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营养盐对假微型海链藻中鞘脂合成的影响 
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摘要: 丝氨酸棕榈酰转移酶(Serine Palmitoyltransferase, SPT)是鞘脂合成途径中的关键酶, 其表

达水平的高低影响生物体内鞘脂的含量. 该实验利用荧光定量 PCR 和液相色谱―质谱技术分析

了营养盐对假微型海链藻中 SPT表达及鞘脂合成的影响. 结果表明: SPT在微藻细胞中的表达水

平直接影响其鞘脂的合成, 且P饥饿促进SPT的表达和细胞内神经酰胺的合成, 进而影响假微型

海链藻的生长; 而 N饥饿抑制 SPT的表达和细胞内神经酰胺的合成及假微型海链藻的生长.  
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鞘脂(sphingolipid)作为一类重要的脂质, 普遍

存在于生物体的细胞膜、细胞器膜、载脂蛋白和富

脂器官中, 并发挥重要的生物学功能. 鞘脂种类和

含量的变化对于动物、植物、真菌、少数原核生物

和病毒细胞生长、增值、分化和衰亡起到至关重要

的作用[1].  

丝氨酸棕桐酰转移酶(Serine Palmitoyltransferase, 

SPT)是催化鞘脂从头合成途径的第一步, 也是该

途径的第一限速酶, 在调节鞘脂代谢中起着枢纽

作用, 其表达水平的高低影响各种鞘脂类成分在

体内的合成、分布及功能[2]. SPT 广泛分布在哺乳

动物、高等植物和真菌中, 甚至存在于极少数的原

核生物中[3-5]. 不同生物的 SPT 在空间结构上具有

差异性, 但是其功能却十分保守. SPT 在不同生物

中的基因结构各异, 在原核生物中由 2个同源亚基

基因组成, 其表达产物为同源二聚体[6]. 在真核生

物中由 2个异源亚基基因(LCB1和 LCB2)组成, 其

表达产物为异源二聚体[7], 而且 LCB1为调节亚基, 

LCB2为催化亚基, LCB1以及 LCB2具有功能互补

性[8]. 机体在响应外界刺激时, 很可能通过 SPT 来

控制机体内的鞘脂类物质水平[9].  

有研究表明, 光照、温度、pH、CO2浓度、生

长期等因素会影响微藻的生长和微藻细胞的生化

组成及含量, 而营养盐对微藻的影响更大[10]. 许多

实验证明 N、P盐是微藻生长、繁殖过程中的重要

环境因子, 对微藻的生长及脂质的组成、含量有较

大的影响[11-13].  

假微型海链藻是一类重要的硅藻, 其全基因

组序列已被测得[14]. 本文以假微型海链藻为研究

对象, 通过不同 N、P 营养盐处理, 对不同培养时

间的假微型海链藻中鞘脂合成的 SPT(关键酶)进行

实时荧光定量分析, 并检测鞘脂类物质的含量变

化, 以期了解营养盐对假微型海链藻 SPT 表达和

鞘脂合成的影响, 为今后假微型海链藻生长、衰败

和代谢研究提供理论基础.  

1 材料与方法 

1.1 藻种来源及预培养 

假微型海链藻由宁波大学海洋生物工程重点

实验室微藻室提供, 培养基为无菌的 f/2培养基[15]. 

培养器皿为 5 L的锥形瓶, 海水取自宁波附近海域, 

并经脱脂棉过滤, 煮沸灭菌. 光照周期为 12 h(白

天):12 h(黑夜), 光照强度为 2 500 lx, 温度设置为

(20±1)℃, 培养至指数生长期进行后续实验.  
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1.2 培养基配制 

营养盐按照 f/2培养基配制, N、P营养盐饥饿

培养是在培养基中不加 NaNO3、NaH2PO4·H2O 以

及不加培养基的海水.  

1.3 实验设计 

将长至指数生长期的假微型海链藻在常温下

3 000 r·min-1离心 8 min, 分别用完全培养基、缺 P

培养基、缺 N 培养基以及海水各洗涤 1 次, 重悬, 

转接至 5 L 装有对应培养基的锥形瓶中(转接培养

的细胞密度控制在 1×105左右), 每个实验设置 3个

平行.  

