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(57)摘要

本发明公开了一种检测钙离子和镁离子对

微囊藻毒素生成影响的方法及装置，该方法包

括：于产微囊藻毒素的蓝藻培养液中加入不同浓

度的钙离子和镁离子进行培养；取不同浓度的钙

离子和镁离子培养的蓝藻培养液，收集藻细胞，

进而检测出待测样品中的微囊藻毒素产毒基因

mcyD的基因拷贝数；取不同浓度的钙离子和镁离

子培养的产微囊藻毒素的蓝藻培养液，收集上清

液，检测其中微囊藻毒素的含量；对上述两步骤

的结果进行相关性分析，建立不同浓度钙离子和

镁离子培养的蓝藻中藻毒素产生量与mcyD的基

因拷贝数的关系；利用藻毒素产生量与mcyD的基

因拷贝数的关系，通过测定mcyD的基因拷贝数来

确定不同培养条件下微囊藻毒素的生成量。
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1.一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法，包括如下步骤：

步骤一，于产微囊藻毒素的蓝藻培养液中加入不同浓度的钙离子和镁离子进行培养；

步骤二，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝藻培养液，收集藻细

胞，进而检测出待测样品中的微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数；

步骤三，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝藻培养液，收集上清

液，检测其中微囊藻毒素的含量；

步骤四，对步骤二和步骤三的结果进行相关性分析，建立不同浓度钙离子和镁离子培

养的产微囊藻毒素的蓝藻中藻毒素产生量与微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数的关

系；

步骤五，利用藻毒素产生量与微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数的关系，通过测

定微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数来确定不同培养条件下微囊藻毒素的生成量。

2.如权利要求1所述的一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法，其特

征在于，步骤二进一步包括：

步骤S1，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的铜绿微囊藻培养液，去掉上清液，收集藻

细胞；

步骤S2，将藻细胞转移至离心管中，洗涤后再次离心并去掉上清液，收集藻细胞；

步骤S3，对步骤S2中的藻细胞进行细胞内总RNA的提取；

步骤S4，进行RNA的反转录，合成cDNA；

步骤S5，以步骤S4中的cDNA为模板进行PCR扩增；

步骤S6，对PCR扩增产物进行纯化；

步骤S7，将纯化后的DNA进行质粒转化过程，获得转化了质粒的白色菌落；

步骤S8，利用步骤S7中的白色菌落提取质粒，测定质粒浓度后，进行梯度稀释，将稀释

后的质粒作为标准样品，建立标准品的浓度与临界循环数对应的一元线性回归曲线，即得

到标准曲线；

步骤S9，将步骤S4中获得的cDNA样品作为待测样品替代步骤S8中的标准样品，进行定

量PCR的测定，根据标准曲线确定待测样品中的DNA浓度，并检测出待测样品中的微囊藻毒

素产毒基因mcyD的基因拷贝数。

3.如权利要求2所述的一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法，其特

征在于：于步骤S1中，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的m1毫升铜绿微囊藻培养液，采用

低温离心，去掉上清液。

4.如权利要求2所述的一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法，其特

征在于：于步骤S2中，利用磷酸缓冲盐溶液将藻细胞转移至m2毫升离心管中，采用低温离心

去掉上清液，收集藻细胞，并将藻细胞进行低温或液氮保存，用于后续操作。

5.如权利要求4所述的一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法，其特

征在于：于步骤S3中，利用RNA提取试剂盒对步骤S2中的藻细胞进行细胞内总RNA的提取。

6.如权利要求5所述的一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法，其特

征在于：于步骤S5中，以cDNA为模板进行PCR扩增，反应体系为50μL，引物信息如下：上游引

物序列为SEQ  IDNO.1、下游引物序列为SEQ  IDNO.2，反应程序为：95℃预变性5分钟，随后94

℃30秒，退火温度60℃40秒和72℃延伸40秒，进行30个循环，最终72℃延伸10分钟，通过
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1.5％(wt/vol)的琼脂糖凝胶电泳确认产物。

