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甘油激酶基因对三角褐指藻理化性质的影响 
 

高 莉，张志霞，卿人韦，马 力 
(四川大学生命科学学院，成都 610064) 

 

摘  要：为了探索甘油激酶(glycerol kinase，GK)基因对三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)生长的影响，以 GK

基因过表达藻株、干扰藻株和野生型藻株为研究对象，测定了其生长情况、GK 基因转录水平、GK 活性、脂质含量和金

藻昆布多糖等参数．结果显示：转基因藻株的比生长速率与野生型藻株无显著差异；过表达藻株 GKOE1-8、GKOE7-1

的转录水平显著上调，GK 活性增强了 3.55 倍和 2.58 倍，中性油脂含量增加 64.95%和 18.49%，金藻昆布多糖含量增加

50.89%和 42.11%；而干扰藻株 GKRNAi3-1、GKRNAi4-1 的转录水平则显著下调，伴随着 GK 活性降低 52.34%和

6.64%，中性油脂含量减少 26.88%和 16.98%，金藻昆布多糖含量减少 16.99%和 10.62%．研究结果表明：在三角褐指藻

中，过表达甘油激酶基因可以促进中性油脂和金藻昆布多糖等生物活性物质的积累，这为通过基因工程的手段获得产

油率高的转基因藻株提供了参考． 
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Effect of Glycerol Kinase Gene on Physicochemical Properties of  

Phaeodactylum tricornutum 

GAO Li，ZHANG Zhixia，QING Renwei，MA Li 

(College of Life Science，Sichuan University，Chengdu 610064，China) 

Abstract：In order to know the mechanism of glycerol kinase in Phaeodactylum tricornutum，we studied its growth，

transcriptional level，enzyme activity，lipid content and chrysolaminarin content．Results showed that the growth rate of 

transgenic types was not significantly different from that of the control，but the transcriptional level of GK during GKOE1-8 

and GKOE7-1 was significantly up-regulated．The activity of GK increased 3.55 times and 2.58 times compared with that of 

the control，respectively．Neutral lipid content increased by 64.95%  and 18.49% ．Chrysolaminarin content increased by 

50.89%  and 42.11% ．While the transcriptional level of GKRNAi3-1 and GKRNAi4-1 were significantly down-regulated，the 

decrease of GK activity was 52.34%  and 6.64% ，respectively．The content of neutral lipid was reduced by 26.88% and 

16.98% ，and chrysolaminarin content decreased by 16.99%  and 10.62% ．The results revealed that overexpression of GK

could promote the accumulation of bioactive compounds，such as neutral lipid and chrysolaminarin，and thus provide some

reference for obtaining transgenic algae with high lipid through genetic engineering． 

Key words：Phaeodactylum tricornutum；glycerol kinase；transcriptional level；neutral lipid；chrysolaminarin 

 

  由化石燃料的过度消耗而引起的温室效应等环

境问题，促进了可再生能源——生物燃料的发展．微

藻生物柴油作为一种非常有潜力代替化石能源的新

型燃料[1-2]，因其具有绿色环保等优势，成为现在研究

的热点． 

三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)是一种

生长快、油脂含量高的海洋模式硅藻[3]，且其全基因

组测序[4]已经完成，这为通过基因工程的方法改造构
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建富油的转基因微藻提供了理论依据． 

甘油激酶(glycerol kinase，GK)是生物体内进行

甘油摄取和代谢的关键酶，同时也是限速酶[5-6]．GK

可以催化甘油转化为甘油–3–磷酸(G3P)．自从 Lin
[7]

