
第 “ 卷 第 � 期

� � � � 年 � 月

水 生 生 物 学 报
� �� � � ��  � � �� � � � �� �  �� �� �

� � �
�

� �
,

� �
�

�

� � �
� ,
� � � 你

双角多甲藻有性生殖及厚垣合子

形成条件的研究
�

张舒群 黎尚豪
�中国科学院水生生物研究所

,

武汉�

提 要

双角多甲藻在 � �� 合成培养基中的最短加倍时间约 � 天
,

其有性生殖可用缺氮培养基

进行诱导
。

批量培养的迟滞期和指数生长期末细胞的诱导效率最高
,

合子产率可达 �� 肠
。

厚

垣合子形成的最适温度为 �� ℃
、
�� �

�

�
、

光强 , � �  �� 。
在鉴定的 �� 个克隆藻株中

,

有 � 株为

同宗配合 � � � 株为异宗配合
,

其中“十”株 �� 个
, “一”株 �� 个 �其余 �� 株未能诱导出有性生

殖
。

合子开始萌发时
,
在中层壁和内层壁之间的空间出现 � 至多个“管状结构” ,

协助原生质体

将合子壁顶破
,

外包一层薄壁的原生质体放出
。

关祖词 甲藻
,

有性生殖
,

交配型
,

性别分布
,
厚垣合子萌发

早在 �� �� 年
,
�� �  � � 就描述了 � 亡� ���� �, , , ��考�, � 的配子融合现象网

。

之后的

近 �� 年 中
,

对甲藻生活史中有性生殖的有
、

无一直存在着争论
。 � ��� !∀ ��� � � � 认为甲

藻的配合是不正常的偶然现象
〔� , 。 直至 ��  �� � �� � �� � � �

, � �  , � 报道了 � � �  ��。。

�� �� �� �
。。 和 �

�

�� 幼琳“, 有性生殖核配的详细过程山‘后
,

甲藻的有性生殖才得到公

认
。

迄今
,

至少已在 巧 属 �� 种甲藻的生活史中观察到有性阶段�� 
, ,�� ,

,,,�
� 一‘,� 。

作者在报道双角多甲藻 �� �� � �耐 , 。 � ��� � � �� ��� 有性生殖的基础上
,

对其交配型

�� ��  ! � �� � � �
、

厚垣合子的萌发
、

有性生殖的诱导及合子形成条件进行了进一步的研究
。

材 料 与 方 法

�一 � 双角多甲藻的采集
、

分离及培养

双角多甲藻采自南京中山陵的小水池
。

采回后先用池水培养
。

在解剖镜下用微吸管

吸取单个细胞
,

在 � � � � � � 培养液中洗涤 � 次
,

接人 � � �� 孔细胞培养板的小孔中
,

每

个小孔加有约 ��  � �的 � �� � � � 培养液
,

共分离了 � �� 个细胞
。

放 人 � � �
一
巧 �� 光照

培养箱中培养
,

�� ℃
, � �� � � 光照 �� �� 黑暗 � � �

。

两个月后
,

约 � �� 个孔内的细胞数增

至 � �� 以上
,

用吸管将其转人加有 � � � �� � �� � 培养液的小玻璃碗中进行培养
,

�� 天

� 实验中得到本所俞敏娟研究员和其他同志的帮助
,

由戴尚真
、

郑英同志帮助描图
,

在此表示衷心感谢
。

� �   年 � 月� 日收到
。
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后转人 �� � � 锥瓶中用全 � � � 进行培养
。

