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青岛海域大面积聚集漂浮浒苔的显微观测
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摘要: 对近期在青岛海域大面积聚集漂浮的浒苔( Enter omorpha p r olif er a ( Muell) J. Ag. )进行常规显微镜

观察, 发现细胞内存在大小约 1 m 的可动的颗粒状结构。分别采用鞭毛染色和扫描电镜观察的方法对其进

行了初步研究,均未发现此颗粒状可动结构具有鞭毛。用透射电镜对浒苔细胞的超微结构特征进行了观察,

显示浒苔细胞壁致密而厚,每个浒苔细胞有 1 个片状叶绿体, 贴近于细胞壁分布,淀粉粒含量丰富,但依然未

发现胞内颗粒状结构具有鞭毛。
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浒苔( Enteromor pha p rolif era ( Muell) J. Ag. )

是一种大型绿藻,隶属于绿藻门( Chlorophyta)、石莼
目( U lvales)、石莼科 ( U lvaceae)、浒苔属 ( Enter o

mor pha) ,广泛分布于海洋沿岸中、低潮区的砂砾、岩

石、滩涂和石沼中。浒苔对环境的适应能力和繁殖
能力极强, 正常的生长不需要很强的光照

[ 1]
。在富

营养化条件下生长特别快速,目前已成为世界范围
内 绿潮 形成的主要种类之一[ 2 , 3]

。浒苔一般因漂
浮、堆积成灾,历史上曾在意大利、法国、丹麦等多国
海域发生过。

中国海域常见的有缘管浒苔 ( Enter omor pha

l inz a)、扁浒苔 ( Enter omor pha comp r essa )、条浒苔
( Enter omorp ha clathr at )、肠浒苔 ( Enter omor pha

intest inal i s)等[ 4]。但近期在青岛海域大面积聚集漂
浮的绿藻, 被公认为是浒苔属的浒苔 ( E. p rol if

er a)。其藻体呈绿色, 管状中空,分枝细长众多,主杆
不明显,无根无茎亦无叶片, 藻体呈柔软的丝状漂浮
于海面。光镜下观察其细胞, 可发现胞内存在一些
可动的颗粒状结构, 关于这些可动颗粒结构,有人认
为是孢子,有人认为是配子。为此,作者通过显微观
察和鞭毛染色的方法对这些可动颗粒进行了初步研

究。

1 材料和方法

1. 1 材料

藻体分别采自青岛六号码头表层海区、八大峡
底层海区及团岛湾底层海区。

1. 2 常规显微镜观察

新鲜采集的藻体样品首先进行常规显微镜观
察。

1. 3 细胞内颗粒物质的分离及鞭毛染色鉴

定

选择采自青岛六号码头表层海区的藻体, 以灭

菌海水清洗 3 次, 接着使用组织捣碎机破碎藻体,

300目筛绢过滤,滤液先用 300 g 离心 5 m in除去未

破碎藻体及大的片断, 上清在 2 000 g 条件下离心
10 m in,获得浓缩的细胞内颗粒物质。光镜下检测
并进行鞭毛染色鉴定,具体方法参照文献[ 5]。

1. 4 扫描电镜观察

取差速离心分离得到的细胞内颗粒状结构以含
0. 5%戊二醛的 0. 1 mol/ L 磷酸盐缓冲液( pH 7. 2)

固定 120 min。固定的样品分别以磷酸盐缓冲溶液

漂洗 4次,乙醇逐级脱水,醋酸异戊酯置换, 于 HCP 2

型 CO 临界点干燥仪中干燥, IB 3 型离子溅射仪中

进行真空喷镀,用双面导电胶带纸粘于样品台上, 扫

描电子显微镜下观察, 通过 KYKY2800B扫描电镜
联机图像分析系统,在 5 000~ 8 000倍下数码拍照,

电脑保存[ 6]。

1. 5 透射电镜观察

1. 5. 1 样品处理
1. 5. 1. 1 固定与脱水

将选定的藻枝样品切割成 1 mm 长度的片断, 分

别放入瓶中,用 0. 1 mol/ L 磷酸盐缓冲液( pH 7. 2)

配制的 5%戊二醛固定 2 h, 0. 1 mo l/ L 磷酸盐缓冲

液( pH 7. 2)室温下漂洗 3次, 每次 15 m in; 1%锇酸

后固定120 min。0. 1 mol/ L 磷酸盐缓冲液( pH 7. 2)

室温下漂洗 3 次, 每次 15 min; 依次用 30%、50%、

70%、80%、90%、100%乙醇梯度脱水。经丙酮 !乙
醇( 1 ! 1)置换, 最后, 纯丙酮置换 3 次, 以彻底脱去
样品块中的水分。
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1. 5. 1. 2 渗透

