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(57)摘要

本发明公开一种适用于单细胞真核藻类基

因组大小的测定方法。本发明基于单细胞真核藻

类的特性，优化了细胞核的提取与染色方法，获

得了较为准确的流式细胞分析结果，并与高通量

二代illumina测序技术相结合，综合评估藻细胞

的基因组大小，明确基因组的特征。该技术方法

优化了传统植物流式细胞分析，利用甲醇去除了

藻细胞色素和细胞壁的干扰，大大的提高了PI的

染色效果，提高了流式细胞分析的准确性，同时

结合目前较为前沿的高通量测序技术，综合分析

了待测物种基因组结构特征，可为后续物种的遗

传结构研究和全基因组测序的组装策略的制定

提供理论依据。
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1.一种适用于单细胞真核藻类基因组大小的测定方法，其特征在于包括如下步骤：

（1）待测藻类的材料准备：待测藻类无菌培养物，离心去上清，再用无菌水漂洗2～3次，

去除培养基成分，获得藻细胞；所述的待测藻类无菌培养物中藻细胞密度为1×103～1×105

个/mL；所述的离心的速度为3000～5000  rpm；

（2）内参选择：仪器调试后进行样品荧光强度及基因组大小的预测，根据预测基因组大

小选择莱茵衣藻（Chlamydomonas  reinhardtii）为主要内参，眼点拟纳绿球藻

（Nannochlropsis  oculata）和/或盐生拟微绿球藻（Microchloropsis  salina）为第二内

参，并依据内参基因组大小进行相互校正；

（3）细胞壁破坏及色素的去除：待测藻类和内参藻类，按照每105个藻细胞加入1～2  mL

甲醇的量；将甲醇分别加入到待测藻类和内参藻类的藻细胞中，常温下磁力搅拌破坏细胞

壁及叶绿体结构去除叶绿素的干扰，每次1～2h，离心去上清，重复提取3～5次，直到细胞变

为白色；然后按照每105个藻细胞加入0.1～0.2  mL  Lysis  buffer  LB01重悬细胞，于冰上

裂解处理，获得细胞核悬浮液；

所述的待测藻类为类波氏真眼点藻（Eustigmatos cf .  polyphem）或星形魏氏藻

（Vischeria  stellata）；

所述的离心的速度为3000～5000  rpm；

所述的Lysis  buffer  LB01的配方为：以200  mL计，363 .4  mg  Tris  、148 .9  mg 

Na2EDTA、34.8  mg四盐酸精胺、1.193  g  KCl、233.8  mg  NaCl和  200  µL  0.1%v/v  Triton 

X‑100；

（4）藻细胞核染色：按照1  mL细胞核悬浮液加入50  µg  PI、50  µg  RNase和5µL β‑巯基

乙醇的量，混匀后避光染色，之后取细胞核悬浮液进行流式细胞仪分析测定待测藻类和内

参藻类的荧光值，计算待测藻类基因组大小。

2.根据权利要求1所述的一种适用于单细胞真核藻类基因组大小的测定方法，其特征

在于：还包括：

（5）高通量测序验证待测藻类的基因组，综合评估待测藻类的基因组大小与复杂性。

3.根据权利要求1或2所述的一种适用于单细胞真核藻类基因组大小的测定方法，其特

征在于：

步骤（3）中所述的裂解处理的时间为0.5～1  h；

步骤（4）中所述的避光染色的条件为于4℃，避光染色30～60min。

4.根据权利要求1或2所述的一种适用于单细胞真核藻类基因组大小的测定方法，其特

征在于：

步骤（4）中所述的流式细胞仪分析的条件如下：激发波长488  nm，流速20  µL/min，每次

至少收集104个细胞，重复3次以上，变异系数＜5%，利用Flowjo  X  V10软件进行图像和数据

的处理分析，获得待测藻类和内参藻类的PI荧光强度；待测藻类基因组大小由下列计算公

式给出：待测藻类基因组大小=待测藻类荧光强度/(内参藻类荧光强度×内参藻类基因组

大小)。

5.根据权利要求2所述的一种适用于单细胞真核藻类基因组大小的测定方法，其特征

在于：

步骤（5）所述的高通量测序的步骤如下：
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（A）待测藻类的材料准备：待测藻类无菌培养液，离心去上清，收集藻泥100～200  mg，

