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褪黑素对雨生红球藻(Haematococcus pluvialis) 

生理和虾青素积累的影响* 
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(昆明理工大学生命科学与技术学院  昆明  650500) 

摘要     本实验初步研究了不同浓度褪黑素 (melatonin, MLT)对胁迫条件下雨生红球藻

Haematococcus pluvialis LUGU生长、虾青素、相关生理指标及基因表达的影响。结果表明, 10μmol/L 

MLT可显著提高藻细胞中虾青素产量(31.32mg/g), 是对照组(13.27mg/g)的 2.36倍; 碳水化合物和蛋

白含量同比提高了 1.36、1.37倍。此外, 虾青素合成相关基因 pds和 bkt的表达水平分别提高了 5.79

和 12.16倍。研究表明, MLT可显著促进雨生红球藻中虾青素的积累, 为利用微藻生产虾青素提供了

一种有效的策略。 
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虾青素(3,3’-二羟基-β,β-胡萝卜素-4,4’-二酮)是

一种红色酮类胡萝卜素, 具有强抗氧化性、中和自由

基、清除活性氧的特性(Fasstt et al, 2012; Han et al, 

2013), 在食品、水产养殖、化妆品以及医药保健等方

面应用广泛, 具有较高的商业价值(Guerin et al, 2003; 

Li et al, 2011; 韩春梅等, 2014)。虾青素的主要来源有

雨生红球藻、真菌和水产品废弃物等(梁英等, 2009), 

其中雨生红球藻在生物或非生物胁迫下能够积累虾

青素(Su et al, 2014), 含量最高可达细胞干重的 5% 

(Poonkum et al, 2015), 积累量高于其它天然虾青素

来源。因此, 雨生红球藻广泛应用于虾青素的生产, 

却存在着生产成本高、产量低等问题, 采用有效策略

提高雨生红球藻虾青素产量就显得尤为重要。 

近几年来, 外源添加一些化合物, 诱导、刺激雨

生红球藻细胞的生长和虾青素的积累 , 成为虾青素

生产和研究领域的热点。有报道显示, 添加抗氧化剂

黄腐酸和茴香醚作为诱导子 , 与对照相比雨生红球

藻虾青素含量分别增加 86.89%和 105%(Zhao et al, 

2015; 丁巍等, 2017)。MLT是色氨酸的一种衍生物,  

也是一种抗氧化剂, 最初发现于牛的松果体中, 随后

发现广泛存在于动物、植物以及微生物中(Reiter et al, 

2000; Tan et al, 2003), 有研究表明 MLT能降低活性

氧、清除自由基、调节生物周期节律和光合作用等功

能(Tan et al, 2012; Shi et al, 2015), 从而对生物体代

谢途径进行调控。PDS(八青番茄红素脱氢酶 )和

BKT(类胡萝卜素酮酶)是雨生红球藻虾青素合成中的

关键酶, 即八青番茄红素经 PDS 催化生成 ζ-胡萝卜

素, 为进一步生成 β-胡萝卜素提供原料; β-胡萝卜素

经 BKT催化生成海胆酮, 在 BKT催化下进而合成角

黄质, 最后合成虾青素。大量研究发现 pds 和 bkt 基

因对虾青素合成至关重要, 达到某一阈值时, 雨生红

球藻开始积累虾青素(Huang et al, 2006; Gwak et al, 

2014; Huang et al, 2016)。先前研究表明褪黑素能大

幅提高单针藻(Monoraphidium sp.)中脂肪酸含量(Li 

et al, 2017), 而脂肪酸含量的增加有利于虾青素的

积累(Chen et al, 2015; Liang et al, 2015), 这就为本

研究将褪黑素用于雨生红球藻诱导产虾青素提供了

理论依据。 
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1  材料与方法 

1.1  实验材料与培养条件 

雨生红球藻 Haematococcus pluvialis LUGU由本

实验室筛选、保存。 

本 实 验 选 用 Bold’s Basal Medium (BBM) 

