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摘要 :在培养基中添加多种有机碳化合物对鱼腥藻 7120进行培养。结果表明,葡萄糖的存在能明显地促进细胞的

生长,但细胞仅能有限地利用葡萄糖; 细胞混合营养生长的饱和光强约为 80�E m- 2 s- 1。乙酸、蔗糖、乙醇和甘油对

细胞生长的影响不很显著,乳酸、柠檬酸、谷氨酸和甘氨酸表现出明显的抑制作用。鱼腥藻 7120 不能利用葡萄糖进

行化能异养生长和光激活的化能异养生长,但有轻微的光异养现象。
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� � 许多蓝藻(蓝细菌)及其他一些微藻能够利用有

机碳化合物进行生长
[ 1 � 3]

,混合营养培养和异养培

养已成为微藻大规模培养的有前途的可能的方

式
[ 4]
。微藻细胞对于利用何种有机碳化合物以及利

用的程度具有偏爱性, 合适的有机碳底物的选择是

混合营养培养中首要的一个环节。固氮蓝藻鱼腥藻

7120是藻类分子生物学研究的模式藻种, 是转基因

获得成功的少数藻种之一
[ 5, 6]

, 鱼腥藻 7120 的培养

具有潜在的应用意义。为探索鱼腥藻 7120 混合营

养培养的可能性,本文考察葡萄糖等有机碳化合物

对鱼腥藻 7120生长的影响。

1 � 材料和方法

1�1� 藻种和培养基 � 鱼腥藻 Anabaena sp. 7120由中

国科学院植物研究所光合作用研究中心提供。实验

采用无氮 BG�11培养基, 在需要时加入不同浓度的

有机碳化合物。

1�2 � 培养过程 � 在旋转式摇床上, 在光强为 160�E

m- 2s- 1、转速为 130r/ min和 30 � 条件下进行种液培
养,培养至对数期后, 取 20mL 种液接入含 130mL 培

养基的 250mL锥形瓶中, 培养基中含不同浓度的有

机碳化合物。培养条件除光强在指明处有所变化外

与种液培养时相同, 光照由 5 只日光灯 ( PHILIPS

TLD 18W/ 54)提供。对于所要考察的每一种情况同

时进行两组平行实验。

1�3 � 分析方法 � 藻细胞浓度通过用分光光度计(泰

州东方仪器厂, 721型)检测藻液在 750nm的吸收值

得到,在 OD7500. 0 � 0. 6范围内干重与 OD750呈线性

关系。细胞叶绿素( Chl)浓度通过下面公式
[ 7]
计算

得到: Chl ( mg/L ) = 14. 96 ( OD678 - OD750) - 0. 616

( OD720- OD750 ) , OD678和 OD720以及 OD750同时测得。

葡萄糖浓度采用 Fehling 方法
[ 8]
或葡萄糖测定试剂

盒(卫生部上海生物制品研究所)测定。光强用光合

有效辐射计(北京师范大学光电仪器厂, FGH�1 型)

测定。光合放氧和呼吸吸氧采用 Clark 型氧电极

(HANSATECH, GREAT BRITAIN)在光下和在暗中测

定。

2 � 结果和讨论

2�1 � 葡萄糖对鱼腥藻 7120生长的影响

在预备实验中, 葡萄糖浓度在 0 � 5g/ L 和 0 �

15g/ L 范围内变化时,细胞生长均受到明显的促进,

于是考察葡萄糖浓度在 0 � 30g/ L 内变化对细胞生
长的影响。葡萄糖浓度在 0 � 18g/ L 范围内提高可

以显著地促进细胞的生长, 在 18 � 30g/ L 范围内变

化对细胞生长不再有更大的影响, 混合营养培养的

最大细胞密度是光自养培养时的 2. 5 � 3. 4倍, 混合

营养生长对数期比光自养生长时有不同程度的缩

短。细胞叶绿素浓度与细胞密度在整个培养过程大

致存在相同的变化趋势, 细胞叶绿素含量在培养过

程没有大的波动。混合营养培养过程细胞对葡萄糖

的利用则非常有限(采用Fehling 方法测定)。

葡萄糖在蓝藻细胞中主要是通过磷酸戊糖途径
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被分解利用的[ 9� 11] , 细胞中三羧酸循环是不完全

