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封面图说: 雄视———中国的金丝猴有川、黔、滇金丝猴三种,此外还有越南和缅甸金丝猴两种。 金丝猴是典型的森林树栖动物,常
年栖息于海拔 1500—3300m 的亚热带山地、亚高山针叶林,针阔叶混交林,常绿落叶阔叶混交林中,随着季节的变化,
只在栖息的生境中作垂直移动。 川金丝猴身上长着柔软的金色长毛,十分漂亮。 个体大、嘴角处有瘤状突起的是雄性
金丝猴的特征。 川金丝猴只分布在中国的四川、甘肃、陕西和湖北省。 属国家一级重点保护、CITES 附录一物种。

彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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链状亚历山大藻生长衰亡相关基因的筛选

仲摇 洁1, 隋正红1,*,王春燕2, 丁弘叶1, 周摇 伟1,张摇 杨3

(1. 中国海洋大学 海洋生物遗传育种教育部重点实验室, 青岛摇 266003;2. 山东嫁禾生化(沂南)有限公司,沂南摇 276300;

3. 青岛海底世界, 青岛摇 266003)

摘要:采用抑制性消减杂交( Suppression subtractive hybridization,SSH) 技术构建了衰亡期的链状亚历山大藻 ( Alexandrium
catenella)特异表达的 cDNA 文库。 共获得 800 个克隆,利用巢式引物进行 PCR 筛选,最终确定阳性克隆 556 个。 利用斑点杂交

技术对这些阳性克隆进行差异筛选,获得差异表达克隆 160 个。 测序后得到片段 125 个,经过归类,获得 21 种序列,其中 6 种

在 NCBI 中经 Blast,获得功能基因与其匹配,这些功能基因分别是 CHK1 类似检测点蛋白(checkpoint鄄like protein)、核酸外切酶

复合体、谷氧还蛋白、Na+ / K+ATPase、叶绿体中的一个开放阅读框和 pG1 蛋白,其他 blast 无同源序列,可能为新基因。 推测链

状亚历山大藻的衰亡过程可能涉及到 DNA 损伤、mRNA 降解过程、氧化还原状态的变化、离子动态平衡的变化以及叶绿体一些

生理状况的变化等过程。
关键词:链状亚历山大藻;衰亡;抑制性消减杂交

Screening of growth decline related genes from Alexandrium catenella
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Abstract: With worldwide industrialization, red tide events have been reported more frequently and their harm to humans
has become increasingly severe. Although great efforts have been made to elucidate the ecology and biology of red tide
events, studies of their molecular mechanisms are still limited, including those of the mechanisms involved in the decline
phase of red tide. Alexandrium catenella is an important causative dinoflagellate associated with harmful algal blooms and
paralytic shellfish poisoning. In this study, a growth decline specific cDNA library of A. catenella was constructed using
suppression subtractive hybridization (SSH) technology to identify genes expressed in response to decreased growth of red
tide algal cells as a primary step in elucidating the red tide process. Samples collected during the decline phase of growth
were analyzed and compared with those collected during other phases of growth, which were considered to be controls. A
total of 800 clones were obtained from the SSH library, and 556 positive clones were identified by nested PCR. Dot blot
hybridization was conducted to screen differentially expressed genes from the positive clones, and a total of 160 differentially
expressed clones were identified. After sequencing and classification, 21 sequences were obtained, six of which were found
to be homologous with functional genes in the NCBI database. Specifically, these genes were homologous with CHK1
checkpoint鄄like protein, exosomal 3忆—5忆 exoribonuclease complex, glutaredoxin, Na+ / K+ ATPase, chloroplast gene and
pG1 protein. The remaining sequences did not match any present functional genes in the database and were therefore
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assumed to be novel. Checkpoint is a biochemical process that detects DNA damage or problems during DNA replication and
restricts problematic cells by maintaining them in certain cell phases or inducing apoptosis. Chk1 is a serine / threonine
kinase that functions as an important signal transducer in the DNA damage process. Glutaredoxin can regulate intracellular
redox balance and resist oxidative damage response. Na+ / K+ATPase is widely distributed in the cell membrane, where it
regulates the Na+, K+ concentration gradient to maintain the electrical charge over the cell membrane. There is increasing
evidence indicating that ion dynamic balance involves the cell apoptosis process. Because Na+ / K+ ATPase is the primary
system used to acquire K+, the functional loss of this enzyme and disorder of ion dynamic balance are clarified as critical
symbols for the induction of apoptosis and disease produced by apoptosis. Degradation of mRNA is an important step in
regulation of gene expression in eukaryotes. The degradation of mRNA can be divided into degradation of normal and
abnormal transcripts. The degradation of abnormal transcripts is a method of maintaining normal physiological function. At
present, a large number of studies have indicated that exosomal 3忆—5忆 exoribonuclease plays an important role in the
mRNA degradation process. The function of the pG1 protein is not currently available. However, considering its high
frequency within sequencing reports, the gene is highly transcribed. Based on the analysis conducted in this study, we
speculate that the growth decline of A. catenella involves processes of DNA damage, mRNA degradation, redox status
changes, ion dynamic equilibrium and changes in the chloroplast physiological status. This study will help us to better
understand the decline mechanism of red tide algae, and provide a foundation for studying the molecular biological
mechanism of red tide dynamics and developing possible methods to monitor and control red tide.

