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海洋超微型浮游植物遗传多样性的

分子系统学研究进展

陈敏艺 袁 洁 陈月琴
’

屈 良鹊
中山大学基 因工程教育部重点实验室

,

广州 5 10 2 7 5

摘要 近 20 年来
,

分子系统学技术在海洋超微型浮游植物遗传 多样性领域的应用
,

使该领域 的

研究突破 了传统研究方法的限制而得到迅速发展
,

同时对海洋生物学和生态学研 究也产生 了重要

影响
,

充分显 示海洋超微型浮游植物在海洋 生态系统 的能量 流动和物质循环 中起 到重要作用
。

文

中介绍了海洋超微型浮游植物的发现
、

特征和生态作用 ; 重点阐述 了应用分子 系统学方法研 究其

遗传 多样性的主要 成果和相关方法学进展 ; 最后展望 了发展方向和应用前景
.
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1 海洋超微型浮游植物简介

1
.

1 定义和发现

浮游植物 ( p h y t o p l a n k t o n )大量 吸取二 氧化碳
,

将之储藏到海洋深处
,

同时释放氧气
,

被喻为
“

大

海中的隐形 森林
’

,[ ` 〕
.

海洋超 微型浮游植 物 ( ul t ar
-

p h yt o p al n kt o )n 是海洋浮游植 物生物量和初级生产

力的主体
.

它们是指直径镇 5 拼m 的浮游植物
,

包括

了所 有 的 皮 可 型 浮 游 植 物 ( p i e o p h y t o p l a n k t o n ,

簇 2
.

。 拼m ) 和直径 为 2一 5 拌m 的纳 诺型浮 游植 物

( n a n o p h y t o p la n k t o n ,

2
.

0一 2 0 拌m ) 〔
2〕

.

海洋超微型

浮游植物可分为超微型原核浮游植物和超微型真核

浮游植物
.

前者主要是指单细胞蓝藻 (蓝 细菌 ) 的聚

球藻 ( S y n e c h o c o c c u : )和原绿球藻 ( P r o c h l o r o c o e c u 、 ) ;

后者是指各种超微型真核藻类
.

实验技术的重大进展 和突破
,

推动了海洋超微

型浮游植物研究 的不断进 步
.

1 9 7 9 年
,

J
o h sn o n 和

iS eb 盯ht 应用表面荧 光显微技术
,

在世界热带和温

带海洋中第一次发现 了具有强烈橙色荧光
、

直径约

为 。
.

5一 1
.

5 拌m 的光合 自养 原核生 物—
聚球 藻

( S少 n e e h o c o c c u s
) L , 」

.

19 8 2 年
,

他们应用透射电子显

微镜技术又发现 了多种超微型真核浮游植 物川
.

至

今发现 的最 小 的光合 自养原 核 生物—
原 绿球 藻

(尸or hc lo or co “ “ 、 )
,

由于体积极小
,

过滤 时容易丢

失 ;
再加上微弱的 自发荧光在表面荧光显微镜下极

快消褪
,

曾被 误认为海 洋细 菌而 被忽 略闹
.

直 到

1 9 8 8 年
,

C hi s h ol m 等通过流 式细胞仪的检测
,

首

次发现 了这种海洋 中丰度最 高 的光 合 自养原核 生

物
,

原绿球藻从此成为了近 20 年来海洋生态学研究

的重要材料之一川
.

1
.

2 特征与分布

海洋环境的特殊性使超微型浮游植物 的生存竞

争非常激烈
.

然 而它们 比表面 积大
,

光合 色素特

异
,

能有效利用生存空间
,

因此有着惊人 的生物量

和互补的生态位
.

超微型浮游植物的特征及分布详

见表 1[
“ ,

卜
` 3 〕

.

1
.

3 生态作用

海洋超微型浮游植物个 体微小
,

沉降速度慢
,

在真光层停留时间长 ) 〕
.

具有独特的光合色素和较
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低的营养盐半饱和常数
,

比表面积大
,

能量转换率

高仁’ 5〕
.

再加上数量大
,

多样性丰富
,

生物量循环迅

速
,

成为海洋
,

尤其是寡营养海域
,

能量流 动和物

质循环的动力泵
.

海洋超微型浮游植物光合作用释

放的或者残骸降解产生的溶解有机质 ( D O M )
,

参与

了异养细菌 的
“

二次生产
”

.

同时
,

海洋超微型浮

游植物还被微型 和小型浮游动物 ( 如鞭毛虫或纤毛

虫 )所摄食
,

是微生物食 物环 ( m i e r o b i a l f o o d lo o p )

必不可少的组成部分仁` 6〕
.

