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摘要：采用Ｃｈｅｌｅｘ１００树脂法制备了２６个物种（分别属于腔肠动物门、海绵动物门和软体动物门）
的共生藻以及一株纯培养共生藻的 ＤＮＡ样品。通过 ＰＣＲ扩增叶绿体２３ＳｒＲＮＡ基因片段获得了
２６个有效序列，测序比对结果显示获得的序列与扩增目的基因相符。该方法不仅样品消耗量小、
操作时间短、设备需求低廉，而且可以避免使用有害化学试剂。这是一种高效、环保的ＤＮＡ提取方
法，可为共生藻分子研究提供技术参考。

关键词：海洋生物学；Ｃｈｅｌｅｘ１００；共生藻；ＤＮＡ提取
ＤＯＩ：１０．３９６９／Ｊ．ＩＳＳＮ．２０９５４９７２．２０１９．０４．０１４
中图分类号：Ｐ７３５ 文献标识码：Ｂ 文章编号：２０９５４９７２（２０１９）０４０５８５０７

　　共生藻（Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍ）是共生于海洋无脊椎动
物体内的单细胞藻类，依靠光合作用为宿主提供氨

基酸、糖等生长必需的化合物［１］。异养营养尽管能

为宿主供给部分代谢能量［２］，但由于其自然来源的

不稳定性等特征，只能作为宿主的次要能量来源。

因此，在含藻共生体生活史上，共生藻具有不可替代

的重要性。

目前国内外对共生藻的研究主要包括共生藻的

分类鉴定［３］、共生藻的逆境生理［４］、共生藻与宿主

的共生机制［５］等，其中利用基因组学和转录组学展

开的基因表达调控机制是共生藻研究的前沿和热

点，而作为ＰＣＲ模板的 ＤＮＡ制备是对共生藻开展
分子水平研究的基础。

对于共生藻ＤＮＡ的提取，既有采用先与宿主分
离再进行ＤＮＡ提取的方法［６］，也有采用与宿主混合

采样的提取方法［７］。在实际操作中，许多共生体

（如珊瑚）由于其产生大量粘多糖，共生藻往往难于

分离，李秀保等（２００９）提出用冲洗法对活体珊瑚共
生藻进行分离［８］；张露（２０１７）比较了冲洗法、液氮
研磨法和酒精研磨法对共生藻的分离效果，发现酒

精研磨法分离效率高、分离质量好［９］；张跃环等

（２０１８）提出了用毛细管法获得砗磲单克隆共生

藻［１０］。在共生藻 ＤＮＡ提取方面，目前常用的方法
有ＴＲＩＺＯＬ提取法、ＣＴＡＢ提取法、改良 ＳＤＳ提取法
等。ＳＤＳ对于多糖的去除能力较差，提取效果不佳；
ＣＴＡＢ法操作繁琐、耗时长、试剂具有毒性；ＴＲＩＺＯＬ
抽提法尽管样品消耗量小操作较为简单，但苯酚、异

硫氰酸胍等试剂毒性强，对人体及环境危害性大。

本研究采用 Ｃｈｅｌｅｘ１００树脂法，制备可应用于
ＰＣＲ的模板ＤＮＡ，旨在探索一种便捷、高效、安全的
共生藻ＤＮＡ提取法。Ｃｈｅｌｅｘ１００是由苯乙烯、二乙
烯苯共聚体组成的化学螯合树脂，含有成对的亚氨

基二乙酸盐离子，可螯合多价离子，对高价金属离子

有很高的亲和力和螯合作用。在低离子强度、碱性

及煮沸的条件下，Ｃｈｅｌｅｘ１００可以使细胞膜破裂、蛋
白质变性，能有效去除非核酸有机物，保留 ＤＮＡ。
Ｃｈｅｌｅｘ１００树脂法由于其便捷性被广泛应用于法学
鉴定如血液、血痕、组织和骨骼等 ＤＮＡ的提取
中［１１１３］，在真菌［１４］、细菌［１５］、放线菌［１６］等原核生物

以及高等植物［１７１８］ＤＮＡ提取中也有使用，但目前未
见用于藻类ＤＮＡ提取的报道。

本研究首次将 Ｃｈｅｌｅｘ１００应用于藻类 ＤＮＡ提
取，成功制备了共生状态及纯培养状态下的２７份共
生藻样品 ＤＮＡ，并通过叶绿体２３ＳｒＤＮＡ基因片段
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扩增验证了提取效果（叶绿体２３ＳｒＤＮＡ含有演化
速度很高的Ｖ区域，在共生藻种属水平分类上是十
分有效的研究工具［１９］），以期为共生藻分子分类、功

能基因研究等分子水平研究工作的效率提升提供一

定的技术参考。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　供试生物　供试生物样品及其编号见表１，
纯培养共生藻ＧＹＨ５０分离自东海舟山海域。