共得 �� 个纯净的克隆培养
。

所有用具都经

高压灭菌 �巧 磅
,

�� � ���
,

细胞培养板用 �� 多 乙醇浸泡两天
,

再用紫外灯照射 � �
。

�二� 双角乡甲薄簇适生长条件的确定
�

光强实验采用底面照光
, � 支 ��  日光灯用绘图纸遮挡形成光照梯度

。 � � 梯度实

验用 �
�

�� � � �� � � � ��
� �
作为缓冲翎

,

角 � � �
�� � �

。。� 和 � � �
�� � � �� 调至各 � �

,

测

定用 � � ��
一�� � � � � � � � � 一 � � 型 � � 计

,

接种浓度 � � � � � � ��� � � � 左右
。

用 ���
一� � � 取

液器取 �� 川 或 �� 川 培养物
,

戊二醛固定后计数
,

确定细胞浓度
。

�三� 交配试验及最适诱导条件的确定

将指数生长期末 �生长约 �� 天�的各克隆培养分别离心 �� �� 转 � � ��
, � � ���

,

转人

无氮
、

磷 � � � 培养基
,

然后每两克隆之间进行组合
,

�� 天后在解剖镜下检查有无合子形

成
,

以确定各克隆的交配型
。

在进行定量研究时
, “

�
” 、 “

一
”

株要按 � � � 混合
,

最终浓度约

� � � � � ���� � � �
。

除注明外
·

,

诱导条件为
� � � ℃

, � � � � �� 光照 � � � �
黑暗 �� � 。 � � 天

后
,

用微量取样器取 � �� 川 藻液
,

戊二醛固定后
,

分别对营养细胞和合子计数
,

按下面公

式计算合子产率
�

合子产率�外� �
� � �合子数 � � ��

营养细胞数 � � � � � � �合子数 � � ��
� �� �

�四 � 有性生殖及厚垣合子萌发过程的观察

将正在配合的细胞用微吸管转人盛有无氮
、

磷 � �� 培养液的凹玻片中
,

每天观察
,

需要时补加无氮
、

磷 � � � 或将细胞转人另 � 凹玻片
。

厚垣合子萌发的观察是用微吸管

将正在萌发的合子或减数细胞 ��
� ��� �� � � 转人加有 � �� 培养液的凹玻片中

,

每天 观

察
�
观察用 � ��� � � � 解剖镜和 � � �� � � �� � � � 双筒显微镜

。

结 果

�一� 双角多甲藻生长的最适条件

试验了改 良 � �� ��
、

��
、

� � ���
� 『川 及 � � � �� � � ��� , 等培养液

,

均未获得满意效果
。

经多次试验
,

配制了适合双角多甲藻生长的 � � � 培养基
。

起初该培养基中每 � �� � � �

加有 �
�

� � �复合维生素
,

经比较实验
,

发现加与不加复合维生素无区别
。

说明双角多甲

藻是完全的光合 自养型生物
。

图 �� 是一个典型的双角多甲藻生长曲线
,

培养温度 �� ℃
、

光强 � � � � ��
、

光周期 �� � 黑暗 � �� �光照
。

接种浓度 � � � � � ���� � � �
,

经 � � 多天的生

长
,

细胞浓度达 �
�

� 义 �少 �� ��� � � �
,

加倍时间约 � 天
。

在实验条件下
,

双角多甲藻生长

最适温度为 �� ℃ �图 �� �
,

最适光照 � � � � �� 或更高 �图 �� �
,

最适 � � 为 �
�

� �图 �� �
。

在此条件下
,

细胞加倍时间约 6 天
。

在强烈通气时
,

细胞脱去鞭毛
,

停止生长
。

而在缓慢通气条件下
,

双角多甲藻能生长
。

不通气时生长较快
。

)

誉



张舒群等 : 双角多甲藻有性生殖及厚垣合子形成条件的研究

:置

:卫

101620253035A·

培养时间 In eub ati
on tim e(d ays)

10 20 丽

跳件畔
l
卧琳

:言

��任\sl-山0.。�拭�口O1妇比�祠u。。‘o�-一‘Q划经耀界

1 2 3 4

C 光强 L ig ht 示te dsity (又 1 o o o l x )

图 1 双角多甲藻在 M C v 培养基中的生长曲线

F 19
.
1 e ro w th cu rv e o f P ‘r i d i 称玄“邢 b iP e ‘ i

n
M C V m

e
d i

u
m

A
.

