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水华束丝藻碳氮代谢的特征及相互作用

摘要

蓝纲菌通过光合作用利用太阳能固定无机碳并释放出氧气，是地

球上氧、碳、氮、氢等元素循环的主要参与者，又是有机物的初级生

产者。由于蓝细菌细胞结构简单，主要营养代谢方式与真核生物和高

等植物相似，尤其某些蓝细菌具有特殊的固氮能力和方式。因此，采

用蓝细菌作为细胞代谢研究模式，可以必生物学基础研究提供平台，

也为微藻生物技术的发展奠定了基础。

本论文采用水华束丝藻943作为研究对象，测定了一系列生理、

生化指标及代谢关键酶的变化，在细胞水平上考察不同影响因子的作

用和效栗，研究了不同无机碳源对蓝细菌细胞的生长、分化和衰亡的

；作用，以及对生长过程中氮源圊化作用的影响，并结合文献报道对可

能熊调控方式进行了探讨#t|

实验首先对水华束丝藻943进行摇瓶培养，确定其生长条件尊结

果发现，水华束丝藻在温度为21．22℃、起始pH值为6．37，以及

0。4U随瑟的通气量下有较好的生长，培养基中适合的无机碳源和氮源

比例有利予蓝藻细胞维持碳氮代谢闻平衡，单独提高氮源(N。3_谶)

或碳源(C02)都会影响藻细胞的生长。在实验条件下，铵根离子可彻

底抑制水华束丝藻943生长。

培养基中的无机氮源对水华束丝藻的异形胞分化有一定抑制作

用，但通入C02可以诱导水华束丝藻细胞分化产生异形胞。异形胞的
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分化频率在一定时间内与C02的通入量有对应关系，表现为随着C02

通入量的增加而增加，当NaHC03为无机碳源时，异形胞的分化频率

几乎没有变化。C02浓度的增加导致细胞内碳氮比例失衡后，藻细胞

没有增加吸收培养基中的结合态氮源，而是产生异形胞固氮，说明藻

细胞的氮代谢存在多层次多途径的代谢调控。

为进一步考查碳氮代谢关系，实验过程中测定了硝酸还原酶及

6．磷酸葡萄糖脱氢酶活性。结果显示，当c02含量增加时，硝酸还原

酶活性有所下降，证明C02抑制藻细胞对N03‘的吸收利用。测定碳

氮中间代谢产物2．酮戊二酸在细胞中的积累发现，2．酮戊二酸的含量

与异形胞的发生频率有一定对应关系，在异形胞发生频率较高的培养

液中，2．酮戊二酸的含量相应增高。

在上述结论的基础上，考察了不同无机碳对其他经济藻种生长的

影响。改变培养基中无机碳源含量，测定三角褐指藻和小球藻的生长

曲线、硝酸根吸收速率以及碳氮比等参数。三角褐指藻和小球藻分别

在1％和3％C02含量下达到最高生长速率，测定细胞中总糖、总蛋白

的积累以及碳氮比，发现细胞中总糖含量和碳氮比随着C02通入浓度

的增加有一定增加，可能是由于C02浓度升高后对细胞光合作用有一

定的促进作用，细胞中总糖含量升高，总蛋白积累量变化不明显。

关键词：水华束丝藻，异形胞，二氧化碳，硝酸还原酶，2．酮戊二酸
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Characteristics and Regulatio珏Of Carbon anIdl Nitro譬e建

Metabolism i珏么矽蟊露嚣l知搬移撵秽箨，勋s。躇露鼯露矽

AbStrac量

Q旧nobaCteria，a phylum of bacteria mat Obtain meir energy t：hrough

phot08yIlmesis，is a main contributor of the 910bal pri贼呵produc既As

me main nutritional and metab01ic models in cyallobacteria are silniIar to

photosynthetic euka]哕ote aIld hi曲er plallts，cyanobacteria is a good

metab01ism research model for biology study．

面[1 this work，却五口以扬D，珂e疗D万伽一口口甜掰P 943 was chosen as research

material．和磊口胛瑟D玎ze忍D聆．／?泌一口g群口8 is a矗lalnentous cyanobacte^ul髓

capa_ble Of both photosynthesis and di缸拍gen蠡xation磁ldef ae∞bie

c强diti锄s． A se蠢es of physiologieal，bi◇che武e蕊 蠲d 糙et两文ie

ind主catofs wefe s垭d主ed．Ch鑫racte矗s专主es黼d羚g毪l撕。稳糯1es of e拍。稳

搬etab◇lism锄d o也of纛i鼬ge建鑫ssi瓶l毹ion p灿ay we忿inVestig越ed i建

the吡ole eell level．

The印t主观m eonditi潍是r也e伊owm of却办理残切珑绷D摆歹凇一a鸟拦以8

was s抛died in BG l l medium by examining e恐cts of temperature，initial

pH Value，mtmgen sources矩d air flow during the cultiVation．1ksults
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showed that fittest circ．ul粥tances f．or和矗口弼zzD班翻D力夕瓠一口g越翻呈鄹∞wm

was：teInpera衄e of 21·22℃，the iIlitial pH Value of 6．37，O．4l／min air

noW．Impr0Ved ni仃09en(N03‘一N)0r carbon(C02)resources prom1Dted

the gfo姒h of algae eells始ly豫d篚也e b越黼ce of in◇曙anic e积’弧and

ni的gen ele黼nts．№der the exper至芏蕊nta圭eo鬏ditions，me舔g奎cells ean

not use黜onium ni昀gen in me medi啪directly，and heterocyst of

却办以，z丘刀，靠《舰D弼．刀缸一口g“ae cens cultured in BG 1 1 wim amlnonium can

not be observed．It means that aI】mlonium ion caIl i曲ibit the伊Owm of

却磊露嚣ZzD7箨掰lp露．7轰粥—露垡掰口g eoll攀1etely：

址。砖髅协s抛dy me ef毙ct of mo略张ie e拍舳．o魏kte∞e≯t

development，air with di鼠rent C02 concen锄ti锄s was bubbled to the

medium．Comparing with air'C02markedly improVed the斟owth rate of

却办脬，z泐m绷伽加s-凹“口秽and heterOcyst di虢rentiation，and heterocyst

di鼠辩ntiat主。髓骶queney蕊a eertain倦ne felated to C02 co髓eentration．

However，tk addi矗龌of NaHC03击d not induee也e p妁ducti馓of

heterocysts．The increaSed C02 concen眦ion in t11e medium caused the

inlbalance be船een carbon and ni仃ogen elements， which enhanced

heterocyst能quencies ramer th题increaSing the abso破ion。of cells to

nitrog铋sou愆e．王专means the algae eells靛i拄og镰metabolism exis搬lce of

a趱ul乏童-le张l越疆lt主一eh越滋el懋e圭曲olie托窟：ul撕。戆。

Nitrate reductase and酉ucose一6-phosphate dehydfo咎nase acti、，i够

were calculated respectiVely．Nitrate reductase activi妙decreased by the
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addition of C02．The deteHl缸nation of 2—ketoglutarate sho、№d that the

accu枷lation of 2一keto百uta矗c acid was corresponding inereased to the

ml斑ber Of heterocyst cells．

弧e e毹cts of d主虢rent ino鸦anie cafb雠髓om贸speeies醴

搬ic∞咯gle we羚s蚀die文．?场戳昭施∞觑珑护泐磁豁级耀嬲d鳓肠愆Z融

c珏l缸嗣戤1％粕d 3％C02 eo嚣t髓￡孔撕eVe也e h适ks妻g羚wth怒te

愆spe嘶Ve垃罚tal虹如earbon，姒a1 p灼钯in alld ca南on ni的g铋rat幻

we托calculate鹂the地，出ocarbon accumulated in the cell was i芏lcreased 2Ls

well as the a，N ratio compared with the access to the concenn．ation of

C02，due to i11creased C02 concentration promoted photosynmetic

activities．

KEY WORDS：和而口，z泐，衍P胛D聪．∥Ds—ag“口e，heterocyst，carbon dioxi(1e，

ni仃ate reductase，2—ketoglutalIate
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．I．．1水华束丝藻简介

第一章文献综述

1．1．1水华束丝藻的形态特点

水华束丝藻是一种固氮蓝藻，可固定空气中游离氮为简单氮化合物以供藻细

胞利用，其藻丝直或稍弯曲，单一或藻丝侧蘑相连成束状群体。藻丝中部细胞短

柱形，里方形。细胞内具假空泡，有遮强光和漂浮的功能。末端细胞尖细，延长

成无色细胞。胶鞘模糊不清【l】，异形胞阂生，异形胞由营养细胞特化露成，是丝

状蓝藻类产生的～种与繁殖有关的特别类型的细胞。形状与一般细胞不同，圆形

色淡，成熟的异形胞是透明的，其细胞壁在与栩邻细胞相接处有钮状增厚部。水

华柬丝藻可在富营养水体中大量繁殖，形成水华，且细胞破裂后可释放贝蛤类毒

素，对动物和人类有潜在危险翻。

水华束丝藻的细胞增殖主要靠藻丝的断裂和段殖体的形成进行。段殖体系蓝

藻藻丝上两个营养细胞问生出的胶质隔片(凹面体)或由闻生异形胞断开后形成

的若干短的藻丝分段，又称藻殖段或连锁体。即在丝状群体中，有一段群体与其

他丝状体部分脱离，再分裂增殖形成新丝状群体【3】，舄时又能在细胞内产生孢予，

这种孢予不经休眠而直接萌发形成新个体。除此以外也能形成厚壁孢予，即休眠

孢子，由普通营养细胞增大体积，积累丰富营养，然焉细胞壁增厚面成。厚壁孢

子大多出现于丝状体类型的种类上，它的有无、形状、数目以及位置等，均为分

类的依据。厚壁孢子有极强的生命活力，畿在不利环境条件下长期钵眠，当环境

好转时孢子萌发成新的丝状体。有人报道，从已贮藏70年的千燥土壤中得出的

孢子仍有萌发能力溺。

{．{。2水华束丝藻的利用价值

Se湖a B懿蕊文矗等}捌通过研究发现水华柬丝藻的自然提取物对体终红血球和

皿浆样品有一定的抗氧化作用，对提取物利用氧化剂进行预温育，发现620删下
的吸光凌显著下降，标志着该萃取物中含有一种可快速被氧化的蛋自，并证实该

蛋白为藻蓝蛋白。藻蓝蛋白是一种属于光合作用体系的蛋白【61，包含有两个生色

豳的B亚基和包含一个的谨亚基，可利用魏蝴roxyap蕊te∞l硼蠲(斑tio A62饼A280 of

4．78)层析分离纯化。该蛋白的临床应用尚待进一步研究。Miy锄oto等【‘7】利用微生
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物方法以及有内因子的化学发光方法测定水华束丝藻干细胞中维生素B】2的含量，

