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,
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,
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,
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,
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,
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,

���� �� ��� ���
,

� � � � � � �� ��� �

��� � 年
,

�� � �� �� �� 等报道使用 �
�

�� �� � � � � �� 处理得到钝顶螺旋藻�今耐‘ 殉
之曰丛。 �� �� 

�

�原

生质球
,

并使原生质球再生�’〕
。

在渗透稳定剂试验中
,

作者也意外地发现
,

通过 �
�

��� �� � � 酒石酸钱处理

可得到席藻原生质球
,

也提出某些渗透稳定剂降解蓝藻细胞壁的观点�� 
。

上述发现似乎都属于某种特殊

的例外
。

然而
,

在为改进原生质球培养所作的蓝藻盐适应培养试验�� 中
,

又重复发现了盐溶液导致蓝藻

细胞壁发生降解作用
,

并发现盐溶液同时引起蓝藻细胞结构发生重大变化
。

盐溶液的这种作用使柱胞

鱼腥藻细胞转化为原生质球
,

此种原生质球能培养再生 �‘’
。

这一研究结果和 ��� �� �� �� 等的工作有类似

之处
,

但又有很大不同
,

所涉及的是一系列的盐类和多种蓝藻
。

本文报道对这一向题所作的初步实验
。

材料和方法

本试验主要用柱胞鱼腥藻 �� � �� �� � � 即�� �� ����
。

对其他种类
,

如水华鱼腥藻�� � �� �� � �
如

�
�

� 叮� �  � � � �
�

�
,

明亮席藻��� � �� �� �� � �� � �� � 阴 �和粘球藻 ��� � � � � � � � � � � � ��
�

�等也进行了部分试

验
。

材料引自中国科学院水生生物研究所
,

用 � ���� 氏液体培养基培养
,

培养在恒温光照生化培养箱

�广东医疗仪器 �
一

�中进行
,

温度 �� ℃ �士�
�

� ℃歹
,

光照强度 ��� � !�
。
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。



� 期 郭厚良等� 无机盐对蓝藻细胞结构的影响和原生质球形成

�
�

� 不同盐类对蓝藻细胞结构的影响 共试验 了 � � 
,

� � ��
,

��
���

,

� � � � ,

� �� � , ,

玫 � �
� ,

� � �� � � ,

���
�

�
� � � � ,

玫� �  � ,

�� �� � � ,

� � �� � � � ,

� � � ��
,

� �� �
� ,

� � �� �
�

�
� ,

� � ���
�

�
� ,

� � �� � ,

� � ��
。

等 �� 种常用无机盐类
。

试验的最初 目的是筛选对蓝藻生长影响最小的盐类以用于 原生质

球再生培养
,

正如在真菌上所作过的那样 �� 
。

试验时
,

将盐溶人 培养基
,

然 后 接 种蓝 藻
,

浓度

均使用 �� �� � �� � �
。

� � �� �

使用饱和溶液
,

浓度约 �� ��  �� � �
。

培养中
,

除观察生长外
,

并作镜

检
。

��  � 和���
月

�
�

��
月

的作用与浓度的关 系 � ��使用 �� �� �
,

�� ���
,

�
·

�
,

�� 巧 和 �� �� � � � � 等五种

浓度
,

��氏�
� � � � 使用 �

·

�� �
,

�
·

0 1

,

0

·

02

5

,

0

·

0 5 和 0
·

1 m

o

l

/

L 等五种浓度
。

培养 3 d 后
,

检查细胞结构

变化
,

统计结构变化细胞比例
,

测量细胞长度
,

以作为影响大小比较的指标
。

1 3 其他因子对 K O 作用的影响 作了三种因子
。

( l) 蒸馏水: 将 K CI 溶于蒸馏水至 0. 05 m ol /L
,

然

后接种蓝藻培养观察
。

( 2) 无氮: 将 K CI 溶人无氮培养基
,

接种蓝藻
。

( 3)
C

a

O

Z
:

使用 0. 05 m ol /L

K C I和 0
·

0 2 5 m

o

l

/

L C

a

C 1

2

的混合液培养蓝藻
。

1

.

4 K
a 培养柱胞鱼腥藻形成原生质球 将 K CI 的浓度由0.0 5 m ol /L 提高至 o

.
lm ol /L

,

渗透压达

到与蓝藻细胞液等渗的水平
。

培养 14 d 后
,

对所形成的球形细胞作低渗试验
,

采取两种方式
。

( l) 从

盖玻片一侧滴加蒸馏水
,

然后沿盖玻片滴水一侧观察统计细胞破裂率
。

( 2) 将细胞转人蒸馏水
,

静置一

夜
,

次日检查
。

1 5 原生质球培养试验 将 C aCI
:
溶人培养基

,

浓度为 0. 巧 m ol /L
,

接种原生质球
,

逐 日检查
。

1

.

