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摘要:对引发赤潮的 3株硅藻 ) ) ) 1株尖刺拟菱形藻( P seud o-ni t z shia pungens )和 2株中肋骨条藻

( Sk eletonema costatum )的 51 8S rDNA 和 IT S( internal t ranscribed spacer s)序列进行了 PCR扩

增、克隆和序列测定,并分析了硅藻门 10株赤潮藻( 7株从 GenBank 获得)的系统进化关系.研究

结果表明, 尖刺拟菱形藻的 ITS和 51 8S rDNA 的长度为 693bp, SK-1(分离自东海赤潮暴发区)测

序得到 715bp, 除 ITS 和 51 8SrDNA外,还包含部分 18S rDNA 和 28S rDNA; SK-2(分离自青岛养

殖场)的 ITS 和 51 8S rDNA 的长度为 331bp, 尖刺拟菱形藻与从 GenBank中获得的 2 株尖刺拟菱

形藻相似程度最高, 为 100% ,与该属的多列拟菱形藻相似程度稍低,为 821 9%. SK-2的 IT S序列

与 SK-1的相似程度很低,只有 51% ,但与拟中肋骨条藻的 ITS 序列相似程度高, 为 951 5% . SK-1

的 ITS序列与拟中肋骨条藻的相似程度也低,为 561 7%. 系统进化树反映的结果与相似性反映的

结果一致. 研究的该株尖刺拟菱形藻从根据 IT S 序列研究的结果与形态鉴定的结果看是一致的;

SK-2可能属于拟中肋骨条藻; SK-1比较特殊, 有待于用其他的方法进一步研究确定其分类地位.
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1  引言

赤潮作为一种日益频繁发生的海洋自然灾害正

越来越受到关注,而其中有害藻类水华( harmful a-l

g al bloom , H AB)则成为赤潮研究的重点. 硅藻是赤

潮生物中的一个重要类群, 但只有拟菱形藻是其中

惟一发现含有藻毒素多莫酸( domic acid, DA)的赤

潮种类. 由 DA 引起的贝毒称为记忆缺失性贝毒

( amnesic shel lfish poisoning, ASP) , 已报道在加拿

大、美国、日本等海域均有分布[ 1] .虽然我国目前仍

未发现有关 DA 的报道, 但拟菱形藻却是沿海水域

中的重要优势种类,时常引发赤潮,在我国已有 5次

形成赤潮的记录 [ 2~ 5] , 所以加强对拟菱形藻的研究

显得十分必要,而明确其分类地位是赤潮研究的基

础.

中肋骨条藻也隶属硅藻门, 是一种世界范围内

广泛存在的广盐性浮游植物.本种赤潮无毒,但增殖

速率很快,引发的赤潮危害面积大, 持续时间长, 引

发频率高,给海洋生态系统造成了严重影响,也是需

要引起特别重视的赤潮生物原因种. 该赤潮种的另

一重要特点是不同地理株在形态及大小上高度变

异[ 6 ] ,给鉴定工作带来一定的困难.



目前赤潮生物的分类和识别方法主要是根据细

胞的形态及其生活史, 但是这些产生赤潮的微型生

物的形态有时很难区分, 有些形态的细微差别是由

于环境条件的不同而产生的, 以这些形态上的差别

作为分类的标准会造成赤潮生物分类上的混乱, 同

时以形态上的差异作为分类的依据不同的分类学家

有不同的标准, 带有一定的主观性[ 7] .鉴于形态鉴定

方面的局限性, 因此很有必要发展一种准确、快速的

鉴定赤潮微藻的方法.

分子生物技术的迅速发展为浮游植物的鉴定提

供了新思路.目前用 rDNA 和 ITS 区作为分子指标

在研究甲藻系统发育方面已取得了较好的结

果
[ 8~ 12]

, 但对硅藻, 特别是对中肋骨条藻,利用 ITS

区进行不同地理株的鉴定在这方面的研究比较少.

本文研究的 2株中肋骨条藻藻在外部形态上差别不

大,根据其形态特征认为两者为同一个种.本文拟采

用分子生物学的方法进一步验证其分类地位.

本文对引发赤潮的 3株硅藻 ) ) ) 1 株尖刺拟菱

形藻和 2株中肋骨条藻的 51 8S rDNA 及 IT S 区进

行了 PCR扩增、克隆和序列分析, 希望为我国赤潮

藻的分子分类鉴定提供理论依据.