表 l 超微型 浮游植物的特征及分布

特征 聚球藻 原绿球藻

0
.

6一 0
.

8

超微 型真核 浮游植物

直径 /尸m

色素组

0
.

5一 1
.

5

叶绿 素 a 一藻 胆 二 乙 烯 基 叶 绿

色素 素
一 a

类 胡 萝 卜

素
一

玉米黄素

吸收光

分布

蓝绿光 蓝紫光

水平分布较 广
,

南北 纬 4。
“

间的

耐受温度范围 海域
,

垂直 分布

低至 2℃ 较广
,

生 长的光

强范围可跨越 4

个数量级

低 纬 度 水 深 相 当 于海 面 光

2 5 m 以 卜的 富 照。
.

1%的 10 。

营养 或 中营 养 2。。 m 的 热 带
、

海域 亚热 带寡 营 养

海域

镇 5

叶绿素 二藻胆素
,

叶绿 素 沙叶绿素

--b 类胡萝 卜素
,

叶

绿素
a 一

叶绿 素 c--

类胡萝 卜素

蓝紫光

沿 海
、

开 阔 海 洋

甚至低温 的南极

深海

富存海域 在 高纬度真 光层

底部是海洋 超微

型浮游植物 的主

体

2 遗传多样性研究进展

以往对海洋超微型浮游植物的研究
,

集 中在分

布
、

丰度及对初级生产力贡献 的动态变化
,

环境影

响因素等方面
.

通常用落射荧光显微镜或流式细胞

仪进行分类和计数
,

或者应用高效液相色谱对色素

进行定性
、

定量分析
,

研究其生物量的昼夜
、

季节

或年间变化
,

进而推测其环境调控机制口 7 1 9〕
.

近几

年
,

分子系统学技术的引人
,

使海洋超微型浮游植

物的遗传多样性 及分类鉴 定成为最 活跃 的研 究领

域
.

2 0 0 0 年
,

法
、

英
、

德
、

挪威和西班牙的重点实

验室联 手创立 了 IP C O D I V 计 划
,

在 海洋 聚球藻
、

原绿球藻的生理生态多样性和海洋超微型真核浮游

植物的分子鉴定方面
,

已获得重要进展 口 ’ ` 3〕
.

2
.

1 聚球藻

目前
,

根据捕光色素
、

G + C 核昔 含量 和生理

特征等指 标
,

可把 聚 球 藻 分 为 以 下 几类
:

M C
一

A

( m a r i n e e l u s t e r
A )

,

M C
一

B ( m a r i n e C l u s t e r B ) 和

M C
一

C ( m a r i n e c l u s t e r C ) 〔 2。〕
.

其 中 M C
一

A [ ( G + C )

、 5 5 % 一 6 2 % ] 含藻 红蛋 白
,

在 高 盐 ( N a 十
一 ,

lC
一

,

M g
Z十

及 c a 艺十 )环境下生长
,

富存于沿海和大洋的真

光层中 ; M C
一

B 巨( G + C ) 、 63 %一 66 % 〕含藻蓝蛋白

( p h y e o e y a n i n ,

P C ) 而缺 藻红蛋 白 ( p h y e o e r y t h r i n ,

P E )
,

耐盐但生长不要求高盐
,

富存于沿海 ; M C
一

C

巨( G 十 )C 约 4 7
.

5 % 一 4 9
.

5 %〕存在于沿海
,

至今对

其研究不多田
:

.

分子系统学 已用于研究 M C
一

A 的遗传多样性
.

利用 1 6 5 r D N A 为分 子指标可将 M C
一

A 划分 为 10

个进化枝纽2。
,

2 2习 ( 见表 2 )
.

其中
,

色适应 ( e h r o m a t i c

a d a

tP at io n) 是指当环境光线从 白光变为蓝光时
,

藻

尿胆素 ( P U B ) 与藻红素 ( P E B ) 的 比率 ( P U B / P E B )

会随之增大卿 〕
.

这使聚球藻能够利用多种光线
,

因

此水平分布较广
.

富含 P E B 的株系常在沿海或 中营

养混浊水体 中
,

而富含 P U B 的株 系常在大洋或寡

营养透明水体 中24[ 习
.

lC ad e 珊 具 有 M C
一

B 的特征

(缺 P E
、

耐盐
、

G + C 含量高 )
,

但分子系统发生却

在 M C
一

A 之 内
.

而且 lC ad
e 珊 中还存 在表型多样

性
,

例如有些 能 以硝 酸盐作 为氮源
,

有些 则不可

以
.

