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摘　要：以日龄６０ｄ的圆紫菜（Ｐｙｒｏｐｉａｓｕｂｏｒｂｉｃｕｌａｔａ）野生型品系（ＰＳＷＴ）和突变型品系（ＰＳＬ）的叶状体为
实验材料，分别酶解获得它们的离体单细胞，观察后者在液体培养基中的发育形态，并探究光强和温度对离体

单细胞发育分化的影响。结果表明，圆紫菜叶状体的离体单细胞可发育成不同类型的再生体：正常苗、畸形

苗、细胞团和性细胞团等。在光强为１０～８０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）范围内，２个品系离体单细胞的再生体中
正常苗、细胞团和丝状体的百分率均不存在显著性差异，适宜的高光［４０～６０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）］可促进
再生体单孢子的放散。温度在１８～２４℃范围内，２个品系离体单细胞的再生体中正常苗、畸形苗的百分率不
存在显著性差异；但高温（２７～３０℃）会抑制正常苗的形成，以及促进畸形苗的形成和再生体单孢子的放散。
关键词：圆紫菜；离体单细胞；再生体；温度；光强；发育分化

中图分类号：Ｓ９６８．４　　　文献标志码：Ａ

　　紫菜（Ｐｙｒｏｐｉａ）［１］是一种营养丰富、味道鲜美
的高经济价值海藻，其藻体富含人体所需的蛋白

质、脂肪、糖、无机盐和多种维生素等营养物

质［２］。我国主要的紫菜栽培物种包括条斑紫菜

（Ｐｙｒｏｐｉａ ｙｅｚｏｅｎｓｉｓ） 和 坛 紫 菜 （Ｐｙｒｏｐｉａ
ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ），其年产量分别约占全国总年产量的
２５％和７５％［３］。目前，紫菜栽培中存在育苗周期

长、采苗时间受季节限制、培养环境不稳定等问

题，导致了紫菜养殖业的发展受到限制［４］。与传

统育苗法相比，酶法育苗具有稳定性高、周期短、

大量节约人力物力等优点［５］。早在 ２０世纪 ８０
年代初，国内的学者就利用酶法分离技术获得了

条斑紫菜的离体细胞，并成功培育成苗［６７］。之

后，戴继勋等［８］和王素娟等［９］利用酶法育苗进行

了条斑紫菜海区试验，并取得了一定的成效。

但是在离体单细胞的后续培养过程中，仍存

在许多问题有待解决。环境因素是影响紫菜育

苗效率的关键因素，优化体细胞生长发育的适宜

条件是提高育苗成功率的关键。国内的一些学

者对此做了相关研究。严兴洪等［１０］研究表明坛

紫菜叶状体体细胞发育的的最适温度为２５℃，
最适光强为４０～６０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ），最适
盐度为３３．３。徐建荣等［１１］通过研究不同植物激

素对坛紫菜离体单细胞生长发育的影响，发现低

浓度的ＩＢＡ有利于正常叶状体的形成。腾亚娟
等［１２］研究发现条斑紫菜离体单细胞的最适生长

温度为２０℃，营养盐浓度为５０ｍｇ／Ｌ。
圆紫菜（Ｐｙｒｏｐｉａｓｕｂｏｒｂｉｃｕｌａｔａ）属暖温带海

藻，主要分布在青岛以南的黄海、东海和南海海

域［１３］。ＭＯＮＯＴＩＬＬＡ等［１４］对采自不同地区的圆

紫菜进行研究时发现，中国南方产的圆紫菜其温

度耐受范围为１５～３０℃。赵爽等［１５］对坛紫菜和

圆紫菜的叶状体耐高温性进行了研究，证实圆紫

菜具有更好的高温耐受性，这表明圆紫菜具有在

南方高水温海域进行栽培的潜力。目前，关于外

界条件对圆紫菜叶状体体细胞生长发育的影响

并没有系统的报道。本文以日龄６０ｄ的圆紫菜
野生型品系（ＰＳＷＴ）和突变型品系（ＰＳＬ）的叶
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状体为实验材料，分别酶解，获得它们的离体单

