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摘要 考察NaCl浓度变化对杜氏盐藻细胞形态和单细胞甘油含量变化的影响,并应用实时定量PCR技术

检测NaCl浓度变化对杜氏盐藻3-磷酸甘油脱氢酶同工酶中1种 NAD+ 依赖的3-磷酸甘油脱氢酶基因表达的

影响。结果表明:不同浓度NaCl长期培养时杜氏盐藻细胞形态和体积的变化较小,但当 NaCl浓度快速变化时

细胞形态和体积变化显著。杜氏盐藻在不同浓度NaCl条件下长期培养,随着 NaCl浓度增长,单细胞甘油含量

不断积累,且杜氏盐藻能通过快速降低或提高单细胞甘油含量来应对低渗或高渗震动。不同浓度 NaCl长期培

养时,杜氏盐藻中3-磷酸甘油脱氢酶基因的表达水平与 NaCl浓度呈显著负相关,但低渗或高渗震动处理2h
后,3-磷酸甘油脱氢酶基因的表达水平与NaCl浓度无显著性关系。
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  土壤盐化是普遍存在的环境问题,同时也是影

响植物生存和生长的重要因素[1]。研究发现,藻类

的耐盐机 制 与 高 等 植 物 是 类 似 的[2]。杜 氏 盐 藻

(Dunaliellasalina)是杜氏藻属中的一种极度耐盐

的单细胞绿藻,具有耐受0.05~5.50mol/LNaCl
并同时维持相对较低胞内Na+浓度的特性[3];盐胁

迫下杜氏盐藻的渗透调节响应通过胞内一种主要的

单一相容性溶质甘油浓度的变化起作用[4],因此,杜
氏盐藻可作为研究盐环境下渗透调节机制的优良模

式生物。在高等植物和藻类中,3-磷酸甘油脱氢酶

(glycerol-3-phosphatedehydrogenase)也被称为磷

酸二羟基丙酮还原酶,是甘油合成途径中的关键

酶[4-5]。Gee等[6]从 Dunaliellatertiolecta 中分离

了3种3-磷酸甘油脱氢酶的同工酶,其中2种主要

的同工酶位于叶绿体中,第3种同工酶位于细胞质

中。叶绿体中第1种同工酶是细胞在高盐条件下生

长时的主要类型,作用于渗透调节时甘油的形成。
第2种同工酶在无机磷酸盐含量增加时其特异性活

性随之增长,并且在刺激细胞生长和甘油酯合成中

起作用。He等[5]从 D.salina 中克隆了1个编码

NAD+依赖的3-磷酸甘油脱氢酶的cDNA,不同条

件下RNA印迹分析与甘油含量的测定表明该cD-

NA可能编码1种主要牵涉到甘油合成和渗透调节

的3-磷酸甘油脱氢酶。研究NaCl浓度变化对杜氏

盐藻细胞形态和单细胞甘油含量变化的影响,并应

用实时定量PCR技术检测NaCl浓度变化对杜氏盐

藻中3-磷酸甘油脱氢酶同工酶中1种NAD+依赖的

3-磷酸甘油脱氢酶(EC1.1.1.8)基因表达的影响,旨
在为杜氏盐藻渗透调节机制的研究提供重要参考。

1 材料与方法

1.1 杜氏盐藻的梯度培养

杜氏盐藻藻种FACHB-435,中国科学院水生

生物研究所。盐藻细胞在含2.0mol/LNaCl的杜

氏盐藻液体培养基中培养(条件为温度26℃,108

μmol/(m2·s)白色荧光灯光照,光/暗周期为14
h/10h,摇床转速96r/min)。细胞培养至对数生长

期后,室温6200r/min离心15min收集藻体,再分

别接入10个梯度(0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、

4.0、4.5、5.0mol/LNaCl)的新鲜培养液中,接种量

为1%(W/V)。按上述相同的条件进行NaCl梯度浓

度培养,细胞再次培养至对数生长期后,检测细胞形

态、单细胞甘油含量及3-磷酸甘油脱氢酶基因表

达量。
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1.2 高渗和低渗胁迫处理

取2.0mol/LNaCl条件下培养至对数生长期

的藻液,室温6200r/min离心15min收集藻体,分
别重悬在含0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0、
4.5、5.0mol/LNaCl的等体积新鲜培养液中,立即

