
几个 问题

2
.

1 亲蟹的问题

自然环境中
,

中华绒鳌蟹完成个体发育的周期一

般为Z a
。

据观察
,

雌蟹成熟抱卵待卵孵化后
,

一般 自

然死亡
,

但有少数蟹可生长到 3 a ,

到底有多少
,

数量

如何 ?未曾见报道
。

从种苗培育过程来看
,

有少数雌蟹

可多次抱卵
,

到底有多少
,

数量如何 ?也未曾见报道
。

对于雄蟹
,

自然环境中交配后
,

到底去哪里
,

一直未能

有个明确的答案
。

这些问题的回答
,

直接关系 到幼体

补充数量的估算
。

2
.

2 环境 因子与幼体阶段动 力学机制问题

的研 究

梁象秋等 1 9 7 4年认为
,

中华绒鳌蟹幼体生长发育

一般有6个阶段
,
2 1

一2 5

以及大眼幼体
。

幼体在不同的

龄期阶段对环境因子有不同的要求
,

不同幼体阶段与

不同环境因子的动力学模式的量化有待深入研究
。

在

协迫条件下
,

幼体生长发育有 z 。期幼体出现
,

但自然

环境中
,
2 6

期幼体是否有
,

如有
,

生长发育的动力学机

制是否与正常幼体一致
,

有待进一步查明
。

中华绒赘

蟹幼体生长发育与上述理化环境因子和生物环境因

子的关系是建立在人工优化控制基础上的
,

到目前从

笔者查到的资料来看
,

国内外实验生态学研究多集中

在单一因子静态效应上
,

从环境毒理学的角度看
,

各

种因子的作用往往表现为联合效应的形式
。

少数学者

已开始注意这种现象
,

努力寻找联合效应的形式
:

相

加作用
、

协同作用
,

增效作用
,

还是拮抗作用
,

这种作

用的动态效应如何
,

已引起国内外学者的重视
。

2
.

3 人工种苗培育过程操作工艺的 完善

中华绒鳌蟹是我国养殖的重要对象之一
,

其养殖

业发展存在的关键问题是如何提高大眼幼体的成活

率与质量
。

当前养殖的种苗 (大眼幼体 )有两种来源
:

一是人工苗
,

即在恒温育苗室或室外土池环境中完成

生长发育的大眼幼体 (前者简称恒温苗
,

后者简称土

池苗)
,

大眼幼体期成活率的有效控制
,

往往是整个人

工种苗培育过程中成功的关键所在
;
二是天然苗

,

即

河 口区拖网作业捕获自然环境中完成生长发育的大

眼幼体
。

象其他短尾类一样
,

不同环境中的大眼幼体
,

生长发育有一定的(非遗传性 )差异
,

恒温苗
、

土池苗
、

天然苗在变态发育为 工期仔蟹过程中
,

蟹苗与 I 期仔

蟹的死亡率
、

发育时间等参数无疑也存在差异
,

但对

其差异程度以及形成这种差异的原因缺乏认识
。

上述

问题的回答实质与问题 2是一致的
,

亦即是幼体生长

发育与不同环境因子的动力学模式量化的研究
,

如何

量化这种动力学模式
,

提高种苗成活率
,

确保数量充

足的优质种苗
,

完善我国人工种苗培育操作工艺
,

实

为当务之急
。

参考文献

堵南山
。

甲壳动物学 (下册)
。

北京
:

科学出版社
,

19 9 3
。

6 7 5 ~ 7 5 9

相建海等
。

主要蟹类幼体分布特征
。

见
:

罗秉征
、

沈焕庭

编
。

三峡工程与河 口生态环境
,

北京
:

科学出版社
, 19 9 4

。

32 7 ~ 3 2 9

海洋生态系统中原生动物摄食速率的研究方法简述
‘

B R IE F

R A T E

IN T R O D U C T IO N O F M E T H O D S T O S T U D Y T H E G R A Z IN G

O F P R O T O Z O A IN MA R IN E E C O SY S T EM S

柯 林 洪华生

(厦门大学环境科学中心
,

国家教委海洋生态环境开放实验室 36 1 0 0 5)

8。年代以来
,

原生动物摄食速率的研究已成为海

洋生态研究的热点之一
。

据测算
,

有超过20 %的细菌

年生产量流经微食物环困
。

st or m 1 9 9 3年的研究表

明
,

原生动物年消费的初级生产所固定的有机碳量竟

占总固定量的55 %
。

然而
,

还有很多特别是有关过

4 0

程和调控机制的定量研究还需继续探索
,

原因是原生

动物的个体柔软
、

微小
,

受外界环境的干扰大
,

处理困

兴
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难
,

研究方法上尚未完全成熟
。

我国近年才开始涉及

这个领域的研究川
,

比国外落后了二三十年
。

为了便

于国内同行进行比较研究
,

本文对国际上近 20
a

来在

微生物环研究中有关原生动物采样
、

固定
、

计数及

摄食实验等一系列方法进行了大致的归纳
。

1 原生动物的采集
、

固定及计数

1
.

