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胁迫条件下盐藻 户胡萝 卜素及其异构体

累积的研究— 盐度的影响
*

刘建国 赵学武;
`

王玉君 王作芸;

陈念洪 俞立东 吴以平; 吴超元
( 中国科学 院海洋研究所

, 青岛 2 6 6 0 7 1 )

( t 青岛海洋大学生物系
,

青岛 2 6 6 0 0 3 )

提要 于 1 9 8 9一 1 9 91 年
,
在青岛室外以盐藻为实验材料

,

利用 J o h sn
o n

改良配方制作

培养液
,

进行盐度 ( 90 一 2 4 0 ) 实验
。

结果表明
,
细胞生长的适宜盐度为 1 2叭 当盐度超过 1 20 一

2 4 0 ,

盐度越高对细胞生长越不利
,

但越有利于细胞内价胡萝卜素的累积 ;适宜于养殖盐藻生

产 户胡萝 卜素的盐度为 2 4 。
。

研究证明
,

盐藻累积的 价胡萝 卜素中至少含 6 种异构体
,

盐度

增加不利于顺式异构体的累积
。

为生产防癌和延缓衰老等作用更强的顺式异构体
,

建议生产

性养殖时适当降低盐度到 2 1 0 ,

以便累积更多的 户胡萝 卜素及顺式异构体
。

关键词 盐藻 价胡萝 卜素 异构体 胁迫 累积

单细胞盐藻是一种广盐性经济海藻
,

它是已知唯一能在接近淡水到饱和盐溶液中生

长的真核生物 ( B e n 一 A m o t z e t a l
. ,

1 9 8 3 ; B o r o w i t z k a ,

1 9 9 0 )
。

前人研究结果表明
,

高

盐度有利于户胡萝 卜素的累积
,

但不利于细胞生长
。

究竟多大的盐度对 户胡萝 卜素 累积

和细胞生长相对都有利
,

从而使生产中获得最高户胡萝 卜素产量
,

这是本研究需解决的

第一个问题
。

近几年研究表明
,

夕一胡萝 卜素顺式异构体能碎灭生物体内化学活性很高的

自由基
,

从而降低因自由基诱发的过氧化作用
,

具有延缓衰老和抵抗癌症的作用 ( B u r t
on

e t a l
· ,

19 8 4 ; I b r a h i m e t a l
·

, 1 9 7 7 : p e t o e t a l
· ,

1 9 8 1 )
。

目前盐度对盐藻户胡萝 卜素

异构体累积的研究尚属空白
,

为此本研究第二个 目的是通过了解盐度对异构体 累积的影

响
,

找出适宜盐藻累积顺式异构体的盐度
,

以指导生产实践
。

1 材料和方法

实验藻种— 盐藻 ( D u n a l i e l l a s a l i n a
)

,

系来自澳大利亚
,

并于 1 9 5 5一 1 9 9 0 进一步

筛选出的一种生长快
、

高产户胡萝 卜素的品系 2 0。

L l 盐藻培养方法 取天然净洁海水 (盐度为 3 0 )
,

滤膜过滤后于 80 ℃ 消毒 s m in
,

待

冷至室温
,

加适量食盐调盐度于 9 0
,

每升溶液中加人以下化合物作为基本培养液
: K N O 3 ,

0
.

2 9 ; K H
Z P O ; ,

2 7 m g ; N a H C O
3 , 1

.

0 9 ; N a Z E n T ^ ,

l
.

8 9 m g : F e C I
, ·

6 H
Z O

,

2
.

4 4 m g ; H
3

B O
: ,

0
.

6 1m g ; Z n C 12 ,

4 1件g ; ( N H
;

)
`

M
o 7 O 24 ·

4 H
Z O

,

o
.

3 8 m g ; C u S O 4 ·

S H
Z O

,

6 0件g ; C o c l Z ·
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6H
ZO , 5 1林g ; M n C 12 ·

4 H
ZO

,

4 1林g 。 p H 值用 H C I 或 N
a O H 调节至 7

.

5 左右
。

将处于对数生长期的藻种 (其盐度为 90 )
,

加人基本培养液中
,

摇匀
,

均分 6 瓶
,

室外

自然条件下培养
。

待细胞进人对数生长期时
,

调其盐度
。

为避免盐度突然变化导致藻体

死亡
,

采用缓慢改变盐度的方法
,

即留 1 瓶
,

余者加食盐全部调到 1 2 0。

再 留 1 瓶
,

其余第

二天加食盐全部调到 1 5 0。

按上述方法依次将 6 瓶调盐藻溶液的 盐 度 到 9 0
,

12 0
,

1 5 0
,

1 5 0
,

2 10
,

2 4 0。

培养 r 周后进行测定
。

L Z 细胞计数 用血球计数板法进行细胞计数
。

1
.

