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青海菜原生質體之分離及培養
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? 本研究使用酵素分離了青

海菜之原生質體。研究發現青海菜原生質體可以 4 % Cel-

lulase 和 2 % Macerozyme 之山梨糖醇水溶液分離出來。
原生質體之產率隨著山梨槍醇一酵素液之濃度 , 由 O.5M 增

加至 1.2M 而增加 , 然彼隨著前者之增加而減低。在 1.9M 山

梨糖醇一酵素浪中 , 無原生質體產生。在 1.2M 山梨糖醇一

酵素液中 , 以 50rpm 速度旋轉六小時者產量最高 (9X106 個原

生質體 / 克新鮮諜體) 。原生質體產量 , 隨著椅圓旋轉式培

養器旋轉達皮之增加而增加 ? 但是若超過50rpm , 則不正常
形狀原生質體數目 , 將隨著旋轉速度之增加而增加。原生質
體分離出說必須儘速移至含有甘露糖醇 -PES 培養液中 7 否

則將喪失其分生能力。在O.85M 甘露糖醇 -PES 培養液中五

天緩移至純 PES 培養液繼續培養 , 則可獲得最高比
率(61.3 的之具分生能力之原生質體。千戶晚於五天移呈則 ,

會導致原生質體之死亡或喪失活力。原生質體分離出役五小
時即開始形成細胞壁。在 PES 培養浪中七至九天開始分裂 ?

十四至十入天則形成細胞群。細胞群在PES 培養浪中可大量
繁瘟並產生少數葉狀體。本研究結果似可做為青海菜養鐘之
另一方法。

摘

青海菜是一種分佈極廣的海洋綠藻其葉片只有一個細胞之厚度。在日

本已有青海菜之商業化大規模養殖 (Shokita et al. 1991) 。在台灣青海菜
亦被利用並採收 , 但未有人工養殖。傳統的青海菜養殖技術 , 首先須在生
長季節從做野外採集成熟的青海菜藻體 , 將附著於其上的生物及其他雜質
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去除之後 , 置於桶內以強光照射處理以促使藻體釋放配子 , 然後收集配子
結合之結合子。將結合子培養於室內之桶中數個月使其發育釋出動袍
子(zoospores) 並附著於網子上 , 最後將此網置於海中培養。如同上述 , 傳
統的養殖方法是十分的繁雜及費時的工作 , 有時常很難收集到足夠的成熟
藻體以及充足的配子或動袍子於網子上。因此 , 有必要發展出一套新的青
海菜養殖技術。

自數種海藻所分離之原生質體已可直接發育成一般植株 (Tang 1982,

Zhang 1983, Polne-Fuller et al. 1986, Chen 1987) 及培養成細胞懸浮

液 (Chen 1989) 的報告 , 提供了水產農作物及其基因改良的技術的基礎。
而這些技術或許可以應用來發展一種新的海藻養殖技術。基於此 , 本研究
主要目的是擬發展台灣青海菜之大量養殖技術。在此報告中將描述青海菜
原生質體的製備及其細胞懸浮液之培養 , 以提供此海藻另一種大量養殖之
技術。 .,

二、材料與方法

青海菜是於 1990 年 4 月 4 日於澎湖 , 講美採集。新鮮藻體立即以沾有
海水之紙巾包里裝入塑膠袋內封好 , 置於冰盒中運回台大海洋研究所藻類
實驗室。

←) 、無菌藻體之準備 :

本研究採用 Reddy et al. (1989) 之方法 , 但稍為加以修改。選取
大約二公分平方的藻體以過濾之海水充分加以沖洗後置於含有 1%

KI-I2 (2g KI and 1912 dissolved in 300ml distill water) 的滅菌海水
的超音波洗游器 (Branson) 中 , 洗游兩次各五分鐘 , 以去除附著的生
物。藻體再以滅商海水沖洗數次 , 最後將其培養於含有 10ml 混合抗生

素液 (Pol 帥-Fuller and Gibor, 1984) 的 100ml 之滅菌 Provasoli en-

riched seawater (PES) 培養液中 24/J ＼時 , 溫度為 24 �e, 光度為 20 μ

Em 九 -1 每天照光 12/J ＼時。
仁 ) 、溶解細胞壁之酵素液之準備 :

