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无机碳与雨生红球藻(Haematococcus pluvialis) 

细胞调节物质 
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提要 以单细胞雨生红球藻为材料，采用酸碱滴定和 CO 加富通气培养微藻的方法，对旧液 

中HCO3-和CO；一浓度变化以及对红球藻细胞生长的影响进行了研究。结果表明，旧液具有限 

制红球藻细胞生长和诱导细胞转化的作用。同时，旧液中无机碳离子浓度明显高于新液。培 

养液中富含CO；一时，各细胞数量与CO 一浓度呈正相关，相关系数为0．88。溶液中仅有 

HCO／时，各细胞数与HCO3-浓度也呈正相关性。因此，排除了CO 一和 HCO；作为旧液中的 

调节物质，限制红球藻细胞生长和诱导细胞转化的可能性。旧液乙酸乙酯提取物生物检测实 

验表明，在粗提取物中有降低细胞增长和诱导细胞转化的活性，表明调节物质能溶于有机相， 

也反过来证实无机碳离子不是旧液中的调节物质。DNA含量和倍性分析结果表明，红球藻游 

动细胞DNA复制可以加倍后不经过原生质分裂就可以再次进行，因此推测旧液中的调节物质 

对原生质分裂过程产生抑制作用，而不对DNA复制过程产生抑制作用。 
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虾青素在食品、医药和水产饲料中具有很大 

的开发潜力。利用雨生红球藻生产虾青素是近年 

来微藻领域中倍受关注的热点问题。稳定快速的 

细胞培养是关键生产技术，目前还有待进一步提 

高。作者认为，光、温、pH、盐度和矿物质营养等 

传统的常规因子影响着红球藻细胞生长、转化和 

虾青素累积(刘建国等，2000a，b)，除此之外其 

它因素也发挥作用，应当引起重视。例如，张展等 

(2003)证实细胞高密度诱导红球藻细胞产生两种 

完全不同的适应机制，并对红球藻细胞生长产生 

影响。孙艳妮等(2001)也证实红球藻旧液(指曾 

培养过红球藻耗掉营养的旧溶液，重新添加营养 

后配制的培养液的简称)中确实存在降低游动细 

胞生长并促使游动细胞向不动细胞转化的调节物 

质。 

那么，究竟旧液中调节物质是什么?又是怎 

样产生的?是细胞本身产生并释放到培养液中 

的?还是细胞代谢活动，导致培养水体发生某些 

物理化学反应，反应产物进一步对红球藻细胞产 

生间接影 响? 目前 尚不 明确。Mandalam 等 

(1995)发现小球藻旧液中 HCO；增加，认为 

HCO3-抑制了小球藻原生质分裂，降低了细胞生 

长。作者也注意到，红球藻培养过程中pH常常发 

生很大变化。pH变化确实导致溶液中 CO，、 

HCO3-和CO；一平衡体系发生变动。那么，是否无 

机碳离子作为调节物质，在红球藻细胞周期和生 

长过程中发挥调节作用?作者结合 CO 加富通气 

培养结果，以及不同培养条件下 HCO；和 CO；一 

与红球藻游动细胞、不动细胞和总细胞数相关性 

结果，加之利用有机溶剂粗提取物的生物检测的 

反证实验，对无机碳作为红球藻调节物质的可能 

性予以探讨，旨在为工程培养红球藻，大量生产虾 
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青素奠定理论基础。 

