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以物種專一性引子建立擬球藻與綠球藻快速辨識技術 

蘇義哲‧許自研*‧利淑如‧王淑欣‧陳陽德‧吳豐成 

農業部水產試驗所東港養殖研究中心 

摘   要 

無論是基礎研究、種原保存或現場應用皆需快速且準確的檢測方法來進行品種鑑定。擬球藻 
(Nannochloropsis sp.) 與綠球藻 (Chlorella sp.) 在外觀上極為相似，營養組成卻有所差異，擬球藻

富含二十碳五烯酸 (eicosapentaenoic acid, EPA)，綠球藻則無，EPA 對水產幼苗育成率甚為重要，

使用錯誤藻類滋養餌料生物後再投餵幼苗，可能導致育成率降低。利用外觀辨識藻類可能發生誤判，

以傳統的葉綠素、脂肪酸及基因定序等方法進行檢測需耗時 2-5 天不等，且成本較高。本研究根據

擬球藻與綠球藻 18S 核醣體 RNA (18S ribosomal RNA, 18S rRNA) 基因序列上的差異設計物種專一

性引子 (species-specific primer)，結果顯示利用物種專一性引子 NSCS 1 進行聚合酶連鎖反應 
(polymerase chain reaction, PCR)，能根據擴增片段的大小不同，在 3 小時內鑑別出擬球藻與綠球藻

及其交叉污染的樣品，避免因誤用藻種而影響養殖成果，有助於餌料生物的開發以及水產種苗的穩

定生產。 

關鍵詞：擬球藻、綠球藻、物種專一性引子、品種鑑定、18S 核醣體 RNA 基因 

前   言 

微藻的生物多樣性極高，並且具有不同特性，

可用來生產各種具高經濟價值之生物產品，生產

上具有一系列的優勢，例如：生活週期短、繁殖

快速、容易培養、繼代方便、成本低廉、不需要

耕地、能夠在大型戶外系統或生物反應器中快速

增長，微藻正逐漸成為新的生物資源，近年來不

僅在食品、醫療及再生能源應用進行開發外 
(Boyd et al., 2020; El-Sheekh et al., 2020; Fabris et 
al., 2020)，取代飼料中魚粉成分的研究也正持續

進行 (Qiao et al., 2019)。 
魚蝦蟹貝等水產品為人類優良蛋白質來源 

(Hua et al., 2019)，主要來源為捕撈及養殖，近年受

氣候變遷影響，全球漁業資源恐逐漸枯竭，水產養

殖所提供的養殖漁獲產量占比已超越捕撈漁業 
(FAO, 2016)。為確保養殖產業穩定生產並供應漁

獲，種苗育成被視為一大重點環節。水產種苗培育 
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是否順利，除了氣候環境外，營養充足均衡的餌料

則是另一決定性的關鍵因素。考量部分種類魚苗初

期口徑大小無法攝食營養充足的人工飼料，須以合

適體型的餌料生物作為食物來源，可利用餌料生物

其載體特性，藉由微藻提高餌料生物本身的營養價

值，增加育苗的成功率 (蘇, 1999)。以仔稚魚苗為

例，影響生長發育的關鍵營養素主要為高度不飽和

脂肪酸 (highly unsaturated fatty acids, HUFAs)、維

生素 (vitamin)、磷脂質 (phospholipid) 等。相較於

淡水魚而言，其中高度不飽和脂肪酸之二十碳五烯

酸 (eicosapentaenoic acid, EPA) 與二十二碳六烯酸 
(docosahexaenoic acid, DHA) 對於海水魚苗更為重

要，因海水魚無法將十八碳的多元不飽和脂肪酸 
(poly-unsaturated fatty acids, PUFAs) 生 物 轉 化 
(biotransformation) 為 EPA 與 DHA，而需透過外界

攝食而取得，故 EPA 與 DHA 為海水魚類之必需

脂肪酸  (essential fatty acid, EFA) (Tocher, 2003; 
Turchini et al., 2009)。目前海水魚育苗主要使用富

