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坛紫菜营养细胞和原生质体培养的研究 I
*

王素娟 张小平 徐志东 孙云龙
(上 海 水 产 学 院)

提要 自 1 9 8 3 年以来作者研究了酶介坛紫菜 (p
.

/;a 矛,阴。“力 成单细胞 与原生质体

的方法并培养成正常幼苗
。

室内幼苗可生长到 5一 6 : m ,

在直径 3c ln 的培养皿底部密者可出苗

2扣 余棵
,

可达到生产上的密度要求
。

分离的细胞在 3 天到 l 周内可以长出假根
,

快者三周可

肉眼见苗
,

一般需一个月普遍见苗
。

如改善培养条件
,

见苗时间还可缩短
。

从这种可以长成幼

苗
、

而且见苗比较快的结果来看
,

对今后生产上加以利用估计是可行的
。

本文还对不同时期种

藻的出苗量以及具有单抱子的铁钉紫菜细胞培养进行了比较研究
。

利用紫菜叶状体的营养细胞或原生质体培养成叶状体的研究
,

国内外已有报道
,

如卢

澄清等
〔4J 用微生物分解法

、

赵焕登
〔6]
等用研磨法

、

唐延林用酶解法
〔习分离营养细胞经培养

均获得小紫菜幼苗 ; 国外仅见 M
.

Po lne
一

Full er 等 [71 的报告
。

紫菜属是具有重要经济价值的

海藻
,

进行细胞或原生质体的培养研究
,

无论从生产上解决苗种来源的途径或作为选种育

种的手段来看都有一定的现实意义
。

坛紫菜盛产于我国闽
、

浙两省
,

又是两大栽培紫菜中

产量高
、

生产面积最多的一种
,

从生物学特点看它不 同于上述作者研究的条斑紫菜 (尸or
-

砂 , ,
·

a , e z o e ”“, U e d a
)

、

圆紫菜 (p
.

s u b o ,
·

b; c u la , a K jellm )
、

(p
.

户
e rfo ra ta

)
。

为探索坛紫

菜细胞的培养在生产上是否有利用的可能性
,

我们于 19 8 3一 1 9 8 4 年 2 月进行了 多次试

验
,

其中还进行了一次铁钉紫菜细胞的分离与培养
。

现将实验情况报告如下
。

一
、

材 料 与 方 法

(一 ) 材 料 来 源

本文对坛紫菜的营养细胞和培养共进行了 12 次
,

实验所用材料其 日龄与低温保藏时

间不完全相同
,

为便于说明列人表 1 。

(二) 实验用的酶及培养基

实验用酶系购自山东海洋学院制备的海螺酶粉
,

每次所用的浓度为 0
.

5一 1
.

0 务
,

视材

料而定
。

酶液是 用 2 m ol / L 葡萄糖溶液加酶粉混合配制而成
。

培养基为 M E SI)
,

在培养前期约 1 周左右选用 3 号 ME S ,

其主要成分就 是 在 ME S

申 本文曾于 19 5 4 年 夕月在中国海洋湖沼学会第四届全国代表大会暨学术年会藻类分组讨论会上宣读过
。

参加

本实验工作 的还有路安民同志
。

收稿日期
: 19 8 斗年 10 月

。

D M ES 培养基为修改过的 P E S 培养基
, 即在 E s 培养基中不加维生素[,]

, 另外在 Pl l 原液中按 5 00 m l 溶液

加 3 0 0m g 柠檬酸亚铁
,

这样我们简称为 M E S 培养基
。
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表 1 实验材料的来源及保旅时间

实 验 序 数 I 实 验 时 间 } 实 验 种 类 l 材 料 日 龄 低温保藏天数

天天天天天天天天天天天天天
�日n甘1多内j�石�日

‘

件八曰�
‘.二�了一,�日,‘

.胜�.O/护IL
‘.1,一,‘�七只�‘�菜菜菜菜菜菜菜菜菜菜菜菜紫紫紫紫紫紫紫紫紫紫紫紫坛坛坛坛坛坛坛坛坛坛坛坛第 1次

第 2 次

第 3 次

第 4 次

第 , 次

第 6 次

第夕次

第 8 次

第 9 次

第 10 次

第 11 次

第 12 次

19 8 3
.

