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摘 要:研究了亚铁离子、醋酸盐和双氧水三种化学因子对雨生红球藻积累虾青素的交叉影响和虾青素积累

过程中藻体总可溶性蛋白的变化。结果表明，在营养盐缺乏的前提下，添加 45 mM 醋酸盐和 450μM 亚铁离

子，25 "c ,24 h 连续光照，6 000 lx 光强下进行逆境胁迫诱导，能够大大缩短雨生红球藻虾青素积累周期，比空

白对照提前一个月使藻细胞完全变红(显微观察)。但诱导过程中会造成部分藻细胞白化，自溶或破壁死亡，

虾青素产量比空白对照下降了 7.4% ;在雨生红球藻虾青素积累过程中，藻体总可溶性蛋白含量逐渐降低，说

明雨生红球藻中虾青素的积累可能以蛋白质的消花为基础。
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Effect of ferrous ions , acetate and hydrogen peroxide on 
astaxanthin accumulation in HaematococcuS pluvialis 

GAO Zheng-quan , MENG Chun-xiao , WANG Dong 

(School 0/ Life Sciences , Shandong University 0/ Technology 255049 , Zibo , China) 

effect of NaAC , FeS04 and H2 O2 on the 

Haematococcus pluvialis wall as well as change of total soluble protein were studied during the process of 

astaxanthin accumulation of HaemαtOCOCClω pluvialis . Results showed that in the case of nutrition starvation , 

25 "C, 6000 lx illumination and additionof NaAC (45 mM) and FeS04 (450μM) could advance 30 days for 

completing astaxanthin accumulation in H. pluvialis cells , but the production of astaxanthin was lower 7.4% 

than that of blanks. All the treatments with H2 O2 had lethal functions to alga cells such as albescent , alga 

cells thaw and death. SDS-PAGE results displayed the total the protein soluble protein decreased gradually 

along the process of astaxanthin accumulation in the Haemαtococcus pluviαlis. It is suggested astaxanthin 

accumulation in Haematococcus pluvialis might be based on protein degradation and depletion. 
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虾青素(αstαxanthin) ， 3 ， 3'- 二是基- 4 ， 4'- 二酣基-日，日胡萝卡素，是一种自同式次生类胡萝卡素。
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它在食品、饲料、化妆品、医药等领域有着广阔的前景[ 1 ， 2] 。雨生红球藻是一种淡水单细胞绿藻，在多种

逆境胁迫条件下能够大量合成并迅速积累虾青素，是目前最理想的天然虾青素合成工具[3] 。近来，雨

生红球藻研究取得的进展主要集中于培养、诱导其合成和积累虾青素的外界条件 [4 -21] 。关于一些化学

因子如元机盐离子、有机酸及氧化剂等如何诱导雨生红球藻积累虾青素，前人已有不少研
究[川

综合起来影响雨生红球藻积累虾青素的相关报道。另外，有关雨生红球藻虾青素积累过程中蛋白质含

量变化也很少有人涉猎[ 18] 。本文针对 Fe2\醋酸盐和双氧水进行了交叉实验，并研究了雨生红球藻虾
青素积累过程中总可溶性蛋白质含量的动态变化，为进一步科学利用雨生红球藻大规模生产虾青素提

供科学依据。

1 材料与方法

1. 1 雨生红球藻的培养

雨生红球藻 712 株购自中国科学院海洋研究所，每个 250 mL 三角瓶中加人 MCM 培养基(0 ， 5 glL 

KN03 , 0.5 glL K2 HP04 , 80 glL CaC12及少量微量元素 ， pH 7.0) 150 mL [臼接种藻液为 50 mLo 1 000 

lx 光强，20 "c , 12ν12 h 光/暗周期进行静止培养，每天手摇 3 -5 次，直至培养到对数生长期。

1. 2 诱导条件的筛选

将上述培养的藻液分别设定成四个处理组和一个空白对照组，每组三个重复。处理 I 添加 NaAC

和 FeSO乌4'处理 2 添加 NaAC 和双氧水，处理 3 添加 F民eS04 和双氧7水1<，处理 4 同时添加 NaAC 、FeSO乌4 和双

氧7水1<，最后使各处理中的 NaAC 终浓度为 45 mM , FeSO乌4 终浓度为 4街50μM，双氧水终浓度为1. 5%毛
[1川

1. 3 取样和细胞破壁

在诱导过程中定期收集各处理组不同诱导时期的样品，提取总可溶性蛋白和测定虾青素含量。关

于藻细胞的破壁方法，笔者尝试了三种破壁方法:

(1)反复冻融法:将离心得到藻泥放人液氮中冰冻 5 -10 min，再在室温下解冻 5 -10 min ，如此反

复 3 -5 次，后在冰浴中加 4 倍于藻泥的提取液及少量石英砂研磨。

(2) 液氮研磨法:将离心得到藻泥置人陶瓷研钵中，倒人适量液氮并研磨，反复 3 -5 次;

(3)超声波破碎法:将离心得到藻泥加 4 倍于藻泥体积的提取液用超声波破碎 3 次(3 次 15 s/5 s , 

输出功率 40 W) 。

1. 4 虾青素含量测定
在收集的藻细胞沉淀中先加人 5%KOH 和 30% 甲醇破坏叶绿素 5 min ,5 000 r/min 离心收集沉淀

后加人 3 mL 二甲亚矶，破壁后，于 70 "c水浴中处理 10 min ，抽提多次直至藻体发白，然后在高速离心机

10 000 r/min 中离心 10 min ，取上清于 490 nm 下测定 OD 值[万]。按公式 C ( mglL) = (4. 5 x A490 x 

Va)/Vh 计算虾青素含量，其中 A 表示 OD 值， Va 表示二甲亚酬的体积，Vh 表示藻液体积。

1. 5 总可溶性蛋白提取和 SDS-PAGE 分析

5000 r/min 离心 5 min 收集藻细胞样品，弃上清后加 3 倍于沉淀体积的蛋白提取液，超声破壁 (3

次 15 s/5 s ，输出功率 40 W) 后， 12 000 r/min 离心 10 min，去除细胞残片后取上清，再加人约 9 倍体积的

- 20 "c预冷丙自同，于- 20 "c下放置过夜， 12 000 r/min 离心 20 min 得沉淀，沉淀室温放置 30 min ，使

丙酣完全挥发，最后加人适量的恪液溶解沉淀， 12 000 r/min 离心 20 min ，上清液即为所需的雨生红球

藻细胞总可溶性蛋白 [26] 。利用上述提取的蛋白进行 SDS-PAGE 电泳，采用硝酸银染色。
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2 结果

2.1 诱导条件的筛选

图版 I 反映不同诱导时期各组藻液颜色变化。从图中可以看出，培养 1 d 后，处理 l 藻液颜色已明

显变红，而其它组各元差异(图版 1 -1) ;培养 3 d 后，四个处理组藻细胞与空白组相比，都出现了细胞凝

集、悬浮现象(图版 1 -2) ;培养第 5 d 时，四个处理组的藻液已经明显比空白组褐红，但处理 1 颜色最深

(图版 1 -3) ;培养 7 d 后，空白组的少数细胞出现细胞凝集、悬浮现象，处理 4 细胞开始大量死亡(图版

1 -4) ;培养 9 d 后，处理 1 组已明显比其它组更红(图版 1 -5) ;处理 2、处理 3 和处理 4 在培养过程都出

现了灰红色的悬浮物，最严重的是处理 4 ，其次是处理 3 ，处理 2 最轻。经过lO d 的诱导培养，肉眼观察

处理 1 与空白组相比变化最为明显，最后颜色变得最红，最深，最均匀，应该是最佳的诱导条件。

，.幽F事
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也

图版 I 不同诱导时期各处理组藻液的颜色变化

Plate 1 Digital pictures of different treatments 

从左至右的三角瓶分别代表空白、处理 1 、处理 2、处理 3 、处理 4。其中 l 是诱导 1 天，2 是诱导 3 天，3 是诱导 5 天，4 是诱导 7 天， 5

是诱导 8 天的图片。

在筛选诱导条件时，通过镜检我们发现，在雨生红球藻产生虾青素的过程中，虾青素的产生是由细

胞质中间向四周逐渐扩散的，而不是随意的产生;绿色的叶绿体逐渐被红色的虾青素所覆盖。图版 II -1 

到图版 II -5 分别是诱导培养 9d 后，空白组、处理 1 、处理 2、处理 3 、处理 4 的显微图谱;同时还发现除空

白组外，各处理组都不同程度的出现细胞破壁死亡现象，它们与周围的活细胞形成鲜明对比(图版 ll-

5) 。在四个不同的处理组中，含双氧水的三个处理组明显比不含双氧水的处理组和空白对照样品中自

化死亡的藻细胞要多;加了双氧水 3 个处理组中，又以处理 4 中自化死亡的藻细胞最多，处理 3 其次，处

理 2 中最少。

2.2 虾青素含量的测定

本研究在预实验中尝试了液氮研磨，反复冻融和超声破碎三种方法来破碎雨生红球藻的厚壁细胞，

结果发现超声破碎的破壁效率高，操作简便，图版 ll-6 是经过超声破碎后 (3 次 15 s/5 s ，输出功率 40

W) 的样品显微图谱。因此，在测定虾青素含量和提取藻细胞样品中的总可溶性蛋白时，我们均采用超

声破碎法对样品进行细胞破壁处理。

虾青素含量的测定结果与显微观察的结果基本一致(见图 1 )。空白对照组样品中的虾青素含量在

诱导的lO d 内都是逐渐上升的，它完成虾青素积累(显微观察所有藻细胞完全变红)需要 39 d ，这时样
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品的虾青素含量为 8.43 mglL 藻液;处理 1 ， 2 、 3 ，4