將0.4 克 (4 的纖維晦 (Cellulase Onozuka R-10) 及 0.2 克 (2 的軟化
晦溶於以磷酸緩衝溶液所配製的pH 值為 6.0 的不同濃度 (0.5-1.9M) 的山
梨糖醇 (sorbitol) 水溶液中。這些酵素液以 10,000xg 之轉速於ooe 下離
心十分鐘後取出上層澄清液 , 再以 0.2 μ m 之可丟棄式薄膜過濾裝置
過濾消毒。

(三) 、原生質體之分離 :

為了要測定分離原生質體所須適當的滲透濃度 , 首先以健康的藻
體培養於 0.5-2M 的山梨糖醇水溶液中 6 小時 7 然後把藻體移至含
0.01 % Evans Blue 的海水中於20 μ Em-2s-\ 24 �

e 中培養 1 小時 , 再
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以顯微鏡檢查藻體細胞是否被染成藍色。這個初期試驗發現青海菜細

胞培養於 1.3-1.75M (1337.5-1803.7 milliosmo/kg) 的山梨糖醇水溶液
中 , 於24

�

C 下 6 小時仍可保持其質離能力 (plasmolysis) 。濃度若高於
1.75M 則細胞死亡 , 而濃度低於 1.3M 則使細胞膨脹而導致其喪失活
性。

將消毒過之藻體以滅菌海水清洗後 , 在無菌操作箱中以乾淨刀片
切成 0.5-1 塵米平方。根據先前之質離濃度的試驗 , 先稱取 0.1 克藻體
切片分別培養於 40 個含有各種濃度 (0.5, 0.7, 0.9, 1.1, 1 丸 1.35, 1.55 及
1.9M) 的 10ml 山梨糖醇一酵素液之培養瓶 (40ml, Falcon) 中 , 並置於
呦 , 的 , 60, 70 及80rpm 五個轉速之精圓旋轉式培養器中培養六小時
後 , 計數正常及不正常的原生質體數目。不正常原生質體和正常者之
外表形狀有極大不同 , 前者常有向內凹或外凸之表面形狀 , 後者則為
平滑圓形表面。原生質體之分離過程均在黑暗中 , (Marchant and

Fowke 1977, Cheney et al. 1986, Reddy and Fujita 1991) 24
�C 下

進行 , 以促使原生質體沈降下來 (Liu et al. 1992) 。

(四) 、原生質體的純化 :

經過前途之分離過程後 , 將含有原生質體的酵素液以 59 μ m 的尼
龍網過濾 , 分開原生質體及未被溶解的藻體。將此過濾液小心滴於含
有35% (w/v) 密度緩衝液的 15ml 離心管 , 於 100xg 轉速離心 30 分鐘
後 , 利用 Pasteur 滴管吸取在離心管中形成中間界面層的原生質體。
新鮮原生質體的產率是以血球計數器 (hemacytometer) 計數 , 此實驗
共重複三次 , 平均值及標準偏差均加以記錄。

(到、原生質體的培養 :

將純化之原生質體立即培養於含有各種濃度 (0.5, 0.7, 0.85 及
凹的甘露糖醇 (mannitol) 的PES 培養液 (甘露糖醇 - PES) 中 , 以便決
定最遁的培養原生質體之滲透濃度。這些甘露驛醇 -PES 培養液亦添 L

加了 0.01% 的 Evans-Blue, 並於培養的 1 至 10 天中每天以倒立顯微鏡
觀察具活性的原生質體。

原生質體均在光度為 166 μ
Em-2s-1, 照光 12 小時及 24 �C 下培養。

原生質體是先培養於0.85M 甘露糖醇 -PES 培養瓶中五天 , 然後轉移
至純PES 培養液中培養 , 以獲得真再生能力的原生質體。

由原生質體再生而來之單細胞團 (cell-clusters) , 則是先將其噴
撒在由合成纖維製成之細繩上 , 再培養於水族箱中大約 30 天 , 然後再
將細繩置於海邊魚池中繼續培養。

(六) 、原生質體細胞壁再生之螢光染色試驗 :

