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摘要
:

用海螺酶酶解坛紫菜叶状体制备游 离的 营养细 胞
,

在显 微镜 下挑选 出单 个细胞 放人 96 孔 板
,

在 2() ℃
,

! 5( )0 一 20( )0 lx
,

12 0 : 1ZL 条件 下进行隔离培养
。 一

部分 细胞 直接发育 形成 了叶状 体
:
一 种途径是 单个细胞通过

典型的两级 分裂发育 成叶状体
,

也有一些单细胞 先形成叶片状的细胞 团
,

然后 在细胞团一 端形成似 根
;
另

一

种

途径是部分单细胞先 形成
“

愈伤组织
” ,

经过
一
段时间培养后放散 出类似

“

袍 子
”

的细胞
,

其 中部分
“

抱 子
”

发育成

叶状体
\

由单细胞 克隆培养获得 的叶状体经组织培养形成纯合丝状体
,

这 种纯 系丝状 体扩大培养 后转人传统

的育苗途径下海养殖
。

纯系在苗 网附着率
、

叶片质量 和性成熟 时间等经济性状 方面 比未经选育 的普通种有优

势
‘
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坛紫菜(Po rP梅ra ha it a ne ns i、)是我国浙闽两省

最主要的栽培藻类
,

浙江栽培坛紫菜 已有 30 多年

的历史
,

但一直没有较系统
、

全面地开展优 良品种

的遗传选育工作
,

所 以近几年在浙闽两省都发生

了大面积栽培坛紫菜烂菜
、

脱苗
。

其 中种质退化

是主要原因之一
。

20 02 年仅浙江宁波象山县
,

烂

菜
、

脱苗导致栽培农户损失就达 10 00 万元以上
。

研究发现坛紫菜遗传变异十分丰富
,

多态位点高

达 %
.

97 % 〔’i
。

群体 中等位基 因的高度丰富
,

加

上 自然状态下 的 自由交配
,

使得群体 中优 良基因

很难得 到纯合
,

生产上表现为经 济性状不稳定
。

培育具优良经济性状
、

又 能稳定遗传 的栽培坛紫

菜纯系
,

不失为解决栽培坛紫菜烂菜
、

脱苗的有效

方法
。

近 10 多年来国内外研究者进行了许多紫菜

体细胞培养 的工作
,

重点在 培养方法 和形态发

生 {’
一 ”{ ,

也有用体细胞进行直接 育苗的〔7 一 ” j 。 利

用叶片组织可以进行纯系培育王’“
,

’3」
,

由于紫菜叶

片是嵌合 的
,

所 以用 这种方 法获得纯 系的周期

长〔‘’〕
。

到 目前为止
,

还没有利用单个营养细胞进

行紫菜纯系培育 的报道
。

本实验采用在 % 孔酶

标板培养坛紫菜单个细胞
,

解决了培养过程 中水

份蒸发
、

培养基盐度升高使细胞的生长受到抑制

等问题
,

成功地一步培育出坛紫菜纯系
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

坛紫菜叶状体于 2 001 年 10 月到 12 月采 自

浙江象山养殖 网筏
。

以 叶片长度
、

质量作为选择

的标准
。

叶片阴干后冷 藏于 一 2 0 ℃ 冰箱 中备用
。

酶解前将叶片浸于消毒海水中
,

室温复苏 2 一 4 d
。

为了排除果抱子囊或受精细胞对实验结果的影

响
,

实验中尽量选用雄叶片或没有成熟的小叶片
,

并切去边缘部分
。

1
.

2 酶解

实验用海螺酶参照唐延林 i“j的方法制备
。

酶

解时用 Z m ol
·

L
一 ‘葡萄糖加原酶 配成 酶解液

。

将

刷洗干净的叶片剪成 lm m Z 碎 片
,

加入适量酶解

液
,

室温下酶解
,

出现一定数量的游离细胞后停止

酶解
。

用添加 N
、

P 的营养海水 (N :

10 m g
·

L
一 ‘ ,

P:

o
.

4 m g
·

L
一 ’)于 3 50 目纱绢上冲洗酶解液

,

滤液经

so o r
·

m in
一 ’

离心 sm in ,

沉淀用营养海水溶解
。

重

复 3 次
。

1
.

3 培养

在 Ol ym Pu s Ix 70 倒置显微镜下用毛细管挑

选单细胞
,

置 96 孔酶标板板孔 中
,

1 个孔 中放置 l

个细胞
。

加入一定量的 N
、

P 培养基
,

用封 口膜盖

住培养板以减少水分蒸发
。

放人光照培养箱中于

2 0 ℃
,

光时 12 L : 12 D
,

光强 15 00 一 2 0 0 0 lx 条件下培

养
。

每 3 一 sd 添加一次培养基
,

并观察细胞发育

情况
。

1
.

4 附网育苗及海区培养

由体细胞单克隆培养获得的叶片在三角烧瓶

中培养产生了丝状体
,

通过悬浮培养后接种贝壳
。

接种的贝壳在实验室培养到肉眼可见微红色后转

到象山县鹤浦镇紫菜育苗场继续培养
,

经过采苗
、
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附网后于 2 00 2 年 9 月初以支柱式下海养殖
。

2 结果

2
.

