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复合酶对卡德藻溶壁效果的研究
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早在 年 就用机械法从藻类中分离

到原生质体 ∀该法靠手工操作 难度非常大 原生质体

的得率非常少 费时费力 ∀ 年 英国 ≤ 首先

采用酶解法从番茄幼苗根尖中的细胞用纤维素酶把

原生质体分离出来 从而开创了酶法大量获得原生质

体的新时期 ∀由于此法的创立 才使原生质体培养 !融

合 !转化等的一系列研究得到很大的发展 ∀尽管该技

术被应用于陆生植物已有很长时间 但由于海藻多样

独特的细胞壁组成和结构 其应用仍处于发展阶段 ∀

海洋微藻类因其结构简单和易于培养等特点 成

为原生质体制备 !细胞融合 以及细胞工程和基因工

程研究的极好材料 ∀目前已有许多海藻原生质体制备

的报道 ∀最初海藻原生质体的制备是利用机械法获得

的 近来则大多采用外源多糖水解酶获得原生质体 ∀

以兼养藻为研究对象进行溶壁研究 并利用正交实验

设计优化其酶解条件 迄今未见有关报道 ∀本文采用

复合酶解法对兼养藻 ) ) ) 卡德藻进行溶壁研究 以期

为微藻细胞遗传操作提供试验材料 ∀

材料与方法

1 1 藻种与培养

卡德藻 Τετρασελµισ 由青岛海洋大学海洋生

命学院微藻研究室提供 属绿藻门 绿藻纲 团藻目

塔形藻亚目 扁藻科 系单胞藻 卵形侧扁 顶部四裂

具鞭毛 两长两短 游动迅速 细胞内有一大的杯状色

素体 具眼点 约 ∗ Λ 长 ∗ Λ 宽 可以自

养或兼养 ∀

卡德藻的培养采用 × 培养基≈ 在 ? ε

光照强度 ¬的条件下培养 每天摇动 ∗ 次 ∀

1 2 酶与试剂

酶 纤维素酶类包括纤维素酶 ≤ ∏ ∏

2 日本 ≠ ∏ 崩溃酶 ⁄ ≥

⁄ 果胶酶类包括离析酶 2 日本

≠ ∏ 果胶酶 ° ∞ 半纤维

素酶类为半纤维素酶 ∏ ≥ ≤ ∀

酶溶剂 的不同 值的缓冲液 内含

的渗透压调节剂 甘露醇 Β山梨醇 Β

∀

复合酶溶液的配制 种复合酶溶液的组分及浓

度见表 正交实验设计见表 ∀按所需的种类及浓度

称取一定量的酶溶于已灭菌的酶溶剂中 ∀

1 3 卡德藻的溶壁试验

取指数生长期的藻细胞 浓度约为

在室温下以 的转速离心 ∀ 用

无菌海水洗涤沉淀的藻细胞一次 在室温下以

的转速离心 弃上清液 将洗好沉淀的细

胞在 酶溶液中悬浮 ∀ 在恒温 ε 水浴中保

存细胞悬浮液 不时轻轻晃动 ∀ 定时取出 细

胞悬浮液 加到 蒸馏水中 振荡 ∀显微镜下观

察 细胞破壁完全 膨胀变大 !破裂 并可见有内容物

漏出 此即为原生质体 ∀

1 4 原生质体得率的测定

利用渗透压冲击破碎法≈ ∀取 细胞悬浮液

加入到 蒸馏水中 用血球计数板计未
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破碎细胞数 Ν 同样计数 未破碎细胞数 Ν

