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用于单一藻细胞 PCR扩增反应的样品保存方法比较
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摘要 :用室内培养的塔玛亚历山大藻 ( A lex and ri um tamarense A T H K 藻株) 作为实验对象 ,分别选择了 5 %

福尔马林固定后常温保存、95 %乙醇固定后常温保存、- 20 ℃冷冻保存、鲁哥氏液 (L ugolπs solution)固定后常

温保存等方法 ,在 5 ,15 ,30 ,60 d 后对保存的样品进行单细胞 PCR 反应 ,并与新鲜样品进行比较。实验结果

表明 ,用 95 %乙醇保存、- 20 ℃冷冻保存、鲁哥氏液保存的样品在 60 d 后仍可扩增出目标条带 ,与新鲜样品

没有差别 ,但是样品中的藻细胞形态有一些改变 ;而以 5 %福尔马林固定保存的样品只能在 5 d 后扩增出目

标条带 ,但藻细胞形态比较完好。因此 ,对用于单细胞 PCR 实验的微藻样品 ,短期内 (不多于 5 d) 可以采用

福尔马林保存 ,而需要长期保存的样品 ,应当采用乙醇或鲁哥氏液固定 ,或者采用 - 20 ℃冷冻保存的方法。
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　　近年来 ,分子生物学技术和方法在有害赤潮研
究中的应用越来越多。其中 ,单细胞 PCR 方法是对
难以室内培养的有害赤潮藻种进行分子生物学研究
的重要工具 ,具有很好的应用潜力[ 1～7 ] 。这一方法通
过对单一藻细胞的核酸序列信息进行分析 ,方法简
单准确 ,尤其适用于目前尚不能室内培养的赤潮藻
种。

要获得目标藻种的核酸序列信息 ,制备高质量
的 DNA 模板极为关键。这就要求对用于单细胞
PCR 实验的微藻样品进行高质量的保存 ,以避免
DNA 模板在样品保存过程中受到损伤。单细胞
PCR 实验的主要目标是分析野外采集藻类样品的遗
传特征。在实际工作中 ,受到诸多条件的限制 ,很难
保证野外采集的样品能够被迅速带回实验室进行分
析 ,必须对样品进行保存。可见 ,选择适当的样品保
存方法对于开展单细胞 PCR 实验非常重要。对用
于分子生物学实验的样品保存方法先前已有许多研
究[8～28 ] ,这些研究工作针对不同的动物和植物样品
种类 ,提出了适宜的保存方法和期限。但是 ,针对单
一藻细胞 PCR 实验的样品保存方法还缺少系统的
研究工作 ,有必要对各种藻类样品保存方法进行筛
选 ,确定适合的样品保存方法 ,用于单细胞 PCR实验。

作者选择了 4 种比较常用的藻类样品保存方
法 ,通过单细胞 PCR 实验对各种样品保存方法及其
保存时间进行了对比分析 ,探讨了各种样品保存方
法在单细胞 PCR 实验样品保存中的应用前景 ,为开
展单细胞 PCR 实验提供技术依据。

1 　材料与方法

1 . 1 　实验藻种
由于野外样品在实验中具有很大的不确定性 ,

因此 ,本实验采用了室内培养的一株塔玛亚历山大
藻 A lex and ri um t am arense (A T H K 藻株) 作为目标
藻种。实验藻株由暨南大学提供 ,分离于中国南海 ,

在中国科学院海洋研究所海洋生态与环境科学重点
实验室内保种培养。培养液采用 f/ 2 配方 ,但不添加
Na2 SiO3 。配制培养液的海水是经中国科学院海洋
研究所水族楼海水处理系统处理的天然海水 ,p H 值
为 7. 9 ±0. 1 ,盐度为 30 ±1。海水经 120 ℃高温消毒
20 min ,室温冷却后加入营养盐 ,并接入实验藻种进
行培养 ,培养温度为 21 ℃±0. 5 ℃,光照为 4 000 lx ,

光暗周期为 14 h ∶10 h。

1 . 2 　藻类样品的保存
实验选择了福尔马林 (5 %) 固定后常温保存、乙

醇 (95 %)固定后常温保存、鲁哥氏液固定后常温保
存和 - 20 ℃冷冻保存 4 种样品保存方法 ,分别保存 5

mL 培养的藻液 ,在保存 5 ,15 ,30 ,60 d 后取出藻类
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样品 ,进行单细胞 PCR 实验 ,并与新鲜样品进行对
比。

1 . 3 　单细胞 PCR 实验
在倒置显微镜下 ,用拉制的微细玻璃管挑取单

个藻细胞。在每种保存方法保存的样品中 ,挑取两
个藻细胞进行单细胞 PCR 扩增 ,以新鲜藻液中挑取
的藻细胞做为阳性对照。挑取的单个藻细胞在 TE

缓冲液中洗 1～2 次 ,最后置于 1μL TE 缓冲液中 ,

加入 1 μL 蛋白酶 K 溶液 ( 200 g/ L ) , 55 ℃下酶解
30 min , 95 ℃处理 5 min 后作为模板 DNA 进行
PCR 反应。以不添加藻细胞 DNA 模板的 PCR 反应
液作为阴性对照。