2  材料和方法

2. 1  材料

为方便起见将采自东海赤潮暴发区的中肋骨条

藻命名为 SK-1; 另一株采自青岛养殖场, 命名为

SK-2. 在实验室分离并进行单种培养. 尖刺拟菱形

藻也采自东海赤潮暴发区, 由中国科学院海洋研究

所赤潮生物藻种库分离并提供藻种. 藻种于 f / 2 培

养基中培养,光暗比为 12 hB 12 h,照度为 2 000~

4 000 lx. 培养温度为 19~ 20 e .

2. 2  实验试剂

实验所用的化学药品购于上海生工及 Promega

公司.

2. 3  细胞总 DNA的制备

DNA 制备方法参见文献[ 13, 14] .提取的 DNA

在室温下干燥后用 T E( pH 81 0)溶解, 用 Beckman

DU-650紫外分光光度计在 260和 280 nm 处检测

DNA 的纯度和含量.

2. 4  ITS区的 PCR扩增

从 GenBank 数据库中获得尖刺拟菱形藻 18S

rDNA 和 28S rDNA 序列, 根据各序列中最保守区

域用软件 Primer 51 0设计 IT S引物.序列为:

正向序列为 5c CGAGGAATTC
EcoRⅠ

CTAGTAAACGC 3c,

反向序列为5c CCGTCGAC
SalⅠ

TCGTTGACAAATGAC 3c.

中肋骨条藻因在 GenBank中无同一株的 18S rDNA

和 28S rDN A序列, 故无法设计引物序列. 用如下

IT S引物序列扩增:

正向序列为5cGTC GTCGAC
SalⅠ

GTAGGTGAACCTGCAGAA-

GGATCA3c,
反向序列为5cC CTGCAG

PstⅠ
TCGACATATGCTTAAA -

TTCAGCAGG 3c.

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成.

扩增尖刺菱形藻 IT S区域PCR反应条件如下:

94 e 变性 5 min, 94 e 变性 40 s, 55 e 退火 40 s,

72 e 延伸 1 min, 30个循环, 72 e 延伸 10 min. 扩

增 2株中肋骨条藻的 IT S区域时,将 PCR反应条件

中的退火温度改为 45 e , 其他条件不变. 50 LL 扩

增反应体系含有 50 mm ol/ dm3 KCl, 10 mmo l/ dm3

T ris-H Cl ( pH 81 3) , 11 5 m mol/ dm
3

MgCl2 , 模板

约 10 Gng , 01 2 mm ol/ dm3 dNT Ps, 01 2 Lmo l/ dm3

引物, 01 3 U/ mm3 Taq DNA 聚合酶.每次均设空白

对照, 在 Eppeddor f Mastercycler Gradient 基因扩

增仪上完成.扩增产物以 11 0%琼脂糖凝胶电泳检

测,用凝胶成像系统 Pharmacia Biotech Im age Mas-

ter VDS 记录实验结果.

2. 5  PCR产物的克隆及测序

PCR扩增产物于 11 0%琼脂糖凝胶上 50 V 电

泳 40 min, 从胶上回收目的物 DNA 片段. 用 T4

DNA 连接酶将目标片段连接到 pBluescript SK 加

质粒载体上.克隆方法按文献[ 15]操作.菌液送至上

海中科凯瑞测序公司, 正反向测序.

2. 6  序列分析

分别将 3株藻的正反方向两段序列拼接成一个

序列,用 DNAStar 软件将这些序列配对比较,观察其

相似性,寻找差异区域,对所有参数均用软件默认值.

在 NCBI 服务器上 ( ht tp: / / ww w . ncbi. nih.

g ov)用 BLAST 进行同源检测, 以便表明所得的序

列为 ITS区.实验测得的序列和其他硅藻 IT S序列

(来自 GenBank)分别用计算机软件 DNAstar, B-i

oEdit 及 Phlip31 5 进行分析. 用 BioEdit 和 Clust lw

进行多序列匹配排列; 用 DNAstar 比较序列的相似

性时采用 Jo tun H ein 方法, 对参数均用默认值. 采
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用 Phlip31 5软件中的邻接 ( neighbo r- joining )法来

获得系统进化树,并通过自举分析( bootstr ap)作置

信度检测,自举数据集为 1 000 次. 选择一株棕囊藻

( Phaeocy sti s sp. Santou)作为外类群. 序列的数据

库入口号码如下: AY257844 ( P. mul ti ser ies ) ;

AY257845 ( P. p ungens ) ; AY257846 ( P. p un-

gens ) ; AY229895 ( Chaetocer os cur viest ) ;

AY229896 ( C. debil i s) ; AY229897 ( C. gr acil is ) ;

Y11511( S keletonema p seudocostatum ) ; PSP271217

( Phaeocy sti s sp. Santou) .

