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二丁基羟基甲苯对雨生红球藻虾青素和 

油脂积累的影响* 

岳陈陈 1  余旭亚 1  赵永腾 1  王惠萍 2① 
(1. 昆明理工大学生命科学与技术学院  昆明  650500；2. 昆明市儿童医院  昆明  650228) 

摘要    以雨生红球藻(Haematococcus pluvialis)为对象，研究高光照、缺氮条件下，外源添加不同

浓度的二丁基羟基甲苯(Butylated hydroxytoluene, BHT)对雨生红球藻生长、虾青素积累、油脂合成、

脂肪酸组成、碳水化合物、蛋白含量以及虾青素和脂肪酸合成相关酶基因的影响。结果显示，添加

不同浓度的 BHT 后，2 mg/L BHT 添加组虾青素积累量为最高，显著高于其他实验组和对照组

(P<0.05)，达到 31.66 mg/g，是对照组的 1.87 倍。油脂含量达 45.56%，高于同期对照组(39.06%)，

脂肪酸组成变化不显著。在此条件下，虾青素合成关键酶基因 dxs 和 bkt 表达水平分别是对照组的

5.19 倍和 2.04 倍；脂肪酸合成关键酶基因 kas 和 acp 表达水平较对照组显著提高(P<0.05)，分别是

对照组的 4.56 倍和 3.02 倍。与对照组相比，2 mg/L BHT 添加组的碳水化合物和蛋白含量均呈下降

趋势。研究表明，在胁迫条件下，外源添加适量浓度的 BHT 能有效促进雨生红球藻中虾青素的积

累，同时提高了藻细胞内的油脂含量。 
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虾青素是一种红色脂溶性酮式类胡萝卜素，在水

产养殖、生物医药、化妆品等领域应用广泛(陈超等, 

2014; Higuera-Ciapara et al, 2006; Shah et al, 2016)。

研究发现，胁迫条件，如高光照、高盐、缺氮等，能

促进微藻积累虾青素(Chen et al, 2017; Gao et al, 

2015; Liu et al, 2016; Zhekisheva et al, 2002)。雨生红

球藻(Haematococcus pluvialis)(绿藻门、团藻目)是一

种分布于世界各地的单细胞淡水微藻，由于其虾青素

含量高而被公认为天然虾青素生产的主要原料(何磊

等, 2011; Lorenz, 1999; Rao et al, 2010)，生产中，一

般采用增加生物量和细胞内虾青素积累量的方法来

提高虾青素的产量。 

胁迫条件下，雨生红球藻除了积累虾青素外，还

大量积累脂肪酸和甘油三酯(Saha et al, 2013)。研究发

现，雨生红球藻中约有 95%的游离虾青素会和脂肪酸

发生酯化并储存在富含三酰基甘油的胞质脂质体中

(Holtin et al, 2009; Yuan et al, 2000; Chen et al, 2015)。

虾青素合成以丙酮酸和甘油醛-3-磷酸(GA3P)为起始

物，经 1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸合成酶(DXS)催化，

形成 1-脱氧-D-木酮糖-5-磷酸，最后经类胡萝卜素酮

酶(BKT)合成游离虾青素(Estévez et al, 2001; Huang 

et al, 2016)。acp 编码细胞中酰基载体蛋白(ACP)的合 
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成，脂肪酸合成的第一个循环是乙酰-CoA 与丙二酸

