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摘要: 对中国近海常见的赤潮藻-中肋骨条藻 ( Sk eletonem a costatum )生长相关的分子标记进行了研究, 通过 RT-PCR

和 RA CE技术获得了其 PCNA基因的部分序列, 首次克隆测序得到了 714bp的中肋骨条藻细胞色素 b ( Cytochrom e

b, Cy t b )基因序列。根据得到的 PCNA与 Cy t b基因序列, 分别建立了检测中肋骨条藻 PCNA与 Cyt b基因的实时

荧光定量 PCR的标准曲线, 并通过对已知浓度样品的检测证明了所建立标准曲线的准确性。以上述建立的方法为

基础, 研究了中肋骨条藻生长率与增殖细胞核抗原基因表达量之间的关系。结果发现, 平均单细胞中 PCNA表达

量在培养的不同阶段变化很大,且变化趋势与生长率表现出良好的一致性, 说明 PCNA表达量与细胞分裂密切相

关, 体现了其作为细胞增殖指标的潜能; 而 Cy t b基因表达稳定 ,表达量变化很小 ,说明 C yt b基因是一个潜在的良

好的内参基因。基于此, 提出以 PCNA为目的基因、Cy t b为内参基因, 将 PCNA基因的相对表达量 ( REQ )作为中肋

骨条藻生长率的一个指标,并建立了实验室条件下 PCNA相对表达量与中肋骨条藻生长率之间的关系式。
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  研究浮游植物的生态动力学, 阐明赤潮发生的

机制, 探索预警、预报乃至防治赤潮的方法已成为摆

在海洋学家、生物和生态学家面前的一个极具挑战

性的课题。对浮游植物现场生长率等基本生理生态

学参数的测定,是准确估算浮游植物生产力,研究浮

游植物种群变迁,构建生态动力学模型乃至赤潮预

测的基础
[ 1 ]
。然而对于浮游植物生长率研究目前

还缺乏一种准确估算单一种类现场生长率的技术方

法,这严重限制了浮游植物生产率这一参数的应用。

目前生长率的测定方法例如稀释培养法、生物

化学指示物法和基于流式细胞仪的细胞周期法会受

到培养瓶效应和细胞死亡等因素的影响, 而且,这些

方法提供的是全部浮游植物的生长率, 若要测定单

一种的生长率则需要专门的种类鉴定, 对大量样品

测定费时费力,并且对操作人员要求高;而基于细胞

周期标志物的细胞周期法则避免了培养瓶效应,并

且使得生长率的估算精度不受细胞死亡的影响,更

重要的是, 这种方法可以结合实时荧光定量 PCR

( RFQ-PCR)、荧光原位杂交、免疫荧光等分子生物

学技术, 直接获得细胞分数, 其中实时荧光定量

PCR具有高通量检测的优势。

PCNA是 DNA复制与修复机制的必要组成蛋

白, 作为 DNA聚合酶 D和 E的辅助蛋白
[ 2, 3]
。PCNA

蛋白质仅存在于处于分裂的细胞内, 当细胞进行基

因组复制时, 如真核细胞的 S期, PCNA 大量表

达
[ 3]
。由于与细胞分裂相关, PCNA被广泛用于肿

瘤和癌症发展的预测
[ 4, 5 ]
。PCNA也与高等植物细

胞分裂从 G0 或 G1 期进入 S期有关
[ 6]

, 由此推理,

PCNA也可以作为研究海洋浮游植物细胞周期和生

长速率的一个潜在的有用标记
[ 7]
。于是, L in, et al1

将细胞周期标志物 PCNA基因引入到浮游植物生长

率研究中,研究表明 PCNA的方法具有巨大潜在应

用价值
[ 8]
。

对于杜氏藻 Dunaliella tertiolecta免疫荧光研究

发现 PCNA是表征生长状态的合适标志物, 可以用

来估算生长率
[ 7]
。1995年 L in, et al1首次用 PCNA

免疫荧光技术研究海洋浮游植物自然种群的细胞周

期,联合特征 DNA序列分析了北大西洋西南部和加
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勒比海域 E thm od iscus rex细胞周期中生命活动的过

程,并且粗略估算了生长率
[ 9]
。 1998年 L in, et al1

鉴定分析了杜氏藻 Dunaliella tertiolecta和球等鞭金

藻 Isochry sis galbana的 PCNA基因
[ 10]
。 2001年 Lin

和 Corstjens研究了颗石藻 P leurochrysis carterae中的

PCNA,发现 PCNA在这种藻处于对数生长期时比处

于平稳生长期时表达丰度高
[ 11]
。L in, et al1对实验

室培养的杀鱼费氏藻 P 1 p iscicida的进一步研究表

明, PCNA基因的表达在不同的生长时期有着巨大

的变化
[ 12, 13 ]

