
环状异帽藻（Heterocapsa circularisquama）属有

毒赤潮藻类，于 1988 年在日本西海岸首次引发赤

潮，造成大量贝类死亡 [1-2]。近年来在中国的大连

海岸也有类似赤潮发生 [3]。2005 年王金辉等 [4] 对

长江口及邻近海域有毒藻进行了调查，发现在该海

域引发赤潮的微藻是环状异帽藻。据报道，环状异

帽藻可产生一种光敏感性溶血毒素（photosensitizing 

hemolytic toxin），低浓度情况下就可以使贝类致死，

而对鱼类无害 [5-7]。为更深入了解环状异帽藻的种

群动力学和产毒情况，有必要对该藻的定性和定量

检测方法开展研究。

传统的鉴定方法主要以形态学特征为基础，即

海水样品采集后利用光学或电子显微镜直接观察

等。这些方法操作费时费力，无法进行长期的跟踪

监测，且对于某些浮游植物难以作出准确的鉴定 [8]。

由于不同种属间基因的多样性，常采用分子生物学

技术鉴定和定量赤潮微藻 [9-12]。因此，如何利用分

子生物学技术找到种间界定的稳定指标，进而建立

快速、准确的鉴定和定量检测方法，已成为浮游植物

生态学研究的热点之一， 也是在实现赤潮监测和预

警过程中亟待解决的问题。

近年来，PCR（Polymerase chain reaction）方法

已成为微生物领域重要的检测手段 [13-15]。此基础

上发展起来的实时荧光定量 PCR（Real-time RCR）

技术，以 Power SYBR Green 和溶解曲线为基础，可

以用于检测不同的核苷酸序列。因为不同的 PCR

产物，GC 含量、片段长度、核苷酸组成不同，因此 Tm

（melting temperature）值也不同，所以其溶解曲线也

不同 [16]。该技术具有特异性强、灵敏度高、重复性

好、定量准确、检测速度快等优点，得到了广泛的应

用 [17]。Real-time PCR 方法也被用于多种赤潮藻类

的鉴定和定量检测 [17-20]。利用 Real-time PCR 方法
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定量检测环状异帽藻的应用研究国内外均未见报

