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摘要
�

为了开发礁膜 人工育苗的新技 术
,

以 � � 果胶酶和 � � 纤维素酶的甘露醇溶 液
,

分离酶解经无菌处理 的礁

膜叶状 体
,

在 �� � � ��
·

�
一 ’ ����

� ,

�
�

� � ��
·

�
一 ’

甘露醇
�

�� �
�

�
,

温度 �� ℃
,

摇床速度 � ��
·

� ��
一 ’

旋转 振荡 �� 的条

件下
,

�
�

�� 湿重礁 膜可 获原生质体约 � � �护 个
。

原生质体分离后依次用 比重为 �
�

���
、

�
�

� ��
、

�
�

� �� 的消毒海水

�添加 �
、

�
、

��
� �

、

���
、

� �
、

�� � � �培养
,

�� 后 已形成 明显 的再生细胞 壁
,

� 一 � � 后细 胞开始分裂
,

�� 后形成 由 �

一 � 个细胞组成 的细胞团
,

以后原生质有不同的发育形态
,

较常见 的是形成 由一 共同胶 质膜包被 的类似 亲本 的

叶状体组织块
,

另一种是原生质体形成抱 子囊
,

成熟后
,

可产生许多游动抱子
,

再由游动袍子发育成正 常形态 的

膜状配子体
,

第 三种 发育形态为偏离 亲本 正常形态的管状体
。
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礁膜原生质体 的分离及培养
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礁膜 (Mo no st ro ITza
ni t记u m w itt r .

)是一种分布

很广 的海洋经济绿藻
。

在 日本礁膜 已进行商业化

栽培 以供食用
,

在我国的浙江
、

福 建
、

台湾早有食

用礁膜的习惯
,

但迄今为止
,

我国仍没 有进行礁膜

栽培
。

作者在探索礁 膜人工育苗栽培技术的 同

时
,

为了缩短育苗周期
,

保证有足够的栽培种苗供

应
,

有必要开发 出一 套新的礁膜育苗技术
。

据此
,

本文 进行了礁膜的原生 质体的分离与培养
,

以期

利用无性繁殖这一新 的快速育苗技术
,

为大规模

栽培礁膜随时提供种苗
。

迄今为止
,

许多大型 底栖海藻的原生 质体 的

分离与培养已进行了研究
,

但只 有少数几种能再

生成 完整的植 株
,

对礁膜属 ( Mo no st ro lna )进行过

原生 质 体 的分 离 与培 养 的种 类 有宽 礁膜 (M
.

latissim um w ittr
.
)[

’〕
、

袋 礁 膜 ( 材
.

。吧、e
ava

.

Kj
e一lm ) [

’]
、

尖种礁 膜 (肘
.

。x

邓rm um oo 钾)[
’:

、

礁

膜 (M
.
nit 记“m w i ttr

.

)[

4 」等
,

但这些种类的原生 质

体都没有直接发育成在生产育苗上 有用 的一般植

株
,

本研究 旨在探索一种新的育苗技术
。

材料与方法

1.1 材料

选取 1 一 3 c
m 的幼嫩藻体作为酶解材料

,

采

集时间是 200 1 年 12 月 30 日
,

材料采集后
,

阴 干

至含水量为 30 % 左右
,

用放有冰袋的保温箱带 回

实验室
,

保存于 一
20 ℃ 的冰箱内待用

。

1

.

2 方法

无 菌藻体的获得 从 一
20 ℃的冰箱内取出藻

体
,

用毛笔在消毒海水 中洗刷藻体 2 次
,

置于过滤

的消毒海水 中培养 4 一 s d
,

使藻体 复苏
。

取一定

量的藻体放人 1% KI
一 几溶液 中洗涤 5而

n ,

再用

过滤消毒海水漂洗 2 一 3 次
,

以去除原生动物和附

生 生物
。

最后转移于 loo m L 添加了 N 和 P (硝酸

钠
:
甘油磷酸钠

= 10 x l0 ’ “ :
3

x 1 0
一 “

) 以及 6m L 的

广谱抗生素混合液 (lg 氨节青霉素
,

lg 硫 酸卡那

霉素
,

25 m g 制霉菌素
,

0

.

2 9 硫 酸新霉 素
,

混合溶

于 loo m L 双蒸水中)的消毒海水 (比重 1
.
027 )中

,

在 17℃
、

光强 64
.
10 拌m ol

·

m

一 2
·

s
一 ‘ 、

光时 12IJ:12D

的条件下培养 6h 。

酶液的 配制 通 过 比 较 不 同配 比 的 酶 液

的酶 解 效 果 ( 表 l )
,

最 佳 酶 解 液 的 配 制 为

4 % 果胶 酶
,

2 % 纤 维 素 酶
,

40

~

1

·

L

一 ‘c
ac

lZ
,

0

.

