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钝顶螺旋藻部分原生质体

及单细胞的制备与培养
*

秦 松 王希华 童 顺 曾呈奎
(中国科学 院海洋研究所

,

青岛 2“ 。 7 1)

提要 于 1 9 9 2 年 1 月 一 1 9 9 4 年 洛月
,
进行超声波处理方法制备钝顶螺旋藻部分原生

质体以作为基因工程受体
,
以及制备单细胞用于固体平板克隆化培养的研究

。

研究结果表明 :

超声波以 20 k H z

频率
、

15 w 功率作用 30
: ,

可使藻丝体断裂成 1 ,
.

0士 1
.

6 个细胞长度 ; 延长

作用时间
,

至 2一 6 个细胞长度时
,

细胞壁结构遭到破坏
,

形成部分原生质体 ;继续作用
,
可形成

少量原生质体和大量单细胞
。

断裂藻丝体
、

部分原生质体
、

单细胞以及原生质体均可涂布于固

体培养基上再生或生长
。

以一定密度涂布单细胞与原生质体
,

能够形成彼此分开的单个克隆
,

可用于筛选及遗传分析
。

本文提供了一种节省溶菌酶的制备螺旋藻透性体的方法
,

超声波作

用利于外源基因的导入
,
而涂布培养利于进一步的筛选和形成克隆

。

关镶词 钝顶螺旋藻 单细胞 透性体 克隆 原生质体

钝顶螺旋藻是一种丝状蓝藻
,

经济价值很高
。 “

七五
”

攻关以来
,

我国的螺旋藻研究和

开发已全面开展
,

正在向大规模生产应用的方向发展
。

品种改良为大面积生产的首要问

题
,

迫切需要耐低温和低重碳酸盐品系
,

以扩大养殖的地理范围和降低生产成本
。

作者一

方面开展了分子遗传学基础研究 ( Q in et al
. ,

1 9 9 3 )
1) ,

同时开展了遗传转化的 有 关 研

究
。

制备透性体和单细胞克隆是遗传转化箱遗传选择的技术基础
。
周金鑫等

2 ,用溶 菌 酶

制备了钝顶螺旋藻细胞球形体并再生藻丝体
,

彭国宏等 3) 用机械与酶相结合的方法制备了

钝顶螺旋藻圆形原生质球并再生藻丝体
。

本文报道利用超声波制备钝顶螺旋藻透性体和

单克隆的研究结果
。

1 材料与方法

L l 材料及培养方法 钝顶螺旋藻 ( S户i
r “ 11 , a 户l a t e o s i s

) S。
藻株 由本所谭桂英副教

*
博士论文一部分

。

秦松
, 男 , 出生于 l , 6 8年 , 月

,

博士
。

张学成
、

谭桂英二位教授提出宝贵意见
, 周汉秋先生协助摄影

, 谨志谢忱
。

收稿日期 : 19 9 4 年 , 月 9 日 ,

接受 日期 : 1 99 4 年 7 月 6 日
。
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, 19 , 3 , 螺旋藻细胞球形体的制备和再生培养研究
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,
3 1 6
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3 ) 彭国宏等 , 19 , 4 ,

螺旋藻原生质球的分离
、

培养和再生
,
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授惠赠
,

在 Z a r r o u k 培养基 ( Z a r r o u k
,

1 96 6 )
` ,
中

,

于 3 0 。 士 0
.

5℃ , 3 o o o l x ( 1 2 h八 Z h )培

养
。

同样条件下进行 固体平板培养
。

1
.

2 超声波处理 采用美国 C o l e P a r m e r 公 司超声波匀 浆 器 ( u l t r a s o n i c H o m o g e -

in
z e
)r

,

输出功率为 15 w
,

频率为 2 0k H z 。

取处于生长指数期的藻丝体
,

摇匀后计数 (藻

丝体 /m l )
。
对照及处理各组

,

均从中吸出 l m l
,

至 l
.

s m l E p p e n d o r f 离心管中
。

置管

于冰浴中
,

以消除热作用影响
,

伸人超声波匀浆器探头 1。 m
,

并使之居中不接触管壁
。

处

理时间依次为 0 , 5 , 1 0 , 1 5 , 2 0 , 2 , , 3 0 5 与 6 0 5 。 处理完毕后立即计数 (藻丝体 /m l )
,

并随

机测量 20 根藻丝体长度
,

根据每个细胞长度 (施定基等
, 1 9 9 1 ) 计算每根藻丝体细胞的个

数
。

L 3 显微及荧光观察 显微观察用 O p t o n
显微镜

。

加一滴 V B L 型荧光增 白 剂 (青

岛肥皂厂 ) ( 0
.

