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摘要 从滇池分离纯化了两种常见水华微囊藻即铜锈微囊藻和绿色微囊藻
�

在常规培养条件

下
,

两种藻类在对数生长期的生长速率 尸值分别为 �
�

�� 和 �
·

�� � 早期生长的抑制光强不大于

�� 如�
� � �

一 � , 一 ‘
�

铜锈微囊藻主要产生 � 种微囊藻毒素
�
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�� 和 ���
�

��
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,

绿色微囊藻产生的主要微囊藻毒素为〔� �矛�
一

��� �
�

� �
,

和〔�� 矛�
一

�� �� �
一

� �
,

另

含有少量的〔� �� , �
一

�� ��  
一

��
�

在低光强 �� 拜� �
一 � � 一‘

时
,

毒素含量每毫克干重细胞达到

�
�

�� �阳微囊藻毒素
,

当光强达到 ��� 成 �
一 �。 一 ‘

时
,

毒素含量降低到每毫克干重细胞 �
�

��� 产� �

光强对毒素形成的影响受到温度的调节
,

而温度对毒素形成的影响不大
�

探讨了两种微囊藻细

胞在不同光照强度下叶绿素荧光 比值 ��� � � 的变化
�

此比值的变化可以间接反映细胞受外界

光照强度抑制程度
�

关键词 微囊藻
,

滇池
,

微囊藻毒素
,

生长

蓝藻微囊藻水华及其所产生的肝毒素 一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 �� ��
�
等 �‘〕首次解析了微囊藻毒素���� �� �� �� �

� � �的化学

结构
,

其基本结构为含有七个氨基酸的环状多肤
,

包括五个 �
一

型氨基酸和二个可变的 ��

型氨基酸
,

二种 �� 型氨基酸的不同组合
,

即成为变型不同微囊藻毒素命名的依据
�

迄今已

从微囊藻和其它几种蓝藻中鉴定了逾五十种微囊藻毒素变型
�

在我国大多数水体中发生的蓝藻水华
,

优势种类主要是微囊藻
,

其中以铜锈微囊藻

为主协� �
�

现有的证据表明
,

天然水体蓝藻微囊藻水华 �� � 是产毒素的
,

少数是不产毒

的
,

即使在产毒种类中
,

不同种或同一种类不同变型毒素含量变动很大
�

因此
,

欲深人

了解天然水华中哪些是产毒种类
,

它们的产毒特性如何
,

就有必要通过分离出单种在培

养条件下对每个单种的生长特性和产毒特性加以研究
,

才能回答特定水体中微囊藻的产

毒特性和生态特性
,

才能对水华发生及其可能的危害提供较准确的预测
�

滇池是我国西南地区的高原湖泊
,

近十�� 年来
,

滇池蓝藻水华发生频率和数量均明显

增加 �� 
�

对滇池分离纯化的数个优势蓝藻种类初步筛选试验中
,

作者发现其 中的铜锈微

囊藻和绿色微囊藻是产毒的
,

在此基础上
,

进一步研究了两个种类的生长特性
,

探讨了绿
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色微囊藻产毒与环境光强和温度的关系
�

材料和方法

�
�

� 藻种及其分离纯化 铜锈微囊藻�从
。

�� �� 
� �� �� �昭

�

�� � �� �讯 �
�

�和绿色微囊藻 ��
�

�� �� �� � ��
�

� �
�

�� � � �
�

�采集自我国云南省昆明滇池
,

经分离纯化
,

获得单克隆培养系
�

主

要步骤如下
�

吸取一小滴水样滴至有 � 一 � 个凹槽的载玻片上
,

在解剖镜下
,

利用 自制的

毛细管有目的地挑选单个细胞群体�第一次吸取常含有数个或多个细胞个体�
,

然后转移

到另一凹槽
,

继续稀释
,

经 � 一 � 次
,

直至视野下只有一个细胞群体时
,

用毛细管将欲选 目

的细胞转移到含培养基的试管中
,

然后将这些试管置于光照培养箱中
,

低光
、

�� ℃
,

经过 �

一 � 月
,

少数试管中细胞存活并开始生长
�

经镜检确认试管中的细胞为单 一种类
,

即认定

为单克隆藻
�

�
�

� 藻种培养 经过筛选比较
,

选用 �� 闹作为两种微囊藻的培养基
,

其每升培养液含

有以下营养成分
�
� � �� � � �� 一 �姚�

,

� � � � � � �几
,

��  � � � � �� �
,

�� � � � �处 �氏
,

� � � � � �� ���
�

�氏�
,

� � � � � �
一

�� � �
� � � ��� � �� � � �� � � � � �

,

�� � � � � � 处� � � �
,

�� � � ��� ��

一 �玩�
,

�
�

�� � � � � ��� 一 �姚�
,

� � � � � � �二��
,

�
�

�� � � �� ��
� 一 �玫�

,

� � � � � � �� �
��

一

�玩 �
,

�
�

�� � � � � �� �
,

��� � � � ���� �
,

� � � � � � � �� 调至 �
�

�
�

光源为冷白荧光灯
,

光照强

度通过光量子计 �� � �
一

�� � 型
,

� �� � � � � � �� �� �� � �� � � � � �� �� �
�

�调节为 � �拜� � � �
一 � � 一 ‘, 培

养温度 �� ℃
�

�
�

� 生长测定 通过测定细胞光密度�� �� �� �� �的变化表示细胞的生长
�

由于藻体在常

规培养条件下保持群体形态
,

样品在测定前需经超声处理 ��
,

使群体分散为单个细胞
,

以

便于精确分析
�

�
�

� 叶绿素荧光效率分析 用便携式植物效率分析仪 ���  
,

� �� �� ��� �。
,

�
�

�
�

�测定叶

绿素荧光
�

激发光强为最大光强的 �� � �� � � �拜� ��
�

�
一 �

�

� 一 ‘�
,

暗适应时间不少于 � � � ��,

记录时间 ��
,

测定均在室温下进行
�

用可变荧光 ��� 与最大荧光 (F m )的比值 F v/ Fm 表示

光合效能活性的大小
.

1
.
5 毒素提取和测定 离心收集微囊藻新鲜培养物

,

清洗
,

然后在真空冷冻机中干燥
.

干燥样品置于
一

2 0 ℃保存备用
.
称取约 200 m g 上述真空冷冻干燥的藻粉

,

浸于 5 % 醋酸溶

液中
,

不断搅动
,

提取 30m in
,

离心(40O0 rp m
,

15 m )

,

沉淀物以 10 0 % 甲醇提取
,

重复二次
,

所得上清液在真空浓缩蒸馏器中干燥
,

剩留物再以 5 % 醋酸溶解
,

溶解物通过预先已处理

过的 s
ep一 P a

k C l s 过滤小柱 (lo m l 100 % 甲醇
,

5 0 m l 双蒸水)
,

过滤小柱再经 20 % 甲醇清

洗
,

以 90 % 甲醇洗脱
.
洗脱物浓缩干燥后

,

剩余物溶于 20 % 甲醇
,

此组分用于在反相高效

液相色谱(岛津 L C
一

10
A

) 上进行微囊藻毒素分析
.
利用核磁共振仪 (N M R )和高分辨率快

速原子轰击质谱仪进行毒素结构分析阅
.

结果

2
.
1 铜锈微囊藻和绿色微囊藻的生长特性

在通气培养条件下
,

铜锈微囊藻和绿色微囊藻的生长均经历四个生长期
:
即延滞期

,

对数期
,

稳定期和下降期
.
从 图 1可以看出

,

在指数期生长速率 拜和最大生物量上
,

绿色微
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囊藻分别为 0
.
63 和 0

.
59( 光密度值)

,

而铜锈微囊藻分别为 0
.
61 和 0

.
35

,

在培养物细胞

浓度低于 O岛
sonm 0

.
2 时

,

细胞生长可接受的光照强度不大于 100拜
mo

l m
一 2 5 一 ‘,

超过这一

光照强度
,

细胞的生长则明显受到抑制
.
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口
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图 1 铜锈微囊藻和绿色微囊藻的的生长曲线
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2 铜锈微囊藻和绿色徽澳藻对光强耐受力的比较研究

探讨了两种微囊藻细胞在不 同光照强度下叶绿素荧光 比值 F v/ Fm 的变化
.
此 比值

的变化可以间接反映细胞受外界光照强度抑制程度
,

比值越小
,

反映细胞受光强的抑制程

度越高
.
随着光 照强度 的升高

,

可以看 出
,

叶绿素荧光 比值不 断下降;光照 强度达到

100产m ol m
一 2 5 一 ‘以上

,

铜锈微囊藻的荧光比值相当于常态光强的 37
.
2 %

,

绿色微囊藻为

常态光强的 51
.
8 %

,

由此表明
,

在 10 0拼m ol m
一 2 5 一 ‘

光强以内
,

绿色微囊藻 比铜锈微囊藻对

高光强的耐受力强
.
两者生长对光强的需求也支持由叶绿素荧光 比值推论的结果

.

农 1 铜锈徽班班和绿色徽班蕊在不同光强下叶绿亲灸光比位的变化
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3 铜锈微囊藻和绿色微班藻毒素含盘和成分

绿色微囊藻主要产生三种微囊藻毒素
:
〔D ha

7
]
一

M Y

CS

T

一

R R

,

【D ha
7
]
一

M Y C

ST

一

Y R 和

【D h扩j
一

M Y C

ST

一

L R

.

其中
,

【D ha
7
]
一

M Y C S T

一

R R 占了总毒素的 70 一
80 %

.

在适宜的培养条

件下
,

每毫克干重细胞可生产 3 一 4 拜g 微囊藻毒素
.
铜锈微囊藻生产毒素分别为 M Y cs T

-
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R R
,

M Y C S T

一

Y R 和 M Y C S T
一

L R
( 图 2)

.
主要毒素类型亦是 M Y C ST

一

R R

,

但它的含量只

占总毒素的 60 % 左右
,

每毫克干重细胞约生产 1 一 2 拌g 微囊藻毒素
.

