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提要 报道了在实验室培养条件下塔马亚历山大藻k Αλεξανδριυµ ταµαρενσεl与几株海洋细菌

之间的生态关系 ∀实验表明 o在培养前期 o培养液中的营养成分尚足以维持藻类和细菌的生

长 o细菌的加入是胞外酶活性升高的主要原因所在 ~在培养的后期 o混合培养液和藻对照培养

液中胞外酶活性持续升高 ∀Α. ταµαρενσε 在单独培养下 o其胞外酶活性从第 tu天起才有明显的

提高 o第 ty天增加较快 o达到 sqtsw Λ°²̄rk�# «l ~至第 us天藻体衰败时 o胞外酶活性达到最

高水平 o为 sqv{xΛ°²̄rk�# «l ∀ �z 细菌单独培养时 o其胞外酶活性在单独培养的 u§后有一个

高峰值 sqtvv Λ°²̄r k�# «l o随着培养时间的延长 o其酶活性逐渐降低 ∀细菌 �z 和 �ts 与 Α.

ταµαρενσε 共培养下 o两者胞外酶活性变化趋势相似 ∀
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赤潮藻类的生长和增殖 o除了与环境中温度 !光

照 !盐度 !营养物等理化因子有密切关系外 o还与海水

中的微生物有着相当复杂的生态关系≈t ∗ v  ∀一方面细

菌吸收藻类产生的有机物质 o并为藻类的生长提供营

养盐和必要的生长因子 o从而调节藻类的生长环境 ~

另一方面细菌也可通过直接或间接的作用抑制藻细

胞的生长 o甚至裂解藻细胞 o从而表现为杀藻效应 ∀微

生物的这种抑藻 !杀藻及有效降解藻毒的作用具有种

间特异性 ∀所以 o利用微生物的种间特异性 o抑杀有害

藻类而不损害其它优良浮游微藻繁殖生长 o将成为防

治有害藻类的重要手段≈w ox  ∀

胞外酶是指那些在细胞内合成后穿过细胞质膜

的酶 ∀胞外酶水平在水体中被认为是衡量细菌和微型

生物生物量的重要指标≈y  ∀Β2葡萄糖苷酶是最为常见

的一种胞外酶 o它广泛存在于海水 !半咸水 !海洋沉积

物中 o可以水解多糖类物质中的 Β2葡萄糖苷键 ∀

塔马亚历山大藻 k Αλεξανδριυµ ταµαρενσεl 属于涡

鞭毛藻纲 o是一种可产生 °≥°k神经麻痹性贝毒l毒素

的海洋甲藻 ∀由 Α. ταµαρενσε 产生的 °≥°毒素可以通

过贝类的积累而达到使人中毒的浓度 ∀ Α. ταµαρενσε

赤潮不仅对人体健康造成直接危害 o而且对水产养殖

业 !海洋生态环境 !自然景观的破坏也是相当严重 ∀因

此 o开展对 Α. ταµαρενσε 的研究具有重要的意义 ∀本研

究目的在于探讨海洋细菌在塔马亚历山大藻赤潮生

消过程中的作用类型 o为利用微生物防治赤潮提供可

靠的理论和实践基础 ∀

t 材料

tqt 藻种来源及培养条件

tqtqt 藻种 实验用的藻种为单细胞藻类塔马

亚历山大藻 o由暨南大学水生生物研究所提供 ∀

tqtqu 培养基 藻类所用培养液选用改良的 ©r u

培养液进行培养 ∀

tqtqv 培养条件 藻类置于三角瓶中培养 o温

度为 uu ? t ε o光照时间 �Β ⁄� tu «Β tu «o光照强

度v xss ¬̄∀
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tqu 菌种的来源

tquqt 细菌来源 从厦门西港海域 t ∗ ts ¦°深

的海洋沉积物中分离 ∀

tququ 细菌的分离 采样时间为 t||{年 y月 o

采样地点为厦门西港 o取表面 t ∗ ts ¦°的沉积物 ∀在

uuty ∞海洋细菌固体培养基上培养 u §之后 o表面长

