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湛江隐藻培养基的优化及 其 N、P和 K 

含量与隐藻细胞颜色相关性的研究 * 

胡鸿钧 吴莉平 
(中 国科学 院武汉 植物 研究所 武汉 430074) 

提要 报道 从 广东 湛 江 沿 海 采 集 、分 离 的 隐 藻—— 湛江 隐 藻 (Coptomona．s zhanjiangensis H 

J．Hu et L．P．Wu)的室内培养 ，从 5种培养基中筛选得到较适合于其生长的 85．1培养基。在 

此基 础 上 ，对 培养 基 中的 N、P、K含量 在 生 长 过 程 中 的 变化 以及 细 胞 中 叶 绿素 和 隐 藻藻 红 蛋 

白的消 长情 况进 行 了研究 。结果 表 明 ，湛江 隐藻 在 培养 过程 中出现 的 由红 褐色 一 黄褐 色～ 橄 

榄绿 色 的细 胞颜 色变 化 主要是 由细胞 内隐藻 藻红 蛋 白与 叶绿 素 的 比值决 定 的 ，并 与培 养 基 中 

N素 水平 的 变化成 正 相关 。此 外 ，在 色素 的提 取 过 程 中 ，对 同 一 材 料 的 不 同 色 素进 行 分 步 提 

取 ，方 法简 便 ，效果 也 较好 。 

关键 词 隐藻 ，培养 基 ，藻 红蛋 白 ，色 素 

中 图分 类号 O946 

隐藻 (Cryptomonas)是海 洋第 一性 生产力 的组 成部分 。已经分 析过的 隐藻不 仅有较 高 

的蛋 白质含量 ，而且某些种 类 (如 C．ovata Ehrenberg等 )还 含有较 丰 富 的不饱 和脂 肪酸 ， 

特别是 DHA(C22：6)，含量达 到总脂 肪酸 的 7％ (陈峰 等 ，1999)。隐藻无纤 维 素 的细胞 壁 

易于消化吸收 ，是鱼类及某些珍 贵水产 养殖动物 的优 良饵料之 一(Borowitzka et al，1988)。 

隐藻藻胆 蛋 白 (C—phycobiliprotein)是 其 光合 作 用 的辅 助 色 素。 近年 来 ，藻 蓝 蛋 白(Phyco— 

cyanin)和藻红蛋 白(Phycoe~,thrin)作 为荧光 探针 试 剂在 生物 化 学和 医学研 究 中 被 广泛 应 

用 ，价格 昂贵。据 Sigma公 司生 化试 剂 目录标价 ，藻红蛋 白为 l51．2一 l63．6美元／mg，由此 

可见隐藻的人工培养无论 作为优 良饵料还 是作 为提取 藻红 蛋 白的原 料 ，其 应用 前 景是广 

阔的。但是我 国有关 隐藻的研究却很少报道 (胡鸿 钧 ，1983；胡鸿钧等 ，1997；施之 新等 ， 

1997)。隐藻资源 的利用 ，适宜培养基 的筛选和培养 条件的掌握是一个 主要 环节 。人们在 

以往的研究 中注意到 ，不少 隐藻在 培养过 程 中常常 出现 由红褐 色一黄 褐色一橄 榄绿 色 的 

颜 色变化(Ishimitsu et al，1984)，但对这种变 化的起 因并不清楚 。虽然 有关海 水 中营养盐 

与浮游植 物生长 的相关性 以及营养盐对几种硅 藻及 氮磷 组成 的影 响方 面 已有报道 (王勇 

等 ，1999；李铁 等 ，2000)，但对 于 N、P、K含量 与隐藻 细胞颜色相 关性 的研究却 未见报道 。 

作者对湛 江隐藻 的室 内培养进 行 了研究 ，并在获得较适 合的培养基 的基础上 ，就其生长过 
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程 中培养 基成分与几种色 素量的消长关 系进 行 了研究 

