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提要 利用光镜和扫描电镜对厦门近海三种常见附着硅藻——爪哇 曲壳藻亚缢变种 

(Achnanthesjavanica vat．subconstricta)、咖啡形双眉藻(Amphora coffe~formis)和多枝舟形藻(Nav— 

icula ramosissima)胞外多聚物(Extracellular polymeric substances，EPSs)的形态和微细结构进行了 

研究，并初步分析了其化学组成。结果表明，A．iavanica var．subconstncta的胞外多聚物为透明 

的长柄，分为领、柄及垫状物三部分，电镜显示其徽细结构为由许多纤维组成的双层实心管； 

Amphora coffeaeformis分泌的 EPS为由串连的小节组成的实心管状结构，许多管交织成厚的胶 

质块；Navicula ramosissima的EPSs则为透明的薄膜并形成胶质膜。三种硅藻胞外多聚物的水 

溶性和水不溶性的主要成分均为多糖类，达总量的 70％以上，蛋白质含量次之，不含脂类物 

质，但不同藻类EPS的组成差异较大。此外，还探讨了EPSs的功能及其分泌机理。 
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硅藻是海洋和淡水体系中物种丰富及个体丰 

度巨大的类群，它们的有机物生产率和光合作用 

速率 可与 陆地上 的高 等植物 相 媲美 (Kelly． 

1989)。研究表明，许多硅藻，包括浮游和附着种 

类在其生长繁殖过程中均能生产分泌一种粘性物 

质，称为胞外多聚物(Extracellular Polymeric Sub． 

stances，EPSs)，其形态和结构多样，组成复杂，是 

硅藻生命活动过程中不可或缺的部分(Hoagland 

et al，1993)。近年来，随着海洋生态学研究的不 

断深入，硅藻胞外多聚物的研究引起了海洋学家 

的重视。已有的一些研究结果表明，硅藻胞外多 

聚物在水域食物网的物质循环和能量流动、菌一 

藻关系、EPS在硅藻周围构建的微型生态环境的 

营养作用 中都 占有重要作用 (Riebesell，1991； 

Smith et al，1995；Goto et al，1999)。此外，硅藻 

胞外多聚物还是污损生物学的一个重要研究领域 

(黄宗国等，1984；Hoagland et al，1993)。Hoagland等 

(1993)指出硅藻分泌的胞外多聚物在硅藻附着过 

程中起着重要的作用，直接关系到硅藻的正常生 

长、生物膜的形成、垂直结构和硅藻栖息地的稳定 

等。 

在过去的半个多世纪中．我国在海洋硅藻方 

面开展了大量的工作，特别是在底栖硅藻的分类 

生态学等方面取得了丰硕的成果 (金德祥等， 

1982，1991；程兆第等，1995)，但有关硅藻胞外多 

聚物方面的研究尚未有专门报道。作者对厦门海 

区 3种常见附着硅藻的胞外多聚物形态和微细结 

构进行了研究，并对其化学组成进行了初步分析， 

以期为阐明硅藻胞外多聚物的功能及污损硅藻的 

防治提供科学依据。 

1 材料与方法 

1．1 硅藻分离及培养 

实验用 三种硅藻：爪 哇曲壳藻亚 缢变种 

(Achnanthes javanica vaF．subconstricta)、咖啡形双 
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眉藻(Amphora cof#a~rmis)和多枝舟形藻(Navicu— 

