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温度和盐碱度对液体培养发菜生长和生理特性的影响 

 

郭金英，李彤辉，史明科，任国艳，王萍，张玉先，罗登林，冯惠敏 

（河南科技大学食品与生物工程学院，河南洛阳 471023） 

摘要：比较不同温度和不同浓度盐碱处理对液体培养发菜（Nostoc flagelliforme）细胞生长和生理特性的影响。80 µmol/(m2·s)光

照下，采用含有不同浓度的NaCl和 Na2CO3的BG-11 培养液，分别在 25、35和 45 ℃温度下培养发菜细胞，在培养 8、12、16和 24 

h 时，分别测定发菜细胞生物量、质膜透性、超氧化物歧化酶活性、丙二醛、脯氨酸、可溶性蛋白以及可溶性糖含量。结果表明，在

高温和盐碱作用下，发菜细胞相对外渗率增加，最高达 193.2%；丙二醛含量先上升后下降；随着处理程度的提高，发菜细胞超氧化

物歧化酶活性和脯氨酸含量先上升后下降；可溶性蛋白含量呈上升趋势，与处理程度呈正相关；可溶性糖含量先上升后下降；与对照

相比，随着温度和盐碱浓度的提高，发菜细胞生长速率明显下降。研究表明在不同培养温度下，应用含有不同浓度盐碱的液体培养基

人工培养发菜的过程中，发菜可溶性蛋白和可溶性糖具有重要的生理作用，发菜细胞对不同温度和盐碱浓度产生生理的应激响应。 
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Abstract: The temperature, salinity, and alkalinity of Nostoc flagelliforme liquid culture were varied and the effects on the growth and 

physiological characteristics of the cells were studied. Modified BG-11 culture medium containing different concentrations of NaCl and Na2CO3 

was used to culture N. flagelliforme cells at 25 ℃, 35 ℃, and 45 ℃, under light intensity of 80 µmol/(m2·s). Cell biomass of N. flagelliforme, 

plasmalemma permeability, and superoxide dismutase (SOD) activity, as well as the content of malondialdehyde (MDA), proline, soluble 

proteins, and soluble polysaccharides were determined at 8, 12, 16, and 24 h of incubation. The results indicated that, under high temperature 

and saline-alkali stress, the relative plasmalemma permeability of N. flagelliforme cells was increased by 193.2% and MDA content declined 

after an initial increase. With increase in the duration of treatment, SOD activity and proline content increased at first and then decreased. 

Soluble protein showed an upward trend, which was positively correlated with the duration of treatment. The soluble polysaccharide content 

declined after an initial increase. Compared with the growth rate of the control group, that of N. flagelliforme cells decreased significantly with 

theincrease in temperature and salinity-alkalinity. The results indicate that, during the process of artificial culture of N. flagelliforme in liquid 

medium with different levels of salinity and alkalinity at different incubation temperatures, soluble proteins and polysaccharides exert an 

important physiological effect. Thus, different temperatures and salinity -alkalinity can induce physiological response of N. flagelliforme.  
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发菜属于念珠蓝细菌科念珠蓝细菌属，俗称地毛、

龙须菜等，是一种在全世界范围内广泛分布的可食用

陆生经济蓝细菌
[1]
。发菜在我国主要分布在西部和北

部的干旱半干旱荒漠地区，这一地区年降雨量少，光

照强，日温差大，存在着大面积既含有中性盐（NaCl） 
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又含有碱性盐（Na2CO3）的盐碱化土壤，大部分耕作

层土壤盐含量在 0.78~1.68%
[2]。 

作为一种食品，发菜在我国已有近两千年的历

史，其药用价值也早有记载[3]。发菜营养极为丰富，

富含大量胶物质和蛋白质、20 多种微量元素、19种氨

基酸、叶黄素、藻蓝蛋白、叶绿素和角黄素等[4]。由

于发菜营养价值高，人们过量搂发菜，同时野生发菜

生长缓慢，导致其野生资源遭受严重的破坏，导致了

风灾旱灾程度加重，大片土地荒漠化和沙尘暴加剧，
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对环境安全带来了严重影响。因此，自2000 年 7月起，