其测定结果为616．3m∥lOOg，该化合物是否可被人体利用还需要进一步研究。

1．1．3以水华束丝藻为主的蓝藻水华危害

水域中含氮和含磷化合物的增多，造成水体的富营养化，藻类大量繁殖后使

水体变蓝或形成其他颜色，称之为水华。蓝藻为引起水华的主要藻类，此外还有

绿藻、裸藻和硅藻等【8】。我国近年来水华现象比较普遍，如滇池、巢湖、太湖等几

大淡水湖泊的严重水华至今仍然没有得到有效控制，其中滇池中形成水华的主要

是微囊藻属㈣(胁crD妒出砌功和束丝藻属∽p加刀泐聊e玎D刀^如肛)。
蓝藻在长期进化中形成了极强的生态竞争优势，在适合的环境条件下即可获

得最大生长率，并以指数级迅速增长。研究发现蓝藻具有自我强化机制作用的生

态生长调节裂101，可使其产生尽可能多的后代，从而使产毒菌株密度增加，获得
竞争优势，形成种类少而数量大的蓝藻水华。蓝藻的大量生长可改变水体的理化

环境，透明度降低，水体散发腥臭味，溶解氧减少。当水体中的营养素被蓝藻耗

尽时，蓝藻大量死亡，各种有害气体及蓝藻毒素大量释放f9】，最终导致水生态系统

的迅速崩溃。此外，引起人们较大关注的是形成蓝藻水华后蓝藻毒素带来的危害。

微囊藻属、鱼腥藻属、颤藻属和束丝藻属等都可以产生蓝藻毒素，水体中高浓度

微囊藻毒素可影响水生植物种群的多样性【12J，也可使鱼卵变异，鱼类行为及生长

异常，并威胁人类健康，有学者认为【lI】蓝藻毒素是引起我国南方肝癌高发的主要

危险因素之一。

其中，水华束丝藻产生毒素使牛中毒死亡现象早在20世纪初就有报道，但只

针对现象而言，无实质性研究进展。到20世纪60年代初，才真正对水华束丝藻

毒素进行研究和探讨，并从水华束丝藻中分离出的具有四氢嘌呤结构的生物碱，

经试验证明为水华束丝藻毒素Aphanto虹n I，药理实验表明113J，Aphantoxjn I毒性

较大，其半数至死量为lOm眺g(小鼠)不足5min足以致死。此种毒素是内毒素，
藻类溶解后方可释放出，对鱼类毒性极大。

水华束丝藻常为春秋季水体水华的优势藻种。YoShim勰a的观察表明【I 6j从当地

人工优养湖中分离出的水华束丝藻种不能在pH 7．1及1l℃以下生长，其形成水华

时间可从当地七月持续到十月。Shige0 Tsqimura等【17】研究了1999年Biwa湖和

Y090湖首次发生的以水华束丝藻为主的蓝藻水华现象。与这两个湖中的其他蓝藻

如微囊藻和念珠藻相比，在夏季少部分的水华束丝藻可以继续生长到冬季，说明

其对低温有一定的耐受性，并利用从Biwa湖分离得到的无菌藻株进行培养阐明温

度对其生长的作用。该藻株可在8℃以上生长，最适生长温度在23℃至29℃之间，
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甚至在5℃低光条件下也可存活至少25天。这些结果证实了其在晚秋和冬季产生

水华的可能性，并说明不同地区的水华柬丝藻种可适应不同的生长条件。

此外，金传蒴等us】利用BGl l培养基培养水华束丝藻N珏．5藻株并提取毒素，

采用AOAc小鼠生物检测法对纯种昆明小鼠腹腔注射，小鼠出现腹式呼吸，随后

抽搐至死亡，证实水华束丝藻NH．5株能产生麻痹性的贝毒素。它是～种作用于细

胞膜水平上的肌肉神经抑制剂，作餍机理被认为是通过阻止钠离子流的作用势能，

最后抑制神经传导。

W!illi黝等【l州报道水华束丝藻毒素引起神经肌肉传导阻滞的机制是阻碍了细

胞膜的钠通道传导，而对钾通道的传导无影响，且抑制作用有剂量效应关系，与

溽豚毒素、石房蛤毒素的作用相似，该隰滞作用是完全可逆的，即停止染毒焉，

会逐渐恢复到原来的动作电位。

胡智泉等【2l】用不同浓度的微囊藻毒素(MC．1嫁)处理自滇池分离的水华束丝

藻，研究了MC．RR对水华柬丝藻的生理特性和超微结构的影响。结果显示：lOH啦
的MC．RR可轻微促进水华束丝藻的生长，面l∞pg纯．饔l嘲转g厄的挞C．鞑己对水
华束丝藻表现为急性致死效应。藻的生理机能完全破坏，可溶性碳水化合物和蛋

白质含量上升，光合系统PS II活性迅速降为零。藻丝在48h后开始断裂、解体，

并逐渐溶解。其超微结构显示细胞膜受损，藻细胞内含物几乎完全渗漏。微囊藻

毒素对水华束丝藻有显著的溶藻效应【22】，微囊藻毒素在束丝藻与微囊藻的季申群更

替中发挥着重要的作用。

{。{。4形成蓝藻水华的主要影响因素

影响水华发生的首要因子是营养盐，N、P是藻类生长过程中必需的营养元素

l捌，它们在水体中的含量直接影响着藻类的生长，从而决定了永华的发生和可能

形成的规模和程度。据报道12叫在富营养化湖泊中，无风或微风时，水面平静，水

温20℃～30℃、pH6～9时适于水华藻大量繁殖。

J Lehtimal(i等【24j研究了环境条件对泡沫节球藻和水华束丝藻生物量和固氮能

力的影响，同时测定泡沫节球藻生成的毒素浓度。较之泡沫节球藻，水华束丝藻

较适合在低光照，低盐分以及较低温度的条件下生长。与细菌共同培养或提高磷

酸盐浓度都可使两者的生物量提高?而过高的无机氮会使两者生物量下降。细胞

和培养基中节球藻毒素的浓度以及氮固定化速率，通常在促进生长的条件下达到

最大。在高温，高磷酸盐浓度以及强光照条件下细胞内节球藻毒素浓度增加，两

高盐和高无机氮培养基中降低。培养基中节球藻毒素浓度随培养时间增加而增加，

说明细胞内毒索随细胞破裂而释放到培养基中。
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Eli呔a等猫弼提取水华中蓝藻并遥过实验发现蓝藻固氮能力与培养基中氮元素

含量稠盐浓度呈负相关，面在低氮条件下，增加培养基中磷元素浓度可有效提高

蓝藻固氮能力。W研sbau曲等【14l对加利福尼亚的Clca=r、潮水由水华束丝藻引起的水

华现象进行了研究。加利福尼距的ele盯湖水温暖且较浅，杂质较多，富营养化严

重。l孵5年，在水华柬丝藻的大规模生长期间，该湖泊的三大水域溶铁离子水平

从原先的15．30燃ug降低到2mllg。在实验条件下铁离子的增加可使蓝藻氮固定他速

率提高500％，说明铁离子的增加可显著提高碳固定速率和叶缘素合成速率，且硝

酸盐的加入促进了碳固定和叶绿素的合成但限制了氮的豳定化。生物量的测定表

明Cleaf潮中蓝藻和其他藻类的生长常常受到聚合氮源直接限制作用，偶尔也受到

铁离子和磷含量的影响。通过限制氮固定化，环境铁离子含量的增加可降低蓝藻

对氮源的利用，从而减少蓝藻生长。

l。2蓝藻的光合碳代谢

蓝藻是一类分布广泛的原核光合白养生物，以叶绿素a为主要光合色素，通

过Cal、蕊循环固定C02光合作用过程释放氧，并生成还原耱供细胞利用。微藻的

营养方式有光囊养，混合培养，异养等三种【26】。光盘养是指藻细胞利用光能为能

源，利用无机碳作为碳源进行光合作用的营养方式，混合培养是指藻细胞同时利

用光和有机物为能源，同时利用有机物和无机碳为碳源的营养方式，异养是指藻

细胞以有视物为能源和碳源的营养方式。混合营养与光自养相比，微藻的混合培

养方式具有生长速率快，对光的依赖性减弱或提高光能利用率等特点，而与异养

相比，能够以混合方式生长的微藻种类很多【20】，且能合成有光调节而生成的代谢

物。

蓝藻在细胞肉利用l，5．二磷酸核酮糖羧化酶一氧化酶(R西is∞)固定C02，有些

藻种也可直接利用HC03。作为无机碳源。在淡水蓝藻种群的增长过程中，环境中无

机碳浓度有可能下降至岫ol／L水平，由于C02在水体中扩散较慢，这种低浓度
Ci可维持较长时间。在这种条件下，蓝藻细胞中C02浓缩机制(C02 concen缸．ating

me出鑫蕾sm。CCM)可被诱导出来12。丌。CCM机制是某些水生植物为保证其光合{搴用

的碳源供应所形成的提高细胞内C02浓度的生理机制。蓝藻是典型的CCM生物，

其CCM机理得到了详尽的研究，并取得了显著进展。Reinhold等【28】提出的羧化体

模型，成功的从原理上阐明了蓝藻CcM的基本过程。此模型由3个假设组成：

(1)位于细胞膜上的Ci泵(包括C02泵和HC伤。泵)，将细胞外的C02和辍C03+主动转

运到细胞内。无论Ci泵以何种形式的Ci为底物，释放到细胞内的是Hc03。；

(2)Ci在细胞内的主要存在形式是HC03。，细胞质内无碳酐酶(Carbonic anllydrase，

4
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简称CA)，HC03’与C02处于不平衡状态，因为HC03。是离子，细胞膜对它的通

透性眈C02低的多，从而降低Ci的泄漏；

《3)eA和凡蠡is∞全部位于羧化体内，在CA的催化律用下，珏C03’和C02在羧化体

内进行快速转换，由高浓度的HC03’在Rubisc0的活性位点附近生成高浓度的

C02而使其固定反应以较快的速度进行。

，，，”一。。。。””一一一一一。。’一。。。‰～、

，， 参“数嚣缓 ‘～

f ～

、、。．。．．．曼冀：羔翌．．．，一，、～●________-●___⋯___-_∥r
圈l-耋藻细胞中碳分子传递和代谢相关酶

，

F逛．1·l ne拄勰Sp嘲翘d a鹦imilation of缸鹳纽icC ill cy黼obact碰嘲cens

当环境中无机碳浓度较高时，如自然的碱性淡水中浓度可达到15．22mIno儿，

在这种条件下生长的蓝藻对C02的亲和力较低，cCM机制受到抑制}捌。此外，浮

游植物静群的增长还会弓|起环境p珏值舞高(可达到lo。0以上)和溶解氧浓度的上舞

(可达到饱和水平的100％～200％)，从而有利于浮游植物进行光合呼吸【28】。

{。3固氮蓝藻的氮代谢

氮是藻类生长的必需元素，在地球上的存在形式有无机态和有机态两种。一

般来说，藻类较易吸收利用无机态氮，主要有NH4+．N、N03。二N和N02’_N。其中N02乞N

在自然永体中含量很少，部分蓝藻也可利用尿素和四氧化二氮及谷氨酸盐作为氮

源【3l】。微藻对铵盐和硝酸盐的吸收到用速度受各种条件的影响。在能量歪足时，

5
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硝酸盐的利用率低于铵盐，即在低光强下细胞利用铵盐的速度比硝酸盐快，但对

大多数蓝藻丽言，培养液中较多的铵态氮是有害的f33】。
”

蓝藻最普遍利用的是硝酸盐。硝酸盐在进入细胞后，经过由硝酸还原酶(NR)

和亚硝酸还原酶(NiR)催化的两步还原反应(32】，转化为细胞可利用的铵离子形式。

铵离子可在谷氨酸合成酶作用下合成谷氯酸参与代谢，但该途径能耗较高，一般

通过谷氨酰胺一酮戊二酸氨基转移酶途径(GOGAT)，每生成一分子的谷氨酸耗去一

分子的NADPH和ATP，如下图所示。

图l-2蓝细菌对不同形式氮源的利用

F嗨1_2 ino唱aIlic觚d o唱aIlic N can be used by cyallobact甜a

1．3．1异形胞的形态和作用

已知的固氮蓝藻除少数种类外，都是丝状体。固氮蓝藻在无化合态氮的条件

下进行光合自养生长时，通过丝状体中的营养细胞分化成异形胞进行固氮，、主要

过程由固氮酶完成。蓝藻的固氮酶(Ni曲gcn嬲e)包括多个固氮蛋白复合体I刈，固氮

酶复合体包括2个蛋白：固氮酶(Dini订ogenaSc)和固氮酶还原酶(Dini们geIlase

积毡clas0。固氮酶Ⅱ2参2是1个异源四聚体，分子量约为220～240kD。伐亚基和p亚基
分别由哟曰和雅拶湛因编码【35】。固氮酶还原酶是1个单酶，分子量约为67～7政D，
在调节电子从电子供体到固氮酶的传递方面起作用，由雅雅因编码。除了这三个
哟结构基因，还有很多的基因与固氮过程和调节固氮有关。固氮酶在将分子氮还

原为N量主3的过纛是1个高度吸能反应，需要A卯作为代谢熊量，这一反应伴随着将

质子H+还原为H2：
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N2+8}r’十8e_+16ATP_2NH3十}b+16ADP+16Pi

