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提 要

在高渗溶液中
,

用 �
�

��  溶菌酶和 �一 , � 川 。�
·

�一
’
� � � � 处理蓝藻柱抱鱼腥藻

、

多变鱼

腥藻和组囊藻细胞
。
�一防 后

,

�� 一 �� 肠的细胞转为对渗透压敏感的球形体 ��� �
� � � ��� � ��

,

又称原生质球
。

研究了藻的不同培养条件对球形体形成率的影响
。

测定了 � �  ! 处理藻细

胞后外膜脂多糖的释放量
。
在高渗溶液中

,

藻细胞和经酶处理获得的球形体的光合放氧活性

明显下降
,

固氮种类的固氮活性失去
。

饲养层法
、

固体混合法和含有 �� , � �
·

�一
,
� � 的液体

悬滴培养的柱抱鱼腥藻的球形体
, � 天后出现再生藻落 �在固体混合法培养中获得了组囊藻球

形体的再生藻落
。

在第 � 天的悬滴培养物中
,

可以看到球形体发生第一次细胞分裂
。

再生藻

细胞和酶处理物中残留细胞的抗溶菌酶特性有差异
。

关键词 球形体
,

再生
,

柱饱鱼腥藻
,

组囊藻

蓝藻作为自养的原核生物
,

其中一些种类的固氮
、

放氢及高蛋白含量等性状的应用价

值 日益受到重视
。

但蓝藻缺有性生殖
,

自发的遗传物质重组很少发生
,

通过转化进行基因

转移
,

一般频率较低
。

对蓝藻球形体的研究
,

进而采用细胞融合技术
,

这对研究蓝藻细胞

的生理
、

体细胞遗传以及基因转移都是很有前途的方法
。

有关蓝藻球形体的分离及代谢

活性测定和细胞学研究 已有不少报道
�,

,
‘� �。 而球形体再生研究进展较慢

。

用液体培养基

培养组囊藻球形体
, � 天后观察到不完整的细胞壁的出现

〔, ,。

本
�

文分离蓝藻球形体
,

摸索

适合球形体培养的条件
,

以获得再生的蓝藻细胞
,

为诱导蓝藻细胞融合打下基础
。

材 料 和 方 法

�
�

藻种及培养 藻种均由本所藻种库提供
。

柱抱鱼腥藻和多变鱼腥藻 �� � �
。。 , 。 ��

�

��, � � �� � �  � �
�

, � � �� ������ 用 � ��� �
一
� � � � � 无氮培养基培养 � 组囊藻 ��

� �  夕� , �� � ��
�

“ �� � �� 用 � ��� �
一� � � � � 有氮培养基培养 �粗大螺旋藻 ��户�

, “��� � � � � �� �
� 用 � � � � � � �

培养基 �鞘丝藻 �� 夕
, � ��� � ��� � ���� 用 � �� 培养基培养 � 阿格曼藻 �� � �

� � � ��� 。 叮, � �

�� �户��� � �二 � � �
一 �� 用 � �� 一 � 培养基 �粘球藻 �� �

� � � � � 户� � ��
·

� 用 �� 培养基
。

培养

方法为静置培养
、

通气培养和摇床培养
。

温度为 �� ℃
,

光强为 � � �� 一� � �� ��
,

同步诱导根

� 现在南京大学环境科学系工作
。

� � �� 年 � 月 � 日收到
。
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据 � �� � � � � 方法 〔, , 。

