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摘要 � 特异引物对 �� � � �到�� � � �� �到���用于检测微囊藻毒素合成酶基因 阴勺召 片段在

� � 种水华蓝藻中的分布情况
。

结果显示
,

所有能产生微囊藻毒素的微囊藻都有特异扩增条

带
,

非产毒株则没有
。

几种常规的毒性检测方法验证了 �� � 方法所获结果的准确性
。

本研

究发展了 以全细胞 ��� 法检测 阴勺刃 片断
,

说明全细胞 �� � 检测法适用于不同来源的蓝藻

材料
。

结果证明以 � � 为基础鉴别产毒和非产毒微囊藻及其他水华蓝藻的方法是可行和

实用的
。

关键词 � 全细胞 � 二� �水华蓝藻 �微囊藻 �微囊藻毒素尸九。召 � 基因
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蓝藻水华持续大面积的发生
,

极大地危害水体生态系统的结构和功能
,

某些水华种类

产生的藻毒素对人类的健康也构成了直接或潜在的影响
。

产生微囊藻毒素�� �� �� ��
���

,

� ��的藻类主要是微囊藻属 ��� 。丫兀, ‘�� !
,

其他如鱼腥藻属 �� �� 加
�
�� �

、

念珠藻属沙孟
站 �

��� �
、

颤藻 属 �氏
‘�� �� ��� 故 �

、

节球藻属 ��玩才
� �� �� �的某些 种或株 系也产生 微囊藻毒

素〔‘一 �
。

自然水体中
,

影响水华毒性大小的主要 因子之一是构成水华的有毒株
、

无毒株 的

比例
。

以日本的 � �� �� ��  ! �� 湖为例
,

从 ���� 年到 ��� � 年
,

微囊藻水华的毒性变化与从

水华分离的产毒或非产毒微囊藻藻株占优势是对应的〔
��� 

〕
。

澳大利亚和英国的湖泊也有

类似的报道 ��,
’〕。 消除微囊藻水华及其毒素的影响

,

研究构成水华 的产毒微囊藻和非产

毒微囊藻
,

就有必要开展产毒微囊藻的快速分析技术研究
。

初步研究表 明
,

特殊 的多 肤合成酶基 因
—

� 。召 仅存在 于 产毒微囊 藻藻 株

中〔
‘卜�� 

。

本研究结果为发展区分产毒和非产毒微囊藻株 的 ��� 技术提供了现实可行

性
。

但是
,

现有方法的特异性仍有待加以证实
,

其灵敏性也有待进一步提高 �另一方面
,

常

规 � � � 样品制备程序相对复杂
,

限制了该方法 的推广应用
。

用特异引物对�� �� ��� �� � � �� ��� ���检测 了微囊藻毒素合成酶基因 � 。�� 片段

在不同水华蓝藻中的分布情况
。

在此基础上
,

发展了水华蓝藻产毒特性的全细胞 ��� 检

测法
,

为快速鉴定产毒和非产毒微囊藻提供了可行的技术
,

为产毒水华的早期预报和防治

提供了新的技术途径
。
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� 材料与方法

�
�

� 旅种及培养 藻种均由中国科学院典型培养物保藏委员会淡水藻种库 ����旺压

��� ��� �� �� �提供�表 ��
。

选用 �叭【�� 培养基
,

培养温度 ��一召。℃
,

光照强度 ��一闷�拌� 泊�
�

�
一 � ·

, 一 ‘
,

白光连续光照
,

静止培养
。

以下干藻粉样品均由冰冻干燥法制备
�

�
,

、 ���

��� � 年制备 ��
�

� � � ! ���� 年制备 � �
�

� ��� ���� ��� � 年制备 � �
�

� �滇池
一

� � ��� 

年制备 ��
�

� �澳池
一
� � ��� 年制备 � �

,

翔‘必盯沃�� �大冶
一

�� �� �� 年制备
。

裹 � 燕种及� 来泣

介�
,

� �� 面朋
屯曰刃 �� 如� ��� ��

燕燕 种 来 抓抓

�
‘ ” 来 ,,

���廿曲阴 �阴 ��� � �切叻旧 � 习� 戈���

月月肠试娜妇 � 即科 , , 侧鹉 �泊扭
�

峨芜 �以拓 法国国

�
“

·

�
“

·

�五大二, , 中 , �黑龙“ 五大
“
���

���
�

。即碱乎”创� � 肠比
�

� 艾二花�� 法国国
巴
�

助低 ‘五灯别
中国�
肚

江 五大连池 ,,

���
,

� 口叫, � 以� � 业�
�

� 正� 卯 日本本
巴
�

�� !
·

‘淀山翻 中国�上海 淀山姗姗

���
�

。即料印
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�
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严呵� 枷

