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构建用于相关基因筛选的微囊藻

产毒株基因组文库

周晓明 姚露洋 俞顺章

【摘要】 目的 构建含有微囊藻毒素（!"）表达相关基因的基因组文库，用于分离 !" 相关基因

或鉴别 !" 表达藻株。方法 使用 !" 产毒藻株 #$%&’()，获取基因组 *#+，酶切制备片段，克隆到

质粒 ,-"./ 中，转化 0!.)( 构成基因组文库。结果 建成容量覆盖蓝绿藻基因组 .) 倍以上，插入片

段介于 1)) 2 3)) 4, 的 #$%&’() 基因组文库，其中获得至少一段序列具有 #$%&’() 特异性，可能为

!" 相关基因。结论 构建文库成功，可用于后续 !" 特异性基因研究。

【关键词】 微囊藻毒素；基因组文库

!"#$%&’ ()*+,*-./)0 1+,23*)04 56457 ./+5)0 470,(7 6)8+5+- *,0./+3*/),0 502 ,07 ).,65/72 4707 5056-.).
!"#$ %&’()&*+， ,-# ./0’*+， ,$ 12/*32’*+ 4 5*67&7/78 (9 :;8<8*7&<8 =8>&?&*8， @/>’*
$*&<8;6&70，12’*+2’& 1)))51，A2&*’

【98./+5*/】 :8;7*/)<7 67 879:;<=8; > ,?>:@AB @A8<78C:;A: DE97@E ?A4<><C F7< @A8<78C:;A9（!"）

,E<;>A9A9D DE9E F>@A?C :8<EE9A9D 7< @A8<78C:;A: :;<>A9 :,E8AFA8 DE9E :8<EE9A9D G =7/>,2. %H;<>8;A9D DE97@E
*#+ F<7@ !" ,<7B=8A9D :;<>A9 #$%&’()，;IE9 BADE:;A9D *#+ 4C JA9B! >9B ?AD>;A9D ;7 "$K>:E ;<E>;EB
,-"./ L JA9B! F<>D@E9; MIA8I ?>;E< ;<>9:F7<@EB ;7 0!.)( G +F;E< 8IE8NA9D ;IE ?A4<><C 4C OD>? L
+9;A4A7;A8: ,?>;E，8?79E: A:7?>;A79，> FEM 8?79E: ME<E :EP=9E98EB >9B :,E8AFA8 ,<A@E<: :C9;IE:AQEB；FA9>??C，
K"R M>: =:EB ;7 ;E:;AFC 8?79E’: #$%&’() :;<>A9 :,E8AFA8A;C G ?7.36/. &=88E::F=??C 879:;<=8;EB > #$%&’()
DE97@E ,?>:@AB ?A4<><C MA;I F7??7MA9D F=98;A79:：>）8?79A9D EFFA8AE98C @7<E ;I>9 (ST 4C 87@,><A9D ;IE
MIA;E L 4?=E 8?79E: <>;A7 A9 OD>? K?>;E；4）1))’3)) 4, >UE<>DE A9:E<; ?E9D;I MA;I 5 V .)S A9BE,E9BE9; 8?79E:
4C A9BE,E9BE9; 8?79E: >9>?C:A:；8）.) ;A@E: @7<E 87UE<>DE 7F 7<ADA9>? #$%&’() DE97@E；B）:;<79D :;<>A9
:,E8AFA8A;C 4C 8<7:: K"R >9>?C:A: 7F :7@E 8?79E’: :EP=9E98E A9 ;M7 BAFFE<E9; @A8<78C:;A: :;<>A9: 87@,><EB
MA;I W+"JX’YZ( G @,0*63.),0 [E :=88E::F=??C 879:;<=8;EB > #$%&’() !" ,<7B=8A9D @A8<78C:;A: :;<>A9’:
DE97@E ,?>:@AB ?A4<><C MIA8I 87=?B 4E =:EB F7< :8<EE9A9D !" ,E<;>A9A9D DE9E F>@A?C 4E8>=:E 7F IADI :;<>A9
:,E8AFA8A;C 7F :7@E 8?79E:G

