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摘 要: 真江蓠(Gracilaria
 

vermiculophylla)是一种重要的产琼胶海藻,为了解决江蓠生产实践中的孢子育苗问题,加
深对其受精过程的研究,本文选择了真江蓠精子数量、共培养时间(雌、雄配子体)、精子放置时间和雄配子体脱水时间作为

繁殖特性因素,温度、光照强度和光照周期作为外界环境因素对真江蓠受精效率的影响进行探究。结果表明,7个因素均对

真江蓠受精过程有显著影响,受精过程最适条件为温度25
 

℃、光照强度25
 

μmol·m-2·s-1、光照周期14L/10D。而且精

子数量的增加、配子体共培养时间的增加、精子脱离雄配子体时间的减少以及对于雄配子体适当的脱水刺激,均有利于提

高受精效率。此外,真江蓠还显示出精子与果胞能够在短时间(约0.5
 

h)内快速受精的能力。本研究结果有助于解决藻体

营养繁殖而产生的苗种退化问题,对江蓠孢子育苗具有重要的指导意义。
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  作为广泛分布在沿海潮间带的大型海洋红藻,真
江蓠(Gracilaria

 

vermiculophylla)具有重要的经济价

值。与近源物种龙须菜(Gracilariopsis
 

lemaneifor-
mis)一样,真江蓠也可作为提取琼胶的重要原料,其琼

胶含量高达16%~28%,且藻胶质量较高,属于重要的

海洋生物资源[1-2]。此外,真江蓠提取物具有对黄嘌呤

氧化酶和酪氨酸酶进行抑制作用药用价值[3-4]。真江

蓠对氮磷营养物质和重金属具有较强的吸收能力,可
显著降低海水富营养化,改善水质环境,抑制有害赤潮

藻的生长[5-6]。
据报道,江蓠已成为栽培规模超1万hm2 的全国

第二大栽培海藻,年产约36万t干品[7]。目前国际上

对江蓠的养殖,无论是智利江蓠(G.
 

chilensis)还是龙

须菜都是采用依赖营养繁殖的夹苗生产方式[8-9],优点

是增殖速度快,对养殖户来说操作简单易行。但随着

养殖范围的扩大以及养殖品种栽培时间和密度的增

加,栽培海区会出现病害频现和藻种性状退化的问题。
此外,栽培季节苗种需求量的不断增加也制约着产业

的发展。而这些问题的解决方法之一就是需要建立以

有性繁殖为基础的采孢子育苗体系,这涉及对江蓠的

生活史及发育调控的深入研究。
真江蓠拥有真红藻纲(Florideophyceae)典型的三

世代型生活史,包括二倍体的四分孢子体世代(Tetras-
porophyte)和果孢子世代(Carposporophyte),以及单

倍体的配子体世代(Gametophyte)[10-12]。真江蓠的四

分孢子体及雌、雄配子体尽管属于等世代的分枝状藻体,
但成熟后特征明显,表观上很容易区分,可分别观察到深

红色的四分孢子囊、突出的果孢子体和开口较大的精子

囊窝[13],是进行江蓠科物种发育研究的好材料。
要实现完全人工可控的孢子采苗必须能在实验室

保存优良品系并建立起成熟的促进孢子形成和释放的

方法和流程。但到目前,对孢子放散过程和存活率影

响条件的研究较多[14-16],而对孢子形成过程的影响因

子研究较少。常用于采苗的果孢子是由江蓠雄、雌配

子体分别产生的精、卵受精后形成的果孢子体产生和

释放的,因此其产量会受到决定受精效率的各种因素

的影响。本实验将研究真江蓠的繁殖特征因素(如精

子数量、共培养时间(雌、雄配子体)、精子放置时间、配
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子体脱水时间)和环境因素因素(温度、光照强度、光照

