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摘要: 分析了斜生栅藻 ( Scenedesmus obliquus)在光温 ( 30� , 180 �mo l/m2� s)胁迫条件下积累虾青素的过程, 观察

了该过程中细胞形态及细胞光合生理的变化。胁迫条件下,细胞在 48h内生成并积累了包括海胆酮、角黄素、金盏

花黄素和金盏花红素在内的多种次生类胡萝卜素,并合成了虾青素及其酯。该过程中, 细胞形态由两端尖细变得

不规则、膨大,原来由 4、8个细胞组成的定形群体变为游离的单个细胞或 2个细胞组成的群体。藻细胞光合速率

在 24h内先下降后上升, 而后又呈现下降趋势,从 34�29�m ol O2 /mg Chla / h迅速下降为 5�21�mo l O2 /m g Ch la /h;

呼吸速率在前 24h内升高至 60�37�m ol O2 /mg Chla /h, 而后缓慢下降到 38� 40 �mo l O2 /mg Chla /h;光合系统�的

活性随着胁迫时间的延续而逐步下降,较初始值降低了 63� 9%。结果表明, 斜生栅藻细胞在高光照条件下可以合

成虾青素, 并通过调节光合速率、呼吸速率以及光合系统�的效率来应对胁迫。
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� � 虾青素 ( A staxanth in)是一种天然的酮基类胡萝

卜素, 目前已被作为重要的着色剂添加于鲑鱼、大马

哈鱼和虾的饲料中
[ 1 ]
。同时,虾青素具有较强的抗

氧化作用和对某些癌细胞的抑制作用
[ 2, 3]
。因此,

虾青素一直受到研究者们的关注, 也是应用藻类学

研究的热点之一。雨生红球藻H aema tococcus p luvia-

lis
[ 4 ]
、绿球藻 Chlorococcum w im erri

[ 5 ]
、葡萄藻 Botryo-

coccus braunii
[ 6]
、小球藻 Ch lorella zof ingiensis

[ 7]
和绿

球藻 Chlorococcum sp� [ 8]
等多种藻类细胞中都能够

合成与积累虾青素。通过对藻类培养温度和光照的

调控可以诱导细胞中虾青素的合成以及其他次生类

胡萝卜素的生成
[ 9, 10 ]
。由于受到环境因子的胁迫,

细胞开始积累次生类胡萝卜素,光合活性剧烈下降,

形态和分裂速度都受到一定影响
[ 11]
。

斜生栅藻 ( Scenedesmus obliquus )是一种常见的

淡水微藻,常用作环境污染对水生生物致毒机理的

研究
[ 12]
。本文以该藻为研究对象,分析了藻细胞在

胁迫条件下类胡萝卜素的累积和虾青素的合成,并

观察了在这一过程中细胞形态和光合生理指标的变

化,以揭示细胞中次生类胡萝卜素积累与细胞光合

活性变化之间的联系, 也为利用其他藻类培养生产

虾青素或其他色素提供理论依据。

1� 材料与方法

1�1� 实验材料 � � 斜生栅藻采自武汉东湖, 分离和

鉴定由本实验室完成。使用改良 BG-11培养基
[ 13]

保存藻种并用于实验接种。

1�2� 培养条件 � 320m L大试管中添加 250mL培养

液, 取对数生长期的藻样接种,充气培养。实验组初

期光照强度为 80 �m ol/m
2 � s, 温度为 25� ; 藻细胞

进入对数生长期后, 光照强度调整为 180 �m o l/

m
2� s,温度提高到 30� 以诱导虾青素的合成。对

照组实验条件不变。每组实验设置 3次重复。

1�3� 色素的分析 �
1�3�1� 叶绿素和类胡萝卜素含量的测定 � 藻细胞
收集后经过离心、洗涤、研磨, 使用 80%丙酮反复提

取, 然后合并提取液, 用岛津 UV-1601紫外可见分

光光度计分别测定 665 nm、646 nm和 470 nm处的

吸光度并计算叶绿素 a、b和类胡萝卜素的含量
[ 14]
。

1�3�2� 类胡萝卜素成分的分离和鉴定 �
类胡萝卜素的提取 � 藻细胞经洗涤、冷冻干燥,

使用 M in-i Bead beater破碎和提取细胞色素, 提取溶
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剂为甲醇 /二氯甲烷 ( 3�1)。提取至细胞残渣无色,

