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微囊藻毒素合成酶基因的PCR检测方法 

谢数涛 ，龙思思 ，韩博平 ，林少君 ，钟秀英2，林桂花2 
(1．暨南大学水生生物研究中心，广州510632；2．广东省水文局，广州 510150) 

摘要：针对微囊藻毒素合成酶基因簇的核酸序列，筛选特异性引物，探索一种适用于自然水样中微囊藻产毒潜能检测 

的全细胞PCR方法。经灵敏度测试表明，这种 PCR方法的检测下限相当于 100 cells。该方法不需要提取基因组 DNA， 

检测所需水样量少，具有操作简便、快速、成本低、灵敏度高等优点，能应用于水库等饮用水源水体中具有产毒潜能的 

微囊藻的检测。 
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A PCR M ethod for Detection of M icrocystin Synthetase Gene 

XIE Shu—tao ，LONG Si-s i ，HAN Bo—ping ，LIN Shao—jun ，ZHONG Xiu—Ying ，LIN Gui—hua 

(1．Research Center ofHydrobiology, nn凡University，Guangzhou 510632，China； 

Abstract：Based on the sequences of mcy genes from Microcystis，a specific primer pair was determined．PCR— 

mediated detection of眦 yB gene was developed and applied to the identification of potential microcystin 

produced from Microcystis strains in natural water bodies．The sensitivity of PCR method was investigated，and the 

detection limit was as few as 1 00 cells per reaction． The method does not require extraction of the genomic DNA 

ofMicrocystis，and does not need large volume ofwater samples．It is simple，sensitive，rapid and economical which 

call be used for the detection of the toxic Microcystis strains in water sources for human consumption． 

Key words：Microcystis；Microcystin；PCR；mcyB；Reservoir 

微囊藻毒素是一种危害很大的藻类毒素，其在 

自然环境中分布不均，同一水体中其毒性大小及有 

无也不恒定【l】。近年来对微囊藻毒素毒理的研究以 

及肝炎、肝癌的流行病学的调查发现，饮用水源受 

微囊藻毒素污染可能是某些地区肝炎、肝癌高发的 

原因之一【2】。因此对饮用水源水体中的产毒微囊藻 

进行检测非常必要。 

目前，用于微囊藻毒素的检测手段主要有小鼠 

法、HPLC、ELISA以及细胞毒性监测法等。小鼠法、 

HPLC以及细胞毒性监测法对实验条件要求较高， 

不能推广到基层水文单位使用。ELISA法具有特异 

性强、灵敏度较高、结果直观等优点，可以直接用于 

微囊藻毒素的检测，但由于对微囊藻毒素多种同系 
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物的识别需要广谱抗体，这极大地限制了该方法的 

实际应用。此外，上述方法都是针对微囊藻毒素进 

行检测，因此不能在微囊藻毒素产生之前，对水体 

中微囊藻的产毒潜能进行判断或预测，从而难以满 

足水文部门有效监测饮用水源质量的要求。 

自1999年 Nishizawa等发现了 3个与微囊藻 

毒素合成有关的基因后【 ，用 PCR方法对微囊藻的 

产毒潜能进行检测成为可能。Fergusso等[41和潘卉 

等【 】的研究表明，PCR方法可以运用于微囊藻产毒 

潜能的检测：针对微囊藻毒素合成酶基因的PCR检 

测结果与ELISA、HPLC以及小鼠法对微囊藻毒素 

的检测结果具有很好的一致性。本文针对微囊藻毒 

素合成酶基因簇的核酸序列，筛选特异性引物，探 
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索 一种适用 ] 饮川水源水体 I-微整艇』 潜能捡 

删的 PCR 池．井应川t 、别l’尔 分水库水样 

i}tlY,J微蹙滦进仃 r 袅J-￡ 舱删 

1十于料 ，]’法 
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ⅢⅢ )、钋J绿微链藻(Mi rfẗ I riff~／nostt)、 缘微 

囊凛 (,4ficrtw~,stls川rⅡ ，1 r ) 水J'i-!水忏分别最[1涵 

溪水l 、人镜IlI水撑、沙⋯水 、，。 州水库 、 爷 

水库、潇圳水J4-HI } I水 水}t 表J 水．泉 

低 仪仃， il 验审 一2()1 冷域 符川 

培 养藻株藻 细胞的收 集 选 取 '1-}乏 良 

好 ．处 j村数 I-l 删 n ‘ 一掩 南J 

弊镜椅汁敏为 l oxlo 【oxIo cells ml‘ 取 褒淑 

0．1 m1 心 钟lIf．．o rlll、() l_1-1．7 200 xg离心 
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水 库水样 藻细胞的收集 将 水样 7§ ，光 