中的藻细胞完成虾青素积累分别花了 9 、7 ， 8 和 5 d 

时间，分别比空白对照组缩短了 30 、 32 、 31 和 34 d , 

这时各处理组中的虾青素含量分别为 7.81 mglL 藻

液λ57 mglL 藻液和 3.99 mglL 藻液，分别比空白

对照组下降了 7.4% 、59.2% 、53.5% 和 59.4% 。这

说明处理 1 无疑是诱导雨生红球藻快速大量积累虾

青素的最佳组合。

高政权，等 :Fe2 + ，醋酸盐和双氧水对雨生红球藻积累虾青素的影响4 期

SDS-PAGE 电泳分析

图 2 为诱导培养过程中处理 l 样品细胞中总可

溶性蛋白含量的变化趋势的 SDS-PAGE 电泳图谱。

从图中可以看出，游动细胞变为不动细胞时，蛋白质

含量变化并不突出，但出现了一种表达量极为丰富

的低分子量蛋白 A，分子量约为 14.5 kD ，而且另一

分子量为 13.8 kD 低分子量蛋白 B 比绿色游动细胞

中的表达量高一个数量级以上。诱导 3 d 的藻细胞
图版 II Plate II 

与绿色游动细胞相比，总可溶性蛋白的种类和含量
1.空白组; 2. 处理 1; 3. 处理 2; 4 处理 3: 5. 处理4;6 经超声波

都急剧减少，在绿色游动细胞中表达较高的蛋白，在破壁后的细胞内色素颗粒显微图谱，放大倍数400 x 

诱导 3 天的藻细胞样品中都表达很少或根本不表

达，但出现了一种前面两种状态都没有出现的新蛋白 C ，分子量约为 33 kD。与诱导 3 d 的藻细胞相似，

诱导 6 d 的藻细胞中也很少表达在绿色细胞中大量表达的蛋白，但大量表达了两种高分子量蛋白 D 和

E ，它们的分子量分别为 66 kD 和 98 kD;诱导 9 天的藻细胞和完全变红的细胞样品中表达的可溶性蛋

白无论数量还是种类都非常少。总的来说雨生红球藻在积累虾青素的过程中，总可溶性蛋白含量呈现

逐渐减少的趋势，完成虾青素积累的藻细胞中可溶性蛋白含量已非常少。

-6 
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细胞破壁方法筛选

雨生红球藻的不动细胞具有坚韧的细胞壁，其

阻碍了细胞内虾青素的提取，因此必须先对不动细

胞进行破壁处理，使胞内的色素颗粒充分释放出来，

才能高效提取虾青素。关于破壁方法，在我们尝试

的三种不同的破壁方法中:反复冻融(液氮- 37 "C) 

3 -5 次后，细胞的破壁效率约在 30% -50% 左右;

如果使用常规的液氮研磨法，要求操作快速且重点

避免材料在研磨过程中的反复融化，其破壁效率短

期能够达到 70% 左右，但缺点在于操作繁琐，尤其

表现在待处理的样品较多时;而超声破碎法 (15 8/5 

8 ， 3 次)可以达到 100% 以上的破壁率，而且对各时

期的细胞都非常有效。通过比较，我们最终选择了

破壁效率相对较高、操作相对简便的超声破碎法，大大方便了后续的离心和比色操作。欧阳琴等报道认

为高压均质法最适合用于雨生红球藻厚壁抱子的破碎和虾青素的提取[27] 但对大规模提取来说，这种

方法显然不太实用。

10 9 

图 I 诱导培养过程中空白组和各

处理组样品中虾青素含量的测定结果
Fig. 1 The results of astaxanthin content change 

trends of blank as well as four different treatments 

during the course of accumulation of astaxanthin. 
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3.2 化学因子对雨生红球藻快速大量积累

