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１　引言

微型浮游植物（粒径为２～２０μｍ）是海洋环境

中主要的初级生产者，在海洋初级生产力中占有很

大比重，特别在寡营养水域，微型浮游植物可占初级

生产力的８０％以上
［１］，并且在粒级结构上微型浮游

植物对初级生产力的贡献要比较大粒级的植物的贡

献更大［２］。

角毛藻属于硅藻门（Ｂａｃｉｌｌａｒｉｏｐｈｙｔａ）、中心纲

（Ｃｅｎｔｒｉａｅ）、盒形藻目（Ｂｉｄｄｕｌｐｈｉａｌｅｓ）、角毛藻科

（Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｃｅａｅ）、角毛藻属（Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓ）。培养

种类有牟氏角毛藻（犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犿狌犲犾犾犲狉犻）、钙质角

毛藻［犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犮犪犾犮犻狋狉犪狀狊（Ｐａｕｌｓｅｎ）Ｔａｋａｎａ］、纤

细角毛藻（犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪犮犻犾犻狊）等，它们都是生长

在海中的浮游微藻，细胞小，细胞壁薄，大多数是单

个细胞，也有数个细胞集成群体的。壳面呈椭圆形

或圆形，中间略突起，少数较平坦。壳环面呈长方形

至四角形。壳环带不明显，角毛细而长，末端尖。培

养过程中细胞形态常有变化，细胞中间膨大，角毛缩

短或消失，繁殖方式一般为无性的二分裂繁殖。环

境不良时可形成休眠孢子［３］。角毛藻属耐高温种

类，适合在夏季培养，是双壳贝类，海参，海胆甲壳类

等幼体的优质饵料［４］，角毛藻作为一种经济藻类有

十分广阔的前景。

微型角毛藻是指粒径为２～２０μｍ的角毛藻

属的藻类，目前对其系统的研究较少，研究较多的主

要是作为饵料的种类，如牟氏角毛藻和纤细角毛藻，

它们是对虾、海胆、海参等养殖品种的优质饵料［５］。

以前对浮游植物的分类学研究主要依靠形态学

手段，但形态学的鉴定有诸多不足之处。首先，形态

学的鉴定需要有经验丰富的专业工作人员，而且工

作量大；其次，生物的形态学特征有时会因环境的变

化而改变，形态学鉴定无法解决这一难题。分子生

物学分类方法以核酸序列的差异为分类依据，由于

核酸序列在遗传上的稳定性要大大高于形态学特

征，避免了环境因素造成的细微外观差异引起的错

误判断，解决了依赖主观判断而存在的困扰，因而在

近年来得到了广泛的应用。

本实验从天然海水中分离到一种微型硅藻，借

助光镜和电镜技术，初步判断为角毛藻，进一步利用

５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ和１８ＳｒＤＮＡ序列的扩增和分析，

对这株藻进行了分类鉴定。

２　实验材料和方法

２．１　材料

２．１．１　实验所用藻株

本实验所用藻株犆．ｓｐ．ｑｄ分离于青岛太平角海

域（３６°０２′Ｎ，１２０°２０′Ｅ）。分离方法为９６孔板有限稀

释法。藻株培养于不加硅的Ｆ／２培养基上，培养温度

为２４℃，明暗时间比为１２ｈ∶１２ｈ，光照度为１３００ｌｘ。



２．１．２　实验用试剂盒、工具酶和其他试剂

凝胶回收试剂盒（ＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎＫｉｔ）购自ＴａｋａＲａ公司，Ｔａｑ酶等ＰＣＲ试剂购

