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摘要:传统鉴定藻种的方法主要是通过形态学观察的方法加以判断。蓝藻在自然条件和人工培养过程中, 其形态、

代谢能力等都可能发生变化,同时该过程需要的时间长, 难以区分种或种以下的分类、单位, 亦难以在水华暴发早

期阶段准确鉴定。本文利用 rDNA通用引物扩增, 表明在50�L的反应体系中加入 20个鱼腥藻细胞能扩增出目的条

带;对已知的鱼腥藻 PC基因的分析设计引物, 在 BSA 浓度为 0�2% � 1% ( w/ v) 下, 全细胞扩增出实验室保存的四

种鱼腥藻的部分 PC 以及 PC�IGS 序列,序列分析结果表明 PC�IGS 序列能用来作为鉴定种及种以下的分类依据。
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� � 蓝藻广泛存在于淡水水体中,在特定的生态条

件下,不同种属的蓝藻混合在一起, 大量繁殖, 聚集

于水面,形成水华。作为水华藻类研究的第一步, 水

体中蓝藻的鉴定一直是研究中的一个重点。传统的

藻类学鉴定方法是通过形态学的观察来划分的, 形

态学标准往往使检测样本中的一些种不能被辨别

出[ 1] ,在水华发生的过程中,细胞的外型,产毒能力

会发生变化[ 2] , 即使是在实验室培养条件下, 不同氮

源蓝藻的外形也会发生变化[ 3] ; 因此需要一种能更

准确的方法以鉴定和检测藻的种类。微囊藻及鱼腥

藻能产生毒素, 危害水生生物以及通过食物链影响

人体的健康,关于如何区分有毒微囊藻和鱼腥藻以

及他们的分子鉴定已有相关的报道[ 4, 5] , 但国内关

于淡水鱼腥藻的分子鉴定的工作报道甚少。藻蓝蛋

白( PC)是由藻蓝蛋白操纵子( PC operon)编码, 其中

包含 pcb 和pca 基因,分别编码后藻胆色素�亚基和

�亚基,两基因间隔区( IGS)是一个高变区域, 可用

来鉴定蓝藻的种类[ 6]。本文通过全细胞 PCR技术,

获得鱼腥藻部分 PC 以及 PC�IGS 的序列信息, 为获

取鱼腥藻的特异分子信息建立一种简单快速的方

法,从分子水平上鉴定了鱼腥藻种类。

1 � 材料和方法

1�1 � 材料 � 四种鱼腥藻 Anabaena sp1(采自蕲春) ,

Anabaena sp14(采自浙江) , Anabaena sp15(采自浙江) ,

Anabaena sp0(采自水生所)均为本实验室保存, BG11培

养基中弱光下静置培养,下文中分别用 1、2、3、4号鱼腥

藻表示。

1�2 � DNA提取 � 采用Porter 的方法[ 7]。

1�3 � 全细胞扩增前处理 � 离心沉淀鱼腥藻丝, 灭菌

蒸馏水洗涤 3次后用适量的蒸馏水定容, 超声波处

理使藻丝断裂成单个细胞,显微镜下血球记数板记

数。取适量藻液作为模板进行 PCR扩增。

上游引物 5��GCTTAAATGGCTTACGKGAAAC �3� ;
下游引物: 5��AAACCACGAGCAGCTTCC�3� , 扩增鱼腥
藻 rDNA ITS序列的通用引物[ 8]为:上游引物5� TGYA�
CACCGCCCGT 3� ; 下游引物 5� GGGTTBCCCCATTCRG
3� ;K为G或 T, Y为 C或 T, M 为A 或 C; W为 A或

T;B为T 或 C或G; R为A或 G。引物季托上海生工

合成。

1�4 � PCR反应条件 � 根据 Genebank中登录的鱼腥

藻 pcb 和pca 基因设计引物, 扩增鱼腥藻 PC 基因。

PCR的反应条件为: 94 � 预变性 5min; 94 � 30s, 53 �
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30s, 72 � 1min循环 30次; 72 � 延伸 7min。反应总体