螢光染劑 (Calcofluor White ST, Sigma) 可被利用來研究原生質
體細胞壁再生之情形 (Galbraith 1981, Roberts et al. 1982, Chen

and Chen 1993) 。在螢光染色過程中 , 發現有再生細胞壁的原生質體
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呈現綠色之螢光 , 沒有再生細胞壁者則呈現紅色。將純化之原生質體
培養於0.85M 甘露糖醇 -PES 培養液中並於第 0, 2, 4, 8, 12, 及 24 小

時分別加入 0.01 % (w/v) 之 Calcofluor White, 並在培養的前24/J ＼時
是每小時以具螢光設備之倒立顯微鏡 (Nikon, Diaphot-TMD, filter,
BG-12 with wave length. of UV=320-400nm) 觀察計數具藍色及紅
色螢光的原生質體數 , 培養一天後則改為每天觀察一次。每次觀察是
隨意選取五個顯微鏡區域加以計數。

三、結果與討論

如表一所示 , 青海菜藻體在0.5-1.55M 之山梨糖醇一酵素液 (約相當於

0.6-1. 7M 純山梨糖醇之滲透濃度 ) 中在40-80rpm 之轉速於24
�

C 下 6 小時 ,
可分離出原生質體。在 50rpm 時 , 當濃度由 0.5 增至 1.2M 時 , τ原生質體產

,

率亦增至最大 (9X106 pr 叫oplasts/ g) , 但由 1.2 增至 1.9M 時 , 產率則逐漸
下降 ? 在 1.9M 則完全無原生質體的產生。 Fujita and Migita (1985) 以
0.8M 甘露糖醇及 10% 纖維鷗在 18-20

�

C 處理石專 (Ulva pertus αj 四小時及青
海菜(Monostrom α nitidum) 兩小時 y 二者均獲得 105-106 protoplasts/0.2g

之產率。本研究之產率和 Fijita and Migita 所研究之青海菜及石尊的產率

表
在不同山梨糖醇濃度之酵素液及旋轉速度的原生質體產率

原生質體產率

酵素液之
山梨糖醇
濃度(M)

旋轉速度 (rpm)

40 7050 60

0.5

0.7

0.9
1.1
1.2
1.35
1.55
1. 臼

5.4 士 0.3 3.3 + 0.3

8.6 + 0.5 5.4 土 0.5

27+1.4 6.7+0.2
91.8 + 0.6 56.6 + 4.9

540+6 333 土 47

405+6 252+30

172.8+14 108+12

。。

2.3 土 0.04 9 + 0.2
3.6 + 0.3 14.4 + 0.5

11.3 + 0.5 45 士 1.5

38.3 士 1.9 153 士 3.7

225 + 4 900 + 50

171 士 5 675 士 35
72+5.7 288+11

。。
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1.6 + 0.1
2.6+ 0.4
8.1 + 0.4

27.9+1.8
162 + 6.4

121.5 + 4.4

51.8 + 2.6
。



不同 , 可能是因為酵素 , 滲透壓 ,pH 值或藻體生理活性及生長階段之不
同而造成(Fujita and Migita 1985p, Reddy et al. 1989) 。

剛分離之原生質體有必要加以純化 , 以便於後續之研究。因為 , 只以
尼龍網來過濾原生質體一酵素液 (Saga 1984, Reddy et al. 1989) 常會有大
量的細胞碎屑及破裂的原生質體之污染而影響其活性。為了避免這些污

染 , 本研究會嚐試各種純化的方式 , 結果發現使用一種具有低滲透潛能及
高比重特性之比重緩衝液 (Ficoll-400, Sigma)(Chen and Chen 1991) , 可
以達到最有效的純化原生質體之目的。

不論山梨糖醇一酵素液之濃度為何 , 精圖式旋轉培養器之旋轉速度亦
會影響原生質體之產率。如圖一所示 , 正常原生質體的數目隨旋轉速度之
加快而增加 , 由 2.21 X 106 增至 8.86 X 106 個。但當轉速由 60rpm 加快至
80rpm 時 , 不正常 (膨脹及萎縮 ) 者則由 1.16 X 106 (17.8 的增至 11.57 X 106

