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环境样本中微型和微微型浮游植物高通量测序的引物
优化
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摘要：分别以 １８ＳｒＤＮＡ 的 Ｖ４ 区和 Ｖ９ 区为目标基因，采用高通量测序平台和生物信息学方法，分析海水样品中微型和微微型浮

游植物多样性。 利用在线分析软件对 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）、Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ）和 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）３ 对引物的敏感性、特异性进行了评估和比较，发现自行

设计的引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）对真核藻类的扩增特异性高于 Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ）和 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）。 高通量测序结果显示，检测样品平均获得 ６８８３４

条原始序列，高质量数据占 ９９％以上，获得基因注释的序列数达 ９４％以上。 ３ 对引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）、Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ）、Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）鉴定的平

均微型 ／微微型浮游植物 ＯＴＵｓ 数分别为 ７８、４２、５８，引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）鉴定效率相对较高，同时对细小微胞藻（Ｍｉｃｒｏｍｏｎａｓｐｕｓｉｌｌａ）、

（金牛 微 球 藻 Ｏｓｔｒｅｏｃｏｃｃｕｓｔａｕｒｉ ）、 密 球 藻 （ Ｐｙｃｎｏｃｏｃｃｕｓｐｒｏｖａｓｏｌｉｉ ）、 抑 食 金 球 藻 （ Ａｕｒｅｏｃｏｃｃｕｓａｎｏｐｈａｇｅｆｆｅｒｅｎｓ ）、 赤 潮 异 弯 藻

（Ｈｅｔｅｒｏｓｉｇｍａａｋａｓｈｉｗｏ）等优势种检出频率高于引物 Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ）。 相对已发表的 ２ 对引物，本文设计的引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）对海洋微型

和微微型藻类多样性检测更为高效。
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海洋微型和微微型浮游真核藻类具有生长快、密度高、分布广等特点，是海洋初级生产力的重要贡献者，
同时也是赤潮、褐潮暴发的致灾种［１］。 由于微型和微微型藻类个体微小、缺乏形态学分类指标、多数难以分

离培养、无法大量单纯富集，所以传统的分类学方法鉴定较为困难。 分子生物学的快速发展，为微型和微微型

藻类的多样性研究带来了新突破［２⁃４］。 Ｈａｎｄｅｌｓｍａｎ 等［５］ 于 １９９８ 年正式提出了宏基因组学，主要以环境样品

中的微生物群基因组为研究对象；以功能基因筛选、测序分析为研究手段；以微生物多样性、种群结构、系统进

化及与环境之间的关系为研究目的。 其研究对象已从最初的土壤微生物发展到水体微生物和海样浮游生

物［６］。 宏基因学主要的研究手段之一是根据核糖体基因 ｒＤＮＡ 数据库进行引物设计，通过系统发生学分析得

到该环境中生物的遗传多样性和分子生态学信息［７］。 核糖体基因 ｒＤＮＡ 序列进化变异频率缓慢，是生物群落

系统进化分类研究主要基因之一，它包括糖体小亚基基因 １８Ｓ ｒＤＮＡ、５．８Ｓ ｒＤＮＡ、大亚基基因 ２８Ｓ ｒＤＮＡ 和转

录间隔区 ＩＴＳ。 其中核糖体小亚基基因 １８Ｓ ｒＤＮＡ 存在于所有真核生物中，是同时具有信息和功能两种作用

的核糖体编码基因［８］，其数据库丰富、基因序列种类广泛，对引物设计、构建物种亲缘关系等方面都具有不可

替代的优势。 １８Ｓ ｒＤＮＡ 由保守区和可变区交替排列组成，具有 ９ 个可变区［９］，可作为种属鉴定的分子标记。
Ｍｏｏｎ－ｖａｎ ｄｅｒ Ｓｔａａｙ 和 ＬóｐｅｚＧａｒｃíａ 通过构建 １８Ｓ ｒＤＮＡ 克隆文库和分子系统树，分别研究了太平洋近赤

