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摘要: 通过 PCR克隆测序、rDNA序列分析、随机 PCR引物扩增结合 DGGE技术等三个层次的分子分类水平对厦门

海域的典型藻华生物进行分子生物学分析。结果表明,基于 DGGE检测的 18S rDNA序列过于保守,分类的精确度

不高; AP-PCR则是基于基因组的差异进行分析, 结果较为精确和全面; 而 rDNA序列分析相对可靠, 尤其是针对

IT S的长度和全序列分析以及 28S rDNA的 D1、D2区的序列分析, 可以提供更为准确的分类信息, 并可为设计检测

探针提供基础。据此对分离自厦门海域的 3种典型甲藻及其相关藻株建立了系统进化树。针对 23株甲藻 ITS序

列建立的系统进化树显示 Takayama pulchella ( AY 764179) 和 K ar lodinium m icrum 的距离最近, 并能够把 Akash iw o

属、Karenia属、Gy rodinium 属、K ar lodinium 属、Takayama属与 Gymnodinium 属等区分开。用 28S rDNA序列建立的系

统发育树只能把 K arlod inium属、K arenia属和 Takayama属区分开, 但不能很好地把无纹环沟藻与 Akashiwo属和

Gymnodinium 等的藻区分开。
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  由于微型甲藻类藻华生物形态的相似性和复

杂性,使传统分类学研究方法 (如光学显微镜分类

鉴定法 )在实际应用中存在困难, 需花费较多的时

间和精力, 要求鉴定者具有丰富的经验和分类知

识, 且这种方式不适用于超微型藻华生物分类鉴

定; 电子显微镜耗时、昂贵, 难以在基层监测部门

推广应用。分子分类技术的出现, 有望克服有害

藻华生物分类鉴定上的困难
[ 1 ]
。近 20年来, 分子

分类学 (M olecu lar taxonom y)和分子系统学 (M olec-

u lar phy logeny)因 PCR、DNA测序等分子生物学技

术的成熟, 而逐渐成为分类学中又一个有效鉴定

物种的方法
[ 2]
。分子分类法提供了以 DNA序列

变异及差别为基础的客观标准, 可以弥补传统形

态分类遇到外表差异细微的情况时, 依赖主观判

别而存在的不足
[ 3]
。分子分类学标记因其对于细

胞生长具有独特功能而显示出其重要性, 这些标

记在 DNA上的位置会产生不同程度的变异,同时

在演化时以不同的速度累积变异
[ 4]
。传统分类手

段在相当长一段时间内, 对浮游植物尤其是有害

藻华生物分类鉴定方面起到了重要的作用。但传

统的形态学分类手段总是有限的,导致分类模糊、

种类界限不清的情况常常发生。形态相似的物种

并非意味着其遗传起源相同, 形态上存在差异也

并非表明其遗传上没有关系
[ 5]
。所以需要考虑发

展新的分子分类技术去辅助鉴定和区分这些疑似

藻华生物。

1 材料与方法

111 实验使用的藻株及培养方法  实验所用藻株
共 12株 (表 1) ,在 5000 lx光强, LBD = 12B12的光

周期和 22e 的温度下单种培养。培养藻量为 1L @

3,采用 f /2培养基培养。
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表 1 用于实验分析的藻株名称

Tab11 N am es ofm icroalgal species and strains tes ted in th is study

藻株

Sp ecies /S tra ins

分类

Taxonom y

藻株名称缩写

Abbreviat ion ofm icroalgal stra ins

P rorocen trum donghaiense P rorocen trum 11PDDH; 21PDHK

P 1m inimum P rorocen trum 31PMDH; 41PMHK

P. triestinum P rorocen trum 51PTHK

A lexand rium tam aren se A lexand rium 61ATDH 01; 71ATDH 03; 81ATM J01; 91ATM J02; 101ATGX02

