
 
 
 
 

 
 
 

 

J. Lake Sci.(湖泊科学), 2008, 20(4): 403-408 
http://www.jlakes.org. E-mail: jlakes@niglas.ac.cn 
©2008 by Journal of Lake Sciences 
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摘  要: 在纯培养的铜绿微囊藻种群中添加有效牧食者棕鞭毛虫, 进行为期 9d 的实验, 用流式细胞仪检测棕鞭毛虫牧食作用

对铜绿微囊藻的影响. 结果表明棕鞭毛虫的牧食导致微囊藻种群迅速下降, 同时微囊藻种群出现了群体形成现象. 棕鞭毛虫

直接牧食作用诱发微囊藻形成群体后, 能在一定程度上能防御棕鞭毛虫的进一步牧食, 使得种群得以延续. 在棕鞭毛虫的牧

食作用下, 以酯酶活性和叶绿素荧光强度为代表的微囊藻细胞活性在实验后期显著增强. 而牧食处理后细胞尺寸有所变小, 

这可能是伴随着微囊藻诱发性群体形成过程中一种生态对策的调整, 保持较小的个体有利于种群的迅速增殖.  
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Abstract: In laboratory culture Microcystis aeruginosa occurs mainly as single cells but under natural conditions, it is normally in the 

colonial morph. This phenomenon suggests that some factors may be responsible for the occurrence of colonies in lakes. In the 

present experiment we investigated the grazing effect of flagellate Ochromonas sp. on physiological changes in M. aeruginosa using 

flow cytometry. The experiment was run in triplicate for 9 days at 25℃ in photoperiod of 12L:12D. Results showed that M. 

aeruginosa population exposed to flagellate grazing decreased sharply and some single cells formed colonies, most of which were 

made up of several or dozens of cells. Colony formation can deter flagellate from further grazing on a certain extent. Esterase activity 

and chlorophyll fluorescence of M. aeruginosa cells under flagellate grazing were significantly higher than those of unicells in the 

control, whereas the cell size of M. aeruginosa became smaller under intense flagellate grazing. The enhanced esterase activity may 

contribute to colony formation. The fact that cell size of M. aeruginosa under flagellate grazing became smaller may indicate that M. 

aeruginosa adopt a kind of ecological strategy to grow rapidly under intensive grazing. 
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微囊藻是一类全球性分布的蓝藻. 蓝藻又称蓝细菌, 是地球上最早出现的光合自养生物, 在长期的

进化过程中, 这类生物发展了一套独特的形态和生理生化机制, 能够在各种不同生境包括极端恶劣的环

境中生衍, 使其比其他生物具有一定的生存优势[1]. 在环境条件适宜时, 某些蓝藻能快速生长, 当达到一

定生物量时, 这些藻类在水体表层大量聚集, 形成肉眼可见的藻类聚集体, 即蓝藻水华. 近年来, 欧美等

水环境治理较好的国家中蓝藻水华又有重新抬头之势, 许多发展中国家蓝藻水华的发生频率呈不断增加

的趋势, 蓝藻水华引起的一系列环境和健康问题正受到全世界各国的高度重视. 其中的铜绿微囊藻, 常常
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在我国大多数的浅水湖泊中聚积成很大的群体而形成有毒水华, 而通过分离纯化转入实验室培养基纯

培养后, 这种群体形态往往消失[2], 尽管其生物量达到很大, 却仍保持单细胞形态, 难以恢复野外水华

的群体特征, 目前对于微囊藻这种表型变化的机制还缺乏足够的认识. 我们曾从种间关系角度探讨了

微囊藻群体形成的原因, 推测群体形成可能是微囊藻防御牧食的策略之一, 并开展了一系列研究[3-4]. 
结果发现 , 后生浮游动物的牧食不能诱发单细胞微囊藻形成群体 [5-6], 而原生动物棕鞭毛虫 
(Ochromonas sp.) 的牧食能诱发单细胞微囊藻重新形成由数十个到数百个细胞组成的防御性群体[6], 
能在一定程度上阻止棕鞭毛虫的进一步牧食, 与 Burkert 等的一个偶然发现相一致[7]. 微囊藻重新形成

群体后, 相对于原先的单细胞, 在细胞表面超微结构以及胞外多聚糖含量出现了明显的变化[8]. 可以

进一步推测, 在伴随着群体形成的过程中, 微囊藻细胞的活性可能也会发生相应的变化. 由于酯酶活

性可以从整体上表征细胞的代谢活性, 叶绿素荧光强度可以表示相对叶绿素含量, 因而本文使用流式

细胞仪可以快速检测经过棕鞭毛虫牧食后的铜绿微囊藻这些指标的可能变化, 并结合这些指标的变化

分析了微囊藻的诱发性防御.  