1 材料与方法 

1．1 实验藻种和培养方法 

雨生红球藻(Haematococcus pluvial~)为本实 

验室的Hn品系，原种来自中国科学院水生生物研 

究所微藻生物种质库。 

培养液按 MCM为基础的修正配方(张京浦 

等，1994)配制。以蒸馏水配制的新鲜培养液简 

称为新液。将静置培养雨生红球藻一段时间的藻 

液经4000r／m离心5min，上清液中加入与新液等 

量营养盐，这种以藻处理过的旧溶液配制的培养 

液简称为旧液。 

重新接种以游动细胞为主(90％左右)的红球 

藻于上述新、旧液中，在人工光照[光强为400~E／ 

(m ·s)；光照时间为 14h]和室温条件下，根据不 

同的实验目的，进行静置或通气培养。定期采样， 

显微观察细胞生长和无机碳的变化。 

1．2 细胞数量的测定 

在培养期间定时取样，血球计数板显微计数。 

观测游动细胞、不动细胞和总细胞的数目变化。 

实验至少有2组以上重复。在每组中细胞显微计 

数 16次。 

1．3 培养液中CO 一、HCO；浓度分析 

培养液中的CO；一、HC03-浓度采用黄祥飞 

(1999)酸碱滴定的修正方法测定和计算。 

1．4 旧液中调节物质粗提方法 

取等体积的低密度(4×10 个细胞／m1)和高 

密度(1．3×10 个细胞／m1)红球藻的旧液(分别 

称为低旧液和高旧液)，离心去掉藻泥，上清液用 

滤纸过滤，用盐酸将过滤液调 pH至2_3。按每 

lO00ml过滤液中加入80ml乙酸乙酯的比例连续 

提取3次，40~C旋转蒸发提取液，除去乙酸乙酯， 

获得棕黄色粗提取物。二甲基亚砜溶解该粗提取 

物，添加到新接种的红球藻游动细胞藻液中，以添 

加相应浓度二甲基亚砜的藻液为对照，在 CO，加 

富通气条件下培养，观察乙酸乙酯粗提取物对红 

球藻生长的影响。 

1．5 DNA提取和测定 

细胞计数后的红球藻经4000r／m离心5min， 

蒸馏水悬浮藻泥于 Eppendorff管中，12000r／min 

离心5min，同样方法水洗藻泥3次。加 10％蛋白 

酶 K和5％巯基乙醇( )，冻融4次。再加 1ml 

裂解液混匀，37 c【=静置 1h。14000r／min低温离心 

20min，向上清中加入等体积的苯酚，混匀抽提蛋 

白。14000r／min低温离心 20min，向上清中加等 

体积的氯仿 一异戊醇(24：1)，轻轻摇动混合。 

14000r／rain低温离心20rain，上清中加入0．1体积 

3mol／L醋酸钠和0．7体积异丙醇，混匀后过夜沉淀 

DNA。14000r／rain低温离心20min，弃去上清。用 

75％的乙醇200 将 DNA洗2次，真空抽干，加适 

量ET溶解DNA，用紫外分光光度计测DNA含量。 

1．6 细胞流式仪DNA相对倍性测定 

红球藻培养液 4000r／min离心 5min，加 1ml 

冰预冷乙醇悬浮藻泥，4c【=保存 48h。1500r／min 

离心 lOmin，加 1ml甲醇悬浮沉淀，室温下静置 

45min，1500r／min离心 10min，PBS溶液冲洗后重 

新离心，最后悬浮细胞于1ml PBS溶液中。 

加 1ml DAPI染色剂于上述溶液中染色，染色 

细胞通过细胞流式仪测定 DNA相对含量，每次测 

定60o0个细胞以上。 

2 结果与讨论 

2．1 CO：加富通气培养条件下，旧液对红球藻生 

长的抑制作用 

CO 加富通气培养条件下，旧液中红球藻无 

论总细胞量还是游动细胞的数量都较对照明显低 

(表1)，特别是在实验后期，旧液中红球藻总细胞 

量只有新液的55％左右，而游动细胞仅有30％左 

右。表明旧液中确实存在着抑制红球藻细胞生长 

的调节物质，并且该物质是通过抑制游动细胞生 

长，实现对总细胞数量增加产生抑制的。 

在CO 加富通气条件下，从旧液中红球藻不 

动细胞相对变化分析，旧液不仅没有降低不动细 

