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根据藻类细胞脱壁程度的不同 o �§¤°¬¦«将脱壁

后的藻细胞分为原生质体 k°µ²·²³̄¤¶·l 和原生质球

k≥³«̈µ²³̄¤¶·l ∀原生质体是指质膜外的细胞壁和包被

层全部除去而保持其余细胞组分的任何基因型的藻

细胞 ~原生质球是指细胞壁被全部或部分除去 o仍保

持质膜外包被层的含全部细胞内组分的部分 ∀当细胞

壁去除后 o原生质体具有以下特征 }ktl 无细胞壁障

碍 o可对膜 !细胞器进行基础研究 o同时可进行遗传操

作 ∀kul具有全能性 o能在人工条件控制下 o进行大量

快速繁殖 ∀kvl可诱导融合 o形成杂种细胞 o为体细胞

杂交提供实验材料 ∀细胞杂交是指用人工的方法把分

离的不同品种或不同种的原生质体诱导融合成杂合

细胞 o再经离体培养 o诱导分化出完整植株的整个过

程 o以及研究其亲代 !子代的性状表现等有关理论和

实际问题 ∀原生质体融合使任何两种海藻细胞进行杂

交成为可能 o为各种海藻的遗传型 o有效地培育具有

各种优良性状的海藻新品种开辟了一条新途径 ∀本文

就海藻原生质体的制备与再生 !融合与杂交等问题予

以综合评述 o以期为利用该技术改良海藻提供参考 ∀

t 海藻原生质体的制备及培养技术

海藻原生质体的制备方法有机械法 !微生物酶

解法和酶法 ∀其中机械法由于原生质体得率太低 o费

时费力 o目前已很少使用 ∀微生物酶解法是利用海洋

细菌与藻体共培养过程中释放出来的特殊酶 o把海藻

细胞壁分解掉从而得到原生质体 o这实际也是酶法 ∀

由于酶法是特定的酶水解藻细胞壁 o具有很强的专一

性 o同时酶解的条件十分温和 o在细胞能够承受的范

围之内 o所以对细胞无伤害 o而且酶法效率高 o从而能

获得大量的有活力的原生质体 ∀

用于原生质体制备的酶类 o大约有两种来源 }

ktl 微生物来源的海藻解壁酶 ∀如从假单胞菌

kΠσευδοµονασ¶³ql
≈x  !产气单胞菌k Αεροµονασ¶³ql !弧

菌k ςιβριο¶³ql !埃氏交替单胞菌k Αλτεροµονασεσπεϕιαναl
≈t 的发酵液或培养液中提取粗酶 o这种粗酶可用于分

离原生质体 ∀微生物来源的海藻解壁酶有 }琼胶酶 !褐

藻酸酶 !卡拉胶酶 !甘露聚糖酶 !木聚糖酶 !紫菜聚糖

酶≈u  ∀

kul 动物来源的海藻解壁酶 ∀如查向东等≈v 从海

兔 k Απλψσια ϖαχαρια)中提取褐藻酸酶 o从疣鲍 k Ηαλιοτισ

τυβερχυλατα)中提取鲍酶 ~�¬½∏®¤°¬等 t||u年从紫海胆

k Αντηοχιδαρισ χρασσισπιναl提取海胆酶 ∀韩宝芹等≈u 研究

了 tw种无脊椎动物消化酶液对海藻的解壁作用 o最

终从滩栖螺 !石鳖和笠贝中制备出海螺酶 ���!石鳖酶

和笠贝酶 o并研究了这 v种酶对 w种绿藻 !z种红藻和

v种褐藻细胞的解壁作用 ∀

目前用于制备原生质体的酶类 o如纤维素酶 !半

纤维素酶 !果胶酶 !崩溃酶 !离析酶等 o已有商品出

售 ∀

海洋藻类的细胞操作可以追溯到 xs年代末期 o

ƒ∏¶«¶利用丝状体蓝藻 k Οσχιλλατορια αµοενα) 制备得到

原生质体 ∀到 zs年代后期 o其他种类的海藻原生质体

的制备也获得了成功 ∀如 �²¥¤¼¤¶«¬用机械法挤压出

羽藻 k Βρψοπσισ µαξιµα) 的原生质体 ~�̈ µ̄¬±̈ µ用 sqxh

≤¨̄ ∏̄̄¼¶¬± k含纤维素酶和半纤维素酶l 酶解得到小球
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藻k Χηλορελλα ϖυλγαρισl 的原生质体 ~�¬̄̄ ±̈ µ等用酶法解

