
收稿日期：２０１７－０９－２９；修回日期：２０１８－０３－２１
基金项目：国家自然科学基金地区科学基金项目（２１７６６０１２，
２１６６６０１２）
作者简介：岳陈陈（１９９０），男，硕士研究生，研究方向为微藻
资源利用（Ｅｍａｉｌ）１８４６８２３５９７５＠１６３．ｃｏｍ。
通信作者：余旭亚，教授，博士（Ｅｍａｉｌ）ｘｕｙａ＿ｙｕ＠１６３．ｃｏｍ。

生物工程

褪黑素对雨生红球藻虾青素积累和脂肪酸合成的影响

岳陈陈，丁　巍，赵　鹏，徐军伟，李　涛，余旭亚

（昆明理工大学 生命科学与技术学院，昆明 ６５０５００）

摘要：以雨生红球藻Ｈ．ｐｌｕｖｉａｌｉｓＬＵＧＵ为对象，研究了不同浓度的褪黑素（ＭＬＴ）对藻细胞生长、虾
青素积累、脂肪酸及脂肪酸合成相关酶活性的影响。结果显示：１０μｍｏｌ／ＬＭＬＴ诱导条件下培养
１３ｄ藻细胞中虾青素含量可达２６．６２ｍｇ／ｇ，是对照组（１２．３ｍｇ／ｇ）的２．１６倍；培养５ｄ脂肪酸合成
量（１５．３２％）最大，是对照组的１．２４倍，同时提高了虾青素酯含量；ＭＬＴ诱导条件下，脂肪酸合成
关键酶乙酰辅酶Ａ羧化酶（ＡＣＣａｓｅ）活性升高，而磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（ＰＥＰＣａｓｅ）活性降低。
研究表明，外源添加适当浓度的ＭＬＴ不仅可以促进雨生红球藻中虾青素的积累，而且提高了脂肪
酸的合成量，改变了脂肪酸组成。
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　　虾青素（３，３′－二羟基 －β，β－胡萝卜素 －４，
４′－二酮）是一种普遍存在于微藻、水生动物、鸟类
和酵母中的红色酮类胡萝卜素［１－２］，因其具有强抗

氧化性、中和自由基、清除活性氧特性，在食品、饲

料、化妆品以及医药行业广泛应用，具有较高的商业

价值［３－５］。雨生红球藻（Ｈ．ｐｌｕｖｉａｌｉｓ）是一种单细胞

绿藻［６］，在胁迫条件下能够积累虾青素，含量最高

可达细胞干重的４％［７］，高于其他虾青素来源。因

此，如何提高雨生红球藻中虾青素产量，已成为虾青

素生产和研究的热点。

褪黑素（ＭＬＴ）是一种具有独立受体的自由基
清除剂和广谱抗氧化剂，最初被发现于牛的松果体
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中，随后在其他动物、植物和微生物中均有发现，能

调节生物体的各种生理活动［８－１１］。研究表明 ＭＬＴ
能大幅提高单针藻中油脂含量［１２］，油脂是高级脂肪

酸的甘油酯［１３］，而雨生红球藻虾青素的积累与脂肪

酸合成紧密相关［１４］，有超过 ９０％的虾青素分子与
脂肪酸（主要为油酸）发生酯化反应［７］，储存于富含

甘油三酯的脂质体中［１５］。Ｚｈａｎｇ等［１６］认为脂肪酸

在虾青素合成中有两个作用，一是与虾青素酯化，形

成虾青素酯，有利于虾青素的积累；二是形成脂质体

用于储存虾青素酯。由于脂肪酸对虾青素积累具有

重要作用，所以测定脂肪酸含量和相关合成酶活性

的变化就显得尤为重要。

本研究选用ＭＬＴ对雨生红球藻进行诱导，检测
其对雨生红球藻生长、虾青素积累、脂肪酸合成以及

脂肪酸合成相关酶的影响，进而对ＭＬＴ诱导虾青素
积累及脂肪酸生物合成进行分析探讨。

１　材料与方法
１．１　试验材料

雨生红球藻（Ｈ．ｐｌｕｖｉａｌｉｓＬＵＧＵ），由本实验室
筛选、保存。ＭＬＴ，上海生工；乙酰辅酶 Ａ羧化酶
（ＡＣＣａｓｅ）测试盒和磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶
（ＰＥＰＣａｓｅ）测试盒，苏州科铭；虾青素标准品，美国
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司；二甲基亚砜、丙酮、氯仿等，
均为分析纯。