la ramosissima)均采 自厦门附近海域的大型海藻 

(如石莼 、浒苔等)上。采集到这些大型海藻后，在 

过滤海水中充分漂洗，把含有硅藻的海水在解剖 

镜下分拣，选出所需硅藻藻种，置于 200ml的三角 

瓶中，加入约 lOOml f／2培养液培养。培养温度为 

(23+1)℃，光照强度为40001x，光暗周期为 12h： 

12h。培养4—5天后，在解剖镜下再次分拣出所 

需藻种，静置培养。经 3—5次纯化后，经抗生素 

处理，得到无菌纯藻种用于实验。 

1．2 胞外多聚物(EPS)的形态及微细结构观察 

藻类培养 4—5天后，取少量样品直接置于载 

玻片上制成标本，在 ZEISS Axioskop型光学显微镜 

下观察，使用配置 MC80显微镜用照相机拍摄。 

取少量样品于盖玻片上，用少量 Milli．Q水冲洗去 

盐分，待其自然风干后直接喷金，然后在 S-520型 

扫描电镜下观察 EPS的微细结构。 

1．3 EPS化学组成的提取和测定 

EPS的提取采用改进的 Wustman等(1997)的 

方法。藻类培养一段时间后，倒掉上层培养液并 

用消毒海水洗 3—5次，用毛笔将附着于瓶底的藻 

体刷出，收集至50ml离心管中，离心5min(500Or／ 

min)，弃上清液，沉淀用 Milli．Q水冲洗，重复3次， 

每次离心 5min。然后在沉淀中加入 90％的酒精 

lOml，提取 10min，离心 5min(5000r／min)，重复 3 

次，后再用 Milli．Q水冲洗3次，离心5min(5000r／ 

min)。沉淀在 90℃的蒸馏水中提取 1h，离心 5min 

(5000r／rain)，上清液即为 EPS的水溶性组分(Wa． 

ter Soluble．WS)，沉淀中加入0．5mol／L碳酸氢钠溶 

液 10ml在 95℃水浴 4—5h，离心 5min(300Or／ 

min)，上清液即为水不溶性组分(Water Insoluble． 

WI)，将两种组分放在蒸馏水中透析 24h，测定其 

组成。 

糖类测定采用硫酸 一苯酚法(Dubois et oz， 

1956)，蛋白质的测定采用 Lowry等(1951)的方法， 

脂类 的测定则采 用称重 的方法 (Bligh et oz， 

1959)。 

2 结果 

2．1 胞外多聚物(EPS)的形态和微细结构 

2．1．1 爪哇曲壳藻亚缢变种 为福建沿岸常 

见种，壳面长37—70 m，宽 11—20 m，壳面两侧的 

中部缢缩，以胶质柄营附着生活，经风浪打散后过 

浮游生活(金德祥等，1982)。 

自然状态下，A．]avanica var．subconstricta成 

簇生长，以具有斧状足的一端黏附于基底或其他 

藻体上(图1-1)。光镜下观察，可以看到在藻体凹 

陷壳面一侧有一条透明杆状物质，长约 45ttm，它 
一 端与基底相连，一端与藻体相连(图1．2)。图1． 

3为 SEM下观察到的 A．iavanica var．subconstricta 

柄的微细结构，分为领部、柄部和垫状物(斧状足) 

