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近年来
,

雨生红球藻���
�

�� �� �� �� � � �� “�� �� � �� �� � ��� �作为一种获取天然虾青素的资源被广泛

重视���
’〕

�

目前
,

有关雨生红球藻的研究主要集中于虾青素的积累机制
、

合成调控及其生物学功能
’�

。

关

于雨生红球藻生长调控方面的工作报道较少
,

还没有一个很理想的红球藻培养基 �� 
,

从而在很大程度上

阻碍了对雨生红球藻的深人研究与开发利用
。

雨生红球藻尤其是它的绿色游动细胞对环境 � � 值的改变

较敏感
,

其生长状况与培养液的 � � 稳定性关系密切卜
’� , 而 目前较多采用的 ���

、

��� 和 �� � �培养基

都存在着缓冲能力过弱的问题 �� 
。

�� ��� 扭�� 曾试图将 ��� 引人 � ��� 培养基以增强其缓冲能力
,

但效果

不佳�� 
�

为此
,

作者研究了磷酸盐 �� �伙叽
·

�代任长�� �
刁 �

�从� �和甘氨酞甘氨酸缓冲体系对雨生红

球藻生长的影响
,

以期实现两者优势互补
。

材料与方法

��� 材料 雨生红球藻 �� ��
“ �

�� 才� �� 采 自江苏镇江
,

在本实验室分离纯化
,

每次以绿色游动细胞接

种
�

� �� 培养条件 培养温度 �� ℃ � 光照强度 �� 林� � 
·

��� 
��

·

�
一 ’ · � 一 ’,

�� �连续光照 � 静止培养
。

� �� 生长测定 以单位体积培养物叶绿素含量作为生长指标
,

叶绿素测定采用丙酮提取 �� 
。

� �� � � 测定 采用精密 � � 试纸测定
。

�
�

� 磷酸盐缓冲体系对 挂 � �� � ��  � ,币� 生长的影响 以 �耐 �� 培养基中的磷酸盐缓冲体系 �� �� �叽
·

�乓。凡� � �
月

�

�乓� �为基准
,

即 ��
�

�
��

� �
·
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�� � �
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��

� �
·
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�
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时代表磷酸盐缓冲体系的量为 ��� �
、

� �� �
、

� �� �和 �
。

比较 � �表示 � ��� �� 培养基�
、

�’ �表示 ��培养基

中不含
�� 

�
·

�代� 与 � �伙��
�

·

�从任性� � �
司

�

�伙� �和 � �’ �表示 � ��� 与 �’ �� �混合�中磷酸盐缓

冲体系的加人量 �� �� �
、

� �� �
、

� �� �和 �� 对 � 川
。�� �� 二� �生长的影响

,

每水平两个重复
�

�
�

� 甘氨酞甘氨酸与磷酸盐缓冲体系对 �� � ��
���  � �币�生长的影响 比较 �’ �表示 � �� � 培养基中不

含甘氨酞甘氨酸 �和 �’ �’ �表示 �
‘

与 �’ 以 �� �混合�中 � �表示 � ��� 培养基中的甘氨酸甘氨酸
,

��
� ��

·

�
一 ’
时为 十 �

,

�� �  !
·

�
一 ’
时为 十 � � ��

,

不加人 以
一�表示 �的加人与否及磷酸盐缓冲体系

�� �  !和 p)对 厅 尸l
u via li

.
卜6 B 生长的影响

,

每水平两个重复
。

1

.

7 实验数据分析 数据处理采用方差分析和最小显著差数法 (LS D) 的多重 比较
,

对稳定期单位体积

培养物叶绿素含量进行分析
。

2 结果与讨论

2
.
1 磷酸盐缓冲体系对 H. plu

via lis-6B生长的影响
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培养基A 中磷酸盐缓冲体系对pH值和H p lu
v
ial iS-石B 生

长的影响

E爪
ets of Ph

osPhate on the PH value an d g
row
th of

H Plu via l红币B in A.
.
一
. 叶绿素 。一o p H a-

A+
l/2 P b

.
A +3 /4 P

c.