。

基因表达量的研究是生理生态学研究的重要内

容,在研究基因表达量变化时, 内参基因的使用显得

十分重要。细胞色素 b( Cytochrom e b,简称 Cyt b )是

线粒体自身编码的为数不多的功能蛋白之一
[ 14]

,且

其基因的结构和功能在线粒体 DNA ( m tDNA )的 13

个蛋白质编码基因中已被了解得最清楚
[ 15]
。 Cyt b

进化速度适中,尤其适合种属水平的系统发育关系

的研究, 被认为是解决分类及系统进化问题最可信

的分子标记之一
[ 16]

, 但未见把 Cy t b基因作为内参

基因加以使用的报道, 对其是否可以作为内参基因

有待于研究。

中肋骨条藻又是我国近海常见的赤潮生物,

在胶州湾已记录的 40余种赤潮生物中, 中肋骨

条藻 是主 要 优 势 种 之 一
[ 17]
。 19871 06130)

071 14长江口外海域发生约为 1000km
2
中肋骨

条藻赤潮, 使当地生态系统受到严重影响。 2003

年中肋骨条藻在上海沿海爆发赤潮 8次, 受害面

积达 2280km
2
, 广东沿海 14次, 面积达 650km

2

据报道, 以中肋骨条藻为优势种的水华可导致大

西洋大马哈鱼的鱼鳃损害而最终死亡。中肋骨

条藻作为世界沿岸广泛分布种有很多报道, 但对

于其形成赤潮的过程报道很少
[ 18, 19]

。王桂兰等

通过对 1990年 6月发生于长江口的一次中肋骨

条藻赤潮监测发现, 不同阶段中肋骨条藻的细胞

浓度差别明显, 而且在赤潮前后, 海区内藻类的

多样性具有很大差异, 中肋骨条藻的密度急剧上

升, 其他藻类数量迅速减少, 种群结构变得很简

单, 并认为藻类密度和种群结构的动态变化对赤

潮的预报具有重要价值
[ 20]
。因此, 及时、准确、

快速地检测中肋骨条藻赤潮, 了解其在养殖区的

动态, 当其数量增加时及时控制, 这对海洋养殖

业具有重要意义。

1 材料与方法

111 藻类培养  中肋骨条藻 ( Skeletonem a costa-

tum )由中国海洋大学海洋生命学院提供。在实验

室中用常规的 F /2培养基培养至对数生长期, 培养

条件:光照 B黑暗周期为 12hB12h, 光照强度为 66

Lm o l photons /m
2 # s,培养温度为 22) 25e 。

112 中肋骨条藻 PCNA与 Cytb基因的克隆

11211 RT-PCR  收集约 10
7
中肋骨条藻细胞, 按

照 TRIZOL试剂操作说明 ( L ife Techno log ies, Carls-

bad, CA, USA )提取总 RNA, 溶解于 50LL DEPC

水, 取 1LL用 Im prom-II
TM

R everse Tanscriptase ( Pro-

m ega, M adison, W I, USA )进行反转录,反转录体系

为 20LL, 以 o ligo-d ( T ) 18为引物。取 1LL cDNA用

Ex Taq聚合酶 ( TaK aRa, Japan)进行 PCR扩增, 扩

增引物使用 Pr im er Prem ier 510设计。 PCNA基因的

扩增引物 ( fp: 5-CAGTCTCGGGTTCAATGCGGC-3,

rp: 5-GGATACTCCACCACCACAGGC-3 ); 反应体系

为 50LL: 014Lm ol/L引物, 1 @Taq 聚合酶缓冲液,

115mm o l /L M gC l2, dATP、 dGTP、dTTP、 dCTP 各

012mm o l /L, 015U Taq DNA聚合酶, cDNA 1LL tem-

plate;反应程序为 94e 5m in, 30个循环 ( 94e 30s,

55e 30s, 72e 1m in), 72e 7m in。 Cy t b基因扩增

引物根据从 GenBank数据库中获得的与中肋骨条

藻同科的伪矮海链藻 (Thalassiosira p seudonana )的

C yt b基因序列设计,引物序列为 ( fp: 5-ATACGCTT-

GGAGTTTTGGGTCTTC T-3, rp: 5-ATGAGCCGGAGT-

TGACATAGGATCT-3) , 反应体系同 PCNA; 反应程

序: 94e 8m in, 35个循环 ( 94e 45s, 52e 45s, 72e
1m in) , 72e 5m in。扩增片段用 pMD18-T 载体

( TaK aRa, Japan)克隆, 并送上海生物工程有限公

司测序 (AB I 3730 cap illary sequencer)。

11212 PCNA 3cRACE 根据 RT-PCR得到的 PCNA

序列 ( 11211section), 设计了 4条 3RACE引物 ( fp1:

AAGGAAGGTGTCCGGTTCTCAGT; Adaptor dT: GACTC-

GAGTCGA CGAATTCAATTTTTTTTTTTTTTTTT; Adap-

tor: GACTCGAGTCGACGAATTCAA; fp2: TGAGAAG-

GAGGAGGAACGTGTTATG )。取 1LL 中肋 骨条藻

RNA用引物 Adaptor dT进行反转录。得到的 cDNA

用 Ex Taq聚合酶以及引物 Adaptor、Adaptor dT 和

fp1进行 PCR扩增。反应程序: 94e 5m in, 25个循

环 ( 94e 30s, 50e 30s, 72e 1m in) , 72e 10m in。

PCR产物稀释 50倍,取 1LL用 Ex Taq聚合酶

以及引物 Adaptor和 fp2进行扩增。程序为: 94e

5m in, 35个循环 ( 94e 30s, 50e 30s , 72e 1m in ),

72e 10m in。扩增片段克隆后进行测序。

113 PCNA与 Cytb基因质粒标准品制备  在过
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夜 LB平板上挑取白色克隆单菌落,置于 2mL LB培

养基 (含 100Lg /mL氨苄青霉素 )中,于 37e 摇床上

过夜培养。 1000r /m im离心 1m in,弃上清,沉淀加入

预冷的悬浮缓冲液 ( 50mm o l/L Tris-H C ,l pH 810,

10mm ol /L EDTA, 20Lg RNaseA ) 悬浮细胞。加

100LL裂解液 ( 200mm o l/L N aOH, 1% SDS) , 室温

轻轻混匀, 加入中和缓冲液 ( 3m o l/L potassium ace-

tate, pH 515) 120LL以及酚 /氯仿 /异戊醇溶液, 室

温轻轻混匀 3m in, 10 000 r/m in离心 3m in,移上清至

新管。加 200LL异戊醇沉淀 DNA, 1 2000r /m in离

心 10m in,弃上清,用 70%乙醇洗涤, 干燥后加 40LL

无菌水水溶解。

质粒经酶切鉴定后用核酸蛋白分析仪 ( Beckm an

DU640)测定 260nm下的吸光度 (OD),并计算质粒的浓

度计算公式为:质粒浓度 ( copies/mL) = (OD值 @ 50 @
6102 @10

23
) / (碱基数 @660)。测得的 PCNA质粒浓度

为 1 @10
8

copies/LL,用无菌水 10倍梯度稀释至 1 @10
2

cop ies/LL, Cyt b质粒浓度为 2 @10
8

copies/LL,用无菌

水 10倍梯度稀释至 2 @10
1

copies /LL,获得的标准品在

- 80 bC下保存。

114 PCNA与 Cyt b基因 RFQ-PCR检测方法的

建立  根据测得的序列, 用软件 Prim er Prem ier 510

分别设计了 PCNA基因和 Cyt b基因 RFQ-PCR检测

的 TaqM an探针与引物,探针 5c端用 FAM标记, 3c端

用 TAMRA标记 ( Invitrogen公司,上海 )。在 AB I 7500

荧光定量仪 ( Applied B iosystem s Incorporated, 美国 )

