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摘要: 为解决分子生物学方法中因纯化的新鲜材料不足而限制实验进展的情况, 采用改进的

克隆方法将目的 DNA片断保存在菌株中。首先应用改进的 DNA提取方法从赤潮甲藻塔玛亚

历山大藻( Alexandrium tamarense)中提取总核酸,以提取的 DNA为模板,优化 PCR扩增条件,获

得转录单元内间隔区( ITS)片段。将获得的 ITS片段经 Sal I和 Pst I双酶切后与同样经过双酶

切后的质粒载体 pBluscript SK
+
连接, 转化受体菌 XL 1- Blue, 克隆该 DNA片段。该克隆方法简

单易行, 克隆效率完全可以满足一般实验要求。该克隆技术的应用为随时获得目的 DNA提供

一条途径。
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赤潮, 泛指由于海水富营养化而造成的海洋浮游

生物 (主要是甲藻类)过度繁殖引起海水变色(一般为

红色) 的现象。 自 20世纪 70年代之后, 有关赤潮的

报道越来越多。 据不完全统计, 1972~ 1998年中国

(香港地区和台湾省未统计在内) 有记载的赤潮达

360次 [ 1 ]。随着经济的发展, 中国的赤潮发生频率明显

增加, 发生规模及危害程度也日益加剧。赤潮的频繁

爆发不仅危害海洋生态环境, 给海洋渔业、海水养

殖业和滨海旅游业等造成一定的危害, 也给人类健

康和生命安全带来威胁 [ 2~ 5 ]。 Sournia [ 6 ]认为海洋中

有 3 365~ 4 024种浮游藻类, 赤潮种约占 6% , 为

184~ 267种, 其中有毒种约占 2% , 为 60~ 78种。在

赤潮藻中, 尤其是有毒藻中以甲藻占多数。

现在赤潮藻的分类一般采用形态鉴定和分子生

物学技术相结合的方法。在目前普遍使用的分子鉴定

方法中, 分子鉴定方法往往需要至少几毫升甚至几十

毫升处于对数生长期的纯化的培养液, 这给研究带来

很多不便 , 因为 某些有 毒甲藻 , 如裸 甲藻

( Gymnodiniale spp. )、鳍甲藻 (Dinophysiale spp. )、微小

原甲藻 ( Prorocentrum minimum) 等的实验室单藻培养

非常困难。虽然有人发明了甲藻单个细胞 DNA的制

备方法, 但该方法未公开试剂成分, 因此无法广泛应

用 [ 7 ]。分子克隆技术就是将目的片段转入受体菌, 该

菌株大量繁殖从而使目的片段得到大量表达, 这样在

以后的分子生物学方法中只需将该菌株活化, 提取质

粒即可, 而不需要每次都用新鲜的无菌培养材料。因

此克隆技术的发展为解决这一问题提供了一条途

径。

作者以一株赤潮甲藻 ) ) ) 塔玛亚历山大藻

( Alexandrium tamarense) 为材料, 通过 PCR扩增其转

录单元内间隔区 ( Internal Transcribed Spacer, ITS) 及

5. 8S rDNA, 并对 PCR产物进行克隆。

1 材料与方法

1. 1 藻株的获得与培养
该株赤潮藻分离自香港海域。在实验室于 f/ 2培

养基中进行单种培养, 光 B暗= 12 hB 12 h, 光照强度
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正向引物:

5c- GTCGTCGACGTAGGTGAACCTGCAGAAGGATCA- 3c
Sal I

反向引物:

5c- CCTGCAGTCGACATATGCTTAAATTCAGCAGG- 3c

Pst I

为 2 000~ 4 000 lx。培养温度 19~ 20 e 。用 Olympus

显微镜观察培养情况。

1. 2 质粒载体与菌株
质粒载体为 pBluescript SK

+ , 受体菌株为大肠杆

菌 XL 1- Blue, 均为本实验室保存。

1. 3 细胞总 DNA的提取
细胞总 DNA的提取参照文献[ 8, 9] , 具体过程如

下: 取对数生长期的藻培养物, 5 500 r/ min, 4 e 离
心 5min, 弃上清, 沉淀用双蒸水洗 2遍, 离心, 弃上

清 , 收集的藻细胞湿质量约 20 mg; 用 200 LL冷的

裂解液 ( 50 mmol/ L Tris- HCl; 100mmol/ L EDTA;