表１　供试生物样品及其编号
Ｔａｂ．１　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓｆｏｒｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｎｄｎｕｍｅｒａｔｉｏｎ

编号 种名 编号 种名

１ 刺石芝珊瑚（Ｆｕｎｇｉａｅｃｈｉｎａｔａ） １４ 群柱虫软珊瑚（紫色共肉）（Ｃｌａｖｕｌａｒｉａｖｉｒｉｄｉｓ）

２ 畦状龟甲菊珊瑚（Ｇｏｎｉａｓｔｒｅａａｕｓｔｒａｒｉｅｎｓｉｓ） １５ 花瓶珊瑚（Ｅｕｐｈｙｌｌｉａｄｉｖｉｓａ）

３ 翘齿蜂巢珊瑚（Ｆａｖｉａｍａｔｔｈａｉｉ） １６ 海绵（Ｔｅｔｈｙａｓｐ．）

４ 开放脑珊瑚（Ｓｃｏｌｙｍｉａｃｕｂｅｎｓｉｓ） １７ 佳丽鹿角珊瑚（Ａｃｒｏｐｏｒａｐｕｌｃｈｒａ）

５ 血红沙珊瑚（Ｐｓａｍｍｏｃｏｒａｈａｉｍｅａｎａ） １８ 尖锐轴孔（Ａｃｒｏｐｏｒａａｃｕｌｅｕｓ）

６ 气泡菇珊瑚（Ｒｉｃｏｒｄｅａｆｌｏｒｉｄａ） １９ 柱状珊瑚（ｓｔｙｌｏｐｈｏｒａｐｉｓｉｌｌａｔａ）

７ 南海圆形短指软珊瑚（Ｓｉｎｕｌａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａ） ２０ 叶状蔷薇珊瑚（Ｍｏｎｔｉｐｏｒａｆｏｌｉｏｓａ）

８ 香菇珊瑚（Ｄｉｓｃｏｓｏｍａｓｐ．） ２１ 滨珊瑚（Ｐｏｒｉｔｅｓｓｐ．）

９ 多琳巨指海葵（Ｍａｃｒｏｄａｃｔｙｌａｄｏｒｅｅｎｓｉｓ） ２２ 肉芝珊瑚（Ｓａｒｃｏｐｈｙｔｏｎｓｐ．）

１０ 角海葵（Ｃｅｒｉａｎｔｈｕｓｓｐ．） ２３ 尼罗河珊瑚（Ｃａｔａｌａｐｈｙｌｌｉａａｒｄｉｎｅｉ）

１１ 沙群海葵（Ｐａｌｙｔｈｏａｓｐ．） ２４ 火柴头珊瑚（Ｅｕｐｈｙｌｌｉａｇｌａｂｒｅｓｃｅｎｓ）

１２ 花群海葵（Ｚｏａｎｔｈｉｄｓｓｐ．） ２５ 榔头珊瑚（Ｅｕｐｈｙｌｌｉａａｎｃｏｒａ）

１３ 群柱虫软珊瑚（粉色共肉）（Ｃｌａｖｕｌａｒｉａｓｐ．） ２６ 番红砗磲（Ｔｒｉｄａｃｎａｃｒｏｃｅａ）

１．１．２　试剂　Ｃｈｅｌｅｘ１００的制备：将 Ｃｈｅｌｅｘ１００胶
体颗粒浸泡于去离子水中，在１２１℃下灭菌１５ｍｉｎ
用于ＤＮＡ提取；２３ＳＭ引物由北京奥科鼎盛公司合
成提供，序列为 ２３ＳＭ／Ｆ（５’ＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡ
ＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＴＧＴＡＡＣＴＡＴＡＡＣＧＧＴＣＣ３’），２３Ｓ
Ｍ／Ｒ （５’ＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧＣＣＡＴＣＧ
ＴＡＴＴＧＡＡＣＣＣＡＧＣ３’）［１９］；新设计引物２３ＳＮ由上
海生工合成提供，序列为 ２３ＳＮ／Ｆ（５’ＣＣＴＧＣＡＴ
ＧＡＡＡＣＡＴＡＧＡＡＣＧＡＴＴ３’），２３ＳＮ／Ｒ（５’ＣＡＧＧＣ
ＣＡＴＣＧＴＡＴＴＧＡＡＣＣＣ３’）；２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、
ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ购自康为世纪。
１．１．３　培养基　共生藻 ＧＹＨ５０采用 ｆ／２海水培
养基进行培养［２０］。