中国政府为了保护发菜资源和生态环境，全面禁止发

菜的采收和销售。因此，为实现发菜的可持续利用，

探索人工培养发菜技术，对于保护资源和生态具有重

要的意义。 

早期发菜人工培养主要是模拟自然条件，将切成

的发菜原植体节段接种到固体培养基上进行培植，但

生长条件难以控制[5]。目前发菜人工悬浮培养成为发

菜培养的主要方法，有关研究者主要从培养基的营养

成分、培养温度、光照等环境条件的改变来提高发菜

的生长量[6~8]。这些研究为发菜的高密度培养提供了有

益的参考，但是由于对发菜人工培养的生理特性认识

不足，目前人工液体培养发菜的生物量还较低，还不

能应用于大规模生产。因此，进行多条件对人工培养

发菜生理特性的影响研究具有重要的意义。 

本研究以液体培养的发菜细胞为材料，采用含有

不同浓度盐碱物质（NaCl和 Na2CO3）的 BG-11 培养

基，在不同的温度下培养发菜，从渗透调节物质（脯

氨酸、可溶性蛋白和可溶性糖）、膜系统（膜透性、膜

脂质过氧化）和保护酶(SOD)活性角度，研究发菜对

不同温度和盐碱条件产生的生理应激响应，揭示人工

液体培养发菜细胞的生理特性，以期为发菜的人工大

规模培养提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  发菜培养和处理 

发状念珠蓝细菌（Nostoc flagelliforme）采集于宁

夏银川贺兰山东麓，天津科技大学工业微生物教育部

重点实验室分离、纯化、提供。发菜经活化后，于生

化培养箱中在 25 ℃和80 µmol/(m
2
·s)光照强度条件下

进行静止培养，培养 20 d后，4000 r/min 离心 10 min，

然后收集细胞悬浮于新鲜无菌的BG-11（不含NaNO3）

培养基中。 

取处于对数生长期的发菜细胞各 5 mL，分别接种

到装有 100 mL BG-11（不含 NaNO3）培养基的三角瓶

内，培养基中含有按含体积比 1:1 混合的 NaCl 和

Na2CO3（0、60、120、180、240 mmoL/L），分别置

于 25、35 和 45 ℃的光照培养箱中，80 µmol/(m
2
·s)光

照强度下静置培养，培养 8、12、16 和 24 h时进行测

定，以 25 ℃处理作为对照，每种处理做 3 组平行。 

1.2  生长量的测定 

细胞生物量：干重法，取 50 mL混合均匀的发酵

液，转入离心杯中，4000 r/min 离心 10 min，到出上

清液，细胞转移到已烘至恒重的干燥器中，80 ℃烘

至恒重。 

1.3  质膜透性测定 

不同处理的发菜细胞离心后，各称取鲜藻泥 2 g，

放入烧杯中，加 20 mL去离子水，25 ℃下静置 10 h。

用玻璃棒轻轻搅拌均匀，恒温下用电导仪测定溶液电

导率。再将试管放入 100 ℃沸水中恒温水浴 15 min，

待其冷却至 25 ℃时，恒温测定煮沸液电导率。根据

下述公式计算质膜透性（以电解质相对渗透率表示）： 

电解质相对渗透率/%=（处理液电导率值/煮沸液

电导率值）100% 

1.4  丙二醛（MDA）含量测定 

取 0.5 g 发菜细胞加 5 mL 50 mmol/L（pH 7.8）磷

酸缓冲液，冰浴上研磨匀浆，4000 r/min 离心10min，

取上清液 1 mL加 2.5 mL 0.6% TBA（硫代巴比妥酸）

溶液混匀，加塞，沸水水浴反应 15 min，迅速冷却后

离心，取上清液，在波长 450、532、600 nm 处测定

吸光度，根据下述公式进行计算： 

450600532 56.0)(45.6)/(CMDA AAALmol 浓度  

1.5  超氧化物歧化酶（SOD）活性测定 

取 0.5 g 发菜细胞加 5 mL 50 mmol/L（pH 7.8）磷

酸缓冲液，冰浴上研磨匀浆，10000 r/min 4 ℃离心 10 

min，上清液即为酶提取液，-20 ℃保存。取透明度高

且均一的试管，按表 1 加入各溶液组分。 

表 1 SOD 反应液 

Table 1 Composition of the SOD reaction mixture 

Reagent 
Volume 