自 ＭＢＩ公司，其他试剂为分析纯。

２．２　方法

２．２．１　微藻的纯化方法

使用９６孔板分离培养的方法，从天然海水中纯

化微藻，利用５００目筛绢和０．８μｍ微孔滤膜富集

细胞大小为１～２０μｍ的微藻，并在微藻放入ｆ／２培

养基中培养至适宜浓度。血球计数板计算密度，根

据密度将藻液稀释到每２００μＬ含有１～２个单藻，

并把它们分到９６孔板中，定期镜检，直到１００倍油

镜下观察藻细胞形态一致即纯化成功。

２．２．２　扫描电镜样品处理

用１．５ｍＬＥＰ管取１ｍＬ处于对数生长期的藻

细胞，按１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集藻体，加１ｍｌ

１％戊二醛固定２～３ｈ，按１０００ｒ／ｍ离心１０ｍｉｎ，

用０．１ｍｏｌ／ｄｍ３ 的磷酸缓冲液漂洗３次，然后依次

用３０％，５０％，７０％，９０％，１００％的乙醇进行逐级脱

水，用吸管将含有样品的乙醇溶液滴在有明胶膜的

盖玻片上，可防止细胞被冲走，用临界点干燥法干

燥，用离子溅射镀膜法镀膜［６］。

２．２．３　透射电镜样品处理

用１．５ｍＬＥＰ管取１ｍＬ处于对数生长期的藻

细胞，按１０００ｒ／ｍｉｎ离心收集藻体，加５００μＬ浓盐

酸，水浴煮沸２０～３０ｍｉｎ，加高锰酸钾溶液少许，静

置２４ｈ，加草酸褪色，水洗至中性，用铜网直接蘸取

少许样品，静置片刻，用吸水纸吸去多余的水分，干

燥后观察［７］。

１．２．４　总ＤＮＡ的提取和纯化

取角毛藻对数生长期的藻细胞３×１０６个／

ｍＬ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集藻细胞。将藻细

胞于液氮中研磨后转入１．５ｍＬ离心管。使用

ＴＩＡＮＧＥＮ植物总 ＤＮＡ试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮＢｉｏ

ｔｅｃｈＢｅｉｊｉｎｇ）提取基因组ＤＮＡ，操作方法严格按照

试剂盒说明书进行。

２．２．５　引物设计

根据ＮＣＢＩ数据库中硅藻１８Ｓ序列设计引物，

ＰＣＲ扩增１８Ｓ序列；根据已测序的１８Ｓ序列设计

ＩＴＳ－５．８ＳｒＤＮＡ的正向引物，根据相关硅藻的ＩＴＳ

序列设计反向引物。ＰＣＲ扩增包含５．８ＳｒＤＮＡ在

内的ＩＴＳ１和ＩＴＳ２片段、１８ＳｒＤＮＡ末端保守序列

和２８ＳｒＤＮＡ前端保守序列，由上海博尚公司合成。

实验所涉及引物见表１。

表１　本实验所用到的引物

引物名称 引物序列（５’端到３’端）

硅藻通用１８Ｓ引物

Ｄ１ ５′－ＣＣＧＴＡＧＴＡＡＴＴＣＴＡＧＡＧＣＴＡＡＴＡＣ －３′

Ｄ２ ５′－ＡＡＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴＣＡＣＣ－３′

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊ｓｐ．ｑｄ

ｒＤＮＡ－ＩＴＳ引物

Ｃ１ ５′－ＴＴＧＴＣＴＧＣＧＡＧＡＡＣＴＴＧＣＣＴＡＡ－３′

Ｃ２ ５′－ＣＡＴＴＣＣＡＣＡＡＣＴＣＧＧＣＡＣＣＡ－３′

２．２．６　ＰＣＲ反应条件

ＰＣＲ扩增条件：９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃ 变性

１ｍｉｎ，５５℃ 退火１ｍｉｎ，７２℃ 延伸２ｍｉｎ，３０个循

环；７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增结果用１％琼脂糖

进行电泳检测。

２．２．７　ＰＣＲ产物的克隆和测序

将 ＰＣＲ 产物用 ＴａＫａＲａ凝胶回 收试剂盒

（ＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ）回收后再用

Ｔ４ＤＮＡ 连接酶将目标片段连接到质粒载体

ＰＭＤ１８－Ｔ上，转入细菌ＤＨ５α，由北京华大生物公

司测序。

２．２．８　序列分析