7.如权利要求6所述的一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法，其特

征在于：于步骤S9中，加入实时定量PCR所需试剂，反应体系为20μL，2μLDNA样品，进行实时

定量PCR反应，采用两步法进行PCR扩增，反应条件为：预变性，1个循环，95℃30秒；PCR反应，

40个循环，95℃5秒，60℃30秒。

8.如权利要求2所述的一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法，其特

征在于，步骤三进一步包括：

取m3毫升藻细胞培养液，进行低温离心，收集上清液，用于测定培养液中微囊藻毒素含

量；

用磷酸缓冲盐缓冲液将藻细胞转移至m2毫升离心管中，进行低温离心，洗涤一次；

利用磷酸缓冲盐缓冲液悬浮沉淀的藻细胞，液氮反复冻融若干次，进行低温离心，收集

上清液，用于测定铜绿微囊藻细胞内微囊藻毒素含量；

将获得的每个样品设置三个平行样，按照酶联免疫试剂盒操作说明测定培养液中微囊

藻毒素含量和铜绿微囊藻细胞内微囊藻毒素含量。

9.如权利要求8所述的一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法，其特

征在于：在测定微囊藻毒素含量前，进行预实验，以确定样品的稀释倍数，使得微囊藻毒素

测定值在试剂盒检测范围内，最后计算时乘以稀释倍数，即可算出样品中实际的微囊藻毒

素含量。

10.一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的装置，包括：

培养液培养单元，于产微囊藻毒素的蓝藻培养液中加入不同浓度的钙离子和镁离子进

行培养；

mcyD拷贝数检测单元，用于取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝藻

培养液，收集藻细胞，进而检测出待测样品中的微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数；

藻毒素含量检测单元，用于取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝藻

培养液，收集上清液，检测其中微囊藻毒素的含量；

相关性分析单元，对所述mcyD拷贝数检测单元和藻毒素含量检测单元的结果进行相关

性分析，建立不同浓度钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝藻中藻毒素产生量与微囊

藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数的关系；

藻毒素生成量确定单元，利用藻毒素产生量与微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数

的关系，通过测定微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数来确定不同培养条件下微囊藻毒

素的生成量。
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检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法及装置

技术领域

[0001] 本发明涉及一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法及装置，特别

是涉及一种藻毒素产毒基因检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法及装置。

背景技术

[0002] 铜绿微囊藻是水体中最为常见的蓝藻，它是水体中的初级生产者，在水环境中发

挥着重要的作用。铜绿微囊藻可以产生微囊藻毒素(microcystin，MC)，它是一种环状的寡

肽肝毒素，在全世界很多国家的天然水体中都能检测到微囊藻毒素。MC影响浮游植物、无脊

椎动物和脊椎动物的生长。MC可以导致水体内细菌、原生动物和其他浮游植物(包括硅藻和

绿藻)中毒，抑制它们生长繁殖，改变食物链结构，使得铜绿微囊藻成为优势藻种。MC不仅对

水体中其他生物具有危害作用，而且还对湖泊、河流生态、牲畜和人类水源供给带来负面影

响。

[0003] Am  é等研究San  Roque水库中蓝藻水华的发生情况，检测了水体中28个物理化学

指标，通过对它们进行差异分析，发现温度、碳酸盐、氨氮、硝态氮和镁等是最重要的参数，

通过这些参数可以分辨出蓝藻群体含有MC的高低。有研究发现，当钙离子浓度低于20mg/L

时，藻细胞以单个形式存在，但是当钙离子浓度高于20mg/L时，藻细胞以群体形式存在。群

体形成增加，一方面有效阻止了浮游动物的摄食，提高了微囊藻群体的存活率，另一方面有

助于微囊藻的垂直迁移，以便获得更充足的光照和营养。细胞外脂多糖影响微囊藻细胞粘

性，有助于一些藻细胞的聚集。目前为止，很少有人研究钙离子和镁离子对铜绿微囊藻生长

和藻毒素分泌产生的影响，因此，很有必要提出一种技术手段，以研究钙离子和镁离子对铜

绿微囊藻生长和藻毒素分泌产生的影响。

[0004] MC由微囊藻毒素基因簇(microcystin  synthetase  gene  clusters，mcy)编码生

成，基因簇位于染色体上，包含由10个基因组成的两个方向相反的操纵子。其中mcyD基因参

与编码合成MC的Adda，而Adda与MC的毒性密切相关。因此可以通过检测mcyD基因的拷贝数

来检测藻毒素的产生，因而，本发明提出利用藻毒素合成酶基因研究钙离子和镁离子对藻

毒素生成产生的影响。

发明内容

[0005] 为克服上述现有技术存在的不足，本发明之目的在于提供一种检测钙离子和镁离

子对微囊藻毒素生成影响的方法及装置，以通过往培养液中加入不同浓度的钙离子和镁离

子，检测微囊藻毒素的含量和微囊藻毒素产毒基因mcyD的拷贝数，建立一种通过检测藻毒

素合成酶基因mcyD拷贝数来研究钙离子、镁离子对藻毒素生成产生影响的方法，大大简化

藻毒素的测定过程，节省大量的人力和时间。

[0006] 为达上述及其它目的，本发明提出一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影

响的方法，包括如下步骤：

[0007] 步骤一，于产微囊藻毒素的蓝藻培养液中加入不同浓度的钙离子和镁离子进行培
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养；

[0008] 步骤二，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝藻培养液，收集

藻细胞，进而检测出待测样品中的微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数；

[0009] 步骤三，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝藻培养液，收集

上清液，检测其中微囊藻毒素的含量；

[0010] 步骤四，对步骤二和步骤三的结果进行相关性分析，建立不同浓度钙离子和镁离

子培养的产微囊藻毒素的蓝藻中藻毒素产生量与微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数

的关系；

[0011] 步骤五，利用藻毒素产生量与微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数的关系，通

过测定微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数来确定不同培养条件下微囊藻毒素的生成

量。

[0012] 进一步地，步骤二包括：

[0013] 步骤S1，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的铜绿微囊藻培养液，去掉上清液，收

