的影响。

在研究影响效果的同时，也需要探索其作用机理和最优应用条件，以实现其在微藻培

养中的最大效益。 

1.4  转录因子调控虾青素合成的研究进展 

1.4.1  PIF 转录因子的结构 

PIF 是 bHLH 超家族的成员，其有一个标志性的 bHLH 结构域，该结构域由两个不

同的区域组成：15 个氨基酸的碱性区域参与同目标 DNA 的结合、60 个氨基酸的

bHLH 区域参与二聚化。bHLH 因子通过其碱性区域与目标基因启动子区域中的顺式调

控元件结合来调控基因的表达。大多数 bHLH 与一种称为 E-box（50-CANNTG-30）的

顺式元件结合。根据中央两个核苷酸的不同，E-box 有不同的类型。PIF1、PIF3 和

PIF4 与一种称为 G-box（50-CACGTG-30）的 E-box 亚型特异性结合[63–65]。序列比对显

示，PIF 的 N 端区域有一个共同的保守序列基团，被称为活性光敏色素结合基序

（APB）。定点突变显示，所有 PIF 中共有的四个不变氨基酸残基（ELxxxxGQ）是

APB 基序的关键决定因素。这个基序是与具有生物活性的远红光吸收 Pfr 形式的光敏

色素 B（phyB）结合的充要条件[66]。PIF 转录因子作为 bHLH 转录因子家族的重要成
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员，通过其特定的结构域与 DNA 结合，并与其他蛋白互作，调控植物的生长发育和代

谢过程。特别是它们与光敏色素的相互作用，使得 PIF 转录因子在植物光信号转导网

络中扮演着关键角色。 

1.4.2  PIF 转录因子对类胡萝卜素合成的调控 

PIF 转录因子在植物中是一类关键的转录调控因子，主要与光敏色素互作来参与植

物的光信号转导过程。它们通过调控下游基因的表达，影响植物的生长、发育以及对

环境的响应。类胡萝卜素是一类重要的植物色素，不仅赋予植物鲜艳的颜色，还发挥

着抗氧化、保护植物免受光损伤等功能。近年来的研究表明，PIF 转录因子可参与到类

胡萝卜素合成的调控中，它通过与类胡萝卜素合成途径中关键酶基因的启动子结合，

直接调控这些基因的表达（如图 1-4 a 所示）。例如，PIF1 可直接结合到 PSY 基因的启

动子上抑制其编码，进而抑制拟南芥类胡萝卜素的积累[67]。 

此外，PIF 转录因子还可通过与其他转录因子或蛋白质互作，形成复杂的调控网络，

间接调控类胡萝卜素的合成。例如，PIF 转录因子可以与光敏色素互作，通过光信号转

导途径来调控类胡萝卜素的合成。如图 1-4 b 所示，在光照条件下，光敏色素可以抑制

PIF 转录因子的活性，从而促进类胡萝卜素的合成；而在黑暗条件下，PIF 转录因子的

活性增强，抑制类胡萝卜素的合成[68]。 

 

 

 

图 1-4  PIF 转录因子调控胡萝卜素合成简图 

Figure 1-4  Transcription factor PIF regulates the simplified diagram of carotenoid synthesis 
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总的来说，PIF 转录因子通过直接和间接的方式调控植物类胡萝卜素的合成，但对

微藻类胡萝卜素合成的影响还未被研究，由于高等植物的代谢机制研究一直是微藻领

域最重要的参考和借鉴，因此研究转录因子 PIF 对于佐夫色球藻虾青素积累的影响有

可能成为促进虾青素积累的新思路和方法。 

1.5  本文的研究目的、意义及主要研究内容 

1.5.1  研究目的及意义 

佐夫色球藻作为可同时生产虾青素和脂肪酸的新兴模式生物，其虾青素产量还有

待提高，而经常应用的通过非生物胁迫诱导佐夫色球藻虾青素积累的方式，往往伴随

着活性氧水平的提高，导致细胞产生氧化应激反应，进而限制藻细胞的生长，造成虾

青素积累效率偏低。目前已有研究证明，添加外源植物激素可缓解微藻非生物胁迫，

并促进一些次级代谢产物的积累。但关于植物激素在异养培养条件下，对佐夫色球藻

生长以及虾青素和脂肪酸合成的影响机制研究较少。 

佐夫色球藻虾青素合成的前体物质 IPP、DMAPP 以及合成途径中的关键限速酶

PSY 均存在于叶绿体等质体中。由于异养培养的佐夫色球藻处于黑暗条件下，没有光

照，不能进行光合作用，从而使细胞内叶绿体和叶绿素含量降低，导致虾青素合成前

体减少，最终影响虾青素的合成。研究表明，高等植物中转录因子 PIF 可以直接结合

至虾青素合成途径中 PSY 启动子的顺式作用元件上，进而负调控虾青素的合成。由于

佐夫色球藻的虾青素合成途径与高等植物相似，推测转录因子 PIF 在佐夫色球藻虾青

素合成过程中也会发挥作用，具体如何发挥功能还有待研究。 

本研究以佐夫色球藻为实验材料，对其进行异养培养。首先确定微藻中对虾青素

合成有影响的植物激素，并筛选对佐夫色球藻虾青素合成有促进作用的植物激素，然

后进一步测定各种生化指标，再通过转录组学分析具体调控机制。关于佐夫色球藻中

转录因子 PIF 的功能验证，首先克隆 PIF 基因，再对其进行表达与纯化，最后通过凝胶

迁移率实验验证其功能。以期为异养发酵生产虾青素的培养策略及藻种的分子生物学

改造提供理论指导。 

1.5.2  主要研究内容 

（1）植物激素对异养培养佐夫色球藻虾青素和脂肪酸含量的影响 

① 测定细胞数、干重、虾青素和脂肪酸含量，确定促进异养佐夫色球藻虾青素和
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脂肪酸合成最佳的植物激素。 

② 测定细胞数、干重及活性氧水平探究不同浓度的最佳植物激素对异养佐夫色球

藻生长及活性氧水平的影响。 

③ 测定虾青素及脂肪酸含量探究不同浓度的最佳植物激素对异养佐夫色球藻代谢

产物的影响。 

④ 通过比较转录组分析最佳植物激素处理下佐夫色球藻主要代谢通路中关键基因

的表达差异，以阐明选定植物激素对异养佐夫色球藻具体的影响机制。 

（2）佐夫色球藻中 PIF 转录因子的克隆及功能研究 

① 分析选定植物激素处理后 PIF 转录因子的表达水平，判断 PIF 是否会影响虾青

素积累。 

② 对佐夫色球藻中 PIF 基因序列及蛋白序列进行分析，进一步了解 PIF 转录因子。 

③ 对佐夫色球藻中的 PIF 转录因子进行克隆、蛋白表达及凝胶迁移率实验，探索

PIF 转录因子的功能。 

 

 

 

图 1-5  技术路线图 

Figure 1-5  Technical roadmap for experimental research 
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第二章  外源植物激素对佐夫色球藻生长及虾青素等次级代谢产

物合成的影响 

2.1  引言 

佐夫色球藻可同时生产虾青素和脂肪酸，具有可持续、环境友好的特点，成为研

究虾青素和脂肪酸时的理想选择，但虾青素和脂肪酸的含量有待提高。由于微藻自养

生长速率较慢，混养高密度培养时光照强度难以满足需求，因此异养发酵是更理想的

培养方式。研究者通常采用非生物胁迫的方式（如：高光、高盐、缺氮等）促进佐夫

色球藻次级代谢产物的合成和积累，但这种方式往往会导致藻细胞产生氧化应激，进

而影响藻细胞生长，导致目标代谢产物产率降低。已有研究表明，植物激素可影响微

藻的生长和代谢，且可缓解微藻的非生物胁迫。但对于异养佐夫色球藻生长及代谢产

物合成的影响还未被研究。 

本章节通过选定对微藻生长及代谢有影响的几种植物激素（生长素（IAA）、赤霉

素（GA3）、细胞分裂素（CK）、脱落酸（ABA）、水杨酸（SA）、油菜素内酯（BR）、

胺鲜酯（DA-6）），测定其对异养佐夫色球藻生长、虾青素和脂肪酸含量的影响，筛选

出对异养佐夫色球藻生长及代谢影响最佳的植物激素。 

2.2  材料与方法 

2.2.1  藻种获取及培养 

本研究所用的藻株为佐夫色球藻（C. zofingiensis（ATCC30412）），购自美国典型

培养物保藏中心（Rockville，MD，USA）。采用的培养基为 Kuhl 培养基，其包含 1.01 

g KNO3；0.62 g NaH2PO4·H2O；0.089 g Na2HPO4·2H2O；0.247 g MgSO4·7H2O；14.7 mg 

CaCl2·2H2O；6.95 mg FeSO4·7H2O；0.061 mg H3BO3；0.169 mg MnSO4·H2O；0.287 mg 

ZnSO4·7H2O；0.0025 mg CuSO4·5H2O；0.01235 mg (NH4)6Mo7O24·4H2O，经 121℃，20

分钟高温高压灭菌后可使用。 

将原始的细胞保存液以 10%的接种量接种于有 100 mL Kuhl 培养基的 250 mL 摇瓶

中进行培养，以 5.5 g/L 葡萄糖为碳源，设定温度为 25℃，转速为 150 rpm，避光培养

4 天。然后将活化好的藻种，按 10%的接种量转接至装有 100 mL 无菌培养基的锥形瓶
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中培养 4 天至对数生长期，作为种子液用于后续培养实验。 

将二级种子液按 10%的比例分别转接至不同的无菌培养基中，培养基含不同浓度

的七种植物激素，各植物激素的浓度设置如下：生长素（IAA）（45 μM、90 μM）；赤

霉素（GA3）（10 μM、19 μM）；细胞分裂素（CK）（2.3 μM、23 μM）；脱落酸（ABA）

（38 μM、90 μM）；水杨酸（SA）（100 μM、500 μM）；油菜素内酯（BR）（0.01 μM、

0.42 μM）；胺鲜酯（DA-6）（10 μM、100 μM）。每个处理组设置三组平行，25℃，150 

rpm，避光培养 3 天后，取样测定相关生化指标。 

2.2.2  实验试剂与仪器 

（1）实验试剂 

本章研究内容所涉及到的实验试剂见表 2-1。 

表 2-1  实验所用主要试剂 

Table 2-1  Reagents used in the experiment 

试剂名称 纯度等级 生产厂家 

葡萄糖 分析纯 科密欧 

硝酸钾 分析纯 Sigma 

磷酸二氢钠单水合物 分析纯   科密欧                     

磷酸氢二钠二水合物 分析纯 福辰化学 

七水硫酸镁 

二水氯化钙 

七水硫酸亚铁 

硼酸 

硫酸锰 

七水硫酸锌 

五水硫酸铜 

四水合钼酸铵 

生长素 

赤霉素 

细胞分裂素 

脱落酸 

水杨酸 

油菜素内酯 

胺鲜酯 

丙酮 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

色谱纯 

福辰化学 

福辰化学 

福辰化学 

福辰化学 

福辰化学 

福辰化学 

Rgent 

福辰化学 

阿拉丁 

阿拉丁 

阿拉丁 

酷来搏 

索莱宝 

麦克林 

麦克林 

科密欧 

甲苯 分析纯 科密欧 

甲醇 分析纯 科密欧 

硫酸 分析纯 大茂 

2,6-二叔丁基对甲酚 分析纯 阿拉丁 

十七烷酸标品 分析纯 阿拉丁 

正己烷 色谱纯 科密欧 

氯化钠 分析纯 福辰化学 
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（2）实验仪器 

本章研究内容所使用实验仪器设备见表 2-2。 

表 2-2  实验所用主要仪器 

Table 2-2  Instruments used in the experiment 

仪器名称 型号 生产厂家 

光学显微镜 ECLIPSE Ei R 尼康 

电子天平 CX2200ZH 奥豪斯 

分析天平 PR124ZH 奥豪斯 

台式离心机 TG16-WS 湘仪 

小型冷冻离心机 1-14K Sigma 

涡旋振荡器 SCI-FS SCILOGEX 

磁力加热搅拌器 TP-350E 杭州米欧 

pH 计 ST2100 奥豪斯 

真空干燥箱 DZF-6050 上海欧莱博 

鼓风干燥箱 DHG-9070A 上海一恒 

电热恒温水浴锅 HWS-12 上海一恒 

真空冷冻干燥机 FD-1A-50 上海比朗 

水浴氮吹仪 LC-DCY-12SY 力辰 

气相色谱仪 7890A 安捷伦 

恒温摇床 ZQZY-CGF8 上海知楚 

无菌超净工作台 VS-1300L-U 苏净安泰 

压力蒸汽灭菌锅 

高效液相色谱仪 

LDZM-80L 

E2695 

上海申安 

沃特世 

 