胞数量，相反明显有利于不动细胞形成。由于不 

动细胞分裂速度很慢，主要是通过游动细胞转化 

形成的(刘建国等，2000a)，因此本结果表明旧液 

中的调节物质有促进红球藻不动细胞形成作用。 

上述 CO 加富通气培养结果，与孙艳妮等 

(2001)通空气培养红球藻所获得的结果完全一 

致。即旧液中的调节物质可降低游动细胞生长， 

并诱导游动细胞向不动细胞转化是完全一致的。 

究竟旧液中的什么物质对红球藻细胞产生了 

影响，目前还不清楚。Prmt(1942，1944)、Pratt等 

(1940，1945)对小球藻培养旧液进行研究，发现 

该藻生长过程中能产生一种可以抑制本身细胞生 

长的热敏物质，并定义为小球藻素。而Mandalam 

等(1995)对小球藻进行的研究并不支持存在小球 
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项目 

培养时间(d) 

1 2 3 4 5 6 7 

藻素的观点，认为是旧液中过高的HC03-导致细 

胞分裂受阻，旧液中小球藻较新液 DNA倍性加 

大，较早出现2或4倍 DNA的细胞，而且随后有 

不断增多的趋势，尤其是4倍 DNA的细胞不断增 

多。为此，有必要了解红球藻旧液中无机碳状况 

及其与红球藻细胞生长之间的关系。 

2．2 旧液中co 一、HCOf变化和红球藻DNA状 

况 

表 2示红球藻静置培养过程中，新、旧液中 

HCO3-和 CO：一含量变化。结果显示新液中 

HCOf和CO；一浓度都较低，而旧液中上述离子浓 

度比较高。旧液中的无机碳浓度始终都高于对照 

组的。这同Mandalam等(1995)对旧液中小球藻 

分析结果类似。那么，红球藻细胞是否也出现2 

倍和4倍 DNA现象? 

表2 主要无机碳在红球藻旧液和新液中的含量(mmo~L) 

Tab．2 Concentration changes(mmol／L)of main inorganic carbon in／／．pluvialis 

inoculated in fresh medium and in old culture 

利用紫外光谱法测绘的DNA含量表明，从不 

动细胞刚刚释放出的游动细胞 DNA含量较低，为 

6．2×10 g。经过一段时间培养后，游动细胞 

DNA含量升高，其量大约是刚释放游动细胞 DNA 

含量的3 倍。上午 11：00左右，细胞分裂完 

成，新的游动细胞形成，这时DNA含量较低。晚 

上部分游动细胞处于待分裂状态，DNA平均含量 

大约为上午细胞的1．5倍。 

细胞流式仪测量红球藻游动细胞 DNA倍性 

也表明，上午 11：00游动细胞有两个吸收峰，分别 

在55和110左右(图1a)，说明此时的细胞有两种 

类型，部分刚刚释放出来的细胞 DNA含量低，是 

没有进行细胞分裂的一半。而晚上 9：00的游动 

细胞只测到一个峰，大约在 110(图1b)，与上面没 
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图 1 红球藻游动细胞的DNA倍性图谱 

Fig．1 The DNA histograms of H pluvial~ motile ceils 

a．上午 11：00的游动细胞；b．晚上9：00的游动细胞； 

e．在旧液培养较长时间的游动细胞 

有分裂的细胞一致，此时的细胞大部分处于待分 

裂状态。但是在培养时间较长、pH较高的旧液 

中，测到的游动细胞 DNA倍性图谱没有明显的 

峰，表明DNA分布十分分散，其中有的细胞 DNA 

高达290(图1e)。如果假定细胞DNA量值55为 

单倍，那么红球藻游动细胞的DNA倍性至少在 

1__4倍之间。 

上述 DNA含量和倍性实验进一步印证：红球 

藻DNA在加倍后不经过原生质分裂就可以再次 

进行 DNA复制。在 DNA复制顺畅而细胞质分裂 

受阻这一点上，作者的结果与Mandalam等(1995) 

