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摘要: 采用 nrDNA IT S序列及 18S序列两种分子标记,对东海原甲藻和美国国家海洋藻种保藏中

心( CCMP)的具齿原甲藻进行分子鉴定,结果表明,两者之间序列非常相似,两者的 nrDNA IT S序

列碱基差异值仅为 01 002, nrDNA 18S序列的碱基差异值为 01 000,根据分子数据, 东海原甲藻和

美国国家海洋藻种保藏中心的具齿原甲藻应为同一个种.从基因库获取原甲藻的另外 3个种 nrD-

NA ITS 序列和 8个种的 18S 序列,用计算机软件进行分析和构建分子系统树,结果显示 18S 序列

用于原甲藻的分子鉴定过于保守, 而 nrDNA IT S更适合于该种属界定的分子标准.
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1  引言

赤潮是海洋重大自然灾害,不仅严重危害渔业

生产,还威胁着人类的健康.近年来海洋环境日益恶

化,赤潮分布范围和出现频率明显增加,赤潮的研究

受到人们的高度重视 [ 1, 2] .

对形成赤潮的生物分类鉴定是研究赤潮生物生

理生态学、控制及治理赤潮的基础.原甲藻是形成赤

潮的一种重要的原因种, 在我国曾发生过多次 [ 3~ 5] .

东海原甲藻( P rorocent rum donghaiense )是陆斗定

等
[ 6]
在东海分离的一种赤潮原甲藻, 根据细胞形状、

大小、超微结构特征, 将它定为一新种. 这种原甲藻

是东海最典型的赤潮生物, 然而对于该种是否为一

新种,目前尚有较大争议,其中争论的焦点为东海原

甲藻与美国 Big low 海洋研究所的国家海洋浮游植

物藻种中心( Culture Center of M arine Phytoplank-

ton, CCMP)保藏的编号为 CCMP1517,种名为具齿

原甲藻 ( P ror ocent rum dentatum )的藻株是否为同

一个种.我们通过分子标记,对这两种原甲藻进行比

较研究.基因测序目前广泛地应用于藻类分子鉴定

和分类,其中 18S nrDNA 和 ITS 序列为最常用的

分子指标[ 7~ 11] , 本研究以 18S nrDNA 基因及转录

间隔区 IT S 序列为分子标记, 对东海原甲藻和引进

的 CCMP 具齿原甲藻进行研究,从分子水平揭示两

者之间的关系. 本研究还简要讨论 nrDNA IT S 和

18S序列在原甲藻分子鉴定中的作用.

2  材料和方法

21 1  材料

本试验所用的材料为暨南大学从东海分离的东

海原甲藻,从 CCMP引进的具齿原甲藻 CCMP1517

藻株,另外 3个种的 ITS 序列和 8个种的 18S序列

来自基因库(见表 1) .



表 1  本研究所用材料的种名及在基因库中的序列号

种名      序列号

ITS 序列 P rorocent rum d onghaiense 实验测序

P . d entatum CCM P1517 实验测序

P . minimum AF208244

P . micans AF208245

P . t ri est inum AF208246

18S序列 P . d onghaiense 实验测序

P . d entatum CCM P1517 实验测序

P . p anamensi s Y16233

P . ar enarium Y16234

P . emarg inatum Y16239

P . minimum Y16238

P . c oncavum Y16237

P . maculosum Y16236

P . l ima Y16235

P . mexicanum Y16232

21 2  方法

21 21 1  原甲藻的培养
将原甲藻置于恒温光照培养室中培养. 培养温

度为( 21 ? 1) e , 照度为 80~ 100 lx, 培养基是用天

然海水配制的 f / 2 培养基, 选取对数生长期(运动)

的细胞用于基因组 DNA 的提取.

21 21 2  DNA提取

基因组 DNA 的提取采用 CTAB法 [ 12] .

21 21 3  nrDNA IT S序列的扩增

ITS序列的 PCR扩增引物序列为: ITS 1(正向) ,

GGGATCCGTTTC CGTAGGTGAACCTGC ; ITS 2

(反向) , GGGATCCATATGCTTAAGTTCAGCGGG

( 13, 14) . PCR 反应液为 ITS 1 引物(浓度为 10

Lmol/ L) 1 LL, ITS 2引物(浓度为 10 Lmol/ L ) 1 LL,

10 @ PCR缓冲液 5 LL, MgCl2 ( 50 mmol/ L) 21 5 LL,
dNTP 混合液( 1 mmol/ L )4 LL, TaqDNA 聚合酶( 5 u-

nit/LL) 01 2 LL,基因组 DNA 提取液 2 LL,加无菌重

蒸水至 50 LL. PCR扩增反应程序如下: 95 e 5 min,

94 e 1 min, 55 e 1 min, 72 e 2 min,共 30个循环,

72 e 5 min,在PERKIN ELMER 9600型PCR扩增仪

上进行扩增.

