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紫外线辐射与条斑紫菜原生质体后代

发育和变异

(上海水产大学水产养殖系， 2∞090) 

提 要 条斑紫菜(Porphyra yezoensis)原生质体被紫外线照射后，其后代的发育、 形

态和色影均发生较大的变异. 低剂量辐射对原生质体后代的发育和生长有促进作用，高剂量

辐射对原生质体后代发育有抑制作用. 原生质体经秋水仙碱和紫外线?昆合处理后， 后代生长

加快更加显著. 同时产生较多的形态和色彩变异体. 经秋水仙碱处理后的原生质体及其后代

对紫外线辐射有较强的抗性， 这种抗性随着秋水仙碱的浓度增高而增加.
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近十年来， 紫菜原生质体分 离和培养的 基础和应用研究 取得长足的 进展[1，2川，9.111。

Polne-Puller等(1986 )曾提 出对 紫菜等海藻单离细胞 和原生质体进行遗传改良， 筛选优良
品种[ 10]。 严兴洪， 王素娟 ( 1990 )对坛紫菜 、 条斑紫菜体细胞 和原生质体进行诱变处理， 获
得了一些形态和色彩的变异体.戴继勋等(1990)对条斑紫菜原生质体进行了诱变处理. 紫
外线辐射对 高等植物具强烈的生物学效应， 在农业上运用紫外线辐射促进植物生长 ， 进行
育种等方面的研究已报道很多叭本文用紫外线诱变处理条斑紫菜原生质体， 旨在筛选有
用的突变体.

1材料与方法

1.1材料来源
材料I 条斑紫菜叶状体采 自江苏吕洞海边。 种藻采集阴干 后， 用塑料袋密封包装

好， 藏于-20t的冰箱内备用。 酶解前种藻处理同文献[3]。
材料11 酶离出的原生质体用不同浓度的秋水仙碱处理 ， 或先以秋水仙碱处理， 再

经紫外线辐射 ( 4min)， 培养95天， 原生质体苗长 度达0.5-1.5cm， 从中选 出个体较大的
苗， 再用于酶离原生质体。
1.2酶、 培养基、 原生质体分离
1.2.1酶液

自制细菌酶被中 加 0.8M甘露醇和 2. 0%的纤维素酶(R-IO) 。
1.2.2培养基

用MES 培养基I I ]， 比重为1.0250
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1.2.3原生质体分离和培养

每lOml酶 液加 0.6g鲜重的紫菜叶片， 黑暗酶解， 在 26t保温2.5-3.0h后， 用 200日
尼龙筛绢将原生质体过滤出来， 离 心(500rpm. 5min). 除去上清酶 液， 在 沉淀原生质体中
加人比重为1.034 的培养 液悬浮原生质体， 再 离 心(500rpm. 5mi时。 依此法再洗捺原生质
体 2次 ， 制成原生质体 悬浮 液。 培养原生质体的第一天加比重为1.034 的MES培养液， 第
二天加入适量的比重为1.025的MES培养液. 第四天全部 换成比重为1.025的培养液。 以
后 每隔5天换→次培养液， 培养 20天后每隔2-3天换一次培养搜.
1.3试验方法
1.3，，1不同剂量的紫外线辐射试验

培养的第4天照射紫外线 . 辐射剂量分1/ 6. 1 / 2. 1. 2. 4min五个级别， 紫外光
源用30W、 220V的紫外灯， 照距5cm。 照射前吸干培养鞭， 照射后， 加入新培养液. 黑暗
培养 24h后 ， 恢复正常光照培养。 培养温度 20士1 t. 光强 2000-2200lx. 光周期12:12
LD。
1.3.2秋水仙晴和紫外线混合处理试验

A组原生质体单经秋水仙碱处理 . 6个处理 组分别 加含0.025. 0.05. 0.1 ， 0.2， 0.4 
和 0.8%的秋水仙碱和1.5%二甲亚矶( DMSO)混合 液， 处理 24h . B组 6 个处理 组的原生质
体 先分别被与A组相同浓度的秋水仙碱处理 24h. 培养2天后 照射紫外线( 2min) . 培养条件
同上。
1.3.3原生质体对紫外线的抗性试验

单经秋水仙碱或经秋水仙碱和紫外线棍合处理的原生质体所长成的苗， 再次被酶解出原
生质体。 所得各 组原生质体， 取一部分培养后 观察原生质体发育， 另一部分用于第二次紫外
照射 ， 观察它们对紫外线的抗性， 照射 3min.

