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几种胁迫方式对雨生红球藻积累虾青素
影响的初步研究
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（厦门大学海洋与环境学院 ， 厦门  361005）
虾青素（astaxanthin）是一种近年来进入国际研发领域的红色类胡萝卜素，广泛存在于自然界，尤其是海洋生物体内，其抗氧化能力比其他类胡萝卜素强10倍，比维生素E强550倍，被誉为“超级维生素E”。虾青素的着色能力显著，并具有抗癌症、抗衰老、增强免疫力等一系列重要的生理功能，鉴于此，它被广泛应用于保健品、医药、水产养殖等领域，具有广阔的发展前景。在虾青素的生物来源中，雨生红球藻（Haematococcus pluvialis）中虾青素可占其干重的1%~3%，且体内虾青素及其酯类的结构配比与养殖对象所需一致，因此被公认为自然界中虾青素的最佳来源（蔡明刚等，2003）。
雨生红球藻是一种淡水单细胞绿藻，生活史呈现多样性：在适宜环境下，以游动的绿色营养细胞形态存在；在不利环境下，以不动的厚壁孢子形态存在，并因大量积累虾青素而呈现红色。相应地，当前国内外利用雨生红球藻培养法生产虾青素通常分两阶段进行：即首先实现微藻营养细胞的高密度生长，随后多通过设置高光照等人为胁迫手段，促使营养细胞转变为厚壁孢子，并积累虾青素  （Harker et al.，1996；Sarada et al.，2002）。
因此，胁迫条件是雨生红球藻积累虾青素的关键环节，并在很大程度上决定了虾青素的产量和质量。目前，尽管对光强、温度等传统胁迫因子的条件参数已基本确定（Boussiba et al.，1992；       Hagen et al.，2001），但高光等胁迫方式不仅导致细胞大量死亡，同时由于形成厚壁孢子，降低了生物的直接利用效率，并使虾青素的提取成本和难度大为增加。
近年来，营养盐（N、P等）缺乏、盐胁迫以及不同波段光照等一些新的胁迫手段逐渐被人们所重视，并为解决目前研究和生产中存在的关键问题提供了一些有益的思路（Fabregas et al.，1998；   Tan et al.，1995），但上述胁迫方式对雨生红球藻的生长和虾青素积累的影响研究仍不够深入细致，且缺乏系统性。作者为此开展了氮缺乏、盐胁迫及不同波段单色光胁迫等3种不同胁迫方式对雨生红球藻生长及虾青素积累影响的初步研究，以期为其后续的研究与应用开发提供参考。

一、材料与方法

1. 材料及培养条件
    雨生红球藻藻种由中科院水生生物研究所藻种库提供。采用BBM培养基配方，置光照培养箱中静置培养，培养温度设为23±1 ℃，营养细胞培养阶段的光强设为1300~1600 lux，连续侧光照。于适宜条件下连续培养7d后转至高光强条件下胁迫，光照强度约为10000 lux。每天手摇培养物3~4次，防止粘壁。
2. 实验方法

1）氮缺乏胁迫实验
    在无氮的BBM培养基中添加不同浓度的NaNO3，分别为0 g/L、0.0125 g/L、0.025 g/L、0.05 g/L、0.125 g/L、0.25 g/L等6个浓度梯度，每个实验组设置3个重复。

2）盐胁迫实验
    在BBM培养基中添加不同浓度NaCl，分别为0 g/L 、2.5 g/L 、5 g/L 、10 g/L 、20 g/L 等5个浓度梯度，每个实验组设置3个重复。