１７３０Ｒ高 速 冷 冻 离 心 机，丹 麦 Ｌａｂｏｇｅｎｅ
Ｓｃａｎｓｐｅｅｄ公司；ＤＳ－８５１０ＤＴＨ超声波微波组合体
系；Ｕｌｔｒｏｓｐｅｃ２１００ｐｒｏ紫外可见分光光度计；ＶＳ－
８４０－１超净工作台；ＦＤ５－１２冷冻干燥机，西盟国
际集团；Ｗａｔｅｒｓ９９６高效液相色谱仪。
１．２　试验方法
１．２．１　雨生红球藻的培养

选用Ｂｏｌｄ’ｓＢａｓａｌＭｅｄｉｕｍ（ＢＢＭ）［１７］为基础培
养基，将纯化过的雨生红球藻转接到３Ｌ（内置２Ｌ
培养基）锥形瓶中，控制培养温度（２５±１）℃，光照
强度２８００ｌｘ，持续通入０．１ｖｖｍ的无菌空气，培养
至对数生长期（此时细胞浓度约为７×１０５个／ｍＬ）。
１．２．２　ＭＬＴ诱导

将ＭＬＴ溶于乙醇中配制成浓度为０．２１ｍｏｌ／Ｌ
的ＭＬＴ母液，备用。５０００ｇ离心３ｍｉｎ收集１．２．１
对数生长期细胞，用无菌水洗去培养基，重悬浮于缺

氮的 ＢＢＭ培养基中，加入 ＭＬＴ使诱导培养基中的
ＭＬＴ浓度分别为０（对照）、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ（保持加
入相同的乙醇），控制培养温度（２７±１）℃，１２０００ｌｘ
持续光照，连续通入０．０４ｖｖｍ的无菌空气培养１５
ｄ，进行隔天取样，测定藻细胞生物量以及虾青素含

量，同时收集藻体用于脂肪酸和酶活的测定。

１．２．３　藻细胞生物量的测定
隔天定期取１０ｍＬ诱导培养基中的藻液，离心

收集细胞，冷冻，干燥，称重，计算细胞生物量。细胞

生物量＝藻粉干重／藻液体积。
１．２．４　 虾青素含量的测定

采用高效液相色谱法测定雨生红球藻虾青素的

含量，以虾青素标准品质量浓度（ｘ）为横坐标，经液
相色谱测定峰面积（ｙ）为纵坐标制作标准曲线，得
到曲线方程为ｙ＝２３７．１２ｘ＋１４．９２８，Ｒ２＝０．９９９９。
隔天定期取５ｍＬ诱导培养基中的藻液，５０００ｒ／ｍｉｎ
离心３ｍｉｎ，弃上清收集藻细胞，使用超纯水洗３次，
加入５ｍＬ甲醇－二氯甲烷（体积比３∶１）提取液，冰
水浴下用匀浆机 ２８００ｒ／ｍｉｎ匀浆 ２０ｓ，匀浆液
１００００ｇ低温离心１５ｍｉｎ，转移上清至另一试管中。
重复提取２～３次，至沉淀物基本呈现无色为止。将
收集的所有提取液１００００ｇ再次低温离心１５ｍｉｎ，
取上清用高效液相色谱仪测定，色谱柱为 Ｃ１８柱
（２５ｃｍ×４．６ｍｍ，５ｍｍ），流动相 Ａ（丙酮）和流动
相Ｂ（甲醇－水，体积比９∶１）遵循：２５ｍｉｎＢ８０％～
２０％，１０ｍｉｎＢ２０％，５ｍｉｎＢ２０％～８０％，流速１．２５
ｍＬ／ｍｉｎ；检测器为Ｗａｔｅｒｓ９９６光电二极管阵列检测
器，进样量３０μＬ，测定波长４７６ｎｍ，积分得到虾青
素（游离虾青素和虾青素酯）峰面积，代入虾青素标

