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　　微囊藻毒素是蓝藻的一些属产生的单环七肽 ,在发生水

华的水体中普遍存在 [1 ]。含有微囊藻毒素的水华能引起野

生动物、鱼类、家畜、家禽等中毒和死亡 ,也对人类健康构成

严重威胁[2 ,3 ]。流行病学调查发现 ,人群原发性肝癌、大肠癌

发病率与饮水源中的微囊藻毒素有关 [4 ]。其中微囊藻毒素

LR是微囊藻毒素中最常见的一种 ,因其高急性毒性 ,强促癌

活性而受到广泛的关注。有研究结果表明微囊藻毒素 LR可

引起多种细胞发生凋亡 [5 ] ,本实验室先前的研究也发现微囊

藻毒素 LR 能激活在凋亡过程中起重要作用的酶

Caspase23[6 ] ,及引起 P53、Bax、Bcl22 等凋亡相关蛋白表达变

化[7 ,8 ] ,但其详细的致毒机制仍知之甚少。从预防和早期检

测角度出发 ,毒素的低剂量效应引起人们越来越广泛的关

注 ,低浓度微囊藻毒素 LR暴露后细胞特异的应答基因方面

的文献国内外报道很少。近年来 ,随着高通量基因芯片技术

的发展和广泛运用 ,使得高通量的目的基因筛选成为可能。

因此 ,本研究应用高通量实时荧光定量 PCR方法研究细胞在

低浓度微囊藻毒素 LR暴露后其基因在 mRNA水平上的改

变 ,进而筛选其特异的应答基因。这不仅能为研究微囊藻毒

素的毒性机理研究提供新的方向 ,也可以得到一些更有效的

指标来指示和检测早期低浓度的微囊藻毒素暴露。

1　材料与方法

111　材料和试剂　微囊藻毒素 LR购自 Merck公司 ; Eagle’s

MEM干粉培养基和新生牛血清购自 Gibco公司 ;焦炭酸二乙

酯 (DEPC)购自 Sigma公司 ;TRIzol试剂购自 Invitrogen公司 ;去

除DNA污染的 DNA2freeTM试剂盒购自 Ambion 公司 ; TaqMan

基因表达试剂盒含微流卡 (Micro fluidic card ,P/ N 4342259 ,样

式 7) ,TaqMan通用 PCR混合液 ( TaqMan universal PCR master

mix ,P/ N 4304437)及 RNA反转录试剂盒 ( High2Capacity cDNA

archive kit ,P/ N 4322171)购自 ABI公司。每张微流卡上含有

384个基因 (96个基因×4次重复) ,96个基因包括 1个 18s内

对照和 95个目的基因 ,这些目的基因由本实验室的基因芯

片实验筛选所得。

112　细胞培养和处理　人胚胎羊膜上皮 FL 细胞株由本实

验室保存 ,培养液包含 MEM、10 % 新生牛血清、100 U/ mL 青

霉素钠和 100 U/ mL硫酸链霉素。细胞处理使用不加血清的
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培养液 ,对照组含 011 %的 DMSO ,处理组含 011 %DMSO和