6 K
O
一溶菌酶处理试验 将 01 m ol /L K CI 中培养 ro d 左右的材料作附加溶菌酶处理

,

各种条件

同前ls]
,

以正常藻丝作对照
。

经酶处理后的原生质球用同样的C aCI
:
培养基进行再生培养

。

2 结果和讨论

1 1 包括无机盐在 内的多种渗透稳 定剂对蓝藻细 胞 的 影 响
,

曾有 过 研究 在 高 渗 条件 下
,

渗

透稳定剂本身引起蓝藻细胞大量破裂
。

如将渗透压降至等渗水平
,

此种现象 就避 免 了
。

使人 意

想不到的是
,

在本次试验中
,

低渗水平的无机盐引起蓝藻细胞结构发生很大改变
。

显微检查发现
,

在

含钾
、

钠和铰的盐酸盐
,

硝酸盐及硫酸盐的培养中
,

柱胞鱼腥藻在 3 d 之后都发生一种共同的结构变

化: 细胞体积增大
,

两端变圆甚至完全球形化
,

细胞色素质聚集于细胞一端
,

另一端成为一段无色素

质的透明区(图版 1: 2)
。

对 K a 和(N H
‘

)

2
5 0

4

处理作持续观察表明
,

随着时间推移
,

细胞体积不断增

大
,

并球形化
,

藻丝解体为片段
。

10
d 以后

,

球形细胞逐渐破裂
,

留下异形胞
。

少数藻丝显示抗性
,

不受影响
,

细胞结构不变
。

但是
,

磷酸盐
、

镁盐和钙盐对细胞影响比较小
。

尤其是钙盐
,

C
a

S 0

4

只发

生片段化
,

C
a

C1

2

和 C a( N O
3
)
2
在 3 d 内几乎完全不引起细胞结构产生可见变化

。

为了说明这种现象的普遍性
,

我们用其他蓝藻进行了同样的试验
,

证明许多蓝藻都会发生相同的

结构改变
,

但不同的种类敏感程度不同
,

对所感受的盐种类也不同
。

例如水华鱼腥藻对 K CI 不敏感
,

而对 N aN O
3
较为敏感(图版I

: 2,

4
)

。

2 2 K C I 和 (
NH
4
)
250 4 不同的浓度对细胞影响程度不同 (表 1

,

2) 结构变化细胞 比例指 色

素质 区 域 占细胞 体积 一半 以 下 的细 胞 对 总 调 查 细 胞 数 的 比 例
。

细 胞 大 小 以 长 度计
,

以

对照细胞为 1的% 相 比较
。

从表 1可以看出
,

在 0
.
1 m ol /L 以下

,

K
a 的作用随浓度提高而加强

。

在 0
.
1m ol /L 以上

,

浓度提高作用反而减弱
。

这一试验结果与前面所作的盐适应培养 [3l 正相

吻合
,

在盐适应培养试验中
,

0

.

1 m ol
/

L 为一分界线
,

在此浓度以下蓝藻可稳定增长
,

在此浓度以



水 生 生 物 学 报 21卷

表 1 KO 的作用和浓度的关系

Tab
.
1 Effe et

of K C I in ral ation wi th its
eonceni rati o

ns

浓 度 (m ol /L )

C onCentrat io nS

结构变化细胞比例 (% )

Pe rc
enta 罗 of ee lls wi th st

r碳tur al e卜川罗

细胞相对大小 (% )

R alatice s说e of
c ells

0
.
的5

0
.
皿5

0
.
1田

0
.
1见

0
.
2印

0
.
0叹)

110
.
7

135
.
7

142
.
9

12 1
.
4

110
.
7

1田
.
0

,‘‘U飞曰,乙�20
l6.见万62.8.0.

表 2 (N 氏)z别入的作用和浓度的关系

Tab Z E ffe
c of (N H

月

)

2

50

,
i
n e

or re

lati
on wi th i ts e

~

n tr a t i

ons

浓 度 (m
ol /L )

C onc
entratio ns

结构变化细胞比例 (% )

氏re
enta罗 of eells wi th str uc tur al e卜in 罗

细胞相对大小 (% )

Relatiee s止e of ce ns

0
.
田5 97

.
9

0
.
010 93

.
4

0
.
020

0
.
050 87

.
4

0
.
1(X) 7

.
4

0
.
(洲义)

182
.
1

1的
.
3

178
.
6

巧3
.
6

lm
.
l

100
.
0

上
,

生长明显抑制
。

而(N H
‘

)