含 DHA 的等鞭金藻  (Isochrysis sp.) 以及富含

EPA 的擬球藻 (Nannochloropsis sp.) (Renaud et al., 
1991)，擬球藻由水產試驗所東港養殖研究中心研

究人員於 1987 年自日本引進後，用於輪蟲培養與
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營養強化、魚池水色營造使用，為海水魚類育苗的

主要藻種之一。 
綠球藻 (Chlorella sp.) 又稱小球藻，係綠藻門 

(Chlorophyta)、共球藻綱 (Trebouxiophyceae)、小

球藻目 (Chlorellales)、小球藻科 (Chlorellaceae)，
為綠色小球體，直徑範圍較大，落在 2-10 μm 間。

擬球藻分類上為金藻門 (Chrysophycophyta)、真

眼點藻綱  (Eustigmatophyceae)、真眼點藻目 
(Eustigmatales)、單珠藻科 (Monodopsidaceae)，亦

為綠色小球體，直徑在 2–4 μm 間，外觀與綠球

藻極為相似，故被稱為擬 (綠) 球藻。綠球藻成長

增 殖 時 呈 四 分 裂 與 擬 球 藻 之 二 分 裂 相 異 
(Maruyama et al., 1986) 。 在 藻 體 葉 綠 素 
(chlorophyll) 組成方面，綠球藻係屬綠藻門，光合

色素成分含葉綠素 a 及葉綠素 b，擬球藻因屬真眼

點藻綱僅含葉綠素 a (Hoek et al., 1996; Lubián et al., 
2000)。在藻體脂肪酸組成部分，綠球藻不含 EPA，
擬球藻則富含 EPA (Boussiba et al., 1987; Ötleş and 
Pire, 2001)，如誤用不含 EPA 的綠球藻來維持水色

或是滋養輪蟲後再投餵魚苗，則對魚苗育成率與

品質有一定程度的影響，因此開發快速準確的藻

種辨識技術為必要之務。 
因受限於環境設備與人員經驗不足，鮮少會

在養殖現場進行藻種辨識，通常直接購入擬球藻

藻種進行擴大培養，再倒入育苗魚池中營造水色。

具有分析設備的實驗室人員，目前常用來辨識藻

種的方法有以下四種：一、利用顯微鏡檢視：此法

雖然快速方便，但由於外觀辨識須由具備足夠經

驗與觀察力的人員進行操作，仍有誤判之可能；

二、藻體葉綠素組成分析：此法為利用葉綠素組成

差異進行分辨，須先破壞細胞壁後以溶劑萃取，再

藉由分光光度計量測其葉綠素組成種類，過程約

需 2 天，較為耗時不便 (金等, 2010)；三、藻體脂

肪酸組成分析：此法係利用藻體脂肪酸組成差異

進行分辨，須破壞細胞壁後萃取油脂，以有機溶劑

將脂肪酸甲酯化 (methyl esterification) 後，再利用

氣相層析儀進行比對分析，所需天數約為 3 天，

操作繁瑣耗時不便 (蘇等, 2014)；四、利用基因定

序區分藻種：此法最為直接準確，但因硬體設備限

制，通常委託民間基因定序公司進行，所需天數約

3–5 天，成本及時間花費高。以上方法若在藻種

樣品有交叉污染的情況下，更是難以判斷，因此開

發快速準確的鑑定方法是有其必要性。 
許多類型的分子技術已被應用於物種鑑定，包

括限制性片段長度多態性  (restriction fragment 
length polymorphism, RFLP)、擴增片段長度多態性 
(amplified fragment length polymorphism, AFLP)、隨

機擴增多態性 DNA (random amplified polymorphic 
DNA, RAPD)、單鏈構象多態性  (single-strand 
conformation polymorphism, SSCP)、DNA 序列分析

和物種專一性引子 PCR (species-specific primer) 
等方法  (Wu et al., 2014; Fahmy et al., 2015; 
Murphy et al., 2015; Varadinova et al., 2015)。在

這些技術中，物種專一性引子是一種基於 PCR 原

理，常用於相似物種鑑定的檢測方法，因其高靈

敏度、專一性和便利性而成為一種常用的物種鑑

定技術  (Aguirre et al., 2015) ，例如 : 細菌 
(Matsuki et al., 1999)、酵母菌 (Muir et al., 2011)、
線 蟲  (AL-Banna et al., 2004) 、 象 鼻 蟲 
(Curculionidae) (Aguirre et al., 2015)、囓蟲目昆蟲

