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节旋藻 k Αρτηροσπιρα , 又常被称作螺旋藻 Σπιρυλι2

ναl o是原核丝状蓝藻 o由于其所蕴涵的高品质营养成

分而成为一类具有重要经济价值的微藻 ≈t ∀目前 o节

旋藻的分子遗传学 !基因组学 !基因工程和遗传育

种 ≈u 研究已成为微藻研究领域的热点之一 ∀高纯度 !

高分子量 ⁄��的简便高效制备方法是开展各项研究

的基础 o但节旋藻自身结构和成分上的特性给高纯度

⁄��的高效分离造成了一些困难 ∀节旋藻外被胶质

鞘 o使其可耐受高浓度溶菌酶 !冻融裂解 !煮沸裂解等

处理 ~同时节旋藻含有丰富的蛋白质 !多糖和多种色

素 o并具有非常高的核酸酶活性 o在 ⁄��制备过程中

这些成分不仅会干扰所提取 ⁄��的纯度 o而且还易

使 ⁄��被核酸酶降解 ∀

目前 o节旋藻 ⁄��的制备方法可分为两类 }一类

是采用提取细菌基因组 ⁄��的方法 o如 �¬¦¦¤µ§¬等在

克隆节旋藻谷氨酰胺合成酶 kª̄∏·¤°¬±̈ ¶¼±·«̈·¤¶̈l 基

因的研究中所采用的 ⁄�� 提取办法即是根据 �¤µ2

°∏µ
≈v 所建立的从微生物中分离 ⁄��的流程 ~ �¤º¤·¤

等 ≈w ox  则直接使用了商品化的细菌基因组 ⁄��提取

试剂盒k •¬½¤µ§ �̈ ±²°¬¦⁄�� ³∏µ¬©¬¦¤¬·¬²± ®¬·l来制备

节旋藻 ⁄�� o并用于构建节旋藻 ×�载体基因文库 ∀

此类方法一般首先用表面活性剂或超声破碎 !冻融法

等物理手段裂解细胞 o再用酚 !氯仿等使蛋白变性以

纯化 ⁄��∀由于其操作流程和试剂配伍未针对节旋藻

的结构和组成特性 o往往提取效率较低且 ⁄��纯度

难以保证 ∀另一类方法则是沿用 • ¬̄̄¬¤°¶制备集胞藻

k Σψνεχηοχψστισl⁄��的方法及其改进方法 ≈y 
o但此类方

法采用 ≤¶≤̄ 密度梯度离心来纯化 ⁄�� o操作比较复

杂 o花费较大 ~这两类方法提取的 ⁄��分子量一般为

us ∗ xs ®¥∀近年来 o随着基因组学的兴起 o构建细菌人

工染色体k�¤¦·̈µ¬¤̄ �µ·¬©¬¦¬¤̄ ≤«µ²°²¶²°̈ o��≤l或酵母

人工染色体k≠ ¤̈¶·�µ·¬©¬¦¬¤̄ ≤«µ²°²¶²°̈ o≠�≤l文库 !绘

制大尺度物理图谱和染色体步查等工作要求制备更

大分子量 o甚至 �¥级的基因组 ⁄�� o但目前在节旋

藻中 o甚至在蓝藻中尚未见相关的研究报道 ∀

本研究针对节旋藻结构和组成的特性 o报道了制

备节旋藻大分子量 ⁄��的两种方法 o其中第一个方

法是常规方法 o是对 ≥¤«ª¤¬2�¤µ²²©≈z 等建立的十六烷

基三甲基溴化铵 k≤×��l提取方法的改进 o可大量提

取纯度较高 !分子量达 xs ®¥的节旋藻 ⁄�� o可用于

构建质粒文库 ! ≥²∏·«̈µ±杂交和 °≤� 操作等 ~第二种

方法则是以 ≥¦«º¤µ·½和 ≤¤±·²µ¶
≈{ 发明的脉冲场凝胶电

泳技术为基础 o将节旋藻细胞用琼脂糖包埋后原位裂