3 夕
一

胡萝 卜素的提取和测定 吸 10 m l 藻液于离心管中
,

以 4 0 0 0 r
/ m in 转 速 离 心

s m in
。

弃去上清液
,

加 10 m 1 80 多 的丙酮
,

用力反复摇匀
,

提取色素
。

再次离心 s m in
,

吸

上清液于 50 m l 容量瓶中
。

按上述方法重复提取
,

至藻体白色
。

最后用蒸馏水定容至 5。

m l
,

用 7 5 1G 分光光度计测 4 5 0 n m 光吸收
,

按下式计算价胡萝 卜素含量
’ )。

夕
一

胡萝 卜素 ( m g / L ) 一
O

·

D
.

; , 。 ·

稀释倍数
·

10
·

1 0 3

2 5 0 0

1
.

4 夕
一

胡萝 卜素异构体的分析

1
.

4
.

1 夕
一

胡萝 卜素的提取和萃取 取 70 m l 藻液用离心机 以 4 o 0 0 r
/ m in 转 速 离 心 5

m in
。

弃去上清液
,

将藻泥放人 100 m l 三角烧瓶中
,

液态氮冰冻
,

置一 20 ℃冰箱中保存
。

提

取时加 20 m 1 80 多 的无水丙酮于三角烧瓶中
,

用力摇匀倒人分液漏斗中
。

静止片刻
,

待分

层后
,

将上层色素提取液置于 5 00 m l 三角烧瓶中 ;下层液放回原三角烧瓶中
。

按上述方

法重复提取
,

直到藻体成 白色
。

加 40 m l 分析纯正己烷于色素液中
,

充分混合均匀 ; 加少

量蒸馏水
,

待正 己烷丙酮液分层
,

以分液漏斗分离之
。

重新用正己烷萃取色素
,

直到丙酮

液无色
。

于 30 一 35 ℃ 水浴条件下抽真空蒸干萃取液
。
如有水珠

,

通氮气吹干
。

1
.

.4 2 H P L C 层析柱前处理 碱性氧化铝 ( 10 0一 2 00 目 ) 于 , 00 ℃ 锻 烧 h4
,

冷 却 到

100 ℃迅速装瓶
,

置于干燥器中待用
。
上述氧化铝适量

,

湿法装柱 ( 1 x 20 c m )
,

以二氯 甲

烷为流动相
,

以 4 m l/ m in 速度平衡 l h
。

加 5 m l 二氯甲烷于干燥的色素中
,

充分溶解
,

取

l m l 小心地加在平衡好的层析柱上
,

续以二氯甲烷 ( 4 m l/ m i )n 洗脱
。

夕
一

胡萝 卜素带移动

较快
,

走在最前端
,

首先洗脱下来
。

样品收集并定容至 10 m l
, 4℃ 保存

。

以 u v 一 2 40 型紫

外分光光度计检测 30 0一 7 0 0n m 的光吸收图谱
,

确定样品是否为 产胡萝 卜素 及 有 无 杂

质
。

L .4 3 H P L C 分析 产胡萝 卜素液经超声波振荡脱气后
,

上 H P L C 分析
。

所用仪器

为 W
a t e r s 系列高效液相色谱

,

色谱柱为 A l o x 一
T ( 5卜m

, 4 x 3 0 0 m m )
,

流速为 l m l / m , n ,

检测波长为 4 3 6 n m
,

流动相为正 己烷
: 二氯甲烷 ~ 8 0 : 20

。

以上操作均在避免高温
、

高湿度
、

强光照
、

低 p H 值 条件下
,

并迅速完成
。

依据 H P L c

图谱
,

计算各峰所代表的异构体占产胡萝 卜素的百分含量
。

结果和讨论

1 盐度对生长和户胡萝 卜素累积的影响 90 一 2 40 的盐度对细胞生长和 户胡 萝 卜.