A1 catenella A lexand rium 111ACDH 01; 121ACDH 03

A1m inu tum A lexand rium 131AM TW

A. aff ine A lexand rium 141AFGX01

K aren ia brevis Gym nodinium 151KBHK

K 1m ikimotoi Gym nodinium 161KM B J; 171KM HK; 181KM DH

Takayam a pu lchel la Gym nodinium 191TPXM

Akash iw o sangu inea Gym nodinium 201AS /CCM P1740

Gyrod in ium instria tum Gyrod inium 211GIXM

112 DNA提取和 PCR扩增方法  DNA提取条件

和 rDNA的 PCR扩增采用我们以前建立并优化的方

法进行
[ 6]
。进行 DGGE的 PCR扩增时,用真核浮游

植物 18S rDNA的通用引物 (表 2)通过巢式 PCR扩

增出 18S rDNA高变区片段; DGGE的 PCR扩增体

系和 PCR程序参考文献报道的方法进行
[ 7]
。用于

本实验的 PCR引物来自于相关文献 (表 2)。用于

扩增 rDNA引物有 5对 ( ITS 1对、28S rDNA 1对、

18S rDNA 3对 ), 用于 DGGE扩增引物有 SetA、

SetB、SetC共 3组。

表 2 本实验所用的主要引物

Tab12 Prim er sequences u sed in th is s tudy

引物

Prim er

序列 ( 5c端到 3c端 )

Sequence ( 5cto 3c)

靶区域位置

Target region or posit ions

特异性

Specif icity

参考文献

R eferences

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS1-5. 8S-ITS2 Eukaryote [ 8]

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG ITS1-5. 8S-ITS2 Eukaryote [ 8]

LSUD4R a( R) AACCAGCTACTAGRYGGTTCGAT 28S Eukaryote [ 9]

D3Ca ACGAACGATTTGCACGTCAG 28S Eukaryote [ 9]

SetA

E ukA AACCTGGTTGATCCTGCCAGT 1 to 21 Eukaryote [ 10]

EukB TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC 1795 to 1772 Eukaryote [ 11]

Set B

E uk1A CTGGTTGATCCTGCCAG 4 to 20 Eukaryote [ 12]

EukA r CCACTCCTGGTGGTGCCCTTCCG 1146) 1168 Eukaryote [ 13]

Set C

E uk1A CTGGTTGATCCTGCCAG 4 to 20 Eukaryote [ 12]

E uk516 r-GC ACCAGACTTGCCCTCC 563 to 548 Eukaryote [ 14]

GC夹 GCGGGGGCACGGGGGG [ 14]

CGGGGGCACGGGGGG

Prim er1 AAT CTA GAC GTT CTG CGC For AP-PCR Eukaryote [ 15]

Prim er2 ACC GTG AGT GAC TGT CAA CG For AP-PCR Eukaryote [ 16]

Prim er3 CAGCTAGAAGAGACGAATCTCCA For AP-PCR Eukaryote [ 16]

Prim er4 CGC TGG ACT GTG ATG GTG TT For AP-PCR Eukaryote [ 16]

Prim er5 ATG AAT CTG CCA ACA TCG C For AP-PCR Eukaryote [ 16]

113 rDNA序列的克隆、测序及序列分析方法  rDNA

序列克隆、测序按照我们以前建立并优化的方法
[ 6]
。

根据 Adach,i et al1[ 17]
的方法分析各序列结构,用 C lus-t

a lX 1181和 Prmi er511等软件对拼接处理后的序列进



5期 侯建军等:几种典型藻华生物的分子分类学分析 713  

行比较分析。使用 BlastN search (www. ncb.i nlm. nih.

gov)将所测序列与 NCBI数据库中的序列进行比

对
[ 18]

