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前言

浮游植物在海洋生態系中扮演重要的初級生產者角色，而在海洋環境中氮營養鹽經常被認為是限制浮游植物生長的主要因子之一。在海洋中主要

的無機氮源為銨鹽及硝酸鹽，一般認為在細胞利用氮源方面，小細胞因體型小、體表面積比較大有利於利用銨鹽；相對在大細胞方面因體內具有儲存

氮源的胞器，可吸收環境中過多的硝酸儲存於體內，所以經常在硝酸較高的環境中成為優勢種。為探討細胞對於氮源的利用，浮游植物製造膜上的硝

酸運輸蛋白 ( NRT2 ) 來吸收硝酸，而其基因 (Nrt2) 則會因應不同氮源而有不同的表現情形，因此被提出可作為在矽藻中判斷氮源利用情形的指標。此

次實驗的矽藻 Ditylum brightwellii 為海洋中常見的藻種之一，為矽藻體型中較大，主要常見於沿岸水域，因此利用 D. brightwellii Nrt2 的表現來比較大

型矽藻對不同氮源的利用情形。

為了探索 D. brightwellii Nrt2 基因家族，首先利用海洋真核微生物全

轉錄體計畫 (Keeling et al, 2014) 中的 D. brightwellii 全轉錄體資料庫進

行與 Nrt2 相似序列的比對，並以實驗室培養的 D. brightwellii 再次定序

確認，目前共發現 4 條與 Nrt2 相似序列，暫時命名為 Nrt2 A、B、C、

D。以胺基酸序列進行親緣關係樹分析，在矽藻模式物種中基本上都有

三種以上的 NRT2 形式存在，在 D. brightwellii 部分NRT2 B、NRT2 C 與

之前文獻相似；而 NRT2 A 、NRT2 D 則是目前文獻中尚未報導的

NRT2 基因。

Phaeodactylum tricornutum NRT2:3
Phaeodactylum tricornutum NRT2:1

Fragilariopsis cylindrus NRT2:3
Pseudo-nitzschia multiseries NRT2:2

Pseudo-nitzschia multiseries NRT2:3
Pseudo-nitzschia multiseries NRT2:1
Fragilariopsis cylindrus NRT2:5

Fragilariopsis cylindrus NRT2:4
Fragilariopsis cylindrus NRT2:2

Cylindrotheca fusiformis NAT2
Cylindrotheca fusiformis NAT1
Ditylum brightwellii Nrt2:5
Ditylum brightwellii Nrt2:4
Ditylum brightwellii Nrt2:3
Ditylum brightwellii NRT2 C
Ditylum brightwellii Nrt2:2
Ditylum brightwellii Nrt2:1
Ditylum brightwellii NRT2 B

Thalassiosira weissflogii NRT2:6
Thalassiosira weissflogii NRT2:5
Thalassiosira weissflogii NRT2:4
Thalassiosira weissflogii NRT2:3
Thalassiosira weissflogii NRT2:2
Thalassiosira weissflogii NRT2:1
Thalassiosira pseudonana NRT2:2
Thalassiosira pseudonana NRT2:1

Skeletonema costatum NRT2:3
Skeletonema costatum NRT2:2
Skeletonema costatum NRT2:1
Chaetoceros muelleri NRT2:2
Chaetoceros muelleri NRT2:1

Chaetoceros muelleri NRT2:4
Chaetoceros muelleri NRT2:3

Fragilariopsis cylindrus NRT2:1
Ditylum brightwellii NRT2 D

Thalassiosira pseudonana NRT2:3
Ditylum brightwellii NRT2 A

Phaeodactylum tricornutum NRT2:4
Emiliania huxleyi NRT2:2

Emiliania huxleyi NRT2:1

Dunaliella saline NRT2:1
Dunaliella tertiolecta NRT2:1

Chlamydomonas reinhardtii NAT2 
Chlamydomonas reinhardtii NAT3

Chlorella sorokiniana 
Arabidopsis thaliana 

100

100

100

100

100

100

100

100

76

100

90

84

95

83

80

90

100

圖(一)利用胺基酸序列所建構之親源關係樹。構樹所參考的序列來自( Song 
and Ward, 2007 ) 文獻內所提供之藻種編號與實驗室藻種定序的結果。背景
有黃色、藍色、綠色及紫色的矽藻為基因組全解的矽藻模式物種，黑色背
景為序列資料庫中 D. brightweiill 已發表之序列，紅色字體為利用實驗室藻
種重新定序出的四種形式。

圖(二) 矽藻 D. brightweiill 培養流程
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圖(三)矽藻 D. brightweiill 在不同氮源培養基中之生長狀況。
(a) 培養細胞數生長情形 (b)光合作用效率 (Fv/Fm) 變化情形

培養實驗顯示 D. brightwellii 在以硝酸鹽為氮源的培養基中有較高生長率；

而培養在以銨為氮源下，培養初期停滯生長，在第四天後才逐漸增加，這顯

示細胞生長明顯受到銨的抑制；將細胞轉到缺氮條件下，則發現細胞仍可持

續生長增加 2.4 倍，顯示細胞可能利用體內儲存氮源持續生長。以光合作用效

率 (Fv/Fm) 來判斷細胞的健康狀況，培養在以硝酸為氮源的培養基中， Fv/Fm

維持在較高平穩的狀態平均為 0.66；而以銨為氮源中則發現在培養前幾天

Fv/Fm 持續下降到 0.35，第四天後回復到 0.64；而在缺氮部分則是隨著培養

天數逐漸下降，由細胞數及 Fv/Fm 顯示在第四天後受到氮源不足限制。
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圖(四) 矽藻 D. brightwellii 與 T. pseudonana 在不同氮源下 Nrt2 基因家族之表現情形。

將 D. brightwellii 培養在不同氮源下利用即時定量 PCR 觀察硝酸基因家族之表

現情形。培養在以硝酸為氮源下 Nrt2 B 及 Nrt2 C 有表現，在缺氮則分別提高 2 倍

及 3 倍之表現量，培養在以銨為氮源下表現量則明顯被抑制，，此一基因表現模

式與 T. pseudonana Nrt 2.1、Nrt2.2 表現模式相似，但表現量變化範圍約1/100倍；

相對 Nrt2 A 及 Nrt2 D 的基因表現情形較不受氮源影響，維持在相對穩定表現量。

由此顯示細胞較大 D. brightwellii 對 Nrt2 基因調節相對於小細胞 T. pseudonana 較

不敏感，可能與 D. brightwellii 生長受銨鹽限制有關，仍有待進一步實驗來確認 D. 

brightwellii 對銨的利用情形。
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不同氮源培養基

f/2 ：880 μM NO3
-

h/2 (LN) ：50 μM NH4
+

f/2-N ：沒有氮源

保種在 f/2 培養基
100mL 燒杯內

馴化兩次，每次六天
在第二次馴化時將缺氮
時預先培養在 f/2 (LN)
加 88μM NO3

- 培養基中

正式培養在2L錐形瓶中共三組
f/2、h/2 ( LN ) 濃度50μM 、f/2-N

保種 馴化培養 正式培養


