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提要   采用分子克隆及序列比对的方法,对五种 /株赤潮原甲藻 18S rRNA基因全长序列进

行扩增、克隆和序列测定,并从 G enB ank上下载 13个原甲藻 18S rRNA基因接近全长的序列,

用 N J法和 ME法构建了原甲藻属的系统树。结果表明, 五种 /株原甲藻 18S rRNA基因扩增

序列长度为 1782) 1783bp, 其中来自南海 (中国海域 )和来自美国海域的两株微小原甲藻

(P rorocentrum m inimum )的序列完全一致;东海的赤潮原甲藻 (P rorocentrum sp1)与具齿原甲藻
(P1dentatum )的序列也完全一致, 与微小原甲藻只有 5个碱基的差异; 而海洋原甲藻

(P1m icans)与微小原甲藻和具齿原甲藻的序列差异较大,分别为 27个和 28个碱基。通过 NJ

法和 ME法构建的系统树基本一致。由系统树可以看到:原甲藻属大致分为两支,本实验的

微藻全部分布在同一支上。18S rRNA基因序列还将有助于有害赤潮藻快速鉴定的特异性分

子探针的研制。
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  原甲藻属 ( Prorocentrum )属于甲藻门 ( D ino-

phyta) ,甲藻纲 ( D inophyceae), 原甲藻亚纲 ( Pro-

rocentrophycidae), 原甲藻目 ( P ro rocentrales) , 原

甲藻科 ( Prorocentraceae)。该属微藻的藻体为单

细胞, 个体小,分布广泛,是太平洋沿岸形成赤潮

的主要藻种 (齐雨藻, 2003)。在中国由原甲藻引

发的赤潮也比较多, 如 2000) 2002年及 2004年

在东海浙江附近海域爆发特大赤潮就是由原甲

藻 (P rorocen trum sp1 )引起的, 面积都达几千平方

公里, 严重破坏了海洋生态环境, 影响了海洋渔

业生产 (王金辉等, 2003)。少数原甲藻种类不仅

可引发赤潮, 而且会产生各种毒素, 如腹泻性贝

毒 ( D iarrhetic she llfish po ison ing, DSP)和西加鱼毒

( C iguater f ish po ison ing, CFP)等 ( M orton, 1994;

Grzebyk et al, 1997; Levasseur et al, 2001)。由于

原甲藻属赤潮生物种多, 且危害较大, 所以关于

原甲藻属微藻的研究越来越多 (张宝玉等, 2004;

顾海峰等, 2004;王朝晖等, 2005)。

核糖体 RNA ( rRNA )基因序列由于在不同生

物之间既有很高的保守性,又存在一定的序列变

异性, 已经成为生物分子鉴定和定量检测中最常

用的分子指标 (张宝玉等, 2004; 门新荣等,

2005)。 18S rRNA基因是唯一具有信息分子和功

能分子两种作用的编码核糖体的基因,为高度重
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复序列,约 800) 10000拷贝, 在细胞内连续排列。

