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几种饵料微藻基因组 DNA的提取及其特异性引物的设计 

周海波, 徐继林*, 朱  鹏, 严小军 
（宁波大学 应用海洋生物技术教育部重点实验室, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 用改良 CTAB 法提取我国沿海东南部滩涂贝类常见的 4 种饵料微藻的基因组 DNA, 结果
发现提取的 DNA产率高、完整性好, 认为是一种简便而高效的微藻基因组 DNA提取方法. 对其
18S rRNA 基因(18S rDNA)进行克隆与测序, 并利用序列比对软件 MEGA 5.0 对各微藻的 18S 
rDNA序列进行两两比对, 设计出了能够用于快速区分此4对饵料微藻的特异性PCR引物(Cha.F/ 
Cha.R、Iso.F/ Iso.R、Pla.F/Pla.R及 Nan.F/Nan.R). PCR扩增验证实验结果显示, 4对引物均具有很
强的特异性, 无交叉扩增现象. 扩增片段大小范围为100~200 bp, 满足实时荧光定量PCR的实验
要求, 在检测滩涂贝类对此 4种饵料微藻的摄食选择性研究方面具有重要意义.  
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海洋微藻种类多, 繁殖速度快, 作为海洋生态
系统中的主要初级生产者, 在海洋生态系统的物
质循环和能量流动中起着极其重要的作用[1-4]. 许
多海洋微藻富含多种多不饱和脂肪酸, 对沿海滩
涂贝类具有很好的营养价值[5], 并且具有生长繁殖
迅速、对环境适应能力强、容易培养等特性[6-9], 目
前已广泛用于沿海滩涂贝类人工育苗产业的人工

饵料[10-12]. 作为滩涂贝类稚贝人工培育的饵料微
藻, 牟氏角毛藻(Chaetoceros calcitrans)、球等鞭金
藻 (Isochrysis galbana)和青岛大扁藻 (Tetraselmis 
helgolandica)已被广泛用于我国浙闽沿海一带滩涂
贝类人工育苗产业中 , 而眼点微绿球藻(Nanno- 
chloropsis oculata)因其具有极易培养且在阴雨天
气仍然能够保持生长繁殖的特性, 也被多数贝类
育苗场作为替补饵料进行培养.  
在沿海滩涂贝类人工育苗的生产与实践中 , 

不同的稚贝对于不同饵料微藻有着不同的摄食选择

性[13-16], 而稚贝摄食选择性的研究对育苗过程中
饵料的选择培养、贝类幼体的正常发育有着重要意

义[17]. 但目前这种选择性分析基本上还停留在经
验、显微观察或粒度计数的层面, 研究方法传统且
准确性不足.  
近年来, 随着分子生物学技术的发展, 利用分

子生物学方法来进行分类学鉴定已得到越来越广

泛的应用. 鉴于真核生物在其 18S rDNA序列之间
既具有保守性又在科、属、种水平上存在特异性序

列的特性, 对 18S rDNA 差异性序列设计引物, 并
通过 PCR 技术检测便能判断某种特定真核生物的
存在与否, 这种利用分子生物学技术来区分和鉴
别不同物种的方法具有快速、灵敏、准确等优点, 
已得到广泛应用[18-21].  
笔者对贝类人工育苗中常见的 4种饵料微藻基

因组 DNA 进行有效提取, 克隆并测序得到了上述
4种微藻 18S rDNA序列, 分析比对后设计出能够
利用 PCR 技术快速区分此 4 种饵料微藻的特异性
引物, 为今后用于快速检测分析稚贝体内及稚贝
摄食水体中残存饵料微藻的研究打下基础, 进而
为研究稚贝对饵料微藻的摄食性现象提供必要的
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技术保障.  