解 !消化蛋白质 !限制性酶切 o然后用脉冲场凝胶电泳

仪分离 ⁄��片段 o可用于构建 k噬菌体文库 !粘粒文

库 !��≤文库等 o从而为构建节旋藻基因组物理图谱 o

定位克隆基因等研究奠定基础 ∀ο�
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t 材料与方法

tqt 材料

处于对数生长中期 k�⁄xys � sq{l 的钝顶节旋藻

k Αρτηροσπιρα πλατενσισl≥y品系经筛绢过滤收集 o并用灭

菌双蒸水冲洗 u ∗ v次后备用 ∀用常规方法提取 ⁄��

时 o新鲜或冷冻材料均可 ~而用包埋方法制备 ⁄��时

须用新鲜材料 ∀

tqu 缓冲液

tquqt 常规提取方法中所使用的缓冲溶液

≤×��提取缓冲液≈uh k Ω/ ςl ≤×��~tqw °²̄r�

�¤≤̄ ~xs °°²̄r�∞⁄×�k³�{qsl ~tss °°²̄r�×µ¬¶2�≤̄

k³�{qsl ~uh k体积分数l Β2巯基乙醇 k使用前加

入l  ~

≤×��沉淀缓冲液≈th k Ω/ ςl ≤×��~xs °°²̄r�

∞⁄×�k³�{qsl ~xs °°²̄r�×µ¬¶2�≤̄ k³�{qsl  ∀

tququ 琼脂糖包埋法所使用的缓冲液

外鞘洗脱液 ≈sqt °²̄r �磷酸钠缓冲液 k³�yqsl o

tqx °²̄r��¤≤̄  

高渗保护液 ≈ts °°²̄r �×µ¬¶2�≤̄ k³�{qsl osqu

°²̄r�∞⁄×� ot °²̄r��¤≤̄  

细胞裂解液 ≈ts °°²̄r �×µ¬¶2�≤̄ k³�{qsl osqu

°²̄r �∞⁄×�k³�{qsl ot °²̄r ��¤≤̄ osqxh十二烷基

肌氨酸钠 ot ªr�溶菌酶 oth Β2巯基乙醇 

蛋白消化液 ≈sqx °²̄r �∞⁄×�k³�|qsl osqxh十

二烷基肌氨酸钠 ot ªr�蛋白酶 �oth Β2巯基乙醇 

tqv ⁄��的制备流程

tqvqt 常规方法制备节旋藻 ⁄��

取 t ª藻丝体液氮冷冻 tx °¬±o取出后液氮研磨 o

过程中加入 sqt ª聚乙烯吡咯烷酮 k°∂°l o磨碎的藻

粉转入已预热至 yx ε 的含 ts °�≤×��提取缓冲液的

离心管中 o搅拌混合均匀 oyx ε 水浴保温 ys °¬±~将水

浴温度降至 xs ε o加入 � �¤¶̈ �至终浓度 xs Λªr °�o

继续温育 vs °¬±~加入蛋白酶 �至终浓度 uss Λªr°�o

继续温育 |s °¬±∀温育过程中隔 tx °¬±混匀 t次 ∀待

溶液冷却至室温后 o加入等体积氯仿 Β异戊醇 kuwΒ

tl o轻柔地颠倒混匀 us °¬±o变性并抽提蛋白质 ~室温

下 ts sssµr °¬±ktu sss ªl离心 ts °¬±o上清液转入另

一离心管中 ~重复抽提 u ∗ v次 o至有机相和水相之间

无变性的蛋白质 ∀在上清液中加入等体积的 ≤×��沉

淀缓冲液 o轻缓颠倒混合 o可见白色絮状物质 o室温放

置 vs °¬±以上至过夜 ~用玻棒缠绕白色絮状物质将其

