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摘  要 : 油脂含量是影响微藻产业化生产生物柴油的因素之一。基因工程的方法是培育高产藻株的一个重要

手段。Leafy Cotyledon 2 (LEC2) 在拟南芥中是调节种子成熟及油脂积累的重要转录因子，在藻类植物中尚无

相关的报道。本研究从拟南芥中获取 LEC2 基因，构建表达载体 pCIMBIA1300-35s-GFP-ATLEC2，通过基因枪

介导法转入小球藻 C. sorokiniana。经过 PCR、RT-PCR、Western blotting 分析，筛选出一株转 ATLEC2 基因藻

株。对总脂肪酸含量的分析发现，转 ATLEC2 基因藻株的脂肪酸含量比原始藻株提高了 1 倍且没有明显影响生

长。以上结果表明，ATLEC2 能促进小球藻油脂的积累。 
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Expression of Leafy Cotyledon 2 from Arabidopsis 
increased the content of lipid in Chlorella sorokiniana 

Changbin Liu, Shaoming Tong, Wenlei Zhang, and Hesheng Hou 
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Abstract:  The low lipid content is one of the major bottlenecks to realize the industrialization of the algae biodiesel. 
Improvement of lipid content through global regulation to get high-yield generating algae is a good strategy. Leafy 

·生物技术与方法·
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Cotyledon 2 (LEC2) is an important transcription factor for seed maturation and oil accumulation in Arabidopsis. However, 
there are few reports regarding adoption of LEC2 for lipid accumulation until now. In this study, LEC2 from Arabidopsis 
was cloned into the plant expression vector pCIMBIA1300 and transformed into C. sorokiniana through particle 
bombardment. One recombinant was screened by PCR, RT-PCR and Western blot analyses. Compared with the wild type 
one, the total lipid content in the recombinant increased one fold, which did not show effect on cell growth, indicating that 
LEC2 can efficiently enhance the lipid accumulation in C. sorokiniana.  

Keywords:  Chlorella, transcription factor, Leafy Cotyledon 2, lipid 

随着全球经济的发展，世界范围内的能源需

求日益增加，传统化石能源的开发和利用面临着

严峻的形势，能源危机是全球面临的关键问题[1]。

能源危机以及环境恶化使可再生生物柴油引起了

越来越多的关注。为了生物柴油的可持续生产，迫

切需要开发一种可持续的替代原料[2]。富油微藻是

生产生物柴油非常有利的原料，因为微藻的生长不

需要大规模的农业用地，并且能通过固定二氧化碳

改善空气质量。然而，微藻生物柴油的高生产成本

阻碍了其商业化生产[2-3]。通过增加藻细胞中的油

脂含量降低成本是解决途径，基因工程的方法培育

高产油藻株是最重要的手段之一[4-5]。 

Leafy Cotyledon 2 (LEC2) 属于 B3家族转录

因子，是种子成熟及油脂积累的主要调节器[6]，在

拟南芥[7-9]、烟草[10]、蓖麻[11]等植物中过量表达

LEC2都能促进油脂的积累。目前关于 LEC2调节

机理的研究多集中在陆生植物中，而在产油微藻中

尚未见报道。本研究将来自拟南芥的 LEC2 基因 

(AtLEC2) 通过基因枪法转到小球藻中并获得稳定

表达。通过总脂肪酸含量的分析发现，转 AtLEC2

基因藻株的总脂肪酸含量与原始藻株相比提高了

一倍多，表明 AtLEC2能促进小球藻油脂的积累。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
本实验采用的藻种 Chlorella sorokiniana为

我实验室自主筛选藻种。培养所用培养基为

BG11 培养基。植物双表达载体 pCIMBIA1300- 

35s-GFP购自转导生物实验室 (武汉)。 

1.2  方法 
1.2.1  拟南芥LEC2植物表达载体 pCIMBIA1300- 

35s-GFP-ATLEC2的构建 

以拟南芥 LEC2mRNA 序列 (GenBank No. 

