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利用抑制差减杂交技术分离三角褐指藻在缺氮条件下
上调表达的基因 

唐建新 1, 2 , 陈卓 1, 2 , 胡晗华 1 
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摘要: 为了阐明硅藻利用氮源的分子机制, 以三角褐指藻为材料, 利用抑制差减杂交技术, 分离鉴定了 16个在

缺氮诱导条件下上调表达的基因片段。其中, 与已知功能基因具有较高相似性的有 7 种, 都是跟氮源的吸收利

用相关的。Northern blotting 验证其中 5 个基因, 包括硝酸盐转运蛋白基因、铁氧化还原蛋白亚硝酸还原酶基因、

铵盐转运蛋白基因、结合 ATP 盒的转运蛋白基因和嘌呤透过酶基因, 在缺氮诱导条件下转录水平有明显上调。 
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Separation of the up-regulated genes under nitrogen starvation from 
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Abstract: Sixteen cDNA fragments of Phaeodactylum tricornutum were isolated and identified to be up-regulated under 
nitrogen starvation by suppression subtractive hybridization (SSH) technology in order to elucidate the molecular mecha-
nism of the diatom nitrogen utilization. Seven of them have high similarity with the functional genes related to the utiliza-
tion of nitrogen. Northern blotting analysis indicated that 5 genes, nitrate transporter gene (nrt), nitrite reductase gene (nir), 
ammonium transporter gene (amt), ATP-binding cassette transporter gene (abc), and purine permease gene (pup), were 
significantly up-regulated under nitrogen starvation. 

Keywords: Phaeodactylum tricornutum; suppression subtractive hybridization; nitrogen starvation 

氮源是控制海洋浮游植物生长的一个重要因 
素[1]。氮源的利用包括氮源的吸收、储存、还原和

氨基酸的合成等过程。其中, 氮源的吸收可由特异
的氮源转运相关的蛋白来完成。作为海洋中重要的

初级生产力 [2], 硅藻具有一系列高亲和力的与氮源
转运相关的蛋白[3, 4], 可以有效的利用多种形式的氮
源 [3, 5]。液泡占据硅藻细胞体积的 40%, 可储存氮  
源[6]。真核微藻硝酸盐的还原经历了以下过程: 首先, 
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由硝酸还原酶将 NO3
−还原为 NO2

−, NO2
−经亚硝酸盐

转运蛋白转入质体中 [7], 再由亚硝酸还原酶还原为
NH4

+后进入氨基酸的合成代谢。 
三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)是羽纹

硅藻 (Pennate)的一种 , 其细胞壁硅质化程度不高, 

可以在缺硅的环境中生长[8]。它作为硅藻生物学研

究的一个模式种, 具有生长世代短、易遗传转化等优
点[9, 10]。另外, 三角褐指藻全基因组测序已经完成[11], 
同时, 网上还有 EST数据库(http://www.biologie.ens. 
fr/diatomics/EST3/)[12], 更方便对三角褐指藻细胞内
信号转导、形态转变的基因调控和进化等方面进行

研究。 
目前, 硅藻对氮源吸收利用的研究多侧重在生

理生化方面, 而在分子机制方面的研究较少。本研
究借助抑制差减杂交技术分离三角褐指藻在缺氮诱

导条件下上调表达的基因, 以便于进一步阐明硅藻
利用氮源的分子机制。 

1  材料和方法 

1.1  材料与培养 

三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)来源

于中国科学院海洋研究所。将少量对数生长期的藻

细胞接入盛 1 L f/2液体培养基[13] 的 2 L的三角瓶中, 
通入过滤空气,置于温度为 22℃、光强为 100 μmol 
photons/(m2⋅s)、连续光照的植物培养箱中培养。 

1.2  方法 

1.2.1  缺氮处理 

藻生长至 OD750 nm约为 0.3时, 离心收集藻细胞
(2 000 g, 8 min)。用人工海水洗涤 4次, 再用少量人
工海水将细胞重悬。随后, 将悬浮细胞液分成两份, 
一份置于正常培养基中, 即正常组; 另一份用缺少
硝酸盐的培养基培养, 即缺氮组, 缺氮处理时间为
36 h。 

