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海洋微型藻类是一类重要的浮游生物 o它们在海

洋生态系统的物质循环和能量流动中起着十分重要

的作用 ≈t ox ∀然而 o由于微型浮游生物个体微小 o许多

种类难以在实验室人工培养 o致使人们对海洋微型浮

游植物的生物多样性的认识还十分不够 ∀采用新的方

法和手段来研究海洋微型藻类的遗传多样性已成为

目前海洋微型浮游生物研究的重要内容之一 o对全球

生物多样性的研究和保护具有重要理论意义 ∀

鉴于海洋微型藻类个体微小 o自然水样中微藻样

品丰度较低的特点 o本研究建立了少量微型藻类 ⁄��

提取 ! 文库构建和 � ƒ�°等方法 o为海洋微型藻类多

样性研究提供了分子生物学的可行性方法 o并在此基

础上对厦门西海域真核藻类种群的结构特征进行分

析 ∀

t 材料和方法

1 q1 藻样来源

样品是于 usss年 tu月采自厦门西海域 ∀t sss °̄

海水经 uss Λ°浮游生物网过滤后 o弃其大型藻类和

原生浮游动物 o然后离心kx sssµr°¬±o离心 x °¬±l o弃

上清 o沉淀用 zsh乙醇浸泡 op us ε 保存 ∀

1 .2 藻样总 ∆ΝΑ制备

将用乙醇保存的藻样经离心处理后 o加入藻类提取

液kth ≥⁄≥ots °°²̄r�∞⁄×� ³� {qsots °°²̄r�×µ¬¶2�≤̄

³� zqxots °°²̄r��¤≤̄ l o然后和适量石英砂一起涡旋

并作冷热处理 o反复数次后 o用等体积苯酚 }氯仿 Β异

戊醇kux Β uw Β tl抽提后取上清 o加入 trts体积的

v °²̄r�³�xqu �¤�¦o混匀后加入 v倍体积的乙醇 o于

p us ε 沉淀过夜 ∀藻样总 ⁄��采用本实验室 ⁄°≥纯

化系统纯化 ∀即用 y °²̄r��¤�处理总 ⁄��后 o加入适

量玻璃粉 o稍稍振荡 o静置 { °¬±o用 ⁄°≥溶液k|xh乙

醇 u| °̄ ox °²̄r���¦sq{ °̄ ot °²̄r�×µ¬¶2�≤̄ wqu °̄ o

sqx °²̄r �∞⁄×� wqs Λ̄ o用无菌三蒸水定容至 xs °̄l

洗涤 o真空抽干后用 ×∞液溶解 ∀

1 .3 ΠΧΡ 反应及纯化

将藻样总 ⁄��经简单的稀释后 o直接用于目的

片断的扩增 ∀us Λ̄ °≤� 反应 液中含 tqx °°²̄r��ª≤̄ u o

squx °°²̄r�§�×°¶ots≅ ¥∏©©̈µot Λ̄ ⁄�≥� osqux �×¤́

⁄��聚合酶k≥¤±ª²±公司l o采用扩增真核生物 t{≥µ

⁄��通用引物 t{�x}xχ ×��×�≤≤��≤��≤≤�≤��×� vχo

t{�tt� }xχ ≤×≤��×���≤××��×≤≤××≤≤�≤���××≤�≤≤

vχ∀扩增程序为 }|w ε w °¬±~|w ε t°¬±oxs ε t °¬±o

zu ε u °¬±o共vs个循环~最后zu ε ts °¬±∀扩增完成

后 o取 u Λ̄ 于 th的琼脂糖凝胶上电泳检查 o切取

°≤� 产物目的片段k约 t uss ¥³l后用 ±¬¤ª̈±公司的割

胶纯化试剂盒k±�� ∏́¬¦® �̈ ¯ ∞¬·µ¤¦·¬²± �¬·l纯化 ∀

1 q4 文库的构建及克隆子筛选

割胶回收产物经纯化后与载体 °×�t|进行连接

反应 ≈u 
o并转化感受态大肠杆菌 ×�to在含有 �°³及

÷2ª¤̄ 的 u≠×培养平板上 o置于 vz ε 倒置培养过夜 ∀

t�¤µ¬±̈ ≥¦¬̈±¦̈¶r∂²̄ quyo�²qwrussu
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图 u 未加入石英砂处理的总 ⁄�� °≤� 反应扩增结果