NM_102595.2) 为模板设计引物 (Forward 5′-G 

GGGTACCATGGATAACTTCTTACCCTT-3′；

Reverse 5′-GCTCTAGACCACCACTCAAAGTC 
GTTAA-3′)，引物的两端分别添加 KpnⅠ和 XbaⅠ

酶切位点 (下划线部分)，送生工生物工程 (上

海) 股份有限公司合成。利用 Trizol提取试剂盒 

(生工) 和第一链 cDNA 合成试剂盒 (生工) 按说

明提取拟南芥总 RNA并反转录为 cDNA，并以

此为模板扩增得 1 089 bp产物，并将其连接至

PMD18-T载体上。扩增程序为：98 ℃预变性 5 

min；98 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延

伸 1 min，共 30个循环；72 ℃延伸 5 min，4 ℃  

保存。以 KpnⅠ和 XbaⅠ双酶切 PMD18-ATLEC2

质粒，回收 ATLEC2片段与经 KpnⅠ和 XbaⅠ酶

切后的植物双表达载体 pCIMBIA1300-35s-GFP

进行体外连接，构建表达载体 pCIMBIA1300-35s- 

GFP-ATLEC2并转入大肠杆菌 DH5α。 

1.2.2  小球藻的培养及潮霉素抗性检测 

小球藻接种到含 100 mL BG11培养基的三
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角瓶中，25 ℃、40 μmol/(m2·s) 光强下培养，

