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金藻基因工程选择标记的研究
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藻类的遗传转化有广阔的应用前景 有关的研究

国外进行得较早 国内也已开展了相应的研究 ∀和高

等植物的基因转化一样 为了获得稳定遗传的转基因

藻株 必须利用适当的选择压力把转化与未转化的细

胞区分开来 ∀目前基因工程中常用的选择性试剂大致

可以分为抗生素类 !除草剂类 !氨基酸类 !氨甲喋呤类

等 ∀叉鞭金藻 ∆ιχρατερια ινορνατα 是一种海洋微藻 体

呈球形 直径 ∗ Λ 有两条等长的鞭毛 无细胞

壁 含有一些生物活性物质 它又是理想的饵料 可以

对其进行综合利用以提高经济效益 ≈ 因此是基因工

程的理想受体 ∀本文首次报道了叉鞭金藻对在转基因

时常用的 种抗生素 潮霉素 !氯霉

素 ≤ ≤ ! ! 链霉素

≥ ≥ !头孢霉素 ≤ ¬ ≤ ! 和

种除草剂 °°× ° °°× 共 种常用的基

因工程选择性试剂的敏感性 ∀

材料与方法

实验材料

叉鞭金藻 以下简称金藻 及培养基由宁波大学

海洋生物工程重点实验室提供 培养基的 值为

培养条件为光照强度 ∗ ¬温度 ε

左右 光周期 Β ⁄为 Β ∀

实验试剂

本试验使用 种抗生素和 种除草剂 ∀氯霉素 !

链霉素购自华美生物公司 购自 公

司 潮霉素购自 ≥ 公司 购自 √ 公

司 头孢霉素购自中国科学院遗传所 °°×由中国科

学院上海植生所提供 ∀分别配制母液 用 Λ 的

过滤器过滤除菌 ∀

在正常盐度下金藻对常用选择试剂敏

感性的测定

在盐度为 的培养基中培养至对数期 ≅

个 的金藻藻液 分装到 的三角烧瓶中 每

瓶加 的藻液 ∀按表 所列浓度添加抗生素或除

草剂 置于适宜的条件下培养 每种处理设 次重复

平行设置对照组 ∀每天定时观察藻的生长情况并采用

2 2 血球计数板计数 每次计 个数 取其平均

值 敏感性以能抑制金藻细胞不分裂繁殖为标准 ∀每

两周把培养液全部更换一次 并再加入相应剂量的选

择试剂 ∀

在适当稀释的培养基中金藻对

敏感性的测定

按 的方法进行 但适当稀释盐度 的

终浓度为 ∀每天用 型分光

光度计在波长 处测 ⁄值 ∀

对金藻的半致死剂量的测定

在稀释的培养基中测半致死剂量 开始浓度为

≅ 个 的终浓度为

每天按 的方法计数 用寇氏法

计算 对金藻的半致死剂量 ≈ ∀计算公式如下

⁄ Ξ ι Ε Π 式中 Ξ 为最大剂

量的对数值 ι为相邻剂量比值的对数 Ε Π为各实

验组死亡率的总和 ∀

计算可信限公式 ⁄ 的 可信限

⁄ ? Σ ⁄

式中 Σ ⁄ ι Ε πθ/ ν

∞÷°∞ ∞ × ×∞≤ ≠
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图 金藻在含 的稀释培养基中的敏感性