1 材料与方法 

1.1 藻种来源及培养条件 

有毒铜绿微囊藻由中国科学院水生生物研究所藻种库提供, 采用 BG-11 培养基[9]培养, 培养温度为

25℃, 光照强度为 2200lx, 光照周期为 L:D=12:12.  
1.2 浮游动物来源及其培养条件 

试验用棕鞭毛虫 (Ochromonas sp.) 分离自太湖梅梁湾样品, 用经 60℃温水处理的大麦粒培养, 培养

温度为 25℃, 室内自然光照强度及光周期.  
1.3 直接牧食实验 

取指数期铜绿微囊藻 100ml置于 250ml锥形瓶中, 加入棕鞭毛虫, 密度为 6000ind./ml. 棕鞭毛虫培养

物在使用前 24h 加入适量浓度青霉素(0.5mg/ml, Penicillin G Sodium Salt, Sigma)和链霉素(1mg/ml, 
Streptomycin Sulfate, BioSharp)去除细菌. 对照组为不添加任何浮游游动物的纯培养铜绿微囊藻, 铜绿微

囊藻的初始密度为 5.53×106cells/ml. 每组设 3个重复, 置于 LRH-400-G光照培养箱中, 试验条件同上, 每
天定时对上述实验培养物摇匀 3 次, 试验为期 9d. 期间每隔一天取样一次, 在显微镜下计数、观察形成

的群体并用蔡氏显微镜进行显微摄影.  
1.4 流式细胞仪的检测 

每两天对棕鞭毛虫牧食处理组和对照组的 3 个平行分别取样 2ml, 充分振荡后用 300 目网布过滤后, 
用 FDA 对藻样进行染色后, 上流式细胞仪(FACSVantage SE, Becton Dickinson, USA)进行检测. 通过

FDA(Fluorescein diacetate, Sigma, F-7378)染色, 可以对铜绿微囊藻酯酶活性进行测定. 将 FDA 用丙酮稀

释到 1mmol/L, -18℃保存. 染色条件为: FDA浓度为 25μmol/L, 染色 8min. 流式细胞仪为双激光配置: 第
一激光为Coherent水冷氩离子激光器(激发波长为488nm), 产生的荧光信号通过2个检测通道被收集(FL1: 
530/30nm, FDA 荧光; FL3: 675/20nm, 叶绿素 a 荧光). 检测指标分别为: FL1(酯酶活性)、FL3(叶绿素荧光

强度)和 FSC(细胞大小), 通过这些指标的检测判断微囊藻在棕鞭毛虫牧食压力下群体形成过程中藻细胞

活性变化以及生理状况.  

2 结果 

2.1 棕鞭毛虫牧食对铜绿微囊藻形态的影响 

在棕鞭毛虫直接牧食处理组中观察到了铜绿微囊藻有群体形成, 诱发形成的群体大多数仅有几个到

几十个细胞构成(图 1), 在有些锥形瓶底部还出现了聚合在一起的较大群体, 和以前观察的结果相似[6].  
2.2 铜绿微囊藻种群生物量的变化 

在棕鞭毛虫牧食处理组中, 铜绿微囊藻种群逐渐下降, 从第 2d 起生物量就显著低于对照组(P<0.05, 
图 2). 随着实验的进展, 对照组和棕鞭毛虫牧食处理组的微囊藻生物量差距越来越大. 但在实验临近结
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束时, 对照组微囊藻种群基本不再增长, 接近饱和期, 而棕鞭毛虫牧食处理组的微囊藻种群也基本不再