积为50�L, 其中MgCl2 1. 5mmol/ L,引物1�mol/L , 10X

缓冲液 5�0�L, dNTPs 0�2 mmol/ L 以及 1U 的 Taq 酶

(Promega ) , 除非文中另有说明, 10% BSA ( w/ v )

5�0�L, DNA模板约 50ng, 全细胞的数量依据实验条

件而变化。

1�5 � PCR产物克隆测序 � PCR 产物用 1% 的琼脂

糖凝胶电泳, EB染色后,紫外灯下用解剖刀切割下

目的条带, TAKARA 凝胶试剂盒回收目的条带后和

T 载体连接,连接产物转化用 CaCl2制备的大肠杆菌

DH5 a,菌斑PCR筛选阳性克隆,序列测定由上海生

工完成。

1�6 � 序列结果分析 � 测序结果采用 Clustal软件进

行多序列比对, 利用 Blast在线查找最相近的序列。

2 � 结果

2�1 � PCR扩增 PC�IGS序列

� � 提取的 DNA 在加入 BSA 后能扩增出预期的目

的条带, BSA的加入对PCR扩增是必须的, BSA的浓

度不同,扩增产物量稍有差别, 以 BSA 浓度达到 1%

(w/ v)时的扩增效果最佳; 0�2% ( v/ v)的 DMSO的加

入能有限的增加或减少特异产物带的亮度。在所有

加入 BSA的PCR反应中,电泳带型基本一致(图 1)。

图 1 � 提取的基因组DNA扩增鱼腥藻 PC的 IGS序号

Fig�1 � Amplificat ion of Anabaena PC�IGS sequences using extracted

DNA as template

� � 全细胞PCR扩增PC�IGS序列结果表明,在 PCR

反应管中加入 BSA时,利用全细胞作为模板也能扩

增出相应的目的条带,但亮度减小,同时增加了许多

非特异的条带, 这种非特异性扩增在不同的 PCR条

件下能重复出来(图 2)。

图 2 � 鱼腥藻全细胞PCR扩增PC的 IGS序列

Fig�2 � Ampl if ication of Anabaena PC�IGS sequences using whole cell as

template

图 1, 2说明: 1 � 4: PCR 反应体系中既没有加入 DMSO, 也没有加

入 BSA; 5�8; PCR 反应体系中加入终浓度为 0�2% ( v/ v)的 DMSO;

9 � 12: PCR反应体系中加入终浓度为 0�2%( w/ v) 的 BSA; 13 � 16:

PCR 反应体系中加入终浓度分别为 0�2% ( v/ v)的 DMSO和 0�2%

(w /v)的 BSA; 17 � 20: PCR 反应体系中加入终浓度分别为 0�2%

( v/v)的 DMSO和的 1% ( w/ v) BSA; 21:阴性对照; 22: DL 2000 mark�

er。1, 5, 9, 13, 17为 1号鱼腥藻反应结果; 2, 6, 10, 14, 18为 2号鱼

腥藻反应结果; 3, 7, 11, 15, 19为 3号鱼腥藻反应结果; 4, 8, 12, 16,

20为 4号鱼腥藻反应结果。箭头所示为预期的 PC的 IGS序列,

约 400bp。

Lane1 � 4:DMSO and BSA are not added to the PCR reaction buffer; 5�

8: DMSO are added to the PCR reaction buffer with f inal concentration of

0�2% ( v/ v) ; 9 � 12: BSA are added to the PCR reaction buffer with final

concentration of 0�2% ( w/ v) ; 13 � 16: DMSO and BSA are added to the

PCR reaction buf fer with final concentration of 0�2% (v/ v) and 0�2% (w/

v) respectively; 17 � 20: DMSO and BSA are added to the PCR reaction

buffer with f inal concentrat ion of 0�2% ( v/ v) and 1% ( w/ v) respect ive�

ly�1, 5, 9, 13, 17 are using the same template referred to as No�1; corre�

spondingly, template used in lane 2, 6, 10, 14, 18 are referred to as No�2;