在电子显微镜下观察细胞形态变化并拍照,室温放

置2h后再次对细胞形态进行拍照,同时测量杜氏

盐藻细胞内单细胞甘油含量及3-磷酸甘油脱氢酶

基因表达量。
1.3 甘油含量检测

参考Chen等[7]的方法,检测各样品的甘油含

量。同时进行细胞计数,得出单细胞甘油含量。
1.4 RNA 的提取

使用RNAisoPlus(TaKaRa),按试剂使用说

明并略加修改进行各藻液样品总RNA的提取。使

用DNaseⅠ(RNaseFree)处理提取出的总RNA以

分解总RNA中的基因组DNA。
1.5 实时定量逆转录 PCR

使用 RealTimePCR 扩 增 仪 ABIPRISM®

7500RealTimePCRSystem(AppliedBiosystems)
进行实时定量逆转录PCR反应,对3-磷酸甘油脱氢

酶基因在不同浓度NaCl胁迫条件下的表达情况进

行相对定量。使用SYBR® PrimeScript® RT-PCR
Kit(PerfectRealTime,TaKaRa)按照说明书进行

操作。使 用 引 物 5′-GCTGAGATGTGCGGTAC-
CCTGAA-3′ 和 5′-CACTGAGGGGGAGAT-
GAACTTGC-3′扩增3-磷酸甘油脱氢酶基因片段

(150 bp)。 使 用 引 物 5′-ACCACACCTTCT-
TCAACGAG-3′和 5′-GGATGGCTACATACAT-
GGCA-3′扩增DsActin基因片段(150bp)作为内

