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复合酶对卡德藻溶壁效果的研究 m
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关键词 卡德藻 o原生质体 o溶壁

早在 t{|u年 o�̄̈µ¦®̈µ就用机械法从藻类中分离

到原生质体 ∀该法靠手工操作 o难度非常大 o原生质体

的得率非常少 o费时费力 ∀t|ys年 o英国 ≤²²®¬±ª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 o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 o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 o但由于海藻多样

独特的细胞壁组成和结构 o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 o成

为原生质体制备 !细胞融合 o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 o并利用正交实验

设计优化其酶解条件 o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 o以期

为微藻细胞遗传操作提供试验材料 ∀

t 材料与方法

1 q1 藻种与培养

卡德藻k Τετρασελµισ¶³ql o由青岛海洋大学海洋生

命学院微藻研究室提供 o属绿藻门 o绿藻纲 o团藻目 o

塔形藻亚目 o扁藻科 ~系单胞藻 o卵形侧扁 o顶部四裂 o

具鞭毛 o两长两短 o游动迅速 o细胞内有一大的杯状色

素体 o具眼点 o约 tu ∗ tw Λ°长 ox ∗ z Λ°宽 o可以自

养或兼养 ∀

卡德藻的培养采用 ×�w培养基≈v 
o在 uv ? u ε o

光照强度 u sss ¬̄的条件下培养 o每天摇动 v ∗ w次 ∀

1 q2 酶与试剂

酶 }纤维素酶类包括纤维素酶k≤¨̄̄ ∏̄¤¶̈ o �±²½∏®¤

�2ts o日本 ≠¤®∏̄·«²±¶«¤lk�l o崩溃酶k⁄µ¬̄¤¶̈ o≥¬ª°¤l

k⁄l o果胶酶类包括离析酶 k �¤¦̈µ²½¼°̈ �2ts o日本

≠¤®∏̄·«²±¶«¤lk�l o果胶酶k°̈ ¦·¬±¤¶̈ o���lk∞l o半纤维

素酶类为半纤维素酶k�¨°¬¦̈¯̄∏̄¤¶̈ o≥¬ª°¤lk≤l ∀

酶溶剂 }s qsx °²̄r�的不同 ³�值的缓冲液 o内含

s qy °²̄r �的渗透压调节剂 k甘露醇 Β山梨醇 � t Β

tl ∀

复合酶溶液的配制 }w种复合酶溶液的组分及浓

度见表 t ~正交实验设计见表 u∀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 q3 卡德藻的溶壁试验

ktl 取指数生长期的藻细胞 k浓度约为 ts
z
¦̈¯̄r

°̄l o在室温下以 w sssµr°¬±的转速离心 x °¬±∀kul用

无菌海水洗涤沉淀的藻细胞一次 o在室温下以 w sss

µr °¬±的转速离心 x °¬±o弃上清液 o将洗好沉淀的细

胞在 x °̄ 酶溶液中悬浮 ∀kvl在恒温kvs ε l水浴中保

存细胞悬浮液 o不时轻轻晃动 ∀kwl定时取出 s qt °̄ 细

胞悬浮液 o加到 t q| °̄ 蒸馏水中 o振荡 ∀显微镜下观

察 o细胞破壁完全 o膨胀变大 !破裂 o并可见有内容物

漏出 o此即为原生质体 ∀

1 q4 原生质体得率的测定

利用渗透压冲击破碎法≈t  ∀取 t qvkul细胞悬浮液

s qt °̄ o 加入到 t q| °̄ 蒸馏水中 o用血球计数板计未

m 国家 {yv青年基金资助项目 {yv2{t|2±2tz号 ∀
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破碎细胞数 Νt ~同样计数 t qvkwl 未破碎细胞数 Νu o