集藻细胞；

[0014] 步骤S2，将藻细胞转移至离心管中，洗涤后再次离心并去掉上清液，收集藻细胞；

[0015] 步骤S3，对步骤S2中的藻细胞进行细胞内总RNA的提取；

[0016] 步骤S4，进行RNA的反转录，合成cDNA；

[0017] 步骤S5，以步骤S4中的cDNA为模板进行PCR扩增；

[0018] 步骤S6，对PCR扩增产物进行纯化；

[0019] 步骤S7，将纯化后的DNA进行质粒转化过程，获得转化了质粒的白色菌落；

[0020] 步骤S8，利用步骤S7中的白色菌落提取质粒，测定质粒浓度后，进行梯度稀释，将

稀释后的质粒作为标准样品，建立标准品的浓度与临界循环数对应的一元线性回归曲线，

即得到标准曲线；

[0021] 步骤S9，将步骤S4中获得的cDNA样品作为待测样品替代步骤S8中的标准样品，进

行定量PCR的测定，根据标准曲线确定待测样品中的DNA浓度，并检测出待测样品中的微囊

藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数。

[0022] 进一步地，于步骤S1中，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的m1毫升铜绿微囊藻

培养液，用t转/分钟离心n分钟，去掉上清液。

[0023] 进一步地，于步骤S2中，利用磷酸缓冲盐溶液将藻细胞转移至m2毫升离心管中，采

用低温离心去掉上清液，收集藻细胞，并将藻细胞进行低温或液氮保存，用于后续操作。

[0024] 进一步地，于步骤S3中，利用RNA提取试剂盒对步骤S2中的藻细胞进行细胞内总

RNA的提取。

[0025] 进一步地，于步骤S5中，以cDNA为模板进行PCR扩增，反应体系为50μL，引物信息如

下：上游引物序列为5’-GCCCACAAAACCCCAACTC-3’(SEQ  IDNO .1)、下游引物序列为5’-

TTTCTGCCTAATCTTTTCCCCTCT-3’(SEQ  IDNO.2)，反应程序为：95℃预变性5分钟，随后94℃30

秒，退火温度60℃40秒和72℃延伸40秒，进行30个循环，最终72℃延伸10分钟，通过1.5％

(wt/vol)的琼脂糖凝胶电泳确认产物。

[0026] 进一步地，于步骤S9中，加入实时定量PCR所需试剂，反应体系为20μL，2μLDNA样

品，进行实时定量PCR反应，采用两步法进行PCR扩增，反应条件为：预变性，1个循环，95℃30
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秒；PCR反应，40个循环，95℃5秒，60℃30秒。

[0027] 进一步地，步骤三包括：

[0028] 取m3毫升藻细胞培养液，进行低温离心，收集上清液，用于测定培养液中微囊藻毒

素含量；

[0029] 用磷酸缓冲盐缓冲液将藻细胞转移至m2毫升离心管中，进行低温离心，洗涤一次；

[0030] 利用磷酸缓冲盐缓冲液悬浮沉淀的藻细胞，液氮反复冻融若干次，进行低温离心，

收集上清液，用于测定铜绿微囊藻细胞内微囊藻毒素含量；

[0031] 将获得的每个样品设置三个平行样，按照酶联免疫试剂盒操作说明测定培养液中

微囊藻毒素含量和铜绿微囊藻细胞内微囊藻毒素含量。

[0032] 进一步地，在测定微囊藻毒素含量前，进行预实验，以确定样品的稀释倍数，使得

微囊藻毒素测定值在试剂盒检测范围内，最后计算时乘以稀释倍数，即可算出样品中实际

的微囊藻毒素含量。

[0033] 为达到上述目的，本发明还提供一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响

的装置，包括：

[0034] 培养液培养单元，于产微囊藻毒素的蓝藻培养液中加入不同浓度的钙离子和镁离

子进行培养；

[0035] mcyD拷贝数检测单元，用于取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的

蓝藻培养液，收集藻细胞，进而检测出待测样品中的微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝

数；

[0036] 藻毒素含量检测单元，用于取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的

蓝藻培养液，收集上清液，检测其中微囊藻毒素的含量；

[0037] 相关性分析单元，对所述mcyD拷贝数检测单元和藻毒素含量检测单元的结果进行

相关性分析，建立不同浓度钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝藻中藻毒素产生量与

微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数的关系；

[0038] 藻毒素生成量确定单元，利用藻毒素产生量与微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷

贝数的关系，通过测定微囊藻毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数来确定不同培养条件下微囊

藻毒素的生成量。

[0039] 与现有技术相比，本发明一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法

及装置通过于培养液中加入不同浓度的钙离子和镁离子，检测微囊藻毒素的含量和微囊藻

毒素产毒基因mcyD的基因拷贝数，建立不同浓度的钙离子或镁离子、微囊藻毒素含量以及

藻毒素合成酶基因mcyD拷贝数之间的相关性，最终通过检测基因拷贝数来研究微囊藻毒素

的含量，实现了一种通过检测藻毒素合成酶基因mcyD拷贝数来研究钙离子、镁离子对微囊

藻毒素生成产生影响的方法，简化了微囊藻毒素的测定过程。

附图说明

[0040] 图1为本发明一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法的步骤流程

图；

[0041] 图2为本发明具体实施例中步骤102的细部流程图；

[0042] 图3为本发明一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的装置的系统架构
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图；