ｆ／２海水培养基（１０００ｃｍ３）：ＮａＮＯ３７５ｍｇ，
ＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ５ｍｇ，维生素Ｂ１０．１ｍｇ，维生素Ｂ１２
０．０００５ｍｇ，生物素 ０．０００５ｍｇ，Ｎａ２ＳｉＯ３·９Ｈ２Ｏ３０
ｍｇ，微量元素母液 １．０ｃｍ３。

微量元素母液（１０００ｃｍ３）：ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
２２ｍｇ，ＥＤＴＡＮａ２４．３６ｇ，Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ６ｍｇ，
ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ１０ｍｇ，ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ１０ｍｇ，ＭｎＣｌ２·

４Ｈ２Ｏ１８０ｍｇ，ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ３．１５ｇ。
１．２　方法
１．２．１　实验取材　具有伸展组织的生物体在其自
然伸展状态下迅速剪取小块组织约２ｍｍ３（如葵珊
瑚的触手、砗磲的外套膜等）；脑珊瑚、海绵用眼科

剪连骨剪取约３～４ｍｍ３的组织。剪取的组织放入
装有０．５ｃｍ３无菌海水的 ＥＰ管内，轻轻震荡后，将
组织转移至另一只装有无菌海水的管内，如此进行

３～５次清洗，最后将组织转移至装有０．２ｃｍ３无菌
蒸馏水的ＥＰ管内，以灭菌解剖针对其进行捣碎，捣
碎时，可见管内液体变黄。吸取黄色样品液 ０．１
ｃｍ３放入 ＰＣＲ管内，再加入 Ｃｈｅｌｅｘ１００胶体颗粒
２５ｍｍ３。

在生物体（砗磲、海葵、葵珊瑚等）自然伸展状

态下迅速剪取材料，可见生物体仍然保持伸展状态，

几乎不受取样影响，而所有的生物体在取样后均能

正常生长，可见，此取样方法对生物体基本不构成伤

害，能确保生物体继续存活并可支持更多次实验。

取共生藻 ＧＹＨ５０的纯培养藻液 １ｃｍ３，于
６０００ｒ／ｍｉｎ下离心 １０ｍｉｎ收集藻体，沉淀用 ０．１
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ｃｍ３无菌水重悬后转移至 ＰＣＲ管，加入 Ｃｈｅｌｅｘ１００
胶体颗粒２５ｍｍ３。
１．２．２　ＤＮＡ提取　样品经沸水浴（９９～１００℃）１５
ｍｉｎ后，６０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，上清液即为ＤＮＡ提
取液。

１．２．３　ＰＣＲ扩增及效果检验　ＰＣＲ扩增反应 ２５
ｍｍ３体系包括：２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５ｍｍ３、
上游引物０．５ｍｍ３、下游引物０．５ｍｍ３、ＤＮＡ提取液
１ｍｍ３、双蒸水１０．５ｍｍ３。

ＰＣＲ程序为：９５℃预变性７ｍｉｎ；９５℃变性０．５
ｍｉｎ，５５℃退火１．５ｍｉｎ，７４℃延伸１ｍｉｎ３０ｓ，循环３０
次；７４℃延伸１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物初步检验：采用２％琼脂糖凝胶进行
水平电泳。电泳在１２０Ｖ电压下进行２０ｍｉｎ左右。
以ＤＬ２０００为 ｍａｒｋｅｒ，ｍａｒｋｅｒ与样品上样量均为 ２
ｍｍ３。电泳结束后将凝胶置于０．５ｕｇ／ｃｍ３ＥＢ染液
中浸泡３０ｍｉｎ显色，再于凝胶成像仪内２６０ｎｍ紫
外光下进行拍照。

ＰＣＲ产物测序：将电泳检验中有条带的扩增样品
送至广州天一辉远基因科技有限公司进行测序，所得

序列在ＮＣＢＩ中进行ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＢＬＡＳＴ查询比对。
１．２．４　引物设计　用序列比对软件 ＡｌｉｇｎＸ分析最
初获得的２２条２３ＳｒＤＮＡ序列，判断序列的保守区。
选择一条序列作为模板，载入引物设计软件Ｏｌｉｇｏ７，
根据保守区选择上游引物位置并设定预期扩增片段

长度为６５０ｂｐ，Ｓｅａｒｃｈ完成引物设计。设计完成的
引物通过Ａｎａｌｙｓｅ进行评价，确定序列。

２　结果与讨论
２．１　琼脂糖凝胶电泳结果

经过Ｃｈｅｌｅｘ１００树脂热裂解后制备所得的 ２７
份ＤＮＡ样品，取１ｍｍ３为模板，以２３ＳＭ为引物进
行 ＰＣＲ扩增，扩增产物经琼脂糖凝胶水平电泳检
验，结果如图１所示，得到了２２条清晰条带的电泳
图，其中４、８、１１、１２、２０号样品为双条带，判断原因
为引物特异性不足造成；３、５、１０、１５、１９、２１号生物
样品未扩增出条带。所有获得条带除 ２３号样品
（７５０ｂｐ）外，大小基本一致，在７００ｂｐ左右；ｍａｒｋｅｒ
及样品上样量均为２ｍｍ３，从亮度对比来看，所获得
的扩增产物具有较高的浓度，符合测序要求。

