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扁浒苔 PCR 快速检测方法研究 
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摘要: 扁浒苔(Ulva compressa)能够导致绿潮灾害, 对其开展快速检测技术研究是预防和控制其危害的

重要技术手段。根据石莼属不同种类核糖体基因转录间隔区域(ITS)的序列设计了一对检测扁浒苔的特

异性引物, 并对其反应条件和体系进行了优化。PCR 特异性检测结果表明, 供试扁浒苔均扩增出与预

期大小相一致的 330 bp 产物, 而对缘管浒苔(Ulva linza)、浒苔(U. prolifera)、曲浒苔(U. flexuosae)、

孔石莼(U. pertusa)的检测结果全为阴性。PCR 灵敏度试验表明, 该 PCR 体系最低可以检测到 10 pg 的

扁浒苔 DNA 模板。本快速检测方法为扁浒苔的早期识别与有效治理提供了科学依据, 对相关扁浒苔产

业和生态学等研究也具有一定参考意义。 
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石莼属(Ulva), 也称浒苔属(Enteromorpha)[1], 隶
属于绿藻门(Chlorophyta), 绿藻纲(Chlorophyceae), 石
莼目(Ulvales), 石莼科(Ulvaceae)。广泛分布在世界范
围的海洋中, 有的分布在半咸水或江河中, 常生长在
潮间带岩石上或石沼中, 或泥沙滩的石砾上, 有时也
可附生在大型海藻的藻体和船舶外壳之上[1-4]。中国江

苏、广东、浙江、辽宁、福建、香港等沿海地区均有

出产[5]。国外日本、菲律宾、马来西亚、美国、印尼、

澳大利亚、印度、新西兰等地也有其生长记录[4,6-11]。 
扁浒苔(Ulva compressa)是石莼属的一种。在东

南亚地区, 可以食用, 也可作药用[12-14]。在生态学上, 
扁浒苔由于其富集重金属的能力而作为重金属污染

指示生物[15]。此外, 扁浒苔等石莼属绿藻也可以单独
或者共同造成绿潮灾害[6,16-17]。 

2007~2010 年 , 中国黄海海域连续发生石莼属
大型海藻异常繁殖生长形成的绿潮灾害, 对当地海
洋生态系统、资源、环境与沿海经济造成了不同程

度的影响。据国家海洋局报告统计, 仅 2008 年由绿
潮在黄海地区所造成的直接经济损失即达 13.22 亿
元[18]。作者研究表明, 此次绿潮由多种石莼属混合造
成, 其中就包括扁浒苔[19]。 

绿潮藻种的快速准确鉴定是防控其危害的首要

前提条件之一, 但是扁浒苔等石莼属绿藻个体微小, 
生活形式多样, 在绿潮爆发早期很难准确鉴定、检测

和监测。对其开展快速检测技术研究有助于绿潮预

防、监测、控制等工作的开展, 同时也可用于食品等
扁浒苔相关产业有效成分识别和生态学方面的研

究。  

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  供试分离物 

供试石莼属绿藻采集于 2009 年, 均采用母藻细
断法[20]进行分离, 利用 PES培养基培养。培养条件: 
光暗周期为 12 h/12 h, 光照强度为 8000 lx, 培养温
度为 20℃。供试分离物信息见表 1。 
1.1.2  仪器和试剂 

PCR 仪为 Biometra 公司生产的 TProfessional 
Basic 型、生物分光光度计为日本日立公司生产的
U-0080D 型、电泳设备和凝胶成像系统均购自伯乐
(Biorad); Taq酶、MgCl2、10×PCR buffer、100 bp DNA 
Ladder Marker、DNA片段纯化试剂盒和凝胶纯化试 
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表 1  供试分离物 
Tab. 1  Isolates used in this study 

样品名称 采集地 种类 
QD1、QD4 山东青岛 缘管浒苔(Ulva linza) 

QD2 山东青岛 

NB11 浙江宁波 
浒苔(U. prolifera) 

QD3、QD6、QD7、QD9、QD10、QD12 山东青岛 扁浒苔(U. compressa) 
NB4 浙江宁波 曲浒苔(U. flexuosae) 

QD5、QD8 山东青岛 孔石莼(U. pertusa) 

 
剂盒均购自宝生物(Takara); pGEM®-T Easy Vector 
systems II 购自 Promega; 实验用引物由上海英俊合
成; 其他试剂均为分析纯。 