3
.

2 6

5
。

2 1

6
。

1 6

1 1
.

4

1 1
。

9

1 1
。

1 1

1 1
。

1 5

1 1
。

2 1

1 1
。

2 2

19 8 4
。

l
。

7

l
。

2 5

2
。

I D

19 8 3
。

5
。

5 铁钉紫菜

19 8 2
.

12 采集日龄 7 5 天

19 8 2
.

1 2 采集日龄 7 5 天

19 8 2
.

1 2 采集日龄 7 5 天

1 9 8 3
.

10 采日龄 4 5 到 5 0 天

1 9 8 3
.

10 采 日龄 4 5 到 5 0 天

1 9 8 3
.

1 0 采日龄 4 5 到 5 0 天

1 9 8 3
.

1 0采 日龄 4 5 到 5 0 天

1 9 8 3
.

10 采日龄 朽 到 5 0 天

1 9 83
.

1 0 采日龄 4 5到 , 0 天

1 9 83
.

1 2 采 日龄 4 5 天
1 9 83

.

12 采 日龄 4 5 天

1 9 83
.

1 2采日龄 9 0 天

1 9 83
.

1 2 采 日龄 1 5 0 天

培养液 中加 K T 与 2
.

4 D ,

后两者比例按 1
.

, p p m 比 0
.

S PP m 配制
。

酶解后冲洗用加盐培养

基
,

即在 1 0 om l的 M E S 培养基中加 1
.

1 7 9 N a e l。

(三 ) 培 养 条 件

温度 实验期温度变动在 巧一 21 ℃ 之间 (第一次试验有一段时间为 23 ℃ )
,

每天

保持恒定
。

光照 光源为日光灯
,

光时为 1 2L : 1 2 D 或 1 0 L : 1 4 D
,

光强为 1 0 0 0一 15 0 0 lx 。 19 8 4

年自 3 月 30 日开始将 1 月 7 日与 2 月 9 日实验组 由恒温室内移到常温自然光照 条件下

通气培养叶状体
。

(四 ) 材 料 处 理

实验前两天先将材料从冰箱内取出浸泡于消毒海水中
,

用刀片切除有果抱子囊的边

缘部分
,

镜检基本上为营养细胞部分
。

然后将藻体用毛笔反复洗刷多次
,

用 1 m ol / L 葡萄糖

溶液洗去藻体的盐分
,

剪成小碎片后
,

再用 1 m ol 压 葡萄糖溶液洗涤过滤后放人配制的酶

液市
,

置于摇床上
、

温度保持 2 7一30 ℃酶解 1
.

5一 2
.

5h
,

不断镜检决定酶解时间
。

解离完毕
,

加 4 倍于酶液的 ME S 培养基混合后用钢丝网过滤
。

滤液经离心机 离心 ( 2 0 0 0 转 / m in)

2 分钟后弃去上清液
,

再加人加盐的 ME s 培养基摇匀并离心
,

这样反复洗涤三次
,

最后收

集离心管底的细胞或原生质体撒在直径 3c m 的小培养皿与缠有维尼龙绳的玻片上
,

静止

约 2 小时加人 3 号 ME s 培养基培养
。

除第 1 , 2 , 3 次试验外
,

其它各组均在培养后的第

7 天改成 M E S 培养基
,

于恒温室内培养
,

每 7一 10 天换培养液一次
。

出现小叶状体后改

为氮磷培养液
,

即氮为 4 p p m ,

磷为 o
.

4 p p m 。

二
、

结 果

1
.

海螺酶对坛紫菜与铁钉紫菜叶状体酶解的效果

实验共进行坛紫菜 12 次
、

铁钉紫菜 1 次(因材料关系未能再次试验 )
,

加上坛紫菜的
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日龄与保藏时间不同
,

因此解离效果和所需时间也不完全一样
。

但总的来看这种酶对坛紫

菜还是有效的
。

酶解后获得有单细胞
、

原生质体
、

两个成对的双细胞和三
、

四个细胞团
,

几

种情况 中那一种占比例多与材料内在因素和酶解条件有关
,

一般在藻体正常情况下均以

单离细胞数为最多 (图版 I : l)
。

2
.