21 21 4  18S 序列的扩增 PCR

扩增引物为: 16S1N ( 正向 ) , TCCTGCCAG-

TAGTCATATGC ; 16S2N(反向) , TGATCC TTCYG-

CAGGT TCAC( 15) . PCR反应液为 16S1N引物(浓度

为 10 Lmol/ dm
3
) 1 LL, 16 S2N 引物(浓度为 10 Lmol/

dm
3
) 1 Ll, 10 @ PCR 缓冲液 5 LL, MgCl2 ( 50 mmol/

cm3 ) 215 LL, dNTP 混合液( 1 mmol/ dm3 ) 4 LL, TaqD-

NA 聚合酶( 5 unit/LL) 01 2 LL,基因组DNA提取液 2

LL,加无菌重蒸水至 50 LL. PCR扩增反应程序如下:

94 e 4 min, 94 e 1 min, 57 e 2 min, 72 e 3 min,共

32个循环, 72 e 5 min,在 PERKIN ELMER 9600型

PCR扩增仪上进行扩增.

21 21 5  ITS 及 18S 序列的测序

扩增结果通过 1%的琼脂糖凝胶( EB染色)电

泳检测.将扩增产物进行纯化, 在 3700自动测序仪

上进行测序(上海联合基因公司) . 测序引物仍为扩

增引物, 18S 序列测序的中间引物系我们自行设计

的 16S3N: GCTCGTAGTT GG ATT T CT GC.

21 21 6  数据分析

采用 clustal X
[ 16]
对两个原甲藻 rDNA ITS 区

全序列进行排列和比较. 用 Mega( version 11 01) [ 17]

计算序列间的 Jukes-Cantor 距离系数, 用 U PGMA

法构建系统树.

3  结果

31 1  东海原甲藻与 CCMP1517具齿原甲藻 ITS序

列和 18S序列特征及比对

东海原甲藻及 CCMP1517具齿原甲藻 nrDNA

IT S序列特征一致, IT S 1, 51 8S, ITS 2 总长度为

552 bp, 其中 IT S 1为245 bp, 51 8S为155 bp, IT S 2

为218 bp, GC含量为 49%, 552个碱基中,两者仅有

1个碱基的差异.对 18S测出部分序列,比对后长度

为1 720个位点, 其中 CCMP1517 具齿原甲藻长度

为1 717 bp, GC含量为 46% ,对东海原甲藻共测出

18S部分序列,长度为1 719 bp, GC含量为 46% .共

有 4个位点的差异,均为插入/缺失.

31 2  各种间的 Jukes-Cantor距离

根据 nrDNA ITS 序列计算原甲藻不同种的

Jukes- Canto r距离系数, 各种之间的序列比较结果

见表 2,其中东海原甲藻与 CCMP1517 具齿原甲藻

之间的核苷酸差异值最小为 01 002, CCMP1517具

齿原甲藻与 P1 micans 之间的核苷酸差异值最大为

01 231.

表 2 原甲藻 nrDNA ITS区序列 Jukes-Cantor距离矩阵

种名 1 2 3 4

P1 d onghaiense

P1 d entatum CCMP1517 01 002

P1 minimum 01 087 01 089

P1 micans 01 229 01 231 01 229

P1 t ri estinum 01 270 01 273 01 267 01 286
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  根据 nrDNA 18S 序列计算原甲藻不同种的

Jukes-Cantor 距离系数, 各种之间的序列比较结果

见表 3, 其中东海原甲藻与 CCMP1517具齿原甲藻

之间的核苷酸差异值最小为 01 000, P1 arenar ium

与P1 emarg inatum 之间的核苷酸差异值最大为
01 116, 而东海原甲藻、CCMP 具齿 原甲藻与

P1minimum 的核苷酸差异值也较小,仅为 01 002.