提取样品DNA；

（B）DNA测序：构建一个170  bp～350  bp的小片段DNA文库，利用Illumina或者BGI  500

平台对进行双末端PE150bp测序，测序数据量为5～10G，测序深度不低于30×；

（C）数据分析：利用FastQC软件检测碱基质量，GC分离、GC峰图检测是否污染、重复序列

水平；然后利用NGSQCToolkit软件去除接头序列和过滤低质量reads，进一步利用Bless软

件对reads中错误碱基进行修正；获得高质量的clean  reads后，利用GCE软件，基于Kmer‑17

评估基因组的大小、重复序列含量和杂合率；

（D）利用SOAPdenovo软件对目的基因组进行初步组装，然后利用Samtools软件提取GC

含量与测序深度，计算藻细胞的GC含量分布图，分析基因组是否受到其他外源物种的污染。

6.根据权利要求5所述的一种适用于单细胞真核藻类基因组大小的测定方法，其特征

在于：

步骤（A）中所述的离心的速度为3000～5000  rpm；

步骤（B）中所述的小片段DNA文库为270  bp的小片段DNA文库；

步骤（B）中所述的测序数据量为10G；

步骤（B）中所述的测序深度为30×～100×。
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一种适用于单细胞真核藻类基因组大小的测定方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种适用于单细胞真核藻类基因组大小的测定方法，通过流式细胞分