光暗周期为 12 h/12 h。参考王逸云等[12-14]的研

究，取培养至对数期的小球藻均匀涂布在含潮

霉素的固体 BG11 平板上，潮霉素的浓度分别

为：0、5、10、15、20 μg/mL，按上述培养条

件培养 14 d，观察藻落生长情况。 

1.2.3  基因枪转化 C. sorokiniana 

基因枪转化参考 Talebi[15]、Liu[16]等操作，具

体操作如下： 

C. sorokiniana样品的准备。将对数生长期的

C. sorokiniana离心收集后平铺在灭菌的0.2 μm硝

酸纤维素膜上，并置于琼脂糖平板上吸收水分。 

微弹载体制备。取直径 0.6 μm金粉 50 mg，无

水乙醇洗涤后加入 1 mL ddH2O，制成 50 mg/mL的

金粉混合液。取 50 μL 金粉混合液，依次加入   

5 μL pCIMBIA1300-35s-GFP-ATLEC2 质 粒    

(1 μg/μL)，50 μL CaCl2 (2.5 mol/L)、20 μL 0.1 mol/L

的亚精胺，振荡混匀，室温孵育 10 min，10 000 r/min

离心 10 s，去上清。70%乙醇洗涤 1次，无水乙

醇洗涤 2次，再用 50 μL无水乙醇重悬。取 10 μL

混悬均匀的金粉置于载体膜上，晾干。 

基因枪转化。组装载体膜、可裂膜、钢丝

网，含 C. sorokiniana的琼脂糖平板置于下层托

盘上，调整托盘与载体膜距离为 6 cm，1 100 psi

压力轰击。轰击后的藻细胞转移到新鲜的 BG11

培养基中，25 ℃暗培养 24 h。 

1.2.4  阳性藻株的筛选 

将暗培养后的藻液涂布到含潮霉素的

BG11 平板上，按 1.2.2 培养条件培养 2 周，挑

选单藻落接种到三角瓶中进行传代培养。利用

PlantZol 试剂盒 (北京全式金生物技术有限公

司) 提取基因组 DNA，并以此为模板，以 1.2.1

中合成的引物进行目的基因的 PCR 鉴定，以质

粒 pCIMBIA1300-35s-GFP-ATLEC2 为阳性对

照，原始 C. sorokiniana为阴性对照，扩增产物

用 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测。 

1.2.5  转 ATLEC2基因小球藻的 RT-PCR鉴定 

取对数生长期的阳性藻株，用 Trizol 提取

试剂盒和第一链 cDNA 合成试剂盒按说明提取

总 RNA并合成第一链 cDNA，并以此为模板进

行 RT-PCR 分析，扩增程序如 1.2.1，1.5%琼脂

糖凝胶电泳检测扩增结果。 

1.2.6  转 ATLEC2小球藻Western blotting鉴定 

对 RT-PCR 鉴定为阳性的转基因藻株提取蛋

白，进行 SDS-PAGE，转膜，并用 5%脱脂奶粉封

闭；加入 1∶1 000 稀释的一抗 (β-Tubulin 和

anti-GFP)，4 ℃过夜孵育；TBST洗涤干净后加

入 1∶1 000稀释的二抗 (Goat Anti-Mouse IgG

抗体 ) 室温孵育 1 h，TBST 洗涤；碧云天

BeyoECL Star kit显色，常规显影定影，检测 GFP

融合蛋白的表达情况。 

1.2.7  转 ATLEC2 基因小球藻脂肪酸组成及含

量分析 

将小球藻培养至指数生长末期，氮胁迫培养

7 d后采收，80 ℃烘干至恒重得藻粉。将藻粉送

科标技术 (青岛) 研发中心检测脂肪酸组成。 

样品处理：取 100 mg样品加入到 15 mL离

心管中，陆续加入 2 mL 5%盐酸甲醇溶液，3 mL

氯仿甲醇溶液 (体积比 1∶1)，100 μL十九烷酸

甲酯内标。85 ℃水浴锅中水浴 1 h，水浴完成后，

等温度降到室温，在离心管中加入 1 mL正己烷，

振荡萃取 2 min之后，静置 1 h，等待分层。取

上清液 100 μL，用正己烷定容到 1 mL。0.45 μm

滤膜过膜后上机测试。 

色谱条件：公司所用色谱柱为 TG-5MS  

(30 m×0.25 mm×0.25 μm)；升温程序为 80 ℃保
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持 1 min，以 10 /min℃ 的速率升温至 200 ℃，

继续以 5 /min℃ 的速率升温至 250 ℃，最后以

2 /min℃ 的速率升到 270 ℃，保持 3 min；进样

口温度 290 ℃；载气流速 1.2 mL/min，不分流

进样，开阀时间 1 min。 

质谱条件：离子源温度 280 ℃，传输线温

度 280 ℃，溶剂延迟时间 5.00 min，扫描范围

30–400 Da，离子源为 EI源 70 eV。 

1.2.8  转基因藻株光合及生长状况分析 

将转基因藻株与原始对照藻株接种到新鲜

的培养基中，连续培养 8 d，每天取样计数绘制

生长曲线；隔天取样，稀释藻浓度在 200 μg/L，

对样品进行暗适应 20 min[17]，利用 Multi-Color- 

PAM 测量叶绿素荧光参数。参考文献[18-19]方

法以 440 nm LED 测量光测量小球藻光系统 II 

(PS II) 的最大量子产量 (Fv/Fm)。用 440 nm的光

及每 30 s一个光强梯度测定 Y(Ⅱ) 光响应曲线。 

2  结果与分析 

2.1  小球藻 C. sorokiniana 对潮霉素的敏感性 
本实验所用的 C. sorokiniana对潮霉素具有

较强的敏感性，在培养至第 7 天时，除潮霉素

含量为 15 μg/mL和 20 μg/mL的平板上均有藻落

长出，继续培养 1周后，15 μg/mL和 20 μg/mL

的平板上仍没有藻落生长，与王逸云[13]、周琨[14]

及陈颖等[12]的报道有较大差异，可能是小球藻

不同种间对潮霉素的差异较大，同时培养基成

分也影响了小球藻的抗性。本实验选择 15 μg/mL

用于后期转 ATLEC2基因小球藻 C. sorokiniana

的筛选。 

2.2  转 ATLEC2 基因藻株的筛选及 PCR 鉴定 
转化后的 C. sorokiniana在含 15 μg/mL潮

霉素的 BG11平板上培养 7 d后有藻落长出，而

原始藻株没有生长，挑取单藻落转接到 BG11

液体培养基进行传代培养。培养 3 代后提取基

因组 DNA 进行 PCR 鉴定，经琼脂糖凝胶电泳

检测，结果如图 1A，载体质粒与转化藻株均扩

增出 1 089 bp片段的目的基因，而原始藻株没

有条带。结果表明目的基因已成功导入宿主细

胞，并获得稳定遗传。 

2.3  转基因藻株的 RT-PCR 鉴定 
提取转基因藻株总 RNA 进行 RT-PCR 分

析，检测 ATLEC2 基因在宿主中的转录情况。

结果如图 1B所示，RT-PCR扩增出 1 089 bp片

段，与目的基因大小一致。表明外源基因

ATLEC2在小球藻 C. sorokiniana中已转录表达。 

2.4  转 ATLEC2 基因藻株的 Western blotting
分析 

在构建 pCIMBIA1300-35s-GFP-ATLEC2载 
 

 
 