道。本研究以环状异帽藻为研究对象，以 ITS1 区

为目标片段设计了 1 对特异性引物，并结合 Power 

SYBR Green Mater Mix，建立了定量检测赤潮环状异

帽藻 Real-time PCR 的新方法。

1  材料与方法

1.1 实验材料

环 状 异 帽 藻 系 本 研 究 的 目 标 藻，其 他 藻 用

于检验此方法的特异性。微藻在实验室中用常

规 的 f/2 培 养 基 培 养 至 对 数 期，培 养 条 件 为 光

照 / 黑 暗 周 期 12 h /12 h，光 照 强 度 4 000 lx，培

养温度：光照 22 ℃，黑暗 20 ℃ [6，21]。环状异帽藻

（H. circularisquama）、短凯伦藻（Karenia brevis）、微小

原甲藻（Prorocentrum minimum）由国家海洋局东海

分局王金辉馈赠；角毛藻（Chaetoceros sp.）、赤潮异

弯藻（Heterosigma akashiwo）本实验室保存藻种；原

甲藻（Prorocentrum sp.）、前沟藻（Amphidinium sp.）、

利玛原甲藻（P. lima）、微小亚历山大藻（Alexandrium 

minutum）由台湾大学周宏农教授提供；塔玛亚历山

大藻（A. tamarense）、链状亚历山大藻（A. catenella）、

米氏凯伦藻由暨南大学吕颂辉教授馈赠。

1.2 基因组 DNA 的制备

离心收集细胞，使用植物基因组 DNA 提取试剂

盒（北京鼎国昌盛生物技术有限公司）提取微藻 DNA。

破碎藻液制备，离心收集细胞，然后用 10 mL 灭

过菌的去离子水洗涤 2 次并重悬，置于 50 mL 离心

管中，在冰浴，超声波功率 200 W、超声时间 3 s、间

隔时间 3 s 的条件下超声波处理 [22]，-20 ℃保存。

1.3 测序

从 环 状 异 帽 藻 总 DNA 中 取 1 μL 加 入 24 μL

的 PCR 反 应 液 中（在 25 μL 的 反 应 体 系 中 包 括

10×PCR buffer，2.5 mmol/L 的 dNTP，1 U 的 Taq

酶，灭菌 ddH2O，正反向引物的浓度 10 μmol/L）进

行 PCR 反 应，扩 增 环 状 异 帽 藻 的 ITS（internal 

transcribed space）序列。PCR 引物参考庄丽等 [23] 序

列，扩增条件：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，

55℃退火 45 s，72℃延伸 45 s，35 个循环；72 ℃延伸

7 min，于 Eppendorf Thermal Cycler 进 行 PCR 扩 增。

PCR 产物由桑尼基因公司测序。

1.4 Real-time RCR 扩增

用 MEGA 4 软件对测得的序列与从 GenBank 获

得的同源序列进行比对分析，选择 ITS 区域中与其

他微藻有显著差异的 ITS1 区，用 Primer Express 3.0

设计出适合于 SYBR Green 法的荧光定量引物，并

将设计引物与 GenBank 中序列进行 blast 比对。环

状异帽藻的 SYBR 法荧光定量引物（图 1），正向引

物 Ymits1F：5 ′-GGGCGGAGATCGTATCAAAA-3 ′，

反向引物 Ymits1R：5 ′-TGAGAACAGGGAGCCGAG

A-3 ′，引物由北京赛百盛基因有限公司合成。环状

异帽藻目标片段 ITS1 区荧光定量产物长度为 107 bp。

Real-time PCR 扩增于 Applied Biosystem StepOne Plus

上进行，扩增体系为 20 μL 体系，2 μL 基因组 DNA，

1×Power SYBR Green Mater mix，终浓度为 200 nmol/L

的 Ymits1F 和 Ymits1R，7.2 μL ddH2O。 反 应 条 件：

94 ℃ 10 min，94 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，40 个循环；溶解

曲线：94 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，然后以 0.3 ℃/s 缓慢升

高至 94℃，94℃ 15 s。

H. circularisquama 的特异性引物
Ymits1F: 5 ′-gggcggagatcgtatcaaaa-3 ′（位置：54-74 nt）
Ymits1R: 5 ′-tgagaacagggagccgaga-3 ′（位置：160-179 nt）

Ribosomal RNA gene

ITS2ITS1
18S 5.8S 28S

图 1　环状异帽藻引物的位置和序列
Fig . 1　Position and sequence of H. circularisquama primers
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2  结果与分析

2.1 测序结果

测得长度为 595 bp 的 ITS 序列。所得序列与

Yoshida 等 [24] 所测的环状异帽藻序列（GenBank 序

列号 AB084091）相似度为 100%。

2.2 引物设计与特异性验证

环状异帽藻的引物以其 ITS1 序列为目标片段

设计，分别对不同种藻的 DNA、破碎藻液及其混合

物 进 行 Real-time PCR 扩 增（图 2）。Real-time PCR

扩增结果，从图 2 扩增曲线图上可以看出，含有阳

性环状异帽藻的 DNA 基本上从相同的循环开始扩

增，扩增结果没有差别，说明本研究用于鉴定环状异

帽藻的引物很稳定，其他藻的 DNA 对环状异帽藻 

Real-time PCR 扩增没有影响。其他藻或几种藻的

混合物或者空白对照中都没有检测到信号，说明该

引物具有很强的特异性。从图 2 溶解曲线图上可以

看出，产物的 Tm 值相同，均为 83.5 ℃。

图 2　环状异帽藻引物的特异性实验
A：环状异帽藻 Real-time PCR 扩增曲线；B：环状异帽藻 Real-time PCR 的溶解曲线

a：环状异帽藻 DNA ；b：环状异帽藻和利玛原甲藻、米氏凯伦藻、塔玛亚历山大藻的 DNA 的混合物；c：环状异帽藻和微小原甲藻、短凯伦

藻、前沟藻的 DNA 混合物；d：环状异帽藻和角毛藻、赤潮异弯藻、微小亚历山大藻的 DNA 混合物；e：环状异帽藻 DNA 和塔玛亚历山大藻、

微小原甲藻、短凯伦藻、利玛原甲藻的超声波破碎藻液的混合物；f：塔玛亚历山大藻、米氏凯伦藻、利玛原甲藻、微小原甲藻、前沟藻的 DNA

混合物；g：角毛藻、赤潮异弯藻、短凯伦藻、原甲藻的超声波破碎藻液混合物；h：塔玛亚历山大藻 DNA；i：微小原甲藻 DNA；j：米氏凯伦藻

DNA；k：短凯伦藻 DNA；l：微小亚历山大藻 DNA；m：利玛原甲藻 DNA；n：前沟藻 DNA；o：赤潮异弯藻 DNA；p：角毛藻 DNA；q：空白对照 .

