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随着用于分离海藻体细胞和原斗质体工具酶的增多
,

近几年来
,

海藻单离细胞和原生质体的培养取

得了较大进展
,

特别是对一些经济海藻如海带
、

紫菜的原牛质休培作
,

国内外均进行了大量研究
「,

,

卜 , , ’ ,

严兴洪等把坛紫菜叶状体体细胞的复杂发育分化趋势初步归结成八类
,

并且建立了坛紫菜叶状体体细

胞的分化模型
。

阐明坛紫菜叶状体体细殉的发育分化规律
,

不仅能为利用坛紫菜体细胞直接快 i鱼采苗
,

改进传统采苗工艺的新技术提供科学的理论依据
,

而且对于开展坛紫菜休细胞与其它紫菜间的细胞融

合的正确选材以及细胞融合以后的杂种筛选等研究均具较大意义
。

为此
,

我们刘
一

坛紫菜叶状体体细胞

进行了连续数代克隆培养
。

单个细胸培养在高等植物中已获成功
t ” ,

但在海藻细胞培养中还未见报道
,

探讨单个细胞培养途径
,

对开展海藻细胞工程研究具重要价值
。

结果报告如下 ;

材 料 与 方 法

一
、

材料来源与处理

试验材料用坛紫菜 ( p “ 犷p无梦m ha 艺协、 。 落。 〕)
,

于 1 9 86 年采自福建省连江县水产综合场的养 殖架

上
。

藻休体长为 1~ 7 厘米
。

材料采集后经阴干一段时间后
,

再冷藏于 一加℃的冰箱弓
’ 。

傲水文试验时
,

提前一周将材料解冻
,

浸泡于加 N
、

P 元素的自然海水 (加 x
一

N o
d

为 l o p p二
,

P 一 H P O 二为 l p p m )
,

在

加℃
,

2 00 01 二
一

下培养
,

使藻体恢复至正常颜色
。

用毛笔洗刷种藻数次
,

直至显徽镜 }: 检查无污物和杂藻

为止 ;先用吸水纸吸千藻体上的海水
,

然后用 飞
.

s m ol ZL 的葡萄糖液洗两次
,

再用 2二说厂L 的如萄糟液

*

本试验承王索娟教授热心指导
,

特表谢忱
。
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洗一次
。

最后用小剪刀将材料剪成细小的碎片
,

投入酶浓中酶解
。

二
、

酶
、

培养基
、

细胞分离方法同文献 〔 2 1

三
、

试验方法

1
.

体细胞连续克隆培养 取适量的体细胞 投放到直径为 倪m 的培养皿内
,

每皿加入 I O nI l 比重为

1
,

。3 2的 M E S 培养液
,

培养 2 4小时后
,

再换入比重为 1
.

0 26的 M习 S 培养液
。

以后 每隔 7 天换
一

次培养

液
,

换取量为 70 ~ 8。绍
。

各试验组的体细胞发育分化类型的百分数均在培养的第 21 一 22天计算
。

培养

条件 :温度为 20 士 1℃
,

光照强度为 20 00 一距。。 L二洗时 招 :D 1 2L
。

连续克隆培养
。

先用由壳抱子长成的小苗分离出单离体细胞
,

并培养成第 1 代叶状体 ( C
l

代 )
。

当

C :

代叶状体生长 4 5 天
,

体长达 。
.

3 ~ o
.

6 o m 时
,

在显微镜下 ( 1 0。倍 )逐个挑选出有假根的正常叶状体和

无假根的畸形叶状体
,

再把它们分别酶解出单离体细胞
,

培养出 2 组第 2 代叶状体 ( C :

代 )
。

把 C 。
代 培

养 4生天
,

叶状体休长达 。
.

2~ o
.

4e 二
,

每一组 C :

代中又分别挑选出正常和畸形叶状体
,

分别酶解出单离

细胞并培养成 4 组第 3 代叶状体 ( C :

代 )
。

2
.