[0043] 图4为本发明具体实施例中mcyD拷贝数检测单元的细部结构图。

具体实施方式

[0044] 以下通过特定的具体实例并结合附图说明本发明的实施方式，本领域技术人员可

由本说明书所揭示的内容轻易地了解本发明的其它优点与功效。本发明亦可通过其它不同

的具体实例加以施行或应用，本说明书中的各项细节亦可基于不同观点与应用，在不背离

本发明的精神下进行各种修饰与变更。

[0045] 图1为本发明一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法的步骤流程

图。如图1所示，本发明一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法，包括如下

步骤：

[0046] 步骤101，于产微囊藻毒素的蓝藻培养液中加入不同浓度的钙离子和镁离子进行

培养。在本发明具体实施例中，于铜绿微囊藻培养液加入不同浓度的钙离子和镁离子进行

培养。

[0047] 步骤102，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝藻培养液，收集

藻细胞，进而检测出待测样本中的微囊藻毒素产毒基因mcyD的拷贝数。

[0048] 具体地，如图2所示，步骤102进一步包括：

[0049] 步骤S1，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝藻培养液，去掉

上清液。在本发明具体实施例中，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的25毫升铜绿微囊藻

培养液，用10000转/分钟离心10分钟，去掉上清液，通过离心，藻细胞变为沉淀，将上清液去

掉，获得藻细胞。

[0050] 步骤S2，将藻细胞转移至离心管中，用磷酸盐缓冲溶液进行洗涤(即将获得的藻细

胞沉淀重新悬起)，再次离心，去掉上清液，收集藻细胞。具体地，利用磷酸缓冲盐溶液

(phosphate  buffer  saline，PBS)将藻细胞转移至1.5毫升离心管中，于10000转，4℃离心

10分钟，去掉上清液，收集藻细胞，并将藻细胞放于-80℃冰箱或液氮保存，用于后续操作。

[0051] 步骤S3，对步骤S2中的藻细胞进行细胞内总RNA(Ribonucleic  Acid，糖核酸)的提

取。在本发明具体实施例中，利用RNA提取试剂盒对步骤S2中的藻细胞进行细胞内总RNA的

提取。

[0052] 步骤S4，进行RNA的反转录，合成cDNA。在本发明具体实施例中，应用专用于实时定

量PCR(Polymerase  Chain  Reaction，聚合酶链式反应)的反转录试剂盒，进行RNA的反转

录，合成cDNA；

[0053] 步骤S5，以步骤S4中的cDNA为模板进行PCR扩增。具体地，以步骤S3中的cDNA为模

板进行PCR扩增，反应体系为50μL(TakaRa  Ex  Taq  HS  0.25μL,10×Ex  Taq  Buffer  5μL，

dNTP  Mixture  4μL，cDNA模板4μ，上、下游引物各1μL，其余用灭菌蒸馏水补齐)。引物信息如

下：上游引物序列为5’-GCCCACAAAACCCCAACTC-3’(SEQ  IDNO .1)、下游引物序列为5’-

TTTCTGCCTAATCTTTTCCCCTCT-3’(SEQ  IDNO.2)。反应程序为：95℃预变性5分钟，随后94℃30

秒，退火温度60℃40秒和72℃延伸40秒，进行30个循环，最终72℃延伸10分钟，通过1.5％

(wt/vol)的琼脂糖凝胶电泳确认产物。

[0054] 步骤S6，对PCR扩增产物进行纯化：利用DNA胶回收试剂盒(例如Axygen的DNA柱式
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胶回收试剂盒)进行胶回收，对目标基因进行纯化，通过1.5％(wt/vol)的琼脂糖凝胶电泳