ƒ¬ªqu °≤� ¤°³̄¬©¬¦¤·¬²± º¬·«ª̈ ±²°¬¦⁄�� ±²··µ̈¤·̈§

¥¼¶¬̄¬¦¤¶¤±§

� }u®¥ °¤µ®̈µ �}藻类 °≤� 结果

在平板上挑取白斑单菌落并转移到另一含 �°³及

÷2ª¤̄ 平板上划线培养 ∀待 y ∗ { «后 o提取菌体质粒 ∀

用引物 t{�x和 t{�tt� 作 °≤� 反应 o电泳检测 o取能

扩增出目的片断并且其质粒经 ∞¦²��和 �¤°��双酶

切检测为目的片断的重组子 o用同位素 Χ2°vu标记的

引物 t{�tt� 进行菌体原位杂交和质粒原位杂交 o做

初步筛选 ∀提取初筛的质粒 ⁄�� o选择酶切位点为 w

¥³的两种 ⁄��内切酶 �¤̈���! �«¤�对 °≤� 产物进行

� ƒ�°分析 ∀

1 .5 18Σ部分序列的测定

用 ±¬¤ª̈±公司提供的质粒提取试剂盒提取所要

的克隆子质粒 ⁄�� ovzz型自动测序仪 k��� °��≥�l

进行序列测定 ∀测序引物为质粒上的引物 o�tvr³�≤

≥̈ ∏́̈ ±¦¬±ª °µ¬°̈ µk p wzl }xχ≤�≤≤����××××≤≤≤��×2

≤�≤��≤ vχ和 �tvr ³�≤ ≥̈ ∏́̈ ±¦¬±ª°µ¬°̈ µk p w{l } xχ

��≤���×��≤��×××≤�≤�≤���� vχ

u 结果与分析

2 .1 ∆ΝΑ提取与 ΠΧΡ 扩增

水样中混合藻样总 ⁄�� t{≥µ ⁄��部分基因的

°≤� 扩增结果见图 t2�道 k加入石英砂反复冻融法提

取l ∀图 u2�道为没有加入石英砂提取总 ⁄��时的

t{≥µ ⁄��部分基因的 °≤� 扩增结果 ∀比较图 t°≤�

扩增结果可知 o加入适量的石英砂与样品一起涡旋处

理 o配合藻样提取液能从低浓度藻类水样中提取出较

高的浓度以进行 °≤� 扩增反应 ∀

2 .2 文库构建与阳性克隆子筛选结果

虽然 °≤� 扩增结果有明显的真核藻类特异性

⁄��扩增带 o但由于 °≤� 混合液中含有混合样品的

微量总 ⁄�� o对文库的构建与筛选会造成一定的影

响 ∀因此 o克隆前作者对 °≤� 产物进行割胶纯化 ∀割

胶纯化后的 °≤� 产物直接与载体 °×�t|连接 o转化后

获得数百个阳性克隆子 ∀实验用空载体质粒 ⁄��为

负对照 o杂交温度采用 xs ε o并在 ux ε 洗膜 o最后从

t|u个克隆子中筛选出 tt{个有杂交信号的阳性克隆

子 ∀

2 .3 ΡΦΛΠ分析和 18Σρ ∆ΝΑ部分序列测定

从文库中筛选到的所有阳性克隆子中不可避免

地存在同一真核藻类的不同克隆 o所以为了避免重复

测序 o以减少测序的工作量和费用 o经多种核酸内切

酶进行酶切试验 o最后选用两种不同的核酸内切酶

�¤̈���! �«¤�对质粒 ⁄�� 的 °≤� 产物进行 � ƒ�°分

析 ∀考虑到 °≤� 产物片断较短 o用双酶切方法有时很

难对小片断进行分型 o故对 °≤� 产物分别选取一种

酶切逐个分型 o得到很好的分析度 ∀分析结果得到 tz

种酶切带型 ∀每种 � ƒ�°型选择 t ∗ u个进行序列测

定 ∀把所测得的全部序列输入到国际分子生物学数据

库k收录号见表 tl o以 �̄¤¶·程序进行比较分析 o结果

见表 t∀

v 讨论

3 .1 关于海洋微型藻类 ∆ΝΑ提取及纯化方法的探

讨

对于藻类 ⁄��提取方法已有许多的报道 o基本

上是用 ×∞≥溶液即 ×µ¬¶2�≤̄ k³� {qsl ! ∞⁄×�k³� {qsl

和 �¤≤̄ o还有加入 tsh ≥⁄≥∀有些改良的方法也提到

图 t 加入石英砂处理的总 ⁄�� °≤� 反应扩增结果

ƒ¬ªqt °≤� ¤°³̄¬©¬¦¤·¬²± º¬·«ª̈ ±²°¬¦⁄��·µ̈¤·̈§¥¼¶¬̄¬¦¤¶¤±§

� }u®¥ °¤µ®̈µ � }藻类 °≤� 结果
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表 1  厦门西海域真核微藻藻样 18Σ ρ∆ΝΑ克隆的序列分析

