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除草剂草丁膦抗性基因 bar作为三角褐指藻基因工程选择  
标记的研究 

卞曙光1,2, 姜 鹏2, 崔玉琳2, 3, 刘兆普1, 秦 松2 

(1. 南京农业大学 海洋生物学江苏省重点实验室, 江苏 南京 210095; 2. 中国科学院 海洋研究所, 山东 青

岛 266071; 3. 中国科学院 研究生院, 北京 100049) 

摘要: 研究了三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)对氯霉素、卡那霉素、青霉素、链霉素、潮霉素

5 种抗生素和一种除草剂草丁膦的敏感性, 发现三角褐指藻对草丁膦非常敏感, 用统计学分析法得出

了其 72 h 半致死质量浓度为 22 mg/L。通过基因枪法将携带草丁膦抗性基因 bar 的载体 pSVB 导入三

角褐指藻细胞中, 通过草丁膦筛选成功获得了抗性藻细胞, PCR 检测获得阳性结果, 提示草丁膦更适

合用于构建安全、高效、廉价的三角褐指藻表达系统。 
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海洋硅藻是重要的初级生产者, 贡献了地球全
部初级生产力的五分之一[1,2]。作为重要的模式藻之

一 , 三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)已完成
全基因组测序 [3], 建立了基因枪介导的遗传转化体
系[4, 5], 并已应用于营养代谢、信号转导等基因的功
能验证[6~9]。在应用方面, 应用光生物反应器已建立
高密度培养体系[10, 11], 可用于饵料培育和活性物质
提取[12, 13]。但是, 目前在利用转基因技术建立三角褐
指藻表达系统、高效获得活性产物方面尚无报道。 

筛选转化子是构建表达系统的关键步骤, 现有技
术全部应用抗生素 Zeocin 作为三角褐指藻的筛选试 
剂[4,5], Zeocin属于腐草霉素家族, sh ble编码其抗性基
因。但是, Zeocin的价格比较昂贵, 通过非特异性剪切
DNA 从而表现诱变特性[14], 且对光敏感容易失效。因
此, 需建立更安全、廉价的替代筛选方案用于构建三角
褐指藻表达系统。本文通过比较三角褐指藻对 5 种抗
生素——氯霉素、卡那霉素、青霉素、链霉素、潮霉素

和一种除草剂——草丁膦(phosphinothricin, PPT)的敏
感性, 发现三角褐指藻对草丁膦非常敏感, 并进一步
通过导入其抗性基因 bar, 验证其筛选效果, 以期发展
一种更加安全、高效、经济的筛选体系。 

1  材料和方法 

1.1  藻株与供体质粒 
实验用三角褐指藻藻株(PT-1120)系本实验室分

离保存的克隆材料, 以 f/2海水培养液培养[15]。供体

质粒 pSVB 系本实验室构建, bar 基因上游为 SV40
启动子, 下游为其增强子(图 1), 应用质粒小抽试剂
盒(北京博大泰克)进行制备。  

 

图 1  质粒 pSVB图谱(4131bp) 
Fig. 1  Construction of plasmids pSVB 

 

1.2  试剂、仪器与耗材 
氯霉素、卡那霉素、青霉素、链霉素、潮霉素 5

种抗生素购自青岛碧海生物技术有限公司。抗生素

母液配制方法参考文献 [16]。配制的抗生素母液用

0.22 μm的滤膜过滤除菌后－20 ℃保存备用。除草剂
草丁膦购自拜耳作物科学(天津)有限公司; Sourthern
杂交所用尼龙膜、地高辛 DNA标记和检测试剂盒购
自 Roche 公司; 基因枪 PDS-1000/He、DNA 载片、
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阻挡网、可裂膜(1500 psi)、钨粉和 DNA转膜仪为美
国 Bio-Rad 公司产品; 纯度为 99.9999%的高压氦气
购自青岛天源气体制造有限公司; 分子杂交炉为上
海新芝生物技术研究所产品。 

1.3  敏感性实验 
1.3.1  藻株活化与培养 

藻种经活化后, 接种至新鲜的 f/2海水培养液中, 
在 20 ℃、12 h/12 h光暗周期、光强 1500 lx条件下
扩大培养。每隔 24 h取样测 A460, 并绘制生长曲线。
根据生长曲线, 选择处于对数生长早期的细胞进行
敏感性实验。 
1.3.2  三角褐指藻对抗生素和除草剂的敏感性实验 

