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尿囊素对印度产紫菜Pyropia chauhanii单孢子放散和

体细胞分化的影响
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摘要：为探讨尿囊素对印度产紫菜Pyropia chauhanii单孢子形成与放散的影响，选用能释
放单孢子的野生型品系(PC-WT)与不能释放单孢子的诱变品系(PC-Y1)为实验材料，用含
不同浓度尿囊素的培养液分别培养来自叶状体梢、中和基部的圆盘体。结果显示，处理
后6 d，不同部位的叶状体圆盘体的单孢子放散量次序为中部>梢部>基部；随着尿囊素
浓度的增加，PC-WT品系叶状体圆盘体的单孢子放散总量呈先升后降的趋势，其中10
mmol/L是促进单孢子放散的最适浓度；但尿囊素并不能使原本不放散单孢子的PC-Y1品
系释放单孢子。用含20 mmol/L尿囊素的培养液培养PC-Y1品系的叶状体圆盘体，8 d
后再用酶解法将其体细胞单离出来经体外培养后发现，经尿囊素处理的单离细胞发育成
丝状体的百分率为66.1%，而不含尿囊素的对照组仅为15.2%，说明尿囊素对紫菜叶状体
的体细胞向生殖细胞分化具一定的促进作用。
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紫菜(Pyropia sp.)[1]分布于寒带至亚热带的潮

间带，是一种具有重要经济价值的红藻 [2]。紫菜

作为食品不仅味道鲜美、营养丰富，而且紫菜

多糖具有抗衰老、抗凝血和辅助降血压的功效[3-4]。

另外，紫菜具有较强的吸收氮磷和固定碳的能

力，其养殖对浅海富营养化的修复和改善也有

重要作用[5]。

紫菜的生活史包括丝状体和叶状体两个世

代，对大多数种类而言，叶状体是由丝状体成

熟后所放散的壳孢子萌发长成，但也有少数种

类，如条斑紫菜(P. yezoensis)和甘紫菜(P. tenera)
等的叶状体可以释放单孢子，后者直接长成叶

状体。在生产上，紫菜的单孢子对辅助采苗、

延长收获期和提高产量等具有重要意义 [6-9]。梅

俊学等[10]发现条斑紫菜中产生不同数量单孢子的

品系间，其遗传距离较远。徐蕾等[11]运用超微结

构观察，发现条斑紫菜叶状体的cDNA电泳图谱

在单孢子形成过程时发生变化，未释放的单孢

子缺少1 kb条带。总体而言，有关紫菜释放单孢

子的机理尚不清楚，有待深入研究。尿囊素是

一种天然的嘌呤类化学物质，也被认为是一种

类细胞分裂素[12]，在激活蛋白质的合成和糖类的

降解等方面发挥作用 [13]。Mizuta等 [14]发现尿囊素

能够促进条斑紫菜单孢子的形成和放散，并认为

10 mmol/L对条斑紫菜单孢子放散效果最佳。

印度产紫菜P. chauhanii属亚热带物种，它

的野生型品系叶状体能放散大量的单孢子，导

致藻体生长缓慢 [15]。为此，张聪等 [15]通过人工诱

变获得了该紫菜不放散单孢子的突变品系(PC-Y1)。
本研究试图分析尿囊素对P. chauhanii野生型品系
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(PC-WT)和诱变品系(PC-Y1)的叶状体放散单孢子