参照。逆转录反应条件为:37℃15min;85℃5s。
反转录产物在-20℃保存,然后进行实时定量

PCR。实时定量PCR反应条件为:95℃30s;95℃
5s,60℃34s,40个循环。使用熔解曲线分析PCR
扩增产物的特异性,观察熔解曲线是否为单峰,熔解

曲线为单峰,则PCR反应产物为特异性扩增产物。
1.6 统计分析

所有试验结果均是3次重复试验的平均值。使

用软件SPSS13对数据进行统计分析,在95%或

99%的置信界限确定显著性。

2 结果与分析

2.1 细胞形态变化

培养的细胞在NaCl浓度较低时主要呈球形或

椭圆球形(图1-A,B,C),NaCl浓度增大时细胞逐渐

变长、变细(图1-D,E,F,G)。在NaCl浓度更高时,
盐藻细胞形态主要呈细长形,且细胞浅色的一端形

状变尖较为明显(图1-H,I)。结果表明,在高浓度

NaCl条件下长期培养使杜氏盐藻细胞适度脱水并

使细胞体积缩小,且形态变为细长形,但依然能够生

存和持续生长。NaCl浓度为2.0mol/L时,长期培

养的杜氏盐藻细胞形态主要呈椭圆球形(图1-D)。
当NaCl浓度由2.0mol/L稀释为0.5mol/L

时,细胞吸水使细胞体积明显膨胀变大,且细胞形状

迅速变为圆球形,细胞颜色略浅于 NaCl浓度改变

前的 细 胞 颜 色(图 2-A)。当 NaCl浓 度 由 2.0
mol/L稀释为1.0或1.5mol/L时,盐藻细胞变化

情况与上述情况类似,但变化幅度随处理 NaCl浓

度升高逐渐变小(图2-B,C)。低渗NaCl胁迫处理

下部分细胞发生破碎现象,可能是由于体积膨胀程

度太剧烈而胀破细胞。当NaCl浓度从2.0mol/L
迅速增加到2.5、3.0、3.5mol/L时,盐藻细胞失水

使细胞迅速萎缩,细胞形状迅速变为圆锥形,细胞颜

色变深,细胞萎缩的部分几乎都在颜色较浅的一端

(图2-D,E,F)。当NaCl浓度从2.0mol/L增加到

4.0~5.0mol/L时,细胞因失水发生萎缩的同时部

分盐藻细胞的形态变得不规则,甚至部分细胞发生

破碎死亡(图2-G,H,I),说明过高浓度 NaCl胁迫

对盐藻细胞产生毒害作用。
由图3-A,B,C,D,E,F可知,NaCl胁迫处理

2h后细胞形态与在相同浓度NaCl条件下长期培养

的细胞形态(图1-A,B,C,E,F,G)类似,说明盐藻

细胞可能已经适应改变后的 NaCl浓度。同时,发
现少量细胞的形态(图3-G,H,I)与相同浓度NaCl
条件下长期培养的细胞形态(图1-H,I)类似,但大

多数细胞形态明显不同且部分细胞已经死亡。杜氏

盐藻细胞能在高浓度NaCl条件下生存(图1-H,I),
在高浓度NaCl胁迫下盐藻细胞可能需要更多时间

(>2h)来适应NaCl浓度的改变。当NaCl浓度从

2.0mol/L增加到4.0~5.0mol/L时,观察到盐藻

细胞表面有部分脂质小球的出现(图4),高浓度

NaCl胁迫处理2h后所有的脂质小球都消失了,推
测脂质小球中含有的物质可能为甘油,当 NaCl浓

度迅速增大时盐藻细胞质内甘油显著积累从而形成

脂质小球。
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A-I:0.5,1.0,1.5,2.0,2.5,3.0,3.5,4.0,4.5mol/LNaCl.

图1 NaCl梯度浓度条件下培养的杜氏盐藻细胞形态

Fig.1 VariationofcellshapeofD.salinagrownatdifferentconcentrationsofNaCl

 A-I:NaCl浓度从2.0mol/L分别变化为0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0、4.5mol/L。CellshapewhenNaClwaschangedfrom

2.0mol/Lto0.5,1.0,1.5,2.0,2.5,3.0,3.5,4.0,4.5mol/L;图3同 ThesameasFig.3.

图2 杜氏盐藻渗透胁迫处理初期细胞形态

Fig.2 TheinitialcellshapeofD.salinaaftertreatingbyosmoticshock

2.2 甘油含量

NaCl梯度浓度长期培养下杜氏盐藻单细胞甘

油的积累与NaCl培养浓度显著正相关(r>0,P<
0.01),单因素方差分析结果显示,不同浓度 NaCl
条件下长期培养的杜氏盐藻单细胞甘油含量有显著

差异(P<0.05)(图5-A)。检测到的最小的单细胞

甘油含量为13.22±0.30pg(NaCl浓度为0.5
mol/L),最大的单细胞甘油含量为18.16±0.72pg
(NaCl浓度为5mol/L),表明长期的高浓度 NaCl

胁迫可以促进盐藻细胞内甘油的积累。使用不同浓

度NaCl胁迫处理下盐藻单细胞甘油含量也有着显

著差异(P<0.05),同时单细胞甘油含量与处理

NaCl浓度显著正相关(r>0,P<0.01)(图5-B)。
低渗NaCl胁迫处理时,单细胞甘油含量降低,检测

到最小甘油含量为10.08±0.45pg(NaCl浓度为

0.5mol/L),甘油含量比胁迫处理前降低42.20%;
高渗NaCl胁迫处理时,单细胞甘油含量升高,检测

到最大甘油含量为32.76±0.65pg(NaCl浓度为
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图3 杜氏盐藻渗透胁迫处理2h后细胞形态

Fig.3 ThecellshapeofD.salinaafter2htreatingbyosmoticshock

 圈中标示的为带有脂质小球的细胞 Thecellswithlipidglob-

uleswerelabeledbycircles.