3  结果

3. 1  2株中肋骨条藻显微观察

2株中肋骨条藻活体显微镜下的观察结果见图

1. SK-1 每条链上约有 20个细胞,而 SK-2每条链上

约有 5个细胞, 细胞大小基本相同,也就是说两者在

外部形态上差别不大.

图 1  2株中肋骨条藻活体显微观察

a. S K-1采自东海赤潮暴发区( 10 @ 40)

b. SK-2采自青岛养殖场( 10 @ 40)

3. 2  尖刺拟菱形藻和中肋骨条藻的 ITS 和 51 8S

rDNA片段的 PCR扩增及克隆

从图2中可以看出,用上述引物可以成功地扩增

出尖刺拟菱形藻和 2株中肋骨条藻相应的 DNA 片

段, 2种藻的 PCR产物大小有差别,尖刺拟菱形藻的

PCR产物要大于中肋骨条藻的 PCR产物(图 2) .

图 2  PCR 扩增产物的电泳图谱( 1%琼脂糖)

a. 1. 100 b p标志物; 2.纯化后的尖刺拟菱形藻 PCR 产物;

3.纯化后的 SK-1 PCR 产物. b. 1. 100 b p标志物; 2.对照

组; 3, 4. SK- 2的 PCR 产物

  为纯化上述 PCR产物,对尖刺拟菱形藻用 S al

I 和 EcoR I酶切,对中肋骨条藻用 Sal I 和 P st I酶

切后,分别将其连接至 pBluescript SK 加质粒中,

经过转化,筛选带有重组外源 DNA 的菌株. 图 3是

带有外源 DNA 片段的重组质粒经过酶切后的电泳

图片,从中可以看出外源 DNA 片段成功克隆至质

粒载体中.

图 3 带有外源 DNA 片段的重组质粒经过限

制性内切酶酶切后的电泳图片( 1%琼脂糖)

M.100 bp 标志物, a.外源片段为尖刺拟菱形藻的 PCR

纯化产物, b.外源片段为 SK-1的 PCR纯化产物

3. 3  BLAST结果

将测序得到的尖刺拟菱形藻的序列输入到

GenBank中做 BLAST 分析, 结果发现 AY257846

和 AY257845的 51 8S rDNA 及 IT S 序列与尖刺拟

菱形藻的测序结果有最大的相似性. 其 BLA ST 分

值分别是: Scor e= 1 505, E= 01 0; Scor e= 1 501, E

= 01 0. 对中肋骨条藻的序列也做上述同样的分析,

结果发现 SK-1的序列与 GenBank中 100多条序列

的 51 8S rDNA相匹配,其 S core= 157左右, 相似性

达 90%左右, E= 4e- 35左右, 其他的序列不匹配.

SK-2的序列与序列号为 Y11511的 51 8S rDNA 及

IT S序列有很高的相似性,其 Scor e= 515,相似性达

95%, E = e- 143. 上述结果证实这 3株藻的 PCR

产物确实是含 51 8S rDNA 的 ITS 序列.

3. 4  克隆 DNA片段的序列分析

序列分析表明, 对尖刺拟菱形藻测得的序列共

1 133个碱基,其中含 18S rDNA 204 bp, 28S rDNA

236 bp; IT S1为 259 bp, 51 8S 为 171 bp, IT S2 为

263 bp; 对 SK-1 测序共得到 715 个碱基. 因 Gen-

Bank中无该藻的 IT S和 51 8S rDNA 序列,故无法

根据比对结果进一步划分出 IT S1, 51 8S和 ITS2区

域;对 SK-2的 PCR产物测序共得到 682 bp, 其中

18S rDNA 120 bp, 28S rDNA 231 bp; IT S1 为
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109 bp, 51 8S为 163 bp, IT S2为 59 bp.上述序列已

提交到 GenBank,获得的序列号分别为 AY544769,

AY544770, AY660001.

3. 5  测序的 DNA片段与 GenBank 中硅藻 ITS 及

51 8S rDNA的比较分析

3. 5. 1  序列相似性比较

IT S序列相似性及离散度比较结果见表 1, 2和

3.本文研究的尖刺拟菱形藻与 GenBank 中的 2 株

尖刺拟菱形藻( AY257846; AY257845) ITS 区的相

似性为 100% , 离散度是 01 0; 多列拟菱形藻

( AY257844) 与该株尖刺拟菱形藻的相似性为

821 9%,离散度为 191 6%.

