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,

武汉 � � � �  � �

提 要

以葡萄搪和蔗糖为碳源
,

检测了六株�种�鱼腥藻的化能异养生产能力
。

其中鱼腥藻 � �

�� �� 株化能异养生长较快
,
鱼腥藻 � �� 株化能异养生长缓慢

,

其余四种鱼腥藻不能进行化能

异养生长
。

鱼腥藻 � �� � �� 株能利用果搪
、

葡萄塘
、

蔗糖为底物进行化能异养生长
,

但生长速率

依次递减
,

差别显著
。
� 磅湿热灭菌的果糖和蔗搪

,
与过滤灭菌的相比

,

只能维持低得多的化

能异养生长速率
。
然而

, � 磅湿热灭菌的葡萄糖能维持比过滤法灭菌的高得多的化能异养生

长速率
,
与过滤灭菌的果糖效果类似

。
添加外源精氨酸使异养生长速率明显提高

。

氮源以硝

酸钠较好
。
�� ℃

、

�� ℃
、

”℃三组温度中
,
以 ”℃ 最好

。

适当的搅拌下生长速率比静置时高
。

光照生长的自养培养物转人黑暗中即可利用适当的碳源进行化能异养生长
,

无须经过
“

适应
”

过程
。

本实验中
,

�� 最高平均生长速率为 �
�

� � ,

增代时间为 �
�

��
。

关键词 化能异养生长
,

碳源
,

氮源
,

鱼腥藻

蓝藻 �藻细菌 �是光合自养生物
,

利用光能与无机物进行生长增殖
。

有些种类也可以

在黑暗中利用有机碳源进行化能异差生长增殖
,

文献中已报道能进行化能异养生长的蓝

藻约 刘 株
。

以 �� �� � 为代表的学者认为令人信服的工作不多
,

研究的种类也有限
,

应更

深人广泛地开展这方面的研究
。

在生产小球藻 �绿藻�作健康食品的行业中
,

那些用发酵

罐异养培养小球藻的工厂
,

与光能 自养培养小球藻的厂家一样
,

在商业上获得成功
「习。

这

一事实更激起我们对蓝藻异养生长研究的兴趣
。

本研究检测了从稻田分离的六株鱼腥藻

�� �� �
。。� 。

� 的异养生长能力
,

对其中异养生长较快的 �
�

� � �� 株的异养生理作了较详

细的研究
。

�
�

材料和方法

�
�

� 材料 本实验使用的六株鱼腥藻 �� �� �
。。� �

� 均是从稻田 中分离的
,

是用作水稻生

物肥源的主要种
。

藻种由我所淡水藻种库提供
,

经纯化为无菌株
,

然后用于异养研究
。

它

们是
� �

�

� �
·

� � �
, �

�

��
·

� � �  � 才
�

��
·

� � � � � �
,

�
�

� �
·

� � � ! ∀
,

�
�

��
·

� � � ���� 和

�
�

��
·

� � � � � � �以下分别以代 号 � � �
,

� � �  �
,

� � �� � �
,

� � � �斗�
,

� � � � � � 和 � � � � � �

一� � � 年 � 月 � 日收到
。
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表示 �
。

� �� 培养 使用 � � � ��
�
等 �� � 号培养基

。

在研究鱼腥藻异养生长对碳源的要求时使

用葡萄糖为碳源
,

葡萄糖以 � 磅 巧� �� 湿热灭菌
,

然后以无菌操作适量添加到经高压灭

菌的无机培养基中
。

异养培养条件和无菌检查基本上同前法
〔�� 。

实验中发现
,

� � � � �� 的

光能 自养培养物的异养生长特性与长期在黑暗中生长的异养培养物相似
,

所以大部分异

养生长的实验
,

均以处于对数生长期的光能 自养培养物接种
。

一般培养 �� 后收获
。

�
�

� 异养生长速率测定 取样同前法
。

本实验依 ��
� � � �� �� 以培养物细胞悬液的光吸收值

� �� 。

和 � “ ,

为生物量指标
。

为提高测量精度
,

将收获物用玻璃匀浆器匀浆
,

并加人适量丙

三醇
,

使细胞悬液良好
。

用上海分析仪器三厂 �� � 分光光度计测定
,

光径 � �� �
,

读数换

算成原培养物的光吸收值
。

实验证实 � �� 。与干重正相关
,

� ‘“ 与叶绿素含量正相关
,

而

本实验条件下
, � � �。

与 � “ ,

是同步变化的
,

故大部分实验便只测定 � �� 。。

�
�

结果与讨论

�
�

� 六种鱼腥藻化能异养生长能力的检测

分别以葡萄糖和蔗糖为碳源
,

检测了 � 种鱼腥藻的化能异养生长能力 �表 ��
。

其中

� �� � �� 能利用这两种碳源进行异养生长
,

� �� 只能利用葡萄糖进行很缓慢的异养生长
,

其余 � 种均不能利用这两种碳源进行异养生长
。

表 � 六株鱼腥藻利用葡萄摘和蔗抽为碳派的异养生长能力

� � �
�

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

� � � � �� � � � � 月� � � 君”� ��

� � � � � � � � � � ��� � �� � � �  � ! �� � � �  �

� � �� �� � � � � � �  � � � � ! ∀ � � � � � � � �� � �

葡萄塘
� � � � � � � �� � � � �

蔗 糖
� � 。� � � � �� � � � �

生长
� � � � � �

缓慢生长
��� � � � � � � �

不生长
� �

不生长
� �

不生长
� �

不生长
� �

生长
� � � � � �

不生长
� �

不生长
� �

不生长
� �

不生长
� �

不生长
� �

注 � � �℃培养一周 �� � � � � � � � � � � � �� �� � � � � � �

前文 已报道 �
�

� �� ��� 的异养生长
。

在受试的 � 种鱼腥藻中
,

有 � 种能进行化能异

养生长
,

它们在受试藻中占有相当的比例
。

这一结果与 � � �� � 等囚的结果相符
。

然而
,

� � � � 等的结果则表明
,

能进行异养生长的蓝藻是罕见的
工‘一 �� 。 � �� � �� 的异养生长速率

较快
,

我们对其异养生长的条件进行了较详细的研究
。

�� � 鱼腥藻 � � �� �� 异养生长对碳源的要求

�� ��  对碳源种类的要求 在受试的 � 种碳源 中
,

只有果糖
、

葡萄糖
、

蔗糖 � 种能维持鱼

腥藻 � �� �� � 的化能异养生长�表 � �
。

果糖
、

葡萄搪和蔗糖被藻利用的情况差异甚大
,

表现为它们维持的异养生长速率相差

甚远
。

异养生长的研究要求有机底物用过滤灭菌法灭菌
,

以避免高温高压引起有机物化

学结构变化的复杂情况
。

因此
,

先对比过滤灭菌的 � 种糖维持异养生长的速率
。

从表 � 可

见
,

使用过滤灭菌的果糖
、

葡萄糖
、

蔗糖时的异养生长速率分别为 �
�

� � �
、

�
�

�� �
、

�
�

� � � 。 显
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然对于 � � �� � �

� � �
�

而言
,

果糖是最佳碳源
,

葡萄糖次之
,

蔗糖最差
。

表 � 能维持鱼腥藻 � � �� �� 的化能异养生长 的碳源 ���   !∀ # ∃ %

& ∋ ( ()∗+! , −! . ∗((− −. // ! ∗01, 2 0∋( ∋(0(∗! 0∗!/ ∋ 1( 2 ∗! 3 0∋ !4 5 6�� �7

果塘 葡萄糖 蔗塘

F rueto se G lu eose UC t0Se

麦牙糖

M alto se

乳塘 核糖 甘露糖

L ae to se R ibo se M
an no se

乙酸钠

aCetste

生长 生长 生长 不生长 不生长 不生长 不生长 不生长

G ro w th G row th G ro w th

2. 2. 2 碳源的灭菌方式对鱼腥藻 H B 10 17 异养生长的影响 实验发现
,

过滤法灭菌的某

些糖不仅不支持受试藻的化能异养生长
,

还导致
“

溶藻
”

