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  颗石藻是一类海生或咸水生光自养单细胞鞭毛藻, 可通

过光合作用利用 CO2合成有机物,又可通过生物矿化作用在

细胞表面形成典型的以 CaCO 3为主要成分的颗石层,在全球

碳沉降中起到重要作用 [1]。颗石藻增殖和形成水华过程中

可以释放大量挥发性的二甲基硫 ( DM S)和丙烯酸, 是影响

气候、特别是区域性环境效应的重要物质 [ 2) 4]。暴发颗石藻

水华时大量的 CaCO3颗石粒形成强烈的反光层
[5] ,使底部生

物的光照受到限制; 另一方面, 在围塘和内湾环境中易形成

恶性水质的种类, 则可以通过暴发增殖形成对海域环境、区

域性气候、环境生态等方面造成影响。具有毒性的颗石藻同

样影响到海水养殖业和人类安全 [ 6] , 因此, 颗石藻成为海洋

环境科学研究的重要对象之一 [ 7]。同时, 作为一种具有多

领域利用价值的资源生物, 颗石藻又引起广泛重视, 是生物

矿化基础研究 [ 8, 9]的良好材料, 也是作为以人类食用或养殖

动物饵料为目标进行研究和应用的对象 [10) 12]。因此, 对区

域性原生颗石藻种类的特征界定有重要的意义。

虾塘养殖模式下, 常出现一种水面浮沫的长期恶性水

质, 但对其中浮游植物原因种的研究相对缺乏。 2004年 11

月间, 浙江省象山港虾塘中出现维持时间很长的浮沫状恶性

水质, 导致养殖蟹全部死亡。采浮沫处水样观察发现,其优

势种类为一种颗石藻。我国境内有关颗石藻水华的报道较

少。本文报道了从象山港虾塘藻类水华中分离纯化之活体

颗石藻特征界定相关的研究结果, 包括该种的细胞显微观

察,细胞脂肪酸和甾醇特征检测,基于 18S rDNA基因检测的

系统发生探讨。鉴于该种藻华致死养殖生物的作用, 我们还

通过对卤虫的致死效应初步检测了该藻的毒性特征。以期

为针对颗石藻在环境科学基础研究和生物资源应用研究方

面提供参考。

1 材料与方法

111 藻种及培养  采自浙江省象山南田塘虾塘, 以毛细管

法分离单细胞,于 24孔组织培养板 ( COSTAR, Co rn ing Inco r-

porated, USA )上微量培养至较高密度后, 转移到 250mL三

角烧瓶中进行单种静置培养和保种, 种质编号为 NM B-

jih026。室内保种于 20e , 40 Lm o l/m2# s( DBL= 12B12)条

件下。保种和实验均为非无菌单种培养, 培养液均采用

NM B3#培养液 [13], 实验均在 GXZ型智能光照培养箱 (宁波

江南仪器厂 )中进行。

112 细胞显微观察  于 O lym pus光学显微镜下观察。细胞

大小测试:以福尔马林固定指数生长期细胞, 于光学显微镜

下测 100个细胞大小, 取平均值。扫描电镜观察指数生长期

细胞,按照常用的固定、程序脱水、置换和干燥过程进行, 于
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日立 S3400扫描电子显微镜下观察拍照。生活细胞状态观