(Ebrahimian et al, 2014)为藻种生长的基础培养基, 诱

导期使用缺氮的 BBM 培养基。生长培养条件: 温度

(25±1)ºC, 光照强度 2800 lx, 持续通入 0.1vvm 的无

菌空气 , 培养 10d。诱导培养条件 : 温度 (27±1)ºC, 

12000 lx 持续光照, 连续通入 0.04vvm 的无菌空气, 

培养 15d。 

1.2  实验方法 

将 MLT溶于乙醇中配制成浓度为 0.21mol/L的

MLT 母液 , 备用。离心收集培养后的微藻 , 无菌水

洗去培养基 , 重悬浮于诱导培养基中 , 加入MLT使

得浓度为 0、5、10 和 15μmol/L (保持加入相同的乙

醇), 每个梯度设置三个平行样。进行隔天取样, 测

定各项指标。 

1.3  分析方法 

1.3.1  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, 经冷冻、干燥后, 称

重, 计算出单位体积藻液中的生物量, 公式如下:  

细胞生物量(g/L) = 藻粉干重/藻液体积 

1.3.2  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。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, 使用超纯水洗三次, 加入 5mL 甲醇-二氯

甲烷(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(waters, 25cm×4.6mm, 5mm)流动相 A(丙酮)和

流动相 B(甲醇︰水 =9 ︰ 1, V/V)遵循 : 25min B 

80%—20%, 10min 20% B, 5min B 20%—80%, 流速

为 1.25mL / min; 检测器为 Waters 996光电二极管阵

列检测器, 进样量为 30μL, 测定波长 476nm, 积分得

到虾青素质量浓度 C(mg/L)。进而计算出虾青素含量

公式如下:  

虾青素含量(mg/g) = 虾青素质量浓度/细胞生物量 

1.3.3  细胞内总叶绿素、蛋白质和碳水化合物含量以

及褪黑素消耗的测定    为了检测细胞内生理参数 

(总叶绿素、蛋白质和碳水化合物 ), 离心收集了

5mL 诱导阶段的藻细胞 , 蒸馏水水洗两次 , 将藻细

胞磨碎 , 使用 90%丙酮重复提取直至细胞变成无

色。在 663nm 和 645nm 测定混合萃取物的吸光度 , 

按照 Arnon(1949)的方法计算总叶绿素的含量。以

牛血清蛋白作为标准 , 按照 Berges 等(1993)的方法

提取和检测总蛋白的含量。用不同葡萄糖浓度制备

标准曲线 , 对照组和 MLT 诱导组的冻干藻粉用于

分析总碳水化合物含量(Ma et al, 2016)。按照 Li 等

(2017)的方法使用高效液相色谱测定培养基中褪黑

素的含量。  

1.3.4  测定雨生红球藻虾青素合成相关酶基因表达

量    为了探究 MLT 诱导对虾青素生物合成相关基

因的影响, 本试验使用 Primer 5.0 设计, 上海生工合

成 bkt和 pds酶基因的上下游扩增引物(表 1), 扩增后

产物经上海生工测序后 BLAST 比对, 以此为模板设

计荧光定量引物(表 2)。 

表 1  酶基因克隆引物表 
Tab.1  Enzyme genes clone PCR Primer 

引物 引物序列(5′—3′) 退火温度

bkt F GACCTGCACTGGGAGCACCAC 

bkt R GACGTTGGCCACCGCTACTGA 
62ºC 

pds F TCCATGATCTTTGCCATGC 

pds R CGGGAGTTGAACATGAGGTC 
60ºC 

 
收集藻细胞, 保存在–80ºC, 备用。在液氮中将藻

细胞磨成粉状, 使用 Trizol法提取总 RNA, 利用逆转

录试剂盒 TaKaRa 逆转录合成 cDNA, 以此为模板进

行 RT-PCR扩增, 通过 ABI 7500荧光定量仪对 pds和

bkt 基 因 表 达 量 进 行 定 量 , 以 18S ( 引 物 : 