表 1 拟菱形藻 5. 8S rDNA与 ITS序列的相似性

和离散度矩阵

表 2 中肋骨条藻和拟中肋骨条藻 5. 8S rDNA和

ITS序列的相似性和离散度矩阵

表 3  中肋骨条藻和 3 种角毛藻 5. 8S rDNA及

ITS序列的相似性和离散度矩阵

本文研究的 SK-2的 ITS 序列与 SK-1 的相似

程度很低,只有 511 5% ,但与拟中肋骨条藻(序列号

为 Y11511)的 ITS 序列相似程度高,为 951 5% . SK-

1的 IT S 序列与上述拟中肋骨条藻的相似程度较

低,为 561 7% . 2株中肋骨条藻与同属于中心硅藻纲

的 3种角毛藻的相似程度都很低, 为 50%左右.

3. 5. 2  系统树反映结果
从图 4的系统进化树上可以看出, SK-1单独形

成一支; SK-2 和拟中肋骨条藻聚在一起也形成一

支,但支持率很低,只有 18%; 本文研究的尖刺拟菱

形藻和拟菱形藻属的其他几株藻 ( AY257845,

AY257846, A Y257844) 以很高的支持率 ( BP =

99%- 100% )聚在一起形成一大的分支, 多列拟菱

形藻( AY257844)和尖刺拟菱形藻属于不同的种,因

而在此分支内又形成一小分支; 3 种角毛藻

( AY229895, AY229895, AY229895)也以较高的支

持率( BP = 87% ~ 100% )聚在一起而形成一大分

支.这些结果基本符合传统形态学上对这些藻的分

类,但本文研究的 2 株中肋骨条藻在进化树上反映

的结果比较特殊, 其中的原因有待于进一步分析.

图 4  用 5. 8S rDNA 和 ITS 序列构建的系统进化树

4  讨论

真核生物的 rDNA 成 簇排列在一起, 由

18S rDNA, 51 8S rDNA 和 28S rDNA 组成一个转

录单位,彼此被转录单元内间隔区 IT S分开. rDNA

及 IT S区目前被广泛用作研究系统发育、进化及分

类鉴定的分子指标,特别是 IT S 区, 因它在进化速

率上较核糖体大小亚基的保守区快, 可以提供比较

丰富的信息,因此近几年来常被用作许多生物属下

种间水平上分类鉴定的分子指标.这在动物、被子植

物、真菌和赤潮藻如亚历山大藻等都得到了很好的

体现[ 16~ 18] .

本文研究的尖刺拟菱形藻从形态鉴定上认为是

这个种, ITS 序列分析的结果基本上与形态鉴定的

结果一致.因为测序得到的该株藻的 51 8S rDNA及

IT S序列与 GenBank中提交的 2株尖刺拟菱形藻

(序列号分别为 AY257846和 AY257845)的相应序

列的相似性高达 100% .在用 ITS 序列构建的系统

树上,本文研究的该株尖刺拟菱形藻也以 99% ~

100%的支持率与 AY257846, AY257845聚在一起.

尽管这 3株藻来自不同的地域( AY257845来自葡

萄牙的新科斯塔; AY257846 来自墨西哥的 Near
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Tuxpam) , 但由此似乎可以说明尖刺拟菱形藻的不

同地理株差异不大.

目前对尖刺拟菱形藻的研究已比较深入. 除了

展开对其生理、生化、毒素、形态特征、环境因子等方

面的研究外
[ 1 9~ 21]

, 在分子方面, M anhart 等利用

SSU 和 IT S序列鉴定 P . pungens 和 P . mul t iser-

ies 取得了较好的结果. 他们通过比较分析及采用

RFP法( restrict ion f ragm ent pat terns)研究这 2 种

藻的小亚基和 IT S 序列得到的结果与根据形态对

它们的分类得到的结果相一致, 即两者虽然关系密

切,但属于拟菱形藻属的不同种[ 22] . 本文通过研究

该株尖刺拟菱形藻的 IT S 序列相似性及其系统进

化关系,得到的结果与 Manhart 的结果相一致. 另

外, Scho lin 等根据其 LSU rDNA 序列设计探针, 用

全细胞杂交和/三明治0杂交技术成功鉴定出拟菱形

藻属的不同培养材料, 并将该技术成功地应用于自

然水体样品的检测 [ 23] . M iller 等也根据拟菱形藻

LSU rDNA设计探针,用全细胞杂交技术鉴定了拟

菱形藻属下不同的种
[ 24]

. Cangelosi 等证明 Pre-

rRNA 在检测和识别不同种的拟菱形藻方面是一个

很有用的分子目标[ 25] .

