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摘要! 应用解聚微丝和微管细胞骨架的特异性药物!结合组织化学染色方法观察了坛紫菜壳

孢子早期发育阶段中的细胞极性形成过程" 观察结果表明!坛紫菜壳孢子从放散入水作变形

运动到萌发成二细胞的孢子苗共有两次细胞极性形成过程(第一次发生在坛紫菜壳孢子作变

形运动期间$形成前后轴%'第二次发生在壳孢子拉长呈椭圆形的一细胞萌发体期间$形成细

胞的上下轴%" 在这两次细胞极性形成过程中!壳孢子外的粘性多糖!尤其是硫酸化的酸性粘

多糖主要聚集在运动壳孢子的后缘和壳孢子萌发体的下方!说明粘性多糖有协同形成&稳定壳

孢子细胞极性的作用" 刚放散的壳孢子经高浓度的细胞骨架抑制剂处理后!壳孢子的正常运

动被阻止!从而影响壳孢子的第一次细胞极性形成!导致壳孢子不能萌发" 运动后的壳孢子经

高浓度的抑制剂处理后!出现了假根形成和细胞分裂面不正常的畸形萌发体!它们的基部均没

有粘性多糖的显色"

关键词! 坛紫菜' 壳孢子' 细胞极性' 细胞骨架' 粘性多糖

中图分类号! *:101/44444444444 文献标志码(&

44细胞分裂前"细胞内的某些胞质成分会按一

定空间顺序不均等分布"从而形成各种细胞内容

物的浓度梯度"这种现象称为细胞极性"正是由于

细胞极性的存在"使得细胞的不对称分裂成为可

能
(1)

' 而细胞的不对称分裂是真核生物完成细

胞功能分化和发育的基础"母细胞#受精卵$只有

在第一次细胞分裂时出现不对称分裂"才能实现

两个子细胞在结构和功能上的区分
(2 5/)

' 许多真

核细胞都具有极性表型"具体表现为细胞的形状&

细胞内各种细胞器和蛋白质等细胞内含物的不对

称分布
(9)

'

细胞骨架是真核细胞内由丝状蛋白多聚体构

成的&遍布于整个细胞质的网络结构"包括微丝&

微管和中间纤维"在植物细胞中是否存在中间纤

维仍无定论
(7)

' 细胞骨架参与的细胞极性形成

在陆地植物中已有相关报道
(6 50)

"尤其在花粉管

和根毛的顶端生长过程中"肌动蛋白微丝和微管

起着举足轻重的作用
(8 5:)

' 海洋植物中关于细胞

极性的研究对象多集中在褐藻门墨角藻类"其受

精卵在光线照射或受精后"肌动蛋白微丝首先会

出现在背光面或受精孔相对的一面"这一肌动蛋

白微丝的极性分布决定了受精卵在第一次细胞不

等分裂时的分裂面
(13)

' 紫菜的生殖孢子放散后"

总是要经历一段时间的变形虫运动后才能附着到

基质上
(11)

"没有运动能力或无法附着的孢子不能

萌发"只能保持浑圆状态直至分解死亡
(12)

' 但是

关于紫菜生殖孢子的这种运动机理"以及这种极

性运动与附着之间的研究却不多见
(1/ 519)

'

坛紫菜 #!B'5$1" 0"1+"*)*&1&$是我国的特有

紫菜种"生产上采苗时"总有一部分壳孢子放散后

无法正常萌发' 藻类研究者一直关注生态因子和

附着基质对紫菜孢子附着的影响
(17 518)

"至今未见
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关于坛紫菜壳孢子如何从一个细胞发育成为具有

上下细胞极性萌发体的基础研究' 本研究以坛紫

菜壳孢子为实验材料"利用组织化学染色方法"观

察坛紫菜壳孢子在萌发时的细胞极性形成过程"

