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牛至精油对嗜热四膜虫基因表达的影响
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  摘 要:牛至精油(OreganoEssentialOil,OEO)具有抗菌、杀菌、抑制寄生虫生长等功效.为了解牛至精油影

响细胞生长的分子调控过程,对牛至精油作用下0h和24h的嗜热四膜虫的基因表达情况进行分析.高通量转录组

测序结果表明,对照组即未加入牛至精油24h与0h的样本数据,比较分析后鉴定到了6297个差异表达基因(包
括下调4232个、上调2065个),而实验组即加入牛至精油24h与0h的样本数据,比较分析后鉴定到7596个差

异表达基因(包括下调6254个、上调1342个).通过与对照组差异表达基因的比较发现,实验组特异上调和下调差

异表达基因分别有257个和2329个.GO功能富集发现,特异上调差异表达基因无功能富集,特异下调差异表达基

因功能主要富集在RNA加工、蛋白质分解代谢、细胞定位和信号转导等过程.KEGG通路分析发现,特异下调差异

表达基因主要涉及细胞自噬及细胞周期等通路.而这些过程或通路上基因表达水平的下调可能会抑制细胞的生长.
对通路中7个下调的差异表达基因和3个无明显差异表达变化的基因进行实时荧光定量PCR检测,实验结果和转

录组测序数据结果的相关性高.根据相关基因和通路的分析,绘制了牛至精油作用下影响嗜热四膜虫细胞生长的可

能模型,为探讨分子调控机理提供线索.
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牛至(OriganumvulgaveL),又名小叶薄荷,为多年生草本植物,广泛分布在中国大部分地区[1].牛至精

油(OreganoEssentialOil,OEO)是从牛至草中提取的具有特殊芳香气味的挥发性油,颜色呈淡黄色且透

明,是一种混合物,其化学成分大部分为酚类化合物及其前体萜类物质,主要是百里香酚、香荆芹酚、γ-萜品

烯和β-聚伞花素等[2-3].牛至精油的作用广泛,包括抗菌作用,可破坏细菌细胞壁和细胞膜的结构,或与细胞

膜中的磷脂反应,破坏蛋白质合成,使细菌生长受到抑制,或破坏细菌的DNA复制,影响细菌繁殖;抗氧化

作用,通过其主要成分清除烷氧自由基;抑制寄生虫作用,包括人或动物的肠道寄生虫,例如疟原虫、艾美尔

球虫、线虫和小隐孢子虫等[4-10].牛至精油是一种新型的天然植物抗生素,具有来源广泛、抗菌效果显著、不
易产生耐药性等特点[11].相对于传统的抗生素,其经济市场需求更加强烈,在水产养殖方面尤为重要,发展

前景十分广阔.然而,目前研究主要集中在牛至精油对水产鱼类的诱食作用、提高水产动物的生产性能、增添

肤色肌肉的优质营养性、提高水产品品质、抗菌抗虫等方向[11].鲜有研究牛至精油影响细胞生长的分子调控

和代谢通路等过程.相对于遗传背景复杂的多细胞生物,单细胞真核原生动物是一类很好的实验材料,从形

态上看,原生动物是单一的细胞,从生理上看,它是很复杂的,具有维持生命和持续后代所必需的一切功

能[12],用其来研究牛至精油对细胞生长分子调控的影响,有利于理解和认识牛至精油影响细胞生长的分子

调控机理.
原生动物模式生物嗜热四膜虫(Tetrahymenathermophila)具有典型的纤毛虫特征,多倍体的大核和

二倍体的小核,大核是营养核,基因表达活跃,小核是生殖核,基因在营养生长期不表达[12].嗜热四膜虫能在
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实验室进行纯培养,繁殖速度快(即2.5~3h一代),基因敲除、基因插入等遗传操作手段已广泛运用[13].嗜
热四膜虫的遗传背景清晰,目前已鉴定到26996个基因[14],建立了四膜虫的功能基因组学数据库[15]、比较

基因组学数据库[16]、转录组学数据库[17]和蛋白磷酸化组学数据库[18]等,为嗜热四膜虫基因分子功能的研究

提供重要支撑.
本研究通过牛至精油对嗜热四膜虫基因表达的影响,对转录组数据进行分析,探究了牛至精油对嗜热四

膜虫生长的影响,为了解牛至精油抑制细胞生长的分子调控机理提供线索.

