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海洋超微型浮游植物多样性研究方法进展
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海洋超微型浮游植物 是一类

粒径微小 ∗ Λ 的光能自养型浮游生物 它包

括 所 有 的 微 微 型 浮 游 植 物 °

∗ Λ 和部分微型浮游植物

∗ Λ 由原核浮游植物及真核浮游植物组成 ∀

微微型原核浮游植物主要是单细胞的蓝细菌 藻 聚

球藻 Σψνεχηοχοχχυσ 和原绿球藻 Προχηλοροχοχχυσ∀海洋

超微型光合真核生物主要包括定鞭藻类 !金藻类 !隐

藻类和绿藻类等 ∀现有的研究结果表明 超微型浮游

植物广泛分布于包括南极水域在内的水体中 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 在微型生物食物网中 超微型浮游植物是重要

的初级生产者 在热带海域对浮游植物生物量贡献可

达 以上 在亚热带海域可达 ∗ ≈ 其通

过微型浮游动物的摄食进入经典的微食物环 在热带

和亚热带的寡营养海域 以超微型浮游植物为起点的

微型生物食物网在海洋食物网中占有十分重要的地

位 此外 超微型浮游植物在维持生态系统稳定性中

亦起着重要作用 ∀超微型浮游植物由于其细胞微小

细胞比表面积比较大 对环境变化的反应较为敏感

可作为环境指示生物 ∀

据 ° 等 年报道 超微型浮游植物个

体微小 一般为球藻或具鞭毛藻 形态特征较难分辨

而且不同的培养条件下它们的形态特征存在着差

异 ∀另外 在超微型群落中 多数种类的微型生物无法

进行纯化培养 因此难以用一些经典的分析方法来研

究超微型生物的多样性 近年来 由于基于核酸分子

生物学的分子技术的引入 海洋环境中的微型生物多

样性的研究得到极大的发展 ≈ ∀这些技术主要开始于

对细菌的研究 之后逐渐引入到海洋微型浮游生物的

研究中 目前这些应用多数还集中在遗传多样性和自

然种群亲缘关系的研究 ∀本文就目前在国内外发展的

可应用于超微型浮游植物多样性的 ⁄ 序列和相应

的分子技术方法进行简要介绍 ∀

分子技术所应用的基因序列类型

原核细胞基因类型

≥ 基因

原核生物核糖体的 ≥ 基因 是最早应用

于海洋学研究的核酸分子 也是目前应用得最多的序

列 ∀ 年 √ 等应用 °≤ 方法来扩增分析

≥ 基因 初步建立了马尾藻海浮游细菌系统发

生树 ∀

虽然任何基因可以作为分子标志 但是 ≥

基因有其特殊的优点 基因在所有的

细胞生物中均存在 ≈ 同时具有相嵌的高度保守区域

和可变异或高度变异的区域 ≈ 所以可以根据不同水

平的分类来设计 °≤ 引物 准确地确定物种之间的亲

缘关系 特别是对于较远的亲缘关系 ∀ 现已建立了

大量的 ≥ 基因的序列数据库 有较多的生物

系统多样性信息 ∀这对基因序列的比较分析十分有
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图 ≥ ∗ ≥间隔区代表模型及其功能区域结构