【A7- B,+2.】 !A8<78C:;A9；\E97@E ,?>:@AB ?A4<><C

每年夏秋季的蓝绿藻爆发已成为我国各大水体

湖泊的一大环境问题，不但影响观瞻亦可能对饮用

水体的动物和人类造成健康危害［.］。在我国占优

势比例的蓝绿藻种为微囊藻，流行病学调查发现其

次生代谢物微囊藻毒素（!"）对动物及人体有毒害

作用［1］，因此了解毒素的产生及毒理过程可为采取

对应措施提供背景知识。一般认为 !" 的表达受中

间合成酶的影响，有基因群参与其中。我们希望研

究 !" 产毒与无毒藻株的基因差别来了解 !" 相关

基因群。我们已经分离到产毒株 #$%&’() 和无毒

株 W+"JX’YZ(。通过构建 #$%&’() 的基因组文库，

使 其含有 !"相关基因群，经与W+"JX’YZ(对比

基金项目：国家自然科学基金资助项目（5(35)5/)）
作者单位：1)))51 上海，复旦大学预防医学研究所分子流行病

学研究室

筛选，获得 #$%&’() 株系特异性的基因，进一步验

证与 !" 毒素产生的关系，可作产毒机理研究或作

产毒藻株的快速 K"R 基因检定用。以下描述过程，

以及初步筛选获得的一段 *#+ 序列的情况。

材料和方法

. G藻种与培养：#$%&’() 微囊藻 !" 产毒藻种

来源于日本国立环境健康研究所。使用 J\] 培养

基，1/^，1)) 流明，.1 I 间隔光照，培养至藻体浓度

为 5 V .)Z L @?。W+"JX’YZ( 微囊藻 !" 不产毒藻株

来源于中国科学院水生生物研究所。毒素的产生情

况经酶联免疫吸附试验（%_$&+）鉴定。

1 G 基 因 组 *#+ 提 取：取 1)) @? 藻 培 养 液，

S ))) D 离心 .) @A9，取沉淀，以 S) @@7? L _ 6<A:·
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!"，#$ %%&" ’ ( 乙二胺四乙酸钠 )$ %" 重悬，*+,
)$ %-. 破解细胞，+ $$$ / 离心 #+ %-.，弃沉淀，上清

