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分于地理标记分析

陈月琴 邱小忠 屈良鹊 曾陇梅 t

十化学化工学院

齐雨藻tt 郑 磊十十

(中山大学生命科学学院 广州 5 1 0 2 7 5 )

f t (暨南大学水生生物研究所 广州 5 10 6 3 2 )

提要 采用 聚合酶链扩增反应 (PC R) 和限制性片段长度多态性分析 (】U 飞P )方法
,

对 1 99 2

年 5 月 和 1 994 年 12 月采 自中国南海大鹏湾
、

大亚湾
、

香港海域的赤潮有毒甲藻塔玛亚历山大

藻 8 个不同地理株的核糖体小亚基 R N A 基因 (5 5一 rD N A )进行分析
,

并与北美
、

西欧等地的 比

较
。

结果表明
,

中国南海的塔玛亚历山大藻缺少 B 基因
,

这与北美等地的塔玛亚历山大藻 (包

括有毒和无毒株)不同
,

而 与西欧
、

澳洲等地的有毒和无毒株相似
,

提示 B 基因的存在 可以作

为一种分子地理标记而不是藻种有毒的标记
。

关健词 塔玛亚历山大藻 分子地理标记 核搪体小亚基 R N A 基因 限制性片段 赤潮

学科分类号 X 55

甲藻的亚历山大藻属 . 2召朔 n dr iu m )为全球分布的有毒藻属之一
。

由于其地域上分布

的广泛性
,

及所产毒素 (麻痹性贝毒素
,

Para ly ti e she llfl sh Po iso n in g
,

PsP )的危害性
,

已弓l

起国内外的高度重视
,

对诱发有 害性赤潮的甲藻种类
、

产毒机理
、

所产生毒素的化学本质

都作 了较深入 的研究 (A n de rs o n e r a l
,

1 9 9 6 : Ta ylo r e r a l
,

19 5 5 )
。

近几年
,

人们 的注意

力 已逐渐转向甲藻的基因水平研究
,

试图从分子水平认识 甲藻的遗传特征
,

探讨其种属间

或不 同地理株 之间的分子标志 (块
sto m be 。r a乙 19 9 2 : Se ho lin e t a z

,

19 9 3
,

19 9 4
,

199 6)
。

中国南海海域地处亚热带
、

热带海区
,

甲藻种类繁多 (林永水等
,

19 9 3 )
,

但是
,

对甲

藻分类鉴定 的认识基本上处于形态学水平
,

关于其分子水平的研究 尚未见有报道
。

本研

究以核糖体小亚基 R N A 基因 (Ss 一rD N A )为分子标记
,

对中国南海海域的塔玛亚历山大藻

不同地理株进行限制性片段长度多态性分析 (R FLP分析 )
,

并从分子水平比较不同海域塔

玛亚力山大藻的遗传差异
,

找出中国南海近海岸塔玛亚历山大藻及其它藻种的地理标记
,

以期为赤潮生物学 的研究提供分子水平的资料
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

本研究所用材料列于表 1
。

塔玛亚历山大藻 (刀e
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、
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表 1 藻种的株系
、

种名
、

采集地点和分离培养方法

T a b 1 5 一r a ln 一lu m be rs
,

spe e les d e s一g n a tio n s
,

eo llee te d loc a les a n d

一s o la txo n e u ltu re s m eth od
s fo r alg al spe c le s

株 系 采集地点
,

时间 (年一月 ) 毒 性

A T I)日〕1

A T D 】刊〕3

A 】CI0 1

A T CI0 2

A T C I0 3

A T H K 0 1

A T N A 0 1

AT N A 0 2

A LI 即 1

SC D 侧) l

生 Ia 产, 2口 z丫 r了写〔
,

A f‘了I, 尹2‘了z丫一2‘亡

月
.

1‘才) , 7 2‘才I 召 12万召

月 阳z , 7 lu l丫 )2 丫尸

王 t“ 2? )了〔了, 丫
,

, 了, 亡

崖
.

f(2 17 , 了“ z丫 , 了, ‘
,

庄 lu ), z了‘了,丫
,
)z , ‘

J Id ,, 尹I‘了,飞
,
, 2人〔

,

理
.