用 ∀ 核糖体在细胞中大量存在 其生物合成量正比

于细胞生长速度 在生态学研究中 很容易用专一性

分子探针筛选 ⁄ 分子 ≈ ∀

≥ ∗ ≥间隔区序列

利用 ≥来研究原核生物的多样性仍然存在一

些缺陷 原因如下 ≥基因分子大小较为恒定的

长度一般为 ? 这样不同的基因就不能

通过大小来区分开来 ∀ 尽管 ≥序列具有高度变

异的区域 但是对于许多亲缘关系较近种群而言 其

无法提供有效的区分标记 比如相同属内的种 对蓝

藻来说 ≥ 可用于鉴定种以上的株系 但对于

种以下水平 分辨率不够 ≈ ∀

相对来说 大分子 即 ≥ 和 ≥

基因之间的间隔序列是一个特殊的区域 具有较高的

突变速率 可作为精细的分子指标 用于亲缘关系较

密切的原核超微型藻如蓝藻的属内的分类鉴定 ∀多数

已知的原核生物的基因将不同的核糖体 编码成

为一个功能性转录单位的操纵子 ∀这些操纵子通常定

位于复制启始点的两侧 ∀一个操纵子中不同亚基的排

列结构最常见的形式是 ≥ ∗ ≥ ∗ ≥顺序如图 所

示 ≈ ∀

在 ≥与 ≥之间 以及 ≥与 ≥之间存在着不

同长度的间隔区 ∀这种间隔区的大小可因不同的物种

而变化 这种长度上变化主要是由于在间隔区中存在

着多种功能单位 如 基因 在已研究的多数微

型生物的间隔子发现 ≈ ∀这个区域还有其它的一些功

能单位 如可识别核糖核酸酶 的序列和在转录中

起抗终止作用的序列 βοξ ∀这些序列在所有微型生

物中普遍是不保守的 即使是在亲缘关系很近的情况

下往往仍表现出特异性 ∀这些功能性单位在间隔区中

不超过 剩下的区域是由一些不重要 或者目前

尚未发现其功能 的序列组成 容易发生插入与丢失

现象 而这种序列的变化对其生长并没有影响 理论

上可以表现较大的多样性 ∀同时 在亲缘关系较近的

物种之间 间隔区中一些核苷酸序列也相当保守 ≈ ∀

间隔区的这些特征 有利于原核微型生物的研究 ∀间

隔区的大小多样性提供了一个通过大小来分离 °≤

产物的方法 可以使用较为方便的琼脂糖电泳 ∀另一

方面 可以利用一个定位于 ≥基因的引物扩增得到

≥2 ≥间隔区的克隆 ∀由于现在已经有较为丰富的

≥ 基因序列库 而已知的 ≥与 ≥的基因序列较

少 因此对 ≥ ∗ ≥间隔区的研究要比 ≥ ∗ ≥间隔

区的研究要有利 ∀

光合基因序列

对超微型原核浮游植物而言 利用它们有别于细

菌的基因 ) ) ) 光合基因来研究其多样性 有利于消除

自然群落中细菌 ⁄ 污染的影响 ∀

° °≤ 是一种藻蓝蛋白 它是蓝藻光合

系统 集光色素的主要载体 ∀整个 °≤启动子包括编

码 个后胆色素亚基的基因 以及 个连接多肽 ∀在

个后胆色素亚基之间的间隔区 ≥ 是一个高突变

区 可作为蓝藻株系之间的鉴定 ∀海洋超微型浮游植

物原绿球藻细胞可以生活在比较广的光辐射范围 从

水表面层至低于真光层下限深度均能进行光合作

用 ∀这种非凡的光合效率必然涉及到光合器官高度有

效的适应机制和丰富的遗传多样性 ∀目前在利用原绿

球藻光合基因分子研究自然种群多样性方面 国际上

进行了较多的工作 ∀ 等 年在对原绿球藻深

水种 Π. µαρινυσ ≥≥ 的色素研究中发现具有功能性

的 χπε 基因 编码藻胆素的两个亚基 而在海表层

的原绿球藻群落中分离的 ⁄ 中没有发现相关的序

列 这种藻红蛋白基因可做为深水种类原绿球藻

Π. µαρινυσ的特异性标记 ∀ 等对海洋不同深

度的两种原绿球藻天线色素基因 πχβ °

2° 进行测序 发现两种原绿球藻

πχβ序列之间的同源性仅有 这表明不同深度的

原绿球藻群落间存在着较大的多样性距离 ∀

年等对原绿球藻 °≥ 反应中心的 ⁄ 蛋白基因 πσβΑ

的序列进行分析比较 证实了其与蓝细菌的紧密的亲
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缘关系 ∀ 等 年利用流式细胞分选仪分选

的样品 进行 ⁄ 的 °≤ 扩增 !克隆 通过测定不同

的原绿球藻的光合色素基因 πετΒ/ ∆等位基因来建立

原绿球藻的遗传多样性 ≈ ∀

真核超微型浮游植物基因

同原核生物一样 ≥ 基因序列是真核超微

型浮游生物遗传多样性研究的主要靶位序列 ∀通过

≥ 基因测序 鉴定不同分类水平的特异性区

域 并设计出不同分类水平的寡核苷酸探针进行杂

交 识别出特异性的种群 目前已经利用 ≥ 基

因序列设计出从界到种水平的特异性探针 表 ≈ ∀

等利用 ≥ 基因序列研究硅藻的起源与

多样性 提出与硅藻形态分类不同的分类方式 ∀

核糖体 ≥ 和 ≥ 基因的转录间隔区
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×≥ × ≥ 是国际上公认的生物

