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张宝玉 王广策 张 炎 韩笑天 吕颂辉什 齐雨藻” 邹景忠 曾呈奎 
(中国科学院海洋研究所 青岛 266071；中国科学院研究生院 北京 100039) 

(中国科学院海洋研究所 青岛 266071) 

”(暨南大学水生生物研究所 广州 510632) 

提要 对东海原甲藻(Prorocentrum donghaiense)和海洋原甲藻 APBM(P．micarts APBM)的 

5．8S rDNA及其转录间隔区(ITS)序列进行了PCR扩增、克隆和序列测定，并分析了甲藻属9株 

赤潮藻(7株从 GenBank获得)的系统进化关系。结果表明，海洋原甲藻 APBM的 iTS片段(含 

5．8s区)为63lbp，东海原甲藻的(含5．8s区)为552bp；东海原甲藻与从GenBank中获得的微小 

原甲藻相似程度较高，与甲藻属其他原 甲藻相似程度较低；本文研究的海洋原 甲藻 APBM的 

ITS序列与其他原甲藻相似程度都较低并且在进化树上距离也较远。用ITS1或 ITS2序列构建 

的系统树与用 ITS+5．8S rDNA序列构建的系统树反映的结果基本一致，5．8s区因过于保守似 

乎不适于构建系统树反映种下的亲缘关系。 
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中图分类号 Q93 

赤潮(red tide)是泛指海洋浮游生物(主要是 

甲藻类)过度繁殖造成海水变色(一般为红色)的 

现象，近20年来对公众健康及经济的影响日益加 

剧，其频度、强度和地理分布都在增加，已成为全 

球性的主要海洋灾害之一(齐雨藻等，2003)。海 

洋浮游植物是引发赤潮的主要生物，在四千多种 

海洋浮游植物中，有 260多种能形成赤潮，其中有 

70多种能产生毒素(Sournia，1995)。由于某些赤 

潮藻形态高度多样化，有毒赤潮的种类也在增加， 

如以前从未在中国出现过的链状裸甲藻、异弯藻 

(郭玉洁，1994)、海洋褐胞藻(齐雨藻等，1994a， 

b)等都是新赤潮种出现的例证。因此，单凭传统 

的以形态鉴定为主的分类学已略显落伍，分子生 

物技术的迅速发展为浮游植物的鉴定提供了新思 

路，而如何找到一种快速简便的分子鉴定方法是 

当前赤潮藻分类学研究的方向之一。 

真核生物的 rDNA成簇排列在一起，由 16— 

18S rDNA、5．8S rDNA和 26—28S rDNA组成一个 

转录单位，彼此被转录单元内间隔区 ITS(Internal 

Transcribed Sequences)分开，目前 rDNA及 ITS区被 

广泛用作研究系统发育、进化及分类鉴定的分子 

指标，在动物 (Gonzalez et al，1990)、被子植物 

(Baldwin，1992)、真菌(Morales et al，1993)和绿藻 

(Bakker et al，1992)等均已获得理想 的结 果。 

Adachi等(1994，1996a，b)以 rDNA ITS 区为分类 

指标，对日本海域的链状亚历山大藻(Alexandrium 

catenella)和塔马亚历山大藻(A．tamarense)不同 

地理株进行分析；陈月琴等(1999)对南海海域的 

A．catenella和A．tamarense的不同地理株的 ITS 

区进行分析，均获得了有意义的结论。 
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作者以东海啄甲藻 、海洋原甲藻 APBM为材 