合并所有提取液,使用 0�22 �m 微孔滤膜过滤, 置

于 - 20� 保存。

LC-MS分析 � 分析仪器采用 Ag ilent 1100型

LC-M S(配置 PDA检测器 )对色素进行分离和鉴定。

色谱柱使用 Supelco D iscovery反相 C18柱 ( 250mm �

4�6mm, 5 �m )。色谱条件设定为:流动相分为 A、B

两相, 由色谱纯二氯甲烷、甲醇、乙腈和水组成,配制

比例参数、梯度洗脱时间和流动相流速均参照文献

[ 15, 16]的方法设定。质谱分析使用的离子源为

APC I源, 离子源温度为 450� , 质量范围为 100�

1500 am u。

1�4� 细胞形态的观察 � 整个实验过程中每隔一定
时间进行取样, 使用 Le ica DM 5000B光学显微镜进

行观察和拍照。

1�5� 光合作用的测定 �
1�5�1� 光合速率与呼吸速率的测定 � 采用薄膜氧
电极法

[ 17]
, C lark �型氧电极 (H ansatech, U�K� )进

行测定。测定时将藻样加入氧电极玻璃反应槽内,

循环水浴 ( Polystar refrigerated bath, Co le Parm er

Inc�)保持在恒温 25� (对照组 )或 30� (实验组 ) ;

光源为卤素汞灯 ( LS2, H ansa tech Instrum en t L td� ) ;

光照强度用照度计 ( QRT1, H ansatech Instrum ent

L td�)按照实际培养条件进行标定。

1�5�2� 叶绿素荧光的测定 � 待测藻样置于暗处适

应 15m in,完全暗适应以后用植物效率分析仪 ( PEA

MK2, H ansatech, U�K�)测定叶绿素荧光强度
[ 18, 19]

。

1�6� 数据分析 � 使用 SPSS for W indow s 11�0的

ONE WAY ANOVA过程对实验数据进行方差分析。

2� 结 � 果

2�1� 胁迫条件下藻细胞色素的组成变化 �
对细胞中叶绿素 ( a + b )含量进行连续 48h的

观察 (图 1a)。在胁迫条件下, 前 3h内叶绿素含量

出现小幅上升,而后则持续下降, 至 36h和 48h均显

著低于对照组 ( p < 0�05), 且最终含量比初始值下

降了 24�8%。而在正常培养条件下的对照组, 前

12h内与实验组变化趋势相同 (先升高再下降 ), 而

后又出现波动, 由最初的 5�6258m g /L 下降为

5�1191mg /L,下降幅度并不显著 (p > 0�05)。

细胞中类胡萝卜素的含量也随着时间的延续而

发生变化 (图 1b)。在 36h内,对照组和实验组的类

胡萝卜素含量均不断增加,表现出相同的变化趋势。

在之后的 12h内,对照组变化趋缓,进入一个平稳阶

段; 而实验组的类胡萝卜素含量则继续升高,且最终

值比初始值提高了 116�9%, 并显著高于对照组最

终值 ( p< 0�05)。实验组叶绿素和类胡萝卜素的含

量变化说明了环境胁迫可以显著改变细胞内色素组

成, 促进类胡萝卜素的生成; 同时类胡萝卜素的产生

可能也是细胞应对胁迫的一种反应。

图 1� 斜生栅藻细胞中叶绿素 ( a)和类胡萝卜素 ( b)含量的变化

Fig�1� The change of con tent for ch lorophyll ( a) and caroteno ids ( b) inS� obliquus

2�2� 类胡萝卜素成分的分析 �
对斜生栅藻的类胡萝卜素提取物进行 LC /M S分

析,通过各组分的质谱碎片解离规律、质谱数据,并参

照文献 [ 20]报道,确定了其中的 7种次生类胡萝卜素

� � � � � �

(表 1)。从表中可以看出,斜生栅藻与雨生红球藻类

似,亦可以合成虾青素这一重要的色素,同时发现细

胞中还积累了角黄素、海胆酮、金盏花黄素和金盏花

红素等一类重要的合成虾青素的前体物质。
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表 1� 斜生栅藻中类胡萝卜素成分及其质谱数据