细胞，观察后者在液体培养基中的发育形态，并

探究温度和光照对离体单细胞发育分化的影响。

１　材料与方法

１．１　实验材料
实验所用材料是圆紫菜野生型品系（ＰＳ

ＷＴ）和突变型品系（ＰＳＬ）。ＰＳＷＴ品系是由采
自广东省阳江市海区的叶状体释放的果孢子萌

发后长成；ＰＳＬ品系是 ＰＳＷＴ的叶状体经紫外
线诱变分离而来［１５］。２个品系均以自由丝状体
的形式被保存于实验室内，保存方法同严兴洪

等［１６］。壳孢子采苗与叶状体的培养方法同文献

［１７］。实验所使用的培养液为添加 ＭＥＳ培养基
的灭菌海水［１８］。

１．２　叶状体体细胞的分离和再生培养
圆紫菜野生型（ＰＳＷＴ）和突变型（ＰＳＬ）的

壳孢子经培养长成一定大小的叶状体后，选择健

康的叶状体作为分离单个细胞的种藻。分离细

胞所用的工具酶是海螺酶［６］，细胞分离方法：用

新鲜海水和毛笔清洗种藻３遍，然后用１ｍｏｌ／Ｌ
葡萄糖溶液洗去藻体表面盐分；用刀片将种藻切

碎后，投入预先配好的酶液中酶解。酶液由 ２
ｍｏｌ／Ｌ葡萄糖溶液加入０．５％ ～１．０％酶配成。
酶解温度为２８℃，酶解时间为 ０．５～１ｈ。细胞
和酶的混合液经２００目的筛绢网过滤，过滤液经
离心（１２００×ｇ，５ｍｉｎ）除去上清酶液，保留细胞
沉淀，并加入比重为 １．０４０的海水，再次离心
（１２００×ｇ，５ｍｉｎ）洗涤细胞。用相同的办法连
续离心和洗涤细胞３次后弃上清液，收集细胞沉
淀并加入 ＭＥＳ培养液（比重 ＝１．０３０）调成细胞
悬浮液。取一定数目的细胞培养在直径为９ｃｍ
的培养皿中，加入２５ｍＬ左右的培养液在弱光［２
μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）］下进行培养。３天后，补
加比重较低的 ＭＥＳ培养（比重 ＝１．０２６）。离体
单细胞的培养条件：温度 １８℃，光强 ２０μｍｏｌ
ｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ），光周期为１０Ｌ∶１４Ｄ，培养液每
周更换１次。
１．３　光强对圆紫菜离体单细胞发育分化的影响

选取日龄６０ｄ的ＰＳＷＴ和ＰＳＬ品系的叶状
体，利用酶解方法分别获得它们的离体单细胞。

将含有一定数目单细胞的培养液分别倒入１５个
培养皿中（＝９ｃｍ），３个为１组，每组分别放置

在光强为１０、２０、４０、６０和８０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·
ｓ）的条件下进行培养，其他培养条件：温度 １８
℃，光照周期１０Ｌ∶１４Ｄ。
１．４　温度对圆紫菜离体单细胞发育分化的影响

选取日龄６０ｄ的ＰＳＷＴ和ＰＳＬ品系的叶状
体，利用酶解方法分别获得它们的离体单细胞。

将含有一定数目单细胞的培养液分别倒入１５个
培养皿中（＝９ｃｍ），３个为１组，每组分别放置
在温度为１８、２１、２４、２７和３０℃下进行培养，其他
培养条件：光强２０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ），光照
周期１０Ｌ∶１４Ｄ。
１．５　数据处理和分析

