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自 iB g ig sn 首次报道采用溶 菌酶处 理得 到 有 生

活力的蓝藻原生 质球 石’ l 以 来
,

虽然许多研究者先后

作了不少工作 [2一 4 ]
,

但作为可 以用于生物工程操作

的 蓝藻原生质球技术至今尚未能建立
。

在蓝藻原生

质球研究方面
,

人们对钝顶螺旋藻给
一

予了更多 的注

意
,

国内外多位研究者进行 了钝顶螺旋藻原生质球

制备和再生研 究 } 4一 “ i
。

但 笔者认 为
,

除彭 国宏等困

的制备物中有部分真正 的 原生质球外
,

其他人实 际

上都没有得到真正的原 生质球
。

最近十多年来
,

我

们在蓝藻原生质球方面进 行 了持续不断地努力
,

在

原生 质 球 制 备
、

培养 再 生 和 融 合 方 面 都 取 得 进

展冲一 l0]
,

但分 离钝顶 螺旋 藻原生 质球却是 不成 功

的囚
。

为了进一步澄清这个问题
,

我们重新作 了钝

顶螺旋藻原生质球制备试验
,

结果表明
,

细心地结合

多种处理方法 可 以得到比较好的原生质球
。

另一方

面
,

蓝藻有无液泡 (丫ac uo le )至今还是一个不 明确的

问题
,

早期 曾有过 许多研究
,

不少 人认为蓝 藻有 液

泡 〔’ `
,

’ 2」
,

但也有人认为蓝藻液泡可能只 是一 种人工

假象仁’ 3〕
。

这方面 的研 究 已 中断近 30 年之久
,

使 蓝

藻液泡成为一个悬案
。

近年来
,

我们在蓝藻原生质

球研究中发现了蓝藻液泡 }
’ 4 ,

,

并初步实现 了液泡的

分离 〔”
,

’ “ 〕
。。

为此
,

在制备钝顶螺旋藻原生质球的基

础上 又进行 了钝顶螺旋藻液泡的分离
,

但 得到的结

果与其他蓝藻大不相同
。

在恒温光照培养箱 中进行
,

24 h 连续光照
,

培养温度

2 8
0

( 士 0
.

5
0

)
,

光 照强度 2 0 0() l u x 。

1
.

2 原生质球制备

先按彭 国宏等困 的方法配制 PH 7 的磷酸盐缓

冲溶液
,

然 后用 此溶液配制酶处理液
。

在酶处理前

进行脱胶质 处理
,

分别采用 K H : P O 、 溶液浸洗
、

蒸馏

水 浸洗及 30 00 pr m 离心处理
。

渗透稳定剂分别使用

0
.

8 m o l / I
J

K C I
、

0
.

4 m
o l / L K C I 及 多盐复合液

。

此多

盐复合液为原八 盐溶液川 的改进
,

即将 N ac l
、

K N几

和 ( N氏 ) 2 5 0 4

三 种盐溶人磷酸盐缓 冲溶液
,

三种盐

的浓 度均为 0
.

0 5 m ol / I
。

和 原八盐溶液相 比较
,

保

留 了原有的全部无机离子
,

排除了有机离 子
,

效果不

变或更好
。

青 霉素预处 理分别 采用 500 邵 / m l 和

10 00 “ g / m L 两种剂量
,

于 培养 4 d 时进行
。

超声处

理采用 超声清洗机
,

以强档处理 1 m il , 。

溶菌酶浓度

为 0
.

1% ( W / V )
,

酶解温度 28 ℃
。

1
.

3 液泡分离

合乎标准的原生 质球得到后
,

将原生质球离心

沉淀去 上清液
,

加人蒸馏水对原生质球作极端低渗

处理
,

低渗处理产物置 于相差显微镜下 观察检查
,

确

认液泡的有无及数量
,

并使用 10 0 倍油 镜拍摄最高

放大倍数 显微照 片
。

材料和方法

1
.

1 材料及培养

所用藻种 由中国科学院武汉植物研究所提供
,

采用 Z a

mr ke 液体培养基静止培养
,

间或振 荡
,

培养

2 结果和讨论

2
.