将假微型海链藻放置在恒温室内进行培养 , 

温度设置为(20±1)℃, 光照周期 12 h(白天):12 h(黑

夜), 光照为 2 500 lx, 每天摇瓶 2 次, 每隔 1 d 按

V(营养盐):V(海水)=1:2 000 加入相应的培养基. 分

别在第 0, 4, 8 d取藻液, 5 000 r·min-1 4℃离心, 藻

泥保存于－80℃用于荧光定量 PCR和鞘脂分析. 

1.4 细胞生长的测定 

从 0~8 d, 每天取样测藻液在 676 nm的OD值, 

用 OD676 值表征细胞生长情况. 生长速率=(An－

A0) n-1, 其中 A0~An为藻液 0~n d测得的 OD676 值. 

1.5 UPLC-MS分析鞘脂 

1.5.1 总脂提取 

称取 50 mg干燥的藻粉样品置试管中, 加入质

量浓度为 10 μg·mL-1 的鞘脂标准品, 再加入 V(氯

仿):V(甲醇)=1:1(已加有抗氧化剂 2,6-二叔丁基-4-

甲基苯酚(BHT), 终质量浓度为 50 μg·mL-1) 5 mL, 

漩涡震荡 5 min后超声 10 min, 3 000 r·min-1常温离

心 10 min, 取上清液倒入旋蒸瓶中, 重复 3 次. 通

过旋转蒸发仪蒸干溶剂, 再用甲醇复溶, 并转移至

5 mL小瓶中, 再次旋转蒸干, 充入氮气, －20℃保

存. 分析前用 1 mL 甲醇复溶, 溶液 12 000 r·min-1

常温离心, 取上清液用 0.22 μm的滤膜过滤.  

1.5.2  UPLC-MS条件 

色谱条件: 使用ACQUITY超高效液相色谱分

析系统用ACQUITY UPLC BEH C18分析柱(2.1mm× 

100 mm, 1.7 μm)对样品进行分析. 流动相A为V(异

丙醇 ):V(水 )=1:9, 流动相 B 为 V(异丙醇 ):V(乙

腈)=1:9, 加入 0.01%的氯化锂和 0.1%的甲酸到流

动相中作为电解质, 流速 350 μL·min-1. 洗脱梯度

为 A: 0~3 min从 90%降至 30%, 3~10 min从 30%降

至 15%, 10~13 min从 15%降至 5%并保持至 16 min, 

16~19 min从 5%降至 1%保持至 32 min, 32~33 min

从 1%升至 99%并保持至 40 min. 样品室的温度设

定为 4℃, 每个样品的进样量为 5 μL.  

质谱条件: 在电喷雾电离源(ESI)下进行, 离

子源温度为 100℃, 脱溶剂温度为 250℃, 高纯度

氮气作为雾化气和干燥气, 氮气流速 400 L·h-1. 四

级杆的扫描范围设置为 60~1 200 m·z-1. 在正离子

模式中, 毛细管电压 3.0 kV, 且取样锥孔电压 35~ 

65 V. TOF离子飞行方式在 V模式下使用并调整为

最大分辨率. 质谱采集速率设置为 0.3 s, 允许有

0.02 s 的延迟. 氩气作为碰撞气, 碰撞能量为 5~30  

V. 在实验前, 用甲酸钠校准仪器, 使用质量浓度

为 0.5 μg·mL-1 亮氨酸脑啡肽作为外标物对目标离

子进行精确质量锁定.  

1.5.3 鞘脂类代谢物的鉴定及定量方法 

鉴定方法: 在相应的检测模式下, 鞘脂骨架不

同产生不同的特征碎片离子, 在正离子模式下, 常

见的鞘脂骨架为: t 18:1, d 20:0, d 18:1, d 19:0, d 

20:0, d 16:0, d 17:0, d 18:0, d 18:3, d 18:2, 分别产

生 280.3, 290.3, 264.3, 280.3, 294.3, 238.3, 252.3, 

266.3, 260.3, 262.3 m·z-1 的离子碎片. 在高能量的

总离子流图 TIC中提取各特征碎片离子的 EIC图, 

再在低碰撞能量的 TIC 图中找到与其出峰位置对

应的分子离子峰, 即可确定出样品中各分子的元

素组成[16].  

定量方法: 在微藻样品中加入质量浓度为 5  

μg·mL-1 的鞘脂标准品作为内标, 根据测定对象的

峰面积跟已知浓度的标准品峰面积, 半定量样品

中鞘脂的相对含量.  

