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提要   采用微孔板培养法,研究了爪哇曲壳藻亚缢变种胞外多聚物的分泌过程及除草剂对

该过程的影响。结果表明,爪哇曲壳藻亚缢变种胞外多聚物的分泌过程分为 4期:即单细胞

形成及重新定位期、球状体形成期、领形成和柄延伸期及细胞分裂增殖期。除草剂对胞外多

聚物分泌的影响与其浓度有关: 当除草剂浓度为 10 @ 10
- 6
时, 除草剂对爪哇曲壳藻亚缢变种

单细胞的形成和运动没有影响, 但胞外多聚物柄的生产受到抑制, 柄的长度也明显缩短;随着

除草剂浓度的进一步增加, 群体细胞不能散开形成单细胞,胞外多聚物的分泌受到完全抑制。

本研究结果表明,爪哇曲壳藻亚缢变种胞外多聚物的分泌与细胞运动有关, 除草剂可能影响了

细胞内有机物质的合成和某些细胞器 (如囊泡 )的功能,从而抑制了胞外多聚物的分泌。
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  研究表明, 许多硅藻, 尤其是附着硅藻在其

生命活动过程中均能生产分泌一类粘性物质, 称

为胞外多聚物 ( Ex trace llu lar Po lym eric Substances,

EPSs) ,它是硅藻生命过程中不可或缺的一部分,

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 (H oag land et al, 1993)。

硅藻胞外多聚物还是海洋碳的一个重要来源, 可

能直接参与海洋生态系统的碳循环、微食物环的

组成、藻-菌及藻-藻的相互作用过程等,在海洋生

态系统中起着极其重要的作用 ( L igne l,l 1990; Sm ith

et al, 1995; Goto et al, 1999)。此外, 附着硅藻还是

海洋污损生物的一个重要研究领域 ( H oag land et

al, 1993; 黄宗国等, 1984), 附着硅藻不仅会增加

轮船阻力,降低燃料效率,其分泌的胞外多聚物还

会腐蚀水底建筑、轮船及其他物体表面 ( A lberte et

al, 1992)。近 20年来,在硅藻胞外多聚物的形态、

细微结构、功能及化学组成等方面取得了重要进展

(H oagland et al, 1993), 在合成机制方面也开展了

一些工作 (W ustm an et al, 1997; W ang et al, 1997) ,

但目前对硅藻胞外多聚物的合成机制仍不是很清

楚。W ang等 ( 1997)认为硅藻胞外多聚物的合成

与硅藻运动和永久性附着有关,后两者直接导致了

胞外多聚物的合成。

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),在污损硅藻的生态分类及附着机制方面

也开展了一些工作 (黄宗国等, 1984) , 但有关硅

藻胞外多聚物方面的研究报道较少。王大志等

( 2003, 2004a)研究了营养盐和光暗周期对浮游

硅藻胞外多糖生产的影响,附着硅藻胞外多聚物

的形态及细微结构等 (王大志等, 2004b)。作者

以爪哇曲壳藻亚缢变种 (Achnanthes javanica var.

M e ister)为模式种, 采用微孔板培养的方法研究
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了硅藻胞外多聚物的分泌过程及除草剂对这一

