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光照强度对蛇足石杉共生蓝藻细胞悬浮培养的影响

郭斌，张向达，尉亚辉
（西北大学 生命科学学院；西部资源与现代生物技术省部共建教育部实验室，陕西省生物技术重点实验室，西安７１００６９）

摘　要：以蛇足石杉孢子囊为材料，分离出蛇足石杉共生蓝藻细胞，研究光照强度对液体培养的共

生蓝藻细胞生长的影响．研究结果表明，在光强５００Ｌｘ下，共生蓝藻的生长速率最大；增加光照强

度（＞２０００Ｌｘ）将抑制共生蓝藻的生长，菌体褪绿变白；在共生蓝藻生长过程中，蓝藻细胞内叶绿

素ａ的含量随着光强的增加而显著减少，这与其在强光照下生物量的降低呈正相关．不同光质实验

结果表明，绿光和蓝光条件下蛇足石杉内生藻生长快而红光条件下藻体增殖最慢，这与在绿光和蓝

光条件下藻体细胞合成的色素含量增高有密切的关系．实验结论：蛇足石杉共生蓝藻细胞适宜的光

照条件是弱光光照，适宜的光质是绿光或蓝光．
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０　引言

蛇足石杉为石杉科 （Ｈｕｐｅｒｚｉａｃｅａｅ）石杉属

（犎狌狆犲狉狕犻犪 犅犲狉狀犺．）植 物 （犎狌狆犲狉狕犻犪狊犲狉狉犪狋犪

（Ｔｈｕｎｂ．）Ｔｒｅｖｉｓ，犎．狊犲狉狉犪狋犪）的全草．具有散瘀消

肿、解毒和止痛的功效［１］．１９７２年我国科技工作者

报道了从该植物中分离的石杉碱甲具有横纹肌松弛

作用［２］，研究发现石杉碱甲是一种高效、低毒、可逆

和高选择性的乙酰胆碱酯酶抑制剂［３］．蛇足石杉多

生于山地密林下或沟谷阴湿土中，常伴生有金发藓

及暖地大叶藓等藓类．蛇足石杉是一种低等的蕨类

植物，现存的该类植物大多生长缓慢，繁殖能力差，

极大地限制了人们对其资源的利用［４］．实验室从蛇

足石杉的孢子囊、茎尖等部位分离出了其共生的蓝

藻细胞，希望能通过内生藻和蛇足石杉之间的关系

研究，从而促进蛇足石杉的生长速度和增加其有效

成分石杉碱甲的生物合成量．

蓝藻又名蓝细菌，是一类自养的原核光合生物，

它结构简单、生长迅速、适应性强、易于进行遗传操

作，已成为研究光合作用和基因工程的模式生

物［５，６］．蓝藻与低等植物共生的关系在自然界中普

遍存在．苏铁蓝细菌共生体因其特殊的代表性很早

就引起人们的注意［７］．近年来．许多研究者运用分子

生物学方法就苏铁及其共生兰细菌间的相互关系进

行了多方面研究［８］．此外有些菌藻共生体如地衣、葛

仙米、地耳及石耳等均由真菌和光合固氮蓝藻结合

形成，产生代谢物质如地衣多糖等有利于人体增强

免疫及防癌抗瘤［９］．

本文在前人研究基础上从蛇足石杉中分离出其

内生蓝藻细胞，分析了光照强度对蛇足石杉共生蓝

藻细胞悬浮培养的影响，建立了蓝藻细胞的悬浮培

养体系，在对其培养过程中发现光照强度显著影响

藻体的生长和繁殖，为进一步在离体条件下研究蛇

足石杉与其共生蓝藻之间的生物学关系建立技术

平台．

１　材料和方法

１．１　材料

蛇足石杉采自湖北省恩施州建始县．摘取成熟

的孢子囊，流水３０ｍ冲洗，然后在超净工作台上先

用７０％的乙醇漂洗１０ｓ，再用０．１％ 升汞浸泡

１０ｍｉｎ，然后用无菌水冲洗５次，用无菌滤纸吸干多

余水分．

第５次冲洗完的无菌水收集，作为检验孢子囊

表面是否完全灭菌的对照．将消毒过孢子囊均匀的

接种于盛有 ＭＳ基本培养基的培养皿中，将第５次

冲洗完的无菌水涂布与相同的培养皿中，放于培养

室中培养，培养条件是光照１０００Ｌｘ，每天光照
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１６ｈ，温度（２５±０．５）℃．