单细胞 PCR 反应所用的引物对为 : ( F) CCGCT

GAA T T TAA GCA TA TAA GTA , (R) T TCAA GAC

GGGTCAA GCA G。靶序列为藻细胞核糖体大亚基
RNA 基因 (L SU rDNA) D12D2 区。PCR 反应液总
体积 50μL ,其中包括 1 ×PCR 缓冲液 ,0. 2μmol/ L

引物 , 0. 2 mmol/ L dN TP , 1U Taq DNA 聚合酶 ,

2. 5 mmol/ L MgCl2 ,以及提取的单细胞 DNA 模板。
反应过程为 : (1) 95 ℃5 min ; (2) 95 ℃变性 1 min ,

53 ℃退火 1 min ,72 ℃延伸 1 min ,并循环 35 次 ; (3)

72 ℃延伸 10 min。扩增结束后 ,取 10μL 扩增产物 ,

以 1 %琼脂糖凝胶电泳检查 PCR 扩增结果。

2 　实验结果

用 4 种保存方法保存了 5 ,15 ,30 ,60 d 后的藻类
样品 ,经单细胞 PCR 扩增后的电泳图谱如图 1 所
示。从图中可以看出 ,应用 4 种保存方法保存 5 d 后
的藻类样品 ,都可以扩增出大小约为 700 bp 的条带 ,

与新鲜样品相比没有明显差异 ;而保存了 15 , 30 ,

60 d的藻类样品 ,通过福尔马林固定 (5 %) 保存的样
品都不能扩增出目标条带 ,而用乙醇 (95 %) 固定、鲁
哥氏液固定和 - 20 ℃冷冻保存的样品仍然可以扩增

图 1 　4 种保存方法保存的藻类样品经单细胞 PCR 扩增后的电泳图谱

Fig. 1 　PCR amplified product s of samples preserved with four different methods

A. 保存 5 d 后 ;B. 保存 15 d 后 ;C. 保存 30 d 后 ,D. 保存 60 d 后

M : marker ; 1 ,2. 阴性对照 ; 3 ,4. 新鲜样品 ; 5 ,6. 甲醛 (5 %)固定的样品 ;7 ,8. 乙醇 (95 %)固定的样品 ; 9 ,10. 鲁哥氏液固定的样品 ; 11 ,

12. - 20 ℃冷冻保存的样品

A. samples preserved for 5 days ; B. samples preserved for 15 days ; C. samples preserved for 30 days ; D. samples preserved for 60 days

M. marker ; 1 ,2. negative samples ; 3 ,4. f resh samples ; 5 ,6. samples preserved in formalin (5 %) ; 7 ,8. samples preserved in et hanol

(95 %) ; 9 ,10. samples preserved in Lugol’s solution ; 11 ,12. samples preserved by ref rigeration at - 20 ℃
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出目标条带 ,与新鲜样品相比没有明显差异。这说
明 4 种保存方法均可用于短期保存样品 (根据本实
验的结果 ,应少于 5 d) 。经乙醇 (95 %) 固定、鲁哥氏
液固定和 - 20 ℃冷冻等方法长期保存 (根据本实验 ,

5～60 d)的藻类样品可以用于单细胞 PCR 实验 ,而
经福尔马林固定后长期保存的样品则不适合于单细
胞 PCR 实验。

从对藻细胞形态的保存效果来看 ,甲醛固定的
藻细胞形态特征保存最好 ,其他 3 种保存方法保存
的细胞形态均有不同程度的改变。

3 　讨论

分子生物学技术与方法的发展使得人们对单一
细胞的遗传特征分析成为可能。近年来 ,许多学者
尝试将单细胞 PCR 方法应用于有害赤潮研究 ,对难
于室内培养的赤潮藻种进行遗传特征分析 ,已取得
较好的进展。Marin[1 ] 较早报道了从单个甲藻细胞
中提取 DNA 并用于目标序列扩增的方法。Edvard2
sen[ 6 ]和 Ki 等[7 ]也应用单细胞 PCR 方法分析了几种
赤潮藻的遗传特征及其种系进化关系。为深入应用
单细胞 PCR 方法 ,本文采用室内培养的亚历山大藻
作为目标藻种 ,对比研究了 4 种藻类样品保存方法
对单细胞 PCR 实验结果的影响 ,探讨了 4 种方法在
藻类单细胞 PCR 实验样品保存中的应用前景。

福尔马林固定是浮游植物样品保存的常用方
法。福尔马林中的甲醛属于交联类固定剂 ,能够作
用于蛋白质中的赖氨酸等残基 ,可以较好地维护蛋
白质的二级和三级结构 ,对于样品形态的保存非常
有效。但是不少研究表明 ,从福尔马林固定保存的
标本中提取 DNA 比较困难 ,难以满足分子生物学研
究的需求[1 ,9～11 ] 。出现这一现象的一个重要原因是
由于甲醛易被氧化生成甲酸 ,而甲酸对 DNA 有较强
的破坏作用[12 ,13 ] 。因此 ,福尔马林固定的样品不适
合于分子生物学实验。但也有研究表明 ,通过清洗
样品去除甲醛成分会有助于基因组 DNA 的提
取[15～18 ] 。蛋白酶 K 处理福尔马林固定的样品对
DNA 模板的提取也有帮助 ,加入的蛋白酶 K 量越
多 ,DNA 的回收率越高[ 19 ] 。本实验的结果也显示 ,