分 ；l 2【111水f J‘ 鸡心 I·，7 200 xg离 

】0rain． 墩 30 p．I tl O -E怂 淀备川 、 

基因组 DNA的提取 IomI糖株培捧液， 

2 500 xg离心 l 5min． I’f： L淀fn 0 5mll1．O懋 

t J ．梭 Qiagen j L I 【DNA  ̂IjZ试 龠。(DNeasy 

Tissue Kit J一}i帕操 提 t 杯 j． fl DNA 

灵敏 度测试 的实验材 料准备 聪处 村数 

f．K心Jf内1巢株．j 1。 。 !̈l1救 电l、 、 I数．I为一二·J 

嶷艇圳耻』1 ．从凛样-l-』杖![】 1． J七 艰蒸水怫平f 

200 gl： 此 』 、越 _．10 f 比系驯怖钎 

PCR 引物 ”刊1：＆嫂．题． j 合成m}． 援 

的7．tiq，Jl物 】 刊： 

MAR (5 一TGC AGA I AA(r(C(jCAGTTG一3’’ 

车lI MAF l 5'-A1’C(’A( (’AG I_r( A (AAGC．3。。 

MBR c 5'-C’A【TAAC(LL’TAn If(IGATACC-3一J 

}MBF-5'-GGATAT(’(r( r(’AGA I FCGG一3 

训 刈 Jj_【蚩 rI J L 门 l物 i 刮： 

PeR f 5'-c(AG FAC(’A(L’AG(AACTAA一3。J：fi I 

PcF-5’一(jGCTG(TTaTTTA(f；(6ACA．3’) 

PCR反应 『 【R曩 ”，” n!一J 511 LLll l -t -jI 

物 并 50 pl1101．Taq 2 Li l㈠fJ IiI能 彰 公 Ii ． 

dNTP再 10 pm,al，BSA(5 g L ．I 一1’ 地 ．J l uI 

(，、 脏．P(’R ．LrlI PL R l 衔Jq-参数：95‘1： 

I[II1]in，941：30、，55I 1(I、． 2’I：I l_1in 1 0、． J 35 

个衙蚪 景 72 8 m[n：：{=11埔结 后．取 PCR产物 

6 p．1，l 0q'2．崩 JJ旨精凝崆电泳．EB 包后紫外下观察 

以 DGL 2000 DNA marker fl：PCR marker(北京鼎国 

公 id)．= 

PCR产物测序 PCR产物 吲收、纯化后，由 

海博、 - jH 3730 功洲 仪进 列测定 

2结 

2．1基 因组 DNA提取及 PCR扩增 

随机选取安验书舒哇I的 栋微鹱藻 f制绿微囊 

藻藻株 002 fl,)进行扩人培乔，墩培养被 【0ml，离 

心沉淀藻 胞  ̂ 掖 DNeasy TissueKit ㈨i 0说叫 

提j仅 株 HflI_DNA 以此h 舨．分3iJ MAPUF、 

MBR／F羽i PcRi F为 I物，进 PCR{_r坩 增产物 

≯1 泳f『二 l I所 j、 

微鬟7氍r≮索 成哺 ，ff 1 fu l、B肚-h,I的两刊 

特异一 ，jl物 MARIF If̈MBR,"F求能扩 JlI 川．纳 

／t计。I 曲 PCR应 体系 I压l世条什 F．凛 蛋 

rf l 、1 19J!坤} ． 山1；Ii‘ l，l j=J 』 J 。物}b冰后f 寸一 

强 近 750 bp DNA 分 I { 、 处 0l}I标 丛l 段 

大小垌l稍． 

-J藻!lli受rl J l J、I J 』 一 物 I u-、 E化J 1fl 

1． “ 寺一I - 划f ．：删』： 粜 GenBank汁．1lil．注 

册号 山AY568036 J；J BLASTn软 f牛将l行 0』 F J i 

(．；enBank-【 I1巢l】i【 n 峨l 州进 }J。比较，圳似 

选98嘶 IIJjjll J - 物址l l f 片段 

1 01i2壤托liLI‘l 【)N̂  11．I1 Ij 

L- I杓 ．MAR I ．Ⅶ抓·I· PcR．'F： 

g I P(1t anapIilication producls‘11 cultumd M  ⋯  ㈨  

lilin rio2wah piim er~M AR M BR．'F and Pc『 F 

、1 【)N̂ Marker；I．M ^R r．2 B I·：3： F 
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筑4 l{1 酣l数消等：微鹱藻毒嚣仔成雌J ￡ 的PCR椅#0 疗法 

2．2藻胆蛋白基因全细胞 PCR扩增 

墩处 刈故 K - 门5株 f 0 C)6、【̈7：销绿微糍 

凛；0】5：水化微囊 ：023、029： 缘儆瞧藻j微蜒藻 

I71培养淞 0 l1 I．择 水洮涤I ．U PER,"F为 Jl 

物 ， 接址 ¨ PCR II II, P(R 件 系tIi 

加入BSA) {r -。 。物 I y出J． 2听小。 

一  
2 }J． ， ． |_I I l_c【1 l，(R J 竹}． 
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PCR，、。 物纤IU淋 。似 ．近 750 bpDNA分子 jI 

