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３．５ｍｇ／Ｌ水杨酸诱导斜生栅藻积累虾青素
的分子机理
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　　摘要：在自然条件下，向对数生长期的斜生栅藻（Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ）培养液中加入３．５ｍｇ／Ｌ的水杨酸溶液，进
行胁迫培养以诱导藻类细胞内虾青素的合成与积累。在培养过程中，每隔３ｄ对藻液取样制片，然后用显微镜观察其
生长状况及细胞形态变化。结果发现：经３．５ｍｇ／Ｌ水杨酸诱导的藻的形态发生了明显变化，该水杨酸溶液对于斜生
!

藻细胞来说是一种逆境胁迫因子，藻细胞内通过积累高达１．１２３ｍｇ／ｇ的虾青素来形成一种自我保护机制。八氢番
茄红素脱氢酶（ＰＤＳ）和β－胡萝卜素加氧酶（ｃｒｔＯ）基因表达水平上调是藻细胞合成虾青素的主要调控机制。随着培
养时间增加，藻细胞生物量呈时间依赖性增加（除１５ｄ外），最高达２．０８×１０６个／ｍＬ。
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　　虾青素是类胡萝卜素的含氧衍生物，属于酮式类胡萝卜
素，具有增强免疫功能等生理作用，是一种极具应用潜力的次

生代谢物质，在食品、饲料、化妆品、医药等领域有着广阔的应

用前景［１］。目前虾青素主要用于水产养殖的色素添加剂，售

价高达１２００万元／ｔ，估计全球每年需求量超过２０亿美元。
天然虾青素的主要生产来源是雨生红球藻提取以及从红法夫

酵母菌发酵液中提取，但这些虾青素的产量远不能满足市场

需求。斜生栅藻（Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ）是一种广泛分布于温
暖地区的池塘、沟渠及河流中的淡水单细胞绿藻，其生命力

强、繁殖快，对环境条件变化反应敏感，是培养虾青素的另一

种理想来源［２］。

藻体内虾青素的生物合成过程主要是由一些关键酶催化
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完成的，一般有异戊二烯焦磷酸异构酶（ＩＰＩ）、八氢番茄红素
合成酶（ＰＳＹ）、番茄红素－β－环化酶（ＬＹＣ）、β－胡萝卜素羟
化酶（ｃｒｔＲ－ｂ）、八氢番茄红素脱氢酶（ＰＤＳ）、胡萝卜素脱氢
酶（ＺＤＳ）、β－胡萝卜素酮化酶（ＢＫＴ）和β－胡萝卜素加氧酶
（ｃｒｔＯ）等［３－５］。例如，ＰＤＳ和 ＺＤＳ催化无色的八氢番茄红素
转化成红色的番茄红素，ｃｒｔＯ催化 β－胡萝卜素形成虾青素
的部分氧化反应。但是，缺乏藻体内虾青素合成的分子调控

机理的研究使得虾青素大规模商业应用受到限制。为了更好

地理解虾青素生物合成的酶基因调控机理，近年来，学者们运

用荧光定量ＰＣＲ来研究所测定的类胡萝卜素基因表达和虾
青素的积累之间的关系，Ｇａｏ等从分子水平分析得到，
２５ｍｇ／Ｌ水杨酸（ＳＡ）诱导条件下雨生红球藻中虾青素的生
物合成主要是通过 ｉｐｉ－１、ｉｐｉ－２、ｐｓｙ、ｃｒｔＲ－Ｂ、ｂｋｔ、ｃｒｔＯ基因
在翻译水平和ｌｙｃ在翻译后水平的上调实现的，ｐｄｓ同时在翻
译和翻译后２个水平的上调实现。而且，ｉｐｉ、ｃｒｔＯ、ｂｋｔ基因的
５′上游侧翼序列中可能包含水杨酸（ＳＡ）调控相关的顺式反
应元件ＴＣＡ－ｅｌｅｍｅｎｔ（水杨酸反应元件），这意味着水杨酸作
为虾青素合成的有效调控子刺激形成虾青素［６］。茉莉酮酸

甲酯和赤霉素诱导开启了３种 ｂｋｔ基因的表达，并且学者们
在该基因的５＇侧翼序列中识别出了顺式作用元件，因此形成
了虾青素生物合成调控网络的分子信号［７］。在氮缺乏和强