单酰-ACP 在 β-酮酰-ACP 合酶(KAS)的催化下生成乙

酰乙酰 -酰基载体蛋白，进入下一步脂肪酸的合成 

(张梅等, 2018)。二丁基羟基甲苯(BHT)是一种人工合

成的酚类抗氧化剂，因其抗氧化性强、挥发性低、稳

定性高、耐用性好等优点被广泛应用于化工、食品、

医药等领域(赵磊等, 2016)。Nanou 等(2010)研究发现，

外源添加 BHT 能提高真菌 Blakeslea trispora 中 β-胡

萝卜素的积累。而 β-胡萝卜素是虾青素合成通路中重

要的中间代谢产物，这为本研究将 BHT 用于雨生红

球藻诱导虾青素积累提供了理论依据。 

本研究通过在培养基中添加不同浓度 BHT，考

察其对雨生红球藻生长、虾青素含量、油脂含量、脂

肪酸组分、碳水化合物、蛋白含量等生理生化指标及

对虾青素、脂肪酸合成相关酶基因表达的影响，优化

BHT 添加浓度，为其改善雨生红球藻中虾青素和油

脂积累的工艺提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与试剂 

雨生红球藻分离、筛选自云南省泸沽湖，本实验

室保存。BHT 购自生工生物工程(上海)股份有限公

司；Trizol、逆转录试剂盒、引物(dxs、bkt、acp 和

kas)和荧光定量试剂盒购自上海碧云天生物技术有

限公司；甲醇、DMSO、KOH、丙酮和葡萄糖等均为

分析纯。 

1.2  主要仪器 

1730R 高速冷冻离心机，丹麦 Labogene Scanspeed

公司；Ultrospec 2100pro 紫外可见分光光度计，美国

General Electric 公司；FD5-12 冷冻干燥机，西盟国际

集团；荧光定量 PCR 仪，美国 Bio-Rad 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  雨 生 红 球 藻 的 培 养     以 Bold’s Basal 