1
〔,
(
z
产

人 l, 丫, 〔h
(一产(人

,
‘z

大鹏湾
,

19 92 刃5

大鹏湾
,

19 92 一5

人亚湾
,

19 9 2 一05

大亚湾
,

19 9 2币5

大亚湾
,

19 9 2书5

香港海域
,

199 4 一 12

大鹏湾
,

南澳
,

19 9 4 一 12

大鹏湾
,

南澳
,

19 94
一 12

日本
,

19 9 5一8

大鹏湾
,

19 9 3刃 l

单细胞分离培养方法

营养细胞分离

营养细胞分 离

抱囊萌 发后营养细胞分离

抱囊萌发后 营养细胞分离

抱囊萌发后 营养细胞分离

营养细胞分离

抱囊分离

抱囊分离

抱囊分离营养细胞

饱囊分离营养细胞

有毒

有毒

有毒

有毒

有毒

有毒

有毒

有毒

未测定

无毒

tr o’’hoi de a 由暨南大学水生生物研究所提供
,

采集海域见图 1
。

A
.

lee i由 日本北理大学耳

玉正昭教授提供
。

5. tr o c h厉de “为甲藻另一赤潮种
,

在此用作外类群对比
。

所有藻种均于

f/ 2 培养基 中培养
,

培养条件
:

温度为 20 一25 ℃
,

光照度为 2 0 00 一4 0 0 Olx
,

光 :暗 = 14h :

10 h
。

藻种保存于暨南大学水生生物研究所
。

1
.

2 D N A 的制备及核糖体小亚基 R N A 基因 (5 5 一rl)N A )的扩增反应

采用
“

甲藻单个细胞 D N A 制备法
”

(陈月琴等
,

19 97) 进行 D N A 制备及 5 5一rD N A 的聚

合 酶 链 扩 增反 应 (PC R)
。

PC R 引物 为
:

Pl 8( + )
:

5’ G T C I,CA A A G A T T A A〔;CC A T G C A

3
‘ ,

P 1 8 (一)5
‘ A (工l iA C G C〔兀)(汇汀C T G T A C A A 3

‘ ,

由中国科学院上海生物化学研究所

合 成
。

PC R 反应程序 为
:

于 94 ℃ 变性 sm in ; 然后 分别于 94 ℃ 变性 lm in
,

55 一57 ℃ 退火

lm in
,

7 2 oC 延伸 Zm ln ,

3 0 个循环
,

最后于 7 2 oC 延伸 xo m in
。

pC R 反应液
:
20一3 0 协l反应体积

A s n l Sfu l

1 1 3
矛

50 1 14
a

0D 1 14
口

1 0 1 1 4
“

20 1 1 4
。 左0 11 4

.

40 E

8 26 bP

A . ~ we ~ . es 咔es ~ .
一

2 2
0

4 0

/ 、

人支渔
~ 洲产

一 篡

/
、

石晶
、

B

—
6 67 b P

B 一一

一一州卜一一一一一
入

、

22
.

30’

H a eXll

7 5 3 bP 12 4 7 bP

A - - -朴
.

se 啼- se
B es

—十一一一+
一

一
一

X b al

80 9 b P

-
.

叫-
- - -

一一一一弓一
一
一

—2 2
0

2 0

大屿 岛

2 2
‘

10
碑

甘
、

理叫
”别 “‘政区

图 1 藻种采集地点

R g
.

l Th
e e ollee led loc a tlo n s o f

凡 似m a r e n s e 一n S o u t h C拍n a S ea

图 2 根据 注 fu
n
办en se 核糖体小 亚基 R N A 基因

序列的 4 种限制性 内切酶的理论图谱

日9
.

2 Th
e o re ti c al m aPS o f re stri eti o n enz ym es w ith

A sn l
,

S fu l
,

Ha
elll

,

X b all bas e d o n A
.

fu
n
dy

e n se

5 5一rD NA seq u e nc e

竖线处为酶切位点
。

没有 B 基因时
,

A s吐
,

sfu l
,

H ae lll,

X bai l的酶切片段数分别为
:
2 条

、

l条
、

3 条
、

1 条
; 有 B 基

因时 A sn l
,

s fu l
,

H a e lll
,

X b all的酶切片段数分别为
:
3

条
、

3 条
、

3 条
、

1 条
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含 l一 l
.