10 (m in ) 10 (
mm
)

图 2 铜锈微囊藻和绿色微囊藻毒素的高效液相色谱示意图
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绿色微班藻产毒与光强和温度的的关系研究

分别在 15 ℃ 和 25 ℃条件下研 究了光强对微囊藻毒素形成的影响
.
在 15 ℃ 下

,

光强

钊-..weweeeesesl|,1..eses通mA 2

(从 15 拜E m
一 “ S 一 ’到 10 0拼E m

一 “ S 一 ’
)对毒素形成的影响不大(数据未列出 )

,

而在 25 ℃ 条

件下
,

毒素的形成显著地受到光强的影响
.
在低光强 15拜E m

一 “ s 一 ‘
时

,

毒素含量达每毫克

干重细胞 3
.
12 7拌g 微囊藻毒素

,

当光强达到 100 拼E m
一 “ s 一 ‘

时
,

毒素含量降低到每毫克干

重细胞仅产生 1
.
971 “g 微囊藻毒素(表 2)

,

结果说明
,

低光强促进该种类微囊藻毒素的合

成
,

同时
,

光强对毒素形成的影响受到温度的调节
.

在四种培养温度条件(15 ℃
、

2 0 ℃
、

25
℃ 和 30 ℃ )下

,

绿色微囊藻微囊藻毒素的含量变

化甚微(表 3)
.
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表 2 绿色微囊藻在不同光强下微囊藻毒素含量和成分的变化

T ab Z C hanges Of m i
croc
yst in content an d

com
posl6on i

n eel卜 of M
.
饭r沮诬5 9

~

n in d iffer en
t ligh

t in ten sity

光强 含量 成分

Light intensity C ontent Cbm position (% )

(拌E in stein m
一 2 5 一 l

) (
拜9 m g

~
l d口 eells )

RR
Y R L R

15 3
.
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.
6 2

.
3 10

.
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表 3 绿色微囊藻在不同温度下微囊藻毒素含量和成分的变化
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3 讨论

滇池水华蓝藻最常见优势种类为微囊藻
,

有时也会出现大量的水华束丝藻(A pha
ni-

zom enon fi os
一
a 、u a e

)
·

颤藻 (
Osc
illazoria

卿rd
ii)和鱼腥藻(A na加en。 , p

.

)

,

虽然国外曾

报道上述几个种类中含有微囊藻毒素或神经毒素[8]
,

但通过生物毒性试验并未检测到滇

池这几个种类含有类似毒素
.
基于 以上的研究基础

,

本文集中研究 了滇池两种优势微囊

藻
:
铜锈微囊藻和绿色微囊藻的生长和产毒特性

.
结果表明

,

二种微囊藻均表现较高的生

长速率
,

在低细胞浓度时
,

对光强的耐受力较差
,

一般不超过 100 拌m ol m
一 2 5 一 ’

.

两个种类

均产生微囊藻毒素
,

但绿色微囊藻产毒量高
,

其总微囊藻毒素含量可达到细胞干重的千分

之三以上
,

这是 已报道的在绿色微囊藻中毒素含量最高的一种
.

微囊藻毒素含量随生长条件的变化已有较多的研究
,

但大多数研究以铜锈微囊藻为

研究对象
,

而对绿色微囊藻产毒特性的研究报道较少
.
w at
a
na b

。
等川与 K ay

。 和 w at an
-

ab
e汇‘“〕的研究虽然都证实绿色微囊藻产毒能力与培养细胞的生长阶段有关

,

但是
,

其毒素

成分以及毒素含量随生长期的变化规律
,

两文得出不同的结论
.
目前比较一致的研究证据

显示光强变化对微囊 藻毒素有显著的影 响〔
‘主

一

l2]

,

适于 生长的温度 并不适于 毒素的形

成[
‘0. ‘3]

.

作者进一步证实了光强对毒素形成的调控作用
,

研究结果还表明
,

光强对毒素的

影响效果是与培养温度密切相关的
.
在同一光强下

,

温度的变化似乎对毒素含量影响甚

微
.
o r:和 Jon es 〔

‘4 ]提出
,

外界因子对微囊藻毒素含量的影响
,

主要是通过影响细胞分裂速
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滇池水华蓝藻铜锈微囊藻和绿色微囊藻的生长生理特性及毒素分析 407

率来表现的
.
这一推论究竟是否有普遍的意义

,

仍需进一步研究
.

在实验控制条件下获得的微囊藻生长和产毒行为对生态预测与水华控制提供了必不

可少的资料积累
.
但试图利用这些结果预测野外 自然水体水华发生和产生毒素行为

,

需十

分谨慎
.
如许多微囊藻的光照强度耐受力在培养状态下不超过 100拜m ol m

一 2 5 一 ’ ,

而野外

微囊藻种群夏季可以耐受 1000拜m ol m
一 2 5 一 t以上光强

,

这就与实验室所得 的结果相差很

大
.
但是

,

通过对两个或多个种类在不同光强或温度适应性的比较研究
,

我们可 以推测在

何种外界条件更有利于那一种生长
,

对毒素的产生有什么影响
.
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