现象的发生
。

是这些糖对藻有毒

害作用还是灭菌不彻底 ? 尚待进一步研究
。

这一事实促进我们探索在某些实验中采用 8

磅 15 m in 对糖类灭菌
。

表 3 展示了不同灭菌方法灭菌的糖对异养生长速率的影响
。

果糖与蔗糖经 8 磅湿热

灭菌只能维持比过滤法灭菌的低得多的异养生长速率
。

葡萄糖则相反
,

经 8 磅湿热灭菌

后维持的异养生长速率比过滤法灭菌的高得多
,

而与过滤法灭菌的果糖相近
。

表 3 列举

的葡萄糖的实验中接种量较果糖高
,

所以两者的生长速率不便比较
。

作者专门重复了这一

试验
,

对比 8 磅湿热灭菌的葡萄糖与过滤灭菌的果糖的效果
,

使接种量相同
。

结果表明
,

它们维持的异养生长速度是一样的
,

没有差别(表 4)
。

此后的试验便采用 8 磅湿热灭菌

的葡萄糖作碳源
。

表 3

T ab
.
3

鱼腥藻 H B 10 17 利用经不同方法灭菌的三种碳沐时的异养生长速率( 10 m m ol /L )

T he h e te ro tro ph ic g ro w th ra tes of H B 1017 u sin g differen t ea rbo n so u rees
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注: 3 0士 l℃静置培养 3d In cu ba ted a r 3 0士 l℃ as b ateh eu ltu re fo r 3 d ay s

2. 2. 3 葡萄糖的浓度对鱼腥藻 H B 10 17 异养生长速率的影响 在受试条件下
,

葡萄糖 3

种不 同的浓度并不 引起异养生长速率的差异(表 5)
。

看来
,

2 9
/

L 已接近饱和浓度
。

以下

试验中便多采 用这一浓度
。

2. 3 鱼腥藻 H B 10 17 异养生长对氮源的要求

2. 3. 1 对无机氮源的要求 使用 3 种无机氮化合物
: N aN O , 、

K N O

3

与 N 珍Cl
。

浓度是
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表 4 鱼腥蕊 H B 1017 利用 8 磅湿热灭菌 的葡萄抽和过撼灭菌 的果箱为碳谏的异养生长速率的比较

T ab
.
呼 C o m p a ri so n b e tw e e n th e h e te ro tr o p h ie g r o w th ra te s o f H B 10 1 7 u s in g

a u to e la v ed g lu e o se a n d f il te re d f r u c to s e a s c a rb o n so u re e s

碳源
C a rbo n sou ree

( 10 m m o l/L )

果塘
F ru ctose

葡萄搪
G lu eose

灭菌方法
5terilizatio n

m eth od s
起始 A
In itial义

3。 收 获时
F inal 澎

平均生长速率
S P eeifie
grow th ra te

平均增代时间
M ean g en era tion

tim e (d )

AA

0 .038 0 。

1 2 0

。

3 8 3 l

。

8

高压灭菌
H eat

0 。

0
3 8 0

。

1 2
7 0

。

4
0 2

1

。

7

注: 静置培养时间
、

温度同表 3 注
。

表 5 , 萄怕浓度对异养生长速率的影响

T ab
.
5 T he effeet of th e g lu co se Con ‘e n t f a t 1 0 n o n h

e re r o t r o p h i
e

g
r o

w
t
h

r a t e o
f H B l o l 7

葡萄糖浓度
C o nce ntra tion of g lu eo se(g /L )

2 4 6

起始 A ?3。

I
n
i
t
i
a
t A

7 3 。 0

。

0 4 7 0

。

0
4 7

0

。

0 4
7

收获时 A , ; 。

F i n
a
l A

, 3 0 0
。

1 2
0

0

。

1 2 4
0

。

1 2
7

平均生长速率
Sp eeifie g ro w th ra te

0 。

2
3

4
0

。

2
4 了 O

。

2
4 9

平均增代 时间
M ean ge ne ra tio n tim e(d )

3
。

0
2

。

9 2

。

8

注: 30℃静置培养 4d B
ateh eultu re a t 3 0℃ fo r 4 d ay s

这样选定的
:

0
.
16 59 /L

,

则

的异养生长
。

N
a
N O

3

使用 1
.
09 /L

,

其含氮量为 0
.
16 , g / L ,

将其余两种的含氮量也 定 为

K N O ,

为 1
.
199 /L

,

N H

,
e 一为 0

.
6 39 /L

。

这一浓度的 N H. C I完全抑制 1017

K N O ;的效果稍逊于 N
aN O ;(表 6)

。
N

a
N 0

3

是较适合的无机氮源
。

表 6 鱼 腥藻 H B IO17 异养生长对氮派的要求

T a b
. 6 Su itab le n irrog en SOU fCeS fo r heterotrop h ie g row th of H B 10 r7

氮源种类
N so u ree

浓度
C o nee ntra tio n

(g /L )

收获时 A ”。

F i
n a

l A
, 3 0

平均增代时间
M ean g en eratio n

tim e (d )

气‘nU
1.1.
8

K N O
3

N
a
N O

3

1
。

1 9

1

.

0

0

.

6 3

0

.

1 2
3 士 0

.
0 16

0
.
15 5土 0

.
0 15

N H
;
C I 0

.
0 2 2士 0

.
0 0 1

注: 培养时 间
、

温度同表 4 注
。

2. 3. 2 对 N aN O ,

浓度的要求 人工培养基中
,

N

a

N O
,

的浓度 一 般 是 1
.
59 /L

。

使 用

0
.
5
、

1

.

0 和 1
.
5 3 种浓度的 N aN O ,

为氮源
,

H
Bl

o
17 的异养生长速率没有明显差别

,

前两

种浓度还显得稍好一点(表 7)
。

2. 3. 3 鱼腥藻 H B 1017 异养生长对有机氮源精氨酸的要求 蓝藻异养生长是否需 要 外

源氨基酸作补充氮源
,

文献中有不同的报道
。

Ri
p p k

a 〔‘0] 的结果表明
,

外源氨基酸对 勺nc
-
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表 7

T ab
.
7 S u ita ble .

鱼腥藻 H B 10 17 异养生长对 N a N O :浓度的要求

eo ncen tratio n of N aN O ,
f

o r
h

e t e r o t r o
p h i

e
g

r o
w

t
h

o
f H B l o 1 7

N
a

N 0
3 浓度

C o ne en tra tio n
of N a N 0 3 (g /L )

起 始
In itial

A 730

A , 3 0

收获时 A , , 。

F i
n a

l A
7 3 o

平均生长速串
S Pe eifie g row th

平均增代时间
M ea n g ene ra tio n

rate tim e (d )

0 ., 0
。

0 2 0 士 0
。

0 0 2 0

.

1 5 4 士0
.
0 14 0

。

6
8

7

0

.

0 2 0 土 0
.
0 0 2 0

.
15 5 土 0

.
0 15 0

。

6 8 9

0

.

0 2 0 士 0
.
0 0 2 0

.
13 4士 0

.
0 2 1 0

。

6 3
4

注: 培养时间
、

温度同表 4 注
。

表 8 外源精氨酸对鱼腥蕊 H B 1017 异养生长的促进作用

T ab
.
8 T h e stim 一1

1
a t

i
n g e

f f
e e t o

f
e x o g e n o u s a r

g i
n
i
n e o n t h

e

h
e t e r o t r o p h i

e
g
r o

w
t
h

o
f H B 1 0 1 7

接种物 预培养
P rec ultu re

精 氨酸 浓度
C o ncen tration
of a rginin e

(g /L )

平均生长速率
Sp eeific

9 row th rate

平均增代时间
M ea ng en eratio n

tim e (d )

光能自养生长
P ho toau to rroP h y

0 。

5 8
8

0

。

5 0

。

7 5
6

0

。

9

化能异养生长
C h em o he tero troP hy

}

起始 A 7, 。

}

收获时 A , 3 。

}

一

竺竺竺{二二兰二兰一

卜一生坚一
.

岁奖缨
一

卜
一一翌二卫竺一⋯兰二竺竺卫二卫卫生

{
一二竺些一

一

}

二竺竺竺立
} ”

·

0 0 吕
}
”

·

0 6 6 土 0
·

0 0 7

0

。

3 5
2

2

。

0

0

。

5 0

.