同时 18S rDNA基因序列结构、功能十分保守, 若

它们的序列存在变异就能成为一种稳定的 DNA

标记, 用于鉴别物种。近年来已开展了一些利用

18S rRNA基因在分子水平对赤潮藻的研究 ( Gr-

zebyk et al, 1998; Chen et al, 2002)。

当前国内对原甲藻的研究主要集中在生态

学等方面如生物形态鉴定 (吕颂辉等, 2003)、生

态调查 (辜小莲等, 2002 )、营养生理 (胡晗华等,

2003)、动力学及生态模型的建立等 (谷  颖等,

2002;黄贯虹等, 2002)。在分子生物学方面, 国

外已利用 18S rRNA基因及 28S rRNA基因序列开

展了一些原甲藻物种的分子系统学研究 ( Zardoya

et al, 1995; M cLach lan et al, 1997; Grzebyk et al,

1998) ,初步得出一些物种间的进化关系,但国内

对中国近海微藻种株的研究还较少 (董云伟等,

2004)。

本研究中作者测定了我国近几年来经常在

东海引发特大赤潮的原甲藻 (P rorocentrum sp1 )、
与该藻形态相似的具齿原甲藻 (P 1dentatum )和我

国的两种主要的赤 潮原甲藻微小 原甲藻

(P 1m inimum )及海洋原甲藻 (P 1m icans )的 18S

rRNA基因序列, 与 GenBank数据库中已知种的

序列一起构建系统树, 分析了这些藻的系统进化

关系和遗传差异。研究结果将为特异分子探针

的研制提供参考。

1 材料与方法
111 藻种来源及其培养

Prorocentrum sp1由中国科学院海洋研究所
提供, 2002年 5月 1日应用单细胞挑取法分离自

东海赤潮频发区 ( 123bE, 31bN ); P 1dentatum
( CCMP1517)和 P. m inimum 1由暨南大学提供;

P. m icans1和 P. m inimum 2由美国康涅狄格大学

( ConnecticutU niversity)提供。这五种 /株微藻均

培养于 f /2培养基中,培养温度为 18e ,以日光灯

作为光源, 光照强度为 210 @ 10
5
LE#m- 2# s

- 1
, 光

照周期为 D BL= 12B12。

112 基因组 DNA的提取纯化

采用苟万里等提取 DNA的方法提取基因组

DNA (苟万里等, 2003) (纯化试剂盒购自上海华

舜生物公司 )。

113 PCR反应及产物的纯化

18S rRNA基因扩增引物设计为真核生物通

用, SSU-F: 5cACCTGGTTGATCCTGCCAGT3c和
SSU-R: 5c TCACCTACGGAAACCTTGT3c, 由上海

博亚生物公司合成。 PCR反应体系为 25L :l含有

50ng模板 DNA, 2mmo l/L 的 MgC l2, dNPT 各

012mmo l/L, 正反向引物各 015LL, 1125单位
Ex taq酶 (大连宝生物公司 )和一倍缓冲液。循

环条件为: 94e 预变性 10m in; 接 94e 变性 30 s,

55e 退火 45s, 72e 延伸 90s共 32个循环; 再

72e 延伸 10m in。胶回收纯化产物。

114 扩增产物的克隆、测序

将扩增产物与 pMD18-T载体 (大连宝生物公

司 )连接,转化感受态 E 1coli DHA-5, 用蓝白斑法
挑选阳性克隆, 经质粒酶切鉴定确认后测序 (大

连宝生物公司 )。

115 序列分析

用 C lusta lX1181 ( Thompson et al, 1997)软件

对测得的 5个序列与从数据库下载的原甲藻属

13个 18S rRNA基因序列 (表 1)进行多序列对齐

排列 (M u lt iple A lignment)。用 MEGA 211软件中
的 K imura双参数模型 ( K imura, 1980)计算各序列

间的距离,采用邻接法 ( Ne ighbour-Jo in ing M ethod,

N J) ( Saitou et al, 1987)和最小进化法 ( M in imum

Evo lut ion, ME)构建系统树,用自举检验 [ ( bootstrap

test) Felsenstein, 1985]估计系统树分支节点的置信

度,自举数据集为 1000, 以多甲藻目中 Noctiluca

scintillans(序列号 AF022200)为外类群。

表 1 本研究所用材料的来源及其 18S rRNA基因序列在基因库中的注册号码 (标* 者为本实验所测序列 )

T ab1 1 Spec ies and or ig ins o f theProrocen trum in th is study and 18S rRNA gene access ion numbers( those w ith

asterisks w ere sequenced in our experim ent)

    种 (株 )名     来   源 注  册  号

Prorocentrum sp1 East Ch ina Sea AY803743*

P1den tatum ( CCMP1517 ) South Pacific, nea r South Am er ica AY803742*

P1m in imum 1 South China Sea AY803740*
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续表