取 20 mL处于对数生长早期(A460 = 0.64, 藻细胞
浓度约为 5.0 × 106/mL)的细胞, 分别加入不同浓度
梯度的抗生素和草丁膦(表 1)。每个处理组设 2个重
复, 并设置对照组。连续 1周肉眼和显微镜明视场和
暗视场观察各处理组的藻细胞生长状态。 

 
表 1  选择试剂的浓度设定 
Tab. 1  Concentrations of selective reagents  

不同的浓度梯度(mg/L) 
筛选试剂 

0 1 2 3 4 5 
氯霉素 0 100 150 200 250 300
卡那霉素 0 100 150 200 250 300
氨苄青霉素 0 100 150 200 250 300
链霉素 0 100 150 200 250 300
潮霉素 0 100 150 200 250 300
草丁膦 0 30 60 90 120 150

 
1.3.3  三角褐指藻对草丁膦的敏感性实验 

根据上一步的结果, 重新转接新鲜的三角褐指
藻, 培养至 A460 = 0.64左右, 按 0、4、8、16、32、
64 mg/L的浓度梯度加入草丁膦进行敏感性实验。每
个处理组设 2个重复, 并设置对照组。每天显微镜观
察各处理组的藻细胞生长状态, 并用血球计数板统
计存活情况。 
1.3.4  LD50 及其 95%可信限的确定 

采用寇氏法(Karber)计算三角褐指藻对草丁膦
的半致死浓度(LD50)及其 95%可信限[17]。计算公式如

下:  
 lgLD50 = Xm－i(∑P－0.5)  (1) 
式中, Xm为最大剂量的对数值; i 为相邻剂量比值的
对数; ∑P为各实验组藻细胞死亡率的总和(以小数表
示)。 

lgN = lgLD50 ± 1.96S lgLD50     (2) 
式中 , N 为 LD50 的 95%可信限 ; S lgLD50 = 

i[∑pq/n]1/2, p 为一个组的死亡率, q 为一个组的存活
率, n为每次统计藻细胞总数。 
1.3.5  对 LD50 差异的显著性检验 

按两个一对分别检验相邻处理时间段的 LD50差

异的显著性。可通过计算 Ki,j和 fi,j二者比值的大小来

比较差异是否显著, 如果 Ki,j大于 fi,j(即 Ki,j/fi,j＞1)则
两个 LD50有显著差异。其中:  

Ki,j = 较大的 LD50值/ 较小的 LD50值   (3) 
f 为 LD50的 95%可信限因子(可信限两端的值分

别为 LD50×f和 LD50/f);  
fi,j = antilog[(lgfi)2 ＋ (lgfj)2]1/2    (4) 

1.4  基因枪转化、草丁膦筛选与检测 
1.4.1  受体藻细胞的制备 

取 20 mL处于对数生长早期(A460 = 0.64)的三角
褐指藻细胞, 5 000 g × 10 min离心收集、去上清后, 
吹打均匀涂布于 f/2 固体平板中央。每次轰击约用 
1.0 × 108个藻细胞。 
1.4.2  基因枪转化 

微粒子弹制备参照 Jiang等[18]方法, 基因枪转化
全过程在超净工作台内进行。实验组采用质粒 pSVB
包裹的钨粉轰击涂布于平板上的三角褐指藻, 阴性
对照组采用未经质粒包裹的裸钨粉轰击。转化参数

为: 钨粉直径 1.1 μm, 基因枪样品室真空度为 27英
寸汞柱, 1 500 psi可裂膜, 轰击距离 6 cm[4,5]。 
1.4.3  草丁膦筛选 

基因枪轰击后暗培养 24 h, 然后重悬于 15 mL 
f/2 海水培养液中, 按照 1.3.1 的培养方法进行培养, 
并在 1周内将草丁膦的浓度逐步加至 44 mg/L进行筛
选。筛选持续约 2～3 周, 加入草丁膦的培养液每周
更换 1 次。筛选结束后, 离心收集细胞转入新鲜 f/2
海水培养液中恢复培养 30～50 d。 
1.4.4  PCR 检测 bar 基因 