离到肠浒藻k Εντεροµορπηα ιντεστιναλεσl原生质体 o但未

能再生出植株 ~ ≥¤ª¤和 ≥¤®¤¬分离到海带 k Λαµιναρια

ϕαπονιχα) ! 巨 藻 ( Μαροχψστισ πψριφερα) 和 马 尾 藻

( Σαργασσυµ µυτιχυµ)的原生质体 o并把巨藻和马尾藻

的原生质体培养成株 ~≤«̈ ±̈ ¼获得江蓠k Γραχιλαρια τικ2

ϖαηιαε)的原生质体 o目前已培养成株 ~周一红 !王素娟

获得鹧鸪菜 k Χαλογλοσσαλεπριευριιl 的原生质体并培养

成株 ~ �̄²¤µ̈ª等已研究成功了从 �¤°¬±¤µ¬¤̄ ¶̈和 �¬2

ª¤µ·¬±¤̄ ¶̈两个目的海藻中大量制备原生质体及其再

生成苗的技术 ~�¤­­¤§等 t||u年从 Λαµιναρια διγιτατα ,

Μαχροχψστισ πψριφερα , Υνδαρια πιννατιφιδα , Αλαρια εσχυλεντα

的配子体中获得原生质体并培养成正常的丝状体 ∀查

向东等≈v 利用褐藻胶酶和纤维素酶获得裙带菜配子

体原生质体 o并经 w ∗ x周再生成为与普通配子体大

小和形状相同的新的配子体 ∀

对细胞壁的酶解过程有人也作了研究 ∀如 ≠¤2

°¤§¤等 t|{u年利用透射显微技术和扫描显微技术对

小球藻 k Χηλορελλα ελλιπσοιδεα) 酶解过程中的细胞超微

结构作了研究 o试图解释藻细胞能形成原生质体以及

阐述细胞壁结构和细胞稳定性之间的关系 ∀

对影响酶解效果的各种因素也作了研究 ∀王素娟

等≈w 通过羊栖菜k Σαργασσυµ φυσιφορµε)原生质体的分离

和培养 o明确了原生质体酶解的内在因素和外在条

件 o诸如酶溶剂的种类与浓度 !酶及其组成 !酶解温度

及 ³� !采藻时间及采用部位等 ∀� §̈§¼等 t|{|年比较

了各种食品酶及粗酶对 Υλϖα περτυσα , Υ.φασχιατα和

Υ.χονγλοβατα的酶解效果 , 并发现原生质体在同一条

件下再生 o呈现两种再生模式 }一部分原生质体在细

胞壁再生后正常分裂形成藻株 o另一部分原生质体在

细胞壁再生后先转化为生殖细胞 o产生许多游动的孢

子 o然后再萌发长成正常藻株 ∀

以上成果的取得是与分离方法的建立分不开

的 ∀蓝藻细胞壁含有粘肽 o因而可以用溶菌酶消化的

方法制备蓝藻的原生质体 ∀绿藻细胞壁含有纤维素 o

其原生质体的制备是在 ×¤®̈ ¥̈ 用酶解法获得烟草叶

肉细胞原生质体 ∀微藻原生质体分离成功 o为 {s年代

大型海藻原生质体分离和培养研究工作奠定了基

础 ∀

u 海藻原生质体融合与杂交技术

在原生质体分离过程中 o有些相邻的原生质体

会自发地彼此融合而形成同核体 o但这种自发的细胞