2.2.3  分析测定方法 

（1）细胞数的测定 

① 用二次水清洗血球计数板和盖玻片，并用吸水纸擦干。 

② 将盖玻片放在血球计数板的计数池上。 

③ 用移液枪吸取 10 μL 培养 3 天的藻细胞悬液，滴在盖玻片边缘，使悬液充满盖

玻片和计数板之间，注意避免产生气泡。 

④ 静置 1 分钟，使细胞沉降到计数板上。 

⑤ 在显微镜下观察，计算计数板左上、左下、右上、右下和中央 5 个中方格（每

个中方格包含 16 个小方格，共 80 个小方格）内的细胞数。压线细胞按细胞计数规则

记录左侧与上侧。 

⑥ 计数工作完成后，轻轻取下盖玻片，使用二次水仔细冲洗血球计数板。 

⑦ 计算细胞数，使用下述公式： 

细胞数/mL=80 小格内细胞个数/80×400×104×稀释倍数             （2.1） 
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⑧ 所有样品一式三份进行。 

（2）细胞干重的测定 

① 将实验所用的滤纸烘干，并称重记录。 

② 取 5 mL 培养至 3 天的藻液离心去上清。 

③ 加二次水重悬后离心去上清。 

④ 重复上述步骤。 

⑤ 抽滤至提前干燥和称重好的滤纸上。 

⑥ 放入真空干燥箱干燥 4 小时将细胞内的水分挥发干后进行称重，烘干前后的重

量差即为细胞的干重。所有测试一式三份进行。 

（3）虾青素含量的测定 

① 称取 20 mg 培养至第 3 天的冻干藻粉于研钵中充分研磨，使藻细胞破壁。 

② 利用色谱级丙酮进行萃取，经过充分震荡后，以 10,000 rpm 的速度在 4℃条件

下离心 5 分钟，收集藻渣。 

③ 再次使用色谱级丙酮对藻渣进行两次萃取，直至藻渣完全变为无色，之后将三

次的丙酮萃取液合并。 

④ 利用氮吹仪将萃取液吹干，再将色素充分溶解在 1 mL 的色谱级丙酮中。 

⑤ 通过 0.45 µm 孔径的有机相过滤膜，将色素过滤至棕色的样品瓶中。 

⑥ 将样品放置在配备有 C18 色谱柱的高效液相色谱仪中，对其进行精确分析，并

详细记录出峰时间以及峰面积数据。 

⑦ 将样品峰面积带入各类胡萝卜素的标准曲线推导出的回归方程中算出样品浓度，

继而算出藻粉样品中各类胡萝卜素含量。所有测试一式三份进行。 

（4）脂肪酸含量的测定 

① 称取 20 mg 培养至第 3 天的冻干藻粉置于 5 mL 玻璃瓶中，加入 1 mL 甲苯，2 

mL 1%硫酸溶于甲醇（v/v，加 0.05% 2,6-二叔丁基-4-甲基苯酚以防脂质氧化），0.5 mL

十七酸（C17:0，0.1 mg/mL 正己烷）混匀后盖上盖子，85℃甲酯化 2.5 小时，期间每

隔 30 分钟震荡一次使样品充分甲酯化。 

② 冷却后，加 1 mL 0.75% Nacl 溶液混匀，使水层和有机层分开。 

③ 加入 2 mL 色谱级正己烷进行萃取，吸取有机相于离心管中。 
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④ 用氮吹仪吹干有机相。 

⑤ 氮吹后加入 1 mL 色谱级正己烷，混匀后用注射器和滤头过滤至进样瓶中。 

⑥ 然后在配备 DB-23 毛细管柱（30 m×0.25 mm×0.25 µm，Agilent，Santa Clara，

CA，USA）的 Agilent 7890 A 气相色谱仪（GC）上分析样品，记录出峰时间和峰面积。 

⑦ 根据 C17:0 标品的峰面积计算出脂肪酸含量。所有测试一式三份进行。 

（5）数据统计分析 

所有实验均严格遵循生物学重复的原则，确保每个实验至少进行三次。为了更准

确地展示实验结果，正文中的图表和表格中的数据均以平均值±标准差（SD）的形式

呈现。使用 IBM SPSS 统计软件可以快速进行双向重复测量方差分析（ANOVA），并

对对实验误差数据进行可视化，以评估各因素之间的交互作用及其对实验结果的影响。

采用邦弗朗尼（Bonferroni）方法对计算出的 P 值进行校正，确保实验结果的准确性和

可靠性。 

2.3  结果与讨论 

2.3.1  不同植物激素对佐夫色球藻生长的影响 

虽然已有研究证明植物激素会对微藻的生长产生影响，但具体表现出促进还是抑

制取决于微藻种类、所选植物激素、植物激素浓度及培养条件。因此首先查阅文献确

定对微藻生长及代谢有影响的植物激素及浓度，通过测定培养 3 天后佐夫色球藻的细

胞数及干重，分析所选植物激素对异养佐夫色球藻生长情况的影响。 

图 2-1 显示了异养培养 3 天后，各植物激素处理组的细胞数和干重。从图 2-1 a 可

以看出，0.01 μM BR、90 μM ABA、10 μM、100 μM DA-6 以及 2.3 μM CK 处理组的细

胞数与对照相比明显减少，分别为 2.14×107 个/mL、2.12×107 个/mL、2.01×107 个

/mL、1.73×107个/mL 和 2.33×107个/mL，是对照组的 0.77 倍、0.76 倍、0.72 倍、0.62

倍和 0.83 倍，而 500 μM SA 处理组的细胞数与对照相比明显增多，其余植物激素对佐

夫色球藻细胞数没有显著影响。而干重与细胞数的变化趋势有所不同，如图 2-1 b 所示，

0.01 μM BR、38 μM ABA、45 μM、90 μM IAA、100 μM DA-6 以及 2.3 μM CK 处理组

的干重与对照组相比明显减少，分别比对照组低 30.4%、24.4%、25.8%、54.4%、26.3%

和 27.6%，而 100 μM SA 处理组的干重与对照组相比显著增加。综上所述，IAA、高浓

度 DA-6 以及较低浓度的 BR、ABA 和 CK 会抑制佐夫色球藻的生长，而 SA 以及 19 
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μM GA3 对其生长有促进作用，值得注意的是，90 μM ABA 处理组细胞数与对照相比

明显降低而干重有所增加，说明该浓度的 ABA 促进佐夫色球藻细胞内含物的积累。 

 

 

 

图 2-1  几种植物激素对佐夫色球藻细胞数（a）和干重（b）的影响 

Figure 2-1  Effect of several phytohormones on cell number (a) and dry weight (b) of Chromochloris 

zofingiensis 

注：每个实验进行三个生物学重复，结果以平均值 ± SD 表示。数据的统计学意义采用双向重复测

量方差分析进行评估；*表示与对照组有显著性差异（P ≤ 0.05）；**表示与对照组有显著性差异

（P ≤ 0.01）；***表示与对照组有显著性差异（P ≤ 0.001）；****代表与对照组有显著性差异（P 

≤ 0.0001）。 

 

2.3.2  不同植物激素对佐夫色球藻虾青素含量的影响 

佐夫色球藻中的虾青素是一种具有多种生物活性的天然成分，提高其虾青素含量

也是人们致力要解决的问题。关于植物激素对微藻虾青素含量影响的研究已有报道，
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但是具体的影响机制和效果因微藻的种类、培养条件等因素而异。 

为研究所选的几种植物激素对异养佐夫色球藻细胞虾青素含量的影响，对培养 3

天后各处理组的虾青素含量及产率进行测定，结果如图 2-2 所示。从图 2-2 a 可以看出

SA 能明显促进藻细胞中虾青素的积累，低浓度和高浓度 SA 处理组的虾青素含量分别

为对照组的 1.60 倍和 1.56 倍。除高浓度 GA3 处理组的虾青素含量与对照组相比差别不

明显外，其余植物激素处理组的虾青素含量均低于对照组。由于各处理组的生长情况

不同，因此虾青素产率的变化与含量不同。如图 2-2 b 所示，低浓度和高浓度 SA 以及

高浓度 GA3 处理组的虾青素产率与对照组相比明显增多，分别增加 97.2%、79.0%和

15.8%。除高浓度 ABA 和低浓度 GA3 处理组的虾青素产率同处理组差别不明显外，其

余处理组的虾青素产率均明显低于对照组。说明不同种及同种不同浓度的植物激素对

佐夫色球藻中的虾青素产生不同影响，且更多的植物激素倾向于抑制佐夫色球藻细胞

中虾青素的合成，有趣的是，其中外源 SA 的添加不仅有利于虾青素的合成，且使佐夫

色球藻更倾向于积累虾青素。 
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图 2-2  几种植物激素对佐夫色球藻虾青素含量（a）和虾青素产率（b）的影响 

Figure 2-2  Effect of several phytohormones on astaxanthin content (a), and astaxanthin yield (b) of 

Chromochloris zofingiensis 

注：每个实验进行三个生物学重复，结果以平均值 ± SD 表示。数据的统计学意义采用双向重复测

量方差分析进行评估；**表示与对照组有显著性差异（P ≤ 0.01）；***表示与对照组有显著性差异

（P ≤ 0.001）；****代表与对照组有显著性差异（P ≤ 0.0001）。 

 

2.3.3  不同植物激素对佐夫色球藻脂肪酸含量的影响 

佐夫色球藻因为具有同时生产虾青素及脂肪酸的特性而备受关注，因此在寻找促

进藻细胞虾青素积累的同时，也关注对其脂肪酸含量的影响，以期望找到同时促进两

种次级代谢产物积累的最佳方案。所以在测定虾青素含量的同时，对异养培养 3 天后

各处理组的脂肪酸含量和产率也进行了测定。 

如图 2-3 所示为不同植物激素处理下佐夫色球藻的 TFA 含量以及产率。从图 2-3 a

可以看出 SA 能明显促进佐夫色球藻细胞中 TFA 的积累，0.01 μM BR 的 TFA 含量为干
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重的 16.24%，是对照组的 1.1 倍，对佐夫色球藻细胞中 TFA 的积累也有促进作用，其

余植物激素处理组的 TFA 含量与对照相比无明显变化。由于植物激素对佐夫色球藻生

长的影响，各植物激素处理组的 TFA 产率变化与含量不同。如图 2-3 b 所示，由于

IAA、高浓度 DA-6 以及较低浓度的 BR、ABA 和 CK 会抑制佐夫色球藻的生长，导致

即使 TFA 含量与对照相比变化不明显，但会使 TFA 产率明显降低。虽然 90 μM ABA

和 10 μM DA-6 能显著降低佐夫色球藻细胞数，但由于干重及 TFA 含量均高于对照组，

所以导致 TFA 产率增加，TFA 产率分别为 37.87 g/L、36.09 g/L，是对照组的 1.18 倍和

1.13 倍。以上表明，这七种植物激素中除 SA 外，其余植物激素对异养佐夫色球藻中

TFA 的合成没有明显影响，但由于各植物激素对藻细胞生长影响不同，导致各植物激

素处理组的 TFA 产率与对照组相比变化明显。值得注意的是，SA 不仅促进佐夫色球藻

的生长和 TFA 含量，还会显著增加 TFA 产率。 
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图 2-3  几种植物激素对佐夫色球藻脂肪酸含量（a）和脂肪酸产率（b）的影响 

Figure 2-3  Effect of several phytohormones on TFA content (a), TFA yield (b) of Chromochloris 

zofingiensis 

注：每个实验进行三个生物学重复，结果以平均值 ± SD 表示。数据的统计学意义采用双向重复测

量方差分析进行评估；*表示与对照组有显著性差异（P ≤ 0.05）；**表示与对照组有显著性差异

（P ≤ 0.01）；****代表与对照组有显著性差异（P ≤ 0.0001）。 

 

2.4  本章小结 

本章主要对不同浓度的多种植物激素处理下的异养佐夫色球藻的生化指标进行了

测定，包括细胞数、干重、虾青素含量和产率以及脂肪酸含量和产率，以此来筛选促

进佐夫色球藻生长和次级代谢产物积累的植物激素。主要结论如下： 

（1）不同植物激素以及同种植物激素的不同浓度对佐夫色球藻的生长、代谢的影
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响不同。 

（2）无论是对异养佐夫色球藻生长情况的影响，还是虾青素和脂肪酸积累情况的

影响，SA 处理组的效果均最佳。 
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第三章  外源水杨酸对佐夫色球藻生长及虾青素等次级代谢产物