7
0

3

注 : 培养时间
、

温度同表 4 注
。

表 9 适于鱼腥藻 H B 10 17 异养生长的精氮酸浓度

T ab
. 9 Su itab le eon een tra tion o f a rg in in e fo r h eterotrop h ic g row th of H B lo l7

精氨酸浓度
e on een tration of a rg inine (g /L )

0 。

2

N

a

H
C

0

3

浓度
C o nc。n t r a t i o n o

f N
a
H e o

3

(
g
/ L )

起始值
In itial

0 .022 0
。

0 2 2 0

。

0 2 2
0

。

0 2 2

以 A , , 。

值

表示生物量
收获值
F in al

0 .096士0
。

0 0
6

0

.

1 1 4 士 0
.
0 0 3 0

.
1 3 9士 0

.
0 1 1 0

.
1 15士 0

.
0 0 4

A
, , 0 a s

b i
o

m
a s s

生长速率
S p ecifie g row th rate

0 。

4
6

8 0

。

5 5
2 0

。

5
8

5 0

。

5
2

5

平均增代时间 (d )
M ean gen era tion tim e

又
.
2

起始值
In itial

0 。

0 2
6

0

。

0 2
6

0

。

0 2 6
0

。

0 2 6

以 A “ ,

值

表示生物 量
收获值
F in al

0 .0 95士0
.
0 0 6 0

.
1 1 3土 0

.
0 1 2 0

.
13 4士0

.
0 14 0

.
1 14 士 0

.
0 0 2

A
。‘, a s

b i
o

m
a s s

生长速率
Sp ecifie g ro w th

0 。

4
1 1

0

。

4
6 6

f a t e

0

。

5 2 1
0

。

4 6 9

平均增代时间 (d )

M ean g e ne ration tlm e

注: 32℃静置培养 3
.
15d 后收获 stand ba tch c ultu re a t 32℃ fo r 3

·

1 5 d
a

y
s
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ch ocy:,
1

5 6 7 1 4 的异养生长没有影响
。

H
o a r e

等
’“ , 以及 W h ite 和 Shilo’‘, ,

分别报道氨基

酸混合物促进 N ostoc M A C 株和 Plec:口 , e m a 7 3 一 0 的异养生长
。

试 验表明
,

无论接种物预先是光能自养生长还是在黑暗中连续转接半年以上进行化

能异养生长
,

添加外源精氨酸对 H Bl o l7 的异养生长有明显的促进作用
。

‘

连续异养生长

的对外源精氨酸的需求更为强烈(表 8)
。

精氨酸以什么浓度为佳? 设置了 3 种浓度
: 0 、

0

.

2

、

1

.

0 9 压
,

它们支持的异养生长速

率有显著的差别
,

以 1
.
09 /L 浓度为最佳(表 9)

。

没有设置更高浓度
,

更高的浓度没有实

际应 用价值
,

精氨酸成本甚高
。

考虑到精氨酸是碱性氨基酸
,

是否由于其碱性而起到促进

作用呢 ? 添加 N aH C O3 1
.
09 /L

,

其支持的异养生长速率高于对照
,

而与加 0
.
29/L 精氨

酸的作用相似(表 9)
。

说明简单地提高培养基的碱性可以使异养生长速率增加
。

精氨酸

的促进异养生长的机制有待进一步研究
。

2 4 鱼腥藻 H B 10 17 异养生长适宜温度范围

表 10 列举了两次分别的试验结果
。

可 见 30 士 3℃ 优于 25 士 0
.
5℃ ; 35 士 1

.
5℃ 优 于

30 土 1
.
5℃

。

可以认为 30 一35 士 1
.
5℃ 是比较适宜的温度范围

。

农 10 通度对 H B IO17 异井生长的影响

T ab
. 10 T h e effee t of tem P eratu re on hete rotro Ph ic g ro w th of H B lo l7

继矍
‘ _ _

_ _ /

_

、

}

2 , 士0
.

