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　　虾青素 (astaxanthin) 是一种具有极强抗氧化活

性的类胡萝卜素 ,超强的抗氧化活性赋予了虾青素

突出的生理功能 ,如提高动物免疫力、抑制肿瘤、清除

自由基和活性氧等。虾青素具有广泛的应用价值 ,不

仅可以用作水产养殖的饵料添加剂、人的食品添加

剂 ,在药品、化妆品和高级营养保健品等领域也有非

常大的应用潜力。

雨生红球藻 ( Haematococcus pl uvialis)是一种单

细胞淡水绿藻 ,在分类学上属于绿藻门 ( Chloropha2
ta) 、绿藻纲 (Chlorophyceae) 、团藻目 (Volvocales) 、红

球藻科 ( Haematococcaceae) 、红球藻属 ( Haematococ2
cus) 。雨生红球藻在多种不适宜生长的外界环境条

件下都会在细胞核周围的细胞质基质中加速积累次

生类胡萝卜素 [1 ] ,其中 80 %以上为虾青素及其酯

类 [2 ] 。雨生红球藻中虾青素的积累量可高达细胞干
质量的 4 % ,是其他生物虾青素合成积累量的一到几

个数量级 ,是目前首选的天然虾青素合成生物。但虾

青素的大量积累总是发生在不适于生物量积累的环

境胁迫条件下 ,虾青素积累与生物量积累之间的矛

盾是限制利用红球藻高效生产虾青素的根本问题。

近年来 ,国内外从与虾青素合成有关的诱导条

件、红球藻细胞的光合变化、细胞形态变化、显微结构

变化、生化指标以及合成酶表达的分子调控等方面进

行了分析研究 ,目前已经有大量相关的实验报道。下

面分别从几个方面对目前所取得的进展做一综述。

1 　雨生红球藻积累虾青素的条件

1. 1 　光照
光照是红球藻诱导虾青素大量积累最重要的因

子 ,高强度光照下虾青素的合成会得到促进。Bouss2
iba 和 Vonshak 在实验中观察到 , 在高光照强度
(8 500 lx)下 ,虾青素的积累量可达 65 pg/ 个细胞 ,而

在较低的光照强度下 (4 000 lx) ,每个细胞中平均仅

有 8 pg 的虾青素积累 [3 ] 。他们同时也观察到 ,虾青

素的加速合成总是伴随着细胞分裂速度的下降 ,虾青

素开始积累的时间也正是细胞分裂开始减速的时间。

因此他们认为 ,强光照条件下虾青素的积累可能与不

适宜的光照引起的细胞分裂减少有关。

许多研究者认为 ,红球藻中虾青素大量合成的诱

发因子可能是光合反应引起的氧胁迫 ,而不是光本

身 [4 ,5 ] 。一般认为 ,红球藻中虾青素合成所需的适宜

光照强度为 7 000～14 000 lx[3 ] ,而红球藻细胞在营

自养生长时其生物量增长适宜的光照强度为 2 500～

4 500 lx[6 ] 。

尽管高光照强度是虾青素合成的重要因子 ,但光

照并不是虾青素合成的必要条件 ,在异养条件下没有

光照条件它也能以较慢的速度合成虾青素 [7 ] 。

1. 2 　温度
红球藻适宜的生长温度为 20 ℃左右 ,提高温度

有利于红球藻中虾青素的积累 [6 ] 。Borowitzka 等 [8 ]

观察到红球藻在 15 ℃时基本上全部表现为绿色的游

动细胞 ;培养温度升高到 25 ℃时 ,有部分细胞转化成

积累大量虾青素的红色厚壁孢子 ;而在 28 ℃培养 20

d ,细胞即全部转化成了厚壁孢子。Tjahjono 等 [9 ] 认

为高温促进了活性氧的产生 ,而活性氧最终有利于虾

青素的高积累。另外也可能是较高的培养温度抑制

了红球藻细胞的正常分裂生长 ,从而使虾青素的相对

含量提高。

1. 3 　营养盐
在雨生红球藻的培养中 ,氮的缺乏会引起红球藻
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中虾青素的大量积累。如 Borowitzka 等 [8 ] 在实验中
观察到 ,红球藻的绿色游动细胞在含 0. 01 g/ L 的
KNO3培养基中培养 10 d 即全部转变成红色细胞 ;而
在 0. 1 g/ L 的 KNO3浓度下 ,38 d 时才有部分红色细
胞形成。虾青素的合成量与氮的含量密切相关 ,如在
Orosa 等 [11 ]的实验中 ,在 0、0. 15、0. 25、0. 5 g/ L 等不
同 NaNO3浓度下每个细胞中的虾青素合成量分别为