Key Words: Alexandrium catenella; decline; suppression subtractive hybridization

链状亚历山大藻(Alexandrium catenella)是引发中国沿海赤潮的种类之一,会对赤潮区域带来很大的危

害。 Zingone 等[1]将赤潮的危害效应分成四类,包括对人类健康、海洋生物资源、海洋旅游和娱乐功能以及海

洋生态系统的危害。
赤潮的消亡与爆发一样呈现突然和一致性的群体的生长改变,是赤潮研究中必须阐明的热点问题。 关于

赤潮消亡的机理,有很多研究者认为这是一种细胞程序性死亡(programmed cell death, PCD)的过程。 Vardi
等[2鄄3]认为在以色列基尼烈湖中的赤潮生物 Peridinium gatunense 的消亡过程是由于 CO2限制引起的氧压力所

启动的类似 PCD 的过程,并在细胞中检测到了活性氧物质,他们还证明正在衰老的细胞会分泌一种胞外硫醇

蛋白,这种蛋白会促使未衰老的细胞对氧压力敏感。 Zhang 等[4] 在赤潮生物东海原甲藻 (Prorocentrum
donghaiense)中分离出了与 PCD 相关的序列,一个是半胱天冬酶基因,一个是增殖细胞核抗原基因,它们都是

细胞程序性死亡中的关键蛋白。 而关于衰亡分子机理的研究还未见报道。
抑制性消减杂交技术(Suppression subtractive hybridization, SSH) 是以抑制性 PCR 为基础,将 cDNA 分子

拷贝均等化和消减杂交技术合为一体发展起来的一种高效分离差异表达基因的方法,均等化(Normalization)
过程使原来有丰度差别的单链 cDNA 含量趋于一致[5鄄6]。 本文采用 SSH 技术来寻找衰亡期特异表达的基因,
为阐明赤潮衰亡机理奠定基础。
1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

链状亚历山大藻,来源于中国海洋大学藻种室,由国家海洋局海洋环境监测中心赠送。
1. 1. 1摇 培养条件

以 5000 个 / mL 的量接种,用 f / 2 培养基,置于温度(20 依1)益,光暗比 12 h 颐 12 h,光照度为 30—35
滋molm-2s-1的培养室中培养。 隔天取藻计数,绘制生长曲线图,在第 2 天(延迟期),第 11 天(对数期),第 21
天(对数期)和第 37 天(衰亡期)收藻。

234 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 32 卷摇
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1. 1. 2摇 材料处理

本实验中所用藻种在分离纯化时,均使用了含抗生素的培养基;为避免操作中细菌等的污染,实验中藻的

接种及收集均是无菌操作;而且在收藻过程中,用灭菌的海水对藻细胞做了冲洗处理。
本实验的研究对象是处于不同生长时期(是一种总体的生长趋势)的藻,在进行正式实验之前,对藻进行

多次活化处理,培养至对数期之后,从中取出接种至新的培养基中进行后续实验,由此可保证藻细胞处于同一

生长时期。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 RNA 的提取

用 Trizol(promega)法提取各个时期链状亚历山大藻的总 RNA,将前 3 次收集的藻 RNA 等量混合作为

Driver,将最后1 次收集的藻RNA 作为 Tester,电泳检测总RNA 的完整性,用紫外分光光度计检测其纯度和浓度。
1. 2. 2摇 cDNA 的合成

用 SMARTerTM PCR摇 cDNA Synthesis Kit(Clontech)分别合成 Driver 和 Tester 的 cDNA 一链和二链。
1. 2. 3摇 抑制性消减杂交