培养条件为 18℃
,

3 和。1x 光照 12 址 黑暗 12 h; B
.
沮度对生长的影响;

C
.

A
.
C ulture w a s in eu bated

光强对生长的影响; D
.
p H 对生长的影响

at 18℃ on a 一2 : 12 h lig h td a rk c y c le u n d e r

少
of3 500 lx;B.Te、m p

e r a t u r e e

f f
.
‘t : c

.
L i g h

t
i
n t e n s

i t y
e
f f
e c t

;

a
l i g h

t
i
n t e n ‘i t y

D
.
p H

e
f f
e c t

(二 ) 交配试验

用缺氮
、

磷 M c v 培养对指数生长期末的 70 个克隆藻株进行诱导乙30 天后检查
,

发

现在 Pb C 58 和 PbC “ 两个克隆中有合子形成
。

将这两个藻株再次克隆
,

诱导后仍有合

子形成
。

说明 PbC 58 和 PbC“ 为同宗配合
。

将剩下的 68 个克隆进行交配试验
,

发现

有 48 个克隆为异宗配合
,

其中
“

+

”

株 23 个
, “
一

”

株 2, 个
,

两者之比约为 l:1
。

还有 20 个

克隆未观察到有合子形成
,

称之为
“
o
”

株
。

将
“。” 株细胞转人缺氮

、

磷 M c v 培养基后
,

细胞便不再分裂
,

而是不断长大
,

积累大量贮存物质
,

并保持游动状态
。

表 1 为重新排列

的部分克隆配合情况
。

多

(三 ) 有性生殖的诱导及批皿培养不同生长时期的诱导效率

各种营养缺乏培养基对有性生殖的诱导效率如图 3A 所示
。

以不进行转接的
“

+

” 、

“

一
”

株 1: 1 混合培养物 (用离心上清液稀释到与实验组相近的浓度; 2 000
oel ls /m l) 作

为对照
。

3 s o o l
x

1 2 h 光照 : lz h黑暗
,

1 8 ℃ 条件下培养 30天
。

对照
、

M C V

、

1
/
Z N

.

1
/
Z P

.

M C V

、

1
/
5 N

.

1
/
S P

.

M C V

、

无 N
.
P
.
M C V

、

无 N
.
M C V

、

无 P
.
M C V

、

无

ea十 +
M

e v
、

无 Mg
++M C V 无 Fe+++M C V 和无 K +M c v 的合子产率分别为 : 12

.
4 %

0
.
9并

、

7

.

2 多
、

4 2

.

9 多
、

5 9

.

0 多
、

5 4

.

4
%

、

5

.

9 多
、

0

.

8 务
、

1

.

0 拓
、

5

.

9 多 和 一6 %
。

可见缺氮对

有性生殖的诱导效率最高
。

缺氮
、

磷 M C v 培养基中的合子产率虽高于 1/ 5氮
、

l
/
,
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衰 1 , 新排列的部分克隆配合试验结果
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h 表示有合子产生;
“ 十 ”

或
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习甲a s

磷 M C V

育
。

图 2

培养液
,

但其中合子较小
,

所以培养液中存在少量氮
、

磷有 利 于合 子 的 发

为缺氮
、

磷 M C v 对批量培养不 同生长时期有性生殖的诱导效率
。
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图 2 批量培养不同生长时期细胞的有性生殖潜力
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.
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人的细胞为静止期
,

培养条件为 18 ℃
,

3 5
00 lx

。

每次取
“

+

” 、 “

一
”