1 胶质洗脱试验

由 于钝顶螺旋藻在液体培养基中分散悬浮性良

好
, 一

直未曾注意藻体是否有胶质
,

经按彭国宏等的

方法进行洗胶处理
,

发现藻丝 外确有胶质
。

如果不

作洗胶处理
,

酶解几乎完全看不到效果
,

7 h 以上 长

国家 自然科学基 金资助项 日
.
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时间处理藻丝 不 发生 任何改变
。

经洗胶之后
,

藻丝

透明度提高
,

可 分辨 出细胞间隔
,

酶解 就看 出效果
,

数 h r

之后可看到藻丝解体断裂
,

洗胶的效果极为显

著
。

钝顶螺旋藻的胶质层很薄
,

去胶十分容易
,

不仅

用 K从 1〕O魂溶液或蒸馏水很容易洗脱
,

甚 至 只 需将

藻丝悬浮液经 3 00 O pr m 离心 3 而 n ,

弃去 上 清液后

即得到无胶的藻丝
。

蓝 藻的胶质依不同种类差异极

大
,

例如鱼腥藻 7 12 0
,

完全 不 必作洗胶处理
,

而多变

鱼腥藻则必用强 力才可去 胶
。

2
.

2 超声处理试验

参考彭国宏等的机械处理方法
,

使用超声清洗

机强档处理 1 分钟
,

藻丝断裂为大量单胞和短片段
。

和完整藻丝 比较
,

经超声处理的材料酶解作用迅速
,

而完整藻丝酶解作用缓慢
,

差异极为显著
。

材料作

超声处理就不必作预脱胶
,

经超声处理胶质就 自行

脱去
。

2
.

3 渗透稳定剂试验

彭国宏等使用 0
.

8 mo l/ L K CI 作为制备钝顶螺

旋藻原生质球的渗透稳定剂
。

高浓度 K CI 是否优于

我们使用 的低浓度多盐复合液
,

作 了对 比试验
。

一

对一定性对 比结果表明
,

0
.

4 m o l / L K C I 和 0
.

8 m o l / L

K C I 比较
,

低浓度多盐复合液和 0
.

4 m o l / L K C I 比较
,

先出现原生质球
,

差异显 著
。

大量 原生 质球试验都

表明
,

较低的渗透压 (稍高于细胞渗透压 )有利于 原

生质球形成
。

2
.

4 育霉素预处理试验

在各种剂量和时间的青霉素预处理试验 中
,

青

霉素预处理都能 明显提高酶解效果
,

使细胞降解过

程加速
。

但任何青霉素预处理都未能导致稳定原生

质球的形成
,

原生质球形成 的根本条件产生 于对原

生质球形成过程不厌其烦的长时间观察和反复试

验
。

2
.