周期)对受精效率的影响,以期为其依赖有性生殖的采

孢子育苗以及杂交育种提供数据和理论支持。

1 材料与方法

1.1
 

用于杂交实验的真江蓠雌、雄配子体

本实验所用真江蓠雌配子体和雄配子体的成熟藻

株于2021年6月采自青岛浮山湾潮间带(36°0'N,
120°2'E)。材料采集回实验室后首先使用毛刷进行清

理,去除杂藻及其它附生物,然后用消毒海水多次冲洗。
下列实验若无特殊说明则培养条件为:改良的f/2海水

培养基、温度23
 

℃、光照35
 

μmol·m-2·s-1、光照周期

12L/12D。实验前将真江蓠雌、雄藻株在恒温培养箱中

预培养两周,使藻体适应实验室环境,同时排除采集时雌

配子体上可能已有果胞受精而引起的实验误差。
实验时所用雌、雄配子体藻段都是保留有尖部生

长点且长度大约为3~4
 

cm的一、二级分枝,平均分配

到每个实验组,以消除分枝间可能出现的个体差异。
1.2

 

真江蓠雌、雄配子体的受精实验设置

下列实验如无特别说明都采用雌、雄配子体共培

养的方式完成受精过程,具体设置如下:将预培养的真

江蓠雄配子体和雌配子体藻段各3段放在一个三角瓶

中共培养,每日手动摇晃3次,7
 

d后每3
 

d更换一次培

养基,30
 

d后对每条雌配子体上形成的果孢子体进行

计数,结果取平均值。所有实验设3个平行样。
1.3

 

精子数量对受精效率的影响
 

真江蓠雄配子体藻枝表面遍布精子囊窝,为避免

藻枝从尖端到基部不同位置精子成熟度不同,本实验

中只取成熟度相似的藻枝中段大约5
 

cm的部分进行

实验。将不同长度的雄配子体与共培养的雌配子体藻

枝进行受精,其长度分别为2、6、10、14、16
 

cm,由1条

或多条藻枝组成。
1.4

 

雌、雄配子体共培养时间对受精效率的影响

在雌、雄配子体共培养的时间为0.5、1、3、5
 

h时,
分别取出雌配子体,沥干水分后放入到新的含150

 

mL
 

f/2海水培养基的三角瓶中继续培养。
1.5

 

精子放置时间对受精效率的影响

选取总长度约90
 

cm的成熟雄配子体藻段置于

500
 

mL锥形瓶中,加入400
 

mL
 

f/2海水培养基,
100

 

r/min摇床振荡6
 

h促进精子释放,然后取出雄配

子体,获得精子悬液。将该精子悬液平均分装后分别

静置0、2、4、6、12
 

h,放入雌配子体藻枝进行受精,7
 

d
后开始每3

 

d换一次水,30
 

d后进行计数。
1.6

 

雄配子体脱水时间对精子放散的影响

用吸水纸吸去成熟雄配子体藻段的表面水分后,
平均分为4组,分别干燥脱水0、0.5、1、2

 

h,然后将各

组藻枝分别放入三角瓶中100
 

r/min摇床振荡6
 

h,使
精子放散。将振荡获得的精子悬液平均分装到3个

150
 

mL三角瓶中,每瓶100
 

mL,分别放入3根成熟雌

配子体藻段,于摇床上温和旋转的情况下,与精子共培

养12
 

h,后进行换水和计数,过程同上。
1.7

 

温度对受精效率的影响

按温度15、20、25
 

℃将实验材料分为3组,对真江

蓠雌、雄配子体进行共培养。
1.8

 

光照强度对受精效率的影响

按光照强度15、25、35、45
 

μmol·m-2·s-1 将实

验材料分为4组,对真江蓠雌、雄配子体进行共培养。
1.9

 

光照周期对受精效率的影响

按光照周期8L/16D、12L/12D、14L/10D、16L/
8D、24L/0D(全光照)将实验材料分成5组,对真江蓠

雌、雄配子体进行共培养。
1.10

 

