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孤雌生殖海带对氯霉素和

潮霉素的敏感性研究
*

李新萍 秦 松 曾呈奎

(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 60 7 1)

提要 于 199 7 年 1一4 月
,

以本所培养的孤雌生殖海带为材料
,

运用统计学方法研究其对氯

霉素
、

潮霉素的敏感性
,

以期得出氯霉素
、

潮霉素对不同长度孤雌生殖海带的半致死剂量
。

结

果表明
,

孤雌 生殖海带长度 (全长 )在 0
.

5一l
.

sc m 时
,

氯霉素的半致死剂量与海带的长度相关
,

而潮霉素的半致死剂量与长度不相关
。

孤雌生殖海带对潮霉素比对氯霉素更敏感
,

提示潮霉

素磷酸转移酶基因有可能成为海带基因工程的另一个选择标记
。

关键词 海带 氯霉素 潮霉素 选择标记

学科分类号 0 789

在植物基因工程研究中
,

为了筛选和鉴定转基 因的组织和细胞
,

必须共转化选择标记

基 因
,

尤其是 阳性选择标记基 因
,

从而使转基因细胞产生对选择压力的抗性
,

淘汰未转化

细胞
。

武建 秋等 (19 95 )发现海带幼抱子体对氯霉素最敏感
,

卿
n
等 (19 97) 初步证 明了

CA T (氯霉素乙酞转移酶)基因可以作为海带基因工程的选择标记基因
。

本文报告不同长

度孤雌生殖海带对氯霉素和潮霉素的敏感性实验结果
,

以期确定适用于孤雌生殖海带的

筛选时机
、

剂量和时间
,

为优化筛选方法
、

继续寻找更敏感的抗生素
、

确定海带基因工程的

选择压力提供资料
。

1 材料与方法

1
.

1 孤雌生殖海带及培养方法

孤雌生殖海带 (山m in ar ia jaP on ica )于 1 9% 年 8 月 由中国科学院实验海洋生物学开

放研究实验室按方宗熙等 (19 7 8) 培养而得
。

孤雌抱子体全长 (从柄基部至叶片梢尖)为

0
.

5一 1
.

sc m
,

培 养用海水经过滤
、

煮沸
,

冷却后加人营养盐
,

使 N 和 P 元素的终浓度为 N:

o
.

4 3 m m o l/ L
,

P :
o

.

o lg m m o l/ L
,

光暗周期为 loh / 14 h
,

光强为 50 卜E / (m
, · s )

,

温度为 (10 士

0
.

5) ℃
。

每 7 天更换一次培养基
。

1
.

2 孤雌生殖海带对级霉素
、

潮霉素的敏感性实验

氯霉 素母液 (100 m g / m l) 用无水 乙醇配制
,

潮霉素母液 (5 om g / m l) 用重蒸水配制
,

用

0
.

2 林m 滤膜过滤除菌
。

* 国家攀登计划B 资助项目
,

PD B币礴
一 1号 ;国家自然科学基金资助项 目

,

39 4 0 0 0 7 6号
.

李新萍
,

女
,

出生于 1 974

年4 月
,

硕 士
,

E-- m all : sqi晦m s闷山以矍￡n

收稿 日期
:
199 8刃3 一2 6

,

收修改稿日期
:
19 9 8刃8 一1 8



2 期 李新萍等
:

孤雌生殖海带对氯霉素和潮霉素的敏感性研究 18 7

在对氯霉素的敏感性实验中
,

将海带分为
:

(4. 9 士 0. 6) m m
、

(6
.

5 士 0
.

5) ~ 和 (8 4 士

0. 9) m m 三个 实验组
,

每个 实验组均设置 8 种氯霉素剂量
,

分别为 0. 0
、

50
.

0
、

65
.

0
、

84
.

5
、

1 10 .0
、

143
.

0
、

185
.

5 和 241
.

2 协g / m l
。

在对潮霉素的敏感性实验中
,

将海带分为
:

(6
.

3 士 1
.

0)

~
、

(8
.

3 士 1
.

0) ~ 和 (12
.