细胞悬滴培养 用酶解法得到单离体细胞悬浮液后
,

再用培养基将细胞液逐级稀释成密度极低

的细胞液
,

用毛细吸管分离出单个的细胞
:

在直径为 3 。。 的塑料培养皿盖上滴上一排排极小的细胞水

滴
,

在显微镜下逐滴检查每个水滴所含的细胞数
,

去除含多个细胞的水滴
,

保留只含一个细胞的水藏 一

个培养皿盖上培养加一加个小水滴
,

然后给每个水滴加进适里的培养液
,

再把培养皿的上盖扣在下盖上

面 (下盖事先加进适髦的培养液
,

以减少细胞水滴的水分蒸发 )
,

用透明胶带把塑料培养皿密封好
,

这样

就
’

可以把细胞水滴悬挂在皿盖上进行培养
。

最后把整个培养皿放进较大的玻璃培养皿内培养
。

其它培

养条件同于体细胞连续克隆培养
。

结 果

一
、

体细胞连续克隆培养 继代培养如表 1所示
。

抱子苗的体细胞所长成的 C ;

代中
,

有具发达假

表 1 正常叶状体和畸形叶状体的体细胞连续克隆培养

T a b l e 1 T h e r e` u l t吕 of OO
n t纽 u o u s e l o n e c u lt u r e of s o m at lc e e l l s

f r o拍 t h e n o r m a l b u d , a n d a b n o r功 a l b u d 吕

甭甭定羲绝芝塑塑
细胞后代中正常苗和畸形

.

苗的百分数数

PPPPP 壳抱子长成的叶状体 (体长为 1一和 m )))

CCC
::: 2

,

4男 正常苗苗 部
.

3万畸形苗苗

CCC ::: 、
.

4二正常。 { 二
,

8二 畸形苗苗 2 2 一` 、正常“ …… 钻
.

5形畸形苗苗

正正正正正正正正正常二 } 畸形。 { 正常苗 } , 形于于于于 正常芭 } 畸丝黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄黄
正正常苗 } 器

甲

吩 ! 器
·

3绍 } 钻
·

2苗 万 正常苗肠 } 77
4

8%苗 正常苗苗
7774

.

2男男 器
甲

0勇; } 器
.

3拓拓拓 淞
.

0形形 7
.

8络络 7
.

1万万

根的正常叶状体和不具假根的畸形叶状体
,

见图版
一

1
,

2
。

正常叶状体的形状多数呈披针形
,

细胞大小

均匀具排列整齐
,

具透明多分叉的假根
,

牢固地固着在培养皿底上 ; 畸形叶状体的叶片结构虽然 与正常

叶状体相似
,

但不具透明的真正假根
,

故叶片不能固着在皿底
,

而是漂浮在水中
,

微呈卷曲状态
。

另外
,

在 C l

代中还有由多细胞组成的细胞团和果抱子囊以及精子囊
,

见图版一 3~ 6
。
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在 C
:

代中
,

如果亲代 ( C
,

千动是正常叶状体
,

那么 C :

代中有 2 /3左右的个体仍然是正常叶状体
,

11

3左右为畸形叶状体
。

用 C :

代的正常叶状休再进行克隆培养
,

C :

代中则得到 7 4男左右的正常叶状休和

23 笼左右的畸形叶状体
。

在 C :

价和 C
:

代中
,

正常叶状体利
*

畸形叶状体的比例均接近 3 : 1
。

另外
,

还有

极少量的细胞团和米抱子囊以及精子囊
。

用 C :

代中的畸形叶状体做类似克隆培养
,

在 C
。
代中

,

琦形

叶状体和正常叶状休的个休数比例接近 3 : 1
,

而 C
:

代中
,

畸形叶状体和正常叶状体的个体数比例为 n :

1
。

所以
,

畸形叶状体的连续克隆培养
,

在正常叶状体和畸形叶状体的个体数比例上恰好与正常叶状体

的连续克隆培养相反
。

如果用来自 C ,

代正常叶状体的体细胞所长成的畸形叶状体 ( C :

代个体 )
,

再做

C ,

代培养
,

畸形叶状体和正常叶状休的个休数比例为 3 : 1左右 ; 而用 C :

代的畸形叶 状体的体细胞所长

成的正常叶状体 ( C :

代个体 )再做 C :

代培养
,

正常叶状休和畸形叶状体的个体数比例为 1 :
12 左氛 正常

叶状体和畸形叶状体的 C :