料．对其 rrs区进行了 PCR扩增、克隆及测序．并 

对测序结果进行了分析，以期在赤潮微型生物快 

速准确识别方面获得有用的信息。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

东海原甲藻(Prorocentrum donghalertae)、海洋 

原甲藻 APBM(P．rrdcans APBM)由中国科学院海 

洋研究所赤潮生物藻种库提供： 藻种于 f／2培养 

基中培养，光暗比为 12h：12h．光照强度为 2000— 

4000 1x．培养温度为 19—20℃。实验所用 的化学 

试剂购于上海生工及 Pmmega公司．． 

1．2 DNA的制备 

DNA制备方法参见文献(Zhang et at，I999； 

王广策等，2002) 提取的 DNA在室温下干燥后 

用TE(pH：8 0)溶解，用 Beckman DU一650紫外分 

光光度计检测 DNA的含量和质量。 

1．3 ITS区的 PCR扩增 

引物设计参照文献(陈月琴等．1999)。序列 

为 ： 

For 5 GTC AcGTAGGIG从ccTcĉc“GcATcA 3’． 

Sfd I 

R 5 c TCGACATATGCTFAAATrCAGCAGG 3。． 

Pst I 

引物由上海生工，E物工程技术服务有限公 司合 

成 

PCR反应条件如下：94℃变性 5min，94~C变性 

40s，40℃退火 4Os．72℃延伸 1min，30个循环 ．72℃ 

延伸 10nfin。50td扩增反应体系含有：50nmaol／I 

KC1，lOnm~l／L 1hs．HCI(pH =8．3)，1．5mmol／L 

MgCI2．模板约 10ng，1．5mmol／l MgC12．0．2mmol／1． 

dNTPs，0．2,umol／L引物．0．3U／fd Taq DNAase 每 

次均设空白对照，在 Eppendoff Maste )roter Gradienl 

基因扩增仪上完成：扩增产物以 1 0％琼脂糖凝 

胶电泳检测，用凝胶成像系统 Pha rrflacia Bi0tech 

lmageMaster VDS记录实验结果。 

I．4 PeR产物的克隆及测序 

PCR扩增产物于 1．0％琼脂糖凝莜上 50V电 

泳 40s．从胶上回收目的 DNA片段。用 1"4 DNA连 

接酶将 目标片段连接到 pBlueseript SK+质粒载悻 

上：克隆方法按文献 (萨姆布鲁克等．2002)操 

作。菌液送至上海中科凯瑞测序公司铡序 

1．5 序列分析 

在 NCBI胀务器上 (http：／／w；vw 1tcbi．nlh．gov) 

用 BL~ST进行同源检测，表明所得的序列为 ITS 

区 实验测得的序列和其他原甲藻 n 序列(来 

自 GenBank)用计 算 机软 件 DNAstar、Biogdil及 

Phiip 3．5进行分析。用 BioEdit进行多序列对位 

分析：用 DNAstar比较 序列 的相 似 性时，采 用 

Wilbur-Lipman method，参数均用默认值．．系统耐 

构建用 Ph1ip 3．5软件中的邻接(neighba,-joining) 

法．重复 1000次计算 bootstrap值 选择链状亚历 

l』J大藻(̂ ．txtteneUa)作为外类群。序列的数据库 

入 口号码 如下 ：AF352370(P．minimum)．AF?,52371 

(P．Ⅲni，Mm)，AF208244(P．minimum)．AF208245 

(P．micans)，AF370879(户．m／cans)，A1,370878(P． 

micart~)，AF208246 tP．triestinumj，ACA_998900( ． 

catend ) 

2 结果 

2．1 东诲原甲藻和海洋原甲藻 APBM 的 ITS和 

5．8S rDNA片段的PCR扩增殛克隆 

从图 1中可 看出，使用 PCR技术可以成功 

地扩增出东海原甲藻和海洋原甲藻相 应的 DNA 

片段，2种藻的 PCR产物大小有差别，海洋原甲藻 

APBM的PCR产物略大于东海原甲藻的 PCR产物 

(图 ¨． 

M l 2 

图 I PcR扩增产物 DNA片段的电泳图谱(1骨琼脂糖 

f。 g 1 Electn：。phore~is of the：DNA frag~lent amplifirM 

hy PCR(I％ agarc~,ej 

M Marker(100bp)．1 P．mican．~APBM的 PCR产物 ， 

2 P dot a／ense的 PCR 物 

纯化上述 PCR产物．经过 SM J和 I酶切 

后将其连接至PBluescriptSK+质粒 中。图2是带 
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图2 带有外源 DNA片段的重组 pBlue~ript SK一贯粒经过 Sal 1和 Pst l酶嘲后的电泳图谱(1％琼曙糖) 