100 mmol/ L NaCl; pH 8. 0) 悬浮藻细胞; 加 SDS和

Proteinase K使其终浓度分别为 1. 5%和 250 Lg/ mL,

55 e 温育 1~ 2 h, 期间振荡几次; 用等体积饱和酚,

酚- 氯仿- 异戊醇( 25: 24: 1) , 氯仿- 异戊醇( 24: 1)依

次抽提, 上下颠倒几次混匀后, 4 e , 9 000 r/ min离心15

min; 上清液加 1/ 10体积的 NaAc( 3mol/ L, pH 5. 2)和

2倍体积无水乙醇, 混匀后- 20 e 静置至少 6 h; 4

e , 12 000 r/ min 离心 20min。沉淀用 70%乙醇洗 1次

后, 室温干燥 10~ 15 min至无酒精味; 沉淀用 TE( pH

8. 0)溶解置于- 20 e 备用。

1. 4 引物及 PCR扩增
引物参照文献[ 10]。修改了酶切位点, 序列为:

PCR反应条件如下: 94 e 变性 5 min后, 接 30个

循环, 即 94 e 变性 40 s, 50 e 退火 40 s, 72 e 延伸

1min,循环结束后 72 e延伸 10 min。50 LL扩增反应

体系含有: 50mmol/ LKCl, 10mmol/LTris- HCl ( pH8. 3) ,

1. 5 mmol/ L MgCl 2, 模板约 10 ng, 0. 2mmol/ L dNTPs,

0. 2 Lmol/ L引物, 0. 3 U/ LL Taq DNA polymerase聚合

酶。 每次均设空白对照, 扩增产物以 1. 0%琼脂糖凝

胶电泳检测。

1. 5 PCR产物的克隆
1. 5. 1 电泳与胶回收

PCR扩增产物于 1. 0%琼脂糖凝胶上 50V 电泳

40 min, 从胶上回收目的 DNA片段, 纯化后经过 Sal I

和 Pst I酶切,用 T4 DNA连接酶将片段连接到同样经

过 Sal I和 Pst I酶切的 pBluescript SK
+质粒载体上。

1. 5. 2 感受态细胞的制备

取保存的 XL 1- Blue 菌株于 LB琼脂平板上划

线, 37 e 培养过夜; 挑单个菌落接种于 5 mL LB液体

培养基中, 37 e , 振荡过夜培养; 取 500 LL菌液接种

于 50mL 新鲜的 LB培养液中, 37 e , 振荡培养 2. 5~

3 h。将培养液转移到 1个 50mL预冷的无菌聚丙烯管

中, 在冰上放置 10min, 4 e , 3 900 r/ min离心 6 min;

细胞沉淀用 12. 5 mL冰冷的 100 mmol/ L CaCl 2溶液

悬浮, 4 e , 2 600 r/ min离心 5 min; 细胞沉淀用 2 mL冰

冷的 CaCl 2溶液重悬, 放置冰水中下一步用。

1. 5. 3 CaCl 2转化法

将连接产物转入 5 mL无菌的圆底试管中, 并置

于冰上。然后加入刚制备好的感受态细胞 200LL, 轻

轻转动, 置于冰上 10 min, 然后将试管放入 42 e 水浴

2 min, 立即取出置于冰水中; 加入 1 mL LB培养液,

于 37 e 摇床振荡培养 1 h然后将菌液涂布于含氨苄

青霉素, X- gal和 IPTG平皿上, 37 e 静置培养 12~

16 h。

1. 5. 4 质粒抽提、鉴定

从平皿上挑取白色菌落接种于 LB培养液中, 37 e

振荡培养 12~ 16 h, 质粒提取过程按文献[ 11]的方法

操作。

2 结果

2. 1 细胞总 DNA的提取结果

DNA的提取结果见图 1。从图中可以看出, 提取

的 DNA在电泳图片中仅出现一条带, 位于 21 kb处,

表明提取的 DNA分子完整, 没有降解。因此, 使用上

述方法提取甲藻总 DNA的方法是可行的。

2. 2 PCR扩增结果

如图 2中所示,使用 PCR技术可以成功地扩增出

该藻相应的 DNA片段,其大小约在 600 bp左右。

2. 3 克隆

图 3是带有外源 DNA片段的重组质粒经过酶切

后的电泳图片。重组质粒经 Sal I和 Pst I限制性内切

酶双酶切后,一条带在 3 kb,此为质粒的酶切条带;一

条带在 600 bp左右, 这是外源片段, 与 PCR产物的电

泳结果处在同一位置。因此采用上述方法可将外源

DNA片段成功克隆至质粒载体中。
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图 3 带有外源 DNA片段的重组质粒经过 Sal I和 Pst I

酶切后的电泳图片( 1% 琼脂糖)

Fig. 3 Electrophoresis of recombinant plasmid pBluescript sk
+

containing PCR DNA fragment after being digested with

both Sal I and Pst I ( 1% agarose)

