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摘要　　采用硅饥饿的培养方法 , 假微型海链藻 ( T hal assiosi ra pseu donana Hasle et Heimdal)得

以同步生长. 再通过流式细胞仪测定假微型海链藻的细胞周期 , 荧光显微镜观察假微型海链藻新

硅质壁的形成 , 硅钼黄法检测假微型海链藻在细胞周期各阶段硅含量的变化 , 研究了假微型海链

藻在细胞分裂周期中硅吸收与硅化作用的变化特征及相互间的偶联关系. 结果表明 : 硅饥饿 24 h

后 , 细胞停滞在 G1/ S期的边界 , 重新加入硅后 , 细胞同步生长. 同步化培养后 1 h和 3 h , 分别是

吸收硅、合成新壳环带的主要时期 , 与 G1/ S期偶合 ; 第 5小时和第 7小时 , 分别是吸收硅、合成

新壳面的主要时期 , 与 G2 + M期偶合.
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　　硅藻是海洋生态系统中初级生产力的重要组成部

分 , 占海洋初级生产力的 40 %[1 ] , 对海洋生态系统

的物质循环和能量流动都起着重要的作用. 不同于其

他微藻 , 硅藻的生长代谢除了需要碳、氮、磷等营养

元素外 , 还需要吸收硅来合成其硅质化的细胞壁. 硅

藻细胞在硅元素缺乏的条件下 , 细胞壁不能形成 , 细

胞分裂也会受阻停滞[2 ] , 因此硅元素也是硅藻生长代

谢所必不可少的. 每一种硅藻的细胞壁都具有其独特

而美妙绝伦的硅质形态结构 , 这些结构一般是由规则

花纹图案的超微孔形成 , 或是比较大的孔和穴 , 或是

小的长刺或绚丽的突起. 这些精细而错综复杂的硅质

结构同时又被精确地一代代地复制着 , 并作为硅藻形

态学分类的特征. 硅藻是如何形成这些形态各异、超

微小的复杂的硅质化结构引起了人们的极大兴趣 , 这

其中包括海洋学家、生物学家、建筑设计师以及从事

纳米材料的化学家等. 自 Hildebrand等[3 ]在硅藻中发

现了一类全新的基因家族———硅转运基因 , 有关硅藻

硅转运和生物硅化的调控机理的研究逐渐被人们关注.

硅藻细胞合成硅质化细胞壁的过程非常复杂 ,

包括从外界吸收硅转运到细胞内、硅在细胞内进行

浓缩、再转运到细胞内的硅沉积囊泡 ( SDV) , 以及

在硅沉积囊泡内进行生物硅化的过程[2 ] , 其中许多

具体细节和调控机理都还不清楚. 利用硅藻在缺硅

条件下细胞分裂受阻的特性使细胞同步生长 , 这对

阐明有关硅质化细胞壁合成的生物化学、分子和细

胞过程都有重要意义[4 ] . 本文选取了全基因组序列
已被测得的假微型海链藻[ 5 ] ( T hal assiosi ra pseu d2
onana Hasle et Heimdal)作为研究对象 , 采用了硅

饥饿方法对假微型海链藻进行同步化培养 , 使用流

式细胞术和荧光显微观察相结合的方法检测假微型

海链藻的细胞周期及硅质壁的形成情况. 并用硅钼

黄法测定了假微型海链藻胞外、胞内及硅质壁硅含

量随细胞周期的变化情况 , 以探明硅吸收和生物硅化

与细胞周期的偶合关系. 这也是寻找硅转运和生物硅

化相关蛋白及基因 , 阐明海洋硅藻硅吸收和细胞内生

物硅化相关蛋白的表达调控机理的首要前提.
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1　材料与方法

1. 1　材料

假微型海链藻 ( T1 pseudonana , CCMP1335)购自

美国 Provasoli2Guillard国家海洋浮游植物培养中心 ,

Bigelow海洋科学实验室. 藻种保存条件 : 培养温度

为 20℃, 光照强度为 4000 lux , 光暗周期为 L ∶D =

12 h∶12 h , 采用高压灭菌后的人工海水[6 ]培养.