光等胁迫条件下，雨生红球藻体中 ｐｄｓ基因表达水平明显上
调［８］。最近的研究表明，在０．１７ｍｏｌ／Ｌ盐诱导１０ｄ后，雨生
红球藻ＱＬＤ株产生１７．７ｍｇ／ｇ干质量虾青素，其主要原因是
ｉｐｉ－１、ｉｐｉ－２、ｐｓｙ、ｌｙｃ、ｂｋｔ２、ｃｒｔＲ－Ｂ、ｃｒｔＯ共７个虾青素的生物
合成基因上调，其中前５个酶基因上调更明显，即：由酶 ＩＰＩ
催化丙酮酸盐形成二甲基丙烯焦磷酸，由ＰＳＹ催化?牛儿焦
磷酸合成四十碳的八氢番茄红素，由ＬＹＣ催化番茄红素环化
形成β－胡萝卜素，由ＢＫＴ催化 β－胡萝卜素形成虾青素的
部分氧化反应的酶促反应能力均得到明显加强［９］。

利用斜生栅藻生产天然虾青素具有诱人的探索前景；但

是至今还未见用水杨酸诱导斜生
!

藻生产虾青素的尝试。本

试验是首次试图利用水杨酸胁迫斜生
!

藻培养虾青素，利用

荧光定量ＰＣＲ分析虾青素合成关键酶基因的新颖表达水平
谱，并且得出与之紧密相关的虾青素产量，本研究为水杨酸介

导的信号网络和虾青素生物合成通路之间的关系提供证据，

而且揭示出水杨酸在类胡萝卜素形成中起到的新多功能作

用，将为水杨酸在虾青素产业化中的大规模应用提供基础实

践知识。

１　材料与方法

１．１　试验材料
水杨酸，斜生栅藻藻种，标准培养液，摄影显微镜，台式高

速冷冻离心机，紫外分光光度计，ＧＹＢ３０－６Ａ高压均质机（上
海东华高压均质机厂），超声细胞破碎仪等。

１．２　斜生栅藻的培养
斜生栅藻株购自中国科学院武汉水生生物研究所，每个

２５０ｍＬ锥形瓶中加入培养基１５０ｍＬ，以及稀释的接种藻液
３０ｍＬ。自然光照，强度为１０００～１５００ｌｘ，３５．５℃静止培养，
直至培养到生长期，然后用３．５ｍｇ／Ｌ水杨酸进行胁迫培养。

１．３　３．５ｍｇ／Ｌ水杨酸对斜生栅藻生物量的影响试验
每５００ｍＬ瓶中装２００ｍＬ藻液，加入水杨酸使终浓度达

到３．５ｍｇ／Ｌ进行培养，共培养１８ｄ，每隔３ｄ考察３．５ｍｇ／Ｌ
水杨酸对斜生栅藻生物量的影响，以不加水杨酸的相应处理

作为对照（表１），每个培养时间３次重复。

表１　３．５ｍｇ／Ｌ水杨酸的培养时间对斜生栅藻生物量的影响

培养时间（ｄ） 生物量（１０６个／ｍＬ）
０（对照） ０．９０±０．１６
３ ０．９３±０．１０
６ １．０５±０．０８
１２ １．０９±０．０９
１５ ２．０８±０．５２
１８ １．９７±０．５３

　　由表１可知，１８ｄ内，各培养时间的藻细胞生物量均高于
对照，说明３．５ｍｇ／Ｌ水杨酸能够促进斜生栅藻细胞生物量的
增加。且随着培养时间增加，藻细胞生物量呈时间依赖性增

加（除１５ｄ外），培养１５ｄ时藻细胞生物量最大，是对照的
２３１倍，但差异不显著（Ｐ＞０．０５）。该研究结果对于虾青素
生产具有极其重要的意义。

１．４　显微观察
水杨酸胁迫培养后，每隔３ｄ取少量处理的藻细胞在光

学显微镜下观察１次（按１８ｄ计）并拍照，以不加水杨酸的相
应处理作为对照，观察藻细胞的形态、颜色变化及细胞聚集情

况等。

１．５　虾青素提取、含量测定
利用新型的高压均质破壁和虾头壳内源酶辅助提取虾青

素相结合的方法提取虾青素，具体如下：藻种预处理、高压均

质按照陈兴才等的方法［１０］并进行了优化，ＧＹＢ３０－６Ａ高压
均质机进行高压均质破壁的条件为：２８℃，４２ＭＰａ，循环 ３
次；虾头中的内源酶丰富，有活性很高的水解酶系，能有效地