值得注意的是
,

并不是每个进化枝都有共同的

表型特征 ( 如 lC ad e W
,

珊和 仪 )
.

不 同的进化枝 间

也可能会存在相同的生理特征 (如 lC ad
e

ll
,

V 和 X

都是低 P U B )
.

M C
一

A 丰富的遗传 多样性反 映了其

生理和生态位的复杂性
.

表 2 根据 1 6 5 r D N A 划分的 10 个 M C
一

A 系统发生进化枝

进化枝 特征 进化枝 特征

C la d e 工 色适应 C l
a d e VI 缺 P U B

C l
a d e ll 低 P U B C la d e 珊

- -

一

C l
a d e m 某些具游动性

,

高 P U B lC ad
e 珊 缺 P E

,

耐盐

C la d e VI —
C l

a d e 仄

C la d e V 低 P U B C l
a d e X 低 P U B

2
.

2 原绿球藻

原绿球藻可分为两种生态型 ( e c
ot y p

e ) :

高光适

应型 ( H I
J

或 lo w
一

B / A ) 和低光适应型 (I
廿

I
J

或 hi g h
一

B /
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A )
.

两者 存在 明显 的生理 生态差 异 [ 8,
2 5 2幻 (见表

3)
.

应用分子标记构建系统发生树
,

可较好地 区分

两种生 态 型山
2

侧叼
.

其 中
,

H l 可 分 为两 个 亚类

群
:

H l
,

T ( 或 lo w
一

B / A 工 ) 和 H I
J

ll ( 或 lo w
一

B / A

n )
.

L I
J

并非单系起源
,

可细分为 4 个进化枝
,

其

遗传多样性 比 H l
甘

更丰富仁2 之〕
.

比较基因组学证 明
,

两种生态型 的某些生理特

征及生态位分离是有遗传基础的咖伙见表 4)
.

例如

位于深海的 M IT 9 3 13 株系
,

通过两个拷 贝的 P sb A

和 p动 基因来提高捕光能力
; 它还含有亚硝酸还原

酶基因和两个拷贝的 加 tS
,

.sP t A B C 基 因
,

能利用

深海中的亚硝酸盐和正磷酸
.

而 M E D 4 株系通过类

碱性磷酸酶基因来利用浅海 中丰富的有机磷
; 它还

含有光解酶基 因
,

能修 复强光照产生的紫外损伤
.

此外
,

细胞表面多糖 的差异导致 了噬菌体识别的特

异性
.

基因组水平上 的差异正是生物对环境适应的

结果
.

同样
,

不 同海域特有生态型的分布也可以反

映出该海域的光照
、

营养水平
、

海洋环流等环境特

征
.

特征

表 3 原绿球藻两种生态型的特征比较

高光适应型 低光适应型

生长环境

分布

荧光

c h 一b
:

/ a : 比率

强光照适应 力

耐受的 C了
’

浓 度

氮源

磷源

感染 的噬菌体

遗传多样 性

高光照
、

营养相对贫膺

H L I在浅海 区
,

H l
_

n从海 面到 1 00 m 深海区

微弱荧光

低 ( lo w
一

B / A )

强

较高

还原态氮
,

不能利用硝态氮

有机磷及正磷酸

短尾病毒 (尸
o d二 ir 耐二 )

较 L L 少

低光照
、

营养相 对丰富

真光层底部 (约 8 0 一 Z O O m )

强烈荧光

高 ( h l g h
一

B / A )

较弱

较低

某些株 系可利用亚 硝酸盐

利用 正磷酸
,

不用有机磷

肌尾病毒 (从 , o 二 , r z d a 。 )

较 H l 多

表 4 原绿球藻两种生态型株 系的基因组差异

株系 (生态型 ) M E D 4 ( H T ) M I F9 3 1 3 ( 1 1 )

光系统 ll D I 蛋 自 p 劝A 基 因

叶绿 素结合蛋 白 扭石基因

高光诱导的蛋白基因

光解酶基因

亚硝酸还原酶基 因

利用有机氮 的相关基因

1 个

1 个

2 2 个

有

无

有 利 用尿素
、

氰 酸盐
、

寡肤 的相

关基 因
,

缺单个氨基酸转运 蛋白

基 因

有

l 个

有

2 个

2 个

9 个

无

有

有利用 尿素
、

寡肤 的相关基 因及氨基 酸 转运 蛋

白基因
,

缺利用氰酸盐相关基 因

碱性磷酸酶基因

磷酸结合元件 声巧 基因

与磷相关的调控基因 jP
; 。 B

,

p h o
R

,

P t r A

细胞表 面多糖基 因 7 4
.

