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鱼腥蓝细菌实时观察微型培养系统的建立和应用
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华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　 为克服传统方法不能实现对特定菌丝或细胞的连续定点观察的难题,利用低熔点琼脂糖培养基将

菌丝包埋在玻底培养皿中,制备了鱼腥蓝细菌PCC７１２０菌株实时观察的微型培养体系.结果表明:在该培养体

系中,菌丝能进行正常的生长、分裂和分化;利用该系统可以观察细胞分裂蛋白FtsZ和 DNA双链损伤修复蛋白

RecN在细胞分裂过程中的动态变化,实现对同一菌丝进行长时间的连续定点观察.
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　　蓝细菌是地球上现存的最为古老的生物之一,
是迄今为止唯一能够进行产氧光合作用的原核微生

物,是地球上最重要的初级生产者之一[１].除了光

合作用之外,有的蓝细菌还能够进行生物固氮作用.
目前蓝细菌已成为研究光合作用、生物固氮、细胞分

化和生物进化的理想材料.同时,因具有特殊的生

理功能且遗传背景相对简单,蓝细菌也作为一个新

兴的基因工程宿主菌,在近年来倍受关注.目前,经
基因工程修饰后的蓝细菌可用于生产各种生物燃料

以及一些精细化学品,如乙醇[２]、乙烯[３]、异戊二

烯[４]、正 丁 醇[５]、脂 肪 醇[６]、游 离 脂 肪 酸[７]、氢

气[８]等.
鱼腥蓝 细 菌 PCC７１２０(Anabaena sp．strain

PCC７１２０)属于念珠藻目念珠藻科鱼腥蓝细菌属,
是一种能够同时进行光合作用和生物固氮的多细胞

丝状蓝细菌[９Ｇ１０].在不含化合态氮源的培养条件下

菌丝上的部分细胞能够分化成特定的专司固氮功能

的异形胞.鱼腥蓝细菌作为一种多细胞的原核微生

物,目前已成为研究细胞分化和多细胞形成机制的

重要的模式菌株[１１].此外,由于异形胞中固氮酶催

化的固氮反应会产生大量的 H２,近年来有研究者利

用鱼腥蓝细菌这一特性生产新型清洁生物能源[１２].
由于鱼腥蓝细菌 PCC７１２０具有多细胞的特

性,在其生长分裂的过程中,不同的细胞本身会产生

一定的生理差异;同时还会涉及到细胞交流、物质交

换以及信号传导等复杂的生理过程,因此,研究过程

要更为复杂.用传统的方法研究鱼腥蓝细菌细胞分

化与DNA复制以及细胞分裂等事件之间的协调机

制时,对胞内一些功能因子或蛋白的动态学变化过

程的观察成为难以解决的一大问题.
过去的研究报道中,Laura等[１３]使用延时拍摄

技术(timelapse)研究了异形胞分化相关蛋白 HetN
在细胞分化过程中在异形胞内的定位情况,通过含

０．５％琼脂的半固体培养基将菌丝包埋在载玻片上,
定时观察胞内 HetNＧGFP的变化.这种观察方法

存在一定的局限性:由于菌丝和培养基直接暴露于

空气中,容易染菌;同时培养基容易失水干燥,只能

用于短时间观察.近年来,一种新型的微流控芯片

细胞 培 养 观 察 系 统 开 始 出 现,美 国 斯 坦 福 大 学

Quake研究课题组[１４]搭建了一个基于微流控芯片

的完全自动化的哺乳动物细胞培养平台,实现了对

人间充质干细胞的连续培养.Taylor等[１５]利用微

流控细胞培养芯片,实现了神经细胞的极化生长等.
微流控芯片细胞培养平台可以对培养的细胞进行实

时检测,在细胞生物学的研究过程中具有重要意义.
但由于该培养系统需要极其复杂的仪器设备且价格

昂贵、操作复杂,难以实现广泛应用.
本研究利用低熔点琼脂糖培养基将菌丝包埋在
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玻底培养皿中,制备鱼腥蓝细菌 PCC７１２０的微型

培养体系,旨在简单易行地完成对蓝细菌的实时定

点观察,为蓝细菌细胞水平的研究带来一定的便利.

