
 

海带配子体细胞核及胞质分裂的显微观察
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摘要：在人工培养条件下，海带配子体能够进行有丝分裂以形成无性繁殖系 (克隆)。为分
析海带配子体克隆有丝分裂的细胞学特征。本实验首先制备海带配子体石蜡切片，利用免
疫荧光技术，结合 DAPI染色，获得其核分裂各期的细胞结构变化图像。结果显示，通过
DAPI染色，清晰展示出不同分裂期核大小及形态的变化；通过免疫荧光技术，成功观察
到由中心体发射出的纺锤丝及“钟罩”状纺锤体。随后，制备海带配子体的超薄切片，透射
电镜下，于细胞板的形成位置观察到由质膜内陷产生的向内生长的分裂沟。分裂沟的最前
端呈现封闭的弯曲状，其中无或仅少量细胞壁成分，以促成向心式生长，直至最后接触、
融合和形成新的细胞壁，完成胞质分裂。最后通过压片法制备染色体，苏木素染色后利用
DAPI进行复染，获得配子体完整细胞的染色体图像，从而进一步明确海带配子体具有 31
条染色体。研究表明，本实验首次获得海带配子体有丝分裂完整过程 (核分裂和胞质分裂)
的图像和结构特征，同时完成海带配子体完整细胞的核型分析。实验结果为海带细胞遗传
学研究提供了更多准确数据，也为褐藻胞质分裂方式及机制的探讨提供了新的材料和证据。
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海带 (Saccharina japonica)是我国重要的海洋

经济褐藻，其养殖产量长期位居世界首位[1-2]，这

得益于其先进的育苗及养殖技术的建立和应用[3]。

海带配子体克隆即无性繁殖系的建立，可用于种

质保存、种苗扩繁及育种[4-6]，为我国[1,7] 及东亚国

家[8] 海带的育苗及育种提供了技术支撑。

配子体系海带异型世代交替生活史[9] 中的单

倍体。海带配子体克隆通过有丝分裂进行增殖，

不仅保证了遗传的稳定性 [4]，也极大地满足了海

带育苗和育种对配子体质和量的需求 [5-6]。因此，

全面解析海带配子体细胞的有丝分裂过程，对推

动海带配子体无性繁殖系育苗技术具有重要意义。

对海带[10-11] 及海带属相关物种[12-13] 配子体有丝分裂

过程虽已有一些报道，但对其胞质分裂 (cytokinesis)
的细胞学特征却仍属未知；另外，利用荧光染料

4′,6-二脒基-2-苯基吲哚 (DAPI)[14] 对海带染色体进

行染色和观察，虽已有染色体形态与数目的报

道[15]，但难以明确其为完整细胞的核型分析。

鉴于微管蛋白 (tubulin)通过聚合和解聚行为

参与有丝分裂过程[16]，本研究采用商业抗 β−微管

蛋白抗体对海带配子体总蛋白进行免疫印迹

(Western blot) 检测。在此基础上，重点利用该抗
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体及 DAPI处理细胞周期不同阶段的海带雌、雄

配子体，以进行免疫荧光显微观察，结合透射电

镜观察结果，获得核分裂和胞质分裂全过程的细

胞学特征。对中期核进行苏木素和 DAPI染色，

分析海带配子体中每个细胞的染色体数目和形态，

为海带细胞遗传学的研究提供数据。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料与培养

实验材料取自本实验室扩增培养的海带配子

体克隆品系 (901)。将配子体克隆接种于 PES培养

基 [17] 中，参照文献 [18]，在温度为 (17±1)°C、光周

期 为 12L∶12D  (光 /暗 )、 光 照 强 度 为 30  μmol
photons/(m2·s)的条件下培养。培养期间，每天不

定时摇晃。间隔 1周更换 1次新鲜培养基。

 1.2    总蛋白的提取

使用 Radio  Immunoprecipitation  Assay  (RIPA)
裂解液 (ThermoFisher Scientific，美国 )按产品说

明书的操作步骤，自刚收集的海带配子体材料中

提取其粗蛋白。

同时使用酚法 [19] 提取海带配子体的总蛋白。

即将刚收集的配子体材料在液氮中研磨至粉

末，加 15 mL提取缓冲液 [1%聚乙烯聚吡咯烷酮、

0.7 mol/L蔗糖、0.1 mol/L KCl、0.5 mol/L Tris-HCl
(pH 7.5)、500 mmol/L乙二胺四乙酸二钠、1 mmol/L
苯甲基磺酰氟和 2%的 β-巯基乙醇 ]，冰浴中研磨

