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摘要 本研究采用 �� � 及序列测定的方法
,

对我 国淡水铜绿微囊藻有毒株 �� ��� �� 和另一

低毒的种类惠氏微囊藻 �� ��  !
�� � � � � �一� �� 基 因间隔区进行了序列的测定和分析

,

结果表

明
� �� �� ��  一��  基因间隔区可以作为一个精细且稳定的指标

,

用 于微囊藻的分类和鉴定
。

并从分子水平提出了铜绿微囊藻与惠氏微囊藻在种系发生 � 有较近缘的关系
。

本文首次对微

囊藻属 赫��
口
即��  � ���� � 基 因间隔区全序列作了报道

,

为微囊藻属的鉴定及系 统学研究提供

了分子基础
。

关键词 铜绿微囊藻 ���
� � �
妙
� �� � �  �

蚁动
� � 。
�

,

惠 氏微囊藻 �械
〔二� ‘、

,
� �行 、飞

,

�� � �占�伙��

�� � �
,

基因间隔区
,

序列分析

微囊藻属 ��� ��
� �� 、�� �是全球淡水水体广泛分布的一种

“

水华
”

藻类
,

并有不少种类或

株系可产生毒素
,

有毒株产生的毒素被称为微囊藻毒素 �� �� �� 
� ��� �

,

� � � ��� 〔’
,

�〕
,

为一

种促肝癌剂 �� 
,

对鱼类等其它动物有毒害作用
,

而且通过食物链的传递危害人类健康 �� 
。

近年来
,

随着内陆水体富营养化 的加剧
,

有毒藻类水华分布范围及 出现频率明显增加
,

严

重影响了人 民生活和生态景观
。

有毒微囊藻的研究 已引起人们的高度注意
。

有毒与无毒微囊藻有时形态非常相似
,

而且
,

藻体的形态特征常常随着生长环境及生

长阶段的不同而改变 �� 
,

实验室培养种与野生种存在差异
,

常规的分类鉴定很难 区分
。

但

它们在形成
“

水华
”

或不形成
“

水华
”

所造成的危害性差异很大
。

目前
,

以基 因序列为基础

的分 子鉴定 和分类 已 在蓝细菌 中得到广泛 的应用
,

其 中最 常用的分 子指标是 大分 子

�� � � �如 �� � � � � � �及其基 因
,

微囊藻属不同种及不 同株系的 �� � �� � � 及其基 因的全

序列 已陆续被测出 �� 
。

分析结果表明
,

�� � �� �  及其基因用于种以上水平鉴别是一个很

好的指标
,

但用于种间或种内不同株系
,

其结构则过于保守而不能使用
。

相对来说
,

大分

子 � � �  即 �� � � � � � 和 � � � � � � � 基因之间的间隔序列 ��
� �� �� � � �� � ��� � �

掩� �
� � �是一

个特殊的区域
,

具有较高的突变速率
,

可用于亲缘关系较密切的某些藻类和细菌的分类鉴

�
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定 �� �
。

本研究以 � � � � � � � 和 � � � � � � � 基 因之间的间隔序列为分子标记
,

对我国淡水铜绿

微囊 藻有毒株 ���� � �� 和另一低毒 的种类惠氏微囊藻 �� � � � �
��〕� � ���

一�� �基 因间隔区

进行研究
,

从分子水平揭示该藻有毒和无毒株遗传差异及二者之间的关系
,

为进一步开展

专一性核酸分子探针的研制提供资料
。

� 材料与方法

�
�

� 材料

本研究所用的藻种为铜绿微囊藻有毒株 ��� ��
� �� �� �� 。�� �� �

。口�。 � �� ��  
,

采 自中国

武汉东湖
,

和惠 氏微囊 藻无 毒株 �低毒性
,

��’ ,’� 口即、�� � �� �� �� �� �� � ��  !
,

采 自中国科学

院水生生物研究所关桥实验站鱼池
。

二种微囊藻 由中国科学院水生生物研究所藻类研究

室藻种库提供
。

藻种保存于水生生物研究所藻种室
。

�
�

� � � � 的制备及
� � � �  ! � 区的 �� � 扩增反应

� � � 的制备 取 � �一 �� �协�培养液于 �
�

�� � 的离心管中
,

���� � � � �� 离心 �� ��
,

弃上

清
,

加人 � � 卜�提取缓冲液 ���,� � � �
,

�� � � � �� � �  �� �
,

�� �
�

�
,

��
���

� �� � �  ! �一� ��
,

� �  
�

�
,

�� � � �� � � �� � �
� 采 用本实验室研 制的 � �� 纯化系统直接从提 取缓冲液 中获取微量

� � � 用 于 �� � 扩 增
,

�� � 扩 增 反 应 条 件 等 见 文 〔��
。

�� � 引 物 为
�

� ��
�
�

’