5′-CGGTCTGCCTCTGGTATG-3′与 5′-GCTTGCTTT 

GAACACGCT-3′)基因作为内标来调节 RNA 的用量

和循环数 , 使内标基因在不同浓度诱导下的表达丰

度一致。 

表 2  酶基因荧光定量引物 
Tab.2  Enzyme genes PCR Primer for RT-PCR 

引物 引物序列(5′—3′) 退火温度 

bkt F CAATCTTGTCAGCATTCCGC 

bkt R CAGGAAGCTCATCACATCAGA 
61ºC 

pds F ACCACGTCGAAGGAATATCG 

pds R TCTGTCGGGAACAGCCG 
58ºC 
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1.4  数据处理 

试验均设置三个平行样 , 所有图表中数据为

平均值±标准偏差 , 使用 ANOVA(SPSS 19.0)一步

法分析实验数据。最小显著性差异进行多重比较

检验调查不同试验的组间差异 , 当 P<0.05 时具有

显著性。 

2  结果与分析 

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 , 本研究测定了不同浓度不同时间微藻的生长情

况。如图 1所示, 所有组在诱导条件下的生长情况不

同, 培养 15d后, 对照组生物量达到了 0.77g/L, 15、

10和 5μmol/L MLT处理浓度的细胞量峰值分别达到

0.62、0.69和 0.64g/L, 低于对照组。根据生物量变化

趋势可知, 对照组、5 和 10µmol/L MLT 处理组都是

先上升随后趋于稳定, 而 15µmol/L MLT处理组生长

中后期有明显的下降趋势。这一现象表明低浓度的

MLT 处理对 H. pluvialis LUGU 生长没有积极影响, 

而高浓度的 MLT处理抑制微藻细胞的生长。 

 

图 1  不同浓度的 MLT对雨生红球藻生长的影响 
Fig.1  Effect of different concentration of MLT on the biomass 

of H. pluvialis 
注: *同一时间与其他组差异显著(P<0.05); **同一时间与其他组

差异极显著(P<0.01)。下同 

 

2.2  MLT 对雨生红球藻虾青素积累的影响及 MLT

的消耗 

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, MLT处理组中, MLT浓

度为 10μmol/L 时虾青素含量显著增加, 其他浓度时

没有明显变化。10μmol/L MLT处理组在开始诱导 9d

后虾青素积累显著增加, 13d 时虾青素积累量达到最

大(31.32mg/g), 是对照组(13.27mg/g)的 2.36倍。图 3

为 10μmol/L MLT诱导组培养基中 MLT的变化情况, 

诱导开始的前 5天, MLT的降幅较大, 随后MLT含量

逐步下降, 15d时含量仅为 0.43μmol/L。MLT浓度为

5μmol/L 时, 虾青素的最大积累量分别为 15.41mg/g, 

略高于对照; 15μmol/L MLT处理雨生红球藻时, 虾青

素产量为 7.86mg/g, 明显低于对照。10μmol/L的MLT

处理虽然对微藻生物量没有积极影响 , 但是明显提

高了虾青素的积累量。 

 

图 2  不同浓度 MLT对雨生红球藻虾青素含量的影响 
Fig.2  Effect of different concentration of MLT on astaxanthin 

content of H.pluvialis 

 