紫菜细胞培养后的分裂与幼苗形成

从解离的几种情况来看
,

细胞分裂的趋势有三种
。

一是 由单一细胞的一端伸出突起
,

逐渐发展成假根
,

而另一端横分裂成两个细胞形成典型的两极分裂
,

并发展成典型的小紫

菜
。

这种幼苗外形细长
,

以后长成等腰三角形的幼苗与壳抱子萌发成的幼苗形状相似(图

版 I : 2一 3 )
。

第二种是由分离的细胞不断分裂为二
、

四
,

最后成为多个的细胞团 (图版

I : 4 )
,

细胞直径大
、

色素体星状
,

最后由团块的一端分化成叶状体(图版 n : 5 )
。

这种团块

长成的叶状体形状宽或圆形
,

不甚规则
。

团块的另一端由边缘细胞伸出较粗壮的凸起
,

内

有较浅的色素体
,

再由它分裂成单列细胞
,

成为不正常的假根
,

附着力差
,

极易脱落 (图版

11 : 5 , 6 )
。

这种小苗的另一端细胞有时可以形成果抱子或精子囊(视种藻而定 )
。

第三种是

由单一的或团块的细胞仅分裂 1一2 次即形成果抱子
,

很快就在细胞内形成丝状体
,

这些

原来的细胞或细胞团可能是由已受精的卵或正在分裂的果抱子囊分化而成 (图版 n : 7 )
。

三种细胞分裂的方式与所成幼苗的数量与实验所用的材料 日龄有着密切的关系
。

在我们

的试验中
,

第 1一 3 次比第 4一9 次长成的正常苗要少 (第 9 次每个视野下最多就有 3一 4

棵(10 X 1 0 ))
,

而以第 2 种苗 占多数
。

第 10 一 11 次用的是当年冷藏的幼苗为材料
,

藻体长

度为 3一 1 0c m ,

第 12 次试验的材料是 1 9 8 3 年 12 月 16 日的较嫩的紫菜
,

酶解后长成的正

常苗较多最多的每平方厘米有 24 棵
,

第二种苗也不少
,

另外还有第三种情况即丝状体
。

从表 1 所列材料的 日龄看
,

H 月 4 日一 11 月 22 日(第 4一9 次)的材料的 日龄约 45 天
,

第

10 一 H 次实验材料是福建的幼苗冷藏网
,

日龄也在 45 天左右
,

第 1一 3 次实验的材料是

1 9 8 2 年 12 月上旬左右
,

从 日龄来看与第 12 次实验的材料相近似
。

但第 1一 3 次实验是

在 19 8 3 年 3 月 26 日
、

5 月 21 日
、

6 月 16 日进行的
,

这时材料已冷藏了近 4一 6 个月
,

而

第 12 次实验是在 2 月 10 日进行的
,

材料仅冷藏两个月左右
,

故表现结果好坏亦不相同
。

但总的来看
,

以 10 月中下旬到 11 月上中旬不冷藏或冷藏天数少的材料出苗多
。

按 日龄

计算 40 一 50 天 日龄的为最好
,

如在 12 月以前晚出苗的坛紫菜效果也很好
。

实验所长出的幼苗无论是第 1 种正常苗还是第 2 种不正常苗
,

在室内培养到一定大

小后均开始性分化
,

这可能与细胞 日龄与培养条件有关
,

如果在外界条件合适时
,

将第一

种正常苗移入海区
,

估计可以长成大的叶状体
。

在实验过程 中未见到有放散单抱子的现

象
。

铁钉紫菜虽因材料关系只进行一次
,

但结果却与坛紫菜完全不同
,

5 月 , 日分离的营

养细胞
,

于 9 日已分裂为二细胞
,

n 日一半已分裂成 4 细胞
,

进一步分裂
,

颜色深红
,

原生

质浓
,

到 16 日已形成单抱子
,

每个囊内有 8 个单抱子 (图版 n :
s)