1 采集

用采水器或筛绢过滤
。

用任何型号的筛绢过滤样

品都会造成一些原生动物细胞溶解
,

而且任何型号的

筛绢浓缩
、

富集都会漏掉一部分原生动物圈
,

因此
,

最

好将水样固定后再过滤
,

以免导致裸鞭毛虫
、

纤毛虫

细胞的丢失
。

1
.

2 固定

有关原生动物的固定方法有很多
,

且各种方法都

有其优缺 点
,

这就要求对实验对象选择最佳固定液
。

此外
,

固定会造成细胞体积的缩少
,

约下降75 %一 4 5

% (平均 5 0 % )
,

与碳的比率是0
.

1 6一 0
.

2 0 p g加m 3 ,

在

根据体积进行换算时需考虑其影响
。

比较常用的固定液
:

(l) 福尔马林是一种常用的

固定液
。

所用的最终体积浓度为 1 % 一 5 %
。

可以加

饱和硼砂缓冲液
。

但 Bl oe m 1 9 8 6年认为缓冲福尔马

林会导致 100 %淡水鞭毛虫细胞溶解
,

而用 5 %没缓

冲的福尔马林却能保存细胞 1周
。

(2) 戊二醛是另一种

海洋微生物常用的固定液
。

其固定的细胞会发微弱

的绿荧光
。

当用蓝光照射时
,

1 %戊二醛保存叶绿素

的自发荧光比5 %福尔马林效果好
。

(3) 饱和 H gc lZ固

定液 固定效果较好
。

10 ml 饱和 H g cl
Z

溶液加至 23 0

m l样品中
,

再用澳酚蓝 0
.

04 % 染色
,

在光学显微镜

下观察
、

计数
。

(4)L u g o l
‘s
液

:

酸性 L u g o l
, s

液
:
1 9 1 +

2 9 K x 溶于 2 0 0 m l去离子水或蒸馏水中
,

然后加 2 0 0

m l 冰醋酸
。

碱性 L u g o l
‘s

液
:
1 0 9 1 + 2 0 9 K l + 1 0 9

N a A e

溶于 1 4 0 m l 去离子水或蒸馏水中
。

(5 )L u g o l
‘s

混合液
:

用 10 以 碱性 Lug oll
:

液快速固定20 ml 样品
,

紧接着加 0
.

4一 0
.

5 m l 硼砂缓冲 F o rm a lin 液 (。/
。 5

% )
,

然后再加 2 。 林1 3 % N a Zs Zo 3 (3 9 N a Zs : 0 3

溶于

1 0 0 m 一水中)
。

这样可以 防止食物泡排出
。

(6 )B o u in
‘S

液
:

纤毛虫分类学家们常用的一种固定液川
。

配方
:
1

份冰醋酸(e H 3 Co o H )
,
一份甲醛溶液 (H e H o )

,

一5份饱

和苦味酸「(e N o Z) 3 e :H Zo H 皿水溶液
。

浓度可为5 % 一

2 0 % (最终浓度 )
。

(7 )v a n d e : v e e :
法

:

配方为4 % 丙

烯醛
,
4 % G lu ta r ald e hyd e

,
2 % 鞭酸 (都为

。
/
。)

。

此

法可以较好地保持鞭毛虫的形态
。

1
.

3 原生动物的计数

l
‘

3
.

1 常规计数法

取计数板
,

在显微镜下取20 一 30 个视野 (或全部

体积 )计数
。

1
.

3
.

2 荧光计数法

荧光染色计数技术是近 20
a
才发展起来的方

法困
。

其优点是操作简易
,

可现场装片
,

然后密封低

温 (5 ℃ )保存带回实验室再计数
,

不影响结果
。

表l 荧光显微镜常用的荧光物及参数

荧光物 激发波长 (n m ) 发射峰(n m )

D A PI

P r im u lln

P ro fla v in he m isU lfa t

F IT C is o m e r l

D T A F

A o (z n

盐)

N ile R e d liPld s

R h id am in e R IT C

:::
3 9 0 ~ 40 0

42 5

5 0 0 ~ 5 2 0

5 0 0 ~ 52 0

5 0 0 ~ 5 2 0

5 5 0 ~ 5 7 0

5 7 0 ~ 60 0

62 0

47 0 ~ 4 9 0

4 7 0 ~ 4 9 0

47 0 ~ 4 9 0

47 0 ~ 5 0 0

48 8 ~ 52 5

5 4 0 ~ 5 6 0

细胞质

细胞质

细胞质

细胞质

R N A , D N A

中性类脂化合物

细胞质

现分别介绍常用 A o (
’

r咤橙 A e r o d in e o r a n g e )

染色法和 D A PI 染色法
。

1
.

