
 2021年 第2期 海洋开发与管理 69    

小球藻属DNA条形码的鉴定研究

张稚兰1,邢炳鹏1,2

(1.自然资源部第三海洋研究所 厦门 361005;2.自然资源部北部湾滨海湿地生态系统野外科学观测研究站 北海 536015)

收稿日期:2020-03-23;修订日期:2021-01-08

基金项目:自然资源部第三海洋研究所基本科研业务费专项资金资助项目(海三科2015012、海三科2019015).

作者简介:张稚兰,助理研究员,硕士,研究方向为海洋生物多样性

通信作者:邢炳鹏,助理研究员,硕士,研究方向为海洋生物多样性

摘要:为探讨小球藻鉴定的新方法以及评估小球藻属 DNA 条形码候选序列的鉴定作用,文章对

20株小球藻的线粒体基因细胞色素C氧化酶亚基Ⅰ(COI)、核基因组rDNA的内转录间隔区

(ITS)以及核酮糖1,5-二磷酸羧化酶(rbcL)3个片段进行PCR扩增测序,并对各序列进行生物信

息学分析。研究结果表明:COI、ITS和rbcL序列在20株小球藻中的扩增和测序效率均呈阳性,

扩增成功率分别为76%、83%和70%;经评估,COI、ITS和rbcL序列作为DNA条形码在小球藻

分类鉴定中均不适合较低的分类单位,但可参考动植物的分类方法,将多个片段组合应用,从而筛

选不同进化级别的DNA条形码。
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Abstract:Toevaluatethevalidation of DNA barcodingcandidatesequenceinidentifying
Chlorella,todiscussthenewwaysofidentifying,thispapertook20individualssampledforanaly-

sis,3sequencescytochromecoxidaseⅠ(COI),internaltranscribedspacer(ITS)andribulose-1,

5-bisphosphateofcarboxylase(rbcL)wereamplifiedandsequenced.Thesesequenceswereana-

lyzedbybioinformaticsmethods.Theresultshowedbothamplifyingandsequencingeffectsof

COI,ITSandrbcLtowardsthesampleofchlorellawerepositive,theamplificationsuccessrate

was76%,83%and70%,these3sequenceswerenotsuitableforlowertaxalevel.Inthefuturethe

combinationofmanysegmentscouldbeconsideredandtested,topickoutthedifferentevolution-

arylevelsofDNAbarcoding.

Keywords:Chlorella,DNAbarcoding,Identification,Species,Gene



70   海洋开发与管理 2021年 

0 引言

小球藻(Chlorella)是球形单细胞真核微藻,隶

属绿藻门(Chlorophyta),是地球上最早出现的生命

之一。目前已发现的小球藻有十数种,变种达数百

种,生态分布广泛。小球藻生长速度快且光合效率

高,既可以光能自养,又可以使用有机碳源异养生

长和繁殖,有很高的营养价值,其油脂还可转化为

生物柴油,在医药、化工、食品和生物能源等领域有

广阔的应用前景[1-3]。

关于小球藻的分类,已有的方法侧重于形态结

构特征、生理生化特征、超微结构以及细胞壁成分

等指标[4-5],这些指标均是小球藻鉴定的重要依据,

但易受环境影响。小球藻体积小、变种多且形态特

征简单,分属于共球藻纲(Trebouxiophyceae)和绿

藻纲(Chlorophyceae)[4],类群之间的分类特征交叉

重叠且界限模糊不清,大大增加小球藻鉴定的难

度,甚至可能导致出现错误的鉴定结果。根据对小

球藻属基因组成的研究,其属内成员GC含量值的

分布范围很广,几乎涵盖整个真核生物的GC图谱,

表明目前对小球藻的分类并不能代表自然界的真

实情况[4],因此准确对小球藻进行分类鉴定目前仍

是难题。

DNA条形码技术直接利用生物的DNA信息

作为分类鉴定的方法,具有独特的优势,为小球藻

的鉴定拓宽道路。DNA条形码的概念于2003年被

首次提出[6],此后相关研究快速发展,并成为生物分

类的研究热点。DNA条形码是利用1段标准的短

序列进行物种鉴定的技术[6],不受个体形态和生长

阶段的影响,具有操作简单、鉴定周期短、可重复性

强以及可高效和准确地鉴定单个物种、辨别相近物

种和发现隐形种等优点。目前在藻类分子分类研

究中,学者已陆续将10余种基因序列作为藻类的候

选DNA条形码并在不同类群中应用,但尚未取得

统一的藻类条形码标准片段[7-12],研究的基因主要

包 括 COI、ITS、UPA (23S)、rbcL、LSU (28S

rDNA)、SSU(18SrDNA)、tufA(elongationfactor

Tugene)。其中,COI和ITS由于具有较高的进化

速率,常 被 用 于 近 缘 群 体 或 物 种 的 鉴 定[13];