式中 π为一个组的死亡率 ; θ为一个组的存活

率 ; ι为相邻剂量比值的对数 ; ν为各组细胞数 ∀

结果与分析

金藻对选择试剂的敏感性

在正常海水的盐度培养基中通过对 种抗生素

和 种除草剂的筛选发现 金藻对 最为敏感

见表 在用 处理后的第 天 的

使金藻不能游动 ∀观察金藻对各个处理组最高

浓度的反应 可见金藻对链霉素最不敏感 即使链霉

素的浓度高达 中生长依然很好 连续观察

后 还有 个 的金藻细胞在游动 金藻对

头孢霉素和 °°×也不敏感 用 的头孢霉素

处理 后 或用 的 °°×处理 后 仍有

个 细胞在游动 金藻对潮霉素 ! 和氯霉素

比较敏感 金藻在含 的 或 潮

霉素的海水培养基中 连续观察发现到第 天 就不

再看到会游动的金藻细胞 在 氯霉素的处

理中 连续观察到第 天也找不到能游动的金藻细

胞 ∀至于其他浓度的处理 由于都低于上述最高浓度

对金藻生长的抑制效果更差 Β在含链霉素 ! 头孢霉

素 !°°×的海水培养基中 对金藻连续追踪 都可

观察到金藻细胞在游动 生长依然很好 而在其他浓

度的潮霉素 ! 和氯霉素处理中 对金藻作了连续

的观察 发现细胞都还在游动 长得也很好 ∀相比

之下 金藻对 的反应则明显不同 ∀在用

处理后的第 天 的 使金藻不能游

动 ∀因此比较供试的抗生素与除草剂 金藻对

最为敏感 ∀

金藻在适当稀释的培养基中对

的半致死剂量的测定

已经知道抗生素与除草剂在一定的离子强度下

才有效 因此在基因工程中筛选标记的时候 应特别

考虑选择剂对培养液中的盐离子浓度及 值的要

求 ∀目前植物基因工程中常用的选择剂 是以陆地生

物为对象 在没有高盐环境的正常渗透压条件下选出

来的 ∀而海洋生物所处的高盐环境对选择剂的选择效

果有明显不利的影响 ∀为了兼顾选择剂的效果和微藻

的生长 作用的盐度为 作者根据 发挥

有效功能所需的离子浓度 进行了一系列的培养液淡

化梯度的实验 结果表明金藻在稀释 倍后的海水

中 对数生长期比对照延缓 ∗ 但并未影响其生

长活力 而其他淡化处理要不是使金藻生长不好 要

不就是选择剂的浓度较大及时间较长 ∀因此以稀释

倍的培养基测定 的半致死剂量 ∀

随后初步测定了在稀释培养液中金藻对

的敏感性 见图 从图 可以看出金藻在

中与对照的差异不大 用 的 处理

后 ⁄值明显下降 而 的 处

理中金藻 ⁄值下降的趋势却比 处理下降

慢 下降慢的原因作者认为是 的 在金

藻培养液中的 值及离子浓度比 的

最能抑制细胞生长 因而下降就快 ∀

随后作者测定了 对金藻的半致死剂量 结

果见表 ∀

利用寇氏法计算 对金藻的半致死剂量 当

∞÷°∞ ∞ × ×∞≤ ≠
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金藻的细胞密度为大约 个 时 的 ⁄

的可信度为 ∗

的 ⁄ 的可信度为 ∗

∀ 的 在 后的死亡率为

而 的 在 时死亡率为 ∀

讨论和结论

藻类遗传转化的研究 国外进行得较早 ∀开始是

用天然方法转化单细胞原核蓝藻 以后 × 在

年又在丝状蓝藻鱼腥藻 Αναβαενα 中用电击转

化 真核藻类转化的工作

是 ¬在 年首

先在单细胞莱茵衣藻

Χηλαµψδοµονασ ρειν2
ηαρδτιι 中进行 ∀

年报道莱茵衣藻是

唯一的染色体 !叶绿体和

线粒体 套基因组均能

遗传转化的植物 ∀国内陈

颖等 年以 为

选择试剂筛选获得生产

防御素蛋白基因转小球

藻 Χηλορελλα ∀

海洋中蕴藏着丰富

的藻类植物 海藻的基因

转化已成为海洋生物技

术的一个重点研究内容 ∀现在大型经济藻类的转化已

取得了一定的进展 但是发现大型藻类海带

Λαµιναρια ϕαπονιχα !裙带菜 Υνδαρια πιννατιφιδα 对高

等植物遗传转化中常用的卡那霉素 !新霉素等选择性

试剂不敏感 ∀秦松等用 种抗生素处理海带 发现海

带对潮霉素最敏感 对氯霉素较敏感 认为可以用潮

霉素和氯霉素作为筛选剂 ∀与大型经济藻类的转化相

比 目前对海洋微藻的转化报道很少 ∀作者选择海洋

单细胞藻 ) ) ) 叉鞭金藻为实验材料 探索用它进行遗

传操作的可能性 ∀由于金藻还未见有合适的选择标记

报道 因此借鉴大型海藻和淡水微藻的研究成果 系

统研究金藻对遗传转化中常用的选择试剂的敏感性

确定适合金藻的选择标记基因 是建立金藻遗传转化

系统 使外源目的基因在其中稳定表达的前提条件

对利用转基因金藻作为高效生物反应器生产药用蛋白

也具有十分重要的意义∀

在目前的陆生高等植物遗传转化中 潮霉素 !

!氯霉素 !链霉素 !°°×是一些常用的选择试剂 ∀

秦松等的研究表明 海带对氯霉素 !潮霉素敏感 可作

为海带的选择标记 ∀作者实验发现虽然金藻对潮霉

素 ! 和氯霉素有点敏感 但所需的选择剂量大 !

选择时间长 因此不适宜作为选择剂 ∀ ⁄ ∏ 等在

年报道 是腐草霉素家族的一员 腐草霉素

家族是小的糖蛋白 通过诱导对细胞内 ⁄ 的损伤

以非特异性的方式起作用 这类抗生素对包括细菌 !

酵母 !植物和哺乳动物的许多生物都有效 ∀来自细菌

Στρεπτολλοτειχηυσ ηινδυστανυσ的 基是编码对腐草霉

素家族有很强亲和力的蛋白的基因 当 结合

∞蛋白时 就不能切离 ⁄ ∀≥ √ 报道莱茵衣藻

对 很敏感 就可抑制莱茵衣藻

的生长 ≈ ∀ 等在 年也将 基因作为三角褐

指藻 Πηαεοδαχτψλυµ τριχορνυτυµ 转化的筛选标记

就表现出高度敏感性 ∀近来 ° 等报道了用

作为标记基因 用来转化杜氏盐藻 ≈ ∀在作者的实

验中金藻对 也表现出高度敏感 因此 适

宜作为金藻转化的选择试剂 ∀

本文研究了基因工程中常用的 种抗生素和

种除草剂对叉鞭金藻的敏感性 叉鞭金藻对腐草霉素

家族的 最敏感 当金藻的细胞数目为大约

个 时 确定了金藻的 ⁄ ∀ 能完全抑制金藻

的生长 因此可以把编码对腐草霉素家族有很强亲和

力的蛋白的 基因作为叉鞭金藻基因工程的选择

标记基因 并用 作为转基因金藻的选择试剂 ∀
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