3 士 2
.

3) m m 三个实验组
,

每个 实验组均设置 7 种潮霉素剂量
,

分别为 0
.

0
、

3 8
.

5
、

5 0
.

0
、

6 5
.

5
、

8 4
.

5
、

1 10
.

0 和 14 3
.

0卜g / m l
。

取直径为 3
.

o e m 的无菌培养皿
,

加

人营养海水 5 m l和所需的抗生素母液
,

每个平皿放人 10 株所需长度的孤雌生殖海带
,

每天

观察其死亡情况
。

1
.

3 半致死剂量 (LD
5o )及 95 % 可信限的计算

利用寇氏法 (Ka
rbe r 氏法 )计算抗生素对海带的半致死剂量及 95 % 可信限 (张毓琪等

,

19 9 3)
,

计算公式为
:
lg LD

S。 = xm 一 i( 勒 一 0
.

5)
,

式中
,

Xm 为最大剂量的对数值
,

i为相邻剂

量比值 的对数
,

勒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
:

lg (LD
S。 的 95 % 可信 限) 一 lg 动

5。 士 L% 汉
g
二

5。,

式 中
,

戈
g
切

5。
一 i

砰
,

, 为一个组的死亡率
,

。为一个组的存活率
,

, 为相邻剂量比值的对数
, ·

为各组海带数
。

1
.

4 不同长度孤雌生殖海带 L热
。

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的 LD
S。

95 %可信限重叠

的情况
。

若无重叠
,

表明差异显著
;
若有重叠

,

仍然可能有所差异
。

可用式
,

,

及 凡
,

值二者

大小的比较检验差异是否明显
,

按公式
’) :

关
, 一 a n ti lo g

式中
,

式
,

、为 LD
S。

的 9 5% 可信限因子 (可信限的两端分别为动
5。 X f及 LD

S。
/ f)

,

凡
,

大的 动
50 值 / 较小的 LD

50
值

。

如 式
,

, > 厂
.

, ,

则两个 LD
50 有明显的差异

。

以 LD
S。为横坐标

,

处理时间为纵坐标
,

在半对数坐标纸上绘制敏感性 曲线
,

也可以更

直观地反映不同长度实验组间差异是否显著
’)

。

2 实验结果

2
.

1 孤雌生殖海带对氮霉素的敏感性实验

实验结果见表 1
。

在含有氯霉素的营养海水 中
,

孤雌生殖海带的死亡首先是颜色变淡
、

变白
,

再是藻

体上出现小块白斑
,

然后扩散至整个藻体
,

最后藻体

变为淡绿色
。

结果表明
,

不同长度的孤雌生殖海带
,

经相 同处理时间得到的 LD
S。

存在差异
。

在全长为

4. 9一 8. 4

~ 时
,

氯霉素对孤雌生殖海带的 LD
S。随藻

体长度的增加而降低
。

以 LD
S。
为横坐标

,

以处理时间为纵坐标
,

在半对

数坐标纸上绘制敏感性曲线如图 1所示
。

由图 1 可

知
,

不同长度的三组海带 LD
50 有明显差异

。
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图 1 孤雌生殖海带对氯霉素

的敏感性曲线
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表1 孤雌生殖海带对级 . 素的敏感性实验结果

T ab
.

1 Th
e te st o f e hi o

rarn
Phe ni e o l sen siti v ity o f s

po ro Phyte s o f Par th e n o g e n eti e
山用in a r 必 jaP

o n ie a

时时间间 组组 不同剂量氯霉素年g/ m l) 中海带的死亡率 (% ))) 乙口5 000

95 % 可信限限

(((d ))) 别别别别别别别别别别别别别别别别别别别别别别 (协g / m l))) (卜g / m l)))0000000 50
.

5 6 5
.

0 8 4 5 1 10
.

0 14 3
,

0 18 5 5 2 4 1 2222222

lll555 aaa 0 12 5 2 5 3 0 4 0 30 6 555 15 8
.

999 1 32
.

7一 19 0 333

bbbbbbb 0 30 2 5 3 0 4 0 7 0 7 0 8 000 11 0
.

