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摘要:分别从喂食三株原始产毒铜绿微囊藻 M icrocy stis aerug inosa ( AC、D S和 PCC 7820)的金藻 P oterioochrom onas

sp1培养物中获得三株藻, 以 N est PCR方法 (引物对 CC /CG和 CH /CI)确定此三株藻均为微囊藻属藻株。H PLC测

试结果显示这三株藻均不产生微囊藻毒素。显示 P oterioochrom onas sp1具有将产毒微囊藻转化为无毒微囊藻的能

力。比较产毒原始株与无毒变异株的生理特性发现, 变异株的类胡萝卜素 /叶绿素比值高于原始株; 而光反应曲线

结果表明,变异株的 PSÒ 的量子产率和光合作用活力高于原始产毒株, 并且变异株在较低光强下就可达到最大的

光合作用活力。显示喂食后产生的变异株比原始株有较高的光合作用效率。变异株的藻蓝蛋白 /叶绿素比值则低

于原始株,光合作用最适光强低于变异株,并且显示产毒原始株通过增加藻蓝蛋白的相对含量来提高对光照的吸

收。变异株具有较高的光合作用效率和藻蓝蛋白含量可能是其能够在微囊藻和金藻混合培养的群体中占优势的

原因之一。
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  有毒蓝藻水华的暴发, 在世界范围内引起了广

泛的关注
[ 1, 2 ]
。微囊藻是最为常见的一种水华藻

类, 许多微囊藻产生剧毒的微囊藻毒素,对饮用水的

水质健康造成很大的威胁。

微囊藻毒素的合成是由非核糖体的多肽合成酶

和聚酮合成酶参与的
[ 3, 4]
。自然水体中某些含有微

囊藻毒素合成酶基因的微囊藻株并不产生微囊藻毒

素
[ 4, 5]
。Kurm ayer, et al1[ 6]

曾报道了环境因子可能

是导致 P lank tothrix的产毒能力消失的原因。微囊

藻水华毒性的变化,可能是由于环境因子的变化引

起产毒株和非产毒株比例变化的结果
[ 7, 8 ]

, 或者是

由于毒素合成过程所必须的相关蛋白的表达被抑制

所引起的
[ 9]
。有报道指出在实验室培养条件下观

察到了一些丧失了合成微囊藻毒素能力的微囊藻自

发突变株
[ 5, 9, 10 ]

。

以产毒微囊藻喂食金藻 Poterioochromonas sp1
的实验中,观察到静止培养 2) 3个月后,金藻培养

物中出现了一些与饵料藻细胞大小相近的单细胞蓝

藻。纯化并培养这些藻株,并对这些藻株的分类、产

毒特性进行了研究。我们比较了两株微囊藻原始株

和相应的获得变异株的生长速率、色素含量和光合

作用活力。通过生长和光合生理指标的比较结果,

探讨这些生理指标方面的差异对微囊藻的生态适应

策略方面是否具有影响。

1 材料与方法

111 藻种材料与培养  金藻分离自微囊藻大规模

培养物。选用的三株产毒铜绿微囊藻 (M icrocystis

aeruginosa )均来自中国科学院水生生物研究所淡水

藻种库 ( FACH B): DS、AC和 PCC7820。以上微囊藻

分别喂食金藻 2) 3个月后, 分离重新生长出来的

微囊藻单细胞, 并分别命名为 M icrocystis mDS、M i-

crocy stismAC和M icrocystis m7820。微囊藻和三株吞

噬后获得藻株均以改良的 BG-11培养基于 25e 恒

温培养,光照周期为 12B12。

112 全细胞 N estPCR法鉴定微囊藻属藻株  离
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心收集 3 m L微囊藻样品, ddH2O洗涤细胞 2) 3

次后, 用 200 LL ddH 2O悬浮细胞, 细胞密度大约

为 5 @ 10
6
个 /mL。N es-t PCR扩增 16S rRNA可变

区的方法参考文献 [ 11] , 引物序列 (表 1)。首轮

PCR反应体系含有: 引物 CC和 CG各 1 LL、2 LL

dNTP、2 LL 10 @ buffer( Takara, 日本 )、013 LL Taq

酶 ( Takara,日本 )、1LL模板 DNA, 加 ddH2O至 20

LL。反应使用 PCR仪为 G eneAm p2400 ( PE C or-

porat ion, 美国 ) ,扩增条件为: 94e 预变性 4m in, 接

着 96e 15s, 70e 退火 1m in, 72e 延伸 1m in, 共运

行 30个循环; 最后 72e 延伸 7m in。第二轮 PCR

反应体系含有: 引物 CH和 C I各 1 LL, 上一轮 PCR

反应的产物 015 LL;其余成分同上。扩增条件为:

94e 预变性 4m in, 接着 94e 30s, 58e 退火 30s,

72e 延伸 30s, 共运行 25个循环; 最后 72e 延

伸 7m in。

表 1 PCR引物

Tab11 PCR p rim ers

引物 P rim er 序列 ( 5c-3c) Sequen ce ( 5c-3c) T
m

( e )

CC TGTAAAACGACGGCAGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGC 72

CG CGCGTTAGCTACGGCACGGCTCGG 72

CH AGCCAAGTCTGCCGGTCAAATCA 58

C I ACCGCTACACTGGGAATTCCTG 58

CS IF GYCACGCCCGAAGTCRTTAC 60

UN I23S CCTCTGTGTGCCTAGGTATC 60

113 HPLC分析微囊藻产生微囊藻毒素 MC-LR

的能力

11311 微囊藻毒素的提取和分离纯化  取 25 mL藻

样,离心弃上清,将沉淀冷冻干燥。准确称量干燥后

的藻粉,加入 20 mL 5%乙酸溶液搅拌提取 20m in,然

后 10e , 10000 r /m in离心 5m in, 取出上清液 1,离心

残渣加入 20 mL 80%甲醇提取 20m in,同样条件下离

心 5m in,取出上清液 2, 残渣用甲醇按上述步骤再提

取一次得上清液 3。合并上清液 2和 3用旋转浓缩仪

浓缩近干再与上清液 1合并得溶液 4。

分离纯化采用W aters SPE ODS进行, SPE柱采

用 15 mL甲醇活化, 再用 20 mL水冲洗柱中甲醇。

然后将上述溶液 4上样,流速为 10 mL /m in,待上样

后用 15 mL 20%甲醇预淋洗 SPE柱, 弃去淋洗液。

最后用 10 mL 90%甲醇洗脱柱中的毒素, 收集洗脱

液用旋转浓缩仪蒸发近干,再用 1 m L甲醇重新溶解

后转移到 115 mL样品瓶中氮气浓缩干燥,最后准确

加入 500 LL 60%甲醇溶液定容。

11312 HPLC检测微囊藻毒素 MC-LR  微囊藻

毒素 MC-LR在波长 238nm 下有特异的吸收峰, 而

不同的微囊藻毒素异构体在高效液相色谱中有不同

的保留时间,与标准微囊藻毒素的保留时间相比较,

即可确定样品中的微囊藻毒素的组成,根据峰面积

即可测定样品中微囊藻毒素的含量
[ 12]
。H PLC检测

的流动相为:试剂 A甲醇,试剂 B磷酸缓冲液 ( 0105

m o l/L KH 2PO4, pH = 3)等度混合; A为 60% ; B为

40%。总流速为 110 mL /m in,进样量 10 LL。

114 rDNA ITS区序列分析  

11411 微囊藻 DNA的提取  微囊藻 DNA提取方

法采用 TES法
[ 13]
。离心收集藻细胞, 加入 600 LL

TES ( 50 mm o l/L Tris-C ,l pH 810, 20 mmo l /L EDTA,

50 mm o l/L NaC ,l 0125 mm o l/L蔗糖 )和 30 LL 10%

溶菌酶, 于 37e 温育 30m in, 加入 20 LL蛋白酶 K

( 20 m g /mL )和 50 LL 10% SDS, 50e 30m in, 加入

150 LL 10% SDS,于 60e 反应 20) 40m in。12000 r/

m in离心 5m in,上清液以酚 /氯仿 /异戊醇抽提两次,

加入 215倍体积的无水乙醇沉淀,获得的 DNA沉淀

以加入 1 LL RNA酶 ( 10 m g /mL)的 TE溶解。

11412 rDNA ITS区序列的扩增  引物对 CSIF /

UN I23SR用于特异性地扩增蓝藻 16S-23S rDNA ITS

区序列
[ 14]

,引物序列 (表 1)。 PCR反应条件: 94e

5m in, 35个循环的 94e 1m in变性、50e 退火 1m in、

72e 延伸 1m in, 72e 继续延伸 10m in。扩增出的产

物以 E1Z1N1A PCR产物纯化试剂盒 (Om ega, 美国 )

纯化后用于测序。

11413 序列分析  采用 M ega 210
[ 15]
软件对微囊藻

16S-23S ITS序列进行分析,按 NJ建树法建立进化树。

115 色素含量的测定  
11511 类胡萝卜素 ( Carotenoids)和叶绿素含量

(Chla )的测定  取 3 m L藻样, 8000 r /m in转速离
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心 5m in,弃去上清液, 加入 3 m L 80% 丙酮,低温暗

处静置 22) 24h提取脂溶性色素。样品 8000 r/m in

离心 5m in,取上清液分别于 663 nm和 450 nm测定

光吸收值。根据下式分别计算色素含量:

Ch la ( m g /L ) = 12172 @A 663 - 217 @A 645 = 12119

@ A 663
[ 16 ]

C aro tenoids ( m g /L ) = 411A 450 - 010435Chla -

01367Ch lb= 411A 450 - 010435Ch la
[ 17]

