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Phaeocystis globosa 与 Phaeocystis antarctica 叶绿体 psbA 基因

的比较
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摘要：测定了 2 株球形棕囊藻 Phaeocystis globosa P1、P2 的 psbA 基因序列，发现得到的 2 个序列

完全相同。以 P2 序列对比分析了 P. globosa 和 P. antarctica 的 psbA 基因在 DNA 序列、氨基酸

序列和 RNA 二级结构上的差异性，发现 2 种棕囊藻 psbA 基因 DNA 序列和氨基酸序列非常保

守，无插入 / 缺失，其核苷酸和氨基酸变异率分别为 1. 88%和 1. 13%。与核基因核苷酸的碱基

替换不同，psbA 基因核苷酸的碱基替换主要发生在密码子的第 1 位上，且不引起氨基酸的变

化，引起氨基酸变化的碱基替换都发生在密码子的第 2 位和第 3 位上。在 RNA 二级结构上两

序列的 1 ～ 4 茎环结构完全相同，表现出明显的棕囊藻属的特异性，其它结构区域差异较大，种

间差异表现明显。由于 psbA 基因 DNA 序列和氨基酸序列非常保守，可能不适宜棕囊藻属的系

统发育分析。但其 RNA 二级结构可能对于棕囊藻的分子分类有一定的参考价值。
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棕囊藻 ( Phaeocystis )隶属定鞭金藻纲 (Prymnesiop-
hyte 或 Haptophytes)，能爆发性增殖形成赤潮 , 对海洋

水产业、海洋生态环境和自然景观造成严重的破坏。

1997 年 10 月至 1998 年 2 月中国东南沿海首次爆发大

规模棕囊藻赤潮；1999 年 7 月在饶平、南澳等海域再

次爆发棕囊藻赤潮 [1 ～4 ]。近年来棕囊藻爆发赤潮的频

率有加快的趋势，仅在 2003 年的 8 月、12 月就相继在

饶平和珠海发生 2 次赤潮，给我国沿海养殖业造成严

重的危害。

棕囊藻由于具有复杂的异型生活史，且形体微

小、地理差异显著，缺少可靠而有效的鉴别特征，种类

鉴定困难。目前，把棕囊藻分为 6 类： Phaeocystis

pouchetii、P. globosa、P. antarctica、P. cordata、P. scro-

biculata、P. jahnii [5 ]，并且新的命名还在不断出现。由

于棕囊藻分类的混乱，严重影响了信息和情报交流，

给赤潮的预测和相关研究带来了困难。

分子生物学技术的发展，使 DNA 分子成为区分

不同物种类群的有效手段。目前应用棕囊藻分子分类

的 DNA 序列有 ITS、18S rRNA、28S rRNA、5. 8S rRNA、

rbcL、psbB 等，但都不是很理想。目前，对 psbA 基因的

研究较少，Hwan 等 [6 ]曾在 psbA 基因的系统发育研究

中对 P. antarctica 有过研究，但有关 P. globosa psbA
基因的研究还未见报道，国内对 psbA 基因的研究也

主要在高等生物上 [7 ～ 9 ]。psbA 基因是编码 psⅡ光反应

中心 D1( 32ku) 蛋白的基因，D1 蛋白是质体醌结合蛋

白，能作为 psⅡ第 2 个稳定的电子受体参与光诱导

的电子传递。

作者报道了 2 株 P. globosa P1、P2 的 psbA 基因

序列，并将其与 P. antarctica 的 psbA 基因序列进行了

比较 , 以期能够为棕囊藻的分子分类研究提供一定的

理论依据。
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1 材料与方法

1. 1 藻种来源

2 株球形棕囊藻 P1、P2 藻种由香港大学生物多

样性系藻种室提供，采自香港将军澳水域的不同点。

1. 2 DNA 的提取

取少量藻液加入 300µL CTAB 和 1% 的蛋白酶

K，40 ～ 50℃水浴 3 h，加入等体积的氯仿与异戊醇

( 24：1) 抽提 2 次，在上清液中加入 5µL 的玻璃粉，静

置 15 ～ 30 min， 加 3 倍 体 积 的 Ultra-SepTMBinding
Buffer (Ultra-Sep Gel Extraction Kit-Omega)， 摇 均 放 置

15 ～ 30 min，10 000 r / min 离心 3 min 沉淀 DNA，沉淀用

DNA Wash Buffer (Ultra-Sep Gel Extraction Kit-Omega )