合成的影响 

3.1  引言 

水杨酸是一种小分子酚类物质，属于新型植物激素，参与植物的开花、光合作用、

蒸腾、叶和叶绿体结构的特定变化、离子的吸收与运输等过程[69]，且在植物的生物与

非生物胁迫应答中发挥作用，保护植物免受外界环境的干扰。而 SA 对微藻的研究多是

提高微藻在各种非生物胁迫条件下的耐受性及自身抗性，例如，施加外源 SA 可促进低

温胁迫下微拟球藻的生长，提高微拟球藻耐高温性能[70]。目前，关于添加外源 SA 对

微藻生长及脂肪酸和虾青素积累情况的研究较少。 

本章节对第二章筛选出来的植物激素 SA 进一步研究。为进一步明确 SA 对佐夫色

球藻生长以及虾青素与脂肪酸积累的影响，增加 50 μM 和 1,000 μM 两个浓度，但由于

1,000 μM 的 SA 对佐夫色球藻有致死作用，所以后续研究的 SA 浓度为 50 μM、100 μM

和 500 μM。通过测定细胞数、干重、活性氧水平、虾青素与脂肪酸的含量来分析不同

浓度 SA 对佐夫色球藻生长情况、次级代谢产物积累情况及活性氧水平变化情况的影响。 

3.2  材料与方法 

3.2.1  藻种获取及培养 

藻种来源、培养基及活化步骤同 2.2.1。 

将二级种子液按 10%的比例分别转接至含 50 μM、100 μM 和 500 μM SA 的 Kuhl

培养基中，每个处理组设置三组平行，25℃，150 rpm，避光培养 3 天后，取样测定相

关生化指标。 

3.2.2  实验试剂与仪器 

（1）实验试剂 

本章研究内容所涉及到的实验试剂见表 3-1。 

表 3-1  实验所用主要试剂 

Table 3-1  Reagents used in the experiment 

试剂名称 纯度等级 生产厂家 

葡萄糖 分析纯 科密欧 
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表 3-1  实验所用主要试剂（续） 

Table 3-1  Reagents used in the experiment (continued) 

试剂名称 纯度等级 生产厂家 

硝酸钾 分析纯 科密欧 

磷酸二氢钠单水合物 分析纯 科密欧 

磷酸氢二钠二水合物 分析纯 福辰化学 

七水硫酸镁 

二水氯化钙 

七水硫酸亚铁 

硼酸 

硫酸锰 

七水硫酸锌 

五水硫酸铜 

四水合钼酸铵 

水杨酸 

2,7-二氯二氢荧光素二乙酯 

丙酮 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

分析纯 

色谱纯 

福辰化学 

福辰化学 

福辰化学 

福辰化学 

福辰化学 

福辰化学 

Rgent 

福辰化学 

索莱宝 

碧云天 

科密欧 

甲苯 分析纯 科密欧 

甲醇 分析纯 科密欧 

硫酸 分析纯 大茂 

2,6-二叔丁基对甲酚 分析纯 阿拉丁 

十七烷酸标品 分析纯 阿拉丁 

正己烷 色谱纯 科密欧 

氯化钠 分析纯 福辰化学 

 

（2）实验仪器 

本章研究内容所涉及到的实验仪器见表 3-2。 

表 3-2  实验所用主要仪器 

Table 3-2  Instruments used in the experiment 

仪器名称 型号 生产厂家 

光学显微镜 ECLIPSE Ei R 尼康 

电子天平 CX2200ZH 奥豪斯 

分析天平 PR124ZH 奥豪斯 

台式离心机 TG16-WS 湘仪 

小型冷冻离心机 1-14K Sigma 

涡旋振荡器 SCI-FS SCILOGEX 

磁力加热搅拌器 TP-350E 杭州米欧 

pH 计 ST2100 奥豪斯 

真空干燥箱 DZF-6050 上海欧莱博 

鼓风干燥箱 DHG-9070A 上海一恒 

电热恒温水浴锅 HWS-12 上海一恒 

真空冷冻干燥机 FD-1A-50 上海比朗 

水浴氮吹仪 LC-DCY-12SY 力辰 

气相色谱仪 7890A 安捷伦 

恒温摇床 ZQZY-CGF8 上海知楚 

无菌超净工作台 VS-1300L-U 苏净安泰 
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表 3-2  实验所用主要仪器（续） 

Table 3-2  Instruments used in the experiment (continued) 

仪器名称 型号 生产厂家 

压力蒸汽灭菌锅 

高效液相色谱仪 

多功能酶标仪 

LDZM-80L 

E2695 

Spark 

上海申安 

沃特世 

Tecan 

 

3.2.3  分析测定方法 

（1）细胞数的测定 

实验方法同 2.2.3（1）。 

（2）细胞干重的测定 

实验方法同 2.2.3（2）。 

（3）活性氧水平的测定 

① 利用 ROS 测定试剂盒（碧云天，中国）测定细胞中的活性氧水平。 

② 分别在 0、12、24 和 72 小时取 1 mL 待测藻液，12,000 rpm 离心 3 分钟收集藻

体，去上清。 

③ 藻体重悬至 200 μL 含 10 μM 2,7-二氯二氢荧光素二乙酯（DCFH-DA）的新鲜

Kuhl 培养基中。 

④ 充分混匀后将样品在 25℃避光孵育 20 分钟，期间每隔 5 分钟震荡一次。 

⑤ 随后 12,000 rpm 离心 3 分钟收集藻体。 

⑥ 将藻体重悬至 1 mL 新鲜的 Kuhl 培养基中，12,000 rpm，3 分钟，去上清，重复

三次。 

⑦ 最后将藻体重悬在新鲜的 Kuhl 在培养基中，在 485 nm 激发光下，测定 520 nm

处的吸光值。所有测试一式三份进行。 

（4）虾青素含量的测定 

实验方法同 2.2.3（3）。 

（5）脂肪酸含量的测定 

实验方法同 2.2.3（4）。 

（6）数据统计分析 

数据分析方法同 2.2.3（5）。 
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3.3  结果与讨论 

3.3.1  不同浓度水杨酸对佐夫色球藻生长及活性氧水平的影响 

为进一步研究不同浓度 SA 对佐夫色球藻生长情况的影响，分别测定佐夫色球藻异

养培养第 3 天的细胞数和干重。如图 3-1 a 所示，50-500 μM 的 SA 浓度均可促进佐夫

色球藻的生长，50 μM、100 μM 和 500 μM 的 SA 处理组细胞数为 2.91×107 个/mL、

3.09×107个/mL、3.15×107个/mL 分别为对照组的 1.05 倍、1.11 倍和 1.17 倍。从细胞

数的结果可以看出，随着 SA 浓度的增加对佐夫色球藻细胞数的促进作用增强。干重与

细胞数量的变化趋势不同，如图 3-1 b 所示，在 50 μM、100 μM 和 500 μM SA 处理下，

干重分别为 2.72 g/L、2.68 g/L、2.49 g/L，比对照组高 25.3%、23.5%、14.7%。表明低

浓度 SA 对佐夫色球藻干重的影响高于高浓度。综上所述，施加外源 SA 会影响佐夫色

球藻的生长，表现出促进作用，并且低浓度的 SA 处理组更能促进佐夫色球藻细胞内含

物的积累。类似的，Czerpak 报道了 100 μM 的 SA 可使自养佐夫色球藻的细胞数在第

12 天增加至对照组的 1.4 倍[71]。Fu 也报道了 50 μg/L 的 SA 可使绿藻的细胞密度增加大

约 25%[72]。 

为研究 SA 对佐夫色球藻活性氧的影响，分别测定不同浓度 SA 处理组在 0、12、

24 和 72 小时的活性氧水平。如图 3-1 c 所示，12 小时之后，SA 处理组的活性氧水平

均低于对照组，且在 72 小时活性氧水平变化最为明显，50 μM、100 μM 和 500 μM SA

处理下的活性氧水平分别比对照组低 52.4%、62.8%、64.8%。已有研究表明，施加外

源 SA 会引起活性氧的水平降低[73]，这与我们的研究结果一致。表明，SA 不会引起佐

夫色球藻细胞氧化损伤，并且会促进生长。 
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图 3-1  不同浓度水杨酸（50 μM、100 μM 和 500 μM）对佐夫色球藻细胞数（a）、干重（b）和活性

氧水平（c）的影响 

Figure 3-1  The effect of various concentrations (50 μM、100 μM and 500 μM) of salicylic acid on cell 

number (a), dry weight (b) and ROS level (c) in Chromochloris zofingiensis 

注：每个实验进行三个生物学重复，结果以平均值 ± SD 表示。数据的统计学意义采用双向重复测

量方差分析进行评估；*表示与对照组相比差异显著（P ≤ 0.05）；**表示与对照组相比差异显著

（P ≤ 0.01）。 

 

3.3.2  不同浓度水杨酸对佐夫色球藻类胡萝卜素含量的影响 

虾青素是类胡萝卜素的一种，属于次级类胡萝卜素，具有更强的抗氧化能力，是

类胡萝卜素合成的最终产物之一。为了研究不同浓度 SA 处理下佐夫色球藻虾青素含量

变化，对培养至第 3 天的各处理组进行类胡萝卜素含量和产率测定。如图 3-2 a 所示，

与对照组相比，施加外源 SA 导致次级类胡萝卜素（包括虾青素和金盏花黄质）含量显

著增加，所以使总类胡萝卜素含量明显增加。从图 3-2 b-c 可以看出 50 μM、100 μM 和

500 μM SA 处理组的虾青素含量及产率均明显高于对照组，其产率分别为 0.15.1 g/L、

0.175 g/L、0.158 g/L，比对照组高 70.5%、97.2%、79.0%。说明 SA 可影响佐夫色球藻

细胞中虾青素的积累，并促进虾青素的合成。从图 3-2 a-c 可以看出 50 μM、100 μM 和
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500 μM SA 处理组对类胡萝卜素含量的影响不存在浓度依赖。 

与本研究类似，在拟南芥中，SA 可增加类胡萝卜素的含量[74]；并且在雨生红球藻

和蛋白核小球藻中施加 SA 均可使类胡萝卜素含量增加[75,76]。在本研究中，不同浓度的

SA 导致总类胡萝卜素含量总体增加，尤其是次级类胡萝卜素的含量。由于初次类胡萝

卜素含量变化不明显，且 β-胡萝卜素是虾青素合成的上游物质，推测 SA 使 β-胡萝卜

素倾向于合成虾青素。以往的研究表明，活性氧在虾青素合成中起着至关重要的调节

作用。活性氧可促进佐夫色球藻异养细胞和雨生红球藻光自养细胞中虾青素的积累[77]。

然而，在本实验中，SA 引起的活性氧的减少反而促进了虾青素的积累。这说明 SA 对

佐夫色球藻虾青素合成的促进作用不受活性氧的调控。 

 

 

 

图 3-2  不同浓度水杨酸（50 μM、100 μM 和 500 μM）对佐夫色球藻类胡萝卜素含量（a）、虾青素

含量（b）和虾青素产率（c）的影响 
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Figure 3-2  The effect of different concentrations (50 μM, 100 μM and 500 μM)  of salicylic acid on 

carotenoid content (a), astaxanthin content (b) and astaxanthin yield (c) in Chromochloris zofingiensis 

注：每个实验进行三个生物学重复，结果以平均值 ± SD 表示。数据的统计学意义采用双向重复测

量方差分析进行评估；*表示与对照组有显著差异（P ≤ 0.05）；**表示与对照组有显著差异（P ≤ 

0.01）；***表示与对照组有显著差异（P ≤ 0.001）。 

3.3.3  不同浓度水杨酸对佐夫色球藻脂肪酸含量的影响 

为进一步研究不同浓度 SA 对佐夫色球藻脂肪酸含量的影响，对各 SA 处理组的

TFA 含量和产率进行测定。结果如图 3-3 a 所示，50 μM、100 μM 和 500 μM SA 处理组

的 TFA 含量分别是干重的 16.49%、16.75%、16.51%，是对照组的 1.12 倍、1.14 倍、

1.12 倍。说明，50-500 μM 的 SA 均可促进佐夫色球藻细胞中 TFA 的积累，且 100 μM

的 SA 浓度下 TFA 含量最高。TFA 产率与含量变化相似，如图 3-3 b 所示，50 μM、100 

μM 和 500 μM SA 处理组的 TFA 产率分别比对照组增加了 42.9%、43.0%、30.9%。以

上结果说明，SA 不仅促进佐夫色球藻细胞中脂肪酸的积累，而且使其更倾向合成脂肪

酸，100 μM SA 处理组对脂肪酸合成和积累的促进效果最佳。一些研究表明，通常在

胁迫条件下（高光强、高盐度、缺氮等）才会促进微藻脂肪酸的积累，但会导致细胞

氧化损伤，不利于微藻的生长，引起脂肪酸积累效率偏低，生产成本较高，例如 Yang

等人的研究表明高盐胁迫会显著增加微藻脂肪酸的积累，但同时也会抑制微藻的生长

[78]。India 等研究表明高温高盐耦合以及缺氮高盐耦合均会使杜氏盐藻总脂含量增加，

但造成生物量降低[79]。与之相反，本实验添加外源 SA 可以在不影响甚至促进佐夫色

球藻生长的情况下（如图 3-1）促进脂肪酸的合成和积累。 

不同浓度的 SA 处理不仅会影响脂肪酸的积累，还会引起佐夫色球藻脂肪酸谱的变

化。如表 3-3 所示，添加外源 SA 能显著提高脂肪酸中 C18:1 的比例，同时显著降低脂

肪酸中 C18:3 的比例。当 SA 浓度增加到 500 μM 时，C18:1 在脂肪酸中的含量从 30.11%

增加到 33.04%，而 C18:3 在脂肪酸中的含量则从 12.01%下降到 10.38%。从饱和脂肪

酸（SFAs）、单不饱和脂肪酸（MUFAs）和多不饱和脂肪酸（PUFAs）含量的变化可以

看出，当 SA 浓度增加到 500 μM 时，MUFAs 的占比从 30.11%增加到 33.04%。然而，

SFAs 和 PUFAs 的比例略有下降。这表明，SA 主要是通过影响 MUFAs 来促进佐夫色

球藻体内脂肪酸的积累。 
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图 3-3  不同浓度水杨酸（50 μM、100 μM 和 500 μM）对佐夫色球藻脂肪酸含量（a）和脂肪酸产率