准曲线方程，计算虾青素质量浓度。按下式计算虾

青素酯含量和虾青素含量：

虾青素酯含量 ＝虾青素酯峰面积／虾青素峰面
积×１００％

虾青素含量＝虾青素质量浓度／细胞生物量
１．２．５　藻细胞中脂肪酸组成测定

称取１０ｍｇ冻干的藻粉，加到有垫片的密闭玻
璃器皿中，逐步加入 ０．２ｍＬ氯仿 －甲醇（体积比
２∶１），０．３ｍＬ的３５％ＨＣｌ－甲醇（体积比１∶１９），旋
紧瓶口，８５℃水浴加热１ｈ，冷却至室温，加入 ０．９
ｍＬ正己烷，于１５０ｒ／ｍｉｎ、２５℃提取１ｈ，静置后取上
层，转移至ＧＣ－ＭＳ进样瓶中测定脂肪酸组成。

ＧＣ条件：ＨＰ－５ＭＳ色谱柱（５％ ＰｈｅｎｙｌＭｅｔｈｙｌ
Ｓｉｌｏｘ，３０ｍｍ×２５０μｍ×０．２５μｍ）；二阶升温程序为
１７０℃维持 ０ｍｉｎ，以 １０℃／ｍｉｎ的速度升温至
１９０℃，维持１ｍｉｎ；再以０．８℃／ｍｉｎ的速度升温至
２０７℃，维持１ｍｉｎ；分流比４０∶１，进样量１μＬ；进样
口温度２５０℃；载气为高纯氦气，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ。

ＭＳ条件：四级杆温度 １５０℃，ＥＩ离子源温度
２３０℃，溶剂延迟２ｍｉｎ；质谱扫描范围５０～５５０。

以ＮＩＳＴ０８．Ｌ作为数据库，利用峰面积归一化
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法计算脂肪酸各组分的相对含量。

１．２．６　脂肪酸生物合成相关酶活的测定
在１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃条件下离心５ｍｉｎ，收集１０

ｍＬＭＬＴ诱导后藻液中的细胞，水洗２遍，加入研钵
中，边加液氮，边用研杵研磨，随后按照 ＡＣＣａｓｅ测
试盒和 ＰＥＰＣａｓｅ测试盒说明书测定 ＡＣＣａｓｅ和
ＰＥＰＣａｓｅ活性。
１．２．７　数据处理

试验均设置 ３个平行样，所有图表中数据为
“平均值±标准偏差”，使用 ＡＮＯＶＡ（ＳＰＳＳ１９．０）一
步法分析试验数据。最小显著性差异进行多重比较

检验不同试验的组间差异，当 Ｐ＜０．０５时具有显
著性。

２　结果与讨论
２．１　ＭＬＴ对雨生红球藻细胞生物量的影响

为了探究外源添加 ＭＬＴ对雨生红球藻生长的
影响，测定了不同浓度不同培养时间雨生红球藻的

生长情况，结果见图１。

图１　不同浓度的ＭＬＴ对雨生红球藻生长的影响

　　由图１可知，所有组在胁迫条件下的生长情况
不同，培养 １５ｄ的过程中，对照组生物量达到了
０７７ｇ／Ｌ，１５、１０、５μｍｏｌ／ＬＭＬＴ诱导的生物量峰值
分别达到０．６２、０．６９ｇ／Ｌ和０．６４ｇ／Ｌ，均低于对照
组。由生物量的变化趋势看出，１５μｍｏｌ／ＬＭＬＴ诱
导时，雨生红球藻生物量有明显下降的趋势。这一

