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研究报告 

外源 2,6-二叔丁基对甲酚对非生物胁迫条件下雨生红球藻

虾青素积累的影响 

岳陈陈  余旭亚  赵永腾  李涛* 
昆明理工大学生命科学与技术学院  云南 昆明  650500 

摘  要：【背景】雨生红球藻是天然虾青素的最佳来源，广泛应用于虾青素的工业化生产。【目的】探

究外源添加不同浓度的 2,6-二叔丁基对甲酚(Butylated hydroxytoluene，BHT)对雨生红球藻虾青素积累

的影响，以期建立 BHT 提高雨生红球藻虾青素产量的技术体系。【方法】选用不含硝态氮的 BBM 培

养基，辅以强光照，培养雨生红球藻(Haematococcus pluvialis) LUGU，测试不同浓度 BHT 对雨生红球藻

生物量、虾青素含量、活性氧、抗氧化系统和虾青素合成相关酶基因的影响。【结果】在 0−3 mg/L BHT

范围内，2 mg/L BHT 对雨生红球藻虾青素积累的促进效果最佳，达到 31.66 mg/g。2 mg/L BHT 有效降

低了雨生红球藻内的活性氧水平，增加了细胞内 NO 水平，提高了藻细胞内过氧化氢酶(Catalase，CAT)、

过氧化物酶(Peroxidase，POD)和超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase，SOD)活性以及谷胱甘肽

(Glutathione，GSH)的含量，诱导了虾青素合成关键酶基因 chy 和 lcy 的高效表达。【结论】非生物

胁迫条件下，外源添加适量的 BHT 能促进雨生红球藻中虾青素的积累，且与藻细胞内的信号分子活

性氧(Reactive oxygen species，ROS)、NO 水平及虾青素合成相关基因的表达调控相关。 

关键词：雨生红球藻，虾青素，2,6-二叔丁基对甲酚，活性氧，抗氧化系统 

The effects of exogenous butylated hydroxytoluene on astaxanthin 
accumulation in Haematococcus pluvialis under abiotic stress 
YUE Chen-Chen  YU Xu-Ya  ZHAO Yong-Teng  LI Tao* 

Faculty of Life Science and Technology, Kunming University of Science and Technology, Kunming, Yunnan 650500, 
China 

Abstract: [Background] The Haematococcus pluvialis is the best source of natural astaxanthin and is 
widely used in industrial production of astaxanthin. [Objective] The current study is to explore influences of 
different concentrations butylated hydroxytoluene (BHT) on accumulation of astaxanthin in H. pluvialis, 
with a view to build the BHT technology system for enhancing astaxanthin content of H. pluvialis. 
[Methods] Without nitrate bold’s basal medium was selected as the induction medium for the culture of 
Haematococcus pluvialis strain LUGU. Meanwhile, high light treatment medium maintained induction 
conditions. the effects of different concentrations of butylated hydroxytoluene (BHT) on the growth, 
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astaxanthin accumulation, reactive oxygen species, antioxidant system and the expression of related gene 
were studied in Haematococcus pluvialis under high light and nitrogen deficiency. [Results] The results 
showed that the astaxanthin content was enhanced efficiently in alga cells treated with 2mg/L BHT, within 
the range of 0–3 mg/L BHT, reaching 31.66 mg/g. In addition, 2 mg/L BHT treatment group effectively 
reduces the level of reactive oxygen species, increases intracellular nitric oxide levels, improves the algal 
cells catalase (CAT), peroxidase (POD), superoxide dismutase (SOD) activity and glutathione (GSH) 
content, inducing efficient expression of lcy and chy. [Conclusion] Under abiotic stress conditions, 
exogenous BHT could promote astaxanthin accumulation, which was associated with BHT mediating the 
levels of ROS and NO, and astaxanthin biosynthetic related genes expressions in H. pluvialis. 

