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� � 我国汉江下游在 1992、1998、2000、2003年初春曾先后多

次发生水华。水华发生期间, 硅藻大量增殖, 形成肉眼可见

的褐色颗粒悬浮于江水中, 使江水呈现黄褐色, 在以往的研

究中认为汉江硅藻水华优势种为小环藻 [ 1, 2], 但并未从分类

上展开研究。传统上硅藻种类的鉴定主要是以硅藻壳的形

态及壳表面上的花纹为依据。目前国内外学者利用 18S rD�

NA基因分析对水华赤潮原因种的鉴定方面也作了许多相关

的研究。陈丽芬等利用 18S rDNA序列分析确定香港海域一

株棕囊藻为球形棕囊藻 [ 3]。本文从汉江水华硅藻壳面上的

花纹特征以及 18S rDNA序列分析, 以期对汉江硅藻水华优

势种的分类地位进行初步探讨。

1� 材料与方法�

1� 1� 材料 � 2003年从汉江分离培养成功的单克隆水华硅藻

优势种及 2003年 3月 8日汉江水华期间采集的水样。

1� 2� 方法 �

1� 2�1� 硅藻壳的制作 � 参照文献 [ 4]

1� 2�2� 模板 DNA的制备 � 采用北京博大泰克生物基因技

术有限责任公司生产的植物组 DNA提取试剂盒。

1� 2�3� 18S rDNA的 PCR扩增,扩增产物纯化及连接 � 自

行设计用于 PCR 扩增的引物序列 18S 正向引物: 5�

CCTCGGGGTTGCTTTGGTGATTC 3�; 18S 反向引物: 5� TAG�

GTGCGACGGGCGGTGTG 3�。反应程序为: 95� 变性 5m in,

然后按 95� 30s, 61� 30s, 72� 1m in程序 35个循环, 最后

72� 延伸 10m in。 PCR产物在 1�5% 的琼脂糖胶中电泳。

PCR产物回收纯化采用 V�GENE纯化试剂盒。用 Takara 18�

T Vec to r进行连接。

1� 2�4� 转化感受态 DH5�及转化重组子的筛选 � 参照

文献 [ 5]

2� 结果与讨论

2� 1� 实验室分离培养的水华优势种与水华期间采集的硅藻

壳面上花纹比较

为了证实从汉江分离的硅藻为水华期间的优势种, 在本

实验中将水华期间采集的硅藻与实验室分离培养的硅藻的

壳面电镜照片进行了对比 (图版� )。图版� �1为从汉江分

离培养的硅藻, 图版� �2、3为汉江水华期间采集的水样。结

果表明从汉江分离培养的硅藻壳面上的花纹与产生汉江水

华优势种的壳面上的花纹特征相似, 均具束状的放射状点

纹, 放射线纹深入到中心区, 中央区点纹单列 ,至壳缘成为多

列, 每束点纹间具有平滑间隙。由此可见在实验室分离纯化

的硅藻为汉江水华优势种。

2� 2� 从汉江分离的水华硅藻形态及壳面花纹特征分析

图版� �4中所示为从汉江分离纯化的水华优势种。光

学显微镜观察结果显示该藻为单细胞体, 细胞小型, 直径约

为 8� 10�m; 细胞壳面圆盘形, 带面方形; 色素体小盘状, 多
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数。以上特征可初步判断该水华硅藻隶属于硅藻门 Bac illa r�

iophy ta、中心硅藻纲 Centr icae、圆筛硅藻目 Coscinod isca lis、圆

筛硅藻科 Cosc inod iscaceae。但与该硅藻形态特征相近的属

有: 圆筛藻属 Co scinodiscus、小环藻属 Cyclotella和冠盘藻属

S tephanod iscus。

分属检索表 [ 4]