/mL 

Last 

concentration 

0.05 mol/L Phosphate buffer 1.5  

130 mmol/L Met 0.3 13 mmol/L 

750 μmol/L NBT 0.3 75 μmol/L 

100 μmol/L EDTA-Na2 0.3 10 μmol/L 

20 μmol/L Riboflavin 0.3 2.0 μmol/L 

Enzyme 
0.05 (Buffer in 

control test tube) 
 

Distilled water 0.25  

Total volume 3.0  

混匀后将 2 支对照管置暗处做空白对照，其余各

管于 80 μmol/m
2
/s 光下反应 25 min，反应结束后，以不

照光的对照管为空白，560 nm下测定 OD值。SOD 酶

活性以抑制 NBT 光化学反应的50%为一个酶活性单位

（U），计算SOD 酶活性。 
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1.6  脯氨酸（Pro）含量测定 

准确称取离心后的发菜细胞0.5 g，加5 mL 3%的

磺基水杨酸，匀浆后放入具塞试管里，沸水水浴10 

min；不断振荡摇动，冷却，4000 r/min离心10 min，

上清液即为提取的脯氨酸溶液。取2 mL提取液加入2 

mL 冰乙酸和4 mL 酸性茚三酮，沸水浴60 min，冷却

后加入4 mL甲苯，振荡30 s，静止片刻，吸取上层红

色甲苯溶液于比色杯中，以甲苯为空白对照，测OD520

值。 

1.7  可溶性蛋白含量测定 

取上述SOD提取液1 mL加5 mL考马斯亮兰，摇

匀，放置2 min后，以蒸馏水做空白，595 nm比色，测

定OD595。 

1.8  可溶性糖含量测定 

称取不同处理的发菜细胞 0.5 g 加5 mL 10% TCA

匀浆后浸泡，离心，取上清液 1 mL加 5 mL蒽酮，沸

水中煮10 min，流水冷却，冷却后在室温下静止10 min，

以 80%乙醇调零，测定626 nm 波长处的吸光度。 

1.9  统计分析 

试验数据用平均值±标准差（ SDx  ）表示，用

Origin 8.0 进行数据作图。 

2  结果与分析 

2.1  不同温度条件和盐碱处理对发菜细胞生

长的影响 

 
图 1 35 ℃下盐碱处理对发菜细胞生长的影响 

Fig.1 Effect of salinity-alkalinity on the growth of N. 

flagelliforme cells at 35 ℃ 

由图 1 和 2 可以看出，与对照相比，在 35 ℃和

45 ℃温度及盐碱处理下，发菜细胞生长量降低，但差

异不显著。当盐碱浓度增加到 180 mmoL/L时，与对

照相比，在两种处理温度下，发菜细胞生长量均显著

降低。袁南南等
[9]
研究发现，过量碱伤害细胞内部结

构，抑制光合作用，抑制细胞生长，与本实验研究结

果一致。 

 

图 2 45 ℃下盐碱处理对发菜细胞生长的影响 

Fig.2 Effect of salinity-alkalinity on the growth of N. 

flagelliforme cells at 45 ℃ 

2.2  不同温度条件和盐碱处理对发菜细胞膜

透性的影响 

 
图 3 35 ℃下盐碱处理对发菜细胞质膜透性的影响 

Fig.3 Effect of salinity-alkalinity on the plasmalemma 

permeability of N. flagelliforme cells at 35 ℃ 

 
图 4 45 ℃下盐碱处理对发菜细胞质膜透性的影响 

Fig.4 Effect of salinity-alkalinity on the plasmalemma 

permeability of N. flagelliforme cells at 45 ℃ 
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细胞外渗率直接反映了质膜的受破坏程度，外渗