融合在体细胞杂交中并没有实际意义 ∀为实现不同来

源的原生质体的诱导融合 o一般需要一种适当的融合

剂 o如 �¤�� v !高 ³� 2高钙离子和聚乙二醇等 o它们

都曾得到了广泛的应用 ∀电融合技术自建立以来发展

很快 o目前已被广泛地应用 ∀尽管目前的融合效率已

有很大提高 o但仍避免不了同一亲本的原生质体之间

相互融合以及多个原生质体融合在一起的情况 ∀真正

两亲本之间的一比一融合的效率仍然很低 ∀≥¦«º̈¬ª̈µ

将电融合与微培养技术结合起来 o建立了单细胞融合

体系是近年来最突出的进展 ∀这种方法是将异源的两

个原生质体移至微滴融合液中 o用直径为 xs Λ°的白

金电极在倒置显微镜下进行显微操作 o然后将细胞移

到覆盖有矿物油的微滴培养基中 k每滴约 xs ±̄l 培

养 ∀这套微培养 !融合系统与电子计算机控制的马达

联系起来 o大大提高了操作速度 o成为非常有前途的

技术体系 ∀它不仅是融合方法上的改进 o也基本上解

决了融合细胞的选择问题 ∀

细胞融合和细胞杂交技术 o使存在很大差异的细

胞质和染色体的重组成为可能 ∀近年来无论是采用化

学融合法还是电融合法 o陆生植物的细胞融合已取得

了很大成功 o使用常规方法难以实现的育种成为可

能 ∀该技术具有很大的潜在应用前景 o在海洋大型藻

类细胞融合方面已有报道 o如 ƒ∏ª¬·¤等 t||s年 o ⁄¤¬

等 t||v年报道的聚乙二醇 k°∞�l 介导的化学融合 ~

�¬½∏®¤°¬等 t||u !t||v年报道的电融合 ~≤«̈ ±等 t||x

年报道了电融合介导的两种 Πορπηψρα( Π. λινεαρισ和

Π. µινιατα)间的细胞融合 ;⁄¤¬等 t||v年报道了 °∞�

介导的两种 Πορπηψρα的种间细胞融合 ∀张大力用纤维

素酶 k�±²½∏®¤ �2tsl制备出袋礁膜 k Μονοστροµα ανγυ2

χαϖα) 和长石莼 ( Υλϖαλινζα) 的原生质体 o然后经 °∞�

诱导融合得异质融合子 o培养成细胞团 o外观象礁

膜 ∀

微藻细胞融合的研究从 zs年代开始 o研究者首

先利用某些微藻的缺壁变种进行细胞融合的研究 ∀一

些研究者利用盐藻和紫球藻等的原生质体进行了细

胞种内和种间的杂交融合研究 o并获得了成功 ∀在日

本曾有小球藻种内细胞融合的成功报道 o并申请了专

利 ∀ ≥¬√¤±等 t||x年用紫球藻的低藻蛋白突变体与

绿色突变体进行原生质体融合 o得到 {个呈红色的融

合子 o说明融合子具有藻红蛋白缺失的互补作用 ∀融

合子的藻胆蛋白和叶绿素含量均比突变体亲本高 o接
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近野生型 o其中一株 ⁄��含量为野生型 ⁄��含量 u