各类群属下种间水平比较研究的一个很好的分子指

标 已经在动物 !被子植物 !绿藻等方面得到广泛的应

用 ∀ 等以 ⁄ ××≥区作为多样性指标对日本

海域和中国海域的甲藻 Αλεξανδριυµ χατενελλα 与

Αλεξανδριυµ ταµαρενσε 不同地理株进行分析 , 认为这

些海域 Αλεξανδριυµ 属间不同种间序列存在显著差

异 而在种内个体间 ×≥序列非常相似 ∀ 等通

过对 种硅藻的研究认为 ×≥在研究硅藻种间亲缘

关系时十分有用 ∀

常用 ⁄ 分子技术

基因测序

对超微型生物细胞直接进行基因测序可以为遗

传多样性研究提供丰富准确的信息 ∀上述的基因序列

均可以通过测序得到详细的序列信息进行比较分

析 ∀通过序列数据的比较较为精确 一般可以衡量别

的多样性分析方法效果 ∀由于测序需要较多的时间与

资金 不适用于快速多样性分析 !群落水平或数目较

多的样品分析 ≈ ∀一般来说 通过测序得到的序列数

据可以进行遗传水平多样性分析 而这些序列数据可

以补充现有的数据库 增加多样性信息 ∀

等通过 ≥ ⁄ 测序比较中肋骨条藻

个株系 来确立了一个新种 Σ . Πσευδοχοστατυµ ∀ ∞

等对原绿球藻 Προχηλοροχοχχυσ 和聚球藻

Σψνεχηοχοχχυσ 基因 πετ ⁄的测序比较建立这两类

重要超微型浮游原核植物的遗传标记 ∀

⁄ ∞与 ≥

⁄ ∞ 变性梯度凝胶电泳 是 ≥ 基因测

序中经常用的一项 ⁄ 分离技术 ∀由于不同种个体

的 ≥ 基因的长度较稳定 琼脂糖电泳不能将

相同大小的不同 ⁄ 分子区分开来 ∀而 ⁄ ∞能够

将大小相似的不同序列 ⁄ 区分开 得到纯化的单

种 ≥ ⁄ 以便进行测序 ∀ ∏ 等 年把蓝藻

⁄ 通过 °≤ 扩增后 将蓝藻 基因片段有选择

地扩增出来 再通过 ⁄ ∞获得片段进行测序 获得

≥ 基因的核苷酸信息 ∀

另外 ⁄ ∞还是一种重要的群落印迹分析方

法 ∀群落印迹技术是用于比较整个群落 评价群落时

空动态变化 ∀通过 ⁄ ∞可以得到整个群落 ≥

序列的电泳图谱 通过不同 ⁄ ∞图谱比较可以了解

群落的结构变化和时间空间变化程度 ∀据 ≥

等 年报道 在土壤生态学中 它被用于描述土壤

细菌种群 研究土壤细菌受影响的群落变化情况 ∀在

水生生态学中 ⁄ ∞已被应用于研究淡水和海洋环

境中原核生物的时间和空间变化 ≈ ∀这些研究表明了

⁄ ∞技术适用于海洋微型生物群落时空动态的研

究 ≈ ∀≥ ∏ 年通过形态分析 !⁄ ∞!类胡萝卜

素分析三种方法比较 ≈ 认为 ⁄ ∞对于群落样品中

生物多样性的分析是比较真实 !合理的 是一种调查

自然微型生物群落的有利工具 ∀比起测序来说 ⁄ ∞

对含有多个物种的样品处理的工作量要少得多 ∀

但是 ⁄ ∞要求特殊聚丙烯酰胺和特定电泳设

备 ∀另外还需要有较长的引物 而且只能扩增出几百

个碱基的 ≥ ⁄ 片段 ∀一种更简便的群落印迹技

术是 ≥ ⁄ 间隔区序列分析 它利用 ≥ ∗ ≥

间隔区大小变异显著的特点 通过大小差异来得到整

个群落的琼脂糖电泳谱图 ∀ 等 年对地中

海不同深度的浮游细菌水样进行 ≥ 分析 证实时

细菌种群结构随深度不同的变化 这个结果与

等 年应用 ⁄ 扩增 ⁄ 限制分析 技术得

到的结果相似 ∀

⁄°的应用

⁄° ° ⁄ 随机扩

增多态性 ⁄ 由 年 • 等人创立 用于

分析生物基因组的遗传多样性 它使用一系列具有