株藻液各 4 m l
,

计数
,

然后将其按 l:1 混合
,

离心 3 m in (, 0 0 转/m in)
,

接人缺氮
、

磷培养液中
,

浓度 约 2 00 0

ce lls /m l
,

30 天后计数
。

从图中可以看出
: 在迟滞期(接人后 3 天)和指数生长期末(接

人后 30 天)有两个诱导高峰
。

说明这两个时期细胞分化形成配子的潜力最大
。

因此所有
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户考

里

的诱导实验都是用指数生长期末细胞
。

( 四) 有性生殖及厚垣合子形成的 t 适条件

最适温度为 19 ℃ 时的合子产率为 67外 (图 3B)
。

在 4℃ 时
,

由于细胞分裂受阻
,

不

能分化形成配子
,

所以合子产率近零
,

这说明诱 导后的细胞分裂是配子分化的必须条件
。

30 ℃ 时
,

细胞死亡
,

更无合子形成
。

图 3c 为光强对合子产率的影响
。

光强在 5 200 lx 时

仍未达到饱和
。

合子形成的最适 pH 为 7
.
4 ,

在 pH 4
.
3或 10

.
8 时

,

同样由于细胞不能分

裂
,

无配子产生
,

所以合子产率为零
。
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有性生殖的最适条件与生长最适条件相近
。

缺氮诱导起动了有性生殖有关基因的表

达
,

但配子分化的完成还依赖于诱导后的一次细胞分裂
。

在最适生长条件下
,

这次细胞分

裂能得以顺利完成
,

从而配子分化频率较高
,

合子形成比例也相应增加
。

( 五 ) 双角多甲燕的有性生殖及琢垣合子的萌发

在双角多甲藻配子的配合过程中
,

大多数核配是在质配完成后不久进行的
。 也观察

到极少数融合细胞在质配尚未完成时即行核配的
,

但未见有正常的厚垣合子形成
。

在同宗配合的 Pb c 5 8 ,
P b C “ 两个克隆中

,

配子较大
,

有明显的板片层
。

配对后
,

两

细胞很快失去鞭毛
,

停止游动
。

经十几天的缓慢变化
,

形成无红色贮存体 (
red accu m u

-

la ti on bod y) 的合子
。

其壁无明显增厚
,

仍保持很浓的色素
,

呈棕色
。

细胞内有大量的贮

存淀粉颗粒
。

在合子最外的板片层上可见有 4 个小缺 口

—
两细胞融合的痕迹

。

其形若

孚
.盛,-

多
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一
~.-~~~口~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

似营养囊胞 (
vegetative ey st)

,

岌方了刁J饱 j 形成

但细胞较大
,

转人 M C V 培养液 30 天未见萌发
,

而营养

囊胞在转入 M C V 培养液 3或 4 天 后 即

厚垣合子

图 4 双角多甲藻的生活史

F 19
. 4 L ife h isto ry o f P 君r i d i ” i

u
m b i P

毋‘
S
t e

i
n

箭头示合子萌发过程中出现有
“

管状结构
”

A
r r o

w i
n
d i

e a t e s t
h
e “ t u b u l

a r s t r u e t u r e ”

a P P e a r
i
n g i

n t
h
e

P
r o e e s s o

f h y P n o z y g o t e

g
e r

m
l n a t i o n

可萌发形成游动细胞
。

厚垣合子 (h yp
no zygote ,

又称 : 休眠

囊胞
resting 。y s t 或有性囊胞

。e x u a l e y , t
)

经近 5 个月的休眠后
,

开始萌发
。

首先在

细胞腹面横沟
、

纵沟相汇区域产生 1 至 多

个
“

管状结构
” ,

穿过内层壁
。

协助原生质

体将中层壁挤破
,

有一层薄壁包裹的原生

质体从内层壁及中层壁中挤出
。

这时
,

细

胞开始产生色素
,

从原来的灰白色变成浅

黄棕色
,

同时红色贮存体颜色变浅
,

并分成

几块
。

细胞核显著增大
,

在细胞中央形成

一大块浅色区域
,

可见其中染色体在快速

流动
,

即 : 核质环流 (
n uelear eyclosis)

,

可能是正在进行减数分裂
,

这时的细胞称

为减数细胞 (m
eiocyte)