等三个明显的部分。领部与细胞壳面相连，较细， 

柄部则较为均一，在与基底相连处膨大成垫片状 

(斧状足)。整个柄部为相对致密的内核外包一层 

胶质薄管，胶质管主要由许多细小纤维管组成(图 

14)。此外，研究中还发现，A．javanica var．sub． 

constricta细胞可在多个位置分泌胞外多聚物。 

2．1．2 多枝舟形藻 是一种生长十分迅速的 

藻种，培养3—5天后，藻细胞即覆盖整个培养基 

底，并粘成一团。在光镜下观察，N．ramosissima 

分泌的EPS为黏膜状并连成一片，细胞黏附在膜 

状物表面(图 1．5)。SEM下观察到，N．ramosissi． 

啪 分泌的 EPS为透明黏膜，其间分布有许多中空 

的膜状物，形状与细胞壳面相似，并可观察到清晰 

的点纹(图1-6，1-7)。在壳面边缘或是藻体相互 

靠近的部位，EPS的分泌量相对较多，并且呈现散 

状分布，在上部壳面分布的EPS则成膜状。 

2．1．3 咖啡形双眉藻 该藻细胞呈椭圆形，末 

端截形，相连带有细弱点纹组成的纵列点条纹。 

其细胞壳面狭，呈半月形(金德祥等，1982)。 

在光镜下观察，A．coffeaeformis的胞外多聚 

物为淡黄色的块状结构，细胞包埋在胶质块中，并 

沿着胶质管移动(图 1．8)。SEM下观察到 A．cof- 

feaeformis的胞外多聚物为细的管状结构，胶质管 
一 端连于藻体，另一端与其他藻体分泌的胶质管 

相连(图 1-9)。这种胶质管为实心结构，并由串连 

的小节组成(图 1．10)。许多管纵横交错形成胶质 

块，胶质管比藻体的直径小得多。藻细胞沿着这 

些胶质管进行运动和群体克隆。 

2．2 胞外多聚物(EPS)的化学组成 

表 1为三种硅藻胞外多聚物水溶性和水不溶 

性部分的化学组成。从表 1中可以看到，三种硅 

藻 EPS的水溶性和水不溶性部分皆以多糖类为 

主，达总量的7O％以上，蛋白质含量次之，不含脂 

类物质。但不同种间 EPS的组成差异较大，特别 

是水不溶性部分：A．coffeaeformis的 EPS主要为 

多糖，达总量 的 97％，蛋白质含量则较低，而 

A．javanica ray．subconstricta和N．ramosissima的 
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一  I
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图 1 三种海洋硅藻胞外多幕物的形态和般缅结构 

~lorphology d fine sl~elure of EI in three mal~ne dialotn species 

l一4为 A Yar．5“ 0 f n：1 细胞群体和管状多聚物(×200)．H 藻细胞，[}_柄状胞外多聚物；2．柄 

的结掏．a．领，b，柄部，c斧状足；3 柄的微细结掏． 外管，b 内管；4．柄的徽细结构，a．耋{=堆营一5— 

7为 Ⅳ．珊mm mn：5 细瞻群体和膜状多檗物(x 100)，H．藻细胞 ．b 膜状胞外多聚物；6 膜状胞外多聚 

物 a．膜状多聚物．b 细胞状胞外多聚物 ；' 分泌膜状多聚物的细胞，n 藻细胞 ．b 瞧外多聚物 。8—10 

为A． 胡 ，删 ：8．细胞群体和管状多聚物【x 200)，a 藻细胞 -}_管状多聚物；9 管1拔多聚物．st管状 

多聚物，b 藻细胞；10 n 藻细胞．b 管状多聚物 
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表 1 三种海洋硅藻胞外多聚物的化学组成(％) 

Tab．1 Chemical compositions of EPSs in three marine diatom species(％) 

