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提 要

分别使用恒化装置和全玻璃发酵罐连续培养多变鱼腥藻
。

在稳定条件下加以周期性的光

照 ��� � “ � � � �� �
,
经 , 一 �� 得到半稳定状态连续培养物

。

在光照阶段
,

培养物的生物量增

长速度约等于稀释速度 � 的两倍
,

叶绿素的增长速度略小于 � 的两倍
,

糖原的累积速度几乎高

出 �
,

的一个数量级
。

细胞内糖原和蛋白质含量变化的时间过程反映出培养物在光
一
暗条 件

下的碳氮物质合成与消耗相互联系的代谢特点
。
半稳定状态连续培养受培养物内在的生理活

性支配
,

生长参数的变化符合方程 � � � �� 伽一� �, ,
但不同于恒浊培养和恒化培养

。

外界因素

的强弱变化只改变生长参量变化的强度
。

本法适用于研究微藻的生态生理
。
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生态生埋
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碳氮代谢

在实验室微藻培养技术中
,

液体静置培养对于定量地测定藻类对营养的要求来说
,

通

常是相当方便并且有效的方法
。

但是
,

在研究培养物对能量和营养物质的生理反应方面
,

连续培养系统所能提供的恒定状况和稳定的生理状态是静置培养不可能达到的
。

自 � � �、

年生物学家 � �� � �
,

�
�

和物理学家 �� �� �
,

� �
�

设计 出第一个藻类半连续培养装置以

后〔, 刃 ,

几十年来许多人试制了各种类型
,

服务于各种目的的藻类连续培养装置
。

随着微生

物技术的发展和科学技术水平的提高
,

藻类连续培养的研究和应用也不断深化
。 � � �� � � �

,

�
,

��� 吕� �
〔‘�� 等人已就微藻连续培养的理论和应用进展做了述评

。

运用藻类连续培养技

术能准确研究营养浓度与生长速度之间的相互关系
,

可以更好地分析藻类对营养和能量

变化的适应能力
,

可以在严格确定的恒化条件下研究藻类或�与�其它微生物混合培养的
各种群的种种关系

〔�〕。 可是
,

连续培养系统的恒化或恒浊条件不仅受系统内的生物及其生

理状况
,

营养物质与 ��
、

温度等理化因子的影响
,

而且由于藻类是光合生物
,

在微藻连续

培养中
,

光能供应和光
一

暗周期变化也是对培养系统十分重要的条件
。

本文报道在光
一

暗

周期条件下多变鱼腥藻连续培养物的生长及相应的细胞组分变化规律
,

从而说明该种藻

半稳定状态连续培养的特征
,

并以此提供一种可供选用的研究微藻生态生理的新颖连续

培养方法
。

� � �夕年 � 月 �� 日收到
。
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培养基以 竹� �� � 的速度 �稀释速度 � � �
�

� �  �
一 ‘
�经泵连续补给

。

样品抽取量不超过每

� � �� ��
,

其余由溢出 口溢出
。

培养初始时接人指数生长的接种物
,

使起始叶绿素含量为

。
�

�那� � � �
,

开始连续培养
。

后者 �图 � � 不仅罐体而且罐盖和罐内
�

的导管都是由玻璃材料

制成
。

容积 � � � � � �
,

工作容积 �� � � � � �以恒温热水流保持培养液的恒定温度 ��� ℃ �
,

热

水流通过罐内螺旋形玻璃热交换管 � 通气以 � � � � �� 的速度通过罐底圆盘形玻璃砂芯进

人培养空间
,

同时起着搅拌培养液的作用
,

不再另加机械搅拌 � 光源为 �� �� � 公司出品的

圆圈形�环式�冷白荧光灯管两支
,

容器内表面所获光强为 � �知�
·

�
一 , · �一‘

�

� 新鲜培养

液以 �� � �� � 的速度 �即稀释速度 � 一 �
�

� � ��
一‘

� 经泵连续补给
。

余同前者
。

光
一

暗周

期为 � � � ��五
。

糖原提取和酶法测定
〔� , 、干重测定 〔叼 、

叶绿素测定 �� 
、

蛋 白质测定
〔,

,

�� 与提取方法 �� 均按

已报道的进行
。

结 果

�
�

指数生长期滞后

连续培养物在控制条件下生长
、

增殖
,

接种后经数天达到稳定的指数生长
。

在连续光

照下
,

接种后经 �一 � �
。

而在光暗周期 �� �� �� � 的条件下
,

接种后须经 �一 �� 才能达到

指数生长状态
。

尽管如此
,

无论在连续光照还是光暗周期条件下
,

藻体在系统内都能最大

程度地充分利用所获得的光能和营养
,

稳定
、

连续地保持相同的生长状态和生理活性
,

因

而
,

生长的最终结果是一致的
。

�
�

理化因子变化 只改变生物量周期变化的强度

由于光
一

暗周期的影响
,

培养物的生物量呈现相应的周期变化
,

即在周期性的光照时

间 内生物量增加
,

相反
,

在周期性的黑暗时间内生物量下降
。

改变培养基对这样的周期性

变化没有决定性的影响
,

当改用 � � �� 代替 � � � �
培养基时

,

这样周期交替的变化是一

致的
,

培养基的改变只是引起交替变化幅度大小的差异而已
。

一些单因子的变化
,

如光强
,

� � �

供应量以及与之相关的通气流量
、

搅拌速度
,

或氮供应条件�固氮或氨同化 � 等变化
,

均不改变培养物生物量交替周期
,

却不同程度地各自改变变化的强度
‘, 。 这说明在连续培

养物的指数生长中
,

促进或阻抑细胞生长的各种因素达到了相互平衡
,

在此基础上
,

当平

衡的诸种条件中附加以稳定变化的控制作用因素如光
一

暗周期
,

则平衡生长的连续培养物

随之呈现相应的稳定变化
,

成为半稳定状态连续培养系统
。

�

�
�

生物量和若千细胞组分�叶绿�素
、

糖原
、

蛋白质等 �在光
一

暗周期内不同步增减

在半稳定状态下连续培养的多变鱼腥藻
,

生物量增长的速度与细胞组分�其中一些也

被用作生长参数 �的增长速度不同�表 � �
。

叶绿素在光照时间内以 那
。、,

一
。

�

�� � � 一
‘

的速

度增长
,

这一速度略小于稀释速度 � 的两倍 �而在黑暗条件下
,

叶绿素合成很少
,

但仍为正

�� 刘永定
, � � �� ,

中国科学院水生生物研究所博士学位论文
。
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值
。

与此同时
,

生物量在光照下增长的速度 热
。 。� �

一 �
�

�“�一
,

略等于稀释速度 � 的 两

倍
,

大于叶绿素的增长速度
。

另外
,

光合贮藏产物糖原在光照期间的积累速度是很快的
,

腕 �� 一 �� � �� 》 �� ,

几乎高出稀释速度一

个数量级
。

而培养物一旦转人黑暗
,

糖原

含量迅速下降
,

在 � � � � �� 光
一

暗周期条件

下
,

光照时间内累积的糖原几乎完全在暗

中被消耗
。

进一步的观察说明
,

糖原含量

的累积 �或消耗�并不是匀速的
,

开始较快
,

而后减慢
。

培养物细胞的蛋 白质含量不仅

在光照时间内而且在黑暗时间内也表现正

的增长速度
,

表明无论在光照下或黑暗中
,

细胞内都有蛋白质合成 �不过
,

在黑暗时间

内蛋白质合成的速度远小于光照时间内的

速度
。

值得注意的是
,

在光照时间内蛋白

质增长速度 那 � � 。 � 。 � 。 � �
�

�� � � 那�
。 � � ,

也

小于 那
。、,

�

,

因而
,

还观察到在光照期间培

养物的蛋 白质含量�蛋 白质 �干重
,

� � � �

下降
,

而接着在黑暗时间内
,

蛋白质含量上

升�图 � �
�

由此可见
,

半稳定状态连续培养既不

同于恒浊培养
,

也不同于恒化培养
,

后两者
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白质含量的昼夜变化
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半稳定状态培养具有连续运转的实验意义

在培养系统确定的条件下
,

多变鱼腥藻的半稳定状态连续培养保持稳定的不间断的

运转
。

连续纯培养可持续一月以上
,

作者曾连续维持该系统运转达 弓o d
,

通常为了保证纯

培养
,

运转的时间以完成试验为度
,

不必过长
。

培养后期可能有污染现象
,

须控制细胞数变

化在 镇 0 弓多
,

生物量《。
.
, 多

,

以不影响半稳定状态生长和进一步的试验研究
。
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讨 论

半稳定状态是指基于稳定状态生长的连续培养物的周期性变化
。

就是说
,

连续培养

物达到指数生长时
,

其生理活性是稳定的
,

只是随外界某一控制条件 (光
一

暗周期)的周期

变化而使培养物的生理过程呈现出相应的周期变化
。

如表 1所示
,

半稳定状态连续培养

研究的结果表明
,

在光
一

暗周期条件下培养物生物量的增长速度是不同的
,

各个细胞组分

增长速度的大小取决于这些组分在光照或黑暗条件下是否分别连续地合成
、

积累或消耗
。

�宁一庄比己兰忽,‘亡自侧阵
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多变鱼腥藻半稳定状态连续培养的生长 曲线
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b i l i

‘

‘

梦
r
ln

ve of eootinuous cu王tu re 才 .

th e se m i
一 s t e a

d y
s t a t e

还可看出
,

一方面培养物从接

种开始就按经典的生长曲 线 增 殖
,

只不过增加了生长参量随能源(光 )

条件而周期变化的特征
,

形成两个

作用的叠加(图 4)
。

培养物中无论

是生物量的变化
,

抑或是其他生长

参数如细胞叶绿素含量
、

糖原
、

全

氮
、

蛋白质的增减变化都符合生长

方程的特定表达式 X 一 x
。。

(”一

D)t 所

表述的关系
,

说明半稳定状态连续

培养中培养物的增殖
、

生长依然受

其内在的生理活性支配
,

而不由外

界因素所左右
。

在这方面
,

与其它培

养方式所得到的结果是 一 致 的山
, 。

另一方面
,

外界因素的强弱变

化虽不改变生长曲线的基本 特 征
,

但能改变培养物生长参数周期性变化的强度(已如前述 )
。

半稳定状态连续培养能够更确

切地了解到培养物的生理活动
。

作者的实验结果说明培养物的蛋白质含量在光照开始时

比在结束时要高
,

培养物细胞的全氮量与蛋白质含量之比分别为 13 外和 17 界
,

即由全氮

计算蛋白质含量的系数分别为 7
.
69 和 5

.
88。 与此类似

,
F

o

nt

e 、
等提出了固氮蓝藻培养物

在不同生长期的蛋白含量不同
:
加速生长期 ”务

,

指数生长期 29 多
,

减速生长期 33 务[6]
。

这些数据可供藻类生物技术特别是藻类蛋白生长中确定和评估培养产物的质量时参 考
。

可以认为
,

对于藻类生理学和生理生态学的研究来说
,

半稳定状态连续培养的方法是理想

的方法之一
。
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