2结果与分析

2.1不同剂量的紫外线照射对原生质体后代生长发育和变异的影响
2.1.1不罔剂量的紫外线照射与原生质体的存活和分裂

辐射培养6天， 原生质体的存活和分裂情况如表l 。 照射1/6和1/2min对细胞分裂
和发育有一定的促进作用; 照射 lmin以上则会抑制细胞分裂和发青， 同 时使成活率急

表1不同剂量的攘外线照射与原生质体的存活和分裂

Table 1 The survival and cell division of protoplast progenies irradiated by UV in different doses 

个 体(%) 相对成活率
照射剂量 检查个体 t值

成活率(%) (与对照组)
(min) 单细胞 双细胞 多细胞团 幼苗 总数(个 与对照组)

(%) 

对照组 38.23 33.62 20.21 8.14 3073 37.55 100.00 

1/6 38.80 26.89 23.31 11.00 1982 24.80 66.01 12.27 

1/2 31.05 22.07 41.50 5.27 1024 12.79 34.06 20.66 

46.38 39.16 11.45 3.01 166 1.90 5.05 29.34 

2 55.54 22.73 22.72 0.00 22 0.26 0.69 30.51 

4 100.00 0.00 0.00 0.00 2 0.012 0.03 30.28 
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图版紫外线辐射对条斑紫菜原生质体后代发育利亚异的影响

Plate The etfect of lJV-irradiation on the development and variation of protopla!ìt 

progemes in P. y(!zoen�i�. 
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l刚分裂的原生质体 2辐射IÛ秒钟的原生质体后代 3辐射4分钟的原生质体后代 4团崩状畸形苗 5结

节秋的苗6具特j;:细胞的画 7具亟叠细胞的苗f箭夫所示) fs共"肿庸"的苗
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剧下降。 用 t检验法[5J检验各 照射 组相对照 组间成活率差异的显著性( 表句 ， 其差异均达到很
显著的水平{显著性水平都小于 0 00句 ， 并且随着辐射刑量增加 ， 成活率急剧下降。
2.1.2攘外线照射与原生质体后代的发育和变异

经辐射后，原生质体大量死亡. 高刑量(4mi时照射后，原生质体再生细胞和发育至多个
细胞的细胞团或幼苗，均出现色素体收缩，细胞质变薄，呈溃黄紫色(图版-1，2，匀，10
天后，细胞解体. 高刑量的紫外辐射使细胞质呈不可逆性凝固，这与高等植物中的情况是一
致的叭

照射后的原生质体所长成的苗，细胞排列不规则，畸形菌明显幽事，其百企事与辐射如j
量呈正相关关系. 有的畸琦形苗呈团块状(圈版-4);有的中间罐罐矗植嚼蜡幽幽咀嚼的
出现异常大的细胞 ， 最大的直经达50μm. 而正常细胞直径为10-20μm(图版..-6);还带酶矗
三叶状 ， 有的苗中有双层细胞重叠的现象出现(图版- 7).

经照射后， 原生质体后代的色彩产生较大差异‘ 辐射后的10天内 ， 细胞颜色变渝 ， 以
后颜色逐渐变深 ， 呈红紫色 ， 比对照组苗色明显偏红也 出现一些纯红色变异体 ， 它们整个叶
片呈浅红色， 由它们释放的单抱子所长成的苗仍呈红色。
2.1.3攘外线辐射对原生质体苗生长的影响

辐射后培养17 天， 苗 生长情况如表2. 低剂量辐射对苗生长 有促进作用， 高剂量辐射
抑制苗生长 .