(88 主 %) 。此結果在石奪的原生質體之研究 (Chen and Chen, 1991) 中亦有
發現。

在實驗期間發現山梨糖醇水溶液即使濃度高至 1.2M 也不會有再結晶
之情形出現 , 但甘露糖醇在此濃度則極易有再結晶之產生。因此我們使用
山梨糖醇做為分離原生質體酵素液中調節滲透壓之物質。在接下來之實驗

中並發現原生質體在山梨糖醇一酵素液中不可超過 6 小時。因為過長的晦
解時間可能對原生質體有不良影響而使其極易喪失活性。因此 , 原生質體
必須儘快加以純化後移至添加有甘露糖醇之 PES 培養液中。

我們亦發現高濃度的甘露糖醇 -PES 培養液亦會影響原生質體之活性
( 圖二 ) 。在各種甘露糖醇 -PES 濃度之培養實驗中 , 發現0.85M 的甘露

糖醇 -PES 培養液是較適合的原生質體培養液 , 因為在此濃度具活性的原
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0.5 、 0.7 、 0.85 及1.0M 甘露槍醇 -PES 培養液於光度

為166 μ Em -2S-1 光照每日 12 小時 3 鈍。C 下十夭。

生質體數目在任何培養時間 ( 1 至 10 天 ) 中均比其它的濃度者高。因此 ,
本實驗如同其他研究者 (Saga and sakai 1984, Saga 1984, Cheney et al.

1986, Polne-Fuller and Gibor 1987, Ducreux and Kloreg 1986, Reddy

et al. 1989 1992, Fujimura et al. 1989, Fujita and Saito 1990) , 均採用
甘露糖醇調節原生質體之滲透壓。

為了獲得較高比率之具再生能力原生質體 , 將剛分離之原生質體分別
培養於含0.85M 甘露糖醇之PES 培養液 (ca. 1800 mOs/kg) 中 1 至 16 天後 ,
再將其分別轉移至純 PES 培養液 (ca. 998 mOs / kg) 中 , 結果發現 ( 圖
三 ) 形成細胞圓的數目隨著先前培養在甘露糖醇 -PES 培養液的 1 至 5 天
中之天數的增加而逐漸增加至最高 , 然後再遞減 , 至第 16 天最少。此結果
表示原生質體培養於 0.85M 甘露糖醇 -PES 培養液中五天再轉移至 PES 培
養液 , 可以獲得最高數 (61.3 仰的細胞圍。當原生質體分別培養於0.85M
甘露糖醇 -PES 中 1, 2, 3 及 4 天者其細胞圖再生率分別為0.3%, 0.2 粥 ,
13.6% 及45.5% , 此結果表示這些 1 至 4 天大的原生質體可能細胞壁尚未
再生完全 ( 表二 ) , 突然將其移入低滲透壓的環境會使其喪失活性或死
亡。

原生質體如果培養於0.85M 甘露糖醇 -PES 中超過五天 , 細胞圈之再
生率亦下降 , 這可能是甘露糖醇對原生質體產生毒性 (Chen and Chen

1991) 。在Reddy et al. (1989) 及Reddy and Fijita (1991) 的報告亦有類似
之結果 , 在他們的報告中指出 , 原生質體長期培養於高滲透壓之水溶液
中 , 例如 0.2-0.8M 之甘露糖醇液中 , 會對原生質體之分裂造成影響 , 產生
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國三

表三 : 不問時期 (0,
. 2, 4, 8, 12 及 24/J ＼時 ) 之青海菜原生質體以螢光染

劑(calcofluor white) 染色的細胞壁再生率

原生質體培養時間 (小時 )

'-

120967248241287654

561:2.9

64.2:t5.2

75.1 士 5.5

75.5 士 3.8

76.1:t5.7

85.3:t5.2

53.7 士 4.6

ω .5:t 4.6
67.1:t6.1

70.7 土 4.1

71.5 土 4.2

72.7:t 2.6

51.8:t 3.8

55.3 士 3.3

61.3 士 5.8

65.3:t4.1

65.4 土 4.2
66.2 士 3.6

原生質體細胞壁再生率 ( 的

48.1 :t6.8

53.9 士 4.2

閱 .2:t 5,0

59,2:t 4.6

63.1:t 3.2

65.9 :t6.0

34.9:t 7.1

51.8:t3.7

57:t 3,9

58.4 土 4,2

60.9 :t5.1

63:t 4.9

20.4 士 2,3

28.2:t 2.0

40 :t4.8
49,S:t 3.2

Sl 日士 4.4

10.8 土 0.6

12.8 士 1.8

23,6:t 3.1

29:t2.6

5.1:t 0.5

10.4:t 1.4
23 土 3,2

。 :t 0.01

6.6 士 1.1

21.5:t 1.4

。 :t 0,01

O:t 0.01
11.2:t2.3

0:1:0.01

O 士 0,01

2:tO,4

l23456
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1. 原生質體於分碧藍後立即染色
( 第零小時 )