则原生质体得率为k Νt p Νulr Νt ≅ tss h ∀

1 q5 藻株生长动态的确定

按 ts h的接种量接种种子培养液 o光培养 o定时

取样 o用 zxu型分光光度计测量其光吸收值 ∀

1 q6 卡德藻酶解条件的确定

t qy qt 不同复合酶液对卡德藻破壁效果的评

价 在 t qv试验中 o添加不同酶液进行试验 o测定酶

解 t «时的原生质体得率 ∀

t qy qu 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 o取样进行酶解试验 o测定

其原生质体得率 o步骤按 t qv进行 ∀

t qy qv 不同温度对卡德藻溶壁效果的影响

在卡德藻溶壁试验中 o分别在 us ouv ouy ou| ovu ε 下

进行酶解试验 o分别测定原生质体得率 ∀

t qy qw 不同 ³�值对卡德藻溶壁效果的影响

将酶溶解在 ³�值分别为 w qy ox qs ox qw ox qy ox q{ oy qs o

y qu oy qy oz qs oz qx的 s qsx °²̄r�的缓冲溶液中 o在相

同温度 kvs ε l下进行卡德藻的溶壁试验 o分别测定

其原生质体得率 ∀

u 结果

2 q1 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 t∀可见 o卡

德藻的吸收峰在 wws ±°∀在 wws ±°处测得卡德藻的

生长动态曲线见图 u∀由图 u可见 os ∗ t §是卡德藻

的静止生长期 o然后卡德藻进入指数生长期 oy §以后

是平衡和死亡期 ∀

图 t 卡德藻培养液吸收峰的确定

2 q2 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 t∀由表 t

可见 o酶溶液 t的溶壁效果优于酶溶液 u o酶溶液 v的

效果优于酶溶液 w o由此可以看出 o纤维素酶 �2ts与

图 u 卡德藻的生长曲线

崩溃酶相比 o溶壁效果较佳 o因为酶溶液 t和酶溶液

u o酶溶液 v和酶溶液 w的唯一差别在于纤维素酶种

类的不同 ∀同样 o离析酶 �2ts与果胶酶相比 o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

ku h l kt h l kt h l

原生质体得率

k h l

t � � ≤ vt qx{

u ⁄ � ≤ tv quw

v � ∞ ≤ u| q|y

w ⁄ ∞ ≤ ts q|s

表 2  复合酶对卡德藻溶壁正交实验结果

试验号 �

k h l

�

k h l

≤

k h l

空白 原生质体

得率k h l

t t qs s qx s qx t uv q{v

u t qs t qs t qs u vw q{x

v t qs t qx t qx v uv quy

w u qs s qx t qs v ux qzx

x u qs t qs t qx t vw q|u

y u qs t qx s qx u wy q{t

z v qs s qx t qx u vu qws

{ v qs t qs s qx v vv quz

| v qs t qx t qs t vw qvw

Ε t {t q|w {t q|{ tsv q|t |v qs|

Ε u tsz qw{ tsv qsw |w q|w ttw qsy

Ε v tss qst tsw qwt |s qx{ u{ qu{

优水平 u qs t qx s qx

极差 ux qxw uu qwv tv qvv

主次顺序 � � �� ≤
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�2ts的溶壁效果较佳 o但二者溶壁效果相差并不明

显 ∀

因此 o选取酶溶液的组成为纤维素酶 �2ts o离析

酶 �2ts和半纤维素酶 o复合酶溶液的组成与含量以

及正交实验的结果示于表 u∀可以看出 o纤维素酶和

离析酶对卡德藻酶解效果的影响较大 o而半纤维素酶

的影响较小 o主次顺序为 � � �� ≤ ∀从优水平确定酶

溶液的组成为 }u qs h纤维素酶 ot qx h离析酶 os qx h

半纤维素酶 ∀

2 q3 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

v∀可见在藻株的指数生长期时溶壁效果比较理想 o而

在静止期和平衡期死亡期时溶壁效果差一些 ∀因此 o

溶壁试验应选在卡德藻指数生长期时进行 ∀

图 v 生长周期对卡德藻溶壁效果的影响

图 w ³�值对卡德藻溶壁效果的影响

π 柠檬酸 p磷酸二氢钠缓冲液 ~

� 磷酸二氢钠 p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 ³� 值对卡德藻溶壁效果试验结果示于图