SU 的T aq p o lyn le r a s e (Sa n g o n ,

上海 )
,

2 0 0协m o l / L dN T p (华 美公 司)
,

2 一

2
.

sm m ol / L 的 M g o 及痕量 D N A (小于 lp g )甲藻 D N A
。

扩增完成后
,

PC R 产物用乙醇沉

淀
,

沉淀晾干后加适量三氨基 甲烷一乙 二胺四 乙酸缓冲液 (T E) 溶解
,

取 2 林l于 1% 的琼脂糖

凝胶上 电泳检查
,

其余于 一 20 ℃保存备用
。

1
·

3 55 一r D N A PC R 扩增产物的酶切分析

根 据 几 加, , d ,
,

〔
·

, , 、。 5 5 一rD N A 的 序 列 (Sc ho lin 。r a l
,

19 9 3 )
,

选 定 A sn l
、

S fu l

(B o e
丽

n g e r M a n n h e lm
,

德国 )及 H a elll
、

x b a ll(华美 )4 种 限制性 内切酶进行酶切分析
;

A snl 在理论上作用于 5 5一 r l)N A 的 A 基 因
,

S fu l则作用于 B 基因
,

H ae H I和 X ba ll 可同时作

用 于 A 基 因和 B 基 因
。

4 种 限制性 内切酶 理论 酶谱如 图 2
。

酶 切反 应
:

取 50 一 10 0ng

PC R 产物
,

5一 SU 的限制性内切酶于 10闪反应液中
,

于 37 ℃置 3h
,

或过夜
; 酶切结果于 1%

的琼脂糖凝胶上电泳检查
。

2 实验结果
2

.

1 D N A 的制备及 PC R 扩增结果

采用单个细胞 。N A 快速制备法获得的痕量 D N A (小于 lp g )直接用于专一性 引物的

PC R 扩增反应
,

PC R 扩增结果见 图 3a
。

塔玛亚历 山大藻 8 个不同地理株
,

同 A
.

lee i和 S

tr o eh o ide a 的 pC R 产物长度基本一致
,

约 1 6 1 7 个碱基 (b ase p a ir
,

简称 bp )
,

为 5 5 一rD N A部

分序列
。

说明以单个细胞 I〕N A 制备法获得的痕量 D N A 用于 PC R 扩增
,

具有较好的重复

性
。

2
.

2 PC R 产物 (5 5 一 rl)N A )的酶切结果

A snl
、

S fu l
、

H ae m 及 X b al l限制性 内切酶酸切结果见图 3b 一
e

。

结果如下
:

(l) 亚历

山大藻属与 & r

lPP 对el la 属之间的带型有差异 (图 3d 和 e)
。

而塔玛亚历山大藻属内种间或

不同地理株之间带型一致
。

(2) 塔玛亚历山大藻不同地理株同 A
.

le el’和 5. tr oc h oi de
a 的

A snl 图谱一致
,

酶切结果有 2 个不同片段
,

分别为 7 9l bP 和 8 2 6 bp (图 3b)
。

A snl 为切割 A

基因的专一性酶
,

酶谱的一致性
,

说明塔玛亚历山大藻不同地理株
,

甚至亚历 山大藻属与

及;

IPP si ell
“属之间

,

5 5一rD N A 的 A 基因在该位点上具有保守性
。

(3 )Sfu l酶切图谱见 图 3c
。

Sfu l理论上为作用于 B 基因 6 6 7bP 处的限制性 内切酶
,

但所有藻种的 Pc R 产物都未能被

割
,

说 明南海海 域的塔 玛 亚历 山大藻
,

5. tr oc hoi de a 以 及 日本海 的 A
.

le ei 不存 在 Ss

一 rD N A 的 B 基 因
。

(4) 塔玛亚历 山大藻不同地理株 的 H ae m
、

X ba ll 酶谱完全一致 (图 3d

和 e )
,

而且所获酶切产物与理论 图谱完全相符
,

表 明中国南海海域塔玛 亚力山大 藻 Ss

一rR N A基因结构上的一致性
。

3 讨论与结语
3

.