标记 侧． ，lj 4'：j2,I1段凡小川钓 ．文lU J九。水文J 鼬 

样一 I1订处州技P(’R l正』 绦件 卜 做磋f袋接钏胞小 

羟凛细眦J ⋯州DNA挺墩，．̈_能} 1|￡进 PCR ．}曾 

2．3撒 囊藻产毒基 因全细胞 PCR扩增 
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刈 r撇囊藻株 006 i0if̈0l5 I· I，MBR／F均能 

增⋯顺如人小的DNA”段，  ̈lJ兀41哥§ ‘ 条 

- jl J：12 将 0】5号藻株的士r增J 物 收、 化J ．m 

l 海 l ,IV公一 洲 ．删 结 果 GenBank} 册，沣 

jlJ} 为 AY568035 

l!J BLASTn披佴将所 划I GenBank i{j if_ 

lll微瞧藻 秦合成怖 1"71 r tl~,l；iaAI’ 怯陵序列址h 比 

较．川似 99c：／~- 莨l J 片段是 _l标7 州一99错 

的 I{t'J,f1．也 ljJ_陔 ⋯"段旧啦 。 非常小，迓丁 

川n 求 止n j- 、I PCR 洲 丌f1'9 段．． 

2．4 PCR检测法的灵敏度测试 

取处 j刈数 Ktt．i J水7E微挺澡 OI5 株培养 

液 !()LL1．jJ|] 水 制f越连续 l【 |IE稀释梯嫂藻 

f ，l MBR r为一jI物， 模扳 l0 LL1 进行 PCR扣 

常 原始凛浓f 镜 约为 】0×l0’eelI ml 

llI丧 】l'_ ． -5O l反 体 系 l1．瓜接液 f藻 

浓J堑约为 1x10 cellsm1)稀秆 了-10 -摸浓度约 

为 】×10 cellst111。)叫．可扩J啦II1特异 -．}NA El的 

』 段 ：稀释 J l0 (凛浓度约 为 】×】O cellsmli) 

J- ，扩艚 果为刚’ l 

表 I PCR检 测微囊藻 毒素 台威酶 mcyB 基因的灵 敏度测试 

r BR／F· 

TaMe 1 1'he~ensiliⅥtv kit by P(R method fi}rⅢr 

wlII1 primers M B } 

6 7 

n、 III 

2．5部分水 库水 样的 PCR检测结果 

对r尔地Ix部分饮川水渊水库水掸进{，采集， 

从符水佯中分圳啦啾 2 ml进仃离心浓封}『，终体{j{为 

3O ；般 10 p．I 槿扳，以MBR 为 l物．进行 

PCR 增 榆洲结果见挺2． 

结果衷l哪．针对微囊藻 襄 陋 ”'yB基凶 

的全细胞 PCR榆测山浊，可以川 J 水库等饮川水源 

水体rf1 具 ， 薄滞能做囊凛l’ 梭洲 
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表2 水库水样微囊藻毒素合成酶mcyB基因的PCR检测 