出大小形态多样的细菌菌落 ∀此时进行细菌的分离 ∀

最初分离出 tu株菌落特征差异较大的细菌 o进行预

备实验 ∀经过预备实验筛选出 v株形态特征和生理生

化反应特性具代表性的细菌 o暂称之为 �x o�z o�ts o分

别对这 v种细菌进行形态学和分子生物学的鉴定 ∀

tqv 胞外酶活性的测定

实验选用 Β2葡萄糖苷酶作为测定对象 ∀

用定量移液器移取 u °̄ 水样至预先经灭菌处理

的培养瓶中 ∀每个样品包括 u个空白组和 v个平行

组 o加样后 o立即加入 xs Λ̄ 底物 ��ƒ2⁄2ª̄∏¦²¶¬§̈ 工作

液 k用无菌蒸馏水和甲基溶纤剂以 tΒ t的比例溶解

底物配制而成 o浓度为 ts ±°²̄r �l o样品中底物的终

浓度为 uxsΛ°²̄r �o立即在空白组中加入 xs Λ��ª≤̄ u

溶液k浓度为 u°°²̄r�l终止酶反应 ∀在室温下避光培

养 u ∗ v «o培养结束后立即在平行组中加入 �ª≤̄ u 溶

液终止反应 o并迅速冷冻保存 ∀测试前逐步解冻恢复

至室温 o用 �¬·¤¦«¬{ys荧光分光光度计测定样品荧光

强度 o激发光和发射光波长分别为 vxv ±°o wxs ±°

k其它参数为 }狭缝宽 Ε¬ � ts ±°o Ε° � ts ±°o扫描

速率为 ysr¶l ∀胞外酶活性由下式计算 }

ς= k Φ− Φ¥l ≅ Βrk Τ≅ Σl

其中 ς为胞外酶水解底物的速率 kΛªrk�# «ll ~

Φ为平行样品的荧光强度 k平均值l ~ Φ¥ 为空白样品

的荧光强度 k平均值l ~ Σ为单位浓度标准荧光物质

的荧光强度kΛ°²̄r�l ~Τ为培养时间kηl ~ Β为 t °²̄

底 物 中 有 机 组 分 的 碳 含 量 k本 实 验 底 物 为

��ƒ2⁄2ª̄∏¦²¶¬§̈ o Β� zukª# �lr°²̄l ∀

用无菌海水配制浓度为 to sqxo squxo sqtuxo

sqsyvosqsvu Λ°²̄r�的标准荧光物 ��ƒ溶液 o与样品

同期测定荧光强度 o作标准工作曲线 o斜率即为 Σ∀

在该实验中观察对照藻在实验室中自然生活状

态下培养液中 Β2葡萄糖苷酶水平的变化 ∀并取培养

w{ «的海洋细菌 �z 和 �ts 以无菌海水稀释至密度为

t≅ ts
tu 个r °̄ 的活细菌悬浊液 o在培养的第 y天将

uqx °̄ 活菌液加入 xss °̄ 藻细胞的培养液 ∀即使培养

液中的细菌密度为 x≅ ts
| 个r°̄ ∀分别测藻细胞密度

和水体中 Β2葡萄糖苷酶的变化 ∀实验结果如表 t ∗ v

所示 ∀

实验组
胞外酶活性Λ°²̄rk�# «l

y § { § ts § tu § tw § ty § t{ § us §

�藻对照 sqsut sqsvz sqsvz sqsxy sqs{u sqtsw squ{z sqv{x

� n �z sqswt sqt{w sqtw{ sqsx| sqtwx sqvuu sqwzt sqw{|

�z对照 sqstt sqtvv sqtvv sqsys sqsx{ sqsxv sqsxs sqsw{

� n �ts sqs{y sqw{u sqwsy sqttt sqt{y sqwz| sqw{{ sqw|s

�ts对照 sqsxs sqsyu sqsyy sqsxs sqsxz sqsyw sqsvu sqsvx

表 2 Α.ταµαρενσε与细菌 Ζ7 或 Ζ10 共同培养对水体中 Β2葡萄糖苷酶活性(Λ µ ολ/ (Λ # η)的影响

Ταβ .2 Τηε εφφεχτ ον ΒΓλχΑ (Λ µ ολ/ (Λ # η)) ωηεν Α.ταµαρενσε ισχυλτυρεδ ωιτη βαχτερια Ζ7 ορ Ζ10