对小球藻的分析结果也是一致的。 

尽管如此，旧液中无机碳含量高和旧液抑制 

红球藻生长之间的关系如何，即HCO3-或 CO；一 

是否如上面小球藻部分所述，就是红球藻生长抑 

制物或诱导不动细胞转化物质?还需要进一步分 

析静置、通气和 CO：加富通气培养时，新、旧液中 

CO；一、HCO3-和CO：浓度变化与红球藻游动细 

胞、不动细胞和总细胞的相互关系，才能确定。 

2．3 CO 一与红球藻各细胞指标间的关系 

尽管在静置培养条件下，新液中CO；一浓度与 

红球藻细胞总数、游动细胞数和不动细胞数都呈 

线性负相关(表3)，但这不表明CO；一可能是抑制 

红球藻细胞生长的物质。因为旧液中COj一浓度 

与红球藻细胞总数、游动细胞数和不动细胞数都 

呈线性正相关，其中以细胞总数与CO；一浓度相关 

系数最大，为0．88。上述静置培养条件下的结果 

表明：旧液中CO；一增加有利于红球藻细胞数量增 

加，因此不可能是旧液中抑制红球藻细胞生长的 

物质。 

表3 静止条件下，新液和旧液中的各细胞数与co 一浓度之间的线性关系 

Tab．3 Relationship between each type of ceils and the c0；一concentration 
of fresh and old cuhure medium in stmic culture of H pluvialis 

注：式中Y为细胞数，X为c0；一浓度(mmol／L) 

通气培养的条件下，新液中co；一浓度很低， 

几乎为0，各细胞指标变化与co；一浓度基本没有 

相关性。而通气培养的条件下的旧液中，各细胞 

指标变化都与co；一浓度呈线性正相关性(表4)， 

进一步表明旧液中co；一不是旧液中抑制红球藻 

细胞生长的物质。 

0 如 ∞ 如 0 如 ∞ 如 0 
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表4 

Tab．4 

通气条件下。旧液中的各细胞数和c0；一浓度之间的线性关系 

Relationship between each type of cells and the c0；一concentration 

0f old culture medium in aerated culture ofH pluvialis 

注：式中Y为细胞数，X为c0；一浓度(mmol／L) 

CO，加富通气培养时，无论新液还是旧液中 

CO；一浓度很低，几乎没有(结果未列出)。因此， 

红球藻细胞生长与CO 一基本无关。 

综上所述，CO；一本身没有抑制细胞生长的作 

用。相反作为无机碳源(特别是旧液中的CO；一) 

在一定程度上有利于红球藻细胞生长。因此， 

co；一不可能是调节红球藻细胞生长的调节物质。 

2．4 HCO3-与红球藻各细胞指标间的关系 

静置条件下，新、旧液中HCO；浓度与红球藻 

细胞总数、游动细胞数目和不动细胞数目关系如 

表5所示。 

表5 静止条件下。新液和旧液中的各细胞数和 HCO；浓度之间的线性关系 

Tab．5 Relationship between each type of cells and the HC03-concentration 

of fresh and old culture medium in static culture of／／．pluvialis 

注：式中Y为细胞数，X为HC03-浓度(mmol／L) 

从表 5可以看出，无论新液还是旧液中的 

HCO3-浓度与红球藻细胞总数、游动细胞数目和 

不动细胞数目都呈一定的负相关性，特别是旧液 

中的细胞总数与HCO3-浓度之间呈明显线性负相 

关，相关系数高达0．914。 

但是，进一步的通气培养实验(表6)却表明， 

新液中细胞总数和游动细胞数与HCO3-浓度呈现 

表6 

Tab．6 

很强的线性正相关(相关系数都在0．96左右)，没 

有产生抑制作用，相反有利于细胞生长。同样，对 

不动细胞数形成也没有促进作用(相关系数也很 

低，仅为0．17)。而旧液实验中，尽管红球藻各细 

胞指标与HCO3-浓度呈负相关的，但相关性几乎 

没有(相关系数仅在 0．1__0．15之间)。因此， 

HCO3-也不可能是抑制红球藻生长的物质。 

通气条件下。新液和旧液中的各细胞数和 HCO；浓度之间的线性关系 

Linear relationship between different cell forms and the HC03-concentration 

in fresh and old culture of aerated H．pluvialis 

注：式中Y为细胞数，X为 HC03-浓度(mmol／L) 
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cO 加富通气培养时，新液和旧液中，红球藻细 