Rubisco酶在光合作用和光呼吸过程中发挥重要

作用[14],其大亚基基因rbcL在物种之间的保守性

强,因此成为分子系统学研究中被广泛使用的标

准片段之一[15]。

本研究尝试将COI、ITS和rbcL基因作为小球

藻DNA条形码的候选序列,评估3条DNA条形码

候选序列在小球藻属中的鉴定能力,以期为深入研

究小球藻条形码和选择标准条形码提供理论和数

据支持。

1 材料与方法

1.1 材料

本研究选取的所有藻种均购置于中国科学院淡

水藻种库,共有20株小球藻样品。培养基为BG-11,

培养温度为25℃,光照照度为4500lx,光暗比为

12h∶12h。小球藻株系来源如表1所示。

表1 小球藻样品的名称和来源

名称 来源

Chlorellaluteorividis 捷克布拉格大学

Chlorellaprotothecoides 捷克布拉格大学

Chlorellasacchrarophila 捷克布拉格大学

Chlorellapyrenoidosa 美国

Chlorellavulgaris 福建省水产研究所

Chlorellaellipsoidea 从Tris缓冲液中分离

Chlorellaregularisvar.minima 与美国德州大学交换

Chlorellasp. 云南西双版纳

Chlorellapyrenoidosa 中国科学院水生生物研究所

Chlorellaprotothecoides 捷克布拉格大学

Chlorella64.01sp. 波多黎各

Chlorellasorokiniana 与美国德州大学交换

Chlorellasp. 长江三峡袁水河

Chlorellasp. 内蒙古

Chlorellapyrenoidosa 湖北黄石卫校

Chlorellavulgaris 湖南盖阳

Chlorellaellipsoidea 胡征宇

Chlorellavulgaris 东湖

Chlorellasp. 郑州

Chlorellapyrenoidosa 关桥鱼塘

1.2 样品DNA提取以及PCR扩增和测序

离心采集对数期藻液,使用天根生化科技(北
京)有限公司的植物基因组DNA提取试剂盒,提取
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基因组总DNA。PCR反应的总体积为25mm3,其

中包括2×TaqPlusPCR Mix12.5mm3、引物

(0.01mmol/dm3)各1mm3、DNA模板2mm3以

及超纯水8.5mm3。PCR扩增的引物序列如表2
所示。

表2 PCR扩增的引物序列

引物名称 序列(5’-3’)

COI-F ATGTTGACTCGTTGGTTTTATT

COI-R CAGAATAAGTGTTGGTAAAGAAT

ITS-F TTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAG

ITS-R TTAAGTTCAGCGGGTAGTCTTGCC

rbcL-F ATGKCTCCACAAACTGAAACTAR

rbcL-R TTAAAGAGTATCGATWGTTTCGAA

COI基因PCR循环参数设定为95℃,3min;

30个循环包括:95℃、0.5min,50℃、1min,74℃、

1.5min,74℃、7min。ITS基因PCR循环参数设

定为94℃,5min;30个 循 环 包 括:94℃、1min,

50℃、1min,72℃、1.5min,72℃、8min。rbcL基

因PCR循环参数设定为94℃,5min;30个循环包

括:94℃、1min,53℃、1min,72℃、1min,72℃、

10min。PCR产物经1%琼脂糖电泳检测后送至生

工生物工程(上海)股份有限公司测序。

利用Sequencher软件拼接样品的双向测序结

果,经人工校对确定无误后提交至 GenBank数据

库。利用ClustalX2.0软件进行多序列比对并查

错。利用MEGA7.0软件对DNA序列特征进行分

析,包括序列长度、GC含量、多态位点和简约信息

位点等参数。采用最大似然法进行序列饱和性检

验,使用DAMBE软件建立碱基替换饱和曲线[16]。

利用Kimura-2-parameter(K2P)[17]模型计算种内

和种间的遗传距离。将实验所得数据信息与Gen-

Bank中的数据进行比对,采用邻接法构建不同序列

的小球藻系统发育树。采用自举检验法检验邻接

法分支树的可信度,各分支经1000次重复抽样检

验得到支持率。以计算机Perl语言统计各序列种

内和种间遗传距离的分布频度,评估3条DNA条

形码候选序列的间隔(barcodinggap)。

2 结果分析

2.1 COI、ITS和rbcL的序列结构特征

3条DNA条形码候选序列在20株小球藻中的

扩增均呈阳性,扩增成功率分别为76%、83%和

70%。各条候选 DNA 条形码的序列特征如表3
所示。

表3 3个基因片段的序列特征

基因

名称

序列长

度/bp

保守

位点

变异位点

(占比/%)