Fig. 2　Specificity test of H. circularisquama primers
A：Real-time PCR amplification plot of H. circularisquama； B：Real-time PCR melt curve of H. circularisquama. 

a：H. circularisquama DNA；b：the mixture DNA of H. circularisqua，P. lima，K. mikimotoi and A. tamarense；c：the mixture DNA of 

H. circularisquama，P. minimum，K. brevis and Amphidinium sp.；d：the mixture DNA of H. circularisquama，Chaetoceros sp.，H. akashiwo and A. 
minutum；e：H. circularisquama DNA and the mixture of ultrasounds from A. tamarense，P. minimum，K. brevis and P. lima；f：the mixture DNA of 

A. tamarense，K. mikimotoi，P. lima，P. minimum and Amphidinium sp. ；g：the mixture of ultrasounds from Chaetoceros sp.，H. akashiwo，K. brevis，
Prorocentrum sp.；h：A. tamarense DNA；i：P. minimum DNA；j：K. mikimotoi DNA；k：K. brevis DNA；l：A. minutum DNA；m：P. lima DNA；

n：Amphidinium sp. DNA；o：H. akashiwo DNA；p：Chaetoceros sp. DNA；q：negative control.

2.3 Real-time PCR标准曲线的建立和敏感度检测

离心收集一定体积的环状异帽藻细胞，灭菌去

离子水重悬，然后超声波破碎，将破碎后得到的藻

液按 1∶10 倍稀释（从 5 000 个细胞到 0.5 个细胞），

5 个稀释度，每个稀释度 3 个重复。各取 2 μL 破碎

藻液，采用本研究设计的 Ymits 引物进行 Real-time 

PCR 检测。然后以显微镜下获得的细胞数为横坐标，

以 Real-time PCR 扩增得到的 CT 值为纵坐标绘制标
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准曲线。Real-time PCR 结果如图 3 所示。回归方

程为：y=-3.277x+43.708，其中 x 为细胞数，y 为 CT

值，其回归系数为 0.989。用该方法建立的标准曲线

灵敏度高重复性好，标准曲线各点之间成高度线性，

在 30 个循环内就可以检测到 0.5 个细胞。

          图 3　各稀释度环状异帽藻藻液 Real-time PCR 扩增结果
A：各稀释度环状异帽藻藻液 Real-time PCR 扩增曲线； B：各稀释度环状异帽藻藻液 Real-time PCR 的标准曲线.

Fig. 3　Real-time PCR results of diluted extract of H. circularisquama
A：Real-time PCR amplification plot of diluted extract of H. circularisquama；B：Standard curve developed for H. circularisquama 

with real-time PCR.

2.4 Real-time PCR 稳定性检测

不 同 培 养 条 件 下 获 得 的 细 胞 用 于 Real-time 

PCR 稳定性检测。首先，培养温度不同，分别培养在

20 ℃、30 ℃，培养 10 d。同时，N/P 比值不同的培养

基，分别在 3 种不同的培养基中（缺氮、缺磷和正常

的 f/2 培养基，培养温度均为 20℃）培养 10 d。提取

各培养物的 DNA，进行 Real-time PCR 扩增，结果见

图 4。4 种不同条件下获得的 DNA Real-time PCR 都

有扩增。说明不同的培养条件对 Real-time PCR 反

应没有影响，该方法适合于现场样品的检测。

2.5 初步模拟现场样品检测

取 3 mL 包含环状异帽藻藻液，用于显微镜进行

计数；再从同一瓶中取 10 mL 藻液离心收集细胞，

并用 10 mL 无菌去离子水重悬，超声波对样品进行

破碎，并对得到的细胞液进行适当的稀释，然后作为

Real-time PCR 模板进行扩增，根据各样品所得的 CT

图 4　环状异帽藻引物的稳定性实验
a：20 ℃培养；b：30 ℃培养；c：缺氮培养；d：缺磷培养

Fig. 4　Stability test of the real-time PCR method for detection 
of H. circularisquama

 a：20 ℃ cultivation；b：30 ℃ cultivation；c：lack of N cultivation；

d：lack of P cultivation
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表 1　显微镜计数与 Real-time PCR 技术计数结果比较
                                 Tab. 1　Comparison between results obtained by microscope and real-time PCR assay L-1　