和叶状体体细胞分化的影响，为进一步揭示紫

菜释放单孢子的分子机制奠定基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

本研究所用的P. chauhanii野生型品系(PC-
WT)采自印度半岛(73°27′51″E，16°4′13″N)，新

品系(PC-Y1)是PC-WT的单孢子苗经60Co-γ射线诱

变后筛选获得的 [15]。2个紫菜品系均以自由丝状

体的形式被保存于本实验室内，保存方法见参

考文献[9]。

1.2    培养液的配制

本研究使用的培养液由天然海水加MES培
养基配制而成[16]。对照组为不添加尿囊素的培养

液，并记为0 mmol/L，处理组为分别添加1、5、
10、15和20 mmol/L尿囊素的培养液。培养液在

使用前经过灭菌处理。

1.3    叶状体的培养

取适量的各品系自由丝状体，经粉碎机粉

碎后均匀接种在文蛤(Meretrix meretrix)壳表面并

培养成贝壳丝状体，贝壳丝状体的培养方法参

照梁志强 [17]。待贝壳丝状体成熟后，取1个贝壳

于塑料杯内(250 mL)进行充气培养，并放入数根

棉线供壳孢子附着，待棉线上附着一定数量的

壳孢子后，将其移入250 mL充气瓶中充气培养，

培养条件：温度 (23±1) °C，光照密度60 μmol
photons/(m2·s)，光照周期10L∶14D，每5 d更换

1/2的培养液。3~4周后，将肉眼可见的壳孢子苗

用灭菌后的毛笔从棉线上刮下，进一步充气培

养成F1叶状体。

1.4    尿囊素处理对PC-WT和PC-Y1品系单孢

子放散的影响

叶状体日龄为40 d时，用打孔器(Φ=2.5 mm)
分别从PC-WT和PC-Y1叶状体梢、中和基部各取

36个圆盘体，每6个为一组，分别置于含有200 mL
培养液的塑料杯中充气培养，培养液中的尿囊

素浓度分别为0、1、5、10、15和20 mmol/L，

培养条件同“叶状体的培养”。每天更换1次塑料

杯，每天拍摄1次PC-WT、每2天拍摄1次PC-Y1圆
盘体的直观照片和显微照片，并记录圆盘体的

生长情况。在每天更换的新塑料杯中再分别倒

入200 mL先前培养所用的培养液继续充气培养。

待附着在塑料杯上的单孢子苗长成肉眼可见

后，将其刮下并统计数量。每组实验设置3个平行。

1.5    尿囊素处理对PC-Y1品系体细胞发育的影响

用不添加尿囊素(对照组)和添加了20 mmol/L
尿囊素(处理组)的培养液，分别培养PC-Y1品系

叶状体(日龄40 d)的梢、中和基部的圆盘体，培

养方法和条件同“尿囊素处理对PC-WT和PC-Y1品
系单孢子放散的影响”。培养8 d后，用酶解法将

对照和处理组的圆盘体细胞单离出来进行体外

培养 [18-19]，数天后，统计每组单离细胞发育成丝

状体的百分率。每组实验设置3个平行。

1.6    数据处理

采用Excel 2010 软件对实验数据进行处理，

统计值用平均值±标准差 (mean±SD)描述；用

SPSS 18.0 的独立样本t检验组间的差异，统计结

果P<0.05为显著差异，P<0.01为极显著差异。

2    结果

2.1    圆盘体的生长情况

随着培养天数的增加，PC-WT品系的圆盘

体开始放散单孢子，边缘逐渐呈现不同程度的

缺刻，有些开始解体。圆盘体边缘出现缺刻的

时间，来自梢部的最早，中部次之，基部最

晚。尿囊素浓度越高，圆盘体出现缺刻和解体

的时间越早，其中经20 mmol/L尿囊素处理的梢

部的圆盘体培养至第3天，就已经出现明显的缺

刻；培养至第4天，10 mmol/L以上的尿囊素处理

组的圆盘体均出现严重的解体；培养至第5天，

10 mmol/L以上尿囊素处理组的梢部和中部圆盘

体已经全部解体，只留下圆盘体的白色组织胶

质和细胞壁骨架。未添加尿囊素的对照组，培

养至第5天，梢部的部分圆盘体才开始出现缺

刻；培养至第6天，中部的少量圆盘体出现解

体，基部的少量圆盘体出现缺刻，但无解体现

象；与处理组相比，对照组出现缺刻的时间较

晚，解体程度较小。

PC-Y1品系的梢、中和基部圆盘体在培养过

程中，无论是对照组还是处理组，其圆盘体边

缘完整，无缺刻现象出现。与对照组相比，低

浓度的尿囊素(1 mmol/L)对圆盘体的生长具有一
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定的促进作用，随着浓度的升高，圆盘体的颜