实验参照 PCR SelectTM cDNA Subtraction Kit(Clontech)操作手册进行,对合成的二链 cDNA 用 FastDigest
RsaI(MBI)进行酶切,之后经过加接头,两次杂交,两轮 PCR,最终得到抑制性消减杂交的产物。 其中第二轮

扩增为巢式 PCR,其扩增参数为:94 益变性 20 s,68 益退火 30 s,72 益延伸 1. 5 min,17 个循环。
1. 2. 4摇 消减杂交文库的构建

将抑制性消减杂交获得的二轮 PCR产物与载体 PMD鄄18T(Takara)进行连接,转化入大肠杆菌 DH5琢 菌株,挑取单

克隆,用巢式 PCR 引物 Nested1(5忆鄄TCGAGCGGCCGCCCGGCAGGT鄄3忆)和 Nested2R(5忆鄄AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT鄄3忆)
进行菌落 PCR,检测阳性克隆,选取有清晰的单一条带,片段长度在 100 bp 以上的克隆进行后续筛选实验。
菌落 PCR 扩增参数为:94 益预变性 5 min;94 益变性 1 min,68 益退火 1 min,72 益延伸 1 min,30 个循环;72
益后延伸 10 min[7]。
1. 2. 5摇 斑点杂交验证

按照 DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I(Roche)中的方法,分别取纯化后的消减和未

消减的二轮 PCR 产物各 3 滋g 进行探针标记(分别记为探针 1 和 2)。 再用探针 1 和 2 与得到的菌落 PCR 产物

分别进行斑点杂交。 杂交前对 1. 2. 4 中得到的菌落 PCR 产物进行定量,浓度保持在 300 ng / 滋L(浓度过高或

过低的浓缩或稀释成 300 ng / 滋L)。 杂交条件:取 5 滋L PCR 产物与等量的 0. 6 mol / L 的 NaOH 混合变性 15
min,取 1 滋L 点到尼龙膜(Amersham)上,每个样品制备两张相同的膜,每张膜上点 3 个平行样。 样品点完,将
膜晾干,于 120 益烘箱中烘烤 30 min;68 益,预杂交 30 min;68 益杂交 6 h。 洗膜条件为:2伊SSC,1% SDS,室温

2伊5 min;0. 5伊SSC,1% SDS,68益,2伊15 min;洗脱缓冲液,5 min;封阻液,30 min;抗体溶液,30 min;洗脱缓冲

液,2伊15 min;检测缓冲液,5 min。 最后在显色底物中显色过夜,用灭菌的蒸馏水终止显色。
1. 2. 6摇 测序

将斑点杂交中与探针 1 的杂交信号达到与探针 2 杂交信号的 1. 4 倍以上的克隆送去华大基因测序,所得

序列经去载体在 NCBI 网站(http: / / blast. ncbi. nlm. nih. gov / Blast. cgi)进行序列比对。
2摇 结果与分析

2. 1摇 A. catenella 生长曲线

将 A. catenella 于 f / 2 培养基中进行培养,隔天取藻计数,图 1 为其生长曲线图,分别在第 2 天(延迟期),
第 11 天(对数期),第 21 天(对数期)和第 37 天(衰亡期)收藻。 将收集的藻体于液氮中储存待用。
2. 2摇 总 RNA 质量检测

用 Trizol 法提取 A. catenella 的 RNA,用 1%的琼脂糖凝胶电泳检测 RNA 的质量,RNA 完整性较好,通过

紫外分光光度计检测,Tester 与 Driver OD260 / 280 分别为 2. 114,2. 026,浓度分别为 619. 2 ng / 滋L,452. 4
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个