下降, 维持相对稳定的水平. 
2.3 铜绿微囊藻酯酶活性(FL1)、叶绿素荧光强度(FL3)以及细胞大小(FSC)的变化 

从图 3 可以看出, 加入棕鞭毛虫牧食的处理组 FL1 值波动很大, 从第 3d 开始高于对照组, 但直到第

7d, 牧食处理组和对照组才开始出现显著性差异(P=0.0291), 至实验结束时处理组的 FL1 值远远高于对

照组. 在棕鞭毛虫牧食的微囊藻中, FL3 也呈现逐步增高的态势, 随着实验的进展, 明显高于对照组, 到
第 7d 时, 牧食处理组和对照组已呈现显著性差异(图 4, P=0.0339). FSC 值则与上述 2 个参数的结果相反, 
实验期间, 棕鞭毛虫牧食处理组的 FSC 都低于对照组 FSC, 也是在实验的第 7d, 两者之间出现了显著性

差异(图 5, P=0.0012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 在棕鞭毛虫牧食处理组诱发的铜绿微囊藻群体(黑箭头所示为微囊藻群体, 白箭头所示为鞭毛虫)
Fig.1 Colony of M. aeruginosa induced in the treatment of flagellates grazing 

The black arrow showed the colony of M. aeruginosa; the white arrows showed the flagellates 

图 2 棕鞭毛虫牧食处理组和对照组铜绿微囊藻

种群密度的动态变化 
Fig.2 Dynamics of cell density of M. aeruginosa 
population in flagellate grazing treatment and the 

control 

图 3 实验期间棕鞭毛虫牧食处理组和对照组铜

绿微囊藻酯酶活性(FL1)的变化 
Fig.3 Changes in esterase activity (FL1) of 

Microcystis aeruginosa in the flagellate grazing 
treatment and the control 
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3 讨论 

3.1 棕鞭毛虫牧食对铜绿微囊藻形态的影响 

铜绿微囊藻对棕鞭毛虫的强牧食压力作出了形成群体的响应表明, 对于藻类而言降低被食风险的一

种有效方法是在必要时能增加个体大小. 在棕鞭毛虫牧食处理组中有大量群体形成的事实说明, 棕鞭毛

虫对单细胞铜绿微囊藻的牧食能诱发它们聚合形成较大的群体, 铜绿微囊藻形成群体后能有效阻止棕鞭

毛虫的进一步牧食, 从而提高铜绿微囊藻的存活率, 维持种群延续. 我们认为这是铜绿微囊藻针对棕鞭

毛虫牧食的一种防御策略, 形成群体后个体变大超过棕鞭毛虫的摄食能力从而幸免被食得以生存下来, 
可以看作是对棕鞭毛虫有效牧食的诱发性防御反应. 由于牧食是导致大多数生物种群下降的直接外部原

因, 很多生物通过进化多样化的防御机制来增加它们生存的机会. 最常见的是基本性防御——生物呈现

出稳定的防御特征不依赖于捕食风险大小. 相比较而言, 诱发性防御需要环境刺激来激活[10], 而且诱发

性防御的主要益处是防御代价只有在需要时才会付出, 也就是说存在真正的被捕食风险时才会产生[10]. 
很多研究表明[10-20], 在藻类中也广泛存在着诱发性防御.  

尽管在本实验中使用的是有毒铜绿微囊藻, 但棕鞭毛虫生长良好, 说明对棕鞭毛虫没有毒效应. 因
而, 对于铜绿微囊藻而言, 形成群体可能是抵抗像棕鞭毛虫这类原生动物牧食的唯一有效防御措施, 因
为毒素不能有效阻止棕鞭毛虫的牧食, 这也许就是棕鞭毛虫能诱发微囊藻形成群体的原因[6]. 