1 材料与方法

1.1 细胞培养

嗜热四膜虫在无菌条件下培养,培养基由质量分数分别为2%的示蛋白胨,0.1% 酵母粉,0.2% 葡萄糖,

0.003% 柠檬酸铁高温高压灭菌配制而成.培养过程中置于30℃,135r/min摇床内[19].
1.2 牛至精油EC50测定

牛至精油由广东海洋大学鲁义善教授惠赠.该牛至精油的质量分数是100%,质量浓度为1g/mL.牛至

精油不溶于水,利用DMSO水溶液配置了牛至精油的母液,质量浓度为0.1g/mL.
将嗜热四膜虫大量培养至对数期前期后(约1.2×105cells/mL),取4.5mL细胞分装至黑盖瓶,然后分

别加入不同质量浓度(1×10-4,2×10-4,5×10-4,1×10-3g/mL)的牛至精油500μL,作用0,12,24,36h
后测取细胞密度,来绘制细胞密度与时间的变化曲线.同时,测量0h和24h不同质量浓度DMSO对嗜热四

膜虫的细胞密度变化.
在不同质量浓度的牛至精油(包括0,1×10-5,2×10-5,5×10-5,1×10-4,1.5×10-4,2×10-4,

5×10-4,1×10-3g/mL)的作用下,测量0h和24h的嗜热四膜虫细胞密度,计算牛至精油24h作用下嗜热

四膜虫的相对生长速率.通过GraphPadPrism8.0.2软件(GraphPadSoftware,SanDiego,CA,USA)计算半

数抑制浓度(medianeffectiveconcentration,EC50),软件参数均默认.
1.3 总RNA提取、文库构建及测序

牛至精油作用0h和24h时,对照组(牛至精油的质量浓度为0,此时DMSO的质量浓度为0.18%,分
别标记为C0和C24)和实验组(牛至精油的质量浓度为EC50值,此时DMSO的质量浓度也为0.18%,分别

标记为P0和P24)分别收集4mL嗜热四膜虫经1500r/min离心3min富集细胞,并加入RNA保护细胞

试剂(RNAprotectcellreagent,QIAGEN,USA)冻存在-80℃.根据 RNeasyPlusMinikit(QIAGEN,

USA)说明书进行样品提取,总RNA溶于RNA-freeH2O水中.转录组样品委托了北京诺禾致源科技股份

有限公司借助IlluminaHiseq4000的平台完成文库构建及测序.
1.4 转录组数据处理和差异表达基因分析

转录组测 序(transcriptomesequencing,RNA-seq)的 原 始 数 据,首 先 进 行 质 量 检 测,主 要 是 利 用

FASTX-Toolkit软件对低质量的reads进行过滤,去除,并利用 Trim-Galore软件对测序的原始reads进行

去接头以及去除错误率大于0.001的碱基.然后,过滤后的reads序列使用Tophat2(version2.0.9)软件将每

个样品的reads分别比对至嗜热四膜虫的大核参考基因组,软件参数均为默认值.并根据比对结果用fea-
tureCounts(v1.6.0)软件统计比对到每一个基因的reads数目.比对完成后,利用 R(version4.0.2)中的

DEseq2包对基因表达值进行标准化,并计算分析得到相对表达值(fragmentsperkilobaseofexonpermil-
lionfragmentsmapped,FPKM).