过程的影响, 探讨了胞外多聚物的分泌机制, 以

期为阐明硅藻胞外多聚物的合成机制及污损硅

藻的防治提供科学依据。

1 材料与方法
111 藻种
实验用藻种 ) ) ) 爪哇曲壳藻亚缢变种 (Achnan-

thes javanica var. M eister)筛选自厦门海域的大型藻

类上。藻细胞培养在装有 100m lf /2培养液的 250m l

三角烧瓶中, 光照强度为 4000 lx, 光暗周期比 LBD

为 14 B10。实验用藻种均采用接种后 4天左右且色

素体饱满的藻细胞,每次实验前均把藻细胞在消毒

海水中洗 2) 4次,去除附着在藻体上的杂质。

112 胞外多聚物分泌过程研究
采用微孔板 ( 24孔板 )培养的方法。每个微

孔放入 1) 3串藻体 (约 30个藻细胞 ), 加入 f /2

培养液 2m ,l 4h后群体细胞开始散开, 将微孔板

在光学显微镜下观察 ( @ 40) , 选取 3) 5个视野

较好的环面观的单细胞藻体, 对其进行定位并跟

踪观察其胞外多聚物的分泌过程, 每 015h观察

一次并拍照。

113 除草剂对胞外多聚物分泌及细胞生长的影响
实验组选用 3种除草剂: 农达、乙草胺和丁

草胺。除草剂的配置采用 f /2培养液稀释, 所用

浓度均指有效成分浓度。每种除草剂分别设置

10 @ 10
- 6
、30 @ 10

- 6
、50 @ 10

- 6
和 80 @ 10

- 6
四个浓

度梯度。在多孔板的每个微孔中放入 1) 2串藻

体,约 50个细胞, 分别加入 4个浓度梯度的 3种

除草剂各 2 @ 2m l。在显微镜下观察其生长情况,

主要观察胞外多聚物-球状体和柄的形成及细胞

分裂等并拍照,在培养 72h后用目微尺与台微尺

测量柄的长度。

2 结果
211 爪哇曲壳藻胞外多聚物分泌过程
爪哇曲壳藻的胞外多聚物为透明的长柄状,

分为球状体 (斧状足 )、杆和领三部分。显微镜观

察结果表明,爪哇曲壳藻胞外多聚物的分泌过程

分为 4个期:

Ⅰ期   单细胞形成及重新定位期: 藻体接

种 4) 5h后,细胞从群体脱离后贴着基底作无规律

的向前后、或曲线形、或旋转运动,以寻找合适的附

着位置,并在这一过程中不断调整方向,以便使壳

缝紧邻基底,最后通过壳体暂时粘附于附着基上。

Ⅱ期   球状体形成期: 接种 6) 8h后, 细

胞停止运动,从细胞下壳面凹陷面的一端开始形

成一球状结构即球状体,并永久性地粘附于附着

基上 (图 1a)。

Ⅲ期   领形成和柄延伸期: 球状体形成后

2) 4h,球状体连接细胞一侧不断伸长, 形成透明

的杆状物, 连接细胞与球状体, 在柄的形成过程

中领开始形成于近壳的部位, 球状体也逐渐变成

斧足状 (图 1b) 图 1h )。此外, 在这一过程中还

观察到细胞色素体内有许多小泡在活跃地运动,

这些小泡的形状和大小在不断地变化。

Ⅳ期   细胞分裂增殖期: 接种约 12h后,柄

的长度和形状基本保持不变,但细胞形态变化较

大,进入细胞分裂增殖期,细胞明显变宽,体积变大

(图 1 i) 图 1p), 细胞中部及左右两侧的色素体慢

慢变空,色素体聚集浓缩成等大的两块, 然后向上

下两侧均匀拉伸,两块色素体的中部变细,上下两

端变粗呈哑铃型 (图 1p), 接着在细胞上下壳面之

间的中间部分出现模糊的未成熟的新壳即上细胞

的下壳和下细胞的上壳 (图 1q), 新壳面通过两色

素体中间最细的部分将细胞一分为二 (图 1q),接

着新壳面变得清晰, 可以清楚地看到肋纹和点纹

(图 1s)。由于有坚硬的胞外基质, 细胞分裂方向

一般与群体的长轴垂直,经过多次分裂细胞相连

成串。

212 除草剂对爪哇曲壳藻胞外多聚物分泌及细
胞生长的影响

三种除草剂对爪哇曲壳藻胞外多聚物分泌和

细胞生长的影响见表 1。结果表明,三种除草剂对

爪哇曲壳藻胞外多聚物的分泌和细胞生长的影响

基本一致。在正常生长条件下,爪哇曲壳藻成簇生

长,以具有斧状足的一端粘附于基底或其他藻体上

(图 2a),柄的平均长度达到 55Lm。加入 10 @ 10
- 6

的除草剂后,对群体的散开及单细胞的形成没有影

响,但部分细胞运动受到影响,胞外多聚物的分泌

也受到显著抑制,胞外多聚物的分泌量减少, 甚至

有部分细胞不分泌胞外多聚物。大多数分泌胞外

多聚物的细胞只有球状体或很短的柄,只有少数细

胞的柄较长,但柄的长度明显变短:农达组平均柄

长 30Lm,乙草胺组平均柄长 2715Lm,丁草胺组平

均柄长 13Lm。此外,除草剂的存在抑制了细胞的

分裂,接种 72h后,细胞数目几乎没有增加, 细胞成

串的数目也较少 (图 2b)。在 30 @ 10
- 6
的浓度下,

爪哇曲壳藻单细胞的形成没有受到影响,但大部分

细胞不运动,约 40%的细胞有分泌球状体,但几乎
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图 1 爪哇曲壳藻亚缢变种胞外多聚物分泌过程

F ig. 1 Secretion process of EPS in A. javanica var. M eister

P. 斧足; S.杆; C .l领; Iv.未成熟壳; M v.成熟壳

表 1 除草剂对爪哇曲壳藻胞外多聚物分泌及细胞生长的影响

Tab. 1 E ffec ts o f herbicides on secre tion o f EPS and cell g row th inA. javanica var. M e ister

除草剂浓度

藻细胞参数

多细胞群体散开及单

细胞形成
胞外多聚物分泌及柄长度 细胞分裂增殖

对照组 接种 4h后基本散开, 形成

单细胞, 细胞自由运动

接种 12h后全部分泌胞外多聚

物且柄较长, 平均长度为 55Lm

( n = 40)

接种 72h后, 多细胞链约 250串,

单细胞约 130个, 有些藻体聚集

在一起成簇

10 @ 10- 6 接种 4h后基本散开, 形成

单细胞, 大部分细胞具运动

能力

接种 12h后, 约 60%细胞分泌胞

外多聚物,其中约 20% 细胞的柄

较长: 农达组平均 30Lm ( n = 8),

乙草胺组平均 2715Lm ( n = 5 ),

丁草胺组平均 13Lm ( n= 5)

接种 72h后细胞数目几乎没有增

加,大部分为单细胞, 个别为多细

胞 ( 2) 10个 )

30 @ 10- 6 接种 5h后基本散开形成单

细胞, 大部分细胞不运动

接种 12h后, 约 40%细胞分泌球

状体 ,但观察不到可测量的柄

无

50 @ 10- 6 几乎不散开 无 无 ( 72h后个别藻体色素体褪色 )

80 @ 10- 6 完全不散开 无 无 ( 72h后一些藻体色素体褪色 )
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图 2 除草剂对爪哇曲壳藻亚缢变种胞外多聚物分泌过程的影响

F ig. 2 E ffects of herb icides on secre tion o f EPS in A. javanica var. M e ister

a.空白组 (接种 72h后 ); b. 80 @ 10- 6浓度组 (农达接种 72h后 ); c. 10 @ 10- 6浓度组 (农达接种 100h后 ) ;

d. 30 @ 10- 6浓度组 (丁草胺接种 100h后 )

观察不到可测量的柄 (图 2c)。随着除草剂浓度

的进一步增加 ( 50 @ 10
- 6
、80 @ 10

- 6
), 群体细胞

不能散开形成单细胞, 胞外多聚物的分泌受到完

全抑制 (图 2d)。

3 讨论与结论
本研究结果与W ang等 ( 1997)报道的对长柄

曲壳藻胞外多聚物分泌过程的描述基本一致。

两种曲壳藻胞外多聚物的分泌过程均分为 4个

期:单细胞形成及重新定位期、球状体形成期、领

形成和柄延伸期及细胞分裂增殖期。此外, 本研

究和W ang等 ( 1997)的研究还表明, 只有当胞外

多聚物 (柄 )形成后, 细胞才能进行分裂增殖, 这

表明胞外多聚物的生产在曲壳藻的生命活动中

占有极其重要的地位, 直接关系到细胞的生长和

繁殖。柄的作用可能使硅藻细胞保持稳定, 同时

使细胞具有竞争养分和光线的优势。另外, 柄的

形成也可能是细胞分裂前的一个信号,这有待进

一步研究。

目前对硅藻胞外多聚物的合成机制还不是

很清楚。作者在研究中观察到, 在柄形成的过程

中,细胞色素体内分布有许多不规则的小泡, 这

些小泡运动活跃, 形状和大小也不断地变化, 而

在柄形成后, 这些小泡则消失, 推测这些小泡可

能与胞外多聚物的合成直接相关。H erth( 1979)