Fig．2 EI~ phoresis 愀舢 1I]cn丑 ptasmid p／3ht~criiit sK+ ∞n ni嘴 the PcR DNA fr'agmea!after being digested 

with 』I and f I(I％ se) 

H 外源片段为 P．miens&PBM的 PCR纯化产物汕 外掉片段为 P．donghaierae白勺PER纯化产物 

有外源 DNA片段的重组质粒经过酶切后的电泳 

图片，从中可以看出外源DNA片段成功克隆至质 

粒载体中 

2．2 克隆DNA片段的序列分析 

序列分折的结果表明，海洋躁甲藻 ：kPBM带 

有 5．8S的 ITS片段 为 631bp，东海原甲藻的为 

552bp，这与 PCR产物电泳结果相符 

j二述的 DNA序列经过 BLAST分析，发现扩增 

的DNA片段均为带有 5 8S的 ITS片段 进～步 

分析表明：海洋原 甲藻 IqS1为 2451 5 8S为 

l65h．p，r1"52为 22lbp；东海原甲藻 ITSl为 203bp， 

5．8S为 】59bp，ITS2为 t90bp。东海愿甲藻和海洋 

原甲藻 ．~tPlqM的上述该序列已提交GenBank．牧录 

呼分剐为 AY465I16和 AY465ll7： 

2．3 谢序的 DNK片段与GettBank中原甲藻 ITS 

区的 t较分析 

2．3．1 不同区域序列相似性 比较 将东海原 

甲藻和海洋原甲藻 APBM中带有5 8s的ITS片段 

的穿列与GenBank中海洋原甲藻相应 DNA片段 

进行比对分析(表1)．发现在5．8S区域东海原甲 

表 1 东海原甲藻和海洋原甲藻 APBM 及 GenBank中的海洋原甲藻 ITS+5．8S序列的相似性{％】比较 

Tab l Compari~n pe~ent idenfil3．(％) P dongbaien．~e．P． APBM 

a ㈣ flora ~ nBanL t~ing f1 +5．8S sequence 
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藻与 GenBank中海洋原甲藻的相似程度达到98％ 

以上，而海洋原 甲藻 APBM与 GenBank海洋原甲 

藻的相似性只有 59％左右。在 ITS1和 ITS2区 

域，东海原甲藻与其他原甲藻的相似程度也高于 

海洋原 甲藻 APBM与其他海洋原甲藻的相似程 

度。 

东海 原 甲藻与 GenBank中 的微 小原 甲藻 

ITS1、ITS2和 5．8s序列相似性 比较结果见表 2。 

在ITS1和 ITS2区域，相似性都超过 83％。无论 

是 ITS1、ITS2还是 5．8s序列，东海原甲藻与微小 

原甲藻的相似性都比与海洋原甲藻的相似性高。 

东海原 甲藻与三棘原 甲藻 (P．triestinum) 

1TS1、ITS2和 5．8S序列相似性 比较结果见表 3。 

在 ITS1和 ITS2区域，东海原甲藻与三棘原甲藻的 

相似性只有 60％多，比与其他原甲藻的相似程度 

都低。 

表 2 东海原甲藻和 GertBank中的微小原甲藻 ITS+5．8S序列的相似性(％)比较 

Tab．2 Comparison of percent identity(％)of P．donghaiense and P．minimum from GenBank using ITS+5．8S sequence 

表 3 东海原甲藻和 GenBank中的三棘原甲藻 ITS+5．8S序列的相似性(％)比较 

Tab．3 Comparison of percent identity(％)of P．donghaiense，and P．triestinum from GenBank using ITS+5．8S sequence 