的[ 12]。葡萄糖的存在可能弥补了 CO2 供碳的不充

分, 并可能使细胞在碳源利用中所消耗的 ATP 和

NADPH 有所节省。葡萄糖对细胞生长的促进作用

已经在许多微藻的培养中表现出来, Mart inez 和

Orus[ 13]认为即使在光饱和条件下也需要用葡萄糖

来达到最大生长速率。实验中鱼腥藻 7120 可以在

较高的底物渗透压条件下保持良好的生长, 这与同

为原核生物的细菌相似, 可能与它们具有相似的细

胞壁结构有关[ 14, 15]。Droop[ 1]认为葡萄糖进入蓝藻

细胞不是一个容易的过程, 较高的外源有机底物浓

度可能也有助于有机底物被细胞利用。

2�2 � 光强对鱼腥藻 7120以葡萄糖为有机底物的混

合营养生长的影响

图1表示初始葡萄糖浓度为 3g/L 时光强对鱼

腥藻 7120混合营养生长的影响。从中可以看出, 最

大细胞密度、细胞比生长速率和最大叶绿素浓度在

光强小于 80�E m- 2 s- 1时,随着光强的增大,产生明

显增大的变化; 在光强大于 80�E m
- 2

s
- 1
时,随着光

强的增大,不再增大或变化较小。从这些变化判断,

鱼腥藻 7120以葡萄糖为有机底物的混合营养生长

的饱和光强可能在 80�E m- 2 s- 1左右。

一般地微藻只在较低光强下利用有机底物生

长[ 16 � 18] , 这时有机底物的利用弥补了光合作用的

不足。但佛氏绿胶藻( Chlorogloea f ritschii ) [ 19] , 尤其

是满江红鱼腥藻( Anabaena azollae ) [ 20]和鱼腥藻 HB

1017( Anabaena sp. HB 1017) [ 21] ,也可以在较高光强

下同化有机物。从上述结果可见, 鱼腥藻 7120是又

一株有类似表现的鱼腥藻。这很可能是因为在这些

蓝藻细胞中有机物的氧化机制不够完善, 有机物进

入细胞后主要是作为碳源而不是能源被细胞代谢,

细胞各种生理活动的进行包括有机底物的主动运输

所需要的能量主要是由光能来提供,在一定范围内

光强的提高不会抑制而是有利于细胞对外源有机底

物的利用, 细胞的混合营养生长因而可以得到更大

的促进。

2�3 � 乙酸对鱼腥藻 7120生长的影响

乙酸作为最简单的脂肪酸分子, 虽然可以被某

些具有异养能力的微藻细胞所利用[ 1, 3] , 但鱼腥藻

7120的生长并没有被乙酸所促进, 相反乙酸的存在

可能造成了细胞生长环境的不利变化而在某种程度

上阻碍了细胞的生长(表 1)。乙酸一般是通过乙醛

酸循环被细胞利用的,鱼腥藻 7120不能利用乙酸说

明鱼腥藻 7120细胞的乙醛酸循环可能不活跃。

图 1 � 光强对鱼腥藻 7120以葡萄糖为有机底物的混合营养生长

的影响 a最大细胞密度变化; b细胞比生长速率变化; c最大

叶绿素浓度变化

Fig�1 � Effect of light intensity on the glucose�mixotrophic growth of Anabae�

na sp. 7120 ( a) change of maximal cell density; ( b) change of specific growth

rate; ( c) change of maximal chlorophyll concentrat ion

表 1 � 乙酸对鱼腥藻 7120生长的影响

Tab. 1� Growth of Anabaena sp. 7120 in BG�11 medium containing

different concentrations of acetate.

乙酸浓度

Acetate conc.

(g/ L)

最大细胞密度

Maximal cell

density(g/L)

比生长速率

Specif ic growth

rate( day- 1)

最大叶绿素浓度

Maximal Chl. conc.

(mg/L)

0 0. 81 0. 159 7. 07

0. 5 0. 675 0. 153 5. 17

1. 0 0. 653 0. 151 4. 79

1. 5 0. 518 0. 138 4. 37

2�4 � 其他有机碳化合物对鱼腥藻7120生长的影响

考察几种较为典型的有机碳化合物对鱼腥藻7120

生长的影响(数据未列出)发现,乳酸、柠檬酸、谷氨酸

和甘氨酸这四种有机底物的存在对细胞生长有抑制作

用,在培养的前 6 d,培养液渐趋无色。蔗糖、乙醇和甘

油对鱼腥藻7120的生长影响不大,其中蔗糖稍有利于

细胞的生长。不同有机碳化合物对鱼腥藻 7120生长的

影响说明,鱼腥藻7120细胞虽然具有一定的异养能力,
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但能够被它所吸收利用的有机碳底物可能并不多。