图4 NaCl从2.0mol/L增加到

4.5mol/L时杜氏盐藻细胞形态的变化

Fig.4 CellshapeofD.salinawhenNaClwas

increasedfrom2.0mol/Lto4.5mol/Limmediately

5mol/L),比胁迫处理前提高87.84%。结果表明,
杜氏盐藻可通过调节胞内甘油的合成或降解以维持

适合的渗透压来适应环境中NaCl浓度的快速变化。
因此,甘油可能在杜氏盐藻的渗透调节中起重要作

用,使杜氏盐藻可以在多种NaCl浓度条件下生存。
2.3 3-磷酸甘油脱氢酶基因的相对表达量

对NaCl梯度浓度长期培养时杜氏盐藻细胞中

3-磷酸甘油脱氢酶基因的表达进行检测,结果表明,
NaCl浓度为0.5mol/L时,3-磷酸甘油脱氢酶基因

有最大表达;NaCl浓度为5mol/L时,检测到最小

表达,其表达量只有最大表达量的1/7(图6-A)。相

关性分析结果表明,NaCl梯度浓度长期培养下杜氏

盐藻细胞内3-磷酸甘油脱氢酶基因的表达水平与

培养的NaCl浓度显著负相关(r<0,P<0.05),3-

磷酸甘油脱氢酶基因的表达水平随NaCl浓度的升

高而降低,推测长期高浓度 NaCl胁迫会抑制杜氏

盐藻中该3-磷酸甘油脱氢酶(EC1.1.1.8)的表达活

性。对低渗、高渗NaCl胁迫处理下杜氏盐藻细胞中

3-磷酸甘油脱氢酶基因的表达情况进行相对定量,
相关性分析结果表明,低渗、高渗NaCl胁迫处理2h
后杜氏盐藻细胞内3-磷酸甘油脱氢酶基因的表达

水平与NaCl处理浓度无显著性关系(P>0.05)(图
6-B)。与短期高浓度NaCl胁迫下盐藻细胞形态变

化情况相类似,盐藻细胞内3-磷酸甘油脱氢酶基因

的表达可能也需要更多时间(>2h)达到稳定的水

平来适应改变了的盐环境。
对PCR后的扩增产物进行熔解曲线分析,可推

断PCR产物是否单一。所有PCR产物的熔解曲线

分 析 均 为 单 峰,可 证 实 无 非 特 异 性 扩 增 现 象

(图7-A)。绝大多数PCR产物的熔解曲线分析为单

峰,因此认为PCR扩增产物的特异性是符合要求的

(图7-B)。

3 讨 论

不同浓度NaCl长期培养下杜氏盐藻均能生存

和持续生长,NaCl浓度较高时细胞大多呈细长形。

4.0~5.0mol/LNaCl条件下长期培养时盐藻细胞

生物量远小于低浓度NaCl培养时的盐藻细胞生物

量[7],说明高浓度 NaCl条件对盐藻生长有不利影

响。杜氏盐藻的渗透响应涉及外部结构和代谢的变
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 A:NaCl梯度浓度长期培养 D.salinagrownatdifferentconcentrationsofNaCl;B:低渗、高渗胁迫处理;数据为3次重复试验的平均

值±标准偏差(t-test,P<0.01);使用单因素方差分析对照样品(2.0mol/L)与其他样品之间的差异显著性;*,P<0.05。D.salina

culturedin2.0mol/LNaClwastreatedbyhyperosmoticorhypoosmoticshock.Columnsrepresentthemeansofthreereplicatedstud-
ies,withtheSDofthemeans(t-test,P<0.01).Thesignificanceofthedifferencesbetweenthe2.0mol/Landothertestvalueswere

testedbyusingone-wayANOVA.*,P<0.05.

图5 不同浓度NaCl条件下杜氏盐藻单细胞甘油含量的变化

Fig.5 SinglecellglycerolcontentofD.salinaunderdifferentsalinities

 A:NaCl梯度浓度长期培养,数据为3次重复试验的平均值±标准偏差(t-test,P <0.01)Treatedunderdifferentconcentrationsof

NaCl.Alldataarethemeansofvaluesobtainedfromthreeparallelexperiments±SD(t-test,P<0.01);B:低渗、高渗胁迫处理,数据

为4次重复试验的平均值±标准偏差(t-test,P<0.05)Treatedbyhyperosmoticandhypoosmoticshocks.Alldataarethemeansof

valuesobtainedfromfourparallelexperiments±SD(t-test,P<0.05).