l 材料与方法 

1．1 材 料 

本 实验所用材料 为湛 江隐藻 (Cryptomonas zhanjiangensis H．J．Hu et L．P．Wu)，米 臼 

广东 省湛 江海域硇州 岛沿海 礁石小水坑 。 

1．2 藻种的分 离与培 养 

采用 毛细管法分离纯 化藻种 ，置于 LRH一150一G型恒 温光 照培养 箱 中培养 。培养 温度 

为(20±1)℃ ，光强为 2000--4000 lx，光 暗周期 比为 13：1 1，每 日摇荡 3—4次。 

1．3 培养基组分 的选 择 

主要为 1(85—1)、2(85—1)、3(厂／2)、4(Er)和 5(对 照 )5种培 养基 (表 1)，并通 过 比较培 

养 ，从 中筛选 出适于湛江 隐藻 生长的培养基配方 。 

1．4 生长速 率的测算 

采用细胞细胞计数 法(薛应 龙 ，1985)。每次 按 同等条 件接 种 3瓶 作平 行实 验 ，接 种 

后当即用血球计数 板 和计 数 器在 显微 镜 下 测 算 出每 毫 升培 养 液 中细胞 密 度 ，以后 每 隔 

24 h测算一 次 ，连续观测 两周 。细胞数 目的测算 ，每个 样 品测 6次后 取 平均 值 ，生 长 曲线 

和细胞分裂率 曲线 按 3个 平行样品 的平均值绘 制 

值按 下列公 式计算 (Robert et al，1979)： 

K：lg(N 
一

／ )／(t 2一t1)lg2 

式 中 ， 为细胞分裂率 ；N 为 t。天的细胞数 ；Nt
．

为 t 天的细胞数 。 

1．5 叶绿素含 量和隐藻藻红蛋 白的测 定 

取一定体积 的不 同时期 的细胞培养 物 ，离心 收集 细胞 ，分 步提取叶绿 素和隐藻藻红 蛋 

白。先用改 良的 Bogorad(1962)的方法提 取细 胞 中的叶绿 素 ，经硅胶 柱(D×L=1．5×6)层 

析分离纯化，石油醚萃取，挥发干燥。然后，用提取叶绿素后的细胞直接用于隐藻藻红蛋 

白的提取 ，按 文献 (Allen et al，1959；O HEoeha et al，1959；Swingle et al，1951)等方法做适 

当修 改 。提 取 的 隐 藻 藻 红 蛋 白经 G一75葡 聚 糖 凝 胶 (D ×L = 1×10)层 析 分 离 纯 化 

(Melaehlan，1979)，冷 冻真空干燥 。色 素的相对含量采 用 72—1型分 光光度计定量测 定 

1．6 培养基 中 N、P、K 含量的定量分 析 

P、K含量分析 ，取培养 15天和 25天后 藻细胞分别 为红褐色 或者橄 榄绿 色的培 养液 ， 

经双层 滤纸 过滤 ，取滤 液用 等离 子 光谱 测 定 (仪器 型号 ：IR1S Advantage TGA solution)：N 

含量测 定用蒸馏滴 定法 (国标 GB1 189—89)，上述分 析测 定均 由湖北 省农 业科 学 院测 试 中 

心完 成。 

1．7 蛋 白质含量 测定 

采用 Bradford(1976)法测定 。 

2 实验结果 

2．1 湛江 隐藻 的室 内培 养 

用 5种不 同的培养 基对湛江 隐藻进 行培 养 ，在温 度 、光强 和光 暗周 期相 同 的条件 下 ， 

对其生长速 率 、细胞颜色 和储存物质淀粉 等进行观察 。结果 表明 ，85—1培 养基较适宜 于湛 
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江隐藻生长 (图 1)，培养 10天后 ，除细胞颜色 的差异外 ，淀 粉 的储 存量 明显 高于其 它 几种 