1�细胞圆柱形, 常连成或长或短的链状

直链藻属 M elosira

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

1�细胞圆盘形或鼓形, 单细胞,极少连成疏松的链状 2⋯⋯

2�壳面边缘部分具放射状线纹与中央部分花纹不同,并明显

断开 小环藻属 Cyclotella⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

2�壳面边缘部分与中央部分的花纹没有明显断开 3⋯⋯⋯

3�壳面具束状的放射状点纹,中央部分点纹单列至壳缘成为

多列, 每束点纹间有 1条狭的平滑间隙

冠盘藻属 S tephanodiscus

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

3�壳面具细的点纹至粗的网眼纹,不成束状排列亦无平滑间

隙 圆筛藻属 Co scinodiscus⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

由于汉江水华硅藻为单细胞, 因此根据分属检索表, 这

种水华硅藻不属于直链藻属 M elos ira。此种硅藻壳面上的花

纹 (图版� �1), 边缘部分的花纹与中央部分的花纹并没有断

开, 因此这种水华硅藻应不属于小环藻属 Cyclo tella。此外这

种硅藻壳面上的花纹呈束状排列, 每束点纹间具有 1条间

隙, 可见这种硅藻壳面花纹特征与圆筛藻属也不相符。因

此, 这种水华硅藻应隶属于冠盘藻属 S tephanod iscus。

2� 3� 从汉江分离的水华硅藻的 18S rDNA系列分析

利用引物对分离纯化后的汉江硅藻水华优势种进行 18S

rDNAPCR扩增, 扩增产物纯化、克隆后测序, 产物片段大小

约为 1490bp。用 C lusta lX 1�82将硅藻水华优势种的 18S rD�

NA基因与其他同源性较高的藻类的 18S rDNA基因进行多

序列比对, 比对结果用 M ega 3�0软件包进行系统进化分析,

采用邻位相连 ( N eighbo r�jo in ing )算法 [ 6], 经 Consensus程序

计算多数一致树,构建了进化树, 进化距离计算采用 Fe lsen�

ste in的最大可能性 ( M ax im um likelihood)算法 [ 7� 9]。结果如

图 1所示, cy c(待确定的优势种 )与外类群 M elo sira var ians亲

缘关系最远, 与 AY485495、AY485518亲缘关系次之, 而与

DQ514914、DQ514906、DQ514916、DQ514909、DQ514010这几

种藻的亲缘关系比较接近。它们之间的相似性比较可得,待

确定的优势种 cyc 与 DQ514914、DQ514906、DQ514916、

DQ514909、DQ514010 相 似 性达 到 99% , 与 AY496207、

AY496209、AJ535172、AY496208 相 似 性 达 到 94% , 与

AY485499相似性为 92� 2% , 与 AY485495、AY485518相似性

为 84% , 而与 AY569590的相似性仅为 80� 7%。因此汉江水

华优势种与冠盘藻属的遗传距离比较近, 与小环藻属遗传距

离次之, 而与直链藻属遗传距离则较远 ,该水华硅藻应隶属

于冠盘藻属。

图 1� 邻近种间亲缘关系图 ( NJ法 )

Fig�1� The relat ionsh ip betw een ne ighbou r sp ecies (N J)

3� 结 � 论

将此水华优势种形态学及壳面花纹特征与 18S rDNA序

列结合起来进行分析 ,此水华优势种应隶属于 S tephanod iscus

属。齐雨藻等对中国的 S tephanod iscus属进行了研究, 认为

中国的 S tephanodiscus属主要产于淡水水域, 在湖泊、水库、

河流中均有分布 [ 10]。Kyong, et al� 报道 N akdong河在冬末

初春, S tephanod iscus大量增殖, 形成水华 [ 11]。因此, 从生态

学的角度, S tephanod iscus极有可能在河流中形成水华。
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图版� � P late�
1�从汉江分离培养的藻种 ( 10000倍 ) ; 2�汉江水华期间采集的水样 ( 8000倍 ) ; 3�汉江水华期间采集的水样 ( 4000倍 ) ; 4�光学显微镜下水

� � � � � � 华优势种形态示意图 ( 10� 40 )

1�E lectronm icroscope photo of the strain isolated from H an jiang River ( 10000 � ) ; 2�E lectronm icroscope photo of th e sam p le co llected from H an jiang

River ( 8000� ) ; 3�E lectronm icroscope photo of th e samp le collected from H an jiang R iver ( 4000� ) ; 4�Lightm icroscope photo of the stra in iso lated

� � � � � � from H an jiang River ( 10� 40)