5 k b 基 因簇
,

缺 M I T 9 3 1 3 部

分表 面多糖生物合成基 因

无

2 个

P h o尺 移码
,

tP
r A 退 化

4 1
.

s k b 基 因簇



直
.

戮并乎选展 第 1 5卷 第 9期 2 0 0 5年 9月
10 3 5

2
.

3超微型真核浮游植物

2
.

3
.

1研究技术的突破 海洋超微型真核浮游植

物的遗传多样性研究才刚刚起步
.

这是 由超微 型真

核浮游植物的特点决定的
:

( l )个体微小
,

缺乏明

显的形态特征田」
.

(2 ) 系统分类复杂
,

几乎每个藻

门都有超微型真核藻类的代表
.

( 3) 难以分离培养
,

培养种不 能真 实反 映野生 种 的丰度 和 多样性田〕
.

(4 ) 色素组成复杂
,

不 能直接用流式细胞仪分选
;

应用高效液相色谱也只能鉴定到纲的水平川
〕

.

直到 2 0 0 1 年
,

分子 系统学技术 为超微 型真 核

浮游植物的遗传 多样性研究带来 了新突破
.

M oo
n -

v a n d e : S t a a y 和 I
才 o p e z 一 G a r e ia

等通过构建 1 8 5 r D
-

N A 克隆文库和分子系统树
,

分别研究了太平洋赤

道 区 和 南 极 水 域 超 微 型 真 核 浮 游 生 物 的 多 样

性仁”
,

’ 2〕
.

随后
,

世界各大洋和沿岸海域也作了相关

的多样性 研究山
,

艺7 3 7习
.

国内
,

邵鹏 等在 中国厦 门

西海域开展了真核微藻种群结构的研究工作哪
口

,

此

后
,

袁洁等对南沙海域超微型真核微生物的遗传多

样性进行了探讨啤
,` 。〕

.

海洋超微型真核浮游植物的

遗传多样性研究方兴未艾
.

2
.

3
.

2 主要研究成果

( 1) 物种多样性丰富
,

遗传多样性高

目前
,

红海
、

地中海
、

南极水体
、

英吉利海 峡

西部
、

大西洋沿岸及外海
、

太平洋沿岸及赤道海域

都有关 于 超微 型真 核 浮游 植 物 多 样 性 的 研 究 报

道 仁” ’ 3
·

3 2 3 7
,40

魂 3习
.

结果发 现其多样性非 常高
,

主

要是由 13 个纲的真核藻类组成 (见表 5)
.

每个藻纲

所包含的物种也相 当丰富
.

例如至今发现细绿藻纲

( P r a s i n o p h y e e a e )的 1 6 个属都有超微型藻的代表
.

另外
,

不同地理株之间的遗传多样性较高
.

例

如来 自太平洋
、

地 中海 和英 吉利海峡 的 O st er o’ oc
-

。 u 、
株系

,

在分 子系统树 上可分 化为 4 个 进化 枝
,

说明 O s t er
。

,o
。 。 “ 、 存在多种生态型

,

它们分别适应

不同海洋 环境趟
」.

又如棕囊藻 ( P h a e

o’ ys it 、 ,

直径

2
.

5一 7拌m )在不同海域存在不 同的地理株
.

以核糖

体 1 8 5 r D N A 为分子指标
,

鉴定 1 9 9 7 年诱发中国粤

东海域赤潮的棕囊藻为本地起源 的暖水种球形棕囊

藻 (尸
.

g zob o sa )
,

而区别于来 自欧洲北海或北大西洋

的冷水种胞奇棕囊藻 (尸
.

p
。 。认

。

iit 户
`

,

4 5〕
.

( 2) 不同海域种群结构不 同

某些超微型真核浮游植物只出现在特定的海洋

环境 中
,

使得不同海域 的种群结构不 同
.

譬如 B o -

1 i P h 夕e e a e ,

E u s t i g m a z o
P h夕 e e a e

和 P e l a g o
P h夕。

一

e a e

属的超微型藻
,

通常存在于南极水域
、

地 中海和太

平洋赤道海域
,

在英吉利海峡却没有发现仁’ 3〕
.

但是某些超微型 真核浮游植物能广泛存在于全

球海洋环境
,

并表现 出种群个体 丰度 的地理差异
.

例如 M ￡e r o
耀

o n a s P u s乞l l a 在加 勒 比海
、

马尾藻海
、

太平洋赤道和北太平洋西部海域中的丰度是 1一 10

个 / m l
洲 ; 在北极 水体为 10 一 1护 个 / m l

才 ; 在挪威沿

海
、

那不勒斯 湾
、

巴伦 支海和 乔治亚 海峡 中高达

1 0 3

一 1 0 `

个 / m L
.