１．２　方法

１．２．１　蛇足石杉共生蓝藻的悬浮培养

孢子囊在 ＭＳ基本培养基上培养３０ｃｄ左右，在

孢子囊的表面长出深绿色的细胞团即蛇足石杉共生

蓝藻，见图１．在超净工作中挑取少量蓝藻细胞，用

液体 ＭＳ基本培养基稀释，然后按照５％的接种量

转接到盛有２５ｍＬ的１００ｍＬ三角瓶中，放于培养

室中静置培养，培养条件是光照１０００Ｌｘ，每天光照

１６ｈ，温度（２５±０．５）℃．培养４０ｄ后，再转移到新

的培养液中继续培养，这样继代培养三次后的蓝藻

细胞悬浮培养体系作为本实验的研究对象．

图１　从蛇足石杉孢子囊表面长出的共生蓝藻

Ｆｉｇ．１　Ｓｙｍｂｉｏｔｉｃｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｇｒｏｗｔｈｆｒｏｍｔｈｅ

ｓｐｏｒａｎｇｉｕｍｏｆ犎．狊犲狉狉犪狋犪

将共生蓝藻细胞按照１∶２０的比例转接于不同

ｐＨ的的 ＭＳ液体培养基中．然后将其分别放置于

光照强度为０，１００Ｌｘ，５００Ｌｘ，１０００Ｌｘ，２０００Ｌｘ的

环境下培养，每天光照１６ｈ，光周期为１６ｈ／ｄ，温度

（２５±０．５）℃．每个处理５个重复．培养４２ｄ后，收

集细胞培养物，并分别测定细胞密度、细胞叶绿素含

量．细胞密度采用细胞计数法进行测定，所用血球计

数板为（２５×１６型），根据式（１）计算细胞密度

细胞密度（个／ｍＬ）＝实测数×５×１０５×稀释倍

数 （１）

研究不同光质对共生蓝藻生长和色素含量影响

时，用透明玻璃纸得到蓝 （约 ４００ｎｍ）、绿 （约

５００ｎｍ）、红（约６５０ｎｍ）３种光质，以白光为对照

组，不同光质的强度均为重复５００Ｌｘ，每天光照

１６ｈ，温度（２５±０．５）℃，培养４２ｄ后，收集细胞培

养物，并分别测定细胞密度、细胞叶绿素含量．每个

处理５个重复，取平均值．

１．２．２　细胞叶绿素ａ的测定

参照文献［１６］的方法，在不同光强及ｐＨ 值处

理组合条件下，利用ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒＬａｍｄａ２５分光光

度计，测定藻细胞叶绿素ａ的含量变化．每个处理三

个重复．

２　实验结果和分析

２．１　蛇足石杉共生蓝藻的形态观察

为了获得蛇足石杉共生蓝藻，将蛇足石杉孢子

囊经过表面灭菌后，放置到 ＭＳ基本培养基上培养，

等到３０ｄ后在孢子囊的表面长出绿色的小点，以后

这些小点体积不断的增大，形成肉眼可见的深绿色

细胞团（图１）．将这些绿色的细胞团用 ＭＳ液体培

养基稀释，然后在光学显微镜下观察，营养体呈单细

胞状态，缺乏内生孢子和外生孢子，无段殖体，没有

假分枝，细胞大多呈椭圆至条，没有共同胶被，颜色

从绿色到深绿色，见图２（ａ）；从电子显微镜照片可

知，这些绿色的细胞有明显的细胞壁，分为内外两

层，在原生质体中存在大量的光合膜即内囊体，没有

典型的细胞核，见图２（ｂ）．将这些绿色的细胞培养

３５ｄ的，藻落为圆形，边缘光滑，呈墨绿色，藻落之

间较少成片粘连．从这些形态和结构特征观察可初

步确认这些绿色的细胞属蓝藻．

图２　蛇足石杉共生蓝藻细胞的形态结构

Ｆｉｇ．２　犎．狊犲狉狉犪狋犪．ｓｙｍｂｉｏｔｉｃｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ

２．２　光照强度对蛇足石杉共生蓝藻细胞生长的影响

在进行培养蛇足石杉共生蓝藻细胞时发现，光

照对蓝藻细胞的生长有显著的影响，见图３、图４．光

照强度从１００Ｌｘ到２０００Ｌｘ下，蓝藻细胞的生物量

有明显的差异．在光照强度５００Ｌｘ下，共生蓝藻细

３０１
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图３　不同光照强度对蛇足石杉共生蓝藻细胞悬浮培养

