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孤雌生殖海带对草丁麟的敏感性
‘

吴 韵 邹立红 姜 鹏 孙国琼 秦 松 曾呈奎
(中国科学院海洋研究所 育岛 2 660 71)

提要 于 19 99 年 4一7 月
,

以孤雌生殖海带为材料
,

运用统计学方法研究其对草丁麟的敏

感性
,

以期得到一定剂量和时间范 围内草丁麟对不 同长度孤雌生殖海带的半数致死剂量

(无D , )
。

结果表明
,

孤雌海带在 0
.

5一1
.

6rm 长度范围内
,

草丁麟的半数致死剂量与海带的

长度不相关
,

而与草丁麟的剂量和作用时间相关
。

孤雌生殖海带对草丁麟比对抓霉素和潮霉

素更为敏感
,

提示 阮
r

基因有可能成为海带基因工程更为理想的选择标记基因
。

关链词 海带
,

草丁麟
,

选择标记

中图分类号 Q7 8 9

将外源基因导人藻类细胞并得到稳定表达的必备条件之一是要有合适的 D N A 标

记
,

以便使少数的转化细胞能被筛选出来(L厄
v ld 。t al

,

1 9 97 )
。

高等植物目前的选择标记

主要是编码抗抗生素或除草剂蛋白的异源基
.

因(Ol d et al
,

19 94 )
。

已证实海带对氛霉素

和潮霉素具有一定的敏感性 (武建秋等
,

1995 ;李新萍等
,

1999 )
。

Qi n 等 (1 998 )在此基础

上 以抓霉素乙酞转移酶 (CA I
,

)基因为选择标记基因转化海带雌配子体
,

得到了抗抓霉素

的孤雌生殖海带
,

但筛选方法和选择标记都还有待进一步优化
。

本文报道孤雌生殖海带

对草丁麟的敏感性研究结果
,

以期为海带基因工程提供更敏感的选择压力和更有效的选

择标记基因
。

1 材料与方法
1

.

1 孤雌生殖海带及其培养方法

孤雌生殖海带(玩m ina ria ja加
n

ica )于 19 99 年 1 月按方宗熙等(1 978) 的方法培养而

得
。

孤雌抱子体全长(从柄基部至叶片梢尖 )为 0
.

5一l
.

6crn
,

培养用海水经过滤
、

煮沸
、

冷

却后加营养盐
,

使 N 和 P 元素的终浓度分别为 0
.

43
rnmo

l/L 和 0
.

0 19

~
l/ L

,

光暗周期 比

为 10 h: 14 h
,

光强为 50 浏(时
·

s)
,

温度为(10
.

0 士 0
.

5 )℃
,

每周更换一次培养液
。

1
.

2 孤雌生殖海带对草丁麟的敏感性实验

将孤雌生殖海带分为全长(5
.

00 士0
.

06) ~
、

(9
.

50 士0
.

10) ~ 和 (16
.

10 士0
.

13) ~
三个(即

a 、

b
、。
)实验组

,

每个实验组均设置 13 种草丁麟剂量
,

分别为
: 0

.

0
、
1

.

1
、

1
.

5
、

2
.

0
、

2
.

6
、

3
.

4
、

4
.

4
、

5
.

7
、

7
.

4
、

9
.

6
、
12

.

5
、

16
.

3 和 21
.

2阔rnl
。

取直径为 3
.

ocrn 的无菌培养皿
,

加

人营养海水和所需的草丁麟母液
,

每个平皿放人 10 株一定长度范围 内的孤雌生殖海带
,

,
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每天观察其生长和死亡情况
。

1
.

3 L D , 及其 95 %可信限的计算

利用寇氏法(Karb er 氏法 )计算草丁麟对海带的 毛D 50 及其 95 % 可信限(张毓琪等
,

1993 )
。

无0 50 的计算公式为
:
馆五0 50 = X m 一 i(艺p 一 0

.

5 )
,

式中
,

X m
为最大剂量的对数值

,

i

为相邻剂量 比值的对数
,

孙为各实验组死亡率的总和 (以小数表示 )
。

95 % 可信限的计算

公式为
:

ls( LD
50 的 95 % 可信限 ) 一 lgLD

50 士 1
·

% S 、LD 、

式中

s
,。 r 。 _ *

‘

厅画
一

幻 V
~

n

P 为一个组的死亡率
,

q 为一个组的存活率
,

i 为相邻量比值的对数
, n
为各组海带数

。

1
.

4 不同长度孤雌生殖海带 兀D so 差异的显著性检验

按两个一组分别检验相同处理时间
、

不同长度孤雌生殖海带 毛D 50 的 95 % 可信限的

重叠情况
。

若无重叠
,

表明差异显著 ;若有重叠
,

仍可能有所差异
。

可用 fi, j及 风 ,j二者值

的大小比较检验差异是否显著
,

按公式
:

关
,

j = a n til眼丫(lgfi )
, + (lsfj )

,

式中
,

人j为 LD
50 的 95 % 可信限因子(可信限两端分别为切

5。 X f 及切
50 /f )

,

K i,j = 较大

的LD
50 值 /较小的 LD

50 值
。

如 K i, j> fi, j
,

则两个 LD
50 有 明显的差异

。

2 结果

2
.