则原生质体得率为 Ν Ν Ν ≅ ∀

1 5 藻株生长动态的确定

按 的接种量接种种子培养液 光培养 定时

取样 用 型分光光度计测量其光吸收值 ∀

1 6 卡德藻酶解条件的确定

不同复合酶液对卡德藻破壁效果的评

价 在 试验中 添加不同酶液进行试验 测定酶

解 时的原生质体得率 ∀

不同生长期对卡德藻溶壁效果的影响

在卡德藻不同生长时期 取样进行酶解试验 测定

其原生质体得率 步骤按 进行 ∀

不同温度对卡德藻溶壁效果的影响

在卡德藻溶壁试验中 分别在 ε 下

进行酶解试验 分别测定原生质体得率 ∀

不同 值对卡德藻溶壁效果的影响

将酶溶解在 值分别为

的 的缓冲溶液中 在相

同温度 ε 下进行卡德藻的溶壁试验 分别测定

其原生质体得率 ∀

结果

2 1 出发藻株生长动态的确定

卡德藻培养液的光吸收曲线示于图 ∀可见 卡

德藻的吸收峰在 ∀在 处测得卡德藻的

生长动态曲线见图 ∀由图 可见 ∗ 是卡德藻

的静止生长期 然后卡德藻进入指数生长期 以后

是平衡和死亡期 ∀

图 卡德藻培养液吸收峰的确定

2 2 不同水解酶对卡德藻的溶壁效果

复合酶溶液的组成及溶壁结果均见表 ∀由表

可见 酶溶液 的溶壁效果优于酶溶液 酶溶液 的

效果优于酶溶液 由此可以看出 纤维素酶 2 与

图 卡德藻的生长曲线

崩溃酶相比 溶壁效果较佳 因为酶溶液 和酶溶液

酶溶液 和酶溶液 的唯一差别在于纤维素酶种

类的不同 ∀同样 离析酶 2 与果胶酶相比 离析酶

表 1  不同水解酶对卡德藻溶壁效果的影响

酶溶液
酶 原生质体得率

≤

⁄ ≤

∞ ≤

⁄ ∞ ≤

表 2  复合酶对卡德藻溶壁正交实验结果

试验号 ≤ 空白 原生质体

得率

Ε

Ε

Ε

优水平

极差

主次顺序 ≤
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2 的溶壁效果较佳 但二者溶壁效果相差并不明