在差异表达基因分析过程中,为降低由于低覆盖的reads造成FPKM 值极低所带来的影响,筛选差异

表达基因的时候需满足以下两条标准条件之一:两样品间的 FPKM 值比较后的差异倍数变化(Fold
Change,FC)大于等于2且其中表达值FPKM大于等于5;或当其中一个样本基因表达的FPKM值为0时,
而另一样本中该基因表达的FPKM值大于等于5.筛选得到的差异表达基因将用于分析.
1.5 GO富集分析与代谢通路分析

差异表达基因的geneontology(GO)富集分析由Cytoscape中的插件Bingo(版本号:3.0.2)完成的,使
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用的是错误发现率(FDR,FalseDiscoveryRate)多重矫正,显著性阈值设置为0.001,软件参数均为默认值.
富集分析中所参考的嗜热四膜虫全基因组GO注释是四膜虫基因组数据库(Tetrahymenagenomedatabase
wiki,简称TGD,http://ciliate.org/index.php/home/welcome/)中公布的蛋白质组序列.KEGG(kyotoen-
cyclopediaofgenesandgenomes)数据库(https://www.kegg.jp/kegg/mapper/color.html)可在线分析差

异表达基因的代谢通路.
1.6 实时荧光定量PCR反应

利用实时荧光定量PCR(QuantitativeRealTimePolymeraseChainreaction,RT-qPCR)反应分析差异

基因的表达倍数.基因扩增的引物序列由PrimerPremier5(http://www.premierbiosoft.com/primerde-
sign)设计,具体信息如附表Ⅰ.利用提取的RNA逆转录成cDNA,逆转录试剂盒是利用全式金生物公司的.
PCR反应是使用诺唯赞生物科技有限公司的2×TaqProUniversalSYBRqPCRMasterMix预混液,反应

条件参考说明书.每个反应设置3组重复.以核糖体小亚基蛋白基因(RPS18)为内参基因,所有得到的数据均

一化后进行比较分析.

2 结果与分析

2.1 牛至精油对嗜热四膜虫细胞密度的影响

将嗜热四膜虫培养至对数期前期,然后将其放置于一系列不同质量浓度的牛至精油中,在不同时间点

(0、12、24、36h)通过Beckman计数仪测取细胞密度,发现不同时间点嗜热四膜虫在不同质量浓度牛至精油

比没有牛至精油的细胞密度明显减少,而且在12h到24h的过程细胞密度受到较大的影响(如图1(a)).实
验结果发现牛至精油质量浓度为1×10-3g/mL时,嗜热四膜虫细胞基本死亡,此时DMSO的质量分数为

0.9%.为了验证DMSO对嗜热四膜虫细胞生长的影响,测量了不同质量浓度的DMSO作用下嗜热四膜虫在

0h和24h的细胞密度变化,结果显示DMSO在1%的质量分数范围内嗜热四膜虫的细胞密度变化不显著

(如图1(b)).
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将嗜热四膜虫放置于牛至精油中作用24h后,其半数效应浓度EC50值为2×10-4g/mL(如图1(c)).
嗜热四膜虫的相对生长率随着牛至精油质量浓度的升高而降低,说明牛至精油对嗜热四膜虫细胞的生长有

抑制作用.为了探究牛至精油抑制嗜热四膜虫细胞生长的分子调控过程,分别收集了牛至精油作用下(包括0
和EC50值的质量浓度)的0h和24h(对照组即为牛至精油作用质量浓度为0,分别记为C0和C24,实验组