通过加入解聚微丝和微管细胞骨架的特异性药

物"分析细胞骨架与坛紫菜壳孢子极性运动和细

胞极性形成之间的关系' 为丰富海洋藻类细胞极

性研究"解决紫菜壳孢子附着问题奠定一定的理

论基础'

14材料与方法

$%$&坛紫菜贝壳丝状体的培育和促熟

取保存的坛紫菜野生种 #5N6331$的自由丝

状体"参照孙清等
(1:)

的自由丝状体移植方法"

将坛紫菜野生种的自由丝状体接种到文蛤壳上"

用富含 P,*培养基
(23)

的灭菌海水作培养液"在

温度为 2/ Q"光密度 93

&

7/0H</L/=J4#7

2

-J$"

光周期 13'?193的条件下培养 9 周左右' 当丝

状体已布满整个文蛤壳的内壳面时"将培养温度

升至#2: D1$ Q"光密度降至 /3

&

7/0H</L/=J4

#7

2

-J$"光周期调至 8'?163"每 0 天更换一次

%?5>1?13 的灭菌海水以促进丝状体成熟' 培养

大约 9 周后"膨大藻丝大量形成"标志着丝状体已

经成熟'

$%A&坛紫菜壳孢子放散和收集

将长满成熟丝状体的文蛤壳放入 233 7'的

烧杯中"加入 73 7'富含 P,*培养基的灭菌海

水"同时将温度降至#29 D1$ Q促进壳孢子放散'

每天在中午 12 点之前收集壳孢子"并且在收集壳

孢子之前"用灭菌海水将文蛤壳表面冲洗几遍"以

除去先前放散的壳孢子"换入干净的烧杯中继续

充气' 大约 17 79= 后"将烧杯中的海水用筛绢过

滤至两个直径为 : ?7的培养皿中"其中一个培养

皿底部事先放置盖玻片用于附着壳孢子"这些壳

孢子将用于细胞染色和药剂实验"另一培养皿中

的孢子水立即在倒置显微镜下随机吸取至干净盖

玻片上"放入六孔细胞培养板进行药剂处理实验'

$%B&组织化学染色观察坛紫菜壳孢子萌发过程

用甲苯胺蓝 #N/0>9A9=@M0>@$ 和阿利新蓝

#&0?98= M0>@$对培养皿中盖玻片上处于不同发育

时期的壳孢子进行染色"观察细胞外周粘性多糖

的聚集位置' 甲苯胺蓝的染色操作如下"取甲苯

胺蓝粉末用去离子水制成 311S的溶液%染色时"

用甲苯胺蓝溶液浸染 1 79="然后用灭菌海水充分

水洗后置于显微镜#%9F/= ,?09HJ@:39$下观察并

拍照' 阿利新蓝染色时"取 1 : 阿利新蓝粉末溶

于 :0 7'去离子水与 / 7'醋酸的混合溶剂"使

用之前过滤并调节 H+>217' 染色和观察方法

同上'

$%F&细胞骨架抑制剂处理坛紫菜壳孢子

'8LI>=?>09= E#'8LE$和 %/?/A8;/0@#%/?$的

粉末溶于二甲亚砜溶液中"分别制成 7 7:47'的

母液保存于 523 Q冰箱中' 用于处理刚放散的

壳孢子时"取出母液融化后用 P,*培养液稀释成

最终的药剂处理浓度' 二甲亚砜的浓度不能超过

1S#EPE$"对照组培养液用含相同浓度二甲亚砜

的 P,*培养液' 用六孔细胞培养板在 #29 D1$

Q"93

&

7/0H</L/=J4#7

2

-J$"光周期 13'?193

条件下培养对照组和处理组的壳孢子"培养开始

后 / < 观察壳孢子的运动%98 < 后计数萌发体和

未萌发的壳孢子"每个处理组计数的壳孢子总数

不少于 133 个"每组实验设定 / 个平行"取平均值

计算壳孢子的萌发率"用 +6L@JL比较对照组与药剂

处理组之间的显著性差异' 待培养皿中盖玻片上

的壳孢子开始变形运动后"用上述实验中的最高

药剂浓度处理已经开始变形运动的壳孢子"培养

98 < 后观察这些壳孢子的萌发情况"培养方法和

条件同上'

