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海洋生物学 

硫元素对小球藻异养生产虾青素的影响 

刘纪化 1,2, 向文洲 1 ,陈涛 1, 左云龙 1,2, 何慧 1, 苏娇娇 1,2, 肖伟 1, 刘学东 1 
(1. 中国科学院南海海洋研究所, 广东 广州 510301; 2. 中国科学院研究生院, 北京 100039) 

摘要: 研究了不同浓度硫元素对小球藻 Chlorella zofingiensis异养生长和合成虾青素的影响。结果表明, 低硫条件

下, 细胞分裂受到严重抑制, 虾青素迅速积累且含量显著提高, 但限制藻细胞干重的增加。硫元素 3μmol·L−1浓度

下, 第 14天虾青素含量最大, 达到 1.19mg·g−1, 高出 300μmol·L−1硫元素组 40.68%。硫元素 3000μmol·L−1浓度下, 

在第 14天时获得最大虾青素产量, 达到 9.99mg·L−1。与 300μmol·L−1硫元素组相比, 3000μmol·L−1硫元素组获得了

更高的生物量和虾青素产量。而前者在培养后期, 出现了一定程度的蛋白质抑制现象。本研究认为, 在单批异养

培养中, 硫元素 300μmol·L−1 可能是葡萄糖代谢获得最大生物量所需的最低浓度, 因此在流加葡萄糖培养的工业

化生产中, 一次性加入更高浓度的硫元素, 可望获得更高的虾青素产量。 
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Effect of sulphur on the growth and production of astaxanthin by  
Chlorella zofingiensis in heterotrophic culture 

LIU Ji-hua1,2, XIANG Wen-zhou1, CHEN Tao1, ZUO Yun-long1,2, HE Hui1, SU Jiao-jiao1,2,  
XIAO Wei1, LIU Xue-dong1 
(1. South China Sea Institute of Oceanology, CAS, Guangzhou 510301, China; 2. Graduate University of CAS, Beijing 100039, Chi-
na) 

Abstract: The effect of various sulphur concentrations on the growth of Chlorella zofingiensis and the astaxanthin accumula-
tion in its heterotrophic culture were investigated. The results indicated that low sulphur concentration favoured rapid and 
significant astaxanthin accumulation while the biomass enhancement and cell division were inhibited severely. The addition of 
3μmol·L−1 sulphur to the culture led to a maximum astaxanthin content of 1.19mg·g−1, increased by 40.68% compared with the 
300μmol·L−1 sulphur cultures. The highest yield of astaxanthin was 9.99mg·L−1, which was obtained in the medium containing 
3000μmol·L−1 sulphur on Day 14. The addition of 3000μmol·L−1 sulphur to the culture enhanced the biomass and yield of an-
taxanthin compared with the 300μmol·L−1 sulphur cultures in which the protein content decreased in the later stage. To attain 
the maximum biomass in heterotrophic culture, the 300μmol·L−1 sulphur concentration could be the minimum limit for glucose 
utilization in batch culture. The results indicated that the productivity of the antaxanthin and biomass could be enhanced by 
application of higher concentration of sulphur in the industrial production through glucose fed-batch fermentation. 
Key words: Chlorella zofingiensis, sulphur, growth, astaxanthin, heterotrophic culture 
 

虾青素(astaxanthin), 化学名称为 3,3’-二羟基
-4,4’-二酮基-β-类胡萝卜素 , 是一种紫红色的酮式
类胡萝卜素, 在水产养殖中有着广泛的应用, 不仅
着色效果突出, 而且对所养殖物种的存活和生长也

有帮助[1]。近年研究表明, 虾青素具有超强的抗氧化
活性(比 β-胡萝卜素高约 10 倍), 在抵抗某些癌症，
加强再生能力和提高机体免疫力等方面均有良好的

效果, 因此虾青素具有商业化生产药物和保健品的



102 热 带 海 洋 学 报 Vol. 30, No. 1 / Jan., 2011 

 