样品编号
Sample

显微镜计数结果
Cell number by microscope

Real-time PCR 检测结果
Cell number by Real-time PCR method

1 （1.20±0.29）×108 （1.07±0.058）×108

2 （1.39±0.31）×108 （1.42±0.050）×108

3 （7.70±0.20）×107 （8.06±0.045）×107

4 （7.00±0.25）×107 （6.69±0.034）×107

5 （6.20±0.36）×107 （5.26±0.058）×107

6 （8.60±0.56）×107 （7.15±0.036）×107

值，按照 2.3 所得到标准方程计算出细胞数量。每

个样品检测设定 3 个平行，结果如表 1 所示。从表

1 可以看出，Real-time PCR 定量结果与显微镜计数

结果基本一致。

3  讨论

自 1988 年以来环状异帽藻在日本西部海湾多

次引发赤潮，对当地的贝类养殖造成严重的影响 [6]。

近年来在中国大连和长江口附近海域，也曾多次发

现由环状异帽藻引发的赤潮 [2-3]。环状异帽藻作为

一种外来入侵的赤潮藻类，已经危害到了中国沿海

的水产养殖业和生态环境，因此需要在海洋赤潮藻

类预防预报以及对外来轮船压舱水检测等工作中重

视对环状异帽藻的检测。

在赤潮藻类的分子鉴定中，通常采用 rDNA 家

族基因作为鉴定的目标基因 [25]。由于 rDNA 的高度

保守性 [26]，其大小亚基、5.8S rDNA、ITS1 和 ITS2 区

经常被选作 PCR 扩增区域。其中，ITS 区由于不加

入成熟的核糖体，所以受到的选择压力较小，进化速

度大于大亚基和小亚基 [27]，较适合属间、种间水平

的系统分类 [28]。本研究选择 ITS1 区作为 Real-time 

PCR 扩增区域，检测环状异帽藻取得了较好的效果。

近年来，以 Real-time PCR 方法检测赤潮微藻

在国内外均有报道。Casper 等 [18] 建立了以核酸序

列为基础的 PCR 扩增 （nucleic acid sequence-based 

amplification，NASBA） 检测短凯伦藻的方法，该方

法以 rbcL mRNA 为靶序列，灵敏、高效、快速，能对

水环境中的短凯伦藻进行定量检测。Hosoi-Tanabe

等 [20] 建立了以 28S rDNA 为基础的 Real-time PCR

方法，该方法不但适用于实验室样品、由固定剂保存

的水环境样品和现场样品，而且还能精确检测定量

到 1 个细胞。何闪英等 [17] 建立了以 18S rDNA 为基

础的 Real-time PCR 方法，鉴定并定量检测了赤潮圆

海链藻（Thalassiosira rotula）。然而，以上 Real-time 

PCR 检测方法一般都采用试剂盒或酚氯仿抽提法制

备模板，这些方法抽提取 DNA 或 RNA 的过程繁琐、

耗时，不利于大量样本的处理。此外，由于过程的繁

琐，每个抽提的步骤都容易损失不等量的 DNA，致

使结果不能真实，不能准确地反应样本的模板量和

细胞数。因此，赤潮藻类模板 DNA 的制备一直是

Real-time PCR 准确定量的瓶颈 [19]。Foulds 等 [29] 研

究表明，用不同提取方法得到的 DNA 提取物分别

做 Real-time PCR，结果有很大差异。曾使用了改良

的 CTAB 法 [30]、植物基因组 DNA 提取试剂盒制备

的模板 DNA，纯度较高，可以作为 Real-time PCR 定

性实验的模板，但是得到的定量结果与镜检有较大

差别，定量结果与镜检分别相差在 1.2% ～ 53.8% 和

16.5% ～ 201.2% 之间（数据未列出）。而超声波方

法破碎藻细胞，在超声波功率 200 W、超声时间 3 s、

间隔时间 3 s 的条件下超声波处理 4 min，镜检环状

异帽藻的破碎率可达 100%。用该方法得到的藻细

胞液作为模板，由于破碎后释放的内容物对扩增有

抑制作用，须根据细胞浓度对藻液进行适当的稀释。

用该方法得到的藻细胞液作为模板，从结果可以看

出与镜检结果吻合度很高。该方法得到的标准曲线

线性好（R2=0.989），灵敏度高，最低检测限度G0.5
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Development of a real-time PCR assay for rapid detection and 
quantification of Heterocapsa circularisquama
SHI Yanhong1，2，ZHANG Fengying2，MA Lingbo1，2

（1. College of Fisheries and Life Science，Shanghai Ocean University，Shanghai 201306，China；2. East China Sea Fisheries Research 
Institute，Chinese Academy of Fishery Sciences，Key Laboratory of Marine and Estuarine Fisheries Resources and Ecology， Ministry of 
Agriculture，Shanghai 200090，China）

Abstract：A real-time polymerase chain reaction （PCR） assay was designed and evaluated for rapid detection 

and quantification of the toxic algae Heterocapsa circularisquama. A pair of specific primers was designed from the 

sequence of ITS1 region，of which the PCR specificity was examined compared with the other nine dinoflagellates. PCR 

amplifications were detected only from samples which contained H. circularisquama cells，and specific signals were 

not detected from any other microalgae. Based on crushed algae by ultrasound for the standard，the standard curve 

we got has high linearity，and correlation coefficient R2 was 0.989. Moreover，this assay can detect 0.5 cell within 30 

cycles，showing its high sensitivity. DNAs from H. circularisquama  that had been cultured in different conditions，were 

assayed in the run. Using the developed standard curves，H. circularisquama could be quantified in agreement with the 

quantification by optical microscopy. [Journal of Fishery Sciences of China，2010，17（2）：267-273]
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