500µL 冲洗 2 次，室温晾干，加 40µL 1 × AE 溶解 1 h
以上，离心去沉淀，DNA - 20℃保存，备用。

1. 3 psbA 基因的扩增

PCR 扩增的引物为 psbA1：5' - cacttcaactgagaaca-
gactatacatcggttgg - 3' ; psbA843 5' - cgaccttgagaatcaa-
caacagactggttg - 3' 。 PCR 反 应 在 UNO Ⅱ Biometra
(Biometra 德国 ) 仪上进行，20µL 反应体积中含 10 ×
Ex Taq Buffer (Takara ) 2. 0µL，dNTP(Takara ) 1. 5µL，引

物为 0. 8µmol / L，DMSO 1. 5µL，Ex Taq polymerase
(Takara ) 0. 4U，1µL 模板 DNA，其余用灭菌水补足。反

应条件为：95℃变性 4 min；然后 95℃ 30 s，58℃ 45 s，

72℃ 1 min 29 个循环，72℃延伸 10 min。PCR 扩增产物

用 1%的琼脂糖凝胶电泳，EB 染色，在 2F - 90 型暗箱

式紫外透射仪下检测。

1. 4 序列测定

以 PCR 产物直接测序，序列测序引物为 psbA1 和

psbA843。序列测定在上海博亚公司 PE ABI PRISM 377
DNA 自动测序仪上进行。

1. 5 数据分析

用 Clustal X 软件对 DNA 序列进行排列，将获得

的序列用 DNAstar 软件包处理。

2 结果与讨论

2. 1 psbA 基因比较

2. 1. 1 DNA 序列比较

本实验测得 2 株球形棕囊藻 P1、P2 的 psbA 基因

序列，由于用的是 PCR 产物直接测序的方法，得到的

2 个序列长度有所差异，但从获得的序列来看，2 个序

列完全相同，无任何碱基替换，其中 P1 序列 702 bp ，

P2 序列 796 bp，这说明同为香港海域不同地理环境中

分离出的 2 株球形棕囊藻 P1、P2 的 psbA 基因序列非

常保守，由此，作者主要以 P2 的序列进行分析。

将 P2 的序列输入 GenBank 中，BLAST 检索后，获

得 同 源 性 最 高 的 P. antarctica psbA 基 因 序 列

(AY119756)，把它们的序列用 Clustal X 软件比对后得

到 796 bp 的有效可比序列，其结果如图 1。由图可知，

2 种棕囊藻 psbA 基因序列间无插入 / 缺失；P2 与 P.
antarctica 的序列差异不明显，其核苷酸差异数为 14，

核苷酸差异率为 1. 88%，其中 8 个位点为转换 (C - T
转换 5 个，A - G 转换 3 个 )，6 个位点为颠换 (A - T 颠

换 4 个，G - T 颠换 1 个，A - C 颠换 1 个 )。
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图 2 P2 与 P. antarctica psbA 基因扩增片段编码的肽链氨基酸序列比对

Fig . 2 Alignment of amino acid sequence coded by the amplified psbA gene fragment of P2 and P. antarctica
“*”表示两序列氨基酸相同 ;“ .”表示有差异 ;“：”表示有较大差异

“*”indicate amino acid indentity ,“ .”indicate difference and“：”indicate bigger difference

应用 DNAstar 软件包，分别统计两序列的碱基，

结果显示，P2 的碱基含量为：A(180) 22. 6%、C( 192)
24. 2%、G (162) 20. 4%、T( 261) 32. 8%，A + T 含量为

55. 4%，C + G 含量为 44. 6%；P. antarctica 的碱基含

量为：A(180) 22. 6%、C( 190) 23. 9%、G(160) 20. 1%、T
( 265) 33. 3%，A + T 含量为 55. 9%，C + G 含量为

44. 1%。从 2 株棕囊藻的碱基含量可知，其 A 的含量

相同都为 ( 180) 22. 6%，并且两者 A + T 含量与 C + G
含量差异不大，但 A、T 含量都明显高于 G、C 含量，有

大量实验证明线粒体中基因碱基 A、T 含量高于 G、C

含量 [10 ～11 ]，本实验显示叶绿体中 psbA 基因的碱基含

量也具有类似的特点，是否非核基因组 DNA 都具有

这样的特性还需进一步的研究证明。

2. 1. 2 氨基酸序列比较

通过 DNAstar 的开放阅读框 (ORF) 分析，发现所

测序列只有一个 ORF，从序列位点 2 起始密码子 ATG
开始，选用标准密码子表，将两者 psbA 基因 DNA 序列

翻译为氨基酸序列，并将其用 Clustal X 比对，其结果

见图 2。

图 1 P2 与 P. antarctica psbA 基因序列对比

Fig . 1 psbA gene sequences alignment of P2 and P. antarctica
“*”表示两序列碱基相同，空格表示有差异

“*”indicate nucleotide indentity and spaces indicate difference



研究报告 R"#$R%&

Marine Sciences /Vol . 29,No . 1 / 2005 27

从肽链氨基酸序列比对结果可以看出，P2 与 P.
antarctica (AAM62064) 的 265 个氨基酸序列中只有 3
个发生了变化，其氨基酸变异率为 1. 13%，在 14 个碱