即为牛至精油作用质量浓度为EC50值,分别记为P0和P24)的嗜热四膜虫细胞,进行了RNA的提取及转

录组测序.
2.2 样本相关性分析以及差异表达与功能富集分析

为了研究样品间的相关性,通过皮尔逊相关系数

r检测结果发现,没有牛至精油作用下的对照组C0和

牛至精油作用下的实验组P0聚为一类,C24和P24
聚为一类.结果表明,同一时间下牛至精油作用下的实

验组与没有牛至精油作用下的对照组相关性接近,随
着时间的延长,实验组与对照组的相关性变差,而且差

距越来越大(图2),牛至精油对嗜热四膜虫生长的影

响较大.
通过对照组24h与0h的转录组数据比较分析

发现,差异表达基因共计6297个.其中下调差异表达

基因4232个(图3(a)),这些基因功能富集之后主要

涉及这些过程:包括基因表达相关过程(例如DNA复

制和修复,RNA修饰,蛋白质合成,蛋白质翻译等)、细
胞周期过程(例如调节有丝分裂过程,染色凝聚和分离

等)、氨基酸代谢、生物大分子代谢等(图3(b)).其中上调差异表达基因2065个(图3(a)),这些基因功能富

集之后主要涉及这些过程:代谢过程、碳水化合物代谢、氧化还原等过程(图3(b)).嗜热四膜虫细胞密度在

0h时,细胞处于对数期前期,即营养状态非常旺盛,细胞状态非常良好的一个阶段,24h后细胞密度已接近

于平台期,这一过程中培养基中的营养物质不断被消耗.因此,这个过程是营养相对丰富的状态过渡到不丰

富的状态,细胞内基本生命过程(包括DNA复制和修复、细胞周期等)均处于下调的,而细胞定位及细胞组

建过程加强,并可以通过细胞代谢过程为细胞提供能量.
通过实验组24h与0h的转录组数据比较分析发现,差异表达基因共计7596个,其中下调差异表达基

因6254个(图3(a)),这些基因功能富集之后主要涉及这些过程:包括DNA复制和修复、基因转录、蛋白定

位、蛋白折叠、蛋白转运、有丝分裂、染色体分离、核分裂、生物大分子定位与组装等(图3(b)).其中上调差异

表达基因1342个(图3(a)),这些基因功能富集之后主要涉及这些过程:代谢过程、碳水化合物代谢、氧化还

原等过程(图3(b)).实验组基因功能富集的差异表明,细胞基本生命过程(包括DNA复制和修复等)也是处

于下调的.此外,与有丝分裂 M 期调控过程、转录调控过程、细胞和蛋白运输与定位、生物合成、信号转导等

过程也都处于下调.结果说明,在牛至精油作用下,培养基内的成分发生改变,营养处于更为匮乏的状态,更
多的生命过程受阻,细胞基本生命过程难以维持.因此,在牛至精油作用24h后,嗜热四膜虫细胞的密度相

对于没有牛至精油作用下的密度是减少的.
2.3 牛至精油作用下嗜热四膜虫上下调基因过程分析

在对照组和实验组差异表达基因的比较中,发现实验组特异上调和下调差异表达基因分别有257个和

2329个(图4(a)).GO富集分析仅发现特异下调差异表达基因的富集在RNA合成加工、蛋白质定位与运

输、蛋白质代谢、细胞定位和细胞内信号转导等过程中(图4(b)),特异上调的差异表达基因没有功能富集.
KEGG通路分析发现,特异下调差异表达基因主要涉及的代谢通路包括细胞自噬、溶酶体、PI3K-AKT信号

通路、MAPK信号通路、细胞周期等(图4(c)),而特异上调的差异表达基因主要涉及的代谢通路包括多种疾

病,如神经退行性变的途径、朊病毒疾病等.这些结果表明,牛至精油作用下,嗜热四膜虫基本生长过程受到

影响,主要是由于细胞周期、细胞自噬等相关通路的基因表达水平下调,而与疾病通路相关的基因表达水平
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上调.因此,在牛至精油作用下,嗜热四膜虫细胞生长受到了抑制.

为了检验样品转录组测序的准确性,7个差异表达下调基因和3个差异表达无明显变化的基因进行了

RT-qPCR验证.差异表达下调基因包括AMPK信号通路关键基因 AMPK及RAB2A,细胞自噬通路中的

ATG1L1,ATG1L2和ATG3,DNA合成相关基因C-MYB和AURKAA.差异表达无明显变化的基因包括

细胞色素c相关基因CYT1,过氧化物酶相关基因CAT1及核糖体相关基因RPS12.结果显示,RT-qPCR和

RNAseq的倍数变化相关系数R2 为92.32%,说明它们相关性高(图5).因此,本实验牛至精油作用下嗜热
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四膜虫基因差异表达分析是可靠的.

3 讨 论

牛至精油抑制了嗜热四膜虫细胞的生长,嗜热四膜虫的转录组分析发现牛至精油可能是影响了生长过

程中的重要过程或通路,进而改变过程或通路上某些基因的表达变化导致细胞生长受到抑制.
已有研究表明,PI3K/AKT信号通路参与调控细胞增殖、生长等多个生物学过程,是非常重要的[20].

