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摘　 要： 南太湖入湖口产毒微囊藻的丰度对于周边县市取水口的水质安全和太湖水质有着重要影响 􀆰 以藻毒素合成酶

基因 ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ为靶基因，建立实时荧光定量 ＰＣＲ检测产毒微囊藻的方法，并对南太湖入湖口 ７个监测点水样中产毒微

囊藻的丰度进行检测，结果表明：该实时荧光定量 ＰＣＲ方法的特异性强及准确性、重复性较好 􀆰 建立铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏ⁃
ｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）的标准曲线方程为 ｙ＝－３􀆰 ４５４ｘ＋４９􀆰 ８８，斜率为－３􀆰 ４５４，Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９１，扩增效率 Ｅ 为 ９４􀆰 ６％ ，定量检测区间

为 １􀆰 ６８９×１０４ ～１􀆰 ６８９×１０８拷贝数 ／ μｌ􀆰 对南太湖入湖口 ７个监测点检测表明，夹浦和合溪 ２ 个监测点的产毒微囊藻数量

最高，预测产毒微囊藻浓度分别为（１􀆰 ９９±０􀆰 ３５） ×１０５和（１􀆰 ４７±０􀆰 ２３） ×１０５ ｃｅｌｌｓ ／ ｍｌ􀆰 ７个监测点的产毒微囊藻的种类较为

一致，均为铜绿微囊藻 􀆰 该方法可以快速准确地检测水体中微囊藻毒素产毒藻种种类和数量，为蓝藻水华监测、预警提供

技术依据．
关键词： 实时荧光定量 ＰＣＲ；产毒微囊藻；入湖口；南太湖；铜绿微囊藻
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刘　 洋等：实时荧光定量 ＰＣＲ方法检测南太湖入湖口产毒微囊藻 ２４７　　

微囊藻毒素（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎ，ＭＣ）是一些产毒微囊藻产生的单环七肽，共有 １００ 多种异构体 􀆰 它是一种肝

毒素，长期饮用有微囊藻毒素的水，会引发肝损伤甚至肝癌［１⁃３］ 􀆰 微囊藻毒素主要由微囊藻属（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ）、
鱼腥藻属（ Ａｎａｂａｅｎａ）、束丝藻属（ Ａｐｈａｎｉｚｏｍｅｎｏｎ）、念珠藻属（Ｎｏｓｔｏｃ）、席藻属（Ｐｈｏｒｍｉｄｉｕｍ）和浮丝藻属

（Ｐｌａｎｋｔｏｔｈｒｉｘ）等一些藻种产生［４］ 􀆰 产毒微囊藻的暴发，对于人类的公共安全、水生动物及牲畜造成极大的危

害［５］ 􀆰 在我国大部分富营养化水体中，铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）在数量和发生频率上均占优势．
太湖是我国第三大淡水湖泊，水域面积约 ２４２８ ｋｍ２ 􀆰 近年来，由于太湖流域经济的飞速发展，向水体中