培养基 中的细 胞 ，培养 液 中最大细胞 密度 也为其 它几种 培养基 的 3倍左 右(表 1)。 

表 1 湛 江 隐藻在 不 同培 养基 中的生 长情 况 

Tab 1 The growth of C．zhattjiangensis in va~ous medium 

用 85—1培养 基 ，细 胞通 常在 接种 后 

的 3—4天进 入 对 数 生 长期 。对 数 生 长 10 0 

期一般可维 持 1周左 右(图 2)。 

在此期 间 ，细胞 的平 均 分 裂率 约 为 9
．0 

1．1(图 3)。对数生长期的细胞培养液每 

4h取样 1次 ，连续 取 样 60h进 行细 胞 计 

数 。结 果表 明 ，用 85—1培 养基 培养 的细 三 

胞，在 13：11的光暗周期，(20±1) 及 幕 

4000 lx的培养条件下，能在光暗周期后 蚕 

半段得到 较 多 的分 裂 细胞 ，且 相 当数 量 

的细胞 分裂 发生 在 12：00— 16：O0之 间 ， 

而在暗周期 内仅有少 数细胞分裂 (图 4)。 

2．2 培 养 过程 中培 养 基成 分 与 几 种 光 

合色素的消长关 系 

可呈现 出红 褐 色 、黄褐 色 或 橄榄 绿 三种 

不 同的颜 色 。这种颜 色 的变 化与光 强 和 

培 养温度 的关 系不大 。当光强和培养 温 

t／d 

图 1 湛江隐藻在 5种培养基 中的生长速率 

Fig l The growth rate of C．zhanjiangensis in 5 different media 
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图 2 湛江 隐藻 的 生长 曲线 
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图 3 湛江隐藻对数生长期平均细胞分裂率 

Fig．3 The average rate of cell division of 

C zhanjiangensis in exponen6~一phase growth 

度一定 时 ，无 论 用何 种 颜 色 的 细胞 接 种 ， 

接种后 的细胞总是最 初呈 现红 褐色 ，然后 

转变成黄褐 色 ，最 后成 为橄 榄绿 色。色 素 

提取 和分离的结果表 明 ：上述 三种颜 色 的 

细胞 的 90％丙酮 ：甲醇(5：1)提取 液 ，都 分 

别 在 460nm、630nm和 663nm显示 3个 吸 

收峰 ，它 们 分 别 为 a一胡 萝 卜素 、叶绿 素 c 

和叶绿 素 a；而这 三种 颜 色 的细胞 的磷 酸 

盐缓冲 液 提取 液 都仅 在 555nm处 有 一 个 

吸收 峰 ，为隐藻藻 红蛋 白。这 4种 色素 的 

8：00 8：00 早 8 ：00 8 ：00 8 ：00 晚 8 00含量 ，在 3种颜 色 的细胞 中各 不 相 同 ，但 早 晚 早 晚 早 晚 ：00莒重 ，征 柙颜 色 明 甘岜甲各 个 l_J，1旦 

“ 总趋势是 叶绿 素 。和隐 藻藻 红 蛋 白的 含 

图 4 湛江隐藻的细胞周期 量在 3种不 同颜 色 的 细胞 中都 较 高 。本 

Fjg·4 The ce11 cyele of C·zh。njianger~ 研究分别 在细胞呈红 褐 色 、橄 榄绿 这两 个 

培养 时期取样 ，测定 了其细胞 内叶绿 素 a 

和隐藻藻红蛋 白的含量 ，并定 量分 析 了这 两个 时期 内培养 基 中 N、P、K的含 量 ，结果 列 于 

表 2 

表 2 不 同培 养时期 细 胞 内叶绿 素 Ⅱ和 隐藻藻 红 蛋 白及培 养基 中 N、P、K的 含量 

Tab 2 Contents of chlorophyll—a，K—phycoerythrin and N，P and K in media at various stages 