3）不同波段单色光的胁迫实验
（1）分别采用红光、蓝光、绿光等3种单色光源及白色连续光源（以下简称白光）培养红球藻后，转入白光胁迫；（2）采用白光培养并分别用白光及上述3种单色光源进行胁迫实验。每个实验组设置3个重复。
3. 分析方法
    采用HPLC法测定虾青素含量（齐安翔等，2005），藻细胞密度、藻粉干重等其他相关参数的测定见文献（张英等，2004）。
二、结果与讨论
1. 氮（NaNO3）胁迫
不同NaNO3对雨生红球藻的生长曲线影响如图1所示。总体而言，氮盐对雨生红球藻的生长起到促进作用，其程度随NaNO3浓度的升高而显著。缺氮条件下（≤0.012 g/L），各生长曲线趋于平缓，微藻生长缓慢，但未受到抑制；当NaNO3浓度较高（≥0.025g/L）时，各生长曲线比较接近，对微藻生长的促进作用明显。
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　　　　图1 不同NaNO3浓度对雨生红球藻生长影响比较

研究发现，经胁迫后，藻粉产量随初始NaNO3浓度的降低而降低，但虾青素产率随之升高。当NaNO3浓度低于0.12 g/L时，虾青素开始积累。其中，NaNO3浓度为0.012 g/L和0 g/L时，虾青素积累较为显著，产率明显提高，分别达到9.71 mg/L和11.03 mg/L，比高氮浓度下高约一个数量级（表1）。Orosa等（2005）研究表明，缺氮条件下尽管雨生红球藻细胞生长十分缓慢，但虾青素含量为    24.5 pg/cell，是高氮浓度下（0.25g/L）的数十倍，本文作者研究结果与之相吻。可见缺氮条件下能够显著促进雨生红球藻细胞内虾青素的积累，这与国内外相关研究结果基本一致（陈兴才等，2005；Orosa et al.，  2005）。此外，Orosa等（2005）报道的适宜藻细胞生长及虾青素积累的NaNO3浓度为0.15 g/L，高于此研究结果，这可能与藻种品系及培养基配方的不同有关。
此外，研究还发现缺氮条件下，雨生红球藻积累虾青素的同时并没有大量形成孢子，孢子比例随NaNO3浓度的降低而略有升高，但均低于15％，　最低为4.75%（表1）。由此推断氮缺乏可能促进
表1  不同NaNO3浓度对雨生红球藻胁迫阶段的影响

	NaNO3
（g/L）
	孢子比例

（%）
	藻粉产量
（g/L）
	虾青素产率
（mg/L）
	虾青素含量

（mg/g）

	0
	14.38
	0.74
	11.03
	14.90

	0.012
	11.04
	0.78
	9.71
	12.45

	0.025
	6.33
	0.87
	6.25
	7.18

	0.05
	8.47
	0.95
	4.73
	4.97

	0.12
	4.75
	1.09
	2.11
	1.94

	0.25
	6.21
	1.13
	0
	0


雨生红球藻在游动细胞阶段积累虾青素。这与相关文献报道的虾青素累积主要发生在红球藻厚壁孢子内的现象不同（Kobayashi et al.，1991；Tan et al.，1995）。目前，由于孢子的细胞壁较厚，难于打破，一般均质化的孢子破裂率仅有60%左右，这导致虾青素的提取利用困难，阻碍了生物利用和应用开进程（kobayashi et al.，1991）。作者在研究中发现，缺氮可以促进红球藻在游动细胞阶段积累虾青素，无须转化为厚壁孢子，则有望成为解决破壁难题的有效途径之一。 

2. 盐（NaCl）胁迫
图2为不同NaCl浓度下的雨生红球藻生长曲线。由图中可以看出，NaCl的加入强烈抑制了微藻生长，且总体上随盐含量增加，细胞存活率呈下降趋势。　其中，当NaCl浓度为5.0 g/L时，藻密度显著降低，细胞存活率仅为27.5%；在NaCl浓度≥10.0 g/L时，培养后期细胞大量死亡，藻密度降至
零（表２）。
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图2 不同NaCl浓度对雨生红球藻生长影响比较
表2  NaCl浓度对于雨生红球藻胁迫阶段的影响

