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1  引言

海带是我国海水养殖主要品种之一,其综合应

用价值较高[ 1] . 20世纪 90年代末期, 海带配子体克

隆在海带苗种繁育中的应用, 为海带育苗生产开辟

了新途径[ 2] . 主要运用生长发育调控技术实现海带

配子体克隆细胞大量扩增和同步成熟来繁育海带优

良苗种,这样可大幅度降低育苗成本, 缩短育苗周

期,该项技术具有良好的应用前景.

目前海带配子体克隆育苗技术尚未在海带育苗

生产中得到规模化应用, 其作为一项高新技术,部分

关键技术仍有待进一步解决. 在与有关生产单位进

行海带配子体克隆育苗实验的工作中, 笔者认为克

隆细胞的附着是影响海带商品苗质量(出苗密度及

出苗均匀程度)的关键问题之一.在紫菜等大型海藻

的体细胞苗种繁育生产技术研究中,也存在着这一

问题.韩宝芹等[ 3] 就激素对海带配子体克隆细胞附

着的影响进行研究,但有关海带配子体克隆附着时

间及附着基质状态对细胞附着密度的影响尚未见报

道.笔者就海带配子体克隆苗种繁育工作中的克隆

附着时间、附着基质条件进行了初步实验,为海带配

子体克隆苗种繁育技术的生产应用提供实验依据.

2  材料和方法

21 1  实验材料

本实验所用海带配子体克隆为中国海洋大学海

带种质库提供.

21 2  克隆细胞粉碎方法

用超声波粉碎法 [ 1] 将配子体克隆簇粉碎, 用筛

绢过滤为每个体 1~ 3 个细胞, 雌雄配子按照 1B 1

进行混合制成细胞悬液
[ 4]
.

21 3  培养条件
温度为 8 ~ 12 e ; 光强为 3 000 lx ; 光周期为

12L B 12D; 培养液: 消毒海水; 营养盐 ( NO3 - N

16 mg/ dm3 , PO4 - P 1 mg / dm3 ) .

21 4  实验用具

将筛绢 ( 400 目) 裁成小块 (规格为 2 cm @

2 cm ) ,用橡皮筋缚在载玻片上, 用于克隆附着时间

实验.

对于固定化基质采用自然基质和藻胶帘,其中

自然基质按处理条件分为干燥帘、湿润帘和浸水帘

三种.藻胶帘是将棕帘浸于 3%的褐藻酸钠溶液2 h

后取出晾干制成.

21 5  实验方法
21 51 1  海带配子体克隆细胞附着时间实验

用喷雾器将海带配子体克隆细胞悬液(细胞密度

为 11 2 @ 105个/ cm3 )喷洒在缚筛绢的载玻片上,经过

01 25, 01 5, 1, 3, 5 h后放入消毒海水中用力涮洗,然后

镜检细胞附着数量.实验重复三次取平均值.

21 51 2  海带配子体克隆细胞附着基质实验
用喷雾器将海带配子体克隆细胞悬液(细胞密

度为 11 2 @ 105个/ cm3 )均匀喷洒在附着基质上, 细

胞溶液用量约为 12 cm3 .完成喷苗后需在放置苗帘

的托盘中加入少量海水,并用保鲜膜包裹托盘, 以防



止水分蒸发.将托盘放置于低温室中培养, 24h 后取

少量棕丝置于显微镜下镜检, 对每一根棕丝累计观

察 5个视野(显微镜放大倍数为 15 @ 20) , 共统计 5

根棕丝.观察后在托盘中加入 300 cm
3
海水培养液

进行培养,实验数据均为三次重复实验的平均值.

3  实验结果和讨论

由图 1所示, 海带配子体克隆细胞的附着效果

在 3 h 时达到最大, 平均达到了每视野 161 6个体,

考虑到不同实验中的细胞浓度略有差异, 可认为该

实验结果是比较稳定的. 细胞附着时间在 01 25 ~
11 00 h,细胞附着有可能不充分, 因此在涮洗后, 附

着细胞数量明显减少.附着 5 h 后, 克隆细胞附着量

下降的情况可能与克隆细胞自身生理活动有关, 这

尚有待于进一步探索.

图 1 海带配子体克隆细胞附着时间实验

四种附着基质的海带配子体克隆细胞附着量由

大到小的顺序依次是藻胶帘、干燥帘、湿润帘、浸水帘

(图2) ,其中在藻胶帘 3次实验中克隆细胞平均附着

数量为每视野771 9个细胞,高于浸水帘、湿润帘和干

燥帘的细胞附着量 1倍以上,其细胞附着密度与所制

成克隆细胞悬液的细胞浓度有关.褐藻酸钠本身就是

海带等褐藻类细胞壁的主要成分之一,本实验结果显

示,其对海带配子体克隆细胞的附着有明显的促进作

用.利用褐藻酸钠作为固化载体在生物固定化研究中

已得到了广泛的应用[ 5, 6] , 将其应用于海带配子体克

隆育苗中是一次有益的尝试,且取得了较好的实验效

果,但在实际生产中,有两个问题值得注意:首先是育

苗成本问题,应用褐藻酸钠作为固化剂势必造成育苗

成本增加;其次,海带育苗循环水体中存在褐藻酸钠

的情况下,给褐藻酸降解菌大量繁殖提供有利条件,

有可能导致病害发生[ 7] . 从本实验来看, 干燥苗帘上

克隆细胞平均附着量为每视野 361 9个细胞(显微镜

放大倍数为15 @ 20) ,已完全达到了常规海带孢子体

育苗生产的采苗要求,可以应用于育苗生产.

图 2  附着基质实验

目前在海带人工育苗生产中, 配子体附着主要

是通过游孢子附着实现的.海带游孢子自孢子囊释

放出后,在育苗水体中进行自由游动,当遇到育苗基

质时,通过游孢子细胞表面的纤维蛋白或细胞外产

物发生一系列的复杂反应, 从而附着到基质上. 另

外,在海带育苗生产中也可遇到由海带孢子囊放散

不动孢子的情况, 不动孢子主要是靠重力作用自然

沉降并附着到育苗基质上,附着机理与细胞外物质

的分泌有关.笔者认为这种情况应与海带配子体克

隆细胞附着机理相同, 即主要是通过细胞外产物与

育苗基质的粘连使细胞附着.

海带配子体克隆细胞附着效果与附着细胞密度

也有一定的关系, 为提高育苗效率,最好是采用高密

度细胞悬液喷洒附着的方式,尽量减少重复附着次

数,以减少育苗生产操作. 另外, 海带配子体克隆一

般是多细胞的分枝体, 在进行附着时,通常需要将克

隆细胞分枝体粉碎,其分枝体大小(即细胞数)对附

着效果也有较大的影响.实验发现,多细胞分枝体通

常只有 1~ 2个细胞附着在育苗基质上,而其余细胞

仍悬浮在培养液中,在附着基质搬运及清洗过程中,

分枝体很容易从基质上脱落.在本实验中,采用了超

声波法进行海带配子体克隆分枝体的粉碎,使其分

枝体细胞数量为 1~ 3个(单细胞数量 60%以上) ,

取得了较好的附着效果.
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