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摘 要 以核糖体
r D N A IT S 为分子指标

,

采用 R F L P 及序列分析方法对南海海域

A zex a n d ri u m 。at en el la 和A lex a n d ri u m ta m a re n se 进行分析和鉴定
,

并通过与 日本海

域不 同 海 区 A
.

ca t e n e l za 和 A
.

t a m a re n s 。 的 比 较
,

得 出 A
.

。a t e n e l l a 或 A
.

ta m a re n se 的不 同地理株 的种 内个体 间 I T S 区序列非常相似
,

而种 间序列则有显著

差异
,

表明 了 I T S 区用于不同海区 A
.

。at en el la 和 A
.

ta m a re ns 。
种间鉴定是一个较

稳定 的指标
.

可看 出
,
I T S 区的研 究从一个新的角度为海洋微藻种 的界定提供了很

好的依据
.

关键词 A
.

。a t e n e l l a
一

A
.

t a m a re n s 。

rD N A IT S 分子鉴定

1 引言

赤潮甲藻 A zex a n d ri u 优 ca t en el la 和 A Zex a n d ri u m ta m a re n se (链状亚历山大藻和塔马亚历

山大藻 )是亚历山大藻属 的 2 个有毒种类
,

也是南海海域引发有毒赤潮的主要类群之一 两者

细胞形态非常相似
,

仅在顶孔板形状
、

后连接孔位置
、

腹孔等有微小差异
,

一般光学显微镜难认

区分
,

常常出现同一个种的两个个体被鉴定为不同的两个种
,

或两个不同种的个体人为地定为

一个种的混淆现象 ;实验室培 养种与野 生种在形态上也存在差异
,

种的形态界定标准很不清

楚 〔‘
,

2 ]
,

但是
,

它 们形 成 的赤潮所造成的危害性差 异 很大
,

因此
,

关于 A
.

ca t en el la 和 A
.

ta m a re n se 是分类学上两个不同的种
,

还是同一个种不同的地理株
,

长期以来一直是 甲藻分类
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学家争论的主要问题之一 有的学者为了方便起见
,

将 A
.

。at en el la 和 A
.

ta m a re ns 。
统称为

“ t a m a r e n s i , 。o m p le x ” [ 2 ]
.

本世纪 5 0 年代
,

人们曾引入了一些新的技术
,

例如
,

免疫学技术 [ 3
,

4 ]
、

同工酶技术等〔5
,

“」
,

通过细胞表面抗体的特异性及 同工酶酶谱的变化对 A
.

。at en ell
a 和 A

.

ta m a re n se 进行分类鉴定
,

但未获得一致结论
.

90 年代以来
,

西方各国逐渐转向 A Z
~

n d ri u m 属分子生物学水平的研究
,

试图从 D N A

水平获得稳定且可靠的分类指标
.

其中最常用 的分子指标是核糖体 1 85
、

28 5
rD N A 及两者之

间的转录 间隔区

—
I T S 区 ( I n t e r n a l T r a n s e r ib e d S e q u e n e e S )

.

1 8 5 和 2 8 5
rD N A

,

尤其是 2 8 5

r D N A
,

其结构具有保守区与高变区镶嵌的特点
,

在研究生物不同类群时
,

可采用不同的区域来

作为分析比较的分子指标「7
,

“〕
,

因而使其成为分类学上广泛使用的分子指标
.

但用于属下种间

水平的研究时
,

其结构过于保守而不适用
.

相对而言
,

两者之间的转录间隔区

— IT S 区
,

为

高变的区域
,

在生物各类群属下水平的研究
,

可提供较 多的信息
,

是属下种间水平研究一个很

好的比较 指标
.

目前在 动 物 [93
、

被 子 植 物〔
‘。〕

、

真菌〔“气绿藻〔‘2〕等均 已 获 得理 想的 结果
.

A d a c h i [‘3
,

‘4 ]以 r D N A IT s 区为分类指标对 日本海域 A
.

。a t e n e z za 和 A
.

t a m a re n s。 不 同地理

株进行分析
,

获得有意义结论
.