24结果

A%$&壳孢子运动及萌发过程

对坛紫菜壳孢子从放散入水到两细胞萌发体

形成进行观察"结果发现!刚放散出来的坛紫菜壳

孢子没有固定形状"在水体中漂浮"转移至培养器

皿后不久孢子变得浑圆#图版
%

61$' 根据壳孢子的

健康程度"经过大约 /3 79= 的停留"孢子开始伸缩

或紧贴培养基质进行类似变形虫运动的爬行#图版

%

62%图版
+

$"此时"根据运动的方向能明显区分出

孢子的前后' 经过一段时间的运动"当壳孢子遇到

合适的附着点之后"立即停止运动&直立并迅速拉

长#可以区分壳孢子的上下$"同时色素体移向顶

端"而基部则聚集一些无色的颗粒物质#图版
%

6/$"

随着培养时间的延长"逐渐在基部无色颗粒聚集的

位置伸出假根"形成了一细胞的壳孢子萌发体#图

版
%

69$' 第一次的细胞不等分裂垂直于一细胞萌

发体上假根与顶端假象的上下轴"将一细胞萌发体

9661
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分成上下两个形状不同的细胞#图版
%

67$'

A%A&壳孢子运动和附着时细胞外周粘性多糖的

变化

利用甲苯胺蓝和阿利新蓝对红藻生殖孢子细

胞外周粘性多糖的专一着色原理
(21)

"本研究对坛

紫菜壳孢子从放散至细胞不等分裂这一过程中胞

外粘性多糖的变化做了跟踪观察' 刚放散出来的

壳孢子外周显色并不明显"尤其是甲苯胺蓝染色

的结果"几乎看不到多糖显色"说明刚放散出来的

坛紫菜壳孢子粘性多糖不多#图版
%

66"13$' 随

着培养时间和壳孢子运动能力的增强"壳孢子外

周的粘性多糖逐渐增加"主要集中在运动时与培

养基质贴合的位置#图版
%

60"11$"当壳孢子拉伸

直立并长出假根形成一细胞萌发体时"虽然阿利

新蓝着色的硫酸化酸性粘多糖可以在整个萌发体

周围着色"但粘性多糖仍主要集中在假根周围

#图版
%

68":"12"1/$'

A%B&N/;L和 "9?对坛紫菜壳孢子极性形成的

影响

由于 '8LE和 %/?对细胞骨架中的微丝和微

管细胞骨架具有特异的解聚作用
(22 52/)

"因此"根

据药剂处理后壳孢子的运动能力 #前后轴$和萌

发体形成#上下轴$的数量"判定这两种细胞骨架

抑制剂对坛紫菜壳孢子细胞极性形成的影响' 药

剂处理后 / <"观察发现 '8LE和 %/?在最高浓度

组也不能完全抑制壳孢子的运动"但是浓度处理

组之间壳孢子的运动强度有差异!随着浓度升高"

爬行的壳孢子比例减少"原地伸缩的壳孢子比例

增加"两种药剂的最高浓度组中仅观察到少量稍

有变形的壳孢子' 处理 98 < 后的壳孢子萌发率

与药剂的浓度关系密切"尤其以 '8LE效果显著"

随着药剂浓度升高"壳孢子萌发率明显下降"而且

'8LE处理组中最低浓度组#1

&

:47'$壳孢子萌

发率与对照组中壳孢子萌发率差异极显著 #!B

3131$' '8LE最高浓度#23

&

:47'$处理坛紫菜

壳孢子 98 < 后"壳孢子全部保持浑圆状态"不能

形成萌发体 #图 1$' %/?在浓度小于 13

&

:47'

处理壳孢子时"对壳孢子萌发率的影响区别不大"