在微囊藻中, Chlb= 0。

11512 藻蓝蛋白 (C-PC)含量的测定  取 3 m L微

囊藻样品, 8000 r /m in转速离心 5m in, 弃去上清液,

加入 3 mL PBS ( 0105m o l/L, pH 618)。将样品放入

液氮中冷冻 8h后, 室温避光溶解, 如此反复冻融 3

次提取 C-PC
[ 18]
。将样品 8000 r/m in离心 5m in, 取

上清液分别于 615 nm、652 nm测定光吸收值。根据

以下公式计算 C-PC含量:

C-PC (m g /mL) = (A 615 - 01474 @A 652 ) /5134
[ 19 ]

116 比生长速率 (L)的测定  

在培养周期开始时, 将微囊藻培养液以 4500 r /

m in的转速离心 4m in, 弃去上清液后接种至新鲜培

养基中,起始接种浓度为 012 ( A 680 )。根据叶绿素

含量的变化,按下式计算比生长速率:

L= ( lnx2-lnx1 ) / ( t2-t1 )
[ 20]

x1、x2 分别为对数生长期起始时 ( t1 )和结束时

( t2 )的藻类现存量 (此处以叶绿素含量表示 )。

117 光反应曲线 ( L ight response curve)  以浮游
植物荧光仪 ( Phy to-PAM, W a lz公司,德国 )检测微囊

藻的光合系统 Ò ( PSÒ )在饱和脉冲光强下叶绿素

荧光值的变化,计算出 PSÒ 的有效量子产率 ( E ffec-

tive quantum yie ld)和电子传递速率 ( E lectron transfer

rate, ETR )
[ 21]
。

Y= $F /Fmc= (F t - Fmc) /Fmc

ETR ( Lm oL electrons/m
2 # s) = Y @PAR @

AF @ 015

Fm c饱和脉冲 ( Saturation pu lse)光下的最大荧

光; F t作用光 (A ctin ic light)下的实时荧光; PAR光

合活性辐射 ( Photosythetica lly active rad iation, Lm oL

photon /m
2 # s) ; AF叶绿体吸收对光照的吸收效率

(A bsorption Factor) , 为 0184; 015吸收的质子中的

50%被 PSII使用 (另 50%为 PSI使用 )。

2 结  果

211 藻株的分离和鉴定  

以产毒微囊藻喂食金藻, 后者吞噬产毒微囊藻之

后将该培养物静止培养 2) 3个月之后,培养液中生长

出了一些单细胞蓝藻。此时培养液中的金藻的生长速

率较缓慢,吞噬能力也随之下降,使得这些后续出现的

蓝藻株成为优势种。分别从喂食三株原始产毒微囊藻

M1 aeruginosa AC、DS和 PCC7820的金藻培养物中纯

化得到三株藻,形态学观察与微囊藻十分相近。

N es-t PCR首轮反应用引物对 CC-CG检测放氧

光合细菌特有的序列。结果显示这三株获得藻株和

原始微囊藻株在 500 bp处都有 PCR产物 (图 1 A )。

这说明被测藻株都具有放氧光合细菌的特征序列。

第二轮 PCR反应以首轮反应扩增产物为模板, 用引

物对 CH-C I鉴定微囊藻藻属的藻株。结果显示,所

有的被测藻株都有 100 bp左右的扩增产物 (图 1

B )。以上结果证实这三株获得藻株均属于微囊藻

属。据此, 将获得的变异株分别定义为M 1 aerug ino-

sa mAC、mDS和 m 7820。

图 1 全细胞 N est-PCR鉴定微囊藻属藻株

F ig11 Th e ident ification ofM icrocystis by w hole-cel lNest-PCR us ing Prim ers CC /CG( A) and Prim ers CH /C I ( B )

A引物 CC /CG鉴定光合放氧细菌; B引物 CH /C I鉴定微囊藻属藻株

-m arker; 11M1 a erug inosa AC; 21 M1 aerug inosa DS; 31M 1 aeruginosa PCC 7820; 41M icrocy stis mAC; 51M icrocystis mDS; 61M icrocystism7820
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212 HPLC分析微囊藻产生微囊藻毒素 MC-LR

