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提 要

单细胞绿藻的最适生长温度
,

一般都在 �� ℃ 上下
,

这给许多试验工作
,

特别是夏季露天浅

层培养和室内高光强强化培养工作造成了大幅度降温的额外负担
。

而高温品系则可以减轻降

温的困难
,

并且具有高产的特征
。

本文报道我们培育栅藻高温品系的结果
。

观察了在长期高

温 �暗期 �� ℃
,

光照期 �� ℃ �培育后细胞形态上的变化
,

并着重研究了生长繁殖规律
,

获得了

同步培养
。

细胞生长在光照下进行
,

细胞分裂在暗中进行
,

光照 �� 小时后细胞成熟
,

光照停止

后 � 小时内
,

出现抱子形成和子细胞释放的高峰
。

在 � ,
斗�� �� 的弱光照条件下

,

生长率 � 值仍

可达到 �
�

� � �以每日 ���
,

单位计�
,

每个母细胞平均可产生 �
�

� 个子细胞
,

显示了生长繁殖迅

速的特点
。

一
、

引 言

从上世纪末叶以来
,

各国学者在进行单细胞藻类的各种试验研究和大量培养时
,

大都

把培养温度控制在 �� 一�� ℃ 之间
,

尤其是集中在 �� ℃〔, 。�。 通常用作研究材料的小球藻
、

栅藻
,

生长最适温度也正是在 �� ℃ 上下
〔,

,
�
�

��, ‘

�� 并且一般把大约 � �℃ 当做温度最高极

限�� !
。

这种温度上的局限性
,

往往使许多试验工作存在降温的困难
,

增加了生产性培养的

成本
。

因此
,

选育一种耐高温的品系
,

对试验研究工作和生产性培养
,

均有所裨益
。

�� � �� ��

和 �� �� 氏 �� � , � � 首先在美国南部的得克萨斯州 �� �� �� � 培育出一个高温品系
,

生长最

适温度为 ��
。〔川

。

�� �� �� �
等氏还证明

,

藻类的高温品系具有较高的生长率和光能利用率
,

是一种高效能藻类 ���� �
一� ������ � �� 。�� � ��

〔‘, , 。

高温品系的标准
,

文献中尚无一致的规定
。

�� �
�
叫 氏�� � � � �曾提出划分高温品系的

原则
〔�� �

将藻类接种在琼脂培养基上
, � �一�� ℃

,

�
,

� � � ��
,

培养 �� 天不褪色
,

接种到新鲜

培养基上
。

在室温下具有生长能力
,

即是高温品系
。

我们认为
�
所谓高温品系

,

应该在
� �一朽℃ 高温条件下能够正常生长

,

而且繁殖迅速 � �� �
�
二 氏所定的原则

,

既不确切
,

要

求又太低
,

是不可取的
。

我们以水生 � � 号斜生栅藻 ��
� �  � � � �� � , � �� ! 。 。���

� ��
�

� � �
��

�

�〔
‘,

为材料进行高温培育时
,

所采用的温度是 �� ℃ �光期 � � 据 � � � �� 等氏试验
,

昼夜保持一定

的温差
,

于藻类生长有利
〔‘, ,

为了模拟武汉地区昼夜的温差
,

在暗期我们采用了 �� ℃
。

用

� � � � 年 � 月�� 日收到
�
本文系

《
栅藻

、

小球藻培养的研究
, 之四

,

摘要曾在中国植物学会三十周年年会宣读
。

在我们的试验工作全部完

成并摘要发表之后
, � �� ��

� 等氏相继发表了栅藻同步培养与生长繁殖方面的研究报告
,

其中许多结果是和我

们在本文中所论及的情况相符合的
。

有关这方面的材料
,

�� ��叩 等氏已经作了归纳
� , , ,

本文不再赘述
。

� � 己调离水生所
。
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人工控制的高温 �光期 �� ℃
,