2�5� 有机碳化合物对鱼腥藻 7120光合和呼吸的影响

从几种有机碳化合物对细胞光合放氧和呼吸吸

氧的影响(表2)来看,葡萄糖、乙酸、蔗糖、甘油和乙

醇没有引起细胞光合作用和呼吸作用太大的变化,

而乳酸、柠檬酸和谷氨酸则对细胞的生理活动造成

了破坏性的影响。大体与这些有机底物对细胞生长

影响的宏观效果一致。

表 2 � 有机碳化合物对鱼腥藻 7120光合和呼吸的影响

Tab. 2 � The effect of Some organic compounds on photosynthesis and respira�

tion of Anabaena sp. 7120 cells on some organic compounds. Exponentially

growing photoautotrophic cells were collected and suspended in BG�11 medi�

um containing 1 g/L of each organic carbon source. Photosynthetic rates and

respiratory rates were measured by a Clark�type oxygen electrode.

有机碳化合物

Organic compounds

放氧率

O2 evolution rate

(�mol mg dry wt- 1h- 1)

耗氧率

O 2 consumption rate

(�mol mg dry wt- 1h- 1)

� 0. 822 0. 336

Glucose 0. 611 0. 233

Acetate 0. 875 0. 417

Sucrose 0. 708 0. 280

Glycerol 0. 612 0. 236

Ethanol 0. 701 0. 317

Lactate - 0. 022 0. 030

Citrate - 0. 022 0. 044

Glutamate - 0. 081 0. 074

2�6 � 鱼腥藻7120的异养生长能力

2�6�1 � 鱼腥藻 7120的化能异养生长能力 � 在完全

黑暗的条件下, 在培养基中加入葡萄糖等有机底物

进行化能异养培养, 12d后, 细胞均没有生长现象,

即使葡萄糖浓度提高到 9g/L , 细胞也未见生长(数

据未列出)。这基本排除了鱼腥藻 7120利用葡萄糖

等有机底物进行化能异养生长的可能。虽然少数微

藻能够在黑暗条件下利用有机底物进行化能异养生

长[ 1, 3] ,但多数微藻却做不到这样。实验结果表明,

没有光的参与, 鱼腥藻 7120细胞可能不能利用外源

有机物质或利用的程度极其有限,细胞完全依赖有

机底物的化能异养生长将无法实现。

2�6�2 � 鱼腥藻 7120的光异养生长能力 � 光异养是

指细胞利用光作为能源、利用有机碳化合物作为碳

源的营养方式
[ 3]
。某些蓝细菌已经证明具有光异养

生长现象[ 2]。光异养生长条件可以通过在含有有机

碳源的培养基中加入合适浓度的二氯苯基二甲脲

( DCMU)来实现[ 22]。此时细胞光系统 �的活性被抑

制,非环式电子传递被阻止, NADPH 不再产生, CO2

不再被还原同化, 但光系统 �仍在起作用,细胞仍可

通过环式磷酸化进行ATP 的合成。

从图 2推测,鱼腥藻 7120应能够利用葡萄糖进

行光异养作用,只是这种营养作用十分微弱,不足以

支持细胞的持久生长。即使在不加DCMU的混合营

养培养中,鱼腥藻 7120对葡萄糖的利用能力也是很

有限的,因此这种微弱的光异养作用是可以理解的。

并且,由此判断, 鱼腥藻 7120对葡萄糖的利用没有

光系统�的参与也能够进行,不过很可能会受到一

些影响。

图 2 � 鱼腥藻 7120的光异养现象 a 光自养生长被 10- 5mol/ L DC�

� � MU 所抑制; b光异养现象; c光异养培养过程葡萄糖消耗

Fig�2 � Photoheterotrophic growth of Anabaena sp. 7120 ( a) inhibition of

photoautotrophic growth of Anabaena sp. 7120 by 10- 5mol/ L DCMU; ( b)

photoheterot rophic growth of Anabaena sp. 7120; ( c) glucose consumption

in photoheterotrophic culture of Anabaena sp. 7120

2�6�3 � 鱼腥藻 7120的光激活的化能异养生长能力

Anderson和 McIntosh[ 23] 指出蓝细菌 Synechocystis sp.