色越来越浅，藻体出现趋向成熟的迹象。

2.2    圆盘体放散单孢子的显微观察

通过显微观察发现，不同部位、不同浓度

尿囊素处理的PC-WT品系的叶状体圆盘体，其放

散单孢子的时间和数量存在较大的差异。梢部

的圆盘体被培养至第3天，对照组的圆盘体边缘

细胞没有明显的变化，而10、15和20 mmol/L尿

囊素处理组的圆盘体边缘出现大量的单孢子放

散现象；培养至第4天，20 mmol/L尿囊素处理组

的圆盘体边缘只剩下细胞壁骨架和残留的少数

单孢子；培养至第5天，10 mmol/L以上尿囊素处

理组的圆盘体全部解体，而对照组的圆盘体仅

有少量单孢子放散。中部的圆盘体培养至第

4天，对照组的圆盘体边缘单孢子仅有少量放

散，而处理组的圆盘体边缘单孢子放散较为明

显，且随着尿囊素浓度的升高，放散程度越明

显；培养至第5天，5 mmol/L以上尿囊素处理组

的圆盘体单孢子放散较多，边缘出现严重的解

体现象，对照组仅有少量的放散。基部圆盘体

培养至第5天，10 mmol/L以上尿囊素处理组的圆

盘体单孢子放散比较明显，圆盘体边缘出现部

分解体的现象。总之，与对照组相比，尿囊素

处理对PC-WT叶状体圆盘体的单孢子放散有明显

的促进作用(图版Ⅰ)。
PC-Y1品系的梢、中和基部圆盘体在培养过

程中，无论是对照组还是处理组，均没有单孢

子放散的现象。培养至第6天，对照组圆盘体的

细胞色素体集中，液泡较大，藻体颜色较为鲜

艳，处于营养细胞的阶段；15和20 mmol/L尿囊

素处理组的圆盘体细胞颜色变浅，色素体呈弥

散状，液泡不明显，出现较多的类果胞细胞(类
果胞 )，且圆盘体边缘出现较多的边缘刺。培

养至第 8天，高浓度尿囊素处理组 (10、 15和
20 mmol/L)的圆盘体细胞变化更为明显，细胞颜

色呈深黄色，出现大面积的类果胞，圆盘体边

缘刺增多(图版Ⅱ)。

2.3    单孢子放散量的统计

PC-WT叶状体梢部的圆盘体均在第2天开始

放散单孢子(表1)。随着培养天数的增加，对照

组圆盘体的单孢子放散量呈缓慢上升的趋势，

处理组圆盘体的单孢子放散量均呈先升后降的

趋势。单孢子放散的高峰，低浓度尿囊素处理

组(1和5 mmol/L)均出现在第5天，放散量分别为

3 959和6 101个/圆盘体，而高浓度尿囊素处理组

(10、15和20 mmol/L)均出现在第4天，放散量分

别为7 797、5 709和5 408个/圆盘体。

PC-WT叶状体中部的圆盘体开始放散单孢

子的时间，对照组在第3天，处理组均在第2天，

但每组单孢子放散量的变化趋势与梢部几乎一

致(表2)。单孢子放散的高峰，1 mmol/L尿囊素处

理组出现在第5天，放散量为6 050个 /圆盘体；

5 mmol/L以上尿囊素处理组均出现在第4天，放

散量分别为7 221、9 625、8 131和8 308个/圆盘体。

PC-WT叶状体基部的圆盘体均从第3天开始

放散单孢子(表3)。随着培养天数的增加，对照

组和低浓度尿囊素处理组(1和5 mmol/L)的圆盘体

单孢子放散量均呈上升的趋势，高浓度处理组

表 1    日龄40 d的P. chauhanii野生型品系(PC-WT)叶状体梢部的圆盘体在含不同浓度尿囊素的培养液中

再培养6 d的单孢子放散量

Tab. 1    Numbers of the released monospores of the discs from 40-day-old gametophytic blades apical section of PC-WT strain
in P. chauhanii after being cultured at different concentration of allantoin in medium for 6 days