道海域表层海水和南极深海中微微型真核浮游生物的多样性［１０⁃１１］。 在我国邵鹏、袁杰等人分别对厦门西海

域和南沙群岛海域微型和微微型浮游藻类建立了 １８Ｓ ｒＤＮＡ 克隆文库，分析了该水域浮游藻类的多样

性［１２⁃１４］。 自 ２００５ 年起，高通量测序技术发展飞速，由于该技术具有简单快速、测序通量高、错误率低和成本

低廉等特点，加速了宏基因组学的发展［１５］。 Ｓｔｏｅｃｋ 和 Ｂｅｈｎｋｅ 等人对 １８ｓ ｒＤＮＡ 的可变区在真核生物多样性研

究中的作用进行了分析，为基因标记的选择提供了参考［１６⁃１７］。 Ｖ４ 区和 Ｖ９ 区是目前广泛应用于真核生物多

样性研究的目标基因。 Ａｍａｒａｌ－Ｚｅｔｔｌｅｒ 通过以 １８ｓ ｒＤＮＡ 可变区 Ｖ９ 为目标基因设计引物，利用高通量测序技

术研究了海洋浮游生物多样性［１８］。 Ｓｔｏｅｃｋ 等对以 １８ｓ ｒＤＮＡ 的 Ｖ４ 和 Ｖ９ 区为目标基因，结合高通量技术获得

了挪威峡湾中真核浮游生物的多样性［１６］。
由于不同引物对环境中生物多样性的检测效率差异较大，针对微型和微微型浮游植物，本研究分别以

１８ＳｒＤＮＡ 的 Ｖ４ 区和 Ｖ９ 区为目标基因设计和选择引物进行扩增，对引物的敏感性和特异性进行评估和比较

分析，采用高通量测序平台和生物信息学方法，应用于辽东湾海域进行微型和微微型浮游植物检测验证，筛选

高效检测引物。

１　 材料和方法

１．１　 引物设计

　 　 本文针对目前已知的微型 ／微微型真核藻类以及黄渤海近岸赤潮生物种类设计了两对引物。 首先于
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ＮＣＢＩ 数据库调取相关序列，其中包括微微型真核藻类 ４５ 种、中国近岸赤潮生物 ７１ 种及常见真核藻类 ７３ 种，
涵盖 ８ 个门、１８ 个纲、１７９ 条序列。 利用软件 ＭＥＧＡ４ 对序列进行多重序列比对，找到对应的 Ｖ４ 区，同时结合

Ｈｉｓｅｑ２５００ ＰＥ２５０ 测序技术要求进行引物设计，片段长度为 ３００—４５０ｂｐ，为增加测序结果的准确性，充分利用

测序技术，以 Ｖ４ 区为核心区及两侧的保守区设计引物，获得两对引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ），使用 ＦＰＣＲ 软件检测引物对

的退火温度 Ｔｍ、ＣＧ 含量，以及是否会产生二聚体，利用 ＯｌｉｇｏＣａｌｃ 软件检测引物自身的互补性，包括潜在的发

夹结构、３′端的互补性、自身退火位点的个数等基本参数。
１．２　 引物敏感性、特异性评估

采用在线软件 ＴａｘＭａｎ，根据核糖体基因数据库，以多来源的 ｒＤＮＡ 为模板，通过多序列全局比对，对引物

扩增的生物类群和未扩增的生物类群物种数量进行预测统计及比较，进而对 ３ 对引物的敏感性、特异性进行

评估。 本实验选取已发表的海洋真核生物高通量测序引物 Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ）和 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）作为比较分析参照物［１６］。
１．３　 浮游植物鉴定

１．３．１　 形态学鉴定

分别在辽东湾长兴岛海域采集 ３ 份浮游植物水样，经福尔马林固定后带回实验室进行显微镜检测。
１．３．２　 分子鉴定

（１）样品采集

现场采集 １Ｌ 表层海水，经 ２０μｍ 微孔滤膜过滤去除小型及大型浮游生物，然后用 ０．２２ μｍ 微孔滤膜过滤

收集微型和微微型浮游生物，最后将滤膜转移至 １．５ ｍＬ 无菌离心管中，置于－２０ ℃或－８０ ℃冷冻保存、运输。
（２）ＤＮＡ 提取

采用 ＣＴＡＢ 法提取浮游生物基因组，将 ０．２２ μｍ 滤膜剪碎于 １．５ ｍＬ 离心管中，加入 ５００ μＬ ＣＴＡＢ 裂解液

（２％ ＣＴＡＢ；１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ－Ｃｌ ｐＨ ８．０；１．４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ；１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ）和 １ μＬ β－巯基乙醇，５—１０ μＬ
蛋白酶 Ｋ，５５℃裂解 １—１．５ ｈ。 短暂离心，取出液体于新的离心管中，用酚氯仿抽提 ２ 次后，取上清，加入两倍

体积预冷的无水乙醇，沉淀 ２—３ ｈ，保留沉淀，使用 ７５％乙醇清洗沉淀，得到微型浮游生物基因组 ＤＮＡ，１％琼

脂糖凝胶电泳检测并利用紫外分光光度计测定 ＤＮＡ 浓度及纯度，－２０℃冰箱保存备用。
（３）引物合成和 ＰＣＲ 扩增

引物序列设计完成，交由上海生工生物公司进行合成。 ＰＣＲ 反应体系为 ５０ μＬ，包括 ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ、
ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ ８μＬ、上下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ２ μＬ、模板 ＤＮＡ ２ μＬ、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ２．５ Ｕ，加适量灭菌水。
扩增反应均在 ＰＥ ９７００ 型 ＰＣＲ 仪（ＰＥ 公司）上完成，反应条件：９４℃预变性 ３ ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ ｓ，５８℃退火 ４５
ｓ，７２℃延伸 ４５ ｓ，共 ３３ 个循环；７２℃延伸 ５ ｍｉｎ。 １ ﹪琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产物。 将检测合格产物交由

