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摘 要： 研究采用雌雄营养组织块和营养细胞进行培养，以了解坛紫菜单性营养细胞的生长发育情况。结果表明，坛紫

菜雌性营养细胞无论在组织水平还是在细胞水平均以产生红色果胞或果孢子细胞为主，有少量细胞发育成精子囊，并放

散精子。雄性营养组织和营养细胞以产生精子为主，但不能再分化成丝状体；产生的少量果孢子细胞能发育成丝状体。

因此，在室内培养条件下，坛紫菜单性叶状体都能产生两性细胞，它们的差异只是不同性细胞所占的优势不同，并讨论了

单性叶状体的产生。
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    紫菜是目前世界上人工栽培海藻中经济价值最高

的种类。中国的紫菜栽培种有 2个，南方为坛紫菜

(Porphyra haitanensis Chang et Zheng)，北方为条斑紫

菜(Porphyra yezoensis Ueda)。坛紫菜盛产于我国闽、

浙两省，在两大栽培紫菜中产量最高，生产面积最多，

已成为我国南方沿海地区的支柱产业。

    自从成功用酶法分离获得紫菜体细胞和原生质体

以来，已有一些藻类学家采用液体培养法和固体培养

法对紫菜营养细胞的生长发育进行了研究[矧 。紫菜

是否存在单性生殖仍是一个值得研究的问题[7】。最近

有报道坛紫菜雌性和雄性叶状体的单克隆丝状体培育

和单性生殖，但是纯系丝状体产生的途径并不清楚，仍

有探讨的必要[8一iii。本文利用坛紫菜雌雄异体的特

性，将其雌雄叶状体的营养细胞从细胞水平和组织水

平分别进行隔离培养，探索其生长发育的规律和特点。

1材料与方法    ’

1.1材料

    坛紫菜叶状体采自浙江省象山县紫菜养殖场，然后

经阴干密封于封口袋中，于- 20℃冰箱中冻存备用。

1.2试剂

    海螺酶，由中国海洋大学海藻遗传学实验室自制，

保存于- 2Q℃冰箱中；纤维素酶 R-10，购自赛恩斯生

物技术公司；其余试剂均为进口或国产分析纯试剂。

1.3培养基

    试验中所用培养基均为加入 N，P营养盐的消毒

海水（10  mg -L -'NaN03和 1 mg'k一'KH2P04）Clz:l
1.4方法

    试验前将坛紫菜叶状体在消毒海水中复苏24 h，

然后挑选雌雄个体，单棵在显微镜下切取营养组织(2

-3 mm)分别放在培养皿中隔离培养。将去除生殖细
胞的雌雄叶状体分别切成2 mm×2 mm左右的碎片，
加入 2% 的海 螺 酶、1% 的 纤维 素酶 R-10和

1.5 mol．L-t的葡萄糖，20-25℃酶解2-3 h后，紫菜

细胞变得松动，加入少许海水使细胞游离，用筛绢(200
mesh)过滤。将滤液180×g离心，用消毒海水多次洗
涤离心，以彻底去除残留的酶液。将收集到的雌雄叶

状体营养细胞分别放入培养皿中置培养箱中进行隔离
培养。

    培养条件：温度为 20℃和 25℃，光照密度为40

ysnol．m- z.s.-量，光周期12 L:12 D，雌雄组织块和雌雄
营养细胞的培养每5d更换1次培养液，每个培养皿为

50 mL培养液。在XD-101倒置显微镜下进行观察和
照相记录。

2 结果

2.1雌性营养组织的发育

    在培养的1-2周后，组织块表现出明显的极性再
生现象，向梢部的切面细胞膨大并不断分裂生长，形成
新的各种形状、大小不一的叶状体尖端，颜色较深（见

图1.1）；组织块向基部一端的切面细胞伸长成管状，颜
色很浅，形成大量根丝细胞（假根）（见图1.2）。另外一
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些组织块的两侧形成叶状体尖端。而且还发现只有在

