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摘　要：用不同剂量的紫外线（ＵＶ）对皱紫菜（Ｐｙｒｏｐｉａｃｒｉｓｐａｔａ）野生型品系（ＰＣＷＴ）的壳孢子萌发体进行辐
照，４周后，叶状体上均出现了黄绿、宝石红、黄橙等颜色的色素变异细胞块，经统计表明，剂量为８０μＷ／ｃｍ２

的诱变效果最好。用酶解法将含有色素变异细胞块的叶状体细胞单个分离出来进行培养，从再生叶状体中分

离到ＰＣＪＨ（桔黄褐色）、ＰＣＺＨ（宝石红色）、ＰＣＨＬ（黄绿色）、ＰＣＱＬ（浅绿色）等纯色突变体，通过单性生殖
分别获得纯合品系。各突变品系的Ｆ１叶状体的颜色和形态均一，且与其母体叶状体相同，表明各突变品系的
颜色等突变性状均能稳定遗传。与野生型品系相比，各色素突变品系的Ｆ１叶状体的活体吸收光谱、色素蛋白
的含量及相互间的比值均发生了明显变化，且相互之间也存在明显差异。综上所述，紫外线对皱紫菜叶状体

具有良好的诱变效果，本实验所获得的色素突变品系，将成为皱紫菜遗传育种研究的重要材料。
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　　皱紫菜［１］是我国南方重要的紫菜野生品种

之一，多分布于福建和广东沿岸，尤其是闽南东

山岛以南［２］。海洋环境的不断变化，如温室效应

引起的海水回温现象，使紫菜出现大规模的烂苗

和掉苗，造成了巨大的经济损失［３］。有研究［４］表

明坛紫菜、长紫菜和皱紫菜的叶状体在高温胁迫

条件下，皱紫菜具有较强的抗性。叶绿素 ａ
（Ｃｈｌ．ａ）、藻蓝蛋白（ＰＣ）和藻红蛋白（ＰＥ）是紫菜
中含有的３种主要光合色素蛋白，它们的含量和
相互之间的比例决定了紫菜的质量和叶状体的

颜色［５６］。颜色可以作为遗传育种中的遗传标

记。因此，皱紫菜色素突变体的研究，不仅对它

的遗传学和生理学具有重要意义，对养殖品种改

良也具有重要意义。

目前有关紫菜色素突变体的研究，主要集中

在坛紫菜和条斑紫菜，研究者利用它们的色素突

变体开展了一系列的遗传学和育种学研究。

ＯＨＭＥ等［７］利用色素突变体的杂交实验培育出

新品系；严兴洪等［８９］利用坛紫菜色素突变体与

野生型品系的杂交实验进一步证明了坛紫菜减

数分裂位置；ＷＡＮＧ等［１０］利用色素突变体研究４
种紫菜的早期发育模式和形态发生；也有研究

者［１１１３］利用色素突变体种间和种内杂交培育出

大量的紫菜新品种（品系）。目前，色素突变体主

要通过诱变获得，紫菜中应用最广泛的诱变剂为

化学诱变剂ＭＮＮＧ和物理诱变剂 γ射线［１４］。有

研究者利用紫外线辐照条斑紫菜和坛紫菜的原

生质体，分别获得了体形变异体［１５］和红色变异

体［１６］，但未对变异体的稳定性进行验证。紫外线

辐照可引起碱基转换、颠换、移码突变或缺失，从

而达到变异的效果［１７］。相比化学诱变剂ＭＮＮＧ，
紫外线具有无需添加任何化学药品、无二次污

染、高效率、清洁、低成本等优点［１８］。

本文首次采用紫外线辐照皱紫菜叶状体，以
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期分离出皱紫菜的色素突变体，为皱紫菜的遗传

育种研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料与培养
实验材料为皱紫菜野生型品系（ＰＣＷＴ），采