现象表明低浓度的 ＭＬＴ处理对 Ｈ．ｐｌｕｖｉａｌｉｓＬＵＧＵ
生长没有积极影响，高浓度的ＭＬＴ处理抑制微藻细
胞的生长，使用２，４－Ｄ诱导雨生红球藻和褪黑素
诱导Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ的报道中也发现了
这一现象［１８－１９］。

２．２　ＭＬＴ对雨生红球藻虾青素积累的影响（见
图２）

由图２可知，在诱导条件下不同浓度的 ＭＬＴ对
细胞内虾青素积累影响存在差异，虾青素积累量与

ＭＬＴ间存在明显的剂量效应。１０μｍｏｌ／ＬＭＬＴ诱导
的效果最好，在开始诱导９ｄ后虾青素积累开始显著
增加，１３ｄ时虾青素的含量达到最大（２６．６２ｍｇ／ｇ），

是对照组（１２．３ｍｇ／ｇ）的 ２．１６倍，高于相关报
道［２０－２１］。在ＭＬＴ浓度为５、１５μｍｏｌ／Ｌ时，虾青素
的最大含量分别为 １５．４１ｍｇ／ｇ和 ７．８６ｍｇ／ｇ。１５
μｍｏｌ／ＬＭＬＴ诱导时，可能随着ＭＬＴ浓度的提高，对
微藻细胞的生长产生了不利影响，表现为虾青素积

累量降低，黄腐酸和茉莉酸诱导雨生红球藻时也出

现了这一现象［２２－２３］，表明适宜浓度的 ＭＬＴ有利于
虾青素积累。

　注：表示同一时间与其他组差异显著（Ｐ＜０．０５）；表
示同一时间与其他组差异极显著（Ｐ＜０．０１）。下同。
图２　不同浓度ＭＬＴ对雨生红球藻虾青素含量的影响

２．３　ＭＬＴ对雨生红球藻虾青素酯积累的影响
虾青素酯是游离虾青素和脂肪酸发生酯化反

应的产物，是雨生红球藻虾青素的主要储存形式，

为了探究 ＭＬＴ对虾青素酯的影响，本研究测定了
藻细胞中的虾青素酯占总虾青素的含量，结果如

图３所示。

图３　１０μｍｏｌ／ＬＭＬＴ对雨生红球藻
虾青素酯积累的影响

　　由图３可知，１０μｍｏｌ／ＬＭＬＴ诱导的虾青素酯
的含量逐步上升，培养１５ｄ后几乎达到了１００％，而
对照组虾青素酯含量先下降后上升，除培养１ｄ外
均低于１０μｍｏｌ／ＬＭＬＴ组。可见，ＭＬＴ诱导对虾青
素酯的形成有一定的促进作用。

２．４　ＭＬＴ对雨生红球藻细胞内脂肪酸合成及组成
的影响

以０μｍｏｌ／ＬＭＬＴ诱导藻细胞为对照，１０μｍｏｌ／Ｌ
ＭＬＴ诱导的藻细胞为考察对象，探究 ＭＬＴ对雨生
红球藻中脂肪酸合成及组成的影响，结果见表１、
表２。

２２１ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０１８Ｖｏｌ４３Ｎｏ６



表１　１０μｍｏｌ／ＬＭＬＴ诱导对雨生红球藻内脂肪酸合成及组成的影响

脂肪酸
含量／％

１ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ ９ｄ １１ｄ １３ｄ １５ｄ
Ｃ１０∶０００．１０３±０．００２ ００．０３２±０．０１ Ｎｄ ００．０５７±０．０３ ００．０４１±０．０２ ００．０５９±０．０３００．０８９±０．０４ ００．１４３±０．１３８!!

Ｃ１１∶０００．１０９±０．０５! Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ
Ｃ１２∶０ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ ００．０９２±０．０３００．０９７±０．０４１００．７１２±０．２４!!