1. 2　方法

1. 2. 1　同步化培养　将藻种接至 1 L 的聚碳酸酯三

角瓶中通气扩大培养 , 长至指数期 , 离心 (5000×g ,

15 min)收集 , 用无硅的人工海水洗涤 , 重悬 , 转接

至 800 mL 无硅人工海水中 , 培养 24 h 后 , 加入

1 mL 的 012 mol/ L Na2 SiO3 溶液 , 进行同步化培

养. 每隔 1 h 取样 , 连续取样 10 h.

1. 2. 2　流式细胞仪检测细胞周期　每隔 1 h取 10 mL

同步化培养的藻液 , 离心去培养基 , 加入 300μL 的

磷酸盐缓冲液 ( PBS)重悬 , 再加入 700μL 的 70 %乙

醇 , - 20℃储存过夜. 离心 , 加入 70 %的乙醇反复

洗涤至上清无色. 向沉淀中加入 1 mL 的 PBS洗涤

去上清 , 再加入 1 mL 用 PBS配制的 013 % Triton

X2100 , 室温下静置 40 min. 离心 , PBS 洗涤 , 重

悬 , 向重悬液中加入 4μL 的 RNase A , 37℃水浴

1 h , PBS洗涤 , 重悬 , 再加入 10μL 的 215 mg/ mL

碘化丙啶 ( PI)溶液 , 室温黑暗 10 min. FL3通道检

测 DNA 含量 , 激发光波波长 520 nm , 收集 20000

个细胞 , 用 MultiCycle 软件计算细胞处于 G1 , S ,

G2 + M期的相对百分比.

1. 2. 3　荧光显微观察　向硅饥饿后同步化培养的藻

细胞中 , 加入荧光指示剂 22(42吡啶)252( (42(22二甲氨
基2氨基2氨甲酰基)甲氧基)苯基)恶唑 ( PDMPO) (加硅

前 5 min)使其终浓度为 011μmol/ L. 每半小时取 1 mL

藻液 , 离心收集细胞 , MilliQ洗 3次. 用 1 mL 4 %多

聚甲醛室温下固定 40 min , 离心去上清 , 加 1 mL PBS

洗涤细胞 , 离心 , 加入甲醇 - 20℃储存 , 以备荧光显

微镜观察 (激发波长 365 nm , 发出波长 397 nm) .

1. 2. 4　硅钼黄法测定藻细胞内外、硅质壁的硅

含量 　每隔 1 h取 12 mL 同步化培养的藻液 , 用

01 22μm的滤膜过滤 , 取 1 mL 过滤后的培养液 ,

- 20℃储存 , 用于测定胞外的硅含量. 用无硅的人

工海水将滤膜上的藻细胞洗脱下来 , 离心 , 弃上清 ,

向藻细胞中加入 1 mL 的 MilliQ , 沸水浴 10 min , 离

心 , 取上清 , 用于测定胞内的硅含量. 沉淀中继续

加入 500μL 的 015 mol/ L NaO H , 沸水浴 15 min ,

冷却后 , 加入 250μL 的 015 mol/ L H2 SO4 中和 , 离

心 , 取上清 , 用于测定硅质壁的硅含量. 取各提取

液 200μL , 加入 12μL 的钼酸铵—硫酸混合液 , 混

匀 , 放置 5 min , 再加入 8μL 的草酸溶液 , 混匀 ,

显色 15 min. 380 nm处 , 酶标仪测定吸光值.

2　结果

2. 1　硅饥饿对假微型海链藻生长的限制

对假微型海链藻在硅充足和硅饥饿条件下的生

长情况进行比较 , 结果如图 1 所示. 硅充足条件

下 , 假微型海链藻生长旺盛 , 细胞密度持续增加.

硅饥饿条件下 , 假微型海链藻饥饿 12 h后 , 生长逐

渐停滞 , 至 24 h 这段时间内 , 细胞密度保持恒定.

硅饥饿 24 h 后 , 假微型海链藻细胞密度逐渐下降 ,

细胞因缺硅而开始衰亡. 由于在细胞培养同步化前

需要细胞停滞生长且又保持足够的细胞活力 , 根据

以上硅饥饿对假微型海链藻生长的限制情况 , 我们

选取了 24 h这个时间点作为硅饥饿培养的临界点.

