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棕囊藻赤潮原因种的分子鉴定和起源分析

陈月琴
1
, 王  宁1

, 周  惠1
, 屈良鹄

1
, 杨练锋

2
, 吕颂辉

3
, 齐雨藻

3

( 11 中山大学 基因工程教育部重点实验室, 广东 广州 510275; 21 国家海洋局 南海环境监测中

心,广东 广州 510300; 31 暨南大学 水生生物研究所,广东 广州 510632)

收稿日期: 2001- 10- 18; 修订日期: 2002- 01- 21.

基金项目: 国家自然科学基金/ 九五0重大资助项目( 39790110) ; 国家自然科学基金资助项目( 39970063) ; 广东省自然科

学基金资助项目( 001213) .

作者简介: 陈月琴( 1964 ) ) ,女,海南省三亚市人,教授,博士. 从事生物资源和环境分子生物学研究.

摘要: 测定了发生于我国东南海域赤潮原因种 Phaeocystis sp.及相关种类 P1globosa
和 P1 pouchetii 18S rDNA序列, 并以 Phylip35分析软件构建序列距离矩阵和分子系

统发育树图. 结果表明,该赤潮原因种与球形棕囊藻 P1globosa 18S rDNA序列完全

相同, 从分子水平鉴定了该原因种为 P1globosa. 分子系统发育树图表示的

P1 globosa 和P1 poucheti i 的分化顺序表明,分布于我国东南海域的 P1 globosa 可能
是一种本地起源的暖水种. Phaeocyst is globosa 不同株系的形态差异, 可能是适应不

同生活环境的结果. 根据分子生物学的数据对有害赤潮藻类进行系统发育分析,并

设计用于有害赤潮藻快速鉴定的特异性分子探针,对赤潮的监控和防治具有重要意

义.
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1  引言

随着污染的加剧,近年来我国沿海赤潮发生的频率不仅有增加的趋势,而且还有新的产毒

赤潮藻类和毒素被发现. 1997年底在我国东南沿海水面首次发生大规模的棕囊藻类有害赤

潮[ 1] , 1999年 7月又再次发生. 这两次赤潮的持续时间长, 危害性大, 给水产养殖业造成严重

损失.

该赤潮原因种经显微镜鉴别发现主要是以胶质群体的形态存在,同时还有游动的单细胞

形态. 群体的大小差别很大,最小的群体仅为 011 cm 左右,最大的群体可达 2~ 3 cm. 游动的

单细胞常呈球形或近球形,具有两条几乎等长的鞭毛. 从该赤潮藻的群体和游动细胞的形态

特征可确定它为定鞭藻类( Prymneisiophy tes)的棕囊藻属( Phaeocyst is ) . 该种类在形态和生理



温度上均与 P1globosa 和P1 poucheti i 都有较大差异. P1globosa 是暖水种,其群体胶质囊直

径一般为 8~ 9 mm[ 2] ; P1 pouchetii 是一种嗜冷水的种类,其生长最适温度在 8 e 左右[ 2] ,而

我国东南海域的赤潮原因种生长最适温度为 20 e 或更高, 因此该赤潮原因种的分类鉴定问题

仍然是未解决.

对棕囊藻属目前已见报道的有 P1p luchet ii 和P1 globosa 等9个种. 该属大多数种类的生

活史和生殖过程复杂,造成形态和生理鉴定的极大困难, 使得种间鉴定容易混淆[ 3] . 近年来,

有害棕囊藻赤潮的发生在全球有扩增的趋势,对这些赤潮原因种的发生和传播机理的研究已

成为赤潮研究的关键问题之一,而这些都依赖种的准确鉴定. 本研究采用分子生物学技术,以

核糖体 18S rDNA 为分子指标, 对我国东南海域赤潮原因种 Phaeocysti s sp. 及相关种类

P1 globosa 和P1 poucheti i进行研究, 并从分子生物学数据库中调取相关序列,进行序列分析

比较并构建 Phaeocyst is 属的分子系统发育树图, 从 DNA水平对我国东南海域赤潮原因种进

行鉴定,同时探讨该种的地理起源问题.

2  材料和方法

211  藻种

实验所用的藻种见表 1, 其中 P1globosa CCM P627 和 P1pouchet ii P361 由德国 Alfred

Wegenar极地和海洋研究中心 Medlin L K 博士提供, 我国东南海域赤潮原因种 Phaeocystis

sp.采自 1997和 1999年赤潮重灾区广东省柘林湾. 样品分别由暨南大学水生生物所吕颂辉

和国家海洋局南海环境监测中心杨练锋提供. 1997年的样品是用采回室内培养的样品进行

分析,而 1999年的是采用自然水样的活体样品进行分析.