1 发育途径

刚酶解游离的细胞直径 15 ~ 25 祥m
,

色素体不

明显
,

胞体呈灰黑色
。

培养 3 一 4 d 后
,

少部分细胞

逐渐恢复各种生理机能
,

在光镜下表现为细胞壁

明显加厚
,

色素体变浓
,

胞质饱 满充盈
,

胞体颜色

转变为红色
,

有 的细胞 已分裂一次
。

这样 的细胞

已进人了良好的生长发育途径
二

但大多数细胞已

经或将死亡
。

存活细胞再经过 1 一 2 周的发育
,

细

胞壁中的细胞质更加浓厚
,

并出现了层状结构
,

颜

色深红
,

胞体 由最初 15 一 25 拼m 长至 3 0 一 45 1加
。

存活细胞发育分化的途径有 3 种
:

形成丝状

体
,

形成叶状体和形成规则或不规则细胞团
,

本文

探讨发育成叶状体的情况
。

单细胞形成叶片也有

3 种发育途径
,

一种是单个细胞经过一次 分裂形

成两细胞 (图版 一 1 )
,

其 中一个细胞从游离端发生

突起
,

后者逐渐发育成假根 ; 另一个细胞则进行规

则的横向分裂
,

形成多个 细胞 的单列细胞苗
。

到

5 一 6 个细胞后开始纵向分裂
,

并最终 发育成小叶

片
。

该类型呈典型 的两极分裂
,

形成的叶片外型

细长
,

类似壳抱子萌发形成的小叶片 (图版 一 2 )

以这种途径形成的叶片
,

假根发育最正常
,

附网的

成功率也最高
。

第 2 种形成叶片的方式是单个营养细胞在经

过 3 一 4 次分裂后
,

形成 4 一 5 个 细胞 的单列细胞

团 (图版 一 3)
。

随着细胞数 目增多
,

位于细胞 团纵

轴基部的一 个细胞伸 出较粗 的突起 (图版 一 4 )
。

也有的单细胞经过多次纵横分裂后
,

形成形状不

规则的细胞团
,

再由边缘一个细胞产生突起 (图版

一 5 )
。

突起最后发育成假根
。

有的单细胞先分裂形成不规则的细胞团
,

细

胞团发育到一定阶段 后 (50d 左 右 )
,

细胞 出现分

化
。

一些细胞死亡
,

存活细胞则发生了分化
。

后

期细胞团破裂
,

释放出比营养细胞个体要小 的细

胞
,

笔者称之为
“

类抱子
” 。

这些
“

类抱子
”

有的萌

发成叶状体
,

有些萌发成丝状体 (图版 一 6 )
。

这种

途径下发育成的叶状体也是单列细胞苗
,

其假根

有很强的附着性
,

在酶标板中培养 3 个月后
,

长成

肉眼可见的小叶片
。

通过单细胞克隆培养出的叶片
,

如果在酶标

板孔中继续培养
,

最终叶片的 上部破裂
,

释放出体

积大小不等的细胞
,

或许是培养的条件不适应
,

这

些释放的细胞都死亡了
。

而转人三角烧瓶中继续

培养的叶状体
,

长到一定大小后叶片 上大部分细

胞色素丢失
、

颜色变白
,

小部分细胞产生丝状体
,

并长成红色的丝状体团
。

这种结果同紫菜叶片组

织培养相同
。

2
.

2 海上养殖

2 0 0 2 年 9 月在宁波象山对培育出的 5 个纯系

进行 厂海区 试养
。

在 同一海 区养殖 中
,

未经选育

的普通种
,

因脱苗导致大量的
“

白网
” ,

而选育出的

纯系
,

在采 苗时间和生长条件都相同的情况下
,

附

网密度高 (图版 一 7
、

8 )
,

纯系采收 5 一 6 次后的叶

片品质与普通种采收 l 一 2 次的品质相当
。

因此

在产量和产值上
,

选育的纯合 品系表现 出明显的

优势 (表 l 和表 2 )
。

T a b

表 l 不同品系的叶状体产量 比较

T he e o m Pa r iso n Of b la d e o u tP u t a m o n g d i爪
r e n t lin e s k g

·

沁11 一 2

品系 11 n e s

}
屯

币
d ry w e ig ht 纯系 1

Pu r e l一n e l

纯 系 2

Pu re l一n e Z

纯系 3 纯系 4

Pu r e lz n e 4

纯 系 5
收获次数

h盯 v e st

Pu re lin e 3 Pu re 11n e s

对照
,

异
,

系
e o n tro l

3 7
.

8

33
.

7

3 3
.

7

3 2
.

4

合计 to ta l 16 3

2 8
.

3

3 5
.

1

174
.

0

33
.

7

36
.

3

43
.

2

4 1
.

8

3 3
.

7

1段弓
.

7

3 5
.

1

3 5
.

0

4 5
,

()

4 3
.