袋2 靠外蜻辐射对原生属保苗生长的影响

Table 2 The eß翩。f UV-irradiadon 01 tbe growth of buds regenerated from protopla!Jω 

辐射剂量 测定幼篱戴
幼苗平均体长 平均每斗视

体*范围
野幼苗数(株y±栋准羞

(l111n) (株} ( J.lmJ 
(μm) (lOX) 

对照组 50 232 1!0土46.11 200-3116 43 9� 

1/6 50 21!2 22主90，15 210-581 3485 

1/2 50 201! 24f35.81 163-294 3170 

50 2úO.76f 33 7υ 159-298 5.44 

2 50 12!191!士39 30 7l-23!1 0 4� 

4 50 142 34:t 53 74 71-294 。4ù

2.1.4紫外线辐射对原生质体苗长宽比值的影晌

同射后的原生质体苗， 培养35天， 其长宽比值如表3。 随着辐射剂量增加， 长宽比值
变小" 万差分析检验显示不同剂量的紫外线辐射对苗长宽比值的影响边到非常显著的水平ν
2.2秋水仙碱和紫外线混合处理对条斑紫菜原生质体生长发育的影响
2.2.1秋水仙碱和攘外线混合处理对原生质体后代存活和生长的影响

经秋水仙碱和紫夕|线{昆合处理后培养10天的存活情况见表4. 在单纯经秋水仙碱处理
的A1-AlS组中， 随秋水仙碱浓度升高， 个体成活率下降也 在经秋水仙碱和紫外线J昆合处理
的B1-BlS组中， 各组成活率均比对应的A1-AlS各组要低，但随秋水仙碱浓度增加， 成活率
逐步升高。 秋水仙碱处理提高了原生质体后代对紫外线的抗性也 从相对成活率倍数上看，
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Table 3 The etTect of UV-irradiatioo 00 tbe Ieogtb-widtb ratio of buds regenerated from pr 

otoplasts 

辐射剂量 测定幼苗数 !<:宽比值 !<:宽比值

(min) (株) 平均值±标准差 范围

对照锐 50 4.68:t 1.34 1.97--9.17 

1/6 50 3.92土1.32 1.72�.69 

1/2 50 2.90f 1.07 1.71�.68 

50 2.35 f 1.02 0.90-5.18 

2 so 1.81士0.73 1.01-4ω 

4 50 1.82f 0.70 0.97-3.95 

B3组比A3组 . B7组比A7组 . Bs组比As组分别提高了 4. 3 ， 33和 53.5 倍;方差分析表
明， 降低成活率的主要因素是紫外线， 而不是秋水仙碱. t检验法检验 表明 . B组中各处理
组与对 照 组间成活率差异均达到显著性水平( 表 4 ). 其中经 0.1-0.8%的秋水仙碱处理过的各
组达到非常显著的水平 。 这说明紫外线和秋水仙碱混合处理后， 由于秋水仙碱增强了原生质

体对紫外线的抗性而提高了成活率 。

秋水仙碱

浓度

(%) 

MES 

MESD 

0.025 

0.05 

0.1 

0.2 

0.4 

0.8 

亵4 秋水仙畸靠外线混合处理对原生质体成洁的影晌

Table 4 The etTects of colcbicine and UV 00 tbe survival of protoplasts 

未经uv照射

成活率 相对成 活
组别

(%) (%) 

AI 53.50 100.00 

A2 44.18 82.25 

A3 26.21 48.92 

A4 33.07 61.72 

As 34.91 65.52 

A6 33.16 61.89 

A， 24.58 45.88 

A8 29.10 54.31 

组别

BI 

B2 

B) 

B4 

Bs 

B6 

B， 

B8 

经uv照射。min)

成活率 相对成 活 率

(%) (%) 

0.55 100.00 

0.43 78.18 

1.10 200.00 

1.57 285.45 

3.16 629.09 

4.14 752.73 

8.43 1516.36 

15.99 2907.07 

(与BI组

且直L

0.45 

1.85 

2.98 

6.36 

7.05 

10.22 

16.16 

(与民组

对比)