个碱基的随机引物 对基因组的 ⁄ 全部进行

°≤ 扩增 ∀若遗传特性存在差异 经 °≤ 扩增后表现

其差异性 ∀ °⁄的研究不需要合成特定序列的引

物 具有高效性与灵敏性 能在短期内获得大量的多

态性 ⁄ 片段 只要遗传特异性发生变化 即使亲缘

关系很近的个体也能认别 ∀

在原 °⁄的基础上加以改良 即一般

°⁄使用单引物 而新方法则使用双引物 提高了重

复性 获得高度重复性的 °⁄图案 将 个形成水

华与产毒的蓝藻株系通过 个单引物和 个双引物

的 °≤ 反应得到每个株系的遗传距离 ∀ 等用

°⁄分析了 个钝形脆杆藻 Φραγιλαρια χαπυχινα

株系的遗传指纹图谱 指出不同环境条件下种群间存

在遗传变异 ∀
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ƒ °技术应用

ƒ ° ƒ ° 限

制性片段长度多态性 是 在 年创立

的 主要原理是由于生物种群之间染色体结构或碱基

的改变使 ⁄ 片段的酶切位点发生变化 用限制性

内切酶切割改变的 ⁄ 则产生长短 !种类 !数目不同

的限制性片段 ∀这些片段经聚丙烯酰胺电泳分离后

在凝胶上呈现不同的带状分布 具有差异性的 ⁄

片段可通过 ≥ ∏ 杂交检测出来 ∀然后利用 ≥ ∏ 2

转移将带状分布 ⁄ 移到膜上去 再利用探针进

行杂交后 洗去多余探针 经放射性自显影即可得到

靶 ⁄ ∀

等 年采用 ƒ °分析方法来鉴定蓝

藻的株系 其先运用 °≤ 扩增出 °≤启动子 再运用

种限制性内切酶进行酶解反应 ≥ 等利用光合

基因 ρβχΛ, ρβχΣ , ωοξΑ, πσβΑ制备的探针来进行 ≥ ∏ 2

杂交 鉴别比较不同潮流深度中的原绿球藻 陈月

琴等 年应用 °≤ 与 ƒ °结合对我国南海的有

毒赤潮藻进行了分子鉴定 ∀

原位杂交 ≥

原位杂交 ≥ ιν σιτυ 是采用与特

异性基因序列互补的荧光或放射性标记的寡核苷酸

探针 协同表面荧光显微技术或流式细胞术来鉴定各

种系统发生水平上 从界到种 各种复杂样品中的遗

传多样性 ∀一般来说 原位杂交的特异性基因序列采

用 序列 原核为 ≥ 真核为 ≥ ∀

由于 ≥ 方法依赖于细胞内特异性目标的数目来提

供可检测的信号 而许多自然环境中生长缓慢或休眠

的微型生物的 分子较少 会影响信号的强弱 ∀所

以多数定位于 探针的应用技术被限定于研究营

养相对丰富环境下的浮游微型种群 ∀目前也利用多

定位荧光探针 多核糖体核苷酸探针 或更紧密

的荧光染色来提高杂交信号强度 这有助于提高 ≥

所描述的微型生物群落结构的稳定性 ∀

⁄ 和 ƒ∏ 等应用同位素标记的核苷酸探

针的方法研究了大西洋和太平洋温带近岸海域 !南极

无光区及寒带水域的浮游细菌的多样性 ∀ ≥ 等运

用 ≥ 探针原位杂交的技术来研究真核超微浮

游植物的生物多样性 他们在分析 ≥ 的特异

性片段序列的基础上 设计一个与特异性片段互补的

短寡核苷酸链 如 个碱基 然后结合上荧光分子

这样就可以运用荧光显微镜或流式细胞仪分辨特异

的细胞 ∀这些探针要根据所要鉴定的目 !属 !种不同等

级差异而进行扩增 ∀

原位反转录 ≥ × 和原位 °≤

原位反转录 ≥ × ιν σιτυ √ × 是

≤ 等 ≈ 建立的一种应用于水体中原核生物遗传多

样性与活性分析研究的方法 ∀在完整的原核细胞中

导入与特定 ≥ 或 序列互补的荧光标记

寡核苷酸引物 在反转录酶作用下 每个细胞产生带