图 1摇 A. catenella 生长曲线

Fig. 1摇 Growth curve of A. catenella

ng / 滋L。
2. 3摇 消减产物的巢式 PCR 分析

将消减前后的 Tester cDNA 用巢式引物进行二轮

PCR 扩增,结果如图 2,由图可以清楚地看到经过消减

的 Tester 巢式 PCR 产物电泳图片中 700 bp 左右和 200
bp 左右有两条明显的主带,而未经消减的产物中没有

这两条主带,由此说明经过消减的 PCR 扩增特异性明

显强于未消减的 PCR 扩增,差异条带得到了明显的

富集。
2. 4摇 菌落 PCR 检测

用巢式 PCR 引物对插入的片段进行 PCR 检测,部
分结果如图 3 所示,插入片段集中在 100—750 bp 之

间,500 bp 以下的片段居多,去除重复序列、空载体以及有两条以上条带的克隆,得到阳性克隆 556 个,阳性率

为 70% 。

图 2摇 巢式 PCR 电泳图

Fig. 2摇 Electrophorogram of nested PCR

M:分子量标准,1:消减后 PCR 产物,2:消减前 PCR 产物

图 3摇 阳性克隆检测

Fig. 3摇 Positive clones detection

M:分子量标准,1—12:不同的克隆

2. 5摇 斑点杂交

经过斑点杂交,得到 160 个克隆的 PCR 产物在消减后的信号强度是未消减的 1. 4 倍以上,部分结果如图

4,具体信号值见表 1。 由图 4 和表 1 可以看到,每个克隆的平行样品之间的重复性都很好,用 滋 检验所得 P
值均大于 0. 05,表明实验有很好的平行性。
2. 6摇 序列分析

将经过斑点杂交得到的差异克隆送去华大基因测序,共得到 125 个有效序列,经分析共代表 21 种不同的

功能基因,其中有 6 种与已知的功能基因有较高的同源性,这些已知基因分别是 pG1 蛋白、叶绿体中的一个

开放阅读框、CHK1 类似检测点蛋白( checkpoint鄄like protein)、核酸外切酶复合体、谷氧还蛋白和 Na+ / K+

ATPase,具体数据见表 2。 其中出现频率最高的是类似 pG1 蛋白的片段,其次叶绿体中的开放阅读框、CHK1
类似检测点蛋白(CHK1 checkpoint鄄like protein)、核酸外切酶复合体出现的频率也较高。 另外还有 15 条序列
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图 4摇 部分斑点杂交结果

Fig. 4摇 Part results of dot blots

A:与探针 1 杂交结果 The result of hybridization with probe 1,B:与探

针 2 杂交结果 B The result of hybridization with probe 2

在 NCBI 中没有找到同源基因的序列,在这 15 条序列

中 ACSSH378 和 ACSSH71 出现频率最高,分别为 22 次

和 16 次,其次是 ACSSH169, ACSSH188, ACSSH122,
ACSSH155 和 ACSSH70,均出现了 5 次以上。
3摇 讨论

利用 SSH 技术找出处于衰亡期的链状亚历山大藻

中特异表达的基因,可以更好地理解赤潮生物衰亡的机

制,从而为将来研究赤潮的分子机制以及有效的监测赤

潮的消亡和寻找控制赤潮的有效方法奠定一定的基础。
以衰亡期的藻作为 Tester,其他时期的藻作为

Driver,得到了在衰亡期特异表达的基因。 一般基因表

达差异在两倍以上,可认定为表达差异显著,考虑到斑

点杂交光密度显示的精度,为防止遗漏一些重要的差异

表达基因,选取信号差异在 1. 4 倍以上的克隆进行进一

步分析。 经过测序最终得到有效序列 21 个,其中 6 个

与已知功能的基因有较高的同源性,分别为CHK1类似检测点蛋白( checkpoint鄄likeprotein) 、核酸外切酶复

表 1摇 部分差异表达克隆在不同探针斑点杂交结果

Table 1摇 The dot hybridization result of partial differentially expressed clones reacted with different probes

克隆序号
Clone No.

探针 1 杂交信号值*

The signal value of
hybridization with probe 1

探针 2 杂交信号值*

The signal value of
hybridization with probe 2

探针 1 与 2 杂交信号比值*

The signal value of
probe 1 against probe 2

平均值
Average value

57. 2 14. 3 4. 0
ACSSH313 55. 4 17. 3 3. 2 4. 0依0. 9

55. 8 11. 5 4. 9
86. 4 42. 8 2. 0

ACSSH322 88. 6 42. 9 2. 1 1. 8依0. 4
71. 2 49. 5 1. 4
32. 6 15. 4 2. 1

ACSSH333 31. 9 16. 6 1. 9 1. 9依0. 3
25. 2 15. 7 1. 6
59. 3 16. 7 3. 6

ACSSH338 51. 6 18. 7 2. 8 2. 7依0. 9
29. 8 17. 5 1. 7

摇 摇 *用 滋 检验所得 P>0. 05

表 2摇 差异表达序列的 blast 分析结果

Table 2摇 The blast search of differential expression sequences against NCBI public database

克隆序号
Clone No.