排放了大量污染物，造成水体污染和富营养化日益严重， 蓝藻水华暴发频繁［６］ 􀆰 南太湖位于太湖南岸，一般

指浙江省内沿岸部分湖面，管辖水域面积约 ３００ ｋｍ２， 湖岸线长 ６４ ｋｍ􀆰 苕溪水系和长兴水系是南太湖主要

的入湖水系，这 ２条水系共有大钱港、新港口、小梅口、杨家浦、合溪、新塘和夹浦 ７个入湖口 􀆰 南太湖入湖水

系与太湖水域季节性水交换频繁，洪水期由入湖水系向太湖蓄水，河道枯水期，太湖水体倒灌入入湖河

道［７⁃８］ 􀆰 南太湖附近几个县市饮用水取水口位于这几条入湖溪流内 􀆰 因太湖水倒灌，太湖蓝藻对南太湖入湖

河道水质的影响巨大，严重威胁该区域供水安全［８］ 􀆰 因此，及时监测该区域的蓝藻发生情况，对保证该区域

的供水安全具有重要意义．
蓝藻水华监测，传统方法主要通过显微镜镜检法，对水体中的藻细胞计数及分类，后来又有通过藻类的

１６Ｓ ｒＤＮＡ序列分析进行藻种分类，然而这些方法不能区分产毒微囊藻及非产毒微囊藻，并在蓝藻暴发之前

对其进行准确预测［９⁃１０］ 􀆰 实时荧光定量 ＰＣＲ（Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ，ｑＰＣＲ）方法是一种特异

性强、敏感性高、准确性好的分子检测方法，已被用于产毒微囊藻的监测［９］ 􀆰 微囊藻毒素由一些藻毒素合成

酶基因簇控制，该基因簇由 ｍｃｙＡ～ｍｃｙＪ 等 １０ 个基因构成 􀆰 通过检测微囊藻毒素的产毒基因 ｍｃｙＡ、ｍｃｙＢ、
ｍｃｙＤ可以用于监测水体中的产毒微囊藻细胞［１１⁃１４］ 􀆰 ｍｃｙＥ基因可以用于设计种特异性引物，用于监测水体中

的产生微囊藻毒素的不同产毒藻种［１５⁃１６］ 􀆰 Ｏｕａｈｉｄ等利用 ｍｃｙＥ 等藻毒素合成酶基因监测水体中的产毒微囊

藻［１７］ 􀆰 Ａｌ⁃Ｔｅｂｒｉｎｅｈ等利用 ｍｃｙＥ和 ｎｄａＦ基因设计的实时荧光定量 ＰＣＲ方法，同时监测水体中的不同微囊藻

毒素产毒藻种［１５］ ．
由于不同水域环境中水体的产毒微囊藻的种类及分布不同，本研究利用 ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ 基因为目标模版，

建立实时荧光定量 ＰＣＲ方法，对南太湖入湖口 ７个水质监测点水体中的产毒微囊藻进行检测，为该区域的

蓝藻水华监测、预警和水质安全提供依据．

１ 材料与方法

１􀆰 １ 藻种来源和培养条件

实验用藻种购买于中国科学院典型培养物保藏委员会淡水藻种库，藻种编号为鱼腥藻（Ａｎａｂａｅｎａ ｓｐ．）
ＦＡＣＨＢ⁃８２、水华束丝藻 （ Ａｐｈａｎｉｚｏｍｅｎｏｎ ｆｌｏｓ⁃ａｑｕｅ） ＦＡＣＨＢ⁃１０３９、铜绿微囊藻 ＦＡＣＨＢ⁃３１５、柱胞鱼腥藻

（Ａｎａｂａｅｎａ ｃｙｌｉｎｄｒｉｃａ）ＦＡＣＨＢ⁃１７０、席藻（Ｐｈｏｒｍｉｄｉｕｍ ｓｐ．）ＦＡＣＨＢ⁃１０９９、水华束丝藻 ＦＡＣＨＢ⁃２４５、颤藻（Ｏｓｃｉｌ⁃
ｌａｔｏｒｉａ ｓｐ．） ＦＡＣＨＢ⁃１０５３，于 ＢＧ⁃１１培养基中扩大培养，颤藻 ＦＡＣＨＢ⁃５２８在 ＳＥ培养基中扩大培养． 培养温度

为 ２５℃，光照强度为 ３０ μＥ ／ （ｍ２·ｓ），光暗比 １２ ｈ ∶１２ ｈ．
１􀆰 ２ 藻细胞基因组 ＤＮＡ 的提取

１􀆰 ２􀆰 １ 基因组 ＤＮＡ提取　 分别采用 ２种方法提取藻细胞基因组 ＤＮＡ：方法 １ 按植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂

盒（ＳＫ８２０３，上海生工）的操作程序，提取藻细胞基因组 ＤＮＡ􀆰 取藻液 １０ ｍｌ，１２０００转 ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ，弃上

清，取沉淀用于基因组 ＤＮＡ提取；方法 ２基因组 ＤＮＡ的快速提取，参考文献［１８］．
１􀆰 ２􀆰 ２ ＤＮＡ浓度与纯度检测　 分别取藻类基因组的 ＤＮＡ各 ５ μｌ，加入 ４９５ μｌ ＴＥ缓冲液稀释，用微量核酸蛋

白测定仪（Ｂｅｃｋｍａｎ ｃｏｕｌｔｅｒ ＤＵ⁃５３０，美国） 测定 ＤＮＡ浓度，测定 Ａ２６０和 Ａ２８０，ＤＮＡ浓度计算公式为：［ＤＮＡ］ ＝
Ａ２６０×稀释倍数 １００×４０ μｇ ／ ｍｌ．
１􀆰 ３ ＰＣＲ引物设计与 ＰＣＲ扩增

根据 ｍｃｙＥ和 ｎｄａＦ基因设计普通 ＰＣＲ和荧光定量 ＰＣＲ引物，具体参考文献［１５］，引物序列见表 １．
１６Ｓ ｒＤＮＡ和 ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ基因的 ＰＣＲ反应体系：１０ μｍｏｌ ／ Ｌ引物⁃Ｆ １ μｌ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ引物⁃Ｒ １ μｌ，１０×ＰＣＲ

ｂｕｆｆｅｒ ２ μｌ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ ２ μｌ，２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２ １􀆰 ５ μｌ，模版 ＤＮＡ １ μｌ，Ｔａｇ 酶（５Ｕ ／ μｌ）０􀆰 ５ μｌ，ｄｄ Ｈ２Ｏ １７
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μｌ，总体积 ２５ μｌ，ＰＣＲ反应条件如下：９４℃预变性 ４ ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ ｓ，退火温度分别为 ５０℃和 ５６℃，３０ ｓ，
７２℃延伸 ３０ ｓ，３０个循环，７２℃，５ ｍｉｎ􀆰 将 ＰＣＲ产物在 ３％琼脂糖凝胶进行电泳．

表 １ 普通 ＰＣＲ和荧光定量 ＰＣＲ扩增引物

Ｔａｂ􀆰 １ Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ ＰＣＲ ａｎｄ ｑＰＣＲ

引物名称 序列（５′～３′） 熔解温度 ／ ℃ 片段大小 ／ ｂｐ

ｃｙａｎｏ⁃ｒｅａｌ １６Ｓ Ｆ ＡＧＣＣＡＣＡＣＴＧＧＧＡＣＴＧＡＧＡＣＡ ５９ ８０
ｃｙａｎｏ⁃ｒｅａｌ １６Ｓ Ｒ ＴＣＧＣＣＣＡＴＴＧＣＧＧＡＡＡ ５９ ８０
ｃｙａｎｏ⁃ｒｅａｌ ｍｃｙＥ⁃Ｆ ＡＡＴＡＡＡＴＣＡＴＡＡＴＴＴＡＧＡＡＣＳＧＧＶＧＡＴＴＴＡＧＧ ６３ １２８
ｃｙａｎｏ⁃ｒｅａｌ ｍｃｙＥ⁃Ｒ ＡＡＴＡＡＡＴＣＡＴＡＡＣＧＲＢＴＶＡＤＴＴＧＲＴＡＴＴＣＡＡＴＴＴＣＴ ６４ ８０

１􀆰 ４ 荧光定量 ＰＣＲ
在 Ｂｉｏ⁃ｒａｄ ＣＦＸ３７００仪器上进行荧光定量 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应体系：Ｈｏｔｓｔａｒｔ ｆｌｕｏ⁃ＰＣＲ ｍｉｘ（ＳＫ２９５６Ａ，上