1 材料与方法 

1.1  微藻 
本研究所用 4 种饵料微藻藻种由宁波大学应

用海洋技术重点实验室藻种室提供, 分别为牟氏
角毛藻(Chaetoceros calcitrans)、球等鞭金藻(Iso- 
chrysis galbana)、青岛大扁藻(Tetraselmis helgolan- 
dica)及眼点微绿球藻(Nannochloropsis oculata). 将
藻种至于 500 mL锥形瓶中, 在(20±2)℃, 光照强度
为 18~27 μmol·m-2·s-1条件下, 采用“NML3号”配
方(100 mg·L-1 KNO3, 10 mg·L-1 KH2PO4, 20 mg·L-1 

Na2SiO3, 0.25 mg·L-1 MnSO4·H2O, 10 mg·L-1 EDTA- 
Na2, 2.50 mg·L-1 FeSO4·7H2O, 6 μg·L-1 VB1, 0.05  
μg·L-1 VB12)的培养液对微藻进行人工培养, 每天
摇瓶 1~2次, 静置培养 1周左右的时间.  
1.2  微藻基因组 DNA的提取 
采用改良十六烷基三甲基溴化铵(Hexadecyl 

trimethyl ammonium Bromide, CTAB)法对上述 4种
饵料微藻的基因组 DNA 进行提取. 所用试剂浓度
及配方如下: CTAB 提取缓冲液, 内含 2% CTAB 
(w/v)、100 mmol·L-1 Tris-HCl (pH 8.0)、20 mmol·L-1 
EDTA、1.4 mol·L-1 NaCl及 1%~2%(v/v)的 β-巯基乙
醇(灭菌后冷却加入); PCI 抽提液(苯酚:氯仿:异戊
醇为 25:24:1); 异丙醇或 95%的乙醇; 75%的乙醇及
无菌水.  
提取的步骤为: (1)取 10 mL处于指数生长期的

微藻培养液, 9 000 r·min-1离心 2.5 min, 弃上清; (2)
加入 600 μL CTAB 缓冲液, 混匀后 65℃水浴 45  
min, 每隔 5 min轻轻混匀 1次; (3)水浴结束后, 在
冰上迅速冷却 3~5 min, 加入等体积的 PCI抽提液, 
混匀; (4)冰上静置 5 min, 4℃下离心 10 min(12 000 
r·min-1); (5)取上清液并转入新的离心管内, 加入等
体积的 PCI抽提液, 混匀后再离心 10 min; (6)将上
清液转入新离心管内, 加入 0.8 倍体积异丙醇, 混
匀后冰上静置 30 min; (7) 4℃下离心 20 min (12 000 
r·min-1), 弃废液; (8)用 75%的乙醇清洗沉淀 2 次, 
每次清洗后于 4℃下离心 1 min(12 000 r·min-1); (9)
用无菌双蒸水溶解 DNA沉淀, -18℃下保存.  
1.3  微藻 18S rDNA片段的克隆与测序 

用真核生物 18S rDNA通用引物(18sF: 5’-GCT 

CGNMWYWARGRTTAAGCCATGC-3’, 18sR: 5’-A 
CCTTGTTASGWCTTCACCYTCCTC-3’)扩增上述
微藻的基因组 DNA. PCR反应体系(25 μL)中含: dd 
H2O 18.3 μL、10×PCR Buffer 2.5 μL、dNTP 2.0 μL、
引物 2×0.5 μL、模板基因组DNA 1.0 μL、Taq酶 0.2  
μL. 相应 PCR扩增程序为: 95℃预变性 4 min 30 s、
94℃变性 50 s、48.5℃退火 30 s、72℃延伸 1 min 30s, 
循环 30次, 72℃延伸 10 min.  
将扩增出的 18S rDNA片段割胶回收, 与 T载

体进行连接, 并完成 TA 克隆, 次日转化到 100 μL 
DH5α感受态细胞中, 加入 800 μL的 LB液体培养
基, 37℃震荡培养 1 h. 取 200 μL菌液在含 Amp的
LB 固体培养基的平板上进行涂板, 37℃倒置培养
过夜. 挑出单个菌落, 转至含 5 mL左右 LB液体培
养基(带 Amp)的试管内进行扩大培养过夜(7 h左右
为宜), 取 1 000 μL菌液提交 Invitrogen公司测序.  
1.4  特异性引物的设计与验证 