图１　供试生物样品共生藻及ＧＹＨ５０ＤＮＡ提取物的２３ＳＭＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．１　２３ＳＭＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｂｙＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

ｓａｍｐｌｅｓ’ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓａｎｄＧＹＨ５０
Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１～２６、ＧＹＨ５０：１～２６号样品共生藻及ＧＹＨ５０ＤＮＡ提取物的２３ＳＭＰＣＲ扩增产物；

其中，１～２４对应左侧ｍａｒｋｅｒ，２５、２６、ＧＹＨ５０对应右侧ｍａｒｋｅｒ。

　　针对未扩增出条带的６份样品，利用测序返回
的２２份序列，按照“１．２．４”的方法进行引物设计，
得到新引物２３ＳＮ。ＰＣＲ所使用的模板 ＤＮＡ仍然
采用“１．２．２”制备的ＤＮＡ提取液（－２０℃保存），无
需重新制备。扩增产物经琼脂糖凝胶水平电泳检

验，结果如图２所示，除３号样品外，其余均扩增出
了７００ｂｐ左右的条带，条带明亮、清晰，符合测序要
求。３号样品未扩增成功的原因，可能是所设计的
引物不匹配。

２．２　扩增序列测序结果
扩增产物针对７００ｂｐ片段进行测序，共获得２６

个基因序列，将序列依次在 ＮＣＢＩ中进行 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ＢＬＡＳＴ查询比对，选择分值最高项且 Ｅ值最小项编

入表２（Ｅ值是分值 ｓｃｏｒｅ的可靠性评价，即随机情
况下，其他序列与目标序列）。从表２可以看到，所
有比对结果与扩增的目的基因一致，均为叶绿体

２３ＳｒＤＮＡ，覆盖率最低为９５％，一致性最低为９０％，
说明比对结果可信度高，序列扩增正确。该结果说

明由Ｃｈｅｌｅｘ１００树脂热裂解制备的模板 ＤＮＡ具有
ＰＣＲ可操作性。

从表２统计结果中可看到：在被测２７份共生藻
中，Ａ类群共生藻仅见于帘形目即番红砗磲（Ｔｒｉｄａｃ
ｎａｃｒｏｃｅａ），Ｂ类群共生藻跨类珊瑚目和角海葵目两
目，存在于气泡菇珊瑚（Ｒｉｃｏｒｄｅａｆｌｏｒｉｄａ）及角海葵
（Ｃｅｒｉａｎｔｈｕｓｓｐ．）中，Ｃ类群共生藻共生范围跨度最
大，存在于石珊瑚目、软珊瑚目、海葵目、群体海葵目
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及韧海绵目中，东海舟山海域分离培养的共生藻

ＧＹＨ５０为Ｅ类群共生藻，为共生藻属中营自由生
活的种类。本次实验为确保采样种类的多样性，使

用了３门３纲９目２０科２３属２６个物种作为生物
样品。测序结果发现 Ｃ类群共生藻是本次模拟调

查范围中的优势种，该结果与 Ｈｕａｎｇ等（２００６）对造
礁石珊瑚共生藻遗传多样性调查结果一致［２１］。实

验结果还可为后续共生藻分子系统发育树的构建、

共生藻的系统发生关系分析以及共生关系生态学研

究提供参考数据。

图２　部分供试生物样品共生藻ＤＮＡ提取物的２３ＳＮＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．２　２３ＳＮＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｂｙＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｓｆｒｏｍｐａｒｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓ’ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓ
Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；３、５、１０、１５、１９、２１：３、５、１０、１５、１９、２１号样品共生藻ＤＮＡ提取物的２３ＳＮＰＣＲ扩增产物。

表２　供试生物样品共生藻及ＧＹＨ５０的ＰＣＲ扩增序列比对结果

Ｔａｂ．２　ＢＬＡＳＴｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓ’ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓａｎｄＧＹＨ５０

编号 比对结果描述
最高

分值
总分值

覆盖率

／％
Ｅ值

相似性

／％
来源

１ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．Ｃｐ９２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ，ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ；

ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

１０３８ １０３８ ９８ ０ ９９ ＦＪ４６１４８６．１

２ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．Ａｃｈｙ１７＿Ｐｏｏｌ４００ｃｌａｄｅＣ２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ

ｇｅｎｅ，ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

１０６６ １０６６ ９９ ０ １００ ＨＱ６３１３８２．１

４ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．Ａｃｈｙ１７＿Ｐｏｏｌ４００ｃｌａｄｅＣ２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ

ｇｅｎｅ，ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

１０７０ １０７０ ９９ ０ １００ ＨＱ６３１３８２．１

５ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．Ｃ１ｉｓｏｌａｔｅＣＣ３５２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ，ｐａｒｔｉａｌ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

９３７ ９３７ １００ ０ １００ ＫＲ００２４１２．１

６ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ｃｌａｄｅ＿ＢｉｓｏｌａｔｅＰｋ１３２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ，

ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｅｆｏｒｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｐｒｏｄｕｃｔ

１０８６ １０８６ ９８ ０ １００ ＡＹ０５５２３１．１

７ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ｃｌａｄｅＣｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｅｆｏｒ２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ，

ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ

１０８１ １０８１ ９９ ０ ９９ ＡＢ１５９２３１．１

８ ＮｃｕｌｔｕｒｅｄＳｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ｃｌｏｎｅＰａｖｄ１５２２ｃ１ＦＦＳ２３Ｓｒｉｂｏｓｏｍａｌ

ＲＮＡｇｅｎｅ，ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

３０７ ４４５ ９５ ０ ９０ ＫＦ６２３５７３．１

９ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．Ｃ１ｃｐｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｐａｒｔｉａｌ２３ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ，ｉｓｏｌａｔｅ

６３４１Ｘ

１０６８ １０６８ ９８ ０ １００ ＦＮ２９８４８２．１

１０ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ｃｌａｄｅＢｉｓｏｌａｔｅＳＳＢ０１２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ，

ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

９３１ ９３１ １００ ０ １００ ＪＸ２２１０４８．１

１１ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ｃｌａｄｅＣｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｅｆｏｒ２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ，

ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ

１０６４ １０６４ ９９ ０ ９９ ＡＢ１５９２３１．１

１２ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ｃｌａｄｅＣｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｅｆｏｒ２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ，

ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ

６１７ ７００ ９８ ０ ９９ ＡＢ１５９２３１．１

１３ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ｃｌａｄｅＣｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｅｆｏｒ２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ，

ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ

１０７７ １０７７ ９９ ０ ９９ ＡＢ１５９２３１．１

１４ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．Ｃ１ｃｐｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｐａｒｔｉａｌ２３ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ，ｉｓｏｌａｔｅ

６３４１Ｘ

１０７２ １０７２ ９８ ０ １００ ＦＮ２９８４８２．１
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续表２

编号 比对结果描述
最高

分值
总分值

覆盖率

／％
Ｅ值

相似性

／％
来源

１５ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．Ａｃｈｙ１７＿Ｐｏｏｌ４００ｃｌａｄｅＣ２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ

ｇｅｎｅ，ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

９３３ ９３３ ９９ ０ １００ ＨＱ６３１３８２．１

１６ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ｃｌａｄｅＣｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｅｆｏｒ２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ，

ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ

８５４ ８５４ １００ ０ ９４ ＡＢ１５９２３１．１

１７ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ｃｌａｄｅＣｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｅｆｏｒ２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ，

ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ

１０７７ １０７７ ９９ ０ ９９ ＡＢ１５９２３１．１

１８ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．Ａｃｈｙ１７＿Ｐｏｏｌ４００ｃｌａｄｅＣ２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ

ｇｅｎｅ，ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

１０５７ １０５７ ９７ ０ ９９ ＨＱ６３１３８２．１

１９ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．Ａｃｈｙ１７＿Ｐｏｏｌ４００ｃｌａｄｅＣ２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ

ｇｅｎｅ，ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

９０４ ９０４ ９９ ０ ９９ ＨＱ６３１３８２．１

２０ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ＭＳ２０１４２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ，ｐａｒｔｉａｌ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

４３６ ４３６ ９８ ０ ９２ ＫＴ２２３６２７．１

２１ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．Ｃ１ｉｓｏｌａｔｅＣＣ３５２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ，ｐａｒｔｉａｌ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

９２９ ９２９ ９９ ０ ９９ ＫＲ００２４１２．１

２２ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．Ｃ１ｃｐｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｐａｒｔｉａｌ２３ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ，ｉｓｏｌａｔｅ

６３４１Ｘ

１０６８ １０６８ ９８ ０ ９９ ＦＮ２９８４８２．１

２３ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ＬＲ＿２１２２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ，ｐａｒｔｉａｌ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

１２４３ １２４３ ９９ ０ ９９ ＫＪ８０６１８６．１

２４ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ｃｌａｄｅＣｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｅｆｏｒ２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ，

ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ

１０７５ １０７５ ９９ ０ ９９ ＡＢ１５９２３１．１

２５ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ｃｌａｄｅＣｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｅｆｏｒ２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ，

ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ

１０６８ １０６８ １００ ０ ９９ ＡＢ１５９２３１．１

２６ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ｃｌａｄｅ＿ＡｉｓｏｌａｔｅＣａｓｓＥＬ１２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ

ｇｅｎｅ，ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｅｆｏｒｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｐｒｏｄｕｃｔ

１０８６ １０８６ ９９ ０ １００ ＡＹ０３５４１０．１

ＧＹＨ５０ Ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｐ．ｃｌａｄｅＥｉｓｏｌａｔｅＳＳＥ０１２３ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅ，

ｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ；ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ

１０１３ １０１３ ９６ ０ ９７ ＪＸ２２１０４９．１

　　注：３号供试生物样品共生藻未扩出。

２．３　讨论
对于Ｃｈｅｌｅｘ１００树脂法，戴文申等（２００６）利用

该法提取痕量 ＤＮＡ的研究中指出，５６℃保温１５～
３０ｍｉｎ、１００℃保温１５ｍｉｎ左右（不超过３０ｍｉｎ）有
利于细胞核的裂解，促进ＤＮＡ的释放［２２］，但周双清

等（２０１０）在对放线菌进行 Ｃｈｅｌｅｘ１００树脂热裂解
时仅通过沸水浴１０ｍｉｎ即获得了良好的 ＰＣＲ模板
ＤＮＡ［２３］。共生藻在共生生物体内含量可高达３．９５
×１０６ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２［２４］，即使是少量的材料（如本次实验
采样量），在稍加搅拌或吹打的情况下，即可见棕黄

色的藻液被释放出来，可见细胞含量充足，不属于痕

量ＤＮＡ提取，因此可以缩短实验步骤，不进行５６℃
保温；而与原核生物相比，藻类 ＤＮＡ提取又存在细
胞壁破碎这一屏障，因此实验采用了 Ｃｈｅｌｅｘ１００树
脂热裂解１５ｍｉｎ提取的共生藻 ＤＮＡ样品。扩增产
物电泳条带明亮清晰、能够测出有效序列，说明

Ｃｈｅｌｅｘ１００树脂法能够快速实现腔肠动物、海绵动

物、软体动物的共生藻宿主混合样品或者纯培养共
生藻样品的ＤＮＡ提取，且制备的模板 ＤＮＡ能够满
足ＰＣＲ扩增需求。

值得注意的是，许多含有共生藻的生物都属于

珍稀物种［如石珊瑚、库氏砗磲（Ｔｒｉｄａｃｎａｇｉｇａｓ）
等］，进行科研实验时，在确保完成科研工作的基础

上探索更合理的可持续实验模式是每一位科研工作

者都应当充分考虑的问题，具体做法如尽可能减少

样品的消耗量、采用不危及生物体生命的采样方式、

采用人工养殖代替自然采集（如果是生态调查，应

当在满足调查的同时尽可能减少取样量）、生态调

查中所取的样品合理地放归原环境等［２５］。

３　结论
采用Ｃｈｅｌｅｘ１００进行了３门３纲９目２０科２３

属２６个物种的共生藻及１株纯培养共生藻的 ＰＣＲ
模板ＤＮＡ快速制备，并通过ＰＣＲ扩增２３ＳｒＤＮＡ基
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因片段进行制备效果检验，结果表明，制备过程通过

Ｃｈｅｌｅｘ１００树脂热裂解１５ｍｉｎ，即能为２６份样品提
供合格的ＰＣＲ扩增 ＤＮＡ模板（有１份样品未能扩
增成功判断原因为引物不匹配）。实验结果说明

Ｃｈｅｌｅｘ１００树脂法能够用于多种状态及类型共生藻
的ＰＣＲ模板ＤＮＡ制备，且具有操作简单、耗时短、
无污染、无设备要求、样品消耗量小等优点。

参考文献：

［１］　ＴＲＥＮＣＨＲＫ．Ｔｈｅｃｅｌｌｂｉｏｌｏｇｙｏｆｐｌａｎｔａｎｉｍａｌｓｙｍｂｉｏｓｉｓ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，１９７９，３０（１）：４８５５３１．
［２］　杨阳楚翘，洪文霆，王淑红．共生珊瑚异养营养研究进展［Ｊ］．应用生态学报，２０１７，２８（１２）：４１４３４１４９．
［３］　董志军，黄晖，黄良民，等．虫黄藻的分类和遗传多样性研究进展［Ｊ］．海洋通报，２００８，２７（３）：９５１０１．
［４］　ＴＯＬＬＥＲＷＷ，ＲＯＷＡＮＲ，ＫＮＯＷＬＴＯＮＮ．Ｚｏｏｘａｎｔｈｅｌｌａｅｏｆｔｈｅｍｏｎｔａｓｔｒａｅａａｎｎｕｌａｒｉｓｓｐｅｃｉｅｓｃｏｍｐｌｅｘ：ｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｄｉｓｔｒｉｂｕ

ｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒｔａｘａｏｆｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｅｆｓａｎｄａｃｒｏｓｓｄｅｐｔｈｓ［Ｊ］．ＢｉｏｌｏｇｙＢｕｌｌｅｔｉｎ，２００１，２０１（３）：３４８３５９．
［５］　ＬＩＮＳ，ＣＨＥＮＧＳ，ＳＯＮＧＢ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＳｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｋａｗａｇｕｔｉｉｇｅｎｏｍｅｉｌｌｕｍｉｎａｔｅｓｄｉｎｏｆｌａｇｅｌｌａｔｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｏｒａｌ

ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１５，３５０（６２６１）：６９１６９４．
［６］　沈城，刘楚吾，刘丽．温度胁迫及恢复初期稀杯盔形珊瑚共生虫黄藻Ｈｓｐ７０、Ｈｓｐ９０、ｐｓａＡ、ｐｓｂＡ基因表达分析［Ｊ］．热带

海洋学报，２０１６，３５（３）：７２７８．
［７］　刘丽，陈育盛，申玉春，等．造礁石珊瑚共生藻的分子分类研究［Ｊ］．海洋与湖沼，２０１２，４３（４）：７１８７２２．
［８］　李秀保，黄晖，黄良民，等．活体珊瑚共生藻的制备方法：ＣＮ１０１５３８５３５［Ｐ］．２００９０９２３．
［９］　张露．几种处理方法对脑珊瑚基因提取效率的影响比较研究［Ｃ］／／中国水产学会海洋牧场研究会编委会．现代海洋

（淡水）牧场国际学术研讨会论文摘要集．大连：中国水产学会海洋牧场研究会，２０１７：１３６１３７．
［１０］　张跃环，肖述，张扬，等．一种砗磲虫黄藻的分离纯化、离体培养及规模化生产方法：ＣＮ１０７５７４１２３Ａ［Ｐ］．２０１８０１１２．
［１１］　杨电，张丽萍，刘超，等．Ｃｈｅｌｅｘ法和两种磁珠法提取接触ＤＮＡ效果的比较［Ｊ］．刑事技术，２０１２，３７（１）：１１１３．
［１２］　步嵘，王耀平，叶元康．以Ｃｈｅｌｅｘ１００为介质抽提ＤＮＡ［Ｊ］．中华病理学杂志，１９９９，２８（５）：５９６０．
［１３］　陈辉，刘永波，谢庆瑞，等．有机酚法和 Ｃｈｅｌｅｘ１００法提取不同组织微量 ＤＮＡ效果比较［Ｊ］．郑州大学学报（医学

版），２００４，３９（６）：９８８９９１．
［１４］　李焕宇，付婷婷，张云，等．５种方法提取真菌基因组作为模板效果的比较［Ｊ］．中国农学通报，２０１７，３３（１６）：２８

３５．
［１５］　钱雪琴，张军，沈芳．Ｃｈｅｌｅｘ１００法和碱性裂解法提取细菌ＤＮＡ的比较［Ｊ］．中国卫生检验杂志，２００８，１８（８）：１５６５

１５６６．
［１６］　周双清，黄小龙，黄东益，等．Ｃｈｅｌｅｘ１００快速提取放线菌 ＤＮＡ作为 ＰＣＲ扩增模板［Ｊ］．生物技术通报，２０１０，２４

（２）：１２３１２５．
［１７］　王永，兰青阔，张莉，等．改良Ｃｈｅｌｅｘ１００法和 ＣＴＡＢ法用于转基因抗草甘膦大豆检测效果的比较［Ｊ］．大豆科学，

２００８，２７（５）：８９８９０１．
［１８］　蔡翠霞，肖维威，康文杰，等．改良 Ｃｈｅｌｅｘ１００法快速提取转基因农产品 ＤＮＡ［Ｊ］．生物技术通报，２０１１，１６（１０）：

２１０２１４．
［１９］　ＳＡＮＴＯＳＳＲ，ＴＡＹＬＯＲＤＪ，ＨＩＤＡＫＡＭ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｙｏｆｓｙｍｂｉｏｔｉｃｄｉｎｏｆｌａｇｅｌｌａｔｅｓｉｎｆｅｒｒｅｄｆｒｏｍｐａｒｔｉａｌｃｈｌｏｒｏ

ｐｌａｓｔｌａｒｇｅｓｕｂｕｎｉｔ（２３Ｓ）ｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，２００２，２３（２）：９７１１１．
［２０］　张培军．海洋生物学［Ｍ］．济南：山东教育出版社，２００４：１７１１７２．
［２１］　ＨＵＡＮＧＨ，ＤＯＮＧＺＪ，ＨＵＡＮＧＬＭ，ｅｔａｌ．ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎａｌｙｓｉｓｏｆｌａｒｇｅｓｕｂｕｎｉｔｒＤＮＡｏｆｓｙｍ