基替换中，有 9 个碱基替换发生在密码子的第 1 位

上，且其编码氨基酸大部分为非极性氨基酸，但这些

氨基酸并没有因密码子的改变而改变，这与蟹 COI 基

因序列替换位点发生在密码子第 3 位上的报道不同，

在引起两者氨基酸改变的 3 个氨基酸序列位点中，其

碱基替换主要发生在密码子的第 2 位和第 3 位上，其

中氨基酸序列位点 80 是密码子第 3 位上的 G 替换成

了 T，导致其氨基酸也由 G 变成了 V，位点 81 是密码

子的第 2 位 (C - T) 与第 3 位 (A - T) 碱基共同改变引

起的，而位点 124 的碱基替换发生在密码子的第 2 位

上 (A - G)，而且位点 80(G - V)和位点 81(H - F)都是

极性氨基酸和非极性氨基酸之间的转换，其变异较

大，很可能对 P2 与 P. antarctica D1 蛋白结构有较大

的影响，而位点 124( I - V) 是非极性氨基酸之间的变

化，它们的不同可能对 D1 蛋白的结构差异影响相对

较少。

由以上分析可以看出，D1 蛋白的氨基酸序列比

DNA 序列更加保守，这也进一步证明了功能基因序列

保守性在其进化上的重要性，同时，也可以看出，棕囊

藻 psbA 基因因其 DNA 序列和氨基酸序列非常保守，

不太适合用于种间及种内的系统发育分析，难以将 P.
globosa、P. antarctica 等很好地区分开来，Hwan 等 [6 ] 对

P. antarctica 序列的测定也只是用于属上水平的系统

发育分析。

2. 2 棕囊藻 psbA 基因 RNA 二级结构的分析

应用 DNAstar 软件包，将获得的基因序列折叠成

RNA 二级结构，发现 2 株球形棕囊藻 P1、P2 的 RNA 二

级结构也完全相同，P2 和 P. antarctica 的结构如图 3。

由图 3 可知，P2 ( P. globosa ) 与 P. antarctica 的

1 ～ 4 茎环结构完全相同。从 GenBank 中选取了与棕囊

藻亲源关系最近且同源性仅次于 P. antarctica 的同

属定鞭金藻纲的等鞭金藻属的 Emiliania huxleyi 和

Isochrysis sp . SAG 927 - 2 进行 RNA 二级结构的分析，

发现它们的 1 ～ 4 茎环结构也完全相同，与棕囊藻的

结构也非常类似，惟一不同的是他们在 2 茎环结构和

3 茎环结构之间靠近 2 处多了一个茎环。结果表明，

1 ～ 4 茎环结构可能是棕囊藻属 RNA 二级结构中共有

的结构，具有属的特异性，与亲源关系最近的等鞭金

图 3 P2 和 P. antarctica psbA 基因 RNA 二级结构

Fig . 3 The RNA secondary structure of P2 and P. antarctica psbA gene
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藻属也表现出一定的差异。因此，1 ～ 4 茎环结构可能

可作为棕囊藻属分子鉴定的探针设计区域，在分子分

类中也有较好的参考价值。

从 5 茎环结构区开始，两者出现了明显的差异，这

也显示了不同种、不同地理环境下的棕囊藻，其 RNA
二级结构也表现出明显的差异性，这与王见杨 [13 ]、Iri-
na [14 ]等报道的其他生物具有类似的结果。P. antarctica
的 5 茎环结构开始变得复杂，由一个茎环折叠成了 4
个，而 P2 则较简单；但是 P2 从 9 茎环结构开始变得