A+
P

图 1 和图 2 所示
:
在 A 中(因水槽有限

,

故仅做磷酸盐缓冲体系为 1/ZP
、

3
/

4 P 和 P

三个水平
,

各一个重复)
,

当磷酸盐缓冲体系

为 1/2 P时培养液的 PH 值在接种后第gd 有

较大幅度上升
,

单位体积培养物叶绿素含量

在接种后第 12d也相应有所下降;当磷酸盐

缓冲体系为3/ 4P 和 P 时
,

H. p lu

v
ia l 乙,

~
6 B 在

培养全过程中
,

培养液 pH 值上升幅度较前

者小
,

H Pl uv ia l i犷6B的生长未出现受抑制现

象
.
在 s’中

,

当磷酸盐缓冲体系为 1/4P时
,

培养液pH 值在接种后第 5d 急剧 上 升至

& 2
,

拄p lu via l扮6B 的生长也相应受到抑制
;

当磷酸盐缓冲体系为 1/ZP
、

3
/4

P 和 P 时
,

培

J任只�八6,
.

J引
.
|

产
/’

。
尸

一。 一 。
司

庐
、

1走/,a \ ! //
扩 、L扩

,

一}
C

,

/
!

.

/

/ } /

lweeeee

习|

�
。

/

//
/,’o

:o/
/

忿
8
.
4 “

认

/
,

/

.

/
/

\

一

}

“

\ 1
.

一 。

州 /

{ /

/
一 ‘

||闷||

\。

/

\

了222了
.

,o

乙
一

。z 。
司

一八厂�.、一、一、动--.
。

广刀/了
.

.
//力扩户

�一曰
:
任)/11全。
o0�
1占口翻姗吉

8 1 2 4

时间 T lm e / (d )

图 2 培养基 s’和 A s’中磷酸盐缓冲体系对 pH 值和 拄 川
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ial 王S-- 6 B 生长的影响
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养液的 PH 值始终稳定在 6. 9 至 7.4 之 间
,

培养后期 H plu via lis- 芍B 的生长未 出现受抑 制现象
;
双

川uv ia lis-币B 的生长在磷酸盐缓冲体系为 3/4 P 时较其它水平条件下好
.
在 A s’中

,

当磷酸盐缓冲体系为

114 p和 1/2P 时
,

培养液的 pH 值在培养过程中均变化较大
,

分别上升至 8. 2和 8
.
1

,

拄 p lu via liS-- 6B 的生长

也相应受到抑制
,

只是当磷酸盐缓冲体系为 1/4P 时且 plu via liS-- 6B的生长受抑制出现得早;当磷酸盐缓

冲体系为 3/ 4P和 P 时
,

只 plu via l钻一6 B 生长过程中培养液的 pH 值变动较小
,

培养后期未出现生长受抑制

现象
;H p lu via li卜芍B 的生长在磷酸盐缓冲体系为 3/ 4P时也较其它水平好

.

对实验数据进行方差分析表明
:
培养基类型 (A

、

s’和 AS
‘

) 与磷酸盐缓冲体系的加人量 (1/4P
、

1
/2

P

、

3/
4P
和 P) 对H plu via li卜6B 生长的影响均具有极显著差异(P < 0. 01 ;尸 < 0. 01 )

.
由于磷酸盐缓冲体系

为 1/4 P和 1/ZP时
,

H. p lu

v

ia l

is--

6 B 的生长在培养后期通常受抑制
,

故在此未对磷酸盐缓冲体系与其生长

间的关系作多重 比较
.
对三种培养基进行多重比较表明

:
在采用磷酸盐作缓冲体系后

,

A s’ 最有利于H

plu v仲Z扮币B 生长
,

A 其次
,

s’最差
。

A 和 A s’ 均较 S’有利于 H Pl
ovia li犷6 B 生长

,

很可能是由于两者中都

存在有甘氨酞甘氨酸的缘故
。

2. 2 甘氨醉甘氮酸与磷酸盐缓冲体系对 H. p‘via li 3币B 生长的影响

图 3所示
:
当磷酸盐缓冲体系为 3/4 P和 P 时

,

拄 Pl
o via li二6 B 生长过程中培养液的 pH 值均较稳定 ;