率越高，膜透性越大，质膜受破坏的程度越严重。由

图 3 和 4 可以看出，与对照相比，在 35 ℃和 45 ℃温

度及盐碱处理下，发菜细胞的外渗率均显著增加，且

在相同处理时间时，45 ℃的高渗与高温交叉处理的发

菜细胞渗透率增加较之 35 ℃处理更迅速，实验条件下

最大值达 193.2%，细胞膜遭受严重破坏。 

2.3  不同温 度条件和盐碱处 理对发菜细 胞

MDA 含量的影响 

 
图 5 35 ℃下盐碱处理对发菜细胞MDA含量的影响 

Fig.5 Effect of salinity-alkalinity on the MDA content of N. 

flagelliforme cells at 35 ℃ 

 
图 6 45 ℃下盐碱处理对发菜细胞MDA含量的影响 

Fig.6 Effect of salinity-alkalinity on the MDA content of N. 

flagelliforme cells at 45 ℃ 

丙二醛是脂质过氧化的主要产物之一，它可与细

胞膜上的蛋白质、酶等结合或交联并使之失活，从而

破坏生物膜的结构与功能。从图 5 和图 6 可以看出，

在两种不同温度下，随着盐碱浓度增加，MDA 的含

量短暂增加后下降，45 ℃温度下降速度更快，说明高

温和盐碱交叉胁迫下积累的自由基引发了细胞膜脂过

氧化作用，对细胞膜产生了一定的伤害作用，高温和

高浓度盐碱可能导致发菜细胞膜破裂甚至死亡，这与

盐胁迫下发状念珠藻的生理特性研究结果一致[10]。赵

学敏[11]等研究发现发菜培养液中添加外源硝酸盐时，

与对照相比，发菜细胞丙二醛含量显著降低，分析认

为发菜固氮酶在有充足氮源时，该酶对盐胁迫不敏感。

本研究表明，在高温和高盐碱浓度下，可能固氮酶活

性受到影响较大，丙二醛含量增加，超过一定浓度后，

发菜细胞正常生长受到较大影响，MDA 含量也随着

降低。 

2.4  不同温 度条件和盐碱处 理对发菜细 胞

SOD 酶活性的影响 

 

图 7 35 ℃下盐碱处理对发菜细胞SOD活性的影响 

Fig.7 Effect of salinity-alkalinity on the SOD activity of N. 

flagelliforme cells at 35 ℃ 

 

图 8 45 ℃下盐碱处理对发菜细胞SOD活性的影响 

Fig.8 Effect of salinity-alkalinity on the SOD activity of N. 

flagelliforme cells at 45 ℃ 

图 7 所示，随着盐碱浓度提高，发菜细胞 SOD

活性先上升后下降，在处理浓度为180 mmol/L时达到

最大值。图 8 显示，与对照相比，在 45 ℃下，随盐

碱处理浓度增加，SOD活性增加不显著。对比图 7 和

8 可以发现，45 ℃高温盐碱处理下 SOD 活性相对较

低，且在较低盐碱浓度下就开始出现下降趋势，表明

发菜细胞受到的伤害更大，SOD 活性系统遭到破坏。

SOD 能够有效的清除体内的超氧自由基，在多种环境

胁迫中发挥重要的保护作用，蓝发菜细胞如螺旋藻[12]

和盐生隐杆藻[13]进行盐胁迫处理后，SOD 活性均表现

为处理前期增加，达到最大值后迅速下降。 
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2.5  不同温度条件和盐碱处理对发菜细胞 Pro

含量的影响 

 

图 9 35 ℃下盐碱处理对发菜细胞Pro含量的影响 

Fig.9 Effect of salinity-alkalinity on the proline content of N. 

flagelliforme cells at 35 ℃ 

 

图 10 45 ℃下盐碱处理对发菜细胞 Pro 含量的影响 

Fig.10 Effect of salinity-alkalinity on the proline content of N. 