自广东省汕头市南澳岛，经酶解后长出的再生叶

状体雌雄分别单独培养，成熟后利用其单性生殖

获取纯合的丝状体［１９］，后者被保存供使用。取适

量的自由丝状体，经打碎后制成悬浮液，后者被

均匀地喷洒在灭菌过的文蛤（Ｍｅｒｅｔｒｉｘｍｅｒｅｔｒｉｘ）壳
上，黑暗处理４ｄ后，将其置于温度２３℃、光照密
度１０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）、光照周期１０Ｌ∶１４Ｄ
下培养，１０ｄ后，清洗贝壳，并将光照密度调整为
５０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）。待丝状体长满整个壳
面后，将其转移到温度２８℃、光照密度２０μｍｏｌ
ｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）、光照周期８Ｌ∶１６Ｄ下培养，每７
天更换１次培养液。待贝壳丝状体成熟后，取１
个贝壳置于含５根尼龙单丝的塑料杯中，在温度
２３℃下充气，次日将附有壳孢子的尼龙单丝置于
充气瓶中，在温度 ２３℃、光照密度 ５０μｍｏｌ
ｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）、光照周期 １０Ｌ∶１４Ｄ下充气培
养，每５天更换一半培养液。所用培养液为添加
ＭＥＳ的灭菌海水［２０］。

１．２　紫外线辐照和色素突变体的分离
待ＰＣＷＴ品系的叶状体长度约１ｃｍ时，随

机取３０株，分成３组，每组１０株平铺在培养皿底
部，并吸去藻体表面水分，进行紫外线辐照处理，

辐照剂量分别为 ４０、８０和 １２０μＷ／ｃｍ２，５ｍｉｎ
后，将叶状体分别放入含有培养液的充气瓶中进

行黑暗处理，２４ｈ后，将其移至温度２３℃、光照密
度５０μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ）、光照周期１０Ｌ∶１４Ｄ
下充气培养，４周后，显微观察并记录叶状体上出
现的色素变异细胞块的种类和数量，每个剂量组

统计５株叶状体。采用国际标准色卡德国 ＲＡＬ
色卡，对色素突变体颜色进行判断。继续培养一

段时间后，将叶状体分别进行酶解处理，获得它

们的单离细胞，后者被培养成再生叶状体［１９］。４５
ｄ后，从再生叶状体中，挑选出颜色变异的进行单
独培养，培养条件同上。当叶状体长到一定大小

时，利用单性生殖，分别获取它们的纯合丝状体

（品系）［１９］。

１．３　色素突变品系的叶状体活体吸收光谱和
色素蛋白含量的测定

ＰＣＷＴ品系和色素突变品系的 Ｆ１叶状体被
培养至４５ｄ时，用分光光度计（ＵＶ１７５０，日本岛
津公司）分别测定他们的活体吸收光谱和主要光

合色素蛋白含量。活体吸收光谱和叶绿素 ａ
（ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａ，Ｃｈｌ．ａ）含量的测定方法参照
ＡＲＵＧＡ等［６］，藻红蛋白（ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ，ＰＥ）和藻
蓝蛋白（ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ，ＰＣ）含量的测定方法参照
ＫＡＴＯ［２１］等。

２　结果

２．１　诱变效果
经不同剂量的紫外线辐照处理 ３ｄ后，ＰＣ

ＷＴ品系叶状体上出现不同颜色的变异细胞，４周
后，变异细胞长成不同大小的细胞块，且野生型

细胞和变异细胞块之间的界限清晰，如图版１～９
中所示，变异细胞块有草绿、黄绿、浅绿、宝石红、

珊瑚红、交通紫、黄橙、桔黄褐、咖喱色等颜色，其

中，宝石红和珊瑚红色块细胞分裂速度较快，黄

绿和浅绿色块较慢。如表１所示，对照组的叶状
体上未观察到色素变异细胞块，在辐照组中，剂

量为８０μＷ／ｃｍ２时色素变异细胞块的数量最多，
在色块的种类上，咖喱色块最多，桔黄褐和珊瑚

红色块次之，黄绿色块最少。不同剂量组中，各

颜色色块出现的比率差异较大：剂量为４０μＷ／
ｃｍ２时，宝石红色出现的比率最大；剂量为 ８０
μＷ／ｃｍ２时，色块主要以桔黄褐色和咖喱色为主；
剂量为１２０μＷ／ｃｍ２时，咖喱色、宝石红色和珊瑚
红色出现的比率较高。