实验组
藻细胞密度k个r°̄l

s § u § w § y § { § ts § tu § tw § ty § t{ § us §

�对照 z tt uz zw utx x{| {{t t vu{ u vts t {{x t xws

� n �z tt tv vv z{ tu| wxw |ww t w{{ t |{u u sss t |sx

� n �ts z tw us w| tv| vyu |ys t yxu u |us u tvs t yus

表 1 Α.ταµαρενσε与细菌 Ζ7 或 Ζ10 共同培养对藻细胞密度的影响

Ταβ .1 Τηε εφφεχτ ον αλγα χελλ δενσιτψ ωηεν Α.ταµαρενσεισχυλτυρεδ ωιτη βαχτερια Ζ7 ορ Ζ10
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表 v 菌藻共同培养时 Β2葡萄糖苷酶活性同二者单独培养时酶活性相加之和的比较

Ταβ .3 Τηε χοµ παρισον οφ ΒΓλχΑ ιν χο2χυλτυρεδ σψστεµ ωιτη τηατ ιν χοντρολλεδ σψστεµ

实验组
胞外酶活性比k h l

y § { § ts § tu § tw § ty § t{ § us §

�藻对照 n �z对照 tss tss tss tss tss tss tss tss

� n �z共同培养 tu{ ts{ {zqt xsq| tsw utt tws ttv

�藻对照 n �ts对照 tss tss tss tss tss tss tss tss

� n �ts共同培养 tut w{z v|w tsx tvw u{x txv ttz

u 结果与讨论

uqt 革兰氏染色实验和光学显微镜观察

染色与镜检结果为 }�x }革兰氏阳性 o短杆状 o长

sqz ∗ tqs Λ°o宽 sqw ∗ sqx Λ°o两端椭圆 ∀ �z }革兰

氏阳性 o杆 状 o带荚膜 ∀ �ts }革兰氏阳性 o短杆状 o长

tqu Λ°o宽 sqx Λ°o两端椭圆 o呈胶囊状 ∀

uqu 细菌的分子生物学鉴定

利用国际数据库中的数据 o通过序列分析和树图

构建 o得到这 v株细菌在分类学中的位置 }�x 属于鞘

氨醇单胞菌属 k Σπηινγοµονασl o但基因库中尚未发现

与之相符的种 o很可能为一新种 ∀ �z 与细菌基因库中

巨大芽孢杆菌k Βαχιλλυσ µεγατεριυµ l基本一致k仅有 u

个核苷酸差异l o是 Βαχιλλυσ µεγατεριυµ 的同种不同株

系 ~ �ts 为芽孢杆菌的一种 o与 Βαχιλλυσ ηαλµαπαλυσ的

ty≥ µ⁄��差异仅为 uh ∀

uqv Α.ταµαρενσε 藻生活过程中胞外酶的自然

变化以及加入细菌对其产生的影响

实验结果如表 t ∗ v所示 ∀由表 t可以看出 o在藻

类生长的指数期加入该浓度的活细菌 o对藻细胞的生

长有一定的影响 ∀在培养前期 o细菌对藻细胞生长的

影响不明显 ~在培养的中期 o这种影响比较明显 ∀在培

养的第 tw天 o加入细菌 �z 的培养液中藻细胞的密度