暗期 �� ℃�对藻种进行了近两年的诱变
、

淘汰和分离选择后
,

使本来不适应高温的栅藻获得了稳定的生长
,

进而对栅藻在高温条件下的形态变化以及

生长率
、

细胞分裂
、

细胞大小和光强曲线等生长繁殖规律
,

进行了详细的研究
。

二
、

高温品系培育方法

在高温品系的培育过程中
�

我们采用水生 斗号培养基 �� � � �
,

光强 �
,

�� 。玫 左右
,

光

暗比为 � � � � � ,

光照期通以含 � 务��
�

的空气
,

温度控制在 �� ℃ �暗�一�� ℃ �光 �
,

并间或

以 �� 一�� ℃的过高温进行短期处理
。

培养物经常予以移养 �
�
��

�

�� �� ��
。

�一 � 混合培养阶段

高温诱变和藻种选择 � 最初
,

我们是以栅藻和小球藻混养的藻种作为起始的培育材

料
。

从一般观察和生长测定结果看来
,

在这一阶段
,

藻种不能适应 �� ℃ 的高温
,

更不能稳

定生长
,

以致生长停滞
,

颜色变黄
,

容易沉淀
。

而同一藻种
,

在室温下却生长迅速
,

颜色翠

绿
,

悬浮性强
。

两者形成鲜明的对照
。

坚持一段时间的高温培育后
,

它们比较能适应高

温
,

但仍不能得到稳定的生长速率
,

小球藻和栅藻此起彼落
,

相互消长
,

竞争剧烈
,

都难于

形成稳定的优势
。

在此阶段
,

藻种还间或受到 �� ℃ 上下的过高温的处理
,

使之受到锻炼

和淘汰
。

�二 � 单种培育阶段

经过第一阶段的 � 个月混合培育以后
,

在一号培养物中
,

斜生栅藻的生长渐趋稳定
,

在混合培养中形成了优势
。

以此号培养物为材料
,

用平板稀释与微吸管法
,

分离出栅藻

单种
,

在固体培养基上得到单种藻后
,

即转入液体培养
,

继续在 � �一�� ℃ 高温下培育
。

在

此阶段
,

藻种又先后经历了 � 次过高温 ��� 一�� ℃� 处理
,

进行了细胞个体的淘汰与选择
。

�三 � 单源高温品系�� 的分离培养阶段

经过 � 个月的单种培育之后
,

斜生栅藻已逐步具备了耐高温的特性
,

这时
,

我们以在

过高温处理后表现最好的一号单种培养物为材料
,

进行单个细胞的分离培养
,

获得了若干

号液体培养的单源培养物
,

再从其中选出一号生长较好的培养物水生
一� � � � �� �

一� �  ! �

作为单源高温栅藻品系
。

�四� 过高温处理对藻类的影响

上面曾经提到
,

在品系培养过程中
,

除了采用稳定的高温条件进行诱变和选择外
,

藻

种还多次受到过高温的处理
。

藻种经过 �� 一�� ℃ 处理后
,

大部分个体死亡 �少数细胞
,

颜

色也由绿变白
,

尔后再转绿
,

只有极少数细胞
,

始终保持绿色而保存下来
。

这些经过过高

温处理尚能保存下来的个体
,

就成为我们继续培育的好材料
。

我们对 �� ℃ 过高温处理半

小时到两小时的试验进行了观察
。

处理后 �一 � 小时内
,

无论是目测整个培养物或是显微

镜观察
,

均无显著变异
, �一� 小时以后

,

培养物颜色开始转淡
、

光密度下降
,

细胞由绿而草

绿
,

进而变黄
,

到第二天
,

整个培养物全部变白
。

此时
,

用荧光显微镜检查
,

细胞大量死亡
,

培养物的电导率比对照略有上升
,

表明藻类大量死亡后
,

体内物质分解
、

析出
,

使培养液中

电解质增加
。

经过一周时间以后
,

藻类才渐次恢复
,

在一部分原先已经变白而透明的细胞

�� 从一个细胞繁殖起来的单细胞藻类培养物
,

我们称之为
“

单源培养物
” ,

而从这种单源培养物中培育出来的品

系
,

我们称之为
“
单源品系、
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内
,

开始出现一个小绿点 �叶绿体�
,

绿点逐渐扩大
,

最后整个细胞复绿而成为正常个体
。

从试验中发现
,

栅藻比小球藻更能忍受高温
,

�� ℃处理后
,

比较容易恢复正常
。

试验结果表明
�
过高温处理可以起到淘汰锻炼与选择藻种的作用

,

是培育高温品系

的一种辅助方法
。

三
、

斜生栅藻在长期高温培育后的

形态变化和生长繁殖规律

为了进一步掌握栅藻在长期高温培育后的形态特征和生长繁殖规律
,

我 们 对水生
一 � �  ! 号斜生栅藻在高温条件下的形态变化和细胞生长

、

分裂等等方面
,

进行了比较深人

的观察与研究
。

�一 � 形态特征 在长期高温培育过程中
,

细胞形状逐渐由两端比较尖锐变得比较圆