诺和致源生物信息科技有限公司，使用 ＮＥＢ Ｎｅｘｔ  Ｕｌｔｒａ ＤＮＡ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ（Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓ）建库试剂盒进行文库的构建，构建好的文库经过 Ｑｕｂｉｔ 定量和文库检测，合格后，使用 Ｈｉｓｅｑ２５００
ＰＥ２５０ 进行上机测序。

（４）数据分析

测序得到的原始数据使用 ＦＬＡＳＨ 软件进行拼接，参照 Ｑｉｉｍｅ 软件质量控制流程，将拼接后的序列经过截

取、过滤得到有效数据。 利用 Ｕｐａｒｓｅ 软件对有效数据进 ＯＴＵｓ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ）聚类和物种分类

分析，ＲＤＰ Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 方法与 Ｓｉｌｖａ 数据库对 ＯＵＴｓ 代表序列进行物种注释分析。 再对 ＯＴＵｓ 进行丰度、多样性

指数等分析，同时对物种注释在各个分类水平上进行群落结构的统计分析。 最后在以上分析的基础上，可以

进行一系列的基于 ＯＴＵｓ 和物种组成的聚类分析，挖掘样品内和样品间的物种组成差异。

２　 结果

２．１　 引物设计

利用软件 ＭＥＧＡ４ 对 １７９ 条序列进行多重序列比对，找到对应的 Ｖ４ 和 Ｖ９ 区，同时结合测序技术要求进

３　 １２ 期 　 　 　 刘卫东　 等：环境样本中微型和微微型浮游植物高通量测序的引物优化 　
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行引物设计，片段长度为 ３００—４５０ｂｐ，并使用 ＦＰＣＲ、ＯｌｉｇｏＣａｌｃ 等软件对引物的基本参数进行检测和评估，其
基本参数满足引物设计的基本要求，引物设计结果见表 １。

表 １　 微型藻类 １８Ｓ ｒＤＮＡ 可变区扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ １８Ｓ ｒＤＮＡ ｖａｒｉａｂｌｅ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′） 引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ 引物序列 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′⁃３′）

Ｖ４⁃Ｆ ５′⁃ＧＣＧＧＴＡＡＴＴＣＣＡＧＣＴＣＣＡＡＴＡ⁃３′ Ｖ９⁃Ｒ ５′⁃ＣＣＴＴＣＹＧＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣＴＡＣ⁃３′

Ｖ４⁃Ｒ ５′⁃ＧＡＴＣＣＣＣＨＷＡＣＴＴＴＣＧＴＴＣＴＴＧＡ⁃３′ Ｃ４⁃Ｆ ５′⁃ＣＣＡＧＣＡＳＣＹＧＣＧＧＴＡＡＴＴＣＣ⁃３′

Ｖ９⁃Ｆ ５′⁃ＣＣＣＴＧＣＣＨＴＴＴＧＴＡＣＡＣＡＣ⁃３′ Ｃ４⁃Ｒ ５′⁃ＡＣＴＴＴＣＧＴＴＣＴＴＧＡＴＹＲＡ⁃３′

２．１　 引物敏感性、特异性评估

采用在线软件 Ｔａｘｍａｎ 对 ３ 对引物的敏感性、特异性进行评估，结果如表 ２。 统计数据显示，引物 Ｖ９（Ｆ ／
Ｒ）对的整体扩增效率低于引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）和 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ），引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）对真菌、后生动物、领鞭毛虫目类群的

扩增特异性低于 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ），对定鞭藻纲、绿藻门等生物类群的扩增特异性高于 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ），说明 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）在扩

增真核藻类类群中较有优势。

表 ２　 引物对扩增 ＳＩＬＶＡ 数据库中真核生物类群的特异性统计

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒｅｕｋａｒｙｏｔａｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＳＩＬＶＡ ｄａｔａｂａｓｅ

分类单元
Ｔａｘｏｎ

真核生物序列 ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ） Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ） Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）
分类单元
Ｔａｘｏｎ

真核生物序列 ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ） Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ） Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）

真菌 Ｆｕｎｇｉ ０．１１（８１６） ０．２９（２１６５） ０．４２（３１２２） 甲藻门 Ｄｉｎｏｐｈｙｃｅａｅ ０．１９（１７８） ０．６１（５８３） ０．６８（６５０）

后生动物 Ｍｅｔａｚｏａ ０．１２（１５２４） ０．４４（５６２８） ０．７０（８９００） 隐藻门 Ｃｒｙｐｔｏｐｈｙｔａ ０．２８（３７） ０．９１ （１２１） ０．８８（１１７）

领鞭虫目 Ｃｈｏａｎｏｆｌａｇｅｌｌｉｄａ ０．３６（１６） ０．６８（３０） ０．８９（３９） 硅鞭藻纲 Ｄｉｃｔｙｏｃｈｏｐｈｙｃｅａｅ ０．４０（８） ０．９５（１９） １．００（２０）