受精效率计算方法及统计学分析

据报道和观察,真江蓠雌配子体果胞顶端的受精

丝不延伸出藻体表面,显微观察无法直接判断受精情

况,因此只能间接使用单位长度藻枝上形成的果孢子

体数量来表示受精效率。
各实验组在培养30

 

d后记录每条雌配子体上形成

的果孢子体数量,然后取平均值。数据采用ANOVA
分析及t-检验来确定各实验组果孢子体数的差异,P<
0.05为差异显著,P<0.01为极显著。各图数据上都

标明标准误差(SD)误差线。

2 结果

2.1
 

精子数量对受精效率的影响
 

如图1所示,以不同雄配子体长度代表的精子数量

对受精效率影响显著(P<0.05)。前4组的果孢子体数

目随着雄配子体长度的增加而显著增加,在雄配子长度

为14
 

cm时,果孢子体数量出现最大值,而当雄配子体长

度增加到16
 

cm时,果孢子体数没有明显增长。

图1 精子数量对真江蓠受精效率的影响

Fig.1 Effect
 

of
 

spermatium
 

number
 

on
 

the
 

fertilization
 

efficiency
 

of
 

G.
 

vermiculophylla

17
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2.2
 

雌、雄配子体共培养时间对受精效率的影响

如图2所示,雌、雄配子体共培养的时间对受精

效率有极显著影响(P<0.01),随着共培养时间的逐

渐延长,果孢子体数目呈现增加趋势。本实验在雌、
雄配子体的共培养时间仅有0.5

 

h时,雌配子体上就

可以形成果孢子体,而在5
 

h时果孢子体数目出现最

大值。
 

图2 真江蓠雌、雄配子体共培养时间对受精效率的影响

Fig.2 Effect
 

of
 

co-culture
 

time
 

of
 

female
 

and
 

male
 

gametophytes
 

on
 

the
 

fertilization
 

efficiency
 

of
 

G.
 

vermiculophylla

2.3
 

精子放置时间对精子活性的影响

如图3所示,精子放置时间对其受精效率有显著

的影响(P<0.05)。精子释放后随着放置时间的增加,
雌配子体上产生的果孢子体数逐渐减少,说明精子活

力逐渐降低。放置12
 

h后,共培养的雌配子体上已没

有果孢子体形成。多重比较结果可知,在放置2
 

h时,
精子仍能保持较高活性,同对照组相比无显著性差异

(P>0.05);而4、6、12
 

h处理组均同0
 

h对照组有显著

性差异(P<0.05)。

图3 真江蓠精子悬液放置时间对精子活性的影响

Fig.3 Effect
 

of
 

storage
 

time
 

of
 

spermatium
 

suspension
 

on
 

the
 

spermatium
 

viability
 

of
 

G.
 

vermiculophylla

2.4
 

雄配子体脱水时间对受精效率的影响

如图4所示,真江蓠雄配子体的脱水时间对受精

效率有极显著影响(P<0.01),说明放散的精子量差异

显著。多重比较可知,2
 

h处理组同0、0.5、1
 

h处理组

果孢子体数均有显著性差异,而0、0.5、1
 

h处理组间没

有显著差异。结果表明脱水处理2
 

h后可显著刺激精

子的释放。

图4 真江蓠雄配子体脱水时间对受精效率的影响

Fig.4 Effect
 

of
 

dehydration
 

time
 

of
 

male
 

gametophytes
 

on
 

the
 

fertilization
 

efficiency
 

of
 

G.
 

vermiculophylla

2.5
 

温度对真江蓠受精效率的影响

如图5所示,温度对真江蓠受精效率影响极显著

(P<0.01)。20和25
 

℃条件下真江蓠能正常受精,而
15

 

℃组中没有果孢子体形成。25
 

℃时雌配子体形成

的果孢子体数量最高,是20
 

℃组的2倍左右。因此,
本实验中25

 

℃是真江蓠受精的最适温度。

图5 温度对真江蓠受精效率的影响

Fig.5 Effect
 

of
 

temperature
 

on
 

the
 

fertilization
 

efficiency
 

of
 

G.
 