	NaCl浓度
（g/L）
	存活率
（%）
	孢子比率
（%）
	虾青素产率
（mg/L）
	虾青素含量
（mg/g）

	0.0
	272.1
	0
	0
	0

	2.5
	67.9
	100
	1.9
	1.43

	5.0
	27.5
	100
	0.9
	2.18

	10.0
	0
	－
	0
	－

	20.0
	0
	－
	0
	－


注：“－”为无法测定。

另一方面，尽管加入NaCl阻碍了雨生红球藻的生长，却能够在短期内促进孢子形成及虾青素积累，当NaCl浓度分为2.5 g/L和5.0 g/L时，孢子比例均达到100％，虾青素产率分别为1.9 mg/L和0.9 mg/L（表2）。Sarada等（2002）研究表明，添加0.25％NaCl后胁迫获得的虾青素产率接近1 mg/L，与该研究结果相同。盐胁迫条件下，细胞内参与代谢的某些关键酶的活性和合成被抑制，从而激活虾青素合成的相关基因，开始合成并积累虾青素（董庆霖等，2007）。由此可见，高盐可以促使雨生红球藻转化为孢子并积累虾青素，但同时也使虾青素提取难度加大，降低了生物利用率。

3. 不同波段单色光的胁迫

1）不同波段单色光培养、白光胁迫

图3为不同波段单色光培养下雨生红球藻的生长曲线。通过比较发现，与对照组（白光）相比，红光和蓝光照射下的实验组均出现较明显的增长趋势，生长指数分别达0.267和0.313，为对照组（0.201）的1.3倍和1.6倍。在整个实验周期内，红光照射的实验组藻粉产量最高（2.3 g/L），表明红光是雨生红球藻生长的最适光源，这与Tomohisa等（2004）的研究结论是一致的。蓝光照射后获得的生物量虽然较少，但其虾青素的产率（2.8 mg/L）和含量（1.4 mg/g）均显著高于对照组（1.6 mg/L，0.9 mg/g），表明蓝光培养条件下的虾青素积累作用最为明显（表3）。由此可见，营养阶段的不同光源照射对胁迫阶段虾青素的积累有一定的影响。
绿光照射下的生长指数仅为0.102，表明绿光对该藻生长的促进作用明显弱于其他三种光源，其原因可能是由于叶绿素在绿光波长范围内的吸光效率很低，从而导致藻细胞未出现明显的生长。Tomohisa等（2004）亦发现绿光培养下，雨生红球藻细胞中叶绿素的含量呈明显下降趋势，与本研究

结果相符。
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图3 不同波段光照培养下雨生红球藻的生长曲线
表3 不同波段光照胁迫下对雨生红球藻虾青素累积量的影响
	
	不同波段单色光培养，白光胁迫
	白光培养，不同波段单色光胁迫

	
	红光
	蓝光
	绿光
	白光
	红光
	蓝光
	绿光
	白光

	生长指数
	0.267
	0.313
	0.102
	0.201
	－
	－
	－
	－

	藻粉产量（g/L）
	2.32
	2.05
	1.07
	1.82
	－
	－
	－
	－

	虾青素产率（mg/L）
	2.19
	2.76
	1.13
	1.61
	8.68
	14.81
	4.76
	3.4

	虾青素含量（mg/g）
	0.92
	1.35
	0.67
	0.88
	3.86
	5.99
	3.73
	2.61


2）白光培养、不同波段单色光胁迫

    当采用白光培养，不同单色光胁迫实验时，绿光、红光、蓝光胁迫下虾青素的含量均呈递增趋势（表3），且以蓝光效果最优。蓝光胁迫下，虾青素产率（14.8 mg/L）分别为白光（3.4 mg/L）的4.4倍，绿光（4.8 mg/L）的3.1倍，红光（8.7 mg/L）的1.7倍，同样说明蓝光是雨生红球藻积累虾青素的最适光源。国外相关报道亦指出，由于虾青素是一种类胡萝卜素，类胡萝卜素吸收的光能集中在蓝光区，所以蓝光胁迫最有利于虾青素的大量产生（Tomohisa et al,，2004；Abdolmajid et al.，2005）。  