察则是在 24孔组织培养板上培养, 于 N ikon倒置显微镜下

每天镜检, 作定性记录。

11 3 18S rDNA基因检测  取 11 0mL指数生长期藻细胞,

提取藻细胞基因组 DNA, 进行 PCR扩增 ( GeneAm p PCR sys-

tem 2400, Perk in E lm er)。用 B iospin Ge lEx traction试剂盒进

行 PCR产物的回收, 回收 PCR产物与 pM D 18-T载体 (大连

宝生物 )连接后转化感受态 E1 coli JM 109中。挑菌落用通

用引物对其进行 PCR扩增以检测重组子, 将扩大培养后的

重组菌落送去测序 (北京三博远志生物技术有限公司 )。

所 用 引 物: KE5: 5-AAGCCATGCATGTCTAAGTAT-3,

KE3: 5-TGATAAGGTTYGGACARCTTC-3, 其中兼并碱基代码

Y = C /T; R= A /G。

11 4 脂肪酸甾醇检测  参考文献 [ 14]。

11 5 对卤虫无节幼虫的毒性检测  取指数生长后期颗石藻

液 ( 21 75 @ 105 ce lls /mL ) ( AC ),经 5000 r /m in离心 10m in后,

上清液作为去藻上清液 ( CFCS ), 沉淀物用消毒海水重新悬

浮至原藻液体积,超声破碎后, 15000 r /m in离心 10m in,取上

清液作为超声破碎细胞提取液 ( URCS),沉淀物以消毒海水重

新悬浮到原体积,作为超声破碎细胞碎片悬浮液 ( CDS)用于

实验。以卤虫培养中常用饵料藻金藻 ( Isochrysis sp1, 3011, 密

度为 215 @ 105 ce lls/mL )藻液作为喂养对照组, 以消毒海水

( DSW )作为空白对照组。毒性检测方法:于 24孔组织培养板

板孔中加入 2mL上述检测对象,各孔加入 1日龄卤虫幼虫 20

尾 (以 10LL的移液器一次取一尾 ),三个平行。环境条件:光

照培养箱中, 20e , 37) 551 5 Lm ol/m2 # s( D BL = 12B12 )。

分别于 0、1、3、5、24、48、72、96h在倒置显微镜下检测卤虫死

亡数 (视完全不活动为死亡 )。

以三组死亡率平均值计算致死效率。死亡率 = (死亡

数 /20) @ 100% 。

2 结  果

211 细胞显微观察

光学显微镜下观测显示,该颗石藻细胞近球形, 细胞直

径约 121 5 Lm,光学显微镜下即可观察到明显的钙壳 (图版

Ñ -A )。游泳细胞具双鞭毛, 长度近 2倍细胞直径。生长至

后期或营养盐低下时, 细胞沉底鞭毛脱落, 部分细胞膨大

(图版Ñ -B), 在底栖阶段可形成无钙壳的丝状体 (图版Ñ -

C)。沉底的球形或丝状体细胞, 在重新接种新鲜培养液后,

可重新形成钙壳细胞。观察发现, 沉底的钙壳细胞在营养盐

恢复后的 2h内就可以重新成为游泳细胞。扫描电子显微镜

观测显示,细胞表面钙壳层为同类颗石粒组成 (图版Ñ -D ),

颗石粒椭圆环状,远细胞表面观有齿状突起, 环上有规则排

列的圆点,向细胞内表面环面观光滑,电镜下观察可见, 颗石

粒是由更小单位的结构嵌合成环的, 环侧面观有两层片突出

(图版 I-D, E, F )。

212 18S rDNA基因检测

本种质在 GeneBank中的登录号为 EF208116。表 1是

用 Blast进行 18S rDNA序列比对结果, 与 P leurochry sis属一

些种类相比较,在 1700多的碱基中有 99% 的相似度。

表 1 用 Blast进行 18S rDNA序列比对结果

Tab11 The resu lts of th e B last of 18S rDNA sequ ence

藻种 Species 登录号 Access ion no1 碱基对长度 Score 相似度 Ident ity

P leurochrysis sp1 AB18361611 | 3378 b its ( 1704) 99%

P leurochrysis d en ta ta A J54412111 3370 b its ( 1700) 99%

P leurochrysis ca rtera e A J54412011 3277 b its ( 1653) 99%

P leurochrysis sp1 AB18359611 | 3269 b its ( 1649) 99%

  从 GeneBank检索的几个 P leurochry sis属种类和

定鞭藻其他种类的系统发生分析结果如图 1, 本颗

石藻与 P leurochry sis属的种类归于一处。

图 1 基于最大相似性分析的系统发生树

F ig11 Phy logenetic tree based upon a m ax imum l ikelihood analys is

213 脂肪酸和甾醇检测

对平台期颗石藻细胞脂肪酸和甾醇测试结果 (表 2)。

表 2 象山港一种颗石藻的脂肪酸和甾醇组成

Tab12 Th e com pos ition of fatty acids and stero ls inP leu rochry sis

sp1 from X iangshan Bay

脂肪酸组成 L ip id com pounds R1T1 ( m in ) %

C14: 0 71842 1127

Unknow n fatty acid 8155 012

C15: 0 91167 0139

C16: 0 101885 41151

C16: 1 ( n- 7) 111083 10146

C16: 2 ( n- 4) 111652 3165

C18: 0 141913 3133

C18: 1 ( n- 9) 15101 8179
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续表