首次分离并确定了 GK 的主要结构后，GK 基因的研

究受到越来越多的关注．Muto 等[8]在 Fistulifera so-

laris 中过表达了 GK 基因，导致生物量提高，G3P 水

平升高，脂质积累量增加．同样，Yu 等[9]也提出，在

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)中 GUT1(编码

GK 基因)基因的过表达可以促使 G3P 积累增加，最

后导致脂质含量增多．因此，GK 对脂质的生物合成

与调控具有重要作用[10]．三角褐指藻中 GK 的表达

量和酶活与三角褐指藻利用甘油的速度密切相关[3]． 

中性油脂主要包括酰基甘油酯(TAGs)和游离脂

肪酸，而微藻的中性脂质(主要是 TAGs)是能量的主

要来源，现在通常用于生物柴油的生产．金藻昆布多

糖是硅藻细胞中主要的储存性碳水化合物[11]，它能

为细胞代谢循环提供能量，能转变为其他有机化合

物．细胞也可以通过对金藻昆布多糖含量的调控而

调节细胞的渗透压，稳定细胞结构，以提高对逆境的

抵抗． 

本研究以甘油激酶基因过表达藻株、干扰藻株和

野生型藻株为对象，测定了转基因藻株的生长情况、

甘油激酶基因 mRNA 转录水平、甘油激酶活性、脂质

含量和金藻昆布多糖含量的变化，探索过表达/干扰

甘油激酶基因对三角褐指藻生长代谢的影响，旨在为

通过基因工程的手段获得产油率高的转基因藻株提

供理论依据． 

1 材料与方法 

1.1 材料 

藻种：三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)

来 自 于 中 国 海 洋 大 学 微 藻 种 质 库 ，编 号 为

MACC/B288． 

载体：干扰载体 PtrGKRNAi-pPhaT1、过表达载

体 PtrGKOE-pPhaT1，均为本实验室构建．其中过表

达载体主要包含 fcpA 启动子、GK 基因的开放阅读框

ORF、fcpA 终止子、fcpB 启动子、博来霉素抗性基因

sh ble、硝酸还原酶终止子；干扰载体主要包含 fcpA

启动子、GK 基因约 430 bp 碱基正向序列、内含子、

GK 基因约 430 bp 碱基反向序列、fcpA 终止子、fcpB

启动子、博来霉素抗性基因 sh ble、硝酸还原酶终 

止子． 

试剂：PCR 相关试剂，TaKaRa 公司；基因枪转化

材料，Bio-Rad 公司；RNA 抽提试剂盒，成都百菲特

生物公司；其他试剂均购自成都科隆公司． 

f/2 液体培养基：于 100 mL 超纯水中，添加 f/2

培养基母液各 100 µL，3 g 海盐(质量分数为 3% )，高

压灭菌，冷却至室温后添加 100 µL维生素母液，即为

f/2液体培养基． 

f/2 固体培养基：于 300 mL 超纯水中，加入琼脂

粉 4.8 g、海盐 9 g、f/2 培养基母液各 300 µL，高压灭

菌，冷却至室温后添加 300 µL维生素母液，分到每个

板中，凝固后封口，4 ℃保存． 

1.2 方法 

1.2.1 三角褐指藻的遗传转化和转基因藻株鉴定 

分别将干扰载体 PtrGKRNAi-pPhaT1 和过表达

载 体 PtrGKOE-pPhaT1 转 化 至 大 肠 杆 菌

(E. coli)DH5α中，阳性克隆进行菌液 PCR 验证和测

序验证，然后扩大培养提取质粒，使其浓度均达到

1 μg/μL．将野生型三角褐指藻接种至灭菌的 f/2 液体

培养基中，置于温度为 22 ℃、光照度为 2 500 lx、光/

暗周期为 12 h/12 h 条件下培养；取指数生长期细胞

约 5×10
7个，涂布于 f/2 固体培养基的平板中央，用

PDS-1000/He System 型基因枪(Bio-Rad 公司)进行

遗传转化，选择压力参数为 1 350 psi(9 308.25 kPa). 

将轰击过的平板正置光照度为 1 500 lx 的条件下连续

光照培养 24 h，然后用 f/2 培养液洗脱下来，均匀涂

布于含有 100 μg/mL Zeocin 的 f/2 固体培养基平板

中，倒置光照培养(2 500 lx，22 ℃)．约 4 周后，挑取

单克隆于 f/2 液体培养基(含 100 μg/mL Zeocin)中，

并扩大培养，提取转基因藻株的基因组 DNA，并通过

PCR鉴定，测序验证． 

过 表 达 藻 株鉴定 引 物 为 GKOE-F：5′-TTGAC 

TGCAAGATCAGCTGGCCTAG-3′ ，GKOE-R ：5′-GG 

CAGATTTCCGGCAATGCCGAAAG-3′．干扰藻株鉴

定 引 物 为 GKRNAi-F ：5′-GCGTCGACCGTGTGT 

GGGATCAGACTTTGGTTAAC-3′ ，GKRNAi-R ：5′-

AGGGTACTTTCTTAATCTGAAG CT-3′． 

1.2.2 生长曲线绘制及生物量测定 

将指数生长期的甘油激酶基因过表达藻株、干扰

藻株和野生型藻株接种至 100 mL f/2液体培养基中，

其中转基因藻株的培养基中添加 100 μg/mL Zeocin，

起始接种浓度为 2×10
5

mL
-1，光照度为 2 500 lx，光/

暗周期为 12 h/12 h．每隔 24 h 取样检测 450 nm 处的

吸光度，并用血球计数板计数，绘制生长曲线，按照

式(1)计算比生长速率(µ)，并比较转基因藻株与野
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生型藻株的比生长速率． 