Medium (BBM)(Ebrahimian et al, 2014)为基础培养

基，将雨生红球藻接种到容积为 3 L 的鼓泡式光生物

反应器中，2800 lx 持续光照，培养温度为(25±1)℃，

连续通入 0.1 vvm 的无菌空气，培养 15 d(此时生物量

约为 7.0×105 cells/ml)。 

1.3.2  BHT 诱导    将 BHT 溶于无水乙醇，制成质

量浓度为 3.5 g/L 的 BHT 母液，备用。3000 r/min 离

心 5 min，收集上述的藻细胞，用无菌水洗 3 次，除

去培养基，重悬于不含氮源的 BBM 培养基中，加入

BHT 母液，使得培养基中 BHT 的质量浓度分别为 0、

1、2 和 3 mg/L(保持各组的乙醇添加量相同)。培养条

件为：12000 lx 持续光照，培养温度为(28±1)℃，连

续通入 0.04 vvm 的无菌空气，培养 15 d，隔天取样，

测定各生理生化指标。 

1.3.3  藻细胞生物量和虾青素含量的测定    选用

改进过的方法测定诱导培养基中雨生红球藻虾青素的

含量(Boussiba et al, 1991)。隔天定时取 5 ml 诱导培养基

中的藻液，5000 r/min 离心 3 min，弃上清液，收集

藻细胞。加入 2 ml 质量分数为 5%的 KOH 和体积分

数为 30%的甲醇混合液，置于 65℃水浴 15 min 以破

坏叶绿素，3500 r/min 离心弃上清液，收集沉淀，水

洗 2 次以洗去沉淀中残余的叶绿素，离心收集沉淀，

加入 5 ml 的 DMSO，混匀后利用超声破壁，反复抽

提至藻体发白，5000 r/min 离心 3 min，取上清液，

于 490 nm 波长下测定吸光度 A490 nm。按以下公式计

算虾青素质量浓度： 

虾青素质量浓度(mg/L)=(4.5×A490 nm×Va)/Vb 

式中，Va 为 DMSO 体积(ml)；Vb 为藻液体积(ml)。 

此外，每隔 1 d 定期取 10 ml 诱导培养基中的藻

液，离心收集细胞，冷冻，干燥，称重，细胞生物量

和虾青素含量按以下公式计算： 

细胞生物量(g/L)=藻粉干重/藻液体积 

虾青素含量(mg/g)=虾青素质量浓度/细胞生物量 

1.3.4  藻细胞油脂含量和脂肪酸组分测定    按照

Yu 等(2012)的方法测定藻细胞中的油脂含量和脂肪

酸组成。离心收集各组藻细胞，冷冻干燥，称取重 ω1

的藻体充分研磨，加入 3 ml 氯仿–甲醇混合液(氯仿∶

甲醇=2∶1，v/v)提取油脂，置于 150 r/min 的摇床中

20 min，2000×g 离心 10 min，收集上清液，重复提

取 2~3 次至藻体发白，将上清液置于管重 ω2 的 50 ml

离心管中，39℃烘箱中干燥，称重 ω3，油脂含量计

算公式如下： 

油脂含量(%)=(ω3–ω2)/ω1×100 

向上述含有油脂的离心管中加入 2 ml 硫酸甲醇

溶液(硫酸∶甲醇=3∶97，v/v)混匀，70℃水浴 4 h，

加入 2 ml 正己烷，转移至进样瓶中，利用 Agilent 7890

进行脂肪酸 GC-MS 分析，色谱条件：色谱柱为

HP-5MS (5% Phenyl Methyl Silox，30 mm×250 μm× 

0.25 μm)，二阶升温程序：170℃维持 0 min，以 10℃/min

的速度升至 190℃，维持 1 min；再以 0.8℃/min 的速度

升温至 207℃，维持 1 min；进样分流比 40∶1，分流

进样 1 μl；进样口温度维持在 250℃；载体为高纯氦

气，以 1 ml/min 流速流入；质谱条件：四级杆温度为
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150℃，EI 离子源温度为 230℃，溶剂延迟 2 min；质

谱扫描范围为 50~550 amu。以 NIST08.L 作为数据库，

利用峰面积归一化法进一步计算脂肪酸各组分之间

的相对百分含量。 

1.3.5  藻细胞中碳水化合物和蛋白含量的测定     

    采用 Jia 等(2015)的方法测定藻细胞中的碳水化

合物，取 10 mg 冻干藻粉加入 0.5 ml 乙酸，80℃水浴

20 min，加入 10 ml 丙酮，3500 r/min 离心 10 min，

弃上清液。将沉淀重悬于 2.5 ml 的 4 mol/L 三氟乙酸

中，煮沸 4 h，10000 r/min 离心 3 min。取 20 µl 上清

液，加入硫酸–苯酚–水溶液 900 µl(硫酸∶水∶苯酚= 

15 ml∶7.5 ml∶0.15 g)，煮沸 20 min，在 490 nm 测

吸光度，用葡萄糖制作标准曲线，以测定碳水化合物的

总含量。 

取10 mg冻干藻粉，加入100 µl的1 mol/L NaOH

溶液，80℃水浴10 min，加入900 µl蒸馏水，12000×g

离心30 min，将上清液转移至新的离心管中。重复上

述操作2次，合并上清液，以牛血清蛋白制作标准曲

线，利用Berges等(1993)的方法测定总蛋白含量。 

1.3.6  测定雨生红球藻虾青素和脂肪酸合成相关酶

基因的表达量    本实验使用 Primer 5.0 设计 dxs、

bkt、kas 和 acp 酶基因的上下游扩增引物(表 1)，扩

增后产物经生工生物工程(上海)股份有限公司测序后

BLAST 比对，以此为模板设计荧光定量引物(表 2)。 

收集藻细胞，无菌水洗 2 次，保存于–80℃备用。在

液氮中充分研磨藻细胞，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 dxs、bkt、kas 和 acp 基因表达量进行测定，以

18S (引物：5′-CGGTCTGCCTCTGGTATG-3′与 5′-GC 

TTGCTTTGAACACGCT-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 1  酶基因克隆引物 
Tab.1  Primers for gene cloning  

引物 
Primer 

引物序列 
Primer sequence (5′~3′) 

退火温度 
Annealing 

temperature(℃)

dxs F ACAACCAGCAGGTGTCGC 

dxs R CCGTCTCCGCACTCTTCA 
58 

bkt F GACCTGCACTGGGAGCACCAC 

bkt R GACGTTGGCCACCGCTACTGA 
62 

kas F AGTGCGGTAATTCAGGTGC 

kas R GCTGTAACATTGGTGATGC 
62 

acp F CAATCCCCACCTACAGCA 

acp R CATTACAACGATAGAACACGAA 
59 

表 2  酶基因荧光定量 PCR 引物 
Tab.2  Primers for enzyme genes RT-PCR 

引物
Primer

引物序列 
Primer sequence (5′~3′) 

退火温度 

Annealing 
temperature(℃)

dxs F GTCTCCGCACTCTTCACC 

dxs R CCCACCCAGTACAACAAC 
57 

bkt F CAATCTTGTCAGCATTCCGC 

bkt R CAGGAAGCTCATCACATCAGA 
61 

kas F CACCCCACTCTGAACCAGGA 

kas R GACCTCCAAACCCGAAGGAG 
62 

acp F CAGCTCGGCACTGACCTTG 

acp R CAAGGGTCAGCTCGAACTTCTC 
59 

 

1.4  数据处理 

实验各组均设置 3 个平行样，数据处理采用

ANOVA(SPSS 19.0)一步法分析和 Duncan 氏多重范

围比较进行分析。最小显著性差异进行多重比较来检

验调查不同实验的组间差异，P<0.05 为具有显著性。 
 

 
 

图 1  不同浓度 BHT 处理对雨生红球藻 

生物量和虾青素积累的影响 
Fig.1  Effects of BHT on biomass and astaxanthin  

content of H. pluvialis during induction process 

*表示组间有显著性差异(P<0.05)，**表示组间有极显著性

差异(P<0.01)。下同 
* represents significant difference between groups (P<0.05), 
** represents highly significant difference between groups. 