    种 (株 )名     来   源 注  册  号

P1m in imum 2 Am er ican coast AY803741*

P1m icans1 Am er ican coast AY803739*

P1m in imum 4( P rMu2) Korean coasts AY421791

P1m in imum 5 Unknown( NORWAY? ) A J415520

P1m icans2 Unknown ( NORWAY? ) A J415519

P1m icans3( LB 113614) Cambr idge algae collec tion M14649

P1panamensis( PPAN06) Contado ra Island, Pananm a Y16233

P1arenar ium ( PMAYDI) M ayotte Island, S1W1 Indian Ocean Y16234

P1emarg inatum ( PREU2) RÜunion Is land, S1W1 Indian Ocean Y16239

P1m in imum 3( Pm S1) F renchM ed iterranean coast Y16238

P1concavum ( PPAN04) Gulf o f P anam a, Pacific coast Y16237

P1maculosum ( PPAN20) Contado ra Island, Pananm a Y16236

P1lim a(# 151) Japan, Pacific coast Y16235

P1mex icanum ( PMOO04) F rench Po lynesia, Pac ific Ocean Y16232

P1gracile( CCMP765) Cape O tway, V icto riaAustralia AY443019

2 结果与分析
211 DNA的提取和 PCR扩增

五种 /株原甲藻总 DNA提取后电泳结果如

图 1 (上 ), 提取后的 DNA分子量大小均一, 而且

经过 PCR扩增检验, 说明提取的 DNA质量较好。

对 18S rDNA基因片段的扩增后电泳如图 1(下 ),

显示出扩增片段长度约 1700) 1800bp, 而且比较

均一, 与预想的结果一致, 可基本断定其为预想

片断。

212 五种 /株原甲藻 18S rRNA基因序列分析

对扩增片段进行基因克隆、测序。Prorocen-

trum sp1、P 1dentatum、P 1m in imum1、P1m inimum2

四种 /株的序列长度均为 1782bp, P1m icans1序列

长 1783 bp。五个序列共有 30个差异位点, 包括

29个转换 /颠换位点和 1个插入 /缺失位点。

P1m inimum1 与 P 1minimum 2 两株 原 甲藻 的

18S rRNA基因序列完全相同, P rorocentrum sp1
与 P 1dentatum 的 18S rRNA基因序列也完全相

同。P1den ta tum与 P1m inimum有 5个差异位点,

序列同源性为 99172% ; P 1m icans1与 P 1dentatum
及 P1m inimum的差异位点分别为 28个和 27个,

序列同源性分别为 98143% 和 98149%。说明
P1denta tum与 P1m inimum系统进化距离很近, 而

与 P1m icans稍远一些。

图 1 五种 /株原甲藻 DNA提取 (上 )及 PCR扩增目的

片段 (下 )的电泳。M为 DNA分子标记 DL2000, 1) 5

泳道分别为 Prorocentrum sp1、P1dentatum、

P1m inimum 1、P1m inim um 2、P1m icans1

F ig11 E lectropho res is of genom ic DNA and amp lified

18S rRNA gene in 15 species/strains of P rorocentrum1M is

DNA markerDL2000. 1) 5 lanes areProrocentrum sp1, P. dent-

atum, P. m inimum 1, P. m inimum 2, and P. micans1, respectively
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213 系统学分析

由于 P. m inimum 1、P. m inimum 2和 P. m ini-

mum 序列完全相同, 因此以 P. m inimum 1为代

表;同样因 P rorocentrum sp.与 P. dentatum 序列完

全相同,故以 P 1dentatum 为代表。在 15种 /株原

甲藻排列过的序列中, 1766个位点中有 313个位

点是变异位点 (图 2), 占总位点的 17172%。由
K imura双参数模型计算得到遗传距离, 最大为

011148,平均为 010528。通过 N J法和 ME法构建

的系统树如图 3和图 4。由图 3、图 4可以看出,同

一种的不同株系首先聚在一起,说明种间距离大于

种内个体间的距离。N J法和 ME法构建的系统树

除 P 1emarginatum的位置不确定外,其他种的进化

关系完全一致,而且大部分的节点自检支持率也比

较高。原甲藻属可大致分为两大支, 底栖生活

( benthic )的 P 1arenarium、P. lima、P. maculosum、

P. concavum 聚为一支, 而浮游和底栖-浮游生活

( p lank tonic and bentho-p lanktonic ) 的 P1m icans、

P1gracile、P. mex icanum、P. dentatum、Prorocentrum

sp.、P. m inimum、P. panamensis 聚 为另 一 支

(P. emarg inatum的分类地位有待于进一步研

究 )。本研究中的几种 /株浮游微藻都处在浮游和

底栖-浮游一支中, P1minimum和 P. dentatum 首先

聚在一起,再和 P 1m icans所在的支聚在一起,无论

N J树还是 ME树都有很高的自检支持率, 清楚地

揭示出了它们在属内的分化顺序及遗传距离关系。

图 2 15种 /株原甲藻 18S rRNA基因序列变异位点 (限于篇幅,本图仅显示一部分 )