植物界 Ｖｉｒｉｄｉｐｌａｎｔａｅ ０．１７（６９１） ０．７５（３１３７） ０．７５（３１１５） 金藻纲 Ｃｈｒｙｓｏｐｈｙｃｅａｅ ０．２９（４２） ０．８６ （１２３） ０．８５（１２２）

定鞭藻纲 Ｈａｐｔｏｐｈｙｃｅａｅ ０．３２（４６） ０．８０（１１４） ０．０１ （２） 硅藻门 Ｂａｃｉｌｌａｒｉｏｐｈｙｔａ ０．２３（１５０） ０．７７ （５１４） ０．８２（５４７）

绿藻门 Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｔａ ０．２７（３４４） ０．７０（８８８） ０．６７（８５０） 黄群藻纲 Ｓｙｎｕｒｏｐｈｙｃｅａｅ ０．２８（２０） ０．７２ （５２） ０．７２（５２）

　 　 注：引物对主要扩增真核类群的频数分布，（）内的数字表示扩增该类群的序列数，（）前的数字表示扩增序列数占该类群序列数的比例

图 １　 引物扩增片段检测

　 Ｆｉｇ． １ 　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＤＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ

ｗｉｔｈ ｒＤＮＡ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔｓ

２．２　 引物对基因组 ＤＮＡ 扩增产物检测

为了比较 ３ 对引物在实际样品中对真核藻类扩增特

异性的差异，对采集的 ３ 份样品分别进行了引物扩增。 扩

增产物的检测结果见图 １，本文中 ３ 对引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）、Ｖ９
（Ｆ ／ Ｒ）和 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）的扩增产物片段分别为 ３７０ｂｐ、１３５ｂｐ、
３８０ｂｐ 左右，图 １ 显示，片段长度检测结果与设计要求相

符，扩增产物量满足测序需求，ＰＣＲ 体系合格。
２．３　 不同引物对的测序结果

通过 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２５００ 测序平台 ＰＥ２５０ 测序，得到的

原始数据使用 ＦＬＡＳＨ 软件进行拼接，参照 Ｑｉｉｍｅ 软件质量

控制流程，将拼接后的序列经过截取、过滤得到有效数据。
每个样品平均获得 ６８８３４ 条原始序列，经过拼接和质量过

滤，每个样品平均得到 ６８４２０ 条有效序列，高质量数据占到 ９９％以上，获得基因注释的序列数在 ９７％以上，表
明测得的数据准确可靠。 ９ 个样品测序结果见表 ３。

为了研究样品的物种组成多样性信息，使用 Ｕｐａｒｓｅ 软件对所有样品的有效序列进行聚类，以 ９７％的一致

性将序列聚类成为 ＯＴＵｓ。 每个样品平均获得 ３０８ 个 ＯＴＵｓ，每个 ＯＴＵｓ 代表一类物种。 ３ 对引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）、
Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ）和 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）鉴定的平均微型 ／微微型浮游植物 ＯＴＵｓ 数分别为 ７８、４２、５８。

４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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表 ３　 有效序列数及 ＯＴＵｓ数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ Ｔａｇｓ ａｎｄ ＯＴＵｓ ｎｕｍｂｅｒｓ
引物名称 样品名称 原始序列 有效序列 注释序列 总 ＯＵＴ 种水平平均 ＯＴＵｓ 种水平浮游植物 ＯＴＵｓ
Ｐｒｉｍｅｒ Ｓａｍｐｌｅ Ｎａｍｅ Ｒａｗ Ｔａｇｓ Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ Ｔａｇｓ Ｔａｘｏｎ Ｔａｇｓ Ｔｏｔａｌ ＯＵＴ ｎｕｍ Ａｖｅｒａｇｅ ＯＵＴ ｎｕｍ Ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ ＯＵＴ ｎｕｍ

Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ） ＬＤＷ１．１ ６１４３５ ６１２１３ ５７６９０ ２５４ １４５ ６８

ＬＤＷ２．１ ６５０９４ ６４８７１ ６１９５４ ２７２ １４８ ７３

ＬＤＷ３．１ ５７７０５ ５６３１９ ５５１９３ ３２３ １７６ ９２

Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ） ＬＤＷ１．２ ６３５６５ ６３５４７ ５９４４４ ２９３ ６２ ３７

ＬＤＷ２．２ ６２６８１ ６２６７４ ６０８５８ ４６１ ７４ ４６

ＬＤＷ３．２ ７７１９９ ７７１７７ ７５２３４ ４３４ ６９ ４４

Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ） ＬＤＷ１．３ ６４３４５ ６４１１７ ６３３３０ １５１ ９８ ３３

ＬＤＷ２．３ ７３６５３ ７３１９８ ７１２５８ ２５０ １３９ ５９

ＬＤＷ３．３ ９３８２９ ９２６６３ ９０８６１ ３３４ １９１ ８１

２．４　 镜检优势种属与分子鉴定结果比较

镜检优势种属与高通量测序结果见表 ４。 从结果中可以看出引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）对镜检优势种属的检出率与