�
�

溶菌酶 上海生化研究所生产
,

两次结晶纯化
,

用蒸馏水配成 �� � � � � �溶液
,

过滤

灭菌
。

�
�

球形体的制备 采用 �� � � ��� ��� � � � �� 方法稍作修改
。

溶菌酶浓 度 为 �
,

�� 务

�� � � �
,

� � � � 为 � � � � �
·

�
一, ,

处理时间为 �一 ��
,

洗去残留酶液的球形体悬浮于 � �

高渗溶液中�有氮 �� � �
一� ���

�
培养基 中加入 �

�

�� ��
·

�一 ‘的甘露醇�
。

鉴别球形体的方

法是加人蒸馏水
,

降低渗透压
,

球形体将破裂
。

用血球计数板计算球形体的产率
。

�
�

光合放氧活性测定 用氧电极方法 ��� �� � 电极� 测定样品的光合放氧量
。

光强

为 � � � � �� 。

�
�

固氮活性测定 采用乙炔还原法测定固氮酶的活性
。

�
�

外膜脂多箱释放的测定 采用 � � � �� �� �
��� 和王业勤介绍的方法

,

测定脱氧辛酮

糖酸 �� � � � 的释放量
。

�
�

球形体的培养及再生 分别采用平板饲养层法
、

固体混合法 �在试管内成斜面培

养 �
、

液体浅层培养和悬滴培养�� 。

并观察培养基中加人外源生长激素生长素 � , 斗一二氯苯

氧乙酸 ��
,

� 一� � 和细胞分裂素 � ‘一

苯基腺嗦吟 ��� � 对球形体培养的影响
,

浓度分别

为 �
�

�一 �
�

� � �
·

�
一,

和 。
�

�一 �
�

� � �
·

�
一 �。

参考有关计算球形体再生率的方法
‘� , ,

相应于

每次实验中的球形体悬浮液�记作
“�一 � ” �

,

同时设 � 个对照
, �一水

�
取等量球形体悬浮

液离心
,

弃去上层高渗溶液
,

悬浮于等量无离子水中 � �
一

水
一
�� 球形体悬浮液经水冲击

后
,

重新悬浮于高渗溶液 � � 中 � � 一�
,

� 一

水
,
�
一

水
一 , ,

其条件除未加酶和 � � � � 处理
,

其它分别和 �一 �
,

�
一

水
,
�
一

水
一
� 相同

。

所有处理均设 � 个重复
。

球形体培养在 �� �
�

�� � 一 � 型光照培养箱中
,

光照强度为 � �� 一 � ����
�
培养初期

,

温度为 �� 一 �� ℃
,

� 天后为

� �一 � �℃
�

�
�

球形体融合试验 用 ��  和高 � � ��
。
溶液诱导融合��,

�
�� 

结 果

�
�

球形体制备 经溶菌酶和 � � � � 处理一段时间后
,

丝状蓝藻开始有球形体从丝

体上分离出来
,

而丝体越来越短
,

直至最后
,

在所检视野中不见丝体
,

全为单个球形体 � 杆

状单胞蓝藻
,

转为球形
。

加水后
,

球形体吸水膨胀爆裂
。

已有 �� 属
,

�� 种蓝藻经酶处理获

得了球形体
。

本实验条件下柱抱鱼腥藻
,

多变鱼腥藻和组囊藻
,

分离球形体获得满意效

果
,

而粘球藻
,

螺旋藻和阿格曼藻处理 � 天
,

酶量增加到 �
�

� �
,

均未见到球形体形成
。

随着酶处理时间的延长
,

组囊藻球形体的比率逐渐上升
,

但到一定时间后
,

球形体的

比率达到相对稳定值�图 � �
。

虽然偶有继续处理
,

比率有所增加
,

但处理液中出现藻胆素

特有的颜色
。

这说明
,

在处理后期
,

既有新形成的球形体
,

又有已形成的球形体受损破裂
,

放出藻胆素
。

柱抱鱼腥藻细胞经不同方法预培养后
,

分离球形体达到同样比率所需要的

时间不同
。

通气培养的藻最快
,

静置培养次之
,

而用甘露醇高渗溶液 ��
�

� � � �
·

�
一‘

� 预

培养 � � � 的藻最慢
。

�图 � �

图 � 说明
,

在分离组囊藻球形体的实验中
,

以在 ��℃ 培养的藻细胞作为材料
,

经酶处
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30℃预培养 , 一一一39 ℃预培养

理 7h
,

其球形体比率仅达 20 外
。

延长处理时间或增加酶浓度
,

也未能见效 ;而培养温度为

30 ℃的藻细胞