666 9 1
.

1一 13 4 333

CCCCCCC 0 2 5 60 6 0 4 5 7 0 8 3 8 555 8 9刀刀 73
.

4一 10 7名名

lll666 aaa 0 12 5 2 5 3 0 4 5 3 0 7 000 15 4 777 12 9
.

3一 18 5
.

111

bbbbbbb 0 30 2 5 30 4 0 7 0 7 5 8 555 10 7 777 8 9
.

0一1 3 0 333

CCCCCCC 0 3 5 60 6 5 5 5 7 0 8 5 8 555 82
,

999 6 8 3 一10 0乃乃

lll777 aaa 0 1 5 8 2 5 3 0 4 5 3 0 7 000 1 52 333 1 2 7
.

1一 18 2石石

bbbbbbb 0 32 2 8 3 3 40 70 7 5 8 555 10 5万万 8 7
.

0一 12 7
.

999

CCCCCCC 0 4 0 6 5 6 5 5 5 7 5 8 5 9000 7 8石石 6 5
.

1一94 乡乡

lll888 aaa 0 15 10 2 5 30 4 5 3 5 7 555 14 7石石 12 2
.

8一1 7 7石石

bbbbbbb 0 32 3 5 3 5 40 70 80 8 555 10 1
.

777 8 3 8一1 23 444

CCCCCCC 0 4 0 6 5 6 5 5 5 7 5 88 9 000 7 8乃乃 64 7 一9 4
.

111

lll999 aaa 0 15 10 2 5 30 4 5 35 8 000 14 5 777 12 1
.

5一17 4名名

bbbbbbb 0 3 2 3 5 3 5 4 0 70 80 9 000 10 0 444 8 3 6一1 20 石石

CCCCCCC 0 4 0 6 5 6 5 5 5 75 9 0 9 555 7 6石石 6 3
.

8一9 2 刀刀

222 000 aaa 0 2 0 1 5 2 5 35 4 5 4 0 8 555 1 36 444 1 13 .2 一16 4 444

bbbbbbb 0 3 2 3 5 35 4 0 7 0 8 0 9 555 9 8乃乃 8 1
.

6一 1 1 8 888

CCCCCCC 0 4 0 70 70 55 8 0 9 5 9 777 72 333 60 名一86
.

000

海带全长分别为
a :

(4 9士 0. 6) ~
,

b
:

(6. 5士仓 5) ~
, c :

(8 4 士欣9) ~

再分别计算相同处理时间 3 组孤雌生殖海带之间的关
,

,

及人
,

,
,

结果见表 2o 由表 2 可

知
,

除个别 人
, 。

< 几
, 。

外
,

式
,

,

普遍大于式
,

, ,

说明氯霉素对长度不同的三组孤雌生殖海带的

LD
50 有明显差异

,

因此孤雌生殖海带对氯霉素的敏感性随藻体长度不同而有所差异
。

表2 级. 素对不同长度孤雌生殖海带的乙刀 , 差异显著性检验结果

T a bZ Th
e te st o f c hl o

ram
Phe ni c o l L D , 。 di ffe re nc e be tw

e en di ffe re n t le飞th s
po

r 0 Phyte s of Pa 川
le n o g ene ti e

La m 动 a r ia jaP o n ic a

时间 (d ) f f
。

f
。

f
、 。 K

氏 b

f
、 e

f
b, 。

1
.

2 1 1
.

30 1 2 9

八目八UCn,n,,j,、,J,乙气一

4441 4
.

2 0

1
.

2 0

2 0 3 0

1
.

2 1 1
.

2 1

瓜
。

1
.

7 9

1
.

8 6 1
.

3 1

4八,
n,OCl

‘

2 0

1
.

2 0

2 l 1
.

2 1 1
.

4 4

1
.

2 1 1
.

2 1 1
.

4 5

1
.

3 1

1
.

3 1

nU00
勺、,、�,、

1
.

2 0

1
.

2 0

2 0 2 0 1
.

2 9 1
.

4 5 1
.

9 0 29

1
.