Ｃ１４∶００００．６５±０．２! ０００．８７±０．３５! ００．７１８±０．４２ ００．７３１±０．３１ ００．４６３±０．２４ ００．６８３±０．３８０１．３０３±０．５４ ０１．１３４±０．５１
Ｃ１５∶０００．２７３±０．１１ ００．２５５±０．１４ ００．３６７±０．１８! ００．３６１±０．１７! ００．２５９±０．１３ ０００．２９±０．１３００．３５５±０．１６!! ００．３４１±０．１３２!

Ｃ１５∶１ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ ００．０５４±０．００９
Ｃ１６∶０３３．５４６±１．５ ０３４．４６±２．５ ３５．４９１±１．９! ３６．８９７±２．２!! ２８．１６３±２．１ ３０．６２６±１．１ ０３１．６６±２．９ ３０．６３１±２．２
Ｃ１６∶１０１．５０９±０．２１ ０１．０５４±０．３２ ００．８４９±０．２１ ００．７０９±０．２１ ００．７２５±０．１８! ００．６８７±０．２４０００．８３±０．４２ ０１．３３４±０．５!

Ｃ１７∶０００．５６８±０．２３５!! ００．４１６±０．１８!! ００．６３６±０．３２ ００．６２９±０．２４ ００．５４２±０．１５ ００．５２３±０．１２００．５４６±０．０７! ００．５３１±０．０５
Ｃ１７∶１ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ ００．０２４±０．００８ ００．０４５±０．０２ Ｎｄ ００．０５９±０．０２９
Ｃ１８∶００３．０３５±０．１５３ ００３．０９±０．１４８!!０１．７２１±０．９６５０２．６０９±０．１２９０１．４７８±０．６５ ０２．７２２±０．４９０３．１３５±１．２３ ０３．０８３±１．１５
Ｃ１８∶１０５．７８９±１．３５ ０８．３３８±１．８９!! ０３．８７７±１．８６３０４．３１８±１．４７５０８．７５±３．２８６ ０８．１１６±３．５６００８．０９±４．０２ ０６．４４９±２．４８
Ｃ１８∶２０１６．６７±２．８３ １９．６４２±３．５２ １４．７７６±２．８５ １７．７２４±３．０１ ２６．８１±３．６５ ２５．２９５±３．２! ２３．５７７±１．９２ ２２．３７５±１．５７
Ｃ１８∶３３２．７１６±２．３７ ２７．２９９±１．３６ ３６．７３８±２．６７! ０３１．２１±２．２１! ２７．５２２±１．９２!! ２６．０５３±１．２ ２７．４６２±２．８６! ２７．８６６±２．４９!

Ｃ２０∶０００．１４７±０．０６４ ０００．０９±０．００９５ Ｎｄ ００．０８６±０．００６００．２３３±０．０５６ ００．２８２±０．１２００．２８２±０．１４ ００．２６２±０．１３
Ｃ２０∶１ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ ００．０４１±０．００４００．０４７±０．０１３ ００．０８３±０．０３ Ｎｄ Ｎｄ
Ｃ２０∶２ Ｎｄ ００．１３３±０．０２３００．０８４±０．０４３ Ｎｄ ００．２０４±０．０４９ ００．１１２±０．０３００．１１８

"