22

素累积的影响 (图 l) 表明
,

( l) 细胞生长的适宜盐度为 1 2 0 ,

盐度超过 120 后
,

盐度的提高

1) 1% 的 价胡萝卜素色价为 2 5 0 。
。
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不利于细胞生长
。

该结果比 B r o o wi t z ka
等 ( 1 9 84 ;1 9 8 7 )所得的适宜盐 度 1 5 0一 2 2 0 为低

但比 A vr on 等 ( 1 9 80 )报道的适宜盐度 1
.

s m l o/ L ( 、 85 )为高
。

这可能是由于培养条件和

藻种品系不一致造成的
。

盐度高不利于细胞生长的原因
,

可能有 4 方面的因素
:
第一

、 ,

高

盐度降低了 C O :

和 0 :

的溶解度
,

由此导致代谢速度降低
。

第二
,

高盐度降低了某些酶或

转运载体的活性
。

第三
,

高盐度影响细胞膜的正常功能
。

第四
,

细胞在维持渗透平衡中消

耗一部分能量
。

( 2 )盐度超过 12 0 ,

随盐度增加
,

细胞内户胡萝 卜素含量迅速成涪增加
。

该

结果同 B o r o w i t z k a

等 ( 19 9 0 )
,

L o e b l i e h ( 1 9 8 2 ) 的结果完全一致
。

( 3 ) 若以单位水体

计算
,

盐度越高
,

夕
一

胡萝 卜素含量越多
,

特别是盐度在 1知一 1 80 之间变化时
,

夕
一

胡萝 卜素

累积变化幅度最大
,

同时该盐度也是决定养殖盐藻生产 户胡萝 卜素成败的关键盐度
,

即

低于该盐度
,

月
一

胡萝 卜素含量很少
,

高于该盐度
,

含量比较多
。

盐度在 2 40 时 户胡萝 卜素

含量最多
,

可以认为 2 40 的盐度是养殖盐藻生产 户胡萝 卜素的最适宜盐度
。

我们认为
,

在开放式大面积养殖时
,

以选高盐度 ( > 1 5 0 )为适宜
。

在这种条件下
,

不

仅 房胡萝 卜素累积得多
,

而且有害生物 (如原生动物 )的生长受到抑制
。

反之
,

较低的盐度

虽有利于细胞生长
,

但 户胡萝 卜素累积的并不多 ;同时在该条件下有害生物如纤毛虫
、

变

形虫和低产 户胡萝 卜素的盐藻品系
,

以及 杂藻迅速繁殖
,

致使细胞数量比高盐度条件下

反而低了
。

另外
,

自然条件下
,

经 日光辐射水分蒸发
,

盐度逐渐上升
,

该过程对养殖盐藻生

产 产胡萝 卜素十分有利
。

虽然由于降雨
,

盐度降低
,

但短期内细胞内产胡萝 卜素量并不

随之下降
。

因短期内雨水和高盐度培养液并不完全混合
,

二者之间发生分层现象
,

雨水在

上
,

高盐度培养液在下
,

因而培养液盐度不会骤然下降
,

细胞不会死亡
。

三。、以。矛。一二仪二阶霭拟

左八曰6Q一d
`

4。JeJ

ǎ闷、助日à捉占跳写称

dg̀价O公

ǎ一日岛ùxà彭理缘

盐度

图 1 盐度对盐藻生长和 p
一

胡萝 卜素累积的影响

F i g
.

1 E f f e e t o f s a l i n i t y o n c e l l g r o w t h a rt d 月
一 c a r o t e n e a c c u m u l a t i o n i n D “ 月 a l i e l l a s a l i 刀 a

一 。 一 。 细胞生长 ; 一O 一 O 细胞内类胡萝 卜素量 ;
- - . -

一 培养液内总类胡萝卜素量
。

.2 2 厅
一

胡萝 卜素及纯度的验证 进行 H P L C 分析的样品
,

经 U V 一

24 0 型紫外分光光

度计检测
,

其吸收光谱见如图 2。

在 3 00 一 7 0 0n m 的吸收光谱中
, 5 40 一 7 0 0n m 无吸收

,

说

明样品中无叶绿素杂质 ;最大吸收峰顶在 4 48 一 4 50 和 4 74 一 4 7 8n m 之间
,

是 户胡萝 卜素

的吸收峰特性 ; 最大吸收向紫外偏移 1一 nZ m
,

表明盐藻 户胡萝 卜素中含有顺式异构体 ;

3 4 0n m 处的吸收峰即为顺式异构体的特殊吸收峰 ( G 。 。 d w in
, 197 6 )

,

进一步表明 顺 式

异构体存在于盐藻 户胡萝 卜素中
。
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图 2 盐藻 价胡萝 卜素的吸收图谱

F i g
.

