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!"!#$% 操纵子序列用于钝顶节旋藻品系分类与鉴定的研究

杨灵勇，汪志平"，曹学成，陈晓燕，徐步进
（浙江大学原子核农业科学研究所 杭州 &%$$#8）

摘 要：克隆并测定 7 株钝顶节旋藻品系的 *=*JK( 操纵子序列，以及 %"L -MNO 和 %"L5#&L -MNO 转录单元内间隔区

（K.L）序列，进一步通过生物信息学和分子系统学等研究发现：（%）7 株品系的 *=*JK( 序列，以及 %"L -MNO 和 K.L 序

列具有很高的相似性。（#）基于 7 株品系 *=*JK( 序列的 PQ 含量绝对偏差平均值、碱基变异率和遗传距离系数普

遍比基于 %"L -MNO 和 K.L 序列的大。（&）基于 *=*JK( 序列的分类结果与基于 %"L -MNO 和 K.L 序列的十分相近。

因此，*=*JK( 可作为节旋藻等蓝细菌分类与鉴定的一种新的分子标记，特别是以其丰富的信息量而在品系水平的

分类鉴定中占有优势。
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节旋藻（!"#$"%&’(")）和螺旋藻（ *’("+,(-)）均为光合放氧、

无异 形 胞、不 分 枝、呈 规 则 螺 旋 形 的 原 核 丝 状 蓝 细 菌

（*H2?I,2*S)-:2）［%，#］。多年来，该类群的属种划分、鉴定及命

名，主要以其形态学特征为依据。但由于形态学分类标准的

优先权不统一，以及藻丝形态随生长环境变化而呈现多形性

变异（TI/H+I-=<:U+）等原因，致使节旋藻与螺旋藻在属水平，

以及属内种或品系水平上的分类与命名长期存在争议［% ’ &］。

这种混乱状况不仅影响着该类群的理论研究与学术交流，而

且严重制约着国内外节旋藻产业（因历史原因商业界仍习惯

称为“螺旋藻产业”）的进一步发展［%，!］。因此，迫切需要寻

求并建立能准确反映物种之间自然的系统发生关系，有效区

分该类群属、种、品系水平的标记。

国内外已从脂肪酸、蛋白质的组成及含量等生理生化水

平对该类群的分类与鉴定作了一些有意义的探索［& ’ 6］。特

别是利用 MOT(，以及有“生物进化分子钟”之称的 %"L -MNO
基因序列分析等分子生物学技术，在该类群分类与鉴定方面

取得了研究成果［%，#，" ’ 4］，为修正以形态特征为主的传统分

类体系、建立该类群以形态和生理生化特征为基础、以分子

遗传标记为依据的新的分类体系，提供了必要的理论依据与

技术方法。值得指出的是，近年来人们利用蓝细菌等少数藻

类所 特 有 的 捕 光 色 素 蛋 白———藻 胆 蛋 白 亚 基 的 基 因（如

.’./，.’.!，.’./5 .’.! 间隔区）序列，对节旋藻等藻类所作的

分类学研究所取得的结果不仅与基于 %"L -MNO 序列的分类

结果相吻合，而且所取得的分类信息比 %"L -MNO 基因序列

的更为丰富［8 ’ %%］。在藻胆蛋白分子中除亚基外，还有 & 种起

连接作用的棒状连接多肽，所对应的 & 个基因 .’.0、.’.1 和

.’.2 组成一个操纵子 *=*JK(［%#，%&］，它们和藻胆蛋白亚基的

基因均由一个被称为“.9O”的祖先基因演化而来［%!，%6］。基

于 *=*JK( 与藻胆蛋白亚基基因在系统演化方面的同源关

系，本文探索了利用 *=*JK( 操纵子基因序列对钝顶节旋藻进

行品系间分类与鉴定的可行性，以期为节旋藻和螺旋藻等蓝

细菌的分类、鉴定与命名提供信息量更丰富的新的分子标记。

& 材料和方法

&’& 材料

&’&’& 实验材料：所选的 7 株钝顶节旋藻品系中，L=5% 由中

国农业大学毛炎麟先生馈赠；L=5# 由中国科学院植物研究所

顾天青先生馈赠；L=5&、L=56、L=58 和 L=5%$ 为中国南方规模养

殖品系；L=5%% 为中国北方规模养殖品系。上述藻株均经单

细胞分离培养而得到，现保存于本所生物资源与分子工程实

验室。参照李晋楠等［"］的方法进行培养及显微形态观察。

&’&’( 试剂和仪器：3)4 (NO 聚合酶和琼脂糖为 L2?@I? 公

司产品；克隆载体 =V(%45.，以及 EN.T、(NO 限制性内切酶、

.! (NO 连接酶均为 .2W2M2 公司产品；(NO 凝胶回收试剂盒

购于上海博亚公司；TQM 引物由上海博亚公司合成。其它试

剂均为分析纯。序列扩增用 JH,2:E X:+:S)E 公司的 JYTZY "5
Y .<)-+2/ QH*/)- TQM 仪，测 序 用 O==/:)E Y:IUHUS)+U 公 司 的