w∀可见 o在 ³�值为 y qs时溶壁效果最佳 o而在 ³�较

大或较小时效果差一些 ∀在相同的 ³� 值下 k³� �

x q{l o不同的缓冲液对卡德藻的溶壁效果也不一样 ∀

图 x 温度对卡德藻溶壁效果的影响

2 q5 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 x∀可以看

出 o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 o酶活力逐渐增加 o到 u| ε 达到最大 ~

以后随着温度的升高 o酶活力逐渐下降 o酶解效果也

越来越差 ∀

v 讨论与结语

v qt 本研究中在测定卡德藻的生长曲线时 o

存在着不同程度的藻细胞沉淀问题 o这可以参照金传

荫等 t||x年报道的方法解决 o即将培养液用玻璃匀

浆器匀浆 o并加入适量丙三醇 o混匀使细胞悬浮良

好 ∀在卡德藻的生长曲线中 o有一明显的转折 o这可能

是二次生长所致 o因为卡德藻为兼养藻 o可利用分泌

到细胞外的有机质重新生长 ∀

v qu 本研究表明 o崩溃酶的酶解效果不如纤维

素酶 �2ts o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 o崩溃酶 k浓度为

u h l 在酶溶剂中的溶解性较差 o明显没有溶解完全 o

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 �2ts o这同王素娟

等≈u 的实验结果相一致 ∀在比较酶溶液的组成对羊栖

菜 k Σαργασσυµ φυσιφορµεl原生质体得率的影响时发现 o

在其他实验条件和酶组分相同的条件下 o将酶溶液中

的 u qs h 果胶酶换成 t qs h 果胶酶和 t qs h 离析酶

�2ts o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 o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 m
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肖 天

k中国科学院海洋研究所 青岛 uyysztl

关键词 海洋细菌 o微食物环

素酶和离析酶 ∀同时据王素娟 t||u年报道 o商品纤维

素酶往往含有半纤维素酶 o这就决定了半纤维素酶对

卡德藻的酶解效果影响较小 o含量较低 ∀据 ≠¤°¤§¤等

t|{t年报道 o纤维素酶 �±²½∏®¤ �2ts和离析酶 �2ts

是含有多种多糖水解酶的粗酶 o因而仍不清楚酶解细

胞壁的必需组分 ∀

v qv 卡德藻在不同的生长时期对溶壁效果差

异很大 o这和细胞的生长分裂有很大关系 ∀在细胞的

指数生长期 o细胞处于活跃的生长和分裂状态 o细胞

壁较薄 !胞外分泌物较少 o有利于酶对细胞壁的水解 ~

而在静止期和死亡期 o细胞生长分裂较少 o细胞壁较

厚 !胞外分泌物多 o不利于酶发挥作用 ∀

在不同 ³�以及相同 ³�不同的酶缓冲液下 o酶

对卡德藻的溶壁效果不同 o主要是不同 ³�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 o需进一步研究其对原生质体再生的影响 ∀
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us多年前科学家就认识到海洋细菌在海洋食物

网中的作用 o主要是消耗有机碳 ∀t|zw年 o°²°̈ µ²¼提

出了微型食物网的概念 o并认为微型食物网在海洋生

态系中是非常重要的 o同时 o根据各方面的数据指出 o

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 t|zz年 �²¥¥¬̈ 将落射荧

光显微镜技术应用于海洋细菌的计数后 o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 t|z| ot|{s ot|{u年 o �¤ª¶·µ∏°o

ƒ∏̄µ°¤±和 �½¤°相继发现异养细菌生产力也相当大 o

相当于初级生产力的 ts h ∗ vs h ∀如果海洋细菌的生

长效率是 xs h的估计是正确的 o那么异养细菌的生

产就要消耗大约相当 us h ∗ ys h初级生产力的有机

碳 ∀•¬̄̄¬¤°¶在 t|{t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 o

将使 ys h的初级生产力变成可溶性有机碳 °⁄�≤ o而

这部分有机碳最终将被细菌吸收利用 ∀ �½¤°等科学

家在 t|{v年又提出了微食物环 o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 o并转

化成自身的颗粒有机物被微型的草食性捕食者 o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 o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

k����≤l o全球海洋通量联合研究 k���ƒ≥l和海陆相

互作用研究 k���≤�l等 o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 o积累了大

量的数据 o特别是细菌生物量和生产力时空分布研究

的结果 o验证了 •¬̄̄¬¤°¶t|{t 年和 �½¤° t|{v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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