Keywords: Haematococcus pluvialis, Astaxanthin, Butylated hydroxytoluene, Reactive oxygen species, 
Antioxidant system 

虾青素(3,3′-二羟基-β,β-胡萝卜素-4,4′-二酮)是

一种具有强抗氧化性的红色酮类胡萝卜素，其抗氧

化能力强于维生素 E 和其它类胡萝卜素[1]，具有消

炎、改善视力、预防癌症等作用[2-3]，广泛应用于水

产、医药、化妆品和保健品行业[4]。虾青素在绿藻、

酵母和植物中均有发现[5-6]。雨生红球藻是一种单细

胞淡水绿藻，是天然虾青素的最佳来源[7-8]。尽管雨

生红球藻常用于虾青素的生产，却存在着高投入、

低产出问题，探寻有效的培养方法提高微藻虾青素

的积累量显得尤为重要。 

非生物胁迫条件，诸如氮缺陷、强光照等，能

引发微藻产生氧化应激反应，即产生活性氧(Reactive 

oxygen species，ROS)作为一种信号分子参与到生物

信号通路中[9-10]。NO 是一种重要的信号分子，参与

植物防御系统应对胁迫条件[11]。研究表明外源添加

一些抗氧化剂能促进胁迫条件下雨生红球藻中虾

青素的积累 [12-13]，2,6-二叔丁基对甲酚(Butylated 

hydroxytoluene，BHT)是一种人工合成的酚类抗氧化

剂，在食品、化妆品、医药和石化产品中应用广泛[14]。

有研究表明，BHT 能抑制氧化应激条件下小鼠细胞

的脂质过氧化[15]。BHT 影响雨生红球藻虾青素积累

的研究还未见报道。 

以雨生红球藻为材料，采用适宜浓度的外源

BHT 处理雨生红球藻细胞，研究 BHT 对其生长、

虾青素积累、信号分子、抗氧化体系和虾青素合成

关键酶基因的影响，以探究 BHT 诱导雨生红球藻

虾青素合成的机制。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  藻种 

雨生红球藻(Haematococcus pluvialis) LUGU 由

本实验室筛选、保存。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

BHT，生工生物工程(上海)股份有限公司；一

氧化氮检测试剂盒、活性氧检测试剂盒、SOD、CAT、

GSH 和 GSSG 检测试剂盒，上海碧云天生物技术

有限公司；Trizol、逆转录试剂盒、chy 和 lcy 引物

以及荧光定量试剂盒，生工生物工程(上海)股份有

限公司；过氧化物酶检测试剂盒，南京建成生物

工程研究所；乙腈，Thermo Fisher Scientific 公司。 

紫外可见分光光度计，安玛西亚(中国)有限公

司；超声波微波组合体系，上海生析超声仪器有限

公司；荧光定量 PCR 仪，Bio-Rad 公司；高速冷冻

离心机，LaboGene ScanSpeed 公司；高效液相仪，

Waters 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  雨生红球藻的培养 

以 Bold’s Basal Medium (BBM)[16]为基础培养

基，将雨生红球藻培养于容积为 3 L 的鼓泡式光生物

反应器中，培养温度为 25±1 °C，光照 2 800±100 lx，

连续通入 0.1 vvm 的无菌空气，培养 10 d。 

1.2.2  BHT 处理 

将上述的培养液 3 500×g 离心 5 min，弃上清，

无菌水洗去培养基再离心，用缺氮的 BBM 培养基
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重悬沉淀(使接种量为 2.5×105 个/mL，培养基总体