将细胞离心收集, 应用植物基因组小量提取试
剂盒(北京天根)提取基因组总 DNA。以 PCR方法扩
增 bar基因片段, 引物序列及 PCR反应程序参照 Tan
等[19]方法, 预期扩增片段为 427 bp。 
1.4.5  Southern blotting 分析 

以HindⅢ酶切 pSVB质粒, 回收 bar完整基因片
段, 以随机引物法用地高辛标记制备杂交探针。DNA
的转膜和 Southern blotting检测参照 Roche公司的地
高辛 DNA标记和检测试剂盒使用说明进行。 
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2  结果 

2.1  三角褐指藻对抗生素和除草剂的敏感

性实验 

对 5 种抗生素和 1 种除草剂的敏感性实验结果
显示, 三角褐指藻对草丁膦最敏感, 其次是氯霉素, 
对氨苄青霉素也有一定的敏感性, 而对卡那霉素、潮
霉素和链霉素完全不敏感。 

在草丁膦各剂量组, 加入 4 h 后, 培养液均逐
渐呈现亮黄绿色, 镜检发现细胞体积变大、颜色变浅, 
推测胞内色素已向外释放。随时间延长, 这种现象更
加明显, 且形态完整的细胞数量显著减少。氯霉素
200 mg/L、300 mg/L处理组 24 h 后培养液开始呈现
黄绿色, 显微镜下亦能看到少量细胞体积变大。但在
培养 72～96 h 后, 细胞数目逐渐增多。氨苄青霉素
300 mg/L 处理组 24 h 后可观察到部分细胞体积变
大, 但培养液没有颜色变化。而卡那霉素、潮霉素和
链霉素处理组未观察到变化。所有 5 种抗生素处理
组 96 h 后细胞状态好转, 细胞数目开始增多, 推测
是在低敏感性抗生素压力下 , 耐性(而非抗性)藻细
胞表现出生长优势。 

2.2  三角褐指藻对草丁膦的敏感性实验 

用细胞计数法详细跟踪记录了草丁膦对三角褐

指藻的生长抑制情况及致死情况(图 2)。加入草丁膦
48 h内, 8、16、32、64 mg/L浓度梯度草丁膦实验组
存活的藻细胞数目迅速下降, 并且显微镜下视野中
有许多细胞解体产生的碎片和颗粒。荧光视野观察

发现胞外有许多零碎的荧光点, 说明叶绿素已经释
放。在本实验的培养条件下, 低浓度(16 mg/L 以下)
草丁膦实验组 1 周内藻细胞没有完全死亡, 只有部
分细胞被杀死 , 其他细胞生长受到抑制; 而高浓度
(64 mg/L)草丁膦的实验组, 细胞死亡及解体速度很
快, 1周后已基本无完整形态的细胞。 

 

图 2  不同浓度的草丁膦对三角褐指藻的致死情况 
Fig. 2  The time-dependent lethal effects of different con-

centrations of PPT on Phaeodactylum tricornutum  
 

2.3  统计分析 
采用寇氏法(Karber)计算出草丁膦对三角褐指

藻处理 1 周内的半致死浓度(LD50)及其 95%可信限
(图 3)。对 LD50差异的显著性分析结果表明, 在草丁
膦的有效作用期内, 不同时间段的 LD50 差异显著, 
72 h后的差异最为显著, LD50从 72 h的 22.09 mg/L
迅速降为 96 h 的 16.80 mg/L 和 120 h 的 13.89 
mg/L(表 2)。 

 
图 3  草丁膦处理 1周内的半致死浓度(LD50)及 95%可信限 
Fig. 3  LD50 values and 95% confidence ranges of PPT at 

different treatment durations 
 
表 2  不同时间段内 LD50 的 95%可信限统计及差异的显著性分析 
Tab. 2  Significance analyse of LD50 95% confidence range at different states 

Ki,j/fi,j 
时间(h) 半致死浓度

LD50(mg/L) 
半致死浓度 95%
可信限(mg/L) 48～72 h 72～96 h 96～120 h 120～144 h 144～168 h 

48 26.53823 24.26~29.03 
72 22.08508 20.08~24.29 
96 16.79547 15.14~18.63 

120 13.88062 12.43~15.50 
144 12.55335 11.22~14.05 
168 12.08378 10.79~13.53 

0.96  
1.08 
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2.4  转基因三角褐指藻的筛选 