海生工）１０ μｌ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｃｙａｎｏ⁃ｒｅａｌ ｍｃｙＥ⁃Ｆ ０􀆰 ５ μｌ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｃｙａｎｏ⁃ｒｅａｌ ｍｃｙＥ⁃Ｒ ０􀆰 ５ μｌ，０􀆰 １％ （ｗ ／ ｖ） ＢＳＡ
２ μｌ，１０％ （ｗ ／ ｖ）ＰＶＰ⁃３０ ２ μｌ，模版 ＤＮＡ １ μｌ，ｄｄ Ｈ２Ｏ ４ μｌ，总体积 ２０ μｌ，ＰＣＲ反应条件如下：９５℃预变性 １０
ｍｉｎ，９５℃变性 １５ ｓ， ５６℃退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ３０ ｓ，４０个循环，退火过程中收集荧光 􀆰 每个样品重复 ３次．熔
解曲线的过程： ９５℃ １５ ｓ ，从 ６０℃开始升高至 ９５℃，每 ３０ ｓ温度升高 ０􀆰 ５℃，进行熔解曲线分析．
１􀆰 ５ 特异性检测

提取不同藻种基因组 ＤＮＡ，进行普通 ＰＣＲ扩增和荧光定量 ＰＣＲ扩增，并以 １６Ｓ ｒＤＮＡ为对照，检测引物

的特异性．
１􀆰 ６ 荧光定量 ＰＣＲ标准曲线建立

分别以铜绿微囊藻 ＦＡＣＨＢ⁃３１５基因组 ＤＮＡ进行 １０倍稀释，测定 ＤＮＡ 浓度，以基因拷贝数的对数值与

反应循环数（Ｃｔ）值之间建立标准曲线 􀆰 基因拷贝数的计算公式为：ＤＮＡ 的拷贝数 ＝ ６􀆰 ０２×１０２３（ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍｏｌ） ×
ＤＮＡ浓度（ｇ ／ μｌ） ／基因组 ＤＮＡ分子量，微囊藻基因组为 ４􀆰 ７０ Ｍｂ，１ ｂｐ碱基分子量为 ６６０ ｇ ／ ｍｏｌ．

扩增效率 Ｅ＝ １０－１ ／ Ｓ－１，Ｓ 为标准曲线线性方程的斜率．
１􀆰 ７ 环境样品检测

在南太湖入湖口的 ７个监测点进行采样，采样时间为 ２０１４年 ８ 月 ３日，水温 ２６℃ 􀆰 用采水器采集表层

２０ ｃｍ水样 􀆰 每升水样加 １５ ｍｌ左右鲁哥试剂 􀆰 １０００ ｍｌ水样直接静置沉淀 ２４ ｈ，用虹吸管小心抽掉上清液，
余下 ２０～２５ ｍｌ沉淀物转入 ５０ ｍｌ离心管中，４℃保存，带回实验室后利用显微镜镜检法进行藻细胞检测．用
０􀆰 ４５ μｍ滤膜过滤收集藻细胞，置于－ ２０℃条件下保存水样和藻细胞 􀆰 按基因组 ＤＮＡ 快速提取法提取

ＤＮＡ，并进行荧光定量 ＰＣＲ，检测样品中产毒微囊藻 􀆰 每个样品重复 ３次．

２ 结果与分析

２􀆰 １ 引物特异性检测

提取不同产毒藻种的基因组 ＤＮＡ进行微囊藻毒素产毒基因 ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ和 １６Ｓ ｒＤＮＡ基因 ＰＣＲ扩增，其
中铜绿微囊藻 ＦＡＣＨＢ⁃３１５ 为微囊藻毒素产毒藻种，鱼腥藻 ＦＡＣＨＢ⁃８２、颤藻 ＦＡＣＨＢ⁃５２８、水华束丝藻