注 ：“一 ”表示 未检出 

EPS中的蛋 白质含量则较高，分别为 18．6％及 

28％ 。 

3 讨论 

3．1 胞外多聚物(EPS)的形态及功能 

研究表明，绝大多数硅藻都具有生产和分泌 

胞外多聚物的能力，这是硅藻生命活动过程中不 

可缺少的一部分(Hoagland et al，1993)。硅藻胞 

外多聚物的形态多样，主要以杆、管、顶垫、薄层黏 

膜及荚膜的形式出现在胞体外部，功能也较为复 

杂，在硅藻运动、附着、栖息地的稳定、集群及抗干 

燥等方面都起着重要的作用，此外在防止硅质壁 

的溶解及浮游动物的摄食等方面也有一定的作用 

(Hoagland et al，1993)。一些研究表明，底栖附着 

硅藻的EPS主要以固着和连接克隆的功能为主， 

EPS大多位于胞体的同一侧，而油泥硅藻所分泌 

的 EPS主要起到克隆生长和运动的作用 ，同时它 

也可以保护胞体免于被水流冲走，或是被小型底 

栖动物所摄食。本研究结果进一步表明，不同硅 

藻因生活习性的差异其分泌的 EPS的形态和功能 

也各不相同：A．]avanica var．subconstricta主要营 

附着生活，细胞常连接成串，其分泌的胞外多聚物 

为柄状，一端连接在基底上，该结构有利于细胞的 

生长和固着；A．coffeaeformis的 EPS为实心管状， 

且许多管相连成胶质块，这种结构除对细胞有保 

护作用外，在藻细胞的运动中也有一定的作用，研 

究中也发现，藻细胞壳缝端紧贴在胶质管上并沿 

着胶质管移动；N．ramosissima的 EPS则为薄膜 

状，其功能主要起到克隆细胞、运动及维护栖息地 

的稳定作用。 

此外 ，作者在研究中还发现，在硅藻胞外多聚 

物的周 围常存在少量的原生动物，如纤毛虫等。 

其他一些研究也发现，硅藻分泌的EPS一旦使藻 

体牢固地附着在基底上，一些细菌和小型动物就 

会在硅藻周围聚集，硅藻分泌的 EPS为细菌所利 

用，小型浮游动物则以细菌为食，形成一个微生态 

系统，这个微生态系统在海区的物质循环和能量 

传递 中起着很 重要的作用 (Hudon et al，1981； 

Hoagland et al，1982；Goldsborough et al，1991)，但 

生物之间的相互作用机制尚不清楚 ，有待进一步 

研究。 

3．2 胞外多聚物(EPS)的分泌部位及机制 

目前硅藻胞外多聚物分泌位置在一些种类中 

已比较清楚。在许多硅藻中柄的生产部位主要位 

于眼孔板或顶孔处，在一些种类中这些小孔也是 

顶垫的分泌位置；膜的分泌位置则主要位于纵沟、 

壳面上的孔及环带缝合处等；管状物的分泌位置 

分歧较大，一些研究认为由环带缝合处分泌(Cox， 

1981；Houpt，1987；Millie et al，1981)，其他研究 

则表明由纵沟分泌(Sicko．Goad et al，1989)。作者 

的研究表明，A．javanica var．subconstricta细胞可 

在多个位置分泌胞外多聚物，如上下壳面的两端 

及壳面的中部，很可能是由H~：fL板或顶孔处分泌； 

N．ramosissima的 EPS极可能在纵沟的一端，即藻 

体环带部位，但是运动导致 EPS的生产还是 EPS 

的生产使得胞体产生运动还需进一步研究；而 A． 

coffeaeformis的EPS可能由壳面上的孔及环带缝 

合处分泌。目前硅藻胞外多聚物的分泌机理尚不 

是很清楚，作者在研究中发现，A．javanica var． 

subconstricta在胞外多聚物(柄)合成前期和合成 

期，细胞内存在大量小泡而且这些小泡的大小和 

位置都在不断的变化，这些小泡极可能与胞外多 

聚物的分泌有关(黄世玉等")。其他一些研究也 

发现，胞外多聚物首先以位于高尔基体成熟面一 

端的包含于小泡的细纤维出现(Edgar，1980；Blun 

et al，1981；Edgar，1983；Sicko-Goad et al，1989)， 

同时发现细胞在合成胞外多聚物时，线粒体迅速 

1)黄世玉，王大志，2004．爪哇曲壳藻亚缢变种胞外多聚物分泌过程及除草剂的影响研究(研究资料) 
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靠近高尔基体(Schmid，1988)，可能是为胞外多聚 

物 纤维 的分 泌提 供 能 量 ATP。Sicko—Goad等 

(1989)在细胞质中发现了几种小泡，它们可能代 

表了胞外多聚物转运和释放所处的不同过程。含 

有纤维的小泡移动到靠近胞外多聚物分泌的质膜 

部位，然后质膜再嵌入到分泌部位，小泡与质膜融 

合到一起，释放纤维状物质(Herth，1979)。 

3．3 胞外多聚物(EPS)的化学组成 

硅藻胞外多聚物化学组成的研究已有大量报 

道，但主要集中在浮游种类，附着种类的相关研究 

还比较少。Hoagland等(1993)总结了这方面的研 

究成果，指出硅藻胞外多聚物主要由多糖类组成， 

此外还包括一些含硫大分子及少量蛋白质，目前 

在胞外多聚物中尚未发现脂类物质。Wustman等 

(1997)的研究则表明，硅藻 EPS主要由酸性多糖 

组成，此外还有少量的蛋白质及酚类物质。本研 

究结果也支持了上述结论：三种硅藻的 EPS皆以 

多糖类为主，达总量的 70％以上，蛋白质含量次 

之，不含脂类物质，但组成上有所差异，特别是 

EPS的水不溶性部分变化较大，这也反映了硅藻 

种间的差异。 

4 结论 

本研究结果表明，硅藻胞外多聚物的形态、结 

构和组成因种类不同而存在很大差异，这种差异 

导致了其功能的不同，这也是硅藻细胞对栖息环 

境长期适应的结果，因此，在研究硅藻胞外多聚物 

时必须考虑其生活习性。 
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MoRPHoLoGY．FD’iE STRUCTURE AND CHEMICAL CoMPoSITIoN 