012μmol/ L的微囊藻毒素 LR (浓度的选择参照先前的基因

芯片实验时使用的浓度) ,培养环境为 37℃,5 % CO2 ,饱和湿

度。细胞传代培养至对数生长期 ,换上处理液培养 2h ,然后

用 Hanks液洗细胞两次 ,换上新鲜的培养液 ,恢复培养 4h。

细胞复苏、传代、处理严格按照无菌操作。

113　细胞总 RNA提取和纯化　细胞恢复培养 4h后 ,倒去培

养液 ,以磷酸盐缓冲液洗涤 2次 ,加入 TRIzol 试剂完全裂解

细胞 ,收集细胞裂解液 ,分装贮存于 - 70℃。取 1 mL 裂解

液 ,氯仿抽提 ,异丙醇沉淀回收总 RNA。以 1 %琼脂糖凝胶电

泳和紫外分光光度计 OD260/ 280鉴定 RNA纯度和浓度。取

10μg总 RNA ,用 DNA2freeTM试剂盒纯化回收 RNA ,去除 RNA

中可能存在的 DNA污染。纯化后总 RNA以相同方法鉴定

RNA纯度和浓度后贮存于 - 70℃备用。RNA提取和纯化过

程使用的枪头 ,EP管和去离子水等都经 DEPC处理 ,容器经

高温干烤 ,以防止 RNase的污染。

114　实时荧光定量 PCR检测 　取 1μg纯化后总 RNA ,用

High2Capacity cDNA archive kit 反转录试剂盒合成单链 cDNA

模板 ,保存于 - 20℃备用。PCR反应及数据采集在 ABI Prism

7900HT Sequence Detection System系统上进行。微流卡每孔已

分别含有 18s RNA或目的基因的上下游引物和 TaqMan MGB

探针 (5’262FAM标记)。将适量的 cDNA模板 (每孔大约含有

从 1 ng总 RNA反转录而来的 cDNA模板)、TaqMan PCR Master

Mix和去离子水按比例混合液后 ,加到微流卡上 ,短暂离心

后 ,封闭反应孔 , PCR 扩增。PCR 循环参数为 : 50℃, 2min ;

9415℃,10min ;然后 97℃15s、5917℃30s ,循环 40次。PCR完

成后 ,在 ABI Prism SDS 211软件上 ,经自动分析 ,查看每个基

因的扩增情况 ,导出相应的阈值循环数值 (Threshold cycle val2
ue ,简写 Ct值 ,定义为荧光信号到达设定的域值时所经历的

循环数 ,目的基因的拷贝数与 Ct 值呈负相关)。以 18s rRNA

为阳性内对照基因来校正 PCR 模板的细胞拷贝数

(ΔCt目标基因 = Ct目标基因 - Ct同一样本18s) ,从而消除组间的加样量

误差 ,重复 3次。处理组的ΔCt 平均值减去其对照组的ΔCt

平均值得到每个目的基因相对循环数 (ΔΔCt 值 ) 即

ΔΔCt目标基因 =处理组ΔCt目标基因 - 对照组ΔCt目标基因 ,相对量

(表达变化倍数)计算采用 2 -ΔΔCt方法。

115　统计分析　每个目的基因得到对照组三个ΔCt 值和处

理组三个ΔCt值 ,采用 Student’s t2test做统计检验。p < 0105 ,

认为有显著性差异。

2　结果和讨论

所有基因的扩增曲线见图 1 (校正荧光信号值的对数

(ΔRn)相对于循环数作图) 。18s内对照扩增良好 ,95 个目

的基因除 5个在三次重复中均没有检测到扩增 (第三次重

复还有另一目的基因未检测到扩增) ,其他的 90个基因均

检测到扩增。最先出现的是 18S的扩增曲线 ,其 Ct值在 10

左右 ,大部分目的基因的 Ct 值在 20—35 之间。图右下角

的 5条曲线是未检测到扩增的基因。本次实验共检测到

17条目的基因表达有变化 ( p < 0105) ,这些基因的表达均

上调了 ,详见表 1。

图 1　实时荧光定量 PCR扩增曲线

Fig11 Amplification curve of real time

fluorescence quantitative PCR

表 1　012μmol/ L的微囊藻毒素LR处理后 FL细胞表达上调的基因

Tab11　Up2regulated genes of FL cell exposed to 012μmol/ L microcystin LR

Gene

Symbol
Gene name

Average fold

change

ASPM asp ( abnormalspindle)2like , microcephaly as2

sociated (Drosophila)

2151 3

CCNE2 cyclin E2 1165 3

CDK6 cyclin2dependent kinase 6 1186 3

HNRPH1 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H1

( H)