(Psocoptera) (Zhao et al., 2016)、河豚 (Takifugu spp.) 
(Dong et al., 2019) 等。許多文獻利用 18S 核醣體

RNA (18S ribosomal RNA, 18S rRNA) 的基因序列

來進行微藻的物種鑑定 (Rasoul-Amini et al., 2009; 
Zhang et al., 2014)，特別是綠球藻種類的辨識 
(Wan et al., 2011; Tear et al., 2013; Khaw et al., 
2020)，但目前尚無文獻利用物種專一性引子的方

法區分擬球藻與綠球藻這兩個藻種。 
在本研究中，透過此檢測方法的開發，根據物

種專一性引子的高靈敏度，能從綠球藻及擬球藻

的基因組 DNA (genomic DNA, gDNA) 中擴增出

大小不同的 PCR 產物，進而能夠快速準確地鑑別

出綠球藻及擬球藻。 

材料與方法 

一、藻類樣品及基因組 DNA 萃取 

本研究所使用的擬球藻三株、綠球藻 11 株均

取自水產試驗所東港養殖研究中心。藻種取得後

分別以 500 ml 錐形瓶連續打氣培養，培養環境溫

度範圍為 26–28°C，光照條件為全光照，表面光

強度約 280–400 μE/m2/s，培養液為 Walne 配方 
(Walne, 1974)。藻種樣品採樣時依序進行樣品編
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號、外觀拍照記錄，離心後採集藻體儲存於 99%酒

精溶液中，於-20°C 保存，以備後續實驗使用。外

觀形態則根據顯微鏡鏡檢等形態學特徵進行記

錄。基因組 DNA 抽取方法參照植物組織抽取套組 
(taco™ Plant DNA/RNA Extraction Kit) 進行抽取，

經萃取後的 DNA 樣品於-80°C 冰箱保存，以備後

續實驗使用。 

二、18S rRNA 基因序列分析 

本研究依據美國國家生物技術資訊中心 
(National Center for Biotechnology Information, 
NCBI) 基因資料庫 (Madden et al., 1996) 上所提供

之 11 條擬球藻 18S rRNA 基因序列 (accession 
number: MG920501.1, KC594687.1, GU220364.1, 
KU900229.1, U38902.1, AF045045.1, AF045044.1, 
KJ756827.1, KJ756833.1, KU342038.1, HQ710566.1) 
與 12 條綠球藻 18S rRNA 基因序列 (accession 
number: AF514413.1, LC385651.1, MT992791.1, 
KF879600.1, Y12816.1, LC535350.1, KF879591.1, 
KF879601.1, KF879597.1, KF879594.1, KF879592.1, 
KF879587.1)，利用歐洲生物資訊研究所 (European 
Bioinformatics Institute, EBI) 歐洲分子生物學實驗

室 (European Molecular Biology Laboratory, EMBL) 
網站的多重序列比對軟體  (multiple sequence 
alignment, MSA) (Kanz et al., 2005)，找出基因序列

上的差異。 

三、18S rRNA 基因引子設計 

18S rRNA 基因序列常作為物種鑑定使用，其

引子主要是根據同物種序列中的高度保留區而設

計，對同物種具有很高的專一性。擬球藻與綠球藻

18S rRNA 序列分別以多重序列比對軟體進行比對

後，根據其基因序列上相似度高的保留區域，各設

計了一組引子  (擬球藻：NS18S F1 primer: 5’-
CTCTGAATCTGCGAATGGCTCATTATATC-3’與
NS18S R1 primer: 5’-GATGAGGTTTAGATAA  
CTTCTCACGCTG-3’；綠球藻：CS18S F1 primer: 
5’-GCTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTC-3’與
CS18S R1 primer: 5’-ACACCCAATCGGTAGG 
AGCGACG-3’) (Table 1)。擬球藻與綠球藻 18S 
rRNA 引子委由基龍米克斯生物科技股份有限公