积为 350 mL)，培养于容积为 500 mL 的鼓泡式

光生物反应器中。将 BHT 溶于乙醇配成浓度为

3.5 g/L 的母液，加入培养基中使得 BHT 质量浓度

分别为 0 (对照组)、1.0、2.0、2.5 和 3.0 mg/L (保持

各组加入相同体积的乙醇)，每个浓度设置 3 个平行

样。温度 27±1 °C，光照 12 000±100 lx，持续通入

0.04 vvm 的无菌空气培养 15 d，隔天定期取样，测

定藻细胞生物量、虾青素积累量、ROS、NO、POD、

CAT、SOD、谷胱甘肽，实时荧光定量检测 chy 和

lcy。 

1.2.3  微藻生物量的测定 

收集雨生红球藻细胞，冻干，称重。生物量计

算公式为： 

细胞生物量/(g/L)=藻粉干重(g)/藻液体积(L)。 

1.2.4  测定虾青素积累量 

采用高效液相法测定雨生红球藻中虾青素的含

量。隔天定期取 5 mL 处于诱导阶段的藻液，3 000 r/min

离心 5 min，弃上清，水洗 3 次，加入 2 mL 甲醇-二

氯甲烷(3:1，体积比)，冰水浴 2 500 ×g 匀浆 20 s，4 °C、

10 000 r/min 离心 15 min，上清转移至一试管中，重

复上述步骤至沉淀物基本呈现无色为止。收集提取

液使用滤膜过滤，用高效液相色谱仪测定其浓度，

色谱柱为 C18 柱(Waters，25 cm×4.6 mm，5 mm)，

流动相 A (二氯甲烷׃甲醇׃乙腈׃水=5.04.5׃5.5׃85.0׃，

体 积 比 )和 流 动 相 B (二 氯 甲 烷 甲׃ 醇 乙׃ 腈 ׃

水=25.04.5׃42.5׃28.0׃，体积比)遵循：8 min B 0%，

6 min B 0−100%，51 min B 100%。流速为 1 mL/min；

检测器为 Waters 996 光电二极管阵列检测器，进样

量 20 μL，检测波长为 480 nm，积分得到虾青素质

量浓度 c (mg/L)。虾青素含量计算公式为： 

虾青素含量(mg/g)=虾青素质量浓度(mg/L)/细胞生

物量(g/L)。 

1.2.5  ROS 和 NO 含量测定 

细胞内 ROS 的含量按照活性氧检测试剂盒说

明书进行测定。内源 NO 的检测按照 DAF-FM DA 

(NO 荧光探针)的说明书进行。 

1.2.6  内源抗氧化物的测定 

3 种抗氧化酶过氧化物酶(POD)、过氧化氢酶

(CAT)和超氧化物歧化酶(SOD)，分别使用过氧化物

酶测试盒、过氧化氢酶检测试剂盒和总 SOD 活性

检测试剂盒进行检测。使用 GSH 和 GSSG 检测试

剂盒测定藻细胞内谷胱甘肽(GSH)的含量。 

1.2.7  雨生红球藻 chy 和 lcy 基因表达分析 

使用 Primer 5.0 设计的 chy 和 lcy 酶基因扩增引

物(表 1)进行 PCR 扩增后测序，以此为模板设计荧

光定量引物(表 2)。 

离心收集诱导期藻细胞，保存于−80 °C 备用。将

藻细胞在液氮中磨成粉末状，使用 Trizol 法提取总

RNA，使用逆转录试剂盒合成 cDNA，以此为模板按

照 Shang 等[12]的方法进行 RT-PCR 扩增，得到 chy 和

lcy 基因的相对表达量，以 18S rRNA (引物为 5′-CGG 

TCTGCCTCTGGTATG-3′与 5′-GCTTGCTTTGAAC 

ACGCT-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。 

1.3  数据处理 

每次均设置 3 个平行样，所有图表中数据为平

均值  标准偏差，使用 ANOVA (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，图中“*”表示同一时间与 

 
表 1  酶基因克隆引物表 
Table 1  Enzyme genes clone PCR primer 

Primer Primer sequence (5′→3′) 
Annealing 

temperature (°C)
chyF CTACACCACAGCGGCAAGTA 55 

chyR GCCTCACCTGATCCTACCAA 

lcyF CTTCTTCTCCGCCTTCTTCA 60 

lcyR GCATCCTACCGCTCAAAGAA 

 
表 2  酶基因荧光定量引物 
Table 2  Enzyme genes PCR primer for RT-PCR 

Primer Primer sequence (5′→3′) 
Annealing 

temperature (°C)
chyF CCAATCACTAACCCTCGCTAA 54 

chyR TGGTCCAAGCGGTAGGGTGC 

lcyF GACTGGAGTGGGAAGAAC 54 

lcyR CCTACCGCTCAAAGAAATA 
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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)。 

2  结果与分析 

2.1  不同浓度 BHT 对微藻细胞生物量的影响 

对照组生物量达到 0.62 g/L，2.5、2.0 和 1.0 mg/L 

BHT 处理组的生物量峰值分别为 0.45、0.56 和

0.58 g/L，3.0 mg/L 处理组的细胞生长受到明显的抑

制(图 1)，表明低浓度的 BHT (1.0 mg/L 和 2.0 mg/L)