The same as below 
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2  结果 

2.1  BHT 对雨生红球藻生物量和虾青素积累的影响 

如图 1A 所示，0、1 和 2 mg/L BHT 处理组生物 

量最大值分别为 0.62、0.58 和 0.56 g/L，3 mg/L BHT

处理组藻细胞生长明显受到限制。图 1B 显示，0、1

和 2 mg/L BHT 处理组虾青素含量逐渐升高，2 mg/L 

BHT 处理组增加最为显著，在 13 d 时达到最高

31.66 mg/g，0 和 1 mg/L BHT 处理组分别为 16.94 和

22.30 mg/g；3 mg/L BHT 处理组虾青素含量则较低。 

2.2  BHT 对雨生红球藻油脂和脂肪酸组分的影响 

高光照、缺氮条件下，0 和 2 mg/L BHT 处理组

藻细胞中油脂的变化趋势如图 2 所示。0 和 2 mg/L 

BHT 处理组油脂含量均逐步上升，最后趋于稳定；2 mg/L 

BHT 处理组在 11 d 时达最高，占细胞干重的 45.56%，

较对照组(39.06%)提高了 16.6%。 

表 3 为第 11 天时 0 和 2 mg/L BHT 处理组脂肪酸

组成。培养至 11 d，C16∶0、C18∶1n9t、C18∶2n6c

和 C18∶3n6 为脂肪酸的主要组成成分，占总脂肪酸

的 88%以上。2 mg/L BHT 处理组和对照组相比，脂肪

酸各组分含量变化不大，仅 C18∶1n9t 含量略微下降。 
 

 
 

图 2  不同浓度 BHT 处理对雨生红球藻油脂积累的影响 
Fig.2  Effects of BHT on lipid content of  

H. pluvialis during induction process 
 

2.3  BHT 对雨生红球藻碳水化合物和蛋白质含量的

影响 

碳水化合物和蛋白质是藻细胞内重要的生理参

数，本研究检测了在添加 BHT 条件下二者的变化情

况。2 mg/L BHT 处理组和对照组的碳水化合物含量

均呈现下降趋势，2 mg/L BHT 处理组从第 9 天开始

显著低于对照组，13 d 时至最低，为细胞干重的

13.45%，此时对照组为 16.12%(图 3A)；微藻细胞内

蛋白含量总体呈降低趋势，2 mg/L BHT 在 5 d、7 d 

 
 

图 3  不同浓度 BHT 处理对雨生红球藻 

碳水化合物和蛋白含量的影响 
Fig.3  Effects of BHT on carbohydrate and protein  

content of H. pluvialis during induction process 
 

表 3  不同浓度 BHT 对雨生红球藻脂肪酸组成的影响(%) 
Tab.3  Effects of BHT on fatty acid profile of  

H.pluvialis during induction process (%) 