vermiculophylla

2.6
 

光照强度对真江蓠受精效率的影响

如图6所示,光照强度对真江蓠受精存在显著影响

(P<0.05)。结果显示,光照强度为25
 

μmol·m-2·s-1

时,果孢子体数量出现最大值(P<0.01),为真江蓠受

27
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精的最适光照强度,而更低和更高的光强并不适合真

江蓠的受精过程。

图6 光照强度对真江蓠受精过程的影响
 

Fig.6 Effect
 

of
 

light
 

intensity
 

on
 

the
 

fertilization
 

efficiency
 

of
 

G.
 

vermiculophylla

2.7
 

光照周期对真江蓠受精效率的影响

如图7所示,光照周期对真江蓠受精具有显著影

响(P<0.05)。随着光照时间的延长,雌配子体上的果

孢子体数呈现先上升后下降的趋势。当光照周期为

14L/10D时,雌配子体上的果孢子体数出现最大值,为
真江蓠受精的最适光照周期。

图7 光照周期对真江蓠受精效率的影响

Fig.7 Effect
 

of
 

photoperiod
 

on
 

the
 

fertilization
 

efficiency
 

of
 

G.
 

vermiculophylla

3 讨论

江蓠孢子育苗的研究主要集中在孢子放散和培育后

期的条件优化。例如有研究显示,温度、光照强度和盐度

对真江蓠四分孢子放散和发育具有显著影响(P<0.05),
温度20~25

 

℃、光照强度15~60
 

μmol·m-2·s-1、盐
度28~36等环境条件有利于真江蓠四分孢子的放散

和成活[17]。另有研究表明,同真江蓠情况相似,温度、
光照强度和盐度对龙须菜果孢子的释放也具有显著的

影响(P<0.05)[15]。但孢子的形成过程也会受到各种

条件的影响,例如四分孢子的形成同减数分裂这一有

性繁殖中心事件相关,而果孢子的形成会受到决定受

精效率的各种因素的影响。本实验室针对江蓠受精过

程的影响以及在该过程中的一些繁殖特征进行了系列

研究。
本研究结果证明,在真江蓠的受精过程中,温度、光

照强度和周期这3个外界条件因素都会产生显著影响。
但是根据单因素方差分析结果显示,温度的影响极显著,
对真江蓠受精过程的影响大于光照强度和周期,该结果

同在龙须菜中的实验结果一致[18]。温度是影响大型藻

类生长、发育和繁殖的重要因素之一,可能通过改变光合

作用相关的酶活性,导致藻体不同的生理状态[19]。本单

因素影响实验的结果显示,25
 

℃、25
 

μmol·m-2·s-1、
14L/10D是最适合真江蓠受精的条件。

以往对龙须菜的研究发现,雌配子体的不同分枝

间生殖力有差异,一级分枝最高且最尖端也可以形成

大量果孢子体[18],这同龙须菜四分孢子体的生殖力非

常相似,有研究发现80%以上的龙须菜四分孢子囊生

长在其一级分枝上[20]。然而针对江蓠受精特征的研究

较少,故本文对于真江蓠自身受精过程进行探究,进而

揭示了3条规律:(1)精子放散出来后活性会不断降

低,本实验使用的精子悬液在放置了12
 

h后同雌配子

体杂交就再没有果孢子体产生,4个实验组均同对照组

有显著差异,说明精子释放后活性大约可保持6
 

h;(2)
精子同受精丝的识别和融合所需的时间可以很短,例
如在 一 种 丝 状 红 藻 丽 丝 藻(Aglaothamnion

 

oosu-
miense)中的研究显示,30

 