7 m ol

·

L

一 ‘

甘露醇
,

p H 5

.

5

。

首先把酶粉溶解 在

pH 为 5
.
5 的 N 处

HP q
一 N a H

Z
p

q 缓冲液 (4 ℃ )配

制的 10
mL

0
.
7m ol

·

L

一 ’

甘 露 醇溶 液 中 ( 内 含

40
~

ol
·

L

一 ’
C

aC 犯
,

)

。

随后 酶液用冷冻离心 机 (0
一 5 ℃ )10 以x , x g 离 心 10 而

n ,

以便 去 除不溶物
。

酶液分装在 5 m L 小瓶中
,

保存于 一
20 ℃的冰箱内

待用
。

原 生质 体的 分 离 将消毒过的藻体以过滤消

毒海水清洗 3 次后
,

在超净工作 台上用 干净的刀

片把叶片部分切成 0
.
5 一 l m 时

,

或把无菌藻体投

入消毒过的组织捣碎机中捣碎
,

用 60 网 目筛绢过

滤
,

并用过滤消毒海水冲洗数次
,

由此得到许多大

小不一 的微细组织块
。

称取 0
.
19 藻体碎片放人

内有 sm L 消毒酶解液的培养瓶 (25 m L )或培养皿

(直径 6em )中
,

置于 50 r
·

m
i

n
一 ‘摇床 中酶解 3h ,

此

原生质体的分离过程在黑暗 中进行
,

以促使藻体

细胞壁易于破裂
,

使原生质体酶解出来
,

酶解温度

为 28℃
。

经过酶解后
,

将含有原生质体的酶解液

过滤
。

将所得过滤液离心后
,

倒去 3/4 上悬液
,

以

相同体积的过滤消毒海水补充
,

此过程 重复 2 次
。

镜检 (20
x l0 )时任取 5 个视野计数

,

取平均值
。

原生质 体的培养 将纯化 的原生 质体依次培

养于 不同比重 (1
.
030 、

1

.

0 2 6

、

1

.

0 2 2
) 的 过滤消毒

海水中 (添加 N :P = 10 x 10 一 “: 3 x 1 0
一 “ ,

Fe2

十
i o

x

1 0
一 6

,

I A A o

.

0 1
x

1 0
一 6

,

朋o.osx lo一 6
,

v i t C l

oo

x

10

一 “ ,

p H 7

.

9
)

,

静 止 或 冲气 培 养
。

原 生 质 体 在

128
.
21 拌m ol

·

m

一 2
·

s
一 ’ 、

1 2 L
:

1 2 D 和 17℃下 培养
,

每个培养瓶或培养皿内装 sm L 培养液
,

培养的原

生质体密度为 4 x l护 一 2 4 x l 护
·

c

m

一
2

。

培养液每

10 d 更换一次
。

培养第 4d 随机计数再生率
。

2 结果

2
.1 原生质体 的酶解

礁膜配子体细胞表面 观为多角形或椭 圆形
,

有两两 成对现象
,

细胞大小为 7
.
5 一 1 印m x 8

.
75

一
17

.
5 拌m ( 图版 一 1 )

。

酶解后的原生质体呈 圆形
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或椭圆 形
,

大小 为 10 一
10

.
5阳

x IO 一
12

.

邹m ,

黄

绿色块状的叶绿体位于原生 质体一 侧
,

占据整个

原生质体的大部分体积 (图版 一
2 )

。

原生 质体酶

解条件的优化实验如表 l 所示
。

表 1 不 同酶解条件 下对礁膜原生质体 的酶解效果

T ab
.
1 E n ?eC t of di们免re nt e o n d iti o璐 of enZ y

ma tic degrada tio
n

on P ro加Pla s t y ic ld

编号
num be r

果胶酶
( % )

纤维素酶
( % )

Cellula父

C aC
12

m m o l
·

L

一 ’

)

酶溶剂

(m d
·

L

一 ‘

)

e
nz

y m
e s ol v e n t

酶解温度

PH 〔℃ )

酶解时间
(h)

incubat ion Period

原生质体数
(个/视野)