确认回收是否成功。

[0055] 步骤S7，将纯化后的DNA进行质粒转化过程，获得转化了质粒的白色菌落。具体地，

将步骤S6中纯化后的DNA插入质粒载体pMD18-T中，并进一步转化到DH5α感受态大肠杆菌溶

液，然后涂布到加入Amp抗性的LB固体培养基上，通过蓝白斑筛选，挑选转化了质粒的白色

菌落。

[0056] 步骤S8，利用步骤S7中的白色菌落提取质粒，测定质粒浓度后，进行梯度稀释，将

稀释后的质粒作为标准样品，建立标准品的浓度与临界循环数对应的一元线性回归曲线，

即得到标准曲线；

[0057] 步骤S9，将步骤S4中获得的cDNA样品作为待测样品替代步骤S8中的标准样品，进

行定量PCR的测定，根据标准曲线确定待测样品中的DNA浓度，并检测出待测样品中的微囊

藻毒素产毒基因mcyD的拷贝数。具体地，加入实时定量PCR所需试剂(按照 Premix 

Ex  TaqTM试剂盒说明进行操作)，反应体系为20μL，2μLDNA样品。进行实时定量PCR反应(例如

应用ABI公司的Stepone  plus  Detection  System)，采用两步法进行PCR扩增，反应条件为：

预变性，1个循环，95℃30秒；PCR反应，40个循环，95℃5秒，60℃30秒。

[0058] 步骤103，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝藻培养液，收集

上清液，检测其中微囊藻毒素的含量。

[0059] 在本发明具体实施例中，应用酶联免疫吸附法(enzyme-linked  immunosorbent 

assay，ELISA)测定微囊藻毒素(microcystin，MC)含量。具体地，步骤103进一步包括如下步

骤：

[0060] 取50毫升藻细胞培养液(即不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝

藻培养液)，10000转，4℃条件下离心10分钟，收集上清液，用于测定培养液中微囊藻毒素

(Extracellular  microcystin，Extra  MC)含量；

[0061] 用PBS缓冲液将藻细胞转移至1.5毫升离心管中，10000转，4℃离心10分钟，洗涤一

次；

[0062] 用1毫升，PBS缓冲液悬浮沉淀的藻细胞，液氮反复冻融三次，于10000转，4℃离心

10分钟，收集上清液，用于测定铜绿微囊藻细胞内微囊藻毒素(Intra cellula r 

microcystin，Intra  MC)含量；

[0063] 每个样品(即50ml藻细胞培养液通过上述步骤形成的样品)设置三个平行样品，按

照酶联免疫试剂盒(ELISA试剂盒)操作说明测定Extra  MC和Intra  MC含量。较佳地，在测定

样品中MC含量前，需要进行预实验，以确定样品稀释倍数，使得MC测定值在试剂盒检测范围

内，最后计算时乘以稀释倍数，即可算出样品中实际MC含量。

[0064] 步骤104，对步骤102和步骤103的结果进行相关性分析，建立不同浓度钙离子和镁

离子培养的铜绿微囊藻中藻毒素产生量与微囊藻毒素产毒基因mcyD基因拷贝数的关系。

[0065] 步骤105，利用上述藻毒素产生量与微囊藻毒素产毒基因mcyD基因拷贝数的关系，

通过测定微囊藻毒素产毒基因mcyD基因拷贝数来确定不同培养条件下藻毒素的生成量。

[0066] 可见，本发明利用不同浓度的钙离子和镁离子作用铜绿微囊藻，然后将钙离子和

镁离子对微囊藻毒素含量与微囊藻毒素产毒基因mcyD拷贝数相关联，建立了钙离子和镁离

子浓度、藻毒素含量以及微囊藻毒素产毒基因mcyD之间的相关性。建立相关性之后，可以通
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过测定微囊藻毒素产毒基因mcyD拷贝数快速检测钙离子、镁离子对微囊藻产生藻毒素的影

响。可以大大简化藻毒素的测定过程，节省大量的人力和时间。

[0067] 图3为本发明一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的装置的系统架构

图。如图3所示，本发明一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的装置，包括：培养

液培养单元301、mcyD拷贝数检测单元302、藻毒素含量检测单元303、相关性分析单元304以

及藻毒素生成量确定单元305。

[0068] 培养液培养单元301，用于往产微囊藻毒素的蓝藻培养液中加入不同浓度的钙离

子和镁离子，获得不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝藻培养液，在本发

明具体实施例中，培养液培养单元301，往铜绿微囊藻培养液中加入不同浓度的钙离子和镁

离子，获得不同浓度的钙离子和镁离子培养的铜绿微囊藻培养液。

[0069] mcyD拷贝数检测单元302，用于取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒

素的蓝藻培养液，收集藻细胞，进而检测出待测样本中的微囊藻毒素产毒基因mcyD的拷贝

数。

[0070] 具体地，如图4所示，mcyD拷贝数检测单元302进一步包括：

[0071] 培养液获取单元3021，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻毒素的蓝藻

培养液，去掉上清液。在本发明具体实施例中，取不同浓度的钙离子和镁离子培养的25毫升

铜绿微囊藻培养液，用10000转/分钟离心10分钟，去掉上清液，通过离心，藻细胞变为沉淀，

将上清液去掉，获得藻细胞。。

[0072] 藻细胞收集单元3022，用于将藻细胞转移至离心管中，用磷酸盐缓冲溶液进行洗

涤(即将获得的藻细胞沉淀重新悬起)，再次离心去掉上清液，以收集藻细胞。具体地，利用

磷酸缓冲盐溶液(phosphate  buffer  saline，PBS)将藻细胞转移至1.5毫升离心管中，于

10000转，4℃离心10分钟，去掉上清液，收集藻细胞，并将藻细胞放于-80℃冰箱或液氮保

存，以用于后续操作。

[0073] 总RNA提取单元3023，对藻细胞收集单元3022中的藻细胞进行细胞内总RNA

(Ribonucleic  Acid，糖核酸)的提取。在本发明具体实施例中，利用RNA提取试剂盒对藻细

胞收集单元3022中的藻细胞进行细胞内总RNA的提取。

[0074] 反转录单元3024，用于进行RNA的反转录，合成cDNA。在本发明具体实施例中，应用

专用于实时定量PCR(Polymerase  Chain  Reaction，聚合酶链式反应)的反转录试剂盒，进

行RNA的反转录，合成cDNA；

[0075] PCR扩增单元3025，以反转录单元3024中的cDNA为模板进行PCR扩增。具体地，以反

转录单元3024中的cDNA为模板进行PCR扩增，反应体系为50μL(TakaRa  Ex  Taq  HS  0.25μL,

10×Ex  Taq  Buffer  5μL，dNTP  Mixture  4μL，cDNA模板4μ，上、下游引物各1μL，其余用灭菌

蒸馏水补齐)。引物信息如下：上游引物序列为5’-GCCCACAAAACCCCAACTC-3’(SEQ  IDNO.1)、

下游引物序列为5’-TTTCTGCCTAATCTTTTCCCCTCT-3’(SEQ  IDNO.2)。反应程序为：95℃预变

性5分钟，随后94℃30秒，退火温度60℃40秒和72℃延伸40秒，进行30个循环，最终72℃延伸

10分钟，通过1.5％(wt/vol)的琼脂糖凝胶电泳确认产物。

[0076] 纯化单元3026，用于对PCR扩增产物进行纯化：利用DNA胶回收试剂盒(例如Axygen

的DNA柱式胶回收试剂盒)进行胶回收，对目标基因进行纯化，通过1.5％(wt/vol)的琼脂糖

凝胶电泳确认回收是否成功。
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[0077] 质粒转化单元3027，用于将纯化后的DNA进行质粒转化过程，获得转化了质粒的白