1　材料与方法

1.1　菌株

本研究所用的菌株见表１.
1.2　试剂和仪器

低熔点琼脂糖(国药集团),玻底培养皿(武汉金

苹果生物科技有限公司),NikonEclipse８０i荧光显

微镜、QHZＧ９８B 全 温 度 光 照 震 荡 培 养 箱、GZLＧ
P５００B光照培养箱.
1.3　培养基和培养条件

本研究中,菌株在正常培养条件下所用的培养

基为BG１１,缺氮所用的培养基为BG１１０.菌株置于

３０℃、连续光照(２４００lx)的光照培养箱中静置培

养;或３０℃、１５０r/min、连续光照(２４００lx)的摇床

中震荡培养.
表１　本研究使用的菌株

Table１　Strainsusedinthisstudy

菌株 Strain 特点 Description 来源 Source
Anabaena sp．strain PCC
７１２０

野生型 Wildtype 巴斯德菌种保藏中心

PasteurCultureCollection

pRL２７７ＧPftsZＧLgfp
SprSmr,ftsZ 启动子驱动FsZ与Egfp的翻译融合通过pRL２７７质粒

转入野生型 SprSmr,pRL２７７containingftsZanaORFwithnativeproＧ
moter,andEgfpcodingsequence

笔者所在实验室

Ourlab

pRL２５TＧalr４９６１Ｇgfpuv

Nmr,recN 启动子驱动RecN与Gfpuv的翻译融合通过pRL２５T质粒

转入野生型 Nmr,pRL２５TcontainingrecNana ORFwithnativeproＧ
moter,andGFPuvcodingsequence

笔者所在实验室

Ourlab

1.4　玻底培养

将培养菌株活化至 D７５０nm ＝０．４~０．５,６０００
r/min离心２min收集１mL 菌体,用５００μL 的

BG１１或BG１１０(缺氮诱导)培养基重悬菌体,用枪

头将菌丝反复吹打或超声波处理至菌丝长度适中

(约８~１２个细胞长度),用相应的培养基清洗菌体

２~３次,最后用３００μL相应的培养基重悬菌体,取

５μL菌液分１５~２０滴点在玻底.将无菌的玻底培

养皿静置在超净工作台,菌液自然干燥２~３min,
至肉眼观察不到明显水珠即可(注意观察不可完全

干燥,否则菌丝会失水死亡).取冷却至２８℃的含

有０．５％琼脂的半固体培养基６００μL,缓慢加入到

培养皿玻底部位(注意培养基温度不可高于３０℃,
以免导致菌体死亡).盖上培养皿盖至培养基完全

凝固,倒置,在显微镜下镜检观察菌丝是否被固定在

玻底且视野良好适宜观察.在显微镜下寻找若干个

符合实验需求的视野,拍照并记下准确位置,然后将

培养皿倒置于光照培养箱中培养.每隔一定的时间

间隔,将培养皿置于显微镜下观察,将视野调至所选

取的位置,拍照记录,直至实验完成.

2　结果与分析

2.1　玻底培养体系的建立

为了同时满足鱼腥蓝细菌PCC７１２０菌体培养

及显微观察的需求,本研究选用直径为３２mm、底
部中心为直径１５mm 玻片的玻底培养皿进行菌体

培养(图１).将活化后的蓝细菌处理为含８~１２个

细胞的短菌丝,通过低熔点半固体培养基将菌丝固

定在玻底,适宜的温度条件下进行菌体培养,同时进

行菌体的实时观察.

图１　鱼腥蓝细菌的玻底培养皿培养体系

Fig．１　CulturesystemofAnabaenainglassbottomculturedish
2.2　玻底培养体系中菌株的生长状况

为了检测蓝细菌在玻底培养皿中能否进行正常

的分裂和分化,本研究分别对鱼腥蓝细菌PCC７１２０
在BG１１(含有硝酸盐)和BG１１０(不含硝酸盐)培养

８３
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　A．鱼腥蓝细菌PCC７１２０在BG１１培养条件下的生长情况.从上到下,依次为玻底培养０、９、２４、３６h图片;左图为明视野,右图为荧