切口的边缘细胞才能表现出极性，形成小叶状体或假
根。

    培养前期，根端细胞呈砖红色，苗端细胞变红，组
织块中央细胞仍为绿色。经过一段时间培养，组织块

细胞均呈现红褐色。随后，有些组织块多数细胞变为

浅绿色，细胞间隙增大，色素弥散逐渐死亡，但胶质没
有分解。有些深红色细胞团形成（见图1.3），且壁较

厚，有些组织块中有零散的红细胞分布，多数分布于切
口边缘。25℃下组织块生长发育速度比20℃快，形成

的红色细胞团比20℃要多。剩余少量存活的细胞除
形成红色细胞团外，少数原位萌发成小叶状体或畸形

苗（见图1.4 -1.5）。最后深红色细胞团逐渐向丝状体
方向发展。此外，在组织块中还发现有些细胞经细胞

分裂形成精子囊细胞（见图1.6 -1.7），最后成为精子

而消失。有些营养细胞不形成细胞团，而是细胞体积
增大逐渐变红（见图 1.8），直接形成丝状体，甚至有少

数细胞经分裂直接形成孢子囊枝（见图1.9）。

    图1  雌性营养组织块的发育情况(比例尺= 20 pm)

    Fig.l  The development of female vegetative tissue

    All scale bars= 20  p.m
（1．再生的锯齿状叶状体尖端；2．再生的管状假根；3-4．畸形叶

状体；5．小叶状体；6-7．类精子囊细胞；8．类果孢子细胞；9．细

胞直接形成的孢子囊枝

1. The regeneration of denticulate blade;2.The regeneration of tubular

 rhizoid;3 -4.The abnormal thallus;5.Small thallus;6 -7.  Sperma-

ti*like cells;8.Carpospore—like cells;9.Conchosporangial branches

 from cell directly)

2.2雄性营养组织的发育

    培养前期与雌性营养组织块发育情况类似，同样

表现出明显的极性再 生现象，假根一侧细胞 同样呈砖

红色。培养过 程 中组织块 细胞首先 由绿色变为红褐

色，然后从苗端边缘细胞开始细胞不断分裂形成精子
囊呈浅黄色（见图2.1-2.2），然后放散大量精子细胞。

在此发育过程中，观察到有类似原生质体的细胞形成
（见图2.3-2.4），但没有发育成小叶状体而是逐渐退

化，同时伴随大量细胞死亡，细胞壁破裂内含物外流。
    25℃下组织块的生长发育速度要快于20℃。组

织块中有极少数红色细胞和红色细胞团，类似果胞及
果孢子囊（见图2.5）、丝状体（见图2.6）及小叶状体的

形成（见图2.7 -2.8）。红色细胞团部分颜色逐渐变

浅，趋于死亡；部分形成丝状体。远离假根一端的组织
块发育要快于近假根端的组织块。

    放散的精子细胞经 1.0 mg - L-'6-苄基腺呤(BA)
和0.1 mg-L-'奈乙酸( NAA)处理后没有进一步的分  ！
化。

    图2 雄性营养组织块的发育情况（比例尺= 20肚m）

    Fig.2  The development of male vegetative tissue.

    All scale bars= 20  y_m
（1．成熟呈浅黄色的苗端；2．精子细胞的放散；3-4．类似原生质体  一

的细胞；5．红色细胞团；6．丝状体；7-8．紫菜小叶状体

1. The yellowish and mature blades;2  Releasing of sperm cell; 3-4.

Protoplast - like cells;5.Reddish cell masses;6.Conchocelis filament;

7-8.Small thalli of Porphyra)

2.3雌性营养细胞的发育

    培养的第 2-3 d原生质体形成细胞壁，部分细胞

完成第一次分裂（见图 3.1），细胞色素体明显。但多数

细胞仍处于原生质体或单细胞状 态，部分细胞开始退

化。经过一段时 间培养，部分细胞分裂 多次形成正常

小叶状体，也有部分形成畸形苗，另有部分细胞经细胞

分裂几次形成黄绿细胞团（见图 3.2），其中多数细胞体

积增大，色素体弥散，颜色变红，类似果胞，细胞团外壁 1

增厚，细胞排列较不 紧密，多数原 位萌发形成丝状 体

（见图 3.3-3.4）。另有一些细胞发育成类似果孢子囊



细胞，并逐渐释放分化发育成丝状体（图3.5-3.7），萌
发方式有单极或多极。在细胞团中，另有少部分细胞
进行细胞分裂，形成精子囊状细胞，细胞色素浅黄，逐
渐形成精子细胞，随后放散精子（图3.8 -3.9）。还有
少数黄绿色细胞团中的细胞，色素变浅，最后退化死亡

（见图3.10）。在细胞团中也有极少数细胞直接萌发形
成小叶状体（见图3.11），少数细胞直接形成孢子囊枝
（见图3.12），25℃明显多于20℃，经培养能正常放散
壳孢子．

    图3 雌性营养细胞的发育情况(比例尺= 20lum)

    Fig.3  The development of female vegetative cells.