2株中肋骨条藻形态鉴定的初步结果与利用

IT S序列鉴定的结果却有一定的差距. 从青岛养殖

场采集并分离出的 SK-2和 GenBank中的拟中肋骨

条藻的 IT S 序列有高达 95% 的相似性, 从这方面

讲, SK-2可能属于拟中肋骨条藻的不同地理株, 将

其划分为中肋骨条藻是不合适的, 但 SK-2 和

Y11511在系统进化树上的支持率却不高.对于系统

进化树上支持率低于 50%的现象, Daugbjerg 等认

为或者是该分支的祖先进化时间相当短, 或者是现

有的数据不足以解释它们之间的进化关系 [ 26] .

对于 SK-1, 尽管其 PCR 产物的测序结果经

BLA ST 证实是5. 8S rDNA及 ITS 区,但它与 SK-2

拟中肋骨条藻以及角毛藻的相似性都很低,在系统

进化树上也单独形成一支. 到现在为止, GenBank

中无中肋骨条藻的 IT S序列,故无法利用 IT S序列

对 SK-1 作进一步的分析. 因此,该株藻是否确实是

中肋骨条藻还有待于借鉴其他研究方法, 如用扫描

电镜( SEM )或研究其 18S rDNA / 28S rDNA 等作

进一步的分析.

目前对中肋骨条藻的研究主要集中在生理和营

养动力学方面[ 27~ 29] .对该藻分子方面的研究主要集

中在 18S rDNA 和 28S rDNA 的序列. M edlin 等采

用核糖体小亚基鉴定 4株中肋骨条藻, 证实有 2株

是拟中肋骨条藻[ 30] .如引言中介绍的中肋骨条藻是

世界广布种,不同地理株在形态上高度多变,因此对

中肋骨条藻的分类地位的确定必须借鉴多种手段进

行相互验证.
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The cloning and sequence analysis of the 5. 8S rDNA and

its region from three strains of marine diatoms

ZH AN G Bao-yu1, 2 , WANG Guang-ce1 , L B Song- hui3 , QI Yu-zao3 ,

ZOU Jing-zhong
1
, ZENG Ceng-kui

1

( 1. I nstitute of Oceanology , Chinese A cademy of S ciences , Qingdao 266071, China; 2. Graduate School, Chinese A-

cademy of Sciences , Beij ing 100039, China; 3. I ns titute of H yd ro biolog y , J inan Univ ers ity , Guangzhou 510632,

China)

Abstract: P seudo-nit z schia p ungens and S keletonema costatum are tw o st rains of diatom s w hich cause

harm ful alg al blo om in China. SK-1 and SK-2 ar e tw o st rains of diatoms, assum ably species of S. costatum

by mo rphological char acteristics. Three st rains, SK-1 w hich w as isolated from the East China Sea and SK-

2 w hich w as iso lated fr om the Aquatic Farm of Qingdao and one st rain of P seud o-nit z schia pung ens w hich

w as from the East China Sea, w ere studied based on rDNA data. The sequences o f 5. 8S r DNA and IT S re-
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g ions o f three st rains of diatom s w ere amplif ied, cloned and sequenced. Meanw hile, seven addit ional IT S

sequences and 5. 8S rDNA w er e included in the data analy sis. The r esults w ere as fo llow s: ( 1) The IT S

sequence and 5. 8S rDNA of P . p ungens w er e 693 bp w hile the sequence of SK-1 w as 715 bp, w hich con-

tained complete IT S and 5. 8S rDNA , part ial 18S rDNA and 28S rDNA; T he IT S and 5. 8S rDNA se-

quences of SK-2 w er e 331bp; ( 2) the sequence of P. pungens had ver y high level o f similarity w ith that of

tw o strains of P. pungens ret rieved from GenBank, and the similarity was 100%; w hile it show ed 82. 9%

of ident ity compar ed w ith P. mul t iser i es w hich also belonged to the genus of P seudo-nit z schia; the IT S se-

quence similarity o f SK-2 and SK-1 w as very low , show ing 51. 5% of ident ity, but it had very high level of

similarity w ith that of S keletonema p seudocostatum ( 95. 5 % ) ; the ITS sequence of SK-1 had low er sim-i

larity w ith S . p seudocostatum; ( 3) results of evolut ionary t ree coincided w ith similarity analysis of all three

st rains; it w as suggested that r ecognit ion of P. pungens by mo rpholo gical character ist ics w as suppo rted

w ith r DNA and ITS r eg ions; ( 4) the findings demonst rated that classificat ions o f SK-2 and SK-1 based on

morpholog ical criteria m aybe w ere incongruous. SK-2 should be belonged to S . p seudocostatum and m ore

data are needed to classify w hich gr oups SK-1 is belonged to.

Key words: diatom; Pseudo-ni tz schia pungens ; IT S reg ion; sequence analysis; phy logeny
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