1.2  方法 
1.2.1  DNA提取 

参照 Coyer 等 [21]的方法并加以改进 , 称取
0.1~0.2 g左右的单株藻体放入 1.5 mL离心管中; 加
少量 PVP, 灭菌石英砂和 200 µL 65 ℃水浴预热的
CTAB 抽提液(2% CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mmol/L 
EDTA, 100 mmol/L Tris·HCl pH8.0), 研磨至匀浆 ; 
加入 400 µL预热CTAB抽提液, 颠倒混匀后于 65 ℃
水浴 1 h; 冷却至室温后, 12 000 r/min离心 10 min, 
取上清液至另一离心管中; 加入 1/2 体积(300 µL)的
Tris 饱和酚及 1/2 体积(300 µL)的氯仿: 异戊醇(24: 
1), 颠倒混匀后静置至其开始分层; 12 000 r/min离心
10 min, 取上清液至另一离心管中; 加入等体积氯仿: 
异戊醇(24: 1), 轻轻颠倒混匀; 12 000 r/min离心 10 min, 
取上清液至另一离心管中; 向上清液中加入等体积异
丙醇, 轻轻颠倒混合均匀后于－20 ℃沉淀 1 h; 12 000 
r/min离心 10 min, 弃去上清液, 加 500 µL 70%乙醇悬
浮沉淀; 12 000 r/min离心 5 min, 弃上清, 室温干燥; 
加 50 µL无菌水溶解沉淀, 采用石莼属 ITS通用引物进
行扩增验证后, －20 ℃贮存备用。 
1.2.2  引物设计 

参照 Hayden 等[1]方法, 选用针对石莼属 ITS 区
的通用引物 18S 1505和 ENT 26S, 对供试材料基因
组 DNA进行扩增。经琼脂糖凝胶电泳检测后, 使用
DNA 片段纯化试剂盒 (Takara)和 pGEM®-T Easy 
Vector systems II(Promega)对 PCR 产物进行回收纯
化和克隆, 菌液送上海英俊测序。 

用 MEGA 4.0 软件对测得的序列及从 GenBank
上获得的石莼属序列 [U. araskii (AB097650)、U. 
armoricana (AB097661)、U. compressa (EU933981、

EU933974、 AB097641、 AF035350)、 U. fasciata 
(AY260567、AB097650、AB097650)、U. lactuca 
(AB097651)、 U. linza (AY260557、 AB097649、
AB298633)、 U. ohnoi (AB116031) 、 U. pertusa 
(AB097658、AY260568)、U. procera (AY422521)、
U. prolifera (AB298312、AB298314、AJ234304、
AY422510)、U. reticulate (AB097665)、U. rigida 
(AY422522) 、 U. scandinavica (AB097659) 、 U. 
spinulosa (AB097666)、U. taeniata (AY422525)]进行
序列分析, 选择扁浒苔 ITS 区域中与其他种类有较
大差异的区域, 根据引物设计的一般原则, 用 Primer 
Premier 4.0 软件设计引物, 通过筛选最终确定一对
引物。其中正向引物 Ucm6f 序列为: 5′-CGT TTT 
CGG AAC CGC CGG TGA-3′, 反向引物 Ucm2r序列
为: 5 ′-GGC CAG GTC CAC GGC CCG CTC T-3′。 
1.2.3  PCR扩增反应的优化 

以 DNA 提取步骤中获得的扁浒苔分离物 QD3
基因组 DNA 为模板, 分别对 PCR 反应条件中的温
度、时间及循环次数等以及 PCR 反应体系中的镁离
子浓度、dNTP浓度、Taq DNA聚合酶浓度、引物质
量浓度进行优化。反应体系的优化试验设计见表 2。 

PCR 反应结束后点样于 2%琼脂糖凝胶中电泳, 
根据条带的有无、以清晰程度和特异性来确定各影

响因素的最终浓度。 
1.2.4  PCR反应的特异性 

采用优化后的反应体系和条件对表 1 中供试分
离物DNA进行 PCR扩增, 以灭菌双蒸水作为阴性对
照。  
1.2.5  PCR反应的灵敏度 

用生物分光光度计测定扁浒苔分离物 QD3基因
组 DNA的浓度, 并将其制备为 25 µL反应体系中分
别含有 100 ng、10 ng、1 ng、100 pg、10 pg核酸的
PCR 反应液。以上述 5 个不同浓度的扁浒苔基因组 
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表 2  PCR 扩增反应体系的优化 
Tab. 2  Optimization of PCR reaction 

影响因子 镁离子 
(mmol/L) 

Taq DNA聚合酶 
(U) 

dNTP 
(mmol/L) 