1.2.2  总 RNA 的提取及 mRNA 的纯化 

用Trizol RNA提取试剂盒(Invitrogen)提取正常
组和缺氮组三角褐指藻的总 RNA; mRNA的纯化方
法按照 PolyA Tract mRNA Isolation System(Promega)
操作手册进行。 

1.2.3  抑制差减杂交 

依据 Clontech PCR-SelectTM cDNA Subtractive 
Kit(Clontech)说明书所述实验步骤进行操作。先将纯
化的 mRNA 反转录成双链 cDNA, 然后, 以缺氮组
三角褐指藻的 cDNA 作为检测组(Tester), 以正常组
cDNA 作为驱动组(Driver)做抑制差减杂交。选用管
家基因 β-tubulin 为内标基因检测差减效率, 并根据
GenBank 中 AY729821.1 的序列, 设计特异引物: F:  
5′-GAGGTAAGACCCTTTGGTGTG-3′; R: 5′-TCTC 
CTGCGATACCGTGCTC-3′。理论上所设计的引物应
扩增出长度为 390 bp的片段。 

1.2.4  差减 cDNA 文库的构建 

将抑制差减杂交第二次 PCR的扩增产物直接连
接到 pMD18-T载体, 然后化学转化 E. coli DH5α感
受态细胞。从文库中随机挑取 400 个克隆在 LB 平
板上(内含 50 μg/mL Amp)划线, 4℃保存。用菌落
PCR 的方法筛选阳性克隆, 检测文库的插入率及插
入片段的大小。 

1.2.5  点杂交筛选阳性克隆 

首先, 制备差减 cDNA 文库探针和对照文库探
针: 将差减 cDNA 片段及未差减 cDNA 片段的第二
轮 PCR 产物用 RsaⅠ完全酶切后纯化; 然后按照
Roche 公司 DIG High Prime Labeling & Detection 
Starter Kit说明书制备点杂交时所需要的探针。 

其次, 点杂交筛选阳性克隆: (1)取 3 μL阳性克隆
PCR产物, 与 3 μL新鲜配制的 0.6 mol/L NaOH混匀变
性, 在两张尼龙膜上相同的位置各点 1 μL混合液; (2)
两张膜全部点完后, 在 0.5 mol/L Tris(pH 7.5)润湿的滤
纸上放置 5 min, 然后在双蒸水润湿的滤纸上放置   
5 min, 自然晾干; (3)紫外线照射固定 5 min; (4)杂交、
显色实验步骤依据 Roche 公司 DIG High Prime La-
beling & Detection Starter Kit说明书进行; (5)最后比较
两张膜, 据两者对应位置显色的差异, 选取杂交信号
仅在用差减 cDNA文库探针杂交时出现、或信号强度
明显高于用对照 cDNA文库探针的为阳性克隆; (6)再
做第二轮点杂交验证, 以剔除假阳性, 方法同上。 

1.2.6  序列相似性比对分析 

经两轮点杂交筛选出的阳性克隆由北京奥科公
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司测序, 所获得的序列在三角褐指藻全基因组序列
网站上 (http://genome.jgi-psf.org/Phatr2/Phatr2.home. 
html)进行查找, 并在 GenBank中进行比对。 

1.2.7  Northern blotting 分析 

取正常和缺氮培养条件下三角褐指藻的总RNA
各 20 μg做 Northern杂交, 选取 18S rRNA为内参。
甲醛变性琼脂糖凝胶电泳、转膜实验方案参照

《Molecular Cloning》[14], 杂交实验步骤依据 Roche
公司 DIG High Prime Labeling & Detection Starter 
Kit说明书进行。 