简约信息位点

(占比/%)

GC含

量/%

COI 694~713 531 181(25.4) 110(15.4) 37.0

ITS 671~738 291 475(60.6) 286(36.3) 55.4

rbcL 1428 1250 178(12.5) 108(7.6) 40.5

各序列长度的范围为671~1428bp,其中ITS
的变化范围最大(671~738bp)。实验所得的ITS
序列包含完整的ITS1、5.8SrDNA和ITS2,20条

ITS的序列长度并不一致,其中5.8SrDNA最为保

守(159bp),而ITS1和ITS2出现一定的变化。3条

序列的 GC含量也不同,其中ITS最高(55.4%),

COI最低(37.0%)。

3条DNA条形码候选序列的遗传差异是通过

p 距离和简约信息位点占比(PI%)计算的,其中

COI、ITS和rbcL 的平均 p 距 离 分 别 是0.057、

0.220和0.033,而其PI%值分别为15.4%、36.3%
和7.6%。其中ITS的平均p 距离和PI%值最高,

表明ITS在3条DNA条形码候选序列中的遗传变

异度最高。

2.2 碱基替换饱和性

COI、ITS和rbcL的碱基替换饱和性曲线如图

1所示。

由图1可以看出:COI和rbcL的转换值略高于

颠换值,而ITS的颠换值高于转换值;ITS转换曲线

已进入平稳期,表明小球藻的ITS序列的转换已达

到饱和;与之相比,COI和rbcL的转换曲线和颠换

曲线均为线性关系,表明这2个序列之间的替换尚

未达到饱和,更适合用于系统树的构建。

2.3 COI、ITS和rbcL的barcodinggap
标准DNA条形码的种间遗传变异应显著大于

种内遗传变异,并形成1个间隔区即 barcoding
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图1 3个基因的碱基替换饱和性曲线

gap[18-19],因此种内变异应集中分布于barcoding

gap图中数值较小的一侧,而数值较大的一侧应集

中显示种间变异[20]。小球藻的3条DNA条码候选

序列的barcodinggap如图2所示。

由图2可以看出,COI、ITS和rbcL的种内变

异和种间变异存在不同程度的重叠。其中:COI的

种内变异超过种间变异,因此不利于小球藻的分类

鉴定;而ITS和rbcL的种内变异和种间变异虽有

一定的重叠,但仍存在间隔区,且相比之下rbcL的

间隔区更大,因此有利于小球藻的分类鉴定。

2.4 COI、ITS和rbcL的系统发育

在目前对3个候选序列分别进行的系统发育分

图2 不同序列的种间变异和种内变异分布

析中,各分支内的聚类情况都是无序的,与各自的

形态学分类地位不符。在形态学分类上,同种的小

球藻没有被完全聚为同一类,而不同种的小球藻又

没有被分开,与传统分类学存在较大差异。由于

3个候选片段都不能完全区分所有的小球藻种类,

可能其并不适合较低的分类单位。

基于COI、ITS和rbcL的小球藻NJ系统树如

图3所示,其中▲标记的为GenBank中的数据。

3 讨论

理想的DNA 条形码序列应具有易于高效扩

增、种间差异显著和种内变异较小等特点[21]。根据

对小球藻不同序列的分析结果,3条候选DNA条形

码序列均不适合单独完成对小球藻到种水平的鉴

定,但其各具特点。Hebert等[22]对动物界中除刺

胞动物门外的所有动物门进行COI基因研究,发现
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COI基因的长度较短、易于扩增且变异率适度,适

合作为物种DNA条形码。COI基因是目前公认的

动物DNA条形码基因,其有效性在对软体动物、鸟

类[23-26]和鳞翅目昆虫[27]等的研究中得到验证。多

名学者和国际机构分别对陆生植物DNA条形码进

行研究,发现COI基因不仅进化速率低,而且基因

含量和结构改变很大,因此其作为植物DNA条形

图3 基于COI、ITS和rbcL的小球藻NJ系统树

码并不合适[21,28-30]。在藻类DNA条形码研究中,

COI基因在硅藻、甲藻、褐藻和红藻研究中都得到

成功应用[8,31-33];但COI基因在绿藻中不能设计出

有效的引物,因此不适合作为绿藻的条形码[34]。本

研究的分析结果也表明COI序列不适合作为小球

藻DNA条形码,其原因可能有2点:①缺乏数据,

图3 基于COI、ITS和rbcL的小球藻NJ系统树(续)