然而, 在本实验中产生的微囊藻群体还比较小, 还没有形成类似于发生在野外富营养化湖泊中的大

群体, 实验条件下诱发的群体在大小和形态上与采集自野外的群体都有明显差别[6], 诱发性群体不具备

野外自然群体中明显的胶鞘, 表明这种诱导作用是相当微弱的, 较弱的诱发效应可能是形成这样大的群

体就足以阻止棕鞭毛虫的牧食, 但更可能的原因是由于实验中采用的铜绿微囊藻是无菌纯培养的. 另外, 
其它的非生物因素可能对铜绿微囊藻的群体形成也发挥着不同程度的作用, 在野外环境下形成的铜绿微

囊藻大群体可能是生物因素与非生物因素协同作用的结果, 但还有待于进一步研究确认.  
3.2 棕鞭毛虫牧食作用对铜绿微囊藻细胞大小以及活性的影响 

酯酶的活性在多种生物体中被认为是敏感和可靠的毒物学指标, 因而在流式细胞仪检测中被广泛应

用. FDA 是一种合适的代谢探针, 它容易被细胞吸收并被酯酶转化, 得到的荧光能用于酯酶活性的检测. FDA
转化为荧光素的速率与光合作用和营养生长所受的限制有关[21], 从而可以利用这种测定来评估浮游生物

的代谢活性[22-24]. 在本研究中, 棕鞭毛虫牧食处理组酯酶活性要高于对照组, 在实验后期还出现了显著

性差异, 说明棕鞭毛虫的牧食激发了铜绿微囊藻细胞的活性, 这种细胞活性的增强可能与细胞加强了胞

图 4 实验期间棕鞭毛虫牧食处理组和对照

组铜绿微囊藻叶绿素荧光强度(FL3)的变化

Fig.4 Changes in chlorophyll fluorescence 
(FL3) of Microcystis aeruginosa in the 

flagellate grazing treatment and the control

图 5 实验期间棕鞭毛虫牧食处理组和对照组

铜绿微囊藻细胞大小(FSC)的变化 
Fig.5 Changes in cell size (FSC) of Microcystis 
aeruginosa in the flagellate grazing treatment 

and the control 
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外多聚糖的合成与分泌而最终导致细胞形成群体有关, 因为藻细胞表面的多聚糖在藻细胞聚合形成群体

上发挥着重要作用[15,25-29], 先前的实验也证实, 微囊藻形成群体后胞外多聚糖含量相对于单细胞而言也

确实显著增加[8]. 细胞色素变化也是反映细胞生理状态的重要指标[30], 棕鞭毛虫牧食激发了铜绿微囊藻

细胞的活性增强, 也体现在叶绿素含量上. 代表细胞大小的 FSC 指标, 实验期间在棕鞭毛虫牧食处理组

中的铜绿微囊藻细胞大小都低于对照组, 在实验后期还出现了显著性差异. 说明在棕鞭毛虫的强牧食压

力下, 铜绿微囊藻保持较小的个体, 与外界环境的相对接触面积更大, 能更方便快捷地获得更多资源, 
有利于种群的迅速增殖[31-33], 这可能也是伴随着诱发性群体形成过程中一种生态对策的调整, 既可以使

铜绿微囊藻个体免于被食, 也会以尽可能快的速率恢复种群增长. 本次实验结果相对于 Burkert 等[7]的发

现而言, 从更深层次地揭示了微囊藻细胞群体形成过程中一些相关内在指标的变化. 
3.3 棕鞭毛虫牧食下铜绿微囊藻生物量的变化 

从实验来看, 尽管铜绿微囊藻在棕鞭毛虫的牧食过程中形成了防御性群体, 但在棕鞭毛虫强有力的

牧食压力下种群生物量显著下降, 当然, 如果不存在这种诱发性防御的话, 单细胞的铜绿微囊藻可能被

消灭殆尽. 从这个实验中, 一方面看到了铜绿微囊藻诱发性群体形成的有效防御, 也看到了铜绿微囊藻

确实能被棕鞭毛虫大量消耗, 结合其它可摄食微囊藻的鞭毛虫[34], 这些原生动物具有应用于富营养化水

体中早期控制微囊藻种群的可能. 对于一种藻类水华的发展, 它的生长率必须超过所有损耗的总和. 在
这些损失过程中, 牧食通常被认为是一个最重要的因素之一. 然而, 如果一种藻类很难被牧食, 例如由

于特别的防御机制或诱发性防御机制降低了牧食压力, 这将有助于水华形成[35]. 因此, 在大规模培养的

有效牧食者可以成功地应用于野外之前, 还有很多基础研究需要探讨, 以便更好地了解微藻水华种类和

浮游动物牧食者之间物种特异性相互作用的生物和环境调控机制.  
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