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［摘　要］目的：检测贵阳腐霉对蛋白核小球藻的安全性。方法：用小球藻培养液培养小球藻，实验组在培养
液中加入贵阳腐霉，对照组不加贵阳腐霉；观察并比较培养６ｄ时各组培养液的颜色和色深，在１００倍显微镜下
观察各组小球藻细胞形态；比较培养３ｄ和６ｄ时各组小球藻细胞密度，评估贵阳腐霉对蛋白核小球藻的安全
性。结果：培养６ｄ时，各组培养液都显示出鲜艳的绿色，无明显区别；在１００倍显微镜下观察各组小球藻细胞
形态也正常，各组间无明显差别；培养３ｄ和６ｄ时各组的小球藻细胞密度，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结
论：贵阳腐霉对蛋白核小球藻具有较高的安全性。
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　　蚊不但骚扰人类，而且还通过吸血传播多种疾
病。目前国内外使用的灭蚊剂多为化学灭蚊剂，大

量使用不仅容易引起抗药性，还会对环境造成污

染，寻找减少或替代化学杀虫剂的灭蚊方法现已成

为国内外害虫防治研究的热点。贵阳腐霉是１９９４
年在贵阳分离到的灭蚊真菌，其无性繁殖阶段游动

孢子可以主动感染蚊幼虫，可长期控制蚊虫密度

（待发表）。刘萍［１－３］、张传博［４］和杨平［５］的实验
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确认了贵阳腐霉对 ６种植物和 １１种动物的安全
性。藻类是水体生态系统中比较重要的构成部分，

既是水生环境中食物链的重要环节，同时对环境中

不良因素比较敏感，常被用来作为水质评价的标准

之一。本研究采用核蛋白小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒ
ｉｓ）作为代表来检测贵阳腐霉对水环境中藻类的安
全性，报告如下。

１　材料和方法

１．１　实验材料
真菌贵阳腐霉为本实验室保种，并定期在ＳＦＥ

培养基中传代和经致倦库蚊幼虫复壮，核蛋白小球

藻为市售，小球藻培养基为市售的小球藻盐营养

液。

１．２　实验方法
１．２．１　菌丝制备　取 １００ｍＬ葵花籽匀浆液于
２５０ｍＬ三角瓶中，接种适量贵阳腐霉真菌，２５℃
恒温１２０ｒ／ｍｉｎ震荡培养７ｄ。收集培养好的真菌
并粉碎１０ｓ，备用。
１．２．２　分组及小球藻培养　根据加入的培养液分
为盐营养液组（于１００ｍＬ三角瓶加入３５ｍＬ的盐
营养液）和无菌水组（于１００ｍＬ三角瓶加入３５ｍＬ
的无菌水），２组培养液中均接种小球藻种液
１０ｍＬ，把盐营养液组分为３份，分别加入０１ｍＬ
的贵阳腐霉菌液（实验组）、ＳＦＥ培养液（空白对照
组）和无菌水 （阴性对照组），无菌水组分为２份，
分别加入０１ｍＬ的贵阳腐霉菌液（实验组）、ＳＦＥ
培养液（空白对照组）。每天２５℃恒温１２０ｒ／ｍｉｎ
震荡３０ｍｉｎ，光照１２ｈ培养。每个研究重复３次。
１２３　绘制小球藻细胞密度标准曲线　收集ＳＦＥ
培养液中已培养好的小球藻液，３０００ｒ／ｍｉｎ离心
３０ｍｉｎ，去上清液，取双蒸水作对倍稀释，采用光密
度法测得６８０ｎｍ处吸光值。采用血球计数板计数
细胞数，计算小球藻细胞密度（小球藻细胞密度 ＝
小球藻细胞数／稀释的双蒸水体积），以小球藻细
胞密度为纵坐标，吸光值为横坐标绘制小球藻细胞

密度标准曲线。

１３　观察指标
观察小球藻细胞密度标准曲线的线性关系，根

据培养３ｄ和６ｄ时各组小球藻样品在６８０ｎｍ处
的吸光值（Ａ）在小球藻细胞密度标准曲线上获得
小球藻细胞密度；同时比较培养６ｄ时各组三角瓶

里培养液的颜色和色深，在１００倍显微镜下观察各
组小球藻细胞形态；分析贵阳腐霉真菌对小球藻的

影响，评价贵阳腐霉对蛋白核小球藻的安全性。

１４　统计学方法
数据用 ＳＰＳＳ１５０软件分析，计量资料用均数

±标准差（ｘ±ｓ）描述，各组间比较采用 ｔ检验，以
Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　小球藻细胞密度和吸光度的关系曲线
从绘制的标准曲线和得到的回归方程（ｙ^＝