复杂，由一个茎环分支成一个复杂的茎环网 ( 10 - 24
茎环结构 )，而 P. antarctica 则分支成 4 个独立的茎环

结构环。棕囊藻 psbA 基因在 DNA 序列和氨基酸序列

上的保守性，在 RNA 二级结构上也表现明显，差异性

也有很好的反映，因此，RNA 二级结构在棕囊藻的分

子分类上，具有一定的参考意义。

相对于 DNA 序列和氨基酸序列，RNA 二级结构

含有更多的生物结构信息，并且与蛋白基因的表达有

着密切的联系，柳维波 [15 ]等对比分析了 7 种不同抗冷

性植物 GPAT 酶基因序列的 mRNA 二级结构，发现对

蛋白质分子空间构象有重要影响的脯氨酸密码子在

这些对应的 mRNA 二级结构中具有特殊的分布规

律。Billoud 等 [16 ]和 Ouvrard 等 [17 ]结合传统分类学与分

子系统学的研究分别以“molecular morphometrics”和

“morphomolecular”的术语提出了分子形态的概念。他

们利用结构生物学的研究成果，将核酸和蛋白质分子

高级结构中的某些信息作为“形态”信息来看待，并且

利用传统分类中的方法来进行分析研究 [18 ]。作者对

psbA 基因的 RNA 二级结构进行了分析，利用 Billoud
和 Ouvrard 的分子形态理论为棕囊藻的分子分类提供

了相关的“形态”信息。
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Abstract：In this paper , the psbA gene sequences of P1 and P2 in Phaeocystis globosa were determined . Their DNA
sequences are identical . The psbA gene sequences of p . globosa P2 and P. antarctica were compared in DNA sequence ,
amino acid sequence and RNA secondary structure . The results show that the psbA gene in DNA sequence and amino acid
sequence is conservative . No insertion / deletion was found . The corresponding nucleotide dissimilarity of the two sequences
is only 1. 88% , and the amino acid is 1. 13% . The substitution of base occurs mainly in the first base of codon and these
amino acids encoded by these codons are not change . These base substitutions resulting in amino acids changing occur in the
second and third base of codon . In RNA secondary structure , the 1 ～ 4 structures of stem and hairpin loop are in identity
and generically conservative . Other stems or hairpin loops are obviously different , showing interspecific differences . In
overall , since the DNA sequence and amino acid sequence of psbA gene are extremely conservative , the psbA gene may not
be adaptable to phylogenetic analysis of Phaeocysitis . But the RNA secondary structure may benefit the study on taxonomy of
Phaeocysitis .

(本文编辑：张培新 )

SSttuuddyy oonn ffeeeeddiinngg hhaabbiittss aanndd ffoooodd rreellaattiioonnsshhiipp ooff mmaaiinn eeccoonnoommiicc
iinnvveerrtteebbrraatteess iinn TTaaiiwwaann SSttrraaiitt aanndd iittss aaddjjaacceenntt aarreeaass

HHUUAANNGG MMeeii -- zzhheenn
((FFiisshheerriieess RReesseeaarrcchh IInnssttiittuuttee ooff FFuujjiiaann ,, XXiiaammeenn 336611001122 ,, CChhiinnaa ))

RReecceeiivveedd：：OOcctt ..,, 2266 ,,22000044
KKeeyy wwoorrddss：：TTaaiiwwaann SSttrraaiitt ;; iinnvveerrtteebbrraatteess；；ffeeeeddiinngg hhaabbiitt；；nnuuttrriieenntt lleevveellss；；nniicchhee bbrreeaaddtthh ..

AAbbssttrraacctt：：FFeeeeddiinngg hhaabbiittss aanndd ffoooodd rreellaattiioonnsshhiipp ooff 1144 iinnvveerrtteebbrraatteess wweerree ssttuuddiieedd iinn tthhiiss ppaappeerr .. TThhee rreessuullttss sshhooww tthheeyy
aarree oommnniivvoorroouuss .. IInn tteerrmmss ooff eeccoollooggiiccaall ttyyppee ,, tthheeyy bbeelloonngg ttoo nneekkttoonn ,, nneekkttoonn -- bbeenntthhooss ,, zzooooppllaannkkttoonnss -- bbeenntthhooss ,, bbeenntthhooss ,,
aanndd zzooooppllaannkkttoonnss -- nneekkttoonn .. TThhee nnuuttrriieenntt lleevveellss ooff 1100 ccrruussttaacceeaa aanndd 44 cceepphhaallooppoodd aarree 11 .. 6644 ～～ 22 .. 6600 aanndd 22 .. 0044 ～～ 22 .. 8888 ..
BBeessiiddeess ,, MMeettaappeennaaeeuuss jjooyynneerrii ,, PPaarraappeennaaeeppoossiiss ccoorrnnuuttaa ,, MMeettaappeennaaeeppoossiiss bbaarrbbaattaa ,, aanndd TTrraacchhyyppeennaaeeuuss ccuurrvviirroossttrriiss aarree oomm--
nniivvoorroouuss iinn tthhee sseeccoonndd nnuuttrriittiioonn lleevveell ,, OOtthheerrss aarree ccaarrnniivvoorreess iinn tthhee tthhiirrdd nnuuttrriittiioonn lleevveell .. TThhee ddiieettss aammoonngg 33 ssppeecciieess ooff ccrraabb ,,
44 ssppeecciieess ooff cceepphhaallooppoodd aarree oovveerrllaappppeedd ssiigguuiiffiiccaannttllyy .. MMaaccrruurraa ,, BBrraacchhyyuurraa ,, ffiisshh aanndd GGaassttrrooppooddaa aarree kkeeyy ssppeecciieess iinn tthhee eenn--
eerrggyy ttrraannssffeerr iinn nnuuttrriittiioonn lleevveell ..
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