光视野.B．鱼腥蓝细菌PCC７１２０在BG１１０培养条件下的生长情况,从上到下,依次为玻底培养０、２４、４８、７２h图片,箭头所指为异形

胞.图片标尺均为５μm.A．ThegrowthofAnabaenasp．strainPCC７１２０inBG１１medium．Fromtoptobottom,eachimagewastaken
at０,９,２０,３２h,LeftforthebrightＧfield,rightforfluorescenceimages．B．ThegrowthofAnabaenasp．strainPCC７１２０inBG１１０ mediＧ
um．Fromtoptobottom,eachimagewastakenat０,２４,４８,７２h．Arrowheadsindicateheterocysts．Scalebarscorrespondto５μm．

图２　鱼腥蓝细菌在玻底培养体系中的生长情况

Fig．２　ThegrowthofAnabaenainglassbottomculturedish

９３
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条件下的玻底培养生长进行了连续观察.结果显

示,在BG１１培养的条件下,９h后鱼腥蓝细菌PCC
７１２０菌丝长度没有显著变化;２４h后菌丝显著增

长,细胞正在分裂或已完成分裂;３６h后菌丝进一

步延长(图２A).在不含化合态氮源(BG１１０)的培

养条件下,２４h后菌丝中没有成熟的异形胞;培养

４８h后,菌丝中能观察到成熟的异形胞,异形胞的

频率约为(７．１±０．６)％.这些结果表明,在玻底培

养皿中,蓝细菌能够进行生长和分裂,倍增时间约为

２４h,与传统固体平板培养的生长速度无显著的差

异;在氮源缺乏的条件下,蓝细菌也能分化异形胞,
且与传统固体平板培养条件下异形胞分化频率一

致.上述结果表明在玻底培养体系中菌丝的生长情

况同传统培养条件下一致,该培养体系可以用于对

特定菌丝进行连续定点观察.
2.3　微型实时观察系统在鱼腥蓝细菌中的应用

１)鱼腥蓝细菌PCC７１２０中细胞分裂蛋白FtsZ
的定位.本研究利用玻底培养体系培养FtsZＧGFP
翻译融合菌株pRL２７７ＧPftsZＧLgfp,对细胞分裂蛋白

FtsZ在细胞生长分裂过程中的细胞定位进行连续观

察.结果显示,在细胞分裂间期,FtsZ定位在细胞中央

并形成环状结构;随着细胞分裂的进行,环状结构缢

缩;细胞分裂结束后环状结构消失;在下一轮细胞分裂

开始时重新在子细胞的中部形成环状结构(图３).

　图中显示的是同一条菌丝在不同培养时间下的生长情况.从上到下,依次为玻底培养０、９、２０、３２h图片,左图为明视野,右图为荧光

视野.图片标尺均为５μm.Thegrowthofthesamefilamentatdifferentculturetime．Fromtoptobottom,eachimagewastakenat０,

９,２０,３２h;leftforthebrightＧfield,rightforfluorescenceimages．Scalebarscorrespondto５μm．

图３　细胞分裂过程中FtsZ蛋白的定位情况

Fig．３　ThelocalizationofFtsZduringcelldivisiontiming

　　２)鱼腥蓝细菌PCC７１２０中 DNA 重组修复蛋

白RecN的亚细胞定位.本研究对鱼腥蓝细菌PCC
７１２０的 DNA 双链损伤的起始修复蛋白 RecN[１６Ｇ１７]

的亚细胞定位也进行了研究.以 RecNＧGFP翻译

融合菌株pRL２５TＧalr４９６１Ｇgfpuv为材料,通过该微

型培养体系观察了在细胞生长的不同阶段 RecN 在

细胞内的定位.
通过连续观察发现,RecNＧGFP在细胞内聚集

０４
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成点状分布,荧光点在细胞中的位置并非固定不变,
而是随着细胞的生长分裂发生显著改变.在细胞分

裂的过程中,RecN进行了不对称分配,在２个正在

分裂的子细胞中,通常只有１个子细胞中有 RecNＧ

GFP荧光 点;而 在 另 一 个 子 细 胞 中 没 有 可 见 的

RecNＧGFP荧光点,在这个子细胞中随着细胞的生

长会重新形成１个新的 RecNＧGFP荧光点,随后在

细胞内发生移动(图４).

　图中显示同一条菌丝在不同培养时间的生长情况.从上到下,依次为玻底培养０、９、２４h图片,左图为明视野,右图为荧光视野.