０．０１２ ００．０９６±０．０２５
Ｃ２０∶３０００．４６±０．１９８!! ００．２６３±０．０５６００．０８７±０．０２１００．１１１±０．０６５００．１６９±０．０７５!! ００．３２８±０．１５!００．２１９±０．０８９! ００．２０５±０．１０３
Ｃ２０∶４０２．８５８±０．８５６ ０２．７７４±０．９７３００３．１７±１．９４３０３．０１１±１．２１ ０２．７９９±０．４７８!! ０２．４２９±１．０２００．２８８±０．０９４０２．７５１±０．０９５
Ｃ２０∶５０１．０７７±０．２３６!! ００．８９３±０．１５３０１．３１３±０．４２３０１．１７９±０．０５６０１．１０３±０．０７６! ０００．９２±０．０８２００．９３１±０．１２８０１．０３１±０．２８３
Ｃ２１∶０ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ ００．０２４±０．００３ Ｎｄ Ｎｄ ００．０２６±０．０１２
Ｃ２２∶０００．３５６±０．１５３! ００．２０３±０．０９１００．１０６±０．０５ ００．１７８±０．０８２００．３７３±０．０２９ ００．４１１±０．１８００．７３２±０．２１９!!００．６４９±０．２５３
Ｃ２４∶０００．１３３±０．０８３ ００．１８８±０．０７６００．０６７±０．０１６００．１４９±０．０７５０００．２７±０．０９１ ００．２４４±０．１３００．２８６±０．１６３００．２６７±０．１２９
合成量 ０１０．８０±０．０８! ０１３．３６±０．０１! ０１５．３２±０．０４! ０１２．７５±０．２１ ０１１．９６±０．１２ ０１０．１１±０．１７００８．２３±０．１３ ００９．９４±０．１１

　注：Ｎｄ为低于检测浓度。下同。

表２　无ＭＬＴ处理对雨生红球藻内脂肪酸含成及组成的影响

脂肪酸
含量／％

１ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ ９ｄ １１ｄ １３ｄ １５ｄ
Ｃ１０∶０００．１２４±０．０５ ００．０６６±０．０３! ! ００．０４５±０．１９! ０００．０７±０．０２ ００．０６７±０．０３! ００００．２±０．０７!!００．１３５±０．３７! ００．０７７±０．０２
Ｃ１１∶０ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ ００．０３８±０．０１６ Ｎｄ Ｎｄ ００．０８４±０．０３!

Ｃ１２∶０ Ｎｄ Ｎｄ ００．０１５±０．０９ ００．１１２±０．０６! ００．０６１±０．０１５ ００．１６２±０．４!! ００．２２９±０．８９!! Ｎｄ
Ｃ１４∶０００．４９７±０．９６ ０００．５０±０．０７２ ００．６１８±０．９５ ００．６２９±０．１６ ００．７１２±０．０６９!! ００１．０７±０．２３!!０１．０４８±０．５１ ０１．３６８±０．４２
Ｃ１４∶１００．１４２±０．０９!! ００．０３９±０．０１! Ｎｄ ００．０４２±０．０１３! Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ
Ｃ１５∶０００．２０２±０．０９４ ００．２５４±０．１０６ ００．２９８±０．１１６００．２６６±０．１２６００．２１９±０．０９４ ００．２７９±０．０９７００．３０１±０．１５３ ００．２７９±０．１０６
Ｃ１５∶１００．２２５±０．１０７!! ００．０５５±０．０１ Ｎｄ ００．０４３±０．０１２００．０４１±０．０２ Ｎｄ ００．１２４±０．０５６!! Ｎｄ
Ｃ１６∶０３４．２１８±２．３ ３３．１５６±１．８ ３３．３６１±１．６ ３０．０９９±１．７ ２７．８８９±１．２ ３３．０６５±２．１ ２９．７９３±１．８ ０２９．２２±１．３
Ｃ１６∶１００１．０３±０．２８ ００．８５７±０．２４ ００．８４５±０．２１ ００．５７４±０．１４ ００．５０１±０．１２ ００．７３２±０．１６０００．７６±０．１８ ００．８０５±０．２１
Ｃ１７∶０００．２０７±０．１２ ００．２２５±０．１１ ０００．９４±０．２５! ００．５５８±０．１８ ００．４６２±０．１３ ００．４７４±０．１７００．３７５±０．１１ ００．４９６±０．１３
Ｃ１７∶１ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ ００．０１２±０．００９ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ
Ｃ１８∶００３．６７７±１．３ ０１．９２１±０．９３ ０５．０４５±０．８!! ０２．８４１±０．６３ ０３．４３９±０．５４!! ０４．８６２±０．８３! ０４．９７６±０．９１! ０４．２２２±０．７３
Ｃ１８∶１０７．１２１±１．６! ０５．３５２±１．４ ０８．１７１±２．３!! ０９．６８３±０．７９!! １３．３１３±１．２３! ００７．０６±０．５７１０．４６６±１．１ ０９．７１２±１．２
Ｃ１８∶２１５．３８１±２．１ １８．５７２±１．６３ １９．５５９±２．８３! ２３．４９９±２．６３! ２７．４９６±１．８９ ２１．５９６±２．１５２５．４７７±２．３６ ２５．９３１±２．７３
Ｃ１８∶３３０．７８２±０．２３ ３２．４９３±０．２１! ２７．６１８±１．８９ ２７．００２±１．７６ ２１．６６７±１．５６ ２５．３９６±２．８３２１．８７１±１．５７ ２２．０９１±１．２
Ｃ２０∶０００．３５２±０．１５!! Ｎｄ ００．０６５±０．０２３００．２３８±０．０８９００．３６１±０．１２ ００．２０８±０．９７００．２５２±０．１０２ ００．４３７±０．１３!