在ＮＣＢＩ服务器上用ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＢｌａｓｔ进行同源检

测，证实所得的序列为ＩＴＳ１，ＩＴＳ２，５．８ＳｒＤＮＡ以及

部分１８ＳｒＤＮＡ，２８ＳｒＤＮＡ区域。将测得的序列和其

他角毛藻５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列（来自ＧｅｎＢａｎｋ）用

计算机软件进行序列对齐排序、系统进化树构建、遗

传距离值计算分析。用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３进行多序列对

位分析。采用 ＭＥＧＡ３．１分别采用ＮＪ法、ＭＥ法和

ＵＰＧＭＡ法建树，用Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ计算遗传

距离值，重复１０００次计算ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值。

３　结果与讨论

３．１　藻种的形态学特征

从１００倍油镜下可看到此藻细胞体呈正方形

（见图１ａ），细胞长（７．７８±１．９９）μｍ，宽（５．４４±

１．６７）μｍ，在细胞体四角各有一角毛，角毛长度为

（１６．１１±２．４２）μｍ。具有多个贴壁的色素体。细

胞独立生活，不连成群体。在光镜下偶可观察到脱

壳的细胞体及细胞壳（见图１ｂ），透明状的为脱下的

细胞壳，还带有角毛结构，陀螺状的为脱壳后的藻细

９６１２期　张东等：一株海洋微型硅藻的形态学和分子生物学鉴定



胞，已看不到角毛结构。此细胞可能为环境不良时

形成的休眠孢子。

在扫描电镜下观察到较完整的细胞（见图１ｃ），

细胞呈圆柱形，环面观近似正方形，细胞表面光滑，

壳面观呈椭圆形，壳面两端边缘各有两条角毛，角毛

基部隆起。还观察到脱壳的细胞体，呈近似陀螺状，

形状与在光镜下看到的相符（见图１ｄ）。细胞中部

有一环状突起，细胞上部呈椭球形，下部呈陀螺状。

也可观察到脱下的细胞壳（见图１ｅ），可见细胞壁较

薄，细胞内容物已消失。

图１ｆ为透射电镜下观察到得较完整的细胞，

可见致密的细胞体。由于透射电镜处理方法要用

到浓盐酸，离心后细胞基本已破碎，很难观察到完

整的细胞，由图可看到细胞体并无明显骨架结构。

角毛呈网状的硅质骨架结构，基部较中部致密（见

图１ｊ）。每隔０．５μｍ左右有一互生的刺状突起，

顶端呈锥状（见图１ｇ，ｉ）。顶部放大观察可分辨出

网状骨架主干呈螺旋状，延伸至顶端（如图１ｉ）。

图１　角毛藻的形态学观察

ａ－ｂ．角毛藻细胞的光镜观察，ａ．生长状态良好的细胞，ｂ．脱壳后的休眠孢子和细胞壳。ｃ－ｅ．角毛藻细

胞的扫描电镜观察，ｃ．生长状态良好的细胞，ｄ．脱壳后的细胞体，ｅ．脱壳后的细胞壳。ｆ－ｊ．角毛藻细胞的

透射电镜观察，ｆ．较完整的细胞，ｇ．角毛中部局部放大（箭头表示互生的小刺），ｈ．Ｒｏｇｅｒｓｏｎ等
［８］研究的角

毛结构（箭头表示小刺），ｉ．角毛顶端的局部放大（表示螺旋状的骨架结构），ｊ．角毛基部的局部放大

　　从以上光镜照片和电镜照片可初步推断此藻株

为角毛藻属的藻类。根据形态特征初步将这株藻命

名为犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊．ｓｐ．ｑｄ。

３２　１８犛狉犇犖犃序列的扩增和分析

对角毛藻的基因组ＤＮＡ使用自行设计的硅藻

门的１８ＳｒＤＮＡ特异性引物，经过ＰＣＲ扩增得到的目

的片段，经过１％琼脂糖电泳分析，ＤＮＡ片段为１７００

ｂｐ左右。由测序结果得知犆．ｓｐ．ｑｄ的１８Ｓ序列部分

长度为１６２３ｂｐ。ＧＣ含量为４６．５８％，使用Ｎｕｃｌｅｏｔｉ

ｄｅＢｌａｓｔ将所测序列与ＮＣＢＩ数据库中的序列进行比

对分析，得到犆．ｓｐ．ｑｄ与犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪犮犻犾犻狊ｓｔｒａｉｎ

ＵＴＥＸＬＢ２３７５的１８ＳｒＤＮＡ相似值最高，达到９９％。