固氮酶对氧气高度敏感，所以许多固氮生物被限制生活在适合它们的厌氯微

生态环境p6】，而产氧的蓝细菌不得不演化，采取方法保护固氮酶的活性不受到自

身代谢产生的氧破坏。有的可进化成一种产氧光合作用和固氮作用在时闻上进行

分离，白天进行光合作用，晚上进行固氮作用【37】。然而，许多早期的丝状体蓝细

菌可以演化，它们中间小部分细胞分化形成异形胞，营造合适的厌氧微环境，专

一行使围氮作用【3引。

在形态结构和生理功能上，异形胞有以下明显特点：异形胞体积通常比藻丝

的营养细胞稍大，也有的无明显差异或较小，胞壁外有明显增厚丽形成包被。在

电镜下观察可看出增厚的包被分为3层，内层为糖脂层，中闯层为多糖层，井层为

较为疏松的多糖层【39】。外层的富集是最早的形态上的变化，然后才是中闻层，最

后是内层。胞外的外包被层，特别是糖脂层，降低了气体向异形胞中的扩散，有

利于维持细胞内的厌氧环境。

异形胞纲胞的两极特别增厚，并形成一狭细孔道与相邻细胞相通，从两获得

还原力和碳素营养。细胞质中的颗粒状物质溶解消失，光镜下观察呈均质状态，

细胞常呈淡黄绿色或呈透明状。异形胞内不会藻胆素，但仍含叶绿素a。异形胞内

原有的类囊体破碎，形成新的膜结构，在细胞中呈网状排列，彼此密贴或缠绕成

螺旋状。成熟异形胞中的类囊体常集中在细胞的两端，形成半晶状的晶格结构，

后期破裂，在两端形成折光性较强的极球140】。异形胞中的核物质不集中在细胞的

中央区域，而是在细胞中呈漫散均一状态。

圈l-3 40傣光学显微镜一F水华束丝藻藻丝体中异形胞

F迫．1-3 heterocyst cdls柚d vegeta红ve cclls of却办靠，l泐m删绷儿峪一露g凇P

由图1．3可见，水华束丝藻中异形胞形态较规则，胞内颗粒状物质基本不可见，

7
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光折射率较高，细胞壁明显增厚，边缘光滑，一般在藻丝体中间出现。

异形胞在生理功能主仅具光系统l(PS 1)，丽不具能放氧的光系统{I(PS 11)；

异形胞离体呼吸速率较高，约为230pL蹦(mgN妇．)，而藻丝体内营养细胞的呼吸速
率为1 59．4止蝴gN．hr)【4ll；异形胞不能圃定碳，所需碳化合物需从邻近的营养细
胞获得，且一经形成就不再分裂。衰老的异形胞常从藻丝上断离，不久即瓦解，

但某些种类异形胞可以萌发产生新的藻体。有些种类异形胞与厚壁孢子的形成可

能有关，从而影响藻细胞的生长繁殖。异形胞常将藻丝分隔为藻殖段，而且藻丝

极易从异形胞处断离，每个藻殖段均可发育成一个新藻体。由此表明它在藻丝进

行藻殖段营养繁殖上有重要作用。

1．3．2异形胞中的生物代谢

在培养基中缺乏化合态氮源的条件下，蓝细菌丝状体上大约有5．10％的细胞分

化成异形胞f421，为营养细胞提供足够的氮源，以维持整个菌丝体的正常生长；同

时营养细胞也会将生成的碳水化合物H31提供给异形胞，两个不同类型的细胞在丝

状体上相互依存。因此，异形胞对丝状体可固氮蓝细菌的生长非常重要。

图1_4异形胞中的主要代谢途径和营养输送

Fig．1．4 C矧bonhyd妇te me协1bolism in het甜ocySts粕d the exchallge ofcompounds be时eeIl

k睡ocysts鑫靛d vege锄ve cells

异形胞在形成过程中可以诱导产生蛋自酶‘矧，这些蛋白酶可以降解藻胆蛋白和

一些固定二氧化碳的酶类，异形胞中还可诱导产生氢化酶和氧化戊糖途径中的酶

8
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类，并产生谷氨酰胺合成酶及谷氨酰胺合成酶的运输系统。

对鱼腥藻的基因研究证实，营养细胞中的碳源以蔗糖的形式运送到异形胞，

其中编码蔗糖合酶的葶l蒯基因附】在圈氮生长的条件下逯常以较低的水平表达。其

它类型的运送方式尚不清楚。细胞色素c氧化酶参与的呼吸作用在异形胞中发挥着

重要的作用，可以为氮气固定提供ArP，并且可以为异形胞创造一个微氧的环境【伺。

在大多数蓝细菌中藻青素是氮源的储存物泌强，但藻青素的代谢对于有氧条件下的

生长不是必须的，藻青素也是异形胞向其它营养细胞输出氮源的方式之～，其输

出形式尚不清楚。

1．3．3异彩臆发育的调控

异形胞的发育涉及到蓝细菌对细胞外界氮源缺乏信号的感应，对胞内生理或

者细胞周期信号的感应，以及菌丝体上细胞之间的交流。在蓝细菌中，氮代谢途

径最关键的步骤是谷氨酰胺合成酶(GS)和谷氨酸合成酶《GoQ螺)催化的反应，即

GS．GoGAT循环。而蓝细菌中因为缺少2．酮戊二酸脱氢酶【删，其三羧酸循环不完

全，生成的2．酮戊二酸作为碳架直接参与谷氨酸的合成。所以，2．酮戊二酸作为一

个重要的中间代谢产物将生物体中碳氮代谢有视的结合在一起。

珏戎R可能是最早调控异形胞发育的调控因子，也是异形胞发育的关键调控因

子。缺乏五既R基因的突变体不能发育形成异形胞【4引，^e坎基因的超表达则能提高菌

丝体在缺氮条件下异形胞形成的效率，并出现多个异形胞串连的表型，甚至在有

化合态氮源的条辞下，也可以形成异形胞。研究证实，H根是一种不太常规的丝
氨酸蛋白酶【嗍，可以自我降解，也可能降解其它的蛋白质。HetR是～种DNA结合蛋

白，HetR的二聚体是DNA结合所需要的I硎。HetR可以与JIlP吠，Jjl卅和p口艘基因的
启动子结合，这意昧着这些基因的表达可能受到H积的直接调控。

在蓝细葛私巍疗施勰曩PCe7120中，培养基申氮源的缺失可以诱导Jig缓基因的表

达。缺氮后1至2小时内，JIle龌基因开始大量表达，3．5小时内即可发现矗e缓基因在一

些间隔的细胞内大量表达，这些细胞即是正在分化的异形胞。研究表明j矗PfR具有

正向的自我调控功能，而且Jilg绽的表达受嚣地墨的正调控￡翻，受到磊g掰豹超量表达抑

制。在氮源缺失的条件下，五锨和嚣别的表达是一种相互依赖的关系。 ，’

固氮酶结构基因栅懈的表达是在异形胞的发育过程中受到调控【5¨，除了缺
氮和无氧的环境能引起它的表达外，还需要有异形胞发育的完成或部分完成。在

有氧条锋下，通常只有在异形胞完成形态发育后才能表达。由此可见，细菌缨胞

中有高度的组织性，不同的过程发生在一定的时候，碳元素和氮元素作为生物体

中两大重要元素，不同的代谢过程必然有一定的相关性。

9
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1．4碳代谢与氮代谢的相互作用

碳元素和氮元素是植物体内两大重要元素，其代谢是植物体内最主要的代谢

过程。蓝藻的特点是既能利用无机碳，有机碳，又熊利用空气中的氮和结合态氮，

情况更为复杂。碳氮代谢都需要消耗来自于C02同化和电子传递链的有机碳和能

量，因此关系非常密切。从总体上番，光合碳代谢为氮代谢提供能量和碳架，氮

素代谢同碳素代谢竞争光反应生成的同化力及其代谢的中间产物。

溉

笋

m警le

弱
镰??。。，镳

圈l-5蓝细菌碳氮兀素代谢相互作用

F醵l·5 Illte媳cti∞s be魄e瓤ni的g黜and c—煳meta．bolism虹cyanobac矧a

光合碳代谢一方面通过光合链提供还原剂，一方面通过光合代谢产物提供还

原剂。从氮代谢的整个过程看，从N03。还原成N02一需要由NADH提供两个电子，

N加H主要来自于光合碳代谢，而N02‘还原成NH4+所需的6个电子直接来源于光
反应形成的还原Fd，与二氧化碳同化竞争光和电子；从氨离子到谷氨酰胺再到谷

氨酸的转化，不仅需要期限和还原Fd，而且需要仅酮戊二酸作碳架。

生物体中无机氮代谢消耗同化力，同时利用C02同化产物作为氨基受体形成
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有机的碳一氮化合物。因此氮代谢可在两个水平上影响C02的同化，～方面通过

参与还原力和筒m的竞争，降低C02同化的速率；另～方面，氨同化中消耗a酮

戊二酸会减少C02同化产物。

-1．5本论文的主要内容

由水体富营养化引起的水体水华是目前世界各国箍临的重要环境闯题，大规

模的蓝藻水华降低了水资源利用效能，引起严重的生态破坏及巨大的经济损失，

焉蓝藻毒素的产生给公众健康带来极大隐患。水华束丝藻因具有异形胞可进行固

氮，pH适应范围广，生长温度偏低丽常为春秋季淡水水域水华的主要藻种，研究

无枫碳代谢对氮代谢的影响并由此得出不同条件下异型胞的形成，不仅对蓝藻的

生命机理有重要的理论意义，更在控制水体水华秘蓝藻固氮利用等方面有广泛的

应用价值。

本文选择水华束丝藻943为主要研究对象，利用生理学、生物化学和生化工程

的方法和手段，从细胞水平和分子水平研究蓝藻光合碳代谢对细胞氮代谢的影响

和相互作用关系，以及环境因子对蓝藻细胞的生长分化作用。最后采用小球藻和

三角褐指藻这两种经济藻种来探讨结论在工业生产中的理论指导作用。其中具体

的研究内容如下：

(1)以水华束丝藻943为研究对象，研究不同生长条件对该藻种生长繁殖的影

响，以获得最佳生长条件，为下一步的反应器中培养确定依据。

(2)在反应器中对水华束丝藻进行培养，改变无机碳的供给量，探讨光合碳代

谢对氮代谢途径和细胞分化的影响。

(3)以小球藻和三角褐指藻为研究对象，探讨在不同无机碳源条件下对氮源的

利用和对最终收率的影响。
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2．1藻种

第二章材料与方法

所用藻神水华束丝藻943由中国科学院水生生物所提供。

2．2培养方法

2。2．{培养基

水华束丝藻及小球藻培养基：BGll培养基。将各种营养成分分别配制成储液

4℃保存，使用时将各储液按比例混合。

表2．1 BGll储餐液组成成分和每井工作液的配比

Stockl Stocl(2 Stocl(3 Stock4 Stock5

2ml 50ml 2ml l棚 lml

按比例配制好后，补加去离子水到lL，调pH值为7。5。其中无氮的8Gl l培养基

组成为取同质量的N妃l取代储冬液中NaN03。 。

三角褐指藻培养基：加富的人工海水培养基，

表2崆人工海水培养基的配制方法

Mol。Wt Mol嚣∞簸e鼹燃i∞细01) ∥L sol戚。鼓

NaCl 58。甜 O．3267

Na2S04

KCl

142。湃

74．56

O．0250

O．0080

21．1939

3．5500

O．5993

NaHC03 84．OO O．002l O．1735

13
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表2_3舵加富溶液营养元素、微鬣元素和维生素储备液的配制方法

2．2。2藻种的纯化

在BGll液体培养基中加入1．5％之．O％的琼脂粉，高温灭菌，冷却詹倒入消毒

的培养盟中，制成平板。在超净台将待分离的藻液通过涂布或者划线的方法接种

于平板上，然后静止于光照培养箱内在适宜温度下培养到出现单藻落。
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2．2．3藻细胞的摇床培养