培养天数/d
culture days

单孢子放散量/(个/圆盘体)　numbers of the released monospores per disc

0 mmol/L 1 mmol/L 5 mmol/L 10 mmol/L 15 mmol/L 20 mmol/L

1 0 0 0 0 0 0

2 6±1 16±2 45±3 105±9 218±33 306±19

3 23±3 637±47 1 939±210 4 238±236 2 558±117 2 826±119

4 672±52 2 174±63 3 347±240 7 797±202 5 709±139 5 458±217

5 1 748±57 3 959±112 6 101±336 3 157±149 2 980±66 2 735±112

6 2 387±68 2 370±47 1 637±78 689±46 223±43 235±34
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(10、15和20 mmol/L)的圆盘体单孢子放散量均呈

先升后降的趋势，且它们均在第5 天出现单孢子

放散高峰，分别为3 805、2 969和2 443个 /圆盘

体。另外，对照组和处理组的PC-Y1叶状体的

梢、中和基部圆盘体均没有单孢子放散。

统计6 d的圆盘体单孢子放散总量，发现不

同部位和不同浓度尿囊素处理的PC-WT叶状体其

圆盘体单孢子放散总量具有一定的差异 (图1)。
叶状体部位相同的圆盘体放散单孢子的总量，

尿囊素处理组均显著高于对照组，且随着尿囊

素浓度的升高，呈先升后降的趋势。梢、中和

基部的圆盘体在10 mmol/L尿囊素下的单孢子

放散总量均为最高，分别为15 985、17 346和
6 898个/圆盘体，与对照组相比差异性均极显著

(P<0.01)。此外，相同浓度尿囊素处理的圆盘体

其单孢子放散总量均依次为中部>梢部>基部。

2.4    PC-Y1单离体细胞发育成丝状体的百分率

PC-Y1叶状体梢、中和基部的圆盘体，其单

离体细胞发育形成丝状体的百分率，在尿囊素

处理组 (20 mmol/L)中分别为66.1%、56.5%、

41.0%，而对照组 (0 mmol/L)分别仅有15.2%、

13.9%、9.6%，差异性均极显著(P<0.01)。

3    讨论

本研究中印度产紫菜P. chauhanii的野生型

品系(PC-WT)能放散单孢子，但其诱变品系(PC-
Y1)失去了放散单孢子的能力，另外，本实验室

对PC-Y1品系已进行了多代的培养，均没有观察

到单孢子放散的现象，表明这种基因改变是可

以遗传的。

尿囊素作为氮源对藻类的影响较大[20]。Kitade

表 2    日龄40 d的P. chauhanii野生型品系(PC-WT)叶状体中部的圆盘体在含不同浓度尿囊素的培养液中

再培养6 d的单孢子放散量

Tab. 2    Numbers of the released monospores of the discs from 40-day-old gametophytic blades middle section of PC-WT
strain in P. chauhanii after being cultured at different concentration of allantoin in medium for 6 days

培养天数/d
culture days

单孢子放散量/(个/圆盘体)　numbers of the released monospores per disc

0 mmol/L 1 mmol/L 5 mmol/L 10 mmol/L 15 mmol/L 20 mmol/L

1 0 0 0 0 0 0

2 0 2±1 2±1 2±1 2±1 1±1

3 237±55 1 033±77 4 327±134 4 761±214 3 068±170 2 904±104

4 1 378±39 3 587±166 7 221±138 9 625±287 8 131±212 8 308±182

5 2 549±203 6 050±194 2 317±165 2 188±108 1 809±91 1 200±60

6 3 378±184 2 251±130 1 315±145 771±43 267±54 207±55

表 3    日龄40 d的P. chauhanii野生型品系(PC-WT)叶状体基部的圆盘体在含不同浓度尿囊素的培养液中

再培养6 d的单孢子放散量

Tab. 3    Numbers of the released monospores of the discs from 40-day-old gametophytic blades basal section of PC-WT strain
in P. chauhanii after being cultured at different concentration of allantoin in medium for 6 days

