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湖泊微拟球藻高含油突变株的构建及筛选
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摘要: 研究旨在建立湖泊微拟球藻(Nannochloropsis)的遗传转化体系, 然后根据外源基因随机插入的特性, 挑
取抗性转化子构建突变体库, 并从突变体库中筛选高含油突变株。以湖泊微拟球藻自身β-tublin基因启动子

和三角褐指藻fcpA终止子驱动和终止来源于细菌的sh ble抗性选择基因, 构建了一个转化载体pPha-T1-TUB。
将线性化后的质粒以电穿孔的方法转化湖泊微拟球藻, 通过1 μg/mL zeocin的抗性平板筛选, 并经液体培养基

连续传代后, 得到了可以稳定遗传的转化子。我们从这些转化子中筛选得到了数株油含量高于野生型, 且生

长也优于野生型的突变株。其中, 2个突变株K26和G5的总脂中多不饱和脂肪酸含量更低, 其脂肪酸组成更符

合作为生物柴油原料的标准。研究通过随机插入构建突变体库的方法为快速获取优良目的性状的高产油突

变株提供了一个有效手段。
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微拟球藻(Nannochloropsis)是一类属于真眼点

藻纲(Eustigmatophyceae)、球形或近似球形的单细

胞真核生物, 该属有7个已定种(N. gaditana、N. sa-
lina、N. oculata、N. oceanica、N. australis、N.
granulata和N. limnetica)[1, 2], 其中仅有1个种类为淡

水类型
[3]
。与该属中的海洋种类相似, 淡水的湖泊

微拟球藻(N. limnetica)也具有较高的光合作用效

率、生物量和油脂含量 ,  并富含二十碳五烯酸

(EPA)[4—6]
。作为最有潜力的工业产油的模式研究

类群
[7], 迄今该属多个海洋种类的全基因组序列已

经公布
[8—10], 它们的遗传转化体系也已建立

[8, 9, 11]
。

当前, 由于生物燃料生产的成本远高于化石燃

料, 且微藻培养过程中消耗的仅与产出的能量相当,
使得生物燃料包括微藻生物质仅在替代减排上具

有一定的优势
[12]

。将微藻生物质生产与污水处理

相结合, 可在减少碳排放的同时增加经济效益, 由
此使得利用微藻作为生产生物质的原料变得经济

可行。因而, 从污水处理角度考虑, 研究利用淡水

种类作为生物质原料具有更大的优势。由于湖泊

微拟球藻的全基因组序列没有公布, 无法有效通过

对靶基因的操作改良藻细胞的产油性状。本文利

用电击转化的方法, 将zeocin抗性基因随机插入湖

泊微拟球藻的基因组, 构建突变体库, 通过筛选得

到油含量及生长显著增加的突变株, 为快速获取优

良目的性状的高产油突变株提供了一种有效途径。

1    材料与方法

1.1    藻株和培养

湖泊微拟球藻(Nannochloropsis limnetica KR
1998/3)由德国淡水生态和内陆渔业研究所(Insti-
tute of Freshwater Ecology and Inland Fisheries, Neu-
globsow) Lothar Krienitz教授提供, 经稀释涂平板纯

化后得到无菌藻落。常规培养使用BG11培养基,
在温度为22℃、光强约为50 μmol photons/(m2·s)、
光暗周期L鲶D为16鲶8的条件下进行。固体培养基加

1.2%的琼脂, 转化子在加1 μg/mL zeocin的平板上

筛选。从平板上挑取转化子接种至48孔板(每孔含

添加了0.5 μg zeocin的1 mL液体培养基)中培养

15d后用于鉴定。经鉴定的阳性转化子接入盛120 mL
BG11培养基(将NaNO3浓度减少到882 μmol/L)的
250 mL三角瓶中静置培养, 用于三酰基甘油相对含

量及生物量(OD730)的分析。用于总脂、三酰基甘
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油及其脂肪酸组成分析的藻细胞在通空气的条件

下培养。

1.2    质粒构建

以湖泊微拟球藻基因组DNA为模板, 用引物

tub-fw (5′-atgcTCCGGAATCATATCGTGCCACA
GCAGATTGG-3′, 下划线为Aor13H I酶切位点)和
tub-rv (5′-agctTGGCCATGGTTGAGACTAGTTG
GAGGGAGG-3′, 下划线为Bal I酶切位点)进行

PCR扩增得到β-tubulin启动子区域(约570 bp)[11]
。

PCR产物经测序验证后纯化回收, 用Aor13H I和Bal
I酶切, 与经同样双酶切后回收的pPha-T1载体大片

段相连, 以替换其中的fcpB启动子片段(位于抗性基

因sh ble上游), 得到质粒pPha-T1-TUB。
1.3    电击转化方法

通过电击转化野生型湖泊微拟球藻的方法参

照文献[11]进行, 略有修改。简述如下: 生长至对数

期藻细胞收集后用375 mmol/L山梨醇溶液洗涤3次
并重悬, 加入3—5 μg用Sca I线性化的pPha-T1-
TUB质粒DNA, 最终悬浮液体积为200 μL, 转至2
mm电击杯中。电击参数及电击后藻细胞处理与已

