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海带雌性原生质体的分离与培养
*

秦 松 王希华 童 顺 曾呈奎
(中国科学院海洋研究所

, 青岛 2 6 6 0 7 1)

提要 于 1 9 9 3 年 l 月一 1 9 9 3 年 4 月
,

为了制备遗传性纯一的基因工程受体
,

用 酶 法

从海带雌配子体单性生殖系分离雌性单倍体原生质体
。

从皱纹盘鲍消化腺及消化器官提取出

鲍酶
,

在 2 5 oc 下
、

1肠 ( w / V ) 的鲍酶与 2 % ( w /V ) 的纤维素酶 ( o n o z u k a R一 1 0 )合用能有

效解离单细胞和原生质体
。

海带雌性原生质体经 Z d 培养再生了细胞壁
。

关键词 海带 雌配子体 原生质休 鲍酶 纤维素酶

褐藻原生质体为实验生物学提供了新的研究系统 ( B u t le奋
。 : 。 1

.
, 19 8 9 )

,

另一方面
,

又

是基因工程重要的受体系统
。 1 9 8 4 年 S a g a

等利 用海胆酶分离海带 ( L a m i o ir a 护aP
口 -

衍` 。
) 原生质体成功

,

但没有获得细胞壁再生和细胞分裂的结果
。 B ut le r

等 ( 19 8 9 )用鲍

酶和纤维素酶制备了糖海带 ( L
.

: ac ck
o ir an ) 和掌状海带 ( L

.

id 沙at t 。
) 原生质体

,

并

获得了壁的再生
。

迄今为止
,

海带原生质体再生植株一直没有成功
。

方宗熙等 ( 197 8a
,

1 9 7 8b ) 创立了海带配子体单性生殖系及单倍体育种方法
,

其特点在于遗传性纯一
,

便于

育种上形成纯种
。

海带单倍体原生质体的制备
,

国际上尚未见报道
。

本研究用鲍酶与纤

维素酶从雌性配子体单性生殖系制备单倍体原生质体
,

试图克服从抱子体制备原生质体

(二倍体 )再生的困难
,

并为外源基因导人准备遗传性一致的受体
,

便于今后形成纯合转基

因植株
。

1 材料与方法

1
.

1 材料及培养方法 于 1 9 9 3 年 l 月一 1 9 9 3 年 4 月 进 行 试 验
。

海 带 ( 乙
a m i n a r i a

护aP
口

in
`

a) 雌配子体单性生殖系由本所蒋本禹教授提供
。

用灭菌的 N
一 P 海 水 ( N

,
.0 5

m m o l / L ; P , o
.

o s m m o l / L ) 在 12
.

0℃ 士 0
.

5℃ 和连续光照 (约 Z 0 0 0 l x
) 培养

。

原生质 体

用加蔗糖 ( l 并
,

W / V ) 和 N a C I( l 多
,

W / V ) 的灭菌 N
一 P 海水在 1 2

.

0℃ 士 0
.

5℃
、

光暗

周期 1 2h / 12 h 下培养
。

1
.

2 鲍酶的提取 皱纹盘鲍 ( 衬 a l i o t i了 J i s c u : n a , , a i ) 购自黄岛
。

从消化腺
、

胃及 嗦

囊提取解壁酶的方法参考 iL u 等 ( 1 9 8 4 )
,

冷冻干燥结晶
。

酶活力以褐藻酸酶 ( al g in
a s e

)

撼目〕表示
,

定义为
:
在 25 ℃

、
2

.

s m g / m l 褐藻酸钠 ( is g m a
产品 A 一

71 28 ) 反应体系 ( 10
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m m ol/ L r Tis缓冲液
, p H 一 7

.

8) 中
,

使 0
.

D
、 23 ,

每增加一个单位所需的酶量为一个 活

力单位 ( U A ) ( lK oa r eg e t a l
.

, 19 8 7 )
。

用海带胶纯品代替褐藻酸钠
,

用 7 51 型分光光度

计测量 2 3 5n m 处的吸光值
,

估算酶活力
。

L 3 原生质体的制备与鉴定 将鲍酶晶体用 0
.

l m ol / L 的磷 酸 缓 冲 液 ( p H 6
.

5 ) 溶

解
,

于 1 8 0 0 o r
/ m i n ( 4℃ ) 离心 Z o m i n ,

上清液调 p H 一 6
.

5 ,

并加人 0
.

