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Cd2+
对三角褐指藻生长及尿苷二磷酸葡萄糖焦磷酸

化酶基因表达调控的影响

吴明晗1    朱葆华1    张瑞豪1    王路路1    孙畅泽1    潘克厚1, 2

(1. 中国海洋大学海水养殖教育部重点实验室, 青岛 266003; 2. 青岛海洋科学与技术国家实验室,
海洋渔业科学与食物产出过程功能实验室, 青岛 266237)

摘要: 为了探究Cd2+
对三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)生长及尿苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶(UDP-

glucose pyrophosphorylase, UGPase)基因表达调控的影响, 研究以不同浓度Cd2+
处理三角褐指藻, 测定其生

长、叶绿素荧光参数、UGP基因转录水平、UGPase活性和金藻昆布多糖含量等指标。结果表明: 低浓度

(0.1 μmol/L)Cd2+
促进三角褐指藻生长, UGP基因转录水平、UGPase活性和金藻昆布多糖含量分别比对照组

提高了100.65%、11.99%和9.77%；而高浓度Cd2+
处理组(2和5 μmol/L)各指标均显著降低, UGP基因转录水平

较对照组分别下调了50.31%和60.47%, UGPase活性降低56.27%和66.72%, 金藻昆布多糖含量减少42.41%和

47.30%。研究首次探究了Cd2+
对三角褐指藻UGP基因表达的影响, 表明低浓度Cd2+

促进三角褐指藻生长, 上
调UGP基因表达, 提高金藻昆布多糖含量, 为Cd2+

调控UGP基因的表达提供理论指导。
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目前, 有关硅藻的研究受到广泛关注。一方面,
硅藻作为海洋生态系统重要的初级生产者, 对物质

循环和能量流动起着不可替代的作用；另一方面,
大量研究证实开发利用硅藻中高附加值物质的可

行性
[1]
。三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)因

其具有适应性强、繁殖周期短、光合效率高、遗

传转化体系成熟和完成了全基因组测序等特性, 是
实验室常用的模式硅藻, 是岩藻黄素、二十碳五烯

酸(EPA)和金藻昆布多糖等生物活性物质的潜在生

产者
[2]
。

金藻昆布多糖是三角褐指藻的主要储存性多

糖, 由葡萄糖通过β-1,3糖苷键主链和少量的β-1,6糖
苷键支链连接而成

[3], 是天然抗氧化物的一种, 具有

很强的清除自由基活性且对人体无副作用
[4, 5], 因

其可以抑制癌细胞增殖、有明显的抗肿瘤活性和

增强机体免疫力等
[6, 7]

而逐步受到国内外研究者的

广泛关注。在其合成过程中, 尿苷二磷酸葡萄糖焦

磷酸化酶(UDP-glucose pyrophosphorylase, UGPase)
是关键的限速酶, 抑制UGP基因表达会使金藻昆布

多糖的合成减少, 光合作用固定的碳更多转向脂质

的合成
[8]
。研究表明, 多种环境因素可影响UGP基

因的表达。Ciereszko等[9]
报道, 拟南芥(Arabidopsis

thaliana)在磷限制情况下, UGP基因的表达水平显

著上调, UGPase活性显著提高, 而石红萍
[10]

在三角

褐指藻中的研究却得到了相反的结果。可见, 相同

的环境因子对UGP基因表达的影响, 不同的研究者

在不同物种中可能会得出不同的结论。此外, 温
度、光照、盐度和Cd2+

等也对UGP基因表达产生

不同程度的影响
[10—13]

。

Cd2+
作为主要金属工业污染物之一, 其浓度超

过一定范围具有抑制生长发育、影响营养物质的

吸收与分配、扰乱新陈代谢的毒性。但已有研究

表明, 一些高等植物和微藻可以耐受一定浓度的

Cd2+, 将其转化为无毒的形态, 作为Cd2+
污染的指示
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生物。目前, 我国国家海水水质标准(GB 3097-1997)
中第四类水质标准的Cd2+