转化后经 24 h暗培养, 各组中加入 44 mg/L的
草丁膦进行筛选。24 h内即发现培养液呈现黄绿色, 
推测藻细胞大量死亡解体并释放色素。约两周后, 培
养液逐渐清亮, 并有死亡细胞残骸沉淀。继续培养 2
周 , 实验组培养液逐渐呈现浅褐色 , 镜检有阳性转
化子增殖, 而对照组无颜色变化(图 4)。 

 
图 4  草丁膦筛选的转基因三角褐指藻 

Fig. 4  The transformed P. tricornutum screened by PPT 
1, 3轰击 pSVB质粒的实验组, 浅褐色; 2. 轰击裸钨粉的对照组, 无色 
1. and 3. treatment groups bombarded with plasmids pSVB-coated 
tungsten particles; 2. the negative control bombarded with uncoated 
tungsten particles 

 

2.5  转基因三角褐指藻的分子检测 
PCR检测结果显示, 实验组在 427 bp左右出现

特异性条带, 而未轰击对照组没有扩增条带(图 5)。
标记 bar基因探针, PCR-Southern blotting也显示阳
性结果(图 6)。 

 

图 5  PCR扩增检测 bar基因 
Fig. 5  PCR amplification of bar gene 

1. DL2000 DNA marker; 2. 质粒 pSVB; 3~11. 筛选出的抗性三角
褐指藻; 12. 未转化的三角褐指藻 
1. DL2000 DNA marker; 2. plasmids pSVB; 3~11.The resistant 
P.tricornutum; 12. Untransformed P.tricornutum  
 

 

图 6  转基因三角褐指藻的 PCR-Sourthern Blotting检测 
Fig. 6  PCR-Sourthern blot analysis of transformed P.tricornutum 

1. unlabeled control DNA; 2~5. 筛选出的抗性三角褐指藻; 6. 质料pSVB; 
7. DL2000 DNA marker 
1. Unlabeled control DNA; 2~5. The resistant P.tricornutum;      
6. plasmids pSVB; 7. DL2000 DNA Marker  

3  讨论   
结果表明, 高浓度剂量(300 mg/L)的氯霉素、卡

那霉素、青霉素、链霉素、潮霉素对三角褐指藻仍

不致死, 因此上述几种抗生素不适合在筛选转化子
中作为三角褐指藻的筛选压力, 提示可作为杀菌剂
使用。90 mg/L的草丁膦处理 5 d后, 几乎所有细胞
都解体或空化, 用统计学分析法得出了其 72 h 半致
死质量浓度为 22 mg/L, 与抗生素的作用效果对比, 
除草剂草丁膦是三角褐指藻理想的筛选试剂。 

草丁膦也被称为 PPT(phosphinothricin, 膦丝菌
素), 是非选择性广谱除草剂 BASTA的活性成分, 是
植物体内的谷氨酰胺合成酶(GS)的竞争性抑制剂。
bar基因编码乙酰辅酶A转移酶, 催化乙酰辅酶A与
草丁膦的游离氨基结合 , 使其失活 , 从而解除草丁
膦对 GS的竞争性抑制作用。草丁膦是目前植物基因
工程中常用的选择试剂[20], 近年来在藻类中也证明普
遍有效[19,21], 大型褐藻如海带、裙带菜的孢子体[22,23]、

配子体[24,25], 单细胞绿藻如雨生红球藻[26]、杜氏盐藻

等[19]都对草丁膦极其敏感, 提示藻类对草丁膦的敏
感性具有普遍性。 

三角褐指藻具有硅质细胞壁, 通常的转化方法
难以突破这一屏障。基因枪在高压气体的驱动下, 能
使包裹外源 DNA的微粒子弹在瞬间实现穿壁, 而被
导入到藻细胞内。通过分子检测手段证明, 在阳性转
化子中, 外源 DNA已经整合到受体藻细胞的基因组
染色体上。 

已有研究表明, Zeocin 是三角褐指藻比较敏感
的少数抗生素之一, 有效浓度为 100 mg/L[4]。在本实

验中 , 草丁膦对三角褐指藻的最小致死浓度为    
44 mg/L, 具有比 Zeocin 更高的敏感性, 尤其是, 草
丁膦成本相对低廉, 作用时效长, 属于生物除草剂, 
高效无毒, 因此更适合用于构建安全、高效的三角褐
指藻外源基因表达系统。 
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