以 +$0 异丙醇室温沉淀，#$ $$$ / 离心 #+ %-.，去

上清，沉淀真空抽干；再溶于 ) %" 12 中，加入 #$ %"
上海普洛麦格公司 345 纯化树脂，混合均匀，加入

离心柱中，真空抽干溶液，柱子以 )+ %" 洗脱液洗

涤，最后以 # %" 12 # 6$$ / + %-. 离心洗脱 345。

6 7克隆载体制备：)+!/ 89!#: 质粒，以 ;-.<
"酶切完全，=+, #+ %-. 失活，直接加入 #$ > 碱性

磷酸酯酶缓冲液，加入 #$ 9 碱性磷酸酯酶，6=,
6$ %-.，补加 #$ 9，6=, 6$ %-.，*+, #+ %-.，加蛋

白酶 ?，*+, 温育 6$ %-.，以饱和酚抽提，沉淀后

重浮于 #$!" 12 中。

@ 7插 入 片 段 制 备：取 + !/ 4A2BCD$ 基 因 组

345，加 )$9 ;-.< "作酶切反应，=+,#+ %-. 失

活 ;-.< "，取 #!/ 备用（图 #）。

E：大连宝生物技术有限公司的 3()$$$ 分子量标记，片段大小

图中已列出；#：4A2BCD$ 的基因组 345，显示为大片段；)：4A2BCD$
基因组 345 经 ;-.<"酶切后，呈现的扩散分布状态（345 的电泳

条件为$ 7 =+0琼脂糖凝胶，#$$ F 电泳 6$ %-.）

图 # 4A2BCD$ 基因组 345 与 ;-.<"酶切图谱

+ 7连接与转化：取 #!/ 插入片段，及$ 7 )!/ 的

载体，加入 # %%&" ’ ( 51G，#$ %%&" ’ ( E/!")，#$$
%%&" ’ ( 4H!"，+ 9 连接酶，室温约 )$,连接过夜。

取 #$!" 连接反应液，与 +$!" IE#$D 感受态细菌混

合，按照厂商提供流程转化；另取$ 7 $#!/ 的 89!#:
作为转化标准，以同样方法，转化 IE#$D。

* 7 +C溴C@ 氯C6C吲哚C#C3C半乳糖苷（J/H"）’抗生

素筛选：菌液涂布平板采用 (K L # 7 +0琼脂，其中

含 #$$ !/ ’ %" 氨 苄 青 霉 素（5%8），@$ !/ ’ %" 的

J/H"，@$!/ ’ %" 的异丙基C#C3C硫代半乳糖苷，涂布

平板后，6=,倒置培养过夜。

= 7 G!M 验证插入片段：分别合成 89!#: ’ E#6

的正、反向引物，在筛选平板上将白色菌落挑出，以

) %" (K 进行 6=,培养扩增；取 #$!" 培养液，加入

+$!" 裂解液，D+,裂解 #$ %-.，取 +!" 裂解产物作

为模 板，加 入 引 物，在 标 准 G!M 反 应 体 系 中，以

D#, # %-.，*$, # %-.，=), # %-.，6$ 个循环扩

增插入片段（图 )）。

E：大连宝生物技术有限公司的 3()$$$ 分子量标记，片段大小

图中已列出；#：插入片段长度为 =$$ N8 的克隆；)：插入片段长度为

)$$ N8 的克隆

图 ) 插入片段分别为 =$$ N8 和 )$$ N8 的重组子示意图

: 7序列测定与特异性鉴定：取若 干 克 隆，以

89! #: 正向引物进行序列分析。根据结果，合成扩

增引物，分别扩增 4A2BCD$ 基因组 345 和 O5!;KC
@*D 基因组 345（图 6）。

E：大连宝生物技术有限公司的 3()$$$ 分子量标记，片段大小

图中已列出；#、)、6：以 4A2BCD$ 345 为底物的 G!M 反应；@、+、*：以

O5!;KCD$ 345 为底物的 G!M 反应；#、@：引物对为 EPQK 基因片

段，结果显示两者均有扩增；)、+：引物对为 GG# 基因片段，为微囊藻

的保守基因，两者应当都有扩增；6、*：引物对为本文分析序列，结果

显示 4A2BCD$ 有强烈的扩增反应；O5!;KC@*D 没有扩增

图 6 筛选片段的 4A2BCD$ 与 O5!;KC@*D 的株系特异性

结 果

# 7插入片段制备：按本文方法，共获得 )+$!/
4A2BCD$ 和 O5!;KC@*D 基因组 345，$ 7 +!/ ’!" 浓
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度，! !"# $ ! !%#为& ’ ()，电泳结果显示为 * !+ ,- 的

条带，表明获得的基因组 ./0 为大分子量，质量较

好。制备的插入片段显示为从 !## -1 到 !+ ,- 的连

续性片段分布，符合基因组中 2345!的预期的多酶

切位点分布特征。

! ’载体制备：载体制备后，进行自身连接反应，

以未经碱性磷酸酯酶处理的载体连接作对照，结果

显示对照原! ’ " ,- 片段消失，增加一大片段；碱性

磷酸酯酶处理的载体条带没有变化，说明载体构建

成功，连接产物中没有载体的背景连接条带。

+ ’连接、转化与平板筛选：以电泳显示连接反应

进行成功。阳性转化菌在 6789 $ 0:1 筛选平板上为

白色克隆，无插入片段的本底连接为蓝色克隆，平

板上白色克隆数大于 ;#<。转化文库共获得 + =
&#) 个独立克隆，转化效率按 1>?&% 对照计算为

& ’ ( = &#( $"7 载体 ./0。如按平均插入片段 )## -1
计算，文库可覆盖 /@ABC;# 基因组约 &# 倍。

D ’ E?F 筛选、序列测定与特异性鉴定：E?F 验

证插入片段分布为 !## G (## -1 之间；对其中一段

"## -1 左右的插入片段测定序列如下：

& )H I0IJIJ0?0J000JJ?0II?I?J00??0I0I??0?I
0??I000??0?IJ??0I?00I00?