Tab�1� The com pos it ion of secondary carotenoids in S� obl iquu s and their

M S data for the iden tif icat ion

类胡萝卜素成分 Com position ofC aroten oids M S ( m /z)

金盏花黄素 Adon ixan th in 582 (M + )

虾青素 A staxanth in 596 (M + )

3�-羟基海胆酮 3� -H ydroxyech in enone 566 (M + )

金盏花红素 Adonirub in 580 (M + )

角黄素 Can thaxanth in 564 (M + )

海胆酮 E ch inenone 550 (M + )

�-胡萝卜素 �-C aroten e 536 (M + )

� � 根据液相色谱分析的结果,在胁迫条件下,斜生

栅藻细胞内的色素组成成分随着时间的延长而发生

明显的变化 (图 2)。从图中可以看出,实验初始 (图

2 A )细胞内仅形成一些初生类胡萝卜素诸如花药

黄素、叶黄素和新黄素等以及叶绿素和 �-胡萝卜

素,而且叶绿素占主体。 12h之后 (图 2B ), 已经能

够检测到虾青素和海胆酮等次生类胡萝卜素, 而

24h的色谱图与 12h的结果相比没有显著差异 (图

2C )。至 48h(图 2D ), 藻细胞已经完全由绿色变成

褐色, 细胞内产生大量的次生类胡萝卜素且成为占

优势地位的色素,包括金盏花黄素、金盏花红素、角

黄素、海胆酮和 3�-羟基海胆酮,以及虾青素及其酯。

2�3� 斜生栅藻细胞形态的观察结果 �
正常条件下生长的斜生栅藻细胞定形群体呈扁

平状 (图 3-1, 图 3-2) ,由 4个或者 8个细胞组成,排

列成直线或者交互排列; 细胞为纺锤形, 两端尖细。

在胁迫 12h后细胞中部开始膨大 (图 3-3), 由 2个

细胞组成的群体开始大量出现 (图 3-4)。 24h后

(图 3-5, 图 3-6) ,细胞进一步膨大,形状开始变得不

规则。至 48h(图 3-7,图 3-8) , 4个或者 8个细胞的

定形群体已很少观察到, 而单个或者 2个细胞的群

体成为主体;细胞呈不规则状或者圆形,部分细胞尖

细的两端消失。细胞形态在整个胁迫期内发生了剧

烈变化。

2�4� 胁迫条件下斜生栅藻细胞光合作用的变化 �
2�4�1� 细胞光合速率和呼吸速率的变化 �
随着胁迫时间的延长,栅藻细胞的光合速率亦

发生变化 (图 4a)。在前 3h, 光合速率显著下降,由

最 初 的 38�99 �m o l O2 /m g Ch la /h 降 低 为

19�54�m ol O2 /mg Chla /h。在随后的 9h内, 光合速

率又出现上升趋势, 恢复到 31�mo l O 2 /m g Chla /h

以上的水平,这可能是由于细胞对外界条件改变而

出现短暂的适应。之后, 光合速率又迅速下降,

� � � � � �

图 2� 胁迫条件下培养的斜生栅藻总色素的 HPLC色谱图

Fig�2� Total p igm en ts profile analyzed byH PLC inS� obliquus und er

� � � � � � � �stress cond it ion s for 0h (A ) , 12 h ( B) , 24h ( C ) and 48 h (D )

测定的 4个时间分别为 A: 0h, B: 12h, C: 24h, D: 48h。各个峰所

代表的物质分别为: 1,叶黄素; 2,新黄素; 3,花药黄素; 4,叶绿素

b; 5,叶绿素 a; 6,海胆酮; 7,金盏花黄素; 8,角黄素; 9,虾青素; 10,

3�-羟基海胆酮; 11,金盏花红素; 12,虾青素酯; 13, �-胡萝卜素

Peak s w ere iden tified by typ ical reten tion t im e and ab sorp tion spectra

com pared w ith their respective s tand ard s com pounds or p revious re-

ports: 1� lu tein; 2�n eoxanth in; 3� antheraxanth in; 4� ch lorophyl l b;