,从而获得目标序列与 Genebank序列的相似性信

息,对序列及其所属藻株进行描述和分类界定,在 Gen-

bank中对得到的序列进行登记注册。

114 系统进化树的构建  用 V ector NTI Su ite9软

件下载和管理相关序列, 并进行初步比对, 再用

C lustal X 1181程序进行多重完全比对,采用邻位连

接法 (N e ighbour-Joining m ethod)构建系统进化树,并

通过自举分析 ( boo tstrap)作置信度检测, 自举数据

集为 1000次;所获得的分支树用 Treev iew11512程

序分析处理
[ 19]
。

115 DGGE电泳方法  DGGE电泳参考文献 [ 11]

报道的方法。DGGE图谱经过软件 Crosschecker 211

数字化处理后可得到条带位置与亮度信息。根据文

献报道的方法将 DGGE指纹图谱中位于相同位置

的条带规定为一个可操作分类学单位 ( OTU, Opera-

tionalT axonom ic Unit)
[ 20]
。

116 AP-PCR指纹图谱分析  AP-PCR实验方法

在 Lopez, et al1 [ 15]
和苟万里等

[ 16 ]
的方法基础上进行

修改和优化 (包括反应体系和 PCR程序 )。选用的

随机扩增引物表 2中的 Prim er1-Prim er5。将 PCR产

物在 115%的琼脂糖凝胶上电泳, 并进行 PCR产物

的指纹图谱分析。

2 结果及分析

211 rDNA和 ITS区序列的结构及同源性分析

分离自厦门海域的典型赤潮生物 T1pulchella、
微小原甲藻、无纹环沟藻三株藻的 18S、28S rDNA、

518S rDNA及转录间隔区 ITS序列在 G eneBank中

的登记注册号 (表 3)。序列结构分析显示其覆盖了

SSU rDNA基因的 3c端绝大部分序列甚至全长、ITS1

区、518S rDNA、ITS2区域全序列以及 LSU rDNA基

因的部分序列。各序列区域大小 (表 3)。

表 3 厦门海域三种典型甲藻 rDNA和转录间隔区序列号及序列大小

Tab13 Th e reg istered numbers and length of rDNA and ITS of 3 representative d inoflagellates in X iam en harbor

藻种 /序列

Species/ sequ ence

18S rRNA

注册号 /序列大小

A ccess ion num ber/ length

ITS

注册号 /大小 ITS1

Accession numb er / length
518S ITS2

28S rRNA

注册号 /大小

A ccession num ber/ length

T1pu lchella AY800130 /1799bp AY764179 /211bp 159bp 217bp AY764178 /697 bp

无纹环沟藻 DQ084522 /1800bp DQ084523 /234bp 158bp 211bp DQ084521 /889bp

微小原甲藻 DQ028763 /1796bp DQ054538 /205bp 158bp 189bp DQ054539 /871bp

  注: AY764179和 AY764178两条序列已先由国家海洋局第三研究所顾海峰博士登记

Note: AY764179 and AY764178 had been reg istered by D r1H a ifeng Gu in the Th ird In stitu te ofO ceanology, S tate Ocean icA dm in istration, Ch in a

  T1pulchella ( TPXM ) 18S rRNA序列在 Genebank

中与 Karlodinium m icrum ( AY245692 )以及几株

Gymnod inium galatheanum ( AF272045-272050)等裸

甲藻种类的同源性均达到 98%, 而 ITS序列与基因

库中 编 号 为 DQ459434 的 Karlodinium m icrum

(NM B jah047)同源性为 ( 92% ), Gaps占 ( 1% ), 与其

他株差异更大。T1pulchella大亚基 D1-D2区序列长

度为 721bp, 与基因库中同种相似株同源性大于

99%,以上从分子分类方面证实我们分离得到的这

株藻是 T1pulchella。微小原甲藻 PMDH 01的 ITS和

28SrRNA序列与基因库中同种序列的同源性高达

99%,证实我们分离到的藻为微小原甲藻。无纹环

沟藻 G IXM 01的 ITS与基因库中来自中国深圳海域

的 4株同种藻同源性高达 99%, 也证实我们分离得

到的是无纹环沟藻。其 28S rRNA序列与基因库中

的 Gymnod inium sp1( AY916549)、Gy rodinium unca te-

num ( AY916541)、Gymnodinium sp1 ( U94907 )的同

源性分别为 100%、100%、99% , 提示用 G IXM 01的

28S rRNA的此段序列不足以区分其他种类。

212 系统进化树分析
对分离自厦门海域的三种典型甲藻及相关藻株

建立了系统进化树 (图 1)。针对 23株甲藻 ITS序

列建立的系统进化树显示, T1pu lchella ( AY764179)

和Karlodinium m icrum这个种的距离最近,形成一棵

子树; 同时和 Karenia 及 Gymnod inium 的两株藻

AF318225、AF318247也有较近的亲缘关系, 组成了

一个簇。利用 ITS构建的 P rorocentrum 的 5种藻株

也形成了一簇。目标生物微小原甲藻 ( DQ054538)

和东海原甲藻的亲缘关系很近。厦门海域的无纹环

沟藻 GIXM 01 ( DQ084523)和分离自深圳海域的另

一株 Gyrod inium ( AJ534386)共同构成了进化树的

一支。用大亚基构建的系统进化树显示, Takayama

的三种藻株形成亲缘关系很近的一支, 并与 Karlo-

dinium的两株藻 DQ114467、U 92257及 G. gala thea-
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num ( AF200675)构成距离较近的簇, 与 Karenia属