图6 杜氏盐藻细胞内3-磷酸甘油脱氢酶基因的相对表达量

Fig.6 ExpressionofG3pdhinD.salinagrownatconcentrationsofNaCl(A)

andculturedin2.0mol/LNaCltreatedbyhyperosmoticorhypoosmoticshock(B)

 A:NaCl梯度浓度长期培养 TreatedunderdifferentconcentrationsofNaCl;B:低渗、高渗胁迫处理 Treatedbyhyperosmoticandhy-

poosmoticshocks.

图7 3-磷酸甘油脱氢酶和DsActin基因PCR扩增产物的熔解曲线

Fig.7 ThedissociationcurveofPCRamplificationofG3pdhandDsActin
化,按照渗透调节的时间长短包含3个阶段。第1
阶段为瞬时响应,包括细胞大小、形状、结构和细胞

内离子浓度的变化,在遭受渗透胁迫后几秒钟至

5min内响应就会完成。第2阶段为短期响应,是调

节细胞内甘油浓度来平衡杜氏藻细胞内外渗透压的

过程,该过程在渗透胁迫后2~3h内完成,并最终

恢复细胞的原始体积。第3阶段为长期响应,主要

是部分渗透胁迫诱导基因的表达和部分盐诱导蛋白

18



  华 中 农 业 大 学 学 报 第32卷 

的积累过程,该阶段通常在渗透胁迫12~24h后开

始发生[2]。研究发现,杜氏盐藻在遭受3~5倍原始

浓度的高渗或低渗盐胁迫几秒种内能够有近2倍的

细胞体积变化[9]。本研究中,当 NaCl浓度快速改

变时,杜氏盐藻细胞形态和体积均发生显著变化,与
杜氏盐藻的瞬时响应阶段一致。研究发现D.terti-
olecta遭受低渗盐胁迫时细胞在2~4min内迅速

膨胀变为圆球形[10]。本研究中,除高盐胁迫处理

外,其他细胞在低渗、高渗胁迫处理2h后形态基本

恢复,与杜氏盐藻的短期响应阶段一致。本研究表

明,杜氏盐藻能够通过降低或提高甘油含量来应对

低渗或高渗盐胁迫,该结果与周丽等[11]的研究结果

类似,表明杜氏盐藻细胞内甘油含量与周围环境的

NaCl浓度是密切相关的。
在甘油的合成途径中,3-磷酸甘油脱氢酶催化

磷酸二羟基丙酮生成3-磷酸甘油,在3-磷酸甘油磷

酸酶的催化下最终合成甘油[8]。高浓度NaCl条件

长期培养时杜氏盐藻细胞中一种3-磷酸甘油脱氢

酶的基因表达水平较低,不利于甘油的合成,然而高

浓度 NaCl长期胁迫能够促进单细胞甘油的积累,
单细胞甘油含量随着NaCl浓度的增加而升高。研

究表明,Dunaliellaparva 细胞内甘油水平在NaCl
饱和浓度下达到最大值,约8mol/L或为细胞质量

的55%[4]。因此,除3-磷酸甘油脱氢酶外,推测杜

氏盐藻中可能还存在其他1种或多种3-磷酸甘油脱

氢酶同工酶或其他关键酶调控甘油代谢。Forster
等[12]研究表明,较低的渗透条件导致Ashbyagos-
sypii细胞内3-磷酸甘油脱氢酶活性比在高渗条件