色菌落。具体地，将步骤106中纯化后的DNA插入质粒载体pMD18-T中，并进一步转化到DH5α

感受态大肠杆菌溶液，然后涂布到加入Amp抗性的LB固体培养基上，通过蓝白斑筛选，挑选

转化了质粒的白色菌落。

[0078] 标准曲线建立单元3028，利用质粒转化单元3027中的白色菌落提取质粒，测定质

粒浓度后，进行梯度稀释，将稀释后的质粒作为标准样品，建立标准品的浓度与临界循环数

对应的一元线性回归曲线，即得到标准曲线；

[0079] 定量PCR测定单元3029，用于将反转录单元3024获得的cDNA样品作为利用待测样

品替代标准曲线建立单元3028中的标准样品，进行定量PCR的测定，根据标准曲线确定待测

样品中的DNA浓度，并检测出待测样品中的微囊藻毒素产毒基因mcyD的拷贝数。具体地，加

入实时定量PCR所需试剂(按照 Premix  Ex  TaqTM试剂盒说明进行操作)，反应体系

为20μL，2μLDNA样品。进行实时定量PCR反应(例如应用ABI公司的Stepone  plus  Detection 

System)，采用两步法进行PCR扩增，反应条件为：预变性，1个循环，95℃30秒；PCR反应，40个

循环，95℃5秒，60℃30秒。

[0080] 藻毒素含量检测单元303，用于选取不同浓度的钙离子和镁离子培养的产微囊藻

毒素的蓝藻培养液，收集上清液，检测其中微囊藻毒素的含量。

[0081] 在本发明具体实施例中，藻毒素含量检测单元303应用酶联免疫吸附法(enzyme-

linked  immunosorbent  assay，ELISA)测定微囊藻毒素(microcystin，MC)含量。具体地，藻

毒素含量检测单元303具体通过如下步骤实现：

[0082] 取50毫升藻细胞培养液，10000转，4℃条件下离心10分钟，收集上清液，用于测定

培养液中微囊藻毒素(extracellular  microcystin，Extra  MC)含量；

[0083] 用PBS缓冲液将藻细胞转移至1.5毫升离心管中，10000转，4℃离心10分钟，洗涤一

次；

[0084] 用1毫升，PBS缓冲液悬浮沉淀的藻细胞，液氮反复冻融三次，于10000转，4℃离心

10分钟，收集上清液，用于测定铜绿微囊藻细胞内微囊藻毒素(intra cellula r 

microcystin，Intra  MC)含量；

[0085] 每个样品设置三个平行样，按照酶联免疫试剂盒(ELISA试剂盒)操作说明测定

Extra  MC和Intra  MC含量。较佳地，在测定样品中MC含量前，需要进行预实验，以确定样品

稀释倍数，使得MC测定值在试剂盒检测范围内，最后计算时乘以稀释倍数，即可算出样品中

实际MC含量。

[0086] 相关性分析单元304，用于对mcyD拷贝数检测单元302和藻毒素含量检测单元303

的结果进行相关性分析，建立不同浓度钙离子和镁离子培养的铜绿微囊藻中藻毒素产生量

与mcyD基因拷贝数的关系。

[0087] 藻毒素生成量确定单元305，用于利用上述藻毒素产生量与mcyD基因拷贝数的关

系，通过测定mcyD基因拷贝数来确定不同培养条件下藻毒素的生成量。

[0088] 以下将通过几个具体实施例来进一步说明本发明：

[0089] 实施例1：

[0090] 步骤1)不同浓度的钙离子培养的铜绿微囊藻，其产生微囊藻毒素的含量与藻毒素

合成酶基因mcyD拷贝数之前的相关性为：y＝kx+b，其中y为藻毒素含量，单位为μg/L，x为藻
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毒素合成酶基因mcyD拷贝数，单位为copies/mL，k和b为常数。

[0091] 步骤2)用不同浓度的钙离子作用铜绿微囊藻，取25毫升铜绿微囊藻培养液，用

10000转/分钟离心10分钟，去掉上清液；

[0092] 步骤3)用磷酸缓冲盐溶液(phosphate  buffer  saline，PBS)将藻细胞转移至1.5

毫升离心管中，于10000转，4℃离心10分钟，去掉上清液，收集藻细胞，将藻细胞放于-80℃

冰箱，用于后续操作；

[0093] 步骤4)利用RNA提取试剂盒对步骤3)中的藻细胞进行细胞内总RNA的提取；

[0094] 步骤5)应用专用于实时定量PCR的反转录试剂盒，进行RNA的反转录，合成cDNA；

[0095] 步骤6)以步骤5)中的cDNA为模板进行PCR扩增，反应体系为50μL(TakaRa  Ex  Taq 

HS  0.25μL,10×Ex  Taq  Buffer  5μL，dNTP  Mixture  4μL，cDNA模板4μ，上、下游引物各1μL，

其余用灭菌蒸馏水补齐)。引物信息如下：上游引物序列为5’-GCCCACAAAACCCCAACTC-3’

