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微拟球藻原生质体制备与再生 
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摘要: 综合考虑酶混合液处理时间和初始细胞密度两个因素, 选取终浓度为 4%半纤维素酶和 2%崩溃

酶的酶混合液对一株海洋经济微藻——微拟球藻(Nannochloropsis oculata)进行原生质体的制备与再生, 

Calcofluor White 染料染色可在荧光显微镜下观察到完整的原生质体细胞。实验结果表明: 同一初始密

度藻细胞酶处理 1~3 h 制备率较高; 酶处理相同时间较高初始密度(2×107~3×107 cells/mL )的藻细胞制

备率较高, 并且原生质体在再生培养基上可再生, 生长趋势与野生型细胞一致。考虑到酶处理时间过

长或者密度过大会对原生质体的再生产生影响, 本实验选择最适酶处理时间为 1h, 初始细胞密度为

2×107 cells/mL。 
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随着陆地资源的日益匮乏 , 开发和利用海洋 , 
从海洋生物资源中索要食品、药品和能源已成为人

们的共识, 也是研究者的研究重点和热点。海洋微藻
是海洋生态系统中重要的初级生产者 , 种类繁多 , 
数量庞大, 尤其是一些经济微藻已经成功地为人类
提供了丰富的资源。但是, 自然资源的开发在一些研
究和应用领域已经不能满足人类的需求, 随着基因
工程技术与手段的成熟与开发, 通过对海洋微藻进
行基因工程操作来研究和开发微藻已成为生产高附

加值产品和选育藻种的重要手段。但相对于高等植

物和大型藻 , 微藻基因工程改造才刚刚起步 , 其中
微藻原生质体的制备是基础。本文旨在寻求一种高

效简便的海洋微藻原生质体制备和观察方法, 从而
为在微藻中进行基因工程操作奠定基础。 

微拟球藻(Nannochloropsis oculata)是单细胞真
胞藻, 属真眼点藻纲, 长 2～5 µm[1-3], 广泛分布于海
水、淡水中。它不仅被广泛用于水产动物的饵料[4], 
还是许多高附加值产品的重要来源, 如蛋白、色素、
多不饱和脂肪酸等 [5], 是一个具有较高经济价值的
海洋藻种, 也是进行遗传育种改造的良好材料。本研
究在 Chen 等[8]方法的基础上, 综合考虑酶处理时间
和初始细胞密度两个因子 , 选取半纤维素酶
(Hemicellulase)和崩溃酶(Driselase)混合液制备原生
质体。同时将原生质体细胞染色后于荧光显微镜下

观察拍照, 并进行了原生质体细胞的再生实验。 

1  材料与方法 

1.1  实验试剂及仪器 
微拟球藻培养基母液配制使用的生化试剂均由

国药集团化学试剂有限公司生产。光照培养箱购自

南京金恒实验仪器厂。 
制备原生质体所用半纤维素酶 (Hemicellulase)

和崩溃酶 (Driselase)以及原生质体染料 Calcofluor 
White均购自美国 Sigma公司。  

再生培养基: 在新鲜 f/2 海水培养基中添加渗
透压稳定剂(0.2M KCl 溶液)和原生质体膜稳定剂
(0.1% CaC12), 固体培养基另加 1.0%～1.2% 琼脂
制备。 

1.2  藻种培养 
微拟球藻(Nannochloropsis oculata)购于澳大利

亚微藻种质库(Australian CSIRO Collection of Living 
Microalgae, http://www.cmar.csiro.au/microalgae), 编
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号为 CS-179。 
培养条件: 选用青岛近海海水, 经 0.4 μm 滤膜过

滤后高压蒸汽灭菌。培养基为新鲜 f/2 海水培养基[6-7], 
pH 为 7.8, 培养温度 25°C±1℃ , 盐度 30‰, 70 
μmol/(s·m2)光照连续培养, 光暗比为 12h:12h。培
养容器为三角烧瓶, 置于光照培养箱中培养。 

1.3  原生质体的制备 
1.3.1  藻细胞的预处理 

取培养至指数生长期的藻细胞培养液进行计数, 
在 8 000 r/min下离心 10 min收集藻细胞, 用 500 µL
新鲜的 f/2海水培养基冲洗细胞 2～5次, 保证细胞表
面无营养盐和其他杂质以减少对原生质体制备的影

响, 再重悬于 500 µL新鲜的 f/2培养基中。 

1.3.2  原生质体的制备方法 
微拟球藻原生质体的制备在酶处理液的选择上

参照 Chen等[8]文献。实验选取处于指数生长期的藻

细胞 , 在 500 µL 密度为 1×107 cells/mL, 2×107 
cells/mL, 3×107 cells/mL 的藻细胞液中加入终浓度
为 4%半纤维素酶和 2%崩溃酶溶液, 调 pH为 5.0, 用
锡箔纸包被, 保证严格避光, 于摇床上进行 80 r/min, 
37℃ 孵育, 分别在酶处理 0.5, 1, 2, 3, 3.5, 4, 4.5 h 7
个时间点取样, 用 Calcofluor White染料进行染色后
观察原生质体制备情况。对同一视野分别在可见光