min内即可完成精子同受精

丝的细胞膜融合[21],在本实验所设的0.5
 

h组也观察

到已有果孢子体生成。不过随着受精时间的延长,果
孢子体数目也极显著地增加,说明多数精子完成受精

的过程可能需要几个小时。(3)在实验所设置的受精

小体系中,采用增加雄配子体的长度来增加产生精子

的量,当长度达到14
 

cm时,在设置的200
 

mL体系中

受精产生的果孢子体数量已达到最高,而2
 

cm组产生

的果孢子体数量远大于14
 

cm组的1/7,说明精子放散

数量超过了雌配子体接受的上限值,不再成为受精过

程的限制因素。以上几点可能共同表示真江蓠存在着

快速受精的现象,以保证大量活性精子可参与受精作

用,提高受精效率[22]。此外有研究结果还显示,对雄配

子体进行适当的脱水刺激有利于精子的释放,这同经

过干燥刺激可以促进孢子放散的结果相似[23-24]。有研

究证明,果孢子的放散机制是果孢子囊内水动力环境

的改变,产生黏液,黏液推动了孢子放散[25-26],由此推

测,雄配子体脱水后重新浸入水中,生殖窝中精子的附

属物可能发生了水合作用,从而推动了精子的放散。
本实验通过对真江蓠受精过程内在繁殖特性与外
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界环境因素影响的探究,加深了对江蓠受精的了解,以
期提高受精效率。同时,这也为建立全程可控的雌、雄
配子体杂交受精体系提供了理论依据与技术支持,使
大规模栽培产业所需同步成熟孢子的数量得以满足。
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and
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Fertilization
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Yang
 

Jinxin,
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Cong,
 

Du
 

Qirui,
 

Xu
 

Di
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China)

Abstract: Gracilaria
 

vermiculophylla
 

is
 

an
 

important
 

agaric
 

alga
 

producing
 

seaweed.
 

To
 

solve
 

the
 

problem
 

of
 

spore
 

nursery
 

in
 

G.
 

vermiculophylla
 

production
 

practice
 

and
 

deepen
 

the
 

study
 

of
 

its
 

fertiliza-
tion

 

process,
 

4
 

reproductive
 

characteristics
 

were
 

selected
 

including
 

spermatium
 

number,
 

co-culture
 

time
 

of
 

female
 

and
 

male
 

gametophytes,
 

storage
 

time
 

of
 

spermatium
 

suspension
 

and
 

dehydration
 

time
 

of
 

male
 

gametophytes,
 

and
 

to
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

external
 

environments
 

such
 

as
 

temperature,
 

light
 

intensi-
ty

 

and
 

photoperiod
 

on
 

the
 

fertilization
 

efficiency
 

of
 

G.
 

vermiculophylla.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

all
 

seven
 

factors
 

had
 

significant
 

effects
 

on
 

the
 

fertilization
 

process,
 

and
 

the
 

optimum
 

conditions
 

for
 

fertiliza-
tion

 

were
 

25
 

℃
 

temperature,
 

25
 

μmol·m-2·s-1
 

light
 

intensity,
 

and
 

14L/10D
 

photoperiod.
 

In
 

addi-
tion,

 

the
 

increase
 

of
 

spermatium
 

number
 

and
 

gametophyte
 

co-culture
 

time,
 

the
 

decrease
 

of
 

sperm
 

de-
tachment

 

time
 

from
 

male
 

gametophyte,
 

and
 

the
 

appropriate
 

dehydration
 

stimulation
 

for
 

male
 

gameto-
phyte

 

were
 

beneficial
 

to
 

the
 

improvement
 

of
 

fertilization
 

efficiency.
 

In
 

addition,
 

the
 

results
 

also
 

sugges-
ted

 

that
 

sperm
 

and
 

carpogonium
 

were
 

able
 

to
 

fertilize
 

rapidly
 

in
 

a
 

short
 

period
 

(0.5
 

h).
 

The
 

results
 

of
 

this
 

study
 

can
 

help
 

to
 

solve
 

the
 

problem
 

of
 

seedling
 

degradation
 

due
 

to
 

algal
 

trophic
 

reproduction,
 

which
 

is
 

an
 

important
 

guideline
 

for
 

red
 

algae
 

spore
 

nurseries.
 

Key
 

words: Gracilaria
 

vermiculophylla;
 

fertilization;
 

carposporophyte;
 

affecting
 

factors;
 

reproduc-
tion

 

characteristics
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