图 3  培养基褪黑素浓度的变化 
Fig.3  Changes in MLT concentration in the medium 

 
2.3  MLT处理对微藻细胞内总叶绿素的影响 

叶绿素存在于能进行光合作用的生物体中 , 反

映着光合作用能力(梁英等, 2007)。MLT处理组和对

照组的总叶绿素浓度表现出相似的变化趋势(图 4), 

培养 3d后, 10μmol/L MLT诱导组和对照组总叶绿素

略微增加分别达到 11.0和 12.07mg/L, 随后叶绿素浓

度开始逐渐下降 , 但与最高浓度相比并没有显著降

低, 结果表明, 10μmol/L MLT诱导组和对照相比对总

叶绿素含量没有显著影响。 
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图 4  不同浓度的MLT对微藻细胞内总叶绿素含量的影响 
Fig.4  Effect of different concentration of MLT on the total 

chlorophyll content of H. pluvialis 
 

2.4  MLT诱导对雨生红球藻细胞碳水化合物和蛋白

含量的影响 

由图 5可知, 在诱导培养阶段, 10μmol/L MLT诱

导组和对照组碳水化合物含量均先上升后逐渐下降。

10μmol/L MLT处理组在 5d时, 达到峰值(95.6%, 干

重, 下同), 比对照高 35.55%, 7d时开始下降, 15d时

仅为 39.4%; 而对照在 9d 达到最高(93.1%), 随之开

始下降但降幅较低。此外, 外源添加 MLT对微藻细

胞内蛋白含量也有较大的影响, 10μmol/L MLT诱导

雨生红球藻细胞对蛋白含量有较大的影响 , 诱导初

期 蛋 白 含 量 呈 现 上 升 趋 势 , 5d 时 达 到 最 大

(9.09mg/g)(图 6), 对照组表现出相似的变化趋势 , 

先有上升趋势, 11d 时达到最高(7.5mg/g), 之后开始

下降。 

2.5  MLT 诱导对虾青素合成相关酶基因表达量的

影响 

用 qRT-PCR方法检测不同诱导时间内, 10μmol/L 

MLT 诱导组和对照组间雨生红球藻虾青素相关合成  

 

图 5  不同浓度的MLT诱导对雨生红球藻细胞碳水化合物

含量的影响 
Fig.5  Effect of different concentration of MLT on carbohydrate 

content of H. pluvialis  
 

基因 pds和 bkt的表达水平, 由图 7和图 8可知, bkt  

和 pds的表达量 1d起, 显著高于对照组, 9d时, bkt的

表达量达到最高, 是对照的 12.21 倍, 随后呈现下降

趋势; pds 酶基因的表达量与 bkt 相似, 都是在 9d 时

达到最大值, 其后呈现下降趋势。 

 

图 6  不同浓度的MLT诱导对雨生红球藻细胞蛋白质含量

的影响 
Fig.6  Effect of different concentration of MLT on protein 

content of H. pluvialis 

 

图 7  MLT对雨生红球藻 bkt基因表达量的影响 
Fig.7  Effect of MLT on the bkt transcriptional expression level 

of H. pluvialis 

 

图 8  MLT对雨生红球藻 pds基因表达量的影响 
Fig.8  Effect of MLT on the pds transcriptional expression level 