1.89 

2.85 

5.64 

6.39 

9.94 

14.99 

单纯经秋水仙碱处理或经秋水仙碱和紫外线棍合处理的原生质体所长成的苗称R.代

苗， 用R.代苗再次酶离出的原生质体所长成的苗称R2代苗• R2代苗培养 至第19天和33

天， 生长情况列入表 5. R.代经秋水仙碱和紫外线双因子处理的0.2-0.6 组中， 培养33 天
R2代苗的平均体长比CO2-Cω各对应组和0..对应组均大. 方差分析表明， 紫外线对R2代
苗的促生长作用达到很显著水平， 而秋水仙碱的促生长作用相比之下 就不明显， 说明促进
民代苗生长的主要因素是紫外线， 而不是秋水仙碱 。 但秋水仙碱和紫外线混合处理， 对R2
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代苗的生长存在交互、 协同、 相 加的促进效应. 在R.代和R2代苗中发现生长速度明显快
于野生型的细长变异 体 。 培养 33天， 变异体平均体 长达1076.6μ m. 而野生型只有
696. 5μ m， 两者差 380μ m;最大个体间差1450μ m.
2.2.2紫外线辐射对二次分离的原生质体存活的影响

从R.代苗中再酶离出原生质体(P2). 培养 5天后紫外线辐射 3min. 再培养9 天， 其存
活情况见表 6. 原生质体 (P.)经过紫外线和秋水仙碱混合处理过的O2.-026各组中• R2代成

秋水仙碱处理

浓 度(%)和紫

外线(4min)

MES 

0.025 

0.05 

0.1 

0.2 

0.4 

MES+UV 

0.025+UV 

O.05+UV 

O.l+UV 

0.2+UV 

O.4+UV 

襄5 秋水仙晴和嚣外线混合处理对R2代苗生长的影响

Table 5 The effects of UV and colchicine on the growth of R1progenies 

19 天体长平 33天体长平 体-/f增长 精养天败 生长速度 每个视野

级别 均值±标准差 均值±标准差 (μm) (天) (μm/天) 幼苗数

(μm) (μm) 

C01 416.52:t 42.73 582.84:t 90.14 166.32 14 11.88 42.95 

CO2 430.60士76.05 649.18士98.34 218.58 14 15.61 24.20 

C03 442.58:t 70.63 734.13:t 87.97 271.26 15 18.08 35.00 

C04 460.54士69.03 729.53:t 87.21 273.59 15 18.24 31.30 

Cos 289.46:t 27.99 572.58 :t 92.89 283.12 14 20.22 33.65 

C侃 293.42:t 79.91 

0" 266.28:t 53.10 519.98:t 80.91 253.70 14 18.12 24.15 

012 329.86:t 78.06 1023.38:t .62.6 693.52 14 49.54 21.25 

013 272.30士87.64 843.00土.50.96 570.70 14 40.76 26.45 

014 294.42士49.21 961.78土237.75 667.36 14 47.67 23.30 

01S 310.50:t 53.16 936.72土.95.69 626，22 14 41.75 32.60 

016 308.98:t 67.56 .. 60. 62土 .58.37 851.64 15 56.78 33.80 

活率比原生质体(P.)单经秋水仙碱处理的C..-C.6各对应组高出 2- 6倍。 方差分析结果显
示 ， 原生质体 (P.)经紫外线辐射 后， 对于提高其后代原生质体(P2)对紫外辐射的抗性有显著
的影响;秋水仙碱处理原生质体 (p.). 对提高后代原生质体 (P2)对紫外线的抗性作用不太显
著 .

襄6 原生质体(P2)对紫外线辐射的抗性

Table 6 The resistance of protoplasts (P1) to UV-irradiation 

秋水仙碱
P1代原生质体未经UV辐射 P1代原生质体经过UV辐射(2min)

处理浓度
t值 t值

成活率 检查视野数 成活率 检查视野数

(%) 
组别 (与C" 组别 (与021

% (个) (%) (个)
对比) 对比)