flagelliforme cells at 45 ℃ 

Pro 是生物体主要的渗透调剂物质之一。图9显示，

随着盐碱浓度的提高，脯氨酸含量先增加后减少，盐

碱浓度为 240 mmol/L时，脯氨酸含量基本与对照持平；

而 45 ℃处理 8 h 以后，脯氨酸含量开始呈逐渐下降的

趋势，盐碱浓度增加到 60 mmol/L 时，脯氨酸含量开

始低于对照水平，当处理浓度达最大时，脯氨酸含量

相比对照下降 69.8%。 

2.6  不同温度条件和盐碱处理对发菜细胞可

溶性蛋白含量的影响 

生物在逆境条件下通过增加可溶性蛋白合成，直

接参与其适应逆境的过程，可溶性蛋白与细胞的渗透

调节有关，高含量的可溶性蛋白可使细胞维持较低渗

透势，抵抗渗透胁迫带来的伤害。在多种逆境条件下，

生物体内正常的蛋白质合成受到抑制，但往往会有一

些被诱导出的新蛋白出现使原有蛋白质的含量增加

[14]。图 11和图 12 表明，在 35 ℃和 45 ℃温度下，随

着处理盐碱浓度的增加，发菜细胞可溶性蛋白含量先

升高，然后基本维持稳定，始终高于同期对照；进一

步比较 35、45 ℃盐碱处理下发菜细胞可溶性蛋白含量

可以发现，45 ℃处理条件下的可溶性蛋白含量均低于

35 ℃。表明，在较低的温度下，可溶性蛋白在发菜细

胞的高温盐碱交叉处理中起到更强的保护作用。在同

一温度和盐碱浓度下，随着处理时间的延长，可溶性

蛋白含量提高。 

 

图 11 35 ℃下盐碱处理对发菜细胞可溶性蛋白含量的影响 

Fig.11 Effect of salinity-alkalinity on the soluble protein content 

of N. flagelliforme cells at 35 ℃ 

 

图 12 45 ℃下盐碱处理对发菜细胞可溶性蛋白含量的影响 

Fig.12 Effect of salinity-alkalinity on the soluble protein content 

of N. flagelliforme cells at 45 ℃ 

2.7  不同温度条件和盐碱处理对发菜细胞可

溶性糖含量的影响 

大量研究表明，可溶性糖是生物在逆境下的一种

重要有机渗透调节物质，对细胞膜和原生质体有稳定

作用，而且它还作为合成其它有机溶质的碳架和能量

来源，在细胞内无机离子浓度过高时起保护酶类作用
[15]，但也有研究认为可溶性糖是逆境条件下不稳定的

调节剂[16]。图 13 所示，在 35 ℃培养温度下，随着盐

碱浓度的增加，发菜细胞可溶性糖含量提高。而 45 培

养温度下（图 14），在盐碱处理浓度为 0~120 mmol/L
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时，随着盐碱浓度的增加，发菜细胞可溶性糖含量提

高，当盐碱处理浓度大于 120 mmol/L时，发菜细胞可

溶性糖含量随着盐碱浓度的增加而降低。 

 

图 13 35 ℃下盐碱处理对发菜细胞可溶性糖含量的影响 

Fig.13 Effect of salinity-alkalinity on the soluble polysaccharide 

content of N. flagelliforme cells at 35 ℃ 

 

图 14 45 ℃下盐碱处理对发菜细胞可溶性糖含量的影响 

Fig.14 Effect of salinity-alkalinity on the soluble polysaccharide 

content of N. flagelliforme cells at 45 ℃ 

3  结论 

在温度和盐碱条件双重作用下，人工液体培养发

菜产生了生理的应激响应，高温和高盐碱处理抑制了

发菜生长，在发菜培养过程中，发菜细胞可溶性蛋白

含量呈上升趋势，可溶性糖含量先上升后下降，可溶

性蛋白和可溶性糖是发菜在逆境下的重要有机渗透调

节物质。 
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