Ταβ .1  Σεθυενχε αναλψσισ οφ τηε 18Σ ρ∆ΝΑ οφ µιχρο αλγαε φροµ τηε χοασταλ ωατερσ οφ Ξιαµεν

克隆子编号 比较序列长度k¥³l � ±̈�¤±®收录号 最相似物种及相似性 系统类群

÷ � �tt zss ÷{xv|y Τηαλασσιοσιρα εχχεντριχα k|z h l �¤¦¬̄̄¤µ¬²³«¼·¤

÷ � �ut zss ÷{xv|y Τηαλασσιοσιρα εχχεντριχα k|y h l �¤¦¬̄̄¤µ¬²³«¼·¤

÷ � �vz zss ÷{xv|v Σκελετονε µ α πσευδοχοστατυ µ k|x h l �¤¦¬̄̄¤µ¬²³«¼·¤

÷ � �v| zss ÷{xv|y Τηαλασσιοσιρα εχχεντριχα k|v h l �¤¦¬̄̄¤µ¬²³«¼·¤

÷ � �wv zss ÷{xv|v Σκελετονε µ α πσευδοχοστατυ µ k|u h l �¤¦¬̄̄¤µ¬²³«¼·¤

÷ � ≤tz zss ÷{xv|v
Σκελετονε µ α πσευδοχοστατυ µ k¶·µ¤¬± ≤≤ � °

tszzryl k|u h l
�¤¦¬̄̄¤µ¬²³«¼·¤

÷ � ⁄sw zss ÷{xv|y Τηαλασσιοσιρα εχχεντριχα k|x h l �¤¦¬̄̄¤µ¬²³«¼·¤

÷ � �u{ zss ��wsw{{y Πψραµι µ ονασ αυστραλισ k|y h l ≤«̄²µ²³«¼·¤

÷ � �ww zss �ƒu|sxv| ≤µ¼²·«̈ ¦²°²±¤¶¤̈¶·¬√¤̄¬¶¶·µ¤¬± t k|z h l ≤µ¼²·«̈ ¦²°²±¤¶

÷ � �sw zss �ƒvyvt|t ∞∏®¤µ¼²·̈ °¤µ¬±̈ ¦̄²±̈ � ∞t p uu k|y h l °¬¦²³̄¤±®·²±

÷ � ≤uz zss �ƒvyvt|t ∞∏®¤µ¼²·̈ °¤µ¬±̈ ¦̄²±̈ � ∞t p uu k|x h l °¬¦²³̄¤±®·²±

÷ � �wv zss �ƒtuvu{| ∆ινοβρψον σερτυλαρια k|t h l ≤«µ¼¶²³«¼¦̈¤̈

÷ � ⁄vw zss �ƒts|vuv Παραπηψσοµονασι µ περφορατα k|w h l ≤«µ¼¶²³«¼¦̈¤̈

÷ � ≤sz zss �ƒsuut|y Γψµ νοδινιυ µ ¶³q � �≤ ≤u{w k|y h l ⁄¬±²³«¼¦̈¤̈

÷ � ⁄tz zss �ƒuzy{t{ Γψµ νοδινιυ µ σανγυινευ µ k|z h l ⁄¬±²³«¼¦̈¤̈

÷ � ≤s{ zss Υνιδεντιφιεδ σεθυενχε

÷ � ⁄vv zss Υνιδεντιφιεδ σεθυενχε

用溶菌酶 !蛋白酶 �等 ∀由于所得藻样总量很少 o而且

经酒精处理以后海藻的细胞壁变得更为坚硬 o所以用

一般的提取方法很难得到理想的效果 o而且所提取的

⁄��中残留的少量 ≥⁄≥会对以后 °≤� 反应造成影响≈v ∀

用 ⁄°≥纯化系统或用试剂盒纯化去除少量的 ≥⁄≥和

以后的割胶纯化又在很大程度上减少了 ⁄��浓度 o

这无疑给分析工作带来困难 ∀为此 o本实验对提取方

法稍作改进 o采用藻类提取液kt h ≥⁄≥ ots °°²̄r�

∞⁄×� ³� {qsots °°²̄r�×µ¬¶2�≤̄ ³� zqxots °°²̄r �

�¤≤̄ l o并加入了少量的石英砂混匀后进行高速涡旋 o

