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1 � 研究背景

1�1 � 水华藻类及其危害
� � 水华藻类包含有原核藻类和真核藻类,广泛存在

于淡水水体和海水中,其中包括形成赤潮的生物和使

湖泊和沼泽发生水华的蓝藻。这些生物产生的毒素

往往是次生代谢产物,种类繁多, 包括肝毒素( Hepa�
totoxins) ,神经毒素( Neurotoxins)和皮炎毒素( Derma�
toxins) ,其中淡水水华产生的最主要的两种毒素为

微囊藻毒素(Microcystin)和节球藻毒素( Nodularins) ,

其毒性作用的位点是抑制蛋白磷酸酶活性[ 1] , 从而

影响细胞功能[ 2, 3] ,因此对公共卫生、人体安全和动

物安全造成了极大的威胁[ 4, 5]。据调查, 生长在蓝

藻水华多发区的人群, 其肝癌的发病率远远高于其

他区域,在巴西由于蓝藻毒素甚至发生过严重的死

亡事件
[ 5]
。因此,有关水华藻类的研究引起了全球

的广泛关注和重视,包括我国在内的各国政府现在

启动了一些重要的研究计划, 用于研究与蓝藻有关

的水体安全,蓝藻产毒机制,蓝藻控制技术和污染水

体修复等项目, 有力地促进了水华藻类的研究工作。

1�2 � 水华藻类鉴定常规方法的局限性
作为水华藻类研究的第一步, 水体中蓝藻的鉴

定和分离一直是研究的一个重点。传统的藻类学鉴

定方法是通过形态学的观察来划分的, 这需要大量

细致的工作,时间要求长。一般的形态学从色素,色

素体,贮藏物质等的差别来辨别不同种的藻类细胞,

这是一件费时费力的事, 而且不同的种属差别很细

微,非长期从事该工作的专业人员难胜任这项工作,

并且藻的形态学观察的结果显示, 环境对藻类的形

态有很大的影响, 鉴定出具体的种存在的困难较多,

如在节旋藻和螺旋藻的分类中, 藻丝体形态多种多

样,随着培养条件的变化而变化, 另外, 要实现传统

方法的鉴定,往往需要分离培养纯的藻株,根据生活

史对其进行鉴定。而有些天然水体中的藻种的纯系

培养不能保证完全可以存活,因此有时也限制了鉴

定的进行。为此需要从分子上找出直接的证据以鉴

别不同的藻类,从而保证结果的可靠性
[ 6, 7]
。

1�3 � 藻类分子鉴定的基本原理 � � � V.

分子生物学方法由于其操作容易和结果直接可

靠被广泛应用在环境微生物群体的测定和鉴别上,
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其工作原理如图 1所示。实际上, 这种方法不单单

适用于水生环境,在许多的研究领域,如土壤、冰、蓝

藻结皮,生物膜甚至于血液中都可以应用。分子生

物学方法应用于生物类别和活性研究之所以应用广

泛而且对于微生物研究具有革命性是因为它可以在

无需培养未知微生物的条件下提供很好的信息, 而

培养未知微生物在常规研究中存在许多问题, 而且

常常有完全不能成功的危险。许多分子方法都涉及

PCR技术。PCR利用引物(核苷酸顺序需要特殊设

计)作为 DNA复制的起点, 如果操作得当, 结果就是

感兴趣核苷酸片断的扩增产物, 通过简单的凝胶电

泳就可分离产物。

选择不同的基因用于扩增取决于需要解决的问

题。在原核生物研究中, 应用于鉴定工作最广泛的

是16SrRNA基因。把复杂环境中的 DNA分离出来,

利用不同的通用引物(如大概定位于基因的保守区)