    All scale bars= 20 Um
  （1．单细胞和分裂一次的细胞；2-3．分裂2次的黄绿色细胞团；4.

  黄绿细胞团中的细胞原位萌发形成丝状体；5-7．红细胞团放散孢

  子且萌发成丝状体；8-9．红色细胞团部分变浅黄色部分变红色；

  10．精子囊细胞；11．细胞团中细胞形成的紫菜小叶状体；12．细胞
  直接形成的孢子囊枝

  1.A stngle cell and a cell that has undergone one ceH division; 2-3.

  Yellowish green cell masses that have undergone cell division twice;4.

  Conchocelis germinated from cells in yellowish green cell masses;5 -7.

  Releasing of carpospores from reddish cell masses and germinating into

  conchocelis; 8-9.Some cells become yellowish and some become red

  in reddish cell masses; 10. Spermatangial cells; 11. Seedlings from

  cells of cell masses; 12. Conchosporangia! branches developed directly

  from cells)

2.4雄性营养细胞的发育

    培养的第 2-3 d，原生质体形成细胞壁。但有些

细胞内部开始解体逐 渐退化死 亡。经过一段 时间培

养，部分细胞多次分裂形成正常或多种畸形 小叶状体

（见图4.1-4.3）。这些小叶状体都能发育成熟，有精

子囊和果孢子囊。其中畸形苗主要是细胞团状结构。

黄色细胞团（见图4.4-4.5）放散精子细胞（见图4.6），

分化为精子囊群，由于精子囊细胞的不断分裂，使一些

培养皿中都是精子囊群或精子细胞（见图4.7），随后解

体退化。另有少数细胞团呈红色细胞，分化为果胞，形

成果孢子囊，并放散果孢子，发育成丝状体（见图4.8）。

在不同的培养皿中细胞的生长发育速度存在一定差

异。精子囊分化较果孢子囊细胞分化较早。有些细胞

团形成分枝状的类似愈伤组织的结构（见图 4.9）。2

种温度中，以25℃较20℃培养的生长发育较快。

    图4 雄性营养细胞的发育情况(比例尺= 20 y_m)

    Fig.4  The development of male vegetative cells

    All scale bars= 20 Um
（1．具假根的紫菜小叶状体；2．红色细胞团；3．无假根的紫菜小叶

状体；4．细胞分裂形成的黄色细胞团；5．畸形苗成熟变浅黄色；6．

细胞团放散精子细胞；7．精子囊群；8．丝状体；9．不断分裂形成的
类似愈伤组织的结构

1. Seedling with rhizoid;2.Reddish cell masses;3.Seedling with no

 rhizoid;4.Yellowish cell masses;5  Spermatangial cells released from

 cell masses;6.Spermatangial cells released from cell masses;7.Sper-

matangial groups;8.Conchocelis;9.Callus-like structures developed

 from cells)