。

放出的单抱子直径为

14 产m ,

23 日已长成小叶状体 (图版 n : 9 )
,

27 日长成纵列为两行的小幼苗
,

并长出正常

的假根
,

这些幼苗继续培养又形成单抱子
,

有的幼苗产生果抱子并长成丝状体
。

铁钉紫菜

营养细胞培养的结果与卢澄清(19 8 3 )和唐延林 (19 8 2 )实验的条斑紫菜和圆紫菜情况很相

似
,

后两种都是有单抱子的种类
,

因此估计铁钉紫菜在叶状体阶段也产生单抱子
。

在坛紫
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菜生活史中没有单抱子这一支环
,

故在营养细胞培养时也不出现单抱子的产生过程
。

3. 坛紫菜幼苗的单株培养 坛紫菜幼苗从 l一 Zm m 就进行单株培养
,

最后都产生了

果抱子
,

这些果抱子萌发成丝状体
,

将丝状体移殖到贝壳上即正常长成贝壳丝状体
。

这一

实验还在继续进行中
。

三
、

讨 论

从我们的实验结果看来
,

有几点讨论如下 :

1
.

海螺酶对坛紫菜和铁钉紫菜的酶解作 用效果是明显的
,

但大多数是有壁的单个细

胞和两个细胞的细胞团
。

用萤光显微镜检查
,

也发现有少数原生质体或去壁不完全的

细胞
。

如果需要酶解到原生质体时还需增加一定量的纤维素酶
,

实验认为果胶酶的作 用不

大
,

可不必加人
。

2
.

在坛紫菜的细胞发展趋势中
,

以第一种正常幼苗占的总数比较少
,

第二种苗 占的比

例较大
,

这可能与分离的细胞内在因素有关
。

但从生产角度考虑
,

如何提高这些正常苗的

数量并抑制其性分化是今后应该解决的主要任务
。

从几次实验材料来考虑
,

日龄长的不

如 日龄短的获得正常幼苗多
,

因此以选择 10 月底前的 自然苗或人工苗为宜
,

太大或老的

都不合适
,

这方面的实验结果将有另文报告
。

培养条件也是重要因素之一
,

这方面尚有

大量工作值得研究
。

就我们的实验在前期培养用 3 号 ME S 培养基较为合适
,

但一周后

即可停用
,

只用 M E s 培养基或 N P 培养基即可
。

温度与光照没有进行更多的试验
,

故

在此暂不讨论
。

3
.

紫菜叶状体上是否产生 单抱子向来是分类学的重要标志之一
。

用海螺酶解以后的

坛紫菜和铁钉紫菜的营养细胞
,

其发展趋势是完全不一样的
。

具有单抱子的种类
,

从单离

的细胞经过一个阶段的培养
,

首先产生单抱子才再由单抱子萌发成叶状体
。

这些营养细

胞重复着种藻原有的特性
。

而坛紫菜本身没有单抱子
,

其发展趋势只能是由叶状体经性分

化产生果抱子
。

铁钉紫菜与条斑紫菜以及圆紫菜尽管种类不同
,

但发展趋势基本相同
。

4
.

试验中获得的正常幼苗虽然比较少
,

但仍证明坛紫菜的营养细胞可以直接长成幼

苗的事实
,

这就表明在生产上是否有可能不经培养丝状体过程
,

只从冷冻网上的叶状体酶

解获得幼苗
,

在海水温度适宜于幼苗生长时
,

放人海区培养就可达到商品紫菜
。

就坛紫菜

营养细胞在试验时只培养一周就可长出假根
,

经三周培养就可肉眼见苗
,

如果改善培养还

可以缩短一周
,

比壳抱子萌发的幼苗仅慢一周左右
,

这种生长速度在生产上是有利用价值

的
。

另外
,

一些具有单抱子的种类
,

利用营养细胞增加形成单抱子苗的数量在生产上是很

有利的
。

因此在紫菜栽培业中
,

通过单离细胞培养成幼苗
,

然后养殖利用是一项值得研究

的课题
。

除此以外
,

利用细胞培养对研究细胞生理
、

育种等项研究也是一种很好的手段
,

对从事理论研究方面也是很有意义的
。
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