去扩增混合的16SrRNA已经成为常规的做法[ 6]。在

这个基础平台上,许多有关的工作都可以开展,如利

用足迹法来估计生物的种类, 分析扩增基因的序列,

定量样品中基因的数目等等。随着测序费用的下降

和网上提供的免费生物信息学资源和建树资源的增

多,测序工作变得越来越容易,从而使得分子鉴定被

广泛应用在各个领域,如藻种的鉴定、产毒藻株的鉴

别、水体生物演替等研究方面。现就相关工作介绍

如下。

图 1 � 通用分子鉴定方法流程图

Fig�1 � Common program for the molecular ident ification

2 � 利用 rRNA基因序列鉴定藻类

rRNA存在于所有的细菌中, 功能稳定, 因此常

用于系统发生树的构建, 绝大部分细菌 rRNA 基因

以16S rRNA�23S rRNA�5S rRNA的顺序操纵子的形

式存在于细菌基因组中, 每一种 rRNA 基因被 ITS

( Internally Transcribed spacers)隔开, 16S rRNA和 23S

rRNA之间的 ITS序列长度和组成变化多样, 既可以

只含有 tRNAGlu或 tRNAAla的编码序列, 也可以同时

包含 tRNAGlu和 tRNAAla基因编码序列[ 8]。

5S rRNA一级和二级结构简单, 因此在许多细

菌上率先得以测序, 并建立了 5S rRNA序列的数据

库,但在蓝藻中很少有通过 5S rRNA基因的测序建

立系统进化关系或鉴定藻的种类。随着大量的

DNA测序工作的进行,许多 16S rRNA基因的序列得

以测出,这就能通过选择合适的引物,直接从细菌基

因组中扩增出相应的 rRNA基因序列进行系统发生

关系及分子鉴定的研究。16S rRNA在原核生物中

相对的高保守性和广泛存在性使其成为研究不同原

核生物相互关系的最佳方法,也能利用这个特点做

蓝藻的分子鉴定[ 9, 10]。根据 16S rRNA的特点,已经

有一系列通用引物设计出来用以扩增 16S rRNA基

因片段[ 11] ,但属以下不能用这种方法区分[ 12, 13]。同

时位于 16S rRNA和 23S rRNA 之间的 ITS 区由于其

特点,不但能区分属,而且属以下的类别也能被区分

开来。利用 rRNA基因的特点能对蓝藻从分子水平

上进行较为系统的分类和鉴定研究。

利用 16S rRNA 区分出了波罗的海中节球藻属

( Nodularia)中形态上有差异的两簇( Cluster) , 即: 无

毒性和伪空泡的节球藻和具毒性和伪空泡的节球

藻[ 14]。Moffitt[ 15]等通过比较 21种节球藻 16S rRNA

基因序列, 也得到了相似的结果, 并通过 16S rRNA

基因序列的比较, 设计出了产节球藻毒素的株系的

特异性引物, 从而能通过 PCR扩增区分出产毒藻株

和非产毒的节球藻。在卷曲鱼腥藻( Anabaena circi�
nalis)中的研究也表明利用 16S rRNA 基因测序结果

而生成的进化树也可用来区分产贝毒素和不产贝毒

素两类[ 16] ,以上研究可区分表型明显的属间种, 如

产毒和不产毒的种,从系统进化树上看,在划分到一

组的一些种之间的差别很小,可能不能用这种方法

区分,柱孢藻属( Cylindrospermum)内 7 个藻株的 16S

rRNA基因的序列测定相似形达到了> 99�8% [ 17] ,

对 5个平裂藻(Merismop edia)的 16S rRNA基因测序,

其相似程度在 96% � 97% [ 18]
, 更加说明了这一点。

单纯利用 16S rRNA基因鉴定属内所有种带来难度,

但区分属以上该方法有巨大的优越性。

从鱼腥藻 PCC7120( Anabaena PCC7120)中设计

引物扩增16S rRNA和23S rRNA基因间的 ITS区,得

到了两种形式的 ITS序列,但其中一种似乎是另一

种序列的一部分, 比较这两种序列和已知的 ITS序
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列,推导出了 ITS的保守区和变化区,能利用这来设