F ig12 The nuc leo tide va riation sites o f 18S rRNA genes in the 15 spec ies /stra ins ofProrocen trum ( Only

partia l portion was show n duo to space lim ita tion)

注:上面的数字为差异位点的位置序号、点表示与第一个序列在此位点碱基相同
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图 3 由 N J法构建的系统树, N1 scintillans为外类群

F ig1 3 Phy logene tic tree o f 18S rRNA gene sequences

construc ted in NJ m anne r, N1 scintillans was used

as outg roup m ember

图 4 由 ME法构建的系统进化树, N1scintillans为外类群

F ig1 4 Phylogenetic tree o f 18S rRNA gene sequences

constructed in MP m anner, N1 scintillans was used

as outg roup

3 讨论
通过对五株 P1m inimum 18S rRNA基因序列

比较发现, 来自南海 (中国海域 )、美国海域及韩

国海域的三株 1756bp长的序列完全相同, 而分

离自法国附近海域的一株也仅仅有一个碱基的

差异。这说明 18S rRNA基因序列的高度保守

性;而另外一株与前面几株有四个碱基的差异,

以及三株 P 1micans中 P1m icans1和 P1m icans2与

P1m icans3分别有 19个和 18个碱基的差异,同样

也说明了在高度保守的 18S rRNA基因序列区,

不同种群间也会存在一定的差异。

近几年来频繁在东海海域爆发赤潮的原甲

藻种 P rorocentrum sp1的种名问题近来争论较大,

吕颂辉等通过将其与购自美国国家海洋藻种中

心的 P 1dentatum ( CCMP1517)进行电镜观察对比

认为, 其为 P 1dentatum (吕颂辉等, 2003) ,而陆斗

定等则认为其与 Ste in所描述的具齿原甲藻在形

态尤其是细胞长度上差异太大而把它作为一个

新种, 定名为 P 1donghaiense (陆斗定等, 2003 )。

通过此次实验发现, P rorocentrum sp1与来自美国
国家海洋藻种中心的 P 1dentatum ( CCMP1517)的

18S rRNA基因序列完全相同,由此可大致推断它

们为同一种。至于 Prorocentrum sp1 究竟是
P1donghaiense,还是物种 P1dentatum Ste in随世界

分布海域的不同而形成的东海的一个地理生态

型种群,有待于进一步的研究。

原甲藻各种株间序列遗传距离平均为

010528,最大值达到 011148, 可见 18S rRNA基因

序列用于原甲藻属内遗传进化的研究是较为合

适的。由系统树可以看到, 现有的原甲藻种基本

上存在两个大的分支。分析遗传距离可以看出

两大分支之间的遗传距离较大,如 P 1lima与浮游

和底栖-浮游类群一支中的平均距离为 010912
(不包括 P. emarginatum )。在以前的研究中,

Zardoya等曾对原甲藻 28S rRNA基因的部分序列

进行研究, 发现 P. lima与浮游物种在基因上存在

着明显的不同 ( Zardoya et al, 1995); M cLach lan根据

这些研究结果, 结合形态分类的一些方法, 将以

P. lima为代表的三种底栖原甲藻从其他原甲藻属中

分离出来 (M cLachlan et al, 1997)。Lopez-Rodas用

免疫化学的方法也得出 P. lima等与 P. m inimum、

P. m icans等间关系较远的结论 ( Lopez-Rodas et

al, 1999)。Grzebyk等通过对九种 /株原甲藻的

18S rRNA基因序列及物种的形态特征的分析也

认为, 只底栖生活的原甲藻应该作为一个新属

( Grzebyk et al, 1998)。而本研究作者从更多的序

列信息上支持了将底栖原甲藻从原甲藻属中分

离出来的观点。

由于海洋浮游生物物种繁多, 个体微小, 很

多种间形状相似, 所以对它们的鉴定十分困难,

不利于海洋浮游生物的调查和赤潮发生时赤潮

藻种的定性定量检测。而特异探针可以对其进

行定性定量的检测, 这为浮游生物的检测提供了

一种便捷的方法。 rRNA基因及 ITS区序列已经

成为核酸分子探针很好的靶区域 (M iller et al,

1996; Anderson et al, 1999; Tyrre llet al, 2002)。作

者通过对五种 /株原甲藻 18S rRNA基因序列的

测定, 一方面对其序列进行分析, 探讨了我国近海

常见原甲藻赤潮种间的亲缘关系, 并与 GenBank

中已有信息从更多的序列上构建了原甲藻属的

分子系统进化树, 从中可了解到各个种 /株在属
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内的进化关系及遗传距离,另一方面为特异探针

的研制提供了重要的信息基础。
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CLONING AND SEQUENCES ANALYSIS OF 18S rRNA GENE

OF FIVE PROROCENTRUM SPECIES/STRAINS

WANG Bo, M I T ie-Zhu, LB Song-Hu i, SUN Jun, L I X iu-Q in, ZHEN Yu,