的两个种 AY355459、U 92249距离也较近。目标

生物无纹环沟藻 ( DQ 084521)距离 Gymnod inium和

Akashiw o属相对较近。同样, 采用大亚基构建的

P rorocentrum 的 7种藻株也形成了亲缘关系很近的

一个簇, 目标生物微小原甲藻和基因库中一株

P rorocentrum balticum ( AF042816 ) 的亲 缘关 系

极近。

图 1 用邻位连接法建立基于 rDNA序列的系统发育树

F ig11 N eighbor-Join ing m ethod con sen sus tree resolved from rDNA nucleotid e sequence( Numbers next to bran ch ing poin ts ind icate numb er

of 1000 b ootstrap s)

213 基于 PCR产物分析的 DGGE电泳结果

为了分析方便,可将 DGGE指纹图谱中位于相同

位置的条带视为一个可操作的分类学单位 ( OTU )

(图 2)。为了衡量电泳系统的可靠性,我们在第 1泳

道做了一个混合样品组成的 M arker,其 OTU s总数为

4,在其余泳道均能找到混合样品中每个种类各自所

对应的位置 (图 2)。图中显示, P rorocentrum 的

PMHK、PDDH、PMDH、PDHK、PTHK均占据了图谱中

相同的位置,表明其处于同一个分类单位。同样, A l-

exandruum的 ACDH 01、ACDH 03、ATDH 01、ATDH 03、

ATM J01、ATM J02也占据了图谱中相同的分类单位。

Gymnod inium的 KMHK、KMB J、KBHK则占据同一个

分类学位置, 但米氏凯伦藻 KMDH、T1pulchella
( TPXM )和微小原甲藻 PMDH处于同一位置,表明此
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分类单位不能有效区分这些藻类。无纹环沟藻

GIXM、Akashiw o的 AS ( CCM P1740)、A lexandruum 的

AMTW、AFGX01则处于与其他藻完全不同的分类位

置,表明 DGGE指纹图谱也能区分这些藻种。

图 2 不同甲藻的 DGGE指纹图谱

F ig12 DGGE fingerprin ts of d ifferent d inoflagellate sp ecies

图中的 M为混合对照 (M group in Fig12 w as con trol group ofm ixed algae sam p le) ; 11PMHK; 21PDDH; 31KM HK; 41KM BJ; 51KBHK; 61TPXM;

71KM DH; 81PM DH; 91G IXM; 101AFGX01; 111ACDH01; 121ACDH03; 131ATDH 01; 141ATDH 03; 151ATM J01; 161ATM J02; 171AM TW; 181AS

( CCM P1740) ; 191PDHK; 201PTHK;各藻株的缩写详见表 1 (Abb rev iations of m icroalgal strains w ere shown as Tab11)

214 AP-PCR指纹图谱比较分析
平行样品的预实验显示电泳体系有较好的重现

性和可靠性 (图 3A)。在所选用的 5条随机引物中,

引物 4产生了相对丰富的指纹图谱。由图 3可见,

链状亚历山大藻 ACDH 01、ACDH 03的指纹特征相

似, ATDH 01、ATDH 03、ATGX02的指纹特征也基本

相同, ACDH、ATDH系列之间指纹存在一定的差异;

塔玛亚历山大藻 ATM J01、ATM J02指纹也相同, 与

ATDH有一定的差异。压力山大藻属内种间的 AF-

GX01、AMTW、ATDH、ACDH指纹图谱都存在差别。

对于 P rorocentrum, 微小原甲藻 PMDH、PMHK指纹

图谱一致,而东海原甲藻 PDDH和 PDHK却存在差

异, PTHK的指纹特征与其他的 Prorocentrum都不一

样。对 于 Gymnod inium、无 纹 环 沟 藻 GIXM、

T1pulchella ( TPXM )、Akashiw o的 AS ( CCMP1740)