脂肪酸 Fatty acids  0 mg/L BHT 2 mg/L BHT

C14∶0 0.64±0.07 0.85±0.14

C15∶0 0.14±0.03 0.17±0.03

C16∶0 25.31±0.42 24.94±0.20

C16∶1 0.48±0.18 0.53±0.01

C17∶0 0.24±0.01 0.27±0.03

C18∶0 2.61±0.43 3.31±0.29

C18∶1n9t 19.67±0.21 17.49±0.13

C18∶2n6c 28.80±0.28 28.96±0.06

C20∶0 0.57±0.15 0.46±0.10

C18∶3n3 2.67±0.29 2.89±0.61

C20∶1n9 0.10±0.01 0.14±0.02

C18∶3n6 16.58±0.31 17.41±0.01

C20∶2 0.14±0.03 0.13±0.02

C22∶0 0.42±0.07 0.34±0.01

C20∶3n6 0.14±0.02 0.15±0.01

C20∶4n6 0.98±0.04 1.25±0.01

C24∶0 0.23±0.03 0.21±0.02

C20∶5n3 0.23±0.02 0.32±0.01

单不饱和脂肪酸 
Monounsaturated fatty acid 

20.25±0.15 18.16±0.12

多不饱和脂肪酸 
Polyunsaturated fatty acid 

49.54±0.41 51.11±0.33

饱和脂肪酸 Saturated fatty acid 30.16±0.32 30.34±0.28
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图 4  BHT 对 dxs 和 bkt 基因表达量的影响 
Fig.4  Effects of BHT on the transcriptional expression 

levels of dxs and bkt during induction process 

 
时显著低于对照组(图 3B)。 

2.4  BHT 对雨生红球藻虾青素积累关键酶基因 dxs
和 bkt 的影响 

dxs 和 bkt 是虾青素合成途径中的关键酶基因，图 4 

为培养过程中 dxs和 bkt基因的相对表达量变化。2 mg/L 

BHT 处理组的 dxs 基因相对表达量在 3、5、9、11、

13 和 15 d 均显著高于对照组，第 9 天时为对照组的

5.19 倍(图 4A)；与对照组相比，2 mg/L BHT 处理组

bkt 表达量从第 3 天开始显著增加，第 9 天时达到最

高，为对照组的 2.04 倍，7 和 11 d 也显著高于对照

组，分别为 1.97 倍和 1.96 倍(图 4B)。 

2.5  BHT 对雨生红球藻脂肪酸合成基因 kas 和 acp
的影响 

用 qRT-PCR 方法检测不同诱导时间内，2 mg/L 

BHT 诱导组和对照组雨生红球藻脂肪酸合成基因 kas

和 acp 的表达量(图 5A、图 5B)，2 mg/L BHT 处理组

kas 的相对表达量从第 1 天起显著高于对照组，为对

照组的 3.36 倍，第 5 天达到最高，为对照组的 4.57

倍；整个诱导培养期间，2 mg/L BHT 处理组 acp 基

因的相对表达量也显著高于对照组。 

 
 

图 5  BHT 对 kas 和 acp 基因表达量的影响 
Fig.5  Effects of BHT on the transcriptional expression 

levels of kas and acp during induction process 
 

3  讨论 

3.1  培养基中添加 BHT 对雨生红球藻生长、虾青素

积累和酶基因表达量的影响 

本研究中，外源添加不同浓度 BHT 的结果显示，

低浓度(1 和 2 mg/L)对雨生红球藻的生物量影响并不

显著，而高浓度(3 mg/L)对生物量影响较大，对藻细

胞有明显的毒害作用。2 mg/L BHT 诱导组的虾青素

积累量显著高于其他组；1 mg/L 的添加剂量组高于对 

照组，但效果不如 2 mg/L 的处理组；3 mg/L 添加量

的毒害作用导致虾青素的积累无法进行。BHT 是一

种抗氧化剂，高浓度可能对机体产生促氧化作用

(Prooxidant)，从而导致藻细胞死亡。Nanou 等(2010)

利用高浓度的 BHT 处理真菌 Blakeslea trispora 时发

现，BHT 与分子氧相互作用，产生苯氧自由基和超

氧阴离子，表现出氧化性，致使细胞死亡；于威等

(2018)研究发现，利用高浓度抗氧化剂谷胱甘肽处理

黄瓜幼苗呈现明显的致毒作用，这均与本研究结果一

致。Wen 等(2015)研究发现，适宜浓度的乙醇诱导雨

生红球藻能促进其虾青素的积累，达到 25.10 mg/g；

丁巍等(2017)利用胺鲜酯诱导雨生红球藻提高了虾青
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素的含量，最高可达 24.94 mg/g，这均低于本研究中虾

青素积累量(31.66 mg/g)。 

dxs 和 bkt 是虾青素合成途径中的关键酶基因，

这 2 个基因表达量与虾青素的积累量呈正相关，Gao

等(2012)研究发现，外源添加水杨酸上调了 bkt 基因

的相对表达量，促进了虾青素的合成。Ding 等(2018)