Ｃ２０∶１００．１９１±０．０９２! ０００．０５±０．０１４ ００．０６２±０．０１５０００．０７±０．０２ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ
Ｃ２０∶２０００．３７±０．１６! ００．２７７±０．１０２! ００．０４１±０．０２１００．１２６±０．０９８００．１５３±０．０９４ ００．０８４±０．０２ Ｎｄ ００．０７３±０．０３
Ｃ２０∶３００．０７４±０．０２１ ００．２０１±０．０９８ ００．０９１±０．０２９００．１２２±０．０５ ００．０７９±０．０２４ Ｎｄ Ｎｄ ００．２８７±０．１０２
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续表２

脂肪酸
含量／％

１ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ ９ｄ １１ｄ １３ｄ １５ｄ
Ｃ２０∶４０２．８５２±０．１８ ０３．３４９±０．１３ ０２．２３２±０．０９６０２．５５９±０．１２ Ｎｄ ０２．７３８±０．１４０２．９０９±０．１１!! ００２．５５２±０．０９２
Ｃ２０∶５００．４１４±０．１７ ０１．０２７±０．２８ ００．７９５±０．１５ ００．９１４±０．１８ ００．６５７±０．１４ ０１．３２５±０．２３００．７４４±０．１９ ００１．０３１±０．３２１
Ｃ２１∶０００．７６３±０．２７! ０１．０７５±０．３７! Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ
Ｃ２２∶０００．１９２±０．０６７ ００．２２７±０．０９４ ００．１０７±０．０５８００．３２９±０．０６８! ００．４１８±０．０９４ ００．５６３±０．１８００．２４９±０．１０２ ０００．７５４±０．２１
Ｃ２２∶１００．４８１±０．１５ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ
Ｃ２３∶０ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ Ｎｄ ０２．１３５±０．１６! Ｎｄ Ｎｄ ０００．０３３±０．０１１
Ｃ２４∶０００．７０５±０．２４９!! ００．３０２±０．１２２ ００．０９２±０．０１３００．２１２±０．０９６００．２９２±０．０９３ ００．１８６±０．０７４００．２９１±０．０９８ ０００．５４８±０．１８!

合成量 ００８．３９±０．０４ ０１１．７６±０．０６ ０１２．３５±０．０３ ０１４．８１±０．１７ ０１４．２７±０．２３! ０１３．８７±０．２１!０１２．４３±０．１３!! ０１１．８６７±０．１１!