的能力

按微囊藻毒素提纯方法获得微囊藻原始株与变

异株的抽提物,将该抽提物以 H PLC分析 238 nm处

的光 吸 收 值。从 图 2 可 以 看 出, 原 始 株

M 1aeruginosa AC、DS和 PCC7820在保留时间为

1115m in处有特异吸收峰, 与 M C-LR标样的保留时

间一致,可以断定这三株微囊藻产生的毒素类型为

M C-LR。而三株获得株 M icrocystis mAC、mDS和

m 7820在保留时间为 1115m in处没有微囊藻毒素

M C-LR特有的吸收峰,可以断定这三株藻株不产生

微囊藻毒素 MC-LR,为无毒变异株。

图 2 HPLC分析无毒变异株与产毒株抽提物中微囊藻毒素含量

Fig12 H PLC analysis of cellular extract ion ofm utan t and w ild strains

213 微囊藻 ITS区序列分析  

蓝藻特异的 16S rDNA引物 CS IF和通用 23S

rDNA引物 UN I 23S扩增 6株铜绿微囊藻基因组

DNA, 扩增产物长度为 470bp, 包括了大部分的 16S

rDNA,完整 ITS区和部分的 23S rDNA序列。图 3

显示了基于 N J法所构建的微囊藻 16S-23S rDNA

ITS区序列比对结果。选用的对照 16S-23S ITS序

列来自产毒微囊藻 M 1 aerug inosa TAC71、M 1 viridis

TAC 17、44、45、78、92和M 1w esenbergii CL5以及非

产毒微囊藻 M 1w esenbergii NC1、2、5和M 1 w esenber-

g ii TAC52、57, 外组来自另一种单细胞蓝藻 Synecho-

cy stis PCC6803。从序列比对结果来看, 分为 4个大

类: 产毒微囊藻 M 1 aerug inosa TAC71、M 1 virid is

TAC 17、44、45、78、92和 M 1 w esenbergii CL5的 ITS

序列相似性较高,组成 C lusterÑ ; 非产毒微囊藻 M 1
w esenbergii NC1、2、5和 M 1 w esenberg ii TAC52、57组
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成另一个 C lusterÒ ; C luster Ó 包括 M 1 aeruginosa

AC、DS和 PCC7820; C luster Ô 由 M icrocy stis mAC、

mDS和 m 7820组成。这一结果表明 ITS序列分析

与微囊藻的产毒性能有很好的对应关系 (图 3)。

M 1 aerug inosa AC、DS和 PCC7820组成的 C lus-

ter Ó 与 M icrocystis mAC、mDS和 m 7820组成的

C luster Ô 之间的相似性很高,显示这三株微囊藻变

异株与产毒原始株之间亲缘关系比与其他两个

C luster更近。

图 3 微囊藻 16S-23S rDNA ITS区序列比对

Fig13 16S-23S rDNA ITS com parison of toxic ( w ) and non-tox ic

M icrocy stis

以w标识的为产微囊藻毒素藻株; GenBank中的序列号分别为 M1

aeruginosa TAC71, AB015362; M1 w esenberg ii NC3, AB015395; NC5,

AB015395; M1 v irid is TAC17, AB015398; TAC 44, AB015399; TAC45,

AB015400; TAC78, AB015401; TAC 92, AB015402; M1 w e sen berg ii

N IE S111, AB015388; TAC 38, AB015389; TAC52, AB015390; TAC57,

AB015391; CL5, AB015392; NC 1, AB015393; NC2, AB015394;    

   NC5, AB015397; Synechocystis PCC6803, D90916

214 Chla含量和比生长速率比较  
四株微囊藻的叶绿素含量随着时间而增加 (图

4)。四株藻的生长曲线的趋势比较一致, 经过 3d

的增长相对缓慢的迟滞期后均进入了快速的对数生

长期,在 36d的生长过程中, 四株藻都没有平台期出

现。M icrocy stis mDS的叶绿素含量的增长较 M 1
aerug inosa DS稍快,二者的叶绿素含量在第 33天分

别为 ( 61859 ? 01622) m g /L和 ( 51234 ? 01178) m g /

L。而 M icrocy stis mAC和 M 1 aerug inosa AC的叶绿

素含量的增长幅度很接近。第 33天为 ( 51746 ?

01390) m g /L和 ( 51701 ? 01545) m g /L。根据叶绿

素含量计算出的比生长速率显示, M icrocy stis mAC

和M 1 aerug inosa AC的比生长速率很接近,为 01044

左右; M 1 aeruginosa DS的比生长速率只有 010330 ?

010017,M icrocystis mDS为 010432 ? 010033, 比前者

快了 30%左右。除了 M 1 aerug inosa DS之外,其他

三株微囊藻的比生长速率值都很接近。

图 4 四株微囊藻的生长曲线

Fig14 Grow th curves ofmu tant stain s and w ild stra ins

215 类胡萝卜素 /叶绿素比值的比较  
在生长周期中, 四株微囊藻培养物的类胡萝卜

素 /叶绿素的比值呈现总体下降的趋势 (图 5)。原

始株和变异株的下降趋势有所不同: 两株原始株在

接种后第 3天, 类胡萝卜素 /叶绿素的比值达到最

大,而后缓慢减小;变异株的类胡萝卜素 /叶绿素的

比值则呈现多相变化,自接种之后有一个下降过程,

然后从第 6天开始出现回升,在第 12至第 15天开

始回落,最大比值出现在生长的初始。从图 5可以

看出,在整个生长周期过程中, 变异株的类胡萝卜

素 /叶绿素的比值明显高于原始株,由于四株藻起始

叶绿素含量接近 (图 4) , 从而排除了接种浓度的影

响,因此认为类胡萝卜素 /叶绿素比值的差异反映了

变异株细胞内的类胡萝卜素的相对含量高于原

始株。

图 5 四株微囊藻类胡萝卜素 /叶绿素比值的变化

F ig15 C arotenoids /C hla of fou rM icrocystis strain s
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216 C-PC /Chla的比较  
图 6显示了四株微囊藻在生长周期过程中 C-