2
5 0

4
的试验结果(表2) 有所不同

。

由于氨毒害作用
,

(
N H

4

)

:

5 0

4

的抑制

作用特别强烈
,

浓度越高
,

抑制作用越大
.
最小的浓度 0. 的s m ol /L 抑制作用最小

,

对细胞结构的影

响最大
。

因此浓度试验似乎说明
,

盐对细胞结构的影响是通过生长细胞起作用
。

如果细胞不生长
,

盐

本身不能引起细胞结构改变
。

2 3 将蓝藻培养在含 K CI 的蒸馏水中
,

藻细胞基本上不生长
,

细胞不发生明显的结构改变
。

在含K a

的无氮培养基中
,

细胞生长微弱
,

结构也无明显变化
,

试验结果与上述浓度试验一 致
。

此 外
,

在

C aCI
:
和 K CI 的混合液中细胞结构不发生改变

。

而且在 K C I作用下细胞结构已发生 改变
,

若加人

C aC1
2,

3 一 sd 细胞结构就能恢复正常
,

这一试验为使用 C aO
:
培养柱胞鱼腥藻原生质球提供了依据

。

1 4 在上述试验中
,

K
CI 引起细胞球形化暗示细胞壁降解作用

。

为此
,

将 K CI 的浓度由 0.0 5m ol /L

提高到0
.
1m ol /L

,

达到与细胞等渗的水平阳
。

结果
,

细胞球形化
,

但不破裂
。

有时
,

可达到以单球体

占优势的水平(图版I
,

3)

。

玻片低渗试验检查
,

2 m in 之内的低渗破裂率可达 即% 以上
。

若在低渗条

件下培养一夜
,

培养物退去蓝色
,

细胞绝大部分破裂
。

因此
,

对低渗敏感的球形细胞应视为原生质

球
。

除柱胞鱼腥藻外
,

其他多种蓝藻的类似处理效果较差
,

其中水华鱼腥藻经 0
.
1m ol /L N aN O

3
培

养加d 可引起大多数细胞发生同样的结构改变
,

但低渗敏感细胞只有 28 % 左右
。
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25 用含 C aa
:
的培养基培养

,

原生质球顺利再生
,

再生率印% 以上
。

这一再生率与 Lan fa fo ni 螺旋

藻原生质球的再生率相当
。

不断重复进行的再生试验发现
,

原生质球的再生分裂有均等分裂
,

出芽分

裂和不规则分裂(图版 L s a一 7a)
.
经多次连续分裂

,

形成多细胞藻体片段
,

体积巨大的原生质球

逐渐回到正常细胞大小(图版 L S卜一 7 b)
。

原生质球再生时
,

色素质先行生长
,

向无色透明区扩展
,

充满整个细胞后
,

再进人分裂
。

但对照

抗低渗细胞遵循另一条再生路线: 色素质尚未充分生长
,

细胞便进人分裂(图版 l: 8)
。

表明对煎细胞

壁保留比较多
,

故再生分裂比较快
。

1 6 经 0
.
1 m ol /L K O 培养 7一 gd 的柱胞鱼腥藻转人溶菌酶处理

,

在 28 ℃ 下经 3一 4h
,

球形细胞

低渗破裂率几乎达到 1田%
,

成为细胞壁解水平更高的原生质球
,

这一酶处理时间和青霉素一溶菌酶法

的酶处理时间相当
。

但同样的时间内
,

未经 K C I培养的藻丝只有不足半数细胞转化为原生质球
。

这

充分说明
,

KC

I 培养使细胞对溶菌酶的敏感性大大提高
.
同时

,

将此原生质球转人 0
.
巧 m ol /L C a C1

2

液体培养基培养
,

原生质球也顺利再生
,

再生率也比较高
,

再生方式完全相同
。

综上所述
,

多种盐类能引起蓝藻
,

特别是柱细胞鱼腥藻发生显著结构改变
,

这种改变已成功地用

于原生质球制备和培养
,

但是这种结构改变的许多细节有待更深人的亚显微研究
。
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图 版 说 明

图 版

1.未处理藻丝
. x ll毋 2

.
在 0

·

0 5
m

o

l
/

L K C I 中培养 3 d的藻丝
。

x
l l毋 3

,

在 0
.
1/Lm ol N aN O

,
中

培养 20 d 的水华鱼腥藻丝
。

xl

l份 4
.
在 0
.
1m ol K C I中培养 2周形成的柱胞鱼腥藻原生质球

。
x

ll 毋

5a
,

原生质球的均等分裂
. x ll陈 5b

,
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