5� ch lorophy ll a; 6� ech inenon e; 7� adonixan th in; 8� can thaxan th in;

9� astaxanth in; 10�3�-hydroxyech inenone; 11� adon irubin; 12� astaxanth in

� � � � � � � � esters; 13��-carotene

至 48h达到最低值,较最初值下降了 86�6%。与胁

迫条件下的细胞相比, 对照组光合速率在 48h内未

发生显著的变化, 保持在 37�6�m o l O2 /m g Ch la /h

以上。在最初的 3h内该速率小幅上升 (与实验组

相反 ) ,而后一直下降, 但最终仅下降了 4�45% , 显

著高于实验组同时的速率。

栅藻细胞的呼吸速率在胁迫条件下也随着时间

延长而变化 (图 4b)。在开始的 6h内,呼吸速率先

急速升高, 而后增速减缓, 达到 41�59 �m o l O2 /m g

Ch la /h。之后的 18h内先小幅下降, 而后再次显著

升高, 达到最高值 60�37 �m o lO2 /m g Ch la /h,比初
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图 3� 斜生栅藻在胁迫条件下细胞形态的变化

F ig�3� Th em orphological change of S� obiliquus cells cu ltured under

� � � � � � � � stress cond itions

1, 2, 0h; 3, 4, 12h; 5, 6, 24h; 7, 8, 48h ( Bar 10 �m )

始值提高了 230�98%。之后则呈现出下降趋势。

与光合速率类似,对照组呼吸速率变化并不显著,维

持在 21 �m olO2 /m g Chla /h以内。该速率先缓慢升

高, 而后出现下降, 但总体表现为升高趋势 (提高

了 12�9% )。

比较实验组的呼吸速率和光合速率可以发现,

在胁迫 12h之后 (含 12h) , 呼吸速率均高于光合速

率, 说明细胞在这种条件下呼吸耗氧量已经大于其

光合放氧量,也是一种对抗外界胁迫的反应。

2�4�2� 细胞叶绿素荧光强度的变化 �
图 5显示,从总体上看,实验组和对照组的叶绿

素荧光强度均随着时间的延长而呈现下降趋势。实

验组下降非常显著 ( p < 0�05), F v /Fm (光合系统 �

的光化学效率 )最终值较初始值下降了 63�9% , 且

快速下降期出现在前 12h,仅在 36至 48h间出现微

小的升高。与实验组相比, 对照组 Fv /Fm 值在前

24h内出现了 3次波动, 均为先升高后降低; 24h之

后则变化不显著 ( p > 0�05), 保持在 0�528� 0�532

之间,最终值显著低于实验组 ( p < 0�05)。这一结

果说明环境胁迫对细胞的光合系统造成了一定损

害, 且超过了细胞的耐受能力, 导致 F v /Fm 急剧下

降, 表现出与光合速率相同的变化趋势。

3� 讨 � 论

3�1� 微藻作为虾青素的生产来源 �
由于虾青素的重要生物学功能及其在人类保健

品、药品和饲料添加剂中应用的巨大前景而越来越

受到青睐
[ 21]
。单细胞藻类, 特别是雨生红球藻

H aema tococcus p luvialis、绿球藻 Chlorococcum sp�成
为虾青素的良好生物来源

[ 4, 8 ]
。研究发现, 通过调

节培养条件可以促进藻细胞积累虾青素,提高其产

量。如较高的培养温度
[ 9]
、盐胁迫

[ 22]
、较强的光

照
[ 23]
等环境条件的改变实际上对藻细胞产生了胁

图 4� 斜生栅藻细胞光合速率 ( a)和呼吸速率 ( b)的变化

Fig�4� The ch ange of ph otosynthetic rate ( a) and resp iration rate ( b ) ofS� obiquus cel l
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图 5� 斜生栅藻叶绿素荧光强度的变化