PC /Chla比值随生长的变化情况。从图中可以看

出, 在整个生长周期中,原始株的 C-PC相对含量总

是高于变异株,原始株的 C-PC相对含量为变异株

的 1154) 2181倍。

图 6 生长不同阶段四株微囊藻 C-PC /Ch la比值的变化

F ig16 C-PC /C hla of fou rM icrocystis s trains

  在整个生长周期中, 四株微囊藻的 C-PC相对

含量逐渐增大。在叶绿素起始浓度相近的情况下,

原始株的 C-PC的相对含量增加的幅度较变异株要

快。如M 1 aerug inosa DS的 C-PC /Ch la比值在第 6

天为 41035 ? 01289, 第 30天为 71428 ? 01557,增加

了 8411%; 而 mDS则分别为 31197 ? 010896和

41125 ? 01410, 增幅仅为 29% , 增加较前者少。相

同的情况也出现在其他两株培养物中, 在 24d内,

M icrocy stis mAC和 M 1 aeruginosa AC的 C-PC /Chla

比值增幅分别为 8711%和 4918%。

217 光反应曲线  

PSII的量子产率 ( Y )可通过 $F /Fm c来计算, 随

着光强的增高, $F /Fm c会逐渐降低, 这主要是由两

种因素引起的:部分 PSII的反应中心关闭 (QA被还

原 )以及热耗散上升。因此由 Y和 PAR 计算出的

PSÒ 的电子传递速率 (ETR )随饱和光强变化 (PAR )

的光反应曲线分为两个部分, 起始部分的光限制区

( L igh-t lim ited reg ion), ETR随 PAR的增强而成比例

的增大的直线部分,斜率为 A; 光饱和区 ( L igh-t satu-

rated reg ion), ETR 达到最大值 (ETRmax ) , 在光饱和

区的后半部分, ETR减小, 反映了光抑制现象。在

光限制区和光饱和区的交界处的 PAR 值定义为最

适光强 ( IJ )。 IJ = ETRm ax @A[ 22]
。

  从光反应曲线 (图 7)可以看出, 在整个生长周

期中, 四株藻的起始斜率 A值都保持恒定, 说明了

在光限制的情况下, 微囊藻的光合系统 Ò 的表观量

子产率与生长无关。随着藻细胞的生长进程, 四株

微囊藻的 ETRmax值逐渐增大,说明这四株藻的光合

活力随生长而增强。

在生长的各个阶段, AC和 DS的 ETR曲线比较

接近, mAC和 mDS的 ETR 曲线也比较接近。在所

有的光反应曲线中, 在相同的光强下, mDS的 ETR

值均高于 DS, mAC的 ETR值也高于 AC。从表 2可

以看出,在不同的生长阶段中, mDS的 ETRm ax值均

高于 DS, DS的 ETRmax在第 3、9、15、21、27和 33天

分别为 ( 66170 ? 1120)、( 88167 ? 3151 )、( 97130 ?

0189)、( 82157 ? 3178)、( 93110 ? 0157)和 ( 91100 ?

2115) Lm oL e lectrons/m
2 # s, mDS的 ETRm ax值分别

为 ( 90143 ? 1182)、( 98113 ? 2144)、( 117107 ?

2132)、 ( 101143 ? 5125 )、 ( 115100 ? 4147 ) 和

( 133153 ? 9101) Lm oL electrons/m
2 # s, mDS的

ETRmax值比 DS高 1016% ) 4617%。同时 mDS的 A

值在各个生长阶段都高于 DS (差值为 2715% )

6014% )。这是由于在不同强度的光强下, mDS的

PSÒ 的有效量子产率 ( Y = $F /Fmc= (F t-Fmc) /Fmc)

均高于 DS,因此 mDS的 PSÒ 的光合活力 (ETR =

Y @PAR @ AF @ 015)亦高于 DS。比较 mAC和 AC

的光反应曲线也可以得出结果。结果说明这两株变

异微囊藻的光合系统 Ò 的量子产率和光合活力均高
于原始株。

  在生长周期中, 原始株的 IJ 值变化范围为

( 45818 ? 1413)至 ( 61910 ? 3711) Lm oL ectrpm s/m
2

# s,而变异株为 ( 39019 ? 717 )至 ( 56815 ? 3418)

Lm oL ectrpm s/m
2# s之间,随着生长的进行,四株藻

的 IJ值逐渐增大。从表 2中四株藻的 IJ 值可以看

出,这些结果表明这几株微囊藻的最适光强是随着

生长情况而改变的,藻生物量越高,对光强的适应能

力也越强;与此同步的是四株微囊藻的 ETRmax值随

着生长的进行而增大, 即微囊藻的光合活力随着生

长的进行而增强。在相同的生长阶段中, AC和 DS

的 IJ值接近, mAC和 mDS的 IJ值在相同生长阶段

也很接近。这个结果反映了原始微囊藻株和变异微

囊藻株在光强的适应范围方面有所差异。AC的 IJ

值在各个生长阶段均大于 mAC、DS的 IJ值也大于

M icrocy stismDS,显示出变异微囊藻株在较低光强下

就可以达到最大的光合活力。
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图 7 四株微囊藻 PSÒ 电子传递速率对光强的反应曲线