1 孤雌生殖海带在不 同剂 t 草丁麟作用下的死亡现象

以草丁麟剂量
、

处理时间和孤雌生殖海带 [全长 为(5
.

00 士 0
.

06) ~ ]死亡率为坐标

72

6 0
4 5 呀

9
.

6 7 4 5
.

7 4 4 3 4 2石 2 .0 1
.

5

草丁腆浓度/(隅
·

司
一,
)

图 1 孤雌生殖海带对不同浓度草丁麟毒性反应
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结果见 图 1
。

结果表明
,

剂量

为 2阔nil 以下 的草丁麟对孤雌生 殖

海带无明显 的致死作用 ;海带对 于剂

量为 2一5阔而 的草 丁麟反应敏感
:

首先藻体局部出现白斑
,

随后 白斑扩

大
,

80 % 面积 的藻体在 60 h 内迅速 变

为浅绿色 ; 当草 丁麟浓度超过 5阔耐
时

,

毒性反应变缓
,

并且反应现象也有

所变化
:
海带由叶片尖部向柄部色素

逐渐减少
,

随后藻体变绿
,

直至整体变

为浅绿色 ; 随着草丁麟浓度 的逐渐增

加
,

藻体的死亡速度逐渐加快
,

当浓度

接近 10 拌岁nil 时
,

60 h 内 80 % 面积 藻

体死亡
。

2
.

2 孤雌生殖海带对草丁麟的敏感性的统计分析

选择
a 、

b
、。
三组海带

,

草丁麟剂量在 0一2 1
.

2阔而 范围
,

计算 LD
so

,

结果见表 1
。

统
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计结果表明
,

不同长度的孤雌生殖海带
,

经相同的处理时间
,

对应 的 乙D 50 大部分重叠
。

分

别计算相同处理时间三组孤雌生殖海带之间的 fi, j和 K i,j
,

结果见表 2
。

由表 2 可知
,

凡 ,j

均小于 fi, j
,

说明草丁麟对不同长度的三组孤雌生殖海带的 LD
50 没有显著差异

。

表 1 孤雌生殖海带对草丁麟的敏感性实验结果

T a b
.
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~
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.

j“加
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时间(h) 组别
不同剂量草丁麟(回耐)中海带的死亡率(% )

0 5
.

7 7
.

4 9
.

6 1 2
.
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.

3 2 1
.

2
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(对d )
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(回闹)
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.
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.
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.

6一1 9
.

4

1 0
.
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表 2 草丁麟对不同长度孤雌生殖海带的 兀D so 差异显粉性检验结果
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几
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3 6
、

1
.

15 1
.

16 1
.

1 5 1
.

2 3 1
.

0 5 1
.

2 2 1 0 3 1
.

2 1 1 0 2

4 8 1
.

17 1
.

16 1
.

1 5 1
.

2 4 1
.

0 5 1
.

2 3 1
.

0 4 1
.

2 3 1
.

0 1

6() 1
.

15 1
.

16 1
.

1 6 1
.

2 3 1
.

0 4 1
.

2 3 1
.

0 2 1
.

2 3 1
.

0 6

7 2 1
.

14 1
.

13 1
.

1 4 1
.

2 0 1
.

0 7 1
.

2 0 1
.

0 3 1
.

2 0 1
.

10

3 讨论与结语

除草剂草丁麟为一种谷胺酞氨合成酶 (G S )的竞争性抑制剂
,

G S 是调节氮代谢的一

种关键酶
,

当 GS 被草丁麟竞争性抑制时
,

细胞中的 N居 积累
,

从而导致细胞死亡
。

撇
;

基因编码的乙酞辅酶 A 转移酶具有使草丁麟代谢失活的作用
,

此酶催化 乙酞辅酶 A 与草

丁麟的游离氨基结合
,

从而使草丁麟失活
。

加
r
基因作为选择标记基因已被成功地应用

于多种高等植物中
。

本文得 出了草丁麟对全长为 0
.

5一 1
.

6 cln 孤雌生殖海带 36 h
、

48 h
、

60 h
、

72 h 处理时间的半致死剂量
,

发现草 丁麟比已知的海带基因工程选择压力氯霉素和

潮霉素 (Q in
。t al

,

199 9) 都更为敏感
,

因而以草丁麟为选择压力有利于缩短转基因海带的

筛选时间
,

优化筛选方 法
。

本实验还得 出孤雌生殖海带对草 丁麟 的敏感性在全长为

0
.

5一1
.

6c m 范围内与海带长度不相关
,

这便于孤雌生殖海带的筛选
。

综上所述
,

除草剂

草丁麟可被作为海带基因工程 的更为理想选择压力
,

阮
r
基因可能成为更为有效的选择

标记基因
。

本实验还发现孤雌生殖海带对剂量在 2一5滩/时 之间的草丁麟比高浓度下更为敏
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感
,

这可能与海带对草丁麟的吸收方式以及草丁麟与 G S 同工酶结合的速度有关
,

其机理

还有待进一步研究
,

但这一现象的发现
,

提示转基因海带可在低剂量下被迅速筛选出来
,

从而尽量减少海带损伤
。
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