用软件 MEGA 5.0对 Invitrogen公司发回的 4
种目标饵料微藻 18S rDNA序列进行比对, 找出其
各自差异性区域, 利用引物设计软件 Primer 5.0针
对该区域设计引物(选择合适的 Tm值和GC含量等, 
并防止错配与二聚体等情况发生), 使得上下游引
物扩增出的片段大小能保持在 100~200 bp 的范围, 
以便引物能够用于实时荧光定量 PCR 分析. 设计
完成后, 分别用其中某个微藻的特异性引物与上
述 4 种微藻基因组 DNA 模板进行同步扩增, 以检
验其特异性强度是否符合实验要求.  
1.5  特异性引物用于实时荧光定量 PCR的尝试 
对于设计出的 4对饵料微藻的特异性引物, 其

应用价值更能体现于基于实时荧光定量 PCR 技术
对样品中残存的上述饵料微藻定性定量分析研究

中. 因此, 可将特异性引物用于实时荧光定量 PCR
的标准曲线制作, 以明确其实际应用价值.  

2 结果 

2.1  4种微藻基因组 DNA的提取结果 
采用改良CTAB法提取4种目标饵料微藻的基

因组DNA时, 微藻样品无需任何前期处理(如超声
破碎、液氮研磨等)即可进行基因组DNA快速提取, 
此方法简便、高效. 提取的微藻基因组 DNA 经过
1%的琼脂糖凝胶电泳检测(图 1), 检测结果显示, 4



 
第 3期 周海波, 等: 几种饵料微藻基因组DNA的提取及其特异性引物的设计 13  

 

种饵料微藻的基因组 DNA条带清晰可见, 纯度高, 
其大小远大于 2 000 bp, 为微藻的基因组 DNA.   

M为 DL 2 000 marker; 1为角毛藻(Cha.); 2为球等鞭金藻(Iso.);  
3为青岛大扁藻(Tet.); 4为微绿球藻(Nan.) 

图 1  4种饵料微藻基因组 DNA的提取结果 

2.2  4种微藻 18S rDNA序列分析 
利用软件 DNAMAN 对上述 4 种饵料微藻的

18S rDNA进行多序列比对分析, 结果显示: 4种饵
料微藻 18S rDNA 序列间的差异百分比为 8.32%~ 
20.42%, 平均差异度为 11.14%. 说明 4种微藻 18S 
rDNA 之间存在一定的差异, 能够进行特异性引物
的设计. 分析比对其两两差异性区域(图 2), 利用
引物设计软件 Primer 5.0设计 4对引物(表 1), 并使
其扩增片段大小在 100~200 bp的范围.  
2.3  特异性探针特异性强度的验证 
为避免 4对特异性引物中某对引物与 4种饵料

微藻中其他 3种微藻的基因组DNA发生交叉扩增, 

表 1  利用 Primer 5.0设计出的 4种饵料微藻的特异性引物 

引物名称温度/℃ 引物序列(5’-3’) 

Cha.F ATGACTTTTCATTGGCGATGGTT 

Cha.R
62.0

GCCTCTCGGCCAAGGTTTATG 

Iso.F AACCCCCTGTTGGGGCTC 

Iso.R
61.5

ACCTCTCGGTCAAGGGAGACG 

Pla.F GTTACTCCTACTTTGGTAGGAGGTGAAC

Pla.R
62.0

GGACCTCTCGGTCAAGGTTAGG 

Nan.F TAATCTTCAACGAGGAATGCCTAG 

Nan.R
62.5

GGTCGCCAATCCGAACACT 

分别以某个微藻的特异性引物与所有目标微藻基

因组DNA进行普通 PCR扩增的验证性实验, 利用
1.5%的琼脂糖凝胶电泳进行检测, 图 3的检测结果
显示, 4 对特异性引物只能与其对应的微藻基因组
DNA发生扩增现象(对应泳道编号分别为“11”“22”
“33”“44”), 与非对应的微藻不发生交叉扩增, 同
时阴性对照组(不含模板 DNA)亦无扩增现象, 说
明设计的 4对引物具有很强的特异性, 能够将 4种
微藻通过简单的 PCR 手段加以区分于鉴定, 符合
后续荧光定量 PCR的实验要求.  
2.4  特异性引物用于实时荧光定量 PCR所得到的