2

3 1
,

2

3 1
.

8

35
.

0

39
.

1

18 峨)
.

5

44
.

5

4 7
.

2

22 4
.

0

第 1 次

第 2 次

第 3 次

第 4 次

第 5 次

164
.
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表 2

T a b
.

2 T h e

不同品系的叶状体产值比较

e o m Pa
r

咖n of b la d e v a lu e o f d iffe re n t li n es y几la n
.

k m
一 2

品系 lin e s

产 值
纯系 l

Pu r e lin e l

纯系 2

Pu re lin e Z

纯系 3

Pu re lin e 3

纯系 4

Pu re lin e 4

纯系 5

Pu re Iin e s

对照品系
c o n tfo l

收获次数
h肛v e st

洲洲肠971524

合计 to ta l

第 1 次

第 2 次

第 3 次

第 4 次

第 5 次

3 讨论

2 0 世纪 80 年代以来国内外学者进行 了大量

紫 菜 体 细 胞 的 培 养 研 究 〔2 一 ’‘〕
,

其 中 王 素 娟

等 [“
一 ”」 、

戴继勋等 i” 1

进行了酶解紫菜体细胞直接

附网养殖的相关研究
。

但已进行的研究主要集中

于体细胞培养形态发生和体细胞直接育苗方面
。

在发表的资料中只见到对条斑紫菜和半叶紫菜华

北变种进行组织培养获得纯系丝状体的报道 L‘2 〕
。

单细胞克隆培养在高等植物培养中已有许多

成功的报道
,

但在大型海藻中报道较少 〔‘4 〕
。

最初

实验中用悬滴法进行单个细胞培养
,

但 由于水分

蒸发而使培养基盐度升高
,

导致细胞死 亡
。

采用

96 孔酶标板培养有几个方面的优点
:

相对于悬滴

培养来说
,

培养液体积得到扩大 ; 可 以有效防止水

分蒸发 ; 酶标板孔具有较好的透光性
,

可 以直接进

行镜检 ;单个小孔很容易从整个板 中被分离下来
,

转入三角烧瓶中继续培养
。

另外一种紫菜纯系培育的方法是首先从叶
一

片

上取一块未分化的小藻体
,

隔离培育出丝状体
。

由于叶片细胞是嵌合的
,

所以这种丝状体要再经

过几 年 时 间 的 进 一 步 筛 选
,

然后 作 为纯 种 保

存 仁’“)
。

但作者认为严格意义上的克隆培养
,

应该

是从单个营养细胞开始
,

不过单个细胞培养需要

时间长
,

工作量大和难度大上‘“」
。

在进行的培养中
,

由单个细胞形成叶片的数

目少
,

而朝丝状体方向发育的占大多数
,

这可能与

所选用的藻体的年龄和培养条件有关
。

目前正在

做定向发育的实验
,

希望获得控制单细胞发育方

向的培养或诱导条件
。

坛紫菜叶状体营养细胞遗传物质是 单倍体

的
,

由它们形成的丝状体是二倍体的
,

加倍的遗传

物质只能是原有遗传物质的拷 贝
。

实验中获得的

由单个体细胞克隆形成的叶片转入三角烧瓶培养

一段时间后
,

再采用组织培养的方法
,

让叶片细胞

发育出丝状体
。

由于叶状体是 由单个单倍体细胞

发育而成的
,

构成叶片的所有细胞的基 因型是一

致的
,

所以通过这种方式可 以间接培育 出遗传物

质高度纯合的无性 系丝状体坛紫菜
。

2 0 0 2 年因台风和其它 自然现象的影响
,

宁波

地区栽培坛紫菜遭受前所未有的重创
,

农户经济

损失巨大
。

作者用培育出的 5 个纯系在同一海区

试养
,

其中 4 个表现出很强的优 良性状
,

主要体现

在
:

l) 未经选育的普通种
,

因脱苗导致大量的
“

白

网
” ,

而选育出的纯系
,

在采苗时间和生长海 区都

相同的情况下
,

不发生脱苗 ; 2 )纯系采收 5 一 6 次

后的叶片品质与普通种采收 1 一 2 次的品质相当 ;

3 )纯系的性成熟要比普通种晚
。

本文报道的这种紫菜纯系培育方法
,

不仅操

作简单
,

大大缩短了培育周期
,

而且纯合程度高
,

优良性状得 以稳定遗传
。

同体 细胞选育优 良株

系〔‘“l相结合
,

可使优 良性状的选育和遗传稳定同

步进行
,

对紫菜优 良栽培品种 的建立具有实际生

产意义
。
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图版说明 E x p lan at io n of Pl at e

1
.

细胞分裂一次 ; 2
.

细胞两极分裂所形成的小叶片 ; 3
.

叶片状的细胞 团 ; 4
.

细胞团的一端产 生突起 ; 5
.

畸形叶状体 ; 6
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细胞团破裂后 释放

的
“

抱子 (标尺都为 5O 拜m ) ; 7
.

未经选育紫菜 的
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白网
”

现象 ; 8
.

纯合品系 3 号海区生长情况
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