ＦＡＣＨＢ⁃２４５、颤藻 ＦＡＣＨＢ⁃１０５３、席藻 ＦＡＣＨＢ⁃１０９９为鱼腥藻毒素产毒藻种，柱胞鱼腥藻 ＦＡＣＨＢ⁃１０３９为柱胞

藻毒素产毒藻种． 仅在微囊藻毒素产毒藻种铜绿微囊藻 ＦＡＣＨＢ⁃３１５扩增出 １２５ ｂｐ左右目标条带，其他产毒

藻种未扩增出目标条带，说明引物特异性较好；所有藻种的 １６Ｓ ｒＤＮＡ基因均扩增出 ８０ ｂｐ左右的目标条带，
表明藻种基因组 ＤＮＡ提取及 ＰＣＲ扩增体系无问题（图 １）． 对这些产毒藻种的荧光定量 ＰＣＲ 结果表明，只
有其中铜绿微囊藻 ＦＡＣＨＢ⁃３１５有荧光检测信号，其余藻种均未能扩增出信号．
２􀆰 ２ 荧光定量 ＰＣＲ灵敏度与重复性

２􀆰 ２􀆰 １ 标准曲线的建立　 以铜绿微囊藻 ＦＡＣＨＢ⁃３１５基因组 ＤＮＡ １０ 倍梯度稀释后作为荧光定量 ＰＣＲ 模版

ＤＮＡ，进行 ｑＰＣＲ测定 􀆰 以标准品稀释后浓度的对数值为横坐标、Ｃｔ 为纵坐标建立实时定量 ＰＣＲ 的标准曲

线，结果见图 ２􀆰 利用该 ｑＰＣＲ反应条件检测微囊藻毒素产毒藻种，标准曲线斜率为－３􀆰 ４５４，Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９１，扩增
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图 １ 蓝藻毒素基因 ＰＣＲ扩增（Ｍ： ＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ （１００ ｂｐ Ｔａｋａｒａ）； １ 鱼腥藻 ＦＡＣＨＢ⁃８２；
２颤藻 ＦＡＣＨＢ⁃５２８； ３水华束丝藻 ＦＡＣＨＢ⁃１０３９； ４铜绿微囊藻 ＦＡＣＨＢ⁃３１５５； ５柱胞鱼腥藻 ＦＡＣＨＢ⁃１７０；

６席藻ＦＡＣＨＢ⁃１０９９； ７水华束丝藻 ＦＡＣＨＢ⁃２４５； ８颤藻 ＦＡＣＨＢ⁃１０５３；琼脂糖凝胶含量为 ３％ ）
Ｆｉｇ．１ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｇｅｎｅ

效率 Ｅ＝ １０１ ／ ３􀆰 ４５４－１＝ ９４􀆰 ６％ ，定量检测区间为 １􀆰 ６８９×１０４ ～１􀆰 ６８９×１０８拷贝数 ／ μｌ．

图 ２ ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ基因实时荧光定量 ＰＣＲ标准曲线（Ａ：实时荧光定量 ＰＣＲ曲线；Ｂ：标准曲线）
Ｆｉｇ．２ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｑＰＣＲ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ ｇｅｎｅ

图 ３ 熔解曲线分析

Ｆｉｇ．３ Ｍｅｌｔ ｃｕｒｖｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ

２􀆰 ２􀆰 ２ 熔解曲线　 以铜绿微囊藻 ＦＡＣＨＢ⁃３１５ 基因

组 ＤＮＡ为模板进行荧光定量 ＰＣＲ，并进行熔解曲

线分析，由图 ３可见，熔解曲线平稳，峰尖且窄，熔
解温度为 ８０±０􀆰 ５℃，表明该 ＰＣＲ 扩增产物特异，
无非特异性扩增．
２􀆰 ２􀆰 ３ 重 复 性 　 将 不 同 浓 度 的 铜 绿 微 囊 藻