of H. pluvialis 
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3  讨论 

MLT 是一种广泛存在于生物体中的激素, 调控

着生物体的各种生理功能(梁竹等, 2014)。本试验在

高光照、氮限制条件下, 研究了不同浓度 MLT 对雨

生红球藻中虾青素积累的影响, 结果表明, 不同浓度

的 MLT 对藻细胞影响不同, 存在明显的剂量效应, 

与对照相比, 5和 10μmol/L MLT能促进藻细胞中虾青

素的积累 , 10μmol/L 条件下 , 虾青素含量可达

31.32mg/g。Wen等(2015)使用乙醇诱导雨生红球藻合

成虾青素最高达到 25.10mg/g; Shang等(2016)利用抗

氧化剂茴香醚诱导雨生红球藻合成虾青素最高时

29.30mg/g, 这均低于本研究的结果。植物激素茉莉酸

和脱落酸诱导雨生红球藻时发现 , 低浓度有利于虾

青素的积累, 高浓度则对藻细胞生长影响显著, 也不

利于虾青素的积累(Kobayashi et al, 1998; Raman et al, 

2011), 这与本研究结果相似。 

虾青素生物合成受多种条件影响 , 试验结果显

示碳水化合物和蛋白含量起初都有先上升后下降的

趋势 , 推测它们可能经一系列生化反应作用于虾青

素的合成。Wei 等(2015)研究表明, MLT 能促进光合

作用的碳吸收 , 进而转化为碳骨架用于虾青素的合

成。巩彪等(2017)发现 MLT能提高植物在高光照和温

度胁迫下的抗氧化酶活性, 本研究中 MLT 处理提高

了高光照和氮限制胁迫下雨生红球藻内蛋白含量 , 

可见, MLT可能是通过调节植物和藻细胞内各种酶活

性来应对胁迫压力的。此外 , 虾青素的积累伴随着

MLT 的消耗, 虾青素的积累可能与褪黑素的消耗相

关。然而, MLT在虾青素生物合成中的具体调控机制

仍不清晰。因此, 研究 MLT 对雨生红球藻虾青素合

成关键酶基因表达水平的影响 , 有助于在分子水平

上阐述虾青素大量积累的原因。 

pds 和 bkt 基因是虾青素生物合成过程中的关键

酶基因, Gao等(2012a)和 Lu等(2010)发现外源添加一

些植物激素能提高 pds 和 bkt 的表达水平, 促进虾青

素的积累 , 这与本研究有相同的结果 , 本研究中

10μmol/L MLT促进了胁迫条件下 pds和 bkt基因的表

达, 虾青素的积累量随之提高。另外, pds和 bkt基因

的表达量 1d 开始就显著高于对照组, 早于虾青素明

显高于对照的时间(7d), 表明酶基因与虾青素积累间

有一定的延迟性, Shang 等(2016)和 Gao 等(2012b)使

用茴香醚和水杨酸诱导雨生红球藻时也发现了这一

现象。因此, MLT可能是通过某种途径促进雨生红球

藻中虾青素生物合成关键酶基因的表达来提高虾青

素积累量的。 

4  结论 

综上所述, 适当浓度的 MLT 诱导有利于雨生红

球藻虾青素的积累, 且在 10μmol/L 时, 虾青素的含

量可达 31.32mg/g, 是对照组的 2.36 倍; 同时也提高

了与虾青素生物合成相关酶基因 pds和 bkt的表达水

平。随着对 MLT 诱导雨生红球藻虾青素生物合成分

子机制的深入研究, MLT有望成为虾青素工业化生产

的有效诱导子。 
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THE EFFECTS OF MELATONIN ON THE PHYSIOLOGICAL INDEX AND THE 
ACCUMULATION OF ASTAXANTHIN IN HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS 

YUE Chen-Chen,  DING Wei,  XU Jun-Wei,  LI Tao,  ZHAO Peng,  YU Xu-Ya 
(Faculty of Life Sciences and Technology, Kunming University of Science and Technology, Kunming 650500, China) 

Abstract    In this study, the effects of different concentrations of melatonin (MLT) on the growth, astaxanthin content, 

physiological indexes and gene expression of Haematococcus pluvialis LUGU were investigated. Results showed that the 

astaxanthin content significantly increased in algal cells at 10μmol/L MLT, the maximum astaxanthin content was 

31.32mg/g, and enhanced by 2.36 times compared with that of the control. The carbohydrate and protein contents increased 

by 1.36 and 1.37 fold, respectively. Furthermore, the expression levels of the astaxanthin synthesis genes pds and bkt 

improved by 5.79 and 12.16 times, respectively. These results indicated that MLT could significantly enhance astaxanthin 

accumulation in H. pluvialis. This study proposed a strategy to efficiently produce astaxanthin by using microalgae. 

Key words    melatonin;  Haematococcus pluvialis;  astaxanthin;  gene expression 