和荧光激发下进行观察拍照, 每次取样至少拍摄三
个视野, 计算酶处理不同时间不同密度藻细胞原生
质体的制备率。计算公式如下:  

 
原生质体制备率(%) =                               ×100% 

 
1.3.3  原生质体的显微观察 

按照 Calcofluor White染料的使用说明[9]进行原

生质体显微观察样品的制备: 取 20 µL 制备的原生
质体细胞于 250 µL PCR管中, 加入 10 µL Calcofluor 
White染料和 10 µL 10% KOH溶液, 室温孵育 1 min
以上 , 然后置于荧光显微镜在蓝光 (波长范围为
300～400 nm)激发下观察。 
1.3.4  原生质体细胞的再生 

分别取 7个时间点酶处理样品 100 µL原生质体
细胞以 1 000 r/min转速离心 5 min收集, 用 500 µL
新鲜的 f/2 海水培养基轻轻重悬冲洗两次, 再加入  

5 mL新鲜的 f/2海水培养基, 在 200 r/min, 28℃培养
3～5 d。离心收集后重悬于 20 µL新鲜的 f/2海水培
养基中, 均匀涂布于再生培养基平板上, 于 25℃光
照培养箱中培养。每个样品设置 3个重复。 
1.3.5  原生质体再生率的计算 

取 100 µL酶处理后的原生质体悬液, 分别使用低
渗溶液(无菌水)和高渗溶液(0.2 mol/L KCl溶液)进行重
悬处理, 静置 60 min后混匀取样用血球计数板进行计
数。同时, 将无菌水和高渗溶液稀释后的悬液分别接入
低渗平板和再生平板, 置于 28℃光照培养箱中培养, 
长出藻落后计数, 计数方法参照王明兹等[10]的方法。 

 
 

原生质体再生率(%)=                                                                 ×100% 
 

2  实验结果与讨论 

2.1  不同酶处理时间和细胞密度对原生质

体制备率的影响 
对不同密度藻细胞(1×107, 2×107, 3×107 cells/mL)

进行不同酶处理时间, 统计 7 个时间点取样的原生
质体细胞制备率如图 1 所示。发现对同一密度藻细
胞处理 1~3 h内原生质体制备率较高, 并且在这 3个
时间点上相差不大。但是酶处理时间小于 0.5 h或者
大于 3 h制备率都会下降。酶处理时间是影响原生质
体制备率的一个重要因子。考虑到酶处理时间过长

会对原生质的复壁产生影响, 因此本实验认为适宜
选用的酶处理时间为 1 h。 

对不同密度藻细胞进行酶处理相同时间比较发

现, 高密度的藻细胞要比低密度的藻细胞制备率较
高, 见图 1。显微镜下观察不同密度藻细胞原生质体
细胞酶处理 1 h后发现细胞比较完整, 且视野内没有
出现藻细胞碎片。本实验选细胞密度为可能对 2×107 
cells/mL进行原生质体制备。 

不同的藻细胞密度和不同的酶处理时间都是制

约原生质体制备率的关键因子。实验发现对同一细

胞密度的藻细胞, 酶处理时间过短或者过长都会降
低原生质体的制备率, 因此制备原生质体时必须选
取合适的处理时间。酶处理时间短制备率低可能是

因为酶反应时间不够充分, 来不及将更多的藻细胞
制备成原生质体; 而延长处理时间可能使已经制备

荧光显微镜下观察到的藻细胞数目

显微镜可见光下观察到的细胞数目

高渗溶液稀释后接入再生平板藻落数—无菌水稀释后接入低渗平板藻落数 

悬浮于高渗溶液的细胞数—悬浮于低渗溶液的细胞数
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出的原生质体发生破裂导致原生质体制备率降低。

因此, 本实验建议选取的酶处理时间为 1 h。 

 

图 1  不同细胞密度藻细胞进行酶处理不同时间原生质体
的制备率  

Fig. 1  Treatment time and different densities on the effi-
ciency of protoplast preparation by enzym digestion 

A.细胞密度分别为 1×107 cells/mL; B.2×107 cells/mL; C.3×107 
cells/mL 
A. The cell density of 1×107 cells/mL; B. 2×107 cells/mL; C. 3×107 
cells/mL 

 
与 Chen 等[8]的实验相比较, 本研究进行了藻细

胞密度对原生质体制备率的影响的实验。实验证明

不同密度藻细胞原生质体制备率也不同, 在一定范
围内, 原生质体的制备率随着细胞密度的增加而增
加。当初始藻细胞密度达为 2×107 cells/mL, 原生质
体的制备率接近 90%。该实验结果与椭圆小球藻
(Chlorella ellipsoidea)原生质体制备率相一致[11], 推