ｂｉｏｔｉｃｄｉｎｏｆｌａｇｅｌｌａｔｅｓｆｒｏｍｓｃｌｅｒａｃｔｉｎｉａｎｃｏｒａｌｓｉｎｔｈｅＺｈｕｂｉｃｏｒａｌｒｅｅｆｏｆｔｈｅＮａｎｓｈａｉｓｌａｎｄｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｔｅｇｒａｔｉｖｅＰｌａｎｔＢｉ
ｏｌｏｇｙ，２００６，４８（２）：１４８１５２．

［２２］　戴文申，徐银龙，叶健，等．关于Ｃｈｅｌｅｘ１００提取ＤＮＡ方法的进一步研究：延长保温时间对Ｃｈｅｌｅｘ１００提取ＤＮＡ的
影响［Ｊ］．河北公安警察职业学院学报，２００６，６（４）：４１４３．

［２３］　周双清，黄小龙，黄东益，等．Ｃｈｅｌｅｘ１００快速提取放线菌 ＤＮＡ作为 ＰＣＲ扩增模板［Ｊ］．生物技术通报，２０１０，１５
（２）：１２３１２５．

［２４］　李淑，余克服，施祺，等．南海北部珊瑚共生虫黄藻密度的种间与空间差异及其对珊瑚礁白化的影响［Ｊ］．科学通报，
２００７，５２（２２）：２６５５２６６２．

［２５］　杨小东，肖宝华，廖宝林，等．不同光照对稀杯盔形珊瑚生长及钙化的影响［Ｊ］．海洋环境科学，２０１７，３６（４）：５２３
５３０．



４期 龙　寒，等：一种共生藻ＰＣＲ模板ＤＮＡ的快速制备法 ·５９１　　 ·

ＡｒａｐｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｆｏｒｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍＰＣＲｔｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ

ＬＯＮＧＨａｎ，ＸＵＡＮＪｉｎｃａｉ
（ＳｃｈｏｏｌｏｆＭａｒｉｎｅＳｃｉｅｎｃｅｓａｎｄＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＧｕａｎｇｘｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｆｏｒＮａｔｉｏｎａｌｉｔｉｅｓ，ＧｕａｎｇｘｉＭａｒｉｎｅ

ＭｉｃｒｏｂｉａｌＲｅｓｏｕｒｃｅｓＩｎｄｕｓｔｒｉａｌｉｚａｔｉｏｎＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒ，
ＧｕａｎｇｘｉＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＰｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅＭａｔｅｒｉａｌｓａｎｄＭｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｎａｎｎｉｎｇ５３０００８，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＤＮＡｓａｍｐｌｅｓｏｆｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｓｆｒｏｍ２６ｓｐｅｃｉｅｓｏｆＣｎｉｄａｒｉａ，ＳｐｏｎｇｉａｔｉａａｎｄＭｏｌｌｕｓｃａ，ａｎｄ１ｓｐｅｃｉｅｓｏｆ
ｐｕｒｅｃｕｌｔｕｒｅｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙＣｈｅｌｅｘ１００ｒｅｓｉｎｍｅｔｈｏｄ．Ｔｗｅｎｔｙｓｉｘｖａｌｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄ
ｂｙＰＣＲｏｆｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ２３ＳｒＲＮＡ．ＢＬＡＳＴｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｅｏｂｔａｉｎｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ．
Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｈａｓｔｈｅａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｓｍａｌｌｓａｍｐｌｅｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ，ｓｈｏｒｔｏｐｅｒａｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｌｏｗｅｑｕｉｐｍｅｎｔｒｅｑｕｉｒｅ
ｍｅｎｔｓ，ａｎｄｔｈｅａｖｏｉｄａｎｃｅｏｆｕｓｉｎｇｔｏｘｉｃｃｈｅｍｉｃａｌｒｅａｇｅｎｔｓ．ＩｔｉｓａｎｅｆｆｉｃｉｅｎｔａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｌｙｆｒｉｅｎｄｌｙＤＮＡｅｘ
ｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄａｎｄｗｉｌｌｐｒｏｖｉｄｅａｔｅｃｈｎｉｃａｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｔｕｄｙｏｆｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍａｒｉｎｅｂｉｏｌｏｇｙ；Ｃｈｅｌｅｘ１００；ｓｙｍｂｉｏｄｉｎｉｕｍ；ＤＮＡｅｘｔｒａｃｔ
ＤＯＩ：１０．３９６９／Ｊ．ＩＳＳＮ．２０９５４９７２．２０１９．０４．０１４

（责任编辑：王　静）