F ig�5� The change of ch lorophyll fluorescence intensities ofS�obiquus cells

迫,诱导其生成和积累类胡萝卜素 (包括虾青素 )。

光照强度的变化影响细胞光合系统正常的运转及相

关光合色素的合成, 盐胁迫与温度促进类胡萝卜素

生成相关酶的基因表达等则可能是环境诱导细胞产

生虾青素的机理
[ 23, 24]

。在本实验中, 通过提高培养

温度和光照强度,即可以诱导斜生栅藻细胞合成虾

青素, 证明斜生栅藻与雨生红球藻和绿球藻等相似,

且非常容易大规模生产, 是一种有潜力的虾青素生

物来源。

3�2� 斜生栅藻应对环境胁迫的生理响应 �
斜生栅藻细胞内色素组成的变化也反映了其应

对环境胁迫的适应过程。从总体趋势来看, 细胞内

叶绿素和类胡萝卜素含量随着胁迫时间的延长呈现

刚好相反的趋势: 前者含量下降而后者含量上升。

根据液相色谱的分析结果, 次生类胡萝卜素的合成

与积累是胁迫条件下细胞类胡萝卜素含量升高的主

要原因。R ise M, et al�认为,藻细胞只有在叶绿素

和初生类胡萝卜素不足以保护细胞应对环境胁迫时

才会合成次生类胡萝卜素
[ 25 ]

,而次生类胡萝卜素也

可以起到一种被动的保护作用, 即减少抵达 PS�的
光捕获色素复合体的光量子

[ 26]
。另一方面, 类胡萝

卜素还充当抗氧化剂, 清除细胞内由于氧化压力带

来的自由基以及保护细胞膜避免膜脂过氧化
[ 27 ]
。

对照组中叶绿素含量虽然出现一些波动, 但是总体

上仍在下降,而类胡萝卜素则持续上升,这可能是细

胞逐步衰老的一种体现。实验组的叶绿素和类胡萝

卜素含量比对照组变化的更为显著和剧烈也进一步

说明了胁迫加速了细胞内类胡萝卜素特别是次生类

胡萝卜素的合成。

细胞受到环境条件的影响, 胞内色素的积累可

能是造成其形态改变的重要原因。由于色素及其酯

化物大部分积累在游离于叶绿体之外的脂肪体或脂

小球中,其体积的迅速膨大会造成细胞的变形和体

积增大,而正常细胞的分裂和繁殖阻止了类胡萝卜

素的产生
[ 28 ]
。同时,某些促进类胡萝卜素积累的诱

导条件如除草剂、盐和氮饥饿等又可以抑制细胞分

裂
[ 29]

, 使细胞膨大变形。这与本实验中观察到的斜

生栅藻在胁迫条件下细胞形态变化的结果是一

致的。

细胞的光合作用与其色素的积累也有着紧密的

联系。胁迫条件下的光抑制和呼吸作用显著增强均

可导致细胞内氧自由基的大量积累, 进而诱导次生

类胡萝卜素的合成以及其他的生理响应
[ 26, 27]

。实

验组在胁迫条件下,光合速率显著下降而呼吸速率

显著升高,总光合作用速率为负值,说明这段时间内

光合作用受到抑制,细胞代谢所需能量增加以应对

胁迫。该过程中出现的波动可能是细胞对胁迫的一

种短暂适应,但是随着时间的延长,环境压力超出了

细胞的适应能力,表现出光合活性下降,细胞合成大

量的次生类胡萝卜素,这与之前 H agen, et al�、Zlo-t

n ik, et al�的报道一致 [ 30, 31]
。 PS�与环境胁迫有着

密切的关系,但与光合速率、呼吸速率不同的是, 在

整个过程中一直呈现下降的趋势, 表明了胁迫对光

系统 �的损害及抑制作用 [ 11]
。光合放氧速率的下

降、Fv /Fm 值的下降、呼吸速率的升高都是 PS�复

合体受到损害的体现
[ 28]
。雨生红球藻在虾青素积

累过程中细胞光合活性也出现下降, 可能是由于光

合色素 f (存在于叶绿体的类囊体膜上 )受到破坏,

影响了从 PS�到 PS�电子流的传递, 以及 PS�和

PS�复合体中某些组分的缺失 [ 32 ]
。由此推断,光合

活性是虾青素积累过程中非常重要的生理指标, 可

以衡量细胞对胁迫的耐受和适应。

3�3� 结论 �
斜生栅藻细胞在胁迫条件下积累次生类胡萝卜

素并合成虾青素是其对环境改变的一种适应过程;