解离出虾青素，利用姜淼等的方法［１１］获得内源酶粗酶，

５１℃、ｐＨ值４．２条件下酶解２ｈ进行辅助提取，提取后采用
高政权等的方法［３］测定虾青素含量，共３次重复。
１．６　荧光定量ＰＣＲ分析

按照 Ｇａｏ等的方法［９］并作改进，具体如下：ｍＲＮＡ用
ＳＶＲＮＡ抽提试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）按照说明书进行提取，
ＲＮＡ的浓度用 ＮａｎｏＤｒｏｐ＠ＮＤ－１０００（ＮａｎｏＤｒｏｐ，ＵＳＡ）测
定，ｃＤＮＡ在２０μＬ体系中用 ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ第一链合成试剂
盒进行合成。用作扩增特异基因 （虾青素生物合成路线中的

酶）的引物根据 ＮＣＢＩ数据库或库中的同源序列用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ５．０合成，如表２所示。ｑＲＴ－ＰＣＲ产物用自动移液
器移到３８４孔的板上，在 ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＳｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）中用ＳＹＢＲ荧光绿进行定量，ａｃｔ作为内标基
因。每个ＰＣＲ反应包括５μＬＳＹＢＲ荧光绿、１μＬ的引物复
合物（包括正向和反向，浓度为５μｍｏｌ／Ｌ）、４μＬｃＤＮＡ、２μＬ
ＰＣＲ反应缓冲液（含 Ｍｇ２＋）、０．３μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶（Ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司）、０．３μＬｄＮＴＰ（浓度为 １５ｍｍｏｌ／Ｌ）、超纯水。
ｑＲＴ－ＰＣＲ的扩增条件如下：９５℃ ３ｍｉｎ；９５℃ ５ｓ，退火３０ｓ
（退火温度如表２），７２℃ １５ｓ，４２个循环。同一个样品同一
个基因的ｑＲＴ－ＰＣＲ试验重复３次。
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表２　用作ｑＲＴ－ＰＣＲ的特异引物和退火温度

引物序列（５′→３′） 退火温度（℃）
ｐｓｙＦ：ＣＧＴＧＡＧＡＣＴＧＣＡＧＡＡＴＣＡＡＴＴＧＧＧＧ；ｐｓｙＲ：ＣＣＡＡＴＴＧＡＴＴＣＴＧＣＡＧＴＣＴＣＡＣＧＡＡ ６２
ｐｄｓＦ：ＡＡＡＣＴＣＧＣＧＧＴＣＡＴＴＧＧＴＣＡＡＧＧＣＧ；ｐｄｓＲ：ＧＣＧＣＣＴＴＧＡＣＣＡＡＴＧＡＣＣＧＣＧＡＧＴＴ ６６
ｌｙｃＦ：ＴＣＣＴＧＴＣＡＣＡＡＡＣＧＧＣＡＡＴＣＡＴＧＴＴ；ｌｙｃＲ：ＡＧＴＡＧＣＴＧＣＴＣＣＣＧＧＧＣＡＣＴＧＣＡＣＡ ６２
ｃｒｔＲ－ｂＦ：ＴＣＡＴＴＴＧＣＴＧＣＴＡＣＣＡＣＧＡＴＧＣＴＧＴ；ｃｒｔＲ－ｂＲ：ＡＣＡＧＣＡＴＣＧＴＧＧＴＡＧＣＡＧＣＡＡＡＴＧＡ ６６
ｂｋｔＦ：ＣＣＡＴＡＣＴＣＴＡＣＡＴＣＡＴＡＣＡＴＴＧＴＴＣ；ｂｋｔＲ：ＧＡＡＣＡＡＴＧＴＡＴＧＡＴＧＴＡＧＡＧＴＡＴＧＧ ５５
ｉｐｉ－１Ｆ：ＡＣＧＣＡＴＡＴＣＣＣＣＣＧＣＧＴＧＡＡＣＴＣＣＧ；ｉｐｉ－１Ｒ：ＡＴＧＣＴＣＣＴＧＡＧＣＴＴＡＡＡＣＴＧＧＡＧＧＴＣ ６３
ｉｐｉ－２Ｆ：ＧＣＣＣＧＧＣＧＧＣＡＧＴＣＣＧＡＴＧＡＣＧ；ｉｐｉ－２Ｒ：ＧＣＧＧＡＧＴＴＣＡＣＧＣＧＧＧＧＧＡＡＡＴＧＣ ６１
ｃｒｔＯＦ：ＧＧＣＴＧＧＴＧＴＧＡＧＧＧＴＣＡＧＴＧＧＧＴ；ｃｒｔＯＲ：ＣＴＧＡＣＣＣＡＡＣＧＡＣＣＡＴＣＡＣＣＣＡＣＴＧ ７０
ｚｄｓＦ：ＧＴＧＣＴＴＧＡＣＡＴＴＧＣＧＡＣＡＣＴＴＧＣＣＣ；ｚｄｓＲ：ＧＴＧＧＧＣＡＡＧＴＧＴＣＧＣＡＡＴＧＴＣＡＡＧＣ ６５
ａｃｔＦ：ＴＧＣＣＧＡＧＣＧＴＧＡＡＡＴＴＧＴＧＡＧＧ；ａｃｔＲ：ＣＧＴＧＡＡＴＧＣＣＡＧＣＡＧＣＣＴＣＣＡ ５５