挑出后溶解于 x °�t °²̄r��¤≤̄ 溶液中 ~加入两倍体

积的无水乙醇 o轻柔混匀后可见透明絮状的 ⁄�� o室

温静置 vs °¬±以上 ~用玻棒缠绕挑出 ⁄�� o在 x °�

zxh乙醇中浸洗除盐 o沥干乙醇 o最后溶于 t °�×ts

∞s qtkts °°²̄r �×µ¬¶2�≤̄ k³� {qsl osqt °°²̄r �∞⁄×�

k³� {qsll缓冲液 ∀

tqvqu 琼脂糖包埋法制备节旋藻大分子量

⁄��

筛绢过滤约 ts °�节旋藻培养液收集藻丝 o用外

鞘洗脱液冲洗藻丝体两次 ~将藻丝体重悬于 us °�的

外鞘洗脱液中 ovs ε 下 ysµr °¬±振荡 ys °¬±~再次过

滤收集藻丝 o用高渗保护液洗涤两次 ~用 t °�高渗保

护液重悬藻丝 o使密度达到约 ts
| 细胞r °�owx ε 温

育 ~与等体积 tqyh的低熔点胶 k用高渗保护液配制l

混匀后 o注入 �¬²2� �⁄ ≤�∞ƒ �¤³³̈µ
×� 的凝胶块型模ky

°°≅ tqx °°≅ ts °°l中 os ∗ w ε 固化 vs °¬±~将固化

的琼脂糖块置于 us倍体积的裂解缓冲液中 o于 vz ε

轻柔振荡温育 uw «~将琼脂糖块转入 ts倍体积的蛋

白消化液中 o于 xs ε 温育 w{ «消化蛋白质 o中间更换

一次消化液 ~将含有大分子量 ⁄��的凝胶块放于 ws

倍体积的含 t °°²̄r�°�≥ƒ的 ×∞中 oxs ε 温育 t «以

灭活蛋白酶 �~然后于 ws倍体积的 ×∞缓冲液中漂洗

两次 ∀凝胶块在 ws倍体积的 sqsx °²̄r �的 ∞⁄×�

k³�{qsl溶液中于 w ε 可储存半年以上 ∀

tqw ⁄��纯度及含量测定

常规方法提取的 ⁄��可用紫外分光光度计测定

⁄��溶液在波长为 uys ±°处的光吸收值 o从而计算

出 ⁄��量 ~同时测定 uvs ±°和 u{s ±°处的光吸收

值 o并通过计算 �⁄uysr �⁄u{s和 �⁄uysr �⁄uvs的值来判

断纯度 ∀

对于包埋于凝胶块中的大分子量 ⁄��用下述方

法判断含量 }一系列标准浓度的 Κ⁄��用琼脂糖包埋

制成浓度为 sq{h的凝胶块 o将样品与 Κ⁄��标准同

时用 ∞�染色 o紫外灯下通过比较样品和标准的荧光

强度估计 ⁄��含量 ∀

tqx ⁄��的限制性内切酶消化与电泳

共选用 tv种限制性内切酶 k图 tl对常规方法制

备的 ⁄��进行酶切实验 o限制酶的用量均为 ts �rΛª

⁄�� ~酶切温度除 Σµα �为 vs ε 外 o其余皆是 vz ε ~消

化时间为 t «∀酶切产物经 sq{h琼脂糖凝胶电泳分

离 o电泳缓冲液为 t≅ ×�∞o电压为 w ∂r¦°∀

包埋于琼脂糖凝胶中的大分子量 ⁄��进行限制

性酶切之前 o要先将凝胶块放入 ts倍体积 ×∞溶液中

研究报告 Ρ ΕΠΟΡΤΣ
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图 t 常规方法制备 ⁄�� 及限制性酶切电泳图谱