（b）的影响 

Figure 3-3  The effect of different concentrations (50 μM, 100 μM and 500 μM)  of salicylic acid on TFA 

content (a) and TFA yield (b) in Chromochloris zofingiensis 

注：每个实验进行三个生物学重复，结果以平均值 ± SD 表示。数据的统计学意义采用双向重复测

量方差分析进行评估；*表示与对照组有显著差异（P ≤ 0.05）；**表示与对照组有显著差异（P ≤ 

0.01）；****代表与对照组有显著差异（P ≤ 0.0001）。 

 

表 3-3  不同浓度水杨酸（50 μM、100 μM 和 500 μM）对佐夫色球藻脂肪酸组分（占总脂肪酸

（TFA）的百分比）的影响 

Table 3-3  The percentage of fatty acid profiles (% of total fatty acid (TFA)) with different concentrations 

(50 μM, 100 μM and 500 μM) of salicylic acid in Chromochloris zofingiensis  

Fatty Acid    Control 50 μM SA 100 μM SA 500 μM SA 

C16:0 23.56±0.03 22.73±0.14* 22.68±0.06* 22.44±0.30* 

C16:3 2.05±0.08 2.28±0.10 2.07±0.07 2.01±0.03 

C16:4 2.21±0.08 2.20±0.03 2.18±0.03 2.44±0.06* 

C18:1 30.11±0.13 32.61±0.14* 32.82±0.18* 33.04±0.15* 

C18:2 28.91±0.12 28.83±0.06 28.89±0.12* 28.92±0.09* 

C18:3 12.01±0.13 10.53±0.06* 10.57±0.17* 10.38±0.07* 

C18:4 1.16±0.25 0.81±0.03 0.79±0.02 0.78±0.01 

SFAs 23.56±0.03 22.73±0.14* 22.68±0.06* 22.44±0.30* 

MUFAs 30.11±0.13 32.61±0.14* 32.82±0.18* 33.04±0.15* 

PUFAs 46.33±0.16 44.65±0.28 44.50±0.23* 44.52±0.16* 

注：表格中 C16:0 为棕榈酸；C16:3 为十六碳三烯酸；C16:4 为十六碳四烯酸；C18:1 为油酸；

C18:2 为亚油酸；C18:3 为亚麻酸；C18:4 为十八碳四烯酸；SFAs 表示饱和脂肪酸占总脂肪酸（TFA）

比例的总和；MUFAs 表示单不饱和饱和脂肪酸占总脂肪酸（TFA）比例的总和；PUFAs 表示多不

饱和脂肪酸占总脂肪酸（TFA）比例的总和。*表示与对照组有明显差异（P ≤ 0.05）。 
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3.4  本章小结 

本章主要在不同浓度 SA 的培养条件下，测定异养佐夫色球藻的细胞数、干重、虾

青素及脂肪酸含量，以进一步探究当 SA 浓度不同时对藻细胞生长及代谢的影响。同时

测定了活性氧水平的变化，用来研究 SA 处理下佐夫色球藻的生长和次级代谢产物的积

累是否与活性氧水平的变化有关。主要结论如下： 

（1）SA 对佐夫色球藻的生长起促进作用，且较低浓度 SA 倾向于促进藻细胞内含

物的积累，而较高浓度 SA 倾向于促进细胞分裂。 

（2）SA 促进佐夫色球藻虾青素与脂肪酸的合成和积累，且最适 SA 浓度为 100 

μM。 

（3）SA 不会引起佐夫色球藻细胞氧化损伤，并且对佐夫色球藻虾青素和脂肪酸

合成的促进作用不受活性氧的调控。 
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第四章  外源水杨酸对佐夫色球藻虾青素积累的转录组学分析及

机制 

4.1  引言 

基因表达的变化直接影响细胞的代谢途径。当某个基因的表达量增加时，它编码

的酶或蛋白质也会增加，这可能导致相关代谢产物的增加。反之，如果基因表达减少，

相关代谢产物的生成也会减少。转录组分析通过测定特定时间点或条件下细胞或组织

中的所有 RNA 分子，揭示基因的表达模式。在转录组学分析中，可识别转录本的数量

和类型，揭示基因表达的调控机制，发现新的基因和 RNA 种类，以及研究基因在生物

学过程中的功能和调控机制。因此，转录组学分析基因表达的变化为我们提供了窗口，

帮助我们理解代谢途径中相关基因调控代谢产物生成的过程，能够更深入地理解细胞

的生化过程和机制。 

在本章的研究中选用对佐夫色球藻虾青素和脂肪酸含量影响最大的 SA 浓度：100 

μM。处理组分别在培养至 24、48、72 小时取样进行比较转录组分析，阐明 SA 影响佐

夫色球藻虾青素和脂肪酸积累的潜在调控机制。 

4.2  材料与方法 

4.2.1  实验试剂与仪器 

（1）实验试剂 

本章研究内容所涉及到的实验试剂见表 4-1。 

表 4-1  实验所用主要试剂 

Table 4-1  Reagents used in the experiment 

试剂名称 等级纯度 生产厂家 

RNAiso Plus 分析纯 Takara 

氯仿 分析纯 科密欧 

无水乙醇 分析纯 福辰化学 

DEPC 水 分析纯 赛默飞 

琼脂糖 分析纯 索莱宝 

异丙醇 分析纯 科密欧 

TB Green Premix Ex TaqTMII 分析纯 Takara 

PrimeScriptTM Ⅳ 1st strand 

cDNA 
分析纯 Takara 

丙醇 色谱纯 Fisher 
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表 4-1  实验所用主要试剂（续） 

Table 4-1  Reagents used in the experiment (continued) 

试剂名称 等级纯度 生产厂家 

TAE 缓冲液 分析纯 雷根 

GelstainRedTM 核酸染料 分析纯 Uelandy 

 

（2）实验仪器 

本章研究内容所涉及到的实验仪器见表 4-2。 

表 4-2  实验所用主要仪器 

Table 4-2  Instruments used in the experiment 

仪器名称 型号 生产厂家 

超微量分光光度计 NanoDrop2000 Thermo Fisher Scientific 

生物分析仪 Agilent5300 Agilent 

PCR 仪 T100 Thermal Cycler BIO-RAD 

测序仪 NovaSeq 6000 Illumina 

荧光定量 PCR 仪 

电泳仪 

CFXTM 

DYY-7C  

Bio-Rad 

北京市六一仪器厂 

 

4.2.2  转录组测序及基因表达分析 

（1）总 RNA 提取 

① 分别取 50 mL 培养 24、48 和 72 小时的样品离心，用液氮在研钵中迅速将样品

研磨至粉末状，然后转移至 1.5 mL 离心管中。 

② 室温（15-30℃）下，向样品中加入适量的 RNAiso Plus，静置 5 分钟，在 4℃

下以 12,000×g 的离心力离心 5 分钟，小心地将上清液转移至新的离心管中。 

③ 在上述匀浆裂解液中加入氯仿，其体积为 RNAiso Plus 的 1/5，紧闭离心管盖，

充分混合直至溶液变为乳白色。 

④ 在室温下静置 5 分钟后，以同样的离心力（12,000×g）和温度（4℃）离心 15

分钟，小心地将上清液转移至另一离心管中。 

⑤ 向离心管中的上清液加入异丙醇，其体积为 RNAiso Plus 的 0.5 至 1 倍，随后通

过上下颠倒离心管的方式使其充分混合均匀，在室温下静置 10 分钟，以确保溶液充分

反应。 

⑥ 以 12,000×g 的离心力，在 4℃下离心 10 分钟，并小心地倒掉上清液。 

⑦ 向离心管中加入与 RNAiso Plus 等体积的 75%乙醇，然后轻轻地通过上下颠倒

的方式洗涤离心管的管壁，以确保管壁上的残留物得到有效清洗。 
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⑧ 在 4℃下，以 7,500×g 的离心力离心 5 分钟，小心地倒掉上清液。 

⑨ 打开离心管盖，让沉淀在室温下自然干燥几分钟，待沉淀完全干燥后，加入适

量的 RNase-free 水，使其溶解。 

⑩ 利用 Nanodrop2000 和琼脂糖电泳检测所提 RNA 的浓度、纯度及完整性。 

（2）cDNA 文库的建立 

① 使用带有 Oligo（dT）的磁珠，特异性地吸附并分离出带有 PolyA 尾的 mRNA。 

② 加入裂解缓冲液使 mRNA 片段化。 

③ 在逆转录酶的作用下，以 mRNA 片段为模板，反转录合成第一条 cDNA 链。 

④ 通过特定步骤合成第二条链，形成稳定的双链 cDNA 结构。 

⑤ 在双链 cDNA 的末端连接上接头，并经过纯化和片段分选过程，进一步筛选出

合适的片段。 

⑥ 对这些分选后的片段进行 PCR 扩增，并再次进行纯化，最终得到所需的文库。 

（3）序列比对、差异基因表达分析和功能富集 

利用第二代测序技术 Illumina NovaSeq6000 进行上机测序，首先用 HiSat2 软件将

过滤后的数据与佐夫色球藻参考基因组比对，再将比对后的数据用于转录本组装和表

达量计算，使用 RSEM 软件对基因和转录本的表达水平进行定量分析，然后利用

DESeq2 软件对数据进行差异表达计算，当 DEGseq<0.001，且|log2FC|≥1 时，被视为

差异表达基因。此外，进行 KEGG 和 WGCNA 富集分析，对差异基因集中所在的功能

集、通路集、基因集以及基因和它们之间的关系进行研究。所有测试一式三份进行。 

（4）实时荧光定量 PCR 验证 

提取总 RNA，利用 PrimeScriptTM Ⅳ 1st strand cDNA 试剂盒（TaKaRa，Japan）

按照说明进行反转录获得 cDNA。利用 Primer Premier5 软件设计引物。以 cDNA 为模

板利用 TB Green Premix Ex TaqTMII 试剂盒（TaKaRa，Japan）进行 qPCR 反应。采用

2^-ΔΔCt（Livak 法）相对定量方法分析基因的表达情况[80]。 

4.3  结果与讨论 

4.3.1  转录组测序样本质量检测与分析 

为阐明外源 SA 对佐夫色球藻异养培养条件下虾青素和脂肪酸积累的调控机制，对

样品进行转录组分析，由于 100 μM SA 处理组的虾青素和脂肪酸含量是所有浓度里最
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高的，所以分别在 24、48 和 72 小时对 100 μM 的 SA 处理组进行比较转录组分析。通

过 RNA-seq 分析，共检测到 14,165 个基因，其中已知基因 13,873 个，新基因 292 个。

如图 4-1 a 所示，为验证所有样品三次重复的平行性及不同处理组的差异性进行了主成

分分析，主成分分析在平行组表现出高度重复，在实验组表现出明显分离，表明样品

平行性良好且不同处理组之间差别明显。总共鉴定 3,505 个差异表达基因（DEGs），并

且相对于对照组确定了每组中上调和下调的数目（表 4-3）。其中 72 小时观察到的

DEGs 数量最多（共 2,962 个基因），表明细胞代谢发生显著变化，图 4-1 b 的火山图表

明 72 小时有 114 个基因明显上调，74 个基因显著下调。为进一步确定引起显著变化的

特定代谢途径，进行 KEGG 富集分析。如图 4-1 c 所示，富集了 20 种不同的通路，包

括与脂肪酸代谢有关的通路，如脂肪酸伸长、脂肪酸的生物合成和不饱和脂肪酸的生

物合成途径；碳和氮代谢相关的通路，如柠檬酸循环、丙酮酸代谢、糖酵解/糖元生成

和氮代谢途径；以及氨基酸代谢相关的通路，如色氨酸代谢、酪氨酸代谢、缬氨酸、

亮氨酸和异亮氨酸降解以及赖氨酸降解途径。这些途径的富集表明，SA 对佐夫色球藻

细胞内蛋白质、脂质和淀粉代谢有显著影响。此外，过氧物酶体也被富集，这可能与

活性氧有关。 
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图 4-1  水杨酸处理下的佐夫色球藻主成分分析（a）、上下调基因的火山图分析（b）和 KEGG 富集