析和二代测序技术联合分析藻类基因组大小，特别涉及微藻物种。

背景技术

[0002] 为了确定一个未知物种复杂性，首先需要从基因组水平了解基因组的特征，快速

获得未知的物种基因组大小。通常使用流式细胞术(flow  cytometry，FCM)，利用外标法或

内标法，利用碘化丙啶(PI)对细胞核进行荧光染色后，利用流式细胞仪进行测定。FCM是目

前最普遍使用的估测物种基因组大小的方法之一，相比较早的脉冲场凝胶电泳等手段，具

有操作简单，样品制备流程短等显著优点，在动物、植物以及部分真菌中有较好应用。但对

于不同物种，特别是不同类型的物种需要优化FCM的测定方法，如细胞壁破碎、细胞核提取

和染色条件优化，提高FCM技术的准确性。

[0003] 微藻(单细胞真核藻类)是一类系统发生各异、个体较小、通常为单细胞或群体的、

能进行光合作用的水生低等生物。目前，对于单细胞真核微藻物种的基因组评估的研究较

少，由于其细胞较小，且通常含有较厚的细胞壁，加之细胞内存在大量的色素和次生代谢产

物，会降低PI的荧光强度。此外，由于不同藻类物种之间的进化尺度较大，同一科的物种基

因组大小差异可能会很大，因此，对于内参物种的选择严重地影响了流式细胞法测定基因

组大小的准确性，需要我们进一步明确适合于单细胞真核藻类基因组测定方法。

发明内容

[0004] 为了解决目前单细胞真核微藻基因组大小准确测定的技术困难，本发明的目的在

于提供一种适用于单细胞真核藻类基因组大小的测定方法。

[0005] 目前基于二代测序技术的基因组小片段文库的低深度测序数据，通过K‑mer分析，

能够有效地评估基因组大小、GC含量、杂合度以及重复序列的含量等相关信息，也是全面了

解某一物种基因组特征的有效方法。因此，我们优化流式细胞分析方法，并与高通量测序数

据相结合，将准确全面地评估待测藻类物种基因组的大小，对后续藻类资源的系统学和基

因组学研究具有重要理论意义。准确的获得基因组大小估测后，可为后续的遗传与进化分

析及全基因组测序的组装策略的制定提供帮助。

[0006] 本发明的目的通过下述技术方案实现：

[0007] 一种适用于单细胞真核藻类基因组大小的测定方法，包括如下步骤：

[0008] (1)材料准备：单细胞真核藻类无菌培养物，离心去上清，再用无菌水漂洗2～3次，

去除培养基成分，获得藻细胞；

[0009] (2)内参选择：仪器调试后进行样品荧光强度及基因组大小的预测，根据预测基因

组大小选择莱茵衣藻(Chlamydomonas  reinhardtii)为主要内参，眼点拟纳绿球藻

(Nannochlropsis  oculata)和/或盐生拟微绿球藻(Microchloropsis  salina)为第二内

参，并依据内参基因组大小进行相互校正；

说　明　书 1/6 页

4

CN 109295185 B

4



[0010] (3)细胞壁破坏及色素的去除：待测藻类和内参藻类，按照每105个藻细胞加入1～

2mL甲醇的量；将甲醇分别加入到待测藻类和内参藻类的藻细胞中，常温下磁力搅拌破坏细

胞壁及叶绿体结构去除叶绿素的干扰，每次1～2h，离心去上清，重复提取3～5次，直到细胞

变为白色；然后按照每105个藻细胞加入0.1～0.2mL  Lysis  buffer  LB01重悬细胞，于冰上

裂解处理，获得细胞核悬浮液；

[0011] (4)藻细胞核染色：按照1mL细胞核悬浮液加入50μg  PI、50μg  RNase和5μLβ‑巯基

乙醇的量，混匀后避光染色，之后取细胞核悬浮液进行流式细胞仪分析测定待测藻类和内

参藻类的荧光值，计算待测藻类基因组大小。

[0012] 为了更好的实现本发明的目的，还包括：

[0013] (5)高通量测序验证待测藻类的基因组，综合评估待测藻类的基因组大小与复杂

性。

[0014] 优选的，步骤(1)中所述的单细胞真核藻类无菌培养物中藻细胞密度为1×103～1

×105个/mL；更优选为1×105个/mL。

[0015] 优选的，步骤(1)中所述的离心的速度为3000～5000rpm；更优选为3000rpm。

[0016] 优选的，步骤(3)中所述的待测藻类为真眼点藻纲藻类，更优选为类波氏真眼点藻

(Eustigmatos  cf.polyphem)或星形魏氏藻(Vischeria  stellata)。

[0017] 优选的，步骤(3)中所述的离心的速度为3000～5000rpm；更优选为3000rpm。

[0018] 步骤(3)中所述的Lysis  buffer  LB01的配方为：以200mL计，363 .4mg  Tris、

148.9mg  Na2EDTA、34.8mg  spermine  tetrahydrochloride(四盐酸精胺)、1.193g  KCl、

233.8mg  NaCl和200μL  0.1％(v/v)Triton  X‑100。

[0019] 优选的，步骤(3)中所述的裂解处理的时间为0.5～1h；更优选为0.5h。

[0020] 优选的，步骤(4)中所述的避光染色的条件为于4℃，避光染色30～60min。

[0021] 优选的，步骤(4)中所述的流式细胞仪分析的条件如下：激发波长488nm，流速20μ

L/min，每次至少收集104个细胞，重复3次以上，变异系数＜5％，利用Flowjo  X  V10软件进

行图像和数据的处理分析，获得待测藻类和内参藻类的PI荧光强度(PI‑A)；单细胞真核藻

类基因组大小可由下列计算公式给出：待测藻类基因组大小＝待测藻类荧光强度/(内参藻

类荧光强度×内参藻类基因组大小)。

[0022] 优选的，步骤(5)所述的高通量测序的步骤如下：

[0023] (A)材料准备：单细胞真核藻类无菌培养液，离心去上清，收集藻泥100～200mg，提

取样品DNA；

[0024] (B)DNA测序：构建一个170bp～350bp的小片段DNA文库，利用Illumina或者BGI 

500平台对进行双末端PE150bp测序，测序数据量为5～10G，测序深度不低于30×，测序由深

圳华大基因科技服务有限公司完成；

[0025] (C)数据分析：利用FastQC软件检测碱基质量，GC分离、GC峰图检测是否污染、重复

序列水平；然后利用NGSQCToolkit软件去除接头序列和过滤低质量reads，进一步利用

Bless软件对reads中错误碱基进行修正；获得高质量的clean  reads后，利用GCE(Genome 

Characteristics  Estimation)软件，基于Kmer‑17评估基因组的大小、重复序列含量和杂

合率等。

[0026] (D)利用SOAPdenovo软件对目的基因组进行初步组装，然后利用Samtools软件提
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取GC含量与测序深度，计算藻细胞的GC含量分布图，分析基因组是否受到其他外源物种的