处理雨生红球藻时，藻细胞生物量较对照组无显著

性变化；高浓度的 BHT (2.5 mg/L 和 3.0 mg/L)会对

细胞生长产生显著抑制。 

2.2  不同浓度 BHT 对雨生红球藻虾青素积累的

影响 

图 2 表明，2.5、2.0 和 1.0 mg/L BHT 处理组藻细胞，

虾青素含量在 13 d 达到最高，分别为 25.70、31.66 和

22.30 mg/g，均高于同期对照组的 16.94 mg/g；3.0 mg/L

的 BHT 对细胞有明显的抑制作用，其虾青素含量也

极低。低浓度的 BHT (1.0、2.0 和 2.5 mg/L)有利于藻

细胞虾青素的积累，2.0 mg/L BHT 为效果最好的剂

量，高浓度的 BHT (3.0 mg/L)不利于虾青素的积累。  

2.3  BHT 处理对雨生红球藻细胞内 ROS 和 NO

水平的影响 

对照组藻细胞中的 ROS 水平在培养前期持续增

高，第 7 天时达到最高，随后开始下降(图 3A)；添 

 

 
 

图 1  不同浓度 BHT 对微藻细胞生物量的影响 
Figure 1  Effect of different concentrations of BHT on 
the biomass of H. pluvialis during induction 

 
 

图 2  不同浓度 BHT 对雨生红球藻虾青素含量的影响 
Figure 2  Effect of BHT on astaxanthin content of H. 
pluvialis during induction 

 

加 2.0 mg/L BHT，胞内 ROS 水平与对照组增长趋

势相同，第 5 天时达到峰值，然后逐步下降。实验

组和对照组细胞内的 NO 水平均呈现出先下降后上

升的变化趋势，但实验组 NO 水平均高于对照组(图

3B)，表明 BHT 可有效抑制胁迫条件下雨生红球藻

中 ROS 水平，并促进了 NO 的合成。 

2.4  BHT 处理对雨生红球藻细胞内抗氧化系统

的影响 

BHT 对雨生红球藻抗氧化系统的影响，以细胞

内抗氧化酶 SOD、POD 和 CAT 含量及抗氧化剂

GSH 含量为表征，如图 4 所示。对照组和 BHT 处

理组的藻细胞内 SOD 活性均呈现出先上升后下降

的变化趋势，且处理组自 5 d 起均显著高于对照组

(图 4A)。细胞内 POD 与 SOD 水平的变化趋势相似

且均高于对照组(图 4B)。与对照相比，BHT 的处理

提高了培养前期胞内 CAT 活性，但 5 d 后无显著性

差异(图 4C)；培养期间，实验组的 GSH 含量显著

高于对照组(图 4D)。 

2.5  BHT 处理对雨生红球藻中虾青素合成相关

基因 chy 和 lcy 表达量的影响 

如图 5 所示，2.0 mg/L BHT 处理显著提高了

培养过程中 lcy 和 chy 的表达量，最高值分别出现

于培养的第 1 和 3 天，且分别比对照提高了 7.85 和

14.42 倍。 
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图 3  BHT 对雨生红球藻内 ROS 和 NO 水平的影响 
Figure 3  Effect of BHT on ROS and NO levels of H. pluvialis during induction 
注：A：BHT 对藻细胞内 ROS 水平的影响；B：BHT 对藻细胞内 NO 水平的影响. *：P<0.05，差异显著；**：P<0.01，差异极

显著. 
Note: A: Effect of BHT on ROS levels of H. pluvialis; B: Effect of BHT on NO levels of H. pluvialis. *: P<0.05, significant difference; 
**: P<0.01, extremely significant difference. 
 

 
 

图 4  BHT 处理对雨生红球藻细胞内抗氧化物质的影响 
Figure 4  Effects of BHT on antioxidants levels of H. pluvialis during induction 
注：A：BHT 对藻细胞内 SOD 活性的影响；B：BHT 对藻细胞内 POD 活性的影响；C：BHT 对藻细胞内 CAT 活性的影响；D：

BHT 对藻细胞内 GSH 含量的影响. *：P<0.05，差异显著；**：P<0.01，差异极显著. 
Note: A: Effect of BHT on SOD activity of H. pluvialis; B: Effect of BHT on POD activity of H. pluvialis; C: Effect of BHT on CAT 
activity of H. pluvialis; D: Effect of BHT on GSH content of H. pluvialis. *: P<0.05, significant difference; **: P<0.01, extremely 
significant difference. 
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图 5  BHT 对 lcy 和 chy 基因转录水平的影响 
Figure 5  Effect of BHT on relative transcript levels of lcy and chy during induction 
注：A：BHT 对 lcy 基因转录水平的影响；B：BHT 对 chy 基因转录水平的影响. *：P<0.05，差异显著；**：P<0.01，差异极显著. 
Note: A: Effect of BHT on the relative transcript level of lcy during induction; B: Effect of BHT on the relative transcript level of chy 
during induction. *: P<0.05, significant difference; **: P<0.01, extremely significant difference. 
 