在研究中心硅藻 B-几丁质纤维形成的过程中发

现,一些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, 释放出纤维状物质。

Sicko-Goad等 ( 1989 )在研究羽纹硅藻胞外多聚

物合成时, 在细胞质中也发现了几种小泡, 他们

认为这些小泡可能代表了胞外多聚物转运和释

放所处的不同过程。也有一些研究发现,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 ( B lun et al, 1981; Edgar, 1983;

Schm id, 1988)。

本研究结果表明,三种除草剂对硅藻胞外多

聚物的生产均具有抑制作用, 其中以丁草胺最为

明显。除草剂对胞外多聚物生产的影响与其浓

度有关,当除草剂浓度为 10 @ 10
- 6
时, 对单细胞

的形成和球状体的分泌未产生影响, 但大部分细

胞柄的生产 (胞外多聚物分泌的Ⅲ期 )受到抑制,

部分细胞的分裂 (Ⅳ期 )受到影响,当除草剂浓度

达到 30 @ 10
- 6
时, 绝大部分细胞球状体 (Ⅱ期 )的

分泌受到抑制,部分细胞柄的生产 (Ⅲ期 )受到抑

制;随着除草剂浓度进一步增加时, 群体不能散

开形成单细胞 (Ⅰ期 ) ,甚至导致细胞死亡。根据

W ang等 ( 1997)对长柄曲壳藻的研究表明, 除草

剂 DCB ( 2, 6-dich lo robenzon itrile)及其类似衍生物

抑制了长柄曲壳藻非纤维胞外多聚物合成,特别是

细胞运动和柄的生产。 10Lmo l/L DCB即影响胞
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外多聚物的生产, 当 DCB浓度在 10) 150Lm o l/L

时,细胞运动和胞外多聚物柄的生产受到明显抑

制,当细胞长期维持在 150Lm o l/L DCB中时, 细

胞不能生产胞外多聚物,但当移去 DCB时, 细胞

即恢复运动和胞外多聚物的生产, 柄的长度与未

加 DCB的细胞柄的长度基本一致。除草剂抑制

胞外多聚物生产的机制还不是很清楚。W ang等

( 1997)认为,胞外多聚物的合成依赖于细胞的运

动和柄的形成, 胞外多糖附着物的生产是 A. lon-

g ip es发育生态学的一个重要组成, 在这个过程

中,细胞从群体分散形成单细胞和细胞附着到基

底上一样重要。其他一些学者的研究也表明, 硅

藻胞外多聚物质 (胶质 )的跨膜 ( PM )合成与其壳

缝 ) 运动关联机制密切相关 ( Edgar et al, 1984;