   0
ln ln

=
−

t
N N

µ
t

 (1)
 

式中：N0 为初始的细胞 A450；Nt 为第 t天的细胞 A450；

t 为培养时间，d． 

1.2.3 甘油激酶转录水平的测定 

提取指数生长期藻株 RNA，反转录成 cDNA，用

CFX Connect
TM 型实时荧光定量 PCR 仪(Bio-Rad 公

司)，以 18S 基因为内参基因[12]，检测不同藻株之间

甘油激酶基因的表达情况． 

1.2.4 甘油激酶活性的测定 

为研究甘油激酶的活性是否受甘油激酶基因转

录水平的影响，本实验根据经典的 Trinder 方法[13] 

(偶联终点比色法)改进后对甘油激酶的活性进行了

检测．其原理[3]是在温度为 22 ℃、pH 为 9.5 的条件

下，甘油激酶可以催化甘油，反应生成 3–磷酸甘油；

3–磷酸甘油被 3–磷酸甘油氧化酶氧化生成 H2O2 和

二羟基丙酮；H2O2、4–氨基安替比林和苯酚在过氧化

物酶的催化下生成粉红色醌亚胺类化合物，该物质在

545 nm 处具有较高的吸收峰，并且在一定浓度范围

内随甘油激酶的浓度和活力的增加而增加． 

酶 活 力单位(U)的 定义是 ：每分钟催 化 生 成

1 mmol/L H2O2 所需要的酶量定义为一个酶活力单

位．酶活性(U/mL)按照式(2)计算． 

   545 t

s

=
13.3 0.5 1.0

酶活性
Δ × ×

× × × ×
A V df

t V
 (2)

 

式中：ΔA545 为样品在 545 nm 处反应前后吸光度的变

化量；t 为反应时间，单位为 min；Vt 为总体积，

240 μL；Vs 为样品体积，20 μL；df 为样品稀释倍数；

13.3 是指在测定条件下醌亚胺类化合物的毫摩尔消

光系数；0.5 是指 1 mol H2O2 可以生成 0.5 mol醌亚胺

类化合物；1.0 为比色皿直径． 

1.2.5 尼罗红染色测定中性油脂含量 

分别收集指数生长期的过表达藻株、干扰藻株和

野 生 型 藻 株 细 胞各 2× 10
6 个，4 000 r/min 离心

10 min，PBS 清洗藻细胞，重复 3 次；然后用 300 μL 

PBS 悬浮，加入 0.1 mg/mL 尼罗红溶液(丙酮溶

解)10 µL，混匀，42 ℃暗处反应 10 min；用 Varioskan 

Flash 型全波长酶标仪(美国 Thermo 公司)在 530 nm

下激发，发射波长为 575 nm，检测相对荧光强度[14]． 

1.2.6 金藻昆布多糖含量的测定 

金藻昆布多糖的提取[15]：收集指数生长期的藻

液 1 mL，4 000 r/min 离心 10 min，收集细胞；加入

4 mL 0.05 mol/L 的 H2SO4溶液，迅速涡旋混匀；然后

于 60 ℃水浴反应 10 min，并间断混匀；离心收集上

清液，沉淀中再次加入 4 mL 0.05 mol/L 的 H2SO4溶

液；重复提取 2 次合并上清液，即为粗提取液． 

采用蒽酮比色法[16]测定金藻昆布多糖的含量：

取 1 mL 粗提取液，然后加入 5 mL 蒽酮试剂，充分混

匀，于沸水中煮沸 10 min，取出冷却至室温后，检测

620 nm 处的吸光度．以 620 nm 处吸光度为横坐标

(x)，葡萄糖含量(μg/mL)为纵坐标(y)，制作葡萄糖

标准曲线(y＝122.7 x＋0.886 8，R
2＝0.998)，并按照

式(3)计算样品的金藻昆布多糖含量(µg/mL)． 

   0

1

3
=金藻昆布多糖含量

ρ × ×V
V

 (3)

