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摘要：用浓度为0∙15mol／L的 KNO3、KCl、K2SO4、KH2PO4、K2HPO4、NaNO3、NaCl、Na2SO4、NaH2PO4、Na2HPO4、（NH4）2SO4、
MgSO4、CaCl2等单盐分别配合0∙1％的溶菌酶处理鱼腥藻 sp∙595（Anabaenasp∙595）。经4h�KH2PO4、K2SO4、Na2SO4、
NaH2PO4、（NH4）2SO4、MgSO4、CaCl2能诱导形成原生质球�但液泡化原生质球极少�而 KNO3、NaNO3、NaCl 诱导形成少
量液泡化原生质球。用相近浓度的双盐�即 KNO3和 NaCl、KNO3和（NH4）2SO4、NaCl 和（NH4）2SO4分别配合0∙1％的
溶菌酶处理�诱导效果亦不佳。用相近浓度的三盐 NaCl、KNO3和（NH4）2SO4及五种盐 NaCl、KNO3、（NH4）2SO4、
Na2HPO4和 KH2PO4分别配合0∙1％的溶菌酶处理�诱导原生质球和液泡化原生质球的效果明显提高�液泡化原生质
球比例达到66∙90％—79∙97％。
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　　有学者认为蓝藻在营养缺乏或衰老时�细胞有
液泡形成［1—2］�对蓝藻进行显微结构研究也发现其
老化细胞内存在液泡化的结构［3］。蓝藻有无液泡这
一问题一直悬而未决。近来研究发现无机盐等能诱
导蓝藻细胞形成液泡［4］�并成功分离了此种液泡［5］。
在进一步的研究中又发现正常的非液泡化藻细胞还

可在诱导原生质球时与原生质球同步形成液泡�此
种液泡也极易分离［5—6］。但是非液泡化的正常细胞
为什么能形成液泡化原生质球�这显然是一个值得
研究的新问题。本实验选择了鱼腥藻 sp∙595�利用
不同的无机盐配合溶菌酶进行处理�对非液泡化正
常细胞形成液泡化原生质球的条件进行了初步的探

索。
1　材料与方法

1∙1　藻种及培养　鱼腥藻 sp∙595（Anabaena sp∙595）
为多细胞丝状（图1（a））�藻种引自中国科学院水生
生物研究所。用 BGll 液体培养基培养�温度26℃
（±0∙5）�光照强度2000lx�置于恒温光照生化培养
箱静置培养�间或振荡。每4d 接一次种�进行连续
培养�用培养4d的材料作处理。
1∙2　无机盐诱导处理　将 KNO3、KCl、K2SO4、

KH2PO4、K2HPO4、NaNO3、NaCl、Na2SO4、NaH2PO4、
Na2HPO4、（NH4）2SO4、MgSO4、CaCl2等单盐分别溶入
蒸馏水中�使其浓度为0∙15mol／L�并加入0∙1％（W／
V）的溶菌酶�对鱼腥藻 sp∙595进行处理；KNO3和
NaCl、KNO3和（NH4）2SO4、NaCl 和（NH4）2SO4等三种
组合�两种盐的浓度分别为0∙075mol／L�处理方法与
单盐相同；三种盐（NH4）2SO4、NaCl 和 KNO3浓度分
别为0∙05mol／L�处理方法与单盐相同；（NH4）2SO4、
NaCl、和 KNO3以0∙05mol／L 浓度溶入磷酸缓冲液
（Na2HPO4和 KH2PO4�1／15mol／L�pH＝6∙8）中�再加
入0∙1％的溶菌酶对鱼腥藻 sp∙595进行处理。酶解
温度为28℃。在处理过程中�不断取样检查原生质
球的形成�并在处理4h统计原生质球形成率和液泡
化原生质球的比例。重复三次�取平均值。
1∙3　显微摄影及照片制作　用 Nikon E-600微分干
涉显微镜观察�用Nikon Type950数码相机成像系统
拍摄�采用 Epson Stylus Photo750打印机输出照片。
2　结果和分析

从表1可以看出�以单盐作为渗透剂诱导原生
质球的效果较差�其中 K2HPO4和 Na2HPO4完全看

第27卷　第4期 水 生 生 物 学 报 Vol∙27�No∙4
2003年7月 ACTA HYDROBIOLOGICA SINICA July �2003　



不到效果�可能由于碱性环境中溶菌酶的活性不稳
定。只有（NH4）2SO4的效果相对较好�约28∙63％的
细胞变成原生质球（图1（b））。其他盐效果较差�如
KH2PO4（图1（c））原生质球形成比例约为12∙67％�
但许多细胞（图1（a））明显发生形态改变�球型化�
属于原生质球。而在 KCl 中虽有原生质球形成（图
1（d））�但极易破裂�原生质球不能稳定�以致无法统
计。三种组合双盐的效果有所不同�显示两种不同
的情况�在组合（1）和（2）�双盐的效果明显较两种单
盐更差�双盐诱导的原生质球形成率比两种单盐都
明显要低�说明两种盐的诱导作用抵消�而在组合
（3）�两种盐的组合效应优于单盐�双盐诱导的原生
质球形成率比两种单盐都明显要高�形成了很好的原
生质球（图1（e））。而三盐和五盐组合的情况就完全
不同了�不同的盐产生明显的协同作用�原生质球形
成率大幅度提高�原生质球结构比较好（图1（f））。
在所形成的原生质球中�液泡化原生质球所占