F ig17 L igh t response cu rves ofmu tant and w ild strain s

表 2 四株微囊藻光反应曲线特征指标

Tab12 L igh t response curve indexes of fou rM icrocysti s strains

生长周期

D ate

荧光参数

F luorescence param eters
M1 aerug inosa AC M1 aerug inosa DS M icrocystismAC M icrocy stis mDS

Day 3

A 01175 ? 01007 01144 ? 01006 01218 ? 01006 01231 ? 01002

ETRma x (Lm oL electrons /m 2# s) 80120 ? 0187 66170 ? 1120 84157 ? 1189 90143 ? 1182

IJ ( Lm oL ectrpm s /m 2# s) 45818 ? 1413 46316 ? 915 38719 ? 1813 39019 ? 717

Day 9

A 01173 ? 01006 01172 ? 01008 01228 ? 01002 01232 ? 01002

ETRma x (Lm oL electrons /m 2# s) 81123 ? 1168 88167 ? 3151 98137 ? 4151 97113 ? 2144

IJ ( Lm oL ectrpm s /m 2# s) 46818 ? 8121 51712 ? 317 43017 ? 1715 41815 ? 816

Day 15

A 01177 ? 01009 01174 ? 01005 01233 ? 01002 01231 ? 01004

ETRma x (Lm oL electrons /m 2# s) 87127 ? 1170 84147 ? 0115 103163 ? 5179 106191 ? 2102

IJ ( Lm oL ectrpm s /m 2# s) 49214 ? 3016 485193 ? 1125 44411 ? 2113 46312 ? 1219
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续表

生长周期

D ate

荧光参数

F luorescence param eters
M1 aerug inosa AC M1 aerug inosa DS M icrocystismAC M icrocy stis mDS

Day 21

A 01179 ? 01021 01178 ? 01007 01232 ? 01008 01231 ? 01002

ETRma x (Lm oL electrons /m 2# s) 84163 ? 8174 82157 ? 3178 96130 ? 5128 101143 ? 5125

IJ ( Lm oL ectrpm s /m 2# s) 47318 ? 1415 46410 ? 816 41514 ? 3716 43912 ? 2415

Day 27

A 01174 ? 01005 01181 ? 01018 01230 ? 01003 01233 ? 01005

ETRma x (Lm oL electrons /m 2# s) 90110 ? 4124 93110 ? 0157 107140 ? 4161 103127 ? 4147

IJ ( Lm oL ectrpm s /m 2# s) 51711 ? 718 53617 ? 616 46717 ? 2310 44217 ? 2414

Day 33

A 01152 ? 01002 01149 ? 01004 01229 ? 01002 01235 ? 01003

ETRma x (Lm oL electrons /m 2# s) 93187 ? 4171 91100 ? 2115 120103 ? 6199 133153 ? 9101

IJ ( Lm oL ectrpm s /m 2# s) 61910 ? 3711 61111 ? 215 52414 ? 2415 56815 ? 3418

218 四株微囊藻的光合作用最适光强 ( IJ)与

C-PC /Chla的关系

从图 8可以看出,在整个生长周期中,这四株微

囊藻的光合作用最适光强与 C-PC /Chla比值有很好

的正相关性 (P < 010001), 随着 C-PC /Ch la比值的

增加,四株藻的光合作用最适光强逐渐增加。这种

对应关系表明微囊藻对光强的适应能力与 C-PC的

相对含量相关。

图 8 四株微囊藻的光合作用最适光强 ( IJ)与 C-PC /Ch la的关系

Fig18 The relationsh ip betw een IJ and C-PC /Chla of fourMicrocystis strains

3 讨  论

311 金藻吞噬产毒微囊藻后生长的藻属于微囊

藻属

从金藻吞噬产毒微囊藻后的培养液中生长出来

的单细胞蓝藻经显微镜镜检类似于微囊藻。Rud,i

et al1[ 11 ]
根据 16S rDNA序列的 V6、V7、V8可变区设

计的光合细菌特异性引物对 CC /CG和微囊藻属特

异引物 CH /C I建立了准确的微囊藻鉴定方法。扩

增变异株 DNA, 证实三株变异藻株属于微囊藻。

H PLC检测本文中的三株产毒微囊藻 M 1 aerug inosa

AC、DS和 PCC7820能够产生微囊藻毒素 MC-LR,而

从金藻吞噬后的分离出来的变异藻株不产生微囊藻

毒素。在实验室培养条件下,这几株非产毒微囊藻

经过数次传代, 多次的 H PLC和 EL ISA检测结果证

实变异株的非产毒性状是稳定遗传的。

产毒和非产毒微囊藻藻株在形态学上是很难区

分的。 16S-23S ITS区序列具有比 16S rDNA更丰富

的遗传多态性,因此被认为是研究进化距离相近的

种间生物的多样性以及鉴定培养物纯度的有效手

段
[ 23]
。 Janse, et al1 [ 24, 25]