污染。

[0027] 优选的，步骤(A)中所述的离心的速度为3000～5000rpm；更优选为3000rpm。

[0028] 优选的，步骤(B)中所述的小片段DNA文库为270bp的小片段DNA文库；

[0029] 优选的，步骤(B)中所述的测序数据量为10G。

[0030] 优选的，步骤(B)中所述的测序深度为30×～100×。

[0031] 本发明根据单细胞藻类的性质，从流式细胞仪分析和高通量测序分析两个方法入

手，综合准确地评估基因组大小，该方法具有较高的可操作性和准确性，完全能满足后续的

相关研究。

[0032] 本发明相对于现有技术具有如下的优点及效果：

[0033] 本发明基于单细胞真核藻类的特性，优化了细胞核的提取与染色方法，获得了较

为准确的流式细胞分析结果，并结合高通量二代illumina测序技术，综合评估藻细胞的基

因组大小，明确基因组的特征。该技术方法优化了传统植物流式细胞分析，利用甲醇去除了

藻细胞色素和细胞壁的干扰，大大的提高了PI的染色效果，提供了流式细胞分析的准确性，

同时结合目前较为前沿的高通量测序技术，综合分析了待测物种基因组结构特征，可为后

续物种的遗传结构研究和全基因组测序的组装策略的制定提供理论依据。

附图说明

[0034] 图1是5种单细胞真核藻类荧光峰图。

[0035] 图2是5种藻类峰图及荧光值的比较。

[0036] 图3是DNA样品琼脂糖凝胶电泳检测结果；其中，1，2：类波氏真眼点藻；3，4：星形魏

氏藻；M1：λ‑HindⅢdigest(Takara)；M2：D2000(Tiangen)。

[0037] 图4是FastQC分析碱基质量分布图。

[0038] 图5是类波氏真眼点藻Kmer‑17频率分布图

[0039] 图6是星形魏氏藻Kmer‑17频率分布图。

[0040] 图7是类波氏真眼点藻GC含量与scaffolds测序深度分布图。

[0041] 图8是星形魏氏藻GC含量与scaffolds测序深度分布图。

具体实施方式

[0042] 下面结合实施例及附图对本发明作进一步详细的描述，但本发明的实施方式不限

于此。

[0043] 下列实施例中未注明具体实验条件的试验方法，通常按照常规实验条件或按照制

造厂所建议的实验条件。所使用的材料、试剂等，如无特殊说明，为从商业途径得到的试剂

和材料。

[0044] 所述的类波氏真眼点藻(Eustigmatos  cf .polyphem)H4302购买于捷克布拉格查

尔斯大学。星形魏氏藻(Vischeria  stellata)SAG  33 .83、莱茵衣藻(Chlamydomonas 

reinhardtii)SAG  54.72、眼点拟纳绿球藻(Nannochlropsis  oculata)SAG  38.85和盐生拟

微绿球藻(Microchloropsis  salina)SAG  40.85均购买于德国哥根廷大学藻种保藏中心。

[0045] 实施例1
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[0046] 以两株未知基因组的单细胞真核微藻类波氏真眼点藻(E.cf.polyphem)与星形魏

氏藻(V.stellata)为例，分别以莱茵衣藻(C.reinhardtii)为第一内参，眼点拟纳绿球藻

(N.oculata)和盐生拟微绿球藻(M.salina)为第二内参，3个已知物种基因组相互校正。5种

微藻培养物(约50mL，1×105个/mL)分别离心后，加入50mL甲醇，磁力搅拌，每次1～2h，

3000rpm离心去上清，重复提取3～5次，直到细胞变为白色；离心去上清后加入5mL  Lysis 

buffer  LB01重悬细胞，处理裂解细胞核0.5h，获得细胞核悬浮液，于冰上备用；取1mL细胞

核悬浮液，加入50μL  PI(1mg/mL)、50μL  RNase(1mg/mL)和5μLβ‑巯基乙醇，混匀后于4℃，避

光染色0.5h；取染色后的细胞悬浮液300μL，加入到流式专用圆底试管(Fluorescence 

Activated  Cell  Sorter，FACS)中，于BD  FACSCanto  II流式细胞仪中进行分析，激发波长

488nm，流速20μL/min，每次收集不低于104个细胞，重复3次，变异系数＜5％，利用Flowjo  X 

V10软件进行图像和数据的处理分析，得到荧光峰图，如图1和图2。由此可获得，类波氏真眼

点藻与星形魏氏藻的荧光值分别为140109和91119，如表1，获得待测样品和已知基因组大

小样品的PI荧光强度(表1)，根据基因组大小的计算公式计算：待测藻类基因组大小＝待测

藻类荧光强度/(内参藻类荧光强度×内参藻类基因组大小)。最终，估测的星形魏氏藻基因

组约为90～110Mb，类波氏真眼点藻基因组约为180～220Mb。

[0047] 表1流式细胞估测基因组大小

[0048]