代和 C :

代培养结果都说明 ;后代中有 2 / 3左右的个体仍长成在外形和结构上

与亲代相同的叶状体
。

用不同生长日龄
、

不同体长的袍子苗所分离出来的体细胞做 C :

代培养
,

其结果如表 2 所示
。

在相

同的 日龄中
,

随着种藻体长的增加
,

C l

代中正常叶状休和畸形叶状体的百分数下降
,

细胞团百分数上升

精子囊和果抱子囊也上升
。

在体长相同而 日龄不同的各试验组中
,

随着 日龄的增加
,

C l

代中正常叶状

体和畸形叶状的百分数下降
,

第 工类细胞团百分数也下降
,

而第 H
、

第 工11 类细胞团的百分数却大量增

加
,

精子囊百分数也有所增加
,

而巢饱子囊百分数无太明显的变化
。

二
、

体细胞悬滴培养 用悬滴法进行坛紫菜叶状体的单个细胞培养 (见图版一7 )
,

其结果如表 3 所

示
.

单个体细胞培养 吞~
.

6 天
,

部分细胞开始第一次分裂
。

从表 3 可以看出 ;用不同的培养基培养单个体

细胞
,

细胞的成活率和分裂率是不同的
.

培养到第 7 天
,

加自然海水和加加有 N
.

P 元素的 自然海水培

养的 3 号
、

4号培养皿其细胞分裂率明显比 1 号
、

2 号培养皿低
,

细胞成活率也低
。

这说明富含营养的

M E S 和 3 号 M E S 培养基对细胞的成活和分率是有好处的 ;培养至第达 天
,

检查结果相同
,

另外
,

在 1~

4号培养皿的单个细胞培养中
,

存活水滴率为韶
.

3~ 50 多
,

而一水滴中含 2~ 杏个细胞的 5 号培养皿
,

成活

水滴率高达 87
.

5男
,

由此可见多个细胞培养其成活率明显高于单个细胞培养
。

培养至第35 天
,

培养的水

滴中长出肉眼可见的叶状体
、

细胞团和丝状体等
。

在单个细胞悬滴培养的体细胞后代中
,

也观察到 8 种

不同的发育分化类型
,

这与文献〔 3 〕中论述的大量体细胞混合培养结果相同
。

农 2 不同生长 日龄不同体长的叶状体的体细胞发育分化情况

T a b .l 2 T h e d e v e l o P口 e n t a n d d i什 e r e n t lat i o n o f s o m毗 10

。 e l l s f ot m d i f f e r e u t 盯帅 t h d哪
5 a n d l . n砂 h o f t h以 l互̀

组 别 体细胞各种发育类型的 百分数 (男 )

占

才

)

、 ,

*
, _

~
、
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卜
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”
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3
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·

o
}
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`
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1
5

·
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4

0

}
1

·
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·
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4
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·

6
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.
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.
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4
`
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.
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卜

3 } 2 0
。

1 } 4〔 )
.

9

3
,

]一 5
.

0 0
`

9 } 9 5 } 18
.

8 } 6 7
`

石

6
.

T一 了
.

0 1 0
。

8 } 勺
.

0 } 7
。

6 } 6 2
.

3

检查个数

精 子囊
根伙细

〔) 5 5

’

果饱子 囊
_
}_

_ _ _

} 。
·

o 000
甲

9 222

1 18 8

5
甲

5

7
.

1

8
.

2

1 2
.

3

4
.

6 0
.

3

0
。

3

0
。

4

!酬8

1跳8

1巧3 3

186 7

注
:
体细饱发 育分化类型的划分 见文献〔 3 」

。
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表 石 体细胞悬滴培养情况

Ta b le 3 Te h
re s l ut s

f o刚钾
nde d d r o砰 。 ult ure

f os o位t a ie

。e l lsf r om 切习 l ia of P
.

h“ 主t 。 九e ns 云s

培养基 分裂率
(男)

第 7天 第 4 1天

成活水
滴

死亡水
滴

成活率
(万)

成活水
滴

死亡水
滴

成活率
(写)

培细滴皿的水数每养胞
水细数滴的个一里驹四号

2 033

:
甲 . 6 039 4创 03 n口

44 11加竹 24 0 111
` 1103 6 2 0 5白曰 66644 2 1招炸巧扮场扮拐留部招拐部 2 8加韶触

6

11112M ES

3号M ES

自然海水

加 N
、

r 元素
的自然海水

M ES

.