上进行荧光定量 PCR反应, 体系为: 双蒸水 815LL,

2 @TaqM anÒ Universal PCR M aster M ix 1215LL, 正

反向 引 物 ( 10Lm o l/L ) 各 1LL, TaqM an 探针

( 10mm o l/L ) 1LL, 模板 1LL; PCR程序: 52e 2m in,

95e 10m in; 95e 15s, 60e 1m in, 40个循环。每个

质粒稀释浓度做三个平行样。以质粒浓度对数值为

横坐标,以实时 RFQ-PCR中相应的 CT值为纵坐标,

绘制标准曲线。

为验证标准曲线的准确性, 取质粒样品稀释到

某一浓度,分别制备中肋骨条藻 PCNA质粒样品 a、

b和 Cy t b质粒样品 c、d, 且分别取 1LL样品作为模

板进行 RFQ-PCR扩增, 同时对质粒标准品进行扩

增,与用得到的标准曲线推算此质粒样品的浓度,与

已知的浓度进行比较。

115 RNA提取和逆转录体系稳定性检验  收集指

数生长期的藻, 液氮充分研磨后, 取 100m g每份样

品, 共 6份, 分别进行 RNA 提取和反转录, 用 1LL

cDNA同时进行 RFQ-PCR扩增, 以得到的 6个 CT

值的相对标准偏差确定体系的稳定性。

116 不同生长阶段 PCNA表达量的检测  在 115L

锥形瓶中培养中肋骨条藻, 接种密度为 112 @ 10
3

ce lls /mL, 每天进行镜检 ( O lym pus, H am burg, Ger-

m any)计数,收集处于指数生长期、稳定期、衰亡期

的藻样品各一份 (样品 A、B、C) , 计算样品藻细胞,

如上所述提取 RNA,进行 RT-PCR得到样品 cDNA,

取 1LL cDNA进行 RFQ-PCR扩增。通过 RFQ-PCR

标准曲线计算每微升 cDNA中的 PCNA拷贝数, 则

可计算得单位细胞中 PCNA的平均拷贝数: [ ( PC-

NA copies/LL cDNA ) @ ( 20LL cDNA /LL RNA ) @

50 LL RNA ] / (细胞数 )。

117 中肋骨条藻生长率与 PCNA基因相对表达量

的关系  为研究中肋骨条藻生长率与 PCNA基因表

达量之间的关系,用 3L锥形瓶培养中肋骨条藻, 第

一组接种密度为 410 @ 10
2

ce lls/mL,进行连续 4周

的中肋骨条藻培养,从培养第 3天起隔天收集样品;

由于在第一组实验中发现藻在指数增长期生长很

快, PCNA表达量变化很大, 而平台期以后变化则很

小,因此设置第二组补充实验:进行 2周的中肋骨条

藻培养,接种密度为 113 @10
2

cells/mL,重点研究指

数增长期中生长率与 PCNA基因表达量之间的关

系,并加密取样频率。每份藻样品的细胞数都约为

210 @ 10
7
个。

藻样品进行 RNA提取和反转录后, 用 RFQ-

PCR扩增每个样品的 PCNA和 Cyt b基因, 以 Cy t b

基因为内参基因, 考察 PCNA基因表达量的变化。

以得到的 CT值推算平均单细胞中基因的表达量,为

使 REQ值处于 0) 10的范围,使表述简单化, 按以

下公式计算 PCNA相对表达量 REQ: REQ = lg ( PC-

NA基因表达量 /Cyt b基因表达量 ) + 10。

2 结  果

211 PCNA与 Cyt b基因序列

RT-PCR后得到 522 bp PCNA扩增片段, 其

序列与已报道的中肋骨条藻 PCNA序列 ( G en-

B ank AY 173027 )相似性为 98%。通过 3cRACE

扩增, 得到了 786 bp的 PCNA扩增片段, 其序列

(图 1 )。测得 C yt b基因的 714bp序列已提交至

NCB I ( EF079088)。
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图 1 中肋骨条藻 PCNA基因 RT-PCR和 3cRACE测序结果 (下划线为 RT-PCR测序结果,阴影为 3cRACE测序结果补上的部分 )

Fig11 Sequen ce ofS1 costa tum PCNA (Th e fragm ent w ith underline w as th e fragm ent got by RT-PCR, the fragm en t of sh adow was

comp lemen ted by 3cRACE)

212 中肋骨条藻 PCNA与 Cytb基因检测标准曲

线的建立

根据基因序列, 分别设计了扩增中肋骨条藻

159bp PCNA基因和 165bp Cyt b基因的引物和探

针,其序列 (表 1),用所设计的探针和引物以及稀释

的质粒标准品进行 RFQ-PCR扩增, 每个稀释度重复

测量 3次, 各个稀释度 DNA溶液测得的 CT 值 (表

2、表 3)。用测得的 CT 值对细胞密度的对数值作

图, 得到检测 PCNA 的方程: y = - 31055x +

411093,其中 x为细胞数对数值, y为 CT 值,其回归

系数 r = 01999。得到检测 Cyt b的方程: y = - 410x

+ 44196, r= 01997。

表 1 RFQ-PCR引物与探针序列

Tab11 The sequ ences of th e des ign ed RFQ-PCR prim ers and Taqm an probes

序列 Sequ ence SC-FQ-PCNA SC-FQ-C yt

正向引物

Forward prim er
5-AGG TGT CCG GTT CTC AGT ATC AG-3 5-GTG TTG AGC ACA TTA TGC GAG AT-3

反向引物

Reverse p rim er
5- AGT AGC CTT GGT AAA GAA GTT GAG G-3 5- GAA CGC CTG AGC ATC AAA GTA A-3

Taqm an探针

Taqm an p robe
5-GTC CTC GTT CGT CAA AAC AGC TCT CA-3 5-TGC AAA TGG TGC TTC AAT GTT CTT CA-3

表 2 PCNA质粒标准品 RFQ-PCR检测结果

Tab12 The RFQ-PCR resu lts of d iluted PCNA p lasm id solu tions

稀释梯度 D ilu t ion 1B101 1B102 1B103 1B104 1B105 1B106 1B107

相应 PCNA拷贝数

Correspond ing PCNA cop ies

( C op ies /LL cDNA)