分析（c） 

Figure 4-1  Principal component analysis (a), volcano plot analysis of up- and down-regulated genes (b) 

and KEGG enrichment analysis (c) of Chromochloris zofingiensis under salicylic acid treatment 

注：C24，C48，C72 分别为对照组培养 24、48、72 小时的样本，SA24，SA48，SA72 分别为水杨

酸组培养 24、48、72 小时的样本。（b）图中红色点代表表达量上调的基因，绿色点代表表达量下

调的基因，灰色点代表表达量无明显变化的基因。 

 

表 4-3  各水杨酸处理组的佐夫色球藻细胞在培养 24、48 和 72 小时后与对照组细胞的差异基因比较 

Table 4-3  Differential gene comparison of Chromochloris zofingiensis cells from each salicylic acid 

treatment group with control cells after 24, 48 and 72 hours of culture 

Group Total DEG Up Down 

SA24_vs_C24 177 111 66 

SA48_vs_C48 366 105 261 

SA72_vs_C72 2962 1358 1604 

注：C24，C48，C72 分别为对照组培养 24、48、72 小时的样本，SA24，SA48，SA72 分别为水杨

酸组培养 24、48、72 小时的样本。 
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4.3.2  虾青素合成途径相关基因表达分析 

为研究 SA 是如何影响类胡萝卜素合成的，在转录水平上进行分析。如图 4-2 所示，

调控虾青素生物合成的基因表达模式是复杂的，其中从 GGPP 到番茄红素，从 α-胡萝

卜素到叶黄素，从 β-胡萝卜素到玉米黄质，从角黄素到虾青素的有关基因表达下调，

而从番茄红素到 α-胡萝卜素和 β-胡萝卜素，从 β-胡萝卜素到角黄素，从玉米黄质到虾

青素的相关基因表达上调。综上所述，番茄红素作为初级类胡萝卜素的上游物质，其

生物合成是减少的，而初级类胡萝卜素到次级类胡萝卜素的通路中，基因表达既有上

调又有下调，结合初级和次级类胡萝卜素的含量变化，初次类胡萝卜素含量轻微降低，

而虾青素含量增加，因此推测 SA 通过调控 BKT 基因的表达，使 β-胡萝卜素更倾向于

合成虾青素，且通过下调 PSY、PDS 和 ZDS 基因的表达，减少初级类胡萝卜素的合成。

与本研究相反，Gao[61]10 的研究表明添加外源水杨酸会通过上调 PSY、PDS 和 ZDS 基

因的表达，促进雨生红球藻虾青素的合成。可见藻种不同，水杨酸对虾青素合成途径

中相关基因的调控也不同。 

 

 

 

图 4-2  基于转录组分析的佐夫色球藻中参与虾青素合成的基因的表达谱 

Figure 4-2  Expression profiles of genes involved in astaxanthin synthesis in Chromochloris zofingiensis 
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based on transcriptomic analyses 

注：利用 log2FC 值绘制热图，显示与对照组相比各基因的表达水平，红色表示基因上调，蓝色表

示基因下调，*表示与对照组有显著差异，P ≤ 0.05。 

 

4.3.3  脂肪酸合成途径相关基因表达分析 

研究证明，细胞中乙酰辅酶 A 浓度的增加可诱导脂肪酸的积累，因此足够的乙酰

辅酶 A 对于佐夫色球藻脂肪酸的合成是重要的[81]。丙酮酸脱氢酶催化糖酵解产物丙酮

酸形成乙酰辅酶 A，从图 4-3 a 中可以看出，几种丙酮酸脱氢酶（PDH）的基因表达在

72 小时大部分上调，与本研究一致，Stao 表明 PDH 在促进莱茵衣藻乙酰辅酶 A 和脂

肪酸的积累过程中起关键作用[82]。 

氨基酸是生物体中不可缺少的基本单元，通过氨基酸代谢，生物体可以生成能量、

产生废物、合成重要的分子，同时也可以维持细胞内的营养平衡。本研究通过 KEGG

富集到色氨酸、酪氨酸、亮氨酸、异亮氨酸和赖氨酸的分解代谢途径，而这些氨基酸

均可通过分解代谢产生乙酰辅酶 A。如图 4-3 b-f 所示，对上述氨基酸分解代谢产生乙

酰辅酶 A 途径中涉及到的酶的相关基因表达进行分析。从图中可见相关酶的表达整体

上调，其中 72 小时，烯酰基-辅酶 A 水合酶（ECH）、谷草转氨酶（AST）和甲基戊二

酰辅酶 A 水合酶（AUH）基因显著上调。ECH 催化巴豆酰-CoA 的水合反应生成（s）-

3-羟基丁酰-CoA，然后在通过乙酰乙酰-CoA 形成乙酰辅酶 A，在色氨酸、赖氨酸和异

亮氨酸的分解代谢过程中起关键作用[83,84]。AST 作为酪氨酸分解代谢的限速酶，通过

催化作用将酪氨酸的氨基部分转移到 α-酮戊二酸上，同时自身发生转变，生成 4-羟苯丙酮

酸[85]。AUH 在亮氨酸降解途径中扮演着至关重要的角色，首先催化 3-甲基戊二酰辅酶

A 发生水化反应，转化为 3-羟基-3-甲基-戊二酰辅酶 A。随后，乙酰-CoA 酰基转移酶

进一步参与反应，将上述产物转化为乙酰辅酶 A[86]。说明 SA 可促进氨基酸分解代谢

合成更多的乙酰辅酶 A。 

脂肪酸合成始于乙酰辅酶 A，经羧化、酰基转移后生成丙二酰-ACP，以乙酰辅酶

A 和丙二酰-ACP 为底物，在脂肪酸合酶作用下聚合延伸碳链，每延伸一次增加两个碳

原子，最终生成 C16 或 C18 脂肪酸。如图 4-3 g 所示，72 小时大多数脂肪酸合成过程

中的基因表达均上调，其中 ACCase 和 3-氧代酰基-（酰基载体蛋白）还原酶（fabG）

的表达量较高。ACCase 在脂肪酸合成的初始阶段发挥着关键作用，它催化生成丙二酰

辅酶 A，这一产物不仅是脂肪酸合成和脂酰链延伸系统等关键代谢反应的基础原料，
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还作为脂肪酸合成过程中的限速酶，起到调控整个合成过程的作用。fabG 是催化脂肪

酸合成中的第一步还原反应的酶，多以 NADPH 作为辅酶将 3-酮脂酰 ACP 还原为 3-羟

脂酰 ACP，是脂肪酸合成反应中的关键酶。综上所述，表明 SA 是通过调控丙酮酸代

谢和氨基酸分解代谢途径中相关酶的表达来促进乙酰辅酶 A 形成，为脂肪酸合成提供

足够的前体，且通过促进脂肪酸合成途径中关键酶 ACCase、fabG 的表达来进一步促进

脂肪酸积累。 
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图 4-3  基于转录组学分析的佐夫色球藻中参与丙酮酸代谢（a）、色氨酸代谢（b）、酪氨酸代谢（c）、

亮氨酸代谢（d）、异亮氨酸代谢（e）、赖氨酸代谢（f）和脂肪酸合成（g）途径的基因表达谱。 

Figure 4-3  Expression profiles of genes involved in pyruvate metabolism (a), tryptophan metabolism (b), 

tyrosine metabolism (c), leucine metabolism (d), isoleucine metabolism (e), lysine metabolism (f) and fatty 

acid synthesis (g) pathway in Chromochloris zofingiensis based on transcriptomic analyses 

注：利用 log2FC 值绘制热图，显示与对照组相比各基因的表达水平，红色表示基因上调，蓝色表

示基因下调，*表示与对照组有显著差异，P ≤ 0.05。 
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4.3.4  抗氧化酶相关基因表达分析 

抗氧化酶可将体内过多的活性氧和自由基转化为毒害较低或无毒的物质，以平衡

机体内的活性氧含量。超氧化物歧化酶（SOD）是生物体内普遍存在的参与氧代谢的

一种含金属酶，广泛分布在微生物、植物和动物体内，主要功能是催化超氧阴离子自

由基发生歧化反应，生成氧气和过氧化氢[87]；过氧化氢酶（CAT）是一种广泛存在于

生物体中的酶，主要存在于细胞的过氧化物酶体中，可催化过氧化氢（H2O2）分解成

氧和水[88]；谷胱甘肽还原酶（GR）是一种重要的黄素蛋白氧化还原酶，广泛存在于真

核和原核生物中，作为谷胱甘肽氧化还原循环的关键酶，在氧化胁迫反应中扮演着清

除活性氧的重要角色，对于维持生物体的氧化还原平衡具有关键作用[89]。为研究活性

氧的变化与抗氧化酶的关系，对 SOD、CAT、GR 有关基因的表达进行分析。如图 4-4

所示，几种抗氧化酶的表达绝大部分上调，且与 SOD 表达相关的基因表达量较高，并

且在 72 小时显著上调，结合 SA 处理组活性氧水平的变化，表明 SA 通过促进抗氧化

酶的表达来调节活性氧水平的，且呈负调控。 

 

 

 

图 4-4  佐夫色球藻抗氧化酶基因的表达谱分析 

Figure 4-4  Analysis of the gene expression profiles of antioxidant enzymes in Chromochloris zofingiensis 

注：利用 log2FC 值绘制热图，显示与对照组相比各基因的表达水平，红色表示基因上调，蓝色表

示基因下调，*表示与对照组有显著差异，P ≤ 0.05。 
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4.3.5  基因共表达网络分析（WGCNA） 

SA 对虾青素和脂质的影响可以通过基因表达的变化来确定，但是还不清楚 SA 通

过怎样的途径影响佐夫色球藻细胞中代谢物质的合成。于是进行 WGCNA 分析，该分

析通过将具有相似表达模式的基因归并到相应的模块中，进一步探讨这些模块与特定

性状或表型之间的相关性。如图 4-5 a 所示，共聚类得到 6 个模块，其中 turquoise模块

所包含的基因数目最多（共 3,346 个），red 模块所包含的基因数目最少（共 135 个）。

如图 4-5 b 所示，模块与表型相关性分析显示，红色模块中 SA 处理组与不加 SA 的样

品呈正相关，而其他模块没有明显趋势。对红色模块中 135 个基因进行可视化分析，

如图 4-5 c 为关联性最强的前 20 个基因，注释到可能与 SA 信号传导相关的 ABC 转运

蛋白和 gtf2b-like 转录因子，以及与脂肪酸代谢，氨基酸代谢和抗氧化酶相关的基因。

ABC 转运蛋白依赖于 ATP 水解所释放的能量，将物质有效转运至细胞内外，实现跨膜

运输的功能，且有研究表明 SA 可快速诱导 ABC 转运蛋白基因的表达，并参与运输[90]。

gtf2b-like 转录因子是 RNA 聚合酶 I 核心因子复合物的组成成分，在转录启动过程中的

多个步骤中发挥关键作用。SA 信号传递首先通过 SA 信号传导受体 SA-结合蛋白

（SABP）识别并传递 SA 信号，在经转录因子调节下游基因的表达。推测佐夫色球藻

中的外源 SA 信号可能通过 ABC 转运蛋白传递到胞内再通过 gtf2b-like 转录因子调节下

游基因的表达，但这只是基于组学数据的推测，需要更多的工作来验证。 
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图 4-5  基因共表达网络（WGCNA）具体分析每个聚类模块中的基因数（a）、模块与性状之间的相

关性（b）以及可视化分析（c） 

Figure 4-5  Gene co-expression network (WGCNA) analysis specifically analysing the number of genes in 

each clustered module (a), the correlation between the module and the trait (b), and the visualisation 

analysis (c) 

 

4.3.6  转录因子 PIF 在水杨酸处理后的表达水平变化 

由于在高等植物中具有 bHLH 结构域的 PIF 转录因子可直接与虾青素合成途径关

键基因 PSY 启动子上的顺式作用元件结合，负调控虾青素的合成[91]，且佐夫色球藻的

虾青素合成途径与高等植物类似，因此为进一步确定佐夫色球藻中虾青素含量变化是

否与转录因子 PIF 的表达水平变化有关，对 100 μM SA 处理后的转录组数据进行深入

挖掘。首先利用 PlantTFDB 预测佐夫色球藻基因集中具有 bHLH 结构域的转录因子，

如表 4-4 所示，在佐夫色球藻中预测到五个具有 bHLH 结构域的转录因子，其基因 ID

分别为：CHZOF00012691、CHZOF00014080、CHZOF0002856、CHZOF0003441 和



第四章  外源水杨酸对佐夫色球藻虾青素积累的转录组学分析及机制 

43 

CHZOF0009287。根据基因 ID 在转录组数据中分析经 SA 处理后佐夫色球藻中 PIF 基

因的表达水平变化，结果如图 4-6 所示。从图中可以看出几个 PIF 基因的表达整体下调，

由于虾青素含量增加，且已有研究证明 PIF 转录因子对类胡萝卜素的合成起负调控作

用，所以可以初步推测佐夫色球藻中的转录因子 PIF 可能会影响虾青素的合成，但具

体如何发挥作用还需进一步研究。 

 
表 4-4  佐夫色球藻中 bHLH 家族转录因子 

Table 4-4  bHLH family transcription factors in Chromochloris zofingiensis 

转录因子 基因 ID 

PIF1 CHZOF00012691 

PIF2 CHZOF0003441 

PIF3 CHZOF0009287 

PIF4 CHZOF0002856 

PIF5 CHZOF00014080 

 