胞总数、游动细胞数目和不动细胞数目都与HCO3- 

浓度呈一定的正相关(表7)，也不支持HCO3-是抑制 

红球藻生长的物质观点。 

表7 C0：加富通气培养条件下，新液和旧液中的各细胞数和 HCO；浓度之间的线性关系 

Tab．7 Linear relationship between each kind of cells and the HCO；concentration 

in fresh and old culture of CO2 enriched aerated of H pluvialis 

注：式中Y为细胞数， 为HC03-浓度(mmo~L) 

上述结果(表6和表7)表明，旧液中 HCO3- 

与抑制红球藻生长和诱导游动细胞向不动细胞转 

化的调节物质之间没有必然联系，特别是培养液 

中有HCO3-，而没有CO；一存在时(如通气培养的 

新液，CO 加富通气培养的新液和旧液)，各细胞 

数都与HCO3-浓度正相关，说明HCO3-本身并不 

抑制红球藻的生长，因此 HCO3-不是限制和调节 

红球藻细胞生长的调节物质。相反，HCO3-作为 

无机碳源有利于红球藻细胞生长。至于静置和通 

空气培养(此时旧液中HCO3-和 CO；一并存)， 

HCO3-浓度与各细胞指标呈负相关，有可能是其 

它因素作用的膺像。 

虽然红球藻培养液中无机碳变化和 Man． 

dalam等(1995)关于高密度小球藻培养液中的基 

本一致，但作者得出了不完全相同于Mandalam的 

结论，即不认为红球藻旧液产生的细胞分裂受阻 

是由于I-ICO；的作用。相反，红球藻的细胞分裂 

受阻至少部分可能是由于尚不被认知的调节物质 

作用的结果。 

在排除无机碳可能影响红球藻细胞生长的基 

础上，是否旧液中的调节物质是有机物?为此，作 

者利用有机溶剂对旧液进行了提取，并验证粗提 

取物在调节红球藻细胞周期中的生物活性。 

2．5 乙酸乙酯粗提取物对红球藻生长的影响 

低密度和高密度培养红球藻后的旧液，经过 

乙酸乙酯提取获得粗提取物。提取物对红球藻细 

胞相对生长影响如表 8所示。对比结果不难发 

现，乙酸乙酯粗提取物中存在有明显降低红球藻 

总细胞和游动细胞数量，抑制细胞生长的活性物 

质。并且该物质对细胞生长的抑制程度与原来藻 

细胞密度有关，原旧液的细胞密度越高，对红球藻 

细胞(特别是游动细胞)数量降低作用就越明显， 

这意味着高密度旧液乙酸乙酯粗提取物中的调节 

物质含量较多。 

表8 不同密度培养的旧液提取物对红球藻各细胞生长的抑制作用 

Tab．8 Inhibitory effects of crude ethyl acetate extracts from old culture supematant 

on cell growth of each type of cells in H．plavialis 

注：高、低旧液分别表示来自于高密度和低密度培养红球藻的旧液 

该粗提取物没有降低对红球藻不动细胞的形 

成，相反大大增加了不动细胞数量，并且旧液中藻 

密度越高，不动细胞量就越多。 

上述关于乙酸乙酯粗提取物的实验结果，印 
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证了作者利用旧液进行的生物检测结果，即旧液中 