司進行合成。 

四、物種專一性引子設計 

利用 DNASTAR 軟體及多重序列比對軟體對

擬球藻與綠球藻的 18S rRNA 序列進行比對，根據

基因序列上的差異，設計了三組物種專一性引子，

代號分別為 NSCS 1、NSCS 2 及 NSCS 3 (Table 1)，
每組引子中均包含一條高度保留序列作為共用

引子，以及兩條針對不同物種間基因序列差異所

設計的物種專一性引子，藉由擴增出 PCR 產物

的大小不同，進而區分藻種。NSCS 1 引子內含：

Table 1  Primers used in this study 

Name of 
primer  

5'----------------------------------3' 
Size 
(mer) 

Temperature 
(°C) 

Product 
(bp) 

CS 18S F1 GCTAATACGTGCGTAAATCCCGACTTC 27 60 1503 

CS 18S R1 ACACCCAATCGGTAGGAGCGACG 23 61 

NS 18S F1 CTCTGAATCTGCGAATGGCTCATTATATC 29 59 1661 

NS 18S R1 GATGAGGTTTAGATAACTTCTCACGCTG 28 58 

CS F1 GCATGTCTAAGTATAAACTGCTTTATACTGTG 32 58 344 

NS F1 TACATGCATCAACTCCCAACTGCTTGTC 28 60 229 

NSCS R1 AGGCTCCCTCTCCGGAATCGAAC 23 61 

NSCS F2 AGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAG 26 61 

CS R2 ACAGCAAGATAGGCGCCGTCAGTGC 25 63 139 

NS R2 GCGTGCAAACCAACAAAATAGACCACC 27 60 290 

NSCS F3 AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAG 27 63 

CS R3 TGTTATTGCCTCATGCTTCCATTGGCTAG 29 60 293 

NS R3 GTTCGTTAACGGAATTAACCAGACAAATCACT 32 59 180 
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CS F1 primer：5’-GCATGTCTAAGTATAAACTGC 
TTTATACTGTG-3’、NS F1 primer：5’-TACATGC 
ATCAACTCCCAACTGCTTGTC-3’ 與 NSCS R1 
primer：5’-AGGCTCCCTCTCCGGAATCGAAC-3’；
NSCS 2 引子內含：NSCS F2 primer：5’-AGCCGC GG 
TAATTCCAGCTCCAATAG-3’、NS R2 primer：5’-
GCGTGCAAACCAACAAAATAGACCACC-3’ 與

CS R2 primer5’-ACAGCAAGATAGGCGCCGTCAG 
TGC-3’；NSCS 3 引子內含：NSCS F3 primer：5’-
AAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAG-3’、NS 
R3 primer：5’-GTTCGTAACGGAATTAACCAGAC 
AAATCACT-3’、CS R3 primer：5’-TGTTATTGCC 
TCATGCTTCCATTGGCTAG-3’ (Table 1)，引子委

由基龍米克斯生物科技股份有限公司進行合成。 

五、PCR 條件及膠體電泳 

綠球藻 18S rRNA 的 PCR 條件為分別取 10 μl
的 Master Mix (KAPA KK1024 KAPA Taq Ready 
Mix, Merck) 10 μl 去離子水，加入 CS18S 引子各

1 μl (10 μM)，最後加入 1 μl 的綠球藻 DNA 樣本

至 PCR 離心管內 (約 23 μl)。擬球藻 18S rRNA
的 PCR 條件除更換為擬球藻 DNA 樣本及 NS18S
引子各 1 μl，其他條件與綠球藻 18S rRNA 的 PCR
條件相同。將上述離心管置於 PCR 儀器中設定升