oF EXTRACELLULAR PoLYME砒 C SUBSTANCES IN Tm  E 

～ RINE DIATOM SPECm S 

WANG Da—Zhi，HUANG Shi—Yu ，CHENG Zhao-Di 

(The Key Laboratory ofMarine Environmental Science ofMinistry ofEducation； 

Environmental Science Research Center，Xiamen University，Xiamen，36l005) 

(Fisheries College，Jimei University，Xiamen，361021) 

”(College of Life Sciences，Xiamen University，Xiamen，361005) 

Abstract Extracellular polymeric substances(EPSs)of diatoms that exist in the form of stalks，apical pads，ad— 

hering films and fibrils，are a type of mucilaginous substance secreted in the exterior of cells．EPSs which play im— 

portant roles in the life of diatoms in thier marine eco—system． i paper investigated the morphology and detailed 

structure of EPSs in three marine diatoms，Achnanthes javanica vat．subconstrict，Amphora coffe~formis and Navic— 

ula ramosissima，isolated from the surface of seaweed collected in the Xiamen offshore．These samples were an alyzed 

using microscope and scanning electronic microscope(SEM)methods．Their chemical compositions were also ana— 

lyzed preliminary． e results showed that the morphology of EPS varied significantly among species with individual 

feature．EPS of A．javanica vat．subconstricta has a long transparent stalk—liked EPS，which usually lies on one end 

of cells and is composed of three parts：collar，stalk and pad．Cells of A．javanica var．s“bconstricta were attached 

to the surface of cultured vessel through the pad and many of the cells form ed a cell—line． e results from SEM 

showed that the close—up of the EPS had a double layered solid tube structure made of fine fibers．Moreover，some 

cells have two or more stalks were observed under microscope． e EPS secreted by A．coffeaeformis was a solid 

tube，which is assembled by small—tandemed segments with many interlaced tubes and gathered as colloid agglomera— 

tion，cell moved through the solid tubes and formed the lump． e EPS of N．ramosissima was a transparent and 

colloid mucous memb rane，which covered on the surface of culture vessel and cells moved the memb rane．Th ere were 

many hollow cell hull liked memb ranes among of them，and spot veins were observed clearly． e prelimi nary results 

on EPS composition indicated that the compositions of both water-soluble and water-insoluble potions of EPS in the 

three diatoms were dominated by polysaccharides．Th eir contents exceeded 70％ of total EPS，along with a small 

am ount of protein，accounting f0r 3．2％一 28％ of total EPS．N0 lipid was found in the EPSs．Composition of 

polysaccharides and protein in EPSs varied greatly among different species，especially for the water insoluble potion： 

major composition of EPS in A．coffeaeformis was polysaccharides，up to 97％ of total EPS content，protein content 

was very low，however the protein contents of EPS in A．javanica vat．subconstricta and N．ramosissima were hi 一 

er，18．6％ and 28％ respectively．Th ese data reflected different abilities in EPS production． e results indicate 

that the morphology of EPSs in different species are related to their habit，which is a result of long time adaptation， 

while chemi cal compositions of EPSs are species—specific，which varies with species
． e function of EPSs am ong 

species is different，which is determined by their structure and algal hab it，stalks are apt to those life—fixed species， 

tubes and memb ranes are apt to the motive species． Moreover，this paper also discuss the excretion mechan isms of 

EPSs in diatoms． 

Key words Marine diatom，Extracellular polymeric substances(EPSs)，Morphology，Fine structure，Chemistry 

constitution 
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