　　注：ｐｓｙ为八氢番茄红素合成酶基因；ｐｄｓ为八氢番茄红素脱氢酶基因；ｌｙｃ为番茄红素－β－环化酶基因；ｃｒｔＲ－ｂ为β－胡萝卜素羟化酶基
因；ｂｋｔ为β－胡萝卜素酮化酶基因；ｉｐｉ为异戊二烯焦磷酸异构酶基因；ｃｒｔＯ为β－胡萝卜素加氧酶基因；ｚｄｓ为胡萝卜素脱氢酶基因。

２　结果与分析

２．１　显微观察
显微观察得到：对照组（不加水杨酸）细胞两端尖细变

椭，并且以 ４个或 ２个为群体的形式存在（图 １－１）。
３．５ｍｇ／Ｌ水杨酸培养３ｄ后，藻细胞形态变化较明显（图１－
２）。３．５ｍｇ／Ｌ处理组培养６ｄ后，观察细胞形态，细胞变大
变圆甚至出现不规则形状，并有微红色出现（图１－３），说明
虾青素开始逐渐在斜生栅藻细胞中积累。培养９ｄ后，原本

的青绿色细胞逐渐变淡，最后转为微红色，同时藻类数量明显

增多，细胞的形态也由两端尖细逐渐膨胀、变圆甚至有不规则

形态（图１－４）；而且，以４个细胞的群体形式存在的细胞群
体解散，分为单个细胞。３．５ｍｇ／Ｌ水杨酸培养１２ｄ后，培养
液中藻细胞内有明显的红色，推测虾青素积累在增加（图１－
５）。培养１５ｄ后，细胞继续胀大变椭、变红，一些细胞开始聚
堆，而且细胞内红色明显加深（图１－６）。培养１８ｄ后，细胞
中虾青素的积累少量增加，仍然是３．５ｍｇ／Ｌ培养液中藻细胞
内红色积累最多，但细胞出现了自溶现象（图１－７）。

２．２　虾青素含量测定
在３．５ｍｇ／Ｌ水杨酸胁迫培养组，随着藻细胞培养时间的

延长（除了１５ｄ），虾青素的积累量在逐渐增加。方差分析表
明，１２、１５、１８ｄ斜生栅藻体内虾青素含量与对照相比有显著
差异（Ｐ＜０．０５）（图２）。

２．３　荧光定量ＰＣＲ分析
与虾青素含量相对应，荧光定量 ＰＣＲ分析表明：１５、１８ｄ

斜生栅藻体内虾青素合成基因ｐｄｓ和ｃｒｔＯ的表达水平与对照

相比有显著差异（Ｐ＜０．０５），１２ｄ后 ｃｒｔＯ和１８ｄ后 ｉｐｉ基因
表达水平与对照相比都有显著差异（Ｐ＜０．０５）（图３）。图４
分析表明：ｂｋｔ和ｐｓｙ基因表达水平随着水杨酸处理呈现时间
依赖性地增加。