图 1  转基因 C. sorokiniana PCR (A) 及 RT-PCR 检

测检测 (B) 
Fig. 1  PCR (A) and RT-PCR (B) analysis of 
transgenic C. sorokiniana. M: marker DL2000; L: 
pCIMBIA1300-35s-GFP-ATLEC2 plasmid L2: 
transgenic C. sorokiniana; D: wild type. 
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体时 ATLEC2 基因与 gfp 序列融合，提取转

ATLEC2基因藻株蛋白，利用 anti-GFP作为一抗

进行 Western blotting 分析，结果显示转基因藻株

有明显条带，大小略高于 tubulin，目测在 60 kDa

左右，说明 ATLEC2在 C. sorokiniana中翻译表

达 (图 2)。 

2.5  转 ATLEC2 基因小球藻脂肪酸组成及含

量分析 
将藻粉送科标技术 (青岛) 研发中心检测

转 ATLEC2 基因小球藻及对照藻脂肪酸组成，

如表 1 所示，表中数据为 3 次测试的平均值，

根据单因素方差分析，转基因藻株与对照藻株

的总油脂含量差异极显著，L2/D列表示两者的差异

倍数。从检测结果可以看出，小球藻 C. sorokiniana

中脂肪酸的主要成分为十八碳脂肪酸和十六碳

脂肪酸，两者占总脂肪酸的 97%左右；转基因

藻株和对照藻株的总脂肪含量分别为 5.43%和

2.56%，转基因藻株为对照株的 2倍多，说明拟

南芥 LEC2在小球藻 C. sorokiniana中的表达促

进了其脂类的积累。 

 
图 2  转基因 C. sorokiniana GFP 蛋白的 Western 
blotting 分析 
Fig. 2  Western blotting analysis of GFP protein in 
transgenic C. sorokiniana. L2: ATLEC2 transgenic   
C. sorokiniana; D: wild type. 

 

表 1  转 ATLEC2 基因 C. sorokiniana 脂肪酸分析 
Table 1  Fatty acid analysis of ATLEC2 transgenic C. sorokiniana 

Fatty acid component (mg/kg) D L2 L2/D 

C14:0 (Myristic) 86.3 220.3 2.6 

C15:0 (Pentadecanoic) 42.8 96.1 2.2 

C16:0 (Palmitic) 8 592.0 18 217.2 2.1 

C17:0 (Margaric) 142.1 394.3 2.8 

C17:1(Margaroleic) 205.2 414.1 2.0 

C18:0 (Stearic) 1 296.4 2 343.3 1.8 

C18:1n9 (Oleic) 706.1 1 245.3 1.8 

C18:2n6 (Linoleic) 8 794.0 23 097.3 2.6 

C18:3n3 (Linolenic) 5 527.4 7 483.7 1.4 

C20:0 (Arachidic) 112.2 417.1 3.7 

C20:1 (Eicosenic cis 11) 4.1 10.9 2.7 

C20:2 (Eicosadienoic) 20.5 43.0 2.1 

C20:3n6 (g-Eicosatrienoic) 13.4 19.1 1.4 

C21:0 (Heneicosanoic) 9.8 20.2 2.1 

C22:0 (Behenic) 28.4 107.4 3.8 

C23:0 (Tricosanoic) 14.8 37.2 2.5 

C24:0 (Lignoceric) 42.5 132.3 3.1 

Total 25 638 54 298.8 2.1 
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2.6  转基因藻株光合及生长状况分析 
转基因藻株的生长曲线如图 3，转基因藻株

与对照藻株的生长曲线非常接近，转基因藻株

的细胞密度略高于对照藻株。 

Fv/Fm为 PS II的最大量子效率，反映植物

潜在最大光合能力，植物受到胁迫 (Stress) 时，

Fv/Fm 会显著下降[18]，通过对转基因藻株和对

照株培养第 2(D2)、4(D4)、6(D6)、8(D8) 天 Fv/Fm

的检测发现，两者之间没有显著差异(图 4)。Y(II)  
 

 
 

图 3  L2 转基因小球藻与野生株的生长曲线 
Fig. 3  Growth curve of transgenic C. sorokiniana and 
wild type. L2: ATLEC2 transgenic C. sorokiniana; D: 
wild type. 