1177 3

IRS1 insulin receptor substrate 1 1167 3

ITPR1 inositol 1 ,4 ,52triphosphate receptor ,type 1 1197 3

KIAA0276 KIAA0276 protein 1157 3

MASK Mst 3 and SOK12related kinase 1172 3

MBNL1 Muscleblind2like (Drosophila) 1183 3

MBNL2 Muscleblind2like 2 (Drosophila) 1195 3

MIB1 mindbomb homolog 1 (Drosophila) 1176 3

NNT nicotinamide nucleotide transhydrogenase 1168 3

PEG10 paternally expressed 10 2123 33

RANBP2 RAN binding protein 2 2141 3

RPS20 ribosomal protein S20 1140 3

SCYL2 SCY12like 2 (S1cerevisiae) 2106 3

TRIM33 tripartite motif2containing 33 1173 3

　　3 p < 0105 , 33 p < 0101

实时荧光定量 PCR是目前最可靠的检测基因在转录水

平上表达变化的一种手段。本研究应用 ABI公司的实时荧

光定量 PCR微流卡来高通量检测低浓度微囊藻毒素暴露后

FL细胞基因表达的变化 ,这在国内外文献中尚无报道。高通

量实时荧光定量 PCR技术和基因芯片的联合应用可为大规

模的筛选应答基因提供更快速、可靠的手段。

本次实验检测到的有变化的目的基因涉及细胞功能的
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多个方面。有细胞周期调节相关基因 :CCNE2、CDK6 ;信号通

路相关的受体及激酶 : IRS1、ITPR1、MASK;与 RNA转录和蛋

白合成相关的 : HNRPH1、RANBP2、TRIM33 ;能量代谢相关的 :

NNT;发育相关的基因 :MBNL1、MBNL2 ;还有一些未知功能的

基因 :ASPM、KIAA0276、MIB1、PEG10、SCYL2。

周期蛋白 E2 (Cyclin E2)是周期蛋白 E家族中新发现的

一个成员[9—11 ] ,编码一个与周期蛋白 E1高度同源的 404个

氨基酸残基的蛋白质。与周期蛋白 E1相似 ,Cyclin E2结合

Cdk2形成功能性的激酶复合物 ,磷酸化组蛋白 H1和 Rb等

一些细胞周期相关蛋白 ,促进细胞 G1期到 S期的转化。Cy2
clin E2的过表达会导致 G1期的缩短和 S期细胞的增多 [9 ] ,

在很多人类源发性肿瘤中检测到 cyclin E2的表达异常 [12 ]。

周期蛋白依赖激酶 6 (CDK6)通过与 cyclin D1结合而被活化 ,

继而促进细胞通过 G1期 [13 ]。以周期蛋白/ CDKs/ CKI/ pRb为

核心的 G1/ S期细胞周期网络的调控系统 ,是肿瘤发生、发展

中最常改变的共同通路 [14 ]。低浓度的微囊藻毒素处理后 FL

细胞 cyclin E2和 CDK6的表达均上调了 ,提示 G1/ S期细胞周

期调控可能是毒素作用的一个靶点。

1 ,4 ,52三磷酸肌醇受体 1 ( Inositol 1 ,4 ,52triphosphate recep2
tor)是 1 ,4 ,52三磷酸肌醇受体 3个家族成员中最先发现的一

个[15]。1 ,4 ,52三磷酸肌醇受体是存在于内质网、肌浆网及核
膜上的一种配体门控 Ca2 +释放通道蛋白 ,精确地调控胞浆内

Ca2 +浓度的变化 ,从而通过钙信号对细胞内许多生理过程如

细胞分裂、增殖、生长、凋亡、功能发挥调节作用 [16 ,17]。本实验

中毒素处理后 FL细胞的 1 ,4 ,52三磷酸肌醇受体 1基因上调了

将近 2倍 ,提示其可能是微囊藻毒素的一个应答基因。

MASK (Mst3 and SOK12related kinase) 是最近发现的人

GCKⅢ激酶家族的成员 ,和家族的其他成员一样 MASK不激

活任何MAPK通路。MASK在各个器官组织广泛表达 ,但其

过表达可诱导细胞的凋亡[18 ]。研究已显示微囊藻毒素 LR

可引起多种细胞发生凋亡 ,激活 caspase ,引起凋亡相关蛋白

表达改变等[5—7 ] ,在本实验中微囊藻毒素处理后 MASK表达

上调 ,提示MASK可能参与微囊藻毒素 LR介导的凋亡过程。

从本研究结果可以推断周期蛋白 E2、周期蛋白依赖激

酶 6、1 ,4 ,52三磷酸肌醇受体 1、MASK等 4个基因可能是低剂

量微囊藻毒素 LR暴露后细胞的应答基因 ,其具体的转录调

节机制还有待于进一步的研究。而其他表达上调的基因 ,由

于涉及的细胞生物学过程非常复杂 ,缺乏特异性 ,可能不适

合作为微囊藻毒素作用的特异应答基因。
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