表 1  本研究所用材料名称、来源及其在基因库中的收录号

Species St rain Origin Abbreviat ion GenBank Accession

Phaeocysti s sp1 Santou97 Southeast Chian S ea Santou AJ279499

P1globosa CCM P627 M exico Pgl627 AJ278035

P1globosa SK35 German Bight Pglsk35 PGS18SR

P1 pouche tii P361 Svalbard( Norw ay) Ppo361 AJ278036

P1 pouche tii SK34 Greenland S ea Ppo34 PPHL18SR

P1 jahni i Unknown M editerranean Sea Pja AF163148

P1 cord ata Unknown M editerranean Sea Pco AF163147

212  总 DNA的提取和 18S rDNA的 PCR扩增

离心收集少数细胞并迅速悬浮于 25 mm
3
提取缓冲液中 ( Q= 1% SDS, 10 m mol/ dm

3

EDTA pH 810, 10 mmol/ dm3 T ris-HCl pH 715, 10 m mol/ dm3 NaCl) , 18S rDNA 扩增引物为

18N1: 5cGGATCAGAATT CTAT CT GGTT GATCCTGCCAG3c, 18N11R: 5cCTCAGTAAGCTT

GATCCTTCCGCAGGTT CACC3c,分别对应于真核生物 18S rDNA 1~ 21 bp和 1 775~ 1 796

的序列,为真核生物通用引物. DNA制备见文献[ 5] . PCR反应程序为 94 e 2 min, 然后是94

e 1 m in , 55 e 1 min, 72 e 2 min, 30个循环, 扩增完成后,取 2 mm3 于 1%的琼脂糖凝胶上

电泳检查, PCR产物用 Qiaquick PCR Purif icat ion Kit( QIAGEN, Germany )纯化, - 20 e 保存.
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213  序列测定和分子分析

PCR纯化产物用 377型自动测序仪( ABI PRISM )进行序列测定, 测序用引物为 18N1,

18N5( 5cTGGTGCCAGCAGCCGCGGTA3c, 对应于真核生物 18S rDNA 812 ~ 830 bp) 和

18N11R,从国际分子生物学数据库中调取 4 个同源序列 ( P1 globosa SK31, P1 pouchetii ,
P1 j ahni i , P1 cordata) ,用 Pcgene 610 计算机分析软件包进行序列分析, 并手工校正. 利用

PH YLIP 软件包 DNAdist程序 Kimura 公式建立序列距离矩阵,并使用 Neig hbor- joining 和简

约法 parsimony构建系统发育树图, 以 Pavlova gyrans 为外类群,自展树为 100.

3  结果和讨论

共测得我国东南海域 Phaeocystis sp. 和 P1 globosa CCMP627, P1pouchet ii P361 18S

rDNA全序列,序列间核苷酸差异值按 Kimura的 K 值计算[ 4] , K nuc见表 2.

表 2 棕囊藻不同种及不同株系 18S rDNA序列比较结果 ( K nuc)

1 2 3 4 5 6 7 8

1 Ppo361 01000 0 01003 1 01016 6 01012 0 01012 7 01018 0 01034 3 01136 5

2 Ppo34 01000 0 01015 9 01009 8 01010 5 01014 7 01030 9 01132 4

3 Pgl627 01000 0 01005 2 01006 5 01025 1 01038 9 01145 9

4 Santou 01000 0 01001 3 01017 9 01031 6 01137 0

5 Pglsk35 01000 0 01019 2 01032 9 01138 6

6 Pco 01000 0 01023 8 01126 4

7 Pja 01000 0 01130 8

8 Pgy 01000 0

对距离矩阵的分析结果表明, Phaeocyst is 属各种类与Pavlova gyrans 相似性系数在 87%

~ 90%内变化, 这表明使用核酸序列差异来分析是可行的. 从系统发育树图看(见图 1) ,

P1 globosa ( CCMP627和 SK35)和我国东南海域赤潮原因种 Phaeocystis sp.虽然起源于不同

的地域,却形成独立的一支, P1pouchetii (P361和 SK34)形成另一支, P1 cordata 和 P1 jahnii分别
形成另外两个分支. 从树图表示的分化先后顺序来看, P1globosa要比 P1pouchetii 分化得早.