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３３　犐犜犛－５．８犛狉犇犖犃序列的扩增和分析

对角毛藻的基因组ＤＮＡ使用角毛藻属的５．８Ｓ

ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区的特异引物，经过ＰＣＲ扩增得到的目的

片段，经过１％琼脂糖电泳分析，ＤＮＡ片段为１１００ｂｐ

左右。５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ测序后，犆．ｓｐ．ｑｄ的ＩＴＳ的序

列长度为１０８３ｂｐ。去掉部分１８ＳｒＤＮＡ和２８ＳｒＤＮＡ

序列，５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ的序列总长度为８３７ｂｐ。

将犆．ｓｐ．ｑｄ的５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列与从

Ｇｅｎｂａｎｋ获取的所有相关角毛藻的５．８ＳｒＤＮＡ－

ＩＴＳ序列进行比较（表２）。可以发现角毛藻属的不

同种在５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ的总长度、５．８Ｓ长度、

ＩＴＳ１，ＩＴＳ２长度等在基本性状上都有差异。５．８Ｓ

ｒＤＮＡ－ＩＴＳ的总长度变化是６９８～８１０ｂｐ，而本藻

种５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ区比已知角毛藻属的种类更

长，达到８３７ｂｐ。５．８Ｓ区域的长度是１５７～１６０ｂｐ，

ＩＴＳ１区域的长度是２８１～３３１ｂｐ，ＩＴＳ２区域的长度

是２６０～３２４ｂｐ，其中本种与已知角毛藻属物种在

ＩＴＳ２区的长度差别最大，比角毛藻属的其他种类最

长的ＩＴＳ２区还长３６ｂｐ，这显示此种与已知角毛属

其他种类有较大差异。

表２　用于系统树构建的角毛藻５．８犛狉犇犖犃－犐犜犛区域的基本信息

物种 ＩＴＳ－５．８Ｓ ５．８Ｓ／ｂｐ ＩＴＳ１ ＩＴＳ２ Ｇｅｎｅｂａｎｋ登录号

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犮狌狉狏犻狊犲狋狌狊 ７９１ １６０ ３０７ ３２４ ＡＹ２２９８９５

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犱犲犫犻犾犻狊 ７９１ １６０ ３０７ ３２４ ＡＹ２２９８９６

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪犮犻犾犻狊 ７９１ １６０ ３０７ ３２４ ＡＹ２２９８９７

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犮犪犾犮犻狋狉犪狀狊ｆ．狆狌犿犻犾狌狊ｓｔｒａｉｎＣＣＭＰ１３１５ ６９８ １５７ ２８１ ２６０ ＤＱ３５８１１１

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪犮犻犾犻狊ｓｔｒａｉｎＵＴＥＸＬＢ２３７５ ８１０ １６０ ３３１ ３１９ ＤＱ３５８１１２

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪犮犻犾犻狊ｓｔｒａｉｎＵＴＥＸＬＢ２６５８ ８１０ １６０ ３３１ ３１９ ＤＱ３５８１１３

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊狊犻犿狆犾犲狓ｓｔｒａｉｎＣＣＡＰ１０８５／３ ７６９ １６０ ２９０ ３１９ ＤＱ３５８１１５

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犿狌犲犾犾犲狉犻犻ｓｔｒａｉｎＣＣＡＰ１０１０／３ ７６９ １６０ ２９０ ３１９ ＤＱ３５８１１６