报道的对海洋微拟球藻种类的转化流程相同
[8, 9, 11]

。

1.4    PCR扩增

用CTAB法提取基因组DNA。以野生型为阴

性对照, 质粒pPha-T1-TUB为阳性对照, 分别以tub-
fw和FcpAt_rv (5′-TCGAGAAAACTCATCCTGT
GC-3′)为配对引物, 通过PCR的方法检测转化子。

50 μL PCR反应体系含有25 μL 2×PCR Mix(擎科生

物)、引物各100 pmol和50 ng DNA模板。PCR反应

程序为: 94℃变性5min, 接下来是34个循环反应

(94℃变性30s, 60℃复性30s, 72℃延伸1min), 最后

是72℃延伸10min。
1.5    突变株生长及含油量分析

相对生物量通过测定培养液的OD730值获得。

分别在培养的第10和第12天收集相同量的藻细胞,
按照Bligh和Dyer[13]

的方法提取总脂。总脂在薄层

层析(TLC)板上展层后分析三酰基甘油的相对含量
[14]
。

薄层层析板的型号是Silica gel 60 F254 (Merk KgaA
Darmstadt, Germany), 展层剂体系为正己烷鲶乙醚鲶

乙酸(70鲶30鲶1, v/v/v)。展层结束后层析板置于含有

适量颗粒碘的烧杯中显色5—10min[15]
。标准品三

油酸甘油酯(Glyceryl trioleate)购自Sigma公司。采

用称重法确定总脂和用薄层层析板回收的三酰基

甘油的绝对含量。

1.6    脂肪酸组成分析

总脂和三酰基甘油甲酯化后用正己烷萃取3次,
合并有机相, 取1 μL用Ultra Trace气相色谱分析仪

(Thermo Scientific, United States)进行脂肪酸组成

分析。用面积归一法计算各脂肪酸组分的相对百

分比。

2    结果与讨论

2.1    湖泊微拟球藻突变体库的构建

自2011年Killian等[16]
利用电击的方法在海洋

微拟球藻(N. oceanica)中建立起高效的遗传转化体

系以来, 该属中另外4个海洋种类的遗传转化方法

也已被陆续报道
[8, 11]

。南方微拟球藻(N. australis)
是最近才被鉴定的一个新种, 与海洋微拟球藻有非

常近的亲缘关系, 因而两者的转化程序应该相同。

我们采用同样的转化策略, 构建带有zeocin抗性基

因的质粒, 由湖泊微拟球藻β-tubulin基因的启动子

驱动表达, 转化后可筛选得到阳性转化子。初步计

算转化效率仅为海洋种类的约1%, 因而转化方法

尚待进一步优化。微拟球藻属的种类具有厚的细

胞壁, 电转化需要很高的电场强度(通常为11000—
12000 V/cm)[16], 而对淡水种类而言, 由于渗透压等

因素的不同, 可能需要对电场强度等电击参数进行

优化。

从平板上挑取的转化子接入zeocin浓度为0.5 μg/
mL的BG11培养基中培养, 以便进一步筛选。连续

传代6个月后, 我们共获得了约300个可在含有抗性

的液体培养基中生长的转化子, 将这些作为突变子

库, 用于筛选具有优良产油性状的突变株。从中随

机选取30个突变株, 以其基因组DNA为模板, 以
tub-fw和FcpAt_rv为引物进行PCR扩增检查zeo-
cin抗性基因及终止子序列片段(共约1.2 kb)。结果

表明, 所有30个抗性藻落均可扩增出目的片段, 得
到了可稳定遗传的转化子。

2.2    高含油突变株的筛选

由于BG11培养基中的氮浓度高达17.6 mmol/L,
培养早期收获检测到的湖泊微拟球藻仅含很低的三

酰基甘油
[17]
。将起始硝酸盐的浓度降低至882 μmol/

L (与海水培养基f/2中的氮浓度一致), 培养湖泊微

拟球藻, 淡水的微拟球藻三酰基甘油含量与海洋的

微拟球藻相当
[18]

。对上述随机挑选的30个突变株

与野生型在氮浓度为882 μmol/L的条件下培养, 利
用薄层层析比较三酰基甘油含量, 培养10d的结果

显示共有16个突变株的三酰基甘油含量高于野生

型, 培养12d共有14个突变株的三酰基甘油含量高

于野生型, 10d和12d检测的油含量均高于野生型的

突变株有11株, 占比为37%。其中突变株G5的油含

量在12 d比野生型增加超过50% (图 1)。
大量的研究显示藻细胞油脂积累与生长之间
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不具有同步性
[19]