·
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暇翻

中刚蒯匕大冶 ,,

���
�

城动创‘ � ��
�
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严
�

枷
·

傲他
一
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聪

,,

���
�

阮山以血习 �

�
�

��� 乏闷� 日本本
严
�

孤
�澳洛�� 中虱云南魏

,,

���
�

创翔目�
只泊�

�

� ��  �� 日本本
�� 一一

‘

耽
’

�� 中国〔云南
耽

,,

���
�

翻即鹤日� 侧� 邢泊�
�

�叹卫沉
,

么拓� 美国国
巴一�

�
瀚一

中国�云南
瀚

,,

��� 即
�

� � 洲洲印 典国国
巴

�
��

·

�� 中刚江苏姗
,,

��� 即
�

� � 以
,

� �� 美国国
�� 平加 麟麟

���
�

翻即料, ”侧筋 � ��
�

日创 � 中国�武汉 东翻��� �“ �� 日本本

���二, 哪�
�泊妞

�

�� 中国�武汉 东翻���
�

� �
‘

�
·

‘大冶
一

‘, 中国‘翻‘大榭榭

��� 甲
�

� �� 中国�江苏 无拐 ��� �� 

�
翎 中国国

��� 即
�

� � 中国�江苏 无‘ ���

�� 
·

�
�� “本本

��� 即
�

�儿 中国�枉苏 无忆 ���
�
� ��

·

�

�
“本本

��� 即� �� 中国�武汉 东溯���
�
一�

“
·

� ���� ””
��� 即

�

� �� 中国�武汉 东绷 ���
沪平毗�� !

法国国

材材 即
�

�“ 中国�武汉 东翻���
�� �

加� 哑
��

一

‘

如如
��� 即

�

即� 中国�武汉 东润 ��� �如
”的

�
“

幽咖匆 ��� 中国国

�
�

� 水样采集 用采水器采集表层水样
。

水样采 自无锡太湖仙岛北岸
、

西岸
,

兹园内湖
、

外湖
。

采样时间为 1999 年 12 月 5 日
,

水温 10℃
,

PH
值 7
.
0。

1

.

3 旅细胞鑫因组 D N A 提取 收集 50 m L 对数生长期培养物
,

10 oo
o

rl 而n离心 10 而n
,

加裂解液 (含 250
~

叮L l
,

R I S H C L
(

p

HS

.

0
)

,

6 0 m 泊测L E D 毛乍N 匆 ( p F IS
.
0 )

,
4 % 5 1万

400 汕
,

50
料L 蛋白酶 K

,

65 ℃水浴 1h 以上
,

破除伪空胞
。

镜检细胞破裂情况
。

离心
,

上清

液移人新管
,

加等体积酚
:
抓仿 :异丙醇(25 :24 :1)

,

温和混合 10 m in
。

离心
,

将上清液小心

移人新管中
,

加人等体积抓仿
,

温和混合 10 而n
。

离心
,

将上清液移人新管中
,

加人两倍体

积的冰无水乙醇
。 一

20 ℃沉淀过夜
。

离心
,

去上清
。

75 % 乙醉洗管壁
。

干操后加适量

飞卫溶液溶解
。
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1
.
4 p C R 检测法 PC R 扩增条件参见文献【15〕

。

使用的热循环仪为 晓
n已功IP2 400

(Pe rki n- E lm
er
Ce tus 。打下兀a t

ion

,

E m
e 乃rV ille

,

以ifo
n五a ) 。 总体积 50 汕 的反应液中包

括
:
10 x

arnP
hfica tion buffe r(含 1

.
s
rnm
ol/L M 邪1

2)
,

0

.