运用 Ｅｘｃｅｌ２０１０软件进行常规数据统计，
ＳＰＳＳ１８．０软件进行单因素方差分析。统计值用
平均值 ±标准差表示，Ｐ＜０．０５表示差异显著。

２　结果

２．１　圆紫菜叶状体离体单细胞的发育分化类型
根据离体单细胞再生植株的叶片形态、有无

假根、细胞颜色、细胞大小和排列方式以及最终

发育趋势等，圆紫菜叶状体离体单细胞的发育分

化类型大致可分为６类。
第１类发育成正常叶状体（图版１，９）。在

离体条件下，细胞经第１次分裂形成２个极性细
胞，其中一个色素体较小而液泡略大，成为原始

假根细胞，其一端逐渐伸长形成假根；另一个细

胞经数次分裂发育成由多列细胞组成的叶片。

叶片多呈披针状，边缘光滑，细胞排列紧密，假根

呈透明小柄状，较粗大，附着牢固。其发生和发

育方式与壳孢子极为相似。

第２类发育成具有类假根的畸形叶状体（图
版２，１０）。在离体培养条件下，其发生和发育方
式与壳孢子极为相似。再生叶状体的叶片形态

与壳孢子发育成的叶状体很相似，但其假根细

长，长度是正常假根的数倍，多为单根，附着不牢

固。另外，少量个体易放散单孢子（图版４）
第３类发育成不具假根的畸形叶状体（图版

３，１１）。在离体培养条件下，细胞发育成畸形叶
状体，叶片呈多种形态，多数为不规则状，细胞排

列紧密，无规则，易放散单孢子（图版１２）。
第４类发育成细胞团（图版５，１３）。细胞团

的体积比平常细胞的体积略大，细胞中液泡较

大，色素体也呈星状，但细胞排列不规则。培养

０１２
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３～４周后，细胞团解体。
第５类发育成精子囊（图版６）。它们由营

养细胞分化而来。培养至３～７ｄ，形成精子囊，
释放精子。

第６类发育成果孢子囊（图版７）。细胞发
育成圆形细胞团，细胞体积较小，可观察到明显

的细胞分隔界限，颜色暗红，排列不规则。培养

一段时间后，细胞放散，萌发形成丝状体（图版８，
１４）。
２．２　光强对圆紫菜野生型品系（ＰＳＷＴ）体细胞
发育分化的影响

在相同的培养时间内，低光照下的离体单细

胞再生体个体偏小，随着光强的增加，其个体增

大（表１）。再生体中正常苗的百分率 ２０和 ４０
μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２· ｓ） 组 最 高，分 别 达 到
５４．４３％和５３．３３％，１０和６０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２

·ｓ）组次之，８０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）组最低，
但各组间没有显著性差异。在 １０、２０、４０、６０和
８０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）组中，再生体中畸形
苗、细胞团和丝状体的百分率也均无显著性差

异。光强高于４０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）时，再生
体中可放散单孢子的个体（放散单孢子个体）百

分率显著增高。

表１　光强对圆紫菜野生型品系（ＰＳＷＴ）体细胞发育分化的影响
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍｔｈｅｂｌａｄｅｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｓｔｒａｉｎ（ＰＳＷＴ）ｉｎＰｙｒｏｐｉａｓｕｂｏｒｂｉｃｕｌａｔａ

光照强度

Ｌｉｇｈｔ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ／
［μｍｏｌ
ｐｈｏｔｏｎｓ／
（ｍ２·ｓ）］

细胞发育类型和百分比 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓａｎｄｔｙｐｅｓｏｆｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｆｒｏｍｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓ／％