1 @ 108 1 @ 107 1 @ 106 1 @ 105 1 @ 104 1 @ 103 1 @ 102

CT平均值 ?标准偏差

A verage CT ? SD
16168 ? 0123 19189 ? 0144 22189 ? 0116 25151 ? 0116 28174 ? 0112 31109 ? 0113 35146 ? 0111
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表 3 Cyt b质粒标准品 RFQ-PCR检测结果

Tab13 Th e RFQ-PCR resu lts of d ilu ted Cyt b plasm id solut ion s

稀释梯度 D ilu t ion 1B101 1B102 1B103 1B104 1B105 1B106 1B107

相应 C yt b 拷贝数 Corre-

spond ing PCNA cop ies ( Cop-

ies /LL cDNA)

2 @ 107 2 @ 106 2 @ 105 2 @ 104 2 @ 103 2 @ 102 2 @ 101

CT平均值 ?标准偏差

A verage CT ? SD
15196 ? 0104 18152 ? 0103 22154 ? 0110 27146 ? 0130 31195 ? 0123 36136 ? 0139 39116 ? 0118

213 PCNA与 Cyt b基因 RFQ-PCR检测标准曲

线的准确性

制备的质粒样品 a、b、c、d的浓度分别为 4100

@ 10
5
、3133 @ 10

3
、5150 @ 10

4
、8125 @ 10

2
cop ies /LL,

质粒样品与质粒标准品同时进行 RRFQ-PCR, 三次

上样得到样品平均 CT值,用得到的标准曲线推算样

品质粒拷贝数, 与已知浓度进行比较, 统计分析表

明, 在 P= 0105时, RFQ-PCR推算出的拷贝数与已

知拷贝数没有显著性差异, 也表明上述建立的标准

曲线是可靠的 (表 4)。

表 4 PCNA与 C yt b质粒样品的 RFQ-PCR检测结果

T ab14 C omparison of the given and m easu red con cen trations of S1 costatum PCNA and Cyt b p lasm id

样品

S amp le

CT平均值 ?标准偏差

Average CT ? SD

RFQ-PCR推算浓度

M easured con centration

( cop ies /LL )

已知浓度

G iven concentrat ion

( cop ies/LL)

t检验

Analys is of variance

( tcr itic al = 4130( p = 0105, n = 3 ) )

a 23154 ? 0150 ( 5185 ? 2113) @ 105 4100 @ 105 | t | = 1122< tc rit ica l

b 30161 ? 0106 ( 2170 ? 0112) @ 103 3133 @ 103 | t | = 2137< tc rit ica l

c 25183 ? 0134 ( 6114 ? 1117) @ 104 5150 @ 104 | t | = 0177< t
c rit ica l

d 33141 ? 0106 ( 7171 ? 0126) @ 102 8125 @ 102 | t | = 2195< tc rit ica l

214 RNA提取与 RT-PCR系统的稳定性验证

培养 7d的藻经液氮研磨后分为 100m g /份,共 6

份,通过 RRFQ-PCR检测到的 CT 值分别是 24146、

23164、24151、24161、24141、24145, 求得 6个 CT 值

的相对标准偏差为 115%。

215 不同生长期的中肋骨条藻 PCNA表达量检测

对培养的中肋骨条藻每天进行细胞密度的计

数,观察培养 3周的细胞密度变化 (图 2)。培养的

图 2 培养的中肋骨条藻细胞密度随时间的变化

Fig12 G row th curve ofS1 costa tum in cu ltu re

第一周,中肋骨条藻基本处于指数生长阶段,第二周

基本处于稳定生长期, 而第三周则处于衰亡期。收

集样品 A(培养 6d的藻 ), 样品 B (培养 11d的藻 ),

样品 C (培养 18d的藻 )。根据 RFQ-PCR得到的 CT

值计算出不同生长阶段单个藻细胞中 PCNA的拷贝

数 (表 5)。

216 PCNA相对表达量 (REQ)与生长率 (L)的关系

21611 第一组中 PCNA REQ与 L的关系

第一组中收集了 11个样品,得到样品平均单细

胞中的 PCNA和 Cy tb基因表达量 (图 3)。对培养 4

周中的中肋骨条藻细胞密度、藻生长率 L以及 REQ

的变化趋势作图 (图 3) , 中肋骨条藻的生长率 L、

PCNA基因表达量以及 REQ之间有高度一致性, 在

藻的指数生长期变化幅度都很大。而 Cy t b基因表

达量变化很小, 表明 C yt b基因是一个潜在的良好

内参基因。对生长率 L与 PCNA REQ进行线性回

归 (图 4) ,得到回归方程为 L = 01273REQ - 2102,

r= 0190。
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表 5 不同培养阶段样品的 RFQ-PCR结果及平均单细胞中 PCNA拷贝数的变化