2  结果与分析 

2.1  差减 cDNA文库差减效率的检测 

以三角褐指藻的管家基因β-tubulin 为内标, 比

较该基因在经过差减和未经差减杂交的 cDNA 中丰
度的相差倍数, 借此估计差减杂交效率。经电泳检
测发现, 以没有经过差减的 cDNA为模板, PCR扩增
30 个循环后, 即可扩增出β-tubulin 的目的条带, 35
个循环后可扩增较亮的目的条带; 而在以经过差减
的 cDNA 为模板的扩增体系中, 直到 35 个循环后, 
仍看不到目的条带(图 1)。因此, 差减杂交使在驱动
组和检测组中转录本丰度相同的基因得到有效的 
抑制。 
 

 
图 1  以β-tubulin 为内标 PCR 检测文库的差减效率 
1: 200 bp marker; 2~5: 以差减的 cDNA为模板 PCR扩增结果; 6~9: 
以未经差减的 cDNA 为模板 PCR 扩增结果。2 和 6 为 20 个循环; 3
和 7为 25个循环; 4和 8为 30个循环; 5和 9为 35个循环。 
 

2.2  差减 cDNA克隆的筛选 

以 Nested Primer1 和 Nested Primer2R 为引物, 
PCR扩增文库插入片段。弃去阴性及 PCR产物为多
条带的克隆, 选取 PCR 产物为单一条带的克隆作进
一步的点杂交筛选。经两轮点杂交筛选, 选取在两

张膜上杂交信号存在明显差异的克隆, 共得到阳性
克隆 39个(图 2)。 
 

 
 

图 2  文库的第二轮点杂交筛选的部分结果 
A、B 两张膜上相同位置上点同一单克隆的 PCR 产物。A 膜用文库
差减的 cDNA探针做杂交，B膜用未经差减的 cDNA探针做杂交。 
 

2.3  阳性克隆 cDNA片段测序及序列分析 

对 39个阳性克隆进行测序, 所获得的序列进行
序列查找和相似性比对, 最后对 16个阳性克隆序列
进行归类分析(表 1)。其中, 与已知功能基因具有较
高相似性的差异表达克隆共有 7 种, 分别是: 硝酸
盐转运蛋白基因、硝酸还原酶基因、亚硝酸还原酶

基因、铵盐转运蛋白基因、结合 ATP盒的转运蛋白
基因、嘌呤透过酶基因和谷氨酸脱氢酶基因。 

2.4  差异表达基因的 Northern blotting检测 

用 18S rRNA 作为内标, 选取与已知功能基因
具有较高相似性的 7种基因片段进行Northern杂交。
结果显示: 硝酸盐转运蛋白基因(nrt)、亚硝酸还原酶
基因(nir)、铵盐转运蛋白基因(amt)、结合 ATP盒的
转运蛋白基因(abc)和嘌呤透过酶基因(pup)在缺氮
诱导条件下的转录水平明显上调(图 3), 其转录本大
小与网上预测的 cDNA全长大小均一致。 

 
图 3  Northern blotting 验证差异表达的基因 
1: 正常组; 2: 缺氮组。nrt: 硝酸盐转运蛋白基因; nir: 亚硝酸还原酶
基因; amt: 铵盐转运蛋白基因; pup: 嘌呤透过酶基因; abc: 结合
ATP盒的转运蛋白基因; 18S rRNA: 18S rRNA基因。 
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表 1  三角褐指藻缺氮诱导表达的基因及在 GenBank 中相似性比较的结果 
克隆 片段大小 

(bp) 
GenBank 
序列号 

相似基因的 
物种 

相似基因片段 
编码的蛋白 

相似基因在 GenBank 
序列号 

相似性 
(aa/aa) 

E值

F28 330 GO787083 − 未知功能 − − − 
F42 245 GO787084 − 未知功能 − − − 

F141 261 GO787085 − 未知功能 − − − 
F161 269 GO787086 − 未知功能 − − − 
F163 213 GO787087 − 未知功能 − − − 
F252 112 GO787088 − 未知功能 − − − 
F294 137 GO787089 − 未知功能 − − − 
F357 162 GO787090 − 未知功能 − − − 

F43 315 GO787091 Phaeodactylum 
tricornutum 硝酸还原酶 AY579336.1 104/104 (100%) 3e-55