 

 

图 4-6  佐夫色球藻中 bHLH 结构域转录因子的表达谱分析 

Figure 4-6  Expression profiling of bHLH structural domain transcription factors in Chromochloris 

zofingiensis 

注：利用 log2FC 值绘制热图，显示与对照组相比各基因的表达水平，红色表示基因上调，蓝色表

示基因下调。 

 

4.3.7  RT-qPCR 验证 

为验证转录组数据的可靠性，随机选取 9 个基因进行 RT-qPCR 验证。这些基因分

布于丙酮酸代谢、氨基酸分解代谢、脂肪酸合成以及类胡萝卜素合成等途径中。如图

4-7 所示，随机选取的 9 个基因的表达水平相对于对照组的变化情况与转录组中变化趋

势一致，因此表明转录组数据的可靠性。 
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图 4-7  添加水杨酸处理下佐夫色球藻的差异表达基因的 q-PCR 验证 

Figure 4-7  q-PCR validation of differentially expressed genes in Chromochloris zofingiensis 

 under added salicylic acid treatment 

注：每个样本均有三个生物学重复，数据以均数 ± 标准差（SD）表示。Accase：乙酰-CoA 羧化酶；

AST：天冬氨酸氨基转移酶；AUH：甲基戊二酰基-CoA 水合酶；BKT：β-胡萝卜素-4-酮醇酶；

CAT：过氧化氢酶；fabG：3-氧代酰基-[酰基载体蛋白]还原酶；PDHA：丙酮酸脱氢酶 E1 组份 

alpha 亚基；PDHC：丙酮酸脱氢酶 E2 组份；SOD2：超氧化物歧化酶。 

 

4.4  本章小结 

本章在 100 μM SA 处理下，分别对培养至 24、48 和 72 小时的异养佐夫色球藻进

行转录组学分析，通过富集相关代谢途径及分析相关基因的表达水平变化，在基因层

面上分析 SA 对佐夫色球藻代谢途径的具体影响。主要结论如下： 

（1）SA 通过上调 BKT 的表达，促进 β-胡萝卜素向虾青素的转化。 
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（2）SA 通过调节代谢途径中相关酶的表达来促进乙酰辅酶 A 的形成，为脂肪酸

合成提供前体，同时提高关键酶的表达来进一步促进脂肪酸积累。 

（3）SA 诱导后，通过上调抗氧化酶基因的表达，引起佐夫色球藻活性氧水平的

降低。 

（4）WGCNA 分析注释到可能与 SA 信号传导相关的 ABC 转运蛋白和 gtf2b-like

转录因子。 

（5）经 SA 诱导后，佐夫色球藻中具有 bHLH 结构域的 PIF 转录因子表达绝大部

分下调，加之虾青素含量增加，推测 PIF 转录因子可能是虾青素合成过程中关键调控

因子。 
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第五章  转录因子 PIF 的克隆及功能验证 

5.1  引言 

转录因子（TF）是一类特殊的蛋白质分子，能够精准地与基因上游的特定序列结

合，从而确保目的基因在特定的时间和空间中，以特定的强度进行精确表达。转录因

子是基因表达调控的关键元件，通过与特定 DNA 序列的结合直接调控基因转录的起始

或者通过与其他蛋白的相互作用，形成转录调控复合物，从而间接调控基因转录。 

有研究证明，在高等植物中，PIF 转录因子通过直接与类胡萝卜素合成途径中关键

酶的启动子结合来调控基因表达，进而影响类胡萝卜素的合成，例如：VvPIF1 转录因

子可直接与葡萄类胡萝卜素合成途径中关键酶 VvPSY1/2 的启动子结合抑制其转录，从

而负向调节类胡萝卜素的生物合成[91]7,9。由于佐夫色球藻的类胡萝卜素合成途径与高

等植物相似，且在第四章中比较转录组分析表明，SA 诱导佐夫色球藻虾青素积累的同

时，具有 bHLH 结构域的 PIF 转录因子表达绝大部分下调，推测转录因子 PIF 在佐夫

色球藻类胡萝卜素合成的过程中也会发挥作用，但具体如何发挥作用还有待研究。 

为探究 PIF 转录因子在佐夫色球藻中具体的功能，本章对预测出的五个具有 bHLH

结构域的 PIF 转录因子进行克隆，然后对克隆成功的 PIF 基因进行蛋白表达，最后对纯

化出来的蛋白进行功能验证。 

5.2  材料与方法 

5.2.1  实验试剂与仪器 

（1）实验试剂 

本章研究内容所涉及到的实验试剂见表 5-1。 

表 5-1  实验所用主要试剂 

Table 5-1  Reagents used in the experiment 

试剂名称 等级纯度 生产厂家 

RNAiso Plus 分析纯 Takara 

氯仿 分析纯 科密欧 

无水乙醇 分析纯 福辰化学 

DEPC 水 分析纯 赛默飞 

琼脂糖 分析纯 索莱宝 

异丙醇 分析纯 科密欧 

PrimeScript™ RT reagent Kit 分析纯 Takara 

Mighty TA-cloning Kit 分析纯 Takara 
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表 5-1  实验所用主要试剂（续） 

Table 5-1  Reagents used in the experiment (continued) 

试剂名称 等级纯度 生产厂家 

胶回收试剂盒 分析纯 倍沃医学 

质粒小提试剂盒 分析纯 倍沃医学 

Flash PCR MasterMix (Dye) 分析纯 康为世纪 

DNA Ligation Kit 分析纯 Takara 

氨苄青霉素 分析纯 博奥拓达 

异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 分析纯 赛默飞 

5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷 分析纯 赛默飞 

EcoRI 限制性内切酶 分析纯 SibEnzyme 

SalI 限制性内切酶 分析纯 SibEnzyme 

LB Powder 分析纯 酷来搏 

SDS-PAGE 凝胶配置试剂盒 分析纯 碧云天 

免脱色考马斯亮蓝 分析纯 万生昊天 

蛋白酶抑制剂 分析纯 索莱宝 

咪唑 分析纯 碧云天 

Tris-Hcl 分析纯 碧云天 

氯化钠 分析纯 福辰化学 

丙三醇 分析纯 科密欧 

β-巯基乙醇 分析纯 索莱宝 

G-250 分析纯 索莱宝 

磷酸 分析纯 索莱宝 

Ni 层析介质 分析纯 博奥龙 

Annealing Buffer for DNA Oligos 分析纯 碧云天 

化学发光法 EMSA 试剂盒 分析纯 碧云天 

TAE 缓冲液 分析纯 雷根 

TBE 缓冲液 分析纯 雷根 

Tris-甘氨酸电泳缓冲液 分析纯 雷根 

Super DNA marker 分析纯 康为世纪 

双色预染蛋白 marker 分析纯 雅酶 

GelstainRedTM 核酸染料 分析纯 Uelandy 

 

（2）实验仪器 

本章研究内容所涉及到的实验仪器见表 5-2。 

表 5-2  实验所用主要仪器 

Table 5-2  Instruments used in the experiment 

仪器名称 型号 生产厂家 

超微量分光光度计 NanoDrop2000 Thermo Fisher Scientific 

台式离心机 TG16-WS 湘仪 

小型冷冻离心机 1-14K Sigma 

电泳仪 DYY-7C 北京市六一仪器厂 

PCR 仪 T100 Thermal Cycler BIO-RAD 

恒温摇床 ZQZY-CGF8 上海知楚 

无菌超净工作台 VS-1300L-U 苏净安泰 

压力蒸汽灭菌锅 LDZM-80L 上海申安 
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表 5-2  实验所用主要仪器 （续） 

Table 5-2  Instruments used in the experiment (continued) 

仪器名称 型号 生产厂家 

恒温培养箱 DNP-9082BS-Ⅲ 新苗 

金属浴 MB-1D2 BIOER 

照胶仪 WD-9413B 北京市六一仪器厂 

超声破碎仪 SN-P900 Skymen 

低温超高压细胞破碎仪 JN-10C JNBIO 

 

5.2.2  基因克隆 

（1）引物设计 

利用 Primer Premier5 设计预测出的 5 个 PIF 转录因子的正反向引物。保证 GC 含量

在 40-60%，Tm 值在 55-80℃之间，且不会形成发夹结构和引物二聚体。 

（2）提取总 RNA 

将 10 mL 微藻种子液接种到 100 mL 加有 5.5 g/L 葡萄糖的 Kuhl 培养基中（250 mL

锥形瓶），黑暗条件下，以 150 rpm 的转速摇瓶培养，培养温度为 25℃。经过 4 天的培

养，离心收集藻体沉淀，并在液氮保护下将其研磨至粉末状。剩余实验步骤同 4.2.2

（1）。 

（3）反转录 

① 按照试剂盒说明书在冰上配置反应体系如图表 5-3： 

表 5-3  cDNA 合成反应体系 

Table 5-3  Reaction system for cDNA synthesis 

试剂 使用量 

5 × PrimeScript Ⅳ cDNA Synthesis Mix 4 μL 

Random 6 mers (50 μM) ≤2 μL 

模板 RNA Total RNA: ≤5 μL 

RNase Free dH2O X μL 

Total 20 μL 

 

② 混匀后按照以下条件进行反应： 

30℃ 10 分钟 

42℃ 10-20 分钟 

③ 70℃，15 分钟使酶失活后，冰上冷却，获得 cDNA。 

（4）TA 克隆 

① 将引物混合并稀释至上下游引物浓度分别为 10 μM。随后用高保真酶扩增目的
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基因。PCR 反应体系如表 5-4： 

表 5-4  高保真 PCR 反应体系 

Table 5-4  High-fidelity PCR reaction system 

试剂 使用量 

2 × ES Taq MasterMix (Dye) 25 μL 

Primer Mix (10 μM) 2 μL 

Template DNA 1 μL 

ddH2O Up to 50 μL 

 

② 用 1%琼脂糖凝胶电泳判断基因是否扩增正确。 

③ 将目的基因用胶回收试剂盒进行回收，并用 Nanodrop2000 检测浓度。 

④ 将上述目的基因进行 T 载体克隆，在微量离心管中配置 DNA 溶液，体系如表

5-5： 

表 5-5  T 载体连接体系 

Table 5-5  T-carrier linkage systems 

试剂 使用量 

PMD19-T Vector 1 μL 

Insert DNA 0.1 pmol-0.3 pmol 

ddH2O Up to 5 μL 

 

加入等量连接液，于 16℃反应 30 分钟，随后加入至 100 μL DH5α 感受态细胞中，

冰中放置 30 分钟后于 42℃加热 45 秒后再在冰中放置 1 分钟。向其中加入 445 μL 无菌

LB 培养基，37℃，200 rpm 振荡培养 60 分钟。最后在含有 x-gal，IPTG，Amp 的 LB

平板上涂板过夜培养，形成单菌落，计数白色，蓝色菌落，并挑选白色进行菌落 PCR

实验。 

⑤ 菌落 PCR 检测目的基因是否转入大肠杆菌细胞。体系如表 5-6： 

表 5-6  菌落 PCR 体系 

Table 5-6  Colony PCR system 

试剂 使用量 

2 × Flash PCR MasterMix (Dye) 25 μL 

Primer Mix (10 μM) 2 μL 

Template DNA 2 μL 

ddH2O Up to 50 μL 

 

⑥ 用 1%琼脂糖凝胶电泳判断基因是否扩增正确。 

⑦ 取成功的样品于含有 1 μM Amp 的 5 mL LB 培养基中过夜振荡培养，随后用质

粒试剂盒提取质粒，最后将质粒送去公司测序。 
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5.2.3  表达载体构建 

