
第 � 卷 第 � 期

� � � � 年 �� 月

水 生 生 物 学 集 刊
� � � � � � � � � � �� � � � �� � � �� � � 人

� ��
�

�
,

�
� �

�

� � �
,

� � � �
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提 要

设计了一个经机械处理而获得蓝藻无菌培养物的方法
,
利用这一方法获得满江红鱼腥藻

�“
。 。
如。

。
�� �� �“� 的无菌培养物

。
满江红鱼腥藻的无菌培养物能以果糖

、

葡萄糖或者蔗糖为

底物
,

在黑暗中进行化能异养生长
。

将适应了光能自养生长的培养物转移至黑暗中异养生长

时
,
以 � � � �

�

为氮源时的生长速率比以空气中的氮气为氮源时高 � 然而适应了化能异养生长

的培养物以空气中的氮气为氮原时生长更佳
。

搅拌促进生长
。

满江红鱼腥藻在黑暗中生长半

年后
,

叶绿素
·
的含量降至光照下生长时的专一专

·

满江红鱼惺藻在 ””� 。勒克斯光照下生长

时
,

添加外源果糖或葡萄糖仍能促进生长
,

提高固氮活性
。

已报道能进行化能异 养生长的蓝藻有 �� 株左右
王‘

,
,

,

别 。

然而
, � � �� ��� � � �认为

,

只

有 �� ����  � � 与 � � �� �
�� ��  ! 的工作较为可信

〔�� 。

所以
,

对于蓝藻化能异养生长显然还

需进一步研究
。

�
� �� 和 ��

� ��
� �

���夕� � 用发酵罐作了多变鱼腥藻 �刀
� � 右� �� � 。。,

·

�� � � �了�

的大量培养
。

试验表明
� 异养培养时的生长速度与光能自养培养时相当

,

而产物浓度可

显著提高
,

且因不受光照限制
,

可在容积很大的容器中培养
汇�� 。

在推广稻田放养固氮蓝藻

作为生物肥源时需要大量的藻种
,

考虑到能否利用发酵罐工业化生产蓝藻藻种的问题
,

作

者研究了满江红鱼腥藻 �� � � 胡牙 浮加�、� 的异养生理并且联系鱼猩藻
一

满江红的共生关

系进行了讨论
。

材 料 和 方 法

�
�

藻种及培养 满江红鱼猩藻由我室藻种组提 供
,

系 白克 智 等 �� � � � � 从 满 江 红

‘汪即“�� 中分离的共生蓝藻
。

使用水生 �� �培养基培养
,

但测生长速率时使 用经过修改的

�� 一 �� 培养基
。

有机底物的溶液用耐酸滤过漏斗 ��
。

与 � �� 过滤灭菌
,

然后添加到经高压

灭菌的矿质培养基中
。

培养温度
�
�� 一�� ℃ � 黑暗条件 � 锥瓶外包裹一层包装照相底片用的黑纸

,

外加一

层锌粉纸
。

转接时的照明不超过 �� 勒克斯
。

�
�

无菌检查 采用 � � ��� � 和 � , 。� �� � �� � � � �介绍的方法阁
。

化能异养生长的材

� 本文系作者在导师黎尚豪教授指导下的硕士研究生毕业论文的一部分
。

编辑部收到稿件日期 � ��  � 年 � 月� 日
。
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料
,