脂肪酸组成 L ip id compound s R1T1 (m in) %

C18: 1( n- 7 ) 151124 312

C18: 2( n- 6 ) 151406 5122

C18: 3( n- 3 ) 161018 8127

C18: 4( n- 3 ) 161155 10106

Cam pesterol ( C28: 2 /5, 22 /24M e) 351581 1174

unknow n sterol 371965 019

S tigm asterol( C29: 2 /5, 22 /24Ethyl) 391283 1101

从该颗石藻的脂肪酸气相色谱质谱的总离子流图中可

以看到, 颗石藻的脂肪酸种类数量较少, 仅有 12个可以分辨

的峰, 经过质谱数据的分析鉴定, 分别为:十四烷酸 ( 1127% ,

相对百分含量, 以下同 )、十五烷酸 ( 01 39% )、十六烷酸

( 41151% )、十六碳 单烯酸 ( 10146% )、十六碳二 烯酸

( 3165% )、十八烷酸 ( 31 33% )、十八碳单烯酸 ( 111 99% )、十

八碳二烯酸 ( 5122% )、十八碳三烯酸 ( 8127% )、十八碳四烯

酸 ( 10106% )。而二十碳链长以上的脂肪酸竟然不存在。

其最主要的脂肪酸是十六烷酸 ,这个脂肪酸通常是脂肪酸合

成酶的第一个合成物质, 也是所有更高级脂肪酸的生物合成

前体, 含量次高的脂肪酸是十六烷单烯酸,以及十八碳三烯

酸和十八碳四烯酸。

在颗石藻中共鉴定出三个甾醇类物质, 分别为 24-甲基-

5, 22-二烯胆固醇 (菜子甾醇 )、24-乙基-5, 22-二烯胆固醇

(豆甾醇 ), 另外一个结构为 24-乙基-5-烯胆固醇 (或 24-乙

基-22-烯胆固醇 )。

21 4 对卤虫无节幼虫的毒性检测

从该颗石藻的不同处理部分的被检液毒性实验发现, 相

对于喂养对照组和空白对照组而言,各部分对卤虫无节幼虫

均有大小不等的致死作用。其中, CDS表现出较明显的急性

致死作用,于实验后 3h即表现出 11 5% 的致死率, 48h达到

88%的致死率, 96h致死率达 100% ; AC 48h致死率达 50%

以上, 96h致死率为 95%。 CFCS和 URCS的毒性相对较小,

但于 48h表现出致死作用, 96h的致死率已达 70% ) 80%。

喂养对照组 ( 3011)中死亡率最低, 消毒海水对照组 ( DSW )

中, 48h以后出现略大于喂养组的死亡率, 96h 死亡率近

30% , 但均明显低于颗石藻造成的死亡率 (图 2)。

3 讨  论

颗石藻在地球上出现的最早记录可以早至石炭纪, 其

CaCO3钙壳构造是保存较好的藻类化石记录
[ 15, 16]。现代海

洋中, 颗石藻仍然是海洋和咸水水域的重要生物, 在全球或

区域性气候、物质循环和海洋环境等方面产生重要影响, 是

环境科学、生物技术和材料科学等重要的研究对象。

我国对生活颗石藻的文献报道中,研究的大多不是我国

海域原生颗石藻种 [ 17) 19] , 尚未见针对颗石藻水华特征种的

系统研究, 对颗石藻的毒性界定更处空白。

图 2 颗石藻不同处理液对卤虫无节幼虫的致死率

Fig12 The m ortalit ies ofArtem ia sa lina naup lii under the effects of the

    suspens ions of d ifferent parts ofP leuroch rysis sp1 cu ltures1

URCS:超声破碎细胞提取液 U ltrason ic rup tu red cell su sp ensions; CF-

CS:去藻上清液 C ell free cu lture supernatants; AC:藻液 A lgae cu ltu re;