2．3 湛江隐藻的 蛋白质 含量 

用离 心方法获得 的藻 泥 ，经过干燥 成为藻粉 ，干藻粉粗蛋 白含量为 38．91％。 

8  7  6  5  4  3  2  

一．一g o0【×)／趟阳星再 
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3 讨 论 

开始探索湛 江隐藻 的培养 条件时 ，作者 采用 了 5种 不 同的培 养基 进行 实验 。在接 种 

量 、光 强 、培养 温度及光暗周期 相 同的情况下 ，隐藻 细胞在 85—1培养 基 中生长 的速率 明显 

高于其它几种培 养基 中生长 的速率 。每毫 升培养物 中最高 细胞 密度也高 出其它 4种 3倍 

左右 。85—1培养基 是 由作者 自己设计 配制 的 ，实 际上 它与 2(85—1)、厂／2和 Er培养 基 的营 

养成分大致相 似 ，除各 成分 的含量稍 有差别外 ，主要是用 K2HPO 替 代 了 Na。HPO ，并增 加 

了适量 的甘油磷 酸钠 。作者所用 的 5种 培 养基都 是海 水培 养基 ，海 水 中高浓 度 的 Na 对 

细胞 的生长不但 意义不大 ，还可能有 抑制作用 。相 反 ，海水 中 K 的浓度 比 Na 低 得多 ，补 

充适量 的 K ，可 以调节培养 基 中 K 与 Na 的平衡 ，有利 于细 胞对 N素 的吸 收和 光 合产 

物 的转运 ，对细胞 的代 谢调节也有促 进作用 。 

85—1培养基 与 5号培养基 基本相 同 ，差别 仅在 于前者加 入了 170mg／L NaNO ，而后 者 

没有 。因此 ，这两种培 养基 的 N素水 平是 有 明显 差异 的。用这 两种 培养 基 培养 的细胞 ， 

除表现 出生长 速率的 明显差 异外 ，细胞 颜色的变 化也 明显不 同。培养 7— 10天后 ，85—1培 

养基 中的细胞仍 为红褐色 ，而 5号培养 基 中的细胞 却 已经变 成橄 榄绿 色 在 实验 中还 注 

意到，即使是用同一种培养基培养的细胞 ，随着培养时间的延长，也会呈现出红褐色、黄褐 

色和橄榄绿色 的不 同颜色 。由此 推测 ，这 种细胞颜 色 的变化很 可能 与培养 基 中的 N素 水 

平有关 。 

实 验结果 与作者 的推测 相一致 。在培养前 期 (细胞 红 褐色 )和培养 后期 (细胞 橄榄 绿 

色 )，培养液 中 P和 K的含量变 化不大(一般 只有 数 mg之 差 )，但 N的 含量变 化却 十分 明 

显 。前期培养 液 中 N含量 比后期高 出 5．574rag／mL。细胞 中叶绿 素 。的相对 含量 从培 养 

前期 的红褐 色细胞到后期 的橄 榄绿色细胞 ，变化不 大 ；而 隐藻藻红蛋 白的相对含量则 由前 

期 的 0．51(OD )下 降到后期 的 0．22(OD )。 

湛江隐藻 的色素体 中含有 叶绿 素 n和 c、。一胡 萝 卜素 ，叶 黄素 和 隐 藻藻 红 蛋 白 、其 

中，叶绿 素和隐藻藻红 蛋 白都是含 N色素 ，它们 的合成依 赖于 N素 ，而 。一胡萝 卜素则是 非 

含 N色素 (Lee，1980)。根 据实验结果 ，N素水平 的改变首先影 响隐藻藻红蛋 白的合成量 。 

因此 ，培养基 中较高 的 N素水平 呵能 比较 有利 于维 持相对较 高 的隐藻 藻红蛋 白与 叶绿 素 

比值，使细胞呈红褐色；而较低的 N素则可能有利于维持较低的隐藻藻红蛋白与叶绿素 

比值，细胞呈橄榄绿色；当这一 比值适中时 ，综合其它色素的作用，则隐藻细胞呈黄褐色。 

隐藻在 自然水体中(海洋、湖泊、池塘等)，当环境条件适宜时可以大量繁殖形成水华 ，1986 

年在我 国长 江 口外海就发生过 隐藻水华 ，面积约为 300km (齐 雨藻 ，1999)；1997— 1999年 

在香港海域也 发生过数次 隐藻水 华。虽然现 在 尚未 见 隐藻 分泌毒 素 的报道 ，但 隐 藻水华 

的出现 、藻细胞 的大量死 亡对海水环境及沿岸 海产养殖业将 会产生不 良影响 。赤潮 (包括 

隐藻水华 )的形成机理 现在 尚不甚清楚 ，本项研究 可能对探索 隐藻水华 的发生机理有一定 

的参考意义 。 

用 85—1培养 基和 5号培养基 培养 的细 胞 ，淀 粉储 存量 也 有较 明显 的差 异 ，在 前 者 中 

生长的细胞 比在后者 中生长 的细胞淀 粉储 存 量高得 多 。实际 上 ，这一结 果 与上 述这 两种 