显 ∀

因此 选取酶溶液的组成为纤维素酶 2 离析

酶 2 和半纤维素酶 复合酶溶液的组成与含量以

及正交实验的结果示于表 ∀可以看出 纤维素酶和

离析酶对卡德藻酶解效果的影响较大 而半纤维素酶

的影响较小 主次顺序为 ≤ ∀从优水平确定酶

溶液的组成为 纤维素酶 离析酶

半纤维素酶 ∀

2 3 卡德藻不同生长期对溶壁效果的影响

不同生长期对卡德藻溶壁效果的影响示于图

∀可见在藻株的指数生长期时溶壁效果比较理想 而

在静止期和平衡期死亡期时溶壁效果差一些 ∀因此

溶壁试验应选在卡德藻指数生长期时进行 ∀

图 生长周期对卡德藻溶壁效果的影响

图 值对卡德藻溶壁效果的影响

π 柠檬酸 磷酸二氢钠缓冲液

磷酸二氢钠 磷酸氢二钠缓冲液

2 .4 πΗ值对卡德藻溶壁效果的影响

不同 值对卡德藻溶壁效果试验结果示于图

∀可见 在 值为 时溶壁效果最佳 而在 较

大或较小时效果差一些 ∀在相同的 值下

不同的缓冲液对卡德藻的溶壁效果也不一样 ∀

图 温度对卡德藻溶壁效果的影响

2 5 温度对卡德藻溶壁效果的影响

温度对卡德藻溶壁试验结果示于图 ∀可以看

出 温度对卡德藻酶解效果的影响很大 ∀从低温时随

着温度的升高 酶活力逐渐增加 到 ε 达到最大

以后随着温度的升高 酶活力逐渐下降 酶解效果也

越来越差 ∀

讨论与结语

本研究中在测定卡德藻的生长曲线时

存在着不同程度的藻细胞沉淀问题 这可以参照金传

荫等 年报道的方法解决 即将培养液用玻璃匀

浆器匀浆 并加入适量丙三醇 混匀使细胞悬浮良

好 ∀在卡德藻的生长曲线中 有一明显的转折 这可能

是二次生长所致 因为卡德藻为兼养藻 可利用分泌

到细胞外的有机质重新生长 ∀

本研究表明 崩溃酶的酶解效果不如纤维

素酶 2 这可能是因为崩溃酶在酶溶剂中的溶解性

不佳所致 ∀因为在配制酶溶液时 崩溃酶 浓度为

在酶溶剂中的溶解性较差 明显没有溶解完全

试管底部仍有较多酶粉末存在 而纤维素酶在酶溶剂

中的溶解性较好 ∀

果胶酶的溶壁效果不如离析酶 2 这同王素娟

等≈ 的实验结果相一致 ∀在比较酶溶液的组成对羊栖

菜 Σαργασσυµ φυσιφορµε 原生质体得率的影响时发现

在其他实验条件和酶组分相同的条件下 将酶溶液中

的 果胶酶换成 果胶酶和 离析酶

2 就能明显提高原生质体的得率 ∀

本研究最后确定的酶溶液的组成和浓度同卡德

藻的细胞壁组成是密切相关的 ∀因为其细胞壁组分主

要为纤维素和果胶质 所以酶溶液的主要成分为纤维
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海洋细菌在微食物环中的作用
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肖 天

中国科学院海洋研究所 青岛

关键词 海洋细菌 微食物环

素酶和离析酶 ∀同时据王素娟 年报道 商品纤维

素酶往往含有半纤维素酶 这就决定了半纤维素酶对

卡德藻的酶解效果影响较小 含量较低 ∀据 ≠ 等

年报道 纤维素酶 ∏ 2 和离析酶 2

是含有多种多糖水解酶的粗酶 因而仍不清楚酶解细

胞壁的必需组分 ∀

卡德藻在不同的生长时期对溶壁效果差

异很大 这和细胞的生长分裂有很大关系 ∀在细胞的

指数生长期 细胞处于活跃的生长和分裂状态 细胞

壁较薄 !胞外分泌物较少 有利于酶对细胞壁的水解

而在静止期和死亡期 细胞生长分裂较少 细胞壁较

厚 !胞外分泌物多 不利于酶发挥作用 ∀

在不同 以及相同 不同的酶缓冲液下 酶

对卡德藻的溶壁效果不同 主要是不同 和离子影

响了酶的活力 ∀

本文只研究了各种因子对卡德藻溶壁效果的影

响 需进一步研究其对原生质体再生的影响 ∀
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多年前科学家就认识到海洋细菌在海洋食物

网中的作用 主要是消耗有机碳 ∀ 年 ° 提

出了微型食物网的概念 并认为微型食物网在海洋生

态系中是非常重要的 同时 根据各方面的数据指出

微小的异养生物能消耗大量溶解的和颗粒的有机

物 ∀他的这些观点和假设到 年 将落射荧

光显微镜技术应用于海洋细菌的计数后 得到了广泛

的认同 ∀因为荧光技术的应用使人们发现海洋中存在

着大量的细菌 ∀随后在 年 ∏

ƒ∏ 和 相继发现异养细菌生产力也相当大

相当于初级生产力的 ∗ ∀如果海洋细菌的生

长效率是 的估计是正确的 那么异养细菌的生

产就要消耗大约相当 ∗ 初级生产力的有机

碳 ∀• 在 年根据细菌生物量和生产力也得

到了同样的结果 他还认为初级生产力的生产过程

将使 的初级生产力变成可溶性有机碳 °⁄ ≤ 而

这部分有机碳最终将被细菌吸收利用 ∀ 等科学

家在 年又提出了微食物环 即相当数量的有机

物是通过原核生物和非常小的真核生物的利用 并转

化成自身的颗粒有机物被微型的草食性捕食者 捕食

后者再被大的浮游动物捕食进入主食物链 ∀而上述过

程被称之为微食物环 ∀这一概念的提出 使海洋生物

学家对海洋细菌的生物量和生产过程更加关注 ∀一些

国际海洋研究项目如全球海洋生物系统动力学研究

≤ 全球海洋通量联合研究 ƒ≥ 和海陆相

互作用研究 ≤ 等 都把海洋细菌的研究作为主

要内容之一 ∀

近几年来随着对海洋细菌研究的增多 积累了大

量的数据 特别是细菌生物量和生产力时空分布研究

的结果 验证了 • 年和 年的假

设和推论 ∀海洋细菌生物量和生产力的最新研究表明
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