在无菌条件下，将适量藻液接入盛有lOOml培养液的250ml摇瓶中，初始接

种浓度一般为106个枷，接种后，将藻液置予HzQ-Q光照摇床中培养，摇床转
数为lO铆腑，光源由40W目光灯提供连续光照，温度根据需要由摇床控制，瓶嚣

处光照强度为62岬ol photon m乏妒1。

2．2。4藻细胞的气升式反应器培养

该反应器为内环流式气升光生物反应器，总体积力2．5L，有效体积为2。OL。

反应器由罐体、取样管、气体分鸯器等部分组成，反应器温度由水浴通过循环水

控制，光照由安装在罐体前后的光源板提供，每块光源板上横向平行排列六支日

光灯管，通过控制面板的开关，可改变罐体表面接收光强。空气由微型气泵提供，

通气量和二氧化碳浓度通过气体流量计控制，二氧化碳与空气定量混合后，通过

孔径为O．2岬的空气过滤器除菌后进入进气管，通过气体分布器分散为均匀细小
的气泡，进入罐内。

2．3试剂及分析测试仪器

实验中所用的分析测试仪器如下表。

表20实验中常用仪器列表

仪器名称 规格 厂家

光照摇床

气升式光生物反应器

电子天平

pH计

冷冻离心机

氧电极

光学显微镜

分光光度计

超声破碎仪

光合有效辐射计

HZQ-Q

2．5L

R～2004

Delta32Q

Neo兔ge 15R

DW2趁

BK3∞

723N

ln’92-2D

FGH．1

■

lS

东联电子技术开发有限公司

上海精密科学仪器有限公司

M甜lefTdedo

Heal．fo愆e 。。

英国Ha辎基e如仪器公司

奥特光学

上海精密科学仪器有限公司

宁波新芝科器研究所

北京师范大学光电仪器厂
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实验中使用无机盐和常用化学试剂为国产分析纯试剂。

2．4生理指标的测定及常规分析

2．4．1细胞干重

取相同培养条件下不同生长时期的藻细胞loml，置于已知重量的离心管中，

12000印m离心，弃上清，沉淀用去离子水洗涤重悬浮后再离心，弃上清直至充分

洗去无视盐，将藻体于80℃干燥8小时，在干燥器中冷却至室温后称重。

2．4．2细胞叶绿素浓度

取待测藻液3ml，离心收集藻细胞，加入等体积甲酵，用移液器混匀，4℃下

避光浸泡扣14小时后，1200锄pm离心lO分钟，取上清测定OD懈值。根据公式：

Clll(p咖1)=13．9xOD665，计算样品中叶绿素a的含量【531。

2．4。3光合放氧测定

光合作用伴随着氧气的释放，因此，测定藻细胞单位时间内的放氧量可以衡

量其光合作用活性。本试验采用氧电极法通过电极中扩散电流的大小来测定反应

中氧气含量的变化。·

氧电极(英国Hansatech公司生产)由CBl．D反应室，磁力搅拌器，光源，

数据采收等几部分组成。其CBl．D反应室为约4m1的密闭系统，反应室温度由恒

16
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温水浴槽通过循环水控制，光源为红色发光二极管。氧电极每次使用前都必须经

过饱和氧，零氧标定，通过o)【ylab软件预先设定试验过程中光强变化及光暗比时

闻，然后取不嗣条件下培养藻液2攮l加入反应室中进行测定。光合放氧速率以单

位时间、单位质量的叶绿素释放的氧气的质量数表示。在恒定温度下，每隔一定

的光强，测定一个光合放氧速率和呼吸速率，实测的放氧速率则为光合作用减去

呼吸作用的差数，称为净光合速率(N嘟hotosyn像eS弧，NPs)，将呼吸速率(Respifa￡ion

￡踟，陋S)加上净光合速率，则得到真实光会速率(虱摅e曲。幻s弦蚰is燃e，四S)‘刈。
根据H铋ley的方法以方程P=Pm×taIlll(a×I／P’m)+Rd对实验数据进行拟合并计算

各参数。其中P为实测的净光合放氧速率，I设定的光照强度，Pm为最大真实光

合放氧速率，可用来表示光合速率。饱和光强(站和补偿光强(1c)分别根据以下公

式计算：lk=(Pm+R妣；l萨黜№。其中饱和光强表示光合作用达到最大速率时
的光强度，补偿光强表示当光合作用和呼吸作用相平衡时的光照强度。

2，4。毒光强测定

光强用FGH．1型光合有效辐射仪(北京师范大学光电仪器厂)测定。由于所

用光源为目光型荧光灯，光照度计测定值与光合有效量子辐射密度关系为1wm之

≈4，6陋oh-2∥l≈250hⅨ。

2．4．5异形胞出现频率

将不同培养条件下定时取出的样品置于光学显微镜下观察，分别对营养细胞

和异形胞进行计数，并计算异形胞占细胞总数的百分比。每个样品做三次重复以

减少误差。

2．5化合物定量分析

2．5．1蛋白质分析

取对数生长期的细胞，新鲜培养基洗涤三次，冰浴条件下超声破碎，破碎条件：

超声时间2s，间歇时间5s，全程时间lOmin，功率80W。4000叩m离心后收集上

清液，采用修正的klw哪法㈣测定蛋白浓度，以牛血清自蛋白作麓标准蛋皇。
2。5．1。l试剂

试剂A：含2％NaC03、O．4％NaOH、0．16酒石酸钠和1％(w愚)SDS。
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试剂B：含有4％{CuS04·5H20。

试剂C：用蓠将试剂A和试剂毯按l∞：1的比例混合。

福林酚试剂：用前用蒸馏水稀释一倍。

标准蛋白：牛血清白蛋白(BSA)溶液，浓度配制成O．01、0．02、0．04、O．06、O．08、

o．1簖的水溶液。

2．5．1．2标准曲线的绘制：

取1ml不同浓度的BSA标准溶液加入到不同编号的试管中，分别加入3谳试

剂C后室温静置30min，分别加入O．3m1稀释的福林酚试剂后，在漩涡混合器上激

烈混合，室温静置45min后在分光光度计上，测定66。II嘲下的光吸收值，得到标

准曲线。

图2．1蛋白质浓度标准曲线

Fig．2_l The stand羽cllrve矗)r the deternliIlation ofproteill concen跏ion

2．5．1．3样品蛋囱含量的测定

将处理好的待分析样品按上述方法测定样品的光吸收值，再按回归方程计算如

样品的蛋白含量。

2．5．2氮源的剽用

2，5．2．1培养过程中N03‘的消耗

对不同培养条件下生长的藻细胞进行取样，1200蜘pm离心10min后，在220nm

波长下测定样菇上清液的吸光度，并通过标准越线计算出样品中所含的硝酸根浓

度闱。

2．5．2．2 N03。浓度对吸收速率的影响

一盖一最。-2盆
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收集不同条件下培养的藻细胞，以BGllo培养基清洗三次并重悬浮。分别加入

终浓度为0，50，100，150，200，250，30衄Hnol／l的NaN03，并根据不同的培养

条侉加入不同浓度的N搬C03或逶入不同毙铡的C晓，在光强为lOO箨壤ol簌产s．‘，温

度为2l℃条件下放置15蹦n后，离心除去藻体，测定上清中N03‘的浓度。样品中

N03。吸收速率以含有1pg叶绿素的藻细胞每分钟吸收的N03’的摩尔数来表示。每

个样品至少测定三次。

宝

重
臣

图2．2 N03’浓度标准曲线

Fig．2-2 The stand删伽M ofN03’concen咖tion

2．5．2．3藻细胞对N03一的转运速率

取对数生长期细胞，离心得藻细胞并于强s．HCl缓冲液中洗涤三次，加入同
体积BGll培养基，分别通入不同含量的C02或NaHC03，于原培养条件下分别放

置20、40、60、80、100、120min，离心去藻体，测定剩余N03。含量，测定三次

取平均值。

2．5．3胞内可溶性总糖的测定

收集藻细胞予冰浴中超声破碎至细脆破碎完全，破碎液在5∞蛳碰离心，取

上清液，采用硫酚法【57】测定可溶糖浓度，以葡萄糖为标晶。

硫酚法测定可溶性总糖标准曲线的测定：取1ml不同浓度的葡萄糖标准溶液

于20ml统一规格的玻璃试管中，加5％(Ⅵ枷)的苯酚溶液lml，取5ml浓硫酸加入

后立即摇匀，室温放置2Qm诬，利餍分光光度计测定47瀚m下的吸光度。
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莹
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要
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观》椭

图213麓莓糖浓度标准睦线

Fig．2-3 111e姗dard伽w of冒uco∞c彻c铋妇tion

2．5。4细胞中总氦的测定

收集反应器中藻细胞，12000rpm离心去上清，沉淀藻泥经冷冻干燥后获得藻

粉，利用KDV9820凯氏定氮仅对样品进行总氮测定。取一定量样品置于消煮管，

称取39硫酸铜和硫酸钾组成的催亿剂，滴加l妇ll浓硫酸，予控温消煮炉中碡∞

℃消化3小时后，取被测样品上机完成下列化学反应：

(NH4)s04+2NaoH壹堡签塑一a2s04+2H2(H2NH3 f

反应中释放的氨气与水蒸气一起经冷凝管冷凝后，被收集到装有硼酸吸收液

(含混合指示剂)的三角瓶中，用滴定管进行漓定，经过酸滴定量，可计算含氮

量。其中凯氏定氮仪自动完成对样品的定量加碱、自动蒸馏过程。

含氮量：N(％产1．401×M(v_V0．)厂W

M标准酸摩尔浓度；

W样品重量；

vo空白样滴定标准酸消耗量(毫升)；

V样品滴定标准酸消耗量(毫升)。

标准酸配制好后摩尔浓度受烘干的碳酸钠进行濂定，采用溴钾酚绿的乙醇溶

液为指示剂。

20
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2．5．5细胞中总碳的测定

收集干藻粉后用T()C分析仪对细胞内总有机碳进行测定，以草酸为标晶。

Skalar ToC．Primacs．Slc的标准分析范围为O．05-lmg，反应时间7min，载气为高纯

度氧气，反应温度：ll∞℃。测定时将坩埚烘干至恒重，称取一定量样品，放入

TC测定橱中，利用Sl(alar操作系统程序设定开始测定并进行积分计算。

闰2—4草酸含碳量与T℃屺测定面积标准曲线

l№．20 The standam cIlrve ofoxalic acid c∞cen州锄岱dmatcd by absorption p怕k area

2．5．6 2一酮戊二酸的测定

2．酮戊二酸的主要作用是为铵根离子通过GS．GOQ盯合成途径提供碳骨架，

在细胞内缺少结合态氮时2．酮戊二酸可能会发生积累【s8l，同时细胞中不同的2一酮

戊二酸含量对N03。吸收和利用有一定影响，且对异形胞早期分化有促进作用。藻

细胞2．酮戊二酸含量可用高效液相色谱法f蚓测定。方法如下：收集一定量不同条

件下培养的徽藻溶液，80℃水浴加热l黼妇，冰浴5m诫，1200响)m冷冻离心l镛妇

后过O．45哪滤膜待用。衍生体系包括：0．2稍0．铊mo城NaO珏；0．4旌ll l缸魏。掰盐

酸苯肼；O．钮ll 0．1 m{◇班磷酸缓冲液(pH=7．O)。室温反应20分钟后，通过高效液

裙检测器进行检测。

分析柱： A玺l谨￡Eelipse XpB—C l 8

检测波长： 3弱嗽

迸样量： lOpl

流动相配比： A： 磷酸盐缓冲液：13mmol／L KH2P。4

2l
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B： 100％甲醇

A：B=95：5

1 mmol／L X乏HP04

图2弓2．酮戊二酸的高效液相测定面积标准曲线

薹蟹2-S飘瑶s纨l玉耐潮硝ofa一＆b舀毽救|豫童c∞拄e∞雠蛀。珏嚣妇l鑫|{睡姆abso零螽on弦放a蝴

2．6酶活性分析

2，6。l硝酸还原酶活性

2．6．1．1测定方法

取适量培养液于12∞蜘)m离心1睫妇，收集藻细胞并用豫s．HCl缓冲液QH7．5>
洗涤后重悬浮，冰浴超声破碎，8000叩m，4℃冷冻离心，收集上清波待测，取l“