[0049] 流式细胞获得了一个初步的估计结果，为了进一步确证结果，利用Takara植物DNA

提取试剂盒(MiniBEST  Plant  Genomic  DNA  Extraction  Kit)分别提取待测的类波氏真眼

点藻与星形魏氏藻的全基因组DNA，分别提取2管DNA，利用Qubit  Fluorometer测定DNA浓度

和纯度检测，见表2，然后利用琼脂糖凝胶电泳检测样品的完整性，图3。

[0050] 表2DNA提取检测结果

[0051]

[0052] 检测结果均显示，4管DNA质量好，浓度＞30ng/μL，每种藻DNA总量＞10μg，凝胶电

泳图显示无蛋白，RNA/盐离子等污染，样本未发生降解，主峰＞20Kb完整度高，满足文库构

建的要求。
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[0053] 构建一个270bp的小片段DNA文库，利用Illumina  HiSeq  4000平台进行双末端

PE150bp测序，测序数据量为10G，测序由深圳华大基因科技服务有限公司完成，如表3。测序

质量经过FastQC质控，去除低质量的的序列(图4)，进一步利用Bless软件对reads中错误碱

基进行修正，获得高质量的clean  read。

[0054] 表3测序原始数据统计

[0055]

[0056] 获得clean  reads后，利用GCE软件，获得两个物种的Kmer‑17频率分布图，如图5、

图6。类波氏真眼点藻存在两个明显的峰，主要的深度峰值大约在27，根据公式Genome  Size

＝K‑mer  num/Peak  depth，可以估算出该物种的基因组大小约为267Mb。第二个深度峰值在

61，表明基因组存在大量的重复序列。星形魏氏藻Kmer‑17频率分布图存在三个明显的峰，

深度峰值分别为14，58和117(图6)，主深度峰为58，根据公式Genome  Size＝K‑mer  num/

Peak  depth，基因组大小约为103Mb，另外两个峰值分别表示基因组存在一定比例的杂合和

重复序列，如表4。

[0057] 表4  17‑Kmer分析统计

[0058]

[0059] 利用测序获得的clean  read进行初步的组装，如表5，类波氏真眼点藻与星形魏氏

藻的scaffolds总长度分别为220Mb和114Mb，N50分别为6328bp与19101bp。同时，选取2Kbp

以上的scaffolds，统计了scaffolds的覆盖度与GC含量的关系，计算两个藻GC含量分布图，

如图7，类波氏真眼点藻的GC深度主要在30左右，对应的GC含量在50％左右。而星形魏氏藻，

如图8，GC分布呈现出两部分的区域分布，两部分的重心分别在深度20左右和100左右，深度

在20左右的中心区域是杂合scaffolds的GC分布区域，同时，两个深度对应的GC含量也在

50％的位置，这和我们计算得到的基因组组装的GC含量基本一致，说明该基因组没有受到

其他外源物种的污染。

[0060] 表5两株真眼点藻初步组装结果

[0061]   类波氏真眼点藻 星形魏氏藻

Genome  scaffolds  size(bp) 230490304 119222094

Genome  contig  size(bp) 223863295 116367984

Scaffolds  number 276658 96294

Contigs  number 400415 153276

GC  Rate(％) 53.4％ 53.5％

Scaffold  N50 6328 19101
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Contig  N50 2024 4378

Longest  length(bp) 519339 211848

Total  length>＝1kb 184992717 104796597

Total  length>＝2kb 167673725 100696179

Total  length>＝3kb 153087041 97238189

[0062] 上述实施例为本发明较佳的实施方式，但本发明的实施方式并不受上述实施例的

限制，其他的任何未背离本发明的精神实质与原理下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，

均应为等效的置换方式，都包含在本发明的保护范围之内。
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图1
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图2

图3
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图4

图5
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图6

图7
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图8
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