对 Phaeocystis 属已报道的有 9个种, 各种之间群体胶质囊的形态非常相似, 而单细胞的

个体大小又极微小, 很难用形态差异来鉴别. 如 P1pouchet ii 和P1globosa,早期的研究根据两

者的分布和群体胶质囊形态特征来加以区分, 但 Kornm ann认为 P 1pouchet ii 和P1 globosa 其
实是同一种类, P1 globosa 只不过是P1 poucheti i 的幼态而已, 因此怀疑以群体胶质囊进行种

的鉴定的可靠性
[ 6]
. 近年来又有人对 P1globosa 和P1 pouchetii 群体胶质囊不同阶段的形态

学进行了研究, 仍支持两者是不同种的观点, 对其生理温度和光耐受性的研究也同样支持其为

两个种[ 7] . 我国东南海域的赤潮原因种, 尽管在形态与生理上都表现出其特有的性状, 但对

18S rDNA 基因分析表明,我国东南海域赤潮原因种与 P1 globosa 基因序列完全相同, 而与
P1 pouchetii 存在 2%的差异,可初步判定 1997和 1999年发生于我国东南海域的棕囊藻赤潮

原因种为 P 1globosa. 笔者对 Phaeocyst is 属不同种类 rDNA ITS 区的研究也支持该赤潮藻为

P1 globosa(陈月琴等,未发表结果) , 其群体胶质囊异常很大, 可能是由于环境引起的一种形
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态变化现象.

P. jah nii

Pav lova gyrans

 99. 0

P. cord ata

 98. 0

 100. 0

P . pouchetii SK34

P . pouchetii P361

 100. 0

Phaeocysti s sp.

 59. 0

P. globosa SK35

P. globosa CCM P627

图 1  棕囊藻属不同种及不同株系 18S rDN A 系统发育树

关于 Phaeocystis 属的地理分布及起源问题, Medlin等[ 8]以 rRNA基因为分子指标对定鞭

藻类进行系统学研究, 提出棕囊藻属 可能为一种暖水起源的全球性分布藻类, 同时根据

Ochman
[ 9]
提出的 rRNA 分子钟概念, 推测嗜暖水的种类 ( P 1globosa ) 和嗜冷水的种类

( P1 pouchetii )的分歧年代距今约 5 000 万 a, P1 pouchetii 要比P1globosa 晚 5 000万 a才出

现,这与本文所构建的分子系统发育树图反映的分化次序一致. 那时海洋水体比较均一, 气候

温和,后来随着全球变冷,造成海洋水体分布不均一,出现冷暖分层[ 10] ,基于适应环境的需要,

冷水性藻类逐渐分化出来. 根据这个假设, 诱发我国东南海域赤潮的 P1 globos 应该是本地起
源( endemic species) . 在正常情况下,由于其数量少或个体微小(游动的单细胞直径仅达 215~

7 Lm) , 难于被观察到. 随着水体的污染,富营养化加重,加快了该藻类的繁殖而引发赤潮.

利用分子生物学手段,不仅能为 Phaeocyst is 属种的鉴定提供基因水平的证据, 达到快速

准确鉴定的目的,而且在藻种的起源等问题上也具有重要意义. 设计该属有害藻类的特异的

分子探针,将为有毒赤潮快速准确鉴定奠定基础.

德国 Alfred Weg enar 极地和海洋研究中心 Medlin L K 博士提供了藻种 P1globosa
CCMP627和 P1 pouchetii P361. 暨南大学水生生物所吕颂辉和国家海洋局南海环境监测中心

杨练锋提供我国东南海域赤潮原因种 Phaeocystis sp. ,特此致谢.
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Abstract: T he 18S rRN A genes of / red- tide0 related Phaeocystis sp. from the southeast coast of China, and its

r elated species P. globosa and P. pouchetii ar e sequenced. Phylogenetic trees are constructed by using these 18S

r DNA sequences. It is clearly show n that Phaeocystis sp. from the southeast coast of China is remarkably similar to

sev eral isolates of P. globosa rather than P . pouchetii . T he r esults demonstrate that the bloom- forming species of

Phaeocystics most likely orig inated fr om an endemic w ar m- water species. T he phenoty pes of different members of

t he genus Phaeocy stis ar e v ar iable, apparently chang ing in r esponse to env ironmental conditions.

Key words: Phaeocystis ; / red- tide0 causative species; 18S rDN A
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