〔, 2 , 。 由于改 良石

碳酸品红不能渗人
,

因而观察不到减数分

裂核的详细变化
。

之后
,

圆形细胞出现背

腹之分
,

腹面与薄壁之间形成一空腔
,

并逐

渐具有营养细胞的形状
。

最后
,

从薄壁中

放出一游动细胞
,

该细胞很大
,

再经过 1或

2 次分裂后成为正常大小的营养细胞
,

完

成一个有性循环 (图 4)
。

讨 论

(一) 有性生殖过程中配子的配合方式

双角多甲藻的配子有 3 种配合方式
: ¹ 配子腹面对着另一配子下锥体腹面进行配

合 ; º 两配子侧面对侧面配合 ;» 两配子顶部对顶部开始融合
。

可见
,

在其配子配合过

程中
,

开始融合的部位并非专一的
。

在 pfiester 报道 peridini, m c
i
” c t u ,

、

p

·

‘ illei
、

尸
.
g a t , 。e , ; 。、

尸
. t, o z z

i i 和 尸
.
zim b a to m 的有性生殖时

,

都强调了配子是侧面配合
『,二了。

而从 珑
rr (1979) 发表的电镜照片中

,

可以清楚地看到 P. ci 、 , , 。 中有一配子腹面对

着另一配子下锥体腹面进行配合的情况[61
。

因此
,

可能多甲藻有性生殖配子开始融合的

部位都是非专一的
,

或至少可以有几个融合部位
。

( 二) 原垣合子萌发过程中出现的
“
管状结构

”

刚形成的厚垣合子可见 3 层壁
:
厚的板片层构成的外层壁 (

e
xo
spor e w an ) ; 表膜
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护卜育

之

层增厚形成的中层壁 (m
esospo:e w all) 和紧靠原生质体的 内 层 壁 (

endosp ore w all)
。

在合子休眠过程中
,

板片层从横沟处裂开
、

脱去
,

这时的厚垣合子仅剩两层壁
。

在合子开

始萌发时
,

从细胞腹面伸出 1 至多个
“

管状结构
” ,

粗约 2 产m
,

其上可见横纹
。 开始该结构

绕成 l一2 圈螺旋
,

然后螺旋放开
、

伸长
,

将原生质体连同一层薄壁挤出
。

此过程可见明显

的机械作用
,

但也不排除有酶参与这一过程
。

M
。r
ril l ‘ L o e bl i

ch (
1 9 8 1

) 的研究表 明
:

甲藻营养细胞的表膜层及合子中层壁为类抱粉素物质 (
sporopollen in

一

l ik
e

m
a t

er i
a

l) 构

成[10j
。

对强酸
、

强碱
、

高渗与机械作用有很强的抗性
,

这也是该结构容易保留形成化石的

重要原因
。

在厚垣合子萌发过程中
,

突破坚实的中层壁是原生质体放出的先决条件
,

而该
“

管状结构
”

的出现与破壁密切相关
。

其详细结构
、

发生及破壁机制有待进一步研究
。

少
-

(三) 不同克隆的配合潜力和配子形成的诱导

在 48 个异宗配合的克隆中
,

有 19 个(
“

+

”

株 9 个
, “

一
”

株 10 个 )生长较快
,

缺氮诱导

时
,

配子分化效率很高
。

这些克隆在批量培养进入静止期后
,

即使不经缺氮诱导
,

也能形

成大量配子
。

因而将这些
“

十
” 、 “

一
”

株混合后诱导
,

能产生大量的厚垣合子
,

称之为
“

高配

合潜力克隆
”

(
h i g h m

a t
i
n
g p

o t e n t
i
a
l

o l
o n e s

)

。

其余 29个克隆生长较慢
,

进人静 止 期

后
,

如不经缺氮诱导
,

配子分化比例极低
,

即使经缺氮 M C V 诱导
,

合子产率仍然较低
,

称之为
“

低配合潜力克隆
”