当 %/?的处理浓度大于 13

&

:47'时"对壳孢子萌

发的抑制能力明显提高"最大浓度组#93

&

:47'$

处理壳孢子 98 < 后"壳孢子也不能形成萌发体%各

%/?浓度处理组中壳孢子萌发率与对照组中壳孢

子萌发率的比例差异极显著#!B3131$#图 2$'

图 $&N/;.+2?+<(2L对坛紫菜壳孢子萌发的影响

图中+

""

,表示各 '8LI>=?>09= E浓度处理组与对照组差异极

显著#!B3131$

'()%$&5-11881?;98N/;.+2?+<(2L92;-1

)1.:(2/;(9298?92?-90,9.10(2!.2"0+"*)*&0&

""

9=A9?8L@J2@IC J9=:=9K9?8=LA9KK@I@=?@

图 A&"9?9=/W9<1对坛紫菜壳孢子萌发的影响

图中+

""

,表示各 %/?/A8;/0@浓度处理组与对照组差异极显

著#!B3131$

'()%A&5-11881?;98"9?9=/W9<192;-1

)1.:(2/;(9298?92?-90,9.10(2!.2"0+"*)*&0&

""

9=A9?8L@J2@IC J9=:=9K9?8=LA9KK@I@=?@

44分别用上述实验中的最高浓度 #23

&

:47'

'8LE和 93

&

:47'%/?$处理已经开始运动的壳

孢子"98 < 后发现壳孢子几乎都形成了萌发体"但

是在这些萌发体中观察到一些为数不多的畸形表

现!壳孢子长出两条假根#图版
%

619$%壳孢子没

有伸出假根之前进行了细胞分裂%分裂形成的两

个细胞在大小和形状上几乎没有区别 #图版
%

6

17$%壳孢子萌发体的假根粗大 #图版
%

617 <

10$%细胞分裂面不与上下轴垂直等现象#图版
%

6

16"10$' 同时"用甲苯胺蓝染色发现畸形萌发体

的假根附着部位没有酸性多糖显色'

7661
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/4讨论

B%$&微丝与微管决定的坛紫菜壳孢子的第一次

细胞极性形成

本研究利用细胞骨架的特异性抑制剂以及组

织化学染色方法"对坛紫菜壳孢子从放散至萌发

过程的极性形成问题做了初步探讨' 放散出来的

坛紫菜壳孢子必须经过一段时间的变形虫运动才

能萌发"这一观察结果与教科书上所描述的红藻

门藻类生殖孢子不能运动的说法相悖
(29)

' 对原

生动物细胞和高等哺乳动物细胞的研究已经发现

没有肌纤维的细胞之所以能运动是因为它们可以

依靠细胞骨架在运动前沿不断聚合推动细胞膜前

进"在基部靠近细胞体部位通过细胞骨架的不断

解聚收缩"从而拖拉细胞向前运动
(27 526)

' 细胞骨

架抑制剂处理后的壳孢子的运动能力受到影响"

这一结果与已经报道的 !5'$0B'" $%7/0)77" 的原

孢子和条斑紫菜的单孢子运动依靠微丝和肌动蛋

白牵引的结果相似
(1/ 519)

' 同时"观察发现这些

抑制剂处理过的壳孢子因为无法正常运动导致最

终不能附着萌发#图 1"图 2$"这一结果证明细胞

骨架抑制剂通过影响壳孢子的运动阻止了壳孢子

发育过程中的第一次细胞极性形成'

B%A&微丝与微管干扰下的坛紫菜壳孢子的第二

次细胞极性形成

如果壳孢子萌发过程中第一次细胞极性已

经形成"即壳孢子开始运动后"用高浓度细胞骨

架的特异性解聚药物处理壳孢子"发现壳孢子

虽能形成萌发体"但在萌发体中出现了少量的

畸形现象 #图版
%

619 <10 $ ' 壳孢子的这些细

胞分裂&假根形状和数目不正常现象"与高等植

物中用微丝和微管特异性药物阻断细胞不等分

裂&花粉管和根丝细胞顶端生长的实验结果相

类似
(2"8 5:)