荧光标记的 ⁄ ∀≥ ×可以提供比 ≥ 更强的信号

尤其是定位于 时 具有更高的灵敏性 ∀荧光标

记的寡核苷酸对 ⁄ 多倍整合提供了复杂微型生

物群体中表达特异性功能基因的细胞的检测的高敏

感性 ∀ ≤ 等应用定位于 ≥ 特异性区域的引

物 通过 ≥ ×检测和计量出复杂细菌群落中两种木

质素降解菌 Μιχροβυλβιφερηψδρολψτιχυσ ∞2 Σαγιτ2

υλα στελλατα ∞2 ≈ ∀

原位 °≤ 用于检测真核细胞中的 ⁄ 或

细菌 ∀其利用特异性的引物对细胞中稀有的基因进行

扩增而不需要从细胞中提取 ⁄ ∀在原核生物研究

中 结合原核原位 °≤ 技术 °2°≤ 与原位反转录技

术 可以显示原核特异的功能基因 质粒或染色体 和

它们的表达 ≈ ∀ °2°≤ 可用研究复杂微型生

物群落中具有特异基因的微生物细胞和了解原核细

胞基因对环境条件的应答 ∀这种方法已经成功应用于

检测海洋细菌群落 Πσευδοµονασ细胞的 ναηΑ基因转

录的 检测 Αζοτοβαχτερϖινελανδιι的 νιφΗ基因和

Πσευδοµονασ πυτιδα ƒ 的 τοδΧ 基因 ≈ 的存在与表

达 ∀

流式细胞技术的应用

流式细胞技术 ƒ ≤ 简称 ƒ≤ 是将样

品细胞悬浮于液体中 在流动过程中细胞一个个地经

过测量区进行快速测量 ∀它的最大特点是可同时测量

每个细胞的多个参数 根据这些特征参数对细胞群体

进行分类分选 进而对各亚群分别进行研究 ∀当前流

式细胞技术在细胞生物学 !免疫学 !肿瘤学 !血液学 !

遗传学 !病理学 !临床检验等领域应用十分广泛 ∀近年

来也开始应用于海洋浮游植物研究 ∀

年代海洋生物学家应用流式细胞技术发现了
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海洋中的另一类生物 ) ) ) 原绿球藻 ∀这类微小植物在

水柱 层 深处的弱光环境中十分丰富 这些细胞对强

光十分敏感 在差视显微镜连续照射下即溶解或消

失 ∀而使用流式细胞计 因细胞流经测量光区的时间

极短 2 因此可以发现这些原绿球藻体 ≈ ∀

年 ≤ ∏ 等通过流式细胞技术在地中海发现迄今为

止所记录的最小的微微型光合真核生物 绿藻类

Οστρεοοχοχχυσταυρι∀基于超微型细胞在流式细胞仪生

物光学特性 年提出细胞粒径多样性

≤ √ 概念 根据流式细胞仪能够测定

单个浮游植物细胞色素的自荧光和粒径大小 用于衡

量超微型浮游生物群落结构多样性 而不需要鉴定群

落中种群的组成 ∀

另外流式细胞仪在超微型浮游植物研究中可作

为特异性荧光检测器 它可以特异性检出结合有荧光

染色剂 !寡核苷酸荧光探针的细胞 可作为原位杂交

的高效检测器 ∀≥ 等运用流式细胞技术来检测真

核超微浮游植物 ≥ 荧光探针原位杂交结果 ∀

结束语

分子生物学技术在海洋微藻多样性研究中的引

入 使这一领域得到飞速发展 ∀目前在每一个多样性

和系统遗传水平上均已发展了相应的研究靶基因与

分子技术 ∀不同的基因与分子技术的选择依赖于所要

处理的样品的数量 ! 要求的时间以及研究的水平 ∀

应用分子生物学技术进行海洋学研究目前还处于早

期阶段 尚需要进一步完善和改良所应用的分子生物

学方法 使之更适应超微型浮游植物多样性和系统发

生学研究的需要 ∀
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