1多W /V
,

溶 于 0
.

7m o l / L N a e l 中 )
,

染色 sm i n ,

用 E p i f l u o r e s c e n t 物

镜
, U v 蓝紫 ( 3 7 0 n m ) 激发荧光

,

观察壁的有无
。

L 4 涂布培养及观察 将超声波处理 1 2 05 及 1 8 05 的藻液
,

均按 10
。

一 10 一 ,

稀释
,

涂布于固体 Z ar r
ou k 培养基平板

,

每板涂 0
.

2 m l
。

用 O tP on 解剖镜
,

2d 观察一次
。

另

将对照藻液同法涂布观察
。

质粒提取与电泳

结果与讨论

按 Q i n 等 ( 19 9 3 ) 方法
。

超声波对藻丝体的断裂作用 实验结果表明
,

在一定条件下
,

一定时间内
,

藻丝体

úó1二L.22

浓度随作用时间增加而增加
,

同时长度随之减短 (表 l) (图版 :1 1一 3)
。

频率不变
,

增大

输 出功率
,

作用强度增强
,

表现为藻丝体浓度增加和长度减短的幅度增大
。
超声波以一定

频率
、

一定输出功率作用一定时间
,

可使藻丝体断裂成一定长度
。

表 1 超声波对螺旋藻藻丝体的断裂作用 (频率
: 2 0k H

二

)

T a b
.

1 D e s t r u c t i o n o f f i l a m e n t s o f S P i r u l i n a
P l a z e n 了 i` b y u l t r a s o n i c s

处处理时间间 000 555 1000 2 000 3 000 6 000

((( s )))))))))))))))

输输出功率率 1 OOO 1 555 l 000 l 555 1000 l 555 l 000 l 555 l 000 l 555 1000 1555

((( W )))))))))))))))))))))))))))

藻藻丝体浓度度 3 000 3 000 3 555 4 000 4 555 5 555 5 000 7 000 6 000 8 000 7 555 1 1000

((( 1 0
.

/m l )))))))))))))))))))))))))))

藻藻丝体长度度
1 , 1 月月 1 3 5

。

000 6 6
.

111 斗7
。

000 2 7
。

999 2 5
.

888 2 1
。

111 1 9
。

555 1 9
。

lll 1 5
。

000

抢.0000
5

.

999

(((细胞个数 )))))))))))
一

升 3 5
。

000 + 13
。

888 + 1 9
。

555 十 7
。

888 + 1 2
。

000 + 3
。

OOO 十 2
。

888 十 2
。

888 + 1
。

66666 + 2
.

000
+++++ 2 8

。

0000000000000000000000000000000
}}}}}}}}}}}一

-------------------

在频率为 20 k H
z 、

输出功率为 15 W 条件下
,

超声波作用 60 一 9 05
,

大部分藻丝体

为 2一6 个细胞长度时 (图版 L 3)
,

结合荧光观察
,

发现细胞壁结构已遭到明显破坏 (图

版 :11 1一 )z
,

有些细胞显示荧光增 白剂着壁的白色荧光
,

而有些细胞显示叶绿体的自发

红色荧光
,

说明壁已不存在
,

这时的藻丝体为部分原生质体
。

以 2 0k H
z ,

巧 W 超声波处

x ) Z a r r

ou k
,

C
. ,

19 6 6 ,

C o n t r i b u t i o n a l l
’

E t u d e d
, u n e C 丫a n o p h y c e

P h

, 口

y s i q u e s e t C h i m i q u e s s u r l a s C r o i s s a n e e e t a l
.