下更高,与本研究中3-磷酸甘油脱氢酶的基因表达

水平随着NaCl浓度的增加而降低的结果类似。He
等[13]对Dunaliellaviridis在不同浓度 NaCl长期

培养时叶绿体中一种新的3-磷酸甘油脱氢酶基因

DvGPDH1表达水平的研究表明,DvGPDH1表达

水平在NaCl浓度为0.5~2.0mol/L时逐渐升高,
并在2.0mol/L时达到最大值,而当 NaCl浓度为

3.0~5.0mol/L时基因表达水平却逐渐降低。本

研究中,低渗、高渗胁迫处理2h后杜氏盐藻细胞内

3-磷酸甘油脱氢酶基因的表达水平与NaCl浓度没

有显著性关系,基因的表达可能需要更长时间(>2
h)达到稳定,以适应改变了的 NaCl浓度。与之不

同的是,2.0mol/LNaCl的渗透条件诱导2h后在

耐盐酵母Pichiaforinosa 中就能够显示出较高的

3-磷酸甘油脱氢酶基因表达水平[14]。上述结果表

明,3-磷酸甘油脱氢酶基因在不同浓度NaCl条件下

表现出不同的表达水平,可能是在不同浓度 NaCl
下不同植物细胞中几种3-磷酸甘油脱氢酶的同工

酶有不同的酶活性。

3-磷酸甘 油 脱 氢 酶 基 因 的 表 达 在 不 同 浓 度

NaCl长期培养和短期胁迫处理下表现出较大的差

异性。长期培养时,低浓度 NaCl条件下基因表达

相对较高,而高浓度NaCl会抑制基因的表达,短期

高浓度NaCl胁迫反而可以提高基因的表达量。本

研究中,NaCl浓度为2.0mol/L时基因的表达水平

较低,而其他浓度短期胁迫后基因的表达水平大多

有不同程度的提高,NaCl浓度改变较小时基因的表

达水平提高较小,NaCl浓度改变较大特别是4.5和

5.0mol/LNaCl胁迫时基因的表达水平提高较大,
说明NaCl浓度的快速变化对基因的表达有刺激作

用,推测这种3-磷酸甘油脱氢酶可能在杜氏盐藻细

胞耐受短期盐胁迫特别是高盐胁迫时的甘油调节过

程中起作用。同时,根据不同浓度 NaCl长期培养

和短期胁迫下基因表达的差异性,推测 NaCl对这

种3-磷酸甘油脱氢酶基因的表达同样有抑制作用,
随NaCl浓度增大抑制作用也不断增强,且抑制作

用也与时间相关,随时间变长抑制作用也不断增强,
经过一段较长时间的适应后,基因表达达到稳定并

最终与长期培养条件下基因的表达情况一致。
在我们的前期研究中,使用同工酶电泳技术检

测到5种3-磷酸甘油脱氢酶同工酶,其中G3pdh-2
存在于1.5~4.0mol/LNaCl条件下,其余几种同

工酶(G3pdh-1、G3pdh-3、G3pdh-4和 G3pdh-5)主
要在低浓度 NaCl条件下起作用[7]。本研究中,实
时定量PCR结果显示杜氏盐藻中1种3-磷酸甘油

脱氢酶基因在长期低浓度NaCl条件下表达水平相

对较高并随 NaCl浓度增加而降低,因此该基因可

能编码的是4种同工酶(G3pdh-1、G3pdh-3、G3pdh-
4和G3pdh-5)中的1种,并在低浓度 NaCl条件下

起主要作用,至于具体是哪种同工酶需要在后续的

研究中进一步考察。

参 考 文 献

[1] 张加强,潘凤英,廖小芳,等.红麻杂交种幼苗生长对盐胁迫的

响应[J].华中农业大学学报,2011,30(5):552-557.
[2] CHENH,JIANGJG.OsmoticresponsesofDunaliellatothe

changesofsalinity[J].JCellPhysiol,2009,219(2):251-258.
[3] FRASERPD,BRAMLEYPM.Thebiosynthesisandnutri-

tionalusesofcarotenoids[J].ProgLipidRes,2004,43(3):228-

265.

28



 第5期 蔡 马 等:NaCl浓度对杜氏盐藻中1种NAD+依赖的3-磷酸甘油脱氢酶基因表达的影响  

[4] ALKAYALF,ALBIONRL,TILLETTRL,etal.Expressed

sequencetag (EST)profilinginhypersalineshockedDu-
naliellasalinarevealshighexpressionofproteinsyntheticap-
paratuscomponents[J].PlantSci,2010,179(5):437-449.

[5] HEQH,QIAODR,BAILH,etal.Cloningandcharacterization

ofaplastidicglycerol3-phosphatedehydrogenasecDNAfromDu-
naliellasalina[J].JPlantPhysiol,2007,64(2):214-220.

[6] GEER,COYALA,BYERRUMRU,etal.Twoisoformsof

dihydroxyacetonephosphatereductasefromthechloroplastsof

Dunaliellatertiolecta[J].PlantPhysiol,1993,103(1):243-
249.