6803具有一种光激活的异养生长的能力,即对在完全

黑暗条件下不能利用葡萄糖进行生长的 Synechocystis
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sp. 6803每天施以脉冲式的短暂光照( 5min, 40�mol

m
- 2
s
- 1
) , Synechocystis sp 6803即能够依靠葡萄糖生

长,而这样的光照条件是不足以支持藻细胞的光自

养生长的。在这里, 光起着一种调节异养代谢、细胞

分化或者其他形态发生过程的环境信号的作用。考

虑到这种光激活的异养生长能力对于微藻大规模异

养培养的潜在意义, 表 3 以相同的方式对鱼腥藻

7120是否可进行光激活的化能异养生长进行了考

察,从中推断, 鱼腥藻 7120可能不存在光激活的化

能异养生长的可能性。

表 3� 鱼腥藻 7120光激活的化能异养生长能力

Tab. 3 � Examination of light�act ivated heterotrophic growth of Anabaena sp. 7120.Heterotrophic cultures of Anabaena sp. 7120 were carried out in BG�11

medium containing different glucose concentrat ions w ith a daily pulse of light of 5 min of 160 �E m- 2 s- 1.

Glucose conc.

(g/L)

DCWa( g/L)

( 0 day)

Chla (mg/ L)

(0 day)

DCW a( g/ L)

( 4 day)

Chla( mg/L)

( 4 day)

DCWa( g/L)

( 8 day)

Chla (mg/ L)

( 8 day)

DCWa ( g/ L)

( 12 day)

Chla( mg/L)

( 12 day)

0 0. 043 0. 471 0. 034 0. 441 0. 030 0. 426 0. 023 0. 383

3 0. 043 0. 471 0. 027 0. 441 0. 029 0. 398 0. 039 0. 398

9 0. 043 0. 471 0. 037 0. 471 0. 033 0. 471 0. 028 0. 426

� � a DCW and Chl mean dry cell weight and chlorophyll , respectively.
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EFFECTS OF ORGANIC COMPOUNDS ON THE GROWTH OF ANABAENA sp. 7120

YU Guo�Ce1, CONG Wei1, CAI Zhao�Ling1, SHI Ding�Ji2 and OUYANG Fan1

( 1�StateK ey Laboratory of Biochemical Engineering , Institute of Chemical Metallurgy, The Chinese Academy of Sciences, Beijing 100080;

2�Research Center of Photosynthesis, Institute of Botany , The ChineseAcademy of Sciences, Beijing 100093)

Abstract:Cultures of Anabaena sp. 7120 were carried out in nitrogen�free BG�11 medium in an orbital shaker at 130 r/

min and 30 � at a light intensity of 160 �E m- 2 s- 1 unless otherwise specified. Various concentrations of organic carbon

compounds were contained in the medium to examine their effects on the growth of Anabaena sp. 7120 cells as indicated

by the cell density and the chlorophyll concentration. Glucose was shown to be able to improve cell growth markedly.

With the glucose concentration varying within a range from 0 to 30 g/ L, the maximal cell density in mixotrophic growth

was able to reach 3. 4 folds of that in photoautotrophic growth. Glucose was ut ilized to a limited extent in mixotrophic cul�
tures. Cell growth at various light intensities indicated that the saturat ion light intensity for mixotrophic growth with a glu�
cose concentration of 3 g/ L was around 80 �E m

- 2
s
- 1
. Acetate was found to impede cell growth to some extent when ex�

amined within a concentration range from 0 to 1. 5 g/ L. Sucrose, ethanol and glycerol exerted slight influence on cell

growth, whereas lactate, citrate, glutamate and glycine inhibited cell growth seriously. Glucose, acetate, sucrose, glyc�
erol and ethanol did not cause signif icant changes in photosynthetic oxygen evolut ion and dark respiratory oxygen con�
sumption while lactate, citrate and glutamate destroyed these activities. Anabaena sp. 7120 did not exhibit heterotrophic

growth on glucose in complete darkness or light�activated heterotrophic growth on glucose with a daily pulse of light of 5

min of 160 �E m- 2 s- 1. However, comparison of cell growth in the presence of 10- 5M DCMU with and without glucose

in light suggested that slight photoheterotrophy may exist.

Key words: Anabaena sp. 7120; Organic compounds; Glucose; Mixotrophic growth;Heterotrophic growth

242�� 水 � � 生 � � 生 � � 物 � � 学 � � 报 27卷