 

 
 

图 4  转基因小球藻及野生藻株最大量子产量检测 
Fig. 4  Measurement of PSII maximum quantum yield 
in transgenic C. sorokiniana and wild type. L2: 
ATLEC2 transgenic C. sorokiniana; D: wild type. 

为 PSII有效量子产量，表示 PSII的实际光合效

率，是光合性能最主要的指示器之一[18]，对转

基因藻株和对照株培养第 2、4、6、8 天的    

Y(II) 光响应曲线分析 (图 5) 可看出，第 4 天

两者的光曲线几乎完全重合，第 2、6、8 天转

基因藻株 Y(II) 的光曲线略高，但是两者没有明

显差异。 

通过对转基因藻株生长曲线及光合参数的

比较表明，在本实验培养条件下转基因藻株的

生长及光合性能没有出现显著变化。 

3  讨论 

通过基因工程改造的方法获得高产藻株是

微藻生物柴油产业化的重要途径。目前主要是

通过对油脂代谢路径上相关酶的基因的操作提

高微藻中的油脂含量，例如，Xue等[4]通过超表

达苹果酸脱氢酶增加了蛋白核小球藻 Chlorella 

pyrenoidosa的油脂积累；Trentacostea等[19]通过

敲除一个多功能的脂肪酶/磷脂酶/酰基转移酶

增加了假微型海链藻 Thalassiosira pseudonana中油

脂的积累；Niu 等[20]在三角褐指藻 Phaeodactylum 

tricornutum 中超表达酯酰辅酶 A：二酰基甘油

酰基转移酶促进了其油脂的合成；Fan 等[21]在

C. pyrenoidosa中超表达来自拟南芥的 NAD (H) 

激酶，使细胞内的油脂含量增加了 110.4%。相

较于对某个酶单一基因的改造，转录因子的调

节更有优势，Zhang 等 [ 2 2 ]将大豆转录因子

GmDof4转入小球藻 Chlorella ellipsoidea中，使

其油脂含量由 46.4%提高到 52.9%；Shang等[23]

从巴夫杜氏藻 Dunaliella parva中鉴定出了转录

因子 Wri1，Wri1 是调节植物脂肪酸及甘油三  

酯 (TAG) 合成的重要转录因子，并且发现Wri1

的表达受氮胁迫诱导。微藻的油脂积累涉 
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图 5  转基因小球藻及野生藻株的 Y(II) 典型光响应曲线检测 
Fig. 5  Measurements of Typical Light Curves of PS II quantum yields Y(II) in transgenic C. sorokiniana and Wild 
type. L2: ATLEC2 transgenic C. sorokiniana; D: wild type. 

 
及糖酵解、脂肪酸合成、TAG的合成等多条代谢

路径[24]，LEC2 能上调编码参与脂肪酸及 TAG

合成相关酶的基因的表达，同时还提高了其他

转录因子的表达[25]，具有级联放大效应。 

本研究从拟南芥中获取 LEC2基因，并通过

基因枪介导转化小球藻 C. sorokiniana，经 PCR、

RT-PCR及 Western blotting分析，ATLEC2基因

成功转入 C. sorokiniana中并获得稳定表达。通

过对原始对照藻株及转 ATLEC2 基因藻株的总

脂肪酸含量分析，原始藻株和转 ATLEC2 基因

藻株脂肪酸含量分别为 2.56%和 5.43%；与原始

藻株相比，转 ATLEC2 基因藻株的脂肪酸含量

提高了 1 倍；通过对转基因藻株及野生藻株生

长曲线及光合参数的比较表明在本实验培养条

件下转 ATLEC2基因对小球藻 C. sorokiniana的

生长及光合没有显著影响。以上结果说明在小

球藻 C. sorokiniana 中，拟南芥转录因子 LEC2

促进了藻体内油脂的生物合成，关于调控机理

本实验室正在研究中。 
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