降溫程序。PCR 循環包括在 94°C 下加熱 5 分鐘

的初始步驟，隨後是 35 個循環，即 95°C 加熱 30
秒、58°C 加熱 30 秒、72°C 加熱 1 分 30 秒，最後

在 72°C 下加熱 7 分鐘。 
NSCS 物種專一性引子的 PCR 條件為分別取

10 μl 的 Master Mix (KAPA KK1024 KAPA Taq 
Ready Mix, Merck) 及 10 μl 去離子水，再加入

NSCS 引子各 1 μl (10 μM)，最後加入 1 μl 的 DNA
樣本至 PCR 離心管內 (約 24 μl)，且設置一組陰

性對照組。將上述離心管置於 PCR 儀器中設定升

降溫程序。PCR 循環包括在 94°C 下加熱 5 分鐘

的初始步驟，隨後是 35 個循環，即 95°C 加熱 30
秒、63°C 加熱 30 秒、72°C 加熱 30 秒，最後在

72°C 下加熱 7 分鐘。 
配置 1.5%濃度的電泳膠體，將 PCR 產物樣

本添加 DNA 染劑 (DNA VIEW TT-DNA01, 圖爾

思生技) 注入電泳膠體孔槽中，以 100 bp DNA 
ladder (DM001-R500, GeneDireX™) 為對照，以

電壓 100 V 進行電泳 15 分鐘，再將膠體放置於

紫外光箱中，以相機拍攝 DNA 條帶。 

六、基因定序及分析 

分別將所擴增的 PCR 產物從電泳膠體切出

後，委由生技公司 (基龍米克斯) 進行定序，採用

Chromas 軟體查看序列峰形圖及編輯，將基因定序

結果利用 NCBI BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool, BLAST) 比對軟體與 NCBI 基因資料

庫進行序列比對。 

結果與討論 

由於擬球藻與綠球藻在某些生長階段，其外

觀形質上極為相似 (Fig. 1)，營養組成卻有所差

異，擬球藻富含水產幼苗發育所必需的 EPA，而

 

Fig. 1  Chlorella sp. (A) and Nannochloropsis sp. (B) are very similar in appearance and shape. The scale bars for (A) 

and (B) = 13μm. 
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綠球藻則無，因此正確辨識藻種對於水產幼苗發

育及存活率甚為重要。若以鏡檢方式辨識藻類外

觀加以鑑定，即使交由具備敏銳觀察力及經驗豐

富的操作人員執行，仍有誤判之可能；分析藻體葉

綠素種類組成、脂肪酸種類組成或基因定序等方

法，不僅耗費時間長且需使用有機溶劑，所需投入

之檢測成本亦相當高。若此兩種藻類種原有交互

污染的情況下更加難以判斷，因此需進一步開發

新的鑑定方法。 
18S rRNA 引子設計根據 NCBI 基因資料庫中

公開的 11 條擬球藻 18S rRNA 基因序列與 12 條

綠球藻 18S rRNA 基因序列，利用 EMBL-EBI 網
站多重序列比對軟體進行比對 (Fig. 2)。根據擬球

藻與綠球藻 18S rRNA 序列的高度保留區各設計

一組引子 (Table 1)，分別進行 PCR 反應，擴增出

綠球藻 18S rRNA 基因片段 1,503 bp，擬球藻 18S 
rRNA 基因片段 1,661 bp (Fig. 3)。 

 
 

 
Fig. 2  Multiple sequence alignment results for 

Nannochloropsis sp. and Chlorella sp. genomic DNA 

18S rRNA genes. *Indicates that the sequence is 

consistent. 

 

 
Fig. 3  PCR results of Chlorella sp. and 

Nannochloropsis sp. genomic DNA with CS 18S and NS 

18S primer. Lane M: 100 bp DNA ladder，Lane 1: 

Chlorella sp. (1,503 bp)，Lane 2: Nannochloropsis sp. 

(1,661 bp). 

 
除了檢測 NS18S 與 CS18S 引子所擴增 PCR 產

物片段大小是否符合外，分別將所擴增的 PCR 產

物進行基因定序及比對。綠球藻 CS18S 之 PCR 產

物序列與 NCBI 基因資料庫進行比對 (Fig. 4A)，結

果顯示定序結果與綠球藻 18S rRNA 基因序列 
(accession number: MN879272.1) 符合，一致性高達

99% (Fig. 4B)。擬球藻 NS18S 引子所擴增之 PCR 產

物經定序後，將基因序列與 NCBI 基因資料庫進行

比對 (Fig. 5A)，定序結果與擬球藻 18S rRNA 基因

序列 (accession number: MN160639.1) 符合，一致

性達 99% (Fig. 5B)，由定序結果確認本研究使用的

藻種樣品分別為擬球藻與綠球藻。 
物種專一性引子係利用 DNASTAR 軟體及多

重序列比對軟體進行擬球藻與綠球藻的 18S rRNA 
序列比對，根據擬球藻與綠球藻 18S rRNA DNA 序

列上的鹼基差異進行設計  (Fig. 6)，共設計了 
NSCS 1、NSCS 2 及 NSCS 3，三組物種專一性引

子 (Table 1)，每組引子中均包含一條高度保留序列

作為共用引子，以及兩條針對不同物種間基因序列

差異所設計的物種專一性引子，藉由擴增出大小不

同的 PCR 產物，進而區分擬球藻與綠球藻。 
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利用物種專一性引子 NSCS 1 所擴增的 PCR