说明 M i c r o m o n a s
P u 、 i l l a 是 温带

富营 养 沿 海 区 超 微 型 真 核 浮 游 植 物 的 优 势 种

群三3 6
·

3 7〕
.

( 3) 存在未鉴定的新类群

在基因文库 中
,

除了与 已知的海洋超微 型真核

浮游植物具有较高亲缘关系的克隆 以外
,

还有部分

类群的系统发生位置有待进一步确定
.

例如在南沙

海域发现的克隆 N S 3 71 A 5 2
,

由于长枝 效应 与 尸 y
-

r o c 少“ t i “ n o c t i l u e a 聚类
,

但 N S 3 7 1 A 5 2 可能是一种

新的甲藻类群帅
〕

.

又如东太平洋沿岸发现的某些克

隆只能鉴定到纲 ( P r y m n e s io p h y c e a e )
,

而纲以 下的

分类界元还有待进一 步探讨 , `习
.

在 rP
a 、 in o p h y c e -

a e ,

C r y p t o p h y e e a e 和 B a e i ll a r i o p h y e e a e 中同样发现

了大量未经培养或鉴定的新超微型藻类 (见表 5)
.

表 5 海洋超微型真核浮游植物的主要类群组成

类群

A Iv e o l a r e s

纲

I ) i n o p h y e e a e

属

A m P从 d ln iu m

D i n o P h夕、 15

G y m on 嵌爪
“ m

参考文献

仁1 3口

[ 1 3 ]

仁1 2
,

1 3
,

3 4
,

3 8
,

3 9
,

4 2 ]
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续表

类群 纲 属 参考文献

A I
e vo

l
a tc s Dlo n p hye e e a[ 4 2〕

〔 4 0]

仁 3 4
,

4 2〕

几六乃9J

ō l习,Qé马n八jl
óù

!

.

ǹ`
l

`厂llJ

C l
、 lo r o P h y t a P r a s z n o p h y e e a e

G y r o d ln : “ 执

H e t e r o c a
P

s a

L e
P i d o d 乞n i u

m

尸e r , d i n z u 阴

尸 r o r o c e 刀 t r u
m

P 夕 r o ` 夕 , t i :

B a t h少`刀 e 乙讹 s

C r u s t o 从 a s t 之x

D
o l i ` h o

m
a s t z x

八了改r s u
P i o

m
o 凡 a s

M
: e r o m o n a s

八么之n t o n i e l la

N e P h r o s e l m i 、

O
s t r e o e o ` c u s

P z ` o c夕` t z s

尸 r a s i刀 o d e r m a s

P s e u d o s c o u r
j

z e ld 艺a

P 夕 e n o c o c e u s

尸 y r a m i m 。刀 a `

[ 4 0 ]

[ 1 3
,

3 6
,

3 7
,

4 2〕

仁4 3皿

仁4 3」

仁4 3〕

[ 1 1
,

1 3
,

3 4
,

3 6
,

3 7
,

4 2」

〔3 3
,

3 4」

〔3 5
,

3 6」

[ 1 3
,

3 3
,

3 4
,

3 5
,

3 6
,

4 2口

仁4 3〕

仁3 6 ]

仁4 3〕

仁3 6〕

巨1 3
,

3 6
,

4 1
,

4 2口

R e s u l t o r

S c人 e r f丫
、

e l z a

了飞t r a s e l m 乞s

仁4 3〕

仁3 6 ]

T r e
b

o u x io p h y e e a e C h lo r e l l a

C h o r i 。夕、 t i 、

N a n n o c人l o r i s

N a n n o f h Zo r u 阴

S才i c h o ` o `芳 u s

e n v ior n
m

e n t a
l

s a m p l
e s

C r y p t o p h y t a C r y p t o p h y e e a e
C勺 P t o 珑 o n a s

F a l o c o
m

o n a `

eG m i n i g e r a

H e m i s e l m i s

H i l l e a

尸 r o t e o
m

o n a s

R h o d o m o n a s

丁召 l e a u l a J

e n v i r o n
m

e n t a
l

、 a
m p le s

[ 3 6
,

4 2 ]

仁4 3习

〔4 3」

[ 4 3 ]

[ 4 2习

[ 4 3口

[ 1 1
,

3 6
,

4 1口

仁3 5〕

「1 3 ]

仁1 3
,

3 3
,

3 4 ]

[ 4 2口

[ 4 3〕

[ 4 2 )

[ 1 3
,

4 0习

[ 1 3
,

4 2二

仁4 1口



自
.