当有甘氨酞甘氨酸存在时
,

H p lu
v ia l i犷6B 在两种培养基中的生长状况均优于无甘氨酞甘氨酸存在时的

状况
。

对实验数据进行方差分析表明
:
两种培养基(A’ 和 A’s’ )之间

,

甘氨酞甘氨酸的加人与否及磷酸盐

缓冲体系的量 (3 /4P和 P) 对H plu via l份6B 生长的影响均具有极显著差异 (尸
< 0. 01

;尸 < 0. 01
; p <

0. 01 )
.
多重 比较表明

,

A’ S’较 A’ 更有利于H PI
。 ,

ia l
ls--

6 B 生长
;
甘氨酞甘氨酸的加人促进H 川uv ial 二

6B 生长
;而磷酸盐缓冲体系为 3/ 4P 时较为P 时更适合H 川uv ial二6B生长

。

故作者认为培养基 A’ S
‘
十

3 /4 P 十 1 /2 G 较适合于H. p lu via liS-- 6 B 生长
.
当接种浓度为 0

.
1192 m g

·

L

一 ’
叶绿素

,

培养条件为 22 ℃
、

70
“m ol

·

q

uan

ta

·

m

一 ’ ·
s
一 ’

、

连续光照
、

静止培养时
,

在该培养基中厅 plu vi al 份 6B 的加倍时间为

18
.
sh(以叶绿素为基准)

。

雨生红球藻细胞数的加倍时间与叶绿素
、

蛋白质及干重的加倍时间存在较大差

异
,

如
:
在相同的培养条件下 (22 ℃

、

1
30
“m ol

·

q

uan

ta

·

m

一 ’ ·
s
一 ’

、

改良 B G
ll培养基中以 1 5% C O Z充

气培养)
,

雨生红球藻细胞数
、

叶绿素
、

蛋白质和干重的加倍时间分别为 14.4
、

25

.
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、
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.

9 和 34
.
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图 3 培养基 A’ 和 A’ S
,

中甘氨酞甘氨酸与磷酸盐缓冲体系对 pH 值和 H PI
“v

ia l才卜6B 生长的影 响

R g
.
3 Effe

cts of glyeylglycine and phospha te on th e p H vai ue an d gro w th of挂 尸lu v ia l沽es 6 B in A
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.
A
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.

A
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e
.

A
‘
S

,
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f. A
‘
s

,
+ p 一 G g

.
A
‘
s

‘
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.

A
‘
s
‘

+ p + l / Z G
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H 尸lu 、
,

i

a

l
i二6B 在 A

‘

S

‘
+

3 / 4 p + l / Z G 培养基中的生长速度 (叶绿素加倍时间 1s
.
sh)略慢于其他研究者

以细胞数为基准各 自得出的雨生红球藻的最快生长速率(0. 054 h
一 ’

l9]
、

0. 9
7d

一 ’
131

,

分别相当于加倍时间为

12
.
9 和 17

.
3h)

,

但是鉴于 以上 原因及实验材料等的差异性
,

本实验结果仍有力地表明
:
A’ s’ + 3/ 4 P + l/

ZG 能较好地满足仔 Pl uv ia lls-- 6B 的营养需求
。

在 A SM G 培养基中
,

甘氨酞甘氨酸原本用作缓冲剂
,

迄今未见甘氨酞甘氨酸促进红球藻生长的报

道
。

本实验结果清晰表明
,

仔 Pl
“v

ial , 6B 的生长在有甘氨酞甘氨酸存在的情况下得到显著改善
,

但甘

氨酞甘氨酸促进H PI
“ ,

i al 二6B 生长的机理尚不清楚
。

在 乙醉酸途径中
,

有一中间产物甘氨酸
,

培养基

中的甘氨酞甘氨酸是否与之有关
,

尚不得而知
,

这无疑值得今后深人探讨
.
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