引物 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）相当，并且都高于引物 Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ），对于样品中物种多样性的挖掘，引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）略高于引物

Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ），且明显高于引物 Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ）。

表 ４　 镜检优势种属与分子检测结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｓａｍｐｌｅｓ

样品编号
Ｓａｍｐｌｅ

种类
Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅｓ

镜检
Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ

藻类种类数
Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｇａｅ ｓｐｅｃｉｅｓ

密度 Ｄｅｎｓｉｔｙ ／ （个 ／ Ｌ） Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ） Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ） Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）

１ Ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａ ｓｐ． ３．６ ４ １ ３

Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｓｐ． １８３．６ ２ １ １

２ Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｓｐ． ６０６．７ １ ４ １

Ｎｏｃｔｉｌｕｃａｓｃｉｎｔｉｌｌａｎｓ ５６３．３ １ ０ １

３ Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｓｐ． １０２．５ ２ ０ ２

Ａｓｔｅｒｉｏｎｅｌｌｏｐｓｉｓｇｌａｃｉａｌｉｓ ３１５．０ １ ０ １

根据表 ５ 注释结果，在种水平下，统计 ３ 对引物对应的测序鉴定结果，引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）鉴定出的浮游植物

数量多于 Ｖ９ （ Ｆ ／ Ｒ） 和 Ｃ４ （ Ｆ ／ Ｒ） 鉴定出的数量。 ３ 对引物对优势种 Ｄｏｌｉｃｈｏｍａｓｔｉｘｔｅｎｕｉｌｅｐｉｓ，细小微胞藻

（Ｍｉｃｒｏｍｏｎａｓｐｕｓｉｌｌａ ）、 金 牛 微 球 藻 （ Ｏｓｔｒｅｏｃｏｃｃｕｓｔａｕｒｉ ）、 密 球 藻 （ Ｐｙｃｎｏｃｏｃｃｕｓｐｒｏｖａｓｏｌｉｉ ）、 里 氏 金 色 藻

（Ｃｈｒｙｓｏｃｈｒｏｍｕｌｉｎａｌｅａｄｂｅａｔｅｒｉ）、抑食金球藻（Ａｕｒｅｏｃｏｃｃｕｓａｎｏｐｈａｇｅｆｆｅｒｅｎｓ）、赤潮异弯藻（Ｈｅｔｅｒｏｓｉｇｍａａｋａｓｈｉｗｏ）等

微型和微微型浮游植物的鉴定能力比较，引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）与 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）相近，二者强于 Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ）。

表 ５　 ３ 对引物鉴定浮游植物种类

Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｒｅｅ ｒＤＮＡ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ

物种名称 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅｓ 拉丁文 Ｌａｔｉｎ ｎａｍｅｓ Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ） Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ） Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）

甲藻门 Ｐｈｙｌｕｍ Ｄｉｎｏｆｌａｇｅｌｌａｔａ Ａｋａｓｈｉｗｏ ｓｐ． ＋

Ａｌｅｘａｎｄｒｉｕｍｐｓｅｕｄｏｇｏｎｉａｕｌａｘ ＋

Ａｌｅｘａｎｄｒｉｕｍｔａｍａｒｅｎｓｅ ＋

Ａｍｏｅｂｏｐｈｒｙａ ｓｐ． ＋ ＋

Ａｍｙｌａｘｔｒｉａｃａｎｔｈａ ＋ ＋

Ｃｅｒａｔｉｕｍｔｅｎｕｅ ＋

Ｄｕｂｏｓｃｑｕｅｌｌａ ｓｐ． ＋ ＋

Ｇｏｎｙａｕｌａｘｐｏｌｙｇｒａｍｍａ ＋ ＋

５　 １２ 期 　 　 　 刘卫东　 等：环境样本中微型和微微型浮游植物高通量测序的引物优化 　
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续表

物种名称 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅｓ 拉丁文 Ｌａｔｉｎ ｎａｍｅｓ Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ） Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ） Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）