以及 Karenia的 KBHK、KMDH均表现出不同的指纹

特征, Karenia的 KM BJ和 KMHK的指纹特征却十分

一致。结果显示, AP-PCR指纹图谱能十分清楚地

区分不同的亚历山大藻、原甲藻和裸甲藻,甚至能区

分亲缘关系十分相似的 ATDH 和 ACDH 株以及同

种的不同细胞株系如 ATDH、ATM J和 PDDH、

PDHK,表明这些藻在全基因组序列上存在不同,它

们之间显示出遗传差异。

3 讨  论

311 基于 rDNA序列分析和 PCR产物分析的分子

分类特点

rRNA及相关基因广泛适用于生物进化和生物

分子标记等领域。其具备如下优点: 1)在生物细胞

中大量存在,对蛋白质合成必需, 其生物合成量正比

于细胞生长速度; 2)这些基因容易分离和鉴定;

3)在初级结构和次级结构中同时具备高度保守区

和可变区域; 4)目前已建立了大量 rRNA基因序列

数据库,这对基因序列的比较分析十分有用; 5 )与

已发现的其他基因不会表现出水平基因转移
[ 17, 21]

。

在藻类中, 18S和 28S rRNA编码区的序列比较分析

已用于分类学和系统发生等方面的研究, 为设计

PCR引物或探针提供特异性强的序列,区别分类物

种之间的亲缘关系如属、种或地理株系等问题
[ 21]
。

核糖体 18S rRNA和 28S rRNA基因转录间隔区 ITS

是国际上公认的生物各类群属下种间水平比较研究

的一个很好的分子指标,已经在动物、被子植物直至

绿藻等方面得到广泛的应用
[ 17, 21]

。本研究对 3株

分离自厦门海域的典型赤潮生物 T1pulchella、微小
原甲藻和无纹环沟藻进行 PCR、克隆和测序, 将这

些测序结果在基因库中 BLAST分析,结果表明 ITS

序列和 28S (尤其是 D1、D2区,无纹环沟藻除外 )能
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帮助确定这三种藻的分类地位。

聚类和系统进化分析显示,用 ITS序列建立的

系统发育树不能将 Karlodinium 属和 Takayama属

分开。分析 ITS序列的碱基数量, T1pulchella与
K 1m icrum最为接近, ITS1、518S、ITS2分别为 212、

159和 216;裸甲藻科其他种类这三个区域的碱基

数存在较大差异
[ 22]

, 证明 ITS长度在分类上可作

为有用的种类标志
[ 23]
。以 ITS序列构建系统发育

树大致能够把 Akashiw o属、Karenia属、Gyrodinium

属、Karlodinium 属和 Takayama属与 Gymnodinium

属区分开来, 多甲藻的种类则和 Gymnodinium sp1
混在一起, Gymnodinium属有的种类没有能都有效

地聚合在一起。原因可能是裸甲藻缺少有效分类

依据, 有待我们发现并进一步地细分它们, 这点因

最近根据 Takayama属 S形的顶沟把其从裸甲藻

属中分离出来而得到验证
[ 24 ]
。用大亚基序列建立

的系统发育树可把 Karlod inium 属和 Takayama属

区分开
[ 24]
。与 28S序列相比, ITS序列进化速度

更快, 并可经常用来在属和种的水平上作进化分

析
[ 25]

, 并成功地区分亚历山大属和斯氏藻属下的

各个种
[ 17]
。本研究中, 用大亚基构建的进化树就

不能很好地把无纹环沟藻的区分开, 基因库中无

纹环沟藻的 28S rDNA序列数据也比较有限。用

ITS和 28S rDNA构建的系统进化树都能使 P roro-

centrum的种类很好地聚合在一起, 并能与其他属

的藻类分开。

图 3 不同甲藻的 AP-PCR指纹图谱

Fig13 AP-PCR f ingerprin t patterns of d ifferen t d inoflagellate species

A为 AP-PCR对照重复组 (A w as th e control group of redupl icateAP-PCR ) ; 1, 2为 ACDH 01; 3, 4为 ACDH 03; 5, 6为 ATDH01; 7, 8为 ATDH 03; 9, 10

为 ATM J01; 11, 12为 ATM J02。 B为 21种藻的 AP-PCR指纹图谱 ( B was AP-PCR fingerp rint pattern s of 21 d inoflagellate species) ; 11ACDH 01;

21ACDH03; 31ATDH 01; 41ATDH 03; 51ATGX02; 61ATM J01; 71ATM J02; 81GIXM; 91PM DH; 101KM DH; 111AFGX01; 121AS ( CCM P1740 ) ; 131TPXM;