(SEQ  IDNO.1)、下游引物序列为5’-TTTCTGCCTAATCTTTTCCCCTCT-3’(SEQ  IDNO.2)。反应程

序为：95℃预变性30s，60℃30s，72℃1min，30个循环，72℃延伸10min。通过1.5％(wt/vol)

的琼脂糖凝胶电泳确认产物；

[0096] 步骤7)对目标基因进行纯化：利用Axygen的DNA柱式胶回收试剂盒进行胶回收，对

目标基因进行纯化，通过1.5％(wt/vol)的琼脂糖凝胶电泳确认回收是否成功；

[0097] 步骤8)质粒转化过程：将步骤7)中纯化后的DNA插入质粒载体pMD18-T中，并进一

步转化到DH5α感受态大肠杆菌溶液，然后涂布到加入Amp抗性的LB固体培养基上，通过蓝白

斑筛选，挑选转化了质粒的白色菌落；

[0098] 步骤9)利用步骤8)中的白色菌落提取质粒，测定质粒浓度后，梯度稀释，将稀释后

的质粒作为标准样品，建立标准品的浓度与临界循环数对应的一元线性回归曲线，即得到

标准曲线；

[0099] 步骤10)用待测样品替代步骤9)中的标准样品，进行定量PCR的测定，根据标准曲

线确定待测样品中的DNA浓度；按照 Premix  Ex  TaqTM试剂盒说明进行操作，加入实

时定量PCR所需试剂，反应体系为20μL，2μLDNA样品。应用ABI公司的Stepone  plus 

Detection  System进行实时定量PCR反应，采用两步法进行PCR扩增，反应条件为：预变性，1

个循环，95℃30s；PCR反应，40个循环，95℃5s，60℃30s。以循环数为横坐标，ΔRn的Log值为

纵坐标画图，得到实时定量PCR的扩增曲线，经过数据分析发现，如下表1：

[0100] 表1钙离子作用下微囊藻细胞内mcyD基因的扩增曲线变化
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[0101]

[0102] 可见，mcyD基因的指数扩增期和平台期都十分明显，荧光定量动力学曲线平滑，为

理想的扩增曲线，说明本发明的PCR方法是成功的，可用于mcyD基因的定量分析。溶解曲线

分析发现，所有目的基因均呈现单一的峰，并且溶解曲线Tm值一致(80.98℃)。标准曲线相

关系数为0.9993，根据标准曲线确定样品中mcyD基因的拷贝数；

[0103] 步骤11)微囊藻毒素的检测

[0104] 应用酶联免疫吸附法(enzyme-linked  immunosorbent  assay，ELISA)测定微囊藻

毒素(microcystin，MC)含量。取50毫升藻细胞培养液，10000转，4℃条件下离心10分钟，收
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集上清液，用于测定培养液中微囊藻毒素(extracellular  microcystin，Extra  MC)含量。

用PBS缓冲液将藻细胞转移至1.5毫升离心管中，10000转，4℃离心10分钟，洗涤一次。用1毫

升，PBS缓冲液悬浮沉淀的藻细胞，液氮反复冻融三次。于10000转，4℃离心10分钟，收集上

清液，用于测定铜绿微囊藻细胞内微囊藻毒素(intracellular  microcystin，Intra  MC)含

量。每个样品设置三个平行样。按照ELISA试剂盒操作说明测定Extra  MC和Intra  MC含量。

在测定样品中MC含量前，需要进行预实验，以确定样品稀释倍数，使得MC测定值在试剂盒检

测范围内，最后计算时乘以稀释倍数，即可算出样品中实际MC含量；

[0105] 步骤12)对步骤10)和步骤11)的结果进行相关性分析。结果表明，不同浓度的钙离

子作用铜绿微囊藻后，其藻毒素含量与mcyD基因拷贝数之间符合线性关系y＝kx+b，其中k

为0.9865，b为-31.375。

[0106] 实施例2：

[0107] 步骤1)不同浓度的镁离子培养的铜绿微囊藻，其产生微囊藻毒素的含量与藻毒素

合成酶基因mcyD拷贝数之前的相关性为：y＝kx+b，其中y为藻毒素含量，单位为μg/L，x为藻

毒素合成酶基因mcyD拷贝数，单位为copies/mL，k和b为常数。

[0108] 步骤2)用不同浓度的镁离子作用铜绿微囊藻，取25毫升铜绿微囊藻培养液，用

10000转/分钟离心10分钟，去掉上清液；

[0109] 步骤3)用磷酸缓冲盐溶液(phosphate  buffer  saline，PBS)将藻细胞转移至1.5

毫升离心管中，于10000转，4℃离心10分钟，去掉上清液，收集藻细胞，将藻细胞放于-80℃

冰箱，用于后续操作；

[0110] 步骤4)利用RNA提取试剂盒对步骤3)中的藻细胞进行细胞内总RNA的提取；

[0111] 步骤5)应用专用于实时定量PCR的反转录试剂盒，进行RNA的反转录，合成cDNA；

[0112] 步骤6)以步骤5)中的cDNA为模板进行PCR扩增，反应体系为50μL(TakaRa  Ex  Taq 

HS  0.25μL,10×Ex  Taq  Buffer  5μL，dNTP  Mixture  4μL，cDNA模板4μ，上、下游引物各1μL，

其余用灭菌蒸馏水补齐)。引物信息如下：上游引物序列为5’-GCCCACAAAACCCCAACTC-3’