3, 7, 11, 15, 19 are referred to as No�3; 4, 8, 12, 16, 20 are referred to as

No�4�Lane 21 represents the negat ive control and lane22 represents DL

2, 000 DNA marker. Arrows indicate the expected target bands approxi�

mately 400 bp�

2�2 � PCR扩增 rDNA ITS序列

为了验证特异性出现的条带不是由于 BSA 的

加入而引起的,以及确定 PCR方法能检测到鱼腥藻

的数量下限, 利用 rDNA 的通用引物扩增四种鱼腥

藻的 16S和 23S rDNA的 ITS 序列,结果表明,当PCR

反应体系中细胞浓度达到 105 个/mL 时, 扩增的条

带和以提取 DNA为模板扩增的带型完全相同, 当细

胞浓度降低到 103个/ mL 时,仍然可见 PCR的产物,

但产物带模糊,同时扩增的带型也略有变化(图 3)。
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图 3 � 通用引物扩增鱼腥藻 rDNA ITS序列

Fig�3 � Universal primers to amplify Anabaena 16S�23S rDNA ITS

sequences

1, 2, 3, 4泳道分别为 1, 2, 3, 4号鱼腥藻的提取 DNA的 PCR 结果;

5, 6, 7, 8分别为 1, 2, 3, 4号鱼腥藻的全细胞 PCR 结果,细胞在反

应体系中的浓度约为 105/mL; 9, 10, 11, 12分别为 1, 2, 3, 4号在细

胞浓度为 104/ mL PCR 结果; 13, 14, 15, 16分别为 1, 2, 3, 4号的全

细胞浓度为 103/ mL的 PCR结果; 17为 DL 2, 000 marker。箭头所

指为扩增的约 900bp的目的序列。

Lane 1, 2, 3, 4 are results of the PCR using No�1, 2, 3, 4 Anabaena ex�

tracted DNA as template respectively; lane 5, 6, 7, 8, are results of the

PCR using No�1, 2, 3, 4 Anabaena pretreated whole cell as template in the

react ion concentrat ion of 105/ mL respectively; lane 9, 10, 11, 12 are re�

sult s of the PCR using No. 1, 2, 3, 4 Anabaena pretreated whole cell as

template in the reaction concentration of 104/ mL respect ively; lane13, 14,

15, 16 are result s of the PCR using No�1, 2, 3, 4 Anabaena pretreated

whole cell as template in the react ion concentration of 104/ mL respective�

ly. Lane 17 is the DL 2, 000 DNA marker. Arrow indicated the target

band approximately 900bp�

2�3 � 扩增产物序列分析

为验证全细胞扩增的带为所设计的 PC 的 IGS

序列,挑选1号和 2号鱼腥藻, 全细胞PCR的产物电

泳后,将目的条带切胶回收, T�A克隆, 测序。测序

结果表明, 所克隆的片段为部分 pcb, pca 基因序列

及两个基因间的 PC�IGS序列, 两种鱼腥藻在核苷酸

上仅有两处差别, 氨基酸水平没有差别(图 4)。

3 � 讨论

BSA的加入对以鱼腥藻提取的 DNA 及全细胞

为模板做PCR均是必须的,虽然有的鱼腥藻在没有

加入 BSA时也能扩增出目的条带(图 1, 2) , 但扩增

的量大大减少。加入的 BSA在 0�2% � 1% ( w/ v)的

终浓度时均能有效的扩增出目的条带, 1% (w/ v)的

BSA的浓度为有报道的加入最大量,其扩增结果仍

然理想。BSA的量进一步加大就会在溶液中形成沉

淀,从而干扰 PCR 的反应和电泳检测; 加入 DMSO

能提高扩增的效率,和前人的结果一致[ 9, 10]。

在利用设计的引物进行全细胞扩增时, 有不同

于以DNA为模板时PCR扩增的带出现,而在通用引

物中则无此现象(图 2, 3) , 这种非特异的条带在前

人也有报道, 这可能是由于与鱼腥藻伴生的细菌为

图 4 � 两种鱼腥藻部分 PC序列及 PC�IGS序列测定结果

Fig�4 � part of No�1 and 2 Anabaena pcb, pca gene and the IGS sequence between them