,

在同样条件下处理 7h ,

球形体可达 80 务
。

E D T A 处理藻细胞释放 K D O

量如表 l所示
。

相比之下
,

处理温度和浓度对 K D o 的释放比处理时间的影响大些
。

柱抱鱼腥藻为固氮种类
,

藻细胞和球形体悬浮于高渗溶液中
,

固氮活性失去
。

而对照

组 Al l
en 一

A
rn

o n 液体中培养物仍具有固氮活性
。

结果表明
,

高渗溶液对柱抱鱼腥藻细胞

的光合放氧活性有抑制作用
。

一般下降 30 一60 多
,

经酶处理
,

光合放氧活性会进一步下

降(图 4)
。

在 26 ℃ 下保存
,

3 一咯天后
,

活性仅为原来的 o一 1I) 多; 低温下保存(4℃)则活

性持续时间长些 (图 6)
。

而经高渗溶液预培养的藻细胞
,

酶处理时
,

光合放氧活性下降缓
J
漫

,

但在后期保存中
,

低温下仅能维持 1一2 天(图 5
,

6
)

。

2

.

球形体的培养及再生 分离出的蓝藻球形体经反复培养试验
,

柱抱鱼腥藻和组囊

藻获得了再生藻落(表 2)
。

在固体培养中
,

柱抱鱼腥藻球形体经饲养层法培养 9 天后
,

解
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剖镜下观察
,

已有藻落形成
,

14 天后
,

已形成肉眼可见的藻落
。

固体混合法试管中
,

柱抱

鱼腥藻和组囊藻的球形体均形成了再生藻落
。

液体培养中
,

在 50m l锥形瓶中或在小试
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才才
。

”
i d

u
l
a 泥 ‘‘

4 1 9 个/管管管 OOOOO +++ 十十十 解剖镜镜 固体混合合

注: 一 未做此项处理; 0 有此项处理
, 但未 出现藻落

。

管中浅层静置培养
,

均未成功
。

6 天后
,

大部分球形体裂解成碎片
。

悬浮培养中仅在含有

。
.
s m g

·

l

一
IB A 的 P 一 5 一B A 中

,

第 4天发现球形体发生第一次细胞分裂
,

以后多次分裂
,

并形成丝体
,

丝体上的细胞数最多达 20 个(图 7)
。

其它处理均未有藻丝体形成
。

在所有

实验中
,

C
一

水植板率均高于 C 一 5 和 c 一水
一 , 。

3

.

抗溶菌酶试验 在柱抱鱼腥藻球形体培养中
,

P
一
5 获得大量再生藻落的同时

,
P
一

水

中也形成了少量藻落
。

分别从 P 一 , 和 P 一水中挑取所形成的藻落扩大培养
,
进行抗溶菌



水 生 生 物 学 报 15 卷

遴
.
妙了细J喻“

1 0 0 %

89
.
9 %

9 1
.
2 %

A
.

伪li
”
d 石

‘a

1 0
.
1 佑

20161248

声i妇。口日月戈
功11
。
Q涟划/理界

8{ 妞 侈 朋 24 (day)
P 一水

卜料|卜卜卜|户L
月。月。。�。qdsJ。。1.�。旧4.日�0法

哥镶滚旅滚粉

图 7 A
.

‘
刃而dr ic

。 球形体悬滴培养细胞再生数

F 19
.
7 T he n u m b er o f cells in an algal

filam en t regen erated from the sPheroP la
-

sts of A
. c夕lin d r ica in th e d r o P

一 c u
l
t u r e

.

图 8 抗溶菌酶特性比较

F 19
. 8 C om Pa rision Q f lyso Zym e一 r e s i s t a n c e

b
e t w e e n

P
一
5

a n
d P

一
w

a t e r
.

口: 细胞 图: 球形体

酶特性比较实验
,

其培养条件和酶反应浓度
、

温度
、

时间均如前所述
。

P
一乡 中所形成的藻

落经 6h 酶处理后
,

绝大部分已转为球形体; P
一

永中的藻细胞在相同条件下处理
,

仍以丝

体为主(图 8)
。

这表明
,

P
一
5 中的藻落是由对溶菌酶敏感的野生型细胞经酶处理后形成

的球形体发育而成的
,

而 P 一水中
,

则是由对溶菌酶有抗性的细胞残留在酶处理物中形成

的藻落
。

4

.