正常叶状体

Ｎｏｒｍａｌ
ｂｌａｄｅｓ

畸形叶状体

Ａｂｎｏｒｍａｌ
ｂｌａｄｅｓ

细胞团

Ｃｅｌｌｍａｓｓｅｓ

精子囊

Ｓｐｅｒｍａｔ
ａｎｇｉｕｍ

果孢子囊

Ｃａｒｐｏｓｐｏ
ｒａｎｇｉｕｍ

根丝细胞

再生叶状体

Ｂｌａｄｅｓ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ
ｆｒｏｍｒｈｉｚｏｉｄ

放散单

孢子个体

Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
ｏｆｒｅｌｅａｓｅ
ｍｏｎｏｓｐｏｒｅｓ

丝状体

Ｃｏｎｃｈｏｃｅｌｉｓ

检查个体数

Ｔｏｔａｌｅｘａｍｉｎｅｄ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

１０ ４９．９３±１８．２７ａ４８．３８±１７．５０ａ１．２５±１．２７ａ － － － ０．０７±０．１３ａ０．３７±０．３０ａ １０２９
２０ ５４．４３±２．４３ａ ４３．９１±２．３４ａ ０．４２±０．２０ａ － － ０．２６±０．２３ａ０．１３±０．１５ａ０．８４±０．４８ａ １０２８
４０ ５３．３３±６．０５ａ ４４．０８±６．５３ａ ０．１９±０．０１ａ － － ０．１６±０．２０ａ１．６８±０．２４ｂ０．５７±０．０８ａ １０５５
６０ ４８．５７±１８．９２ａ４８．２４±１８．０７ａ０．４５±０．２９ａ － － ０．０６±０．１１ａ１．８３±０．８４ｂ０．８６±０．２８ａ １０４３
８０ ３７．９４±８．３６ａ ５９．９１±８．２１ａ ０．７２±０．１６ａ － － － １．０８±０．５４ｂ０．３５±０．３３ａ １０２６

注：同列数据不含相同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）

２．３　光强对圆紫菜突变型品系（ＰＳＬ）体细胞发
育分化的影响

在不同光强条件下，ＰＳＬ品系叶状体的离体
单细胞再生体的生长与ＰＳＷＴ品系相似，即个体
的生长速度随光强的增强而加快（表２）。再生体
中不同类型的百分率变动规律基本与 ＰＳＷＴ品
系相似，在１０、２０、４０、６０和８０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２

·ｓ）组中，再生体中正常苗、细胞团和丝状体的
百分率均无显著性差异。４０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·
ｓ）光强下，放散单孢子个体数的百分率最高，其
次是６０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）。
２．４　不同温度对圆紫菜野生型品系（ＰＳＷＴ）体
细胞发育分化的影响

在１８、２１和２４℃温度组中，ＰＳＷＴ品系的正
常苗百分率无显著性差异，且均高于３３％，但当

温度高于２７℃时，正常苗的百分率显著下降，至
３０℃时，仅有０．０５％（表３）。温度为２７℃能促
进精子囊和根丝细胞再生体的形成，３０℃会抑制
精子囊、根丝细胞再生体和丝状体的形成。另

外，２７和３０℃组中放散单孢子个体数的百分率
明显增高。

２．５　不同温度对圆紫菜突变型（ＰＳＬ）体细胞发
育的影响

温度对ＰＳＬ品系体细胞发育分化的影响与
ＰＳＷＴ品系的总体趋势大体相同，所存差异为：
在 ３０℃下，再生体中畸形苗的百分率达到
９５．３９％，远高于其他温度组；３０℃组中放散个
体的百分率较低，仅有４．６１％。另外，在１８～３０
℃范围内，ＰＳＬ品系体细胞再生体中均无精子囊
出现（表１）。
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表２　光强对圆紫菜突变型品系（ＰＳＬ）体细胞发育分化的影响
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍｔｈｅｂｌａｄｅｏｆｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎ（ＰＳＬ）ｉｎＰｙｒｏｐｉａｓｕｂｏｒｂｉｃｕｌａｔａ

光照强度

Ｌｉｇｈｔ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ／
μｍｏｌ
ｐｈｏｔｏｎｓ／
（ｍ２·ｓ）

细胞发育类型和百分比 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓａｎｄｔｙｐｅｓｏｆｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｆｒｏｍｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓ／％