,

}

, 。士 3
.
。

}

, 0士 1
.
,

}

- 二上兰上二兰兰兰竺兰一一一

一}

—
}
—

⋯

—
}
—

11毛拾 A
,

二 !
。 。 , ,

.
。 。 . ,

I
。 。 J ,

!

‘ . 二 ,

芬一 二
一

, 口

了 I U ·

U 立 0 I U
一
U

1
0 1 U

.
U

, 0 I U
一
U , 0

一竺兰兰全兰一一

—
{
—
}
—

,

—
}
—

的芬时 A
,

:
。

}

‘ 。 J ,
!

。 。 。 ,

1

0
. 内 .

}
。

肖 了 杏 、 , - . 夕

一 I U 。
U

, 0 I U
。

U
, 1 I U

。
1 ‘ , 1 U

.
1 , O

一冬淤瓮了
一

一
一一}

—
{
—
{
—
}
—

J, 青 一

叭心甲
, _

1 0

.

2 6 4 1 0

.

弓3 5 1 0
.
2 4 8 1 0

.
2 7 5

- 二丑兰兰竺兰三竺兰兰兰一
一

一一-
{

—
l
—
{
—
{
—

平均增代时同 {
, ‘

}

、 ‘

}

, 。

l
、 才

二
jl、 . ‘ . U

⋯
U . 口山

⋯
‘. 二

声

灿e a。 g
e n e 【 a t l o n : ;

m
e 、0 ,

} 1 1 1

注: 静置培养 4d 后收获 stand ba teh cultu re for 4 d ay s

2. 5 搅拌对鱼腥藻 H B 1017 异养生长的影响

表 11 所示的结果表明
,

一定速度的振摇有利于鱼腥藻 H BI 017 的异养生长
。

衰 n 搅拌对鱼腥藻 H B IO 17 异养生长的影响
T a b

.
1 1 T h e e ffeet of tu rb u len ee on hete ro troP h ie g row th of H B 10一7

率:e一一速icra一一起始
In itial

A , 3 0

A
, 3 0

收获时
F inal

A
A

平均生长
SP ecif

9 ro w th

平均增代时间
M ean g eneratio

tim e (d )

静置培养
5 tan d ba tch e ultu re

0 。

0 6
7 0

.

1
7

4 士 0
。

0 1
7

0

。

3
1

8

摇床培养
B a teh c ultu re in

(120r/m n )

shak e r 0 。

0
6

7 0

.

2 0
6 士 0

.
0 2 6 0

。

3
7 4

注: 培养时间
、

温度同表 4 注
。

结论

本文及前文
〔3]
工作中

,

共检测了 7 种鱼腥藻
,

其中 3 种能进行化能异养生长
,

占有相
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当的比例
。

作者倾向 K hoj a 的意见
,

即能进行化能异养的蓝藻在蓝藻中占有一定比例
,

并非罕见
。

1 2 这 3 种能进行化能异养生长的蓝藻
,

表现出不 同的异养生理 特 点
。

A 朋b
aono

sP.

H BO 异养生长非常缓慢 ; A na b
。。。。 。: 。“。 。 需要一定

“

适应
”

过程
,

其异养生长速率才提

高 ;然而
,

才n a b a e o a sp
·

H
B 1 0 1 7 却不存在

“

适应
”

过程
。

3. 3 鱼腥藻 H B1 017 异养生长时
,

对精氨酸的需求
,

以前未见报道
,

其机制尚待深人研

究
。

3. 4 葡萄糖经 8 磅湿热灭菌后
,

维持鱼腥藻 H B1 0 17 的异养生长速率与过滤灭菌的果糖

作碳源时类似
,

这在生产实践中很有意义
,

既可降低碳源的成本
,

又可使灭菌彻底
。

其中

的化学机制
,

尚待进一步研究
。

3. 5 虽然在提供的最佳条件下
,

鱼腥藻 H B1 0 17 的异养生长速度可达 0
.
74

,

增代时间为

0
.
9d

。

只有 w 。
lk

【
131 达到过这样类似的异养生长速率

,

然而从工业生产的角度考虑
,

这一

生长速率显然太低了
。

今后生产上 可能采用的方式以混合营养生长更佳(待发表 )
。
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