必并手选展 第 1 5卷 第 9期 0 0 5 2年 9月
10 3 7

续 表

类群 纲 属 参考文献

H ap t oph yt a Em il in a i a

Ch r y s o ch r o m ull n a

I m an t onz a

P “ 刃 10勺 a

Ph a e o c y stz s

P r 夕 mn e s i u m

T r : gn o a sP i s

N an n o chl or u m

en v ir n o
r n

en t al s a mpl
e s

尸 s君 ud让 n itz seh i a

en v ir n o
m

en t a
l

s a
mpl

e s

B ol z d o m on a s

[ 34
,

3 5
,

4 1
,

4 2习

P r y m
n e s io p h y e e a e 〔1 1

,

1 3
,

3 2
,

4 0
,

4 2 ]

〔4 3口

[ 4 2〕

仁3 2
,

3 4
,

4 2口

仁3 4 ]

〔4 3口

[ 4 2 ]

[ 1 1
,

3 3
,

3 9
,

4 1 ]

5 t r a m e n o p i le s B
a e il l

a r io p h y e e a e

B o l id o p h y e e a e

C h r y s o P h y e e a e D i n o b r y o n

Oc h r o m o n a 、

C o s e i n o d is e o p h y e e a e

丁et r a
P

a r阴 a

T ir P
a r m a

C h a e t o e e r o s

C o r e t h r o n

P a
P

z l , o c e l l u l u 、

R h i z o 、 o l e n i a

D i e t y o e h o p h y e e a e

E u s t l g m a t o p h y e e a e

P e la g o p h y e e a e

P in g u io p h y e e a e

S k e l e t o n e
m

a

了诀 a la s s , 0 5 : r a

R h i z o c h r o m u l i n a

D z c t夕 o c h a

N a n n o c h l o r o
P

s : s

A u r e o c o e e u s

A
u r e o u m b r a

P e l a g o c o c c u s

P
e l a g o

m
o n a s

P i n g u i o e h yr
s i s

仁1 2
,

3 4
,

4 2皿

巨4 1〕

仁3 4口

[ 3 8 ]

[ 4 1〕

仁4 3」

[ 4 3皿

[ 3 4
,

4 2 ]

仁3 4口

仁3 4口

[ 4 2 ]

巨3 4
,

3 5
,

3 8〕

[ 3 8
,

4 2口

[ 1 1
,

4 2口

[ 3 4
,

4 0
,

4 2口

[ 3 4
,

4 2」

[ 4 3 ]

[4 3」

[4 3口

仁1 1
,

3 3
,

3 4
,

4 3〕

巨4 3〕

3 主要研究方法及技术突破
直接或经克隆后进行测序

.

此法可快速检测群落的

时空变化川〕
.

但通常不作精确的系统发生分析
.

3
。

l

3
。

1
.

1

基因指纹分析

变性梯度凝胶电泳 ( D G G E )

分子指标进行变性梯度凝胶 电泳
,

将样品扩增的

估算样 品的相似

物种及其丰度哪〕
.

经 电泳获得的单种基 因片段
,

可

3
.

1
.

2 末端限制性片段长 度多态性 ( T
一

R F L )P 用

荧光标记 P C R 引物
,

然后作 限制性 片段长度多态

性 ( R F L P ) 分析
.

根据末端消化片段的长度及荧光

强度估算出相似物种及其丰度川〕
.

此法简单快捷
,
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可重复性强
,

分辨率高
,

可直接定量
.

但提供 的信

息量少
,

而且 费用较高
.

3
.

2 构建基因文库

目前研究超微型浮游植物遗传多样性最常用的

方法是构建专一性 的核糖体小亚基 ( S S u : R N A )基

因文库
,

先通过过滤或 流式细胞仪分选从海水 中收

集细胞
,

然后提取样品总 D N A
,

经 P C R 扩增
,

构

建
: D N A 基因文库

.

再进行 R F L P 分析
,

把具有相

同 R F I P 刑的克隆归人同一个操作分类单位 ( oP
e
ar

-

` 10 “ a l t a x o n 〔, m i e u n i , ,

( ) T U )
.

从各个 i() T u 中选取

克隆代表进 行测序
,

最后构建分子 系统树
.

另外
,

还 叮以结合变性梯度凝胶 电泳 ( D G G E ) 或荧光原位

杂交 ( F IS H )检测各类群的分布和丰度
.

此法一方面避免了超微型细胞 (尤其是真核藻类 )

难以从形态 仁鉴定
、

难以纯化培养的问题
; 另一方面

自
_

接反映 r 环境中超微型浮游植物的丰度和多样性
.