发现，添加褪黑素提高了雨生红球藻细胞 dxs 和 bkt

基因表达量，同时提高了虾青素的积累量。本研究中，

图 4 和图 1 对比可知，基因表达量和虾青素积累之间

不具有同步性，虾青素的大量积累滞后于 dxs 和 bkt

的基因表达量增加。Gao 等(2012)使用水杨酸诱导虾

青素积累时发现，虾青素合成关键酶基因分为转录后

水平和转录水平基因，即有的基因在转录后上调虾青

素生物合成，有的基因在转录时上调虾青素的合成。

Zhao 等(2015)也证明了这一结论。 

3.2  外源 BHT 对雨生红球藻油脂积累、脂肪酸组成

和脂肪酸合成酶基因的影响 

利用抗氧化剂作为诱导子来提高生物体内次生

代谢产物的含量，逐步成为研究热点。Franz 等(2013)

研 究 发现，添加适宜浓度的没食子酸诱导微藻

Nannochloropsis salina 能增加细胞内油脂含量，比对

照组提高了 2.17 倍；Li 等(2017)外源添加褪黑素提高了

单针藻 Monoraphidium sp. QLY-1 中的油脂含量。本研

究使用 BHT 作为诱导子，提高了雨生红球藻中油脂

的含量，达到细胞干重的 45.56%，高于其他文献报

道的微藻油脂含量(Bogen et al, 2013; Holbrook et al, 

2014; Shrivastav et al, 2015)。 

此外，Che 等(2016)研究发现，外源添加黄腐酸

能提高油脂含量，脂肪酸各组分变化不大，这与本研

究的结果一致。acp 和 kas 是脂肪酸合成通路中的关

键酶基因，本研究中外源添加 BHT 提高了 acp 和 kas

的相对表达量，最高为对照组的 3.36 倍和 3.02 倍，

促进了脂肪酸的合成。Lei 等(2012)也发现脂肪酸合

成的增加往往伴随着 acp 和 kas 表达量的提高。Shang

等(2016)添加茴香醚诱导雨生红球藻合成虾青素，acp

和 kas 的相对表达量均升高，提高了脂肪酸含量，与

本实验呈现一致结果；油脂积累延迟于基因表达水平

的上调，说明 acp 和 kas 起到了转录后水平的调节作用。 

碳水化合物和蛋白质是藻细胞重要的生理指标，

Ho 等 (2017)发现高盐诱导下，Chlamydomonas sp. 