F46 273 GO787092 Cylindrotheca 
fusiformis 硝酸盐转运蛋白 AAD49571.1 63/88 (71%) 2e-21

F47 495 GO787093 Thalassiosira 
pseudonana NADPH亚硝酸还原酶 EED95108.1 120/164 (73%) 2e-66

F132 283 GO787094 Ostreococcus 
tauri 结合 ATP盒的转运蛋白 CAL55318.1 41/94 (43%) 2e-16

F151 702 GO787095 Thalassiosira 
pseudonana 

铁氧化还原蛋白亚 
硝酸还原酶 

EED92802.1 132/170 (77%) 2e-65

F221 326 GO787096 P. tricornutum 嘌呤透过酶 EEC43913.1 82/85(96%) 9e-42
F281 199 GO787097 C. fusiformis 铵盐转运蛋白 AAV70490.1 49/65 (75%) 4e-15

F339 297 GO787098 T. pseudonana
NADP特异的 
谷氨酸脱氢酶 

EED86525.1 50/98 (51%) 3e-23

 
3  讨 论 

通常情况下, 转运蛋白基因除了可以被其转运
的底物在短期内诱导上调表达, 还可以在缺少底物
时高表达[15~18]。本实验得到的转运蛋白基因在缺少

氮源时高表达, 与前人研究的结果一致。通过构建
差减文库, 本实验获得了一些三角褐指藻在缺氮诱
导条件下上调表达的 cDNA 片段, 根据功能的不同
划分为六类: 

(1) 硝酸盐转运蛋白基因(nrt) 
硝酸盐转运蛋白负责将外源的 NO3

-转移至细胞

内。nrt与纺锤细筒藻(Cylindrotheca fusiformis)的硝
酸盐转运蛋白基因 NAT1 同源, 其编码产物属于硝
酸盐及亚硝酸盐转运蛋白家族[19], 可能属于诱导型
高亲合吸收系统[20]。研究表明: nrt表达受氮源调控,
如受 NO3

−短期内诱导[21], 被 NH4
+抑制[22]。此外, 细

胞周期和光照等因素也会影响到其表达[21, 23~25]。通

过 RNA 酶保护实验来测定在不同氮源培养基中纺
锤细筒藻 NAT1 转录本的丰度, 发现 NAT1 在 NO3

-

培养基中转录本的丰度最高, 其次是在缺氮培养基
中[21]。本研究发现三角褐指藻 nrt 在缺氮培养基中
转录水平远高出其在含 NO3

-的培养基中, 结果的差
异可能是由于缺氮处理的时间长短不同造成的。 

(2) 铁氧化还原蛋白亚硝酸还原酶基因(nir) 
nir 与伪矮海链藻(Thalassiosira pseudonana)的

铁氧化还原蛋白亚硝酸还原酶基因 nir同源。铁氧化
还原蛋白亚硝酸还原酶负责将 NO2

−还原为 NH4
+[26]。

研究表明: nir 表达受 NO3
−诱导 [26], 另外, 胞内氮

源、碳源、光和激素等对其表达也有影响[23~25]。本

研究发现三角褐指藻 nir 在缺氮诱导时转录水平较
在 NO3

−培养基中高。 
(3) 铵盐转运蛋白基因(amt) 
amt 与纺锤细筒藻的铵盐转运蛋白基因 AMT2

同源。铵盐转运蛋白可以使细胞从环境中吸收

NH4
+。由于 NH4

+在细胞内不经过还原过程, 即可直
接合成谷氨酰胺, 进入氨基酸的合成代谢[27], 所以, 
一般情况下, 当外界存在各种形式的氮源时, 细胞
会优先利用 NH4

+[28]。研究表明: amt的表达受 NH4
+

诱导, 但被谷胺酰胺抑制[27]; amt的表达还受到光周
期的调节[29, 30]。另外, amt mRNA周转较快[28], 这也
是其表达调控的一种机制。RNA酶保护实验及定量
PCR 测定在不同氮源培养基中纺锤细筒藻 AMT2 转
录本的丰度, 发现它在缺氮培养基中转录水平较在
NO3