15~30 min后加等体积的 Tris-HCl (pH 7.5)饱和酚，

冰浴研磨 30 min；10 000×g 离心 30 min，收集上

清液；用提取缓冲液对沉淀再提取 2~3次，收集

上清液后加 5倍饱和醋酸铵的甲醇溶液，−20°C
静置过夜后，10 000×g 离心 30 min获得粗蛋白。

 1.3    Western blot分析

利用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)检测上述提取的蛋白样品。使用抗 β-
微管蛋白商业抗体 (成都正能生物科技有限责任公

司)作为一抗，孵育后，使用带有辣根过氧化物酶

标记的山羊抗小鼠 IgG (H+L) (上海友科生物科技

有限公司 )作为二抗，按已报道的方法 [20] 进行

Western blot，以了解该商业抗体的特异性。

 1.4    石蜡切片的制备

用缓冲液 (含 50 mmol/L哌嗪-1，4-二乙磺酸、

5 mmol/L乙二醇双四乙酸、1 mmol/L MgSO4 和

0.225  mmol/L山梨醇 )配制 1.5%多聚甲醛+0.5%
戊二醛的固定液，对适量的海带配子体进行过夜

固定；离心去除残留的固定液，加入甲醇溶液，

−20°C放置 10 min；再用 1×PBS缓冲液 [生工生

物工程 (上海 )股份有限公司 ]清洗甲醇；再用

1  mg/mL的 NaBH4 溶液 (溶于 1×PBS)处理配子

体材料 20 min，随后使用灭菌海水清洗配子体

材料。

然后，按照 Dong等 [21] 的方法经系列脱水、

透明和浸蜡处理，再将凝固的石蜡块用 RM2235
切片机 (德国徕卡公司)切成 7 μm厚的切片，使

其黏附于多聚赖氨酸处理过的载玻片上。将玻片

置于 25°C的烘片机上烤片 1~2 h，等载玻片上的

水分完全蒸发，再放入 40°C烘箱中烤片 30 min
以加固切片，室温避光保存备用。

 1.5    用于核分裂观察的免疫荧光染色

将切片置于 60°C烘箱处理 1 h，先按已报道

的方法 [21] 进行抗原热修复；再用 200 μL的封闭

液 (2%的牛血清白蛋白)将样品完全覆盖住；室

温孵育 1.5 h后，去除封闭液，并在样品上滴加

200 μL稀释过的抗 β-微管蛋白的抗体作为一抗，

4°C过夜孵育。在避光的湿盒中，于样品中滴加

200 μL适当稀释的带有 Alexa Fluor® 488标记的山

羊抗小鼠 IgG H&L (Abcam，英国)作为二抗，室

温孵育 1 h后，清洗玻片；滴加 20 μL的 DAPI溶
液 (Vector Laboratories，美国)，盖上盖玻片，室

温避光孵育 10 min。

 1.6    中期核染色体的苏木素和 DAPI染色

取新鲜的海带配子体，经 0.02%秋水仙素过

夜处理并清洗后，在处理的配子体中加入混合

酶液 (纤维素酶∶果胶酶∶离析酶∶鲍鱼酶 =
2∶1∶1∶1.5，体积比 )，于 37°C摇床中，以

180 r/min振荡过夜[15]。随后用 70%乙醇终止酶解

反应，并用蒸馏水清洗 3次，加入冰醋酸振荡混

匀，4°C保存。

将酶解产物滴加至载玻片上，压片之前，先

用苏木素染液 [生工生物工程 (上海)股份有限公

司 ]覆盖酶解材料，室温静置染色 8 min。清洗玻

片并自然晾干，在黑暗条件下，滴加 20 μL DAPI
进行荧光染色。

 1.7    荧光显微拍照与处理

利用 DM4000B荧光显微镜 (德国徕卡公司)
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在明场下观察被苏木素染色的染色体，分别在

499及 358 nm的激发光下观察微管蛋白的荧光及

被 DAPI染色的染色体并拍照。根据染色体相对

大小，利用 Adobe Photoshop软件按由大到小顺序

进行海带配子体细胞染色体核型的初步分析。

 1.8    胞质分裂的超微结构观察

取新鲜的海带配子体，利用 8%的多聚甲醛

和 1%的戊二醛混合溶液固定；按照 Ouyang等[22]