1.6 荧光定量 PCR 

1.6.1 总 RNA 提取与 cDNA 第一链的合成 

按照 Takara RNAiso Plus kit (Takara公司, 日

本)试剂盒说明书来提取总 RNA. 反转录 cDNA第

一链的合成按照 Prime ScriptTM RT reagent Kit with 

gDNA Eraser(Perfect Real Time)说明书步骤进行.  

1.6.2 引物设计 

依据 NCBI 上假微型海链藻 SPT 基因和 β- 

tubulin 基因的保守序列(XM_002296464 和 XM_ 

002292443)采用 Primer 5软件, 分别设计 2对特异

引物进行荧光定量 PCR扩增. 上下游引物分别为: 
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5’-GATGATTCTCACGGTATTGG-3’, 

5’-TACCGTCATTCCACCTACAC-3’; 

5’-GGACGCTACTTGACCTGTGC-3’, 

5’-ATGACGGTGAACTGCTCTGC-3’.  
1.6.3 荧光定量 PCR 反应 

20 μL的反应体系包括 SYBR Premix Ex TaqⅡ

(T/I RNaseH Plus)10.0 μL、dNTP (2.5 mmol·L-1) 5.0 

μL、PCR Forward Primer (10 μmmol·L-1) 0.8 μL、PCR 

Reverse Primer (10 μmmol·L-1) 0.8 μL、cDNA 2.0 

μL、ddH2O 6.4 μL. 反应程序为: 预变性 95℃ 30 s

后, 95℃ 3 s, 58℃ 51 s共 40个循环, 95℃ 15 s, 

60℃ 1 min结束.  
1.6.4 数据处理 

对荧光定量 PCR扩增数据进行处理, 选择 0 d

收的样品作为基准样品, 用 2－ΔΔCt法计算实验处理

样品 SPT 的相对表达量, 其中 ΔΔCt=ΔCt(样本)－

ΔCt(基准), ΔCt(样本)=Ct(样本)－Ct(内参), ΔCt(基

准)=Ct(基准)－Ct(内参), 数值均用平均数±标准差

表示. 利用统计软件 SPSS 13.0分析各实验处理样

品 SPT表达变化的显著性.  

2 实验结果 

2.1 营养盐对假微型海链藻生长的影响 

分别取完全营养盐和营养盐饥饿培养了 0~8 d

的假微型海链藻培养液, 测其在 676 nm波长的OD

值, 观察藻的生长情况, 绘制生长曲线(图 1).  
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图 1  不同培养条件下假微型海链藻 OD676  

从图 1可看出, 完全营养盐组细胞生长状态良

好, 细胞生长符合单细胞生物生长曲线, 具有明显

的指数期生长, 且一直保持较高的生长速率, 第

8 d时, 细胞 OD值达到最大, 为 0.145. P饥饿组培

养的假微型海链藻也呈现出指数期生长, 细胞培

养第2 d时, 种群生长速率最大, 为0.006 d-1; 第8 d

时, 种群 OD值达到最大, 为 0.127; 但是 1~8 d内

P 饥饿组的微藻的生长速率低于完全营养组微藻

的生长速率. 相较于完全营养和 P 饥饿组细胞, N

饥饿培养组细胞生长明显受到抑制, 没有明显的

指数生长期. 第 2 d时种群生长速率最大达到 0.004 

d-1, 生长极为缓慢; 第 4 d时, 细胞达到最大OD值

0.094, 较完全营养和P盐饥饿组细胞最大OD值明

显下降, 此后OD值逐步下降. 到第 8 d时, 该组细

胞 OD 值为 0.089. 海水培养过程中细胞的生长变

化规律同 N 饥饿培养组相似, 假微型海链藻生长

明显受到抑制, 且生长周期缩短. 第 2 d 时种群生

长速率最大, 仅为 0.002 d-1; 第 3 d时, 细胞达到最

大OD值 0.088, 较其他组最大OD值明显下降. 此

后 OD值逐步下降, 7~8 d细胞生长进入衰败期, 第

8 d时, 该组细胞 OD值为 0.081.  

2.2 营养盐对假微型海链藻鞘脂含量的影响 

通过 UPLC-MS分别检测完全营养盐、P饥饿、

N饥饿和海水培养的假微型海链藻在第 0, 4, 8 d的

鞘脂种类及含量变化. 结果表明, 在假微型海链藻

中共检测出 5 种神经酰胺, 见表 1. 而不同处理条

件下微藻细胞内神经酰胺含量的变化如图 2所示.  