Prot
oPlas t yield

翎

4U

叨

4U

40

叨

40

引 】

4 0

叨

40

4O

0
.
7 甘露醇 0

.
7m an nitol

0
.
7 Lll梨醇 0

.
?sorb itol

1
.
4 蔗搪 l

.
4suero犯

1
.
4 葡萄糖 1

.
49:ueose

0
.
了甘露醇 0

.
7m

~
tol

0
.
7 甘露醇 0

.
7m

ann
itol

0
.
7 甘露醇 0

.
7m ann itol

0
.
7 甘露醇 0

.
7m

ann
itol

0
.
7 甘露醇 0

.
7m a朋itol

0
.
7 甘露醇 0

.
7m allnltol

0
.
7 甘露醇 0

.
7m annitol

0
.
7 甘露醇 0

.
7m

ann
itol

0
.
7 甘露醇 0

.
7m

ann
itol

0
,

7 甘露醇 0
.
7m al价ito l

0
.
7 甘露醇 0

.
7m allllltol

0
.
7 甘露醇 0

.
7m

~
tol

0
.
7 甘露醇 0
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7m

ann
itol

0
.
7 甘露醇 0

.
7m

ann
jro]

0
.
7 甘露醇 0

.
7m ann itol

0
.
7 甘露醇 0

.
7m

ann
irol

0
.
了甘露醇 0

.
7m

ann
itol

0
.
5 甘露醇 0

.
sm

ann
itol

0
.
7 甘露醇 0

.
7m alllutol

0
.
9 甘露醇 0

.
gm

ann
ito l

1
.
1 甘露醇 l

.
lm

ann
itol

5
.
5

5
.
5

5
.
5

5
.
5

5
.
5

5
.
5

5
.
5

5
.
5

5
.
5

5

5
.
5

6

6
.
5

5
.
5

5
.
5

5
.
5

5
.
5
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5
.
5

5
.
5
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5
.
5

5
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5

5
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5

5
.
5
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肠

叨
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如
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如
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叼

40
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44>V

由上 表可 以得出礁膜 的原生 质体的最佳酶

解条件为
:4 % 果胶酶

,

2 % 纤 维素酶
,

40
m m ol

·

L

一 ‘

c
ac

l
Z

,

0

.

7 m
o

l

·

L

一 ’甘露醇
,

p H 5

.

5

。

o 组表明
,

不

同的酶溶剂对原生 质体的得率不一 样
,

o

.

7 m ol

·

L

一 ‘

的甘露醇作 酶溶剂酶解效果最佳
,

0

.

7 m ol

·

L

一 ‘的山梨醇和 1
.
4 m of

·

L

一 ‘的蔗糖酶解效果相

近
。

I 组表明
,

单用一 种酶的酶解效果不及两种

酶混合使用 的效果好
,

最佳酶液配置为 4% 果胶

酶和 2 % 纤维素酶
。

11 组表明
,

礁膜原生质体酶

解时的 pH 值以偏 酸性为好
,

因在酸性条件下 组

织块易于软化
,

同时纤维素酶和果胶酶在 pH 5
.
5

左右时活性较高
。

班组 表明
,

酶解温度 以 28 ℃为

佳
,

虽然 28 ℃ 和 32 ℃ 酶解条件 下所获原生 质体

数 目相 近
,

但 2B ℃原生 质体再生率为 90 % ,

32 ℃

原生质体再生 率只有 32 % 。

y 组说明酶解 时间

以 3h 为好
,

在 3h 内
,

所获得 的原生质体数量与酶

解时间成正 比
,

酶解 4h 与酶解 3h 所获原生 质体

数量差不多
。

如果酶解时间 超过 6h
,

则不能获得

有活性的原生 质体
。

V 组表明
,

0

.

5
一 1

.
l m ol

·

L

一 ’

甘露醇作酶溶剂
,

均能获得较 多的原生 质体
,

以

0
.
7m ol

·

L

一 ‘甘露醇所获原生质体数量最多
。

2

.

2 原 生质体的培养与发育

原生 质体 培养初期 光照 强 度 6
.
41 一

24

.

03

拼m ol
·

m

一 “
·

s
一 ‘,

细胞分裂后光照 强 度增至 32
.
05

拜m ol
·

m

一 2
·

s
一 ’以上

。

培养后 的第 2 天 已有明显 的

再生 细胞壁 (图版 一
3)

,

第 3 一 4 天进行第一次分

裂 (图版 一
4)

,

第 6 天
,

原生质体形成的细胞已分

裂为 4 细胞 (图版 一
5)

,

第 8 天
,

有的已 分裂为 8
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细胞 (图版 一
6)

,

以后静止培养和充气培养均有 3

种发育方式
,

一种方式是少部分原生质体再生 细

胞壁后进行重复的有丝 分裂
,

形成有一公共胶质

膜包被的类似亲本 的叶状体组织块 (图版 一 7 )
。

第二种发育方式是大部分原生 质体再生细胞壁后

发育成抱子囊(图版 一 8 一 1 0)

,

抱子囊能以二分裂

进行增殖
,

使抱子囊密度加大
。

抱子囊在 8 月 份

移出培养箱
,

在常温下 进行变温培养
,

10 月 份抱

子囊成熟 (图版 一
11 )