Thegrowthofthesamefilamentatdifferentculturetime．Fromtoptobottom,eachimagewastakenat０,９,２４h;leftforthebrightＧ

field,rightforfluorescenceimages．

图４　细胞分裂过程中RecN蛋白的定位情况

Fig．４　ThelocalizationofRecNduringcelldivisiontiming

3　讨　论

细胞培养技术作为细胞生物学研究的基础,在
生物科学研究领域中起着至关重要的作用.传统的

蓝细菌培养方法主要由液体震荡和固体平板培养,
但这２种培养方法难以对菌丝的生长过程进行实时

监控.因此,细胞的连续培养观察成为蓝细菌研究

过程中难以解决的一大问题.
本研究制备了适合鱼腥蓝细菌PCC７１２０菌株

连续培养观察的微型培养体系.我们根据蓝细菌的

生长特性,选取透光性较好并且可以直接在显微镜

下观察的一种特殊的玻底培养皿,以低熔点琼脂糖

作为固定细胞的介质,将菌丝体包埋在玻底培养皿

中,既可以直接置于显微镜下观察,也能够置于光照

培养箱中培养.在显微镜下观察时,只需记下菌丝

的位置,每隔一定的时间间隔,将培养皿置于显微镜

下相同的位置,即可对同一细胞或菌丝的生长过程

进行实时监测.显微观察显示,鱼腥蓝细菌 PCC

１４
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７１２０能够在玻底培养皿中进行正常的生长分裂和

分化,并且可以连续培养观察１周以上.
值得注意的是,培养基的添加温度及菌丝的干

燥程度是该培养体系中非常关键的环节,要尽可能

地保持菌丝的活性.与传统的培养方法相比,由于

玻底培养皿要置于显微镜下观察,菌丝会受到强光

的照射,对其生长会产生一定的影响,菌丝会略微发

黄.所以,在显微观察时,要尽可能将光强调低,同
时要操作迅速,尽可能降低光照对其生长产生的

影响.
本研究应用该微型培养体系连续观察了鱼腥蓝

细菌PCC７１２０菌株中细胞分裂蛋白FtsZ和 DNA
损伤修复蛋白RecN在细胞分裂过程中的亚细胞定

位变化情况,结果观察到在细胞生长分裂过程中

FtsZ蛋白会聚集形成环状结构,并定位在细胞的中

央;随着细胞的分裂环状结构缢缩,至细胞分裂结束

后环状结构消失(图３);在下一轮细胞分裂开始时

又重新在子细胞的中部形成环状结构.这些结果与

前人的研究结果一致[１８Ｇ１９],但之前的研究是根据细

胞的状态来确定FtsZ环的变化,而本研究是通过连

续观察特定细胞分裂过程中Z环的变化,从而得出

FtsZ在细胞分裂过程中的动态变化,结果更加直观

可信.此外,我们还通过该微型培养体系实时观察

到RecN蛋白在细胞内的位置会随着细胞的生长分

裂而发生改变,在分裂的成对子细胞中,只有一个子

细胞中有RecNＧGFP荧光点(图４);而在另一个新

生的子细胞中,会重新形成一个新的 RecNＧGFP荧

光点,随后在细胞内发生移动,该实验结果与已报道

的结果一致[２０].
本研究设计的微型实时观察及培养系统,操作

过程简单方便,成本较低,并且能够满足对特定细胞

或菌丝连续观察的需要.该微型培养体系的建立可

为从细胞水平上研究各种调控机制带来一定的

便利.
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EstablishmentandapplicationofmicrorealＧtime
observationsystemofAnabaenasp．strainPCC７１２０

TANGGuofang　WANGJinglan　HUSheng　CHEN Wenli　WANGLi

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　Thefilamentswereembeddedinglassbottomplatetofixfilamentsbyusinglowmelting
pointagarose．ArealＧtimeobservationofmicroscopicculturesystemforAnabaenasp．strainPCC７１２０
wasprepared．ResultsshowedthatAnabaenasp．strainPCC７１２０grew wellinglassbottomculture
dish,andexhibitednormalactivityofcelldivisionanddifferentiation．Thecontinuousdynamicschanges
ofcelldivisionproteinFtsZandDNAdoubleＧstrandeddamageresponseofproteinRecNduringcelldiviＧ
sionprocessthroughthiscultivationmethodwereobserved．ItisindicatedthatcontinuousfixedＧpoint
observationofthesamefilamentwassuccessfullyachieved．

Keywords　Anabaenasp．strainPCC７１２０;microculturesystem;continualobservation
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