3 2
.

1 A o 法 样品可平行分为两份
,

一份

未染 A o
,

一份 A o 染色
。

未染 A o 荧光计数所得为 自

养浮游生物 (通过其光合色素的自发荧光 ) ; A O 染色

计数所得为全部浮游生物 (包括 自养和异养 )
。

减去

前者的数 目即可得异养浮游生物数目
。

操作步骤
:

(l)

固定过的样品 ( 2一 25 m l) 过滤于直径 2 o m 滤膜上

1 9 9 9 年第 1 期

(用依加仑黑染黑 ) ; (2 )加样品体积 1 / 10 的 A o 溶液

(0
.

1 % W / F 与蒸馏水混和
,

用 1 %福尔马林或戊二

醛保存 )于样品中
; (3) 染色 3 m in 后

,

用Z ml 的蒸馏水

漂洗
,

真空泵压力< 一7一 3 4 k P a (5 一 1 0 in
.

H g )
,

取下

滤膜 ; (4) 滤膜置于加一小滴浸油的载玻片上
,

再加一

滴浸油于滤膜上
,

使滤膜平铺于载玻片上
,

加盖玻

片
。

如要长久保存
,

四周用石蜡密封
; (5) 荧光显微镜

计数
。

取 20 个视野计数
,

最后换算为水样的丰度
。

真

4 1



核细胞在荧光镜下呈橙黄色
。

A O 染色技术的优点是
:

方法简单
、

快速
,

几乎全部的细胞都能染上
。

另外
,
A o

比较稳定
,

在适当条件下 (4 ℃
,

黑暗保存)可保存数

月
。

缺点
:

它的发射波长强烈覆盖叶绿素的发射波

长
,

因此测异养浮游生物数需作平行样分别测定
。

另

外非细菌颗粒物也会被染色
,

造成细菌量高估
。

1
.

3 2
.

2 D A PI 法 D A PI 是标记 D N A 的荧光

物
。

由于 D A PI 较昂贵
,

所以 > s ml 的样品都应过

滤浓缩 至 < s ml
。

D A PI 的原液制备
:
1

.

0 m g /耐

D A PI 液
,

用 0
.

2 协m 过滤蒸馏水配制
,

一 20 ℃低温保

存
。

D A PI 的工作液
:
0

.

1 阳/ ml D A PI 液
,

可在 4 ℃ 黑

暗保存数星期
。

操作步骤
:

(1) 使用前 0
.

2 件m 滤膜先

过滤
。

染色液与样品的 F /l 为1
:
4

,

加到滤膜上 (依加

仑黑染黑 ) ; (2 )染色s m in 后
,

用 < 2 3
.

7 k p a ( 7 in
·

H g) 真空泵浓缩过滤到滤膜上
,

固定到载玻片上 (方

法同上 ) ; (3) 荧光显微镜下计数
。

此法优点是可以通

过不同的波长设置分别计数异养 (u v 激发 )或 自养

(蓝光激发)浮游生物
,

而且由于是 D N A 染色物
,

可以

减少 A o 染色的高估误差
。

缺点为价格昂贵
。

2 摄食实验

测定原生动物对细菌摄食率的方法有多种
,

常

用的有
:

稀释法
、

荧光标记细菌法
、

选择性原生动物抑

制法
、

放射性同位素标记法
、

溶菌酶活性法等
。

现具

体介绍如下
:

2
.

1 稀释法

La nd ry 和 H as se tt 最先提出用稀释法测定微型浮

游动物对浮游植物的摄食影响
。

适用稀释法的理论

前提
:

(l) 浮游植物的密度不作为其生长的制约因子
。

( 2 )消费者不会在自然摄食密度下有食物饱和现象
,

消费者对浮游植物的摄食数量与浮游植物的密度呈

线性相关
。

(3) 假设浮游植物密度的变化 尸 与时间 t

有以下指数关系
:
尸

,

一 Po
e (k 一 夕)l

。

k ,

g 分别是生长率和

死亡率的系数
。

因此可得
:

生长率 = 无万。e / 细胞扣g / (L
·

d ) )

摄食率 = 夕万。e /细胞 (尽g / (L
·

d ) )

其中
,
N 。

表示浮游植物的最初密度
,
c 为浮游植

物单位体积碳
。

实验的主要步骤
:

将未过滤实验海水与过滤的同样海水 (0
.