的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｎｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｇｒｏｗｔｈｏｆ

ｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｄｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍ犎．狊犲狉狉犪狋犪ｉｎ

ｌｉｑｕｉｄｍｅｄｉｕｍ

图４　在不同光照强度下蛇足石杉共生蓝藻细胞悬浮培养

（培养４２ｄ）

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｎｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｇｒｏｗｔｈｏｆ

ｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｄｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍＨ．ｓｅｒｒａｔａｉｎ

ｌｉｑｕｉｄｍｅｄｉｕｍ

胞的生长最快，细胞密度最大；随着光照强度的增

加，共生蓝藻细胞的生物量逐渐减少．从图３可知共

生蓝藻细胞在生长至３５ｄ时其生物量基本稳定，如

果再继续培养菌体的生物量将不再增加，菌体的颜

色将逐渐变白．

　　光强是自然条件下影响藻类生长的重要生态因

子［１０］．野生蛇足石杉常年生长在林下阴郁的环境

中，主要依赖散射或折射光生长，与其共生的蓝藻细

胞在长期的进化过程中也适应这种暗光照生存的特

点．研究表明，蛇足石杉共生蓝藻细胞比较适合的光

照强度为５００Ｌｘ，光照太强将抑制蓝藻细胞的生

长．送东辉等从野生石耳中分离出共生蓝藻细胞，改

藻能够在较高的光照强度下保持良好的生活能力，

而蛇足石杉共生蓝藻只能在较低的光照强度下生

存，这与其宿主蛇足石杉生存的环境相关［１１］．

２．３　不同光照强度对蛇足石杉共生藻叶绿素ａ含

量的影响

蓝藻光合色素中叶绿素ａ是光合作用中最重要

的色素，与代谢产物的积累和藻体生长有密切的关

系［１２１３］．研究发现，共生藻的颜色随着光照强度的变

化而改变（表１）．对蓝藻绿素ａ含量的测定结果表

明，在不同的光照强度下蓝藻叶绿素ａ的含量不同．

绿素ａ含量最高的是在光照强度５００Ｌｘ下培养的

蓝藻细胞，最低的是在２０００Ｌｘ的光强下的蓝藻细

胞．和图３进行对比发现，叶绿色ａ的含量高低与共

生蓝藻的生物量大小呈正相关．当光强大于２０００

Ｌｘ，蓝藻叶绿色ａ的含量显著降低，藻体颜色变白．

同时，藻体生物量降低，这与蓝藻的光合作用下降而

导致代谢产物积累降低相关．这与冯宪栋等人
［１４］的

研究结果相类似，他们发现原绿球藻生长越好，其相

对应的叶绿素含量也越高．

表１　不同光照强度对蛇足石杉共生蓝藻叶绿素犪含量的影响

犜犪犫犾犲１　犜犺犲犮犺犾狅狉狅狆犺狔犾犾犪犮狅狀狋犲狀狋狅犳狋犺犲犻狊狅犾犪狋犲犱犮狔犪狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪犳狉狅犿犎．狊犲狉狉犪狋犪狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犾犻犵犺狋犻狀狋犲狀狊犻狋狔

Ｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ／Ｌｘ １００ ５００ １０００ ２０００

Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｃｏｎｔｅｎｔ／（ｍｇ·ｇ
－１ＦＷ－１） ４．３８±０．５５ ８．０３±１．５３ ６．２０±０．８９ ３．２０±０．６５