２．２　色素突变体分离
将含有色素变异细胞块的叶状体进行酶解，

获得大量的单离体细胞，后者被培养约６０ｄ后，
从再生叶状体中挑选到了桔黄褐、宝石红、黄绿

和浅绿等颜色的单色突变体，分别命名为ＰＣＪＨ、
ＰＣＺＨ、ＰＣＨＬ和 ＰＣＱＬ。利用单性生殖分别获
得各色素突变体的纯合丝状体（品系），后者成熟

后释放的壳孢子长成叶状体（图版１０～１４），其
颜色与它们的母体叶状体颜色一致，表明颜色能

稳定遗传。

７２５
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表１　皱紫菜野生型品系（ＰＣＷＴ）的叶状体经不同剂量的紫外线辐照后
再培养２８ｄ时出现的色素变异细胞块的种类和数量

Ｔａｂ．１　Ｔｙｐｅｓａｎｄｎｕｍｂｅｒｓｏｆｃｏｌｏｒｍｕｔａｔｅｄｃｅｌｌｃｌｕｓｔｅｒｓａｐｐｅａｒｅｄｉｎｔｈｅｂｌａｄｅｓ
ｏｆｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅｓｔｒａｉｎｉｎＰｙｒｏｐｉａｃｒｉｓｐａｔａ（ＰＣＷＴ）ａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｉｒｒａｄｉａｔｅｄ

ｂｙｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｒａｙｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ２８ｄａｙｓ

剂量组

Ｄｏｓｅ／（μＷ／ｃｍ２）

色素变异细胞块的种类和数量（５株叶状体）
Ｔｙｐｅｓａｎｄｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｌｏｒｍｕｔａｔｅｄｃｅｌｌｃｌｕｓｔｅｒｓ（ｆｉｖｅｂｌａｄｅｓ）

桔黄褐

Ｏｒａｎｇｅ
ｂｒｏｗｎ

咖喱色

Ｃｕｒｒｙ
浅绿

Ｌｉｇｈｔｇｒｅｅｎ
宝石红

Ｒｕｂｙｒｅｄ

交通紫

Ｔｒａｆｆｉｃ
ｐｕｒｐｌｅ

珊瑚红

Ｃｏｒａｌｒｅｄ

黄橙

Ｙｅｌｌｏｗ
ｏｒａｎｇｅ

草绿

Ｂｒｉｇｈｔｇｒｅｅｎ

合计

Ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒ

４０ ３ ７ ３ １１ ３ １ ５ ０ ３３
８０ ３２ ３３ ９ １ ２ ２１ ２ １ １０１
１２０ ７ １１ ４ １０ ８ １１ ０ ０ ５１
合计

Ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒ ４２ ５１ １６ ２２ １３ ３３ ７ １ １８５

２．３　色素突变品系的活体吸收光谱和主要光合
色素蛋白的含量及其相互之间比值

图１为日龄４５ｄ的 Ｆ１叶状体在波长３５０～
７５０ｎｍ的活体吸收光谱，各品系均出现了５个明
显的吸收峰，分别标记为 Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４、Ｐ５，但各
品系在５个吸收峰处的特性（吸收峰的形状、高
度和各峰顶所在的波长位置）存在差异。相比

ＰＣＷＴ品系：ＰＣＨＬ和ＰＣＱＬ的５个峰均向短波
长移动了１～３ｎｍ；ＰＣＪＨ的 Ｐ１、Ｐ２和 Ｐ３峰均向
短波长移动２ｎｍ；ＰＣＺＨ的 Ｐ１峰向短波长移动
了４ｎｍ，Ｐ４峰向短波长移动了３ｎｍ。各色素突
变品系的 Ｃｈｌ．ａ、ＰＥ和 ＰＣ含量如图２所示：２个
绿色型突变品系（ＰＣＨＬ和 ＰＣＱＬ）之间的主要
光合色素蛋白含量的差异不大，且它们的 ＰＥ含
量与ＰＣＷＴ也没有显著差异，但它们的 ＰＣ含量
均显著高于ＰＣＷＴ；ＰＣＪＨ的ＰＥ和ＰＣ含量均明
显低于ＰＣＷＴ；ＰＣＺＨ的 ＰＥ含量显著高于 ＰＣ
ＷＴ，但它的ＰＣ含量与ＰＣＷＴ无显著差异。各色
素突变品系和ＰＣＷＴ品系的Ｆ１叶状体的３种色
素蛋白之间的比值如图３所示，与ＰＣＷＴ品系相
比，４种色素突变品系的 ＰＥ／Ｃｈｌ．ａ、ＰＣ／Ｃｈｌ．ａ和
ＰＥ／ＰＣ的值表现出明显的差异，除了２个绿色型