Tab15 Resu lts ofRFQ-PCR for samp les and th e calcu lated PCNA cop ies /cell in differen t grow th states

样品

S amp le

生长率

G row th rate ( L* ) ( /d)

细胞数

C ell num ber
CT

PCNA拷贝数

PCNA cop ies( Cop ies /cel l)

A 01742 1126 @ 107 23148 461200

B 01002 9160 @ 106 28199 01950

C - 01104 3175 @ 107 31140 01040

  * L= ( lnX 1 - lnX 2 ) / (T1 - T 2) , X 1: T1时间细胞密度, X 2: T 2时间细胞密度 [ 21]

* L= ( lnX 1 - lnX 2 ) / (T 1- T2 ), X 1: th e cell d ens ity ofT 1; X 2: th e cell den sity ofT2[ 21]

21612 第二组中 PCNA REQ与 L的关系

第二组中收集了 14个样品,得到样品平均单细

胞中的 PCNA和 Cyt b基因表达量 (图 5)。对培养 2

周中的中肋骨条藻细胞密度、藻生长率 L以及 REQ

的变化趋势作图,显示了他们的高度一致性。同时,

Cyt b基因表达量变化很小。对 14个样品的生长率

L与 PCNA REQ进行线性回归 (图 6), 得到回归方

程为 L= 01375REQ- 2179, r= 0197。

3 讨  论

311 中肋骨条藻 PCNA基因表达量检测方法

荧光定量 PCR精确定量的前提是构建标准品

和标准曲线,才能对未知模板进行定量分析,通常以

DNA、RNA、质粒作为标准品。在考察 PCNA基因表
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达量时, 可以用 PCNA的 mRNA作为定量标准, 但

RNA的易降解性会导致标准的不稳定从而引起结

果的不准确,因此,我们用 PCNA的 cDNA作为参考

标准并将目的片段重组至质粒从而得到稳定的标准

品。在样品检测时, 将提取的 RNA反转录为 cDNA

并与质粒标准品同时进行 RFQ-PCR, 以达到定量目

的。大量文献表明, 质粒法制备标准品是一个简便

而准确的制备标准品的方法
[ 22) 24]

,并且能满足对标

准品的长期和大量需求。

本文建立的中肋骨条藻 PCNA检测方法,可以

准确定量 10
2 ) 10

8
个拷贝,且标准曲线回归系数达

01999,稳定性好,标准曲线的准确性也得到了验证,

且 6份样品的 CT值的相对标准偏差为 115%, 证明

了 RNA提取与反转录体系的稳定。因此, 本文建立

的中肋骨条藻 PCNA基因表达量检测方法不仅具有

实时荧光定量方法的简便快速,而且有效可行。

312 Cyt b作为内参基因的可行性
本方法是基于细胞计数和绝对定量 PCNA, 来

计算平均单细胞中的 PCNA表达量, 进而用于估算

生长潜能。其结果必然受计数准确性,以及 RNA提

取效率和反转录效率的影响,因此,要准确测定出某

时期每个藻细胞中 PCNA基因的表达量,提高检测

的灵敏度,就需要一种稳定而高效的 RNA提取方法

和反转录体系。通过内参基因的方法来解决 RNA

提取和反转录稳定性的问题是更具优势的途

径
[ 25) 27 ]