ＦＡＣＨＢ⁃３１５基因组 ＤＮＡ 进行荧光定量 ＰＣＲ 测

定，结果如表 ２ 所示 􀆰 基因组标准品的循环数变

异系数分别为 ０ ～ ５􀆰 ６２％ ，表明基因组 ＤＮＡ 的标

准曲线稳定性良好，符合制备实时荧光定量 ＰＣＲ
标准曲线的要求 􀆰
２􀆰 ３ 全细胞荧光定量 ＰＣＲ检测

将铜绿微囊藻 ＦＡＣＨＢ⁃３１５藻细胞进行 １０倍系列稀释，分别取 １ ｍｌ藻样，提取基因组 ＤＮＡ，进行 ｑＰＣＲ，
结果如表 ３，可检测的藻细胞浓度最低为 ３􀆰 ２６×１０４，ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ 基因拷贝数为 ５􀆰 ４１５×１０５，藻细胞浓度与

ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ基因的相关性良好（图 ２），可以根据样品中的 ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ 基因拷贝数，利用 ｙ ＝ －３􀆰 ４５４ｘ＋４９􀆰 ８８
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方程推测藻细胞浓度 􀆰
表 ２ 荧光定量 ＰＣＲ重复性检测

Ｔａｂ􀆰 ２ Ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｎｅｓｓ ｔｅｓｔ ｏｆ ｑＰＣＲ

ＤＮＡ浓度 ／ （μｇ ／ μｌ） Ｃｔ 值 Ｃｔ 值 Ｃｔ 值 平均值 标准差 变异系数 ／ ％

１􀆰 ５６×１００ ２３􀆰 １９ ２３􀆰 ３１ ２２􀆰 ８４ ２３􀆰 ０８ ０􀆰 ３３ １􀆰 ４４
１􀆰 ５６×１０－１ ２４􀆰 １８ ２５􀆰 ４０ ２３􀆰 ４６ ２４􀆰 ４３ １􀆰 ３７ ５􀆰 ６２
１􀆰 ５６×１０－２ ３０􀆰 ６９ ２８􀆰 １１ ２７􀆰 ９０ ２８􀆰 ０１ ０􀆰 １５ ０􀆰 ５３
１􀆰 ５６×１０－３ ３３􀆰 ２９ ３２􀆰 ３５ ３２􀆰 ３５ ３２􀆰 ３５ ０􀆰 ００ ０
１􀆰 ５６×１０－４ ３６􀆰 ７２ ３７􀆰 ２９ ３５􀆰 ８２ ３６􀆰 ５６ １􀆰 ０４ ２􀆰 ８４

表 ３ 全细胞荧光定量 ＰＣＲ检测

Ｔａｂ􀆰 ３ ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｗｈｏｌｅ ｃｅｌｌ

细胞浓度 ／
（ｃｅｌｌｓ ／ ｍｌ）

ＤＮＡ浓度 ／
（μｇ ／ μｌ）

ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ
拷贝数

Ｃｔ 值 Ｃｔ 值 Ｃｔ 值 平均值 标准差

３􀆰 ２６×１０７ ０􀆰 ９７２ １􀆰 ８８０×１０８ ２４􀆰 ５３ ２４􀆰 ２２ ２４􀆰 ２５ ２４􀆰 ３３ ０􀆰 １７１
３􀆰 ２６×１０６ ０􀆰 １２４ ２􀆰 ３９８×１０７ ２５􀆰 ０８ ２５􀆰 ００ ２４􀆰 ７３ ２４􀆰 ９４ ０􀆰 １８３
３􀆰 ２６×１０５ ０􀆰 ０２８ ５􀆰 ４１５×１０６ ２７􀆰 ５１ ２７􀆰 ３５ ２７􀆰 ２２ ２７􀆰 ３６ ０􀆰 １４５
３􀆰 ２６×１０４ ０􀆰 ００３ ５􀆰 ４１５×１０５ ３１􀆰 ３３ ３０􀆰 ９１ ３０􀆰 ９１ ３１􀆰 ０５ ０􀆰 ２４２