单下划线为 pcb 部分基因序列所处的位置,双下划线为 pca 部分基因序列所处的位置,两者之间为PC�IGS序列。箭头所示的位置为测定的

两种鱼腥藻仅有的两个碱基的差别, 2号鱼腥藻在上箭头处 c碱基取代了 1号的 t 碱基;下箭头处 a 取代了 t

Nucleotides underlined are part of the pcb gene sequence, nucleotides double underlined are part of the pca gene sequence, sequence in between them is PC�IGS. 2

arrows indicate the difference between two Anabaena strains, the arrow above indicates c substitute t in Anabaena No. 2 and the arrow below indicates a substitute t

模板扩增出了非特异的条带[ 11]。在本实验条件下

利用通用引物可扩增出 PCR反应体系中细胞浓度

为10
3
/ mL的样本,即在一个 PCR反应中加入 20个

单细胞就能扩增出目的条带, 但细胞浓度的降低将

使一些亮度较低的带在 EB染色时消失(图 3)。

1号和 2号鱼腥藻序列 BLAST 结果表明PCR扩

增出的约 400bp 的片段和 PCC7120 的序列最为相

近;测定的 pcb 基因部分序列中, 鱼腥藻和 PCC7120

相似程度最大, 核苷酸组成的序列相似性为 92%,

氨基酸序列的相似性为91% , 测定的 pca基因部分
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序列和 PCC7120的相似程度也很高, 和已知的几种

鱼腥藻比较表明差异主要在 PC�IGS区域, 该区核苷

酸序列 BLAST 未能在藻类的 PC�IGS 区找到相似片
段,因此, 可通过该区段的序列碱基组成可确定种或

种以下分类鉴定。

Genebank中已有大量的藻类基因序列可用于藻

种的鉴定, 如 PC 序列, rDNA序列, gvp 基因序列等,

为分子鉴定藻种打下了基础, 本文通过对已知的鱼

腥藻序列设计的引物扩增 PC�IGS 序列以及序列测
定,通过这种方法可方便快速的鉴定和确认培养中

的鱼腥藻种类。
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WHOLE�CEILPCR TO IDENTIFY ANABAENA SPECIES AND STRAINS

HUANG Jia�Quan1, 2 ,WANG Gao�Hong1, LI Dun�Hai1, LIU Yong�Ding1 and YIN Li�Yan1

( 1. Institute of Hydrobiology, The Chinese Academy of Sciences, Wuhan � 430072;

2. Huazhong Agricultural University, Wuhan � 430070)

Abstract:The traditional way to identify algae is usually depend on the observation of themorphology. This way is time consuming and

usually difficult to identify the algae during the early algal growth stage in which the character is not obvious and can not detect the

subtle differences between species or strains; also, the morphology and the ability to produce toxicants of cyanobacteria may change

under different natural or cultural conditions. In this paper, we use the molecular method to identify Anabaena species, the results

showed that BSA are necessary for the PCR amplification and the optimal concentration is 1%(w/ v) in the reacion buffer. DMSO in�
creased or decreased the quantity of the amplification products selectively, but the effect is not significant. The self designed primers

after comparison of other Anabaena PC sequences amplified the part of pcb and pca gene along with PC�IGS sequencewhen using both
extracted DNA and pretreated whole cells as template, the banding pattern is not uniform but all produced the target bands, cloning

and sequencing analyses indicated that PC in line with PC�IGS was amplified, even though the nucleotide between two Anabaena

strains collected from two different regions in China show that only 2 sites in a fragment about 400 bp are different, but the PC�IGS se�
quences are quite different from others and thus can be applied to identify the different species or strains. The universal primers to am�
plify part of 16S rDNA and 23S rDNA along with their ITS sequence using the extracted DNA and pretreated whole cell showed that the

banding pattern of amplification products are uniform when the whole cellswere at the concentration of 105/mL in the reaction buffer,

the minimum amount of whole cell to amplify the target band is 20 cells in 50�L reaction buffer.

Key words: Molecular identification; Anabaena ; PCR; Sequencing
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