2

卿
1/LdNTPs, 引物各 20 pmO I

,

1

U
Ta

q D N A

Pol

”m er叔祀
,

3 一sng 经纯化的蓝藻基因组 D N A
o

1
.
5 全细胞 PC R 反应 扩增反应直接使用藻细胞(培养物

、

干藻粉或自然水样)
,

或将培

养物或水样经无菌去离子水洗涤 3 次以上(离心和振荡)
,

用一定体积的无菌去离子水悬

浮均匀
,

再为扩增所用
。

扩增用 PC R 仪为 晓
n
动Lrn P2 400 或 伍

n
动。P9 600 (P

erkin- E lln
er

Ce
tus 肠

r
阿
at
ion

,

E m

e 巧份ille
,

以ifo
n五a) 。 P C R 反应体系(每 20 汕 总体积包括 )

:B SA

(0
.
In堪/n止 );10 x PC R buffe

r
(含 1

.
s

rnrno

l/L 栖买1
2 );0

.
2拜m ol /L d 冈T P S; 引物各

20 pmo l
;0
.
su Ta

q D N A Po l卿
e
~
;6拌L 藻细胞或新鲜水样或 1 X 10 一 4

rng
干藻粉作为

PC R 反应底物
。

全细胞 P C R 反应条件同常规 PC R
o

1
.
6 其他测定方法 生物测试法

。

取 10
n1L 藻样(干或鲜 )

,

取 I
n1L 测干重

。

将余下 的

gn1L 藻样稀释成相差两倍浓度的梯度
,

反复冻融三次
,

对 K M 小白鼠进行腹腔注射
。

统

计 4h 内死亡的小 鼠
,

记录死亡的时间及致死浓度
,

计算该浓度对应的藻粉干重
。

最小致

死剂量计算
:
藻粉干重 留鼠重 吨

。

酶联免疫吸附法(E nz ”爪e Li
n
k ed l

~

n

咖
rbe nt人姗y

,

E L I

SA

) 和微囊藻毒素的高

效液相色谱(H igh Per fo rm
anee Li qu 记 Ch ro tna

tq甲傲p h y
,

H r L C
) 测定藻样的微囊藻毒素详

见报道方法〔
1卜18]

。

水样微囊藻毒素的测定
:
采集自然水体中的水样(钓的即L )

,

然后酸化(按取样体积 的

4% 加人乙酸)
,

用玻璃滤膜过滤
,

再用 Q S 柱过滤
,

先用 8一10n正 加 % 的甲醇水溶液洗脱
,

再用 8一10川L 的纯甲醇将毒素洗脱下来
。

此样品上硅胶柱后
,

先用 8一10 1
1止纯 甲醇淋洗

,

后用 10 % 的水 一 0
.
1 % 三氟醋酸(T FA )的甲醇将毒素洗脱

,

此洗脱下来的毒素溶液用旋转

蒸发器蒸干
,

加人定量的(通常是 0
.
4一刃

.
sm L )的 H PLC 流动相

,

即可在 H PLC 中测定
。

2 结果

2
.
1 pC R 检测法鉴定产徽囊旅毒紊旅株

引物对 T O X IPl lF 和 T O X Z P/ Z F 扩增 的 目的 片段大小分 别约为 13O0bP 和

35 0b p「l5]
。

分别用两对引物检测表 1 中列出的 38 株蓝藻藻株
。

检测结果表明
,

19 株产毒

微囊藻藻株都分别获得 1300饰 和 350饰左右的扩增产物
,

而 n 株非产毒微囊藻则没有

扩增产物
。

P

CR
扩增结果确认藻株的毒性与用其他三种方法 (Hr L C

、

E
LI

SA

、

B I

OaSSa

y

)

检测藻株的毒性是一致的
。

但 M
.a 526 的 P CR 结果呈阳性

,

E
LI

S A 结果却显阴性
。

引

物对 T O X ZP1 2F 扩增结果无非特异性条带
,

比 T O X IPl lF 检测效果更好
。

无毒的 A
na
ba
~
fi os-

aq“刀沦 1 4 44

,

A
na
加ena sP

.
7 120

,

A
Ph

a n

~

on fi
os

~
a

q

~

4 4

一

1

,

O
s e

i l纽忿邵艺口 户阮nk
ton
￡ca 7 0 8 和 〔耘“U a to r ia ra 瓦反丫成ii (大冶

一

l) 等其他蓝藻没有扩

增出目的条带
。

值得指出的是
,

两株有毒颇藻 山七il la to 血 sP
.N IES 595

、

诀
‘
il la

tor
故 sp

.