含量≤0.01 mg/L(约为

0.09 μmol/L)。三角褐指藻对Cd2+
具有很强的耐受

性, 0.027 mmol/L以上浓度Cd2+
会显著抑制该藻生

长, 半最大效应浓度(EC50)可达0.12 mmol/L[14], 是
探究Cd2+

对植物生长及特定酶基因表达影响的优

质材料。另外, Repetto等[11]
发现, 高等植物豌豆(Pisum

sativum)根经0.89 mmol/L Cd2+
处理后, UGPase蛋白

含量增加。Chen等[15]
报道, 在Cd2+

胁迫下海滨雀稗

(Paspalum vaginatum)UGP基因克隆通过外源表达

提高了酵母对Cd2+
的耐受性。然而, 关于UGPase如

何提高植物对Cd2+
的耐受性及该酶基因受Cd2+

调控

的表达模式还知之甚少, 需要进一步研究。

综上, 本文旨在通过研究不同浓度Cd2+
对三角

褐指藻生长、最大光能转化效率(Fv/Fm)、实际光

能转化效率(Yield)、UGP基因转录水平、UGPase
活性和金藻昆布多糖含量的影响, 确定该藻UGP基
因在不同浓度Cd 2 +

处理下的表达模式 ,  为研究

Cd2+
影响植物生长及UGP基因表达和金藻昆布多

糖合成提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    藻种及培养

藻种: 三角揭指藻由中国海洋大学微藻种质库

提供, 编号PT1。
以氯化铬(CdCl2)作为镉源, 不加 CdCl2作为对

照组, 预实验后设置实验组浓度为0.1、0.5、1、
2和5 μmol/L CdCl2。在接种时, 不同处理组藻细胞

密度相同, 将初始OD750设置为0.1, 每个浓度3个平

行, 在光照强度75 μmolphotons/(m2·s), 光照周期

12L﹕12D, 温度(20±1)℃的条件下培养, 每天摇瓶

3次, 培养至指数生长期。

1.2    生长曲线绘制及生物量测定

在培养过程中, 每隔24h定时取样, 通过紫外分

光光度计(Hitachi, U-3310)检测藻液在波长为750 nm
处的吸光度

[16](A750), 以反映生长状况并绘制生长

曲线。

培养至指数生长末期时, 离心(6000×g, 5min)
收集藻液, 通过真空冷冻干燥机(Christ, ALPHA 1-
4LD)冷冻干燥, 称量藻粉质量, 计算生物量。

1.3    叶绿素荧光参数测定

使用Water-PAM水样叶绿索荧光仪(Germany,
Walz)进行测定。取2 mL藻液进行15min暗处理,
用 0.01 μmol/(m2·s) 弱测量光测得 F0(基础荧光),
4000 μmol/(m2·s)饱和脉冲持续 0.8s激发测得Fm(最
大荧光)。光系统Ⅱ(PSⅡ)最大光能转化效率(Fv/

Fm)、实际光能转化效率(Yield)等可直接读出。

1.4    UGP基因转录水平测定

收集培养至指数生长期的藻细胞, 灭菌双蒸水

洗涤后, 使用OMEGA的Total RNA Kit Ⅰ试剂盒, 提取

RNA, 反转录成cDNA。以编码组蛋白的H4基因

(Histone H4)为内参基因
[17], 使用Roche Applied Sci-

ence的LightCycler 480 Real-Time PCR System进行

实时荧光定量PCR, 检测UGP基因的表达情况。结

果分析时以对照组UGP基因相对转录水平作为参

照定为1。
1.5    UGPase活性测定

离心收集80 mL指数生长后期的藻细胞, 使用

GENMEDBradford蛋白浓度定量试剂盒(Genmed
Scientifics Inc., Shanghai, China)进行清洗和裂解,
加入蛋白酶抑制剂, 立即用SCIENTZ超声波细胞粉

碎机破碎10min, 离心收集上清, 通过多功能酶标仪

(Synergy HT, Bio Tek, USA)监测波长340 nm处的

吸光值, 结合蛋白质浓度标准曲线, 计算得出样品

实际蛋白浓度。

UGPase活性测定使用GENMED植物尿苷二磷

酸葡萄糖焦磷酸化酶活性光谱法定量检测试剂盒

(Genmed Scientifics Inc., Shanghai, China)。通过多

功能酶标仪(Synergy HT, Bio Tek, USA)监测37℃
下0与30min时波长340 nm处的吸光度。UGPase酶
活力单位定义为: 在37℃, pH=7.5条件下, 每分钟还