141KBHK; 151AMTW; 161KM BJ; 171KMHK; 181PDDH; 191PDHK; 201PMHK; 211PTHK; 221AFGX01; 231TPXM; 241KBHK。M 为 M ark er;株名缩写

  见表 1 (M w as m arker, abb reviat ions ofm icroalgal strains w ere shown as Tab11)
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312 DGGE在藻华生物检测和分类上的应用
PCR-DGGE技术最早是用于 DNA突变检测的

一种电泳技术。 1993年该方法首次应用于微生物

生态学的研究
[ 26]

,目前已广泛应用于微生物多样性

检测、微生物鉴定、微生物分子变异以及种群异化等

方面的研究。 S ig ler, et al1 [ 20]
将 DGGE指纹图谱中

位于相同位置的条带规定为一个可操作分类学单位

( OTU )。我们采用基于 18S rRNA可变区 PCR引物

扩增产物进行 DGGE后可以有效区分和识别一些

特定的藻类, 如无纹环沟藻 GIXM, Akashiw o的 AS

( CCM P1740) , 亚历山大藻的 AMTW, AFGX01。但

其分辨的精度仍然存在一定的问题, 不能准确地区

分 T1pulchella TPXM、米氏凯伦藻 KMDH和微小原

甲藻 PMDH,也不能对亲缘关系较近的种类如塔玛

亚历山大藻和链状亚历山大藻进行区分。此种情况

除了与 PCR所选用的引物有关外,也与方法本身有

一定关系。DGGE存在如下一些缺点: 1)不能够确

定代表性条带的绝对量; 2)相对于全序列克隆测序

而言, 此方法得到的单基因 (序列长度为 200)
700bp左右 )序列信息比较有限,难以进行精确的系

统发生关系分析
[ 11, 20 ]

。尽管 DGGE方法在藻类分

类鉴定方面存在缺点, 但其在微型浮游植物群落遗

传结构研究中仍然是一种快速有效的技术方法,可

以得到较为全面的群落组成信息
[ 26]
。

313 AP-PCR指纹图谱技术在藻华生物检测和分
类上的应用

由 AP-PCR反应产生的指纹图谱多态性可用来

鉴别亲缘关系很近个体间的差异。AP-PCR指纹图

谱相当复杂,包含着丰富的分类信息,且这些信息容

易获得,成本不高。因此 AP-PCR在分类比较中分

辨率很高,甚至在系统发生分析和群体生物学研究

中, AP-PCR方法产生的多态性指纹图谱可辅助形

态学特征加以分析。一般用随机引物在低严格度条

件下进行 cDNA第一和第二条链的合成来建立

RNA群体的指纹图谱,再用 PCR扩增富集产物,这

样 RNA的需要量少, 不受少量基因组 DNA污染的

影响, 可从任何样品组成中获得 10) 20个清晰可见

的 PCR产物条带,而且是可重复的图谱, 可检测各

种情形下 RNA群体间的差异
[ 27]
。

AP-PCR在藻类分类鉴定的应用尚不多见。目

前已有的工作如苟万里等
[ 16]
对几种角毛藻亲缘关

系进行了分子生物学分析, AP-PCR结果显示, 实验

所用的 3种角毛藻在全基因组序列上明显不同,表

明这些亲缘关系很近的角毛藻之间存在遗传差异。

AP-PCR指纹图谱可以清楚地区分本实验中不同的

亚历山大藻、原甲藻和裸甲藻,也能区分亲缘关系十

分相似的 ATDH和 ACDH 细胞株以及同种而地理

株系不同的 ATDH 与 ATM J、PDDH 与 PDHK, 表明

这些藻在全基因组序列上可能存在不同。本文的这

些工作证明了上述藻在整个基因组序列上的差异

性, 从而为寻找种特异性的遗传标记提供参考依据;