3  讨论与结论 

Ding 等[17]利用不同浓度的褪黑素诱导雨生红

球藻积累虾青素，结果表明，褪黑素可有效促进藻细

胞中虾青素的积累，10 μmol/L 褪黑素处理高于 5 和

15 μmol/L 褪黑素处理的虾青素含量，与 BHT 一样，

过高或过低剂量的外源褪黑素均不利于虾青素的

合成。Wen 等[18]研究证明强光照条件下，添加 3% 

(体积比)乙醇诱导雨生红球藻，其生物量较对照组

提高了 25.3%，同时促进了虾青素的积累，较对照

提高了 2.03 倍，但当乙醇含量达到 5% (体积比)时

抑制了藻细胞的生长。本实验中 BHT 添加量对强

光缺氮胁迫下雨生红球藻虾青素积累的影响较大，

当添加 2 mg/L BHT 时诱导效果最佳，其虾青素浓

度可达 31.66 mg/g，比对照组提高了 1.87 倍，对生

物量无明显的促进作用；而当添加 3 mg/L BHT 时，

同样抑制了藻细胞的生长，说明高浓度的诱导剂可

能对藻细胞产生了一定的毒害作用。此外，乙醇既

可作为碳源促进雨生红球藻的生长，又可作为诱导

子促进虾青素的积累；而 BHT 可能只起到了诱导

的作用，通过调控藻细胞内信号分子水平和虾青素

合成酶基因表达水平，进而促进了虾青素的积累。 

雨生红球藻中虾青素的合成涉及诸多机制调

控。已有研究表明，强光照和氮胁迫等条件能促进

虾青素的积累，与细胞内 ROS 的迸发有关，ROS

的过量积累又会破坏藻细胞的蛋白和核酸等大分

子，对细胞产生毒害作用[19-20]。NO 是一种重要的

信号分子，能响应生物和非生物胁迫。外源添加褪

黑素时提高了病原体侵染拟南芥中的 NO 水平，增

加了抗性基因表达，从而提高了机体抗性[21-22]。机

体响应胁迫会启动自身的抗氧化系统，体内抗氧化

物质的含量或活性提高，用于淬灭过高的 ROS，降

低胁迫条件对机体的损伤[23]。此外，胁迫条件下虾

青素的大量积累经常会伴随着雨生红球藻生物量

和细胞存活率的降低[24-25]。本试验中，强光缺氮条

件下，外源添加 2 mg/L BHT 下，虾青素含量较对

照组提高了 1.87 倍，而生物量较对照组无显著性变

化。这可能是由于外源 BHT 提高了逆境下藻细胞

内抗氧化物质(虾青素、谷胱甘肽和相关抗氧化酶)

的含量或活性，清除了胞内过量的 ROS，维持了氧

代谢平衡的作用，从而提高了藻细胞在强光照缺氮

下的抗性，进而促进虾青素积累，并维持微藻正常

的生物量。Nanou 等[26]利用 BHT 诱导真菌 Blakeslea 
trispora，使胡萝卜素和细胞内抗氧化物质的含量得

以提高，而胡萝卜素是虾青素合成途径中重要的中

间代谢产物。Ding 等[27]研究表明，外源添加适宜浓

度的抗氧化剂褪黑素可提高雨生红球藻细胞内的

虾青素含量，同时雨生红球藻的生物量无显著变化。
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Franz 等[28]发现抗氧化剂茴香醚可以刺激微藻产生

光保护，降低光氧化胁迫，提高藻细胞抗性。褪黑

素和 BHT 均是抗氧化剂。因此，抗氧化剂可能通

过调控非生物胁迫下雨生红球藻中 ROS、NO 和相关

抗氧化酶的水平，从而提高藻细胞内虾青素的积累。 

lcy 和 chy为藻细胞虾青素合成途径上的重要调

控基因，先前的研究表明，外源添加水杨酸和氨基

环丙烷，可上调雨生红球藻中 lcy 和 chy 的表达水

平，从而促进了虾青素的积累[29-30]，这与本文研究

结果一致。综上，适量 BHT 可有效促进强光缺氮

胁迫下雨生红球藻中虾青素的积累，这可能与 BHT

调控细胞内信号分子水平、抗氧化系统及虾青素合

成相关基因的表达有关。 
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