前景[2]。传统的虾青素获得途径(化学合成和从甲壳
类动物中提取)本身有很大的局限性, 而天然生物合
成的虾青素具有生物活性高和生物安全性好的优点, 
因此天然虾青素的国际市场前景相当广阔[3]。 

市场对天然虾青素的需求加快了生物合成虾青

素的研究进展。目前有开发潜力的虾青素生物资源

仅有为数不多的几种生物物种 (叶黄素酵母

Xanthophyllomyces dendrorhous 、 雨 生 红 球 藻

Haematococcus pluvialis、小球藻 Chlorella spp．等), 

叶黄素酵母有其自身的生理局限性, 如生产温度低

且虾青素含量低等; 雨生红球藻虽然虾青素含量高, 

但生长缓慢, 易污染, 成本和技术要求较高。国际上

已有美国和以色列几家大公司利用雨生红球藻大规

模生产天然虾青素的报道 [4], 同时我国也有几家企

业实现了雨生红球藻的大规模培养。 

小球藻虽然抗污染能力强, 生长速度快, 在胁

迫条件下能够快速积累虾青素, 但其虾青素含量较

雨生红球藻低, 限制了其应用。目前常见的微藻培

养模式有自养培养和异养培养等。自养条件下, 光

照是虾青素生产中的一个重要的环境因子, 生物量

较大时, 藻细胞之间会互相遮挡, 限制了生物量的

增加和产量的提高。某些小球藻在无光条件下能够

利用有机碳源生长 , 在获得更高的生物量的同时 , 

也进一步降低了生产成本, 因此在异养培养过程中, 

如何提高虾青素的产量成为关注点。 

小球藻 Chlorella zofingiensis(本文下面没有另

外标出拉丁名的小球藻则指这个种) 能够在无光异

养条件下生产虾青素, 避免了光自养过程中容易出

现的光抑制等问题, 培养条件容易控制, 而且可以

利用生物反应器实现大规模培养, 被认为是虾青素

潜在来源之一[5]。小球藻在异养条件下, 碳源和氮源

等营养元素对虾青素的含量和产量影响较大 [6], 但

其他元素对异养小球藻生长和色素代谢影响的深入

研究则少有报道。作为藻类生长的必需元素, 硫元

素对小球藻异养生长和虾青素代谢变化的影响, 国

内外还未见报道。本文就不同浓度的硫元素对小球

藻不同时期生长和虾青素合成的影响进行了初步研

究, 以期为大规模异养培养小球藻生产虾青素提供

理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
小球藻 C. zofingiensis (ATCC 30412), 由香港大

学植物学系陈峰教授提供。 

1.2  培养基设计 
1.2.1  斜面培养基 

琼脂 1.2g·L−1, CH3COONa 1.2g·L−1, 改良的
Bristol’s培养基(CZ-M1[7]), 调节 pH至 6.5。 

1.2.2  液体种子培养基 
葡萄糖 10g·L−1, CZ-M1。 

1.2.3  无硫基础培养基 
将 CZ-M1 培养基中的所有硫酸盐用等摩尔浓

度的氯化物替代, 同时去除 NaCl。具体如下: NaNO3  
0.75g·L−1, KH2PO4 0.175g·L−1, K2HPO4 0.075g·L−1, 
MgCl2·6H2O 0.062g·L−1, CaCl2·2H2O 0.025g·L−1, 
FeCl3·6H2O 0.005g·L−1, ZnCl2 0.136mg·L−1, MnCl2· 
4H2O 0.197mg·L−1, H3BO3 0.061mg·L−1, CuCl2·2H2O 
0.0017mg·L−1, (NH4)MnO24·7H2O 0.00124mg·L−1, 调