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犮犪犾犮犻狋狉犪狀狊ｆ．狆狌犿犻犾狌狊ｓｔｒａｉｎＣＣＡＰ１０１０／１１ ６９９ １５７ ２８１ ２６１ ＤＱ３５８１１７

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊ｓｐ．犼狅狀狇狌犻犲狉犻 ７２４ １５７ ２８１ ２８６ ＤＱ８５８２１４

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊狊犻犿狆犾犲狓ｖａｒ．犮犪犾犮犻狋狉犪狀狊ｓｔｒａｉｎＣＳＩＲＯＣＳ２５１ ７６９ １６０ ２９０ ３１９ ＤＱ３５８１１４

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犮犪犾犮犻狋狉犪狀狊 ７６９ １６０ ２９０ ３１９ ＤＱ８９７６４４

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊ｓｐ．ｑｄ ８３７ １６０ ３１７ ３６０

２４　系统树的构建和距离值的计算

利用表２所列出的１３株角毛藻５．８ＳｒＤＮＡ－

ＩＴＳ序列，以 犆犲狋狉犪狉犻犪狅犱狅狀狋犲犾犾犪ｃｏｕｎｔｒｙＦｉｎｌａｎｄ

（ＡＦ２２８３０４）５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列为外群，用

ＭＥＧＡ３．１软件按照三种方法构建系统发育树，分

别为ＮＪ法（见图２），ＭＥ法和 ＵＰＧＭＡ法，用三种

方法所建的进化树树形几乎完全相同，而且在每个

主要节点都有很高的支持率。用三种方法所建的进

化树中犆．ｓｐ．ｑｄ都不与所有已知的角毛藻属的种

类聚群，并且在较早的进化阶段就独立分支，节点支

持率分别为８６（ＮＪ树）、７９（ＭＥ树）、９９（ＵＰＧＭＡ

树），支持率都很高。为进一步分析此种与其他属内

角毛藻种的亲缘关系，将所有角毛藻序列和外群藻

种使用 ＭＥＧＡ３．１计算它们之间的遗传距离值。

图２　由ＮＪ法基于角毛藻５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列构建的系统发育树

用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３进行多序列对位分析，采用 ＭＥＧＡ３．１建树，重复１０００次计算ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值，节点数值表示１０００次重复抽样所

获得的自检支持百分率
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　　从表３可以看出犆．ｓｐ．ｑｄ与已知序列的１２种