    总体而言，红光是雨生红球藻生长阶段的最适光源，蓝光是胁迫阶段的最适光源。不同研究报道的数据差异很可能是由培养基中配方浓度、pH值的差异及光照时间不同所导致。
4. 不同胁迫方式比较
比较3种胁迫方式对虾青素积累的单一影响可知，氮缺乏和单色光胁迫均可显著促进虾青素积累，虾青素含量分别为15 mg/g及6 mg/g，产率均超过10 mg/L；相比较之下，高盐胁迫效果较差，虾青素含量和产率分别低于2 mg/g和2 mg/L（图4）。特别值得重视的是，缺氮胁迫条件下，孢子比率显著降低，其对于提高生物吸收和虾青素的提取，具有重要的指导价值。
另一方面，鉴于单一胁迫方式各有利弊，研究认为有必要开展多种手段复合胁迫的后续研究，通过各种胁迫方式之间的互补效应，以期进一步提高虾青素的微藻生产技术，降低生产成本。Abdolmajid等（2004）研究了营养盐缺乏和蓝光照射的协同作用对雨生红球藻积累虾青素的影响，结果表明二者的协同作用可以使虾青素产率增至76 mg/L。
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图4.  不同胁迫方式对雨生红球藻中虾青素积累的比较
三、结 论

本研究通过开展氮缺乏、盐胁迫以及不同波段可见光胁迫等实验，探索了上述3种胁迫方式对雨生红球藻生长及虾青素积累的影响，主要结论如下。

（1） 氮缺乏（≤0.012 g/L）对雨生红球藻生长的促进作用较小，但能明显诱导虾青素在游动细胞
阶段积累，产率达到11.03 mg/L，同时孢子比例小于15%；
（2） 高盐（≥10.0 g/L）对雨生红球藻生长的抑制作用强烈，但一定的含盐量（< 10.0 g/L）下能诱
导微藻细胞迅速转变为厚壁孢子形态（孢子比例达100%）并积累虾青素；
（3） 不同波段单色光源对微藻生长及虾青素积累的贡献明显不同：红光利于雨生红球藻的生长，
蓝光利于虾青素的积累。不同波段光对虾青素积累的促进作用的大小顺序依次为蓝光、红光、绿光、和白光。
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Initial studies on effects of stress conditions on astaxanthin accumulation of Haematococcus pluvialis
HUANG Shuiying ，QI Anxiang ，  LI Zhe，  LI Xiaomeng ， WANG Yun ， CAI Minggang
(College of Oceanography and Environmential Science of Xiamen University, Xiamen, 361005)
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ABSTRACT
Induction of astaxanthin accumulation in Haematococcus pluvialis by three stress conditions was studied, which including nitrogen deficiencies, salt stress and illumination with different wavelengths. Nitrogen deficiencies (NaNO3≤0.012 g/L) are not favorable to the growth of the H. pluvialis, but they can promote the astaxanthin accumulation in the planospore and reduce the ratio of aplanospore to no more than 15%. High salinity could induce the production of astaxanthin in H. pluvialis in a short time, with the highest levels of astaxanthin under the NaCl concentration of 2.5 g/L. However, such increases in salinity were accompanied by high rates of cell mortality. The illumination with different wavelengths have quite different effects on the growth and astaxanthin accumulation of H. pluvialis: red light is favorable to the growth of the alga, while blue light enhances the astaxanthin production. The effects of the illumination with different wavelengths enhance in the following order: blue light, red light, green light and white light.
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		A8		2		1		2		0.49		36.21		72.65		0.98		13.12		13.39		2		3