的方法，对固定的细胞进行清洗、乙醇梯度脱水；

之后用环氧树脂 E51包埋。切成 50 nm厚的切片

后，用 3%醋酸双氧铀-柠檬酸铅染色晾干，再在

TecnaiTM G2 Sprit  BioTWIN透射电镜 (FEI，美国 )
下观察并拍照。

 2    结果

 2.1    海带配子体微管蛋白的Western bolt

利用 RIPA裂解液自新鲜的海带配子体中提

取粗蛋白，经 SDS-PAGE分析，结果显示，在 55
ku附近存在明显的蛋白条带 (图 1，泳道 1)，其大

小与海带 RuBisCO大亚基 (53.97 ku)的分子质量[23]

非常吻合，这与陈晶等[20]、Dong等[21] 的结果相似。

鉴于该条带的大小与海带 β-微管蛋白的推测分子

质量 54.5  ku相近 (图 1)，为了减轻高丰度的

RuBisCO大亚基对蛋白免疫印迹产生的负面影响，

实验采用 Saravanan和 Rose报道的酚法提取粗蛋

白 [19]，经 SDS-PAGE检测，结果显示，RuBisCO
大亚基处的染色较 RIPA裂解液的结果明显变淡

(图 1)。随后，再利用商业用抗 β-微管蛋白抗体对

海带配子体的粗蛋白进行 Western blot分析，结果

显示，只出现单一免疫印迹信号 (图 1，泳道 3)，
这与海带 β-微管蛋白的推测分子质量也吻合，说

明所使用的抗 β-微管蛋白抗体具有良好的特异性，

可用于海带配子体细胞有丝分裂过程中微管蛋白

动态变化的免疫荧光观察。

 2.2    配子体有丝分裂过程中核相的动态变化

利用商用的抗 β-微管蛋白抗体，结合 DAPI
荧光染料，对海带配子体材料的石蜡切片进行染

色，观察其有丝分裂过程。

间期核的微管蛋白荧光染色结果显示，除了

细胞核，绿色荧光几乎充斥于整个细胞中 (图版Ⅰ)，
据此推测，核外应具有核膜作为屏障；DAPI染色

的核所呈现的大小与中期、后期、末期基本一致，

但明显小于前期的，说明此时核的遗传物质还没

有完全经过复制而加倍。

在前期阶段的明场图片中未见核膜 (图版Ⅰ)，

表明核膜已消失，均匀分布的微管蛋白绿色荧光

图片也说明这一点；DAPI染色的核较间期的核显

著增大，可能因遗传物质复制加倍而致。

中期核阶段，单个细胞中微管蛋白的绿色荧

光汇聚到两处，每个都呈现“钟罩”状，从而组成

纺锤体 (图版Ⅰ)，这与网地藻 (Dictyota  dicho-
toma)营养细胞有丝分裂 [24] 及狭叶海带 (Lamin-
aria angustata)孢子形成[25] 过程中所观察到的微管

结构一样。遗憾的是这两个“钟罩”可能因切片而

遭受机械损伤或因切片的方向未与纺锤体平行，

致使在中期核阶段的细胞里，没有呈现出标准的

“纺锤 ”状 [26-27]。 “钟罩 ”的下缘可见从中心体

(centrosome)散发出“射线”状的纺锤丝结构，以连

接并牵引染色体。海带染色体的个体小 [15，28-29]，
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图 1    利用抗 β-微管蛋白的商业抗体对海带雌配子体总

蛋白进行Western blot分析

M. 预染蛋白分子质量标准 (北京擎科生物科技有限公司)；1. 利用

RIPA裂解液提取的总蛋白；2. 利用酚法提取的总蛋白；3. 利用抗

β-微管蛋白商业抗体对酚法提取的总蛋白进行的 Western blot；箭

头指示的是 RuBisCO大亚基。

Fig. 1　Western blot analysis of the total proteins extrac-
ted from the female gametophytes of S. japonica using
the commercially supplied anti-β-tubulin antibody

M. pre-stained protein  ladder  (Tsingke Biotechnology Co.,  Ltd.);  1.  the
extracted total  proteins  using  RIPA protocol;  2.  the  extracted  total  pro-
teins  using  phenol  method;  3.  Western  blot  analysis  of  the  extracted
crude  proteins  with  phenol  using  the  commercially  supplied  anti-β-
tubulin antibody; the large subunit of RuBisCO was denoted by a white
arrow.
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因此在石蜡切片的中期核中，难以展现其完整的