１８６８３ｘ－２４３４６，Ｒ２＝０９９９８）可以看出在所测
定的小球藻细胞密度范围内，小球藻细胞密度和吸

光度存在良好的线性关系（图１），利用小球藻细胞
在６８０ｎｍ的吸光度值可以在标准曲线上直接获得
小球藻细胞密度。

图１　小球藻细胞密度标准曲线
Ｆｉｇ．１　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆＣ．ｖｕｌｇａｒｉｓ
２２　培养液的外观和小球藻细胞形态

培养６ｄ时，阴性对照、空白对照和实验组三
角瓶中的培养液的颜色及色深都显示出鲜艳的绿

色，没有明显区别，说明小球藻均生长正常。在

１００倍显微镜下观察各组小球藻细胞形态也正常，
各组间无明显差别。见图２。提示贵阳腐霉菌对
小球藻的颜色、色深及小球藻形态无影响，证实贵

阳腐霉对蛋白核小球藻具有较高的安全性。

２３　培养３ｄ和６ｄ时的小球藻细胞密度
从表１可知，培养３ｄ和６ｄ时加入盐营养液

各组和无菌水各组的小球藻细胞密度分别比较，差

异无统计学意义（Ｐ＞００５），证实贵阳腐霉菌对培
养的小球藻细胞密度无影响。
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图２　小球藻培养６ｄ时培养液外观和小球藻细胞形态
Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｔｒｉｎｓｉｃｆｅａｔｕｒｅａｎｄｃｅｌｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＣ．ｖｕｌｇａｒｉｓｃｕｌｔｕｒｅｓｉｎｔｈｅ６ｔｈｄａｙｏｆｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

表１　培养３ｄ和６ｄ时的小球藻细胞密度
Ｔａｂ．１　ＣｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆＣ．ｖｕｌｇａｒｉｓｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｆｏｒ３ａｎｄ６ｄａｙｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

分组
小球藻细胞密度（×１０７个／Ｌ）
培养３ｄ 培养６ｄ

盐营养液组

　阴性对照组 １８８１２１±４５３ ２０９７９０±１６４８５

　空白对照组 １７８０３２±８５９２ １８７９２９±２６２８９

　实验组 １８４３９８±４５．００ １８１２０３±４５９０

无菌水组

　空白对照组 　９４７０４±１１０７０１０８７１７±０２４　

　实验组 　７７８８９±４２７８ １０１２４４±４７７６

３　讨论

核蛋白小球藻为绿藻门绿藻纲绿球藻目卵孢

藻科小球藻属的单细胞藻类，直径３～８μｍ，是一
种高效的光合植物。作为水生生态系统中的初级

生产者和食物链中的基本环节，它对维持生态系统

的平衡起着重要的作用［６］。因为对水环境中各类

化学物质较为敏感，因此藻类是检测和评价水环境

质量的重要指标［７］。小球藻所属的绿藻在水产养

殖过程中是能提供一定饲料的生物，属于有益

藻［８］。如果对小球藻有害，则会波及养殖业［９］。

所以贵阳腐霉是否对小球藻有不良影响是值得重

视的问题。

本实验中采用３个指标来判定贵阳腐霉对小
球藻的生长是否有影响。首先，从培养物的整体来

看，实验组和对照组的外观没有明显差别，都显示

出鲜艳的绿色。说明其中的小球藻生长正常。细

胞层次的观察主要涉及１００倍视野下的小球藻细
胞形态。实验组和对照组没有明显差异。细胞无

异常。第３个观察指标就是小球藻的细胞密度。
本实验是采用光密度法在培养的第３天和第６天
测定和比较各组的小球藻密度。实验中涉及到小

球藻的培养。为了增加小球藻的生长繁殖量，需要

提供它需要的无机盐。但是实际灭蚊中，淡水或淡

盐水中都可能施放贵阳腐霉。所以本研究在实验

分组中设计了盐营养液组和无菌水组，又在两组中

分别设立阴性对照和空白对照。结果显示，在盐营

养液组和无菌水组组间，小球藻的细胞密度不同。

但是在组内，实验组和对照组的细胞密度没有显著

性差异（Ｐ＞００５），说明贵阳腐霉的存在并没有影
响小球藻的生长繁殖。综上，证实贵阳腐霉对蛋白

核小球藻具有较高的安全性。
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为经济实用的手段。本实验结果显示Ｐｇ复壮后最
高组 Ｐｇ平均感染率、单碗 Ｐｇ最高感染率及单碗
Ｐｇ最低感染率均达到４０％或以上，单碗Ｐｇ最高感
染率甚至达１００％，说明本复壮实验成功使毒力减
退的Ｐｇ通过复壮恢复了毒力，虽然复壮过程中，不
良的培养基材料导致了一次反复，证明了培养条件

也是影响菌种毒力的因素。这对于实际生产也提

供了有益的经验。长期在人工培养基上传代会导

致菌种退化，提示在 Ｐｇ的工业化生产中必须加强
菌种的复壮工作。经宿主复壮是保持和提高Ｐｇ毒
力的有效途径。
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