分子指标除了 S S U lr ) N A 外
,

还可以用质体 S S U
r D

-

N 八
, : )I N A I丁5

.
, z叮 A

,

P
、 b A / B

,

P et B / D
, r

P
o B /

(71
, r

eP 召
,

lr, 汀 等基因 ,
, ,

2 2
,

3几
·

`l
,

4 8 几叼
.

此法能提供

丰富可靠的序列数据
,

迅速发现新 的超微型浮游植

物
,

是 目前国内外各个实验室采用 的主要方法
.

3
.

3 全基因组鸟枪法 ( w G )S 测序

20 ()4 年
,

V e
nt

e :

等运用 新技术
-

— 全基 因组

鸟枪法测序
,

探索马尾藻海未经分离培养 的微生物

群落 , ’ 刁
.

此法先将表层海水过滤收集细胞
,

提取基

因组 D N A 并将其扫
一

碎
,

电泳 回收 2 一 6 k b 的片段
,

构建基 因组 文库 ; 文库 测序后 进行 序列 拼接 和注

释 `几`
·

川
.

结果发现了 10 。 多万个新基因
,

1 0 0 0 多种

物种 (包括原绿球藻 和某些超微型真核藻类 )
.

T y
-

s o n 等也用此法研究酸性矿物污水中的微生物群落
,

并分析极端环境下 的微生物代谢 ,
〕

.

应用全基 因组

鸟枪法测序来评估 海洋或地层深处的微生物群落结

构和特征
,

不但 叮 以避免 P C R 及
r D N A 多拷 贝引

起的偏差
,

而 且可 以从大量的基 因数据中发现新的

基因和物种
,

因此被美国 S改 en c 。
杂志评选 为 2 0 0 4

年 十大科学成就之一
目前

,

全基因组鸟枪法测序的主要研究对象为

细菌
、

占细菌和噬菌体的种群结构阳
,

5 3 〕
.

若将其用

于研究超微型真核浮游生物的遗传多样性
,

将更好

地揭示群落结构和生物进化
,

加深对群落代谢 网的

认识
,

有助于进一步优化培养条件
.

3
.

4 方法的完善与改良

目前常用的研究方法 都是基于 P C R 反应
.

但

P C R 受诸 多因素影响
,

容易产生偏差
.

为减少 P C R

偏差
,

一方面可通过控制循环次数或采用温度梯度

P C R ( t e m p e r a t u r e g r a d i e n t P C R )来 提高 P (
`

R 的质

量阳
,

刘 5习
.

另一方面
,

可采用分离培养与分子技术

相结合 的方法
.

M a s s a n a 等将直接采用分子技术的

结果与先分离培养再用分子技术 的结 果进 行 比较
,

发现两者各忽略了环境中不同的生物类群
` 礴艺 {

.

分离

培养与分子技术相互补充
,

能更完整地探 查超微型

浮游植物的遗传多样性
.

一般的荧光原位杂交信号较弱
,

用 落射荧光显

微镜进行细胞计数耗时费力
.

采用酪胺信 号放大的

荧光原位杂交 ( T S A
一

IF S H )
,

可将荧光信号 强化 到

本底的 20 一 40 倍肺
〕

.

联合 流式细胞 仪进行 计数
,

可快速准确地评估多样性及丰富度 ` 2比 岛6了
.

4 发展方向与应用前景

目前
,

海洋超微型浮游植物遗传多样性的研究

局限于沿海与大洋的某些特定位点
,

若对全球海洋

系统 中的超微型浮游植物遗传多样性进行全面的评

估
,

还需要探测更多不同的海域
,

尤其是某些有代

表性的特殊环境
,

例如沿海环礁 湖
、 _

上升流或南北

极等水域
.

此外
,

深入研究海洋超微型浮游植物 与

海洋生态 以 及全球环境 的关系
,

还需要对其形 态
、

功能及生态作用等方面有更深入的了解
,

这有赖于

超微型浮游 植物 的培养与 生理学 方面 的进一 步研

究
.

随着超微型浮游植物基 因数据的丰富 与功能基

因的破译
,

以及培养条件的不断优化
,

人们对海洋

中这一类微小的生物将有更加透彻与全面的 了解
.

海洋超微型浮游植物虽然个体微小
,

但在科研

和生产上却具有广 阔的应用前景
.

随着陆地资源 日

益衰竭
,

丰富的海洋超微型浮游植物资源越来越受

到人们的关注
,

巨大的开发潜力也将得到越来越充

分的体现
.

4
.