PI3K是磷脂酰肌醇3-激酶,可以接收不同受体传递的信号,发挥活性;而AKT也称蛋白激酶B(proteinki-
naseB,PKB),受PI3K蛋白直接调控[21],进而通过磷酸化激活多种激酶(包括细胞周期蛋白激酶(cyclinde-
pendentkinases,CDKs)、转录因子(包括C-MYB)等,进而调控细胞的生长[22].CDKs细胞周期中的必需成

分,也是关键的活化因子[23].C-MYB是细胞核内的转录因子,与细胞增殖、分化密切相关[24].AMP依赖的蛋

白激酶AMPK通路是调节能量平衡一条关键通路[25-26].在营养物质不足时,AMPK被激活,哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白复合体1(complex1ofmammaliantargetofrapamycin,mTORC1)受到抑制,而mTORC1可通
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过激活核糖体S6蛋白激酶促进细胞增殖和蛋白质合成,
激活自噬相关基因(autophagy-relatedgene,ATG)诱导

细胞发生自噬,补充能量等[26],因此该通路也是相当关

键的.
根据不同通路上不同基因或者蛋白在起作用,并结

合本实验中的分析结果,绘制了牛至精油对嗜热四膜虫

生长调控影响的模型:第1条通路可能是,牛至精油主要

活性成分如酚类物质,通过结合膜蛋白上的某种受体或

者通过改变细胞膜的通透性,直接进入细胞.当活性成分

直接或者与细胞某受体作用进入细胞后,结合PI3K,改
变AKT蛋白结构并使其活化,并以磷酸化作用于下游相

关的因子,包括CDK的抑制分子p21和p27,抑制CDKs
的表达,从而影响细胞周期的进程;IkB激酶(IKKα),抑制下游NF-κB表达,进一步抑制了C-MYB转录因

子的表达,导致与DNA合成相关基因的表达受阻,使得细胞不能存活(图6).第2条通路可能是,牛至精油

中酚类活性分子通过改变细胞膜通透性进入细胞,AMP量改变,从而激活 AMPK.AMPK通过 mTORC1
复合物的去磷酸化抑制S6K,从而抑制细胞蛋白合成,导致细胞蛋白合成受阻,同时抑制细胞自噬复合体

ATG1等相关基因的表达,使得细胞在低营养条件下不能维持自己的基本生存需要,使细胞数减少(图6).其
中,2条通路中的一部分基因包括C-MYB,ATG1,AMPK等的表达水平变化,也进行了RT-qPCR验证,结
果与转录组测序结果一致,说明这些基因的表达变化在牛至精油的作用下明显下调.

假设的2条通路说明,在牛至精油作用下,嗜热四膜虫细胞密度降低有以下几方面原因:一是细胞周期

过程受到抑制,主要是与细胞周期相关基因包括CDKs等,其表达水平下调,影响了细胞周期的过程,进而影

响细胞复制和有丝分裂,使嗜热四膜虫细胞数目减少;二是抑制DNA合成过程,主要是与DNA合成相关基

因C-MYB的表达下降,不能正常行驶转录的功能,进而影响下游基因的表达,使嗜热四膜虫不能正常的进

行DNA合成;三是阻碍细胞蛋白质合成,主要影响了S6蛋白激酶的表达,影响细胞增殖,使细胞不能正常

存活;四是影响了细胞自噬过程,主要自噬相关基因ATG1,ATG3等表达下调,使细胞无法在低营养的条件
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下继续维持生存,进而导致细胞不能生长.
牛至精油影响细胞生长的分子调控和代谢通路等过程作用目前尚不清楚,而牛至精油的成分复杂,可能

的作用方向较多,要深入研究的话,实验对象最好一个完整的生命体.本研究中的嗜热四膜虫是一个单细胞

真核模式生物,利用转录组数据分析的方法,从基因层面理解牛至精油影响嗜热四膜虫细胞生长的分子调控

过程,这对研究牛至精油如何调控细胞的分子机理提供方向.