2．3．2 用不同区域构建的系统树反映结果 

分别用 ITS+5．8S、ITS1、5．8S和 ITS2区域构建系 

统进化树见图 4，发现用 ITS2序列构建的进化树 

与用 ITS +5．8S序列构建的完全一致，故用 ITS2 

序列构建的进化树略去。用 ITS1序列构建的基 

本上与用 ITS +5．8s序列构建的一致。而用 5．8s 

序列构建的进化树反映的结果差异很大。用 ITS 

+5．8S、ITS1和 ITS2构建的系统树中，3株微小原 

甲藻 (其 中 AF208244来 自韩 国，AF352371和 

AF352370来 自美 国)亲缘关 系较 近聚在一起。 

GenBank中的 3株海洋原甲藻(AF208245来 自韩 

国，AF370879和 AF370878来 自美国)也因亲缘关 

系较近而聚在一起。东海原甲藻与微小原甲藻的 

距离较近而与其他藻的距离较远。海洋原 甲藻 

APBM与其他原甲藻的距离都很远。此结果与相 

似性反映的结果一致。 

用5．8s序列构建的进化树中，微小原甲藻 

AF352371与另外两株微小原甲藻的距离较远，而 

东海原甲藻与 GenBank中的海洋原甲藻进化距离 

却比和微小原甲藻的近。 
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25 35 45 55 65 75 85 95 

