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摘要: 接种于缺氮培养基的雨生红球藻。当置于光强为 10� 12klx ,温度 25� � 1�5 � 条件下

培养时,营养细胞迅速由绿色变成红色。接种 4d 时,运动细胞占细胞总数的 90% ,细胞内的

虾青素含量( 33�0pg / cell)占最终色素累积量的( 60�0pg/ cell)的 55%。接种 6d 时, 虾青素含

量已占最终累积量的 75%。电镜观察显示, 红色的运动细胞除细胞质的大部分区域充满色

素颗粒外, 细胞的形态结构与绿色细胞基本一致。实验还表明, 当接种物置于低光 ( 0�5 �

1�0klx)下培养时,营养细胞仍有色素沉积,但累积缓慢。当只有高光胁迫( 10 � 12klx , 完全培

养基培养)时, 营养细胞转变成厚壁孢子后( 5d后) ,才大量积累色素。
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雨生红球藻( H aematococcus pluvial is Flotow )是一种淡水单胞绿藻,由于能大量积累

高价值的虾青素[ 1, 2] ,近年来已成为国际上藻类学研究的热点之一。

雨生红球藻细胞主要有两种形态: 营养细胞和厚壁孢子。一般认为环境有利时,主要

以绿色, 能运动的藻体形式存在, 环境不利时, 形成厚壁孢子并大量积累红色的虾青

素[ 3]。由于孢子具有坚韧的厚壁,在直接利用其作为饲料色素时, 存在生物有效利用率

低的问题。同时,在利用红球藻获取虾青素的商业化生产中,破壁过程无疑也增加了色素

提取工艺的复杂化。Lee等[ 4]认为红球藻营养细胞与厚壁孢子一样能积累虾青素。笔者

曾对营养胁迫对雨生红球藻的生长及色素累积的影响进行初探,发现在高光强下,氮饥饿

会导致营养细胞快速积累红色的色素[ 5] ,对此, 做了如下的探究。

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料 � 雨生红球藻由中国科学院典型培养物保藏委员会淡水藻种库提供。

1.2 � 培养条件 � 扩养藻种用 Bold 培养基 ( BBM ) 培养, 光照培养箱温度控制在 23�
� 1�5 � ,光强 0�5 � 1�0klx。将指数生长期培养物经转速为 2000r/ min离心 3m in,细胞

团接种于缺氮的BBM 培养基中。用250mL 三角瓶为培养容器, 接种后的细胞密度约为

5 � 104/ mL。接种物置反复式摇床上( 90次/ min)培养, 日光灯提供顶光照, 连续照明,光

强提高到 10- 12klx,温度 25�� 1�5 � 。连续培养 10d。
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1. 3 � 细胞计数 � 按金传荫等的方法[ 6] ,用浮游生物计数框进行细胞计数。

1. 4 � 色素提取及虾青素含量测定 � 按 Boussiba[ 7]等的方法进行色素提取与测定,具体如

下:取 5mL 培养物离心后,藻团先用甲醇与氢氧化钾的混合液( 30%甲醇中含 5% KOH)

处理去除叶绿素。重新离心后,藻团用二甲基亚砜抽提其余色素直至藻团变白。用 752

型分光光度仪测定抽提液的吸光值 A490, 用消光系数 Ecm
1% = 2220( Davies, 1976)计算虾青

素含量[ 8]。

1. 5 � 细胞超微结构观察 � 将培养物离心, 用 3%的戊二醛预固定 1 � 2h, 1%锇酸后固定
2h, 经脱水后, 环氧树脂 618包埋,超薄切片, 用铀- 铅双染色,日立 HU - 12A 透射电子