原1 μmol NADP+
所需的酶量。

1.6    金藻昆布多糖含量测定

金藻昆布多糖的萃取
[18]: 准确称取5 mg冻干藻

粉, 加入5 mL 0.05 mol/L H2SO4, 涡旋混匀, 60℃水

浴60min, 离心后收集上清, 藻渣经蒸馏水洗涤2次,
上清合并定容于25 mL容量瓶中, 即为萃取液。

苯酚-硫酸法测定金藻昆布多糖含量
[2]: 吸取1 mL

萃取液, 加入1 mL 6%的液化苯酚和5 mL浓H2SO4,
快速涡旋混匀, 室温下静置30min, 检测490 nm处的

吸光度。结合葡萄糖标准曲线, 计算出每毫克冻干

藻粉中金藻昆布多糖的含量。

1.7    数据处理及分析

本实验采用Excel 2016和Origin 8.5软件进行图

表绘制和数据分析, 以P<0.05作为差异显著性水平

(以*表示P<0.05, **表示P<0.01)。

2    结果

2.1    生长情况分析

如图 1所示, 在6种不同浓度Cd2+
的培养基中,

藻细胞密度均逐渐增加。0.1 μmol/L Cd2+
组在培养

结束时的细胞密度最大, 显著高于对照组, 0.5 μmol/L
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Cd2+
组与对照组无显著差别, 1、2和5 μmol/L Cd2+

处理组明显低于对照组, 说明低浓度Cd2+
促进藻细

胞生长, 较高浓度Cd2+
则抑制细胞生长, 但未出现

明显白化死亡的现象。

2.2    叶绿素荧光参数分析

叶绿素荧光参数可以灵敏地反映微藻的生理

状态。不同浓度Cd2+
处理后三角褐指藻的最大光

能转化效率(Fv/Fm)和PSⅡ的实际光能转化效率

(Yield)如图 2所示。在培养周期内, 与对照组相比,
0.1 μmol/L Cd2+

组光系统Ⅱ的Fv/Fm和Yield明显升

高(P<0.05)。随着Cd2+
浓度增加, 藻细胞的光合作

用能力逐渐降低, 0.5和1 μmol/L Cd2+
的Fv/Fm和

Yield与对照组差别不显著(P>0.05), 较高浓度(2和
5 μmol/L) Cd2+

组的Fv/Fm和Yield显著降低(P<0.05)。
这与藻细胞的生长趋势是一致的 ,  表明低浓度

Cd2+
促进了藻细胞光合作用, 较高浓度Cd2+

抑制藻

细胞的光合作用能力。

2.3    UGP基因转录水平、UGPase活性和金藻昆布

多糖含量分析

如图 3所示, UGP基因相对表达量、UGPase酶
活及金藻昆布多糖合成量表现出相同的变化趋

势。作为影响UGP基因表达的环境因子, 低浓度

Cd2+(0.1 μmol/L)上调UGP基因的转录水平, 提高

UGPase酶活, 促进金藻昆布多糖合成, 与对照组相

比, 分别提高了100.65%、11.99%和9.77%, 显著高

于其他处理组, 这说明UGPase的活性与UGP基因

的转录水平和金藻昆布多糖的合成呈正相关, 与之

前的研究结果一致
[19]

。随着Cd2+
浓度逐渐升高, 这

3项指标均逐渐降低, 在本研究Cd2+
浓度的范围内,

Cd2+
浓度越大, 3项指标降低的幅度越大, 0.5 μmol/L

Cd2+
组与对照组无显著差异(P>0.05), 2和5 μmol/L

Cd2+
组较对照组极显著(P<0.01)降低, UGP基因转

录水平, UGPase活性和金藻昆布多糖含量分别比

对照组降低了50.31%和60.47%, 56.27%和66.72%,

42.41%和47.30%, 进一步表明UGPase的活性与

UGP基因的转录水平和金藻昆布多糖的合成之间

具有显著的相关性。

3    讨论

3.1    Cd2+
对三角褐指藻生长的影响

藻细胞生长是检验Cd 2 +
毒性作用的良好指

示。藻类对Cd 2 +
有一定的耐受性 ,  不同藻类对

Cd2+
的耐受性不同。葸玉琴等

[20]
发现, Cd2+

的浓度

低于30 μmol/L会促进普通小球藻(Chlorella vul-
gari)生长, 随着浓度增加则对小球藻的生长产生

抑制作用。贺新宇等
[21]