这些信息能为研制快速检测这些藻的专一性核酸分

子探针提供基础
[ 1]
。

分子分类是传统形态学分类的重要补充, 能纠

正传统形态分类对某些微型浮游植物分类的不一致

和混乱。米氏凯伦藻 (Karen ia m ik imotoi)最初形态

学分类属于裸甲藻属 (Gymnodinium ) , 命名为米氏

裸甲藻 (Gymnodinium m ikimotoi ), 后来通过分子遗

传学分类分析,则将其归为凯伦藻属 (Karenia)
[ 28]
。

类似的情况还有 T1pulchella、红色裸甲藻等裸甲藻
以及角毛藻等

[ 16, 22, 24]
。在最近的相关工作方面, 有

研究也用基于 28S rDNA序列的鞘藻目系统发育分

析, 再次从分子水平上印证了其在整个绿藻中为单

系起源的类型
[ 29 ]
。总之,分子分类可以弥补传统形

态分类的不足,帮助克服传统分类方法的困难,二者

在分类学上具有相辅相成的关系。
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Abstract:W ith rapid econom ic development and increas ing po llution, som e Chinese coastalwaters have become eutroph ic,

wh ich has resulted in a h igh frequency of harm ful algalbloom s1R apid and unequivocal identificat ion of harm ful species has

become a focal po int of recent tox ic algal research1A t present, morpholog ical criteria are the prmi ary m eans to ident ify and

class ify harm fu l algae, but it is often difficult to distinguish morpho log ically-smi ilar species and differentiate non- toxic from

tox ic algae1Som e new molecular taxonomy m ethods and related technolog iesmust be developed and applied to different iate

non-tox ic from tox ic algae and to mon itor the developm ent o f algal bloom s in coastal waters1Application of the ribosom al

DNA ( rDNA ) sequences to identification and classificat ion harm ful algalbloom species are mi portant com plem ents for the

traditionally morpholog ical ident ification, and can give us m ore exact taxonom ic informations and valuable results

som etmi es1M oreover, analys is of phylogenies and relationships among harm ful algal bloom species using sequences of the

rDNA can provide a bas is on molecu lar probes design and can detect target algae quant itatively and rapidly1M olecular tax-

onom y has proved particularly useful to separate closely related species and has be ing the most common focuses on phyto-

planktonic ecology1 In the present study, the gene fragm ents of 18S, 28S rDNA and ITS ( Internal transcribed spacer) o f

several representative harm ful a lgal b loom species from X iam en harbor w ere amplified by polym erase chain react ion and

cloned, and then their sequencesw ere mensurated and ana lyzed by software1The variable reg ions o f18S rDNA w ere am pl-i

f ied by specific prmi er PCR and then analyzed by denaturing grad ient gel electrophores is1The genom ic d ifferences o f these

harm ful algal bloom speciesw ere analyzed by A P-PCR1The different levels of molecular taxonom y were described by the

above-mentioned m ethods, which w ere used to analyze the mo lecular taxonomy relationships in these harm fu l a lgal bloom

species from X iam en harbor1T he resultswere as follow s: 18S rDNA, detected by denaturing grad ient gel electrophoresisw as

too conservat ive and its precis ion to mo lecular taxonomy was not preferable1M olecular taxonom ic method w ith AP-PCR

based on the analysis of genom ic differences was m ore accurate and integrated than DGGE1T he analysis of rDNA se-

quences, especially the length and who le sequences ana lysis o f IT S and variable dom ains D 1 and D 2 ( about 721 bp) in

28S rDNA, could be more reliable and could prov ide more exact taxonom ic informat ions than other methods1These taxo-

nom ic informations cou ld offer a base and elem ents for the des ign ofm olecular probe which could detect, identify and clas-

sify these harm ful alga l bloom species1Tw o phylogenetic trees were constructed us ing ITS and part ia l 28S rDNA of three

representative harm fu l algal b loom spec ies isolated from X iamen harbor and its correlat ive species1Phylogenet ic tree con-

structed using IT S sequence of 23 species showed thatTakayama pulchella (AY764179) was closely related toK arlod ini-

um m icrum, and these genuses ofAkashiw o, K arenia, Gyrod inium ,K arlod inium andTakayam a could also be separated from

Gymnod inium genus approx mi ately1Phylogenet ic tree constructed us ing 28S rDNA ( partial LSU, D1 and D 2 reg ion) se-

quence o f 21 species could separateKarlodinium andKarenia from Takayama, but could not separateGyrodinium instria-

tum from Akashiw o and Gymnodinium species clearly1

K ey words:H arm ful algal bloom species; M olecular taxonom y; rDNA ( ribosom al DNA ); DGGE ( denaturing gradient gel

electrophores is) ; AP-PCR ( arbitrarily prmi ed PCR )