ƒ¬ªqt ∞̄ ¦̈·µ²³«²µ̈¶¬¶²© ª̈ ±²°¬¦⁄�� ·µ̈¤·̈§¥¼

µ̈¶·µ¬¦·¬²± ±̈½¼° ¶̈

t q Βαµ Η �~u q Χλα �~v q ΕχοΡ �~w q Ηινδ ���~x q Ηπα ��~
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�~tu q Σστ �~tv q Ξβα �~tw q �¬ª« • ¬̈ª«·� ²̄ ¦̈∏̄¤µ⁄�� ~tx q

Κ⁄��r ΕχοΡ � n Ηινδ ���

室温洗涤 w次 o每次 vs °¬±~再用 ts倍体积 ×ts∞s qt浸

泡 t «~然后置于 u倍体积的 t≅ 酶切反应缓冲液中 o

w ε 平衡 v «o重复 v次 ~然后每块凝胶加入 sqv °�冰

冷的含有限制性内切酶的酶切缓冲液 o冰浴放置 t «

后于适宜温度下消化 ∀对于进行完全酶切的 ⁄��样

品 o限制酶的用量为 x�rΛª⁄�� o酶切 w «以上至过

夜 ~而部分酶切的条件需预实验确定 o消化时间均设

为 t «o限制酶的用量分别为 t�!u�!w�!{�和 ty�∀最

后加入 trts体积的 sqx °²̄r�∞⁄×�k³� {qsl终止反

应 ∀本实验使用 �¬²2�¤§公司的 ≤�∞ƒ �¤³³̈µ脉冲电

场凝胶电泳仪进行大分子量 ⁄��电泳分离 ∀电泳前

凝胶块在 xs倍体积的 ×∞溶液中于 w ε 浸泡 t «o取出

后塞入点样孔并用熔化的琼脂糖封住 ∀对未经酶切的

大分子量 ⁄�� o电泳条件为 }sqyh ≤«µ²°²¶²°¤̄ �µ¤§̈

琼脂糖凝胶 ot≅ ×�∞otw ε o�̄²¦®t}u ∂r¦°otsyβo脉

冲交变时间 us ∗ wsqw °¬±o线形递增 o 脉冲时间为

t|qv «~�̄²¦®u}y ∂r¦°otusβo脉冲交变时间 tvvqxt

∗ tvyqux¶o线形递增 o脉冲时间为 |qw «∀经限制性内

切酶消化后的脉冲电泳条件为 } sq{h °ƒ≤ 琼脂糖凝

胶 ot≅ ×�∞otw ε oy ∂r¦°otusβo脉冲交变时间 sqvv

∗ vtqxz¶o线形递增 o脉冲时间为 tsqvx «∀

u 结果和讨论

uqt 提高节旋藻 ⁄��得率的措施

节旋藻藻丝表面结构的最外层是多糖成分的胶

质鞘k≥«̈¤·«l o其内侧是肽聚糖成分的细胞壁 o再向内

是包被着原生质的细胞膜 o其中胶质鞘在维持藻丝形

态 !保护内部细胞等方面发挥着重要作用 ∀ �²¥¬±¶²±等

发现具胶质鞘的节旋藻细胞可耐受浓度达 u °ªr °�

溶菌酶的处理 ~另外 o我们也曾尝试采用反复冻融或

煮沸裂解的方式来破碎节旋藻细胞 o但发现即使在

≥⁄≥或 ≤×��等表面活性剂存在的情况下 o细胞裂解

程度也十分有限 ∀因此为提高 ⁄��得率 o在本实验的

两种 ⁄��制备方案中分别采取了两种不同的细胞破

碎方法 }常规法提取节旋藻 ⁄��时采用液氮冷冻研

磨的物理破碎方法 ~而包埋法制备大分子量 ⁄��时 o

根据 �²¥¬±¶²±等用 �≤̄ 和 ∞⁄×� 溶液洗鞘制备节旋