p h o t o s y n t h e s i s d e s

e In f l u e n c e d e D i v e r s F a e t e u r s

P i r “ l萝n a 仍 a x i m a ,

T 人` J i了
,

U 月 i少
。
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理钝顶螺旋藻 S`
及 F 3

品系 305,

用碱变性去除染色体 D N A
,

可得到一条 C C C 型质

粒 电泳条带 (Q in e t al
. ,

1 9 9 3 )
,

说明在作用 3 05
、

藻丝体长度约为 巧 个细胞时
,

细 胞

壁结构即有所破坏
,

质粒释放 ;如果不用碱变性处理
,

直接经异丙醇沉淀和苯酚
、

氯仿抽

提
,

电泳结果除显示一条质粒带外
,

另有一条弱的染色体带
,

说明染色体片断也释放出来
。

结合荧光观察
,

红色荧光不明显 (结果未提供 )
,

尚需用更高倍的物镜观察
。
如果延长处理

时间
,

即使用碱也不能完全除去染色体带
。

因此超声波提供了一种断裂丝状蓝藻
、

提取
D N A 的方法

,

节省溶菌酶
,

简捷方便
,

特别是 C C C 型质粒的得率高 ( Q in e t al
. ,

1 9 9 3 )
。

提示在部分原生质体阶段可 以导人外源 D N A
,

进行遗传转化研究
。

目前稳定的丝状蓝藻转化系统 尚未建立
,

用接合转移的方式引人 D N A (王业勤等
,

1 9 9 2 )
,

超声波处理可能成为丝状蓝藻遗传转化研究的有用方法
。

超声波的生物学作用机制比较复杂
,

主要是空化作用引起机械力和热作用
。

在空泡

湮灭的过程中
,

产生球形冲击波和高温
,

甚至产生电离效应和放 电
,

可能导致空泡周围细

胞壁和质膜的击穿或可逆的质膜透性改变 (路德明等
, 1 9 9 ;2 章力建等

, 1 9 9 1 )
。

本文结果

验证了超声波的击断藻丝体和破坏
、

去除细胞壁的生物学效应
。

章力建等 ( 19 9 1 )通过超声波处理将 G U S 基因导人完整的烟草叶片细胞中
,

获得瞬

间表达 ;经选择培养基筛选获得转基因植株
,

稳定转化率达 22
.

3多
,

建立了高效转化系统
。

本文结果可能提供一种有效的丝状藻转化方法
。

值得指出的是藻丝体长度
,

作者从谭桂英处引人的 S` 品系经培养 比其本人报道 (谭

桂英等
, 1 9 9 3 )的藻丝体长度大为缩短 (图版 I : l )

,

照片上的短的藻丝体为刚断裂生殖产

生的
。
从图版 I : 2 看到一根比其余藻丝体长出一倍的藻丝体

,

这是由于超声波作用的不

均一性造成的
。

在 2 0k H z ,

巧W 作用 90 5
时

,

单个球形细胞 (图版 I : 4 )约占 55
.

6多 ; 作

用 12 05
,

约 占 7 .2 7外 ; 作用 18 05
,

约 占 91
.

7务
。

荧光增白剂染色观察
,

绝大部分为发白

色荧光的球形细胞 (图版 H : 4 )
,

少数为原生质体 (图版 H : 3)
,

这时已完全脱去细胞壁
,

但数量不多
,

可能由于渗透压不合适造成原生质体破裂
,

有待改进后细究
。

以 10一 ,

稀释 1 2 05 及 18 05 处理的藻丝体
,

大约每只平板 (直径 gc m ) 上 6 0 0 0一

1 0 0 0 0个原生质体或单细胞
,

涂布培养约 60 d 后形成能在解剖镜 ( x Z力下观察得到的

彼此分开的单根藻丝体 (图版 I :
5)

,

大部分藻丝体由一个原生质体或单细胞再生
,

具有遗

传匀质性
,

为一个克隆
。

而直接涂布不经超声波处理的藻丝体
,

经培养则形成彼此缠绕

的藻落 (图版 I :
的

。

断裂藻丝体
,

特别是 60 一 90 5 处理的部分原生质体
,

以适当密度稀

释
、

涂布
,

培养后亦可长成彼此分开的藻丝体
。

如选用适当的选择培养基
,

可用于遗传筛

选
。

w o lk 等 ( 1 9 7 3 )曾用超声波的方法将丝状蓝藻鱼腥藻断裂成大约一个细胞长 短
,

经

涂布培养成为肉眼可见的彼此分开的藻落
。

本实验并未发现藻丝体克隆在平 板 上 的 断

裂
、

迁移现象
,

因而无法形成肉眼可见的克隆
。

W ol k 等 ( 1 9 7 3 ) 据此发展了一种影印方法

以用于遗传分析
。

作者可用解剖镜下挑出单根藻丝体克隆的方法
,

选择具有特定遗传表

型的品系
,

既可用于 自发突变
、

人工诱变的研究
,

亦可用于转基因蓝藻的筛选
。
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