引物 
(nmol/L) 

1 1.0 0.5 0.05 100 
2 1.5 1.0 0.10 200 
3 2.0 1.5 0.2 400 
4 2.5 2.0 0.25 800 
5 3.0 2.5 0.3 1000 

通用反应体系 1.5 1.0 0.2 400 
 
DNA为模板, 采用优化后的 PCR反应体系和条件进
行扩增。 

用 DNA 凝胶回收试剂盒(Takara)纯化回收特异
性 PCR 产物, 将 PCR 产物克隆至 pGEM®-T, 阳性
克隆菌送上海英俊进行测序。 

2  结果 

2.1  DNA 提取 
采用石莼属 ITS通用引物 [1]对提取 DNA进行

扩增的结果表明 , 所有样品均能有效进行扩增 , 
且条带清晰 , CTAB 法适合该类绿藻的 DNA 提
取。  

2.2  PCR 扩增反应的优化 
通过对 PCR反应温度、时间及循环次数等进行

优化, 最后确定 PCR 反应条件为: 94 ℃, 预变性   
2 min; 94 ℃, 变性 30 s, 60 ℃, 退火 40 s, 72 ℃, 延
伸 40 s, 34个循环; 72 ℃, 延伸 10 min。25 µLPCR
反应体系中各成分的最佳反应浓度为 Mg2+1.5 

mmol/L, Taq DNA聚合酶 1 U, dNTP0.2 mmol/L, 正
反向引物各 400 nmol/L。 

2.3  PCR 反应的特异性 
采用设计的引物和优化后的反应程序和体系 , 

对表 1 中各分离物 DNA 进行 PCR 扩增, 结果 6 份
扁浒苔 DNA样品均出现一致的 330 bp特异性条带, 
而其他 DNA 和阴性对照均未出现任何扩增条带(图
1)。 

2.4  PCR 反应的灵敏度 
扁浒苔 PCR 反应灵敏度实验结果见图 2。经过

灵敏度试验测定, 25 µL PCR反应体系最低能够检出
10 pg扁浒苔 DNA模板。 

2.5  测序结果与序列分析 
经测序与 NCBI上序列 Blast 比对分析, 证实了

PCR 实际扩增产物与预期设计大小  330 bp 相符, 
DNA 序列与引物设计模板 ITS rDNA 基因对应片
段的同源性为 99%。 

 

图1  PCR特异性检测实验结果 
Fig. 1  The results of PCR specificity 

泳道M. 分子标记100 bp DNA Ladder Marker; 泳道CK.阴性对照; 泳道1. QD1; 泳道2. QD4; 泳道3. QD2; 泳道4. NB11; 泳道5. NB4; 
泳道6. QD5; 泳道7. QD8; 泳道8. QD3; 泳道9. QD6; 泳道10. QD7; 泳道11. QD9; 泳道12. QD10; 泳道13. QD12 
Lane M. 100 bp DNA Ladder Marker; Lane CK. Negative control; Lane 1. QD1; Lane 2. QD4; Lane 3. QD2; Lane 4. NB11; Lane 5. NB4; Lane 
6. QD5; Lane 7. QD8; Lane 8. QD3; Lane 9. QD6; Lane 10. QD7; Lane 11. QD9; Lane 12. QD10; Lane 13. QD12 
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图2  PCR检测DNA的灵敏度结果 
Fig. 2  Sensitivity of the PCR dectection  

泳道M. 分子标记100 bp DNA Ladder Marker; 泳道1. 1 pg; 泳道
2. 10 pg; 泳道3. 100 pg; 泳道4. 1 ng; 泳道5. 10 ng; 泳道6. 100 ng 
Lane M. 100 bp DNA Ladder Marker; Lane 1. 1 pg; Lane 2. 10 pg; 
Lane 3. 100 pg; Lane 4. 1 ng; Lane 5. 10 ng; Lane 6. 100 ng 

 

3  讨论 
石莼属种内划分的传统方法是依据形态学特征

进行分类, 由于石莼属具有种类多、分布广、形态特
征复杂, 而且许多形态特征随着环境的变化而不稳
定的特点 , 因此 , 传统的形态分类常引起分类系统
的不稳定或意见分歧 , 难以准确鉴定石莼属内种  
类 [11,22] 。 如 U.intestinalis 通 常 没 有 分 枝 , 而
U.compressa 有分枝 , 但是低盐或盐休克可以诱导
U.intestinalis形成分枝[22]。杂交测试法也是用来鉴定