2 , m

滤膜过滤 )按以下体积比混和
:
1

:
。

,
3

:
1

,

l
:
1

,
1

:
3

。

培

养时间为 t
。

由以上的方程
,

每个采样点可得 4个关系

式
:

(l / t)I
n (尸

‘

/ 尸
。) 一 无一 1

.

0 夕

4 2

(l / t )I
n (尸

。

/ p
。) = k 一 0

.

7 5 夕

(1 / t)I
n (只 / p

。) = 无一 0
.

5 9

(1 / t)一
n (P

:

/ 尸
。) = 无一 0

.

2 5 夕

由 4个关系式可得到 4点
,

作图
,

得一线性 回归方

程
。

其中
,

负斜率为摄食系数 g
,
y 轴截距为生长率系

数 无
。

微型单细胞浮游植物的计数可用荧光染色法在

荧光显微镜下进行
。

与这原理相似
,

原生动物对细菌

的摄食也可测定
。

Lan dr y 和 H as se tt 测定了微型浮游动物对微型浮

游植物的摄食量为6 % 一 24 % (总生物量 )
,

而对浮

游植物每天的生产量的摄食占17 % ~ 52 %
。

2
.

2 选择性抑制剂技米

c ar on 等 1 9 91 年用此法来研究异养原生动物与细

菌的摄食关系
。

这种方法必须基于以下 3个前提
:

(l)

所加的抑制剂只对其靶的物起效果
,

而对别的生物

没影响 ; (2) 所用的抑制剂必须对同一生物类群有很

广的抑制性 ; (3) 这种抑制剂必须对靶的物的某个特

定位点的活性有很快的抑制作用
。

氨节青霉素可以抑制原核生物 (如细菌 ) 的细胞

分裂
,

而且认为对真核生物没有影响
,

通过计算单位

时间内细菌浓度的减少可以得出原生动物的摄食速

率
。

作对照的受控实验同时加氨节青霉素和放线菌酮

(真核生物的抑制剂
,

可以抑制真核细胞的蛋白质合

成 )
,

观察细胞浓度是否保持一致
。

水样中氨节青霉

素浓度
:
s m g / L 和 10 m g / L

;

放线菌酮的浓度
:
100

m g / L
。

sh e r r ,
B

.

F
.

和 sh er r , E
.

B
,

等 1 9 5 6年的现场研究

表明
,

在河 口区有40 % 一 45 %细菌的生产量被 < 20

协m 的原生动物摄食
。

但 T ay lor 等1 9 8 7年对抑制剂法

技术提出质疑
,

认为真核抑制剂会对浮游植物
、

细菌

的生长也会产生影响
,

所以测定细菌生产量时会低

估
。

他认为
,

这种方法不适于初级生产力高的海区
。

2
.

3 酶活性法

G on za le z

等 1 9 9 3年提出的一种新的测定原生动

物对细菌摄食率的方法
。

方法原理
:

原生动物分泌的溶菌酶专门降解肤

聚糖
,

而肤聚糖是原核生物细胞壁的特有成分
,

原生

动物摄食的细菌越多
,

溶菌酶的活性越强
,

通过测定

溶菌酶活度的变化率来估算其对细菌的摄食速率
。

原生动物的溶菌酶在食物泡内对细菌作用的同

时也会向体外分泌酶液
,

浓度随着消化活动的变化

而变化
。

用一种肤聚糖的类似物
,

如被荧光标记的人

工合成物
:
4
一

甲基伞形酸基
一
B
一
D

一
N

,

Nl
,
N 化三 乙酞

海洋科学



基壳 丙 糖 ( 4
一
m e thy lu m b e llifer yl b e ta

一
D

一
N

,
N

‘ ,
N

尸‘-

tr a ee tylehi
一to tr io s e ;Mu F

一

【 G leN A e 3 ] )作为该酶的底

物
,

在荧光显微镜下测定 MU F
一

【Gl cN Ac 3] 荧光活

度的变化
,

得出对细菌的摄食速率
。

该法要用荧光标

记法 (FLB) 进行校正
。

G on za le z
用此法和 FL B 法比较

,

所得结果的相

关性非常好 (: 2 = 0
.

9 8 )
。

2
.

4 放射性 同位素法

N y g aa r d 和 H e sse n l9 9 0年用
’‘e

一
p r o te in 标记细菌

技术测定鞭毛虫的摄食速率
。

2
.