1 PC R 引物及反应条件的选择

PC R 反应直接用于 R FLP 分析
,

具有快速
、

方便等优点
,

为藻类 的属间和种 间鉴定提

供方法学基础
。

但 PC R 易产生非特异扩增
,

本实验采用提高退火温度
,

如将传统的退火

温度 5 0 ℃提高到 55 ℃或 57 ℃
,

可消除这一现象
。

引物的设计也很重要
,

最初 PC R 引物

是 以 真 核 生 物 通 用 引 物 A
: 5 ‘

A A C CT G G T T G A T C C T G 〔C A G T 3 ‘

和 引 物 B :
5

‘

TCCTT C T G 〔!A G G T T C A CC T A C 3
‘

扩增 5 5 一rD N A全基因 (S o g in
,

1 9 9 0 )
。

但是
,

由于 B 弓l

物位于 5 5 一rD N A 非常保守的二级结构 区
,

影响引物与模板的形成
,

为此
,

除个别藻种能
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的地理标志
。

S fu l酶切结果揭示 了中国南海海域塔玛亚力山大藻的 5 5一rD N A 特点
,

即不

存在 B 基 因
,

而且不同的地理株
,

4 种限制性 内切酶酶切结果都表现出较大的一致性
。

此

结果与北美东西部海域及 日本等海域 的塔玛亚力山大藻的不 同 (S ch oli
n 。t al

,

19 9 4)
。

sc hof in 等 (199 4) 对北美东西部海域
,

西欧和 日本等海域的亚历山大藻属不同藻种 B 基 因

的分布情况进行研究后
,

得出北美西部和东部海域
、

日本南部和北部海域该属的许多种类

(包括有毒和无毒种类 )普遍存在 Ss 一 rD NA 的 B 基因
,

结果见表 2
。

可以看出
,

塔玛亚历山

大藻不同的地理株
,

基 因水平上表现 出明显的多态性
,

笼统地可分为三大型
: I型

,

同时具

有 A 基 因和 B 基因
。

北美西部海域
、

日本北部海域的某些类群既为此型代表
。

H 型
,

n 型

的塔玛亚历山大藻
,

不仅具有 A 基 因和 B 基因
,

而且 5 5 一rD N A 的 PC R 产物 中还同时存在

较大片段的 PC
R 扩增产物 (大于 2

.

Ikb)
。

表现出基 因水平的复杂性
。

北美东部海域
、

日本

北部和南部的类群具该型特点
。

m 型
,

5 5 一rD N A 仅具有 A 基 因
,

南海海域的塔玛亚历山大

表2

T a b
,

2 5 5 一 rD N A

不同海域中塔玛亚历山大藻的反一r D N A 比较
c o m Pa ri so n o f 刀e姗n dr ium spe c ie s lso llate d fr o m d iffe re n t are as

海 域 株 系 种 名
A / B基因检测

采集地 毒 性
A基因 B基 因

Ss 一rD N
z
、大

片段产物

北美西部 p W 0 5 注 ta 枷
r e n s。 p o rt B en n y

,

A K, u
.

s + + +

北美东部 Gt p印 l 注 ta ma
re n s e

砌m o u 山
,

M A
,

u
.

s + + + +

Gt CN I 注 ta 栩
re n s e

Gr
o to n ,

CN, U名
.

+ + + +

Gt LIZ I 注 ta ma
re n s e Bab ylo 几 NY

,

U
,

S + + + +

西欧

英国 Pg tl 8 3 河
.

ta ma
re n s。 p lym o u th

,

u
一

K 一 +

西班牙 PE lv 注 la ma
r e n s。 (玉目ic ia, S pai n -

日本

北部 N l} l 兀 ta ma
r e n s e N o d a B a y + + + +

O K 8 7 5 一 l 凡 ta糊
r e n s e O k ki门 B ay + + + +

O F()4 1 注
.

ta ma
r e n se Ofu n ato B ay + + +

O R )5 1 A
.

la糊
r e n s e 0 1’l川l a to B ay + + +

南部 W KS
一 l 注 ta ma

re n s e T an a比 B a y 一 +

泰国 C l」es 1 3 A
.

ta ma
re n s e G ulf o f Th ai la nd + +

澳洲
一 +

T asm a ni a A T B B O I A
.

ta ma
re n s e B e ll Ba y + +

中国南部 A 丁1)1气)1 泣 ta ma re )7s e 大鹏湾 + +

A T I)l、)3 」
.

la , , :a r e n s e 大鹏湾 + +

A T C 10 1 注 Ia n :a r e n s e 大亚湾 + +

A T C I0 2 理 ru n : u r o n ‘e 大亚湾 + +

A T C I0 3 通
.

!a n : u r e l: s e 大亚湾 + +

A T H K0 1 」
.

la r n o re n 、 香港海域 + +

A T 卜A ol 」
.

Ia r m a re n ; 大鹏湾
,

南澳 + +

A T N A02 毛 似 r

ma re n : 大鹏湾
,

南澳

注
: “ 一 ”

示存在或有
;

“
+

”

示无
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藻为该类型 的典型代表
,

此外
,

西欧和澳洲某些海域的无毒种类
,

以及 日本南部海域的某

些有毒种类也表现出 111 型的特点
,

这说 明 B 基因的存在可以作为一个生物地理标志
,

用

于中国海域有毒种类 发生或扩展监控的指标
。
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