24. 5、5. 5、0. 6 和 0 pg。但 Boussiba 等 [3 ]认为虾青素
合成不能没有氮 ,这很可能是反应在红球藻细胞为
支持虾青素的大量积累而连续合成蛋白质对氮的需
要上。

合成类胡萝卜素的前体化合物 (如甲羟戊酸盐、
丙酮酸盐)对虾青素的合成起促进作用。当向红球藻
生长相中加入或多或少的醋酸盐时 ,会很快诱导运
动细胞向厚壁孢子转变并加速积累虾青素 ,但醋酸
盐的浓度对虾青素的合成量影响不大 [6 ,8 ] 。醋酸盐
对虾青素积累的促进作用分别受到 DNA 转录和蛋
白翻译抑制剂放线菌素 D 和放线菌酮的阻抑 ,说明
醋酸盐的这种调控作用发生在虾青素合成酶的基因
转录水平上 [5 ] 。仅在红球藻的生长相添加醋酸盐会
诱导细胞形成富含虾青素的厚壁孢子 ;当醋酸盐与
高浓度的硝酸盐一同加入时 ,红球藻内虾青素的合
成受到剧烈抑制 ,这表明虾青素的合成可能受到碳
氮比的影响 [7 ] 。

二价铁离子能够加强醋酸盐对虾青素合成的促
进作用 ,这种促进作用不要求蛋白质的从头合成 ,推
测其机理可能是由于 Fe2 + 的加入引起虾青素合成酶
系活化 ,但这种促进作用受到自由基 HO ·的猝灭剂
KI的抑制 ,从而暗示着 Fe2 + 对虾青素合成的促进作
用可能需要通过铁催化的 Fenton 反应产生的羟基自
由基来实现 [5 ] 。

Borowitzka 等 [8 ]的实验证明 ,高磷促进虾青素的
合成。在该实验的 5 个不同磷浓度处理组中 ,最低磷
浓度处理组在培养 45 d 中始终没有红色细胞产生 ,

其余组磷浓度越高其虾青素合成越早且红色细胞比
例越大 ,其中在 0. 2 g/ L 的磷浓度下处理 10 d 红球
藻即已全部转化成红色细胞。在所有 5 组处理中 ,细
胞的分裂速度和最终细胞的产量是没有区别的 ,因
此 ,高磷对虾青素积累的促进作用与细胞分裂速度
无关。但是 Boussiba 等 [3 ] 的实验结果却表明 :磷缺
乏时会引起虾青素的积累 ,尽管在此胁迫条件下细
胞分裂停止 ,但这种积累可以一直持续到细胞停止
分裂后 21 d ,说明在此条件下虾青素的积累可能不
仅与细胞的停止分裂有关。对这两种相互矛盾的实
验结果目前还没有可信的解释。

一定浓度 (0. 8 %～1 %) 的 NaCl 有利于虾青素
的合成 [3 ,8 ] 。但在虾青素的合成同时 ,伴随着细胞分
裂的停止 ,因而 ,NaCl 可能是通过阻止细胞的分裂来

间接影响虾青素的含量的。

1. 4 　活性氧
很多实验表明红球藻中虾青素的合成与体内的

活性氧基团有关。在 Kobayashi 等 [5 ] 的实验中 4 种
活性氧的产生试剂皆能替代 Fe2 + 增强醋酸盐对虾青
素合成的促进作用 ,活性氧清除剂的加入能够抑制这
种促进作用 ,该实验直接证明了活性氧能促进红球藻
中虾青素的合成 ,但这一促进作用是直接导致虾青素
的积累还是一种间接效果 ,该实验没有给出证据。也
有大量的实验可以作为活性氧与虾青素合成有关的
间接证据 ,即诱导虾青素积累的多种环境胁迫可以同
时诱导产生活性氧 ,如高光强 [3 ] ,干燥 [10 ] ,高盐 [12 ] ,

高温 [9 ]等。众多研究者认为虾青素的合成是红球藻
细胞对逆境产生的氧胁迫的适应反应。Kobayashi

等 [15 ]的实验中富含虾青素的厚壁细胞比虾青素含量
较低的游动细胞更能忍耐过量的活性氧 ,这从另一方
面提示了虾青素可能是应氧胁迫而产生的。

1. 5 　细胞分裂抑制剂
Boussiba 和 Vonshak[3 ] 为了分析红球藻的细胞

分裂与虾青素积累之间的关系 ,研究了细胞分裂抑制
剂长春碱对虾青素积累的影响。结果表明 , 在
2 mg/ L和 5 mg/ L 的浓度处理下细胞分裂完全被抑
制 ,随后 1～2 d 单个细胞中虾青素的含量也随即开
始上升。