(
l
o
w m

a t i
n
g p

o t e n t
i
a一 clo n e s)

。

另外
,

还有 20 个克隆未能诱

导出有性生殖
。

在缺氮条件下
,

这些克隆便不再分裂
,

积累大量贮存物质并保持游动状

态
,

称之为
“

零配合潜力克隆
”

(

z e r o
m

a t i
n
g p

o t e n t
i
a
l

e
z
o n e s

)

。

在这 3 种类型中弓零配合

潜力克隆最易保种
,

可长期不用转接
。
而高配合潜力克隆最难保种

,

每 1个半月就要转接

一次
。

否则细胞不断分裂
,

越分越小
,
最终死亡

。

在实验过程中还发现混合培养藻种的有性生殖能力会不断降低而最终消失
。
可能就

是因为在这个
“

人工种群
”

中
,

零配合潜力克隆逐渐取代了高配合潜力克隆
,

成为优势成

份
。

在自然水体中
,

高配合潜力克隆能迅速对环境变化 (如氮源的耗尽)作出反应
,

形成合

子
,

渡过随之而来的高温环境
,

形成竞争优势
,

因而能在自然种群中保持一个较高的比例
。

以上所述为不 同克隆之间配合潜力的变化
。

实际上
,

即使同一克隆
,

随着人工培养时间的

增加
,

配合潜力也有所下降
。

在 c再z。。y j o, 。, a , , 。
i赫
arJ, 5 5 中也有类似情况

‘” 。

这可

能是由于长期的营养繁殖抑制 了有性生殖有关基因的表达
。

多

(四) 配子的配合类型及性别分布

双角多甲藻游动配子的大小可从 20 x 15 产m 到 朽 x 刊 户m
,

体积相差近 11倍
。

在

大多数情况下
,

同一诱导物中的配子大小相近
,

但在
“

十
” 、 “

一
”

株处于不同生长期时进行

缺氮诱导
,

可观察到大小相差很大的两个配子进行配合
。

可见在双角多甲藻的有性生殖

中
,

存在着同配
、

异配及中间的过渡情况
。

这种差别是由诱导时营养细胞所处状态及诱导

条件不同造成的
。

在同一池塘中分离得到的双角多甲藻克隆培养中
,

既有同宗配合又有异宗配合
。

由

于尚未找到合适的标记性状
,

无法确定异宗配合克隆与同宗配合克隆之间是否有生殖隔

离
。



卷8 水 生 生 物 学 报 1呼 卷

双角多甲藻的同宗配合克隆与异宗配合克隆在形态上没有区别
。

它们在演化上的关

系是怎样的呢 ?异宗配合的品系中
,

配子的性别决定先于配子的分化
,

决定
“

十
” 、 “

一
”

配子

的遗传信息载于不同的细胞 中
。

同宗配合的品系有两种可能 :配子没有性别分化
,

任何两

个配子之间都能配合 ;配子有性别分化
, “

+

”、 “

一
”

配子的性别决定源于基因的差异表达
,

其性别在配子分化时决定
。

很显然
,

异宗配合增加了遗传重组的有效性
,

是相对高级的性

状
。

那么
,

是否可以说: 双角多甲藻异宗配合克隆是由同宗配合克隆演化而来的呢? 实

际上情况并不这么简单
。

H
a
y h

o
m

e &
W h i t t

e n

(
1 9 8 7

) 诱导 Peridio i, m , 0
1
, 1 1 异宗配

合藻株形成合子
,

然后克隆了 30 个萌发合子培养藻株
,

经鉴定: 大多数克隆为
“

一
”

交配

型 ;有些是
“

十
”

交配型 ;奇怪的是竟然有一个克隆是同宗配合
‘8] 。

可见在甲藻中
,

性别分

布并不象其它藻那样稳定
。

总之
,

与其它藻类相比
,

双角多甲藻有性生殖表现出更大的多样性和特殊性
。

这与甲

藻在系统演化中所处的特殊地位有一定关系
。
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