2 U l t r a v i o l e t a n d v i s i b l e l i g h t

a b s o r P t i o n s P e e t r a o f 月
一 c a r o t e n e

e x t r a c t e d f r o m 刀 u 作 a l i e l l a s a l i ” a

图 3 盐藻 户胡萝 卜素异构体的 H P L C 图谱

F 19
.

3 H P L C a n a ly s i s s P e c t r u m o f

月
一 e a r o t e n e e x t r a e t e d f r o m

D u ” a l i e l l a ` a l i称 a

.2 3 盐度对异构体累积的影响 经 H P L C 分析
,

盐藻至少累积 6 种 价胡萝 卜素异构

体
,

其 H P L c 标准图谱见图 3 。 1 号峰为 15 一顺式异构体峰
,

, 号峰为全反式异构体峰
,

6 号峰为 9一顺式异构体峰 。因为峰 5 代表的是全反式异构体
,

所以峰 。 , 2
,

3 , 4 代表的

异构体分子中肯定含有一个或一个以上的顺式双键
,

因此尽管目前 尚未弄清为何种异构

体
,

但仍可推断为顺式异构体
。

盐度对异构体累积的影响结果见表 1。 可 以看出
, 0 号顺式异构体随盐度的 提 高 由

无到有
,

由少到多 ; 3 号
、

4 号二种顺式异构体基本上没有明显变化 ; 1 5一顺式和 9一顺式异

构体随盐度的提高而降低 ; 全反式异构体随盐度的增加而增加 ;现知的 15 一顺式
、

9 一顺式

和全反式异构体
,

是盐藻 户胡萝 卜素中含量比较多的 3 种异构体
。

总之
,

提高盐度有利

于全反式异构体的累积
,

而不利于总顺式异构体的累积
。

表 l 盐度对盐藻异构体累积的影响

T a b
.

1 E f f e c t o f s a l i n i t y o n a c c u m u l a t i o n o f 月
一 e a r o t e n e i s o m e r s i n D u , a l i e l l a s a l i n a
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鉴于顺式异构体在防癌和延缓衰老等方面的作用更强
,

要使盐藻在累积大量 今胡萝

`少 3 种 户胡萝 卜素异构体标准品分别 由瑞典 F
.

H o f f m a n 一
L a R o e h 。 A G 有限公 司 S c h让e p 博 士

、 K e l l e r

博士
,
和以 色列国家海洋研究所 B e n 一

A m ot z

博士 无偿提 供
, 特此致谢

。



l 期 刘建国等 :胁迫条件下盐藻 价 胡萝 卜素及其异构体累积的研究— 盐度的影响 7 5

卜素的同时
,

也累积更多的顺式异构体
,

为此建议生产性养殖时
,

控制盐度在 2 10 较为适

宜
。

3 结论

3
.

1 细胞生长的适宜盐度在 1 20 左右 ;超过 120 时
,

盐度增加不利于细胞生长
,

但有利于

细胞内户胡萝 卜素的累积 ;特别是在 1 50 一 1 80 之间变化时
,

月
一

胡萝 卜素累积变化幅度最

大
,

该浓度也是决定养殖盐藻生产 户胡萝卜素的成败关键 ; 适宜于养殖盐藻生产产胡萝

卜素的盐度 以 24 0 为宜
。

1 2 盐藻累积的 户胡萝 卜素至少含 6 种异构体
,

其中含量较多的 3 种异 构 体 为 巧
一

顺

式
、 9一顺式和全反式 ;盐度增加不利于总顺式异构体的累积

,

而有利于全反式异构体的累

积
。

为使盐藻生长
、

夕
一

胡萝 卜素及顺式异构体累积同时达到最好效果
,

建议生产性养殖

时
,

控制盐度在 2 1 0。

户胡萝 卜素是良好的食用色素
,

化妆品
、

防晒剂生产中的天然色素
,

在医药上可以用

来治疗中风
、

心脏病
、

夜盲症
、

防治癌症
、

延缓衰老等
。

盐藻是累积 产胡萝 卜素最多的真

核生物 (达干重的 10 关左右 )
,

是最具开发潜力的 价胡萝 卜素天然资源 ; 同时顺式异构体

在盐藻户胡萝 卜素中占多数 ( > 50 多 )
,

加强这方面的研究不仅在理论上
,

而且在实践中

都是十分必要的
。
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