节 pH至 6.5。 

1.3  藻体培养 
接种 1 环保存于 4℃斜面培养基的藻细胞群落

至装有 10mL 液体种子培养基的 250mL 三角瓶中, 
27℃、150r·min−1、20μmol·(m2·s) −1连续光照培养。

按 10∶1的接种比例, 续代培养。用含 10g·L−1葡萄

糖的无硫基础培养基, 隔 12h 替换原先培养基, 使
硫元素缺乏。收集第 3 代藻样, 并用无硫基础培养
基离心洗涤 3 次, 以此藻样作为实验用藻种。通过
调整 Na2SO4 的量 , 使硫元素的浓度分别达到
0μmol·L−1、3μmol·L−1、30μmol·L−1、300μmol·L−1、

3000μmol·L−1。同时添加葡萄糖 , 使其浓度为
30g·L−1。按照 10:1 的接种比例接入 250mL 三角瓶
中, 27℃、150r·min−1、黑暗异养培养。 

1.4  测定方法 
1.4.1  藻细胞形态测定 

DXM 1200F NIKON显微镜, 每 24h观察藻细
胞 1次, 拍摄细胞照片。 

1.4.2  生物量测定方法 
每隔 24h 取藻液 2mL, 同时取培养至第 3.5 和

10.5d 的藻液 2mL, 离心洗涤 2 次, 105℃烘干至   
恒重。 

1.4.3  蛋白含量的测定方法 
考马斯亮蓝法[8]。 

1.4.4  培养基中葡萄糖浓度测定方法 
3,5’-二硝基水杨酸比色法[9]。 

1.4.5  色素测定方法 
分别取培养至第 3.5、7、10.5和 14d的藻液, 离

心洗涤 2次, 真空冷冻干燥。称取约 0.01g的干藻粉, 
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加液氮研磨, 丙酮提取至无色。高速冷冻离心, 弃残
渣, 上清液用氮气吹干, 并用丙酮定容至 1mL (全过
程避光操作)。色素的测定方法参照 Baroli 等[10]的

HPLC 方法改进。高效液相色谱仪为美国 Waters, 
1525型色谱仪, 色谱柱为Waters Spherisorb C18(5μm; 
4.6mm× 250mm)。 流 动 相 A(乙 腈 ∶ 甲 醇 ∶
0.1mol·L−1 的 Tris﹣HCl[pH8.0]=84∶2∶14,V/V/V),
流动相 B(甲醇∶乙酸乙酯=68∶32, V/V)。洗脱梯度
为 0 到 15min, 流动相由 100%A 线性速度变化为
100%B; 100%B 保持 10min, 流速为 1.2mL·min−1。

进样量为 20μL。检测器为 Waters2966 光电二极管
阵列检测器, 光谱扫描波长范围为 250 到 700nm。

虾青素 480nm检测波长积分定量。 

1.5 统计分析 
所有数据均采用 SPSS 11.0 软件进行数据统计

分析。 

2  实验结果 

2.1  不同浓度硫元素对异养小球藻细胞分裂的影响 
图 1 为不同硫元素浓度下, 培养至第 6 天时细

胞分裂的形态。图中明显显示 0、3 和 30μmol·L−1

硫元素浓度下, 细胞分裂被抑制, 只能形成初成熟
阶段细胞。而 300和 3000μmol·L−1硫元素浓度下, 细
胞能够进行正常的分裂。 

 

 

图 1  不同浓度硫元素对异养小球藻细胞分裂的影响 
a 为 0μmol·L−1; b 为 3μmol·L−1; c 为 30μmol·L−1; d 为 300μmol·L−1; e 为 3000μmol·L−1 
Fig. 1  Influence of different sulphur concentration on cell division 

 

2.2  不同浓度硫元素对异养小球藻生物量积累和
对葡萄糖利用的影响 
藻液初始接种生物量为 0.24g·L−1 (图 2a)。随着

硫元素浓度的降低, 生物量也随之大幅度下降。缺
乏或低硫元素浓度(≤30μmol·L−1)下, 小球藻生物量
的积累受到了极大的抑制。0μmol·L−1的硫元素浓度