显微镜观察,摄影。

2 � 结果与讨论

在适宜条件下培养的雨生红球藻生长快速,藻体保持绿色运动状态。当暴露在高光

强及氮缺乏环境时, 细胞生长明显受抑,但细胞内的虾青素含量快速增加。在 5d内,营养

细胞因积累虾青素迅速地变成桔红色。图 1A 显示,接种 4d的培养物中, 营养细胞占细

胞总数的 90%以上, 细胞内的虾青素含量( 33. 0 pg / cell)占最终虾青素累积量的( 60. 0

pg/ cell) 55%。接种 6d时,虽有部分细胞停止运动转变为厚壁的静孢子,但游动的营养细

胞仍占 65% ,而色素含量( 45. 0 pg/ cell)已占最终含量的 75%。这表明, 当雨生红球藻突

然暴露在极端环境后,能在营养细胞内快速积累虾青素。

图 1 � 不同胁迫条件下( A , B, C) ,虾青素的累积和营养细胞数量变化

Fig. 1 � Astaxanthin accumulat ion and the change inamount of mot ile cells in dif ferent st ress condition

( A. high light and N�starvation; B. high light; C. N�starvation)

� � � Astaxanth in; � �  � Mot ile cells

雨生红球藻的绿色营养细胞, 在电镜下显示具有发达的周缘位网状叶绿体,细胞核位

于细胞中部,周围具数个大液泡。细胞壁与原生质体分离(图版 I: 1, 2)。此观察结果与

前人的工作基本一致[ 9]。

暴露在胁迫环境 4 � 6d的雨生红球藻细胞,光镜下除细胞中部或大部分呈桔红色外,

大小与绿色营养细胞无差异。电镜观察表明,红色的营养细胞基本保持上述绿色营养细

胞的特征结构。但暴露 4d时, 细胞质中核周围出现许多大小不一,或不规则形状的中等

电子密度色素颗粒(图版 I: 3)。暴露 6d时,色素颗粒已充满细胞内的大部分区域,此时
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液泡变少, 变小,并与其他细胞器一起被推挤到细胞周边(图版 I: 4)。营养细胞在色素沉

积过程,细胞运动器及叶绿体等细胞器结构仍保持完整(图版 I: 3, 5)。伴随色素沉积而

出现的另一现象是, 叶绿体基质内的淀粉粒明显增多(图 I: 3 � 5)。除营养细胞积累色素

外,接种 4d时的无性孢子囊内,尚未释放出来的子细胞也同样出现色素颗粒(图版 I: 6)。

电镜观察的结果,进一步证实了上述色素测定结果的分析。

有关文献报道氮限制是诱导红球藻积累虾青素的外界因素,对高光诱导作用则存在

争议[ 10, 11]。为此,作者还分别做了单因子的诱导实验。在其他培养条件不变的情况下,

将接种于完全 BBM 培养基的雨生红球藻置于高光强( 10 � 12klx )下培养, 结果发现, 接种

4d内细胞有所增殖,但虾青素累积缓慢,培养物呈绿色。4d后, 生长停滞,多数细胞转变

成厚壁的静孢子, 细胞中的虾青素含量由 4d时的 15�18 pg/ cell增加到 10d时的 62�94
pg/ cell,最后 4d的虾青素累积量占细胞最终色素累积量的 75�8%(图 1B)。另一实验则