标准曲线及融解曲线 
分别以 4种目标饵料微藻 18S rDNA所构建的
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黑色部分为同源序列, 灰色和白色部分为差异性区域 

图 2  用于特异性探针设计的 4种微藻 18S rDNA对应区域 
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重组质粒标准品为模板, 与所设计的 4对特异性引
物构建 25 μL反应体系, 在德国Eppendorf仪器公司
生产的Mastercycler ep realplex荧光定量 PCR仪上
进行实时荧光定量 PCR 扩增, 对仪器输出的实验
数据进行分析整理, 得到 4对特异性引物所扩增出
的标准曲线及融解曲线(图 4及图 5).  

3 讨论 

3.1  微藻基因组 DNA提取方法的选择 
相对传统植物基因组 DNA 提取试剂盒, 笔者

所采用的 CTAB 法[22-23]在提取上述海洋饵料微藻

基因组 DNA 方面具有明显的优势, 所提取的基因
组DNA可用于后续PCR扩增等分子生物学实验研

究. 由此可见, 改良 CTAB法更适合简便、有效地
提取海洋饵料微藻基因组 DNA, 而且实验成本更
低, 适合推广.  
3.2  4种饵料微藻特异性引物设计及特异性验证 
鉴于海洋微藻与绝大多数真核植物一样, 其

18S rDNA 具有高保守性, 其核糖体大小亚基基
因、5.8S 区、ITS1 和 ITS2 区均常被选作 PCR 扩
增的目标区域[24-26], 这是利用分子生物学方法对
不同物种鉴定和区分的基础. 同时, 不同物种 18S 
rDNA 之间必然存在特异性, 这也是该技术对不同
物种进行区分的先决条件. 目标区域(差异性区域)
的选择主要考虑其在研究物种中的变异程度及特

异性和灵敏性的要求, 这在区分形态上极为相近

M 11 12 13 14 10 M 21 22 23 24 20 M 31 32 33 34 30 M 41 42 43 44 40 

 
M为 DL 500 marker; 11~14为引物 Cha.分别与 Cha.、Iso.、Tet.、Nan.基因组 DNA扩增结果; 21~24为引物 Iso.分别与 Cha.、
Iso.、Tet.、Nan.基因组 DNA扩增结果; 31~34为引物 Tet.分别与 Cha.、Iso.、Tet.、Nan.基因组 DNA扩增结; 41~44为引物
Nan.分别与 Cha.、Iso.、Tet.、Nan.基因组 DNA扩增结果; 10、20、30、40分别为 4对引物的阴性扩增对照组. 角毛藻、球
等鞭金藻、青岛大扁藻及微绿球藻分别表示为 Cha.、Iso.、Tet.、Nan., 其中 11扩增产物大小为 155 bp、22扩增产物大小
为 154 bp、33扩增产物大小为 131 bp、44扩增产物大小为 169 bp 

图 3  4对特异性引物 PCR验证结果 

(a) 角毛藻 (b) 球等鞭金藻 (c) 青岛大扁藻 (d) 微绿球藻 

图 4  4种饵料微藻的 FQ-PCR扩增的标准曲线 

(a) 角毛藻 (b) 球等鞭金藻 (c) 青岛大扁藻 (d) 微绿球藻 

图 5  4种饵料微藻 FQ-PCR对应的融解曲线 

200 bp 
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的微藻种类时具有重要价值.  
用于区分上述 4种饵料微藻的特异性引物, 可

用于普通 PCR 与实时荧光定量 PCR, 但只需要通
过普通 PCR 与琼脂糖凝胶电泳的结合便能验证其
特异性强度. 按照试验设计的初衷, 某个特异性引
物只能扩增出与之对应的饵料微藻基因组 DNA, 
而不会与其他 3 种饵料微藻基因组发生扩增的现
象, 通过琼脂糖凝胶电泳检测, 在对应的泳道只可
能出现 1 条条带, 且条带对应 Marker 的大小应该
介于 100~200 bp (图 3). 本实验给出的验证结果符
合上述要求, 说明该 4对引物均具有很强的特异性, 
可用于区分此 4 种饵料微藻的普通 PCR 及实时荧
光定量 PCR的分析研究.  
3.3  特异性引物的应用价值 