（1）双酶切及胶回收 

实验表达载体选用带有 His 和 GST 标签的 pGEX-H-6t-1 质粒，将表达载体与连接

有目的基因的 T 载体分别用 EcoRI 和 SalI 酶进行双酶切实验。将表达载体与目的基因

用胶回收试剂盒进行回收，并用 Nanodrop2000 检测浓度。 

（2）连接转化 

将目的基因与表达载体进行连接转化实验。在 1.5 mL EP 管中加入表达载体 1 μL

与目的基因 4 μL，并向上述 DNA 溶液加入 5 μL 等体积的 Ligation Mix，充分混匀。将

上述体系于 16℃反应 30 分钟，随后加入 100 μL DH5α 感受态细胞，冰中放置 30 分钟

后于 42℃加热 45 秒后再在冰中放置 1 分钟。向其中加入 445 μL LB 培养基，37℃，

200 rpm 振荡培养 60 分钟后，在含有 Amp 抗性的 LB 平板上涂板，过夜培养，形成单

菌落。 

（3）菌落 PCR 验证 

菌落 PCR 检测目的基因是否转入大肠杆菌细胞，用 1%琼脂糖凝胶电泳判断基因

是否扩增正确。步骤同 5.2.2-（4）-⑤。 

（4）质粒提取及送测 

取成功的样品于含有 1 μM Amp 的 5 mL LB 培养基中过夜振荡培养，随后用质粒

试剂盒提取质粒。最后将质粒送去公司测序，保留比对结果为 100%的质粒。 

5.2.4  蛋白表达及纯化 

（1）转化 

① 取 2 μL 重组表达载体加入至 100 μL BL21 感受态细胞中，冰浴 30 分钟。 

② 42℃加热 45 秒后，冰中放置 1 分钟。 

③ 加入 445 μL 无菌 LB 培养基，37℃，200 rpm 振荡培养 60 分钟。 

④ 用涂布器将样品涂布于含 Amp 抗性的 LB 平板上。 

⑤ 37℃倒置培养 12 小时。 

（2）菌落 PCR 验证 

实验步骤同 5.2.2-（4）-⑤。 

（3）异丙基-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）诱导 
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① 取验证成功的样品于含有 1 μM Amp 的 5 mL LB 培养基中过夜振荡培养。 

② 以 1%接种量将 2 mL 菌液于 37℃扩大培养约 3 小时后达到对数期。 

③ 于 16℃摇床中 80 rpm 转速降温 1 小时。 

④ 培养物用 IPTG 进行诱导：（10 mL 培养物+10 μL IPTG（1M），终浓度为 1 mM），

16℃，160 rpm 过夜诱导。 

（4）SDS-PAGE 凝胶电泳 

① 将培养物分别转移至 1.5 mL 离心管中，于 4℃，12,000 rpm 下离心 2 分钟。 

② 去上清，收集细胞沉淀，加入 60 μL ddH2O，重悬。 

③ 在样品中加入 1/4 体积的蛋白上样缓冲液，混匀。 

④ 将混合物用沸水浴加热 5-10 分钟，加热结束后，高速离心 5 分钟，上清用于电

泳分析。 

⑤ SDS-PAGE 凝胶（1mm）配置如下表 5-7： 

表 5-7  SDS-PAGE 凝胶配置表 

Table 5-7  SDS-PAGE gel configurations table 

试剂（下层胶） 使用量 试剂（上层胶） 使用量 

下层胶溶液 2.7 mL 上层胶溶液 0.75 mL 

下层胶缓冲液 2.7 mL 上层胶缓冲液 0.75 mL 

改良型促凝剂 60 μL 改良型促凝剂 15 μL 

 

⑥ 取 10 μL 上清点样，120 V 电泳 45 分钟。 

⑦ 切断电源，剥离凝胶至免脱色的考马斯亮蓝染液中染色 15 分钟，观察结果。 

（5）镍柱层析纯化 

① 取保存的蛋白表达成功的菌种 1 mL 接种到 100 mL LB 培养基（含 Amp 抗性）

中，37℃过夜培养。 

② 接种大体系（10 mL 接种 1 L），37℃，180 rpm 培养 2.5 至 3.5 小时。 

③ 于 16℃摇床中 80 rpm 转速降温 1 小时，每瓶加入 1 mL IPTG（1M），16℃，

160 rpm 过夜培养 19 小时。 

④ 5,000 rpm，4℃离心 8 分钟，加入 50 mL 重悬 Buffer 进行重悬。 

⑤ 预冷，向样品中加入蛋白酶抑制剂，随后液压破碎。 

⑥ 超声破碎（1 L 用 30%功率，超声 3s 停 6s 共计 5 分钟），超声后取样为 CE，与

Loading Buffer 混合。 
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⑦ 破碎细胞后于 14,000 rpm，45 分钟，4℃条件下离心，离心后取上清为 S。 

⑧ 平衡 Ni 柱，用重悬缓冲液清洗 Ni 柱后将样品与 Ni 柱混匀，孵育 30 分钟。 

⑨ 将样品流通 Ni 柱，取样为 F，用 W0 洗脱液清洗 Ni 柱，至万能染液不变蓝，

取样 W0。 

⑩ 用不同咪唑浓度洗脱液洗脱蛋白，至万能染液不变蓝，取样 W20，W50，W70，

W100。最后用 EL 洗脱蛋白取样 EL。所有样品 100℃加热 10 分钟后于 1,200 rpm 离心

5 分钟，SDS-PAGE 电泳。 

5.2.5  功能验证 

（1）EMSA 凝胶配置 

① 按照表 5-8 配方配制 20 mL 4%的聚丙烯酰胺凝胶。 

表 5-8  EMSA 凝胶配置表 

Table 5-8  EMSA gel configuration table 

试剂 使用量 

TBE buffer(10X) 1 mL 

重蒸水 16.2 mL 

39:1 acrylamide/bisacrylamide(40%,w/v) 2 mL 

80% 甘油 625 μL 

10%过硫酸铵(ammonium persulfate) 150 μL 

TEMED 10 μL 

 

② 按上述顺序逐一添加所需试剂，在添加 TEMED 之前，确保所有试剂已充分混

合均匀，一旦加入 TEMED，立即再次进行混合，然后，迅速且平稳地将混合液倒入制

胶模具中，避免产生气泡，轻轻放置梳齿。 

（2）EMSA 结合反应 

① 如表 5-9 设置 EMSA 结合反应： 

表 5-9  EMSA 结合反应配置表 

Table 5-9  EMSA binding reaction configuration table 

试剂（对照组） 使用量 试剂（突变组） 使用量 试剂（实验组） 使用量 

Nuclease-Free Water 7 μL Nuclease-Free Water 7 μL Nuclease-Free Water 5 μL 

EMSA/Gel-Shift 结合

缓冲液(5X) 
2 μL 

EMSA/Gel-Shift 结

合缓冲液(5X) 
2 μL 

EMSA/Gel-Shift 结

合缓冲液(5X) 
2 μL 

细胞核蛋白或纯化的

转录因子 
0 μL 

细胞核蛋白或纯化

的转录因子 
0 μL 

细胞核蛋白或纯化

的转录因子 
2 μL 

标记好的探针 1 μL 标记好的突变探针 1 μL 标记好的探针 1 μL 

总体积 10 μL 总体积 10 μL 总体积 10 μL 

 

② 按照规定的顺序添加所需的试剂。在添加已标记的探针之前，确保所有试剂已
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完全混合均匀，并在室温（20-25℃）下静置 10 分钟。之后，加入已标记的探针，再

次混合均匀，并在相同的室温下继续静置 20 分钟。 

③ 加入 1 μL 的 EMSA/Gel-Shift 上样缓冲液（该缓冲液为无色，且浓度为 10×），

迅速混合均匀后，立即进行上样操作 。 

（3）电泳 

① 使用 0.5×TBE 作为电泳液。在预电泳阶段，以每厘米 10 V 的电压进行，持续

时间为 10 分钟。 

② 将和上样缓冲液混合均匀的样品小心地加入至上样孔内。 

③ 以每厘米 10 V 的电压开始正式的电泳过程。在整个电泳过程中，需要密切关注

凝胶的温度，确保不超过 30℃。如果观察到温度上升，应适当降低电压以维持适宜的

温度。当 EMSA/Gel-Shift 上样缓冲液中的蓝色染料溴酚蓝迁移至凝胶下缘的 1/4 处时，

即可停止电泳。 

（4）转膜 

① 选取一张与 EMSA 胶大小相近或稍大的尼龙膜，剪角作标记。随后，用 0.5×

TBE 溶液浸泡该尼龙膜，确保浸泡时间不少于 10 分钟。在整个操作过程中，使用镊子

轻夹尼龙膜的边角，确保不接触到样品的区域，以保持样品的完整性。 

② 选取两张与尼龙膜大小相近或略大的滤纸，并将其完全浸入 0.5×TBE 溶液中，

使其充分浸湿。 

③ 将充分浸泡过的尼龙膜小心放置在一张已浸湿的滤纸上，同时避免尼龙膜与滤

纸之间产生气泡，以确保两者之间的贴合度。 

④ 谨慎地取出 EMSA 胶，并将其平稳地放置在准备好的尼龙膜上。在此过程中，

要确保胶与膜之间不产生任何气泡。 

⑤ 小心地将另一张充分浸湿的滤纸平铺在 EMSA 胶上，确保滤纸与胶之间没有任

何气泡产生。 

⑥ 运用 Western 实验中常用的湿法电转膜技术，选用 0.5×TBE 作为转膜介质，以

有效转移 EMSA 胶上的探针、蛋白及其复合物至尼龙膜。在电转过程中，设定电流为

380 mA（相当于约 100 V 的电压），并控制转膜时间在 30 至 60 分钟之间。 

⑦ 转膜结束后，小心地将尼龙膜取出，并确保样品面朝上放置。接着，将尼龙膜
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轻轻平铺在干燥的滤纸上，仔细吸去膜下表面明显的液体。吸取液体后，立刻进行交

联操作，防止尼龙膜过度干燥。 

（5）交联 

使用超净工作台内的紫外灯，距离膜 5-10 厘米左右照射 3-15 分钟。 

（6）化学发光法检测生物素标记的探针 

① 为有效溶解封闭液和洗涤液，需将其置于 37-50℃的水浴中进行加热。随后，

选取一个合适的容器，向其中加入 15 mL 的封闭液，将经过交联处理的含有样品的尼

龙膜轻轻放入该容器中。将容器置于水平摇床上，以适中的速度缓慢摇动 15 分钟。 

②  在尼龙膜封闭完成后，将原有封闭液倒掉，取 7.5 μL 的 Streptavidin-HRP 

Conjugate，加入到 15 mL 新制备的封闭液中，进行 1:2000 的稀释。将稀释后的混合液

充分搅拌均匀后，置于水平摇床上，以适中的速度缓慢摇动 15 分钟。 

③ 取 25 mL 的 5 倍浓度洗涤液，加入 100 mL 的二次水。将两者充分混合均匀，

以配制成总量为 125 mL 的洗涤液。 

④ 小心地将尼龙膜转移到另一个装有 15 至 20 mL 的洗涤液的容器中，对尼龙膜进

行 1 分钟的漂洗。 

⑤ 将洗涤液倒掉，再次加入 15 至 20 mL 的洗涤液。将尼龙膜置于水平摇床上，以

缓慢的速度进行洗涤，每次洗涤时间约为 5 分钟。此洗涤步骤需重复四次，确保尼龙

膜得到充分的清洗。 

⑥ 小心地将尼龙膜转移到另一个容器中，该容器内装有 20 至 25 mL 的检测平衡液。

随后，将尼龙膜置于水平摇床上，低速摇动 5 分钟。 

⑦ 取 5 mL 的 BeyoECL Moon A 液，加入同等量的 BeyoECL Moon B 液，并充分搅

拌使其混合均匀，得到 BeyoECL Moon 工作液。 

 ⑧ 取出尼龙膜，并使用吸水纸轻轻吸去其表面多余的液体，确保膜的样品面朝上，

将其平稳地放置在洁净的容器内。 

⑨ 在尼龙膜表面均匀地加入步骤⑦中配制好的 BeyoECL Moon 工作液，总量共 10 

mL，确保工作液完全覆盖尼龙膜。随后，在室温下静置 1 至 2 分钟。 

⑩ 用 WB 化学发光成像仪检测。 
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5.3  结果与讨论 

5.3.1  佐夫色球藻 PIF 基因序列与蛋白序列信息 

五个转录因子 PIF1、PIF2、PIF3、PIF4 和 PIF5 的基因编码区分别包含 882、1,410、

1,188、1,167 和 1,998 个核苷酸，这些核苷酸按照遗传密码子的规则，分别编码了 293、

469、395、388 和 665 个氨基酸。基于氨基酸序列的分子量计算，五个 PIF 转录因子的

预测分子量分别约为 32.16、49.8、42.4、40.95 和 69 千道尔顿（kDa）。除了分子量外，

蛋白质的等电点（pI）也是其物理性质的重要参数。五个 PIF 转录因子的等电点分别为

5.10、5.36、6.01、7.96 和 6.41，这意味着当 pH 在与等电点相同的环境中，这些蛋白

质不带净电荷，这对于理解其在细胞内的稳定性和互作特性具有重要意义。 

为深入了解五个 PIF 转录因子的功能和结构特点，利用 NCBI（National Center for 

Biotechnology Information）的 Conserved Domain 工具对其进行保守结构域分析。分析

结果如图 5-1 所示，五个 PIF 转录因子同预测结果相同均具有典型的 bHLH 结构域，

bHLH 结构域是许多转录因子中常见的结构特征，它参与 DNA 结合和蛋白质间的相互

作用，对于 PIF 转录因子在信号转导中的功能至关重要。除此之外，PIF2 和 PIF3 转录

因子还具有 ACT（Armadillo/β-catenin-like repeats）结构域，ACT 结构域通常与蛋白质

间的相互作用和稳定性有关，这表明 PIF2 和 PIF3 可能通过 ACT 结构域与其他蛋白质

形成复合物，共同调控佐夫色球藻的代谢过程。 

综上所述，五个 PIF 转录因子基因编码的蛋白质具有特定的分子量和等电点，并

通过 bHLH 或 ACT 两个保守结构域发挥其在信号转导中的关键作用。这些结构特征为

深入研究 PIF 的功能和调控机制提供了重要线索。 
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图 5-1  PIF 转录因子氨基酸保守结构域分析 