丙酮 包埋剂(体积比 9! 1)作用 120 m in; 丙酮
包埋剂(体积比 1 ! 1)作用 120 min; 纯包埋剂渗透

120 min。

1. 5. 1. 3 包埋
向 21孔硅化包埋板每孔中先加入少量包埋剂

(加 DMP 30) , 用牙签挑出样品,放入包埋孔的两端,

最后将每孔加满。将包埋板放入烘箱中聚合, 36 ∀ 预
聚合 12 h, 45 ∀ 预聚合 12 h,再 62 ∀ 完全聚合48 h

[ 7]
。

1. 5. 1. 4 修块与超薄切片

将聚合好的包埋块放入专用的样品夹中, 在解

剖镜下用单面刀片修去顶端和组织周围多余的包埋
剂,并使包埋材料呈金字塔形。LKBNoVa 超薄切片

机进行超薄切片,切片厚度60 nm ,切片成带后,用眉
毛笔将带状切片捞到以 Formvar(聚乙烯醇缩聚甲

醛, 0. 2% )作为支持膜的铜网上[ 8]。

1. 5. 1. 5 正染色
在一培养皿中灌注蜡, 做成蜡槽, 待凝固。取饱

和醋酸铀溶液滴入蜡槽中, 然后用尖头镊子夹取铜
网, 将有材料的一面朝下放在染色液中, 染色 120

min。取出铜网,经过 3次双蒸水漂洗后, 按照同样
方法进行柠檬酸铅染色 60 m in。取出铜网, 用滤纸

吸干多余的水, 放入切片盒中[ 9]。

1. 5. 2 透射电镜观察
使用 H 7000透射电镜(日立) , 加速电压 75 kV

观察超薄切片并拍照。

2 结果

2. 1 浒苔、浒苔细胞及其可动颗粒的常规显

微镜观察结果

如图 1a 所示, 浒苔藻体呈管状中空, 分枝细长

而众多。值得注意的是在高倍镜下, 每个浒苔细胞
内可见若干直径约1 m 的颗粒状可动结构(图1b1;

1b2; 1b3)。用差速离心的方法分离该颗粒状结构,

光镜下检测可发现有少量颗粒状结构仍然可以运

动,大小与细胞内颗粒状结构相似(图 1c)。鞭毛染色
结果显示该颗粒状物质并没有鞭毛的存在(图1d)。

图 1 浒苔、浒苔细胞及胞内可动颗粒状结构的光镜照片

Fig. 1 E. p r olif er a and it s mobile part icles in the cell

a.浒苔藻体整体照片( # 12) ; b1. 六号码头表层漂浮藻体细胞

( # 240) ; b2.团岛湾底层海区藻体细胞( # 240) ; b 3. 八大峡底层海区

藻体细胞( # 240) ; c.分离得到的浒苔可动颗粒( # 600) ; d.分离得到

的浒苔可动颗粒鞭毛染色结果( # 600)

a. the shape of E. p r ol i f er a ( # 12) ; b1. the cell st ru cture of

E . p rol if era f rom th e sixth dock seaw ater in Qingdao ( # 240) ; b2.

the cel l st ructure of E. p r ol if er a f rom the Tuandaowan seab ed

( # 240) ; b 3. the cell st ructu re of E. p r ol i f er a f rom the Badaxia sea

bed ( # 240) ; c. the mobile part icles isolated f rom the E . pr oli f e ra

( # 600) ; d. the m ob ile part icles isolated f rom the E. pr oli f e ra

stained w ith silver( # 600)

2. 2 扫描电镜观察结果

扫描电镜结果如图 2 所示, 差速离心分离得到

的可动颗粒状物质在扫描电镜下未见到有鞭毛的存
在(图 2a,图 2b)。

图 2 浒苔藻体内可动颗粒的扫描电镜照片

Fig. 2 T he mobile particles isolat ed from the E. p ro lif era cell
a. 分离得到的浒苔可动颗粒( # 5 000) ; b. 分离得到的浒苔可动颗粒( # 8 000)

a. the picture of th e mobile part icles observed w ith SEM ( # 5 000) ; b. th e picture of th e mobile part icles observed w ith SEM ( # 8 000)
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2. 3 透射电镜观察结果

透射电镜结果显示浒苔细胞壁致密且厚, 每个

浒苔细胞有 1 个片状叶绿体, 贴近于细胞壁分布。

细胞内存在数量相对较多的颗粒状物质, 初步断定

为淀粉粒(图 3)。另外在细胞内还发现了蛋白核、脂

滴和细胞核,线粒体难于辨识, 但具有鞭毛的颗粒及

鞭毛始终未能观察到。

图 3 浒苔细胞的透射电镜照片( # 3 000)

Fig . 3 The pict ur e of the E. p ro lif era cell obser ved with

TEM ( # 3 000)

3 讨论

对于采自不同海区及不同海水深度的藻体进行

观察,在形态结构上也发现了一些区别。如在六号

码头表层海水采集的藻体颜色略深, 细胞内颗粒状

物质明显较小而多, 而且内容物充满整个细胞壁内

空间。而在团岛湾底泥采集的样品中颗粒状物质数

量较少,且分布于细胞的某一侧, 胞内也出现较大的

液泡。究其原因可能是因为沉入海底的藻体由于光

照的限制,不能进行充分的光合作用, 故细胞内累积

物质减少,甚至出现细胞器的退化。

浒苔的透射电镜照片难于辨识线粒体, 可能是

因为其细胞壁较厚,固定液难于及时渗透进入, 故而

导致了线粒体结构的破坏。淀粉粒作为植物的储存

物质,在藻体内大量分布, 说明此藻光合代谢旺盛。

在光镜下观察到的藻细胞内大量的可动颗粒状

结构,使用鞭毛染色、扫描电镜及透射电镜的方法均

不能证明该颗粒状结构是孢子或配子。根据透射电

镜结果,作者推测这些颗粒状物质可能是淀粉粒, 因

其大小、形状和数量与光镜下观察到的结果最为相

近。至于是什么原因导致其在细胞内的运动, 相关

的研究正在进行中。
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Abstract: Under the m icroscope, a few of mobile part icles w ith the size o f 1 m are observ ed in the cell o f

Enter omor pha p r oli f er a f loat ing in Qingdao sea area recent ly. We do not find any informat ion about the be

ing of f lagella in the mobile part icles using the method of silver stain and scanning elect ron microscope. At

the same time, the internal st ructures of this species are observed using T EM. T he results show that the E.

p r ol i f er a po ssess compact cell w all, there is one chloroplast and it dist ributes near the cell w al l, there are a

few o f starch g rains immer se in alga cell. How ever, the st ructure of flagella is not been detected.
(本文编辑: 张培新)