1. 6 　其它因素
除以上各影响因素外 ,干燥 [10 ] 、机械胁迫 [13 ] 等

也会促进虾青素的积累。

2 　虾青素积累的生理机制

2. 1 　虾青素积累与光合保护
雨生红球藻虾青素积累机制的理论假设中 ,影响

最大的是光保护学说 [14 , 15 ] 。这一学说认为虾青素的
产生是雨生红球藻这一生物体对自身进行光保护的
防御反应。

Kobayashi 等的研究小组支持这一学说 ,他们的
证据主要来自于下面的实验结果 :虾青素能够清除光
合过程中产生的大量活性氧 ,从而保护光合器官和光
合色素免受氧自由基的破坏。红球藻中虾青素的主
要存在形式 ———虾青素酯无论是在疏水还是亲水环
境下皆具有很强的抗氧化活性 [14 ] 。他们又比较了含
大量虾青素的红色厚壁孢子与含少量虾青素的绿色
细胞对 UV2B 的忍耐力 ,结果表明 :前者抵制 UV2B

的能力比后者强 6 倍 ;被虾青素合成抑制剂 Norflu2
razon 降低虾青素含量的厚壁孢子对 UV2B 的抵制能
力下降了 30 %～50 % ;并且在 UV2B 辐照过程中虾
青素的含量下降。因而 ,他们认为虾青素在红球藻中
通过消除光辐射产生的活性氧对光合器官起保护作
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用 [15 ] 。在其他生物体中类胡萝卜素能够通过猝灭光
合过程中产生的氧自由基而起到光保护作用 ,但这
种作用要求猝灭剂与光敏色素之间的近距离接触 ,

也就是类胡萝卜素必须是存在于光合色素膜上。但
雨生红球藻中虾青素是直接分布在细胞质中的脂质
体中而非叶绿体膜上 ,是否是光合器官中产生的高
浓度的活性氧分子能够跨过生物膜释放到细胞质
中 ,在细胞质中再由虾青素完成活性氧的熄灭 ,目前
还没有直接的实验证明。

此外 ,还存在另一光保护理论。在红球藻细胞中
随着虾青素的积累 ,其聚集而成的色素颗粒逐渐增
多 ,并相互融合而增大体积 ,色素沉积的部位也由最
初的核周围向四周扩展直至占据细胞的大部分区
域 [31 ] 。虾青素的这种扩散作用导致其对杯状载色体
的遮光增强 ,从而防止光抑制发生 ,使红球藻细胞具
有更强的耐高光强能力。

2. 2 　虾青素合成与细胞分裂和细胞形态
Boussiba 和 Vonshak [3 ] 在实验中发现抑制细胞

分裂的环境因素和细胞分裂抑制剂对单个细胞中虾
青素的积累量皆有明显的影响 ,因而他们认为虾青
素积累的诱导总是发生在细胞分裂受到干扰时 ,细
胞分裂速度的降低是红球藻中虾青素合成的必要前
提。但 Lee 和 Ding[16 ]认为 ,红球藻中虾青素的积累
只是其细胞分裂速率低于虾青素累积速率从而导致
的单个细胞中虾青素绝对量增加的结果。

虾青素的积累曾被认为与厚壁孢子的形成密切
相关 [3 ,8 ] ,但大量实验证明红球藻细胞中虾青素的合
成也可以发生在细胞的活跃生长期 ,且其运动细胞
能以与不动细胞同样快的速度合成虾青素。由于运
动细胞积累虾青素的速率较细胞分裂慢 ,因而在培
养过程中这些细胞内的虾青素含量逐步降低。这种
现象通常被错认为成红球藻运动细胞不合成虾青素
的证据。在显微镜下所看到的运动细胞中所具有的
色素颗粒 [31 ]也是一个很好的证据。

因此可以说 ,红球藻中虾青素的合成并不依赖
于细胞分裂的停滞、厚壁孢子的形成以及细胞运动
能力的丧失 ,只是在大多数情况下 ,在没有运动能力 ,

且分裂速度极低的细胞中 ,尤其是当这种细胞发展
到后期即厚壁孢子期 ,由于虾青素在单个细胞内的
长期积累导致了裸眼可见的比较明显的特征。

3　虾青素在雨生红球藻中的生物合成途径

近年来 ,通过使用特异性抑制剂 [17 ] ,已经阐明了
红球藻中虾青素的生物合成途径 ,并克隆了途径中
的关键酶基因 [18～20 ,25 ] 。该合成途径一般由丙酮酸盐
和 32磷酸甘油醛从头合成 ,先形成五碳的异戊烯焦
磷酸 ( IPP) ,再转化成同分异构体的二甲基丙烯焦磷
酸 (DMA PP) 。由三分子的 DMA PP 和一分子的 IPP