细胞粗提物加入4ml反应液中，30℃保温lOmin，剧烈混合，加入0．8ml lmol／L

NaOH和0．4商lmoⅣL znS04混匀，25009离心lon[1iIl后去除细胞碎片，取上清测

定生成的瑟硝酸根含量，单位酶活定义为每分钟每单位质量(箨爹蛋自震催纯产生

的N02’的pmol数f鲫。

测定酶活反应液包括：O．8ml 0．5mo肌。Tris．HCl缓冲液(pH9．0)；O．5ml O．8moⅥ。

Ⅺ噜03溶液；O．5脚4n瑚。忱溴酚蓝(BPB)；O．4ml O．01mo班。EDlA：O．4ml 0．05mol／L

Na2S2瓴。其中连二亚硫酸钠需溶于事先脱气的5艇聪。儿的NaHC03溶液中，实

验前配制。

2．6．1．2贬硝酸盐的含量测定161】

试剂：称取O。059磺胺(Sul羲milan翔ide)，溶解于50ml的10％(vM盐酸溶液中。
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称取O．059萘基乙烯二胺(NED)溶解于50ml热水。使用前将上述两种试剂同体积

混合，即为秭ess反应液。
标准曲线：将亚硝酸钠配制成浓度为O．5、l、5、10、30、50、70、lOOpmo协

的水溶液。取2ml不同浓度的标准溶液加入不同编号试管中。再分别加入lml Gfiess

试剂后室温静置l。lIlin，用分光光度计测定540l】m下的光吸收值，得到标准益线。

样品测定：将待分析的样品按上述方法测定样品的光吸收值，根据回归方程

可计算出样品中的亚硝酸根浓度。

O‰

图2石N02．浓度标准曲线

Fig．2_6 ne s协nd捌cIlrve ofN02’conc雌呱ti∞

2．6．2葡萄糖一铲磷酸脱氢酶活性

适量的培养液于400钕pm离心l雠妇，用强s堪Cl缓冲液(p珏7．5)洗涤并定量
悬浮藻细胞，冰浴超声破碎詹，800钢陋，4℃离心，收集上清液待用。在总体积

为3擞l的反应液中含有300}lM强争HCl◇H7。5)，2pM NADP，2．5弘M G-6巾和l∞啦。

细胞破碎液，迅速混匀后放入可见分光光计中，于25℃测定反应液在34触m光吸

收值的增加速率，每隔半分钟记录一次，共记录15分钟。酶活计算取三次重复测

定的平均值【62】。

2．6．3固氮酶的活性测定

采取通用的乙炔还原法进行测定。基本原理为固氮酶为多功能的氧化还原酶，

除了还原N2外，还能还原多种类型的底物，如乙炔，氰化物，联氨等。用气相色
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谱仪可测定乙炔还原为乙烯的产生量。测定方法为：取15mi细胞悬浮液置于25商

的磨墨容器中，用橡皮塞密封，抽出lO％容器中空气用圆体积的乙炔气体替代，

原条件下培养l小时后取0．5ml气体样品测定其中的乙烯含量，并计算乙烯和乙炔

的峰高比。
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第三章水华束丝藻943生长条件的优化

藻细胞的生长主要受底物浓度(碳，氮源)、光强，温度，pH值，NaCl浓度

等因素的影响。因此分别考察了不同培养条件下藻细胞的生长，经分光光度计扫

描，水华束丝藻943在680I】嗽下有最大吸收峰，所以可以用该波长下的光吸收值

表征细胞生长状态。

3．{水华束丝藻静止生长曲线

挑取平板培养的水华束丝藻单菌落加入5觚l BGn液体培养基中，22。c，

64陋ol曲。参隗趣忍s。1光照静止培养，待生长至lO‘7个^越的细胞密度后转接至lOO烈
的培养基中，如此扩大转接获得种子液，同时配制10蚀llBGl l培养基，灭菌4躔

后接种，接种量为lO％，光照培养箱中培养，固定时间取样测定生长密度并提取

叶绿素，结果如下图所示。由水华束丝藻的生长曲线可以看出，该藻种的生长周

期较长，停滞期较长，对数生长期不明显，叶绿素含量变化基本与细胞密度相符

合，细胞生长易贴壁，在生长对数期以后培养液中有较为明显的藻丝及颗粒出现，

显微镜下观察为众多藻丝体缠绕而成，培养液中营养较丰富时，藻丝体较长，内

含物较多，细胞间间隔不明显。

图3．1水华柬丝藻静止培养生长曲线和叶绿素含量变化

Fig．3一l Growm c11]n，e of和矗删泐删阴洲加懂一凹鲫P culttlr．ed in BG n medium



=l艺衷仡忑大学颂±学经论文

3．2温度对藻细胞生长的影响

温度是影响藻类生长代谢的重要影响因素，一般在最适温度范匿内，温度升

高可提高藻体内酶活性，促进细胞生长，也有文献报道在束丝藻在较高温度下体

内毒素含量增嬲。本实验对水华束丝藻进行摇瓶培养，摇床内光强为64岬01 nf2s．1，

转速为100fpm，温度条件分别设定为21．22℃、23．24℃、24-25℃，每隔一定时闻

取样以测定细胞的增长。结果表明，在一定温度范围内，藻细胞的生长速率随着

温度的增加相应提高，而当培养温度高于28℃后，藻细胞生长基本处于停滞状态，

显微镜下观察胞内色素减少，藻丝体断裂，培养液呈黄色，说明水华束丝藻对高

温的耐受性不强，最适温度范围在23125℃之间，过高或过低的温度都不利于其生

长。

图3-2温度对水华求丝藻生长的影响

Fig．3_2 E蜀沁t of t∞lperatIlre on me growth of却矗硼意，D珑棚D露乃姆删瓣孽

3．3起始洲值对生长的影响

pH值不但影响培养液中营养基质的离解程度，而且对藻细胞的生长代谢都会

造成显著作用。大部分藻类适宜生长在中性或偏碱性的水体中，当pH值大于6．3

时，碳酸氢根占优势。将培养基的pH值分别设定为6+37、7．37、8。37、9．37、10．37，

接种后置于摇床培养，24℃连续培养，转速为100rpm，光强为“岬01m‘2s一，每

日固定时间取样测定水华束丝藻的生长。由图可见，起始pH值在6．37．10．37之间

时，水华束丝藻皆能维持较好的生长，pH值较低时，藻细胞因碳源充足可维持长

时间的高密度生长，pH值较高时，藻细胞可较快适应生长环境并达到对数生长期，

随着藻细胞中次级代谢产物的释放和硝酸根离子的利用，培养液pH值逐渐升高．

26
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细胞增长缓慢时培养液中pH值有所下降，可见培养液中pH变化与细胞生长有一

定的对应关系。从最终生长密度看，水华束丝藻在pH值较低环境下可获得较好的

生长，随着pH值上升，生长密度降低，所以在实验范围内，pH6．37为水华束丝

藻生长的最适条件。

1．2

1．O

貌蓉

0舶
o o．．

皴

o．o

O ● 8 12 16 加 2． 28 32

4 $ 12 强 篇 簦 嚣 32

面朝矾蛔脯

图孓3起始pH值对水华束丝藻生长的影响

Fig．3-3 Effi，ct ofillitial pH、，ahle on the g“'VVtll of4p矗口刀毒舶mt}，lD玎／磊舢gl‘口口
姐dpH妇缈inme删um

3．4氮源对生长的影响

氮元素大约占蓝藻细胞干重的5．10％【蛔，对徽藻的细胞组成和生长超着一份

重要的作用。其他条件不交，改变培养基中无机氮源的种类及浓度，氮源浓度分

剐力：09咒NaN03，O．5∥毛N_aN。3，l影LNaN03，1．59凡NaN03(BGll)， 以及lg忍

N冀4Cl，考察其对水华柬丝藻生长的影响。培养条件：光强64哪oh正s．1，转速
l脚m，24℃连续培养，固定时阀测定细胞生长密度。结果如图所示。

由图可见，含N03．“N的培养条件下，细胞生长速率和最终生物量都大大高于

BGllo培养基中藻细胞，但氮源浓度过高反面有一定的抑制作用，由结果可见

O．5∥LNaN03是比较适合的N03．_．N浓度。以铵基氮为氮源的生长条件下，藻细胞

无法直接利用培养基中NH4+，几乎没有细胞生长。这可能与铵的积累抑制了藻类

氨基酸的合成有关。有文献报趔63】，当NH4匕-N的浓度达到30．46．5umo此时，

高浓度的铵抑制了氮的同化作用。本实验结果则显示铵离子对水华束丝藻生长的

抑制是彻底的，说明NH4+对水华束丝藻细胞有一定毒性。
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tim彰day

匿3—4不同氮源对永华束丝藻生长的影响

瑰劓E盛}c耋of越幻g隧so隧淄鼹氐擎洲瞧of4壕积蹴愧搿渊胁譬删
统计异形胞出现频率可见，水华束丝藻在培养基中氮源缺乏的条件下有一定

的固氮能力，当培养基中氮源浓度为0时，藻丝体缺乏结合态氮供细胞代谢，调

控分亿异形胞进行固氮律用提供生长必需氮源。BGllo培养基中生长第四天可观测

到异形胞分化，随着N侥‘浓度增加，异形胞出现频率降低，当N捌03含量达到

1．5舡时，基本观测不到异形胞出现，说明培养液中的结合态氮对异形胞的分化有
一定的抑制作用。

表3-薹№3-塔浓度与异形瓞分纯比例的关系
Table孓l E如cl ofN烈03 conc髓缸娟ons on h蜘yst呐u锶cy of却磊册拓D雕朋册舅瓣霹潮P

3．5不同通气量对水华束丝藻的影晌

将藻种接种于装有BGll培养基的气升式光生物反应器中，光照强度54．6邺ol
m五s一，培养温度24℃，通过微型气泵提供空气，改变气体流量，在不同的通气条

一鼍一jsIQ≥113u
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件下培养，定时取样测定生物量，结果如图所示。由图可见，水华束丝藻在实验

范围内皆能较好的生长，当通气量大于1．0【／miIl时，藻细胞生长速率减慢，可能

由于过大通气对藻丝体产生了一定的剪切力，从细胞生长及耗能考虑，反应器培

养采用O．4U觚n通气量进行培养。

3．6小结

图3塔不同通气量对水华束丝藻生长的影响

Fi93一S Efn兽ct of air now on tlle g“)wth of4p^口刀izo糟lP职。肛．，辱蝴g“口P

不同培养条件下，水华柬丝藻细胞的生长状态有所不同，本章主要探讨了温

度、起始pH值、通气量等环境因素对水华束丝藻生长的影响，得出结论如下：

f1)水华束丝藻在摇瓶中生长的可适应温度范围在2蕊26℃之间，其中最健生

长温度为23℃，该藻种的p联适应范豳较广，当起始碑值在6．37一lO．37之闻时，
水华束丝藻皆能维持较好的生长。剩用气升式反应器对水华束丝藻进行培养，通

气量为0．4酗隰i砖时，可获得较好的混合效果和较小的气体剪切力。 “

(2)培养基中结合态氮源不足的条件下水华束丝藻可分化出异形胞进行固氮

作用以维持细胞生长。含N03_-N的培养条件下，细胞生长速率和最终生物量都大

大高于8Gllo培养基中藻细胞，但氮源浓度过高反而有～定的抑制作用，O．5班
NaN03是比较适合的N03心{浓度。

(3)水华束丝藻无法直接利用培养基中的铵态氮，而且在含铵根离子培养基中

不存在生长分化，说明培养基中铵根离子对水华束丝藻生长有较强的抑制作用。
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第四章光合碳代谢对氮代谢的影响及相互作用

水华束丝藻943是一种丝状体固氮蓝藻，同时具有光合放氧和厌氧固氮的功

能。在氮源缺乏的情况下，可形成特定的固氮场所异形胞，直接固定大气中的分

子态氮气，形成藻细胞可以利用的单质化合物。异形胞出现的位鬣不定，一般位

于藻丝体中间。异形胞和营养细胞相互依赖，异形胞为营养细胞提供氮源，营养

细胞为异形胞输送碳架化合物和还原力。

毒．．1无机碳对水华束丝藻碳代谢的影响

4。1。l无枧碳种类和浓度对水华束丝藻生长和异形胞分化的调控

将水华束丝藻943接种子装有含氮的BGl l培养基的气升式光生物反应器中，

遁入C02量分别为O，l‰3‰5％以及在培养基中添加10瓤no地NaHC03，并

添加2弧蛐。帆尉印锱-NaoH缓冲剂维持培养基pH值，培养中光照强度为

54．6岬01mofl，通气量为O．4UmiIl，培养温度为23℃，定时取样，测定细胞生长
速率和培养基中硝酸根的含量，并在显微镜下观察细胞形态，统计样品中异形胞

