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α  近几年来栽培紫菜常发生大面积的病烂o给养殖

生产造成巨大的损失o因此o培育出抗逆!高产!优质

的紫菜新品种成为亟需解决的问题∀ 利用细胞工程!

尤其基因工程等生物技术研究紫菜的生物学特性!培

育紫菜的新品种成为必然的发展方向∀

秦松等对海带等大型经济褐藻类的研究取得了

一些进展≈tou 并发现氯霉素是海带基因工程的有效选

择压力∀ 上海水产大学王素娟在紫菜领域进行了这方

面的研究工作o探索外源基因导入紫菜细胞的方法∀

本文实验表明o氯霉素在紫菜基因工程中可作为有效

选择压力o 另外四环素也有一定的效果∀

t 材料与方法

1q1 材料!体细胞制备及培养方法

条斑紫菜kΠορπηψρα ψεζοενσισlt||t年 tu月取自

江苏启东o 阴干冷冻保存∀ 紫菜体细胞获得及培养方

法o同王素娟等kt|{yl∀

1q2 紫菜体细胞对抗生素的敏感性实验

配制抗生素母液osquu Λ° 滤膜过滤除菌∀ 取直

径 y ¦° 培养皿o加入 xs sss定量紫菜体细胞o对氯霉

素敏感性实验分别用培养第 t天和第 y天的细胞o 对

其他抗生素敏感性实验用培养第 t 天的细胞ots ° ¯

消毒海水o所需抗生素母液o培养 z §开始显微镜计数

并观察细胞生长情况∀

1q3  条斑紫菜体细胞对氯霉素!四环素敏感

性实验及半致死剂量的计算

同 uquo第 z 天!tw 天显微镜观察细胞生长情况o

计数并计算死亡率∀ 半致死剂量指一定时间内死亡率

为 xs h 的剂量o计算方法用 �¤µ¥̈ µ氏法≈u ~公式如

下}

tγ Λ∆ xs � Ξ ° p ιkπ p sqxl

式中 Ξ ° 为最大剂量的对数值~ ι为相邻剂量比值的

对数~ π 为各实验组死亡率的总和k以小数表示l∀

u 结果

2q1 紫菜体细胞对抗生素的敏感性实验

做了可作选择标记用的卡那霉素!青霉素!链霉

素!四环素及氯霉素抗生素等实验o结果表明o紫菜细

胞对卡那霉素!青霉素!链霉素的耐受性很强o对氯霉

素很敏感o而对四环素介于两者之间o结果见表 t∀

2q2 条斑紫菜细胞对氯霉素及四环素的敏感

性实验及半致死剂量的测定

实验结果见表 u!表 v∀ 表 u的实验所用细胞为当

天酶解出的条斑紫菜体细胞o细胞颜色为墨绿色o星

状色素体清晰o加入不同剂量的氯霉素o第 z 天经显

微镜观察o对照组紫菜体细胞颜色变为橙红色o已有

{s∗ tss Λ° 长的小苗o加入 tss∗ xss �Ù°¯氯霉素

的各组紫菜体细胞已大部分死亡o 未死亡细胞变淡绿

色o细胞不分裂o第 tw 天对照组紫菜体细胞已有 vss

Λ° 长的小苗o颜色为棕红色o加入氯霉素的各组紫菜

体细胞已全部死亡∀表 v为培养 y §紫菜体细胞o大部

分为单细胞o少量细胞团o橙红色o此时细胞生长稳

定o成活率很高o加入不同剂量氯霉素oz §后显微镜

观察发现o在 ux �Ù°¯组相对对照组死亡率已达 ws

h o细胞生长缓慢o由公式计算可知o培养第 z 天时半

致死剂量为 ztq| �Ù° ō说明条斑紫菜对氯霉素很敏

感∀ 第 tw天观察计数o半致死剂量为 wwqz �Ù° ∀̄ 在

条斑紫菜培养第 t天细胞对氯霉素的敏感性实验中o

虽然未对细胞计数o从表 u!表 v对比仍可以发现o第 t

天的细胞对氯霉素的敏感性大于第 y 天的细胞o对同

样加入 tss �Ù°¯氯霉素的组o第 tw天时培养第 t天

细胞加氯霉素的组细胞已全部死亡o而第 y 天的仍有

us h 成活o原因可能是刚酶解出的细胞部分是原生质

体o还有为带部分细胞壁的细胞o氯霉素容易进入o所

以更加敏感∀
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表 1 条斑紫菜细胞对抗生素的敏感性试验

Ταβq1 Τηε αντιβιοτιχ σενσιτιϖιτψ τεστ οφ σοµ ατιχ χελλσ οφ Πορπηψρα ψεζοενσισ

抗生素 可耐受量 可耐时间 生长情况观察

k�Ù° l̄ k§l

卡那霉素 u≅ tsv z 与对照组比细胞生长显著减慢o细胞团比例减少

青霉素 t≅ tsv z 细胞不分裂o� x≅ tsv �Ù°¯组细胞大部分死亡

链霉素 � w≅ tsw z 在 w≅ tsw �Ù°¯的浓度下 z §观察未见影响

四环素 vss z 细胞生长显著减慢oxss �Ù°¯组细胞大部分死亡

氯霉素 � tss z 细胞不分裂o大部分死亡

表 2 条斑紫菜培养第 1 天细胞对氯霉素的敏感性实验

Ταβq2 Τηε Χηλοροµ ψχετιν σενσιτιϖιτψ τεστ οφ τηε φιρστ δαψjσ σοµ ατιχ χελλσ

氯霉素

k�Ù° l̄ s tss uss vss xss