。

2. 原生質體於分離後第二小時染色。
3. 原 � 賀禮於分離後第四小時染色。
4. 原生質體於分離後第八小時染色。
5. 原主 : 質體於分離後第十二小時染色。
6, 原生賀禮於分離後第二十四小時染色。



不正常構造之細胞。這種抑制細胞分裂的情形可能是由於在高滲透濃度環
境中 , 使得細胞質中的無機離子鹽濃度變高 7 因此抑制了各種細胞的生長
過程 , 例如光合及呼吸作用等。

螢光染色試驗之結果指出原生質體是在分離五小時內開始再生細胞
壁 , 而隨著培養時間之增加 , 細胞壁再生之比率亦增加 ( 表二 ) 。雖然在

第 4 小時 , 約有 2% 的原生質體顯示出具細胞壁 , 不過它們可能是原先所
殘存之細胞壁。螢光染色結果亦顯示過早染色的原生質體的細胞壁再生的
比率較低 , 而 Calcofluor white 對細胞壁再生之負影響 (negative effects)

似乎是持續性的。如表二 , 剛分離之原生質體立即培養於含螢光染劑之培
養液中 , 在培養五天後只有 56% 原生質體再生細胞壁。無論如何 , 在培養
第 24 小時後染色的原生質體其細胞壁再生率最高 (85.3%) ( 表二 , 圖
四 ) 。本結果比Fijita and Migita (1985) 的報告中Monostrom α nitidum

原生質體細胞壁再生率 (68.'3) 高。原生質體細胞壁再生率之差異可能是環
,

境因子 (environmental stress) 例如 , 滲透壓及溫度 , 影響了原生質體之
生理狀況所造成 (Galun 1981) 。

原生質體通常在培養第 7-9 天開始分裂 , 然後於 14-18 天形成細胞
團 ( 圖五 ) , 某些細胞團於 25-30 天長出管狀藻體 ( 圖六 ) , 這些管狀藻
體經繼續培養於 PES 中 30 天左右 , 則由管狀體發育成葉狀之藻體 ( 圖

七 ) 0 Saga and Kudo (1989) 亦由Monostrom ααngic α u α原生質體再生

出細胞圈 , 但Fujita and Migita (1985) 的研究中其Monostrom α nitidum

原生質體在細胞壁再生完成後只發育成配子。這種不同的發育形式 ? 可能
和原生質體原先在組織中的位置以及培養環境之不同所造成。此現象亦發
生於紫菜 (Porphyr α spp.) 原生質體的培養 (Polne- Fuller et al. 1986) 。

青海菜 (Monostrom α l α tissium) 的單細胞圈可以極易在 PES 培養液中
大量增殖 , 將其噴撒在以合成纖維製成的細繩上 , 然後再培養於野外之海
水魚池中 , 約在二個星期內少數之葉狀體由細繩上生長出來。這些葉狀藻
體的產量深受魚池內之自然環境及季節的影響。因此 , 在能夠成功地發展
出一套由原生質體經過細胞團 , 最後發育成植株的青海菜大量養殖技術
前 , 有必要先深入地研究影響細胞圖再生成植株的各種環境因子。
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7

圈四 具再生細胞壁之原生質主明亮之螢光。

圖五 由原生質體所再生之細胞圈。培養環境為 : 光度 166 μ

Em-2s-1 , 光照每日 12 小時 ,24
� C 。

圈六及圖七由原生質體再生之拉株。圖夫 : 培養四十五天 ;

圈七 : 培養六十夭。原生質體於PES 培姜液中 , 在光度為
166 μ Em -2S-1 , 每日 J照光 12 小時 ,24

�C 下培養。
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