为对照的 tv{q|h o加入细菌 �ts 的培养液中藻细胞密

度为对照的 tuwqwh ~但总体上说来 o在这一浓度下 o

细菌对藻细胞密度的影响是比较微小的 o各实验组中

藻细胞的密度基本上是处于同等水平的 ∀在藻细胞水

平基本相同的情况下观察各实验组中胞外酶所发生

的变化 o可以更直接地体现藻菌共同培养对水体中胞

外酶活性的影响 ∀

从表 u ∗ v可以看出 o Α. ταµαρενσε 单独培养下 o

其胞外酶活性从第 tu天起才有明显的提高 o第 ty天

增加较快达到 sqtsw Λ°²̄rk�# «l o至第 us天藻体衰

败时 o胞外酶活性达到最高ksqv{x Λ°²̄rk�# «ll ∀这

表明在培养的前期藻细胞本身所产生的胞外酶活性

较低 o当藻体衰败时 o则分泌出大量的胞外酶 o这些胞

外酶对藻细胞本身的裂解有重要作用 ∀

�z细菌单独培养时 o其胞外酶活性在单独培养的 u

§后有一个高峰值 sqtvvΛ°²̄r k�# «lo随着培养时间

的延长 o其酶活性逐渐降低 o至第 tw天仅有sqsw{

Λ°²̄rk�# «l ∀而 �ts 细菌胞外酶活性变化在单独培养

期间不显著 o其最高峰值仅有sqsyy Λ°²̄rk�# «l o至

第 tw 天相应下降到 sqsvx Λ°²̄rk�# «l ∀这说明

单独的海洋细菌在海水培养液中 o分泌胞外酶的量是

有限的 o并且随着培养液中可被细菌吸收的营养成分逐

渐减少 o细菌的胞外酶活性随之下降 ∀

细菌 �z 和 �ts 与藻 Α. ταµαρενσε 共同培养下 o两

者胞外酶活性变化趋势相似 ∀胞外酶活性均在加入细

菌的第 u天k即培养的第 {天l达到一个高峰 o但此后

其活性开始下降 ∀到了培养的第 tu天其胞外酶活性

降低到一个谷点 ∀之后 � n �z 培养液中胞外酶活性从

sqsx| Λ°²̄r k�# «l 迅速增加 o 到了第 us天达到

sqw{| Λ°²̄r k�# «l 的最高值 ~ � n �ts 培养液中胞外

酶活性从第 tu天的 sqttt Λ°²̄rk�# «l 增至第 us天

的 sqw|s Λ°²̄rk�# «l ∀

表 v显示的是混合培养液中胞外酶活性与对照藻

细胞培养液和细菌培养液中的胞外酶活性相加之和的

比较 ∀可以看到 o在培养前期 o�n �ts 混合培养液中胞外

酶活性明显地大于两个对照之和 ∀在加入细菌的第

u天 o即培养的第 {天 o其值相当于两个对照之和的

w{zh o第 ts天相当于对照的 v|wh ∀而 �n �z 混合培养

液中胞外酶活性与两个对照之和相差不多 ∀第 {天和第

ts天的值分别为两对照之和的 ts{h和 {zqth ∀这表明

Α. ταµαρενσε 和 �ts 细菌之间有着较为深刻和密切的联

系 ∀Α. ταµαρενσε 可以有效地促进 �ts 细菌胞外酶活性的

增长 ∀而 Α. ταµαρενσε和 �z 细菌的相互影响不明显 o它

不能促进 �z 细菌的胞外酶活性增长 ∀
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研究者认为 o在培养前期 o培养液中的营养成分