３　结论与讨论

近些年来，虾青素一直是国际学术界的研究热点之一。

学者们从雨生红球藻、甲壳类等生物中提取虾青素已经取得

—９８２—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第４期



一些较好的研究成果［４－５］。自从２００８年 Ｑｉｎ等发现斜生栅
藻能在逆境胁迫条件下迅速合成和积累虾青素以来［２］，斜生

栅藻可能就是下一个天然虾青素产业化的热点藻类。水杨酸

作为一种新的植物内源激素，它不仅能调节植物的一些生长

发育过程，而且是一种能够激活植物一系列防御防卫反应的

重要内源信号分子，藻体内可能存在虾青素合成基因调控相

关的水杨酸反应元件［３］。学者们研究了水杨酸对雨生红球

藻抗氧化系统的影响，发现５００μｍｏｌ／Ｌ水杨酸使受光线胁迫
的雨生红球藻体内的超氧化物歧化酶和抗坏血酸过氧化物酶

活性分别增加４．５和１５．５倍［１２］，５．０ｍｇ／Ｌ水杨酸能明显促
进雨生红球藻积累虾青素，一方面加快虾青积累进程，另一方

面虾青素产量显著提高［３］。近年来，对雨生红球藻中虾青素

合成关键酶基因的转录调控机制进行了研究，结果表明，在营

养胁迫、光线胁迫等逆境条件下，通过运用荧光定量 ＰＣＲ等
技术得出雨生红球藻体内控制虾青素合成的多个关键酶基因

如β－胡萝卜素酮基化酶、β－胡萝卜素水解酶、番茄红
素－β－环化酶等明显上调［８，１３－１４］。一定质量浓度的水杨酸

作为一种诱导因子能促进雨生红球藻积累虾青素，水杨酸构

筑了虾青素生物合成调控网络的分子信号。从分子水平分析

得到，水杨酸诱导了８个类胡萝卜素基因转录水平的表达，其
中β－胡萝卜素酮基化酶基因和 β－胡萝卜素羟化酶基因表
达水平的上调是水杨酸压力胁迫下雨生红球藻大量积累虾青

素的原因之一［６］。在本研究中，八氢番茄红素脱氢酶（ＰＤＳ）
和β－胡萝卜素加氧酶（ｃｒｔＯ）的５′上游侧翼序列中可能包含
水杨酸调控相关的顺式反应元件即水杨酸反应元件，水杨酸

对斜生栅藻中虾青素的积累具有一定影响，推测３．５ｍｇ／Ｌ的
水杨酸的加入会诱导开启这些作用元件，诱导这２个非关键
限速酶基因大量表达，从而明显增加了藻细胞虾青素的积累

量，这也是它积累虾青素比雨生红球藻少的原因之一。

综合上述试验结果，分析得出如下 ３点结论：（１）在
３．５ｍｇ／Ｌ水杨酸胁迫培养下，斜生栅藻的细胞形态出现明显
的变化；（２）用３．５ｍｇ／Ｌ的水杨酸诱导１８ｄ后斜生栅藻细胞
胀大变椭圆且颜色呈红褐色，此时虾青素积累最快、最多、最

佳；（３）３．５ｍｇ／Ｌ的水杨酸溶液对于斜生
!

藻细胞来说是一

种逆境胁迫因子，藻细胞内积累高达１．１２３ｍｇ／ｇ的虾青素来
形成一种自我保护机制。

在产业化实践中，除了对产虾青素的斜生栅藻藻种进行

培育［１５］外，可以考虑在诱导初期添加３．５ｍｇ／Ｌ的水杨酸溶

液来提高斜生
!

藻的饲料用价值。
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究［Ｊ］．中国食品学报，２００７，７（２）：４８－５２．

［１１］姜　淼，杨贤庆，李来好，等．内源酶辅助提取虾壳虾青素的研
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