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摘要 : 从滇池蓝藻水华中分离得到的铜锈微囊藻群体在实验室无机营养中解聚成单细胞, 结

果表明,群体微囊藻的生长速度明显低于单细胞微囊藻; 前者具明显可见的胞外酸性多糖胶

鞘,而单细胞则几乎没有; 按常规方法分析比较两种细胞形态的毒性大小和毒素组成, 发现群

体微囊藻主要含有三种微囊藻毒素的异构体, 而单细胞以 M C�LR 为主; 且单细胞微囊藻的

毒性约为群体的10 倍。二者的LDH 和 PGM 同工酶酶谱也有差异。本研究为解释毒素的合

成和调控机理提供了新的证据。
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蓝藻微囊藻水华及其所产生的肝毒素- 微囊藻毒素对水体环境和人类健康的潜在危

害已引起世界各国的普遍重视。自 Botes[ 1]首次分析了微囊藻毒素( M icrocyst ins)的化学

结构后,迄今为止已从微囊藻和其他几种蓝藻中鉴定了五十多种微囊藻毒素变型。在自

然状态,微囊藻一般被普通的胶状基质粘在一起而形成肉眼可见的群体,而通过分离纯化

转入实验室无机营养培养基培养后,这种群体形态往往消失,微囊藻以单细胞存在, 有些

还失去了浮游特性[ 2]。Shirai[ 3] , Bolch[ 4]都曾报道过上述现象, 但是除了明显的形态差别

外,群体和单细胞微囊藻之间是否还存在其他差别,这一问题还未见到报道。众多的微囊

藻研究也甚少提及它们的形态。

本文采用的铜锈微囊藻( Microcystis aer uginosa k�t z)是从我国西南地区的高原湖泊-

滇池中分离得到的, 在实验室不同条件下保种,发现有些种源失去了群体形态而分散成为

单细胞。以此为线索,对群体和单细胞微囊藻的生长, 胶鞘,光合放氧活性,毒性及毒素组

成进行了比较分析。

1 � 材料和方法

1. 1 � 藻种分离和培养 � 取云南滇池水华水样,在解剖镜下用玻璃毛细管挑取铜锈微囊藻

群体, 用无菌水洗 3 � 4次后,放入 MA(配方参照[ 5] )中培养, 约 1 � 2个月后, 有肉眼可见
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的藻细胞出现, 镜检确证所分离的微囊藻后,以此为材料,继续保种或做大量培养。在培