也报道, 在培养基中添加

1.78 μmol/L的Cd2+
培养拟柱孢藻(Cylindrospermop-

sis raciborskii), 比生长速率显著高于对照组。在本

研究中, 低浓度Cd2+(0.1 μmol/L)促进藻细胞生长,
较高浓度Cd2+(1、2和5 μmol/L)则抑制藻细胞生长,
与之前的研究结论0.027 mmol/L或更高浓度Cd2+

会

显著抑制三角褐指藻的生长
[14]

有很大差别, 这可能

与不同藻株、不同实验条件和处理时间等有很大

关系。

Cd2+
通常被认为不具有特定的生物学功能。
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图 1   三角褐指藻生长曲线

Fig. 1   Growth curves of P. tricornutum
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图 2   三角褐指藻的叶绿素荧光参数

Fig. 2   Chlorophyll fluorescence parameters of P. tricornutum
A. 最大光能转化效率(Fv/Fm)；B. PSⅡ的实际光能转化效率

(Yield)
A. The maximal photochemical efficiency (Fv/Fm)；B. Actual
photochemical efficiency of PSⅡ(Yield)
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但在硅藻中, Cd2+
作为镉碳酸酐酶(CDCA)催化的金

属原子, 在Zn2+
消耗的海洋中, 在建立Cd2+

和碳的全

球循环中发挥了关键作用
[22]

。同时Zn2+
是磷酸酶的

重要组分, Cd2+
部分替代Zn2+

在磷的代谢中也发挥

重要作用。Lane等[23]
报道, 海洋硅藻威氏海链藻

(Thalassiosira weissflogii)在Zn2+
限制, 特别是低浓

度CO2条件下, 可以表达Cd2+
特异性碳酸酐酶, 在碳

浓缩机制中发挥重要作用, 从而促进藻细胞生长。

另外, 在Cd2+
的刺激下, 藻细胞会诱导表达与重金

属结合更有效的、由多个亚基构成的长链金属硫

蛋白(Metallothioneins), 结合Cd2+
形成无毒的金属络

合物, 结合的Cd2+
越多, 细胞对Cd2+

的耐受性越强
[14]
。

在杜氏藻(Dunaliella tertiolecta)中也有类似报道,
该藻在Zn2+

和Cd2+
的诱导下, 均可以合成植物螯合

肽, 从而降低重金属对藻细胞的毒性
[24]
。

在本研究中, 较高浓度Cd2+
抑制三角褐指藻的

生长, 可能是由于Cd2+
浓度超过了藻细胞产生的金

属硫蛋白的结合能力, 细胞中存在游离状态的Cd2+,
致使细胞膜脂过氧化和膜电位去极化, 容易破坏细

胞质膜的完整性, 甚至损伤细胞结构, 进而干扰代

谢过程和生长
[25]

。另外, UGPase是植物生长过程

中的重要限速酶 ,  UGPase活性降低也会抑制生

长。Woo等[26]
的研究表明, 水稻中的UGPase基因通

过RNA干扰抑制基因表达, 导致花粉不育, 结实率

降低。同样的, Park等[27]
报道, 拟南芥UGPase基因

的T-DNA插入突变体会使生长受阻。较高浓度

Cd2+
使UGP基因表达下调从而影响藻细胞生长。

3.2    Cd2+
对三角褐指藻叶绿素荧光参数的影响

叶绿素荧光参数是研究植物光合作用能力的

良好探针, 反映植物所受胁迫程度和生理状态, 是
检测快速灵敏、对生物体无损伤的新型活体诊断

技术
[28, 29]