Figure 5-1  Analysis of amino acid conserved structural domains of PIF transcription factors 

 

5.3.2  PIF 基因克隆 

通过 Trizo 法提取佐夫色球藻的总 RNA 后，利用 1%琼脂糖凝胶电泳对提取的

RNA 样品的质量进行检测。结果如图 5-2 a 所示，28S 和 18S 的条带清晰可辨，且 28S

的亮度是 18S 的 1.5 倍，这符合高质量 RNA 的特征。同时，通过 Nanodrop2000 检测，

A260/A280 的比值约为 2，进一步证实 RNA 的纯净度和完整性，用于后续的反转录反

应。  

接下来，从佐夫色球藻的转录组数据库中获取这五个 PIF 基因的完整开放阅读框
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（ORF）序列。基于这些序列，利用 Primer Premier5 设计特异性扩增引物，并以反转

录得到的佐夫色球藻 cDNA 为模板，通过 PCR 扩增技术进行目的基因的扩增。如图 5-

2 b 电泳检测结果显示，在大约 1,000-2,000 bp 的位置观察到特异性条带，这与我们预

期的目的基因大小相符。 

为验证扩增结果的准确性，对扩增后的序列进行切胶回收、连接 pMD19-T 载体并

送测序的步骤。通过 NCBI 的 BLAST 比对分析，发现只有 PIF3 测序所得序列与转录

组数据库中的序列完全一致，这证明成功克隆得到了 PIF3 转录因子。 

 

 

 

图 5-2  佐夫色球藻 RNA 提取（a）及 PIF 基因的 PCR 扩增结果（b）图 

Figure 5-2  Graph of Chromochloris zofingiensis RNA extraction (a) and PCR amplification results of PIF3 

gene (b) 

注：a 图中各泳道分别代表：M：D2000 Plus DNA marker；1、2：佐夫色球藻的 RNA 提取结果，b

图中各泳道分别代表：M：D2000 Plus DNA marker；1、2：PIF1 基因；3、4：PIF2 基因；5、6：

PIF3 基因；7、8：PIF4 基因；9、10：PIF5 基因。 

  

5.3.3  重组表达载体载体构建、PIF3 蛋白表达及纯化 

对克隆成功的 PIF3 基因进行重组表达载体构建，利用限制性内切酶 SalⅠ和 EcoR

Ⅰ双酶切重组原核克隆载体 pMD19-T/PIF3 以及原核表达载体 pGEX-H-6t-1（如图 5-3 

a），将目标片段连接到 pGEX-H-6t-1 后构建成原核表达载体 pGEX-H-6t-1/PIF3，转化

大肠杆菌感受态细胞 DH5α，经菌落 PCR 检测，在 1,000 左右发现明亮的特异条带（如

图 5-3 b），从对应的扩大培养菌液中提取质粒送测，采用 BLAST 将测序结果与模板序

列比对后发现大小一致，证明 pGEX-H-6t-1/PIF3 表达载体构建成功。 
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将构建成功的重组表达载体 pGEX-H-6t-1/PIF3 转入大肠杆菌 BL21，经终浓度 1 

mM 的 IPTG 诱导后。取诱导前后样品进行 SDS-PAGE 检测，结果如图 5-3 c 所示，含

有标签的蛋白分子量在 68 kDa 左右，与预测的重组蛋白大小一致，说明 FIF3 蛋白表达

成功。 

构建原核重组表达载体时所用的 pGEX-H-6t-1 具有 His 标签，因此可以利用镍柱

进行亲和纯化，高效分离出带有 His 标签的目标蛋白。镍柱中的氯化镍可以与带有 His

标签的蛋白结合，当样品加载到柱子上时，带有组氨酸标签的蛋白能够特异地与镍填

料结合，由于咪唑也可与镍结合，因此，在实验过程中采用咪唑洗脱液梯度洗脱的方

式来去除杂蛋白，再利用高浓度的咪唑来洗脱目标蛋白，从而确保其纯度。 

PIF3 完成诱导表达后，收集大肠杆菌菌液并进行低温液压和超声破碎处理，得到

的上清进行镍柱层析纯化，从图 5-3 c 可以看出目的蛋白在 70 mM、100 mM 和 250 

mM 的咪唑缓冲液下洗脱下来，且条带单一，证明洗脱纯度较好，收集洗脱液并低温

浓缩得到较高浓度的 PIF3 蛋白，为后续的实验提供较高质量的样品。 

 

 

 

图 5-3  重组原核克隆载体 pMD19-T/PIF3 和原核表达载体 pGEX-H-6t-1 双酶切（a）、菌落 PCR 扩增

结果（b）和诱导 PIF3 蛋白表达及纯化的 SDS-PAGE 图（c） 

Figure 5-3  Recombinant prokaryotic cloning vector pMD19-T/PIF3 and prokaryotic expression vector 

pGEX-H-6t-1 double digestion (a), colony PCR amplification results (b) and SDS-PAGE plots of induced 

PIF3 protein expression and purification (c) 

注：a 图中各泳道分别代表：M：super DNA marker；1、2、3：重组原核克隆载体 pMD19-T/PIF3；

4、5、6：原核表达载体 pGEX-H-6t-1，b 图中各泳道分别代表：M：D2000 Plus DNA marker；1、2、

3：PIF3 基因，c 图中各泳道分别代表：M：蛋白 marker；前：IPTG 诱导前；后：IPTG 诱导后；

CE：超声破碎后全蛋白；S：离心后上清；F：挂住后流脱的蛋白；W0：0 mM 咪唑缓冲液洗脱下

的蛋白；W20：20 mM 咪唑缓冲液洗脱下的蛋白；W50：50 mM 咪唑缓冲液洗脱下的蛋白；W70：

70 mM 咪唑缓冲液洗脱下的蛋白；W100：100 mM 咪唑缓冲液洗脱下的蛋白；EL：250 mM 咪唑缓

冲液洗脱下的蛋白。 
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5.3.4  凝胶迁移率实验证明 PIF3 与 G-box 结合 

研究表明，拟南芥中 PIF 可直接与类胡萝卜素合成通路关键基因 PSY 启动子上的

G-box 元件结合从而抑制其表达[67]。为验证佐夫色球藻中的 PIF3 是否具有相似的功能，

利用凝胶迁移率实验进行体外功能验证。凝胶迁移率实验是一种研究蛋白质和 DNA 序

列相互结合的技术，当蛋白质与末端标记的核酸探针结合后，在聚丙烯酰胺凝胶电泳

中，这种复合物比未结合蛋白质的探针电泳速度要慢，表现为相对滞后。通过比较电

泳结果，可以判断特定蛋白是否和特定序列结合。 

在佐夫色球藻基因集中利用 KEGG 找到虾青素合成途径中 PSY 的基因 ID，根据

基因 ID 获得基因序列，再利用生信手段获得 PSY 启动子序列的前 2,000 bp，进而设计

含 G-box 序列（TTCCGGTCTGCAGCACGTGTTGCTGCAAGC）的探针以及含 G-box

突变序列（TTCCGGTCTGCAGATTAGCTTGCTGCAAGC）的突变探针，分别与纯化

好的 PIF3 蛋白进行孵育。若蛋白能与 DNA 结合，在凝胶迁移过程中的迁移率会低于

游离的探针。如图 5-4 所示，在实验组泳道中可明显的看到迁移较慢的 PIF3 与含有 G-

box 序列探针的结合条带和迁移较快的游离探针，而对照组和突变探针组均只能观察到

游离探针条带，且实验组的游离探针条带的大小明显小于对照组和突变探针组，进一

步说明 PIF3 蛋白可与 G-box 结合。初步验证了佐夫色球藻中的 PIF3 转录因子可直接

与顺式作用原件 G-box 结合来调控相关基因的表达。 

 

 

 

图 5-4  PIF3 转录因子与顺式作用元件结合的凝胶迁移率实验验证 

Figure 5-4  Experimental validation of gel mobility of PIF3 transcription factors bound to cis-acting 
elements 

注：C：只加蛋白的对照组；1：蛋白和突变探针组；2：蛋白和探针组。 



河北大学硕士学位论文 

60 

5.4  本章小结 

本章通过对佐夫色球藻中的 PIF 基因进行克隆、蛋白表达、蛋白纯化及凝胶迁移

率实验以了解 PIF 转录因子及其功能，为在基因水平上直接调控虾青素的合成提供依

据及参考。主要结论如下： 

（1）利用 TA 克隆成功克隆出佐夫色球藻中的 PIF3 转录因子。 

（2）重组表达蛋白带有 His 标签，利用镍柱亲和层析纯化得到分子量为 42.4 kDa

的 PIF3 蛋白。 

（3）凝胶迁移率实验证明佐夫色球藻中的转录因子 PIF3 会和 PSY 的启动子上的

G-box 序列结合，说明佐夫色球藻中含有 bHLH 结构域的 PIF3 转录因子同高等植物一

样会通过直接与顺式作用元件相结合而发挥作用。 
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第六章  结论与展望 

6.1  结论 

本研究探究了植物激素及相关转录因子对异养佐夫色球藻虾青素积累的调控机制，

主要结论如下： 

（1）水杨酸（SA）可在降低异养佐夫色球藻胞内 ROS 水平的同时促进生长及虾

青素的积累。 

（2）SA 通过促进 BKT 基因的表达和下调 PSY、PDS 和 ZDS 基因的表达来减少

初级类胡萝卜素的合成使 β-胡萝卜素更倾向于合成虾青素。同时 SA 会通过促进脂肪

酸及前体合成途径中相关基因的表达，来调控佐夫色球藻脂肪酸的合成 

（3）佐夫色球藻共有 5 个 bHLH 家族转录因子，其中 4 个在 SA 处理组中明显下

调。 

（4）PIF3 转录因子可在体外直接与虾青素合成途径中 PSY 启动子上的顺式作用

元件 G-box 结合，是潜在的虾青素合成的关键调控基因。 

综上所述，我们的研究解析了植物激素及相关转录因子对异养佐夫色球藻虾青素

积累的调控机制，为虾青素的生物合成提供理论基础和改造靶点。 

6.2  创新点 

本研究的创新点如下： 

（1）常用的通过非生物胁迫促进佐夫色球藻虾青素积累的方式，通常会引起氧化

损伤，影响细胞生长和目标产物产率，为了突破这一弊端发现植物激素可避免非生物

胁迫对生物体造成的危害。研究发现 SA 可促进异养佐夫色球藻生长和虾青素积累，且

降低活性氧的水平，为异养佐夫色球藻生产虾青素提供了新的方法。这不仅可以提高

生产效率，降低成本，还有助于实现可持续发展。 

（2）本研究对佐夫色球藻的 PIF3 转录因子进行功能验证，结果表明其同高等植

物中 PIF 转录因子具有相似的功能，即可直接与虾青素合成途径中关键基因启动子上

的顺式作用元件结合来调控基因表达，进而影响虾青素合成。 
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6.3  展望 

本文聚焦于佐夫色球藻这一研究材料，致力于探索促进异养佐夫色球藻虾青素积

累的新方法。通过深入研究，为提升异养佐夫色球藻虾青素积累提供了新的视角和见

解。然而，必须指出的是，本课题仍存在一些局限性和不足之处，这需要进一步开展

研究，以完善和优化现有的发现与结论。 

（1）本研究结果揭示，外源 SA 能够有效促进异养佐夫色球藻的生长，并显著增

加虾青素等次级代谢产物的积累，同时避免氧化应激的产生。基于这一重要发现，有

望进一步优化培养条件，实现更高效的生产。值得一提的是，SA 能够降低佐夫色球藻

的活性氧水平，这为 SA 与非生物胁迫条件相结合提供了可能性。未来，将深入探究

SA 与非生物胁迫的耦合效应对佐夫色球藻细胞生长和虾青素积累的影响，期望在异养

佐夫色球藻的培养和虾青素生产中取得更大的突破。 

（2）本研究成功地克隆了 PIF3 转录因子，并通过体外实验验证了其功能。实验

结果显示，PIF3 能够与顺式作用元件 G-box 结合，进而调控相关基因的表达。然而，

这仅仅是体外实验的结果，为了更全面、深入地了解 PIF3 在佐夫色球藻中的实际作用，

还需要进一步构建含有 PIF3 敲减的突变体。通过这一步骤，有望获得具有高产虾青素

特性的突变株，从而为虾青素的生产提供新的思路和方法。 
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