N IE S 610
,

无特异的 PC R 扩增产物
。

以上结果说明
,

有毒微囊藻藻株有微囊藻毒素合成

酶 阴勺迢
,

无毒微囊藻和其他不产微囊藻毒素的蓝藻没有 功勺刃
。
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渭
《
日

名

准
LR }

15 0
时间 T im e/m in

图 2 1
.
护LC 检测法检测微囊藻藻株微囊藻毒素的色谱图

F ig
.
2 H ig卜详山

~

ce hqul d
ehro ma t呢

rams
of 从

c找袱声ti‘ st
rai ns

A
:
M

.
a
(保安湖) B :M

.a
(淀山湖)

裹 2 EL
ISA 法检测不同徽班旅旅株徽班旅毒众含,

丁妞b
.
Z E绝tec ti m of 而

c
rOC
ystins 衍 ELISA

SSStrain M C (喇L))) o
st
~ MC

(喇L) ’’⋯ strain MC (喇L)))
MMM
.a R犯 780 6 > 5000 M sP

.
569 > 5000

{⋯
M ,

·

, , , < , 000

MMM
. a P C C 7 8 2 0 > 5 000 M sP

.
4 6 9 5 0 一 2 000

}⋯M
sP 一

5

了
2. 、

< 2 000

MMM

.

a

9()

> 5 000

M
sP

.

5 0 2 5 0
一 2 000

}⋯M
·

’‘俱他 一 “, > 5000

MMM
. a 101 < 2000 M sP

.
5 63 > 5000

}⋯M
·

w
5

7
4 5 0

一 2 000

MMM

. e 4 2 < 2 000 M sP
.
5 2 4 < 2 000

}⋯M
sP ·

5 2 5 > 5 000

MMM

.

h 4
3

< 2 000

M

.

a

(
五大二池 ) > 5000

}⋯M
sP ·

5 2 “ < 2000

MMM
.a 9 8 < 2 000 M

.
a( 五大二泉 ) > 5000

}⋯M
sP ·

2 0 5 0
一 2 000

MMM

. a 8 6 4 1 > 5 000 M

.
a
(淀山湖) > 5000

}}
M sP :

‘0 > 5000

MMM
.a 8 6 > 5 000 M

.a
(保安湖) > 5000

1
o.
r
大浴

一

‘

<2000

MMM
.a 2 0 6 1 < 2 000 M

.
a
(滇池 一 l ) > 5 000

}{

O
·

p

7
0 8 < 2 000

MMM
sP

.

5 7 5 < 2 000

M

.