出现频数
Frequency

片段长度
Length / bp

同源序列号
The number of

homologous sequence

功能注释
Functional
annotation

E 相似度 / %
Identities

ACSSH104 17 406 ref | ZP_04645459. 1 | pG1 protein 2伊10-18 58
ACSSH422 8 364 ref | YP_001152215. 1 | ORF44l(chloroplast) 7伊10-5 81
ACSSH193 7 600 gb | ABK29471. 1 | CHK1 checkpoint鄄like protein 2伊10-10 78

ACSSH254 7 399 ref | XP_003082145. 1 | Exosomal 3忆—5忆 exoribonuclease
complex, subunit Rrp44 / Dis3 (ISS) 4伊10-11 31

ACSSH239 2 393 ref | XP_002903515. 1 | glutaredoxin, putative 3伊10-14 40

ACSSH164 1 314 gb | AAR98515. 1 | Na+ / K+ ATPase alpha 1b 2伊10-38 96
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合体、Na+ / K+ATPase、谷氧还蛋白、pG1 蛋白、叶绿体中的一个开放阅读框。
Checkpoint 是一种生化途径,它能够检测 DNA 损伤或 DNA 复制过程中出现的问题,并且通过将其束缚

在细胞周期或导致凋亡等作用来响应这些问题的出现[8]。 CHK1 是一种丝氨酸 /苏氨酸激酶,它是 DNA 损伤

过程中一种重要的信号传感器[9]。 谷氧还蛋白(glutaredoxin,Grx),又称巯基转移酶( thioltransferase,TTase),
是巯基鄄二硫键氧化还原酶家族的重要组分,在生物界普遍存在。 它可以起到调节细胞内氧化还原平衡状态

的作用,还可以抵抗氧化应急损伤,如细胞生长、抑制凋亡等[10鄄12]。 Na+ / K+ATPase 广泛分布于细胞膜上,维
持细胞内外 Na+、K+的浓度梯度,可以保持细胞的膜电[13]。 随着人们对细胞凋亡的认识越来越全面,越来越

多的证据表明离子的动态平衡与细胞凋亡有密切的关系,这被称为由 K+动态平衡调节的凋亡,而因为 Na+ /
K+ATPase 是获取 K+的首要系统,因此该酶的功能紊乱以及由其导致的离子动态失衡已经被当做判断细胞凋

亡以及引起与凋亡相关疾病的一个至关重要的因素[14]。 在真核细胞中,mRNA 的降解是调节基因表达的一

个重要步骤。 mRNA 的降解可分为正常转录物的降解和异常转录物的降解。 异常转录物的降解是指针对细

胞功能紊乱产生的一些非正常的转录物的降解,也是细胞维持正常生理功能的一种方式,本质上来说,异常转

录物降解是属于 mRNA 监督的范畴[15]。 大量研究显示 Exosomal 3忆—5忆 exoribonuclease 在真核生物细胞的

mRNA 的降解过程中发挥着重要的作用[16鄄18]。 pG1 蛋白的具体功能还未见研究报道,但从测序结果来看,该
基因出现的频率很高,有待于更深一步的研究。

鉴于对测序所得片段的分析及上述论述,猜测链状亚历山大藻的衰亡过程涉及到 DNA 损伤、氧化还原状

态的变化、离子动态平衡的变化、mRNA 降解过程以及叶绿体一些生理状况的变化等,这些过程的调节机制,
有待进一步验证。

ACSSH378 、ACSSH71 等克隆重复的频率也很高,这些片段出现频率高的原因虽然可能是因为经历了

PCR 扩增过程,而更可能的原因是其在衰亡期的藻体中表达量本身就很高,才会在巢式 PCR 过程中得到较高

的富集。 有些片段没有比对上功能基因,也就无法对其进行分析,推测它们可能是新的基因。
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