6
.

6
.

8

.

2

2 134

皿9 2 1
。

823 18 7
.

5

讨 论

连续克隆培养中
,

畸形叶状体的体细胞后代中有少量的正常叶状体
,

这说明长成畸形叶状体的体细

胞并没有丧失细胞的全能性
,

只是由于这类体细胞处于一个比长成正常叶状体的体细胞更晚的分化时

期
,

细胞的某些基因 (如假根基因 )因细胞发生分化被阻遏从而不能被表达出来
,

致使该类体细胞在离体

培养条件下发 ,-af 成无假根的畸形叶状休
。

我们曾对坛紫菜体细胞中这类长畸形叶状体的体细胞以及它

们的后代畸形叶状体在 4 00 ~ 弱。协犯 大小时
,

月泛进根系分化的植物激素如 工人人 ,
2

, 连~
.

D 等进行数次

30 多个样本正交试验处理
,

结果都证明
,

外源植物激素对坛紫菜体细胞发育分化无明显的作用
。

正常叶

状体上的部分休细胞可以分化成长畸形叶状体的细胞
,

反过来
,

畸形叶状体上的少部分细胞可以脱分化

成长正常叶状体的细胞
,

这种细胞分化的可逆性说明低等植物的紫菜其细胞分化也表现出明显的低级

性
。

体细胞连续克隆培养结果和表 2 都说明坛紫菜叶状体上的细胞从原始的营养细胞向 性原细胞一精

子囊母细胞和果抱子母细胞分化
,

存着一个逐步分化的过程
。

处子不同分化阶段的体细胞被单离出来
,

在离体条件下培养
,

它们后代的发育趋势是不同的
。

这为文献 3 中论述的坛紫菜体细胞分化发育模型

提供了又一个有力的证据
.

此外
,

坛紫菜体细胞的克隆培养结果也为利用坛紫菜体细胞直接快 速 采苗

工艺提供了选材的科学依据
。

即必须选择 日龄和体长较短的叶状体作为分离体细胞的种藻
。

否则
,

种

藻日龄太长
,

藻休过大
,

体细胞后代中正常叶状体百分率很低
,

采苗就不易成功
。

在进行坛紫菜和其它

紫菜体细胞融合时
,

也万选择个体较小
,

后代中正常叶状体比例较高的藻体作为分离原生质体的材料
,

否则由于藻体过大
,

所得到的原生质体中能发育成正常叶状体的比例极低
,

而长成畸形叶状体和细胞团

的原生质体比例较高
。

融合杂种后代中长出正常叶状体的可能性极低
,

这样对准确而快速地筛远杂种

优势是不利的
。

在体细胞连续克隆培养的第 2 代中发现少量叶片呈双分叉或三分叉的正常叶状体
,

_

见

图版一 8
。

这类苗叶片大
,

生长比单叶苗快
,

假根极发达
。

所以体细胞连续克隆培养有可能成为坛紫菜

无性繁殖育种的一个新途径
,

对此
,

我们正在进一步研究
。

坛紫菜的单个体细胞虽然可以在不加任何营养成份的自然海水中生长
,

但细胞的存活率和分裂逮

度比在 M E 吕培养基中培养的低
,

所以
,

单个细胞培养最好在含各种营养成分的培养基中培养
。

单个体

细胞培养的后代中所观察到的 8 种发育分化类型与大量 体细胞混合培养中出现的 8 种发育分化类型相

一致
,

这也证 明坛紫菜体细胞不同的发育类型主要是由于叶状体上的细胞本身分化阶段不同造成的
。

这

也是建立坛紫菜体细胞发育分化模型的一个重要依据
。

由于坛紫菜单个细胞培养成株比 高 等植 物 容

易
,

这一点对今后开展细胞融合时
,

分离杂种嘴代以及进行细胞遗传操作等均具一定的意义
。