球形体融合实验 同一种藻的球形体易融合
。

然而
,

经多次重复
,

P E G 不同分子

量的不同浓度
,

不同处理时间
、

温度以及不同钙离子浓度等多种组合
,

仍未能见到柱抱鱼

腥藻和组囊藻球形体的融合
。

讨 论

1.在本实验所用几种藻的胶鞘 ,

粘球藻的最厚
,

多变鱼腥藻的较薄
,

而柱抱鱼腥藻

则不明显
。

这几种藻分离球形体的难易程度与其胶鞘的厚度相关
,

胶鞘越厚的细胞壁越

难降解
。

更明显的对比是柱抱鱼腥藻的静置培养物和通气培养物对酶敏感性的差异 (一

般来说
,

通气培养中
,

藻所形成的胶鞘比静置培养中薄得多)
。

这个结果与 Cr
espi ( 1962

年)[4]的结论相反
,

他在比较了具有胶鞘的席藻 (pho , i d 佃m sP. ) 和无胶鞘的颤藻 (。、
-

“la :。; ia sP

.

) 对酶敏感性差异后认为
,

具有明显粘质胶鞘的藻更易受到酶的侵蚀
。

但不

伺种藻其细胞壁组分不同
,

在比较不同种藻对酶敏感性时
,

不能仅考虑胶鞘的厚薄
。

而我

们以一种蓝藻作为材料
,

比较其在不同培养条件下胶鞘厚薄不同而导致对酶的敏感性差

异
,

可以排除种类差异的影响
。

所以本实验的结论是
,

细胞胶鞘阻碍了溶菌酶对细胞壁的

降解作用
。

2

.

球形体的细胞壁再生
,

仅在固体培养和加有外源生长激素的液体悬滴培养中发生
,

在液体浅层培养中无再生现象
,

可见适当的培养方法是蓝藻球形体再生的前提
。

适当的



期 孔繁翔等: 蓝藻球形体的分离
、

培养及再生

叱、

水份以及在球形体周围形成一稳定的微环境是必要的
。

实验中球形体埋在琼脂内(固体混

合法)的再生重复率比在琼脂表面 (饲养层法)的高
,

而在饲养层法中球形体培养 4一5天

后
,

要向琼脂表面加人液体培养基逐步降低渗透压
,

在液体培养中
,

由于液体的流动性常

常破坏球形体周围的微环境
,

似使新合成的细胞壁物质难以在细胞膜表面积累以形成新

的细胞壁
。

3

.

根据已有报道
,

E D T A 处理细胞
,

不管怎样改变方法
,

外膜脂多糖的释放量不会超

出总量的 50 外
〔81 。

E D T A 浓度及处理时间与已有方法比较
,

相对缓和些
。

其目的是确保

分离出的球形体的质量
。

因为 ED T A 作为络合物
,

能与质膜上的蛋白质和离子结合
,

破

坏质膜的完整性
,

影响球形体的活力
。

但同时也降低了脂多糖的释放量
,

质膜外围所残留

的脂多糖较多
。

在随后的细胞融合实验中
,

两亲本球形体彼此紧密粘连
,

但未融合
,

可能

是残留的脂多糖阻碍了两亲本质膜的直接接触
,

使融合未能实现
。

但残留的脂多糖并非

细胞融合不可逾越的障碍
。

P E G 能诱导革兰氏阳性菌枯草芽抱杆菌 (B
。‘

ill
“ : :

劝til i
:
)

的原生质体和革兰氏阴性菌大肠埃希氏菌 (& ch
ori ck ia ‘口

li ) 的球形体实现融合[2J
。

最

近 R ut he (198 5)
“1J 用电场诱导革兰氏阴性菌间的球形体融合也获得 成 功 (E

.
‘
01 1

a n
d S a l m

o , e l l
a , y P h i。 , r

i
u 二)

。

在电场诱导和脉冲冲击下
,

球形体质膜外围的脂多糖

结构不会阻碍质膜融合
。

所以强调
,

没有必要一定先将脂多糖去除
。

但这种能够进行

融合的球形体是来自在 户丙酸胺中预培养的细胞
,

即
“

巨型球形体”
其质膜远远超过了包

裹原生质所需要的量
,

因而很易弯曲
。

在电场中
,

球形体彼此质膜的接触面积增大
,

克服

了残留脂多糖的阻碍
,

使融合能够实现
。

而一般的球形体在电场中不能融合
。

这也说明

质膜彼此接触是球形体融合的前提
。
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