外源片段为塔马亚历山大藻的PCR纯化产物

The target DNA fragment was the purified PCR product of A. tamarense

3 讨论

目前在分子生物学技术水平上, 国内外学者对赤

潮甲藻开展了大量的研究, 其中甲藻细胞总 DNA的

提取方法各不相同 [ 12 ~ 15], 而提取的 DNA的质量,尤其

是其完整性是保证研究成功的关键。作者在总结他人

提取方法的基础上加以改进, 如省去加玻璃珠在涡流

震荡器上震荡这一步;调整蛋白酶 K和 SDS的用量。

作者介绍的这个方法不仅可以应用于甲藻细胞总

DNA 的提取, 同样适用于海洋硅藻, 定鞭藻细胞总

DNA的提取。

该株赤潮甲藻的上述 PCR产物经测序分析表明

为塔玛亚历山大藻, 序列见图 4。目前国内外采用分

子手段对亚历山大藻的研究已比较广泛。Adachi
[ 16, 17]

以 rDNA ITS区为分类指标对日本海域的链状亚历山

大藻( Alexandrium catenella)和塔马亚历山大藻不同地

理株进行分析; 陈月琴
[ 10]
则对南海海域的链状亚历

山大藻和塔马亚历山大藻的不同地理株的 ITS区进

行比较, 序列分析结果与采用 RFLP法得到的结果完

全吻合。二位学者都认为链状亚历山大藻或塔马亚

历山大藻种内个体间 ITS区序列非常相似, 而链状亚

历山大藻和塔马亚历山大藻种间 ITS区序列则有显

著差异, 表明 ITS区用于不同海区链状亚历山大藻和

塔马亚历山大藻种间鉴定是一个较稳定的指标。陈

月琴 [ 18]又以海洋亚历山大藻的 rDNA ITS序列为材

料, 采用计算机分析软件包对其进行分析及构建系

统树, 得到了亚历山大藻属种间界定的分子标准。核

糖体大、小亚基核酸序列相对于其转录间隔区更加保

守, 但其序列是由相互间隔的保守区和多变区构成。

Scholin研究 [ 12] A.f undyense Balech时发现了 2个独特

的核糖体小亚基 RNA 基因, 他将它们命名为 A基因

和 B基因。 他发现 B基因是一个有潜力的分类学和

生物地理学标记。后来 Scholin等 [19]又研究了多株亚

历山大藻大亚基中的 D1和 D2区(该藻核糖体大亚基

rDNA 由高变区和保守区构成, 高变区被人为地分为

12个区) , 认为此区域属于高变区, 不仅是一个很好

图 2 PCR扩增产物的电泳图谱( 1% 琼脂糖)

Fig. 2 Electrophoresis of amplified DNA fragment

M. 100bp的核酸分子质量标准; 1. 阴性对照; 2, 3. 扩增平均

M. 100bp ladder marker ; 1. negative control; 2, 3. PCR product

图 1 提取的该株塔马亚历山大藻的总 DNA

Fig. 1 The total nucleic acids extracted from A. tamarense

1. EcoR I+ Hind III核酸分子质量标准; 2, 3, 4, 5塔马亚历山大

藻的总DNA

1. EcoR I+ Hind III marker; 2, 3, 4, 5 total nucleic acid of

A. tamarense
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图 4 塔马亚历山大藻 ITS及 5. 8 S rDNA 序列 ( 539bp)

Fig. 4 The ITS and 5. 8S ribosomal RNA genes of Alexandrium tamarense ( 539bp)

的分类学和生物地理学标记,也是构建特异性分子探

针的良好区域。国外有的研究者以亚历山大藻为材

料 , 发展了定量检测微藻的一种方法 ) ) ) PCR-

ELISA法。这种方法将 PCR技术和免疫杂交技术结合

起来最后根据显色的强弱定量待检样品中的细胞浓

度
[ 20]
。

在分子生物学中, 无论是用 RAPD, RFLP等方法

研究某一段基因, 还是运用 PCR- ELISA、全细胞杂交

(Whole- cell Hybridization) 等更先进的分子生物学方

法进行深入研究, 都离不开所需要的核酸材料, 若将

该材料采用克隆的方法大量复制链状亚历山大藻和

塔马亚历山大藻后就可以避免因实验活材料不够而

限制实验进展的局面。因此克隆技术在分子生物学

的研究中非常有用。
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Abstract: To overcom the shortage of fresh materials demanded by molecular biological experiments, an improved

cloning method was applied. Target DNA fragments were preserved in a strain of E. coli. Total nucleic acid from

Alexandrium tamarense was extracted using a modified DNA extracting method. Using this DNA as template, the internal

transcribed spacer ( ITS) and 5. 8S ribosomal RNA gene ( 5. 8S rDNA) region was obtained by an improved PCR condition.

This ITS and 5. 8S rDNA region was digested with two restriction endonuclease enzymes Sal I and Pst I and linked to

plasmid vector pBluescript SK
+ which was also digested by the same two restriction endonuclease enzymes, transforming this

recombinant plasmid to the host, XL 1- Blue and obtaining the cloning DNA fragment. This cloning method is simple,

practical and efficient able to meet the need for regular cloning in lab. This study can provide target DNA on call.
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