,

可放散出 16 ~ 32 个 四鞭毛

的游抱子 (图版 一 1 2 )
,

把游抱子附于筛绢上 冲气

培养
,

则可 发育成正常形态的叶状体(图版 一
13

-

14 )
。

第 3 种发育方式是原生质体形成 的细胞先

行有丝分裂
,

形成细胞排列紧密的细胞 团
,

然后细

胞团里 的一部分发育成假根
,

另 一部分则发育成

管状体(图版 一
15

一 1 6 )

。

3 讨论

3.1 酶解材料的无菌处理

对大型 海藻无菌 酶解 材料的获得有许 多方

法卜
7],

本 实验利用 l% 租
一 几液和 广谱抗 生 素

混合液先后处理藻体也取得很好的效果
。

在原生

质培养的初期
,

无菌条件对原生质 的快速再生 是

必不 可少的
,

因抑制微生 物生 长的抗生素也能抑

制原生质体的再生 分裂
,

因此准备好酶解用 的无

菌材料是本实验非常重要的一个环节
。

3

.

2 酶液的配制

绿藻的细胞壁组份中
,

外层为一层果胶质
,

内

层纤维素 占很大比例
。

礁膜叶状体组织细胞的上

下表面有一层胶质公共膜
,

使两两成对 的细胞粘

连成一个整体
。

原生质酶解时
,

果胶酶首先需要

对公共胶质膜溶解碎裂
,

然后 才对组织细胞 的细

胞壁果胶层进行酶促溶化
,

纤维素酶的作用是使

细胞壁的纤维层酶解掉
。

两种酶混合使用的酶解

效果比单一酶的酶解效果要好
,

故选 择纤维素酶

和果胶酶的混合酶液进行礁膜原生 质体的 酶解
。

陈衍 昌等〔’]
、

张大力图对宽礁膜
、

袋礁膜 以及 G
.

R
.
Kri

s
hn ak um ar 等[”〕对尖种礁膜的酶溶剂配制分

别为 2% 果胶酶混合 4% 纤维素酶和单用 3 % 纤维

素酶
,

作者对礁膜酶解条件进行优化时
,

得出最佳

酶液配制为
:4% 果胶酶混合 2 % 纤维素酶

〔,

另外

采用组织捣碎机可 以将酶解用 的组织 块彻底打

碎
,

使酶解更为容易
,

在酶解前对培养的礁膜材料

黑暗处理一昼夜
,

可使细胞壁 软化
,

更易于细胞壁

的酶解
。

3

.

3 酶解温度

关于酶解温度
,

张大力川 对袋礁膜得出的最

佳酶解温度为 33 ℃
,

在 33 ℃以下 原生质体成活率

随着温度的升高而升高
。

作者得出的最佳酶解温

度为 28 ℃
,

在 24
一

32 ℃下
,

温度高
,

酶的活性大
,

分离出 的原生 质体数 目多
,

但在 32 ℃
,

原生 质体

再生率只有 32 %
,

说明 32 ℃的高温对原生质体有

一定的损害
,

2 8 ℃和 32 ℃ 酶解条件下 所获取原生

质体数 目相近
,

但 28 ℃原生 质体再生率为 90 %
,

原生 质体质量好
,

故酶解温度 以 28 ℃为佳
,

作者

认为 33 ℃ 的高温已超过了原生 质体的耐受范围
。

3

.

4 原生质体的发育 方式

本文首次报道在同一培养条件下礁膜原生质

体可 表 现 出 3 种 不 同 的 发 育 方 式
,

已 有 文

献[’一 4 ,8 一 ‘“]只报道过 1 种或 2 种发育方式
。

原生

质体直接发育成叶状体组织块
,

或形成抱子囊
,

或

形成 管状 体 的 发 育方 式 在 石 药 属[’, “一 9 〕
、

浒 苔

属[l0 〕
、

礁膜属{‘一 “〕中也有报导
,

这在一定程度上

反映了这 3 个属在进化过程 中的演化关系〔川
,

也

在一定程度上体现了生物的重演律
。

礁膜 的这种

不同的发育方式
,

可 能和 原生质体原先在组织 中

的位置
、

培养条件 (温度
、

光照等)以及培养环境 中

的某些未知因素有关
。

第一种发育方式对生产育

苗最为直接
、

有利 ; 第二种发育方式与传统 的发

育方式同样繁琐
,

但这种发育方式形成的抱子囊
,

在育种上有一定价值
。

另外这种发育方式可以用

来保存种苗
,

这也是区别 于传统育苗方式的一种

新的方法 ;
第三种发育方式偏离 了亲本的正常形

态
,

应加以抑制或诱导转化
。

今后应加强 影响原

生 质体分化
、

发育方 向因子的研究
,

使原生质体培

养朝着选 定的方向发育
。
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