−培养基中高[28], 与本实验结果一致。 
(4) 结合 ATP 盒的转运蛋白基因(abc) 
abc与 Ostreococcus tauri的结合 ATP盒的转运
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蛋白基因 abc同源。ABC转运蛋白是生物体内最大
的高度保守的蛋白家族之一。此类蛋白最大特点是

序列上含有 ATP盒, 它通过与 ATP的结合和解离来
调节物质的跨膜运输。真核生物大部分 ABC转运蛋
白位于质膜上, 负责细胞内物质的外排; 少部分位
于细胞器膜上, 调控外源物质的进入, 可以转运一
系列底物[31]。有报道人的 hABCG1 受胆固醇、羟化
胆固醇和视黄酸共同诱导 [32]。本实验分离得到的

ABC转运蛋白可能与氮源或胆固醇的转运相关。 
(5) 嘌呤透过酶基因(pup) 
嘌呤透过酶是一类高亲和力的转运蛋白, 转运

核酸碱基及其衍生物[33]。pup片段的分离表明: 硅藻
除了可以利用无机氮源, 还可以利用有机氮源[3]。 

(6) 未知功能基因 
未知功能基因可能与氮源的感应和同化等有关。 
除此之外 , 本实验还发现 : 在缺氮诱导时 , 三

角褐指藻谷氨酸脱氢酶基因(gdh)上调表达但不明显; 
硝酸还原酶基因(nr)和 NADPH 亚硝酸还原酶基因
(nir)Northern 杂交没有获得信号, 推测可能是因为二
者转录本较大(nr的转录本为 2.8 kb; 全基因组序列网
站上预测 nir的转录本为 3.2 kb), 未能转到膜上; 但相
关报道利用RT-PCR方法检测到纺锤细筒藻 [34]和伪矮

海链藻[35]的 nr在缺氮环境中转录水平明显上调。 
结合 KEGG网站中氮源的代谢通路[36]、伪矮海

链藻 [3]和三角褐指藻 [11]全基因序列分析结果, 总结
三角褐指藻对氮源的吸收利用如下: ①在硝酸盐培养
基中, 硝酸盐转运蛋白将 NO3

−转运至细胞内, 接着
NO3

−在硝酸还原酶的作用下被还原为 NO2
−, NO2

−经亚

硝酸盐转运蛋白转入质体中, 再由亚硝酸还原酶还原
为NH4

+, 之后合成谷氨酰胺, 进入氨基酸的合成代谢; 
②当外界环境中存在 NH4

+时, 一般情况下, 细胞会借
助铵盐转运蛋白优先利用 NH4

+, 由 NH4
+合成谷氨酰

胺直接进入到氨基酸的合成代谢 中[28]; ③另外, 硅藻
除了可以利用无机氮源, 包括硝酸盐和铵盐, 还可以
利用有机氮源, 如尿素、嘌呤和氨基酸等[3]; ④在缺氮
条件下, 细胞感知外界环境, 一方面, nrt、nir、pup、
amt和abc等与氮源转运相关的基因表达上调; 另一方
面, 液泡内存储的氮源[6](以 NO3

−为主)释放, 以便于
短期内维持细胞的生命活动。 

本实验中没有差减得到三角褐指藻在缺氮时下

调表达的基因, 推测可能是由于分离得到的 mRNA

的量偏低或者是下调的基因表达丰度不高造成的。

另外, 有报道显示, 硅藻在氮限制培养条件下会积
累油脂 [37], 本实验中也观测到这一现象, 但并没有
筛选到与积累油脂相关的上调表达的基因, 可能是积
累油脂相关的基因转录本丰度较低, 未能筛选到此类
基因, 或者积累油脂相关的基因并没有上调表达。 

本研究中筛选出了 5 个三角褐指藻在缺氮诱导
条件下上调表达的基因, 为进一步阐明硅藻利用氮
源的分子机制提供便利。另外, 在实践应用方面, 克
隆它们的侧翼区构建诱导型表达载体来转化三角褐

指藻, 通过施加不同的氮源, 可以适时控制目的基
因的表达及表达量, 这对于开展基因功能的研究也
具有重要意义。 
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