L I Rong-X iu, YU Zh-iGang

(Ocean University of China, Q ingdao, 266003)

( Institu te of H yd rob iology, J inan Univer sity, Guangzhou, 510632)

( Institute of O ceanology, ChineseA cadem y of Sciences, Q ingdao, 266071)

(Shanghai J iaoTong Univer sity, Shangha i, 200030)

Abstract  In recent years, red tide or HAB broke out frequent ly in maritim e China. M ost HAB s w ere

caused by genusP rorocentrum. W e carried out th is mo lecular study a im ing at revea ling the phy logenesis o f

Prorocentrum, and also develop ing a molecu lar detection m ethod to determ ine theHAB causer. U sing gene

clon ing, sequenc ing and mu ltiple alignmen,t w e c loned and sequenced 18S rRNA genes in five species/

stra ins ofP rorocentrum. Th irteen of them can be retrieved in GenBank. A fter tha,t the phy logenet ic trees o f

Prorocentrum were constructed in sty les of N J( ne ighbo r- jo in ing ) and ME ( m in imum evo lution ). The results

demonstrate tha t the 18S rRNA genes of five stra ins are 1782) 1783bp in length. The sequences o fP. m ini-

mum from the South Ch ina Sea and American coastw ere identica,l andP rorocentrum sp. separated from the

East Ch ina Sea had the same 18S rRNA sequences as that of theP. dentatum, wh ich is d ifferent from P. m ini-

mum in 5 nuc leot ide sites. P. m icans had 27 d ifferent nucleo tide sites from that o fP. m inimum and 28 from

that ofP. d entatum.

The phy logenetic trees in N J and ME manners are almost ident ica.l The 18S rRNA sequences of these

Prorocentrum clustered in tw o c lades. One inc ludesP. lima, P. arenarium and others; and they are benthic

type. Another clade conta insP. m inimum, P. panamense and others and they are p lankton ic or ben tho-plank-

tonic type. A ll thosew e sequenced w erew ith in a c lade. Therefore, w e believed that the benthicProrocentrum

species shou ld be singled out from the genusP rorocentrum.

Through the analysis on five stra ins ofP. m inimum and three strains o fP. m icans, w e found that the 18S

rRNA gene sequences among the sam e species are high ly conservative.

Prorocentrum sp., w hich caused largeHAB in the E ast Ch ina Sea these years, has the same 18S rRNA

gene sequence to that ofP. dentatum ( CCMP 1517) and they should belong to the same species.

In sequence alignmen,t species-specific sequences can be found accord ing w hichmo lecu lar probing tech-

n ique cou ld be deve loped, for rap id detection of theHAB species.

K ey words  P rorocentrum, 18S rRNA gene, Phy logenetic analysis