计引物或寡核苷酸探针在不同的分类水平上鉴定蓝

藻的种类[ 19] ,该方法已经成功的应用于将微囊藻属

(Microcystis)划分为三个簇,从而更加精细的描述了

属以下的相互关系[ 20] ,也为藻种更细致的分子鉴定

提供了基础。

通过 ropC1基因的扩增和测序也可区分出不同

种,但不能鉴定出不同的株系,从而进一步通过序列

比对建立了一对特异的 PCR引物对, 用该基因建立

的进化树 STRR技术建立起来的进化树相似。

对淡水藻类的 DNA序列知之甚少, 需要对数据

库查找,以找出保守的位点设计引物来开展工作。

可通过对标准培养物的 PCR扩增和测序来作为分

子鉴定的标准, 取自然条件下的水样来扩增, 利用扩

增产物的序列和标准比较就可以了。引物设计在许

多文献中都有提及,可利用已知的引物或利用登陆

的序列再设计引物, 这是比较简单的事。

3 � 利用编码蛋白的基因序列进行的分子鉴定

编码蛋白的基因也可用来构建系统发生树, 但

由于这些基因存在的主要目的是其编码的蛋白质在

生物中所起的生理功能, 因此只要蛋白质的组成, 或

更进一步,蛋白质的保守结构域不发生变化,他们的

就不会被淘汰。由于兼并密码子的存在,可能使这些

功能蛋白的基因核苷酸水平上发生一点变化,也不会

影响到蛋白质的组成和其正常的生理功能,因此即使

是在保守的蛋白质结构域中,核苷酸水平在不同的藻

种中也可能不同。这和 rRNA基因由于在生命活动中

需要的是它们特异的二级结构,因此核苷酸的组成在

特定的区域不发生变化的情况大大不同。因此, 功能

性蛋白的基因能被用于进行更精细的藻种鉴定, 在蓝

藻中已报道的几种用于分子鉴定的蛋白质基因包括

藻蓝蛋白基因, DNA 依赖的 RNA聚合酶基因 ropC1,

和特定毒素合成有关的基因,和异形胞形成有关的基

因。后两种在环境监测中有重要的意义。

3�1 � 藻蓝蛋白(PC)的序列测定

PC是在蓝藻门,红藻门及隐藻门光合系统 �中

天线色素分子之一
[ 21]
。其中蓝藻在淡水藻类中是

最常见的, 蓝藻中整个 PC 操纵子编码两个藻胆色

素亚基�和�(分别定义为 cpcB 和 cpcA )以及 3个连

接多态
[ 22]

, cpcB 和 cpcA 之间的基因间隔区 ( Inter�
genic Spacer, IGS)是一个高变区,可用作蓝藻株系的

鉴定[ 23]。利用 PC的 IGS序列的长度就能准确地预

测来自水样中蓝藻的属, PCR产物的测序能区分不

同的藻种[ 24] ;利用 PC的 IGS 序列能区分开巴西微

囊藻的 15个种
[ 25]

,已报道的一个例外是对 14种澳

大利亚泡沫节球藻的 cpcBA�IGS的测序结果没有差
异,但用 RAPD扩增出现了多态性[ 26]。

3�2 � ropC1基因的序列测定
ropC 1编码RNA聚合酶的 �亚基,在基因组中

以单拷贝的形式存在[ 27] , ropC1被认为是一个更能

体现差异的基因[ 28] , 通过 ropC1基因的扩增和测序

可区分不同的藻, 在利用柱孢藻 ( Cylindrospermopsis

raciborskii )的 ropC1的测序结果的基础上, 设计了一

对柱孢藻专一性引物, 从而能专一性的扩增这种柱

孢藻[ 29]。在卷曲鱼腥藻( Anabaena circinalis )的研究

中也有类似的报道, 而且专一性的扩增可简化为直

接采用水样[ 30]。

3�3 � 毒素合成基因序列用于有毒藻株的鉴别
有关用分子方法鉴定有毒藻类的文章数目在近

年里剧增。在微囊藻毒素合成基因簇发表以前, 虽

然有一些分子起点的鉴定有毒藻类的研究进行, 但

取得的结果不尽理想。最近,随着发表的微囊藻毒

素合成基因 mcy
[ 31, 32]