a

( 滇池 一 3 ) > 5 000

}{

A n
·

f
‘4 4 4 < 2000

MMM sP
.
4 3 4 > 5 000 M

. v
(滇池 一 1 ) > 5 000

⋯⋯
A” 印‘

7 ‘’” < ’000

000 sP
.
5 9 5 > 5 0000000

3 讨论

世界各国都积极开展有关产毒藻类的生物学
、

毒素的化学(分子结构及衍生物)
、

毒理

学以及预防对策的研究
。

针对某一特定水体的蓝藻水华
,

人们首先关心的是各种水华藻

类是否产毒? 其毒性如何? 各种分析产毒微囊藻的常规方法如 H pL C
、

E L I

SA

、

BI
O a s s a

y

、

蛋白磷酸酶抑制法
、

F A B
M

S 等都有不同局 限性〔’〕。 因此
,

建立快速准确鉴定产毒微囊藻

的方法和技术是水华蓝藻研究和控制的重要一步
。

本文描述的全细胞 PCR 方法
,

能准确

灵敏地检测出培养物
、

自然水样及冻干藻粉中的产毒微囊藻细胞
。

用 PC R 方法检测来源不同的 30 株微囊藻藻株
,

它们的毒性能通过直观的有无扩增

条带表现出来
。

检测结果与 HP Lc
、

E
LI

sA

、

B I Oa
SSa

y 结果一致
。

E 劝rn e r〔‘, 〕用 同样的两对

引物检测 10 株微囊藻藻株的 阴。召 基因分布
。

其中 5 株产毒微囊藻藻株中获得阳性检
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测结果
,

而 5 株非产毒微囊藻藻株呈阴性结果
。

N ei 俪〔1’J 使用另外一对根据 优勺刃 设计

的引物对 FA A /RA A 检测 执勺召 基因与藻株毒性之间的相关性
,

10 株有毒微囊藻藻株

PC R 结果呈阳性
,

6 株无毒微囊藻藻株中 5株 P CR 结果阴性
,

1 株结果阳性
。

非产毒株出现阳性结果可能因为所产毒素在检测限 以下或 水勺刃 序列发生变异
。

氏m e
r〔15]报道了相同的现象

,

引物对 Tb
x IP/ IF 在另外两株产微囊藻毒素的颇藻藻株中

没有获得 PC R 阳性结果
。

综合比较有关的结果
,

说明这个方法在微囊藻藻株中特异性更

高一些
,

在其他产微囊藻毒素的蓝藻藻株中有关微囊藻毒素合成酶基因还需详细研究
。

对比其他研究者发表的结果
,

可以看出
,

阴勺召 基因单元可 以作为特殊的分子标志物
,

鉴

定产毒和非产毒微囊藻藻株
。

许多有机体完整的细胞可用来做杂交
、

同工酶分析
、

克隆的筛选
、

P C R 反应
。

本文首

次报道用蓝藻液体培养物包括分离株及无菌株
、

自然水样及干藻粉做 PC R 反应底物
。

全

细胞 PCR 检测结果与常规 PC R
、
H r L C

、
E L I S A

、

B
l o 已女级y 检测结果一致说明了其准确性

。

检测下限低于 loo
eells/

1llL 说明该方法的灵敏度很高
。

一般认为自然水样中往往有许多

杂质抑制 PC R 反应
,

而所用的太湖水样中有绿色微囊藻
,

韦氏微囊藻
,

具缘微囊藻
,

还有

星芒藻
,

小球藻
,

颇藻
,

硅藻
,

盘星藻等
,

还有一些枝角类
、

挠足类浮游动物
。

实验证明自然

水样不经任何处理就可 以直接用于 PC R 反应
。

水样经无菌水洗涤几次
,

P C R 结果更清

晰
,

消除了非特异性条带影响
。

由此看来
,

非特异性条带来 自杂质的干扰
,

而不是来 自藻

细胞本身
。

通过改进反应底物和引物的浓度比例
,

优化其他反应条件
,

就能进一步降低检

测限
。

理论上
,

全细胞 P CR 法可检测痕量的样品
。

还可以根据信号的强弱粗略地了解产

毒微囊藻藻细胞的数量
。

全细胞 PC R 反应的关键是反应体系中加人了 班汰
。

实验证明
,

不加 B SA 的全细胞 PC R 反应得不到任何结果
。

常规 P CR 反应中加人 攻认 也不影响反

应结果
。

全细胞 PC R 不依赖各种微囊藻毒素异构体
,

只要有产毒能力的藻细胞都能检出
。

类

似于韦氏微囊藻这类低毒株也能被灵敏准确地检测出毒性〔l9]
。

结果表明
,

全细胞 P C R

方法对测试材料要求不高
,

实验室培养物
、

自然水样或干藻粉等不同的材料均有较好的扩

增效果
。

用它来检测产毒微囊藻省时省力
,

简单易行
,

检测下限低
,

准确灵敏
,

特异性强
,

对操作和仪器的要求不高且成本低廉
,

结界直观易于解释
,

每次反应的检测量大
。

上百个

样品同时检测
,

从处理样品到电泳完毕 Zh 左右就够了
。

本方法的局限之一是不能定量检

测藻株毒性大小
,

区分微囊藻毒素的各组分
。

其次
,

它只能测细胞产毒能力而不能测出水

中溶解的微囊藻毒素
。

综上所述
,

全细胞 P CR 方法不仅可用于实验室产毒微囊藻的鉴定
、

筛选
,

如果加上产

毒细胞数与水体毒性大小的相关性
,

还可建立以产毒细胞数为标准的不同层次的替报系

统
,

及时监测 自然水体里的产微囊藻毒素的微囊藻藻株
。

此方法应用于研究湖泊产毒和

非产毒种类的分布及数量也是可行的
。
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