导致了最低的生物量, 仅为 1.10g·L−1。3000μmol·L−1

硫元素浓度下生物量增长最快, 在第 11天时达到最
大生物量 12.26g·L−1, 比 300μmol·L−1 硫元素组高

4.29%, 两者具有显著性差异(P<0.05)。随着培养基
中葡萄糖被耗尽, 300和 3000μmol·L−1硫元素浓度组

别的生物量也略有下降。 
如图 2b所示, 0、3和 30μmol·L−1硫元素浓度下, 

藻细胞对葡萄糖的利用受到了极大的限制, 其平均
利用率分别为 0.03、0.11、和 0.34g·(L·d)−1, 同时随
着硫元素浓度的提高 , 这种限制的作用逐渐变弱 , 
但在此 3 个硫元素浓度下, 小球藻均不能够完全利
用掉培养基中的葡萄糖。300 和 3000μmol·L−1硫元

素浓度下, 培养至第 3 天后, 藻细胞加速对葡萄糖
的利用, 其平均利用率分别为 2.50和 3.33g·(L·d)−1。

并且, 3000μmol·L−1硫元素浓度下, 第 9 天时, 培养
基中已检测不到葡萄糖的存在, 比 300μmol·L−1硫元

素组提前 72h利用完葡萄糖。 

 

图 2  不同浓度硫元素对生物量(a)和葡萄糖利用(b)的影响 
Fig.2 Influence of different sulphur concentration on bio-
mass (a) and glucose utilization (b) 
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2.3  不同浓度硫元素对小球藻合成虾青素的影响 
不同浓度的硫元素对小球藻虾青素含量的影响

如图 3 所示。0、3 和 30μmol·L−1硫元素组, 虾青素
含量随时间的延长迅速提高, 同时次生类胡萝卜素
素的含量也迅速提高, 而叶绿素(a 和 b)的含量则急
剧降低。同其他硫元素组相比, 300和 3000μmol·L−1

硫元素组, 虾青素和次生类胡萝卜的含量随时间延
长而增加的趋势比较平稳, 同时叶绿素(a 和 b)含量
随时间变化而降低的幅度也较小。 

在跟踪监测中发现, 同一个时间点上随着硫元
素浓度的逐步提高, 虾青素的含量逐渐下降(图 3a)。
第 3.5 天 0μmol·L−1的硫元素浓度下, 虾青素的含量

已高达 0.78mg·g−1, 比 300μmol·L−1 硫元素组高出

84.65%。第 7 天 3μmol·L−1硫元素浓度下, 其虾青
素含量已高于 300μmol·L−1硫元素组在整个培养期

内的最高虾青素含量。第 10.5 天 30μmol·L−1硫元

素 浓 度下 , 虾青素的含量为 0.965mg·g−1, 比
300μmol·L−1 硫元素组高出 47.77%。第 14 天 3 和
30μmol·L−1 硫元素浓度下, 虾青素的含量达到最大, 
分别为 1.193 和 1.16mg·g−1, 比 300μmol·L−1硫元素

组的虾青素最大含量高出 40.68%和 37.50%。
3000μmol·L−1 硫元素浓度下 , 虾青素含量除在第
3.5 天稍低外 , 在其余 3 个时间点上 , 均高于
300μmol·L−1硫元素组。 

 

 

图 3 不同浓度硫元素对色素和蛋白含量的影响 
Fig. 3  Influence of different sulphur concentration on pigment and protein 

 
0、3 和 30μmol·L−1硫元素浓度下, 随时间的增

加, 蛋白含量逐步降低。且在同一个时间点上, 硫元
素浓度越低蛋白含量越小。300 和 3000μmol·L−1硫

元素浓度下, 在 3.5d 内, 蛋白含量则随时间的增加
而升高, 而在 3.5d 后蛋白含量随时间的延长而降
低。在同一个时间点上, 300 和 3000μmol·L−1 硫元  
素组别的蛋白含量均高于另外 3 个低浓度硫元素  