比例则显示了不同的情况。单盐中 KH2PO4、K2SO4、
Na2SO4、NaH2PO4、（NH4）2SO4、MgSO4、CaCl2诱导时几
乎无液泡化原生质球出现�但三种单盐 KNO3、
NaNO3、NaCl能够诱导液泡化原生质球形成�如

图1　不同无机盐及无机盐组合诱导鱼腥藻 sp∙595形成
的原生质球

（a） 正常藻丝；（b） （NH4）2SO4诱导的原生质球；（c） KH2PO4
诱导的原生质球；（d） KCl诱导的原生质球；（e） NaCl 和
（NH4）2SO4诱导的原生质球；（f） 五种盐诱导的原生质球
Fig∙1　Spheroplasts in A∙sp∙595induced by different inorganic

salts and combinations of different inorganic salts
（a） Uncontrolled trichome；（b） （NH4）2SO4；（c） KH2PO4；
（d） KCl；（e） （NH4）2SO4 and NaCl；（f） Mixed salts of five
kinds

KNO3诱导的液泡化原生质球形成率约为33∙33％
（图2（a））。而双盐、三盐和五盐诱导都形成液泡化
原生质球（图2（b）—（c））。在单盐诱导中�NaNO3原
生质球形成率很低（6∙34％）�但液泡化原生质球形
成率却很高（61∙11％）�同样的现象出现在双盐组
（1）�由此说明诱导原生质球和液泡化原生质球所需
条件是不同的�其机理也不同�在双盐组合（3）中液

泡化原生质球的比例较高。而在三盐和五盐组合
中�则出现了双高�即原生质球形成率高�与此相平
行液泡化原生质球比例也很高�这说明在诱导液泡
化原生质球的效应上�不同无机盐也能显示强烈的
互补效应。多盐组合所形成的原生质球经低渗处
理�原生质球立即破裂�液泡释放（图2（d））�与郭厚
良等人［6�7］报道一致。

图2　不同无机盐及无机盐组合诱导鱼腥藻 sp∙595形成的液泡化原生质球
（a） KNO3诱导的液泡化原生质球；（b） Nacl 和（NH4）2SO4诱导的液泡化原生质球；（c） 五种盐诱导的液泡化原生质球；（d） 释放的液泡

Fig∙2　Vacuolized spheroplasts in A∙sp∙595induced by different inorganic salts and combinations of different inorganic salts
（a） KNO3；（b） NaCl and（NH4）2SO4；（c） Mixed salts of five kinds；（d） Released vacuoles
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表1　不同无机盐及无机盐组合对鱼腥藻 sp∙595的效应
Tab∙1　The effects in Anabaena sp∙595by different inorganic salts and combinations of different inorganic salts

盐的种类

Inorganic salts
原生质球形成率（％）
Percentage of protoplasts

液泡化原生质球比例（％）
Percentage of Vacuolized

protoplasts

酶处理液 pH值
pH of salt solution
mixed with lysozyme

说明

Remark

单盐

One kind of salt
KNO3
KCl

17∙76 33∙33 5∙78
5∙51 原生质球大量破裂�

无法计数

K2SO4 17∙16 ／ 5∙55
KH2PO4 12∙67 ／ 4∙54
K2HPO4 8∙75 无明显效果

NaNO3 6∙34 61∙11 5∙74
NaCl 17∙79 15∙19 5∙39
Na2SO4 14∙61 ／ 5∙38
NaH2PO4 13∙06 ／ 4∙51
Na2HPO4 8∙75 无明显效果

（NH4）2SO4 28∙63 ／ 5∙40 有液泡化的细胞形成

MgSO4 13∙96 ／ 5∙44
CaCl2 10∙63 ／ 5∙79

双盐

（Two kinds of salts）
（1） KNO3、NaCl
（2） KNO3、（NH4）2SO4

6∙22
10∙57

52∙94
6∙34

5∙88
5∙31

（3） NaCl、（NH4）2SO4 32∙32 30∙19 5∙43
三盐

（three kinds of salts）
NaCl、KNO3、
（NH4）2SO4

54∙42 66∙90 5∙61

五盐

（Mixed salts of five
kinds）

NaCl、KNO3、（NH4）2SO4、
Na2HPO4和 KH2PO4

61∙02 79∙97 6∙68

3　讨论

自 Biggins 首先报道制备有活力的蓝藻原生质
球以来［8］�蓝藻原生质球制备在方法一直都没有得
到很好的解决�Biggins 的方法很难得到大批量且稳
定可操作的原生质球。后来�这方面困难由郭厚良
解决�他使用多盐复合液为渗透稳定剂加青霉素预
处理成功地制备了大量和稳定的蓝藻原生质球［9］�
但是后来才发现各种盐类存在互补作用［10］。本实
验再次成功证明�多盐的协同作用是制备蓝藻原生
质球必不可少的�而其内在机理一时还难以分析。