　　由表１、表２可知，１０μｍｏｌ／ＬＭＬＴ诱导的雨生
红球藻细胞中脂肪酸合成量逐渐升高，在５ｄ时达
到最高（占干重的１５．３２％ ±０．０４％），是对照组的
１．２４倍，随后开始下降，１３ｄ时达到最低（８．３２％±
０．１３％），低于同期的对照组，而对照组在培养７ｄ
时达到最大（１４８１％ ±０．１７％），进而逐步下降。
雨生红球藻中脂肪酸主要为 Ｃ１６∶０、Ｃ１８∶０、Ｃ１８∶１、
Ｃ１８∶２和Ｃ１８∶３。随培养时间的延长，Ｃ１６∶０含量先
升高，达到３６８９７％，高于对照组峰值（３４２１８％），
随后呈下降趋势；Ｃ１８脂肪酸除 Ｃ１８∶３峰值
（３６７３８％）高于对照组峰值（３２．４９３％）外，其他均
低于对照组。ＭＬＴ诱导的微藻细胞脂肪酸合成量
的最大值高于对照组，这种现象可能是因为：ＭＬＴ
是一种抗氧化剂，能一定程度上防止脂肪酸过氧化，

增加脂肪酸的合成量；而脂肪酸在二酰基甘油酰基

转移酶系的作用下与游离虾青素反应生成虾青素

酯，使游离虾青素储存在富含三酰甘油的脂质体中，

避免了游离虾青素对类胡萝卜素合成的反馈抑制，

进而促进了虾青素的积累。本研究中，１０μｍｏｌ／Ｌ
ＭＬＴ诱导条件下，雨生红球藻中脂肪酸和虾青素酯

含量提高证实了这一观点。Ｓｈａｎｇ等［２４］也发现外源

添加抗氧化剂茴香醚能够促进脂肪酸合成，从而提

高虾青素的积累。

２．５　ＭＬＴ对细胞内ＡＣＣａｓｅ和ＰＥＰＣａｓｅ的影响（见
图４）

ＡＣＣａｓｅ和ＰＥＰＣａｓｅ是脂肪酸生物合成途径中
的关键酶。ＡＣＣａｓｅ能催化乙酰辅酶 Ａ羧化成丙二
酰辅酶 Ａ，丙二酰辅酶 Ａ用于后续的脂肪酸合
成［２５］；ＰＥＰＣａｓｅ催化磷酸烯醇式丙酮酸和 ＨＣＯ－３ 反
应生成草酰乙酸，而脂肪酸合成途径中磷酸烯醇式

丙酮酸进一步反应生成丙酮酸。由图４可知，在整
个培养阶段１０μｍｏｌ／ＬＭＬＴ诱导组ＰＥＰＣａｓｅ活性明
显低于对照，ＭＬＴ诱导组的 ＡＣＣａｓｅ活性高于对照。
结果表明 １０μｍｏｌ／ＬＭＬＴ能提高雨生红球藻中
ＡＣＣａｓｅ活性，降低ＰＥＰＣａｓｅ活性，可能是１０μｍｏｌ／Ｌ
ＭＬＴ诱导提高了 ＡＣＣａｓｅ酶基因的表达量，降低
ＰＥＰＣａｓｅ酶基因的表达量，进而促进了脂肪酸合成。
由于脂肪酸和虾青素合成途径相互协同［１４］，从而提

高了虾青素的积累量。

　　　　
图４　１０μｍｏｌ／ＬＭＬＴ诱导对微藻ＰＥＰＣａｓｅ和ＡＣＣａｓｅ活性的影响

３　结　论
适量浓度的 ＭＬＴ有利于促进雨生红球藻中虾

青素的积累和脂肪酸合成。添加１０μｍｏｌ／ＬＭＬＴ
时，雨生红球藻中虾青素含量和脂肪酸合成量分

别在１３ｄ和５ｄ达到最大值，是对照组的２．１６倍

和１２４倍。此外，通过分析脂肪酸合成量、组成
及关键酶活性的变化，表明在 ＭＬＴ的诱导下
ＡＣＣａｓｅ活性升高，而ＰＥＰＣａｓｅ活性降低，从而促进
了雨生红球藻细胞中脂肪酸的合成及虾青素酯的

积累。

４２１ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０１８Ｖｏｌ４３Ｎｏ６
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