正常叶状体

Ｎｏｒｍａｌ
ｂｌａｄｅｓ

畸形叶状体

Ａｂｎｏｒｍａｌ
ｂｌａｄｅｓ

细胞团

Ｃｅｌｌｍａｓｓｅｓ

精子囊

Ｓｐｅｒｍａｔ
ａｎｇｉｕｍ

果孢子囊

Ｃａｒｐｏｓｐｏｒ
ａｎｇｉｕｍ

根丝细胞

再生叶状体

Ｂｌａｄｅｓ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ
ｆｒｏｍｒｈｉｚｏｉｄ

放散单

孢子个体

Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
ｏｆｒｅｌｅａｓｅ
ｍｏｎｏｓｐｏｒｅｓ

丝状体

Ｃｏｎｃｈｏｃｅｌｉｓ

检查个体数

Ｔｏｔａｌ
ｅｘａｍｉｎｅｄ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

１０ ４１．８１±７．３７ａ ５６．６３±７．７２ａ ０．４３±０．５８ａ － － － ０．５５±０．１６ａｃ０．５８±０．１６ａ １０９０
２０ ４８．７６±１．７５ａ ４９．６０±２．０４ａ ０．２１±０．１１ａ － － － ０．３３±０．１１ａｄ１．０９±０．３１ａ １１０１
４０ ５１．４７±５．１３ａ ４５．９１±５．７０ａｂ０．１８±０．０８ａ － － － １．４０±０．２４ｂ １．０４±０．０３ａ １０９０
６０ ５６．９０±６．０６ａ ４０．３０±６．４２ｂ ０．３４±０．１３ａ － － － ０．８４±０．１０ｃ １．６３±１．９２ａ １０７５
８０ ４６．５８±２．６７ａ ５２．３５±３．３９ａ ０．０５±１．００ａ － － － ０．２５±０．１５ｄ ０．７５±０．２１ａ １１５１

注：同列数据不含相同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）

表３　温度对圆紫菜野生型品系（ＰＳＷＴ）叶状体体细胞发育分化的影响
Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓ

ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｂｌａｄｅｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅｓｔｒａｉｎ（ＰＳＷＴ）ｉｎＰｙｒｏｐｉａｓｕｂｏｒｂｉｃｕｌａｔａ

温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／
℃

细胞发育类型和百分比 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓａｎｄｔｙｐｅｓｏｆｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｆｒｏｍｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓ／％

正常叶状体

Ｎｏｒｍａｌ
ｂｌａｄｅｓ

畸形叶状体

Ａｂｎｏｒｍａｌ
ｂｌａｄｅｓ

细胞团

Ｃｅｌｌｍａｓｓｅｓ

精子囊

Ｓｐｅｒｍａ
ｔａｎｇｉｕｍ

果孢子囊

Ｃａｒｐｏｓｐｏｒ
ａｎｇｉｕｍ

根丝细胞

再生叶状体

Ｂｌａｄｅｓ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ
ｆｒｏｍｒｈｉｚｏｉｄ

放散单孢

子个体

Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
ｏｆｒｅｌｅａｓｅ
ｍｏｎｏｓｐｏｒｅｓ

丝状体

Ｃｏｎｃｈｏｃｅｌｉｓ

检查个体数

Ｔｏｔａｌ
ｅｘａｍｉｎｅｄ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

１８ ３５．８０±２．８７ａ６４．１５±２．９５ａ ０．６１±０．３２ａ ２．２９±０．８７ａ － － ０．４１±０．１９ａ ０．６３±０．２９ａ １０９４
２１ ３４．１８±１．５５ａ６４．３７±１．６７ａ ０．３２±０．０５ａ ２．８０±０．３４ａ － ０．０６±０．１０ａ ０．１７±０．１７ａ ０．８９±０．１８ａ １１５６
２４ ３３．５３±１．０５ａ６４．９９±２．４６ａ ０．２５±０．０５ａ ２．８７±０．４４ａ － ０．０９±０．１６ａ ０．５９±０．２３ａ ０．５５±０．１６ａ １０８３
２７ １３．５８±０．９８ｂ４２．０４±１３．５ｂ ０．３２±０．２１ａ ４．６８±０．３２ｂ － ０．５１±０．１９ｂ４２．７８±１１．５２ｂ０．７６±０．３１ａ ９８１
３０ ０．０５±０．０８ｃ６５．３３±１１．６５ａ４．５２±１．１２ｂ － － － ３０．０４±１２．６３ｂ０．０７±０．１１ｂ １１６０