有降低细胞增长和诱导细胞转化的调节物质(孙艳 

妮等，2001)，这与Imada等(1991，1992)在中肋骨 

条藻和 Zhang等 (2004) 在微拟球 藻、Liu等 

(2002)在雪藻乙酸乙酯粗提取物的生物检测结果 

基本一致。同时，该结果意味着旧液中的调节物质 

不是无机碳离子，是可以用乙酸乙酯提取出来的某 

种有机物，反证了旧液中过高的碳酸根和碳酸氢根 

离子不是抑制红球藻细胞生长的调节物质。至于 

抑制物质的具体成分和结构尚需进一步研究探明。 

另外，以往一直难以理解为什么红球藻很难建 

立稳定培养体系(Lee et al，1994)，而实验重新接 

种(即使接种到蒸馏水中)或在自然降雨后，红球藻 

又能够快速繁殖(殷明焱，1998) 。如果从抑制物 

角度分析就很容易解释了，因为培养过程中不断有 

抑制性调节物产生，影响了红球藻细胞生长，而上 

述接种和降雨过程有效地稀释了抑制性调节物质 

浓度，从而解除了对细胞生长的抑制作用。 
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looked in the low．cel1．density cultures，especially at early culture stages because of the low auto。regulator con。 

centrati0n．In high．cel1．density culture，however，auto—regulation become an important issue and occurs heavily 

at the 1ater cuhure stages．To date，scientists are unsure exactly what kind of substance the auto—regulator is． 

Our earlv data has revealed an unknown bioactive substance produced by Haematococcus cell that feedback 

influeBees cell growth and transformation and effectively regulates cell cycles． About 60 years ago，Pratt 

(1 942，1 944)and Pratt et al(1 940，1 945)showed some auto—produced signal substances termed chlorellin 

foedback regulating Chlorella cell growth．Mandalam et al(1995)considered autoinhibitor does not exist in the 

old culture，and it is inorganic carbons play the inhibitory role on Chlorella growth． 

In this study，the relationship of HC03-or CO；一to cell growth and cell transformation of H pluvialis in 

static，aerated and／or CO2一enriched aerated culture was investigated comparatively in Qingdao from 1 999 to 

2002 using a fresh medium and an old culture supernatant with equal content of nutrients．Resuhs of CO2一en— 

riched aerated culture showed that motile cell growth rate in Haematococcus old culture was reduced，meanwhile 

cell transform ation from motile cells to non—motile cells accelerated．These results imply that some unknown 

substances，such as an auto—regulator，existed in the old culture blocking Haematococcus motile cell division 

and inducing the process of cell transform ation． 

Although co；一and HC03-concentration in supernatant of Haematococcus old culture was similar to that in 
Chlorella old culture supernatant，and the growth rate of motile cells in the old culture was significantly affected 

(much lower than that of flesh medium)，further studies did not support a positive connection between inorga— 

nic carbons(col—or HCO；)and the auto．regulator．On the contrary，inorganic carbons promoted motile cell 
growth rates in some aspects． 

In additi0n．cI1Jde ethyl acetate extracts from the old cuhure supernatant also showed similar bioactivity i． 

e．inhibiting motile cell growth and promoting cell transform ation from motile cells to non motile cells·There。 

fore．auto-regulators in Haematococcus old culture supernatant，unlike inorganic substance，are organic dissol- 

uble substances． 

Our DNA data and histogram of motile cells also showed that the process of DNA replication in the motile 

cells did not stop，but the process of the plasm division was heavily blocked by the old culture supernatant． 

Although no evidence indicated that inorganic substances were the respected auto—inhibitors，however， 

from the auto．inhibitors point of view，some obscure issues(for example，the reason why Haematococcus cul— 

ture was hardly kept as stable as other microalgae，why Haematococcus suddenly grew fast after inoculation even 

in distill water，why Haematococcus can only be found as dominant specie in shallow water pools on the rocks 

after raining in nature)were easily understood． 

Key words Haematococcus pluvial~，Crude extracts，Auto．regulator，co；一，HCO； 
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