测可能是藻细胞密度高 , 相互之间接触比较频繁 , 
有利于酶混合液的消化作用或者是酶混合液在细胞

密度高的反应体系中能充分发挥出其活性。因此, 为
提高原生质体制备率, 保持较高的初始藻细胞密度
是十分必要的。 

对原生质体制备后进行 Calcofluor White染料染
色 , 该染料绑定到细胞壁上的纤维素和几丁质 , 在
显微镜下能在 300～440 nm波长光激发下发出荧光, 
图 2 为原生质体制备后于荧光显微镜下拍摄照片, 
荧光显示的是细胞壁纤维素移除情况。 

2.2  原生质体细胞的再生 
综合考虑酶处理时间和初始细胞密度两个影响

因子, 选取初始密度为 2×107 cells/mL的藻细胞进行
酶处理 1 h后进行原生质体平板再生实验, 以观察原
生质体再生情况。取复苏 3~5 d的原生质体细胞和稀
释 10倍后的细胞分别同时进行高渗和低渗平板培养
再生。培养至第 12 d原生质体在再生培养基上生长
情况如图 3 所示, 再生平板培养基上能观察到单个
的藻落, 这说明酶处理法制备的原生质体是可以再
生的, 取再生细胞在显微镜下镜检发现与未处理的
藻细胞从形态上面未观察到差异。但是在低渗平板

上培养的原生质体在培养至第 4 个周后仍然观察不
到单藻落, 这也说明酶处理法获得的原生质体制备
率高。 

 

图 2  藻细胞制备原生质体染色后荧光照片 
Fig. 2  The fluorescence microscopy photos of the prepared protoplast 

 
将再生平板上的单藻落转入新鲜的 f/2海水培养

基进行培养, 从细胞密度为 2×107 cells/mL开始计数, 
观察藻细胞生长速率, 如图 4所示。实验发现, 原生
质体细胞生长趋势与非原生质体生长一致。 

2.3  原生质体平板再生率统计 

原生质体细胞经过低渗溶液处理后将会破碎失

去再生能力, 只有未被制备成原生质体的藻细胞才

可以在低渗平板上进行生长; 而高渗溶液则能保持
原生质体的活力, 继续在高渗平板上培养可再生。对
不同初始细胞密度藻细胞制备的原生质体进行再生

率的统计。实验发现培养至第 12 d后再生培养平板
上可观察到单个藻落, 继续培养至 4 周后再生平板
上长出大量藻落, 而低渗平板即使在培养至 4 周之
后依然观察不到藻细胞。这说明用酶处理的方法制

备微拟球藻原生质体再生率较高。 
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图 3  不同密度藻细胞原生质体再生平板再生情况 
Fig. 3  The regeneration of protoplasts with different densi-

ties 
A. 未稀释藻细胞; B. 稀释 100×藻细胞. 
A. protoplasts without dilution; B. protoplasts with 100×dilution 

 

图 4  原生质体与野生型藻细胞生长 
Fig. 4  The growth of protoplasts and wild algal cells 

 

3  小结 
海藻基因工程发展缓慢主要是因为其原生质体

的制备不能通过高等植物标准的制备方法获得[12]。

近年来, 通过消化细胞壁混合酶液进行微藻原生质
体的制备取得了较大的进展。绿藻原生质体的制备

已经通过商品化的纤维素酶和果胶酶获得成功[12-13], 
红藻和褐藻细胞壁中因为含有不同于绿藻的多糖 , 
其原生质体则是通过来自于海洋动物和细菌的酶来

处理[12,15]。微拟球藻在制备原生质体时选取了四种

酶, 纤维素酶, 半纤维素酶, 果胶酶和崩溃酶, 通过
实验发现终浓度为 4%半纤维素酶和 2%崩溃酶的酶
混合液对微拟球藻原生质体的制备率最高[8]。将制备

的原生质体和野生型藻细胞进行生长情况进行观察, 
发现两者生长趋势一致。本实验的研究结果证明, 4%
半纤维素酶和 2%崩溃酶的酶混合液消化细胞密度
为 2×107 cells/mL的微拟球藻 1 h, 原生质体制备率和
再生率都较高 , 生长趋势与野生型细胞一致 , 为制
备该藻原生质体的最优条件。 

本实验综合考虑了酶混合液处理时间和原生质

体制备的初始细胞密度两个因子进行实验, 并进行
了微拟球藻原生质体细胞的再生研究, 证明采用商
品化的酶混合液进行微拟球藻原生质体的制备是可

行的, 这为下一步对微拟球藻进行基因工程操作奠
定了基础, 也为其他海洋微藻原生质体的制备提供
了理论依据。 
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Abstract: The influence of enzyme digestion time and initial algal density on algal cells were considered. Protoplasts 
of  Nannochloropsis oculata, a marine microalga, were prepareded by digestion with the mixture of 4% Hemicellulase 
and 2% Driselase. The protoplasts were examined after the treatment of Calcofluor White strain. The results shown that 
the highest preparation efficiency occurred at the initial cells density of 2×107~3×107 cells/mL  and a digestion of 1～

3h digestion. The resulting protoplasts could regenerate on regeneration medium. The growth of protoplasts was 
consistent with wild algal cells. Considered the influence of regeneration, we selected the optimal treatment time of 1h 
and initial algal density of 2×107 cells/mL. 
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