第 z天细胞情况 橙红o出现细胞团 细胞淡绿o细胞不分裂o大部分死亡 同前 同前 同前

第 tw天细胞情况 棕红o较多小苗 细胞全部死亡 同前 同前 同前

表 3 条斑紫菜培养第 6 天细胞对氯霉素的敏感性实验

Ταβq3 Τηε Χηλοροµ ψχετιν σενσιτιϖιτψ τεστ οφ τηε σιξτηχσ σοµ ατιχ χελλσ

氯霉素k�Ù° l̄ s ux xs tss uss

第 z 天 细 胞 数

k≅ tswl
  wqu   uqx   vqs   tqy   tqw

细胞情况
棕红o较多 {s∗

tss Λ° 少小苗

黄绿o较少小苗

� xs Λ°
 同前

绿色o细胞团 �

ux Λ° 极小苗

淡绿色细胞团�

ux Λ° 极少小苗

第 tw 天细胞数

k≅ tswl

  wqs   uqt   tq|   sq{s   sqxy

细胞情况
棕红o小苗长

vss Λ° 左右

棕黄o小苗

tss Λ° 左右

黄o小苗长 ys∗

{s Λ°

黄色o小苗长 ys

Λ° 左右

绿色o细胞团

� ws Λ°

  用培养第 t 天条斑紫菜体细胞做对四环素的敏

感性实验o结果见表 w∀发现紫菜体细胞对四环素有一

定的敏感性o加入四环素的各组与对照组相比细胞生

长缓慢oxss �Ù°¯的四环素使紫菜体细胞大部分死

亡o但 tss∗ uss �Ù°¯剂量时o细胞成活率反而比对

照组成活率高o这可能是由于低剂量的抗生素正好起

到杀菌作用o防止了培养液的污染o故成活率反而提

高o在做紫菜体细胞对抗生素敏感实验时o也发现同

样的现象∀

表 4 条斑紫菜体细胞对四环素的敏感性实验

Ταβq4 Τηε τετραχιν σενσιτιϖιτψ τεστ οφ σοµ ατιχ χελλσ οφ Πορπηψρα ψεζοενσισ

四环素k�Ù° l̄ s tss uss vss xss

第 z天细情况
橙红o出现小

苗

橙红o极少细胞二分裂  同前  同前 绿色o黄色o大部分死

亡

第 tw天细胞数

k≅ tswl

  tqu{   vqzx   wqxu   uqwu   sqyt

细胞情况
综红o较多小

苗

棕红o少量二分裂 黄色o单细

胞

黄绿色o单细

胞
绿色o单细胞

v 讨论

在微生物!植物的基因工程中常用的抗生素选择

压力中有卡那霉素!青霉素!新霉素!四环素!氯霉素

等o通过实验发现条斑紫菜的体细胞对卡那霉素! 青

霉素及链霉素不敏感o而对氯霉素相当敏感o半致死

浓度� tss �Ù° ō对四环素也有一定的敏感性∀ 但低

浓度的对紫菜细胞不敏感的抗生素对紫菜细胞培养

能提高成活率o可能是低浓度的卡那霉素!青霉素!链

霉素的杀菌作用o防止了培养液的污染∀ 氯霉素可以

作为紫菜基因工程很好的选择标记因子∀ 武建秋等≈u 

发现氯霉素可以作为海带基因工程的选择标记o说明

在大型经济海藻中o对氯霉素的敏感性有共性∀ 氯霉

{y 海洋科学



素乙酰转移酶k≤ � × l基因产物能使氯霉素失活o 高等

植物及蓝藻类基因工程中已有很多应用 ≤ � × 基因作

选择标记基因的例子≈u o在紫菜基因工程中如能找到

合适的载体o≤ � × 基因是很好的选择标记基因∀
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转鲑鱼生长激素基因酵母菌发酵特性的研究3

刘宗柱t  徐永立t  张培军t  王金宝u
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关键词  鱼生长激素o 转基因酵母菌o 发酵o 生物反应器

Ξ  张培军!�¤̄¯等研究表明o外源性生长激素通过注

射或浸泡的方法可加快鱼的生长≈t ∀ 根据 � ¦̄ ¤̈±

t|{z年!≥«∏±¶∏®¨等 t||v 年研究发现鱼类后肠具有

吸收部分生长激素进入血液循环的特点o本研究室将

鲑鱼生长激素基因克隆进无毒无害的酵母菌中o利用

可控制的诱导条件o培养出含鲑鱼生长激素的酵母

菌o直接掺入饵料o使生长激素通过消化道吸收o以促

进鱼的生长∀ �¤¦́ ∏̈ ¬̄±¨等 t|{| 年指出o由于携带外

源基因的酵母菌与普通酵母菌的培养要求不同o既要

促使菌体快速生长又要保证外源基因的表达o本研究

的目的在于选择适宜的培养条件o实现转基因酵母菌

的高密度培养及生长激素的高效表达∀

t 材料与方法

酵母菌由本研究室与多伦多大学合作构建载体

并转化!筛选获得∀ 培养基为 � �≠ 培养和 � � 培养

基 ∀ 斜面保存的菌种先接种于 � �≠ 培养基中o在 vs

ε o摇床培养 t{∗ us «o离心分离菌体o转入 � � 培养

|yt||{年第 t期

Ξ 国家科委/ 九# 五0攻关项目 |y2�st2sx2sw号∀
中国科学院海洋研究所调查研究报告第 vtzy号∀
实验海洋生物学开放研究实验室研究报告第 tyt号∀
收稿日期}t||z2st2vt