注：同列数据不含相同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）

表４　温度对圆紫菜突变型品系（ＰＳＬ）叶状体体细胞发育分化的影响
Ｔａｂ．４　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍｔｈｅｂｌａｄｅｏｆｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎ（ＰＳＬ）ｉｎＰｙｒｏｐｉａｓｕｂｏｒｂｉｃｕｌａｔａ

温度

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／
℃

细胞发育类型和百分比 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓａｎｄｔｙｐｅｓｏｆｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｆｒｏｍｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓ／％

正常叶状体

Ｎｏｒｍａｌ
ｂｌａｄｅｓ

畸形叶状体

Ａｂｎｏｒｍａｌ
ｂｌａｄｅｓ

细胞团

Ｃｅｌｌｍａｓｓｅｓ

精子囊

Ｓｐｅｒｍａ
ｔａｎｇｉｕｍ

果孢子囊

Ｃａｒｐｏｓｐｏｒ
ａｎｇｉｕｍ

根丝细胞

再生叶状体

Ｂｌａｄｅｓ
ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ
ｆｒｏｍｒｈｉｚｏｉｄ

放散单孢子

个体

Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ
ｏｆｒｅｌｅａｓｅ
ｍｏｎｏｓｐｏｒｅｓ

丝状体

Ｃｏｎｃｈｏｃｅｌｉｓ

检查个体数

Ｔｏｔａｌ
ｅｘａｍｉｎｅｄ
ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

１８ ４３．１８±０．９８ａ ５４．９８±１．２７ａ ０．７３±０．６４ａ － － － ０．３２±０．１９ａ０．８０±０．１９ａ １０４６
２１ ３７．５３±２．５９ａ ６０．１２±２．６２ａ ０．３６±０．１５ａ － － － １．２９±０．９１ａｃ０．６９±１．０２ａ １００８
２４ ３６．２９±１１．０３ａ６１．２１±１５．８１ａ０．６６±０．４９ａ － － － １．０１±０．４６ａ０．８３±０．２４ａ １００３
２７ １．８９±１．１５ｂ ４０．１９±１６．７５ｂ０．１７±０．１５ａ － － － ５７．７６±３．９１ｂ － １１８４
３０ － ９５．３９±１．８８ｃ － － － － ４．６１±１．３８ｃ － １０５４

注：同列数据不含相同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）
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３　讨论