CDS:超声破碎细胞碎片悬浮液 Cell d ebris suspens ion; 3011: 金藻

3011喂养对照组 Isochry sis sp1 ( 3011) as feed ing contro;l DSW:消毒

   海水空白对照组 D istilled sea w ater con trol

由于现代海洋中对生活颗石藻深入研究的资料相对缺

乏,而且不同的颗石藻在其颗石粒特征上表现显著的差异,

因此,对颗石藻的分类界定很大一部分依赖于对颗石粒的形

态特征分析 [ 20]。从本文的实验结果来看, 采自象山港的颗

石藻具有明显的钙壳结构, 细胞表面覆盖同型颗石粒, 颗石

粒为椭圆环粒 ( C rico lith ), 该颗石粒的扫描电镜结构与

M arsh观察的 P leurochrysis carterae结果相似 [ 21, 22]。对生活

细胞连续显微观察发现, 底栖阶段出现的无钙壳分枝丝状

体,是 P leurochry sis属的典型特征 [20]。该种 18S rDNA序列

比对结果和系统发生分析也显示为 P leurochry sis属种类。

现代的科学研究中 , 对微藻新种类界定或重要种类的

重新鉴定往往需要借助多种技术手段。颗石藻类群中 ,

Em iliania hux ley i是常于高纬度发生大面积水华的种类, 因

此对它的研究也比较深入。对 E1 hux ley i和其他的几种定

鞭藻纲微藻的脂类物质分析发现, 脂类物质的特征在种类

界定方面也是可行的指标之一 [ 23, 24] ,已被应用到微藻的化

学分类法上面 [ 25]。从本研究的检测结果来看 , 该颗石藻脂

肪酸的主要特征与金藻最为接近, 但是多数金藻都具有一

定数量的二十碳五烯酸 ( EPA )和二十二碳六烯酸 ( DHA )。

其脂肪酸与褐藻、硅藻、绿藻的脂肪酸特征也较为接近, 但

褐藻与硅藻通常也含有 EPA,绿藻中则通常不存在十八碳

四烯酸。

Gusch ina和 H arwood [ 26]指出, 根据各个脂肪酸碳数与

不饱和键的位置关系,可以看出脂肪酸的生物合成途径中的
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相互关系。在本研究的颗石藻中,其十八碳脂肪酸之间具有

非常明确的不饱和度递增关系, 从饱和型的十八烷酸开始,

到 n- 9单烯、n-6双烯、n-3三烯、n-3四烯, 根据这些结构关

系可以推理作出十八碳脂肪酸在颗石藻中的生物合成途径

如下图。

 
FAS

C18: 0

 $9 desaturase

C18: 1-9

 $12 desaturase

C18: 2-9, 12

 $15 desaturase

C18: 3-9, 12, 15

 $6 desaturase

C18: 4-6, 9, 12, 15

颗石藻中十八碳脂肪酸的生物合成途径推理

从该颗石藻中鉴定出的三个甾醇物质是金藻纲的特征

脂类 [ 27] ,本研究结果也与 Ghosh P[ 28]从 P leurochry sis carterae

中分析得到的结果一致。

H oudan A1 et al1 [ 6]的研究表明, P leurochry sis car terae对

卤虫无节幼虫有明显的密度相关的致死效应,而本文中基因

测序与之相近的 P leurochry sis dentata对卤虫幼虫没有致死

效应 (致死率为 0)。P1 car terae快速生长期和平台期的

LD50相近, 但有时间的差异,高密度平台期的 P1 carterae( 106

ce lls /mL) 24 h全部致死幼虫。从本研究对卤虫无节幼虫的

毒性检测结果来看, 实验所用的指数生长后期藻液密度为

105 cells/mL,在 96h出现 100% 致死率。针对不同处理的悬

浮液的检测还发现, 该颗石藻的藻液 ( AC)、胞外培养液 ( CF-

CS)和结构物质 ( CDS, URCS)均有不同程度的卤虫致死效

应。由于喂养对照组和空白对照组中卤虫死亡率均较低, 可

以排除 AC或 CDS造成高致死率原因中卤虫缺氧或饥饿的

因素。从本文述及的颗石藻水华致死全部塘中养殖蟹事实,

说明此种水华有害, 其原因可能源于同样的毒性。具体的致

毒机理尚需深入研究。

根据采样水体的浮沫状恶性水质的特征,结合细胞形态

观察, 生活细胞跟踪观察, 18S rDNA序列分析, 细胞脂肪酸

和甾醇及其毒性的初步检测,我们认为, 浙江象山港虾塘的

颗石藻为 P leurochrysis car terae, 是一种容易在内湾或养殖塘

中形成水华的颗石藻种类, 这是我国养殖环境中首次对颗石

藻水华及其特征研究的报道。
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图版Ñ  P lateÑ
A1光学显微镜下观察可见明显钙壳层 (箭头 ) ; B1沉底鞭毛脱落细胞 (箭头示膨大细胞 ) ; C1底栖分枝丝状体;

D1细胞外颗石粒层的扫描电镜照片; E1颗石粒远细胞表面观; F1颗石粒近细胞表面观

A1 th e extracellu lar coccoliths ( arrow ) ob served und er the light m icroscope; B1ben th ic cellsw ithou t flagel la and en larged

cells ( arrow ); C1 filam entous benth ic stage; D1 the ex tracellu lar cocco liths observed under SEM; E1 the criolith su rface

facing to the ou tside of the cell surface; F1 the criolith facing the cell surface