２􀆰 ４ 南太湖入湖口产毒微囊藻检测

南太湖入湖口水质对于周边县市的饮用水安全及太湖水质有着重要影响，本研究选取南太湖入湖口 ７
个监测点，在太湖蓝藻容易暴发的 ８ 月进行取样，利用荧光定量 ＰＣＲ 方法检测产毒微囊藻丰度，结果见表

４，夹浦和合溪监测点的产毒微囊藻丰度最高 􀆰 通过荧光定量 ＰＣＲ溶解曲线分析表明，这 ７个监测点的产毒

微囊藻的熔解温度为 ８０􀆰 ５℃，表明产毒微囊藻的种类较为一致，均为铜绿微囊藻 􀆰

表 ４ 荧光定量 ＰＣＲ方法检测南太湖入湖口产毒微囊藻

Ｔａｂ􀆰 ４ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ａｌｇａｅ ｗｉｔｈ ｑＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄｓ

监测点 坐标 Ｃｔ ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ
基因拷贝数

预测产毒微囊藻
丰度 ／ （ｃｅｌｌｓ ／ ｍｌ）

产毒微囊藻
种类

夹浦 ３１°０５′５１″Ｎ，１１９°５６′５５″Ｅ ２５􀆰 ４５ （２􀆰 ４０±０􀆰 ３３）×１０６ （１􀆰 ９９±０􀆰 ３５）×１０５ 铜绿微囊藻

合溪 ３１°０４′１０″Ｎ，１１９°５８′１２″Ｅ ２５􀆰 ９８ （１􀆰 ７７±０􀆰 ２６）×１０６ （１􀆰 ４７±０􀆰 ２３）×１０５ 铜绿微囊藻

新塘 ３１°０３′２６″Ｎ，１１９°５８′５３″Ｅ ３１􀆰 ６７ （６􀆰 ９７±０􀆰 ８１）×１０４ （５􀆰 ７８±０􀆰 ７８）×１０３ 铜绿微囊藻

杨家浦 ３１°０１′１２″Ｎ，１２０°００′４１″Ｅ ２９􀆰 １７ （２􀆰 ８８±０􀆰 ３３）×１０５ （２􀆰 ３９±０􀆰 ３５）×１０４ 铜绿微囊藻

小梅口 ３０°５７′５１″Ｎ，１２０°０５′５１″Ｅ ３０􀆰 ４７ （１􀆰 ３８±０􀆰 ５７）×１０５ （１􀆰 １４±０􀆰 ４３）×１０４ 铜绿微囊藻

新港口 ３０°５６′３３″Ｎ，１２０°０７′３５″Ｅ ３０􀆰 ０５ （１􀆰 ７５±０􀆰 ５９）×１０５ （１􀆰 ４５±０􀆰 ６３）×１０４ 铜绿微囊藻

大钱 ３０°５５′５１″Ｎ，１２０°１１′３４″Ｅ ２９􀆰 １８ （２􀆰 ８７±０􀆰 ２４）×１０５ （２􀆰 ３８±０􀆰 ２３）×１０４ 铜绿微囊藻

３ 讨论

在蓝藻水华暴发影响水质安全之前，快速准确地对产毒微囊藻进行监控是非常重要的 􀆰 传统监测方法

不能区分蓝藻水华中的产毒微囊藻与非产毒微囊藻 􀆰 以微囊藻毒素产毒和节球藻毒素基因 ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ 为

靶基因，应用实时荧光定量 ＰＣＲ方法可以快速准确的检测水体中的产毒微囊藻，可以同时检测多种产微囊

藻毒素和节球藻素的不同藻种细胞，特异性强，灵敏度高、准确性好［１５⁃１６］ 􀆰 本研究以微囊藻属、鱼腥藻属、柱
孢藻属等 ８种不同藻种，以 ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ为靶基因进行常规 ＰＣＲ和荧光定量 ＰＣＲ检测，表明引物特异性非常