		A9		2		2		1		0.5		36.27		76.92		1.11		22.58		20.43		3		1

		A10		2		2		2		0.46		20.31		100		1.07		18.92		17.6		3		1

		A11		2		3		1		0.44		55.3		75.86		0.95		14.82		15.52		1		2

		A12		2		3		2		0.45		31.58		85.71		0.98		16.3		16.63		1		2

		A13		3		1		1		0.48		5.8		100		0.88		7.11		8.04		3		2

		A14		3		1		2		0.46		7.27		100		1		9.39		9.39		3		2

		A15		3		2		1		0.49		3.22		100		0.81		6.06		7.53		1		3

		A16		3		2		2		0.46		3.37		100		0.74		8.54		11.47		1		3

		A17		3		3		1		0.43		3.75		100		0.8		8.71		10.88		2		1

		A18		3		3		2		0.42		5.48		100		0.85		9.27		10.91		2		1

		K1		0.3817		0.4550		0.4389												K1		0.4417		0.4533

		K2		0.4717		0.4617		0.4344								1				K2		0.4483		0.4470

		K3		0.4567		0.3933										2				K3		0.4200		0.4250

		R		0.0900		0.0683		0.0044								3				R		0.0283		0.0283

																2

		K1		15.16		11.81		13.97								3				K1		12.13		14.42

		K2		16.65		15.40		14.34								1				K2		13.60		13.99

		K3		8.18		12.78										3				K3		14.27		11.58

		R		8.472		3.592		0.3722								1				R		2.135		2.843

																2

				SS		f		S		F		P

		A		0.01395		2		0.00698		42.05		<0.01

		B		0.00852		2		0.00426		25.67		<0.01

		C		0.00002		1		0.00002		0.12		>0.05

		A*B		0.00088		4		0.00022		1.32		>0.05

		D		0.00133		8		0.00017

				SS		f		S		F		P

		A		122.70		2		61.35		34.89		<0.01

		B		20.70		2		10.35		5.89		<0.05

		C		0.14		1		0.14		0.08		>0.05

		A*B		7.15		4		1.79		1.02		>0.05

		D		14.07		8		1.76

																1		1		1

																1		2		2
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		光照		光照



虾青素产率(mg/L)

虾青素含量(mg/g)
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				0		1		2		3		4		5		6		7		8

		A0		1.35		4.95		4.95		2.75		3.58		7.43		11.28		16.23		17.88		0.36

		A1		1.35		7.15		3.30		6.33		8.80		13.48		11.55		20.35		21.45		0.39

		A2		1.35		9.90		2.48		7.43		7.70		8.53		13.48		14.85		19.39		0.34

		A3		1.35		2.20		5.23		7.15		9.90		12.65		17.05		20.35		29.43		0.39

		A4		1.35		8.53		8.53		8.80		11.28		13.20		22.83		34.65		30.80		0.46

		A5		1.35		4.95		7.43		5.50		10.18		10.73		17.88		28.60		28.05		0.44

		B1		1.35		3.58		4.01		6.60		12.93		15.95		21.73		28.05		31.90		0.43

		B2		1.35		1.38		2.20		3.30		7.70		9.35		15.40		18.15		18.43		0.37

		B3		1.35		1.38		1.93		6.60		13.20		15.13		20.90		28.33		32.86		0.43

		B4		1.35		3.30		1.10		4.95		8.39		10.45		14.30		18.43		21.73		0.37

		B5		1.35		3.58		3.07		8.25		9.63		8.53		16.09		19.80		25.03		0.38

		C1		1.35		1.38		1.38		7.15		11.83		10.45		13.20		22.55		17.33		0.40

		C2		1.35		1.93		4.13		9.08		9.63		11.55		17.33		21.31		22.00		0.39

		C3		1.35		4.13		7.70		13.20		15.40		17.60		21.45		19.80		18.98		0.38

		C4		1.35		1.38		1.65		8.25		3.85		7.15		8.53		14.58		16.50		0.34

		C5		1.35		5.50		2.06		9.35		3.71		6.60		6.88		8.80		8.25		0.27

		组别　		Blank		A1		A2		A3		A4		A5		B1		B2		B3		B4		B5

		生长指数		0.19		0.21		0.23		0.25		0.24		0.2		0.24		0.25		0.29		0.25		0.24

																						虾青素产率(mg/L)		虾青素含量(mg/g)

																				缺氮		11.03		14.9

																				高盐		1.9		1.43

																				光照		14.81		5.99
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				不同光培养试验藻密度