產物長度，綠球藻為 344 bp，而擬球藻為 229 bp，

經電泳後可得到大小符合的相對應條帶，陰性對

照組則無 PCR 產物擴增，將擬球藻與綠球藻基因

組 DNA 混合後進行 PCR 反應，則出現兩條條帶。

電泳結果證實物種專一性引子 NSCS 1 能明確區

分擬球藻與綠球藻，且能藉由此結果來判別樣品

是否交叉汙染 (Fig. 7)。物種專一性引子 NSCS 2 

所擴增的 PCR 產物長度，綠球藻為 139 bp，而擬

球藻為 290 bp，但電泳結果發現引子專一性不佳

且有非專一性產物擴增 (Fig. 8)，故 NSCS 2 不適

合做為藻種鑑定使用。 

(A) 

 

(B) 

 

Fig. 4  (A) Alignment results of PCR products amplified by CS 18S primer with Chlorella sp. genomic DNA. (B) The 

results show 99.66% identity with Chlorella sp. genomic DNA 18S rRNA gene (accession number: MN879272.1). 

Chlorella sp. 
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(A) 

(B) 

Fig. 5  (A) Alignment results of PCR products amplified by NS 18S primer with Nannochloropsis sp. genomic DNA. 

(B) The results show 99.69% identity with Nannochloropsis sp. genomic DNA 18S rRNA gene (accession number: 

MN160639.1). 

 

Fig. 6  Schematic of NSCS species-specific primer design. 

Nannochloropsis oceanica 
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Fig. 7  PCR results of NSCS 1 species-specific primer. 

Lane M: 100 bp DNA ladder, Lane 1: Chlorella sp. (344 

bp), Lane 2: Nannochloropsis sp. (229 bp), Lane 3: 

negative control, Lane 4: Chlorella sp. and 

Nannochloropsis sp. genomic DNA mixed sample; 

according to the PCR product size, NSCS 1 species-

specific primer can identify Chlorella sp. and 

Nannochloropsis sp. 
 

 
Fig. 8  PCR results of NSCS 2 species-specific primer. 

Lane M: 100 bp DNA ladder, Lane 1: Chlorella sp. (139 

bp), Lane 2: Nannochloropsis sp. (290 bp), Lane 3: 

negative control, Lane 4: Chlorella sp. and 

Nannochloropsis sp. genomic DNA mixed sample; 

according to PCR product size, NSCS 2 species-specific 

primer can not identify Chlorella sp. and 

Nannochloropsis sp. 
 

利用物種專一性引子 NSCS 3 所擴增的 PCR
產物長度，綠球藻為 293 bp，而擬球藻為 180 bp，
陰性對照組則無 PCR 產物擴增，將擬球藻與綠球

藻基因組 DNA 混合後進行 PCR 反應，可得到兩

個大小符合的相對應條帶，由電泳結果確認物種

專一性引子 NSCS 3 能明確區分擬球藻與綠球藻，

且能藉由電泳結果來檢測藻種樣品是否交叉汙染 
(Fig. 9)。結果發現物種專一性引子 NSCS 1 及

NSCS 3 皆能清楚區分綠球藻及擬球藻。 

 

 
 

Fig. 9  PCR results of NSCS 3 species-specific primer. 

Lane M: 100 bp DNA ladder, Lane 1: Chlorella sp. (293 

bp), Lane 2: Nannochloropsis sp. (180 bp), Lane 3: 

negative control, Lane 4: Chlorella sp. and 

Nannochloropsis sp. genomic DNA mixed sample; 

according to PCR product size, NSCS 3 species-specific 

primer can identify Chlorella sp. and Nannochloropsis sp. 