Ｇｙｒｏｄｉｎｉｕｍ ｓｐ． ＋ ＋

Ｋａｒｌｏｄｉｎｉｕｍ ｓｐ． ＋

Ｋａｒｌｏｄｉｎｉｕｍｖｅｎｅｆｉｃｕｍ ＋

Ｎｅｏｃｅｒａｔｉｕｍ ｓｐ． ＋

Ｎｏｃｔｉｌｕｃａｓｃｉｎｔｉｌｌａｎｓ ＋ ＋ ＋

Ｐｅｌａｇｏｄｉｎｉｕｍｂｅｉｉ ＋

Ｐｒｏｒｏｃｅｎｔｒｕｍｍｉｃａｎｓ ＋ ＋ ＋

Ｐｒｏｒｏｃｅｎｔｒｕｍ ｍｉｎｉｍｕｍ ＋

Ｐｒｏｔｏｐｅｒｉｄｉｎｉｕｍｂｉｐｅｓ ＋

Ｐｒｏｔｏｐｅｒｉｄｉｎｉｕｍｐｅｌｌｕｃｉｄｕｍ ＋

Ｓｃｒｉｐｐｓｉｅｌｌａ ｓｐ． ＋ ＋

Ｓｃｒｉｐｐｓｉｅｌｌａｔｒｏｃｈｏｉｄｅａ ＋

Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａｓｐ． ＋

Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａａｌｇｉｃｉｄａ ＋ ＋

Ｗｏｌｏｓｚｙｎｓｋｉａ ｓｐ． ＋ ＋

Ｗｏｌｏｓｚｙｎｓｋｉａｈａｌｏｐｈｉｌａ ＋

绿藻门 Ｐｈｙｌｕｍ Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｔａ Ｂａｔｈｙｃｏｃｃｕｓｓｐ． ＋ ＋

Ｃｒｕｓｔｏｍａｓｔｉｘｓｐ． ＋ ＋ ＋

Ｄｏｌｉｃｈｏｍａｓｔｉｘｔｅｎｕｉ ＋ ＋

Ｍａｍｉｅｌｌａｇｉｌｖａ ＋ ＋ ＋

Ｍａｎｔｏｎｉｅｌｌａｓｑｕａｍａｔａ ＋

Ｍｉｃｒｏｍｏｎａｓｐｕｓｉｌｌａ ＋ ＋ ＋

Ｍｉｃｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＋

Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｉｓｓｐ． ＋ ＋ ＋

Ｎｅｐｈｒｏｓｅｌｍｉｓｐｙｒｉｆｏｒｍｉｓ ＋ ＋ ＋

Ｏｓｔｒｅｏｃｏｃｃｕｓｔａｕｒｉ ＋ ＋ ＋

Ｐｉｃｏｃｈｌｏｒｕｍ ｓｐ．

Ｐｒａｓｉｎｏｐｈｙｃｅａｅｓｐ． ＲＣＣ３９ ＋ ＋ ＋

Ｐｓｅｕｄｏｃｏｃｃｏｍｙｘａ ｓｉｍｐｌｅｘ ＋

Ｐｔｅｒｏｓｐｅｒｍａｃｒｉｓｔａｔｕｍ ＋ ＋

Ｐｙｃｎｏｃｏｃｃｕｓｐｒｏｖａｓｏｌｉｉ ＋ ＋ ＋

Ｐｙｒａｍｉｍｏｎａｓ ｓｐ． ＋ ＋

Ｔｅｔｒａｓｅｌｍｉｓ ｓｐ． ＋ ＋

隐藻门 Ｐｈｙｌｕｍ Ｃｒｙｐｔｏｐｈｙｃｅａｅ Ｇｅｍｉｎｉｇｅｒａｃｒｙｏｐｈｉｌａ ＋

Ｈｅｍｉｓｅｌｍｉｓ ｓｐ． ＋ ＋

Ｈｅｍｉｓｅｌｍｉｓｃｒｙｐｔｏｃｈｒｏｍａｔｉｃａ ＋ ＋

Ｋａｔａｂｌｅｐｈａｒｉｄ ｓｐ． ＋ ＋

Ｌｅｕｃｏｃｒｙｐｔｏｓ ｓｐ． ＋ ＋

Ｌｅｕｃｏｃｒｙｐｔｏｓ ｍａｒｉｎａ ＋ ＋ ＋

Ｍｙｒｉｏｎｅｃｔａｒｕｂｒａ ＋

Ｒｈｏｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＋

Ｔｅｌｅａｕｌａｘｇｒａｃｉｌｉｓ ＋ ＋

Ｔｅｌｅａｕｌａｘｓｐ． ＋ ＋

Ｔｅｌｅａｕｌａｘａｍｐｈｉｏｘｅｉａ ＋ ＋ ＋

定鞭藻门 Ｐｈｙｌｕｍ Ｈａｐｔｏｐｈｙｔａ Ｃａｌｙｐｔｒｏｓｐｈａｅｒａ ｓｐ． ＬＫＭ⁃２００７⁃１ ＋ ＋

Ｃｈｒｙｓｏｃｈｒｏｍｕｌｉｎａ ｓｐ． ＋ ＋

Ｃｈｒｙｓｏｃｈｒｏｍｕｌｉｎａｌｅａｄｂｅａｔｅｒｉ ＋ ＋
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续表

物种名称 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｎａｍｅｓ 拉丁文 Ｌａｔｉｎ ｎａｍｅｓ Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ） Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ） Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）

