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研究背景



“ ”
简介

• 土臭素(geosmin)和二甲基异莰醇(2-methylisoborneol)是种具有

强土腥味的化合物，由放射菌和蓝藻合成并分泌到水中，被水产动

物吸收后产生异味。GSM与2-MIB是某些藻类大量繁殖产生的两种

次生代谢产物。

• GSM与2-MIB在水生环境中的主要生产者是蓝藻，而在土壤中主要

是放线菌；部分变形菌门与真菌也生产土臭素。

GSM、2-MIB

GSM 2-MIB



GSM,2-MIB危害

GSM,2-MIB 水体异味

成本增加

经济损失

消费者投诉



检测方法

念珠藻（Nostos）；
项圈藻（ Anabaena ）；
线状蓝细菌（Geitlerinema）；
假鱼腥藻（Pseudanabaene）；
颤藻（ Oscillatoria ）。

项圈藻（Anabaena）；
颤藻（Oscillatoria）；
席藻（Phormidiaceae）。

产生GSM的至少有20
个属；
产生2-MIB的也有8个
属。

分子生态学检测方法直接检测：
只有PCR与qPCR,宏基因组
间接检测：
高通量，比对v3-v4、v4
功能基因有700bp，但是高通
量只能检测200-300bp

GSM

2-MIB 现实

手段



材料与方法



实验使用菌株

• 因为该研究是为了鉴定

GSM与2-MIB,所以选取的

100株菌株（均为在赫尔辛

基大学培养收藏Z8、Z8x

或Z8xs培养基中生长了的

菌株）都是已知的产土臭

素的菌株。



引物设计

引物是根据NCBI的nr数据库中可用的核苷酸
序列设计的，为了确保设计的引物对geoA和
MIB合成酶就有特异性，进行了蓝藻与放线菌
及其他细菌的Primer-BLAST分析。



实验方法

SWOT

在两个不同的日期从每个菌株中采集4毫升
样品，放入到已经加有1.5克NaCl的瓶子中。
使用SPME（顶空固相微萃取）在70℃，转
速500rpm搅拌5分钟，将吸取纤维插入样
品瓶10mm，10分钟后取出。将样品放入
GC-MS（气象色谱-质谱联用）中。
最丰富的离子碎片m/z的GSM为112；
2-MIB为95.

离心（10000xg，8分钟）收集20ml培养物，
使用E.Z.N.A SP Plant DNA kit提取DNA，用
NanoDrop ND-1000 分光光度计测量浓度与
纯度。

1x DynaZyme II buffer; 0.2 mM引物; 
200 mM dNTPs; 0.4 U of DynaZyme II; 
20-50 ng of genomic DNA。
程序：94℃（2min），30个循环：94℃
（30s），55℃/52℃（30s），72℃
（60s），72摄氏度（5min），凝胶电泳
检测。

将PCR产物进行克隆，蓝白斑筛选，测序。
利用BioEdit进行编辑。

代谢产物提取 DNA的提取

PCR扩增 geoA与MIB合成酶基因测
序



结果



GSM与MIB的总离子流色谱图
与质谱图

TICC在12分钟，丰度达到12.397表

示该物质是土臭素。

下图表示这种物质的结构。

GSM
TICC在8分钟，丰度达到7.571表

示该物质是2-MIB。

下图表示这种物质的结构。

2-MIB



颤藻

念珠藻

24%

76%

MIB的检测下限为0.2ng/ml，GSM检

测下限为0.4ng/ml。在6个属的21个种

检测出了GSM，这些种分别是从淡水、

苔藓、土壤和地衣中分离出来的。



除GSM和MIB，在样品的16个属的72

个种还检测出其他的未知挥发性化合物，

将这些化合物进行比对，发现与以前鉴

定的化合物的相似度为47%-97%。



讨论

作者在该研究中，发现蓝藻是引

起水体异味的重要原因之一，且

发现蓝藻过多会引起水体出现水

华现象。

作者在本文中使用的SPME GC-MS

的检测方法与提取质量均已达到预

期估计。

01.

作者构建了系统发育树，根据亲缘

关系推测了35个不确定种的GSM与

2-MIB的基因。

03.

该研究设计的引物，对GSM与2-

MIB的检测具有特异性。基本适用于

已知的GSM与2-MIB的生产者的鉴

定。

02.

作者发现在蓝藻数量过多时，代谢

产物具有毒性。

04.



我学习到什么

用正常引物验证的
PCR，证明提取的
DNA没有问题。

用文献引物验证的
PCR，marker证明
胶没有问题。

在实验过程中，我使用过该文献中的引物，也是使用的文献中提供的
程序，也请教过别的老师，提供的方法我都进行了尝试，但是均没有
达到应有结果。



请老师，同学批评
指正
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