组别。 
虽然低硫条件下(≤30μmol·L−1), 虾青素含量大

幅度提高, 但限于生物量很小, 因此虾青素的产量
很低(表 1)。3000μmol·L−1硫元素浓度下, 虾青素的
产量达到最大 9.99mg·L−1, 比 300μmol·L−1硫元素组

(9.56mg·L−1)提高了 4.55%, 两者具有显著性差异
(P<0.05)。 
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表 1  不同硫浓度对黑暗异养小球藻不同阶段虾青素合成的影响 
Tab. 1  Effect of different sulphur concentration on the astaxanthin production of C.zofingiensis in dark-heterotrophic culture 

虾青素产量/(mg·L−1) 
硫元素浓度/(μmol·L−1) 

3.5d 7d 10.5d 14d 

0 0.48±0.01 0.66±0.00 0.88±0.01 1.11±0.02 

3 0.51±0.01 0.81±0.01 1.13±0.07 1.39±0.04 

30 0.72±0.01 1.39±0.03 2.27±0.08 2.95±0.24 

300 1.06±0.01 4.93±0.02 7.49±0.33 9.56±0.05 

3000 0.97±0.03 5.25±0.10 8.04±0.13 9.99±0.11 

注: 所有数据为平均值±标准偏差(n=3) 
 

3  讨论与结果 

3.1  硫元素对异养小球藻生长的影响 
硫是植物必需的大量矿质元素之一[11]。硫元素

不仅参与蛋氨酸、半胱氨酸、胱氨酸的组成, 而且
以二硫键的形式在蛋白质折叠过程中发挥重要作用, 
同时硫元素作为乙酰辅酶 A 的组成元素, 在蛋白
质、脂类和糖类 3 大物质代谢中起到关键作用, 硫
元素限制或缺乏将导致生物量大幅度降低和代谢的

抑制甚至停止[12]。Hase[13]报道在同步自养培养椭圆

小球藻过程中, 通过控制硫元素的供给可以控制藻
细胞的分裂, 本研究也得到了类似的结果, 在小球
藻异养培养中, 硫限制或缺乏对细胞分裂具有显著
抑制作用。 

硫元素缺乏和低浓度条件(0、3 和 30μmol·L−1)
不仅抑制细胞正常分裂(图 1a、b、c), 而且在抑制细
胞对葡萄糖利用的同时也极大限制生物量的增加

(图 2)。高浓度硫元素下(300和 3000μmol·L−1), 细胞
正常分裂不受影响(图 1d、e), 且在加快对葡萄糖利
用的同时, 也加速了生物量的积累(图 2)。由于乙酰
辅酶 A 是细胞内物质和能量代谢的枢纽[14], 因此, 
可以认为低浓度硫元素下, 小球藻的含硫蛋白质代
谢与乙酰辅酶 A 的形成受到抑制, 藻细胞不能够正
常吸收或代谢葡萄糖, 最终导致低浓度硫元素下细
胞生物量增加很小。 
3.2  硫元素对虾青素积累和产量的影响 

低浓度硫元素条件下, 蛋白含量逐步降低, 次
生类胡萝卜素与虾青素含量均明显高于高浓度硫元

素, 其中 3μmol·L−1时达到最大, 这可能是由于在低
硫条件下, 含硫功能蛋白的合成受阻, 特别是谷胱
甘肽抗氧化酶系统受到抑制, 增加了细胞内的氧化
活性因子的胁迫作用, 直接诱导并促进次生类胡萝
卜素的合成, 最终使虾青素快速积累, 这一过程与
小球藻在其他胁迫条件下如高盐、高光和氮缺乏等

加速虾青素的积累是类似的[15]。在完全缺硫培养中, 

可能是由于含硫功能蛋白质合成和乙酰辅酶 A形成
受到更严重的抑制, 使得次生类胡萝卜素的代谢底
物缺乏, 而导致其虾青素含量小于低硫培养。虽然
低硫条件(3—30μmol·L−1)下虾青素的含量得以提高, 
但由于异养小球藻生物量积累所受抑制的水平远高