Ｅｍｉｌｉａｎｉａ ｓｐ． ＋ ＋

Ｈａｐｔｏｌｉｎａｆｒａｇａｒｉａ ＋ ＋

Ｉｍａｎｔｏｎｉａ ｓｐ． ＋

Ｐｒｙｍｎｅｓｉｕｍｐａｌｐｅｂｒａｌｅ ＋

Ｔｅｒｇｅｓｔｉｅｌｌａａｄｒｉａｔｉｃａ ＋

硅藻亚门 Ａｓｔｅｒｉｏｎｅｌｌｏｐｓｉｓｇｌａｃｉａｌｉｓ ＋ ＋ ＋

Ｐｈｙｌｕｍ Ｂａｃｉｌｌａｒｉｏｐｈｙｔｉｎａ Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｃａｌｃｉｔｒａｎｓ ＋ ＋ ＋

Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｍｕｅｌｌｅｒｉｉ ＋ ＋ ＋

Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｓｏｃｉａｌｉｓ ＋

Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｓｐ． ｐ４４２ ＋ ＋ ＋

Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａｃｈｏｃｔａｗｈａｔｃｈｅｅａｎａ ＋

Ｄｉｔｙｌｕｍｂｒｉｇｈｔｗｅｌｌｉｉ ＋ ＋ ＋

Ｅｎｔｏｍｏｎｅｉｓ ｃｆ． ａｌａｔａ ＋ ＋

Ｈｙａｌｏｓｉｒａ ｓｐ． ＋

Ｍｉｎｕｔｏｃｅｌｌｕｓｓｐ． ＋ ＋

Ｐｅｒｉｄｉｎｉｕｍｑｕｉｎｑｕｅｃｏｒｎｅｅｎｄｏｓｙｍｂｉｏｎｔ ＋

Ｐｌｅｕｒｏｓｉｇｍａｐｌａｎｋｔｏｎｉｃｕｍ ＋

Ｒｈｉｚｏｓｏｌｅｎｉａｓｅｔｉｇｅｒａ ＋

Ｒｈｉｚｏｓｏｌｅｎｉａｓｉｍｉｌｏｉｄｅｓ ＋

Ｓｋｅｌｅｔｏｎｅｍａｓｐ． ＋ ＋

Ｓｋｅｌｅｔｏｎｅｍａｐｓｅｕｄｏｃｏｓｔａｔｕｍ ＋

Ｓｔｅｐｈａｎｏｐｙｘｉｓｔｕｒｒｉｓ ＋ ＋

Ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａ ｓｐ． ＋ ＋

Ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａｃｏｎｃａｖｉｕｓｃｕｌ ＋ ＋

Ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａ ｍａｌａ ＋

Ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａ ｍｉｎｉｍａ ＋ ＋

Ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａｏｃｅａｎｉｃａ ＋ ＋ ＋

不等鞭毛门 Ａｐｅｄｉｎｅｌｌａ ｒａｄｉａｎｓ ＋ ＋ ＋

Ｐｈｙｌｕｍ Ｈｅｔｅｒｏｋｏｎｔｏｐｈｙｔａ Ａｕｒｅｏｃｏｃｃｕｓａｎｏｐｈａｇｅｆｆｅｒｅｎｓ ＋ ＋ ＋

Ｂｏｌｉｄｏｍｏｎａｓｐａｃｉｆｉｃａ ＋

Ｄｉｃｔｙｏｃｈａ ｆｉｂｕｌａ ＋

Ｏｃｈｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＋ ＋

Ｄｉｃｔｙｏｃｈａ ｓｐｅｃｕｌｕｍ ＋ ＋ ＋

Ｆｌｏｒｅｎｃｉｅｌｌａｐａｒｖｕｌａ ＋ ＋ ＋

Ｈｅｔｅｒｏｓｉｇｍａａｋａｓｈｉｗｏ ＋ ＋ ＋

Ｐａｒａｐｈｙｓｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＋ ＋

Ｐｅｄｉｎｅｌｌａ ｓｐ． ｓｑｕａｍａｔａ ＋

Ｐｈａｅｏｃｙｓｔｉｓａｎｔａｒｃｔｉｃａ ＋

Ｐｓｅｕｄｏｃｈａｔｔｏｎｅｌｌａｆａｒｃｉｍｅｎ ＋ ＋

Ｐｓｅｕｄｏｐｅｄｉｎｅｌｌａｅｌａｓｔｉｃａ ＋ ＋ ＋

Ｐｔｅｒｉｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＋ ＋

合计 ６４ ５７ ５７

　 　 “＋”表示引物扩增片段的注释结果在 ３ 个样品中任意出现一次即标记＋

３　 讨论

分子生物学技术极大地推动了微型真核藻类多样性的研究。 目前，世界各大海域的微微型浮游生物分子

７　 １２ 期 　 　 　 刘卫东　 等：环境样本中微型和微微型浮游植物高通量测序的引物优化 　
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多样性逐步开展研究，相关基因文库数据也在不断更新和扩充［１９⁃２２］。 针对海洋微型和微微型藻类鉴定方面