�凌� � 〕� � �〔� � � �  !汇�� � � � �� � �
’ ,

�� �
� �

’

�� � � � � � � � � � � �� � �〔丁〔万� �
’ ,

分别

对应于 �� � �� � � �
’

末端和 � ��
�� � � �

’

末端区域 �图 ��
。

� �� 为微囊藻属的专一性引

物
,

而 ��� 为蓝绿藻的通用引物
,

于中国科学院上海生物化学研究所合成
� 扩增完成后

,

�� � 产物用 乙醇沉淀或 �� � 系统纯化
,

沉淀晾干后加适量 � � 溶解
,

取 �闪于 �� 的琼脂糖

凝胶上电泳检查
,

其余 一 �� ℃保存备用
。

� �� � � �

�� � � � �� �� � �  ! ∀ � � �  

�� �� �� �� � ���� � �
�� �

一� �

图 �

� �
�

� 断�� � ��

引物� �� 和� � �扩增
�� � � � � � 一�� �基因间隔 区示意图

��  !∀ �#∃%∃&!∋∃() (% ∗#+,− .)∋&∗/ &)∃0 1�!0 &∗  & /, o n o
f
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r
D N A I T S 区 P C R 扩增产物的克隆及序列测定

Pc R 扩增产物经 D N A 纯化系统纯化后
,

与质粒载体连接
,

质粒载体为 pT Z1 9
,

按《分

子克隆》[
8]一书操作

。

采用美国 L ife science Sequenas e V ers io n 2
.
0 (U S B )测序试剂盒直

接测定重组质粒的 D N A 序列
。

1

.

4 序列比较分析

按照最大同源性的原则将所测得序列进行排列见 (图 2) 序列
。

序列中引人适 当数量

的空位 (ga p )
,

以便达到最大可能的同源性
。

采用计算机分析软件包 Pc g
ene 6. 0 进行序
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图 3 铜绿微囊藻 (864 1) 与惠氏微囊藻 (57 4) :D N A 基因间隔区序列 比较
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排列 中仅标 明 与顶部不同的核营酸
,

相 同的核背酸以 短线代表
,

*

代表缺失的核昔酸
。
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e n o te

d b y
“
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”

同种不同株系也具有较高的突变速率 (86引 与 782 0 核昔酸差异为 4
.
1%

,

7 8 2 0 序列未列



期 陈月琴等
:
二种淡水微囊藻rD N A 165

一
2 3 5 基因间隔区的序列测定 与分析 45

出)
,

说明了
rD N A 基因间隔区可作为一个精细的分子指标用于微囊藻属种间与种内的分

类鉴定
。

根据序列同源性比较结果 (序列核昔酸相似性大小 )
,

可 以看出
,

铜绿微囊藻与惠

氏微囊藻
,

二者的核昔酸相似性值与铜绿微囊藻种内不 同株系间核昔酸相似性值差异不

大 (前者为 5
.
2%

,

后者 4
.
】% )

。

根据核酸分子进化特点
,

即分类学上亲缘关系较密切的类

群
,

其核昔酸相似性值较大
,

因而可以推断二者在种系发生上有较近缘的关系
,

关于这一

点
,

还需对该属其它种或株系进行系统的研究
,

才能得出更加确切的结论
。

随着研究的深

人
,

r
l ) N A 基 因间隔区将在微囊藻属或蓝藻其它种属的分类和鉴定

,

以及 系统学研究中发

挥重要作用
。

3 结论
rD NA 165 一2 3

5基 因间隔区
,

为突变速率较高的区 域
,

用于亲缘关系十分密切 的类群

的分类和鉴定是很好的分子指标
。

本文首次对微囊藻属 Ml 。。
,1’、ti 、 r

D N A 基 因间隔区全

序列作了报道
,

为进一步开展微囊藻属的分子系统学研究及专一性的核酸分子探针 的研

制奠定了基础
。
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