在贝类人工育苗的实践中, 不同稚贝对不同
的饵料微藻表现出不同的摄食选择性, 稚贝摄食
选择性研究对育苗过程中饵料的选择培养、贝类幼

体的正常发育有着重要的意义. 但目前这种选择
性分析基本上还停留在经验、显微观察或粒度计数

的层面, 对于几十微米至几百微米大小的滩涂贝
类幼苗无法做到准确定性, 故有必要针对不同的
稚贝建立一种灵敏的技术手段, 准确分析贝类幼
苗对不同饵料微藻的摄食选择性的情况.  
实时荧光定量 PCR 技术具有特异性强、灵敏

度高、重复性好、定量准确等优点, 可以很好地满
足上述研究要求, 但定量 PCR 技术在待检测样品
为多物种混合体系时, 若要准确定量每一目标物
种, 必须具备能够特异性扩增每一物种的特异性
引物, 这是该技术应用的前提.  
通过对上述 4种常见饵料微藻 18S rDNA的分

析比对, 设计出了符合定量 PCR 实验条件的特异
性引物, 将此 4 对特异性引物用于实时荧光定量
PCR的标准曲线的制作, 结果显示 4对引物的扩增
效率均在 0.90~1.05之间, 且 4条标准曲线的 R2值

均在 0.998以上(图 4), 说明特异性引物完全能够满
足定量 PCR 的实验要求. 此外, 从定量 PCR 扩增
的图 5 融解曲线可以明显看出, 4 对引物均表现出
单一峰, 说明 4对引物在反应体系中无非特性性扩
增, 引物特异性强. 4 对引物的特异性能够满足实
时荧光定量 PCR 的实验要求, 为研究贝类尤其是
稚贝对不同饵料微藻的摄食选择性现象提供了重

要的技术保障.  

4 结论 

通过对沿海滩涂贝类育苗产业中常用的 4 种
饵料微藻的 18S rDNA进行克隆及序列分析, 证实
其 18S rDNA序列间具有较高同源性, 但其非同源
性区域(特异性区域)能够符合特异性引物的设计
要求并且可扩增出 100~200 bp大小的片段, 可用于
实时荧光定量PCR的分析研究. 因此, 倘若与实时
荧光定量PCR技术相结合, 该4对特异性引物可用
于快速检测稚贝体内及稚贝滤食水体中残存饵料

微藻的含量, 并能为研究不同稚贝对不同饵料微
藻的摄食选择性差异现象提供强大的技术支持.  
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Genomic DNA Extraction from Several Diet Microalgae and  
the Design of their Specific Primes  

ZHOU Hai-bo, XU Ji-lin*, ZHU Peng, YAN Xiao-jun 
( Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology of Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: A modified CTAB method is used to extract genomic DNA from four common diet microalgae of 
intertidal shellfish found in southeastern coast of China, The results show that this method is very suitable for 
extraction of high quality and productive genomic DNA from microalgae, By cloning and sequencing of 18S 
rRNA gene from the four diet microalgae, their sequences are compared with each other using the software 
MEGA5.0, Four pairs of specific primers which can be used to quickly distinguish the microalgae in samples are 
designed with the help of Primer 5.0. They are named Cha.F/Cha.R, Iso.F/Iso.R, Pla.F/Pla.R and Nan.F/Nan.R. 
Verification tests through the PCR amplification indicate that four pairs of the primers are highly distinctive and 
no cross amplification phenomenon is noted. The size of these amplified fragments ranges from 100 bp to 200 bp, 
which meets the experimental requirements of the Real-time fluorescent quantitative PCR (qPCR). These 
specific primers will be of great help for the study on feeding selectivity for the diet microalgae of juvenile 
intertidal shellfish in China. 
Key words: intertidal shellfish; diet microalgae; CTAB; 18S rDNA; specific primes 
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