所提供的专一性目标的出现,

有力地促进这方面的工作。这些序列被全球的研究

者应用于设计和构建基于 PCR 方法的毒素基因检

测。由于 PCR的扩增使得这个方法极其灵敏。随

着测序和毒素合成途径基因的发表, 分子方法会很

快用于这些基因的检测。在这个研究领域,我国的

研究人员开发出一种利用全细胞 PCR技术进行鉴

别有毒微囊藻株系的方法,通过它不但可以快速准

确地对实验室培养物进行鉴别, 而且对自然水体中

的微囊藻进行鉴别[ 33, 34] ,因此对水体的安全评价有

着重要的意义。而在其它有毒藻类研究领域,现在

已经有与节球藻毒素和柱孢藻毒素合成有关的基因

的检测也有报道, 可以预见,相关的分子鉴定会很快

开展起来。

3�4 � 其它蛋白基因序列的测定
以上是几种常用于藻类鉴定中的基因, 它们在

蓝藻中广泛存在, 同时还有一部分基因,如和固氮有

关的基因 nifH
[ 35� 37] , 以及形成伪空泡的基因

gvp
[ 38]

,它们虽然只在一部分蓝藻中存在, 但在实际

研究中如水华形成的机理,水体中毒素的监测中同

样具有重要的意义。

4 � 以 PCR为基础的带型多态性鉴定不同的藻种

4�1 � 利用 PCR产物的酶切多态性进行藻种的鉴定

� � 利用 PCR扩增 rDNA, rDNA�ITS,及 PC�IGS 的序
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列,所得到的序列酶切后检查片段长度的多态性(即