每次转接时均进行检查
,

污染的材料随即弃去
。

�
�

生长速率的测定 �� 毫升锥瓶内装 �� 毫升培养基
,

定量接种
,

收获时每瓶作为一

个样品
,

每处理设 � 个样
。

测干重依 �� �� � �� ��� � � �介绍的方法
『�� 。

测叶绿素
�

基本上

依 �
� � � � � � �

��� � � � 介绍的方法
�, , ,

但改用离心法搜集藻样
。

�
�

整细胞固氮酶活性的测定 依水生所固氮原理组提供的方法
‘, 。

结 果

�
�

获得蓝藻无菌培养物 我室藻种组保存的满江红鱼腥藻是带菌的
。

采用以下方法

纯化以获得无菌培养物
�

��� 取适量藻液
,

用玻璃匀浆器匀浆
,

分散藻丝 �

�� � 用细胞破碎器 �� � � �
� ��  � �� � ��� � � ��� � �� � �� 处理

,

使藻丝断裂成 � 个
、

� 个

及数个细胞 �

�� � 反复离心
,

洗涤 � 次 �

�� � 在水生 � �琼脂平板上划线 �

�分 挑取单个藻落至液体培养基 �

�� � 选取带菌最少的材料
。

重复以上操作
。

重复三次后
,

从中挑选出无菌培养物
。

�
�

满江红鱼腥藻的化能异养生长能 力 选择了 �� 种用于藻类异养培养的有机底物
,

用目测法测生长
,

表明果糖
、

葡萄糖和蔗糖均能维持满江红鱼腥藻的化能异养生长
,

其中

果糖最佳
,

葡萄糖其次
,

蔗糖只能维持缓慢的化能异养生长
。

其余 � 种有机物被用作 底物

表 � 满江红鱼腥藻在黑暗中对有机底物的利 用

� �卜�
�
� � ����

� � � �� � � � � � � � � �� � � � � � � � �
� , � � �

�
� � � ���己 �� �� � � � � �

果糖 � 葡萄糖 � 蔗搪 � 麦芽糖 �
二里��竺互�二三竺上�型卜�全二�竺兰�

�
‘ ,

� 十 � 一 �

核糖

��� � �
乳塘
�多� � �

�
甘露糖 �

鼠李糖 � 乙酸钠 � 丙赢⋯

卜
二半二⋯

一

架半尸摆竺⋯一�
,

生长 � 一
,

不生长
。

表 �

’

� � � �� �

满江红鱼腥蕊在黑暗中的化能异养生长速度

� � � � � � ��
� � �� � � �反� � � � � � � � � � � �

� �
�

� 名 � ���
亡

重 复 接种量 产 量 生长系数 �� �� � 增代时间 � �天 �

干重

�� � �
�

�

� ���� �
�

��� �

叶绿素
�

�衬� �
�

�

� ���� � �
�

��� �

干重

�� � �
�

�

� ���� �
�

��� �

一
一
二兰一一阵三立一

一

一土生一一⋯一
一

兰一
一

�
。

� � � �
�

斗

叶绿素
�

�户� �
�

�

斗����

注� 培养基 � � 为 �
�

�
。

二个重复中使用的锥瓶的瓶 口大小不同
。

共培养 � 天
。

括号内的数字表示测定的样品欲
。

�� 水生所固氮原理组
,
� � � � 年工作手稿

。



第 � 期 金传荫 � 满江红鱼腥藻的异养生理

时
,

满 江红鱼腥藻不能在黑暗中生长
,

或生长极缓慢而不能被 目测�表 ��
。

定量测定证实
,

满江红鱼腥藻能在黑暗中利用果糖和葡萄糖维持一定的生长速率
,

并

保持一低水平的固氮活力
,

但对果糖与葡萄糖的利用情况却有差异 �表 � , � �
。

表 � 说明
,

适应了化能异养生长的培养物在利用 �� � � 果糖时
,

干重和叶绿素
�

以十

分相近的速率增长
,

表明各细胞组分是按比例增长的
。

这一实验是用在黑暗中进行了半

年以上
,

经过多次转接的材料做的
。

满江红鱼腥藻在光能 自养生长时的生长系数为 �
�

夕,

增代时间 �
�

� 天
,

相比之下
,

其在黑暗中的化能异养生长速率还是较缓慢的
。

重复 � 中使

用的锥瓶的瓶口较大
,

生长较快
。

表 � 侧重说明满江红鱼腥藻利用果糖与葡萄糖的差别
,

列出了黑暗中的固氮活性
。

表 � 满江红鱼腥藻对果枪和葡萄枪利用的差别

� � � �� � � � �� � � � �, � � � � �� �� !∀ � # ∃%%, z
a : i o n s o f f r u c t o : e a n d g lu e o , 。

b y 汉
. a 二o

l l
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}
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}
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_

{ 比 氏爪拟
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丁
、 - - 一 一
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e
)
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卜
-一一竺竺全坐兰一一一一{
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}
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一
,

J I {
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整细胞在黑暗中的
固氮活性
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:H ;加g

:hl
.a
/
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.
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0
.
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3
.