培养天数/d
culture days

单孢子放散量/(个/圆盘体)　numbers of the released monospores per disc

0 mmol/L 1 mmol/L 5 mmol/L 10 mmol/L 15 mmol/L 20 mmol/L

1 0 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0 0

3 3±1 6±1 23±3 153±9 184±14 197±19

4 236±8 433±58 642±38 1 353±115 868±12 753±59

5 948±58 1 617±62 1 946±170 3 805±137 2 969±145 2 443±121

6 1 718±36 2 291±45 3 418±167 1 586±111 1 340±114 927±31

4 期 孙    迪，等：尿囊素对印度产紫菜Pyropia chauhanii单孢子放散和体细胞分化的影响 537

 

http://www.scxuebao.cn



等[21]发现条斑紫菜叶状体在有单孢子形成过程与

无单孢子形成的过程相比，其与卡尔文循环的

基因转录水平较高，这与其利用氮能力强有

关。实验采用低浓度(1 mmol/L)尿囊素处理印度

产紫菜P. chauhanii的诱变品系(PC-Y1)，发现其

对圆盘体的生长具有促进作用，而高浓度尿囊

素对其生长影响不明显，推测可能是由于高浓

度尿囊素加快营养细胞到性细胞的分化所致。

林珠英 [22]用不同浓度尿囊素处理条斑紫菜

的叶状体，发现10 mmol/L尿囊素可促使其产生

大量单孢子。本研究结果也证实了外源尿囊素

对印度产紫菜P. chauhanii的野生型品系PC-WT叶
状体圆盘体的单孢子放散具有促进作用，且随

着外源尿囊素浓度的升高，圆盘体出现缺刻和

解体的时间越早，解体的程度越严重。但单孢

子放散的总量随着尿囊素浓度的升高呈先升后

降的趋势，并且10 mmol/L尿囊素组的单孢子放

散总量最高，推测这与尿囊素促进圆盘体的成

熟有关，也暗示单孢子放散与藻体的成熟度相

关。此外，在相同尿囊素浓度下，圆盘体的单

孢子放散总量依次是中部最多、梢部次之、基

部最少；单孢子开始放散的时间是梢部和中部
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图 1    日龄40 d的P. chauhanii野生型品系(PC-WT)叶状

体梢部、中部和基部的圆盘体在含不同浓度尿囊素的

培养液中再培养6 d的单孢子放散总量

**表示与对照组(0 mmol/L)差异极显著(P<0.01，t-test)，下同；(a)
梢部，(b) 中部，(c) 基部

Fig. 1    Total number of the released monospores of
the discs of the apical, middle and basal sections from
40-day-old gametophytic blades of PC-WT strain in P.

chauhanii after being cultured at different concentration
of allantoin in medium for 6 days

** highly significant difference with control (P<0.01, t-test), the same
below; (a) apical, (b) middle, (c) basal
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图 2    日龄40 d的P. chauhanii诱变品系(PC-Y1)叶状体

不同部位的圆盘体在20 mmol/L尿囊素中再培养8 d后
经酶解获得的单离体细胞发育形成丝状体的百分率

1. 梢部，2. 中部，3. 基部

Fig. 2    Percentage of the conchocelies developed from
single somatic cell obtained using enzymatic hydrolysis

from the discs of different sections from 40-day-old
gametophytic blades of PC-Y1 strain in P. chauhanii

after being cultured at 20 mmol/L allantoin for 8 days
1. apical, 2. middle, 3. basal

538 水    产    学    报 42 卷

 