		天数/d		蓝光		绿光		红光		白光

		0		4.5375		5.225		3.85		5.225

		1		5.3625		5.775		5.0875		6.05

		2		7.7		7.2875		10.175		10.5875

		3		18.8375		6.875		11.275		8.3875

		4		14.9875		7.975		15.95		7.8375

		5		21.0375		7.975		19.6625		11.6875

		6		29.7		9.625		19.1125		17.4625

		4.13—4.19

				红光		蓝光		白光

		0		9.075		0.55		7.5625

		1		1.375		6.875		7.2875

		2		3.7125		3.025		10.175

		3		8.3875		4.125		12.5125

		4		9.2125		9.9		17.6

		5		7.5625		9.4875		15.4

		6		5.775		4.2625		19.25

		05.12.5-12.11				不同光培养试验藻密度

		0		3.7125		5.225				4.5375												5.225

		1		5.0875		5.775				5.3625												6.05

		2		11.9625		7.2875				7.7												10.5875

		3		7.9139		6.875				18.8375												8.3875

		4		15.95		7.975				15.4												7.8375

		5		19.6625		7.975				21.0375												11.6875

		6		19.1125		9.625				29.7												17.4625

				red		green				blue												white

		k1		11.6921		11.1965				12.146												11.57

		k2		10.522		11.474				12.6014												12.0704

				12.1891

		生长速率k用以下普通微生物学通用公式计算：

		K= (㏑Nt2－㏑Nt1)／（t2－t1）

		Nt1为 t1时刻的细胞数，Nt2为 t2­时刻的细胞数





Sheet1

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0



蓝光

绿光

红光

白光

天数/d

藻密度/104 cells*mL-1

不同波段光培养下藻密度

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Sheet2

		0		0		0

		0		0		0

		0		0		0

		0		0		0

		0		0		0

		0		0		0

		0		0		0



红光

蓝光

白光

时间/d

藻密度

不同波段光对藻密度的影响

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Sheet3

		0		0		0		0

		1		1		1		1

		2		2		2		2

		3		3		3		3

		4		4		4		4

		5		5		5		5

		6		6		6		6



红光

绿光

蓝光

白光

时间（d）

藻密度（×104 cell·ml-1）

3.7125

5.225

4.5375

5.225

5.0875

5.775

5.3625

6.05

11.9625

7.2875

7.7

10.5875

7.9139

6.875

18.8375

8.3875

15.95

7.975

15.4

7.8375

19.6625

7.975

21.0375

11.6875

19.1125

9.625

29.7

17.4625



Sheet4

		不同波段光培养，白光胁迫实验虾青素累积情况										05.12.5-12.11

		红光		绿光		蓝光		白光

		2.192		1.132		2.758		1.612		单位体积		mg/L

		0.92		0.67		1.35		0.88		单位质量		mg/g

		藻粉产量（g/L）

		红光		绿光		蓝光		白光

		2.325		1.7		2.05		1.825
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虾青素的含量(mg/L)



		白光培养期间藻密度				12.12-12.19

		0		10.725

		1		11.55

		3		6.325

		4		5.775

		5		9.35

		6		8.6625

		白光培养期间藻密度  2.25-3.3

		0		12.7875

		1		12.65

		2		13.8875

		3		12.1

		4		6.875

		5		19.1125

		6		14.1625

		白光培养下的密度可以不做讨论

		白光培养不同光胁迫虾青素的含量

		白光		绿光		红光		蓝光

		3.3984		4.7608		8.6784		14.8144		单位体积		mg/L

		2.61		3.73		3.86		5.99		单位质量		mg/g

		藻粉产量（g/L）

		红光		绿光		蓝光		白光

		2.25		1.275		2.475		1.3
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虾青素含量(mg/L)



		混合培养

		红光		R1		R2		R3						蓝光		B1		B2		B3

		光强		1000		3000		5000								1000		3000		5000

		虾青素含量		4.819		1.36		6.592		单位体积		mg/L				5.721		4.272		11.381

				2.738		0.673		3.451		单位质量		mg/g				3.644		2.573		6.358

		藻粉产量（g/L）		1.76		2.02		1.91								1.57		1.66		1.79

		R2,B2在实验过程中受到了培养箱温度不均的影响