培养 基 中的细胞在 色素合成量上 的差异 是相关 的。在 85—1培 养基 中生长 的细胞 ，显 然含 

有更多 的隐藻藻红 蛋 白，而隐藻藻红蛋 白作 为一 种光合作用 的辅 助色素 ，能有效地 吸收光 
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能并 传递给叶绿素 a(Mclachlan，1979；Haxo et al，1959)。这对 于光 能 的吸收 利用 ，以至 

细胞 中更多光合 产物的形成是有 利的。 

色素 的提取 ，按 以往 的方法 ，叶绿素 、a．胡 萝 卜素 和 隐藻藻 红 蛋 白的提 取是 分别 取 材 

进 行的 ，而且隐藻藻红蛋 白的提取通常需先用 超声波或者通过 反复冷冻 、解冻 的方法破 碎 

细胞 。作者在实验 中对 同一批材料采取 分步提 取 的方 法 ，先用 有机 溶剂 提取 细胞 中的叶 

绿 素和 a一胡萝 卜素 ，提取 这两类色素后 的细 胞又 直接用 于 隐藻藻 红蛋 白的提取 。 由于 有 

机溶 剂 的提取作用 ，质膜 的通 透性 发生改变 ，可省 去以往 隐藻藻红蛋 白提取之前 的细胞破 

碎 过程 ，方法 简便 ，而且色素提取 的效果 也很好 。 

除叶绿 素和 a．胡 萝 卜素 外 ，湛江 隐藻 (干藻粉 粗 品 )中还 含有 38．9l％的蛋 白质 。如 

果进 一步提高培养 和采收质量 ，估计 蛋 白质 含量 还有 提高 。这 就有 可 能提高 分级 处理 来 

获得 不同色素和蛋 白质产 品 ，使 隐藻资源得到综合 利用 。 
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oPTIM IZATIoN oF CULTURE M EDIUM  FoR C D  ̂ S 

Z _A ，l，A  ̂ E f̂ ， AND CoRRELATIoN oF N，P AND K CoNTENTS IN 

oPTIM IZED M EDIUM  W ITH C 】 D )̂  S CELL CoLoRS 

HU Hong—Jun．WU Li—Ping 

(Wuhan Institute of Botany，The Chinese Academy of Sciences，Wuhan，430074) 

Abstract Cryptomonas zhanjiangensis H J．Hu et L．P．Wu was collected and isolated from the coast of Zhan— 

jiang，Guangdong Province．This paper reports its culture in our laboratory．The medium 85一l selected among 5 different 

media is amenable to the growth of C．zhanjiangensis．Th e contents of inorganic ions(N，P and K)in the medium and 

of chlorophyll—n and phycoerythfin of C．zhanjiangensis cells from mahogany，snuff color to olive during culture．and 

these difference depended on the ratio of phycoerythfin to chlorophyll—n．which was positively interrelated to the levels of 

nitrogen resource in the medium．In addition，all improved method Was used to extract pigments from Cryptomonas cells 

an d it Was proven to be useful for determination of pigments an d proteins of Cr)ptomonas cells． 

Key words Cryptomonas．Media．Phycoerythrin．Pigment 
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