３．１　圆紫菜叶状体体细胞的发育分化途径
根据圆紫菜离体单细胞再生体中各发育类

型形成的时间顺序及其百分比的相关变动情况，

可认为再生体中不同类型的形成是因其在藻体

中所处的分化阶段不同所致。圆紫菜叶状体细

胞的发育分化可分为以下几个阶段。圆紫菜的

壳孢子处于未分化阶段，类似于动物的原胚细

胞，具有发育成完整叶状体的能力。这时的细胞

处于第一个分化阶段，它们经过数次分裂形成正

常叶状体。随着叶状体继续生长发育，大部分细

胞进入第二分化阶段，它们在离体培养条件下形

成具有类假根的畸形苗，表现为假根细长，附着

力极差。当藻体细胞进入第三个分化阶段，细胞

在离体条件下发育成不具假根的畸形苗，易放散

单孢子。随着藻体细胞的继续分化进入第四分

化阶段，它们在离体培养条件下形成细胞团，与

叶状体相比，细胞团的细胞体积略大且细胞排列

不规则；培养后期，易解体。当细胞进入第五分

化阶段，细胞发生了质的变化，它们会分化成性

母细胞。在离体培养条件下，如果是雄性性母细

胞，先进行分裂形成细胞团，后细胞颜色变浅，形

成精子囊，最后放掉；若是雌性性母细胞，已受精

的细胞会发育成果孢子囊，后放散萌发成丝状

体，未受精的细胞（果胞）不进行分裂，培养一段

时间后，解体。

条斑紫菜和坛紫菜的叶状体离体单细胞的

分化途径已有详细的报道［１９２１］。在 ３种紫菜的
离体单细胞再生体中均出现了正常苗、畸形苗和

细胞团等类型。另外，也发现它们的离体单细胞

的分化途径大致相似，均经历了由正常苗分化到

细胞团，最后形成性细胞的过程。

３．２　光强和温度对圆紫菜叶状体体细胞发育分
化的影响

光强对圆紫菜叶状体体细胞不同类型的形

成没有较大影响，但是弱光会抑制体细胞的分裂

速度，这一结论与光强对条斑紫菜［２２］和坛紫

菜［１０］体细胞发育的影响相似；但光强对圆紫菜体

细胞再生体的单孢子放散具有一定的影响，低光

强和高光强都会抑制单孢子的放散，这一结论与

条斑紫菜［２２］相符。李世英等［２３］证明了高光强不

利于条斑紫菜单孢子的放散，据此推测光强影响

紫菜叶状体和体细胞再生体的单孢子放散机理

是相似的。

温度对圆紫菜离体细胞发育分化有较为明

显的影响。在１８、２１和２４℃组中，再生体各类型
比例均没有较明显的变化，但在２７℃组中，再生
体中放散单孢子的个体明显增多，说明适当的高

温（２７℃）可促进再生体放散单孢子。在高等植
物中，植物组织短期内可对极端温度做出应激反

应，延缓或避免高温对其组织细胞的伤害，在几

小时内完成抗热性锻炼，这期间可能导致细胞畸

形，但当高温时间延长，细胞结构和功能被伤害，

组织细胞因过量蒸腾作用而脱水，导致代谢失

调，光合作用和呼吸作用速率降低，随之生物膜

透性丧失，质液外渗，细胞死亡［２４］。在本文高温

组（２７～３０℃）的再生体中，正常苗的比例极少，
而畸形苗的比例较高，我们推测高温对藻类细胞

的作用机理也与高等植物类似。另外，在３０℃
下，圆紫菜离体单细胞仍具有较高的存活率，这

也说明圆紫菜体细胞具有较高的高温耐受性。

３．３　圆紫菜叶状体酶法育苗的应用前景
丁原平［２５］将条斑紫菜的离体单细胞附于网

绳上进行海上养殖（酶法育苗），发现与壳孢子育

苗相比，酶法育苗具有效率高、产量高以及质量

好等优点。王素娟等［９］进行了坛紫菜体细胞苗

的海区实验，并取得了一定的成效。但由于这两

种紫菜的单细胞在网绳上附着率较低，使得酶法

育苗在生产实践中仍未得到大面积的推广利

用［２６］。我们推测这很可能是因为坛紫菜和条斑

紫菜的叶状体经酶解后，离体单细胞形成的正常

苗比例较低所致。严兴洪等［１９２０］报道了条斑紫

菜种藻日龄１０ｄ时，其再生体中正常苗的百分比
最高，但也仅有７．６％，且正常苗的比率随种藻日
龄的增加而急剧下降；坛紫菜种藻日龄２０ｄ时，
其再生体中正常苗的百分比可达７０％，但也随种
藻日龄的增加而急剧下降，至种藻日龄３０ｄ时，
再生体中正常苗的比率也低于１０％。在本实验
中，圆紫菜叶状体的离体单细胞发育成正常苗的

比例，随藻龄的增加，其下降幅度较慢，在藻龄６０
ｄ时，再生体中正常苗的比率约为４０％，这在一
定程度上可解决条斑紫菜酶法育苗所遇到的问

题。此外，紫菜藻体分离出的离体单细胞和原生

质体具有与亲本相同的遗传特性［２７］，由此发育形

成的叶状体性状稳定，这将为圆紫菜的遗传育种
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提供较好的材料。
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