,通过 PCNA与内参基因表达量的相对比值

形式来反映不同时期 PCNA的相对表达量变化,进

一步建立 PCNA相对表达量与中肋骨条藻生长率之

间的关系,从而为估算中肋骨条藻的生长率提供新

的方法。

本研究用 RFQ-PCR方法通过对培养不同阶段的

藻样品进行检测。从图 7可以看出,第一组在生长的

指数期 (约为培养的第 1) 第 13天 )、平稳期 (约为培

养的第 13) 第 22天 )和衰亡期 (第 22天以后 ),单细

胞中 Cyt b基因的 mRNA含量变化很小 ( 200) 274

copies/ cel,l 相对标准偏差为 12% );第二组实验的结

果同样表明 Cyt b的表达量十分稳定 (单细胞中 Cyt b

基因的 mRNA含量变化为 194) 260 copies/cel,l相

对标准偏差为 9% ), 说明 Cyt b基因受细胞分裂状

态影响不大,是内参基因的良好选择。

313 PCNA作为细胞分裂增值指标的潜能
从培养 3周的样品检测的数据看, PCNA基因

表达量在中肋骨条藻培养的不同时期有着明显变

化,培养 6d时藻处于指数增长期, PCNA的表达量

图 7 中肋骨条藻细胞密度及平均单细胞中 Cyt b表达量随培养

   时间的变化

F ig17 The variat ion of th e cell dens ity ofS1 costa tum and the

expression ofC yt b

o : 第一组细胞密度; v : 第二组细胞密度; p : 第一组 Cyt b表

   达量; w : 第二组 Cyt b表达量

o : cell den sity of group 1; v : cell den sity of group 2; p : expression

am ount of C yt b gene for group 1; w : exp ress ion am ount of

      Cyt b gen e for group 2

处于较高水平 ( 4612 cop ies /ce ll) , 11d时处于生长

平稳期, PCNA表达量处于较低水平 ( 01950 copies/

ce ll) , 而 18d时已处于衰亡期, PCNA表达量最低

( 01040 copies/cell)。这个结果表明, PCNA具有检

测中肋骨条藻生长潜能的价值。

进一步的实验也证明了平均单细胞中 PCNA基

因表达量在中肋骨条藻培养的不同阶段有着明显变

化。第一组中, 在培养初期 ( 2) 5d)藻细胞密度迅

速增加, 处于对数生长期, 生长率较高, 最高达到

1 /d,相应的此阶段的平均单细胞中 PCNA基因表达

量也较高,最高达到 292 copies/cell。随后生长率逐

渐变小, PCNA表达量逐渐降低, 在培养的 9) 12d,

生长率再次出现一个小的峰值, PCNA表达量亦有

反映,在培养的后期生长率为 0或负值, PCNA表达

量亦降到很低的范围 ( < 0110 cop ies /ce ll)。

从图 5同样可以看出, 在第二组实验的培养初

期 ( 2) 5d)藻细胞密度迅速增加, 生长率较高, 最高

达到 1103 /d,相应的此阶段的平均单细胞中 PCNA

基因表达量也较高, 最高达到 201copies/cel,l随后

生长率逐渐变小, PCNA表达量也逐渐降低。

这些都表明在中肋骨条藻培养过程中, PCNA

的表达量与生长率表现出高度的一致性,显示出其

与细胞分裂的密切关系。

314 PCNA相对表达量计算方法的建立

用建立的 RFQ-PCR检测样品的 PCNA和 Cy t b

基因表达量,以 PCNA为目的基因, 以 Cy t b基因为
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内参基因。一般地, 基因的相对表达量直接以目的

基因与内参基因的比值来表示,但在此研究中,由于

PCNA表达量变化程度很大, 对 PCNA和 Cyt b表达

量的比值取对数可以使表述更为简便, 且通过加上

一个常数使得计算结果为正值 (这里选取常数 10) ,

因此我们按以下公式计算 PCNA相对表达量:

PCNA的相对表达量 REQ = lg[ PCNA基因表达

量 /Cyt b基因表达量 ] + 10。

REQ值越大,则在单位细胞内 PCNA基因的相

对表达量越多。

计算 PCNA相对表达量的方法较单独计算单位

细胞内的 PCNA表达量可以得到更稳定的结果,这

是因为计算单位细胞内的 PCNA的方法需要计数细

胞密度,一方面计数误差会影响结果的准确性 (通

常情况下计数误差是较大的 ) ;另一方面, 对于野外

样品, 区分不同的种类是一项需要专业人员的工作;

更重要的是,单独计算单位细胞内的 PCNA的表达

量无法避免 RNA 提取效率与反转录效率对于

mRNA表达量检测的影响。而本文建立相对表达量

的方法,由于以同为 mRNA的 Cyt b为内参基因进

行归一化,不再需要细胞计数, 同时校正了 RNA提

取效率、反转录效率的影响, 从而使得结果更加稳

定。

图 4与图 6显示, REQ值与生长率之间有高度

的相关性, 因此, 本文所建立的检测以 Cyt b基因为

内参基因的 PCNA相对表达量的方法, 可望成为一

种反映中肋骨条藻增殖潜力的好方法。但需要在更

大范围考察不同环境因素 (营养盐、光照、温度等 )

对 PCNA表达和生长率关系的影响, 进一步修正

PCNA表达量与生长率关系模式, 并考虑采用多元

回归方式,选择更多的影响因子,以最终建立可以用

于现场的基于分子生物学技术的估算中肋骨条藻生

长率的新方法。经过进一步研究, 完全有可能利用

PCNA基因相对表达量来估算实际海区中肋骨条藻

的现场生长率,从而为中肋骨条藻赤潮预测和研究

提供一种全新的方法。
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RELATIONSHIP BETWEEN PROL IFERAT ING CELL NUCLEAR ANTIGEN GENE