  附 录

附表见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2023.01.016).
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EffectsoforeganoessentialoilongeneexpressionofTetrahymenathermophila

LiWenqiu1,ZhangJing2,LuoShuai2,HuChe1,ChenYing1,MiaoWei2

(1.CollegeofLifeScienceandTechnology,HarbinNormalUniversity,Harbin150025,China;2.KeyLaboratoryofAquaticBiodiversity

andConservation;InstituteofHydrobiology,ChineseAcademyofSciences,Wuhan430072,China)

  Abstract:OreganoEssentialOil(OEO)hasthefunctionsofantibacterial,bactericidalandinhibitionoftheparasitecells.
InordertounderstandthemolecularregulationmechanismofcellsunderOEO,thegeneexpressionofTetrahymenather-
mophilaat0hand24hwasanalyzedinthisstudy.Basedontheanaysisofhigh-throughputtranscriptomesequencing(RNA-
seq)6297differentiallyexpressedgenes(DEGs)wereidentifiedinthecontrolgroupinwhichtherewasnoOEOat0hand24h,

including4232downregulatedDEGsand2065upregulatedDEGs.And,7596DEGswereidentifiedintheexperimentalgroup
inwhichOEOwasaddedat0hand24h,including6254downregulatedDEGsand1342upregulatedDEGs.Comparedtothe
controlgroup,therewere257specificupregulatedDEGsand2329specificdownregulatedDEGsintheexperimentalgroup.
GOenrichmentanalysisshowedthattherewasnofunctionenrichedamongthespecificupregulatedDEGsandtheprocessof
RNAprocessing,proteincatabolicprocess,celllocalizationandsignaltransductionwereenrichedamongspecificdownregulat-
edDEGs.AccordingtoKEGGanalysis,downregulatedDEGswereinvolvedinautophagyandcellcyclepathwayunderOEO.
ThedownregulatedDEGsintheseprocessesandpathwaysmayinhibitcellgrowth.7downregulatedDEGsand3unchanged

genesinpathwayswerechosentovalidatetheexpressiondifferencesbyquantitativerealtimepolymerasechainreaction(RT-

qPCR).RT-qPCRandRNA-seqwerehighlycorrelatedtoeachother.Basedontheanalysisofrelevantgenesandpathways,the

possiblemodelofT.thermophilacellsgrowthunderOEOwasanalyzed.Theseprovidecluestoexplorethemolecularregula-
tionmechanismunderOEO.

Keywords:oreganoessentialoil;Tetrahymenathermophila;transcriptome;differentiallyexpressedgenes
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附表Ⅰ 实时荧光定量PCR引物

Attachedtab.Ⅰ PrimersforquantitativerealtimePCR(RT-qPCR)

基因名 基因序列号 引物序列(5'-3') 表达水平

AMPK TTHERM_00670860 AACTGCAAATAGTAAATATCCAAGC 下调

TGAACATTTGGATTTGCTATTTAG

ATG3 TTHERM_01050620 TAATATCTGTTGTTTATGCTCCTCC 下调

AGATACTGCTTCTCAGCAGGAAG

AURKAA TTHERM_00852690 TCCAAATGATAGAAAAGATATCAAC 下调

AGGCTAATTTTGTGCATAATATTAC

C-MYB TTHERM_00496990 AAGAAGACTACATCTATGCGAGACT 下调

TAGTCTTAGCTTCTTTAAGAGCTGG

RAB2A TTHERM_00579220 AGGCTTTTTATGCATTAGCTAAAC 下调

AGCTCCTACTTTTACTCCACTGC

ATG1L1 TTHERM_00314920 GGAAGGTAAAAGTTATTGTGATTTG 下调

AGAGTTCTTCCCAGCTTATTCTATC

ATG1L2 TTHERM_00468000 TTCGATTTAACAAACGATTCTAAAC 下调

TATGCTCTAGCCATTTTTAAAACTC

CYT1 TTHERM_00918500 ATCGGTTTGTCCTTAGCTAACTC 无变化

AATTGGGGCCAATAATTATGAC

CAT1 TTHERM_01146030 AGTTATGCCCATTAACGATGG 无变化

AGTTTCAGCAAAGTAGTTTTCAGG

RPS12 TTHERM_00434040 TCTCACGCTAAGGGTTTAGTCAC 无变化

TTTCAGCTAAGAAGTTAAGGCAAC

RPS18 TTHERM_00131110 TCGTATCCTCAACACCAACATC 内参

ATCTTGTTGCATTAATCTTCGG


