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螺旋藻种质资源鉴定评价技术规范
1  范围

本标准规定了螺旋藻种质资源鉴定评价术语与定义、评价要求、试验方法和结果判定。

本标准适用于钝顶螺旋藻（Arthrospira platensis）和极大螺旋藻（Arthrospira maxima）种质资源鉴定。
2  规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅所注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

GB/T 6682-2008 分析实验室用水规格和试验方法

3  术语与定义

下列术语和定义适用于本文件：
3.1

螺旋藻 spirulina
一种光合放氧、呈规则螺旋形的原核丝状微藻。
4  要求
4.1  样本采集

应采集培养成熟的新鲜螺旋藻。样本量分别按各类试验项目的标准规定执行。
4.2  评价内容
4.2.1  应包括螺旋藻的形态学特征和分子遗传学特征。

4.2.2  钝顶螺旋藻藻丝应呈螺旋状，无横隔壁，在横隔处有明显的收缢，蓝绿色，藻丝宽4~5微米，长400~600微米，藻丝的顶端细胞钝圆，无异形胞。

4.2.3  极大螺旋藻藻丝应呈灰绿色，细胞宽7～9μm，长小于宽，螺间距70～80μm，顶端微尖，横壁不收缢，横壁两边有颗粒。
4.2.3  钝顶螺旋藻和极大螺旋藻应具有数目可变串联重复序列（见附录A）。
5  试验方法
5.1  形态学特征
采用目视法和显微镜检测。
5.2  分子遗传学特征
5.2.1  DNA提取
DNA提取步骤如下：

1）取0.5 g鲜重的丝状体或叶状体，用蒸馏水洗涤3遍，液氮研磨后分别转入含有5倍于藻体积的十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）缓冲液（含2%（v/w）CTAB，1.4 M NaCL，20 mM EDTA，100 mM Tris-HCL（pH8.0），2%巯基乙醇）的离心管中；
2）65 ℃温浴2 h，期间每10 min颠倒混匀2-3次；
3）离心管用台式高速离心机12000 rpm离心10 min，把上清液加入到另一离心管中；
4）冷却至室温后，轻柔加入等体积的氯仿:异戊醇（24:1），轻轻颠倒混匀，重复3次；
5）用离心机12000 rpm离心10 min，取上清液至另一离心管中；

6）加入等体积的-20 ℃预冷异丙醇，轻轻颠倒混匀，于-20 ℃冰箱放置1 h；
7）用离心机12000 rpm离心10 min；

8）弃上清液后，加入1 mL的70％乙醇，洗两次，再用无水乙醇洗一次；

9）倒去乙醇，再将DNA沉淀在超净工作台上吹干后；

10）加入100 μL的TE缓冲液，完全溶解后，加5 μL RNase A（10 mg/mL）至50 μg/mL，37 ℃温浴1h；
11）加入等体积的酚:氯仿:异戊醇（25:24:1），颠倒混匀；

12）用离心机12000 rpm离心10 min，取上清液至另一离心管中；
13）重复步骤（11）和（12）；加蛋白酶K至200 μg/mL，37 ℃温浴1 h；
14）重复步骤11、12；加2倍体积的无水乙醇、1/2体积的NaCl，混匀后在-20 ℃放置1h；
15）重复步骤（7）～（9），加100 μL的TE缓冲液，室温下放置1 h～2 h，直至DNA完全溶解；
16)取2 μL DNA溶液，稀释50倍，用核酸蛋白分析仪检测其浓度与纯度；
17)用0.8％的琼脂糖凝胶检测所提取的基因组DNA片段的完整性；将DNA溶液用TE缓冲液稀释至100 ng/μL的浓度，置于-20 ℃的冰箱中保存备用。
5.2.2  PCR扩增与检测
扩增正向引物为5’-GAACATTTACGGTTTTAC-3’，反向引物为5’-CCTTACCAGTCCCACACC-3’。

PCR扩增反应体系为25 μL，含2.5 μL 10×PCR Buffer，10ng模板DNA，2.5 mmol/L Mg2+，1.5 U Taq酶，200 nmol/L 引物，200 μmol/L dNTP，最后添加无菌ddH2O至总体积为25 μL。

PCR扩增具体程序为94 ℃预变性5 min，94 ℃变性30 s，60 ℃复性30 s，72 ℃延伸1 min，35个循环后，72 ℃延伸10 min，PCR扩增结束后对PCR产物进行电泳检测。
5.2.3  测序

PCR扩增完毕，取7 μL扩增产物加3 μL溴酚蓝后在1%琼脂糖凝胶中电泳1 h，经EB染色后在紫外灯下观察结果。使用DNA片段胶回收试剂盒回收并纯化目的片段。

将回收的目的片段同PMD 18-T载体进行连接（目的片段和载体的摩尔比为5:1，所用的连接酶为高活性的T4连接酶），然后通过热激转化法进行细菌转化。

用质粒纯化试剂盒从细菌克隆中提取和纯化质粒DNA。

纯化后的质粒DNA在DNA测序仪上采用Sanger双脱氧链终止法原理在两端同时进行测序。
6 结果判定
具备形态学特征和分子遗传学特征的样品为合格种质资源。
附　录　A 
（规范性附录）
数目可变串联重复序列
A.1  钝顶螺旋藻VNTR序列
AAGCGATCGCATCTCAACTTCCATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTTCCGTCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTTCCATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTTCCATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCAATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCAATCCCAGAGTCAAGTGATCGCATCTCAACTCCAATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCAATCCCAGAGTCAAGTGATCGCATCTCAACTCCAATCCCAGAGTCAAGTGATCGCATCTCAACTCCAATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAATCCCAATTGCTATCACGCCTAGAATCCCAGGTAGAAGCGATCGCATTTCAACTCCCATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAATCCCAATTGCTATCACGCCTAGAATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCCATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCCGTCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCCATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCCATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCCATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCGACGAGTCGATAACTGAAGCCGTGGCAGACATTACTTCCATCGTGTC
A.2  极大螺旋藻VNTR序列
AAGCGATCGCATCTCAGCTTCCATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAAATCCAATCCCAGAGTCAAGCGATACGCATCTCAACTCCAATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCAATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCAATCCCAGAGTCAAGCGATCACATCTCAACTCCAATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAATCCCAATTGCTATCACGCCTAGAATCCCAGGTAGAAGCGATCGCATCTCAACTCCAATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCAATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATTTCAACTCCCATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCCATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCCATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCCCATCCCAGAGTCAAGCGATCGCATCTCAACTCGACGAGTCGATAACTGAAGCCGTGGCAGACATTACTCCCATCGTGTC
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