倍 的 稳 定 二 倍 体 ∀ ×­¤«­²±²t||w 年 对 绿 藻

k Υαε µατοχοχχυσ πλυϖιαλισ) 的抗抑制物突变体之间进行

原生质体融合 o所产生的杂交株 o类胡萝卜素的形成

能力比亲本和野生型高 v倍 ∀刘广发等 t||v年用链

霉蛋白酶制得杜氏藻k ∆υναλιελλα¶³ql的原生质体 o采

用聚乙二醇 k°∞�l 2钙离子法将它们与大肠杆菌 k含

氯霉素乙酰转移酶质粒l的球状体进行融合 ∀融合体

酷似杜氏盐藻 ∀它们对氯霉素 k≤°l抗性的显著提高

寓示了大肠杆菌的质粒已转移到融合体细胞中 o而且

融合体的蛋白组分与杜氏藻和大肠杆菌相比 o已发生

了较明显的变化 ∀尽管从融合子对 ≤°抗性之高可推

测大肠杆菌的质粒已转入杜氏藻中 o但遗憾的是未能

从融合子中提取到该质粒 o它们对 ≤°的抗性随着传

代也逐渐降低 ∀实际上杜氏藻是把比它小得多的大肠

杆菌整个吞入细胞内的 o大肠杆菌能否存活 �能否复

制 �正如线粒体的/内共生学说0 那样 o这是个令人感

兴趣的问题 ∀

对影响细胞融合效率的因素也作了研究 ∀如

�¬½∏®¤°¬等 t||u年研究了细胞壁水解酶对 Πορπηψρα

ψεζοενσισ细胞融合效率的影响 ∀实验结果表明 ,来自海

胆 ( Αντηοχιδαρισχρασσισπινα) 和假单胞菌 ( Πσευδοµονασ

¶³ql的粗酶混合物对原生质体电融合的效果最佳 ~对

原生质体存活率的研究结果表明 o在细胞壁水解酶处

理过程中原生质体的活力极大影响着电融合效率 ∀

�¬½∏®¤°¬等 t||v年对影响 Πορπηψρα ψεζοενσισ细胞融

合效率的因素 o如渗透压调节剂 !二价阳离子 !细胞膜

消化酶和原生质体的冷冻贮存做了研究 o结果表明 o

甘露糖或山梨糖醇在浓度为 sqy ∗ sqz °²̄r �时效果

最佳 o葡萄糖次之 ~原生质体经链霉蛋白酶处理有助

于电融合 o而经蛋白酶 �o胰蛋白酶 o磷脂酶 ≤或脂肪

酶处理则抑制细胞融合 ~添加 ts
px ∗ ts

pw
°²̄r �的

≤¤
u n能使融合效率提高约 w倍 o≥µ

u n和 ≤²
u n也能促进

融合 o但效果不如 ≤¤
u n明显 ~原生质体冷冻保存 v «

融合能力基本保持不变 o但在室温时融合能力会逐渐

消失 ∀

在我国细胞融合和杂交技术也得到了广泛应用 o

但大都集中于陆生植物细胞的融合研究方面 o在海洋

藻类上只有极少数的报道 ∀戴继勋等用 °∞�融合法

对刚分离的坛紫菜和条斑紫菜原生质体进行融合 o单

个的异质融合体被挑选出来培养 ot周后开始第 t次

分裂 o w周后发育成细胞团 o但不能分化出完整的植

株 ∀

v 海藻原生质体融合与杂交技术目前

存在的问题

海藻的原生质体融合与杂交技术虽取得了较大

的发展 o但也存在着许多问题和困难 ∀虽然细胞融合

阶段不存在异种间的任何不亲和性 o但在核融合 !染

色体交换 !杂交 o以及融合杂种细胞随后的发育过程

中 o远源物种之间仍存在着严重的不亲和性和排斥

性 ∀有时并未发生真正的核融合 o两亲本的染色体是

相互保守甚至是排斥 o它们所带的基因无法在一个细

胞中同时表达出来 o最终产生了分离 ∀原生质体融合

与杂交技术的另一困难是杂种鉴定问题 ∀杂种鉴定往

往要从遗传 !生化等方面获得有利的证据 ∀所以首选

两亲本也应有某些生化或遗传标记 o但在自然界带有

这类标记的海藻很少 o虽可以人工诱导产生突变体 o

而获得一个真正的突变体不经过几年的时间是无法

获得的 ∀体细胞杂交研究目前属于应用基础与基本理

论研究的范畴 o它涉及核质关系 !不亲和性 !细胞分裂

的控制 !植物细胞全能性的机理 !遗传物质重组等诸

多方面 o通过细胞融合获得一个真正核融合的杂种并

非易事 ∀
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