GCACGCATCC AT1 GA1 CA TTGTGAATAA CAGTTGGTGA GGATCTC,C,GT GGGGATGAAG ATAGCATCGA TC,CCCCCATG CGGATACTCG AGGGCAGCAA 

TT．．CACA．．TAAA．TC．AC CG．CCTCGGG ．TAG．A．CA． Â．A．GAAAG A．AGACTG．G．．AA．C．．G．CT．GAAT．T T．TG．C．CGC G．AC．TAT 

． C．．A．．．．．． 

． C．．A．．．．．． 

． ． C．．A．．．．．． 

A．A．．．⋯ C． 

A．A．．．．．．C． 

A．A．．⋯ ．C． 

AOCA．A．． CC 

C．．．．．．．．． 

C ．．．．．．． 

C．．．．．．．．． 

CTC G．AC．C． 

CTC G．AC．C． 

CTC G．AC．C． 

C． 

C 

C． 

G． 

G． 

G． 

CG．T．GTG AAGCTCT 

T 

． C 

． T 

G T 

． ． ． G． 

． ． ． G． 

． ． ． G． 

G．．G 

G．．G 

G．．G 

T．．C．．A． 

． ． ． ． ． ． A． 

． ． ． ． ． ． A． 

C 

C 

． T 

TT 

TT 

A．．G．． 

A．．G．． 

A．．G．． 

A．GCG． 

A．GcG． 

A．GCG 

GATGGA GATAGCATCG ATT．．．．CAT GCAGACT．．A 

T．． 

． T．． 

． T．． 

CrGG 

105 l15 125 135 |45 |55 165 |75 185 |95 

GCCAGGCTCA GACCGTc1vrC TGGGCTTGTc CTTGcTGcCA GTGTcTGTTT GATAT1℃TGT ATGTTCCAAT T1 T1℃TGAG TGGTCTTCCA CTCT1 ATCT 

Trrr̂ATGGC．T．TC．．GAG AT．C．CAAAG 

． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T．．C．．．． 

A．TG 

A．TG 

A．TG 

TG．G 

T．．C 

T．．C 

GATAC．．C 

． ． ⋯ T G 

． ． ． ． ． r．G 

． ． ． ． ． T．G 

Crrr．C．⋯ ．C 

CTTT C ．．．C． 

cTTT．C．．．．．C． 

． ． CATC．．CG．C． 

C．T．．．G．GCGc．GCA．GGCG．T．C．A CA．GATAcT．从CCA．GAGT AATCA．．AT 

G1ETCT．CC TGATC．TCTG TGT．．rm．A．．C．CTcCT．A．TGG．CT．C AcTC．C．CA． 

GTGTCT．CC TGATc．TCTG TGT．．rrG．A．．C．C肼 ．A．TGG．CT．C ACTC．C．CA 

GTGTI ．CC TG rC．TCTG TGT．．TTG．A．．C．CTCCT．A．TGG．CT．C AcTC．C．CA． 

TGTCT．CAAC TTGc．A A从 GCA．．TATTG．．CCAT．TGT．CTCGAGTC~ T．A．CC CT 

TG1℃T．C从C TTGc．A．A从 GCA．．TATTG．．CCAT．TGT．CTCGAGTGG T．A．CC．CT 

TGT( ．CAAC TT( ．A．A从 GCA．．TArrG．．CCAT．TGT．CTCGAGTGG T．A．CC．CT 

A．TGTCT．．．．．CT．AT．．G T．TC．T．．TA．CC．ATC1 ．．TGGC．TGT TC．ACATGTC 

255 265 27,5 285 295 205 2l5 225 235 245 

TcTTAC从CT TTCAGcGACG GATGTCTCGG CTCGAAC从C AATGAAC,Cf．',C GCAGCGAAGT GTGAT从GcA TTGTGAATTG CAGAATTCCG TGAACCAATA 

CGGcGTCGTG CA．TT．．GT．TCG．．A．．．．T．AcG．A．CA．TGTC．AAA A．TTTC．GCA A．．GATGT．T CG．CTCCCAC ATCG．．GAA．AACG．AGTG． 

CT̂ c'IT．CAA C．TTCA．CGA C0GA．G．．TC GG．TCGA．CA．CGATGAA．G．、GCA．CGA．A⋯ TG．TA．AG CAT．．TGAAT TGC．GÂTTC C．TGAACCA． 

CTACTT．CAA C．TTCA．cGA CGGA．G．．TC GG．TcGA．CA．CGATGAA．G．．GCA．CGAA⋯ TG．TAAG CAT．．TGAAT TGC．G从TTC C．TGAACCA 

CTAcTT CAA C 丌cA．CGA CGGA．G．．TC GG．TCGA．CA．CGATGAA．G．．GCA CGAA⋯ TG．TAAG CAT．．TG从T TGC．G从 TTC C．TGAACCA 

Gtr．．．1 GTA 

GT．．．rrGTA 

GT．．．rrGTA 

ACAAC几 C．C~GACG．A TG11cTcGGCT CGAAC．AC．A TG．AG．GC．C AGCGA．GTGT GAT从GCA．T GT 

ACAA C．GCGACG．A TGTI CGGCT CGAAC．AC．A TG．AG．Gc．C AGCGA．GTGT GATAAC~A．T GT 

ACAACrrr C．GCGACG．A TGTI CGGCT CGAAC．AC．A TG．AG．Gc．C AGCGA．GTGT GATAAGCA．T GT 

G．A GA．TT．cG．G 

G．A GA．TT．CG．G 

G．A GA．TT．CG．G 

TC．CAT．．A ACTTT．AG．．ATG．ATGTCT．GGCTCG．．．．．C．．T．从G GC．．AGC A AGTG．G．TA．GCA．TG1’G从 TT．C．GAATT CCGTGA．CC． 

355 365 375 385 395 305 3l5 325 335 345 

GGGACTTG从 CGTATACTC~ GCTTTCGGGA TATCCcTG从 AGCATGCCTG CTTCAG‘rGTC TATTCTTATT ATTCCAGcAT CTGACTTGTT CGG从 TGcTT 

AATG．GAT．C GTA．．G．GAA TTGCAAAATC ACf．．GAG．C．T CAA．ACTT．．AACC~AAC．T GCAcT．CC．．CG( G．．T．．G． rG．．．GA GT．TC．．T．C 

GC．rrC．G G．．AT．CCTG．AAGCATGCC TGCTTCA．．G．C．̂T． rG 

TA．GGA rrG AACG．．TACT．．GC．TTC．G G．AT．CCTG．AAGcAT( C T(X CA．．G．C．AT． rG． 

TA．GGACTTG AACG．．TAcT．．GC．TTC．G G．．AT．OCTG．AAGCAT(℃C T(； rrCA．．G．C．AT．( G． 

AACCAA．AGG GACT．GAACG TA．ACT．C．C．T．．GGGAT．TC．C．AAA．．A．GCC．．CT．CAGTG．C．A T 

从 cc从 AGG GAcT．G从 cG T̂ ．AC‘r．C．C．T．．GGG T̂．TC．C．．AAA．．A．GcC．．CT．CAGT(：．C．A1’ 