2 1 1
.

19 3 0 3 8 1
.

8 9 1
.

2 9

K 七
, c

1
.

24

1
.

3 0

1
.

3 4

1 3 0

1
.

3 1

1
.

36

亡、6��/Rn,n曰11111
气乙

2. 2 孤雌生殖海带对潮霉素的敏感性实验

实验结果见表 3
。

在含有潮霉素的营养海水中
,

孤雌生殖海带的死亡现象与在含氯霉

素的营养海水中相似
。

结果表明
,

不同长度的孤雌生殖海带
,

相 同处理时间对应的 LD
50 有
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表3 孤雌生殖海带对潮 . 素的敏感性实验结果

T ab 3 T七e te st o f Hy g ro m yein se n siti v ity of s
po ro P衍 te s o f 谬rth

e n
og

ene ti e 山m in a r la 了即 o n ic a

时时间间 组组 不同剂量潮霉素 (“g/ m l) 中海带的死亡率 (% ))) 乙2) , ooo 9 5% 可信限限

(((h))) 别别别别别别别别别别别别别别别别别别别别别别别 (卜g / m l))) (卜g / m l)))0000000 38 万 5 0
.

5 6 5
.

0 84 石 1 10
.

0 14 3刃刃刃刃

333 666 aaa 0 0 0 0 10 4 5 5 000 12 3
.

777 10 9
.

2一 14 0
.

111

bbbbbbb 0 0 10 15 4 0 5 0 6 555 1 0 1
.

666 8 6
.

8一 1 18乡乡

CCCCCCC 0 0 5 10 3 5 8 0 9 000 9 1
.

555 80 万一 10 4
.

000

444 888 aaa 0 2 0 15 2 0 3 5 6 5 6 555 9 1
.

555 7 7刀一 10 8 888

bbbbbbb 0 2 5 15 3 0 4 5 7 5 9 000 7 8
.

111 6 6
.

1一9 2
.

333

CCCCCCC 0 5 10 15 3 5 8 5 9 555 8 5
.

666 74
,

9一9 7名名

777 222 aaa 0 6 0 3 5 5 0 5 5 8 5 8 555 6 1
.

333 5 1
.

6一7 3
.

888

bbbbbbb 0 4 5 40 4 5 5 5 9 0 9 777 6 1 444 5 1
.

8一7 2名名

CCCCCCC 0 10 18 2 0 50 9 5 10 000 7 5
‘

555 6 5乡一8 6
.

555

999 666 aaa 0 7 0 5 5 7 0 8 0 10 0 9 555 4 7
.

444 4 0 7 一5 5
.

222

bbbbbbb 0 6 0 50 5 5 8 0 10 0 10 000 5 0
.

777 4 3
,

5一5 9
,

lll

CCCCCCC 0 10 20 2 5 7 0 10 0 1 0000 6 9
.

444 60 石一7 9
.

111

注
:

海带全长分别为
a :

(6 3士 1
.

0) n l n l ,

b
:

(8 3 土 1
,

0) ~
, c :

(12
.

3士 2
.

3) ~

表4 潮 . 素对不同长度孤雌生殖海带的LD , 】
差异显著性检验结果

T a b沸 刀le te st o f hy g ro m yein 切
5。 di ffe re n ee be tw

ee n di ffe re n t leng th s
po

rOPhyte s o f Pa 川上e n o g e n eti e

白m in ar故 jaP o n ie a

时间 (h ) f f
。

f K
队b f

、 c

从
。

f
b, 。

1
.

2 3

K b
, c

1
.

1 1

nU今、n,
,.1,4,j

�、,沙飞�‘U,、�U,j4O4
,‘,‘

1
.

2 6

1
.

2 2

1
.

24

1
.

2 5

1
.

24

,‘�/n,乙
I
n曰1

.

1 7

f
、b

1
.

2 2

1
.

0 7

,了O
产‘U,�乙气,乙

44
亡、j仔

任.吕1.且I
t几.
.

1
.