。通过分析各项叶绿素荧光参数, 可以清

晰地反映植物受到环境胁迫时光合作用能力的变

化。在本研究中, 低浓度Cd2+(0.1 μmol/L)处理的三

角褐指藻光合作用能力增强, 光系统Ⅱ最大光能转

化效率(Fv/Fm)和实际光能转化效率(Yield)较对照

组均显著升高(图 2)。叶绿素a是植物光合作用的

主要色素, 可能是Cd2+
刺激了叶绿素a的合成, 导致

光合作用能力随之增强。向蓓等
[30]
报道, 0.1 mmol/L

的Cd2+
刺激盐藻(Dunaliella salina)叶绿素a含量显

著升高, 但具体的机制需要进一步研究。

在本研究中, 较高浓度Cd2+(2和5 μmol/L)抑制

藻细胞的光合作用能力, Fv/Fm和Yield均显著低于

对照组(图 2)。Stobart等[31]
的研究, 金属Cd2+

抑制叶

绿素酸酯还原酶活性, 减少氨基-γ-戊酮酸的合成,
这两种物质分别是叶绿素合成所必需的酶和前体,
从而削弱细胞的光合作用能力。罗丽娟等

[32]
也报

道, 烟草叶片在Cd2+
胁迫下光系统Ⅱ供体侧和受体

侧遭到破坏, 光合电子传递受阻, 高浓度Cd2+
可能

破坏叶绿体的完整结构, 导致类囊体膜解体, 细胞

内叶绿素流失
[33, 34]

。在本研究Cd2+
浓度下, 藻细胞

结构完整, 未出现明显白化死亡的现象, 说明该藻

对Cd2+
具有较强的耐受性。

3.3    Cd2+
对三角褐指藻UGP基因转录水平、UGPase

活性和金藻昆布多糖含量的影响

如图 3所示, 低浓度Cd2+(0.1 μmol/L)上调UGP
基因转录水平, 提高UGPase酶活, 促进金藻昆布多

糖合成, 据我们所知, 这是有关Cd2+
调控三角褐指
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图 3   不同浓度CdCl2对三角褐指藻UGP基因相对表达量、UGPase
活性和金藻昆布多糖含量的影响

Fig. 3   Effects of different CdCl2 concentrations on relative quan-
tification of UGP transcripts, UGPase activity and chrysolaminaran
content of P. tricornutum
A. UGP基因相对表达量；B. UGPase活性；C. 金藻昆布多糖

含量

A. Relative expression level of UGP transcripts; B. UGPase ac-
tivity; C. Chrysolaminaran content
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藻UGP基因表达的首次报道。

金藻昆布多糖是硅藻的储存性多糖, 作为一类

水溶性多糖, 可以调节细胞渗透压, 稳定细胞结构,
提高细胞对逆境的抵抗能力

[35]
。葸玉琴等

[20]
报道,

普通小球藻在Cd2+
浓度为5—30 μmol/L时, 藻细胞

多糖含量随Cd2+
浓度升高逐渐增加。高敏等

[36]
报

道, 菌藻共生系统在含17.79 μmol/L Cd2+
的污水刺

激下, 藻类分泌多聚糖的含量显著增加, 多聚糖的

羟基官能团直接结合水中的Cd2+
达到明显的去除

效果。另外, Chen等[15]
对盐生植物海滨雀稗(Pas-

palum vaginatum)的研究表明, UGP编码基因是一

种Cd2+
耐受基因, UGPase参与的糖代谢可以提高植

物对Cd2+
的耐受性。因此, 当受到低浓度Cd2+

刺激

时, 三角褐指藻中的UGP基因表达被上调, 调节参

与的糖代谢, 增加作为渗透性保护物质的金藻昆布

多糖含量, 以提高藻细胞对逆境的抵抗能力。

此外, Rivera-Becerril等[37]
发现, Cd2+

会减少豌

豆对磷的吸收, 导致磷缺乏, 从而上调UGP基因的

表达水平, 增加UGPase含量
[11]

。但是, 蒋丽
[38]

的研

究却得出了相反的结论, Cd2+
降低一种海洋细菌

(Pseudoalteromonas sp. SCSE709-6)对磷的吸收, 导
致肌醇磷酸代谢和磷酸戊糖途径多种酶基因下调

表达。而在本研究中, 较高浓度Cd2+(2、5 μmol/L)
导致UGP基因转录水平较对照组显著下降, UGPase
酶活降低, 金藻昆布多糖含量减少。我们之前的研