4
.

1 R L B (R a d io a e tiv e L a
比lle d B a e te ria )的制备

1一 2个月陈海水 (巧 C )用 6 o m 滤膜过滤
,

去除

大颗粒
,

0
.

5 k B q( 最终浓度 30 oCi )’刁C
一

水解蛋白标

记
,
1 5 ℃放置培养2 4一3 o h

,

取样 3份 (1 m l/份 )分测
:

总活度
,

总颗粒活度 (0
.

2 , m )
,

背景活度 (1
.

0 o m )
。

2
.

4
.

2 摄食实验

取2 0 以m 滤膜过滤的天然海水2 0 0 m l加到 4 0 0 m l

含 R L B 瓶子中
,

每隔 0
,
5

,

1 0
,
2 0

,

4 0 m in 取样
,

各取3

份 (1 0 m l/份 )
,

用 H g e lZ固定
,

使 H g C 12的最终浓度为

n m m ul / L
,

过滤在 1
.

0 卜m 滤膜上
,

液闪计数
,

测鞭

毛虫活度
。

2
.

4
.

3 细菌
、

原生动物计数

分 别取 一 m l水样过滤到 0
.

2 o m (B a c te ria )
、

l
·

0

。m (P r o to z o a )滤膜上
,
o A PI染色

,

荧光显微镜下计数
。

2
.

4
.

4 摄食速率 (I )

I一 Af/ (Cf X T (t 。一 t l )) 只 (A叮cb )一 ’

其中
,

I
:

细菌数 /( 鞭毛虫
·

m in)
;

Af
:

鞭毛虫活度

(D PM / m l) ; Cf
:

鞭毛虫数 / m l ; 助
:

细菌活度 (o PM /

m l) ;
Cb

:

细菌数 / m l ; 犷
:

摄食时间(tl = 1 0 m in )
。

2
.

5 荧光 标 记 细 菌法 (Flo u r e s c e n t L a be le d

B a e te r ia
,

FLB )

FL B 法已作为测定原生动物摄食速率的常规方

法川
,

在此重点介绍
。

2
.

5
.

1 细菌的来源

自然海水富集
。

。
.

s o m 滤膜过滤 10 一 20 L 的海

水浓缩而成
。

2
.

5
.

2 FL B 的制备

( 1 )收集细菌
; (2 )离心 (2 5 m l

,
1 2 0 0 0 :

/ m in
,
一2

一 2 0 m in ) ; (3 )悬浸于 1 0 m l的磷酸盐缓冲溶液中(pH

= g ) ; (4 )加Z m g D T A F 荧光染色
,

6 0
‘

C水浴Z h ; (5)

再离心
,

轻将上层 D T A F 溶液倒出
,

用缓冲溶液洗涤

和离心各3遍 ; (6) 最后一次洗涤后
,

悬浸于 20 ml 磷酸

盐缓冲液中
,

如有块状物
,

应超声振荡击碎
; (7) 密封

低温冷冻保存 (一 2 0 C )
。

用时解冻 (加 1一 Z ml 蒸馏

水 )
、

超声
。

2. 5. 3 摄食实验

纤毛虫的摄食细菌量
,

较理想的 FL B 浓度为 l x

1 0 5
一 2 只 1 0 5 m l/ L

,

鞭毛虫的为I X 1 0 6一 Z X 1 0 6 rn l/ L
,

如果浓度过低
,

就很难精确测定摄食率
。

(1 )6 。以m 筛

绢 (或 1 0 0 以m )现场过滤 5 0一 4 0 0 m l 的海水
,

设置与

现场水温一样的条件
,

培养 30 m in
,

使原生动物恢复

常态
。

(2 )加 FL B
,

以 0
,
5

,
1 0

,
2 0

,
4 0 m in 的时间间

隔分别取 10 ml 的水样
,

马上用固定液固定
,

在荧光

分析前 S C 黑暗保存
。

(3) 原生动物及其摄食量的荧

光计数
。

样品过滤到 0
.

2 om 的依加仑黑染黑的滤膜

上
,

加 D A PI 染色
、

计数
。

在 u v 设置下
,

计算原生动

物的数量 ; 在蓝光设置下
,

可检测每个原生动物体内

的 FL B 数
。

(组)F LB 细胞的平均体积为0
.

1 0 om 3 ,

换算

以碳为单位是0
,

22 p g / 。m
“ ,

原生动物的生物量可以

计算其体积(按球形或长球形 )
,

换算为碳即 0
.

08 p g /

件m 3 。
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