JSC4 通过降低细胞内淀粉含量增加了脂质积累；

Chokshi等(2017)研究发现，微藻Acutodesmus dimorphus

在缺氮条件下，细胞内的蛋白含量随着培养时间的进

行而逐步降低。本研究中，BHT 处理组和对照组的

碳水化合物和蛋白均呈下降趋势，BHT 处理组下降

更为显著。因此，在胁迫条件下，雨生红球藻可能通

过分解自身的碳水化合物和蛋白来合成油脂和虾青

素等代谢产物来提高抗性。 

雨生红球藻虾青素的积累与油脂合成紧密相关，

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，有利于虾青素的合成；另一个是

形成脂质体(Lipid bodies, LBs)以贮存虾青素(Zhang 

et al, 2016)。雨生红球藻中 95%的虾青素与脂肪酸发

生酯化反应，形成虾青素酯，储存于富含甘油三酯的

脂质体中，这一反应降低了底物的量，减少末端产物

抑制作用，促进了虾青素的积累(Chen et al, 2015)。

增加脂肪酸的合成，合成的虾青素进入 LBs 后得以分

隔，可作为减少末端产物抑制、增加虾青素积累的策

略(Zhekisheva et al, 2005)。 

在高光照、缺氮条件下，外源添加适宜浓度抗氧

化剂褪黑素能够抑制细胞内的活性氧(ROS)，增加细

胞内抗氧化酶活性和抗氧化物含量，维持细胞内的氧

化还原处于平衡状态，促进虾青素和油脂的积累

(Zhao et al, 2018; Ding et al, 2018)。同样，BHT 作为

抗氧化剂，可提高真菌中抗氧化酶活性，从而清除胞

内过量 ROS，进而促进 β-胡萝卜素的合成(Nanou et al, 

2010)。另一方面，Ding 等(2018)通过外源添加抗氧

化剂褪黑素诱导雨生红球藻发现，上调了细胞内一氧

化氮(NO)和水杨酸(SA)水平，NO 和 SA 通过一系列

级联反应促进了虾青素和脂肪酸的积累；SA 作为植

物激素可促进雨生红球藻中虾青素的积累(Gao et al, 

2012)；添加 NO 供体，SNP 可通过激活胞内抗氧化

酶活性，猝灭过量 ROS，进而调控微藻在铬胁迫下的

抗性(Kováčik et al, 2015)。而适量 ROS 可以促进微藻

中次级代谢产物的积累(Shi et al, 2017)。因此，外源

添加 BHT 可能是通过调控 ROS 和胞内相关信号分子

水平，进而促进虾青素和油脂的积累(Zhao et al, 2018; 

Ding et al, 2018; Nanou et al, 2010)。此外，BHT 上调

了虾青素和脂肪酸合成途径中关键酶基因的相对表

达量，促进了虾青素和脂肪酸的积累。 

4  结论 

外源添加适宜浓度的 BHT 能促进诱导条件下雨

生红球藻中虾青素和油脂的积累。2 mg/L BHT 处理

雨生红球藻的效果最佳，虾青素积累量为 31.66 mg/g，

是对照组的 1.87 倍，促进了虾青素合成关键酶基因

dxs 和 bkt 的表达；同时，提高了脂肪酸合成酶基因

acp 和 kas 表达量，油脂含量增加到干重的 45.56%，

比对照组提高了 16.6%；油脂的积累，有利于虾青素
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酯的形成，从而增加了微藻细胞中虾青素的生物合成。 
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Effects of Butylated Hydroxytoluene on Accumulation of Astaxanthin  
and Lipids in Haematococcus pluvialis LUGU 

YUE Chenchen1, YU Xuya1, ZHAO Yongteng1, WANG Huiping2①
 

(1. Faculty of Life Sciences and Technology, Kunming University of Science and Technology, Kunming  650500;  
2. Kunming Children's Hospital, Kunming  650228) 

Abstract    Haematococcus pluvialis is a microalga, and this species is economically important since it 

is a rich source of natural astaxanthin, which is considered a “super anti-oxidant.” The study was 

conducted using H. pluvialis LUGU filtrated from Lugu Lake in Yunnan Province, China. Studies have 

shown that under stress, the exogenous addition of appropriate concentration of butylated hydroxytoluene 

(BHT) can effectively promote the accumulation of astaxanthin and increase the content of lipids in the 

algal cells. The effects of BHT on several traits were investigated under stress conditions (high 

illumination and nitrogen deficiency), including the impact on growth of algae; the accumulation of 

astaxanthin; the synthesis of lipids; the composition of fatty acids, carbohydrates and protein; the 

expression level of the key enzyme gene of astaxanthin; and fatty acid biosynthesis. In this study, the 

different concentrations of BHT (0, 1, 2, and 3 mg/L) were achieved through single factor experiments in 

algal cell culture medium. Results from these experiments showed that BHT treatment does not 

effectively promote the algae growth, but it does affect the accumulation of astaxanthin in algae cells. 

There was a significant dose effect depending on the BHT treatment applied to H. pluvialis. After 

examining BHT additions of different concentrations, astaxanthin accumulation was determined to be the 

highest after the 2 mg/L BHT treatment, and it was significantly higher than that resulting from other 

treatments or the control group (P<0.05). Moreover, astaxanthin accumulation was 1.87 times higher than 

that in the control group, reaching 31.66 mg/g. The lipid content of the 2 mg/L BHT treatment was 

45.56%, which was also higher than that in the control (39.06%). Under these conditions, the expression 

levels of the key enzyme genes of astaxanthin synthesis, dxs and bkt, were 5.19 folds and 2.04 folds, 

respectively, as those of the control, and the expression levels of the key enzyme genes of fatty acid 

synthesis, kas and acp, were significantly higher than those of the control (P<0.05), being 4.56 folds and 

3.02 folds, respectively, as those of the control. Contrastingly, the carbohydrate and protein contents 

decreased compared to those of the control group. Overall, our results also show that BHT can increase 

accumulation of astaxanthin and increase the content of lipids in the algal cells when administered at an 

appropriate dose. 

Key words    Haematococcus pluvialis; Butylated hydroxytoluene; Astaxanthin; Lipids; Astaxanthin 

synthesis genes; Fatty acid synthesis genes 
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