经福尔马林长时间保存的样品不能满足单细胞 PCR

实验的需求 ,但短期福尔马林固定保存的微藻样品 ,

经蛋白酶 K处理后 ,可以满足单细胞 PCR 实验的要
求。由于福尔马林固定的藻细胞形态保存得最为完
整 ,因此 ,如果野外样品能够在短期内 ( < 5 d)进行分
析 ,福尔马林固定应当是首选的方法。此外 , Godhe

等[8 ]还建议先用福尔马林固定样品 5～30 min ,然后
再置于 100 %的甲醇中保存 ,这样细胞的形态比较完

整 ,而且样品保存较长时间后 ,DNA 仍可以用来作
为 PCR 反应的模板。

乙醇也是一种常见的固定剂 ,能够迅速渗透细
胞 ,使蛋白质变性而不损伤 DNA。与其他方法相
比 ,乙醇保存的标本无毒害 ,保存时间长 ,适合于保
存样品用于分子生物学实验。已有许多研究表明乙
醇固定是适用于分子生物学实验的快速、简易和有
效的方法[ 9 ,11 ,21～23 ] 。本实验结果也说明 ,乙醇保存的
微藻样品在较长时间后 ,仍可以用于单细胞 PCR 实
验。但是 ,长期保存于乙醇中的藻细胞形态会出现
一定的变化 ,而且 ,乙醇保存的样品对细胞的挑取有
一定的影响 ,容易造成细胞丢失。

鲁哥氏液是一种常见的浮游植物固定剂。有报
道指出 ,从鲁哥氏液固定保存的样品中提取的 DNA

可以用于 PCR 扩增实验[24 ,25 ] ,但也有实验未能从鲁
哥氏液固定的藻类样品得到 PCR 扩增产物[8 ] 。在
本实验中 ,经鲁哥氏液固定保存的亚历山大藻样品
在 60 d 后仍可以扩增出目标条带。出现这一结果的
原因可能是由于各个作者对样品的前期处理方法不
同。本实验通过蛋白酶 K 处理藻细胞后 ,得到了比
较理想的结果。

冷冻保存是分子生物学研究中样品保存的首选
方法。有研究表明冷冻保存的海湾扇贝和蝗虫标本
能够满足分子生物学实验的需要[ 9 ,26 ] 。但是 ,也有研
究发现从 - 20 ℃冷冻保存的光皮桦中不能提到
DNA [27 ] ,作者认为这可能与光皮桦自身特征有关 ,

光皮桦鲜叶组织中富含酚类、糖类及其他次生代谢
物 ,容易发生褐变。而从 - 20 ℃冷冻的猕猴桃幼叶
中提取的 DNA ,其完整性和纯度都可以满足分子生
物学实验的要求[28 ] 。因此 ,冷冻保存能够满足一般
动、植物样品分子生物学研究的需求。

综合几种样品保存的方法可以看出 ,对于单细
胞 PCR 实验 ,福尔马林固定比较适合于短期样品保
存 ,对需要长期保存的藻类样品 ,乙醇固定、鲁哥氏
液固定和 - 20 ℃冷冻保存是较好的选择。
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Abstract : Recently , more and more molecular biological met hods and techniques have been used in harm2
f ul2algal2bloom ( HAB) st udies. The single2cell PCR met hod , for example , is p romising in genetic st udies

of HAB species which is hard to cult ure in the lab. However , lit tle information is available on preservation

of t he algae samples used for single2cell PCR st udy. In t his experiment , t he cultured cells of A lex and ri um

t am arense were used to compare t he different sample p reservation met hods , including formalin fixation

(5 %) , ethanol fixation (95 %) , L ugolπs solution fixation , and ref rigeration at - 20 ℃,to find t he appropri2
ate sample p reservation met hod. The valid time for each sample p reservation method was also tested , using

samples p reserved for 5 d , 15 d , 30 d and 60 d , respectively. It was found t hat algae samples p reserved by

et hanol fixation (95 %) , L ugol’s solution fixation or ref rigeration at - 20 ℃for as long as 60 d could still be

effectively used for single2cell PCR st udy. However , for formalin fixation (5 %) met hod , only sample p re2
served for 5 d gave a po sitive single2cell PCR result . The morp hological features of t he algae samples were

well p reserved by formalin fixation (5 %) . These result s suggest t hat formalin fixation (5 %) is a good

choice for short2term (less t han 5 d) p reservation of algae samples , while 95 % et hanol fixation , L ugolπs so2
lution fixation , or ref rigeration at - 20 ℃are suitable for relatively long2term preservation of algae samples.
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