我国海 区 A
.

。at en el la 和 A
.

ta 爪a re n se rD N A IT S 区特征如

何 ? IT S 区是否可 以作为一些形态非常相似的全球分布有毒 A
.

ca t en el la 和 A
.

ta m a re ns 。
种

间界定稳定的指标 ? 鉴于此
,

我们采用 R F L P 分析及序列分析方法
,

对南海海域 A
.

ca t en el la

和 A
.

ta m a re ns 。 不同地理株的 IT S 区进行分析
,

开展我国海域 A lex a n
dr 讯m 属 的分子分类

学研究
,

确定 A
.

。at en ell
a 和 A

.

ta m a re ns 。
种间的界定标准

.

并通过对我国种类的序列分析
,

设计出 A lex a n d ri u m ca t en el la 和 A zex a n d ri 。 。,
似m a re n se 专一性的核酸分子探针

,

使我国在

赤潮微型生物快速准确识别方面获得突破
.

2 材料与方法

2
.

1 材料

本研究所用材料 列于表 1
.

藻种形态上鉴定为 A
.

。at e ne ““ 或 A
.

ta m a re n se
,

为方便起

见
,

我们将所有株系暂称作
“ ta m ar e ns i s c o m p lex

” ,

分别采自南海海域的大鹏湾
、

大亚湾及香港

海域
,

由暨南大学水生生物研究所提供
.

所有藻种于 f /2 培养基中培养
,

培养条件
:

20 一 25 ℃
,

2 0 0 0 一 4 0 0 0 lx 光照
,

光
:

暗 二 14 h : 10 h
.

藻种保存于暨南大学水生生物研究所
.

表 1 本研究所用材料的株系
、

种名
、

采集地点和分离培养方法

株 系 种 名 采集地点 单细胞分离培养方法 毒性

A l训}l t a m a r e n s i、 c o rn p l e x
大鹏湾 营养细胞分离 有毒

A l ) 0 3 t a m a r e n s i s c o m p l e x 大鹏湾 营养细胞分离 有毒
A O }2 ta m ar en si s c

~ p le x 大亚湾 抱囊萌发后营养细胞分离 有毒

Ac 03 ta m ar en si s 。

~ p le x
大亚湾 抱囊萌发后营养细胞分离 有毒

A H o l t a m a r e n s i s C o m p l e x
香港海域 营养细胞分离 有毒

A N o l t a m a r e n s i s C o m p l e x
大鹏湾

、

南澳 饱囊分离 有毒

AN 02 ta m ar en si s C o m p le x
大鹏湾

、

南澳 泡囊分离
_ _ _ _

_
如妻一

-

2
.

2 D N A 的制备及
r D N A I T s 区的 P C R 扩增反应

本研究 D N A 的制备
,

P C R 扩增 反应条件等见文献 「1 5〕
.

P C R 引物 为
: L H 2 5

’

G T C
-
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图 2 链状 一 塔马亚历山大藻
r D N A IT S 序列 比较

A
.

sP p 为本研究所测序列
,

其他为参考序列
.

排列 中仅标明与顶部不同的核昔酸
,

相同的核昔酸以短线代表
,

*

代表缺失的核昔酸
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的方法 [12
,

‘3 〕
.

我 们 的 结 果也证 明 了这 一 点
,

该法 可 用 于 我 国海 区 A
.

ta m a re ns 。 和 A
.

ca te n el la 的分类鉴定
.

3
.

2 A
.

t a m a re n s e
和 A

.

。a t e n e l l a r D N A I T S 区的序列比较及种的界定

尽管 I T S 区的 R FI 一 分析是 一种 简单快速种间鉴定 的方法
,

但是对 I T S 区序列进行测

定
,

不仅可全面了解种的序列特征
,

而且可根据特征序列设计种的专一性核酸分子探针
,

为此

本研究采用末端终止法分别测定 了南海海域两个株系 (A c 03 和 A N 0 1) rD N A IT S 区的全序列

(包括 5
.