将微囊藻 16S-23S ITS序

列结合高分辨率的 DGGE(变性梯度胶电泳 )分析环

境样品,能够有效地区分产毒和非产毒微囊藻。我

们测定了微囊藻原始产毒株与无毒变异株的 ITS序

列,并选取了已知的产毒和非产毒微囊藻株的 ITS

序列作为比对,发现我们得到的非产毒变异株与已

知的非产毒微囊藻株属于一个大类, 而产毒原始株

则与已知的产毒微囊藻株属于另一大类, 二者的差

异也证实了微囊藻的产毒性能和 ITS序列的差异有

一定的一致性。

312 金藻吞噬作用产生的微囊藻为无毒变异株  

在自然水体中, 微囊藻的毒性能够降低自身被

浮游动物吞噬的几率, 所以微囊藻毒素的产生可能

是作为一种藻类自身防御措施
[ 26]
演变出来的。从

自然水体中分离的蓝藻在实验室培养后发生生理特

性变化的现象时有报道。雷腊梅等
[ 27]
发现了由室

温分离的微囊藻株经实验室培养后, 形态从群体转

变为单细胞,产毒性能也发生很大的变化。有报道

证实因突变引起的 gvpAC拷贝的缺失, 导致 P lank-

tothrix sp1的伪空胞失去调节藻体浮力的能 [ 28 ]
;
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M louka, et al1[ 29]
也 报 道 了 在 M 1 aeruginosa

PCC7806中由于随机片段的插入引起了 gvp基因的

功能的丧失。这些在自然环境下具有生态学优势的

生理特性在实验室培养条件下对生物体来说可能不

再是必需的
[ 30]
。近期有报道指出产毒微囊藻藻株

长期培养的过程中发生了自发突变, 丧失了合成毒

素的能力
[ 5, 9]
。Schatz, et al1 [ 10]

分离到两株非产毒

微囊藻,分别来源于两株产毒微囊藻, PCR结果显

示非产毒株缺失了 m cyB和 mcyD区域的相应产物。

他们推测非产毒株从产毒株中发展并占优势的原因

之一是非产毒株能够在静止期培养条件下占优势。

在我们的实验中, 非产毒微囊藻株的出现是在金藻

的吞噬实验进行了 2) 3个月之后, 这个时候金藻

细胞活力较低,对微囊藻的吞噬能力减弱,微囊藻形

成优势种群的可能性增大。另外的实验表明当同时

以产毒微囊藻和相应的无毒变异株同时喂食金藻,

其总是优先吞噬混合饵料中的非产毒微囊藻, 在无

毒饵料藻丰度较低的情况下, 才开始吞噬产毒微囊

藻。这一结果间接证实了金藻对微囊藻产毒性能的

转化是一种生物诱变作用的结果, 而不是通过对产

毒藻的选择性吞噬从而筛选出非产毒藻的结果。推

测在金藻吞噬产毒微囊藻之后使部分没有被消化的

微囊藻细胞的生理机能产生变异, 金藻死亡裂解之

后这些细胞仍具有生命力, 继续生长增殖并成为优

势种群。

313 金藻吞噬产生的无毒变异株的生理学特征相
比产毒原始株发生了变化

比较产毒原始株和无毒变异株的生长曲线可以

得出,M icrocystis mDS的比生长速率比 M 1 aerugino-

sa DS快 30%左右,而M icrocystis mAC与M 1 aerug i-

nosa AC的生长速率相近。产毒原始株与无毒变异

株的生长速率没有统计学意义上的差异 ( P >

0105) ,因此从生长速率上并不能解释非产毒藻株

占优势的原因。有意思的是, 非产毒微囊藻株的细

胞大小与非产毒原始株的差别不大, 但有些非产毒

微囊藻的细胞形态呈现特别的 8字型,而这种细胞

形态在原始株中则很少见到。

叶绿素荧光值的大小可以反映光合生物光合作

用活力的大小
[ 31, 32]

。从四株微囊藻的光反应曲线

中可以看出, 在各个生长阶段, 变异株的 A值和

ETRmax值均明显高于原始株, 说明变异株比原始株

有更强的光合作用活力;而变异株的 IJ均低于原始

株, 说明非产毒微囊藻达到最大光合活性所需的光

强比原始株低。这些结果说明了非产毒变异株的光

合效率明显高于产毒原始株。 C lay ton
[ 33]
曾报道在

M 1 aeruginosa中, 随着类胡萝卜素含量的增加, 藻

细胞的光合作用的效率亦提高。这是因为, 类胡萝

卜素吸收了光合活性辐射的短波段 ( 400) 550 nm )