高 􀆰 该结果与 Ａｌ⁃Ｔｅｂｒｉｎｅｈ等［１５］的研究结果一致．
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通过对产毒微囊藻铜绿微囊藻 ＦＡＣＨＢ⁃３１５进行灵敏度和重复性检测，发现利用 ｑＰＣＲ 对铜绿微囊藻的

范围为 １􀆰 ６８９×１０４ ～１􀆰 ６８９×１０８拷贝数 ／ μｌ，灵敏度低于 Ｖａｉｔｏｍａａ等的报道［１９］ ，其对于铜绿微囊藻的检测范围

为 ６􀆰 ６×１０２ ～６􀆰 ６×１０６ｍｃｙＥ基因拷贝 ／反应体系，可能与藻基因组提取质量有关 􀆰 本研究采用了一种 ＤＮＡ快

速提取方法，该方法可以高效快速地提取藻细胞 ＤＮＡ，整个过程仅需 ２０ ｍｉｎ，ＤＮＡ 提取质量经检测，纯度未

达到 Ａ２６０ ／ Ａ２８０大于 １􀆰 ８，但可以用于高通量的普通 ＰＣＲ 反应和荧光定量 ＰＣＲ 反应 􀆰 在荧光定量 ＰＣＲ 反应

中需加入 ２种试剂，即聚烙吡咯烷酮（ＰＶＰ⁃３０）和牛血清蛋白 ＢＳＡ，该试剂可以显著增强反应的灵敏度，降低

反应对于模版质量的要求，与 Ｘｉｎ等［１８］的研究结果一致，对于高通量的荧光定量 ＰＣＲ反应十分重要．
全细胞荧光定量 ＰＣＲ表明，藻细胞浓度与 ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ基因的相关性良好 􀆰 因此应用该方法不仅可以用

于水华发生时对铜绿微囊藻定量检测，而且可以用于低密度时对该藻进行实时监控，并及时做出预警．
本研究通过实时荧光定量 ＰＣＲ方法检测太湖蓝藻水华高发季节，南太湖入湖口产毒微囊藻的数量，研

究结果表明，南太湖入湖口产毒微囊藻主要由铜绿微囊藻构成，在夹浦和合溪 ２ 个监测点铜绿微囊藻丰度

较高，分别为（１􀆰 ９９±０􀆰 ３５）×１０５和（１􀆰 ４７±０􀆰 ２３） ×１０５ ｃｅｌｌｓ ／ ｍｌ，这与杨晓红等［８］的研究结果一致 􀆰 该方法可

以快速准确地对产毒微囊藻进行监测、预警，对于保证该区域的饮用水安全及了解南太湖入湖水系对太湖

水质的影响具有十分重要的意义．

４ 结论

建立了以 ｍｃｙＥ ／ ｎｄａＦ基因为靶基因的产毒微囊藻实时荧光定量 ＰＣＲ检测方法，其标准曲线方程为：ｙ＝
－３􀆰 ４５４ｘ＋４９􀆰 ８８，斜率为－３􀆰 ４５４，Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９１，扩增效率 Ｅ ＝ １０１ ／ ３􀆰 ４５４ －１ ＝ ９４􀆰 ６％ ，定量检测区间为 １􀆰 ６８９×１０４ ～
１􀆰 ６８９×１０８拷贝数 ／ μｌ􀆰 对南太湖入湖口 ７个监测点的产毒微囊藻进行了检测，其中夹浦和合溪 ２ 个监测点

的产毒微囊藻丰度最高，分别为（１􀆰 ９９±０􀆰 ３５）×１０５和（１􀆰 ４７±０􀆰 ２３）×１０５ ｃｅｌｌｓ ／ ｍｌ􀆰 ７个监测点的产毒微囊藻种

类较为一致，均为铜绿微囊藻．
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