[7] CHENH,JIANGJG,WUGH.Effectsofsalinitychangeson

thegrowthofDunaliellasalinaandtheisozymeactivitiesof

glycerol-3-phosphatedehydrogenase[J].JAgricFoodChem,

2009,57(14):6178-6182.
[8] CUILQ,CHAIYR,LIJ,etal.Identificationofaglucose-6-

phosphateisomeraseinvolvedinadaptationtosaltstressof

Dunaliellasalina[J].JApplPhycol,2010,22(5):563-568.
[9] PICK U.AdaptationofthehalotolerantalgaDunaliellato

highsalinity[G]//LAUCHIA,LUTTGEU.Salinity:environ-

ment,plants,molecules.Dordrecht:KlewerAcademicPublish-
ers,2002:97-112.

[10]PINONTOANR,YUASAT,ANDERCA MI,etal.Cloning
ofacDNAencodinga66-kDaCa2+-dependentproteinkinase
(CDPK)fromDunaliellatertiolecta(Chlorophyta)[J].JPhy-
col,2000,36(3):545-552.

[11]周丽,孟祥红,刘成圣,等.渗透胁迫对杜氏盐藻胞内甘油含量

及相关酶活性影响[J].植物学通报,2006,23(2):145-151.
[12]FORSTERC,MARIENFELDS,WENDISCHF,etal.Adap-

tationofthefilamentousfungusAshbyagossypiitohyperos-
moticstress:differentosmoresponseto NaCland mannitol

stress[J].ApplMicrobiolBiot,1998,50(2):219-226.
[13]HEYX,MENGXZ,FANQL,etal.Cloningandcharacter-

izationoftwonovelchloroplasticglycerol-3-phosphatedehy-
drogenasesfromDunaliellaviridis[J].PlantMolBiol,2009,

71(1/2):193-205.
[14]PENGF,LIG,WANGXX,etal.Cloningandcharacterizationofa

glycerol-3-phosphatedehydrogenase (NAD+ )genefrom the

halotolerantyeastPichiaforinosa[J].Yeast,2010,27(2):115-
121.

Effectsofsalinitiesongeneexpressionofa(NAD+)-dependent
glycerol-3-phosphatedehydrogenaseinDunaliellasalina

CAIMa1 JIANGJian-guo2 YUTu-yuan1

1.CollegeofLifeScience,ZhongkaiUniversityofAgricultureandEngineering,
Guangzhou510225,China;

2.CollegeofFoodandBioengineering,SouthChinaUniversityofTechnology,
Guangzhou510641,China

Abstract Effectsofsalinitychangesonvariationofcellshapeandsinglecellglycerolcontentof
Dunaliellasalina wereinvestigatedandeffectsofsalinitychangesonthegeneexpressionsofa
(NAD+)-dependentG3pdh(EC1.1.1.8)amongG3pdhisozymesinD.salinaweredetectedbyreal-time
quantitativePCR.ResultsshowedthatthechangesofshapeandvolumeofD.salinacellculturedchroni-
callyatvarioussalinitieswereminor.Whenthesalinitychangedrapidly,thevariationsofcellshapeand
cellvolumeofD.salinaweresignificant,whichwererecoveredbasicallyafter2hexcepttreatedbyhigh
salinity.ItwasfoundthatsomelipidglobulesinthesurfaceofD.salinacellswhenthesalinityincreased
from2.0to4.0-5.0mol/LNaClrapidly.WhenD.salinawasculturedchronicallyatvarioussalinities,
theaccumulationofsinglecellglycerolincreasedwithincreasedsalinity,andD.salinaalsocouldrapidly
decreaseorincreasesinglecellglycerolcontentstoadapttohypoosmoticorhyperosmoticshock.Theex-
pressionlevelofG3pdhinD.salinagrownatvarioussalinitieswassignificantlyinverselycorrelated
withthesalinity.TherewasnosignificantcorrelationbetweentheexpressionlevelofG3pdhandsalinity
aftertwohoursoftreatmentbyhyperosmoticorhypoosmoticshock.

Keywords Dunaliellasalina;concentrationsofNaCl;cellshape;glycerolcontent;glycerol-3-
phosphatedehydrogenase;real-timequantitativePCR
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