表 3  原甲藻 nrDNA 18S序列 Jukes-Cantor距离矩阵

种名 1 2 3 4 5 6 7 8 9

P1 d onghaiense

P1 d entatum CCMP1517 01 000

P1 minimum 01 002 01 002

P1 mex icanum 01 013 01 013 01 013

P1 p anamensis 01 058 01 058 01 057 01 051

P1 emar ginatum 01 077 01 077 01 076 01 066 01 104

P1 concavum 01 054 01 054 01 054 01 052 01 079 01 092

P1 arenar ium 01 092 01 092 01 091 01 088 01 107 01 116 01 079

P1 l ima 01 093 01 093 01 092 01 088 01 108 01 115 01 080 01 001

P 1 maculosum 01 088 01 088 01 087 01 084 01 106 01 111 01 080 01 015 01 016

31 3  系统树构建
根据 nrDNA ITS 序列用 UPGMA法构建分子

系统树 (图 1) , 由图 1 可知, 东海原甲藻和 CC-

MP1517具齿原甲藻聚在一起, 支持率为 100% , 它

们与 P1 minimum也有很密切的亲缘关系.

图 1  基于 nrDNA ITS 序列以 UPGMA 方法

构建的分子系统树

根据 rDNA 18S 序列用 U PGMA 法构建分子

系统树(图 2) ,由图 2可知,东海原甲藻和 CCMP 的

具齿原甲藻仍聚在一起, 支持率为 100%.

图 2  基于 nrDNA 18S 序列以 U PGM A方法

构建的分子系统树

4  讨论

对于东海原甲藻是否为 1新种或者属于其他已

知物种, 研究者间看法目前有很大分歧. 陆斗定

等[ 6 , 18]研究了东海分离的原甲藻的显微和超微结

构,并与具齿原甲藻模式种和 Schiller 鉴定的钝头

原甲藻的描述进行比较, 认为它们之间的形态结构

和个体大小具有很大的差别,将东海产的原甲藻定

为 1 新种 ) ) ) 东海原甲藻 ( P ror ocentr um dong-

haiense Lu) ,同时还认为韩国、日本海区出现的高

生物量赤潮原甲藻不是具齿原甲藻, 而是东海原甲

藻.吕颂辉等 [ 19]对东海赤潮原甲藻标本和美国国家

海洋中心( CCMP)的具齿原甲藻藻株( CCMP1517)

通过光镜鉴定和扫描电镜对其细胞表面结构进行观

察和比较,认为生长在东海水域的赤潮原甲藻是具

齿原甲藻而非新种.

目前以基因序列为基础的分子鉴定和分类已经

在藻类中得到广泛的应用,其中最常用的指标就是

nrDNA 基因, nrDNA IT S 已被各国研究者公认是

生物类群属下种间水平的比较研究中较好的一个指

标,该区域具有较高的突变速率,据有的研究者比较

研究, 在真菌和藻类中种间 IT S核苷酸差异值一般

大于 14% ,尤其单细胞藻类的差异值一般较大, 但

作为物种的界定, 尚未有一定的标准
[ 10]

, 而 18S 序

列则相对保守一些.我们的上述研究表明,根据序列

同源性比较结果, 东海原甲藻与从 CCMP 引进的具

齿原甲藻在 ITS 全序列上仅有一个碱基的差异,与
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已测出的1 700多碱基的 18S 序列中仅有 4 个碱基

的差异.由 nrDNA IT S 区各种之间的碱基差异值

可知,东海原甲藻与 CCMP 具齿原甲藻的碱基差异

值仅为 01 002, 而与其他种的碱基差异为 01 089 ~
01 286,由 nrDNA 18S 序列各种之间的碱基差异值

可知,东海原甲藻与 CCMP 具齿原甲藻的碱基差异

值为 01 000, 与其他种的碱基差异为 01 002~ 01 116.
从两个分子标记的碱基差异来看, 可以得出结论, 东

海原甲藻和 CCMP 具齿原甲藻应为相同的物种, 它

们与 P1 minimum也有较密切的亲缘关系, 在两种

分子标记构建的系统树中, 东海原甲藻、CCMP 具

齿原甲藻和 P1minimum 均构成支持率为 100%的

一支.据光镜下观察, 两者的形态非常近似, 细胞大

小相似,东海原甲藻细胞长度为 171 5~ 181 75 Lm,

宽度为10~ 121 5 Lm, CCMP 具齿原甲藻细胞长度

为 131 75~ 181 75 Lm, 宽度为 71 5~ 121 5 Lm, 因此

认为,东海产原甲藻和 CCMP 藻株为同一物种, 但

两者与 Stein 描述的具齿原甲藻是否为同种还需要

进一步深入研究, 查对 Stein F 于 1883 年的原始

描述.