7 m o l / L N a e l 作为

渗透剂
。

海带雌配子体单性生殖系用离心 ( 1 00 0r / m in
,

10 m i n) 法收集
,

用上述酶液悬

浮
,

雌配子体浓度在 ( 1一 5) x 1 0` /m l ,

使鲍酶终浓度为 l 外 ( W / V )
。

这时加入纤维素酶

( o n o z u k a R 一 l d ) 至 2 % (详 / F )
。

于 2 5℃ 保温后离心 ( 一o o o r
/ m i n

) 收集细胞及原生质

体
,

去上清
,

用灭菌海水 + l 务 ( W / v ) N a CI + 1沁 (详 / V ) 葡萄糖悬浮
。

离心
,

去上清
,

再用 0
.

g m ol / L 蔗糖漂浮原生质体
。

快速离心 ( s o o r
/ m in )

,

静止 10 m in 后
,

吸取上层悬

浮液
,

用上述清洗液稀释
、

洗涤两次
,

以除去酶和残物
。

·

观察时取出一滴
,

加一滴 v B L 型

荧光增白剂 (青 岛肥皂厂 ) ( 0
.

1多w / V ,

溶于 0
.

7 m o l / L N a e l 中 )
,

染色 s m i n 。

用 o p t o n

荧光显微镜 E p i
一

f l u o r e s c e n t x 1 6 物镜
,

紫外光蓝紫波长 ( 37 0 n m ) 激发荧光
,

观察壁的

有无
。

.

视原生质体对高渗或低渗溶液有无渗 透反应而判断是否存活
。

培养 1一 2d 后观察

细胞壁的形成
。

2 结果与讨论

2
.

1 鲍酶的分离结果及其活力 从皱纹盘鲍制取的解壁酶
,

呈浅褐色针状结晶
。

其褐藻

酸酶活力约为 .0 ” U A / m g 。
.

据 iL u
等 ( 1 9 8 4 )报告

,

海螺 T o ob sP
.

消化 器 官 提 取 物

30 务与 90 多饱和度之间的硫酸按分级沉淀产物
,

包括纤维素酶
、

褐藻酸酶
、

木聚糖酶
、

口-

半乳糖普酶
、

蛋 白酶等 ;另据 B o y e n
等 ( 19 9 0 )报告

,

鲍 H a l i o t i s r u f e s c e n , 的提取物主要

成份为褐藻酸酶
、

纤维素酶与墨角藻糖昔酶 ( f u e o s i d a s e
) ; 据 Y a m a g u e h i 等 ( 1 9 5 9 )报

告
,

皱纹盘鲍内脏提取物主要含有纤维素酶
、

褐藻糖胶 ( f uc io d a
)n 酶

、

甘露 聚 糖 ( m a -

n n a n
) 酶

、

木聚糖酶 ;据 K l o a r e g 等 ( 1 9 8 7 ) 报告
,

鲍 H a l i o t i , t u b e r c o l a t a
提取物 4 ,多

与 80 多饱和度之间的硫酸按分级沉淀产物
,

主要为甘露糖醛酸酶 (击
a n n u r

on
a et l y a s 。

)
。

根据以上四篇文献推论
,

本实验制取的鲍酶
,

即 30 外与 90 并饱和度之间硫酸铁分级沉淀

产物
,

应包含褐藻酸酶
、

纤维素酶及甘露糖醛酸酶等成份
,

能够分解褐藻细胞壁 中的褐藻

胶
、

纤维素
、

甘露聚糖等成份
。

下述结果也表明这一点
。

.2 2 单细胞与原生质体的分离 实验表明 ( 1务 鲍酶 十 2务 纤 维 素 酶 ) 于 25 ℃ 保 温

h3 后
,

海带雌配子体单性生殖系丝状体结构 (图版 I :
l) 松动

,

游离出少量单细 胞
。

h5 后

单细胞明显增多
,

部分单细胞聚集在一起
,

细胞壁荧光很弱
,

部分细胞 已完全脱去细胞壁

(图版 I : 2 为荧光观察
,

图版 l : 3 为荧光染色后普通观察 )
。

保温过夜 ( 1 h2 一 1 h6 ) 后荧

光观察
,

大部分细胞已完全脱去细胞壁
,

而且成活
,

可见聚集成群的原生质体 (图版 1 : 4 )
。

黑暗中保温
,

可以增强酶的作用
。

尽管鲍酶中含有少量的纤维素酶成份
,

但活力较低
,

与纤维素酶合用
,

能够增孩对福

藻细胞壁中纤维素骨架的解离作用
。

吴少波 ( 1 9 8 8 )发现将海螺酶与纤维素酶结合使用能

够提高裙带菜原生质体的得率
。

本实验证实
,

以 0
.

7 m o l / L N a CI 为渗透剂
,

以及 p H 一 6
.