钝
。

集结体 ��� �� �� ��  � 只在似亲抱子刚刚释放时较多
,

一般以单细胞个体为主
,

而集结体

较为罕见
。

在细胞繁殖过程中
,

常常出现畸形现象
。

一类畸形是细胞两端的胞壁增厚突

起
,

细胞体积显著增大 � 另一类畸形是形成裤状 �叉形 �个体
,

整个细胞长成人字形
。

从染

色观察看来
,

后一类畸形之产生
,

可能是由于母细胞在进行内分裂形成抱子时
,

原生质体

分割不完全所引起
。

所以有时可以在人字形个体中发现双核存在
。

�二� 生长率 � 值 进行生长率和生长繁殖规律试验的藻种
,

事先均经过相 同 的 预

备培养
,

即每隔 � 天移养一次
,

至少连续移养 � 次
。

最后一次移养后培养了 � 天的藻种
,

再用作试验材料
。

培养基仍用水生 斗号 ��
�� � �

�

改为每 升培养液 中 �
�

� 克�� ,

铁改 用

��
一� �  ��

� ,
加 � ,

液�
,

其他条件均与藻种培育时相同
。

根据反复测定的结果
,

在 � �一�� ℃ 和弱光照 ��
,

� � � ��� 条件下
,

水生
一 � � �  的生长率

� 值
,

�以细胞数每 日 ���
。

单位计算 �已经达到 �
�

� � �试验重复的标准误差是 士 �
�

� � �
。

国内以往关于栅藻生长率的报告不多
。

叶清泉和黎尚豪 �� � � � � 曾在 �� �一��
,

� � � ��

光强范围内用 � 种光强研究了斜生栅藻的生长率
,

最大为 �
�

�� �出现在 ��
,

� � � ���
〔, , 。
根据

夏宜玲等 �� � � � � 报告中的资料计算
,

水生 �� 号斜生栅藻当时的生长率约为 �
�

� �� 。

可见

水生
一 � � � � 的现行生长率已有所提高

。

国外应用最广的蛋 白核小球藻 � � � ��� 品系和 � �

� 一 � �一�� 高温品系的生长率
,

分别为 �
�

� 和 �
�

�� 
,

这都是在各自的最适生长温度和饱和光

强下测得的最大生长率
。

业已证明
�
高温品系的光饱点比一般品系要高得多

,

在最适温

度和饱和光强以内
,

温度越高
,

要获得较高生长率所需的光强也就越高�� ,
‘� , 。

由此可以估

计
,

当光照强度提高以后
,

水生
一 � � �  的生长率可望比 �

�

�� 更高
。

表 � 是几种藻种生长率

� 值的比较
。

试验结果表明
,

不同的生长指标 �细胞数
、

干重
、

生物量和光密度等 �在培养过程中的

变化往往不是一致的
,

但所有这些指标的 � 值都比较接近
,

均在 �
�

� 左右
。 �

�

� � 是以细胞

数为指标的稳定的生长率
,

若以其他指标计算
。

有时可以达到 �
�

� 。

�� �
�一 �� � � 配方 ��

�

�� � � �
,

�� � �� � � 毫升 � � 的 � �� �
� ·

� �
�
� 溶液�用 � � 的 � � �配制�和 � 毫升 �

·

�� 的

� � 一� � � � 溶液相混合
,

稀释到 , �� 毫升
,

即成 ��
一� � � � 贮存液 �使用时每升培养液中加贮存液 � 毫升

。

�� 关于 � 二 � 一� �一 � � 的 � 值
,

文献中很不一致 � �  ! ∀# 氏 (一9 5 3) 最先称该品系以每日 10 9
,

单位计
,

K
二=

5
·

8
〔8 ,

;在
sorok in 氏等 ( 1953) 关于该品系的正式报告中

,

以每日 10 9
, 。

计
,

K 一2
.8L, 0 ,

: 而在 s
oro kin 氏和其他作者以

后的报告中
,

以每日细胞物质加倍数 (即 109
2
) 计

,
K 一9

.
2[ , , , , 2 , 。
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表 1 几种旅类的生长率 K 值的比较(均按每日 10 9
,

单位计算)

一介
-一二一…立{〔…二冬台兰全立

蛋 白核小球藻 阮一so n 品系
}

‘
·

, 6

】
25

1
5, 斗0 0 (钾和)

高 温小球藻 T x7
一

U

一。,
{

’
·

8

1

3 ”

}

‘5 ,00 。魄和)

高温栅藻水生
一6 ‘。5

{

2
·

0
7

}

”2
{

2
, 斗O D (未饱和)

斜生栅藻
{

”
·

6
7

*

】
25一 3 0

}

2 0
,

0 0 0 ( 饱和)