 

式中：ρ 为由标准曲线计算所得的糖含量，μg/mL；3

为粗提取液的稀释倍数；V0 为粗提取液总体积，mL；

V1 为测定用藻液体积，1 mL． 

1.3 统计分析 

本试验数据均用 GraphPad 软件处理分析．本实

验中将野生型藻株(WT)组设置为对照组，其中*表

示 P＜0.05，**表示 P＜0.01． 

2 结果与分析 

2.1 转基因藻株的鉴定 

转基因三角褐指藻的 PCR 鉴定结果如图 1 所

示．为验证目的基因/载体是否已经成功整合到三角

褐指藻的基因组中，通过克隆表达载体上的片段，采

用 pPhaT1 载体靠近插入片段 5′端的引物和插入 GK

基因片段中的引物进行 PCR 验证．甘油激酶基因过

表达藻株 GKOE1-8 和 GKOE7-1 均有一条 1 000 bp

左右条带，与过表达载体的结果一致，则可说明过表

达结构已经存在于转基因藻株中． 

 
M. marker；1. 过表达藻株 GKOE1-8；2. 过表达藻株 GKOE7-

1；＋. 过表达载体；－. 负对照(野生型藻株) 

(a) 过表达藻株的鉴定 
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M. marker；1. 干扰藻株 GKRNAi3-1；2. 干扰藻株 GKRNAi4-

1；＋. 干扰载体；-. 负对照(野生型藻株) 

(b)干扰藻株的鉴定 

图 1 转基因三角褐指藻的鉴定 

Fig. 1  Identification of transgenic Phaeodactylum tricor-

nutum 

  干扰藻株 GKRNAi3-1 和 GKRNAi4-1 均有一条

500 bp 左右的条带，与干扰载体的结果一致，说明干

扰载体已经存在于转基因藻株中，所以遗传转化成

功，目的片段已经整合进入三角褐指藻基因组中． 

2.2 转基因藻株生长情况分析 

对三角褐指藻细胞密度与 A450 之间进行线性回

归分析(图 2)，得到两者之间的线性关系式为 y＝

150.6 x－2.781，R
2＝0.998，P＜0.01，回归模型有意

义．这说明三角褐指藻的细胞密度与藻液在 A450 之

间呈显著的线性相关，可以利用藻液在 450 nm 处的

吸光度表示三角褐指藻的生长情况． 

 

图 2 细胞密度与 A450 之间线性关系 

Fig. 2  Linear relationship between cell concentration and

A450 

三角褐指藻生长曲线如图 3 所示．由图 3 可以

看出，甘油激酶基因过表达藻株和干扰藻株的指数生

长期与对照组(WT)一致，均为 5 d．通过对比生长速

率的比较(图 4)，可以看出转基因藻株的比生长速率

与野生型藻株无显著差异，说明甘油激酶基因的过表

达与干扰操作对藻株的生长情况无明显影响． 

 

图 3 三角褐指藻生长曲线 

Fig. 3 Growth curves of Phaeodactylum tricornutum 

 

图 4 三角褐指藻的比生长速率 

Fig. 4 Comparison of specific growth rates of Phaeodac-

tylum tricornutum 

2.3 三角褐指藻甘油激酶基因转录水平分析 

三角褐指藻甘油激酶基因相对表达量分析结果

如图 5 所示．结果以 GK 与 18S 的比值呈现，对照组

(WT)作为参照定为 1． 

 

图 5 三角褐指藻甘油激酶基因相对表达量分析 

Fig. 5 Relative quantification of GK transcripts in Phaeo-

dactylum tricornutum 

  由图 5 可 以看出 ，过 表 达 藻 株 GKOE1-8 、

GKOE7-1 的转录水平均较野生型藻株极显著(P＜

0.01)上调，分别是对照组的 7.90 倍和 3.19 倍，说明

过表达 GK 基因时，可以增强该基因的转录水平．而

甘油激酶干扰藻株 GKRNAi3-1、GKRNAi4-1 的转录
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水平均较野生型藻株显著(P＜0.05)下调，GKRNAi3-

1 的转录水平是对照组的 1/2，下调了 53.34%；

GKRNAi4-1 的转录水平是对照组的 3/5，下调了

42.52%，说明干扰 GK 基因时，其转录水平下调. 