出现频率。

謇
Q
o

图4．1不闯无机碳源对水华束丝藻生长的影响

Fig．4·l The growm of和矗口刀￡zD，，le封D以．，?b争d覃“口P cells dufing dle cultiVation

under difl’crent carbon s0．哪℃es

不同条件下水华束丝藻943的细胞生长曲线如图所示。实验中发现，在生长

初期，通入C02对藻细胞生长影响不大，随着生长过程中藻细胞密度增加，无机
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碳的利用速度加快，C02浓度可能成为生长限制因素，表现为补加C02的培养罐

细胞生长速率加快。但是通入过高的C锄，反而对细胞生长有所抑制。有可能是

C02浓度升高加快了光帮作用，但是Rubis∞活性饺点都被底物包围后即l，即使再

增加C02浓度，可能也不会增加纲胞的生长速率，这时的C02浓度是微藻生长的

饱和点，而C侥通入不可避免导致过低的蝉值，可能对藻缨胞生长代谢相关酶活

有一定抑制作用。说明蓝藻细胞只有维持碳氮代谢平筏时，有利于藻细胞的生长。

t函le趱ay

一-一∞n的l一·一1％C0∑一▲一3％col一，一NaHCOI一◆一5％00l

罂抛不同生长条件下藻液蝉变化

毯鬈．毒12 C基黼g髂ofp珏醴攥e蠢鼬懿血g菘自衙铭l锚l蛀礴le c雠d主磊傩s

在培养过程中，利用光学显微镜观察水华束丝藻细胞中异形胞的分化数量。

流加3％C02条件下生长的藻细胞在生长第六天出现异形胞，并在随后两天达到最

大值，与文献报道的鱼腥藻在缺氮条件下8。12小时分化异形胞相比，分化时间较

长。且异形胞比例不高，但仍可以看出，高浓度C晓条件下异形胞的分化比例较

大，两NaHC03对异形胞的分化作用很小，说明藻细胞对C02和NaHC03这两种

无机碳源在利用途径上有一定差异。
、

袭禾l不同条件下水华束丝藻943异形胞的发生频率

Tabk 4．1 Het锄wyst仔equ姐cy of彳础彻z2船朋绷册．肋s嵋g枷口exposexl to di任．c砌lt concen帆tio嬲of

_iIlorg袖ic cart'on

Aif砌y

l％C02

llOne

魏One

nO薹le

O．28

nO魁e

O。35
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同时测定不同碳源生长条件下藻液中N03“含量，结果如下。图中N03‘消耗曲

线表明培养基中无机氮源供给充足，至生长结束剩余浓度为13mmo儿，可见，藻

细胞在生长过程中仅消耗了小部分培养基中的结合态氮源，N03。消耗速率较低，

至反应结束培养基中仍有大量硝态氮剩余，所以排除因环境中氮源不足而产生异

形胞，异形胞的分化原因只可能是由于胞内碳氮比的改变引起的。

图4-3不同碳源含量下培养基中硝酸根消耗曲线

Fig．40 ChaIlg嘴ofNaN03 conc饥妇tio燃in t量le medium during n糙cllltivation

of和^口玎izD，竹￡疗D摊．／Z撕-口g“口P 1lnder dif|jbl．ent c铷ibon soul℃es．

4．1．2无机碳对水华束丝藻硝酸根吸收速率的作用

藻细胞对培养液中氮源的利用首先须将结合态氮转运入细胞，为具体考察不

同浓度C02对实验藻种对氮源的利用，测定不同条件下水华束丝藻对培养基中

N03’的吸收速率。将永华束丝藻在不同的培养条件下于光生物反应器中培养，收

集对数期细胞，分别加入浓度不同的NaN03，在原始培养条件下培养60分钟后，

离心除去藻细胞，测定上清液中N03’的浓度。
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图40不同碳源下对藻细胞的N03。吸收速率随NaN03浓度的变化曲线

Kg．4-4 Ni仃ate upt￡Ike rate of／lJ阳硎加忉绷鲫．加州g枷P cllltiVated埘tll di丘研锄t caTb蚀s0曲潲

由图可以看出，在实验范围内，磷酸根浓度的增加可增加其吸收速率，但过

高的底物浓度会降低微藻的吸收速率，无机碳的添加则可在一定范圈降低N03’的

吸收，这可能是高C02浓度下细胞异形胞发生频率较高的原因。

同时，藻类对N源的吸收作用也受无机碳源的种类和浓度的影响。一般认为，

氮源在蓝藻的氮代谢中，必须以氨的形式与藻细胞中的碳永化合物衍生的酮酸楣

作用，生成氨基酸【3ll，该利用过程要把高度氧化态的硝酸盐中的氮还原露才可供

细胞利用，该反应需消耗藻类呼吸作用产生的能量，与C02竞争电子和能量方面

处于劣势，由下图可以看出，随着C02浓度的增加，细胞N03’吸收速率降低，可

能是因为在低N的条件下，N03。同化所需的能量比高N的少。并且，无机碳浓度

。对硝酸根吸收速率的影响也因碳源神类的不同而不同。由图可见，随着二氧化碳

含量的增加，藻细胞对硝酸根的吸收速率逐渐减少，当二氧化碳含量达到5％时，

吸收速率有所增加。而NaHc03浓度较低时，N03‘吸收速率随着N棚C03浓度的

增加略有提高，但是过高的NaHC03浓度对N侥一吸收速率有较强的抑制作用。总

的来说，添加无机碳源后的硝酸根吸收速率比正常条件下培养的藻细胞吸收速率

由所下降。
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圈描藻纲胞的N甜吸收速率隧∞2秘N雄C锈浓度的变化曲线
F耋g艄硅黼擐耋eof疸妇耋e啦烈e埘却妇拜洳掰翻绷蝴燃P

翻Is懿psed幻C02 orN棚Cq

4．1。3不闻无机碳条件下水华束丝藻细胞中硝酸还原酶的活性

N03’被藻细胞吸收后，先被硝酸还原酶催化还原为亚硝酸根，再在亚硝酸还

原酶的作用下还原为铵根离子，与碳架结合为氨基酸，供细胞利用。在此还原过

程中，每形成一个分子的NH4+需要共给8个电子。其中主要限速酶为硝酸根还原

酶16M。所以测定了不同碳源条件下藻细胞中硝酸还原酶活性。将水华束丝藻943

接种于BGll培养基中，气升式光生物反应器54．6岬olm‘2s．1，23℃培养。细胞生
长到对数期焉收集部分细胞并制备细胞提取液测定其中的硝酸还原酶活性。

耋百
譬．蚶

喜董
量'

耄兰

图4石不同碳源条件下水华束丝藻舛3细胞中硝酸还原酶活性

F耋g．4-6 Nitfate reductase ae畦惦锣of4西疗撵翻蝴积秽拧／鼢露譬勰g僦pos耐c。lls to C。2 of N攒C侥

实验结果表明，高C02浓度下生长的藻纲胞中的硝酸还原酶活性与空气中生
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长相比有所降低，丽添加NaHC03对酶活影响较小，硝酸还原酶是一种诱导酶，

其电子供体为铁氧还蛋白，细胞内硝酸根对硝酸还原酶活性有一定的正调控作用，

根据C02浓度对硝酸根吸收速率的影响，可以推测，可能因为高浓度的C02对细

胞吸收N03甫一定的抑制作用，导致酶作用底物不足，从而使硝酸酶活性下降。

4．1．4不同无机碳条件下水华束丝藻细胞中6一磷酸葡萄糖脱氢酶的活性

蓝藻细胞中光合作用的产物代谢主要通过氧化的磷酸戊糖途径，其中6．磷酸

葡萄糖脱氢酶为该途径的限速酶‘20】，测定不同培养条件下藻缨胞中6．磷酸葡萄糖

脱氢酶活性，并与异形胞出现频率进行比较。

conn．ol NaHc03l％c02 3％c02 5％c02

图4巧水华束丝藻异形胞出现簇率与6磷酸鹫萄糖髓氢酶活性关系

Fig．4-7 The relev锄ce b吒炯，e∞G6PDH actMti髂and het啪cyst五唧∞cy of却^口刀豇，0_『，l髓D嚣

皿惯一口g“口曰cxposed cens to di行c鹏nt c羽)on conditio础

将水华束丝藻943接种于8Gl l培养基中，改变无视碳源，在气升式光生物反

应器对藻细胞进行培养，光照为54。6雌lolm。2s～，温度24℃。培养进行到对数生长

期(第lO天)，取样进行测定。与异形胞发生频率对比可知，6．磷酸葡萄糖脱氢酶

活性变化较明显，随着异形胞频率增加而增高，可能由于较高的脱氢酶活性可使

异形胞内保持严格的无氧或还原状态脚l。

^_．m基Ⅱ!o苓笛I．3uI—o芒蓄一墨Q缸心口一摹一h3u岔n|bu2=∞hu2Q_廿墨
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4．{．5不溺无毒霆碳条件对水华束丝藻光合作用的影响

影响光合作用强度的因素主要有光照强度，C02浓度，温度及营养元素。C。2

是藻细胞进行光合作用的原料，只有当环境中的C侥达到一定浓度时，藻细胞才

能进行光合作用。在一定范围内，植物光合作用的强度随C02浓度的增加而增加。

利用光生物反应器对水华束丝藻943在不同无机碳源条件下培养，取对数生长期

细胞测定不同光强下的光合放氧速率。

夸
爵

芎
鹭
邑
S

星
j

图4—8不同碳源条件下水华柬丝藻细胞的光合作用强度

F涵4堪＆寥黝绷撕ve∞r啦ofpholosynthesis of却办册洳哦黻删加萝吨窖材dP

嬲蓼潞ed妻。戎惑粥睨l铀fbcm eo魏di黩。璐

由上图可以看出，添加Na辍e伤对藻细胞的光合活性有所抑制，但随着C02

浓度的升高，微藻最大净光合速率和光饱和点都升高了，说骧在一定范围内，藻

细胞的光合敖氧速率随环境C侥浓度增加丽增加。且在低光强下对光合佟用促进

显著。有入认为【蚓提高植物光合速率的原因之一是C02浓度升高可显著改善光合

作用原初光能转换，使Psll光化学活性、PSll原初光能转换效率、PSll总的光化

学量子产量得到提高，并增加了PSn光合电子传递能力，降低了非辐射能力耗散，

从而有利于把所捕获的光能较充分地转化为化学能，为光合碳同化提供更充足的

能量和还原力。随着光强的增加，C02浓度为3％时，藻细胞光合活性有所降低，

说明在本实验条件下，l％C02浓度是藻细胞较适宜的生长环境。

4，1。6水华束丝藻细胞中总蛋白和总糖的测定

收集不同培养条件下藻细胞，分别用l鲫哪法和硫酚法测定藻细胞中总蛋自
和总还原糖含量，并分别计算总测定值与其在单位藻体重量中所占比例。许多研
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究表骧，培养基中氮的水平是影响微藻生化成分的最主要因素。当氮含量较低时，

微藻细胞内蛋自质减少，丽脂肪和碳水化合物增加。有下图可知，水华束丝藻943

藻细胞中总蛋白质含量所占比例比可溶性总糖大得多，在C02作用下，细胞总糖

含量有增加的趋势，但整体趋势不明显。

图4-9不同无机碳浓度下水华束丝藻的生化组成

Fig．4-9 Biochemical com】印∞ition of枷球，l拓D卅册D"朋gMP cells exp08ed to

di程Iel鼍疆t caf：bon condi醢锄s

4．1．7水华束丝藻细胞的碳氮比测定

碳氮比又称“碳氮比率”、“碳氮比值”。有机物质中碳和氮含量的比例，以C脯

表示。离心收集不同培养条件下生长的水华束丝藻细胞，经去离子水洗涤后取藻

细胞进行冷冻干燥，获得冻干的藻粉，分别用凯氏定氮仪和ToC仪测定细胞中总

碳和总氮的含量，每个样品重复三次实验，并分别计算单位质量藻粉中其碳氮摩

尔比，得到结果如下图所示。可见水华束丝藻细胞的碳氮比一般在2．8之阅，其中

随着C02浓度的升高碳氮比有所增加。通入5％C02生长的藻细胞碳氮比结果比对

比高出1倍，细胞内碳氮比升高失衡是造成异形胞分化的主要原因，间接证明了

藻细胞在高e02生长环境中胞内N吸收作用是受到抑制的。
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图冬lO不同无机碳浓度下生长的永华束丝藻的碳氮比