究表明, 磷对三角褐指藻UGP基因的表达起正调控

作用
[10], 由此推测, 该藻中可能也存在类似的磷镉

相互作用机制, 较高浓度Cd2+
诱导产生磷缺乏, 进

而下调UGP基因表达, 但具体的分子机制还需要进

一步研究。

4    结论

综上所述, 低浓度Cd2+
促进三角褐指藻生长,

增强藻细胞的光合作用能力, 上调UGP基因转录水

平, 提高UGPase活性和金藻昆布多糖含量。本文

首次探讨了Cd2+
对三角褐指藻UGP基因表达调控

和金藻昆布多糖合成的影响, 为研究Cd2+
调控UGP

基因的表达及金藻昆布多糖的合成提供理论依据,
但Cd2+

调控UGP基因的具体分子机制及Cd2+
是否作

为活性因子参与了金藻昆布多糖的代谢调控还需

要进一步研究。
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EFFECTS OF CADMIUM ON THE GROWTH AND EXPRESSION OF
UDP-GLUCOSE PYROPHOSPHORYLASE GENE IN

PHAEODACTYLUM TRICORNUTUM

WU Ming-Han1, ZHU Bao-Hua1, ZHANG Rui-Hao1, WANG Lu-Lu1, SUN Chang-Ze1 and PAN Ke-Hou1, 2

(1. Key Laboratory of Mariculture of Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao 266003, China; 2. Laboratory for
Marine Fisheries and Aquaculture, Qingdao National Laboratory for Marine Science and Technology, Qingdao 266237, China)

Abstract: Chrysolaminaran is a water soluble polysaccharide that accumulates in cytosolic vacuoles and UDP-glucose
(UDP-Glc) serves as the substrate for chrysolaminaran synthesis. In higher plants, UDP-glucose pyrophosphorylase
(UGPase) is a key enzyme in carbohydrate metabolism, catalyzing the reversible production of UDP-Glc and pyrophos-
phate (PPi) from glucose-1-phosphate (Glc 1-P) and UTP. Our previous findings suggested that UGPase is a rate-limit-
ing enzyme and may play an important role in chrysolaminarin biosynthesis in Phaeodactylum tricornutum. Therefore,
theoretically speaking, increasing the UGP gene level is helpful to improve the accumulation of chrysolaminaran.
UGPase activity was affected by transcriptional regulation with some environmental factors such as phosphate defi-
ciency stress, cold, light exposure, sucrose feeding, salinity and cadmium excess. However, little is known about the ex-
pression patterns of UGP gene by environmental factors in P. tricornutum. Cadmium has been recognized as one of the
most toxic aquatic contaminants. Evidence that microalgal cadmium tolerance achieved by metal-chelating peptides
was obtained with Cadmium toxicity. It has been widely thought that Zinc has many known biological functions. Un-
der conditions of Zn limitation, Cd enhances the growth rate of some marine phytoplankton in culture, and it thus seems
that Cd may replace Zn in some essential biochemical function. To explore the effects of cadmium on the growth and
expression of UDP-glucose pyrophosphorylase (UGPase) gene in Phaeodactylum tricornutum, different concentrations
of Cd2+ were used to cultivate P. tricornutum and the growth, chlorophyll fluorescence parameters, UGP gene transcrip-
tion level, UGPase activity and chrysolaminarin content were determined. The results showed that low concentration of
Cd2+ (0.1 μmol/L) promoted the growth of P. tricornutum, and it increased the UGP gene transcriptional level, UGPase
activity and the chrysolaminarin content by 100.65%, 11.99% and 9.77%, respectively, compared with those of the con-
trol group. High concentration of Cd2+ (2 and 5 μmol/L) significantly decreased all measurements. The UGP transcrip-
tional level, UGPase activity and the chrysolaminarin content were decreased by 50.31% and 60.47%, 56.27% and
66.72%, 42.41% and 47.30%, respectively, compared with the control group. To our knowledge, this was the first time
to investigate the effects of cadmium on UGP gene expression in P. tricornutum. The results revealed that low concen-
tration of cadmium can enhance the growth of P. tricornutum, induce the expression of UGP gene and promote the syn-
thesis of chrysolaminarin, which provide a reference for studying the expression of UGPase gene regulated by cadmi-
um.

Key words: Phaeodactylum tricornutum; Cadmium; UGPase; Transcriptional level; Chrysolaminarin
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