http://www.scxuebao.cn



较早，基部最晚，表明叶状体圆盘体放散单孢

子的时间和数量与藻体发育和分化的程度可能

存在某种关系。

Saito等 [ 2 3 ]用玻璃匀浆器对拟线性紫菜 (P.
pseueloliuearis)进行匀质化研磨，将研磨液置于

含10 mmol/L尿囊素的培养液中进行培养，获得

了大量的再生自由细胞，尿囊素处理可能改变

了该紫菜细胞壁的特性。实验用含有不同浓度

尿囊素(1、5、10、15和20 mmol/L)的培养液对不

放散单孢子的PC-Y1进行培养，发现无论尿囊素

浓度高低，均不能促进其产生单孢子，推测单

孢子放散可能涉及到多个代谢通路相互协调、

相互影响，相关诱导机制需要深入研究。

另外，对PC-Y1圆盘体培养数天后，发现尿

囊素处理组中的圆盘体藻体颜色明显变浅，显

微观察其藻体出现较多类果胞，推测尿囊素可

能对印度产紫菜叶状体的成熟有诱导作用。圆

盘体经酶解后，处理组中分离的单离细胞发育

成丝状体的比例高达 6 6 . 1 %，而对照组仅为

15.2%，表明尿囊素对印度产紫菜叶状体营养细

胞向生殖细胞的转化具有诱导效果，但相关机

制有待深入研究。
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The influence of allantoin on monospores release and
somatic cell differentiation in gametophytic blades of

Pyropia chauhanii

SUN Di 1,     DING Hongchang 1,     YAN Xinghong 1,2*

(1. College of Fisheries and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;
2. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of Education,

Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: In order to explore the influence of allantoin on monospores formation and release of Pyropia chauh-
anii, we used the wild-type strain (PC-WT) which could release monospore and its induced strain (PC-Y1) which
could not release monospore as materials, then different strains blade discs of apical, middle and basal sections
were cultured in medium adjusted with different concentration of allantoin. The research results showed that, in 6
days after treatment, the order of the release number of the different parts of each disc was middle>apical>basal;
With the increasing of allantoin concentration, the numbers of release monospores of PC-WT strain blade discs
showed a trend of increasing first and then decreasing, and 10 mmol/L was the optimal allantoin concentration of
promoting monospore release. But allantoin could not promote PC-Y1 release monospore. We used 20 mmol/L al-
lantoin of medium to culture the discs of PC-Y1 blade for 8 days, and single somatic cell was obtained using en-
zymatic hydrolysis from the discs of different section, and continue culturing in vitro. We found that the percent-
age of single cells developed into conchocelis was 66.1% in treatment group; and the percentage of single cells de-
veloped into conchocelis was only 15.2% in control group. The result showed that allantoin could promote differ-
entiation from somatic cell to germ cell of blade in Pyropia.

Key words: Pyropia chauhanii; allantoin; monospores release; somatic cell differentiation; conchocelis
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图版 Ⅰ    日龄40 d的P. chauhanii野生型品系(PC-WT)叶状体不同部位的圆盘体在含不同浓度尿囊素的

培养液中再培养4 d的显微照片

1~3, 4~6, 7~9, 10~12, 13~15, 16~18. 尿囊素浓度分别为0、1、5、10、15和20 mmol/L; 1, 4, 7, 10, 13, 16. 叶状体梢部的圆盘体; 2, 5, 8, 11, 14,
17. 叶状体中部的圆盘体; 3, 6, 9, 12, 15, 18. 叶状体基部的圆盘体。图中标尺均代表50 μm，下同

Plate Ⅰ    Micrograph of the discs of different sections from 40-day-old gametophytic blades of PC-WT strain in
P. chauhanii after being cultured at different concentration of allantoin in medium for 4 days

1–3, 4–6, 7–9, 10–12, 13–15, 16–18. the allantoin concentration was 0, 1, 5, 10, 15 and 20 mmol/L, respectively; 1, 4, 7, 10, 13, 16.
discs from apical blades; 2, 5, 8, 11, 14, 17. discs from middle blades; 3, 6, 9, 12, 15, 18. discs from basal blades. The bars=50 μm
in 1–18, the same below
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图版 Ⅱ    日龄40 d的P. chauhanii诱变品系(PC-Y1)叶状体不同部位的圆盘体在含不同浓度尿囊素的

培养液中再培养8 d的显微照片

黑色箭头为边缘刺, 红色箭头为类果胞

Plate Ⅱ    Micrograph of the discs of different sections from 40-day-old gametophytic blades of PC-Y1 strain in
P. chauhanii after being cultured at different concentration of allantoin in medium for 8 days

Marginal spine (black arrow), like-carpospore (red arrow)
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