满江红鱼腥藻进行化能异养生长时对氮源的要求 满江红鱼腥藻适应了化能异养

生长的培养物
,

以 N aN O
。

为氮源时
,

干重增长稍快
,

但以空气中的氮气为氮源时
,

叶绿素
a
的增长快得多(表 4)

,

从而表现出某种更喜固氮生长的倾向
。

这一现象还未见报道
,

值

得进一步研究
。

表 4 满江红鱼腥藻使用不同氮源时的化能异养生长的比较

r able

干重

叶绿素
a

(夕g )

4 C o m P a riso n o f g ro w th in th e d a rk in p r ese n e e o f v a
r
io u s n itr og en so u rc es

{

空气中的氮气
{

刃小吸 { 刀。
4
:,

、

—
}一‘, ‘

一{

一
{
一—卜

-
一兰三一-卜一止二一一⋯一一竺

一

一} Z。“ }

了
·

,

{

6
·

6 8

接种物为适应了异养生长的培养物
。

培养 10 天
。

表 S 满江红鱼腥藻使用两种不同氮源时化能异养生长的比较

T able 5 C om p ari, o n o
f g r o

w
t
}
一
i
n t

h
e

d
a r

k i
n p r e 及

e n e e o
f
t
w
o

d if f
e r c 住 t n

i
tr o g e n , o u r e e s

,

氮 源

空气中的氮气

N aN O

}一一
一

牛斗半共一一}一下里华兰髯卫二一一
一

} 接种鼻 } 户鬓 }生侄界数 }增伟时间 } 接种鬓 1 产量 }生长系数 }增代时间

1二翌一{上里
一

}

一

一生一卜i上竺
-
}止竺

一
}

-全些- 卜三1 一卜竺上
卜上二卜兰一}- 匕匕}一1兰

-
卜上匕}

-
二里二}兰业

一
卜兰上

} 。
·

牙了
}

5
·

“,
1

。
·

2 5

}

“
·

”
}

”
·

9

}

‘,
·

2 9

!

。
·

‘6
!

任
·

3

注: 接种物为适应了光能自养生长的培养物
。
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然而
,

适应了光能 自养生长的培养物转接至黑暗中进行化能异养生长时
,

以 N
aN 。;

作氮源时的生长速率比以空气中的氮气为氮源时高得多
。

以叶绿素
a 为指标

,

以空气中

的氮气为氮源时
,

可以见到生长受到抑制
,

蓝藻从光能自养条件转移至黑暗中进行化能异

养生长时
,

生长常受到抑制
。

我们可以看到
,

以 N
aN O ,

为氮源便能在很大程度上消除这

一抑制(表 5)
。

4

.

满江红鱼腥藻在进行化能异养生长时
,

搅拌对生长的作用 与静置培养相比
,

用电

磁搅拌器缓缓搅拌
,

能显著促进生长
,

特别是叶绿素
a
的增长 (表 6)

。

表 6 搅拌对满江红鱼腥燕化能异养生长 的影响

T able 6 T he effeet of stirrin g heterotrop hic g row tll of 月
.
a 二o

l l
a 产

底 物

搅搅拌拌

不不搅拌拌

搅搅拌拌

接 种 量 产 量
生长系数
K 。 增代时间(天)

葡萄糖
( 1Om M )

1
.
48rn g dr

.
w
.

1
.
斗s m g d

r . w
.

牛
.
9件 9 e l

l
l
. a

4
.
9 拜 9 c h l

.

斗
.
3 m g d

r. w
.