AACCAA．AGG GACT．GAACG TA AC|r．C．C．T．．G( AT．TC．C．．A从 ．．A．GCC．．CT．CAGTG．C．A T 

ATAGGGACTT GAACGTA．A．TGCC~TTTCG GGAT rCCCT GAA．(：CATGC．．(；． n-ĉGT GTC AA．TCA T 

Ĉ TTC．．G．．TcTGGCC．GTcC．GAACG 

CATTC．．G．．TI GGCA．GTCC．Ĝ ĈG 

CA1 ．．G．．1℃T( CC．GTcc．GAACG 

C几1vrrCA T．CCAC~．A．．T_GG．TTCC 

CTTTTTcA T．CCAGc．A．．T GG．TTCC 

rrrn‘CA T．CCAGC．A．．TTGGGTT．C 

． ．
ATT．CA( A．．C．．G． CA．TGC 

① ② ③ ④ ⑤ @ ⑦ ⑧ ⑨ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ①
② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ 
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405 4l5 425 435 445 455 465 475 485 495 

① GTGTGTGTTT GTGTGCCAGG GCGC~TCTAC GGCCTCTGC~GcATTCAGTG CACAGCGTCT TCCCGCGCAA ACAACTAGAA GAGTATCTCT GATGCTATCT 

② A．CCCCACCA TCCCC、ACTC C．C．TAAACA A．GGAGCT．G TGCAGG．TGC AGTCCACCGC．TT．CT．GT．．AGCGAGI‘GC AGA．GAAAAA AC．从．C．TA 

③ c．TGTGTG．．TCTGTGTC~C AG．G．G．CCT．CGGC．．CTG．．GCATTCA．TG．．CA．GG．cTT．c．A．GC．AGCAAC r．G A．．AG．G．．．CTGATGC．A． 

④ C．TGTGTG．．TCT GTGcC AG．G．G．CCT．CGGC．．CTG．．GĉTTcA．TG．．ĉ．GG．CTT．C．A．GC．AGCAACT．G A．．AG．G．．．cTGATGC．A 

⑤ C．TGTGTG．．TCTGTGTGCC AG．G．G．CCT．CGGC．．CTG．．GcATTCA．TG．．CA．GG．CTT．C．A．GC．AGCAACT．G A．．AG．G．．．CTGATGC．A． 

⑥ AGCGTC．C．．．．．．．T．TTT．T．．G．TAGG．CG⋯ GCcT CGTGCAGCCT 1vrG．C．CAT．．AAT．．A．．G GG．C．CCTCG C．CA．G．AAC T．GAAG．G．C 

⑦ AGCGTC．C．．⋯ ．．T．TTT．T．．G．TAGA．CG⋯ GCCT CGTGCAGCCT TTG．C．CA r．．AAT．．A．．G GG．C．CCTCG C．CA．G．AAC T．GAAG．G．C 

⑧ CA．C．．CGC．TGTG‘rGTcTT TGTG．GT．．G A．．GCTC．C．TTC~G．．．cc TTTGAC．CA．．TAATGCAC．GGG．．CCCTC．CAC．AGCAA CTA．AAGAGC 

⑨ TGC．TG．G．G TAT．TGTGT．T．AGTGTC~T TTTTG．cTTT．ACACATTGA GCTCATCAGG．rnc．TTGc G．．．Gc． AGAAGGG．G．T．．TA．GA G 

505 5l5 525 535 545 555 565 575 585 595 

GTTGTcTTGT TGTCGGGcTG GGCCTTGTTG TCTAGTGĉT ATCGCACTTA TA． 

T̂u CG．．CC．ACTC．．TGT AATGCC．G从 GGAC．C．AGA TGATAT．A．T．．CC~GTCCC GATA( AATA CATACAAAGC CGGATGGGCC CTCGATT̂1vr 

C．GT．GOcT．GT．GTT．GGT ATGGCCT．GC．G．CTA．TGC CCA．．G．ACT CCTAC． 

C．GT．GCCT．GTCGTT．GGc ATGGCCT．GC．G．CTA．TGC CCA．．G．ACT C( AC 

C．GT．( T．GT．GTT．G( ATC~CCT．GC ．G．CTA．TGC CCA．．G．ACT CCTA． 

TC．TGGcG．．．CCTT．．TGT CTTGccTGGA AGG．AG．．C．TG．CAT．CAG ．GCocAGCGc AcTccAA． 

TC．TGGcGT．．CCTT．TTGT CTTGCCTGC．AGG．．G．．C．TG．CAT．CAG．GCCTAGcGC AcTcc从． 

C．CT．GGC．．．TC．TT． r．．TcTTC~C．Gc GAC~AG．GCC T．GC．．Tcc．GTGccTAGcG CAcTcc从． 