EXPRESSION AMOUNT AND GROWTH RATE OF SKELETONEMA COSTATUM
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1
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and M I T ie-Zhu
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( 11Colleg e of E nv ironm ental S cien ce and Eng ineering, Z hejiang G ong shang University, H ang zhou 310012; 21Colleg e of Chem istry and Chem ical

E ng ineering, Ocean Un iversity of C hina, Q ingdao 266003; 31C ollege of E nvironm enta lS cience and Eng in eering, O cean Universi ty of

Ch ina, Q ingdao 266003)

Abstract: The m ensurat ion of the physiolog ica l and ecolog ical parameters such as the in s itu grow th rate is the basic of un-

derstanding the regulation of phytoplankton dynam ics, constructing the eco log ical dynam ic models and even forecast ing the

happening of red t ide. W hile a correctly estmi ating method of the in s itu grow th rate is still lack. In recent years, the in-

ternational research on the m olecular m arkers of the cell cycle has shown that the proliferating cell nuclear antigen ( PC-

NA ) is of encouraging potential to study the phytoplankton grow th rate, which prov ides a new visual angle of study the a-l

gal grow th rate. In this study, Skeletonem a costatum w as taken as the ob ject, wh ich, was a fam iliar red tide alga in Chinese

coast, and itsm olecularm arkers about grow th rate were studied in this paper. The partial sequence ofS. costatum pro li-f

erating cell nuclear ant igen ( PCNA ) gene was obtained by RT-PCR and 3c-RACE techn iques, and a 714bp cytochrom e b

( Cyt b) gene fragm ent ofS. costatum w as cloned for the f irst tmi e. Based on the cloned sequences, a RFQ-PCR m ethod

w as developed to detect the S. costatum PCNA and Cyt b gene respectively and the accuracy of the standard curves w as

verified. The equation for detect ing S. costatum PCNA w as defined as y= - 3. 055x + 41. 093 ( r= 0. 999) , where x w as

the logarithm of the p lasm id copy number, and y was theCT values. The equations for Cyt b w as defined as y = - 4. 0x +

44. 96 ( r= 0. 997) . The above method was applied to study the relationship betw een the S. costatum growth rate L ( / d)

and the average express ion quant ity of PCNA gene in a s ing le cel.l In about 3 weekspcu lture, the PCNA gene express ion

show ed d ist inct changes in the d ifferent grow th phases andw as cons istent to the grow th rate. The PCNA expressionw as the
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h ighest in the exponent ia l grow th phase ( 46. 200 copies / cel,l L= 0. 742) . The PCNA express ion in the stat ionary phase

w as lower ( 0. 950 copies / cel,l L= 0. 002), and reached to the lowest level ( 0. 040 copies / cel,l L= - 0. 104) in the de-

cline phase. And in group 1 and 2, the express ion am ount ofPCNA gene also had large variation in different culture pha-

ses, and the trend wasw ell cons istent w ith the grow th rate, all ofwh ich suggested that the express ion am ount of PCNA

gene correlated wellw ith the cell divis ion, and the PCNA m ight be a prom is ing indicator for the S. costatum cell prolifera-

t ion. W hile the express ion am ount ofCyt b gene had no obvious variation during different culture phases, which ind icated

that the Cyt b w as a good potential house-keeping gene. A new formula for enum erating S. costatum grow th rate in the lab

s ituation was established between the grow th rate L ( /d ) and the relat ive expression amount ofPCNA gene. In which, the

PCNA gene w as used as the ob ject ive gene, the Cyt b gene was used as the house-keeping gene, and the relative expres-

sion am ount of PCNA gene ( REQ ) w as used as an indicator to the S. costatum grow th rate, and the formula REQ = lg

( PCNA express ion quantity /Cyt b express ion quantity) + 10 was used to calculate the PCNA REQ. The results of group

1 and group 2 suggested that the PCNA REQ was well consistent w ith the grow rate, and their correlation was 0. 90 in

group 1 and 0. 97 in group 2. So the PCNA REQ m ight be a goodm ethod to estmi ate the grow th rate ofS. costatum. H ow-

ever, m ore expermi entwas necessary to show on the different illum inations, temperatures and nutrition conditions and even

the spot samples, whether there w ere good relat ionship betw een them all the sam e. Furthermore, a grow th rate ( L) est-i

m at ion m ethod by PCNA REQ could be established. T his research paved a w ay for us ing molecu lar biolog icalmethods to

enum erating the S. costatum in situ grow th rate accurately, and which could prov ide an effective approach to study the red

t ide algae.

K ey words: Skeletonema costatum; G rowth rate; F luorescent quant itative PCR; PCNA; Cyt b