Table 2 PCR amplification ofwater sam ples from 

different reservoirsform,cyB 

高州水库 Gaozhou 

高州水库 Gaozhou 

汤溪水库 Tangxi 

深圳水库 Shenzhen 

沙田水库 Shatian 

汤溪水库 Tangxi 

汤溪水库 Tangxi 

大沙河水库 Dashahe 

新丰江水库 

Xinfengiiang 

契爷石水库 Qiyeshi 

契爷石水库 Qiyeshi 

2oo3．07．O8 

2oo3．07．O8 

2oo3．07．14 

2oo3．07．22 

2003．09．16 

2003．I1．04 

2003．12．O2 

2oo3．12．15 

2oo3．12．O6 

大坝Dam  

库中Center 

新桥 Xinqiao 

入水 口 Infall 

大坝 Dam 

溪头 Xitou 

新桥 Xinqiao 

副坝 Dam 

码头 Dock 

2003．1 2．22 九乡 Jiuxiang - 

2004．02．1 7 新龙 Xinlong 一 

+：阳性 Positive；一：阴性Negative 

3讨论 

由于本文在研究开展之前尚无确定的产微囊 

藻毒素的阳性藻株，无法通过以阳性藻株为正对 

照，建立产毒微囊藻的全细胞 PCR检测方法。故利 

用微囊藻藻胆蛋白基因的高保守性，以藻胆蛋白基 

因内的一段 DNA作为目的片段，通过对待检样品 

的前处理以及 PCR反应体系进行不断调整、优化， 

首先建立适用于藻胆蛋白基因的全细胞 PCR检测 

方法，以此为基础，再建立针对微囊藻毒素合成酶 

基因的全细胞PCR检测方法。实验结果表明，这一 

策略获得了成功。我们后来用本文方法对本实验室 

分离的广东共 l2个水库的 30株微囊藻进行了检 

测，发现 11株微囊藻为阳性；用 HPLC和 ELISA进 

行了部分阳性藻株的毒素检测，结果与 PCR一致 

(另文报道)。 

经多次PCR扩增发现，引物对 MBR／F具有较 

好的特异性。另一对引物 MAR／F，经多次调整 PCR 

反应体系及其它PCR反应条件，在其目的扩增片段 

之前，靠近溴酚蓝一端常出现一条非特异性扩增片 

段。因此本文舍弃MAR／F，确定以MBR／F作为微囊 

藻毒素基因PCR检测的特异性引物对。 

根据毒素基因全细胞 PCR检测的灵敏度实验 

结果可知，按本文所采用的取样方法及反应体系 

(反应体积为 50 l、模板体积为 10 1)，被测藻 

细胞浓度在 1xlO cells ml 以上就可检出阳性结 

果，检测下限相 当于 100 cells／反应。此外，我们 

还以 MBR／F为引物，对本实验室所培养 的其它 

藻株进行了PCR检测，如斯氏藻(ScrippsieUa)、扁藻 

(Tetraselmis)、绿色巴夫藻 (Pavlovaviridis)、盐藻 

(Dundiella)、三角褐脂藻 (Phaeodactylum tricornutum 

Bonlin)、角毛藻 (Chaetoceros)和Poanalellavird等， 

其检测结果均为阴性，表明此对引物具有良好的特 

异性 (结果未列出)。 

目前，水库已成为广东及我国许多地区的主要 

饮用水源旧，微囊藻是水库水体中的常见藻种，产毒 

微囊藻产生的微囊藻毒素能对人体及家畜肝脏造 

成损害。因此有必要对水库水体中产毒微囊藻的存 

在与否、产毒微囊藻的时空分布等情况进行调查或 

监测，这就需要提供一种快速、简便、灵敏的产毒微 

囊藻检测方法。国内外对于湖泊水体中微囊藻的毒 

素合成酶基因 PCR检测结果表明，PCR法对于微 

囊藻产毒潜能的预测与用 ELISA等传统方法对于 

微囊藻毒素的直接检测结果高度一致 ]。此外，与 

ELISA相比，PCR方法成本低、灵敏度更高，而且不 

需要进行大体积水样采集与藻细胞浓缩、毒素提取 

等步骤，具有快速、简便的特点，因此在理论上可以 

用于水库水体中微囊藻产毒潜能的监测。 

本文运用 PCR方法对广东地区部分水库水样 

进行检测，获得初步成功。本文的产毒微囊藻全细 

胞 PCR检测法不需要提取基因组 DNA，对 2 ml水 

库水样进行简单的洗涤、浓缩后，即可直接用于 

PCR检测。该方法具有操作简便、快速、成本低等优 

点，经进一步优化、简化及特异性检验后，可望在基 

层水文单位使用。 

参考文献 

[1]Yan H(闰海)，Pan G(潘纲)，Zhang M M (张 明明)．Advances 

in the study ofmicrocystin toxin[J]．Acta Ecol Sin(生态学报 

2002，22(I1)：l 968-l 975．(in Chinese) 

[2] Liu G M(刘桂明)，Deng Y M(邓义敏)，Li Y(李怡)．Microcystins 

research[J]．Yunnan Environ Sci(云南科学环境)，2002，2l(2)： 

7-9．(in Chinese) 

[3] Nishizawa T，Asayama M，Fujii K，et a1．Genetic analysis of the 

peptide synthetase genes for a cyclic hepapeptide microcystin in 

Microcystis spp．【J]．J Biochem，1999，l26(3)：520—529． 

[4]Fergusson K M，Saint C P．Molecular phylogeny of A nabaena 

circinalis and its identification in environmental sam ples by PCR 

[J]．Appl Environ Microbiol，2000，66(5)：4 l 45-4 l 48． 

[5]Pan H(潘 )，Song L R(朱立荣)，Liu Y D(刘永定)，et a1．Charac— 

terization of toxic waterbloom—forming cyanobacteria by modified 

PCR[J]．Acta Hydrobiol Sin(水生生物学报)，2001，25(2)：l59— 

1 66．(in Chinese) 

[6] Lin Q Q(林秋奇)，Han B P(韩博平)．Reservoir limnology and its 

application in water quality management：An overview[J]．Acta 

Ecol Sin(生态学报)，2001，21(6)：1034—1040．(in Chinese) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