3
.
斗s m g d

r . 、v .

2 斗
.
8拜 9

e
h l
.

6
.
丁尸 9 c h l

.

On一
.
|习|川|川
|
州
|

果搪
( 10m M )

注: 接种物为适应了光能自养生长的培养物
。

5

.

满江红鱼腥藻在进行化能异养生长时叶绿素 a 含量的变化 光能 自养生长时
,

其

叶绿素含量因光照强度等条件而变化在 5
.
92 一9

.
44那 g 叶绿素

a
/m g 干重之间

。

在黑暗中

生长半年后
,

一

降至 2
.
44 一2

.
68 产 g 叶绿素

a
/m g 干重之间

,

约为光能自养生长时的 1/3一

l/4
。

6

.

满江红鱼腥藻在强光下生长时对外源有机物的反应 文献中普遍报道
,

在较强光

照下外源有机物不促进蓝藻生长
。

但满江红鱼腥藻很特别
,

当用 550。勒克斯的连续光照

培养时
,

添加果糖和葡萄糖仍能显著促进生长
,

提高固氮活性 (表 7)
。

表 7 满江红鱼腥藻在 5500 勒克斯光照下生长时
,

外源有机物对生长的作用

T able 7 1 ’

h

e e

f fe

o t o

f

c
、

哈
enouo organie subotrate, 。n g r o w t

h
o
f A

,

a 君o
l j
口廿 a t

5 5 0 0 I
u x

.

以 干 重 计

培养基
接种量

(
in g)

产量

( m g)

生 长系数}增代时间

(天)

接种量

(拜g )

无机培养基

添加果糖

( 10m M )

添加葡萄塘
(10 m M )

以叶绿素 二 计
}

, * 。二。。二

—
}组, 田刀巴 回只 、附f白

、二 {斗 比 万粉}猫 伴抖
,

二 } 交nM C Z曰;/ m g d r
.

、v
.

/

之 粤 {土 护全尸八献}州l竺巡l
口J

} m 亏
n 、

攀⋯青⋯布⋯母注; 荧光灯照明
。

培养三天
。

讨 论

我们设计的获得蓝藻无菌培养物的方法
,

是一种纯机械处理的方法
,

不会象 U v 或化



第 4 期 金传荫: 满江红鱼腥藻的异养生理

学处理方法导致突变
,

特别适于遗传分析
。

此法适于满江红鱼腥藻一类胶质不多的丝状

蓝藻
,

经修改后也可能用于其他蓝藻
。

s m
ith (

1 9 7 3
) 提出蓝藻异养的研究必须做到三条

:
(l) 无菌 ; (2 ) 连续分培成功 ;

( 3) 测几个细胞组分以测定生长
〔习。 是否一定要做到这三条还可以讨论

,

但我们基本上做

到了这三条
。

我们试验说明
,

满江红鱼腥藻能在黑暗中进行化能异养生长
。

并研究了它

对碳源
、

氮源及其它培养条件的要求
,

这就为今后用发酵罐培养提供了重要信息
。

满江红鱼腥藻适应了化能异养生长后
,

表现出某种喜固氮生长的倾向
,

文献中还未见

报道
,

这一问题很值得进一步研究
。

满江红鱼腥藻在强光下生长时
,

外源有机物仍能促进生长与固氮
,

这也是很特别的
,

只有 Fa y (1965) 作过类似报道
〔l] 。

这是对一般认为蓝藻代谢缺乏诱导调控
,

不能充分利

用外源有机物这一传统观念的一个冲击
。

P et er
,

表明满江红给满江红鱼腥藻提供了蔗糖
。

本试验结果表明满江红鱼腥藻能利

用果糖
、

葡萄糖和蔗糖维持黑暗中的化能异养生长与固氮活性
,

进一步提高在光照下的生

长与固氮
。

从而使满江红鱼腥藻有可能给满江红提供更多的氮
。

这一结果有助于阐明满

江红
一

鱼腥藻的共生关系
。
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