形态，后续将使用压片技术来达到此目的。

后期阶段细胞的明场中，无法分辨胞质与核

(图版Ⅰ)。但经 DAPI染色后，可呈现出 2个独立

的蓝色荧光团，说明染色体经中期排队后，在纺

锤丝牵拉下已分离，开始向母细胞的两极移动。

两个分离的子核仍同处于一个母细胞中，说明此

时还未见明显的胞质分裂。

末期结果中，DAPI染色显示，两个细胞核

均已位于母细胞的两极，但核膜还未完全形成，

这从微管蛋白的免疫荧光充斥于整个子细胞的图

片中得到印证 (图版Ⅰ)；在两核之间出现新的细

胞板，表明胞质分裂正在进行；微管蛋白的免疫

荧光染色结果显示，这两个“棱镜”状的子细胞呈

现“镜面对称”，而正在形成的细胞板类似“对称

轴”，表明该胞质分裂是均等的。

海带雄配子体细胞的有丝分裂也呈现同样的

分裂方式 (图版Ⅱ)。

 2.3    配子体细胞胞质分裂的亚显微观察

胞质分裂是 2个子核形成后产生新的细胞壁，

将 1个母细胞分隔成 2个子细胞的过程。图版Ⅰ

和图版Ⅱ均显示了末期阶段的母细胞 2个子核之

间，已经或正在形成新的细胞壁。

但海带配子体的新细胞壁是如何发生或胞质

分裂的方式究竟如何，至今未见相关的报道。实
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图版 Ⅰ    海带雌配子体有丝分裂过程的免疫荧光图像

黄色箭头. 纺锤体；蓝色箭头. 新形成的细胞板；白色箭头. 有丝分裂的子核。图版Ⅱ同。

Plate Ⅰ　Immunofluorescence micrographs of S. japonica female gametophytes at different mitotic phases
stained with DAPI and commercially supplied anti-β-tubulin antibody

Yellow arrow. spindle; blue arrow. the cell plate; white arrow. daughter nuclei. The same as Plate Ⅱ.
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验使用了透射电镜进行观察。配子体细胞纵切的

超微结构显示，当子核移向母细胞两极时，在未

来新细胞板的形成位置且于母细胞壁垂直的地方

因质膜内陷而产生向内生长的分裂沟 (图 2，黑色

箭头指示的位置)，其最前端呈现封闭的弯曲状

(图 2，红色箭头指示的位置)；此时，其电子密度

比较深，说明是向内生长的质膜，无或仅有少量

堆积的壁物质，进行向心式生长，最终实现融合，

将母细胞的胞质一分为二。由于细胞壁的存在，

海带配子体在形成分裂沟时，未见母细胞的质膜

上有明显的环形缢缩 (图 2)。

 2.4    配子体细胞的染色体形态与数目

实验运用压片法来制备染色体，苏木素染色

后再利用 DAPI进行复染，实现了优势互补。通

过多张染色体片的观察，发现单倍性的海带配子

体细胞具有 31条染色体 (图版Ⅲ)，这与 Zhou等[30]
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图版 Ⅱ    海带雄配子体有丝分裂过程的免疫荧光图像

Plate Ⅱ　Immunofluorescence micrographs of S. japonica male gametophytes at different mitotic phases
stained with DAPI and commercially supplied anti-β-tubulin antibody
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及刘宇等[15] 的结果相一致。利用 Adobe Photoshop

软件，按照从大到小的顺序对海带配子体染色体

的核型进行了初步分析，得到染色体大小为

0.55~2.0 μm (图版Ⅲ)，与滴片法获得的结果 (雄配

子体为 0.57~2.16 μm；雌配子体为 0.77~2.61 μm[31])