5 原生质球形成观察

钝顶螺旋藻原生质球制备显然属于最为困难的

原生 质球 制备之 一
。

在最初所作 的大量 重复试验

中
,

在最有利的条件下也只看到藻丝 降解断裂
,

细胞

破裂解体
。

虽然常可见到藻丝先端有个别原生质球

形成 〔图 1 ( A )」
,

但始终都看不到大量原生质球的形

成
。

有时试验中可 看到众多貌似球形的细胞
,

很像

原生质球
,

但细心跟综观察
,

便发现它们并非真正球

形
。

在一定的方位
,

它们为球形
,

若细胞滚动方位改

变
,

就不再是球形
,

而是矩形或方形
,

表明它们为游

离单细胞
。

继续往下检查
,

便发现它们走 向破裂解

体
,

并不形成原生质球
。

尤其是经超声处理的材料
,

酶解 2一 3 h 便发现一大片这类细胞
,

貌似原生 质球

而非原生质球
。

多个研究者所报道的钝顶螺旋藻原

生质球实际上并非原生 质球
,

而是游离单细胞和短

片段
,

和我们所看到的情形 一样
,

这从他们提供的照

片上看得非常清楚 [’, 5 ,
。

迄今
,

所有 的人均 只提供

低放大倍数显微照 片
,

即使这样还是可看 出上 面 的

细胞并非真正 球形
。

这样
,

我们所作的第一批试验

没有获得所希望的结 果
。

由于 没 有结果
,

我们便将

酶处理中的材料置 于 冰箱保存
,

以 留待次 日继续试

验观察
。

但到第二 天
,

经冰箱保存一夜 的材料 意外

地检查到众多原生质球 出现
,

这一现象不断得到重

复
。

开始
,

我们将冰箱中形成原生质球归因于 低温

条件下 ( 4 ℃左右 )长时间缓慢酶解
。

后来又 注意到
,

在冰箱 中长达 12 h 保持静置 可 能也是另 一 个原 因
。

为此
,

又重复进行温箱 28 ℃条件下绝对静置的酶解

试验
,

结果表明原生质球也 能形成
。

如果为了促进

藻细胞与酶液的接触而不时振荡酶处理材料
,

细胞

就会受振而破裂
。

这样
,

通过反复大量试验
,

终于找

到了钝顶螺旋藻原生质球制备的关键条件
。

制备钝顶螺旋藻原生质球需要几种处理方法相

结合
,

其有利条件组合如下 : 将材料培养 4一s d
,

经

5 00 拌岁m L 青霉素预处理 12 h
,

再超声处理 1 im
n ,

转

人 0
.

1% 溶菌酶的多盐溶液于 28 ℃温箱培养条件下

作静止酶处理
。

4 h 后
,

约 80 % 的细胞转化为原生

质球
,

形成密集的原生质球群 〔图 l ( B )」
。

原生 质球

为标准园球状
,

无论细胞方位如何改变都保持球形

不变
,

而且低渗立即破裂
,

这无疑属于真正的原生质

球
。

和其他所作过的多种蓝藻原 生 质球相 比较
,

钝

顶螺旋藻原 生质球有两个不同的特点
。

第一
,

原生

质球内部结构均一
,

无明显分化
。

其他蓝藻原生 质

球都产生内部分化
,

形成色素质区 和无色透明区 ( 即

液泡区 )
,

为液泡化原生质球
。

第二
,

钝顶螺旋藻可

形成小型亚原生 质球仁图 1 ( C )」
。

此种亚原生质球

可 由原生质球出芽形成
,

也可由酶解 中的细胞出芽

形成
。

迄今
,

我们分离过原生 质球 的蓝藻共有十余

种
,

但从未出现过亚原生质球
,

钝顶螺旋藻为一个例

外
。

原生质球获得使液泡分离成为可 能
,

参照 前面

的方法 L’ “ 〕
,

对钝顶螺旋藻原生 质球用蒸馏水作低渗

处理
,

原生质球立即全部破裂
。

但十分意外的是
,

能

得到的液泡很少
,

其频 率在 1 % 以 下
。

除大型 液泡

外
,

我们也发现有些原生质球释放 出成群的细小液

泡
,

这种细小 的液泡混在细胞残渣 中而显示困难
。

液泡的大概外形 和结构与其他蓝藻液泡无异
,

为极
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图 l 钝顶螺旋藻原生质球和液泡

(A )原生质球从藻丝片段 先端首先形成
, x l以叉) ;

( B )酶处 理 4 h 后 形成的游 离原生质球
, x l以洲〕 ;

( )C 原 生质球 出芽形成亚原生质球
,

x l 以 x } ;

( n) 经低渗从破 裂原生质球 释放 的液泡
, x l川贾】

为规则 园球状
,

完全透 明
,

无任何 色素 物质 [图 1

( D ) ]
,

在普通光学显微镜下 看不到
,

只能在 相差显

微镜下显 示
,

这就与原生质球完全不同
。

和 其他蓝

藻液泡一样
,

钝顶螺旋藻液泡在蒸馏水 中也能保 持

不破裂
,

可 见也耐低渗
。

因此
,

虽然钝顶螺旋藻液泡

的分离率很低
,

但液泡的性质与其他蓝藻液泡相同
,

而与植物和真菌液泡严格 区别
。

植物和真菌液泡都

极其脆弱
,

对低渗敏感〔’ 7
,

` “ 〕
。

钝顶螺旋藻液泡的低

得率与原生质球结构相关
,

其他各种蓝藻均形成液

泡化原生质球
,

每个原生质球都释放液泡
,

而纯顶螺

旋藻形成非液泡化原生质球
,

球体 内一般无 液泡分

化
,

只有极个别原生质球显示液泡化
,

它们便是个别

液泡的来源
。

钝顶螺旋的这一特性在蓝藻中有多大

代表性
,

这种差异的生物学基础又是什么 ? 这显然

是有待研究的新问题
。
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