角毛藻的遗传距离为０．３１５～０．４８３，与已知角毛藻

属的种类遗传距离较大，而所有已知序列的１２种角

毛藻属内不同种间的遗传距离为０．００７～０．４７６。

角毛藻属和同是盒形藻科不同属的齿状藻属之间的

遗传距离值为０．７０３～０．７８３。

表３　基于５．８犛狉犇犖犃－犐犜犛序列的１３株角毛藻和１株齿状藻之间的遗传距离值

物种 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３

１Ｃ．犮狌狉狏犻狊犲狋狌狊

２Ｃ．犱犲犫犻犾犻狊 ０．００７

３Ｃ．犵狉犪犮犻犾犻狊 ０．００９０．０１４

４Ｃ．犮犪犾犮犻狋狉犪狀狊ｆ．狆狌犿犻犾狌狊ＣＣＭＰ１３１５ ０．４４９０．４５３０．４６２

５Ｃ．犵狉犪犮犻犾犻狊ＵＴＥＸＬＢ２３７５ ０．０８８０．０９１０．０９６０．４２４

６Ｃ．犵狉犪犮犻犾犻狊ＵＴＥＸＬＢ２６５８ ０．０８８０．０９１０．０９６０．４２４０．０００

７Ｃ．狊犻犿狆犾犲狓ＣＣＡＰ１０８５／３ ０．０８８０．０９１０．０９６０．４３６０．００７０．００７

８Ｃ．犿狌犲犾犾犲狉犻犻ＣＣＡＰ１０１０／３ ０．０８８０．０９１０．０９６０．４３６０．００７０．００７０．０００

９Ｃ．犮犪犾犮犻狋狉犪狀狊ｆ．狆狌犿犻犾狌狊ＣＣＡＰ１０１０／１１ ０．４４９０．４５３０．４６２０．００００．４２４０．４２４０．４３６０．４３６

１０Ｃ．ｓｐ．ｊｏｎｑｕｉｅｒｉ ０．４６３０．４５８０．４７６０．１２１０．４３００．４３００．４４３０．４４３０．１２１

１１Ｃ．狊犻犿狆犾犲狓ｖａｒ．犮犪犾犮犻狋狉犪狀狊ＣＳＩＲＯＣＳ２５１ ０．０８８０．０９１０．０９６０．４３６０．００７０．００７０．００００．００００．４３６０．４４３

１２Ｃ．犮犪犾犮犻狋狉犪狀狊 ０．０８８０．０９１０．０９６０．４３６０．００７０．００７０．００００．００００．４３６０．４４３０．０００

１３犆．ｓｐ．ｑｄ ０．３２２０．３２２０．３３３０．４８３０．３１５０．３１５０．３１５０．３１５０．４８３０．４８２０．３１５０．３１５

１４犆犲狋狉犪狉犻犪狅犱狅狀狋犲犾犾犪ｃｏｕｎｔｒｙＦｉｎｌａｎｄ ０．７３００．７３００．７４８０．７７６０．７０３０．７０３０．７０９０．７０９０．７７６０．７８３０．７０９０．７０９ ０．７４１

４　讨论

４．１　形态学

从形态学上观察，此藻种为单细胞生长，并不像

一般的角毛藻那样连成长链，如扭 链 角 毛 藻

（犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊狋狅狉狋犻狊狊犻犿狌狊）、远距角毛藻（犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊

犱犻狊狋犪狀狊）、短孢角毛藻（犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犫狉犲狏犻狊）等。细胞

较小，只有５～７μｍ，根据Ｒｏｇｅｒｓｏｎ等
［８］对纤细角毛

藻（犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪犮犻犾犻狊）的研究，此藻种与纤细角

毛藻外形相近，光镜下无法区分。Ｒｏｇｅｒｓｏｎ等对纤

细角毛藻的角毛结构进行了分析，其中螺旋状的硅

质骨架和互生的小刺与犆．ｓｐ．ｑｄ相似，但螺旋和小

刺的形状与本种也有差别，从照片可清楚地看到本

种螺旋状的骨架，骨架之间有横隔相连，形成小孔结

构（见图１），从纤细角毛藻的照片可看到小孔结构

呈螺旋状排列，并没有观察到骨架结构（见图１ｈ），

本种的小刺形状短而钝，而纤细角毛藻的尖而长，呈

三角形（见图１ｇ，ｈ）。此外由于文中没有对细胞表

面结构进行描述，无法进行比较，因此无法确定犆．

ｓｐ．ｑｄ是否是纤细角毛藻。

４．２　分子生物学

将犆．ｓｐ．ｑｄ的５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列与从

Ｇｅｎｂａｎｋ获取的所有相关角毛藻的５．８ＳｒＤＮＡ－

ＩＴＳ序列进行比较（见表２），可以发现角毛藻属的

不同种在５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ的总长度、５．８Ｓ的长

度、ＩＴＳ１，ＩＴＳ２的长度等基本性状上都存在差异。

５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ的总长度是６９８～８１０ｂｐ，而本藻

种５．８ＳｒＤＮＡ－ＩＴＳ区比已知角毛藻属的种类更

长，达８３７ｂｐ。５．８Ｓ区域的长度是１５７～１６０ｂｐ，

ＩＴＳ１区域的长度是２８１～３３１ｂｐ，ＩＴＳ２区域的长度

是２６０～３２４ｂｐ，其中犆．ｓｐ．ｑｄ与已知角毛藻种在

ＩＴＳ２区差别最大，比所有角毛藻属内其他种类最长

的ＩＴＳ２区还长３６ｂｐ。这显示此种与角毛藻属内

其他种类有较大差异，并且本种与纤细角毛藻在

ＩＴＳ区 的 差 别 也 比 较 大 （见 表 ２），总 长 度 比

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪犮犻犾犻狊长４６ｂｐ，比犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪

犮犻犾犻狊ｓｔｒａｉｎＵＴＥＸＬＢ２３７５和犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪犮犻犾犻狊

ｓｔｒａｉｎＵＴＥＸＬＢ２６５８长２７ｂｐ，特别在ＩＴＳ２区，比

犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪犮犻犾犻狊长３６ｂｐ，比犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪

犮犻犾犻狊ｓｔｒａｉｎＵＴＥＸＬＢ２３７５和犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪犮犻犾犻狊

ｓｔｒａｉｎＵＴＥＸＬＢ２６５８长４１ｂｐ。通过ＢＬＡＳＴ比对

可知，与本种最接近的是犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪犮犻犾犻狊，相似

度达到９９％，但覆盖度仅为５９％，主要位于５．８Ｓ

区，在ＩＴＳ区相似度不高，证明与纤细角毛藻差别

较大。ＩＴＳ区长度和比对结果表明此种可能是一新

的角毛藻属物种。
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通过三种方法进行系统进化树的构建，分析得

出的结果一致，均显示犆．ｓｐ．ｑｄ比较特殊，不与已

知的角毛藻聚群，在进化的早期就已经独立分支，并

且分支节点的支持率都很高，此结果也支持此藻种

为角毛藻属内一新种。

进一步分析遗传距离分析可知角毛藻属内种间

的遗传距离为０．００７～０．４７６，角毛藻属与同属盒形藻

目的齿状藻属的遗传距离为０．７０３～０．７８３，都大于

０．７，可见不同属间的遗传距离明显大于种间的。同

种不同株间的遗传距离很小，如犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪犮犻犾犻狊

与犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犵狉犪犮犻犾犻狊ｓｔｒａｉｎＵＴＥＸＬＢ２３７５之间的

遗传距离仅为０．０９６。Ａｄａｃｈｉ等
［９］以ｒＤＮＡ，ＩＴＳ区

为分类指标对日本海域犃犾犲狓犪狀犱狉犻狌犿属不同地理株

进行分析，得出日本海域犃犾犲狓犪狀犱狉犻狌犿 属不同种的种

间序列有显著差异，而种内个体间ＩＴＳ区序列差异很

小（＜０．０１）。陈月琴等
［１０］的研究结果指出，亚历山大

藻属不同种的种间序列有显著差异（核苷酸差异大于

０．２０），而种内个体间ＩＴＳ区序列则非常相似（差异仅

为０．０１），表明ＩＴＳ区序列用于亚历山大藻属的分类

鉴定是一个较稳定的指标。张宝玉等［１１］利用ＩＴＳ区

作为属内种间的分类指标鉴定了一株尖刺拟菱形藻。

本实验中犆．ｓｐ．ｑｄ与角毛藻属内其他种类基于ＩＴＳ

序列的遗传距离值为０．３１５～０．４８３，都大于０．３，符

合种间遗传距离的范围，但小于０．７，并未超过属间的

遗传距离。

通过以上形态学和分子生物学分析推测，犆．ｓｐ．ｑｄ

为角毛藻属新种，将其命名为犆犺犪犲狋狅犮犲狉狅狊犫狉犻犮犽犾犲狀犻狊．

５　结论

本实验从海水中分离纯化得到一株未知藻种，

从形态学上鉴定它是角毛藻属的种类，进一步从分

子生物学角度对其进行鉴定，利用１８Ｓ序列和５．８Ｓ

－ＩＴＳ序列分别进行了系统发育树的构建和遗传距

离的分析，显示此藻种为一微型角毛藻新种。
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