MES C" 4.63 100 021 16.46 100 

0.025 CI2 4.40 100 0.26 022 18.75 100 0.91 

0.05 C13 5.18 100 0.66 023 17.80 100 0.82 

0.1 CI4 4.02 100 0.71 024 18.02 100 0.87 

0.2 CIS 5.36 100 0.85 025 12，04 100 2.96 

0.4 CI6 8.90 100 4.90 026 34.31 100 6.45 
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3讨论

条斑紫菜原生质体对紫外线辐射较敏感。 高剂量辐射会抑制原生质体 后代发育， 而低剂
马l辐射对其有促进作用。 秋水仙碱对原生质体具毒害作用 ， 但它与紫外线混合作用于原生质
体， 成活率反而随秋水仙碱浓度的提高而增高， 说明秋水仙碱提高了原生质体对紫外线辐射
的抗性. 经秋水仙碱处理的原生质体(Pt)及其长成的Rt代苗所酶离出的原生质体(P2) ， 对紫
外线辐射的抗性表现出一定的差异。 只需经较低浓度的 秋水仙碱( 0. 05% )处理， 就能使原生
质体(Pt)对紫外线的抗性达到显著性水平， 而原生质体(P2)只有在Pt代原生质体经高浓度 秋
水仙碱( 0.4% )处理后， 才能达到显著性水平. 经秋水仙碱处理后， 原生质体后代对紫外线的
抗性随培养时间的延长而减弱. 先经秋水仙碱处理， 再 照射紫外线 ， 秋水仙碱可以提高原生
质体对紫外线的抗性;但如果原生质体先被紫外线辐射 ， 再 加秋水仙碱处理， 其成活率不仅
未增高， 反而全部死亡。 这说明秋水仙碱提高原生质体对紫外线辐射抗性的作用， 需在紫外
线辐射之前处理才能显现出来e 秋水仙碱处理后， 可能使染色体 加倍， 而多倍体对紫外线辐
射有较 强的抗性l6l， 具体机理有待进一步研究. 秋水仙碱对紫外线具有抗性， 在高等植物研
究中尚未见报道。

经紫外线辐射后， 使原生质体后代的细胞变小， 分裂和排列不规则， 苗形状多样化. 有
的苗出现细胞"肿瘤" ， 在它们的单抱子苗中也有存在(图版- 8 ). 另外， 还出现较高频率的红
色变异体， 它们是否属突变体， 还需继续研究.

经紫外线辐射或经秋水仙碱处理后， 所长成的幼苗再被酶离原生质体， 其分离率降低许
多 ， 这可能与细胞壁增厚有关， 也许这是再次 分离的原生质体(P2)对紫外线有较大抗性的原
因之一 。 低剂量紫外线辐射可促进原生质体后代生长发育， 而高剂量辐射会抑制其生长， 这

与紫外线辐射对高等植物生长发育的影响是 一致的I6l. 经低剂量紫外线辐射的原生质体
(P1)， 其R(代苗生长远快于P1代原生质体未经紫外线辐射的R2代苗. 经辐射后的原生质
体后代， 苗平均长宽比值变小， 但也发现一些个体细长型， 生长特快的变异体. 紫外线和秋
水仙碱共同作用于原生质体 ， 其变异率更高.

本研究由亚洲水产学会( AFS)和加拿大国际发展研究中心(IDRC)资助. 本枝1991届

海水养殖专业同学张善霹参加了部分工作，特此致谢.
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EFFECTS OF UV IRRADIATION ON THE DEVELOPMENT AN'D 

VARIATIONS OF PROTOPLAST PROGENIES IN PORPHYRA 

YEZOENSIS* 

Yan Xing-hong 

(Department o/Aquaculture， SRJ， 200090) 

ABSTRACT The inflict casualties of UV-irradiation to the isolated protoplasts from thalli of 

Porphyra yezoensis .were very serious， and UV-irradiation brought some variations in the 

morphogenitic pattens， developments and color of protoplast-progenies. The material treated 

with low doses， the development and growth of their progenies were promoted， but the higher 

doses， the results were opposite. If the protoplasts were treated by colchicine and UV-irradiation 

together， the growth rates of their progenies increased significantly. The higher freQuence of pure 

red variants and the abnormal buds in the progenies were obtained. The UV→tradiation resistance 

were obvious in the protoplast臼and progenies which was treated by colchicine， and the higher 

∞ncentrition of colchicine is， the resistance higher is 

KEYWORDS Ultraviolet (UV)， protoplast， development， variation 
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