２．４　不同光质对蛇足石杉共生藻叶绿素犪含量和

细胞活力的影响

光质是调节控制植物代谢的基本因素之一，它

对植物的生长、形态结构、光合作用和物质代谢都具

有一定的调控作用［１５，１６］．大多数的生长和生物合成

过程能通过改变光质进行调节．为进一步了解它对

光质的反应特征，本研究在不同光质条件下观察了

蛇足石杉内生藻的生理生化特征．研究结果表明绿

光和蓝光条件下蛇足石杉内生藻生长快而红光条件

下藻体增殖最慢（表２），这与在绿光和蓝光条件下

藻体细胞合成的色素含量增高有密切的关系．刘洪

艳等［１７］研究了在白光、蓝光、绿光和红光下紫球藻

（犘狅狉狆犺狔狉犻犱犻狌犿犮狉狌犲狀狋狌犿）的生长和藻胆素含量，

发现在绿光培养条件下紫球藻的生物产量和色素含

量最高，蓝光次之，而在红光培养条件的紫球藻生长

最缓慢．早在１９８３年 Ｈｕｍｐｈｒｅｙ等也发现了类似

的现象［１８］．
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表２　不同光质对蛇足石杉共生蓝藻生长和色素含量的影响

犜犪犫犾犲２　犜犺犲犵狉狅狑狋犺犪狀犱犮犺犾狅狉狅狆犺狔犾犾犪犮狅狀狋犲狀狋狅犳狋犺犲犻狊狅犾犪狋犲犱犮狔犪狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪犳狉狅犿犎．狊犲狉狉犪狋犪狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犾犻犵犺狋狇狌犪犾犻狋狔

Ｌｉｇｈｔｑｕａｌｉｔｙ Ｂｌｕｅ Ｇｒｅｅｎ Ｒｅｄ Ｗｈｉｔｅ

Ｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙ×１０
５／ｍＬ ８９．４６±６．８５１０８．２±８．５８ ４２．２±５．８３ ８０．３±６．８５

Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｃｏｎｔｅｎｔ／（ｍｇ·ｇ
－１ＦＷ－１） １０．３８±１．５５１２．０６±１．７３ ３．００±０．８８ ８．９５±１２１

３　结论

本研究通过对蛇足石杉共生蓝藻细胞的分离和

液体悬浮培养，发现光照强度是影响蛇足石杉共生

蓝藻细胞生长的重要环境因素．光照强度太高则抑

制蛇足石杉共生蓝藻细胞的生长．同时，在高光强下

蛇足石杉共生蓝藻细胞中叶绿素ａ的合成受到抑

制，菌体颜色变白，菌体的繁殖能力降低．蛇足石杉

共生蓝藻细胞适宜的光照条件是弱光照．另外，不同

光质实验结果表明，蛇足石杉共生蓝藻细胞生长最

适宜的光质是绿光和蓝光．
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（犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔狅犳犚犲狊狅狌狉犮犲犅犻狅犾狅犵狔犪狀犱犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔犻狀犠犲狊狋犲狉狀犆犺犻狀犪，犕犻狀犻狊狋狉狔狅犳犈犱狌犮犪狋犻狅狀，

犛犮犺狅狅犾狅犳犔犻犳犲犛犮犻犲狀犮犲，犖狅狉犺狋狑犲狊狋犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犡犻′犪狀７１００６９，犆犺犻狀犪）
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ｕｎｄｅｒｈｉｇｈｅｒｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｗｅｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅｂｉｏｍａｓｓａｎｄｔｈｅｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａｃｏｎｔｅｎｔｏｆ

ｓｙｍｂｉｏｔｉｃｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｕｎｄｅｒｇｒｅｅｎｌｉｇｈｔｏｒｂｌｕｅｌｉｇｈｔｔｈａｎｔｈｏｓｅｕｎｄｅｒｒｅｄｌｉｇｈｔ．Ｉｎ

ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ，ｔｈｅｗｅａｋｌｉｇｈｔｗａｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｓｙｍｂｉｏｔｉｃｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅ

ｓｐｏｒａｎｇｉｕｍ狅犳犎．犛犲狉狉犪狋犪．Ａｎｄｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｌｉｇｈｔｑｕａｌｉｔｙｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｓｙｍｂｉｏｔｉｃｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａｗａｓ

ｇｒｅｅｎｌｉｇｈｔｏｒｂｌｕｅｌｉｇｈｔ．
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