"& 0J??IJ0?IIJI0??I000?IIII00I?JIJ0?III0?
?0??IJJI0000I0I???00I?

&!& 0??0JIIIIJJ?IJI0II0I???0?000I????J0000
??0IJII0JIJ0J0000I0JJI

&%& IIJI?????IIJ?0JII?J0I00I0I00I?0II00IJJI
JI?IJ?0II0J?J0II0000I

!D& ?J?0I?I?JI00?J0?00I??0II0JIIII0?I???0I?
0IIIIJ0I?JJ?JJI0JI0II

+#& 00?JJII0000I00IIJJIJ?0J0IIIII?I0?0JJ00
I0I?0III??IJIJ0I?JI00I

+"& 0IIJJ??00JI?0IIII?0JIIJI00II?IJI?I00II
?IIJ?JIIJII000I?I0?I??

D!& 0?000?I00IJ??J0J000I0II?I???I?0I?????0?
?JI0I??0??JI0II00IIIJ

D%& 0J?0I??0?0000IJ???00III?II??00?0??0??J?
00??000J?0I?IJ00?I0J?’ ’ ’ ’ ’ ’

该序列在基因库中没有同源序列。根据该序列

合成引物为 )H?0?IJ ??0I? 00I00 ?0J?? +H
反向引物为 )HIJJ0I 0?JJI JJJJJ 0IJ0J J
+H，在 /@ABC;# 基因组中可以扩增出 D!# -1 的特异

条带，在 K0?2LCD"; 基因组中不能扩增出特异条

带，表明这段序列具有 /@ABC;# 藻株的特异性，可

能为 M? 相关基因；两种藻株中都有扩增的条带说

明为微囊藻背景条带，与 M? 产毒关系不大。

讨 论

微囊藻在国内水体中居 ;#<以上优势，可以产

生 M?，是以环七肽为特征的次生代谢产物［+］。M?
可在两阶段致癌模型中高度诱发大鼠发生肿瘤［D］，

因此对附近饮水居民的长期健康危害不容忽视。

根据 M? 的化学结构，它没有对应翻译的核酸序

列，是由多种相关基因合成不同的酶，再由酶过程合

成 M?。/@ABC;# 为 M? 产毒藻株，应含有 M? 产生

过程完整的相关基因群，M? 无毒藻株 K0?2LCD"; 则

相关基因群至少不完整；其他生理代谢相关的基因群

由于种属亲缘性大部分是一致的。因此分离 M? 相

关基因群一个特征为相对于 K0?2LCD"; 无毒藻株的

/@ABC;# 毒株的株系特异性。

我们希望通过构建 /@ABC;# 文库，筛选具有

/@ABC;# 阳性、K0?2LCD"; 阴性的株系特异性重组

片段，进一步鉴别其在多种微囊藻有毒和无毒株系

中的分布以及该片段引入无毒株，或是在有毒株中

缺失该片段后，微囊藻株系毒性的变化来判断与

M? 相关的可能。本文描述了对 /@ABC;# 株进行质

粒文库构建的过程，根据插入片段、空斑率、文库容

量的情况分析，表明我们构建的文库覆盖微囊藻的

基因组可达 &# 倍左右，因此更可能包含完整的 M?
相关基因群在内。通过初步筛选分析，在文库中发

现一段序列具有 /@ABC;# 株系特异性，与文献已有

报道的 MNOL 基因的株系特异性更倾向于有毒株

系。对 M? 相关基因的分离有待于对该文库进行更

广泛的筛选与更深入的追踪。
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