培养条件的改变或者胁迫是诱导细胞内产生大量类

胡萝卜素的一种有效手段; 细胞光合活性的变化可

以作为其适应胁迫、抵抗环境压力的一种信号,对诱

导和调控类胡萝卜素的生物合成提供理论依据。
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THE ACCUMULATION OF ASTAXANTH IN AND THE RESPONSE OF

PHOTOSYNTHETIC ACTIVITY IN SCENEDESMUS OBLIQUUS

Q IN Shan
1, 2

, L IU G uo-X iang
1

and HU Zheng-Yu
1

( 1�Institu te of H ydrobiology, Chinese Academy of S ciences, Wuhan� 430072; 2�G raduate S chool of th eChineseAcademy of S ciences, B eijing� 100039)

Abstract: T he accumulation of astaxanthin in Scenedesmus obliquus under stress cond itions was analyzed, and the respon-

ses of photosynthetic act iv ity and morpho log ical change of algal cellsw ere observed in the study. U nder the temperature o f

30� and illum ination of 180 �mo l/m
2� s, the content of chlorophy ll fell to 4. 20m g /L from init ial 5. 59m g /L while the

content of caroteno id rose up from 0. 25m g /L to 0. 44 mg /L in 48 hours. The composit ion o f individual caroteno id was iso-

lated and ident ified by HPLC /M S analys is. The results show ed cells accum ulated secondary caroteno ids such as

echinenone, adonixanthin, canthaxanthin, adonirubin and 3�-hydroxyechinenone and so on, the ketocarotenoid astaxan-

thin ( 3, 3�-dihydroxy-�, �-carotene-4, 4�-dione) was found as a final product for the synthes is of secondary carotenoid.

W ith the accumulation of secondary carotenoids, the algal coenobium composed of 4 or 8 cells was split up into s ingle or

two ce lls, and the shape of cells changed into swollen and irregular contrast to their initial state. The photosynthet ic activ ity

w as also influenced by the stress condit ions. The photosynthet ic rate decreased about 50% in the first 3 hours, and then

w ent up from 19. 54�mo lO2 /mg Chla / h to 34. 29 �molO2 /m g Chla /h in the nex t 9 hours. From 12 hours to 48 hours,

the photosynthet ic rate experienced a dram atically drop and reduced to nearly 5. 21 �mo lO2 /mg Chla /h. T he respiration

rate of a lgal cells showed an inverse trend, which increased from 18. 24 �mol O2 /m g Chla /h to 60. 37 �mo l O2 /mg

Chla /h in the first 24 hours although there was a fluctuation in this course, then it decreased to 38. 40 �mo l O2 /mg

Chla /h in the next 24 hours which was stillm ore higher than that of the control group. The change of chlorophyll fluores-

cence tended to be smi ilar to that of photosynthet ic rate and decreased by 63. 9% . These results indicated that the S.

obliquus cells could biosynthesize astaxanthin by induced condit ions. The accumulation of secondary caroteno ids led the

changes o f contents rat io for chlorophyll to carotenoid. The light inh ibit ion, enhanced respiration rate and the damage to PS

� were all responses to the stress, which also yieldedm ore m etabo lism products and react ive oxygen species which further

engendered the b iosynthes is of secondary carotenoids. S mi ultaneous ly, stress condit ions inhibited the cell d iv is ion and led

the changes of cellmorpho logy. T he regu lating of photosynthet ic activ ity and caroteno ids accumulationw ere both the phsio-l

ig icalmechan ism for algal cells to resist the inclem ent env ironm ental conditions.

K ey words: Scenedesm us obliquus; Stress conditions; A staxanthin; Photosynthetic act iv ity