,
、

25 ℃ 条件是酶解的适宜条件
,

与吴少波 ( 1 9 8 8 )用海螺酶分离裙带菜 (二倍体 )原生质体的

条件基本一致
。

但吴少波的最适宜反应时间为 3一 h4
,

而本实验要酶解过夜后才能获 得
-
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大量原生质体
,

可能与海带雌配子体和裙带菜细胞的细胞壁在结构与成份上有差异
,

以及

制备的鲍酶活力较低有关
。

但提高酶的浓度
,

原生质体成活率下降
,

可能与酶液 中有害组

分的作用有关
。

本实验还发现黑暗有利于解壁
,

以前学者没有黑暗对解壁影响的报道
,

仅

吴少波 ( 1 9 8 8 )发现光照有利于再生细胞壁
,

黑暗不利于壁的再生
。

.2 3 原生质体的培养与壁的再生 培养 d2 后荧光显微观察
,

可见部分细胞外围形成

一层很弱的绿色荧光
,

为壁的结构
,

细胞质呈橙黄色 (图版 I : 5 )
,

与丝状体雌配子体细胞

( 图版 I :
l) 以及雌性原生质体 (图版 I : 4 ) 的细胞质叶绿体自发红色荧光颜色有 别

。

若

继续培养
,

再生壁的细胞逐渐死亡
,

不能分裂
。

S a g a
等 ( 1 9 8 4 ) 分离得到海带原生质体

,

用多种培养基培养
,

没有获得再生结果
。

B ut le r
等 ( 1 9 8 9 )分离制备糖海带和掌状海带的原生质体

,

培养 l一 d2 部分原生质体再生
一

细胞壁
,

没有获得进一步结果
。

吴少波 ( 1 9 8 8 )分离褐藻裙带菜原生质体
,

并培养成幼体
,

未获得完整植株
。

一般认为
,

植物激素对褐藻的生长发育有很大影响
。

N
一 P 海水绪养紫

菜原生质体能够再生完整植株 (唐延林等
, 1 9 8 2 )

。

褐藻可能依赖某种内源或外源激素
,

有

待进一步研究
。

褐藻原生质体已作为生理
、

生化研究 ( D a v i s o n e t a l
.

, 1 9 9 0 ; B u t l e r e t a l
.

, 19 9 0 )
、

分化发育研究 ( K l o a r e g e t a l
.

, 19 8 7 ; D u c r e u x e t a l
.

, 1 9 8 8 ) 模型 ; 本研究提供的 海
一

带雌性原生质体
,

既可作为原生质体
,

研究海带雌配子体的各种性质
、

规律 ;又可作为雌性

单倍体材料
,

导人外源基因
,

诱导细胞分裂
,

培育纯种转基因海带
,

具有学术上和实践上两

方面的价值
。
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欢迎订阅《海洋与湖沼》学报

《海洋与湖沼》学报遵循科学技术要面向经济建设的宗旨
,

倡导不同学术观点的争鸣
,

开展国内外学术交流
,

以繁荣学术
、

提高研究水平 ;报道最新科研成果
,

为促进科学技术的

发展和加速社会主义现代化建设服务 ;发挥老科学家的指导作 用
、

中年科技人员的骨干作

用
,

热情扶植青年学者
,

以利于科技人才的尽快成长
,

从而不断壮大科技力量
。 《海洋与湖

沼 》学报
,

系海洋湖沼科技领域综合性的学术刊物
,

以报道基础研究
、

应用基础研究论文为

主
,

同时重视应用研究
、

开发研究成果的发表 ;论文涉及水圈范围内的物理学
、

化学
、

地质

学
、

环境学
、

生物学等学科及其分支学科的研究报告
、

简报
、

综述 (还另设学术争鸣
、

学术简

讯
、

书评等栏 目 )
。
对于发明创造和同国计民生有重大关系的研究成果

、

带有崭新学术观

点的论文
,

特别是青年学者的优秀论文
,

将予以优先刊登
。

《海洋与湖沼》学报由中国海洋湖沼学会主办
,

于 19 5 7 年创刊
,

双月刊
,

国内外发行

( 国内邮发代号为 2一 42 1 ,

国外刊号为 B M 6 9 ,

每期定价 8
.

00 元
,

全年 48
.

00 元 )
。
由于一

向注重高水平
、

高质量
,

为学术交流
、

国家建设
、

人才成长作出引人注 目的贡献
,

因而在国

内外均享有较高声誉
。 1 9 8 8一 1 9 9 3 年获省部级以上优秀科技期刊奖 7项

,

最高为国家二

等奖
。

《海洋与湖沼》学报愿同国内外广大科技工作者携手进步
。