一致；该结果与海带属其他几物种的染色体大小

也相近[28-29]。

 3    讨论

本研究采用切片替代常规压片法来观察海带

配子体细胞有丝分裂过程，其结果虽与戴继勋

等[11] 对海带雌配子体核分裂的报道基本一致，但

因使用了抗 β-微管蛋白抗体及 DAPI染色，首次

清晰地展示了不同分裂期核大小及形态的变化，

并成功地观察到由中心体发射出的纺锤丝及“钟罩”
状纺锤体。这与狭叶海带孢子囊[25] 和网地藻[24] 中

报道的“钟罩”状纺锤体一致。

目前，褐藻胞质分裂主要有两种方式 [32-33]：

一种是类似动物细胞的向心式分裂，如本研究报

道的海带配子体的有丝分裂、网地藻体细胞有丝

分裂[34]、间囊藻 (Pylaiella littoralis)多室配子囊形

成[35]、墨角藻 (Fucus vesiculosus)多细胞胚发育[36]、

纤细马鞭藻 (Cutleria hancockii)的雄配子形成 [37]、

三角黑顶藻 (Sphacelaria tribuloides)藻体末端细胞

形成[38] 及巨藻 (Macrocystis pyrifera)配子体原生质

体分化[39]；另外一种是离心式分裂形成新壁，如

瘤状囊叶藻 (Ascophyllum  nodosum)藻体细胞分

裂 [40]、二列墨角藻 (F. distichus)合子萌发 [41]、萱

藻 (Scytosiphon lomentaria)合子萌发[42]、扁鹿角菜

(Silvetia compressa)合子不等分裂[43] 等。本研究观

察到海带配子体分裂沟的质膜发生及向细胞中心

延伸等胞质分裂过程，为褐藻胞质离心式分裂方

 

C

C
W

5 μm
 

图 2    海带配子体细胞纵切的超微结构图片

黑色箭头. 分裂沟发生的位置，红色箭头. 分裂沟的最前端；CW.
细胞壁；C. 叶绿体。

Fig. 2　Ultrastructural micrograph of the longitudinally
sectioned gametophyte of S. japonica

Black arrow.  the position where the furrow initiated,  the red arrow.  the
front of the furrow; CW. cell wall, C. chloroplast.

 

4 μm 1 2 3

4

4 μm 4 μm

2 μm 
图版 Ⅲ    海带配子体苏木素和 DAPI染色的显微图片及核型分析

1. 苏木素，2. DAPI，3. 图 1与 2的整合图，4. 核型分析图。红色箭头指示分散性不太理想的染色体，黑色箭头指示非染色体现象。

Plate Ⅲ　Microscopic images and karyotype analysis of S. japonica gametophyte sequentially
stained with haematoxylin and DAPI

1. haematoxylin, 2. DAPI, 3. merged with images 1 and 2, 4. karyotype analysis; the red arrow indicates chromosomes that are less dispersive. The black
arrow indicates non-chromosomal phenomena.
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式提供了新的细胞学证据。但是，海带配子体胞

质向心式分裂机理仍需进一步探讨。

对于像海带等具有小染色体的褐藻 [44] 来说，

准确的核型分析一直是该研究领域的难点。苏木

素虽能特异地将染色体染上特殊的颜色[45]，但若

分散性不理想，染色体就难以辨认 (图版Ⅲ)。
DAPI染色虽可更便于分辨染色体，但 DAPI能够

结合一些核酸之外的物质[46]，以致产生非染色体

的染色现象 (图版Ⅲ)。因此，本研究选择将这两

种染色方式相结合，从而获得海带配子体完整细

胞的染色体清晰图像及可靠的核型分析结果。本

研究结果为解析褐藻体细胞分裂的过程和机制提

供了证据。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Microscopic observations on karyokinesis and cytokinesis in
the gametophytes of Saccharina japonica

ZHENG Qian 1,     QIAO Yaming 1,     BI Yanhui 1,     ZHOU Zhigang 1,2*

(1. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources Conferred by Ministry of Education,
Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China;

2. International Research Center for Marine Biosciences Conferred by Ministry of Science and Technology,
Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China)

Abstract: Gametophyte clones of Saccharina japonica can be established through the induction of mitosis in gam-
etophytes under artificial culture conditions. However, there have been few reports on the cytological characterist-
ics of mitosis in these clones. This study presents the first observation of the cellular structure during the mitosis
phases of kelp gametophytes using paraffin sections, immunofluorescence technique coupled with DAPI staining.
Changes in the size and morphology of the gametophyte nucleus during the phases of mitosis were clearly illus-
trated by DAPI staining.  The spindle fibers,  originating from the centrosome, and cage-shaped spindle were suc-
cessfully visualized. Ultrathin sections revealed cleavage furrows at the positions of cell  plates under a transmis-
sion electron  microscope.  These  furrows,  with  closed  curved  front  ends  formed  by  invagination  of  the   plasma-
lemma, grew centripetally until  they contacted and fused, leading to the construction of a new cell wall and com-
pletion of cytokinesis. The chromosomes of the gametophyte cell were prepared by pressing method, stained with
hematoxylin and counterstained with DAPI. It was confirmed that there were 31 chromosomes in the gametophyte
of S. japonica.  The characterizations of mitosis of S. japonica gametophytes including karyokinesis and cytokin-
esis were firstly observed in the study, and chromosomes in the intact cell of gametophyte were also illustrated. It
provided accurate data for the cytogenetic study of S. japonica, and provided new evidence for the study of cyto-
plasmic division of brown algae.
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