P icket-tH eaps et al, 1991)。硅藻运动能力来自于

壳缝液体形成的毛细管张力, 或膜介导的细胞骨

架与分泌的胶质链间的相互作用, 硅藻分泌的多

糖形成的柄和几丁质纤维则来自于与质膜相关

的结构 ( H oag land et al, 1993)。除草剂, 如 DCB

及其类似物可能抑制了硅藻细胞的运动能力和

柄的生成, 从而抑制了胞外非纤维素多糖的合

成。W ang等 ( 1997 )的结果还进一步表明, 除草

剂 DCB抑制位点在细胞内, 并认为除草剂 DCB

在长柄曲壳藻胞外非纤维素多糖合成途径的后

阶段产生作用。本研究结果也证明了上述观点,

低浓度除草剂抑制了胞外多聚物合成的后期 (Ⅲ

或Ⅳ期 ) ,而高浓度则作用于胞外多聚物合成的

前期 (Ⅰ或Ⅱ期 ), 如单细胞的形成和细胞运动。

此外, 研究中还发现, 经除草剂处理的细胞其色

素体内观察不到活跃的小泡, 除草剂可能抑制了

这些小泡的合成或合成这些小泡的细胞器, 从而

抑制胞外多聚物的合成。

总之, 本研究结果表明, 胞外多聚物在硅藻

生命活动中占有重要的作用, 直接影响到细胞的

生长、繁殖和群体的形成。胞外多聚物的分泌与

细胞的运动有关, 细胞内的一些细胞器 (如小泡

等 )直接参与了胞外多聚物的合成。除草剂抑制

了单细胞的形成和细胞的运动, 影响了细胞内参

与胞外多聚物生产的细胞器 (如囊泡 )的合成, 从

而抑制胞外多聚物的生产。
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SECRETION PROCESSOF EXTRACELLULAR POLYMERS IN

ACHNANTHES JAVANICA VAR. ME ISTER AND THE IMPACT BY

HERBICIDE

HUANG Sh-iYu, WANG Da-Zh i

(F isheriesC ollege, J im ei University, X iam en, 361021)

(S ta teK ey Lab ofM arine Environm enta l Science / E nvironmen tal Science Research Center, X iamen Un iversity,

X iamen, 361005)

Abstract  Achnanthes spp. is a prom inen tm em ber o f fouling comm un it ies in m arine env ironm ents, w hich

produces long ex tracellu lar po lym eric substances( EPSs)-stalks and attaches to the surfaces of various sub-

strates. Th is study investiga ted the secret ion process byAchnanthes javanica var. M eister iso lated from coastal

w aters of X iam en, using m icro-p late culture m ethod, and the im pacts of three herb icides on the secretion

process w ere a lso invest igated. The results show ed that the secretion process cou ld be d iv ided into four pha-

ses. The first phase is sing le ce ll form at ion and cell reorientation phase, w h ich started a fter 4) 5h o f inocu la-

t ion of cells. Sing le ce ll separated from a f ilam entous co lony and m oved till a suitable position was found. The

second phase is spherical pad form at ion; the ce llm otility stopped 2 to 3 h after the ce ll attached to the bo ttom.

A sm all g lobu lar structure( pad) was produced in one side of the ce ll surface. The third phase is stalk elonga-

t ion and co llar-shaped structure form ation, a h ighly structured stalk w as form ed and e longated 10 to 12h after

the inoculat ion. M eanwh ile, a co llar structure also form ed near the valve. The last phase is cell div ision and

m ultiplicat ion. C ells w erem ultip lied successive ly and form ed a f ilam entous co lony or a stack o f cells 12h after

the inoculat ion.

The im pacts of herb icides on the secretion process depend on herb icideps concentrat ions. A t 10 @ 10
- 6

,

the form a tion of sing le cellw as no t affected and m ajority o f cells could m ove, but the secretion w as constrained

and the leng th o f the stalk w as sho rtened significant ly. 60% of the ce lls produced extrace llular po lym ers and

about 12% o f them w erew ith long sta lks. Cell d iv ision w as constra ined in som e cells. A t concentration of 30

@ 10
- 6

, form at ion of single ce ll kept going butm ot ilityw as inhibited in m ost ce lls, and the secretion of globu-

lar structure( pad ) w as inh ib ited in 60% of total cells. S talks form at ion and cell d iv ision w ere com p letely

stopped. A t h igher herbic ide concentrat ion o f 80 @ 10
- 6

, form at ion o f sing le cell w as ceased and som e cells

w ere dead. The results dem onstrate that the secretion o f EPSs is a fast and essent ial b iolog ical process in A.

javanica var. M e ister, w hich depends on ce ll m otility. Som e organelles such as vesicles in cy top lasm m ay

invo lve in EPS b iosynthesis. The herb icides inh ib it sing le ce ll form at ion and ce llm o tility, influence organe lle

synthesis and the ir functions, w hich resu lts in inh ib ition o f EPS secret ion.

Key words   A chnanthes javanica var. M eister, Ex tracellu lar po lym eric substances ( EPSs), Secretion

process, H erb icide