虾青素的影响

关于化学因子如何诱导雨生红球藻积累虾青素

还存在分歧。 Harker 等的研究发现，添加 Fe2 + 和

Mn2 + 会使雨生红球藻细胞生长停止，并造成细胞形

态上的转变。微量的 Fe2 + 对于虾青素合成有剌激

作用，但浓度过高时则会有抑制效果;添加 Cd2 + 可

提高类胡萝卡素含量。有研究报道称 Fe2 + 在生长

率方面可使得类胡萝卡素每单位养殖体积提升，添

加醋酸盐或 Fe2 + 能使雨生红球藻由营养细胞转为

胞囊细胞，并促进虾青素的形成。比较而言， Fe2 + 的

作用更明显[8 ， 9] 。另外， Kobayashi 等直接证明了双

氧水等氧化压力能促进雨生红球藻中虾青素合成，

..!!<ι 
寸~ = f" 报

97. 4kD m 

66.2kD 

43kD 

31kD 

14. 4kD 

a b c d e f 

图 2 诱导培养过程中处理 1 样品细胞中

他们认为虾青素可能是适应氧胁迫而产生 总可溶性蛋白含量的变化趋势电泳图谱。
的 [1山8札8 ， 21 ，

藻细胞累积虾青素最为有利， FeSOω4 和乙酸铀浓度 tω0创砌ta时al soluble protein in the treatment 1 during 

对虾青素的累积元显著性影响[19] 。蒋霞敏等的实 the course of accumulation of ast缸anthin.

16 卷

验结果表明醋酸盐对红球藻中虾青素积累有促进作泳道 m - f 分别代表标准蛋白;绿色游动细胞;绿色不动细胞;

用，磷、Fe2 + 对雨生红球藻中虾青素的积累也有明显诱导 3 天的藻细胞;诱导 6 天的藻细胞;诱导 9 天的藻细胞和红
色不动藻细胞样品。

促进作用。缺磷、缺铁不利于红球藻生长，加速使绿

色游动抱子向红色的抱子转变，从而导致虾青素的大量积累。他们认为各种化学因子的胁迫阻碍了细

胞的分裂繁殖，使得游动细胞向不动抱子转化，形成胞囊，有利于促进虾青素的积累[山]。

从单因子来说，当添加合适浓度 Fe2 + 或醋酸盐或双氧水这三种化学因子任何一种时，都会促进雨
生红球藻积累虾青素[川3 ， 18-22] 。但这些研究都只停留在生理水平，且以单因子研究居多，很少有涉及

多因子的研究报道，也没有从细胞水平上给出更直接的证据。我们从肉眼观察，显微观察和生理生化水

平等多角度研究了上述三种化学因子对雨生红球藻中虾青素积累的交互影响。研究表明， Fe2 + 和醋酸

盐组合能使雨生红球藻完成虾青素积累的周期比空白对照大幅缩短了 779毛，产量小幅下降 7.4% 的原

因，推测可能是因为这两种化学因子使藻细胞白化，自溶或死亡所致。这比以往的报道更直观，更有说

服力。

3.3 虾青素积累过程中藻细胞内的总可溶蛋白变化

有关雨生红球藻在积累虾青素过程中总可溶蛋白含量的变化，仅有 Kobayshi 在上世九十年代纪初

测得雨生红球藻在积累虾青素过程中蛋白质含量下降[四但没有更深入的研究。我们对此用 SDS­

PAGE 电泳进行了系统研究。电泳结果说明，随着雨生红球藻中虾青素积累，细胞内可溶性蛋白含量逐

渐减少。另外，诱导过程中，还有个别蛋白大量表达，如图 2 中的 a 、b 、 c 、 d 、 e 就分别在不同诱导时期大

量表达。它们中有的是在绿色游动细胞中就有少量表达的，如 b ， d 、 e; 而有的是在不同诱导的时期中大

量特异表达的蛋白，如 a 和 c。

推测原因如下:首先，由于营养盐缺乏，所以氮元素和碳元素以及一些大量元素是缺乏的，在此情况

下，蛋白质的合成必然受到制约。据报道 GSSG 是蛋白质合成的有效抑制剂，在严重氧化胁迫时，胞内

积累的 GSSG 可阻止蛋白质合成问。其次，在诱导过程中细胞内必然会产生大量的自由基，其可与蛋
白质结合，使其结构性能发生改变，当蛋白质被打靶后可能产生两种结果:蛋白质断裂为分子量更小的

产物;另一种是可能通过交联形成分子量更大的产物[3叩门。

在逆境诱导条件下，虾青素积累的同时伴随着蛋白质减少，这种减少一方面是由于逆境的破坏，但

从虾青素的合成和蛋白质代谢过程来看，蛋白质的代谢产物为虾青素的合成提供了起始物和原料，同时
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它的代谢产物也从分子水平调控着虾青素的合成和蛋白质的降解，为支持虾青素的大量积累而需要连

续合成蛋白质[旦]。因此，在生产上利用 N 饥饿诱发导雨生红球藻大量积累虾青素的方法并不→定可

取，因此找到一种诱导雨生红球藻大量积累虾青素的理想条件还有很多工作要做。

高政权，等 :Fe2 + 醋酸盐和双氧水对雨生红球藻积累虾青素的影响4 期
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