水生 , 8栅藻
}

1
·

o

* *

{

2 8

}

2

,

0 0 0 ( 未饱和)

见叶清泉和黎尚豪(19, 6 ) 报告山
。

根据夏宜玲等(叨62)的资料计算得到
〔习。

/
/ /

,

/
夕

/
/

.0万�以、拼琪
。

冬二�到么铃平日

(三) 光强曲线 用 3 种光强 。
,

2 0 0

,

一
,

8 0 0

,

2 产00 lx)初

步迸行了光强对水生
一6 1 0 5 生长繁殖影响的试验

,

结果 见 图

1。 已经知道
,

一个典型的光强曲线分为三个部分
,

即 : ( l) 生

长率随光强提高而上升的光相关部分; (2)光无关部分(顶峰

部分); (3) 生长率随光强提高而下降的光相关部分
。

由于我

们试验的 3种光强均在饱和光强以下
,

所以图 1 只显示了光

强曲线的一部分
。

这也证明
,

如提高光强
,

则K 值将相应提高
。

(
四) 同步培养 在高温和 2, 400 lx 光照下

,

采用 12
:12

的光暗制
,

可以获得水生
一 6 1 0 5 的同步培养

。

对细胞核染色进

行观察统计的结果
,

在第一个光暗周期中
,

光照停止后
,

进行

分裂的细胞占培养物细胞总数 的 85 一90 务
,

而其 中 95 多的

细胞是在光照停止后的 4 小时之内同步进行分裂并完成全部

分裂过程的
。

光照后期
,

培养物均由成熟的大型母细胞所组

成
,

而在黑暗后期
,

培养物中几乎全部是小型的子细胞
。

哄六燕斌赢
)

光照强度

图 1 斜生栅藻在三种光强下

的生长率 K 值

(五) 生长与细胞分裂 采用定期采样观察侧定的方法
,

对水生
一 6 1 0 5 斜生栅藻的生

18 :00
图 2 斜生栅藻的光

、

暗生活周期 (同步培养物)

长和细胞分裂
,

进行了反复试验
。

图 2 是这种栅

藻在温度为 36 ℃ (黑暗期)一42 ℃ (光照期)
,

光
、

暗比为 12
:12 ,

光强为 2, 400 lx 等条件下 的 一 个

光
、

暗生活周期的全过程
。

图 3 是在相同的培养

条件下测得的光密度和细胞数的时间曲线
,

表明

了水生
一6 1 0 5 斜生栅藻的生长

、

分裂和光
、

暗之间

的关系
。

从图 1
、

2 中可以看出
:
水生

一 6 1 0 5 斜生

栅藻的细胞分裂只在黑暗中进行
,

光照停止以后
,

细胞分裂即行开始
,

核分成 2
、

4

、

8 个 (部分细胞

分至 16 个
,

少数细胞可分至 32 个)
,

然后原生质

分割
,

形成似亲抱子
。

光照开始后
,

分裂停止
。

除了

少数在暗中已经开始分裂而尚未完成分裂过程的

细胞在光照期仍处于分裂状态外
,

在光照条件下
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图 3 斜生栅藻 的生长
、

分裂和光暗之间的关系
---
一光密度

(6 :00一18 :00 光照期; 18 :00一6:00 黑暗期)

川 点钟

……细胞数

一般不产生新的进行分裂的细胞
。

从细胞核分裂到似亲抱子释放
,

一般在 4 小时之内即

可进行完毕
。

在 同步率差的培养物中
,

则整个暗期内皆有生殖现象
,

在光照期间也会有许

多细胞仍处于细胞分裂的
“
停滞

”