并经数次的液氮反复冻融等处理后 o所得的总 ⁄��

浓度较高 o经过 ⁄°≥纯化系统纯化后直接进行 °≤�

反应得到较好的扩增结果 k见图 tl ∀而割胶纯化对

⁄��的损失程度来说是比较大的 o故要求 °≤� 扩增

产物的要有足够的丰度才不至于影响以后文库的构

建 ∀

3 .2 引物的选择

有关扩增海洋浮游植物的引物设计的报道很多 ≈y 
o

许多相关的研究是集中在通过分析 µ� ��基因来研

究微型浮游生物的多样性和系统发育 ≈z ∀起初 °≤� 引

物是以真核生物通用引物t{ �t}xχ ��≤≤×��××��×≤2

≤×�≤≤��× vχ和 t{ �tt� 扩增 t{≥µ⁄��全基因 o但扩

增结果不理想 ∀最后选择位于 yts ∗ yvsk©²µº¤µ§l xχ

×��×�≤≤��≤��≤≤�≤��×�vχ o和 t{ �tt� kµ̈√̈ µ¶̈l

xχ ≤×≤��×���≤××��×≤≤××≤≤�≤���××≤�≤≤ vχ ∀这 u

段序列作为引物 o则可获得较好的扩增产物 ∀而且大量

实验结果表明分析藻样系统发育特征用 t{≥ µ� ��基

因全序列分析和用部分序列分析结果是一致的 ≈z 
o所

以作者采用扩增真核藻类 t{≥µ⁄��的通用引物 t{�x和

t{�tt� 对混合样中真核藻类 t{≥µ⁄��部分序列进行

扩增 ∀

3 .3 厦门西海域微型真核微藻遗传多样性的初步

研究

应用 � ƒ�°对 t{≥µ ⁄��文库中 tt{个阳性克隆

子的 °≤� 产物进行分析 ∀研究结果表明以酶切带型的

大小可以用于区分不同种水平上的藻样 o而同种水平

上的酶切带型应几乎是相同的 ≈{ ∀� ƒ�°分析结果共得

到 tz种带型 o表明该混合样中至少由 tz个不同种真

核藻类构成 ∀对序列结果进行初步分析 o发现该水样

中微型真核藻类主要由硅藻k�¤¦¬̄̄¤µ¬²³«¼·¤l的海链藻

属 k Τηαλασσιοσιραl 与骨条藻属 k Σκελετονε µαl ! 金藻

k≤«µ¼¶²³«¼¦̈¤̈ l的锥囊藻属 !甲藻 k⁄¬±²³«¼¦̈¤̈ l的裸

甲藻属k Γψµνοδινιυµl !绿藻k≤«̄²µ²³«¼·¤l等真核藻类

组成 o还有两种未明确分类或鉴定的真核藻类 o其中

以硅藻门在真核藻类种群组成上占主要位置kwth l o

为优势类群 ~其次是甲藻和金藻纲 ∀骨条藻属占t{h o

∞÷°� ∞≥≥ �̈··̈µ¶

快报



w 海洋科学russu年r第 uy卷r第 w期

这比例较低 o这可能与取样季节有关 o因为夏季是骨

条藻繁殖高峰期 ≈w 
o而本研究则是在冬季取样 ∀按最

大同源性的方法对所测的序列进行排列比较 o采用

⁄��≥×��k√̈ µ¶¬²± wqsl 软件包进行分析 o计算序列间

核苷酸差异值 o发现克隆子序列之间的相似性都不

高 o与酶切分型结果吻合 ∀而同是海链藻属的不同序

列 o其相似性介于 {{q{h ∗ |xqxh ∀

总之 o °ƒ�°分析和序列数据分析结果表明了该

样品中微型真核藻类群落具有较大的多样性 ∀但由于

本研究对象为海洋微型真核藻类 o势必带有很大的局

限性 o至少排除了其他构成多样性的原核藻类如蓝

藻 !浮游细菌等的研究 o加上样品是单一取样 o相对于

厦门西海域广阔的海洋区域而且是生境多变的条件

来说 o这是否就意味着厦门西海域微型浮游生物有着

更大的生物多样性 �而未被明确分类鉴定的真核藻类

的存在 o是否说明该海域蕴藏着更诱人的生物资源

呢 �对于厦门西海域超微型浮游植物遗传多样性问

题 o将作进一步的研究 ∀
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