表 1  假微型海链藻中神经酰胺种类 

保留时 

间/min 

[M+Li]+/

(m·z-1)

特征碎片/ 

(m·z-1) 
种类 

14.09 540.49 260.3 288.4 d18:3-n16:0-ceramide

18.39 544.50 264.3 288.4 d18:1-n16:0-ceramide

22.22 650.60 260.3 398.4 d18:3-n24:1-ceramide

25.37 652.60 260.3 400.4 d18:3-n24:0-ceramide

31.84 656.60 264.3 400.4 d18:1-n24:0-ceramide

从图 2可知, 完全营养盐、P饥饿和纯海水培

养的假微型海链藻在 0~8 d内神经酰胺均处于积累

状态 . 第 8 d 神经酰胺含量达到最大值, 分别为

13.461、18.580、 8.602 pmol·mg-1 干藻, 较第 0 d

分别提高了 2.37、3.27、1.52倍, 且 P饥饿培养的

假微型海链藻的神经酰胺含量在第 4~8 d高于其他

2 组, 完全营养盐培养组的假微型海链藻的神经酰

胺含量在第4 d低于海水组, 但是第8 d高于海水组. 

反之, N饥饿组假微型海链藻细胞内的神经酰胺含
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量在 0~8 d 内呈下降趋势, 第 8 d 达到最低含量

4.596 pmol·mg-1干藻, 是第 0 d的 81%. 
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图 2  不同培养条件下假微型海链藻中神经酰胺含量变化 

2.3 营养盐对假微型海链藻 SPT表达的影响 

采用荧光定量 PCR 技术对完全营养盐、P 饥

饿、N 饥饿和海水培养下假微型海链藻的 SPT 的

mRNA进行定量分析, 选择 0 d收的样品作为基准

样品, 按照 2-ΔΔCt法计算出 SPT在不同处理下的相

对表达量. 实验结果采用 SPSS 13.0单因素方差分

析, SPT在不同营养盐下的表达如图 3所示.  
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图 3  不同培养下假微型海链藻 SPT表达变化 

从图 3可以发现, SPT在所有营养盐处理下的

假微型海链藻中均有表达, 通过分析可知, 完全营

养盐培养条件下微藻的 SPT的相对表达量在 0~8 d

内呈明显上升趋势, 在第 8 d 该基因的表达量达到

最大值, 为初始表达量的 7.29倍, 此阶段该基因的

表达水平变化显著(P<0.05). 同样 P饥饿组 SPT的

相对表达量在 0~8 d 内也呈显著上升趋势, 第 8 d

该基因的表达量达到最大值, 为初始表达量的 8.06

倍, 此阶段该基因的表达水平变化显著(P<0.05). 

反之, N 饥饿组微藻 SPT 的相对表达水平在 0~8 d

内呈明显下降趋势, 第 8 d 该基因的表达量降低到

最低水平, 为初始表达量的 0.16%, 此阶段该基因

的表达水平变化显著(P<0.05). 海水培养条件下, 

SPT表达水平的变化规律与前 2组相似, 0~8 d内可

以检测到 SPT的相对表达水平上升, 第 8 d该基因

的表达量达到最高水平, 为初始表达量的 6.96 倍,

此阶段该基因的表达水平变化显著(P<0.05). 另外

在 4~8 d, P饥饿处理下 SPT的相对表达量最高, N

饥饿下最低.  

3 讨论 

营养盐是微藻生长繁殖所必须的主要成分 , 

营养盐不足会限制微藻的生长. 在 N、P 营养盐胁

迫条件下海洋微藻的生长与种类相关性较高. 研

究表明, 布朗葡萄藻的生长更容易受到 P限制的影

响[17], 海洋卡盾藻则对N胁迫较敏感, 而锥状斯氏

藻以及塔玛亚历山大藻对 N 或 P 胁迫的反应相一

致[18-20].  

在海洋生态系统中, N是最常见的限制性营养

元素[21]. 1995年 Justic的营养盐绝对限制法则指出: 

营养盐限制浮游植物生长的物质的量浓度阈值为

溶解无机氮 1 μmol·L-1, 溶解无机磷 0.1 μmol·L-1[22], 

所以 N 饥饿对微藻的生长具有显著的抑制作用. 