即GenBank数据库中缺乏本研究实验所采用藻种

的COI基因序列;②在形态分类时,由于样本缺少

明确的形态特征或形态指标不适合作为种的分类

标准,导致分类出现偏差[35]。

ITS序列是核糖体rRNA基因的转录间隔区,

包含ITS1、5.8SrDNA和ITS2,其中ITS1和ITS2
的进化速率较快,而5.8SrDNA最为保守。较高的

变异度使ITS在区分物种方面的能力较强,其在一

些原生生物[10]、真菌[11-12]、藻类[13,36-37]、植物[38-39]

和动物[40]的分类鉴定中得到成功应用,而本研究基

于ITS基因构建的系统树无法将所有种类的小球

藻完全分开。Muller等[41]对29株普通小球藻的

ITS序 列 长 度 和 基 因 扩 增 片 段 长 度 的 多 态 性

(AFLP)进行分析,提出有些已由传统分类方法确

定的普通小球藻并不属于此分类;Huss等[4]基于小

球藻的生化和分子信息,认为蛋白核小球藻和普通

小球藻同种异名,因此在系统树中表现为ITS长度

相同的普通小球藻和蛋白核小球藻被聚在同一个

分枝中。而在依赖小球藻类18SrRNA基因构建的

系统发育树中,Chlorellasaccharophila、Chlorella
ellipsoidea、Chlorellaluteoviridis和Chlorellamirab-
ilis各自以很高的自展值聚在一起[4],与本研究实验
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根据ITS基因序列构建的系统发育树的结果类似,

表明这些小球藻具有很近的亲缘关系。在本研究

实验中,ITS的遗传距离(p 距离)和PI%值均比

COI和rbcL高很多,表明其具有较高的变异度,而

碱基替换饱和性分析也证明ITS具有很高的变异

度,这可能导致ITS序列不适合单独用于小球藻的

系统发育分析。

rbcL基因全长约1.4kb,能提供较多的分子信

息,在光合作用和光呼吸中占据重要地位。受到功

能的限制,rbcL的进化速率较慢,因此更适合较高

分类阶元的研究[42-44]。本研究实验中rbcL基因的

遗传距离(p 距离)和PI%值在3个条形码候选片

段中均最低,表明其较为保守。但rbcL的引物通用

性强且序列易比对,可参考将其与多个片段组合,

以提 升 物 种 鉴 定 的 正 确 率[43-45]。Friedl[46]基 于

18SrDNA序列的分析以及 Huss等[4]对生物化学、

生理学、超微结构和18SrDNA的研究,均将小球藻

类群划分为2个不同的纲,即绿藻纲(Chlorophyceae)

和共球藻纲(Trebouxiophyceae),其中 Huss等[4]又

将共球藻纲中的小球藻分为2个类群。本研究实验

根据rbcL基因所构建的系统发育树与 Huss等[4]

的分类相似,即类群Ⅰ中的Chlorellavulgaris 和

Chlorellaprotothecoides 聚在一起,而类群Ⅱ中的

Chlorellaellipsoidea 和Chlorellasacchrarophila
分布在外围;但又与 Huss等[4]的分类略有差别,如

属于类群Ⅱ的1株Chlorellaellipsoidea 和Chlo-
rellaluteorividis与类群Ⅰ聚在一起,而这与孙雪

等[2]的研究结果类似。出现这种情况的原因可能为

实验所采用的藻株不同、数据库中的信息错误、样

品DNA污染和分类命名错误等,导致分析结果的

可信度降低或找不到可参考的数据[7]。

随着时代的发展,小球藻属的成员不断变化,

而目前对于藻类DNA条形码的研究还不成熟,小

球藻DNA条形码尚没有统一的标准基因片段。但

可参考动植物的分类方法,将多个片段组合应用,

以筛选不同进化级别的DNA条形码[7]。随着小球

藻类不同DNA片段信息的不断丰富、规范化和规

模化以及DNA条形码技术的不断成熟,DNA条形

码将在小球藻分类鉴定中得到更广泛的应用。
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