Fig．4．重O雨le C斛糟dio of4厢口糟流榭绷册脚g材49懿pos酣lo蕊妇f钿lt ca内on con式蠢。璐

||．1。8水华束丝藻藻液中2-酮戊二酸含量的测定

通过测定不网无机碳培养条件下水华东丝藻细胞中2一酮戊=酸的积累量，并与

异形胞分化频率进行比较，并除去叶绿素含量排除细胞数干扰，观察两者之间是

否有一定的对应关系，结果如下图。可看出异形胞的分化频率与2．酮戊二酸积累量

有一定的相关性。其中二氧化碳浓度为5％和3％的2．酮戊二酸积累量都大大高于对

比条件下的藻细胞积累量，添加NaHC03对酮戊二酸的积累基本无影响。

图4．1l不同无机碳浓度下生长的水华束丝藻的2．酮戊二酸含量

Fig．禾n 2一Ketoglutafate concelI骶tions of却，磊船忍D舰掰溯皿醛一叼船g expos甜to

卤丑奄r％t caf毛’cm conditions

2．酮戊二酸是蓝藻细胞碳代谢的重要中间产物。Mufo．pastof等人删发现在单

细胞蓝细菌中，2墙i戊二酸水平可反应菌体氮源的爵获得性。研究显示，翻裾跬施g箨露
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PCC 7120中，通过2．酮戊二酸渗透酶来提高细胞2一酮戊二酸的浓度可以有效增加异

形胞分化的现象【拶姗。正常情况下，氮源的缺乏可诱导异形胞的分化，蔼8小时内

恢复氮源，正在分化的异形胞可以回复为营养细胞，但如果过了这个时间段，异

形胞的分化不再回复为营养细胞。研究表明，细胞内2．酮戊二酸水平的增加可以使

分他的可逆时闻段缩短。并且在异形胞的分化时辩往培养基中加入2．酮戊二酸，可

大大增加异形胞的分化量。说明细胞中2。酮戊二酸的积累对异形胞的发育有一定的

调控作用。

4．2盐浓度对异形胞分化的影响

4．2．1不同碳源对高盐浓度下水华束丝藻的生长影响和异形胞分化

将水华束丝藻舛3接种于含l‰沈NaCl的8Gll培养液中，改变加入无枫
碳条件，分别通入l％、3％C02及lolIlmol／L NaHC03，在光生物反应器中进行培

养，定时取样并测定生长参数，结果如图所示。

巷
口
。

图4．12不同无机碳源对水华束丝藻在高盐浓度培养基中生长的影响

Fig．事12 Growm of和|}I口，l切mP以。开刀∞_口g蝴醇cells in llle BG ll medium、)l，iIlI lligh NaCl

蝴cell妇疰on during内lc锑16va|i雠under躐lIc凇ll洳洲Ⅱ℃翳
取对数生长期样品计数并计算异形胞比例，并与正常BGn培养基中生长结果

进行比较。经观察，显微镜下可见藻丝体中形成明显的异形胞，一般位于藻丝体

中间，与BGll培养基中生长藻细胞相比异形胞数目略有增加。其中N03’的吸收

是由N矿电化学梯度驱动的Na十J烈03_协同系统完成的【711，N03’的吸收对Na●浓度有

较强的依赖性，当培养液中Na+浓度较高时，细胞内过多的Na+将会造成生物系统

的伤害，生物体则会采用相应的机理阻止Na+进入细胞【‘72】，如质膜对Na十低的渗透
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性，消耗能量主动排出N鑫●等。位予质膜上N埘传递体主动将Na+排出细胞质，
同时带进入细胞内，在蓝藻光合机构的盐适应过程中起着很重要的作用。

除此以外，盐浓度较高时，蓝藻象许多高等植物一样，积累一些渗透调节物

质，如无机离子K+，有机溶质蔗糖等f|玛，74l，这些渗透调节物质在植物和藻类的耐

盐过程中起重要作用，因此，细胞内氮源缺乏可能是胞内为维持必要的渗透压积

累渗透保护物质和质膜离子泵的共同作用造成的。

表4-2不同无机碳源含量对含NaCl培养基中异形胞出现频率的影响

薯曲le 4心H娃既oc：ySl蠡嗍撕mcy of4p^掰l豇Dmg一伽肚卅霉材d窖iIl tlle BGl l medium wilh hi曲NaCl

conecIltfation mlring t11e cul_t主VatiOn under di珏-efent c积b(m sourc懿

Condition
珏跌贸∞y豉敷≥(■雌ey(％)

BGll 8Gn+NaCl

4．2．2不同盐浓度对硝酸根吸收速率的影响

取对数生长期藻细胞，BGl lo培养基洗涤三遍后测定不同盐浓度条件下细胞对

N伤’的吸收速率。在盐浓度较高的生长条件下，有些蓝细菌能随着Na+供应的增加

恧增大对N元素的吸收，以保证能较好的保持营养元素的平衡。由下图可以看出，

随着培养基中NaCl浓度的增加，藻细胞对N03’的吸收速率逐渐增加，在3鲰强ol／L

处达到最大值，然后随盐浓度增加吸收速率下降，说明在盐浓度较高的生长条件

下，由于细胞中渗透性物质的积累，对N元素的需求导致N03⋯的吸收速率增加，

但可能由于能量的载体的限制，仍有一部分营养细胞分化为异形胞固定游离态氮

供细胞利用。
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图4．13不嗣盐浓度对水华束熊藻细胞N03’吸收速率的影响

Fl辫夺13豫it谜臻绝oflli嫩麓’拯b糖捃姆4鼬扬翩嬲霸勰嚼嬲滋滔汀式惑删
conc既缸ation ofNaCl

4．2．3不同无视碳对高盐浓度下藻细胞中硝酸还原酶活性的影响

收集对数生长期细胞，测定其硝酸还原酶活性。结果与在不含NaCl培养基中

生长的藻细胞相比，硝酸还原酶活性有所增加，由于硝酸还原酶是一种底物诱导

酶，所以可以说明在Na+作用下，胞内吸收N03’量与不加NaCl的BGll培养条件

下有所增加，丽通入一定量的C02则对酶活性有抑制作用，具体通入C02量与抑

制效果之间的关系从图上看尚不明确。

豹

薹呈
量，
Q‰

重奄
‘看寨

BGl l+N羽《斑)8Gl l÷№a《l缎R)BGl i+№CI(3啪02)

图夺14不同碳源对高盐培养基中藻细胞中硝酸还原酶活性的影响

Rg．如14 Nitrale凇luctase a砹溉移of却勉娩锻!朔绷加嗍凇g i珏魄e BGl l撵碱啪诚凌魏i曲

NaCl concenn．ation during the cultiVation under dia’erent c积bon sources
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4．2。4不嗣无杌碳对高盐浓度下藻细臆中铲磷酸葡萄糖脱氢酶活性的影响

收集对数生长期细胞测定其中6．磷酸葡萄糖脱氢酶活性。结果表明，仅通空

气时，酶活几乎检测不到，增加C102通入量后，酶活随之增加。与异形胞出现频

率进行比较，结采表明，6．磷酸葡萄糖脱氢酶的活性随着异形胞的数量相应变化，

高C02浓度下生长的藻细胞中6．磷酸葡萄糖活性较强，对应分化频率较高的异形

胞比例，进一步证明了异形胞细胞内具有较高的6．磷酸葡萄糖脱氢酶活性。

。宴
舞
d

誉蓑
访一
o’哺

是

：

霾； 搦

4．3小结

固氮蘸藻在可利用氮源缺乏的环境条件下，可分化出异影胞专一执行固氮作

用为营养细胞提供氮源。异形胞的分化受多种环境因素影响，最终表现为细胞内

碳氮比失衡。通过测定不同碳源条件下水华束丝藻的生长状态，异形胞分化频率

以及代谢过程关键酶等参数，探讨不同种类和含量碳源对实验藻中氮代谢的影响，

主要得出结论如下：

(1)在培养基中N03。充足的条件下添加一定流量的C02，随着C02浓度的增

加，异形胞的出现频率有所增加，并测定不同c02浓度下藻细胞对硝酸根离子的

吸收速率发现，C02浓度升高时，硝酸根离子吸收受到抑制，同时C02扩散加剧
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了藻细胞内碳氮比失衡，从而诱导异形胞分化。而HC03。的诱导作用较弱，实验中

没有观察到添加N搬C毡的培养基审有异形胞产生。。

(2)通过测定不同无机碳培养条件下水华束丝藻细胞中2．酮戊二酸的积累量，

并与异形胞分化频率进行比较，随着异形胞发生频率的增加，2．酮戊二酸的细胞积

累量也有所增加，说明两者之闻有一定的对瘦关系。

(3)测定不同无机碳条件下培养的藻细胞的光合放氧速率，结果发现随着C侥

浓度的升高，微藻最大净光合速率和光饱和点都有所升高，说明在一定范围内，

藻细胞的光合放氧速率随环境C02浓度增加而增加。

《4)增加培养基中的NaCl浓度可提离异形胞的分化频率，说明过高的盐浓度

使细胞内碳氮比有所增加。
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第五章无机碳浓度对小球藻和三角褐指藻生长的影响

小球藻(国细愆玩睇)是一类普生性单细胞绿藻，属于绿藻门(蕊酗№砌y嫡，
绿藻纲(鳓幻唧^)删0，绿球藻目(蕊细，D∞c伽汹)，卵囊藻科(abq瞪勉c骝力，小球
藻属(国肠比肠)。小球藻种类繁多，生态类型多种多样，在淡水、海水中均有分布，

在人工培养基中也能很好生长。小球藻呈球形或椭球形，直径扣12岬f76】。小球藻
有薄而坚固的细胞壁，细胞壁的外面一般无粘质，但有时也会分泌粘质而使多个

细胞粘在一起，显微镜下观察多为单个圆形细胞，也有5~lO个细胞粘在一起。小

球藻具有丰富、全面的营养成分和～定的生物活性成分。通常小球藻蛋白含量较

高(55％西7％)，具有较多的糖类<15％一20％)及脂类(5％一lO％)，其中，含有具有生

物活性的藻多糖、植物生长因子、糖蛋白、糖脂蛋自、膳食纤维等。

三角褐指藻《跳∞妇印矗溯艇幻俄豁绷摆)属于硅藻门僻嬲露纭瘌砝辨珠羽纹藻
纲妒纫瑚锨力、褐指藻目白旗露∞如2础缸s)褐指藻科0殛坟∞玉哟疽露黝e)、褐指藻属
僻妇∞办∞诹辫)，单细胞，有放射形、梭形和卵形三种形态【一，海岸生、浮生及

底生，属于一种低温品种，它不仅是近海初级生产力的主要贡献者，而且具有个

体小、培养周期短、生长速度快、产量高、容易在人工控制条件下生长繁殖等特

点。长期以来人们一直把它作为一种人工育苗的常规优良基础饵料，又因其具有

较高的EPA含量而备受重视，且有报道称国外己用三角褐指藻生产抗氧化剂，因

此它是水产养殖饵料生产和高价值活性产物开发利用的优质经济微藻，其中海洋

微藻在受到环境胁迫后，如氮限制条件下会对微藻的化学组成产生影响，因此探

讨不同碳源条件下藻细胞的环境氮源的利用规律对指导经济微藻的开发利用具有

广阔的前景。

5。l无机碳的种类和浓度对三角褐攒藻生长的影响

利用分光光度计对三角褐指藻藻液进行多波长扫描，发现在68黼m处有最大

吸收峰，并显微计数后确定该波长下的吸光度与细胞数有较好的线性关系，所以

可用680I】m处的吸光度表征细胞密度。

5．1．1三角褐指藻生长曲线的测定

利用光生物反应器对三角褐指藻培养并控制无机碳源含量。培养液为加富的

抛海水培养基，起始pH值为8．2，接种量为细胞密度为6×107个触L种子液，体

积为约％，恒温水槽控温21．3℃，通气量为O．4酗瞳爨，光照强度44。5岬。l趣‘2s一，
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添加2溉蛆。溉。l弧s堰ClQH=8．回为缓冲剂，定时取样测定其细胞密度。由图可见，