图 1　T. pseudonana在硅饥饿和硅充足的

条件下生长情况对比图

2. 2　流式细胞仪检测假微型海链藻的细胞周期

PI可以与细胞内的核酸结合 , 用 RNAase 将

RNA消化后 , 通过流式细胞仪检测到的 PI的荧光

强度直接反映了细胞内 DNA的含量. 根据 DNA的

含量 , 经 MultiCycle 软件分析后 , 可知细胞处于细
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胞周期各阶段的相对百分比 , 其结果如图 2 所示.

硅饥饿 24 h (0 h) , 近 50 %的细胞停滞在了 G1 期 ,

32 %的细胞处在 S期 , 19 %的细胞处在 G2 + M期.

重新加入硅后 , 细胞恢复生长. 加入硅后 , 第 3 h ,

80 %的细胞进入到 S期. 第 5 h , 7815 %的细胞处于

G2 + M期 , 达最大值. 加入硅 10 h后 , 处于 G1期

的细胞数量逐渐增加 , 细胞进入新一轮的分裂.

图 2　T. pseudonana同步化培养过程中

处于 G1 , S, G2 + M期的细胞数量百分比

2. 3　荧光染色指示假微型海链藻硅质壁的形成

PDMPO是一种荧光化合物 , 它能够迅速进入

硅藻细胞内 , 与细胞内的活性硅共沉积 , 在 365 nm

激发光的激发下发绿色荧光. 因此 , PDMPO 能作

为指示剂指示硅质壁的形成[7 ,8 ] .

同步化培养的细胞 , 在加入 PDMPO 和硅酸

钠后 30 min , 荧光显微镜下没有观察到荧光现象 .

1 h时 , 细胞内出现微弱的绿色荧光 (图 3 ( b2 ) , 箭

头所示) , 这表明细胞开始形成新的硅质壁 . 2 h

时 , 观察到了新形成的壳环带 (图 3 (c2 ) , 箭头所

示) . 3 h 时 , 形成新的壳环带的细胞数量增多 ,

且在个别细胞内能较为清晰的观察到两个新形成

的下壳面 (图 3 (e2 ) ) . 此后的几小时 , 越来越多的

细胞中形成了新的下壳面 , 且新壳面的荧光强度

也逐渐增强 . 在 6 h时 , 已可以观察到细胞分离现

象 (图 3 (g2 ) ) . 8 h 后 , 大多细胞都已完成了细胞

分裂 , 两个子细胞各自带有一个发绿色荧光的下

壳面完全分离开 (图 3 ( h2 ) ) .
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图 3　T. pseudonana硅质壁的形成过程(壳面观)

(a1) —(g1) : 光学显微照片 ; (a2) —(g2) : 荧光照片. 图片拍摄的时间顺序 : 加入硅和 PDMPO后 30 min (a1) ,

(a2) ; 1 h (b1) , (b2) ; 2 h (c1) , (c2) ; 3 h (d1) , (d2) , (e1) , (e2) ; 5 h (f 1) , (f 2) ; 6 h (g1) , (g2) ; 8 h (h1) , (h2) .

2. 4　同步化培养过程中假微型海链藻细胞外、胞

内及硅质壁硅含量的变化

实验测定了同步化培养过程中 , 假微型海链藻

细胞外、细胞内及硅质细胞壁硅含量的变化 , 结果

如图 4所示. 随细胞分裂的进行 , 培养基中硅被细

胞逐渐吸收 , 硅浓度持续下降 (图 4 (a) ) ; 随同步化

的进程 , 细胞内的硅含量出现起伏变化 , 在硅加入

后的 1 , 5 h两处出现吸收硅的高峰 (图 4 (b) ) ; 硅质

细胞壁的硅含量在硅加入后的 3 h时陡然增加 , 在 7

h时再次出现陡增达峰值 (图 4 (c) ) , 细胞硅质壁硅

含量的增加表明了细胞内发生了硅化作用形成了新

的硅质壁 , 在 3 , 7 h时硅化作用最为活跃.