C．ATCTG．T．GC．T．TTT6c TAACF~GAAGC TGGC．T( A G．GC．‘几-G．G C．CTCAA． 

605 6l5 625 

CTCAATTAGG ACCTCCAATC AGTCAAGAAT A 

3 讨论 

东海原 甲藻是在我国东海新出现的赤潮物 

种，关于它的定种问题一直以来存在争议。一种 

观点认为它是具齿原甲藻(I血et al，2003)，另一 

种观点认为它是新种——东海原 甲藻(Lu et 0Z， 

2001；齐雨藻等，2003)。本文根据其ITS序列(含 

5．8S区域)发现该物种与微小原甲藻的亲缘关系 

图3 9株原甲藻 5．8S rDNA和 ITS序列的排列 

Fig．3 An Mignment of 5．8S rDNA and ITS sequences from 9 

strains ofthe Prorocentrums 

序号分别表示：① P．donghaiense；② P．micans APBM； 

③ P．minimum AF352371；④ P．minimum AF352370；⑤ 

P．minimum AF208244；⑥ P．micans AF370879；⑦ P． 

micans AF370878；⑧ P．micans AF208245；⑨ P．tri— 

estinum 。 “
．”表示此碱基与上面的相同 

较近，此结果与胡鸿钧等用该藻的核糖体 18S rD． 

NA的研究结果相似(个人通讯)。同时，也证明用 

ITS区作为属下种 间的分类指标是可行的，而 

5．8S区域相对保守，用5．8S序列构建系统树并不 

能真实地反映种以下之间的亲缘关系。与 5．8S 

区域相比，ITS区为高变的区域，在生物各类群属 

下水平的研究，可以提供比较丰富的信息。因此． 

该区域的序列不仅可以作为相对接近生物种类分 

① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ ① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ ⑨ 
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a 

b 

C 

ACA298900 

APBM 

AF208246 

370879 

370878 

AF208245 

donghaiense 

AF208244 

AF35237 1 

352370 

ACA298900 

APBM 

370878 

AF370879 

208245 

208246 

don【ghaiense 

352370 

AF352371 

208244 

ACA298900 

APBM 

208246 

AF370879 

208245 

AF370878 

donghaiense 

208244 

AF35237 1 

352370 

图4 根据 ITS+5．8S序列(a)、ITS1序列(b)和 5．8S序列(c)构建的原甲藻属系统树 

Fig．4 Phylogenetic tree of Prorocentrum with ITS+5．8S(a)，ITS1(b)and 5．8S(c)sequences by NJ me~od 

注：ACA298900(Alexandrium catenella)；APBM(P．micans APBM)；AF208246(P．triestiMm)； 

AF370879，AF370878 and AF208245 are the species of P．m／co,／1,$；AF208244，AF352370 and AF35237 1 

are the species of P．minimum；donghaiense is P．dongha／ense 
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析的指标，而且是寻找特异性分子标记的良好区 

域。目前用 rDNA和 ITS区作为分子指标在研究 

甲藻系统发育方面都取得了较好的结果(庄丽等， 

2001)。陈月琴等(1999)根据 A．cateneUa和 A． 

tamarense的 ITS序列设计出各 自专一性的核酸分 

子探针。 

本实验室保存的海洋原甲藻 APBM非常特 

殊，尽管其序列经过 BLAST比对分析，表明是带 

有5．8s的ITS 区域，但其序列与其他原甲藻差距 

都很大(表 1一表 3)，并且在进化树上也单独成为 

一 支，其原因有待进一步研究。 
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CLONING AND SEQUENCE ANALYSIS OF 5．8S rDNA AND  ITS REGION 