石莼属海藻种类的另一种有效方法, 它通过一定技
术手段获得已知海藻与未知海藻释放的配子, 进一
步进行不同性别间配子的杂交实验, 根据是否存在
生殖隔离即能否杂交来判断种类。该方法已在 U. 
ohnoi、U. pertusa等石莼属藻类得到了应用[6,19]。然

而 , 该方法从分离不同性别配子到进行杂交实验 , 
试验周期较长。目前对于藻类的鉴定已经越来越多

的借助于分子生物学的方法。近年来, ITS和 Rubisco
酶大亚基基因编码序列(rbcL)序列在绿潮藻类及石
莼属藻种鉴定方面起了重要作用, 通过 ITS、rbcL序
列测定结合系统进化发育分析, 并综合形态学观察
结果进行种类鉴定是目前国内外广泛采用的一种石

莼属种类分析鉴定方法[23-25]。但是该方法试验周期

同样较长, 且其准确性受分析所用序列、分析方法等
多种因素影响。 

近年来, 由石莼属绿藻造成的绿潮在全球许多
地区, 特别是中国, 呈现高发、频发态势, 给当地生
态、旅游和农业生产带来了巨大损失。对石莼属绿

藻的准确、快速鉴定和检测是预防和控制该类生态

问题的首要前提。然而, 由于石莼属绿藻种类多样、

形态复杂、生活形式多样, 对其进行准确鉴定和检测
具有较大难度[26]。为了准确鉴定食品工业中不同绿

藻的种类, Rouxel等[27]采用 SDS-PAGE对 U. rotun-
data, U. rigida, U. compressa和 U. intestinalis进行了
检测技术研究, 结果表明利用不同绿藻蛋白谱带的
差异可以区分这四种绿藻。但是, 结果准确性受蛋白
提取过程、样品数量和加工过程等多个因素影响, 因
此 Rouxel 等推荐使用 PCR 方法来解决这一问题。
PCR 检测反应通过一定技术手段分析特异性片段的
有无 , 能够准确的鉴定所需要鉴定物种的种类 , 是
目前广泛采用的一种技术手段, 已在多种有害藻检
测中得到了应用[28-29]。应用于石莼属种内扁浒苔鉴

定, 国内外尚未见相关研究报道。 
选择优化的 PCR反应条件和体系是特异性引物

进行有效扩增的前提, 本试验对温度、时间、循环数
等反应条件和 Mg2+、Taq酶、dNTP、引物等反应体
系进行了单因素优化, 建立了优化的 PCR 反应条件
和体系。在获得样品 DNA条件下, 通过 PCR反应和
其产物凝胶电泳, 可以在 3-4小时内对扁浒苔进行准
确鉴定, 能够实现快速检测的目的。特异性试验结果
表明通过该方法能够从供试 5 种石莼属绿藻中特异
的检测出扁浒苔, 而其他供试样品均无特异性条带
的出现。本研究所使用扁浒苔样品来源地有限, 虽然
作者对浙江、福建等石莼属绿藻较为常见地区进行

了样品采集 , 但是并未获得扁浒苔样品 , 这为进行
不同地理来源的扁浒苔检测实验带来了困难。同时

由于未得到更多的石莼属绿藻样品, 无法对更多的
石莼属绿藻进行测试与验证。然而通过与 NCBI数据
库中搜索得到的序列进行比对和分析, 理论上该对
引物具有较好的特异性。灵敏度实验表明最低能够

检出 10 pg的扁浒苔 DNA模板, 只需要少量海藻样
品即可检出。本试验建立的快速、特异、灵敏的检

测鉴定扁浒苔的 PCR 反应体系和条件, 对于在绿潮
爆发初期提供准确的鉴定结果, 相应的采取防控措
施具有重要意义。同时, 本研究所建立的方法也可用
于相关的生态学研究和食品等行业的相关研究。 
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Rapid detection of Ulva compressa by PCR 
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Abstract: Ulva compressa is one of causal agent for green tide. Rapid detection of U. compressa is important to 
prevent and control green tide. In this study, a pair of primers was designed for PCR diction of U. compressa ac-
cording to the differential region of ITS rDNA of Ulva sp．The protocols for PCR amplification was optimized. The 

PCR detection can differentiate U. compressa from other Ulva algaes, including U. linza, U. prolifera, U. flexuosae, 
and U. pertusa. The detection sensitivity was 10 pg of algae genome DNA per PCR reaction. The specific PCR can  
be applied to rapid detection of U. compressa. 
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