3　讨论

3. 1　缺硅条件下硅藻的生长停滞点

几乎所有硅藻的生长都需要硅元素 , 在缺乏硅

的条件下 , 硅藻的生长普遍存在两个停滞点 , 一个

在 G1期 (或是 G1/ S期的边界) , 另一个在 G2 + M

期[9 ,10 ] . 其停滞点根据硅藻种类的不同而有所不同.

根据 Coombs 等[11 ]的研究 , 舟形藻 ( N avicul a pel2
l iculosa)停滞点在 G2 期. 而本实验结果表明 , 假

微型海链藻在硅饥饿后 , 细胞的主要停滞在 G1/ S

期的边界. 有人认为 G1/ S停滞点的存在表明硅藻

DNA合成有赖于硅元素 , 虽然硅元素对 DNA 聚合

酶或其他蛋白是否有直接作用还没得到证实[6 ] . 但

也有研究认为停滞可帮助细胞确定是否有足量的硅

质来完成细胞壁的生物合成[ 10 ] . 本文利用了硅藻的

这一特性 , 对硅藻硅吸收及硅化作用与细胞周期进

程间关系进行了探讨.

图 4　同步化培养的 T. pseudonana胞外、

胞内及硅质壁的硅含量随细胞周期变化曲线图
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3. 2　假微型海链藻的同步化培养

根据本实验的结果 , 假微型海链藻在同步化培

养的第 5 小时进入 G2 + M 期 , 这与 Hildebrand

等[9 ]的结果有所不同 ( G2 + M 期的最大值在 4 h) ,

但两种结果并不矛盾. 硅藻的生长除受硅元素的影

响外 , 也受光照 , 温度及其他营养元素的影响. 细

胞培养条件细微的差异都将引起细胞生长状况的不

同. 在本实验中 , S期和 G2 + M期分别在 3 h , 5 h

处同步生长的细胞比例达 80 % , 同步化效率较高.

硅饥饿前培养的细胞密度 , 细胞转接至无硅培养基

中的密度 , 及硅饥饿时间的长短都是影响同步化效

率的关键. 由于硅藻细胞衰亡后 , 硅质壁会重新溶

解释放到胞外[ 10 ] , 因此硅饥饿前的细胞扩大培养 ,

应避免细胞密度过大 , 以减少衰败细胞的数量. 细

胞转接至无硅培养基中的密度也应控制 , 细胞密度

控制在 1 ×106 细胞/ mL 左右较好 , 密度过大会导

致细胞在硅饥饿的过程中聚集成团 , 影响硅饥饿的

效果和流式细胞仪的检测. 硅饥饿的时间也要恰到

好处 , 即要细胞停滞生长 , 又要细胞保持足够的活

力.

3. 3　假微型海链藻吸收硅及硅化作用与细胞周期

的偶合关系

综合分析实验结果可知 , 在本实验的培养条件

下 , 假微型海链藻完成一次细胞分裂约需 8 h. 同步

化培养开始后的 1 h , 细胞从培养基中大量吸收硅 ,

并在胞内浓缩聚集 ; 第 3小时 (即细胞分裂进入到 S

期) , 细胞内的硅沉积硅化合成了子细胞的壳环带 ;

第 5 小时 (即细胞分裂进入到 G2 + M 期) , 细胞再

次从培养基中吸收大量的硅 , 为新的下壳面的合成

准备原料 ; 第 8小时 , 子细胞的下壳面基本合成完

毕 , 两个子细胞分离 , 细胞分裂结束.

探究细胞周期与细胞吸收硅和生物硅化偶合关

系 , 采用同步化培养将大多数的细胞限定在某一特

定时期如壳面的合成 , 这段时间内参与这一进程的

基因和蛋白质很可能会最大限度地表达. 根据本实

验结果可判断 , 同步化培养的第 1 , 5 小时 , 细胞

内的硅含量剧增 , 是细胞吸收硅的主要时段 , 说明

硅转运相关基因和蛋白在此时最为活跃. 第 3 , 7

小时 , 硅质壁的硅含量剧增 , 是细胞进行硅化合成

硅质壁的主要时段 , 与硅化作用相关的基因和蛋白

在此时表达得最多. 这一偶合关系的研究对硅藻吸

收硅和硅化作用调控机理的进一步研究提供了重要

的参考依据.
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