突变品系之间的差异不大，另外２个色素突变品
系之间也表现出较大的差异。

图１　皱紫菜野生型品系（ＰＣＷＴ）和各色素突变品系
（ＰＣＨＬ，ＰＣＱＬ，ＰＣＪＨ，ＰＣＺＨ）
的Ｆ１叶状体（４５ｄ）的活体吸收光谱

Ｆｉｇ．１　ＩｎｖｉｖｏａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＦ１ｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｉｃ

ｂｌａｄｅｓｏｆｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅｓｔｒａｉｎ（ＰＣＷＴ）ａｎｄ
ｐｉｇｍｅｎｔｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ（ＰＣＨＬ，ＰＣＱＬ，
ＰＣＪＨ，ＰＣＺＨ）ｏｆＰｙｒｏｐｉａｃｒｉｓｐａｔａ
ａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ４５ｄａｙｓ

８２５
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表示与ＰＣＷＴ品系差异显著（Ｐ＜０．０５）；表示与ＰＣＷＴ品系差异极显著（Ｐ＜０．０１）

 ｍｅａｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗｉｔｈＰＣＷＴｓｔｒａｉｎ（Ｐ＜０．０５）， ｍｅａｎｔｈｉｇｈｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗｉｔｈＰＣＷＴｓｔｒａｉｎ（Ｐ＜０．０１）

图２　皱紫菜野生型品系（ＰＣＷＴ）和各色素突变品系（ＰＣＨＬ，ＰＣＱＬ，ＰＣＪＨ，ＰＣＺＨ）
的Ｆ１叶状体（４５ｄ）的主要光合色素蛋白含量
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图３　皱紫菜野生型品系（ＰＣＷＴ）和各色素突变品系（ＰＣＨＬ，ＰＣＱＬ，ＰＣＪＨ，ＰＣＺＨ）
的Ｆ１叶状体（４５ｄ）中３种色素蛋白之间的比值
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３　讨论

目前，紫外线已广泛应用于高等植物的生

长［２２２４］和育种［２５２６］研究。２０世纪９０年代，我国
研究者开始将紫外线作为诱变剂应用于紫

菜［１５１６，２７］。但上述研究的材料主要是紫菜的原生

质体，本实验尝试采用紫外线辐照皱紫菜的叶状

体，并获得了良好的诱变效果。在一定范围内，

剂量越高变异细胞块越多，但剂量达到１２０μＷ／
ｃｍ２时反而变少，其中，剂量为８０μＷ／ｃｍ２获得
的变异细胞块数最多。在变异细胞块的种类上，

以黄色型变异细胞块居多。另外，紫外线剂量不

同，细胞块的颜色偏好性也不相同，这与 γ射线
诱变条斑紫菜［２８］和坛紫菜［３３］叶状体后以形成红

色型为主有所不同，有待进一步研究。

近３０年来，研究者分别用 ＭＮＮＧ和 γ射线
分离出大量的条斑紫菜［２９３１］和坛紫菜［３２３４］的色

素突变体，后者的应用极大地推动了这２种紫菜
的遗传学和育种学研究。利用紫外线辐照皱紫

菜的叶状体，分离出了４个纯色的色素突变体，
分别为 ＰＣＪＨ（桔黄褐色）、ＰＣＺＨ（宝石红色）、
ＰＣＨＬ（黄绿色）、ＰＣＱＬ（浅绿色），通过单性生殖
分别获得纯合品系，各突变品系的Ｆ１叶状体的颜
色和形态均一，且与其母体叶状体相同，表明各

突变品系的颜色等突变性状均能稳定遗传。各

色素突变品系颜色的变异不仅导致了３种色素
蛋白的含量及其相互间比值的变化，而且活体吸

收光谱的性质也发生了不同程度的变化。与野

生型品系（ＰＣＷＴ）相比，２个绿色型突变品系
（ＰＣＨＬ和ＰＣＱＬ）的 ＰＣ含量和 ＰＣ／Ｃｈｌ．ａ值明
显增加，ＰＥ／ＰＣ值明显降低，比值接近于１，这与
条斑紫菜人工绿色突变体的表现较一致［３５］。桔