藻原生质体的方法 o先用适当浓度的 �¤≤̄ 溶液洗涤

藻丝除去胶鞘 o包埋后再用溶菌酶和 ≤×��破壁 !破

膜 ∀结果表明这两种方法均可较彻底地裂解节旋藻细

胞 o从而有效地提高 ⁄��得率 ∀本实验中采用常规制

备方案进行了 v次提取实验 o从每克鲜藻中提取的

⁄��量分别为 tyt Λª!t{{ Λª和 twv Λªo⁄��平均得

率为 tyw Λªrª鲜藻 ∀在包埋法制备 ⁄��实验中 o凝胶

块最初为深墨绿色 o经过一系列提取步骤后胶块基本

透明 o色素完全溶出 o表明胶质鞘洗脱后细胞裂解彻

底 o凝胶块中的 ⁄��已基本游离 ∀本实验中 o我们用

ts °�藻液制备了 ts块凝胶块 o每一凝胶块中含有

tqx ∗ u Λª⁄�� ∀

uqu ⁄��降解的防护与 ⁄��纯化

节旋藻不存在核膜 o细胞壁和细胞膜破裂即意味

着胞内的核酸物质将直接受到外界环境的影响 ∀由于

节旋藻具有很高的胞内和胞外核酸酶活性 o因此破膜

后 ⁄��的有效保护 o是成功获得大分子 ⁄��的关键

之一 ∀同时 o节旋藻成分较为复杂 }富含蛋白质 o可达

干质量的 zsh ~含有多种多糖成分 ~节旋藻的色素是

由藻胆蛋白和叶绿素等组成 o成分多样 ∀这些成分是

否能得到有效去除 o 将直接影响到后续的 ⁄�� 操

作 ∀

针对节旋藻胞内 ! 胞外核酸酶活性高这一特性 o

我们采用了洗涤藻丝或洗脱胶质鞘来降低胞外核酸

酶活性 o在抑制核酸酶活性的温度下 k如液氮下研磨

及 yx ε 温育裂解l 进行操作 o以及适当提高溶液中

∞⁄×�浓度kxs ∗ xss °°²̄r�l以螯合核酸酶发挥活性

必需的二价金属离子等措施 ∀鉴于 ∞⁄×�浓度的提高

以及节旋藻自身蛋白质含量丰富 o在实验方案中我们

研究报告 Ρ ΕΠΟΡΤΣ
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图 u 琼脂糖包埋方法制备 ⁄�� 及限制性酶切电泳图谱

ƒ¬ªqu �¬ª« °²̄ ¦̈∏̄¤µº ¬̈ª«·k� � • l ⁄��¶¤±§¬·¶³¤µ·¬¤̄

§¬ª̈ ¶·¬²± q

t q �¤°¥§¤ ⁄�� ¤̄§§̈µ~u q � � • ⁄�� ~v qu qs ∏±¬·~w q

w qs ∏±¬·~x q{ qs ∏±¬·q

使用了较高浓度的 °µ²·̈¬±¤¶̈ �o这有利于较彻底地消

化蛋白质 ∀节旋藻细胞内色素含量高且成分多样 oΒ2
巯基乙醇被用做还原剂以防止这些多酚类物质被氧

化为醌类 o其用量也较高 ~同时还使用了聚乙烯吡咯

烷酮来去除多酚类物质 ∀作为表面活性剂的 ≤×��在

本实验中一方面被用做裂解细胞膜 o另一方面在适当

的离子强度下 ≤�×�可与 ⁄��形成沉淀复合物 o从而

将 ⁄��与节旋藻中大量的多糖成分分离 ∀

uqv 常规方法制备的 ⁄��分子量与纯度

常规方案制备 ⁄��的电泳结果表明其分子量约

xs ®¥k图 tl ∀纯度检测分别采用比色法和酶切验证 ∀

测定了三次提取实验得到的 ⁄�� 样品的在 �⁄uvs !