8 5 rD N A )
,

结果见图 2
.

我国海区的两个株系
,

其 I T S 区长度一致
,

全长 5巧 个碱基
,

其中 I T SI 为 16 6 个碱基
,
IT SZ 为 18 9 个碱基

,

5
.

8 5 r D N A 为 16 0 个碱基
.

两个序列除 4 个位

点有变化之外
,

其余核昔酸完全相同
.

将所测得序列与 日本海域分布 的 A
.

ca t en el la 和 A
.

ta m a re n s 。 已知 的同源序列进行比

较 (见图 2 )
,

并用计算机分析软件 P h y l ip v e r s io n 3
.

5 的 D N A d i s t p ro g r a m 计算序列间的距离序

数 ( K n u c
值

,

根据 K im u r a
的 t

wo
一

p a r a m e t e : m o d e l )
,

所得结果如下
:

南海海域两个株系
,

与日本

海域的 A
.

ta m a re n se 相 比
,
I T S 区核昔酸差异较大

,

根据核昔酸差异计算出的距离序数 ( Kmi 。

值 )为 0
.

2 0; 而与日本海域不同海 区的 A
.

。at en el la I T S 区基本一致
,

序列间的核昔酸差异

(K n u c
值 )很小 ( < 0

.

0 1 )
,

与 A d a e h i [‘4 ]所提出的
。a t e n e ll a 型相同

.

IT s 区的序列分析与 R F L P

结果完全吻合
,

进一步证明我们从南海海域分离培养的这几个株系为链状亚历山大藻 ( A
.

ca te ne “a )
.

以上结果说明
,

A
.

。at en ell a
或 A

.

ta m a re n se 的不同地理株系 (南海或日本海域 )
,

种内个体间 IT S 区序列非常相似
,

而 A
.

。at en el la 和 A
.

ta m a re n .ge 种间 IT S 区序列则有显著

差异
,

表 明 IT S 区用于不同海区 A
.

ca t en el la 和 A
.

ta m a re n se 种间鉴定是一个较稳定的指

标
,

同时也表明
,

以 I T S 为分子指标
,

可以解决 A
.

ca t en el la 和 A
.

ta m a re n se 同一个种的两个

个体被鉴定为不同的两个种
,

或两个不同种的个体人为地定为一个种的混淆现象
.

可以看出
,

IT S 区的研究从一个新的角度为藻种的界定提供了很好的依据
,

序列的核昔酸的差异 ( K n uc

值 )可作为一种遗传距离
,

用于海洋微藻种界定的判别标准
.

3
.

3 我国海域 A
.

。at e ne “a
专一性核酸分子探针的设计及其应用

根据我们所测 A
.

ca t en el la 两个株系的 IT S 区序列
,

并与 日本海域 A
.

ca t en el la 和 A
.

ta m a re ns 。 不同地理株 I T S 区序列 比较
,

可以看出 (见图 2)
,

I T S 区某些区域
,

如 IT S1 3
’

端 1 50

一 17 7 个碱基之间的 27 个核普酸
,

在种内个体间非常保守
,

而种间变化相对较大
.

因此可根据

序列这些特征
,

合成专一性的核酸分子探针
,

用于我 国海域 A
.

ca t en ell a 和 A
.

ta m a re ns 。
的

特异性检测
.

4 结论

I T S 区为 18 5 和 2 8 5 r D N A 之间的转录间隔区
,

是核昔酸替换速率较高的区域
,

对于生物

类群分类和 鉴定是很好的分子指标
.

将此遗传标志用于 Al ex an dr iu m 属 A
.

cat en el la 和 A
.

ta m a re ns 。
的分类学研究

,

获得理想的结果
.

两个种不同株系间 IT S 区序列相似性非常大
,

而

种间则有明显差异
.

因此
,

选择种内具高度保守性的某一段序列作为核酸分子探针
,

可对该种

类进行特异性检测和鉴定
.

IT S 区作为一理想的分子标记将在海洋微藻类种的界定及种的快

速检验中得到广泛的应用
.
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