另外, 2009年 Van研究指出, 光合自养浮游植物在

P限制的环境中能够用含有S和N的类脂取代细胞

膜当中的磷脂, 以减少细胞对 P 的利用, 应对低 P

环境, 为细胞提供生存和竞争优势. 这种“磷脂替

代物”生物机制的出现为 P限制下的藻细胞提供了

生存可能[23]. 图1显示完全营养盐培养条件下假微

型海链藻呈指数生长, N、P饥饿都会影响假微型海

链藻的生长, 而且 N 饥饿和海水培养的假微型海

链藻的生长明显受到抑制, P 饥饿对假微型海链藻

生长抑制情况不显著. 实验结果表明, 假微型海链

藻对 N、P 饥饿耐受性存在差异, 其生长更易受 N

饥饿的影响.  

鞘脂在细胞增殖、分化、衰老到凋亡过程中起

着重要的作用, 其中神经酰胺是高效的生长抑制

剂, 可诱导许多细胞发生周期停顿, 抑制细胞的生

长和使其调亡[24]. 表 1显示, 假微型海链藻中的鞘
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脂主要是神经酰胺. 由于完全营养盐和 P饥饿条件

培养的假微型海链藻生长旺盛, 细胞内的各种生

理代谢活动旺盛, SPT的表达量成显著的上升趋势

(图 3), 从而引起细胞内神经酰胺含量的增加(图 2), 

并且 P饥饿条件培养组在 4~8 d内 SPT的表达量和

神经酰胺含量均高于完全营养组, 所以高含量的

神经酰胺反过来又抑制了 P 饥饿培养组微藻的生

长, 使得 4~8 d内 P饥饿条件培养组微藻的生长速

率低于完全营养组. 同样, 在 N、P 共同饥饿的相

互作用下, 海水组的微藻细胞内 SPT 的表达量和

神经酰胺含量增加, 假微型海链藻的生长也明显

受到抑制. 而图 2和图 3表明, N饥饿明显抑制了

假微型海链藻 SPT 的表达和细胞内神经酰胺的合

成, 但微藻的繁殖同样受到抑制(图 1), 说明纯粹

的 N 饥饿对假微型海链藻的抑制机理跟前面的几

种抑制机理不同, 这也许是因为 N 饥饿会抑制微

藻细胞内某些酶的正常表达和活性, 进而影响藻

细胞内某些代谢物的合成, 从而抑制微藻的生长

繁殖.  

本研究通过营养盐对假微型海链藻中 SPT 的

实时定量分析, 以及其对细胞内鞘脂含量的影响

表明, SPT在微藻细胞中的表达水平影响着其鞘脂

的合成, 发现P饥饿促进细胞内SPT的表达和神经

酰胺的合成, 进而影响假微型海链藻的生长, 而 N

饥饿却抑制细胞内 SPT 的表达和神经酰胺的合成, 

说明 N饥饿具备不同于 P饥饿对微藻的抑制机制. 

但具体的机制还有待进一步研究. 本实验结果为

今后关于假微型海链藻生长、衰败和代谢的研究提

供了理论依据.  
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Effect of Nutrient on the Sphingolipid Synthesis of Thalassiosira pseudonana 

HUANG Li-li, CHEN Wen-bi, LI Yan-rong, XU Ji-lin*, CHEN Hai-min, ZHU Zhu-jun,  
ZHOU Cheng-xu, YAN Xiao-jun 

( Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology, Chinese Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: Serine palmitoyltransferase (SPT) is the key enzyme in the de novo synthesis of sphingolipid, and its 
expression level can affect the content of sphingolipid in cells. In this experiment, the effect of nutrient on the 
expression of SPT and the synthesis of sphingolipid in Thalassiosira pseudonana is investigated using real-time 
PCR and ultra performance liquid chromatography mass spectrometry. Results indicate that the expression level 
of SPT affects sphingolipid content in microalgae cells. Moreover, phosphorus starvation makes both the 
expression level of SPT and the synthesis of ceramides in cell increase, which affects the growth of T. 
pseudonana. In contrast, the nitrogen deprivation inhibites both the expression of SPT and the synthesis of 
ceramides in cell, and significantly restrains the growth of T. pseudonana. The results are expected to provide 
theory foundation for some studies of the growth, decay and metabolism of T. pseudonana. 
Key words: Thalassiosira pseudonana; nutrient; sphingolipid; serine palmitoyltransferase 
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