HC03。对藻细胞的早期生长有较小的促进作用，很快达到稳定期随后细胞密度降

低，三角褐指藻细胞在C02通入量为空气的1％时获得最佳生长状态，随着C02

通入量的增加，细胞生长速率稍有降低，当C锄浓度为5％时细胞密度一直低于仅

通空气状态下培养的细胞，可能是由于逶入过量C02导致培养基pH值迅速下降，

藻细胞生长速度减慢，至对数期后有较多代谢产物释放，pH值有所回升，生长速

率加快。

图孓l无视碳源对三角褐指藻生长的影响

Fi昏孓l弧e grow睡of鳓a∞如c钞胁嬲玲记嗍掰鑫溯cells如盘g tlle秘l蛀张圭io蘸

under di嗣f．erent ca灿n sourl∞s

5．{．2不同碳源下三角褐指藻细胞总蛋自和总糖的测定

收集不同培养条件下藻细胞，分别用low唧法和硫酚法测定藻细胞中总蛋白
和总还原糖含量，分别获得总测定值与其在单位藻体重量中所占比例。由下图可

以看懋，随着C02浓度的增加，细胞中总糖含量有骥显增加，可见缨胞对外加碳

源利用较完全，培养液中HCq”对细胞中总糖生物合成的促进作用较大，蛋自质变

化趋势基本与总糖一致。
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图勉三角褐指藻细胞中总蛋白和总糖的含量比较

Fig．512 Biocht：mical蝴岬iti蚰of黝口PD如c纱砌朋州∞M甜f姗cells
a【posed to dilj6ere秕c缸bm condi60ns

5。1。3不同碳源下三角褐指藻纲胞中碳氮比的测定

离心收集不同培养条件下生长的三角褐指藻细胞，经去离子水洗涤后取藻细

胞进行冷冻．干燥，获褥冻干的藻粉，分别用觊氏定氮仪和戳>C仪测定细胞中总碳

和总氮的含量，每个样品傲两个平行，并分别计算单位质量藻粉中其碳氮摩尔比，

由图可以看出，与仅通入空气的对照相比，通入3％和5％二氧化碳的培养基中C跗

有所增加。当c02浓度为1％时，藻细胞有较高的生长密度，而C膈较低。从整体

看，C02通入量与细胞碳氮比关系规律性不强，可能由于抛培养基中硝酸根含量

仅为1mmol／L，三角褐指藻细胞对环境中氮源利用率较低。

图粥三角褐指藻在不同无机碳源条件下的细胞碳氮比

Fig．5-3 The C／N radio of f确n印如c纱觑删们∞删“纵m cells exposed to
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di丘；erent cafbon conditions

5．1。毒无机碳对三角褐指藻硝酸根吸收速率的作溺

分别测定了不同含量的两种无机碳源对三兔褐指藻硝酸根吸收速率的影响，其

中测定条件下培养基中N03‘浓度为lmmo／L。由测定结果可以看出，随着通入C02

浓度的增加，藻细胞对硝酸根的吸收速率呈下降趋势，说明高浓度的二氧化碳较

强的抑制了藻细胞对硝酸根离子的吸收利用，与水华束丝藻的测定结果有一定的

对应关系， HC03。对硝酸根的吸收利用作用不盟显。

萎‘l

藿考

耋喜
暑

图5-4三角褐指藻细胞的N03‘吸收速率随C02和NaHC03浓度的变化曲线

Fig．孓4 Illitial mteofni蹦e uptake mte by脚口∞如c纱胁坍栅∞朋“加棚

cells exposed to C02 0rNaHC03

5．2无机碳的种类和浓度对小球藻生长的影响

利用分光光度计对小球藻细胞溶液进行扫描，确定小球藻细胞溶液在440嘲，
63‰，680nm处都有吸收峰，其中630nm和680nm处的吸光度示数相同，且630嫩
处的吸毙度和小球藻细胞密度有较好的对应关系、因此，选择小球藻细胞液在

63加m处的吸光度表征藻细胞的生长状态。

5．2．1小球藻生长曲线的测定

利用光生物反应器对小球藻培养，培养基为加氮的BGH培养基，起始pH值

为7．5，接种量为细胞密度5×l妒个／mL的种子液，接种量为lO％，恒温水槽控温

23℃，通气量为O．4L／min，光照强度44。5凹10lm。2s-1连续培养，添加2嘶llnol愿
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鞠臻Es攥a0珏{≯}p7。5)为缓冲剂，定时取样测定其细胞密度，并作图可见，无机碳

源的添加对小球藻的细胞增殖有明显的促进作用，随着通入C02浓度的增加，小

球藻细胞对数期繁殖速率升高，在最适C侥浓度下，小球藻最大细胞密度可达到

仅邋空气的1．2倍，而HC03。的作用效采与C02类似。

li]蜮
图5-s小球藻在不同无梳碳源条件下酶生长曲线

Fig．孓s G】枷舳of秭如陀砌cclls dl】血g lhe硼tivation蝴d钟di舔腿僦car‰s栅雠s

5．2．2不同碳源下小球藻细胞总蛋白和总糖的测定

胞内还原性总糖的测定：收集不同无机碳源条件下培养的藻细胞，离心并用

新鲜的培养基洗涤后重悬浮，冰浴超声破碎后，破碲液在5000瑚m离心后取上清

液，采用硫酚法测定可溶糖浓度，通过标准曲线计算实际含量，并计算出其在单

位质量藻细胞中所占比例。胞内总蛋白的测定：收集藻细胞并用不含缓冲剂的薪

鲜培养基洗涤后重悬浮，冰浴超声破碎，40∞秽毽离心后驭上清根据修正的lowe拶

法测定。
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团刃帅蛔I

霪黝

壤 霪 縻 縻

壤 霾 縻 匡 厦
图硒小球藻细胞中总蛋白和总糖含量及所占百分比

Fig．5-6 Biochemical composi虹on of国如愆以矗cells exposcd to di自衙％t carb∞conditi∞s

可以看出，小球藻中总还原糖的含量基本在40．90p∥L之问，在细胞中所占比

重随C02浓度增加而升高。总蛋白含量则略高，在70-90肛∥L之间，占细胞比重

0．6％．1．4％。蛋白质的生物合成与不同无机碳源之间的关系从图上看尚不明确。

5．2．3不同碳源下小球藻细胞中碳氦比的测定

12000叩m离心收集不同无机碳供给条件下生长的小球藻藻细胞，经去离子水

洗涤后取藻细胞进行冷冻干燥，获得冻干的藻粉，分别用凯氏定氮仪和TOC测定

细胞中总碳和总氮的含量，每个样品重复三次实验，并分别计算单位质量占其碳

氮摩尔比，得出计算结果如图所示。可以看出，不同条件下培养的小球藻细胞中

C／N差异不大，都在3．5之间，在生长过程中补加无机碳源C02的条件下，随着

C02浓度的增加，碳氮比略有增加，可能是在C02含量较高的条件下，细胞的碳

同化作用占有一定优势。
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图S-7小球藻在不同无机碳源条件下的细胞碳氮比

Fi95．7 1k C烈臻dio of a如增妇cellS锟posed to di妇陆雌l c越bon co槭tions

5。2，4无机碳对小球藻硝酸根吸收速率的作用

控制二氧化碳流量和添加不同浓度的N稍C伤，分别测定这两种无枫碳源对

小球藻硝酸根吸收速率盼影响，测定条件下培养基中N锄。浓度为2蚀强。凡，结果

如下图所示。由圈可以看出，C02对小球藻的硝酸根吸收速率有明显的抑制作用，

造成这一结果的原因可能是C02通过被动扩散进入小球藻细胞后，细胞内固定C02

的速率升高，氮源同化与光合固碳过程存在竞争关系，从而导致藻细胞氮源利用

速率降低。随着培养基中NaHC03浓度的增加，细胞对硝酸根吸收速率先达到最

大值后呈下降趋势，HC03‘和N03‘的吸收都有耗能的主动运输途径完成，所以可能

HC03。浓度的增加导致胞内碳氮比增加后，藻细胞增加硝酸根离子的吸收以维持稳

定的碳氮比，但过高的Hc03‘浓度对该吸收过程有反作用。

o 葺
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图&8小球藻细胞的N03‘吸收速率随C02和NaHC03浓度的变化曲线
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Fig。5．8王ni蛀鑫l fate of越妇绝u嬲妇斌e by西如陀醌cells弧黔《埝C02游NaH∞3

5．3小结

本章测定了不同无机碳条件下培养的三焦褐指藻和小球藻的生物量、总碳、

总氮、N03⋯吸收速率，探讨不周种类和含量的无机碳对这两种经济藻中生长的影

响，并探讨通过测定水华束丝藻生理参数得出的结论的普遍性，得出结果如下：

(1)在实验条件下，三角褐指藻细胞在C02浓度为1％时细胞密度最大，随着

C02通入量的增加，细胞生长速率稍有降低，无机碳源的添加对小球藻的细胞增殖

有明显的促进作用，小球藻细胞密度随C02浓度的增加而增加，在最适C02浓度

下，小球藻最大细胞密度可达到仅通空气的1．2倍，同样HC03。也有促进作用。

(2)c02对小球藻和三角褐指藻对硝酸根的吸收速率都有一定程度的抑制作

用，说明这一结论有一定的普遍性。而HC03’作用效果规律性不强，分别在

1 Ommo班，和20mmoI／L对小球藻和三角褐指藻的硝酸根吸收有最大促进作用。
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第六章结论与展望

本文以水华束丝藻943为研究对象，考察了不同无机碳源对蓝细菌细胞生长、

色素积累、异形胞分化、蛋白质含量、光合作用特性以及某些碳氮代谢关键酶活

性的影响，确定了二氧化碳浓度对可固氮蓝细菌异形胞分化频率的影响，比较了

在不同浓度二氧化碳和碳酸氢钠为碳源的条件下，藻细胞中碳氮代谢中间产物、

碳氮比以及总蛋幺、总糖等生理指数，并考查了不同无机碳源对经济藻种三角褐

指藻和小球藻生长的影响，主要得也以下结论：

(1)水华束丝藻在温度为23．24℃、起始p珏值为6。37，以及O．4L／瓣i鑫的通气

量下可以有较好的生长，培养基中适合的无机碳源和氮源比例有利于蓝藻细胞维

持碳氮代谢问平衡，单独提高氮源(N03乙_N)或碳源(C02)都会影响藻细胞的生长。

藻细胞无法直接利用培养基中的铵态氮，且在铵根离子存在的条件下细脆几乎不

生长，说明铵根离子对细胞有较强的毒性。

(2)在培养基中存在无机氮源的条件下，通入C02可以诱导水华束丝藻细胞分

化产生异形胞，异形胞的分化频率在一定时间与C02的通入量有对应关系，表现

为随着C02通入量的增加而增加。同时测定硝酸还原酶及铲磷酸葡萄糖脱氢酶活

性，结果显示，当C02含量增加时，硝酸还原酶活性有所下降，证明C02抑制藻

细胞对N03。的吸收利用。测定碳氮中间代谢产物2．酮戊二酸在细胞中的积累，2一

酮戊二酸的含量与异形胞的发生频率对应关系总趋势可表现为在异形胞发生频率

较高的培养液中，2一酮戊二酸的含量栩应增高。

(3)提高培养基中NaCl浓度可以导致逶入C02后异形胞频率提高。

(4)改变无机碳源含量，对三角褐指藻和小球藻进行培养。三角褐指藻和小球

藻分别在1％和3％C02含量下达到最高生长速率，C02对小球藻和三角褐指藻对

硝酸根的吸收速率都有一定程度的抑制作用，说明该结论有一定普遍性。

本文通过测定异形胞的分化与碳氮条件变化的关系，通过流加无机碳C02测

定细胞生理指数，进行了碳氮相互作用的研究，若能适用于其他经济藻种，并结

论具有普遍性，将对微藻的生物利用和水华控制有重要意义。
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