是将接种于缺氮培养基的雨生红球藻置于低光强( 0�5 � 1�0klx )条件下培养。接种后,细

胞既不增殖也无明显的形态变化,但培养物逐渐由绿色变成浅桔红色。培养 10d时细胞

中虾青素含量( 33�10 pg/ cell)虽然只相当于高光强与氮饥饿共同胁迫条件下培养 4d时

的含量,但 6d的色素累积量占最终累积量的 51�7% (图 1C)。上述三种胁迫诱导的结果

均表明,当细胞增殖停缓时,虾青素的累积加速,所不同的是,在只有高光胁迫时, 营养细

胞将迅速转变为厚壁孢子,并在孢子中大量积累虾青素。在只有氮饥饿胁迫时营养细胞

可缓慢积累色素。当两种诱导因子同时存在时, 可导致营养细胞在运动状态下快速积累

虾青素。

值得一提的是, 正常情况下或者只有高光胁迫时, 由于营养细胞有一个增殖与增大体

积的过程,当生长后期营养耗尽时将形成大型的厚壁孢子, 而暴露在高光强及氮缺乏环境

的雨生红球藻虽然能快速积累色素,但最终将形成与营养细胞大小相近的厚壁孢子。随

着培养时间的推移,前者细胞中的虾青素含量将逐渐高于后者。这提示在利用红球藻提

取虾青素的商业化生产中,大型的厚壁孢子仍具优越性。但直接利用红球藻做为饲料色

素时,若能进一步提高营养细胞的生物量与色素含量, 则红色的营养细胞在生产上也是有

一定意义。对于红球藻积累虾青素的作用与累积机制目前尚不清楚。电镜观察显示雨生

红球藻细胞在色素沉积过程伴随淀粉粒增多的现象, 反映出色素的累积可能与碳同化作

用有关。上述结果还反映出诱发红球藻积累虾青素的环境因子很可能是多因素共同作用

的。
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ASTAXANTHIN ACCUMULATION IN VEGETATIVE CELL OF

HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS

ZHUANG Hui�ru1, LU Hai�sheng1, CHEN Bi�lian1,
CHEN Wen�lie2 and SHI Qiao�qin1

( 1. Bioengineering Coll ege , Fuj ian Nor mal Univ ersi ty, Fu zhou 350007; 2. Department of Elect ron M icr oscopy ,

Fuj ian M edical Univer si ty , Fuzhou 350004)

Abstract: When H . p luv iali s was inoculated in a nit rogen�def icient medium and exposed to

high light intensity condit ion ( 10 � 12 klx) , the change of g reen motile cells to red mot ile

cells w as observed in four days. After four days of inoculation, the number of vegetat ive cells

w as 90% of total number of cells and the astaxanthin content ( 33. 0 pg/ cell) w as 55% of the

final astax anthin content ( 60. 0 pg/ cell) w hich w as inoculated ten days. Af ter six days, the

astaxanthin content w as 75% of final astaxanthin content . It w as found by elect ron micro�
scopic observation that the cytoplasm of red mot ile cells w as almost full of pigment g ranules,

but the morphology and structure of cell was ident ical w ith g reen mot ile cells. The experi�
ments also show ed that the astax anthin accumulat ion in mot ile cells would occur too when

H . p luv ial is was exposured to nitrogen starvat ion but low er light intensity condition ( 0. 5 �

1. 0 klx) . When H . p luv iali s was only exposured to high light�st ress condit ion( inoculated in
complete medium) , the large amount pigment accumulation w as only found during the t rans�
format ion of vegetative cells to akintes.

Key words: H aematococcus p luv ialis ; Vegetat ive cell; Astax anthin; Stress condit ion; Ul�
t rastructure
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图版 I
1, 2. 绿色营养细胞, 1� 6600, 2� 2830; 3, 4. 暴露胁迫环境的营养细胞, 3. 胁迫 4d� 3750,

4. 胁迫 6d� 3530; 5. 示色素沉积时细胞结构 � 9500; 6. 示孢子囊内无性孢子 � 3000。( Ch

叶绿体; P蛋白核; CW细胞壁; CM 细胞膜; N 细胞核; A 虾青素颗粒; F 鞭毛; St 淀粉粒; V 液

泡)

1, 2 T he green vegetative cells, 1� 6600, 2 � 2830; 3, 4. Th e vegetative cells exposed to stress

condit ion, 3 Af ter 4ds� 3750, 4 After 6ds� 3530; 5. T he st ructure of cell during astaxanth in ac�

cumulat ion, � 9500; 6. The spores in sporange, � 3000. ( Ch�Chloroplast ; P�Pyrenoid; CW�Cell

Wall; CM�Cell M embrane; N�Nucleus; A�Astaxanthin granule; F�Flagellum; St�Starch ; V�Vac�

uole)

380� 水 � � 生 � � 生 � � 物 � � 学 � � 报 25 卷