3 讨论

    从雌雄营养组织的发育过程来看，在发育前期均

表现出明显的极性再 生现象，向叶尖的切面细胞膨大

并不断分裂生长，形成新的各种形状、大小不一的叶状

体尖端 ；组织块 向基部一端的切面细胞伸长成管状，形

成大量假根，不受温度条件的影响。极性是细胞分裂

之前，因胞质组分不均匀分布，向某一方 向局部聚集，

聚集端和没有 聚集的一端之 间就形 成了极性。这 与



  Notoya[13]的研究结果是一致 的。而在梅俊学[14]的研

  究中坛紫菜未培 养出再 生植株，这大概是选择的材料

  较老，与再生叶状体的能力较差有关 。

    在高温和低温下雌雄组织块均形成红色细 胞团，

  且红色细胞团的发育方向一致。但 25℃下的生长发

  育速度要明显快于 20℃。此外，25℃下形成的孢子囊

  枝明显多于 20℃。在同样的温度条件下，雌性组织块

  的发育速度比雄性组织块慢，雄性组织块 在大 部分细

  胞死亡的部分细胞 间的胶质膜完全分解，用镊子难 以

  夹起，而雌性 组织块在细胞死亡后一段 时间内藻体胶

  质膜仍存在，呈透明状。雄性营养组织块形成 的类似

  原生质体的游离细胞可能是具有分解细胞壁物质能力

  的细菌酶酶解或体细胞突变不能形成细胞壁的结果，

  而不是放散的单孢子，因为真正放散单孢子的种类其

  形成和放散单孢子是从藻体顶端和边缘开始，且放散

  过程中并不伴随大量细胞的死亡。且这些游离的细胞

  没有进一步发育形成叶状体或丝状体。

    雌性营养细胞经酶解后多数能以不同方式形成丝

  状体，这与雌性组织块 的发育途径是不同的。这可能

  是由于酶解后的细胞之间相互作用减少，独立性增强 ；

  而组织块的细胞没有分开，其间相互影响，相互限制，

  相互竞争，相互作用较显著，只有少数细胞存活进行发

  育，细胞的这种排列方式也决定了其发育方向的不同。

  而雄性 的营养细胞和组织块 的发育是基本相同的。说

  明细胞间的相互影响对雌性细胞的作用要明显大于雄

  性细胞。

    培养过程中形成的精子细胞进 行分离培 养，采用

  激素处理后均 不能 去分 化和再分化 为叶状体或丝状

  体，这可能是精子囊 已经不是完整的细胞或发育过程

  中特 定 基 因 表 达 的 结 果，且 是 不 可 逆 的。这 与

  Polne[ls]和戴继勋[2】的研究结果是一致的。

    最近刘必谦等报道，利 用坛紫菜配子体 （叶状体>

  单个细胞分离克隆培育 出孢子体（丝状体）纯 系【7】，并

  扩大培养转入传统育苗和海上养殖，其附着率、叶片质

  量和性成熟等经济性状均比未经选育的野生菜 占有优

  势‘8l。严兴洪等应用同样的技 术，发表 了坛紫菜的单

  性生殖（繁殖）与纯系的建立[ 9-11】。即由单雌或单雄生

  殖产生的丝状体其生长发育正常，由它们释放的壳孢

  子其性别全为单性 ，即单雌生殖 产生的丝状体后代叶

  状体全为雌性，而 由单雄生殖产生的丝状体后代叶状

  体全为雄性。关于海藻 的单性 生殖，在海带中雌配子

  体成熟后进行单性生殖，孢子体（叶状体 ）经染色体 自

  然加倍，后代孢子体成熟后，全为配 子体‘16]。曾有报

  道某些紫菜孢子体的染色体为 1咒[17-22，这暗示紫菜有

  单性 生殖的可能性。即紫菜配子体细胞不经过受精，

  而直接发育成丝状体 （1n孢子体 ）办最近作者的研究

  表明，紫菜的减数分裂发 生在孢子体双分孢子 的形成

  到壳孢子的第一次细胞分裂[23-24)。因此，紫菜叶状体

  是 1个不同基 因分离重组细胞的嵌合体。

    利用酶法分离紫菜配子体细胞获得纯 系丝状体有

2个途径 ：一是单性生殖或单性发育，另一个是 1n配子

体细胞分化为雌雄两性生殖细胞，自体 受精。因此，从

单性 叶状体的组织培养看，不能培育出纯 系。用细胞

培养单性叶状体酶法解离的单个细胞，避开了基因重

组细胞嵌合体的干扰。本研究的细胞培养表 明，坛紫

菜雌性或雄性叶状体都能分化出 2种性 细胞，严兴洪

在雄性 叶状体的细胞培养 中也观察到 2种性细胞，其

纯系丝状体更可能是两性配子 自交的结果。单性叶状

体的产生是否存在性别不育基因，是 1个考虑的因素。

关于坛紫菜纯系丝状体产生的途径以及性 别决定和性

别发育的问题就 目前 的资料 尚缺乏有说服力的证据，

还有待今后深入细致的研究去加以解决。
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 Study on the Development of Unisexual Thalloid Cells of Porphyra haitanensis

                                                             WANG Juanl,  DAI Ji_Xun2

(1. Department of Life Scienceh Heze University, Heze 274015, Chinai 2. College of Marine Life Science, Ocean University of

China, Qingda0 266003, China)        '

Abstract:    In order to learn more about the growth and development of unisexual vegetative cells of Porphyra

haitanensis, female and male vegetative tissue$ and cells of P. haitanensis were cultured separately in this

study. The results showed that many reddish carpogonia or carpospores, few spermatangia and sperms were

found in female vegetative tissue and cells. However, in male vegetative tissue and cells, many sperms were ob-

served and they could not develop into conchocelis. Conchocelis could be found from few carpospores. There-

fore, both of the thalli of Porphyra haitanensis with single sex could generate male and female cells. The dif-

ference was that the advantage of different sex cells was different. The generation of unisexual thalli was also

discussed.

Key words:    Porphyra haitanensis ; vegetative tissue; vegetative cell;  development