RFLP 技术) ,也可用于藻种的鉴定。但这种检验实

际上也是利用了扩增后的序列差异,只是不需要对

PCR的产物进行测序, 而只需要进行一个或多个酶

切反应,这就会使不同的序列酶切的多态性可能差

别极大,有的序列甚至找不到酶切位点,为藻的分子

鉴定带来困难。

由于 rRNA 基因在生物界广泛存在, 因此可以

利用保守区设计的引物扩增几乎所有原核生物的基

因组产生相应的条带, 甚至能利用起源于细菌的植

物叶绿体中扩增测序的结果推断植物之间的相互关

系。而且由于前面做了相当多的工作, 因此在

GENEBANK中也累积了相当多的序列信息, 使人们

在对序列的处理上更得心应手。PC 等蓝藻特有的

基因只能在蓝藻或蓝藻中特有的种之间利用, 一方

面限制了鉴定的范围但同时也提高了鉴定的准确性

和特异性。

4�2 � 以扩增基因组中未知区产生的带型多态性鉴
定不同的藻种

通过 RAPD 技术, 鉴定出浮游植物 Chattanella

不同种的差别[ 39, 40]。该方法的好处是随机的从全

基因组中扩增部分序列, 不需要设计特异的引物, 可

直接购买公司的引物产品做实验,有多个引物可供

选择; 由于蓝藻中存在长串联重复单位 ( Long

tandemly repeated repet itive, LTRR) 和短的串联重复

单位( Short tandemly repeated repetitive, STRR) , 也可利

用这特点设计和它们结合的引物直接扩增, 建立不

同藻的指纹图谱[ 41] , 以达到分子鉴定的目的。这两

种方法产生的多态性程度较高; 实验中的基因组

DNA只需要少量的就可以了;检测的速度快。可利

用混合的模板扩增, 通过特征带的显示,理论上可知

道用于模板的组成混合物的种或属,这为从水体中

直接取水样检测提供了方便。但随着样本量的增

多,对条带的处理也就越来越复杂。这种方法可以

在前述的测序的基础上进行更加精细的辨别不同的

株系, 而不适合多个属, 多个种的分子鉴定。但

RAPD的重复性不是很好, 可增加样本的量和细致

的标准化操作来解决问题, 也可以回收凝胶上种特

异的带,测定序列,沿着模板方向延长引物的长度来

提高特异性。要通过电泳分离的片段大小鉴定不同

的种或属,需要大量的引物对才能确定,增加了工作

量。如果直接测序, 不如用 rDNA 和藻蓝蛋白基因

直接。同时以 PCR的特异性为基础, 有人研究开展

了DGGE, QPCR, T�RFLP 等鉴定方法, 用于鉴定藻

种,已经取得了许多可喜的成绩。

5 � 展望

Carl Woese利用 rRNA 序列对生物进行分类,引

起了生物系统学研究的一场革命[ 42] , 他把生物界分

为:细菌、真核生物和古细菌 ( Archaea )。他认为

rRNA的核苷酸突变率很慢而且稳定,足以保证这些

基因作为分子钟(Molecular clock)。从那时起, 利用

基因序列去确定、发现和理解进化关系成为普遍现

象。近年来随着基因组计划的发展, 生物信息学的

出现和蓬勃发展, 有力地促进了整个生物学的进步。

生物信息学是利用数学方法研究储存于信息库中的

核苷酸和蛋白质的结构与功能的科学。简单地讲,

就是利用计算机程序去分析核苷酸和蛋白质序列,

从而揭示它们的身份、异同、结构及功能等。比如,

一个未知序列可以被用于 BLAST 分析, 以寻找相同

的或最相配( Best matches)的序列。同时 Blast 也可

用于遗传成分的系统进化以及生物来源的分析。尤

其值得注意的是, 随着生物新技术的发展,原先被认

为是费时费力费钱的测序工作在当前变得费用低廉

和快速容易,为更多的物种基因测序提供了机会,进

而引起生物信息学资源的剧增, 为进一步生物学研

究提供有力的帮助。

就藻类的分子鉴定而言, 随着网上提供的生物

信息学资源和建树资源的增多, 这项工作较以往变

得更加容易和准确。利用不同基因的序列进化研究

结果为藻类的分子鉴定提供了条件, 为将来扩增的

片段进行比对提供了基础。利用序列测定就可以根

据研究对象中一个基因的保守区设计一对引物, 扩

增出一个基因的片段后测序, 根据已知的基因库

( GENEBANK)中的序列, 可大致的划分所研究种的

归属。如最常用的 16S rDNA序列,该序列在原核生

物的核基因组和真核基因的叶绿体基因组中存在广

泛的同源性。其余的基因序列如藻蓝蛋白,只能用

于蓝藻的系统进化或分子鉴定中。

利用 PCR扩增 rDNA, rDNA�ITS, 及 PC�IGS的序
列,所得到的序列酶切后检查片段长度的多态性(即

RFLP技术) ,也可用于藻种的鉴定。但这种检验实

际上也是利用了扩增后的序列差异, 只是不需要对

PCR的产物进行测序, 而只需要进行一个或多个酶

切反应, 这就会使不同的序列酶切的多态性可能差

别极大,有的序列甚至找不到酶切位点,为藻的分子

鉴定带来困难。

另外通过其他的方法也可确定不同的种或属。
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如利用制备的单克隆抗体和藻类表面抗原相结合的

原理, 可鉴别具有特定抗原的表面蛋白。利用电子

显微镜观察藻类细胞的微观结构来鉴定, 但相对而

言,分子鉴定的方法具有快速简便的特点。利用蛋

白质的带也可以鉴定, 利用编码蛋白的基因序列鉴

定藻分子种,利用 PsbA基因及 SSU V4也经常被用

来做系统进化树分析。

总之,分子鉴定方法在国际上已经被广泛地应

用在水华藻类的鉴定上, 并且取得了许多很好的结

果。如藻种的鉴定、产毒藻株的鉴别、水体生物演替

等研究方面,发表的相关研究报告逐年快速激增, 但

相比较而言,我国当前的研究则比较少。尤其对于

我国这样一个平均可用水资源较少的国度, 水体的

安全尤为重要, 面对我国日益严峻的水污染问题, 继

而可能引发的水体生态系统破坏和危及水安全, 利

用分子手段能快速准确地对水体中的生物(包括藻

类)进行鉴定,从而为国家决策和人民的饮水安全判

定提供正确的科学依据。因此有必要加强相关研究

的投入,建立相应的研究网络, 实现资源和信息共

享,加大群众科学普及和参与力度,为保护水环境做

出贡献。
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