 
綠球藻經 NSCS 1 引子擴增後的 PCR 產物從

電泳膠體切出後，委由基因定序公司進行定序，與

NCBI 基因資料庫進行比對 (Fig. 10A)，結果顯示

與 綠 球 藻 18S rRNA (accession number: 
MN879266.2) 基因序列符合，一致性達 99% (Fig. 
10B)。擬球藻經 NSCS 1 引子擴增後的 PCR 產物

經定序後，進行 NCBI 基因資料庫序列比對 (Fig. 
11A)，結果顯示與擬球藻 18S rRNA 基因序列 
(accession number: CP044589.1) 符合，一致性達

100% (Fig. 11B)。 
綠球藻及擬球藻經 NSCS 3 引子進行擴增後

的 PCR 產物經基因定序後與 NCBI 基因資料庫進

行比對，結果顯示綠球藻樣品與綠球藻 18S rRNA 
基因序列 (accession number: MN879266.2) 符合，

一致性達 100% (data not shown)。擬球藻樣品與擬
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球藻 18S rRNA 基因序列  (accession number: 
AB025533.1) 符合，一致性達 99% (data not 
shown)。但因 NSCS 3 所擴增的擬球藻 18S rRNA
基因序列太短 (180 bp)，NCBI 基因資料庫比對結

果專一性不高 (data not shown)，序列辨識度較低，

故本研究建議使用物種專一性引子 NSCS 1 應用

於擬球藻與綠球藻快速品種鑑定。 
本研究設計的物種專一性引子 NSCS 1 引子

可透過 PCR 反應擴增目標基因片段，以膠體電泳

法區分目標基因片段的大小不同，可在三小時內

快速準確的區分出擬球藻與綠球藻及其交叉污染

的樣品，除可降低時間及成本的花費，減少有機溶

劑的使用外，並提供基因定序上的驗證，避免因藻

種的誤用而影響養殖成果，本技術將有助於養殖

產業餌料生物的開發應用以及維持水產種苗的穩

定生產。 
  

(A) 

(B) 

Fig. 10  (A) Alignment results of PCR products amplified by NSCS 1 primer with Chlorella sp. genomic DNA. (B) The 

results show 99% identity with Chlorella sp. genomic DNA 18S rRNA gene (accession number: MN879266.2). 

Chlorella sp. 
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Rapid Identification Technology for Nannochloropsis sp. and Chlorella sp. 
with Species-specific Primer 

Yi-Che Su, Zi-Yan Xu*, Shu-Ju Li, Sui-Sin Wang, Yang-De Chen and Feng-cheng Wu 
Tungkang Aquaculture Research Center, Fisheries Research Institute 

ABSTRACT 

A rapid and accurate detection method is required for variety identification in basic research, germplasm 
preservation, and field applications. The microalgae Nannochloropsis sp. and Chlorella sp. exhibit striking 
similarities in appearance, yet differ in nutritional composition. Nannochloropsis sp. is rich in eicosapentaenoic 
acid (EPA), while Chlorella sp. is not. EPA is very important to the breeding rate of aquatic seedlings. Using the 
wrong algae to nourish the bait organisms and feed the seedlings may lead to a decrease in the breeding rate. Visual 
identification of algae may result in misjudgments, and traditional methods such as chlorophyll, fatty acids, and 
gene sequencing take 2-5 days and are cost-intensive. In this study, a species-specific primer was designed based 
on the differences in the 18S ribosomal RNA (18S rRNA) gene sequences between Nannochloropsis sp. and 
Chlorella sp. The results indicate that using the species-specific primer NSCS 1 in polymerase chain reaction 
(PCR) enables the identification of Nannochloropsis sp. and Chlorella sp., as well as cross-contaminated samples, 
within 3 hours based on the different sizes of the amplified fragments. This helps avoid the negative impact on 
aquaculture outcomes due to the inadvertent use of the wrong algal species, contributing to the development of 
bait organisms in the aquaculture industry and the stable production of aquatic seedlings. 

Key words: Nannochloropsis sp., Chlorella sp., species-specific primers, variety identification,          

18S ribosomal RNA gene 
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