尽管研究证明了东海产原甲藻与 CCMP1517

藻株的两种分子标记几乎完全一致,两者的形态和

细胞大小很相似,可以很肯定两者是同一物种,但是

CCMP1517藻株细胞比文献记载[ 20] 的具齿原甲藻

明显小,现在的问题是: CCMP1517藻株种名为具

齿原甲藻定得是否准确尚待进一步查证. 陆斗定

等
[ 18]
对 3种原甲藻的形态比较也有问题: ( 1)用以

比较的具齿原甲藻和钝头原甲藻均用/模式种描述

的特征0而不是实物标本,表 I 的/细胞形态0是否是

Stein F 于 1883年的原图? 与 Dodge
[ 20]
的图(见图

4中 K-L)和 Steidinger 等 [ 21] 图版中该种的图是有

所不同的; ( 2)表 I中细胞/是否在光镜下可见0一栏

中笔者注明东海原甲藻为/否0而具齿原甲藻为/可
见0,东海原甲藻细胞长 16~ 22 Lm, 在光镜下是可

见的; ( 3) Dodge等将钝头原甲藻作为具齿原甲藻的

同物异名,虽未说明理由,但从具齿原甲藻形态描述

/细胞(延)长心形到披针形,前端一侧延伸成尖的或

钝的突起或肩0,附图 4K 似为钝头原甲藻的图; ( 4)

该文中图 1, 14,东海产原甲藻细胞前端具有明显的

钝的突起或/肩0, 图6也可见这种突起; 表 I/细胞大

小0具齿原甲藻/长度为 50~ 60 Lm0, 无宽度,不知

出自哪篇文献. 如果依据 Dodge 等的文章, 细胞为

/长 36~ 60 Lm,宽 15~ 20 Lm0, 而 Steidinger 的描

述中无具体数字, 只是笼统写为:细胞大小/小到中
等0.

由两种分子标记的各种间的碱基差异值和分子

系统树可见, nrDNA IT S区相对于 18S 序列有更大

的碱基突变速率, nrDNA 18S 序列则较保守, 东海

产原甲藻和 CCMP1517藻株 ITS 区的碱基差异值

为 01 002, 18S 序列碱基差异值为 01 000, 东海产原
甲藻与 P1 minimum ITS 区碱基差异值为 01 087,
而 18S序列的碱基差异值仅为 01 002, 由此也可证
明, nrDNA IT S序列更适合于原甲藻的分类鉴定,

这为我们进一步筛选原甲藻鉴定的分子标记提供了

一定的依据,当然究竟如何确立一个确切的分类标

准仍有待于更多更深入的系统研究.
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Molecular identification on Prorocentrum donghaiense
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L B Song-hui2 , GEN G Ya-hong 1 , DENG Guang1

( 11 Wuhan I nstitute of Botany / Wuhan Botanic Garden, Chinese A cademy of S ciences , Wuhan 430074, China; 21 I nstitute of

H ydrobiology , J inan Univer sity , Guangzhou 520632, China)

Abstract: Pr orocent rum dong haiense and P. d entatum f rom CCMP were re- ident if ied by tw o molecular

makers ) nrDN A IT S and 18S sequences. T he sequences of these tw o species are very similar. T he r esults

show that the nrDNA IT S nucleot ide div er gence betw een P. dong haiense and P . dentatum CCMP is only

01 002 and 18S nucleot ide div erg ence is 01 000. According to the molecular data, P. donghaiense and P.

dentatum CCMP are a similar species. Other three nrDNA IT S sequences and eight 18S sequences of Pr o-

r ocentr um wer e obtained from the Genbank. T hese sequences were analyzed and the phy logenet ic t rees

w ere const ructed by computer pr ogramme ( Clustal X and M ega) . T he results show that an nrDNA IT S re-

g ion is a mo re suitable molecular maker to identifying interspecies o f P ror ocent rum and 18S sequence is to o

conserv at ive.

Key words: P rorocent rum donghaiense; P . dentatum; nrDNA ITS; nrDNA 18S; molecular ident ificat ion
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