18

O7Q
了它..., .且

,、
gC
�‘U

11
,乙l

‘曰O八,乙艺曰, ,

4
7JC,

重叠
。

以 LD
S。

为横坐标
,

以处理时间为纵坐标
,

在半

对数坐标纸上绘制敏感性 曲线如图 2 所示
。

由图 2

可以 看 出
,

不 同长度的三组海带其敏感性 曲线有

交叉
,

同一处理时间的 LD
50 差别不大

。

再分别计算相同处理时间 3 组孤雌生殖海带

之间的关
,

,

和 戊
,

, ,

结果见表 4
。

由表 4 可以看出
,

除

个别 凡
, > 厂

,

,外
,

凡
.

,普遍小于关
,

, ,

说 明潮霉素对

长度不同的三组孤雌生殖海带的 LD
S。没有明显差

异
。

3 讨论与结语

3
.

1 氯霉素干扰核糖体的蛋 白质合成
,

最终抑制

细胞 生长
。

C A T (氯 霉素 乙 酞转 移酶 ) 基 因编码

CA T
,

可以使氯霉素乙酞化而失活
,

且植物细胞内

1oo

9 0

a 仲甲 b , c

8070

受 6 0

50

4 0

30 1

二
l

0 50 10()

LD
二 /( 赌耐

一

勺

图2 孤雌生殖海带对潮霉素的敏感性曲线
R g Z Th

e hyg ro m yc in se ns iti v i ty o f Pa rtb
e

-

n o g e ne ti e
自脚 in a r ia jaP

o n ie a

a
、

b
、

c三组海带全长同表 3 ; 表4 同
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非特异性 C A T 活性本底很低
,

不会造成对基因产物分析的干扰
,

适于定量分析
。

用 C A T

E L Is A (酶联免疫反应 )方法可以迅速简便地测定 C A T 基因的表达
,

灵敏度很高
。

将 C A T

基 因导人 植物细胞 中表达 已经取得一些成功的例子 (L恤n ie n et al
,

19 9 0 ; Po rs ch
。t al,

19 9 3 ; 习
o p fe n ste in e r a l

,

19 9 1 )
。

Qin 等 (19 9 6 )将 SV 4 o 启动子驱动下的 CA T 基因导入海

带雌配子体
,

经孤雌再生途径得到了具氯霉素抗性的孤雌生殖海带
,

初步确立 了以海带雌

配子体作 为外源基因受体
,

以基 因枪为转化手段
,

通过孤雌生殖途径再生海带抱子体的海

带基因工程转化模式
。

本文研究了孤雌生殖海带 对氯霉素的敏感性
,

确定了氯霉素对不

同长度孤雌生殖海带的动
5。,

为转化后再生的孤雌生殖海带的筛选提供了依据
。

3. 2 潮霉素抑制核糖体上肤链的延长
,

从而导致细胞的死亡
。

潮霉素磷酸转移酶 (H PH )

基因也是植物基 因工程中常用的标记基因
,

编码 H PH 基因
,

可以使潮霉素磷酸化而失活
。

本文结果表明孤雌生殖海带对潮霉素更加敏感
。

全长 0
.

5一 1
.

sc m 的孤雌生殖海带分别用

氯霉素和潮霉素处理
,

氯霉素组经 2 0d
,

高剂量组 (2 41
.

2此 / m l) 才出现接近 100 % 的死亡

率
; 而潮霉素组仅经过 3d (72 h)

,

其高剂量组 (184
.

5林g / m l) 死亡率就达到 100 %
。

HP H 基因

可能成为海带基因工程的另一个更加灵敏的阳性选择标记
。

3.3 氯霉素和潮霉素的作用机理都是干扰核糖体上蛋 白质的合成
,

但前者的 LD
S。与海带

的长度相关
,

而后者的 LD
S。与海带长度相关性不大

,

这可能与海带不同部位不同生长速度

的细胞对不同抗生素的吸收和运输速度不同有关
。

将 CA T 基因作为选择标记
,

转化后需

确定筛选时机
、

剂量及筛选时间
; 而将潮霉素作为选择压力时

,

是否应考虑海带长度的差

别
,

尚需进一步研究
.
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