养过程中,同个微囊藻群体来源的细胞有的维持良好的群体形态, 有的解聚成为单细胞。

选出来源相同但形态差异显著的微囊藻作为实验的材料。

1. 2 � 生长测定 � 通过测定细胞叶绿素的吸收值( OD665nm )的变化表示细胞的生长。群体

细胞在测定前先经超声仪( CPS- 1A型,上海超声波仪器厂)处理 5s,使群体分散,以便于

精确测定。生长测定的培养基为 MA,光源为冷白荧光灯, 光照通过光量子计( OSL- 100

型, Biospherical Inst ruments Inc. )调节为 80�mol m
- 2�s- 1

,培养温度为 28 � , 通气培养。

1. 3 � 形态比较 � 取一定量的藻细胞,加入 0�5%乙酸配制的爱新蓝( Alcian blue)染液,光

镜观察两株藻的显微形态及胞外酸性多糖的相对含量。

1. 4 � 光合放氧活性的测定 � 取对数生长期的细胞 2mL,加入反应槽中, 以 Clark型 DW1

(H ansatech�
R

, U . K)氧电极测定放氧速率,水浴温度为 25 � ,放氧稳定后记录时间不少于

6min。另取2mL 藻细胞离心后以 100%的乙醇提取叶绿素,测定方法及计算公式见文献[ 6]。

1. 5 � 毒性测定 � 用体重在 15g 左右的雄性昆明种小白鼠进行毒性测定。腹腔注射。收

集对数后期的藻细胞,冷冻干燥( NEOCOOL, Yam ato)后,加入一定的蒸馏水, 反复冻融使

细胞破裂。以不同体积的上清液注射小白鼠,观察小白鼠的反应症状并记录存活时间,毒

性结果以半致死剂量( LD50)表示。

1. 6 � 毒素的提取和测定 � 离心收集新鲜藻液, 清洗后浸于 5%的乙酸溶液中, 不断搅拌

30min, 5000r/ min离心 10min,留上清液,沉淀物再经 100%的甲醇提取两次, 所得上清液

在真空浓缩蒸馏器中干燥,剩余物用 5%的乙酸溶解,溶解物通过预先处理过的 Sep- Pak

C18小柱,洗脱物可直接用于H PLC(岛津 LC- 10A)上进行微囊藻毒素分析。

1. 7 � 同工酶电泳比较 � 新鲜藻液在冰浴上超声破细胞,样品的处理和聚丙烯酰胺凝胶的

制备及缓冲液的配制参照分子克隆实验指南[ 7] , 除了不加 SDS 外, 其他相同, 上层胶浓度

为5%,下层胶浓度为 10% , 电泳在 Bio- rad的迷你电泳槽上进行, 在电压 60V 电泳

20min后,升高电压至 120V, 直至电泳结束。磷酸葡萄糖变位酶( PGM )和乳酸脱氢酶

( LDH)同工酶的检测方法参照同工酶技术及应用原理
[ 8]
。

2 � 结果

图 1 � 群体和单细胞铜锈微囊藻的生长曲线

Fig. 1 � Grow th curve of colony ( � ) and

single cell ( � ) of M . aeroginose

2. 1 � 单细胞和群体铜锈微囊藻的生长特性
在通气状态下,群体和单细胞铜锈微囊藻的生长

曲线有着较大的差别; 群体微囊藻的整个生长趋势较

为平缓,而单细胞微囊藻则有较明显的四个生长期,

即延滞期、对数期、稳定期和下降期(图 1)。

2. 2 � 单细胞和群体铜锈微囊藻的形态比较

在低倍光镜下可清楚地看到铜锈微囊藻的群体

(图 2a)呈实心球体或网状胶群体, 群体胶被透明无

色。单细胞的微囊藻只能在高倍镜下观察: 细胞大多

是单个存在(图 2b) ,也有几个细胞松散连接在一起。

从爱新蓝染色的结果可知,群体细胞(图 2c)胶鞘含有
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图 2 � 群体和单细胞微囊藻的表形及胞外多糖

比较示意图

Fig. 2 � Comparsion phenotype and ext raecellular

polysacharide of colony and single cell of M. aeroginosa

丰富的酸性多糖, 而单细胞 (图2d)只是略微着

色或者没有着色, 说明两者在胞外酸性多糖含

量上存在很大的区别。

2. 3 � 单细胞和群体微囊藻光合放氧活性的比

较

在叶绿素含量 ( 2�172�g / mL 和 1�968�g /

mL)接近的情况下, 对数生长期的群体和单细

胞铜锈 微囊藻 的光 合放 氧活 性分 别为

348�7�mol mg- 1chla�h- 1和 197�9�mol�mg- 1�

chla�h- 1
,可见群体微囊藻在同样的生长时期比

单细胞微囊藻的代谢活力高些。

2. 4 � 单细胞和群体微囊藻毒性大小比较及毒

素组成比较

群体及单细胞微囊藻的半致死剂量 LD50

分别为 111�2mg/ kg 和 15�7mg/ kg,结果说明单

细胞微囊藻的毒性显著高于群体。从H PLC 的

图 3 � 群体( a)和单细胞( b)铜锈微囊藻的高效液相色谱图

Fig. 3 � High�performance liquid chromaeograms of colony ( a) and single cell (b) of M . aeroginose

结果可知, 群体和单细胞微囊藻在毒素组成和含量上

有着本质的不同,群体微囊藻有三个非常明显的吸收

峰(图 3a) , 与三种标样毒素 ( YR, LR, RR)峰的滞留

时间非常接近, 单细胞微囊藻有一个非常明显的毒素

峰(图 3b) ,经叠加分析,发现与标样 M CLR的滞留时

间一致,这说明在群体变成单细胞后, 毒素组成也发

生了根本的改变。

2. 5 � 单细胞和群体微囊藻的同工酶分析比较

两种同工酶电泳染色分析的结果(图4)表明了两

者有明显的差异, 由此说明,群体微囊藻解聚成为单

细胞后,细胞内部出现了一系列变化。

图 4 � 群体和单细胞铜锈微囊藻的

PGM( a)和 LDH( b)同工酶比较

Fig. 4 � Allozyme comparison of PGM( a) and

LDH ( b) of colony ( 1) and single cell

( 2) of M . aeroginose
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3 � 讨论