(SEQ  IDNO.1)、下游引物序列为5’-TTTCTGCCTAATCTTTTCCCCTCT-3’(SEQ  IDNO.2)。反应程

序为：95℃预变性5min，随后94℃30s，退火温度60℃40s和72℃延伸40s，进行30个循环，最

终72℃延伸10min。通过1.5％(wt/vol)的琼脂糖凝胶电泳确认产物；

[0113] 步骤7)对目标基因进行纯化：利用Axygen的DNA柱式胶回收试剂盒进行胶回收，对

目标基因进行纯化，通过1.5％(wt/vol)的琼脂糖凝胶电泳确认回收是否成功；

[0114] 步骤8)质粒转化过程：将步骤7)中纯化后的DNA插入质粒载体pMD18-T中，并进一

步转化到DH5α感受态大肠杆菌溶液，然后涂布到加入Amp抗性的LB固体培养基上，通过蓝白

斑筛选，挑选转化了质粒的白色菌落；

[0115] 步骤9)利用步骤8)中的白色菌落提取质粒，测定质粒浓度后，梯度稀释，将稀释后

的质粒作为标准样品，建立标准品的浓度与临界循环数对应的一元线性回归曲线，即得到

标准曲线；

[0116] 步骤10)用待测样品替代步骤9)中的标准品，进行定量PCR的测定，根据标准曲线

确定待测样品中的DNA浓度；按照 Premix  Ex  TaqTM试剂盒说明进行操作，加入实时

定量PCR所需试剂，反应体系为20μL，2μLDNA样品。应用ABI公司的Stepone  plus  Detection 

System进行实时定量PCR反应，采用两步法进行PCR扩增，反应条件为：预变性，1个循环，95
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℃30s；PCR反应，40个循环，95℃5s，60℃30s。以循环数为横坐标，ΔRn的Log值为纵坐标画

图，得到实时定量PCR的扩增曲线，经过数据分析发现，如表2所示：

[0117] 表2镁离子作用下微囊藻细胞内mcyD基因的扩增曲线变化

[0118]

[0119] 可见，mcyD基因的指数扩增期和平台期都十分明显，荧光定量动力学曲线平滑，为

理想的扩增曲线，说明本发明的PCR方法是成功的，可用于mcyD基因的定量分析。溶解曲线

说　明　书 11/12 页

14

CN 107488719 A

14



分析发现，所有目的基因均呈现单一的峰，并且溶解曲线Tm值一致(81.13℃)。标准曲线相

关系数为0.9993，根据标准曲线确定样品中mcyD基因的拷贝数；

[0120] 步骤11)微囊藻毒素的检测

[0121] 应用酶联免疫吸附法(enzyme-linked  immunosorbent  assay，ELISA)测定微囊藻

毒素(microcystin，MC)含量。取50毫升藻细胞培养液，10000转，4℃条件下离心10分钟，收

集上清液，用于测定培养液中微囊藻毒素(extracellular  microcystin，Extra  MC)含量。

用PBS缓冲液将藻细胞转移至1.5毫升离心管中，10000转，4℃离心10分钟，洗涤一次。用1毫

升，PBS缓冲液悬浮沉淀的藻细胞，液氮反复冻融三次。于10000转，4℃离心10分钟，收集上

清液，用于测定铜绿微囊藻细胞内微囊藻毒素(intracellular  microcystin，Intra  MC)含

量。每个样品设置三个平行样。按照ELISA试剂盒操作说明测定Extra  MC和Intra  MC含量。

在测定样品中MC含量前，需要进行预实验，以确定样品稀释倍数，使得MC测定值在试剂盒检

测范围内，最后计算时乘以稀释倍数，即可算出样品中实际MC含量；

[0122] 步骤12)对步骤10)和步骤11)的结果进行相关性分析。结果表明，不同浓度的镁离

子作用铜绿微囊藻后，其藻毒素含量与mcyD基因拷贝数之间符合线性关系y＝kx+b，其中k

为1.1014，b为-37.555。

[0123] 可见，本发明一种检测钙离子和镁离子对微囊藻毒素生成影响的方法及装置通过

于培养液中加入不同浓度的钙离子和镁离子，检测微囊藻毒素的含量和微囊藻毒素产毒基

因mcyD的基因拷贝数，建立不同浓度的钙离子或镁离子、微囊藻毒素含量以及藻毒素合成

酶基因mcyD拷贝数之间的相关性，最终通过检测基因拷贝数来研究微囊藻毒素的含量，实

现了一种通过检测藻毒素合成酶基因mcyD拷贝数来研究钙离子、镁离子对微囊藻毒素生成

产生影响的方法，简化了藻毒素的测定过程，本发明特异性强、灵敏度较高，所需时间比较

短、操作比较简单，所需仪器设备和试剂相对简单。

[0124] 上述实施例仅例示性说明本发明的原理及其功效，而非用于限制本发明。任何本

领域技术人员均可在不违背本发明的精神及范畴下，对上述实施例进行修饰与改变。因此，

本发明的权利保护范围，应如权利要求书所列。
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