黄褐色突变品系（ＰＣＪＨ）的３种色素蛋白含量均
降低，且ＰＣ／Ｃｈｌ．ａ值也较低，但ＰＥ／Ｃｈｌ．ａ和ＰＥ／
ＰＣ值较高，这与条斑紫菜桔黄色型突变体［２９］的

变化差异较大。宝石红色突变品系（ＰＣＺＨ）的
ＰＥ含量明显增加，相应地ＰＥ／Ｃｈｌ．ａ和ＰＥ／ＰＣ值
也明显增加，这与条斑紫菜红色型自然色素突变

体（Ｃ２２）的变化一致［６］。藻类是通过光合色素

吸收转化光能进行碳固定而生长的，理论上光合

色素含量越高，吸收利用的光能越多，生长速率

越快［４］。在坛紫菜色素突变体研究中，叶状体的

生长速率均是光合色素含量高的品系高于含量

低的品系。在本实验中，皱紫菜宝石红色突变品

系（ＰＣＺＨ）的光合色素含量（Ｃｈｌ．ａ＋ＰＥ＋ＰＣ）最
高，理论上具有生长方面的优势，可优先被选择

为良种培育的材料。

综上所述，紫外线对皱紫菜叶状体具有良好

的诱变效果，本实验分离到４个皱紫菜的色素突
变品系，它们将成为皱紫菜遗传育种研究的重要

材料。
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４期 张　倩，等：皱紫菜色素突变体的分离与特性分析

１９．分别为草绿、黄绿、浅绿、宝石红、珊瑚红、交通紫、黄橙、桔黄褐和咖喱色的色素变异细胞块（标尺为５０μｍ）；１０１４．分别是

ＰＣＷＴ（野生型），ＰＣＨＬ（黄绿色），ＰＣＱＬ（浅绿色），ＰＣＪＨ（桔黄褐色）和ＰＣＺＨ（宝石红色）的Ｆ１叶状体（标尺为２ｃｍ）

１－９．Ｂｒｉｇｈｔｇｒｅｅｎ，ｙｅｌｌｏｗｇｒｅｅｎ，ｌｉｇｈｔｇｒｅｅｎ，ｒｕｂｙｒｅｄ，ｃｏｒａｌｒｅｄ，ｔｒａｆｆｉｃｐｕｒｐｌｅ，ｙｅｌｌｏｗｏｒａｎｇｅ，ｏｒａｎｇｅｂｒｏｗｎａｎｄｃｕｒｒｙｃｏｌｏｒｍｕｔａｔｅｄｃｅｌｌ

ｃｌｕｓｔｅｒｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｂａｒ＝５０μｍ）；１０－１４．Ｆ１ｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｉｃｂｌａｄｅｏｆＰＣＨＬ，ＰＣＪＨ，ＰＣＱＬａｎｄＰＣＺＨｓｔｒａｉｎｉｎＰｙｒｏｐｉａｃｒｉｓｐａｔａａｆｔｅｒ

ｂｅｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ４５ｄａｙｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｂａｒ＝２ｃｍ）

图版　经紫外线辐照后在皱紫菜野生型品系（ＰＣＷＴ）叶状体上形成的不同颜色变异细胞块的显微照片，
以及ＰＣＷＴ品系和色素突变品系（ＰＣＨＬ，ＰＣＪＨ，ＰＣＱＬ，ＰＣＺＨ）的Ｆ１叶状体
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ｓｔｒａｉｎ（ＰＣＷＴ）ｉｎＰｙｒｏｐｉａｃｒｉｓｐａｔａａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｉｒｒａｄｉａｔｅｄｗｉｔｈｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｒａｙ，ａｎｄＦ１ｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｉｃｂｌａｄｅｏｆ

ＰＣＷＴａｎｄｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ（ＰＣＨＬ，ＰＣＪＨ，ＰＣＱＬ，ＰＣＺＨ）ｉｎＰｙｒｏｐｉａｃｒｉｓｐａｔａ
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