尚足以维持藻类和细菌的生长 o细菌的大量加入是胞

外酶升高的主要原因所在 ∀大量的细菌从富营养化的

uuty∞海洋细菌培养基上转移到 ©ru藻类海水培养基

中 o环境发生了较大的改变 ∀uuty∞细菌培养基中富

含细菌易于吸收的小分子物质如六元糖类 o©r u海水

培养基中小分子物质的含量则相对贫乏 ∀环境的改变

使细菌胞外酶的活性亦产生较大的改变 ∀加入空白海

水培养基的细菌 o其胞外酶活性相应地发生一定的变

化 ∀而有藻类生长的海水中 o因为藻类生命活动的影

响 o高聚物质的含量相对比空白海水培养基要高 ∀因

此 o细菌与藻细胞共同培养时 o水体中的胞外酶活性

迅速升高 ∀在培养中期 o细菌胞外酶活性出现了明显

的低谷 ∀这是由于藻细胞大量繁殖 o在营养竞争上处

于优势地位 o对外加细菌的生长起抑制作用 o从而反

映细菌生物量指标的胞外酶活性随之降低 ∀

在培养的后期 o混合培养液和藻对照培养液中胞

外酶活性持续升高 ∀从表 u中可以看出 o自培养的第

ty天起 o藻对照的胞外酶活性即出现急剧的升高 ∀到

了第 us天 o达到 sqv{x Λ°²̄rk�# «l ∀这是由于藻细

胞本身在衰老和死亡的过程中向环境中释放大量的

可溶性高聚有机物 ∀这些高聚有机物诱导了细菌中胞

外酶的合成 ∀这些酶被释放到水体中后 o又可对藻细

胞的进一步裂解起作用 ∀藻类衰亡物质的分解为细菌

提供了丰富的营养 o从而引起细菌的大量增殖 o大量

的细菌合成大量的胞外酶 o水体中的胞外酶即急剧上

升 ∀所以 o在水环境中藻类和细菌的关系是十分微妙

的 ∀藻类生长占优势时可抑制细菌的量 o而当藻类衰

败时则促进了细菌的增殖≈x oy  ∀

�∏±¶·̈µ和 ≤«µ²¶·t||s年在野外研究中发现 o在

藻类赤潮的发生阶段 o水体中的胞外酶活性一般较

低 o而在赤潮衰败时 o水体中的胞外酶活性急剧上

升 ∀本实验的结果与此符合 ∀

分析原因 o研究者认为 o在藻类生长的前期即赤

潮发生阶段 o初级生产力高 o水体中存在大量小分子

的六元糖k葡萄糖 !半乳糖等l o抑制了 Β2葡萄糖苷酶

的活性及其合成 ∀而当藻类生长后期即赤潮衰败阶

段 o藻类大量死亡 o释放出大量可溶性高聚有机物 o诱

导了胞外酶的合成 o从而使胞外酶的活性升高 ∀由此

可以推断 o胞外酶活性的高低 o是藻细胞衰老程度和

藻类赤潮发展阶段的一个重要指标 ∀
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几种优良养殖对虾杂合性的比较研究 m

黎中宝 吴仲庆

k集美大学水产学院 厦门 vytsutl

提要 应用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术研究了南美白对虾 k Πεναευσ ϖανναµειl ! 日本对虾

k Πεναευσ ϕαπονιχυσl !斑节对虾k Πεναευσ µονοδονl !新对虾k Μεταπεναευσενσισl养殖群体杂合体缺

乏及过量 ∀结果表明南美白对虾在 Εστp ukΦ� sqzsxl o Αατp uk Φ � tqsssl两个位点上存在杂

合子缺乏 o在 Αδηp vk Φ � p tqsssl o Σδηp ukΦ � p tqsssl o Μδηp wkΦ � p tqsssl三个位点

上存在杂合子过量 ~日本对虾在 Εστp tk Φ � squx{l o Σοδ p tk Φ � sqwyzl 两个位点上存在杂

合子缺乏 ~斑节对虾在 Εστp tk Φ � squxwl o Σδηp vk Φ � tqsssl两个位点上存在杂合子缺乏 ~

新对虾在 Αατp tk Φ � tqsssl 位点上存在杂合子缺乏 o在 Εστp tkΦ � p sqtx{l o Σοδ p tkΦ

� p tqsssl o Με p wk p Φ � tqsssl 三个位点上存在杂合子过量 ∀导致杂合子缺乏的主要原因

可能是自然选择 !近交 !• ¤«̄¤±§效应等 ∀杂合子缺乏会导致某些基因从基因库中消失 o造成种

群遗传多样性的降低 o从而降低物种适应环境的能力 ∀

关键词 南美白对虾k Πεναευσϖανναµε¬l o日本对虾k Πεναευσϕαπονιχυσl o斑节对虾k Πεναευσ

µονοδονl o新对虾k Μεταπεναευσενσισl o杂合子缺乏 o杂合子过量

近年来 o我国日本对虾k Πεναευσϕαπονιχυσl !斑节

对虾 k Πεναευσ µονοδονl !南美白对虾 k Πεναευσ ϖαν2

ναµειl !新对虾k Μεταπεναευσενσισl养殖发展迅猛 o已

成为我国海水养殖新的经济增长点 o但随着养殖规模

的扩大 !集约化程度的不断提高及养殖环境的日趋恶

化 o对虾种质严重下降 o已成为对虾健康养殖 !持续生

产的重要制约因素 o越来越受到人们的关注 ∀关于这

w种养殖对虾群体的遗传多样性 k另文l 及南美白对

虾的遗传控制≈t 已做了详细研究 o本文报道了这 w种

对虾养殖群体杂合体缺乏及过量的状况 o以期为遗传

育种等研究提供基础资料 ∀

t材料和方法

日本对虾 !斑节对虾 !南美白对虾 !新对虾采自厦

门 !杏林地区的养殖群体 o每种群随机采样 uy个 o所

有样本皆为成虾 ∀样本迅速携至实验室内处理 o活体

解剖 o取肌肉 o在 p {s ε 冷冻贮藏备用 ∀取冰冻的 w种

m福建省重大科技项目 }对虾抗病良种选育 ||2�2z号 ∀
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