R0M  PRoRoCENTRUM DoNGHAIENsE D P．MICANS APBn 

ZHANG Bao—Yu，WANG Guang—Ce ，ZHANG Yan ，HAN Xiao—Tian，L0 Song—Hai”， 

QI Yu—Zao ，ZOU Jing—Zhong ，ZENG Cheng—Kui(C．K．Tseng) 

(Institute of Oceanology，Chinese Academy of Sciences，Qingdao，26607 1； 

Graduate School，Chinese Academy of Sciences，Be ng，100039) 

’(Institute ofOceanology，Chinese Academy ofSciences，Qingd~o，266071) 

”(Institute of Hydrobiology，Jinan University，Guangzhou，5 10632) 

Abstract Red tide(HABs)is a global coastal water phenomenon caused by excess propagation of algae(mainly 

dinoflagellate species)．Many algae are potential producers of potent toxins，posing not only a significant risk to pub— 

lic health，but also a negative economic impact．Sequences of 5．8S rDNA and internal transcribed spacers 1 and 2 

have proved to be good molecular tools，and an important complement to traditional morphological identification．In 

this research，the 5．8S rDNA and ITS region from Prorocentrum donghaiense and P．micans APBM were amplified 

by PCR．1)BLAST showed that the DNA amplified by polymerase chain reaction(PCR)were the ITS sequences in· 

cluding 5．8S rDNA．2)The ITS length of P．micans APBM was 631 base pairs，and P．donghaiense’s ITS se— 

quence was 552bp，further study showed that the ITS 1 length of P．micans APBM is 245bp，5．8S rDNA length is 

165bp and ITS2 is 221bp；while the ITS 1，2，and 5．8S rDNA length of P．dongha／ense is 203bp，159bp，190bp， 

respectively．3)In the ITS sequence，P．donghaiense had a hi．gh level of similarity with P．minimum (all above 

83％)，but low level similarity with other species of P．micans and P．triestinum (about 60％一70％)，while P． 

micans APBM showed the lowest level similarity with other P．micans species according to ITS  sequence，it was 

about 30％ only．The 5．8S rDNA was so conserved that the similarity of this region between P．donghaiense and 

other Prorocentrum species was very high，all above 95％ ，so was the similarity between P．micans APBM and oth— 

er P．micans species．4)Genetic trees were constructed using 5．8S rDNA，ITS1，ITS2 sequence and ITS +5．8S 

rDNA sequence respectively with Neighbor·joining(NJ)method．The result from phylogenetic tree of ITS2 sequence 

was the same as that showed by phylogenetic tree of ITS  and 5．8S sequence，thus，the tree constructed using ITS 2 

sequence was not showed．The phylogenetic tree constructed with ITS +5．8S rDNA sequence showed that：1)3 

species of P．minimum form a clade with 100％ bootstrap support，among which two species from Atlantic ocean got 

together because they had close relationship．P．donghaiense and P．minimum form  a branch with 100％ bootstrap 

support，this phenomenon showed that it had a close relationship with P．minimum ，so was the result from the phy． 

1ogenetic tree constructed with ITS 1 sequence．However，P． donghaiense was found to be distantly related to other 

species of the Prorocentrum．This result accored with that showed by sequence similarity．2)3 species of P．mi— 

curi,s，among which two coming from Atlantic Ocean，one from Korea sea area，form a clade with 100％ bootstrap 

support．One Korea species and one Atlantic species got together．However，P． micans APBM form ed a new branch 

in the phylogenetic tree of ITS +5．8S rDNA sequ ence，as well as in the tree of ITS 1．Th is result should to be paid 

good attention，though BLAST show that the DNA fragment of P．micans APBM was in ITS and 5．8S rDNA region． 

3)To the contrary。the phylogenetic tree constructed with 5．8S rDNA sequence indicated that P．minimum had a 

close relationship with P．micans．while one species of P． nimum was distant from other two species．Th e results 

of the phylogenetic tree constructed with 5．8S sequence were inaccurate；therefore，the use of 5．8S rDNA as a clas 

sification standard between species is not reasonable． 

Key words Prorocentrum donghaiense，P．micans，ITS，Sequence analysis，Phylogeny 
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