。各种胁迫(尤其是氮限制)可导致

TAG积累, 但严重阻碍藻的生长。利用基因工程手

段提高细胞油脂含量通常也会导致细胞生长受到

影响。为获得生长不受影响的高含油突变株, 我们

进一步比较了野生型与突变株的生长情况。如图 2
所示, 9个突变株的相对生物量高于野生型, 其余

21株的生长均受到不同程度抑制, 其中K36的生物

量仅为野生型的约40%。

综合油含量及生长的结果, 9个生长优于野生

型的突变株中, K14、K24、K26、K29和G5等5株
的油含量也高于野生型, 占所有分析突变株的约

17%。K26和G5两个突变株的相对生物量分别比

野生型增加约5%—10%和3%—6%。

2.3    两个高含油突变株的产油特性

将上述2个生长及油含量优于野生型的突变株

K26和G5在通空气的条件下培养7d, 收获藻细胞用

于分析总脂、三酰基甘油含量及其脂肪酸组成。

表 1显示, 在本研究条件下培养的湖泊微拟球藻总

脂的含量为22%—26%, 略低于海洋微拟球藻的总

脂含量
[18]

。2个突变株的三酰基甘油均高于野生型,
含量占总脂的一半左右。湖泊微拟球藻总脂中的

脂肪酸以C16鲶0 、C16鲶1和C20鲶5为主, 三者之和占

总脂肪酸的70%以上。另外2种含量较高的脂肪酸

为C14鲶0和C18鲶1, 尤其是在三酰基甘油中所占的比

例较高。与野生型比, 突变株总脂的C20鲶5较低, 特
别是突变株G5中C20鲶5的含量仅为野生型的约

40%, 相应地C18鲶1的含量增加了一倍多。突变株

中丰富的短链脂肪酸组成特性符合作为生物柴油

原料的标准。

通过生理胁迫或对相应靶基因的遗传操作均
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图 1    野生型和突变株培养10d(上)和12d(下)后提取总脂的硅胶板薄层层析图

Fig. 1    Lipid composition and content in mutants and wild type (WT) of Nannochloropsis limnetica at day 10 and 12
薄层层析板上的数字表示突变株中三油酸甘油酯相对于野生型(设为1.00)的量; M. 三油酸甘油酯, Triolein; WT. 野生型, wild type; 其
他为抗性藻株, others are resistant algal colonies

The values above the TLC panel indicate the relative triacylglycerols normalized to the WT, which was set as 1
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图 2    野生型和突变株培养10d和12d后相对生物量(OD730)的比较

Fig. 2    The relative biomass (OD730) in mutants and wild type (WT) of Nannochloropsis limnetica at day 10 and 12

WT. 野生型, wild type; 其他为抗性藻株, others are resistant algal colonies
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可促进微藻细胞油脂的积累。然而, 前者严重抑制

细胞的生长, 后者通常也会影响藻细胞的生长。由

于生长和油脂积累的不同步性, 在不影响或是增加

细胞生长的同时提高细胞油脂积累可能涉及多个

基因的协同作用。因而, 有目的地通过基因工程手

段对产油性状进行改良不但需要长时间的多次尝

试, 也可能需要多个抗性筛选标记。通过随机插入

突变, 从大量突变子库中筛选生长和油含量均显著

增加的方法是切实可行的有效手段
[20, 21]

。由于外

源基因多拷贝的随机插入, 尽管不易确定影响性状

的目的基因, 但至少可以获得对目标性状显著改良

的突变株。通过本研究建立的突变株筛选方法, 可
以快速获得具有优良产油性状的藻株。进一步, 通
过对插入位点的深入分析还可以确定影响生长及

油脂合成的相关基因, 阐明藻细胞的油脂代谢机理,
为更有效地改造湖泊微拟球藻产油性状提供理论

支撑。
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CONSTRUCTION OF OIL-RICH MUTANTS IN NANNOCHLOROPSIS
LIMNETICA

ZHANG Ling-Xiang1, 2, CHEN Yi-Wen1 and HU Han-Hua1

(1. Key Laboratory of Algal Biology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China;
2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China)

Abstract: Nannochloropsis are model species for investigating biofuel production by algae. Many marine Nanno-
chloropsis genomes have been sequenced recently and their transformation systems have been established. N. limnetica
is the only freshwater species, and its genome and transformation system are not yet available. In this study, a genetic
transformation method for N. limnetica is established and a zeocin-resistance gene is introduced into the genome to ob-
tain mutant library, then high oil-yield mutants are screened from the library. A vector pPha-T1-TUB that has a sh ble
gene derived by Nannochloropsis β-tublin promoter and Phaeodactylum tricornutum fcpA terminator was constructed,
and the linearized plasmid was introduced to N. limnetica by electroporation. Transformants were able to grow on
1 μg/mL zeocin. PCR detection indicated that 100% of the selected colonies were positive transformants and all resis-
tant colonies contained sh ble gene after half a year. Several mutants with higher triacylglycerols content and biomass
were obtained. Among them, K26 and G5 showed lower polyunsaturated fatty acid contents than wild type, which
meets the requirements of the European Standard EN 14214 (2004) for biodiesel production. This study provides an effi-
cient method to obtain advantageous mutants via generating a library of random resistant gene insertion mutations in N.
limnetica.
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