经三步缩合反应形成廿碳的 GGPP。在八氢番茄红
素合成酶 ( PSY)的作用下 ,2 分子的 GGPP 缩合形成
四十碳的八氢番茄红素。八氢番茄红素在八氢番茄
红素去饱和酶 ( PDS) 和ζ2胡萝卜素去饱和酶 ( ZDS)

的催化下 ,经 4 步脱氢去饱和反应形成番茄红素。番
茄红素在番茄红素β环化酶的作用下 ,进一步环化后
形成β2胡萝卜素。β2胡萝卜素 C3 ,C3′和 C4 ,C4′分别
经过羟基化和酮基化最终形成虾青素。β2胡萝卜素
可以先在 C23 ,3′位羟基化形成中间产物β2隐黄质和
玉米黄素 ,再在 C24 位氧化形成中间产物 32二羟基2
22酮2β2胡萝卜素 ,进一步氧化最后形成虾青素。β2胡
萝卜素也可以先在 C24 ,4′氧化形成中间产物海胆酮
和角黄质 ,再在 C23 位羟基化形成中间产物 42二酮2
32羟基2β2胡萝卜素 ,进一步将在 C23′位羟基化形成虾
青素。

IPP 异构酶 ( IPI) 催化 IPP 向其同分异构体
DMA PP 的转化 ,在高等植物中该过程是类胡萝卜素
合成的一个限速步骤 [21 ] 。Sun 等 [22 ]在红球藻中分离
到了该酶的两个序列不完全相同的 cDNA 克隆 ,它
们分别编码大小为 34 ku 和 32. 5 ku 的多肽 ,其中只
有 32. 5 ku 多肽的表达量能够被强光诱导 ,且在厚壁
孢子中可见 ,而较大的多肽既不能被强光诱导 ,也不
存在于厚壁孢子中 ,因而推测是前者参与了细胞质脂
质中虾青素的合成。类胡萝卜素生物合成途径中的
第一个特征反应是由八氢番茄红素合成酶 ( PSY) 完
成的 ,已从红球藻中克隆到了该酶的具有完整编码框
的 cDNA 序列 ( GenBank 序列号 : A F305430) [23 ] 。它
的氨基酸序列和蓝藻、高等植物中具有同样功能的
CrtB 很类似 ,都有两个相同的保守序列。与细菌
CrtB 氨基酸序列相比较 ,发现红球藻 PSY具有一个
延长的 N 末端 ,这很可能是叶绿体定位功能序列。
Grunewald 等 [24 ]最早克隆了八氢番茄红素去饱和酶
( PDS)的部分 cDNA 序列 ( GenBank 序列号 :X86783)

并对该酶进行了定位 ,发现它只存在于红球藻的叶绿
体中 ,其催化产物必须被运输到细胞质脂质球中进行
氧化和积累。番茄红素β环化酶 (LCYB)催化番茄红
素环化形成β2胡萝卜素 ,其相对分子量约为 50 ku ,

Steinbrenner 和 Linden[28 ]已从雨生红球藻中克隆获
得了该基因的 cDNA 序列。β2胡萝卜素羟化酶是双
功能酶 ,能分别以β2胡萝卜素和角黄质为底物 ,现已
从红球藻中克隆了 Crt Z 的 cDNA 序列 ( GenBank 序
列号 :AF162276) ,其推导的氨基酸序列含有 4 个极
保守的组氨酸组 ,目前还没有在红球藻中对该酶进行
细胞定位 [20 ] 。能在类胡萝卜素的 C4 和 C4′为上引
入酮基的酶 ,称为β2胡萝卜素酮化酶 (B KT) 或氧化
酶 (CrtO) 。已从红球藻中分别克隆了 bkt、crtO 和
bkt3 三个基因的 cDNA 全序列 ( GenBank 序列号分
别为 :D45881 ,AR079860) ,该酶也是双功能酶 ,能分
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别以β2胡萝卜素和玉米黄素为底物 [18 ,25 ,27 ] 。β2胡萝
卜素羟基化酶和β2胡萝卜素酮化酶与脂肪酸去饱和
酶相似 ,都是含有两个铁离子和组氨酸残基的膜蛋
白 ,催化时都需要分子氧和铁的刺激 [19 ] 。采用膜系
统的免疫标记和 Western 杂交分析 ,发现在诱导条件
下该两酶都可同时存在于叶绿体和细胞质脂质球
中 ,但β2胡萝卜素酮化酶的活性只表现在细胞质脂
质球中 [26 ] 。