存在的难题，本实验选择 １８Ｓ ｒＤＮＡ 的可变区作为目标基因，构建高通量测序文库，应用生物信息学处理数据，
对海洋微型和微微型藻类进行了多样性研究。 １８Ｓ ｒＤＮＡ 结构和功能保守，区分力可达种属水平，常用于真核

生物物种鉴定和系统发生学分析。 １８ＳｒＤＮＡ 全长序列交替排列着保守区和可变区，反映了生物种间的亲缘关

系和物种间的差异，利用了保守区设计引物，扩增出可变区，根据不同种属可变区的序列特征进行分类［２３］。
真核生物共含有 ８ 个可变区，其中 Ｖ４ 和 Ｖ９ 区是目前广泛使用的真核生物标记基因［２４］。 Ｗｕｙｔｓ 等比较分析

了 ３２５３ 条核糖体 ｒＤＮＡ 核酸序列的 Ｖ４ 区，发现该区域为真核生物核糖体 ｒＤＮＡ 种多样性最大的区域［２５］。
Ｓｔｏｅｃｋ 和 Ｍｉｃａｈ 等人研究发现，Ｖ４ 区在区分亲缘关系较近的物种具有较大优势［１６］，且与 Ｖ９ 区相比，Ｖ４ 区得

到的实验结果更接近于以 １８Ｓ ｒＤＮＡ 全长为目标基因的研究结果［２３，２６］。 １８Ｓ ｒＤＮＡ 的 Ｖ４ 区变异较大、长度较

长、均一性好，适用于高通量测序技术，是微微型藻类鉴定的良好目标基因。
本文通过对 ３ 对引物的敏感性、特异性进行评估结果显示：引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）对真菌、后生动物、领鞭毛虫目

类群的扩增特异性要低于 Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ）和 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ），而对真核藻类的扩增特异性均高于 Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ），扩增红藻门

的特异性低于 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）。 为了验证引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）、Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ）和 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）对海水样品中微型 ／微微型浮游植

物多样性分析的可行性和差异性，采用 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ２５００ 测序平台 ＰＥ２５０ 测序，解析出在种的水平下每对引

物对应的平均微型 ／微微型浮游植物 ＯＴＵｓ 数，并与样品的显微镜检测结果进行比较。 结果显示，引物对 Ｖ４
（Ｆ ／ Ｒ）在微型 ／微微型浮游植物种类数鉴定方面优于其他两对引物。 高通量测序获得浮游植物种类与显微镜

观察结果进行比较，引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）对镜检结果中的藻类的检出率与引物 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）相同，并且都高于引物 Ｖ９
（Ｆ ／ Ｒ），对于样品中物种多样性的挖掘能力，引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）略高于引物 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ），且明显高于引物 Ｖ９（Ｆ ／
Ｒ）。

根据注释结果，在种水平下，统计 ３ 对引物对应的扩增产物的鉴定结果，３ 对引物对优势种细小微胞藻、
金牛微球藻、密球藻、里氏金色藻、抑食金球藻、赤潮异弯藻等微型和微微型浮游植物的鉴定能力，引物 Ｖ４（Ｆ ／
Ｒ）与 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）相近，二者高于 Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ）。 其中，金牛微球藻是一种单细胞绿藻，直径 ０．８μｍ 左右，是目前发

现的个体最小、细胞结构简单、基因组结构却十分复杂的自养真核细胞生物［２７］。 Ｖａｑｕｅｒ 等［２］发现了法国肖泻

湖（Ｔｈａｕｌａｇｏｏｎ）金牛微球藻丰度与铜含量有关，并发现贝类无法摄食这种藻类。 赤潮异弯藻是一种细胞微

小、分布广泛、广温、广盐性赤潮藻种，对其他生物影响较大［２９⁃３１］。 抑食金球藻，呈金光色球形或亚球形，直径

２μｍ 左右，属于微微型藻类，是目前发现引发褐潮的主要种类，对生态环境和渔业养殖影响较大［３２］。 ２０１３ 年

７ 月在长兴岛近岸海域出现水色异常现象，经分子检测，主要优势种为抑食金球藻，丰度超过 １０７个 ／ Ｌ［３３］。 于

杰等人利用通用引物扩增 １８Ｓ ｒＤＮＡ 可变区 Ｖ９ 后，结合高通量技术，建立浮游生物多样性高效检测技术，对
渤海海域的 ４ 个褐潮多发区的优势藻种进行分析，发现抑食金球藻和多形微眼藻共同引发了该海域的

褐潮［３４］。
本研究表明，以 １８Ｓ ｒＤＮＡ 的 Ｖ４ 区作为目标基因，设计引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ），借助 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ ２５００ ＰＥ２５０ 高

通量测序平台和生物信息学方法，建立了海洋微型和微微型藻类高效检测方法。 该方法既传承了传统分子技

术的特点，又具有一些独特的优势：测序通量高，实验流程简单；数据处理快速、准确；灵敏度高；节约成本；适
用性广泛。 针对海洋中不同水域、水层、时间的微型 ／微微型浮游植物多样性的研究均适用。
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