1 生物资源与海洋生态

采用分子技术研究海洋超微型浮游植物 的遗传

多样性
,

是调查和评估 海洋生物资源的重要环 竹
.

不但能发现大量新的微生物种类
,

而且有助于揭示
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海洋微生物食物环 的结构和功能
,

是海洋生物学和

生态学研究的前沿领域
.

4
.

2 环境监控

赤潮的频繁发生对水产业和人类健康造成极大

危害
.

对赤潮微藻生物多样性及其种群 动力学的研

究
,

将揭示赤潮的发生和消亡机制
,

为赤潮预报提

供分子生物学依据阳
,

` 5
,

5 7
,

5 8 〕
.

这将进一 步减低赤潮

对环境
、

经济等多方面的不利影响
.

1 O

1 l

1 2

4
.

3 基因工程模式生物

聚球藻基因组简单
、

生 长快 且能高密度培养
,

可作为高效表达系统
.

人尿激酶原
、

热休克蛋 白等

基因已在聚球藻中成功表达呻
,

6。〕
.

随着基因组 的测

定和破译
,

以聚球藻为代表 的超微型浮游植物将有

可能成为转基因模式生物
.

l 3

A
e a

d S e l
U S A

,

2 0 0 3 , 1 0 0 ( 1 7 )
: 9 6 4 7一 9 6 4 9

焦念志
,

杨燕 辉
.

中 国 海 原 绿 球 藻 研 究
.

科 学 通 报
,

2 0 02
,

4 7 ( 7 )
: 4 8 5 一 4 9 1

S t o e k n e r J G
, A n t i a N J

.

A lg a
l p i e o p l

a n k t o n f r o m m a r
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为保持在纳米技术的前沿地位
,

欧盟提出行动计划

欧盟委员会宣布
,

它试图通过安全和负责任的方式
,

使欧洲在快速发展 的纳米技术领域保持前沿地位
.

纳米技术为原子和分子水平的应用带来了一 系列效益
,

包括更有效 的传输药物
、

治疗疾病
、

更快的计算机

处理器和更有效率的太阳能电池
.

欧盟委员会提出一个行动计划
,

建议采取措施在国家 和欧洲的范 围内加

强在这一领域的研究并开发有用 的产品和服务
.

欧盟委员会科学和研究委员波托克尼科说
, “

欧洲需要对知识进行投资以保持它在全球经济的竞争地

位
.

总的来说纳米技术对欧洲的工业和社会发展有巨 大的潜力
,

所 以对此领域有一个清晰的战略和决定性

的行动是必要的
.

我们必须考虑并尽可能早地提出任何可能出现的健康
、

安全和环境风险等问题
”

.

行动计

划的措施包括
:

( l) 在第七框架计划中加大对纳米技术的投人
,

包括对人类健康和环境影响的特别支持
,

在纳米技术的

某些关键领域培育技术平 台
,

如纳米医学
,

纳米电子学和可持续化学
.

( 2 ) 通过资助
、

交流最好的经验和利用现有设施
,

研发具有 国际竞争力的设施
.

( 3) 为欧洲工业创造 良好条件
,

使研究转化为有用的产品和服务
.

如商品化的研讨会
,

使企业不断增加

对研究的介人并参与公共标准的制定
.

一个数据图书馆和专利管理系统将成为另一个有用的工具
.

( 4) 保证永远对伦理准则的尊重
,

重视公众的关注和期望
,

通过学习
、

信息交流和对话
,

在全欧洲范围

内取得共识
.

( 5 ) 在尽可能早的阶段提出公共健康
、

安全和环境风险问题
,

建立研究风险评估体系并对风险评估制定

指导方针
.

将对现有欧洲立法进行再评估
,

保证完全适用纳米技术的特殊性
.

( 6) 促进对研究人员和工程师的跨学科教育和培训
,

集中在对纳米技术的实际应用和对社会的更广泛的

影响
,

包括建立实习车间和开发课程
.

一个纳米技术欧洲奖将能帮助促进更好的开展此项工作
,

( 7) 促进对共同感兴趣的问题开展国际对话
,

诸如专业词汇命名法和毒理学
.

欧盟委员会宣布纳米技术将继续作为今年的重点
,

同时第二届欧洲纳米论坛和展览将于 2。。 5 年 9 月 6一 9 日

在爱丁堡举行
.

这一重大国际活动由欧盟资助
,

聚焦
“

纳米技术和 2 0 2 0 年欧盟公民的健康
” .

它包括有世界顶尖

科学家参加的 3 天会议
,

公众讨论和其他活动
,

同时有系列关于健康的纳米医学和纳米技术专门新闻简报
.
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