一直以来, 形成多细胞群体被认为是将微囊藻属与其他属相区分的一个重要特

征[ 9]。不同的细胞排列所形成的群体及其胶鞘的特性是微囊藻属种鉴定的最重要的特

征。相对于自然状态,这种群体特性在实验室中似乎很容易失去,并且再难以恢复群体状

态。这种单细胞与群体的最明显不同是缺乏粘状,透明,膨大的鞘。这暗示着经过实验室

无机营养培养基培养后, 微囊藻的群体胶被和细胞之间的关系在某种程度上发生了改变。

Holm- H ansen[ 10]指出生长在实验室条件下的蓝藻需要低光强, 而在自然水体中蓝藻往

往暴露在强烈的太阳光下。从湖泊转移到实验室后, 许多蓝藻在形态及生长条件的改变

使他认为实验室的种都是处于衰弱的亚健康状态的细胞。作者从滇池水华中分离到的群

体铜锈微囊藻及实验室保种过程中得到的同源单细胞铜锈微囊藻为材料,比较了它们的

生长等生物学特性及毒性,结果表明,两者的差别不仅仅限于形态,其生理特性及细胞的

生化组成都发生了明显改变。Parker
[ 11]

, Shirai, Bolch等都报道在纯化过程中或物理方法

可产生永久性或临时的单细胞,但单细胞特性的改变及原因却没有引起人们的关注。本

文首次以同种微囊藻的不同形态株为材料,初步探讨了它们之间的差异。

大部分真核细胞拥有稳定的内部环境,原核细胞在自己的环境中必须对环境变化快

速反应而产生一系列表型,被称之为细胞表型可塑性
[ 12]
。微囊藻是单细胞的原核生物,

形成群体应是保护单个细胞,更好的适应外界多变环境的结果。将单个微囊藻细胞包被

在一起的群体胶鞘已得到了一定的研究, 其组分主要是酸性多糖[ 13� 15] , 也有的含蛋白

质
[ 16]

, 已有的结果证明
[ 4]

,胶鞘并不是微囊藻的必须成分, 失去了群体胶被的微囊藻仍生

长良好,群体形态的变化不仅引起生物学特性的变化,而且还影响到毒性及毒素的组成。

本实验室另一株绿色微囊藻从群体变成单细胞后,毒性和毒素组成也发生了类似的变化,

为解释毒素的合成和调控机理提供了新的证据。尽管外界环境因素对微囊藻毒素产生的

影响已得到广泛的研究,但微囊藻的产毒机理仍不甚明了。几株有毒和无毒微囊藻的超

微结构显示[ 17] ,除了有毒微囊藻有鞘, 而无毒微囊藻缺乏外, 它们的结构没有明显的差

别。作者将进行进一步探讨群体胶鞘的形成对微囊藻毒素的产生的影响及其影响方式。
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COMPARISON OF GROWTH AND TOXIN ANALYSIS IN TWO

PHENOTYPE MICROCYSTIS AERUGINOSA

LEI La�mei, SONG Li�rong and LIU Yong�ding

( I nst itute of Hydrobiology , The Chinese A cademy of Sciences, Wuhan 430072)

Abstract: Colonial Micr ocy st is aer uginosa isolated f rom water�bloom of Dianchi Lake lost it s

colonial type and became single�celled type upon cont inuous subcultured in inorganic medi�
um . It w as observed that the g row th rate of colonial M . aer uginosa was m arkedly lower

than that of single cell; the ex tracellular acid polysaccharide capsule w as obviously visible in

the colonial type but w as absent in the single�celled one; toxin analysis indicated that three

microcystins isomers w ere produced in colonial M . aer uginosa, but in single�celled M .

aer uginosa, only one major tox in�M C�LR was detected; sing�celled M . aeruginosa had the

LD50 value almost ten t imes higher than colonial M . aeruginosa. Allozyme divergence was

detected, too. The study has brought forward a new proof to explanation of mechanisms on

regulat ion of microcyst in synthesis.

Key words: Microcyst is aer uginosa; Microcyst in; Phenotype
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