�⁄uys 和 �⁄u{s 值 o �⁄uysr �⁄u{s 的均值为 tq{vo 而

�⁄uysr�⁄uvs v次平均值为 tq|yo说明所制备 ⁄��纯度

较高 ~限制性酶切验证 ⁄��纯度实验选用了 tv种限

制性内切酶 o其中 v种酶识别位点为 w个碱基 o其余

为 y个碱基 ∀完全酶切结果表明所制备的 ⁄��对所

选用的 tv种限制性内切酶均十分敏感k图 tl ∀

uqw 包埋法制备 ⁄��的部分酶切

不论是构建 ��≤或 ≠�≤文库还是脉冲电场凝胶

电泳进行基因分型研究 o重复性良好的酶切可用于验

证所制备 ⁄��的质量 ∀图 u是包埋于琼脂糖凝胶中

的节旋藻高分子量 ⁄�� 用不同量的限制性内切酶

ΒαµΗ�消化 t «电泳结果示意图 ∀其中未经过酶切

⁄��k泳道 ul的分子量可达数百 ®¥o而随着限制性酶

量的增加 o⁄��降解程度上升 o显示采用本方法制备

的包埋于琼脂糖凝胶中的 ⁄�� 具备良好的可酶切

性 ∀

另外 o我们还将上述两种方法分别用于极大节旋

藻k Α. µαξιµαl !颤藻k Οσχιλλατορια¶³ql和盐泽螺旋藻

k Σπιρυλινα συβσυλσαl 高分子量 ⁄��的制备 o均取得了

较好的效果k实验数据未显示l o表明本文所描述的两

种 ⁄��制备方法对其它丝状蓝藻也有一定的适用

性 ∀
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采用鲜活的饵料 o如沙蚕 !牡蛎 !花蛤 !缢蛏 !鱿鱼或蟹

肉 ∀据报道 o从亲虾池中氧气的消耗和氨氮的增加情

况来看 o以沙蚕 !虾肉和蟹肉作比较 o沙蚕产生的氨

氮最少 o耗氧最低 o蟹肉则产生的氨氮最多 o耗氧最

高 ≈v 
o因此选择亲虾饵料以活的沙蚕最佳 ∀投喂性腺

饱满的饵料k如牡蛎l时 o应去除生殖腺后投喂 o以防

水质的污染 ∀投喂时应掌握好饵料的数量 o既要足够

又不应投过量 o以防增加亲虾池中有机质的含量 ∀同

时 o也应讲究投饵的时间和方式 o对亲虾比较不喜欢

吃的饵料 o如贝肉 !鱿鱼等 o应在清除喜欢吃的饵料

k如沙蚕l一段时间后再投o效果会更好∀定时清除亲虾池

中的残饵和粪便也是改善水质一个有力的措施∀

此外 o潮汐和气候的突然变化与亲虾蜕壳也有一

定关系 ∀据多年培育日本对虾亲虾的经验 o亲虾的蜕

壳高峰常常出现在大潮后 o这可能与大潮时水环境变

化激烈而刺激亲虾有关 o还有 o气候的突然变化 o如大

风或暴雨 o常引起亲虾摄食的下降 o性腺发育受影响 o

无性腺亲虾比例增加 o也会增大亲虾的蜕壳率 ∀

v 小结

总之 o影响日本对虾亲虾蜕壳的因素除了外在因

子 ) ) ) 温度 !盐度 !水质 !饵料 !换水 !潮汐和气候外 o

还应考虑到内在因子的影响 o如亲虾培育时间所引起

的生理变化 o性腺发育程度以及蜕壳激素分泌水平

等 o因此要降低日本对虾亲虾的蜕壳率 o延长亲虾蜕

壳的间隔时间 o促进亲虾的性腺发育 o应对亲虾进行

催熟手术 o以降低性腺抑制激素的分泌水平 o同时应

该改善培育亲虾的水质 o保证亲虾优质的饵料 o防止

培育亲虾水环境温 !盐等环境因子的激烈变化 o换水

时应注意保持温度和盐度与原池水一致 o并掌握好换

水方式和换水量 o减少对亲虾的刺激 o以达到降低日

本对虾亲虾蜕壳率 o提高其亲虾利用率的目的 ∀
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