2.4 甘油激酶活性分析 

转基因三角褐指藻甘油激酶活性分析结果如图

6 所示．过表达藻株的酶活均高于野生型藻株的酶

活，干扰藻株则均低于野生型藻株．其中过表达藻株

GKOE1-8、GKOE7-1 的酶活分别是野生型藻株的

5.55倍和 4.58倍；干扰藻株 GKRNAi3-1 的酶活比野

生型降低了 52.34% ，GKRNAi4-1 比野生型降低了

6.64% ．结合图 4 与图 5 分析，可以发现甘油激酶的

活性随着该基因转录水平的上调而增加，下调而降低. 

 

图 6 三角褐指藻甘油激酶活性分析 

Fig. 6 GK activity of Phaeodactylum tricornutum 

2.5 中性油脂含量分析 

中性油脂包括酰基甘油酯(TAGs)和游离脂肪

酸，是生物柴油生产的主要来源．中性油脂是由 GK

的催化产物 G3P 通过 Kennedy 途径产生．三角褐指

藻尼罗红染色后的相对荧光强度(图 7)可以间接反 

映中性油脂的积累量．其中以野生型藻株的荧光值

为对照组(WT)，并将其设置为 1，过表达藻株的中性

油脂含量显著的增加，GKOE1-8 和 GKOE7-1 的相对

荧光强度分别为 1.649 5 和 1.184 9，较对照组增加了

64.95% 和 18.49% ．干 扰 藻 株 GKRNAi3-1 和

GKRNAi4-1 的 相 对荧光强度 分别为 0.731 2 和

0.830 2，较对照组减少了 26.88% 和 16.98% ．这些结

果表明过表达甘油激酶基因，可以促进三角褐指藻细

胞内的中性油脂积累，说明甘油激酶基因在脂质代谢

中对脂质的积累调控起促进作用． 

2.6 金藻昆布多糖含量分析 

金藻昆布多糖作为三角褐指藻细胞内碳的主要

存在形式，可以调节细胞的渗透压，稳定细胞结构． 

三角褐指藻的金藻昆布多糖含量分析结果见图 8． 

 

图 7 尼罗红染色的中性油脂的相对荧光强度 

Fig. 7 Relative fluorescence intensity of Nile red dyed 

Phaeodactylum tricornutum 

 

图 8 三角褐指藻金藻昆布多糖含量分析 

Fig. 8 Chrysolaminaran content of Phaeodactylum tricor-

nutum 

将野生型组设置为对照组，过表达藻株的金藻昆

布多糖含量较野生型藻株显著增加，GKOE1-8 和

GKOE7-1 的 金 藻 昆 布 多 糖 分别 25.28 µg/mL 和

23.81 µg/mL ，分别较对照组 增 加 了 50.89% 和

42.11% ．干扰藻株的金藻昆布多糖含量则降低，

GKRNAi3-1 和 GKRNAi4-1 的金藻昆布多糖分别为

14.08 µg/mL 和 14.98 µg/mL，分别较对照组减少了

16.99% 和 10.62% ．这说明过表达甘油激酶基因可以

促进细胞内储存性多糖金藻昆布多糖的积累，而干扰

甘油激酶基因的表达则抑制金藻昆布多糖的积累，所

以甘油激酶基因可能对金藻昆布多糖的积累调控起

促进作用． 

3 结 论 

通过对三角褐指藻理化性质的研究，发现转基因

藻株的比生长速率与野生型藻株无显著差异，说明甘

油激酶基因不是三角褐指藻生长的限制因素．过表

达藻株的 GK 基因转录水平显著上调，GK 酶活升
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高，中性油脂和金藻昆布多糖含量增加，说明过表达

GK 基因可以增强甘油激酶的活性，导致细胞内 G3P

的积累；G3P 被 G3P 酰基转移酶酰化生成溶血磷脂

酸(LPA)；再通过 LPA 酰基转移酶将其酰化形成磷

脂酸(PA)；然后 PA 被 PA 磷酸水解酶去磷酸化，释

放甘油二酯；最后甘油二酯被酰化产生甘油三酯

(TAGs)，从而导致 TAGs 含量增加．因此，三角褐指

藻中，甘油激酶基因对脂质代谢起促进作用，可通过

调控该基因的表达而调控油脂含量，这为通过基因工

程的手段获得产油率高的微藻提供了参考． 
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