4 　虾青素积累的分子机制研究进展

目前已有人从虾青素合成酶系基因的表达水平
上分析影响虾青素合成的调控机制 [22～28 ] 。Stein2
brenner 和 Linden[23 ]用 Northern 杂交的方法研究了
虾青素合成酶基因 psy 和从 crt Z 在不同环境胁迫下
的表达情况。在最有效的虾青素诱导条件 ———同时
施加醋酸钠、硫酸亚铁和强光照射时 ,48 h 内 psy 和
从 crt Z 的 mRNA 水平都有一个稳定的大幅度上升 ,

而虾青素在诱导 72 h 后达到最高水平 (13. 5 mg/ g) 。
这说明环境胁迫下虾青素的合成调控至少是部分发
生在合成酶基因的转录水平上。只施加强光照射或
只添加醋酸钠时 ,该两酶的 mRNA 水平也都有一定
程度的上升 ,但转录量低且转录较晚 ,虾青素的最终
积累量也较低 ,说明高强度光照有利于虾青素的积
累但不是诱导虾青素积累的唯一和必要条件。在同
样的诱导条件下 ,光合电子传递链抑制剂的加入抑
制了该两酶基因的转录 ,说明虾青素的合成还是需
要一定的光合量支持。二价铁离子的添加与否 ,不影
响这两个酶的 mRNA 水平 ,但虾青素的积累量却有
很大差别 ,说明 Fe2 + 对虾青素合成的影响不发生在
转录水平上 ,这印证了 Kobayashi 等 [5 ]的研究结果。

同样 ,在 Grunewald 等 [24 ]的实验中也观察到 ,在
胁迫条件下虾青素合成酶基因 p ds 和 crtO 的基因转
录水平均上调。在施加强光和氮缺失的诱导条件后
1. 5 d ,crtO mRNA 的含量在单个细胞中持续上升 ,4

d 后达到最高水平 ;与此同时 ,细胞内类胡萝卜素的
含量也在同步上升。在诱导条件下 ,pds 的 mRNA

转录量也呈线性上升 ,4 d 后达到最大值 ,随后缓慢
下降。在此期间 ,作者也检测到细胞内该两酶酶量的
增加。这说明 ,胁迫条件下 ,虾青素的合成也是受
PDS 和 CrtO 酶基因的转录调控的。Huang 等 [27 ] 也
通过实验证实了在光照或醋酸盐胁迫下 ,雨生红球
藻中虾青素的快速积累伴随着三个β2胡萝卜素酮化
酶基因表达量的急剧增加。Sun 等 [22 ] 的实验中发
现 ,在强光诱导下 , IPP 异构酶的 mRNA 和 32. 5 ku

蛋白的水平都有一个明显的提高。
由此可见 ,红球藻中虾青素的积累与合成酶基

因 mRNA 转录水平上的调控有关。但高强度光照、
醋酸盐等诱导条件是如何刺激次生类胡萝卜素合成

酶基因的转录 ? 刘建国等 [32 ]发现在细胞培养液中会
积累一种脂溶性的信号物质 ,诱导了富含虾青素的不
动细胞的生成。Steinbrenner 和 Linden[28 ] 通过不同
的电子传递链抑制剂的作用发现番茄红素β环化酶
基因 lcyb以及 psy 、p ds 和 crt Z 在环境胁迫下的上调
表达受细胞光合氧化还原状态控制 ,信号物质为电子
传递链中的质体醌。

5 　展望

目前虾青素作为天然色素和生物活性物质受到
了极大的重视 ,具有广阔的应用前景和巨大的市场潜
力。随着人们对雨生红球藻虾青素积累条件、生理生
化过程、酶学基础以及基因表达水平等认识的逐步清
晰以及基因工程手段的逐步成熟 ,对虾青素在雨生红
球藻中积累的分子机制研究如虾青素合成酶基因应
答环境胁迫的表达调控机制将会是新一轮研究的热
点 ,也将是根本性地改变雨生红球藻虾青素生产限制
问题的唯一途径。作者所在的实验室已经围绕这个
主题开展了部分工作 [29～30 ] 。
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