于虾青素含量增加的幅度, 最终导致虾青素产量显
著降低。因此, 在小球藻异养培养生产虾青素过程
中, 应避免硫限制条件的出现。 

在不同浓度的硫元素处理中, 异养培养的小球
藻在叶绿素(a和 b)含量变化中显示相似的变化规律, 
即培养早期的快速下降和培养中后期维持在极低的

水平, 即使在缺硫培养中, 藻细胞生长受到显著抑
制并趋于停止的状态下, 叶绿素的含量仍然大幅度
下降。因此, 本研究认为异养培养中藻细胞的叶绿
素的代谢与硫元素添加量无关。 

3.3  小球藻异养培养生产虾青素过程中硫元素的
控制 
在小球藻异养培养通用培养基 CZ-M1中, 硫元

素浓度为 300μmol·L−1, 是目前异养培养小球藻时最
常用的浓度[7]。本研究表明, 300μmol·L−1硫元素浓度

下 , 小球藻培养后期(7.5―14d)蛋白含量的降低更
为明显 (与 3000μmol·L−1 硫元素组相比 ), 表明
300μmol·L−1 硫元素浓度在异养培养后期依然对蛋

白质的合成有一定的限制作用。而高硫元素浓度

(3000μmol·L−1)下, 最终虾青素的含量和产量均高于
300μmol·L−1硫元素组, 可能是硫元素更为充足的缘
故(图 3)。因此本研究认为, 在单批(一步)培养中, 
300μmol·L−1 硫元素浓度可能非常接近满足葡萄糖

代谢(30g·L−1)获得最大生物量(10g·L−1 左右)所需的
最低量。 

本研究 300μmol·L−1 硫元素浓度实验采用的是

分批培养而非流加碳源方式, 而最近研究表明, 异
养培养小球藻过程中, 在 300μmol·L−1 硫元素条件

下, 流加葡萄糖可大幅度提高其生物量和虾青素产
量[16], 分别为 17.8g·L−1和 12.6mg·L−1。根据前述结
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果(图 2)和分析, 可以推断, 在 300μmol·L−1硫元素

浓度下流加葡萄糖 , 硫元素的限制可能远高于分
批培养模式, 如果加大硫元素的添加量, 可望更大
幅度地提高葡萄糖流加的效果 , 提高小球藻异养
培养时虾青素的产量。以下 2个实验为这一推断提
供了初步依据, 孙妮等[16]报道, 发酵罐异养培养小
球藻时 , 在培养前期 , 葡萄糖与浓缩基础培养基
(包括硫元素)同时流加, 经过 16d 的培养, 生物量
和虾青素产量分别高达 51.8g·L−1和 32.4mg·L−1, 该
实验最终培养基中平均硫元素流加总量为

750μmol·L−1左右。而Wei等[17]报道小球藻 Chlorella 
protothecoides 在发酵罐中流加葡萄糖异养培养时, 
硫元素添加浓度为 1200μmol·L−1, 其生物量 7d 可

高达 51.2g·L−1。 
本研究在硫元素浓度高达 3000μmol·L−1 时, 不

仅不会对异养藻细胞的生长代谢产生抑制作用, 而
且获得了更高的虾青素产量, 从而为流加培养中添
加更高浓度的硫元素，进一步提高虾青素产量提供

了足够的选择空间。有关异养培养小球藻流加培养

中的硫元素优化方案有待进一步深入研究。 
综上所述, 控制足够的硫元素浓度并避免硫元

素缺乏, 是实现小球藻虾青素高产的必要条件; 在
实 际 生 产 过 程 中 , 控 制 比 目 前 通 用 浓 度
(300μmol·L−1)更高的硫浓度, 可望在其他元素和流
加方式优化的基础上, 显著提高虾青素的生产效率
和产量。 
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