状态
,

而往往容易误认为在光照条件下也进行细胞分裂
。

与生殖情况相反
,

生长过程是在光下进行
,

光照开始后
,

生长立即开始(细胞体积增大
,

光

密度上升)
,

光照停止后
,

生长也随之停滞
。

根据实际计算统计
,

水生
一6 1 0 5 栅藻在一个光

暗周期 (24 小时)内
,

平均每个母细胞产生 8
.
7 个子细胞

。

在藻类生长繁殖过程中
,

我们用荧光显微镜对死
、

活细胞进行了观察计数
,

发现在培

养物中经常有一小部分细胞处于死亡状态
,

其数量在细胞总数的 10 多 以内
。

有的是营养

细胞死亡
,

有的是生殖细胞在分裂过程中死亡
。

死亡的细胞
,

先是颜色变淡
,

由绿而黄
,

嗣

后内涵物逐渐减少
,

成为空壳
,

最后细胞破碎而瓦解
。

死细胞在完全变空以前
,

一般显微

镜难于鉴别
,

在荧光显微镜下
,

则死
、

活细胞一 目了然
,

前者呈蓝色
,

后者呈深红色
。

( 六) 生活史分期 根据试验结果
,

我们将栅藻一个光暗周期中的生长
、

繁殖过程粗

分为以下 4 个时期
:
(l) 细胞增长期

—
从光照开始至光照停止

,

子细胞在光合作用中增

长并发育成熟; (2) 成熟期
—

经 12 小时光照后
,

细胞内涵物大量增加
,

体积增大
,

转入

黑暗即可分裂; (3) 抱子形成和释放期
—

停止光照后的 4 小时以内
,

细胞进行分 裂增

殖
,

产生似亲抱子
,

并纷纷释放 出新生个体
,

使培养物主要由子细胞所组成; (劝 细胞生长

迟缓期
—

光照停止后第 5 小时一直到光照重新开始的这一阶段内
,

细胞增长缓慢
。

培养

物光密度保持稳定(参看图 2)
。

在现行条件下
,

水生
一6 1 0 5 栅藻一昼夜只行一次分裂

,

即其整个世代周期为 24 小时
。

一种生物的世代周期的长短
,

可能是由该有机体在长期的生命运动历史过程中形成的一

种内在的时间因素所左右的
。

Pi
rs
on 等氏曾经提出: 小球藻生活史的长度主要受一种在

光照开始时即起作用的内在时间因素所控制
〔, , 。

我们认为
,

这种因素也是可以认识和可

以改变的
,

如何人为地调整世代周期的长短
,

是值得研究的
。

( 七 ) 细胞体积 对栅藻在生长繁殖过程中细胞 体 积 的 变化 作 了 大 量 的 测量统
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计
‘’
(见表 2)

。

试验的第一个光

照期间
,

细胞体积的增长最快
,

光照 12 小时
,

平均长到 29 。微

米
3。
进行生殖的母细胞

,

其体

积大都分布在 130一60 0微米
3

的范围之内 ( 占 生 殖 细 胞 的

90 多以上)
,

其中又以 23 0一40 0

微米
,

范围以内者居多
。

能 够

表 2 各类细胞的体积

细 胞 类 型

一般的生殖细胞

最大的生殖细胞 一

最小的生殖细胞
一

新生子细胞

第一昼夜细胞能长到的平均体积

第二
、

三昼夜细胞能长到的平均体积

体 积 (微米今

130一600

840

73

14一40

290

100一120

进行生殖的母细胞的体积相差很大
,

可以小到 73微米
, ,

也可以大到 840 微米
3,
大小悬殊

广一一一一一一一
一一一一, 1 0 倍

,

但两者在总体中均属少数
。

一般看来
,

母细胞体

/ XX.., 创沪尸

O ‘~ es es 一一一- - 一一一一一一-
1 2

·

3

( 培养天数)

图 4 斜生栅藻在培养过程中生长率

的逆升现象

积越大
,

形成的似亲抱子也越多
。

由于试验是采用批量培养 (ba
tch cul tu re ) 方式进行

,

随着藻类的生长
,

培养的理化条件 (光照
、

营养与分泌物

的积累等) 日益对藻类生长不利
,

在试验的第二
、

三天
,

光

照时间虽仍是 12 小时
,

但细胞体积平均只能长到 100 一
120 微米3

,

光照停止时
,

许多细胞未能长到足以分裂的大

小(130 微米
,

以上)
,

不能进行生殖
,

从而使培养物的生长

速率下降
。

前一天未能分裂的细胞
,

积累起来
,

在以后的

光照期再继续长大
,

进行生殖
,

往往又会引起培养物产生

生长率逆升的现象(见图 4)
。

在一般培养工作中常常出

现的生长速率时上时下的现象
,

往往就是这样形成的
。

�以�坦姗
。

留乙坦州粉平州

四
、

结 语

通过将近两年的高温培育
,

终于使斜生栅藻在本来不能适应的 42 ℃ 高温下能够正常

生长繁殖
,

并已表现出较高的生长速率
。

这说明
,

为了获得一个理想的藻类品系
。

采用某

种因素长期对藻种进行诱导锻炼和淘汰选择
,

是可以比较有把握地达到定向培育的目的
。

本文所报告的栅藻在高温条件下生长
、

分裂等方面的研究结果
,

对栅藻在一个生活周期内

的细胞生长和生殖进程
,

提供了一个明晰的图景
,

加深了人们对单细胞绿藻的生长繁殖规

律的认识
,

为实现单细胞藻类培养的高产稳产展示了若干可循的途径
。
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