郭厚良当初制备的原生质球是否是属液泡化原

生质球�当时也并不知道�而只知道“细胞的透明度
大大提高”和“出现无色透明区”�结果本来已出现的
液泡当时并未注意到。而第一次提出原生质球的
“液泡化”现象的是 Belliner ［12］�可惜他未加重视�结
果蓝藻液泡还是最后由郭厚良等发现［4］�并很快注

意到原生质球的液泡化并将这一现象用于液泡制

备［11］。本实验在此基础上进一步探讨原生质球液
泡化的条件�上述实验结果表明�一些单盐也有诱导
原生质球液泡化的作用�但作用比较弱�很难加以利
用。这样同制备原生质球一样�多盐协同作用也是
诱导液泡化原生质球必不可少的�高频率液泡化原
生质球的制备为液泡的高得率制备创造了条件�而
液泡化原生质球中的液泡和液泡化蓝藻细胞中的液

泡是否存在差异尚有待进一步分析。
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THE STUDY ON INDUCING CONDITIONS OF VACUOLIZED
SPHEROPLASTS IN ANABAENA SP∙595

FENG Wu1�ZHAO Y-i Jun1�GUO Hou-Liang2�XIA Yan-Hua1and WU Nan1
（1∙College of Life Science of Central China Normal University�Wuhan　430079；

2∙College of Life Science of Wu Han University�Wuhan　430072）

Abstract：Some researchers have the opinion that cyanobacteria can form vacuoles owing to lack of nutrition or senes-
cence∙There were vacuoles in the old cells while the micrographic structure of cyanobacteria was studied∙Whether there
are vacuoles in the cyanobacteria is still in the air∙The recent study shows that some inorganic salts can induce the forma-
tion of vacuoles in cyanobacteria and this kind of vacuole has been isolated successfully∙The further study shows inorganic
salts can induce vacuoles and spheroplasts in the unvacuolized normal cells of cyanobacteria simultaneously∙This kind of
vacuole also can be isolated easily∙why the unvacuolized normal cells of cyanobacteria can form the vacuolized spheroplas-
ts？It is a new problem worthwhile to study∙This research chooses Anabaena sp∙595to treat in the presence of several
different combinations of some inorganic salts with0∙1％（w／v）mixed with lysozyme�and a preliminary study on the in-
ducing conditions of vacuolized spheroplasts in cyanobacteria has been done∙Anabaena sp∙595was treated in the pres-
ence of0∙15ml／l KNO3、KCl、K2SO4、KH2PO4、K2HPO4、NaNO3、NaCl、Na2SO4、NaH2PO4、Na2HPO4、（NH4）2SO4、MgSO4
and CaCl2mixed with0∙1％（w／v）lysozyme for4hours∙The results show that protoplasts rather than vacuolized sphero-
plasts could be easily induced by KH2PO4、K2SO4、Na2SO4、NaH2PO4、（NH4）2SO4、MgSO4and CaCl2∙On the contrary�
rich vacuolized spheroplasts were induced by KNO3、NaNO3 and NaCl∙The inducing effects were not evident under the
treatment of two salts of similar concentration like KNO3and NaCl、KNO3and （NH4）2SO4、NaCl and（NH4）2SO4mixed
with0∙1％（w／v）lysozyme∙However�the inducing rate of both the spheroplasts and vacuolized spheroplasts markedly in-
creased by three salts of similar concentration like NaCl、KNO3and （NH4）2SO4with0∙1％（w／v）mixed with lysozyme；
similar results were obtained under the treatment of five salts of NaCl、KNO3、（NH4）2SO4、Na2HPO4and KH2PO4mixed
with lysozyme∙On these conditions�the percentage of vacuolized spheroplasts reached66∙90％～79∙97％∙The results
mentioned above indicate that some kinds of inorganic salt have the effects of inducing the spheroplasts to form vac-
uoles∙But because the effects are very weak�it is difficult to apply single inorganic salt to induce the spheroplasts to form
vacuoles in practice∙The results also show that synergistic effects of several kinds of inorganic salt are necessary to induce
the spheroplasts to form vacuoles∙The preparation of high frequency spheroplasts makes for the high yield of
vacuoles∙However�this study can not answer whether there are some differences between the vacuoles in the vacuolized
spheroplasts and that in the normal cells of cyanobacteria∙The further study on this question will be useful∙

Key words：Anabaena sp∙595；Inorganic salt；Spheroplasts；Vacuolization
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