的能量,并将 30% ) 70%的能量传递给叶绿素 a,提

供光合作用的能量所需。我们的实验中观察到在整

个生长周期中变异株中较高的类胡萝卜素含量与其

具有较高的光合作用活力的现象也证明了这一点。

变异株和原始株在光合活力方面的差异可能是变异

株在混合培养物中占优势的原因之一。

蓝藻和真核藻类以及高等植物一样, 都含有

Chla, 两个光合反应中心, 类胡萝卜素以及相似的电

子传递组分。然而蓝藻不含绿藻和高等植物中具有

的叶绿素 b光吸收蛋白, 而以藻胆蛋白作为天线色

素将吸收的光线能量传递给 PS II
[ 34]
。 Sedm ak, et

al1
[ 35]
提出产毒微囊藻通过增加细胞体积从而在因

水华滋生导致进入水体的光照较弱的情况下增加对

光照的吸收。在四株微囊藻的生长过程中观察到,

随着 C-PC的相对含量 (与 Chla的比值 )和绝对含

量的增加,每株微囊藻的最适光强也随之增大。这

表明微囊藻细胞通过增加 C-PC含量的增高来增加

对光照的吸收,以消除藻体生物量的增加而造成对

光线的遮蔽效果。整个生长周期过程中, 原始株的

C-PC的相对含量均明显高于变异株。同时我们发

现四株微囊藻不同生长阶段的光合作用最适光强 IJ

与 C-PC /Ch la有很好的对应关系。在实验室培养条

件下,光照强度恒定为 25) 30 Lm oL ectrpm s /m
2 #

s, 远远低于自然环境下可能达到的光照强度 ( 200)

500 Lm oL ectrpm s/m
2# s), 这些分离自野外的产毒

原始株处于光照相对较弱的条件, 较高的 C-PC含

量有助于增加对光照的吸收。而变异株具有的较高

的光合作用效率,它们产生最大光合活力所需的光

照强度比原始株低。因此变异株对实验室培养条件

下的光照强度较为适应, 无需额外增加 C-PC的含

量来提高对光照的吸收。
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COMPARISON BETWEEN THE TOXICM ICROCYTIS SPECIES AND NON-TOXIC

M ICROCYSTIS SPECIESORIGINATED FROM THE COCULTURE OFM ICROCYSTIS

AND POTERIOOCHROMOAS SP.

OU Dan-Yun
1, 2

, L IU M ei
1
, GAN N an-Q in

1
and SONG L -iRong

1

( 1. S tate key Labora tory of F reshwa ter Ecology and B iotechnology, Institute ofH yd robiology, Ch inese Academ y of S cien ces, Wuhan 430072;

2. Wuhan Branch, G raduate S chool of th e ChineseA cademy of S ciences, Wuhan 430072 )

Abstract: P redation ofPoterioochrom onas sp. on preyM icrocystis is norm ally a one way process, .i e. , prey cells were

continuous ly ingested and gradually d isappeared. H owever, it w as not alw ays the sam e. O ccasionally, a patch of blue-

green colored cells may re-appear from the bottom of the cu lture flask and gradually proliferated. Based on th is phenome-

non, expermi entswere des igned by using three strains o fM icrocy stis-M. aerug inosa AC, DS and PCC 7820-as prey organ-

ism s co-cultured w ith predatorPoterioochrom onas sp. , respect ively. A fter one or tw o m onths, eventually / transform ed0

M icrocystis populat ionsw ere obtained separately from each of co-cultured treatment. N est PCR and 16S rDNA analys is

ident ified these transform ed cells to beM icrocystis sp. . Furthermore, it was astonish ingly found that these three trans-

formedM icrocystis populations had lost the m icrocystin-producing ab ility. T he result strong ly suggested that P oterioo-

chromonas sp. played an mi portant role in transform ing the tox icity ofM icrocy stis during predating process.

T ransform ed, non-toxicM icrocystis had higher value of carote inoids / chlorophyll ratio but lower value of cyanophyc in /

chlorophy ll ratio com pared w ith orig inal tox ic strains. L ight response curves indicated that the PS Ò quantum yield and

photosynthet ic activity of these non- tox ic stra ins were higher than that of original toxic stra ins, m oreover, non-tox ic strains

ach ieved the m ax mi um photosynthetic act iv ity at low er light intens ity than that of tox ic strains. Th ism ight explain why the

non-tox ic transform ed strains outgrew the tox ic w ild strains inM icrocystis andPoteroochrom onas co-culture.

Key words: Poterioochrom onas sp. ; M icrocy stis; N on-tox ic mutant species; P igm ent content; PAM light response curves