' 从而推测坛紫菜壳孢子在运动结

束"附着于基质上开始拉长进行细胞分裂形成

萌发体时"微丝和微管也参与了此时拉长壳孢

子上下轴的极性形成' 而壳孢子畸形萌发体较

少的原因"可能是因为刚放散的壳孢子没有细

胞壁
(11 512)

"壳孢子萌发过程中逐渐形成的细胞

壁使得细胞骨架解聚药物的渗透能力下降"无

法达到细胞骨架的有效处理浓度' 对烟草和蚕

豆叶肉细胞的微丝骨架研究也发现"没有细胞

壁的原生质体是研究的最佳材料
(20)

'

B%B&粘性多糖对坛紫菜壳孢子的运动和萌发的

重要性

刚放散出来的壳孢子粘性多糖显色不明显

#图版
%

66"13$"这与刚放散的壳孢子在盖玻片上

贴附不紧密"染色时容易脱落的现象相吻合' 随

着培养时间延长"开始运动的壳孢子在与盖玻片

上贴附的位置有多糖显色"尤其是阿利新蓝染色

的硫酸化酸性粘多糖着色明显#图版
%

60$"附后

的壳孢子均在假根周围聚集多糖 #图版
%

68":"

12"1/$' 这些结果表明胞外的粘性多糖对壳孢

子运动时协同形成孢子前后轴&附着时维持萌发

体上 下轴 有重要作 用' 本 研 究 也 曾 用 5&*

#H@I9/A9?8?9A6J?<9KK$染色坛紫菜壳孢子的中性多

糖"但并没有观察到显色结果' 红藻门真红藻纲

中凹顶藻#A"%')*/1" "';%&/%7"$无性生殖产生的

四分孢子在放散出来时细胞外周就有明显的中性

多糖和酸性多糖"而且随着孢子的附着和萌发"硫

酸化的酸性多糖并不是聚集在假根"而是在壳孢

子萌发体的上部
(21)

' 这些染色结果的差异表明

红藻门中不同藻类的粘性多糖的成分和聚集位置

可能与产生相应孢子的生殖方式和进化程度有

关系'

本研究第一次从细胞极性形成角度出发"利

用细胞骨架特异性抑制剂探讨了细胞骨架和粘性

多糖在坛紫菜壳孢子运动和附着时的作用' 从上

述这些观察结果可以推测"坛紫菜壳孢子萌发过

程中细胞极性形成的大致模型!刚放散出来的壳

孢子需要一段时间的粘性多糖积累"通过细胞骨

架的聚合和解聚牵引壳孢子进行极性运动"在这

个过程中逐渐分泌的粘性多糖协同壳孢子形成第

一次的细胞极性%当壳孢子遇到合适的附着位置

直立并逐渐拉伸时"粘性多糖在附着位置分泌"帮

助壳孢子稳定已经形成的上下轴'
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图版
!

&坛紫菜壳孢子早期发育过程中的细胞极性形成
1 <7!坛紫菜壳孢子的萌发过程' 11刚放散的壳孢子"21运动中的壳孢子"/1附着直立的壳孢子"91假根形成的一细胞萌发体"71细

胞不等分裂后的 2 细胞萌发体' 6 <:1阿利新蓝对壳孢子染色' 61刚放散的壳孢子"01运动中的壳孢子"81一细胞萌发体":1二细

胞萌发体' 13 <1/!甲苯胺蓝对壳孢子染色' 131刚放散的壳孢子"111运动中的壳孢子"121一细胞萌发体"1/1二细胞萌发体'

19 <10!细胞骨架抑制剂处理运动中壳孢子的结果' 19"17 经 '8LE处理"图 16"101经 %/?处理' 图中标尺为 13
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图版
"

&坛紫菜壳孢子的一组变形虫运动
1 <131拍摄时间为 0 79="图中标尺为 13
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