&7&$ 型测序仪。

&’( )*+ 引物设计与扩增

根据 P)?Y2?G 上的 *=*JK( 操纵子序列（O1%"!%&8），利用

T-:+)- 6[$ 引 物 设 计 软 件 得 到 上 游 引 物 T1：6\5
QOO.OQO.Q..QPQQPO...5&\，下 游 引 物 TM：6\5QP.O..O.Q



!!"#!"$#"$!!%&’。()!* +$, 反应体系中含引物 +- 和 +,
各 ./)!0123*，4 种 56"+ 各 7!0123*，(/)8 的 !"# 96# 聚合

酶，7. 倍的 +$, 缓冲液 (/)!*，).:; 基因组 96#（按照文献

［<］的方法提取）。反应程序：=4> )0?:；=4> &.@，)A> 70?:，

B(> (0?:，&. 个循环；B(> A0?:。

扩增 7<C D,6# 基因及 7<C%(&C D,6# 转录单元内间隔区

（E:FGD:H22I "DH:@JD?KG5 CLHJGD，E"C）的引物参照 M?2201FFG 等［7B］

所设计的引物 7（)’%#!#!"""!#"$$"!!$"$#!%&’）和引物 7A
（)’%"""!$!!$$!$"$"!"!"!$$"#!!"#"$$%&’）。反 应 体 系

除所用引物不同外，其它与 JLJNE9 的扩增体系相同。反应

程序：=4> )0?:；=4> &.@，))> 7/)0?:，B(> &0?:，&. 个循环；

B(> A0?:。

!"# $%& 产物的克隆及测序

将经 96# 凝胶回收试剂盒回收纯化的 +$, 产物连接到

LO97A%" 载体上，转化感受态 $ / %&’( !)7，蓝白斑法筛选阳

性克隆，提取质粒并作酶切鉴定，将含有目的片段的重组质

粒进行测序。

!"’ 序列分析、系统进化树构建

序列 分 析 采 用 P?1Q5?F B/. 软 件，多 重 序 列 比 对 采 用

$2R@FH2 S 7/A7 软件，遗传距离分析及系统发生树的构建采用

+TI2?L &/<) 软件包。

( 结果和讨论

("! 扩增序列的基本结构及 )% 含量比较

藻株 CL%7.、CL%(、CL%=、CL%7、CL%77、CL%& 和 CL%) 的基因组

96#分别经 JLJNE9 操纵子，以及 7<C D,6# 与 E"C 的特定引

物 +$, 扩增与克隆，并测得相应的序列。各藻株 JLJNE9 序

列在 !G:PH:U 上 的 注 册 号 依 次 为 9V(B=BB4、9V(B=BB)、

9V(B=BB<、9V(B=BBB、9V(B=BBA、9V(B=BB=、9V(B=BA.，7<C
D,6# 和 E"C 序列在 !G:PH:U 上的注册号依次为 9V(B=B<B、

9V(B=B<A、 9V(B=B<=、 9V(B=BB.、 9V(B=BB7、 9V(B=BB(、

9V(B=BB&。

表 ! * 株品系序列的碱基数与 )% 含量
"HK2G 7 "TG :R0KGD 1W KH@G H:5 !$ J1:FG:F ?: @GXG: @FDH?:@

CFDH?:@
CGYRG:JG@ 1W JLJNE9 CGYRG:JG@ 1W 7<C D,6# H:5 E"C DG;?1:

C?ZG（KL） ! [ $ J1:FG:F（012\） C?ZG（KL） ! [ $ J1:FG:F（012\）

CL%7. 74=( 4A/.< 7=)A )&/BA
CL%( 74=( 4B/== 7=)B )&/B<
CL%= 74=( 4A/7( 7=)= )&/B)
CL%7 74=( 4B/== 7=)B )&/B<
CL%77 74=( 4A/&= 7=)A )&/<B
CL%& 74=( 4B/<) 7=<. )&/AA
CL%) 74=( 4B/<) 7=<7 )&/A.

通过序列比对和分析发现，所扩增的 JLJNE9 序列的长

度均为 74=(KL，包含 %*%+ 基因的部分序列、%*%, 和 %*%- 基因

的全部序列，以及 ( 个基因间隔区（E!C7，E!C(），其排列方式

为 JLJN%E!C7%JLJE%E!C(%JLJ9；7<C D,6# 和 E"C 序列的长度为

7=)BKL] 7=<7KL，包含几乎全长的 7<C D,6# 基因和完整的

E"C 区（含 F,6#E2G和 F,6##2H 两个 F,6# 基因），其排列方式为

7<C D,6#%E"C7%F,6#E2G %F,6##2H%E"C(。同时，节旋藻属和螺旋

藻属 E"C 序列的排列方式一般不同，前者即为上述所测的 B
株品系的排列方式，后者的排列方式则为 7<C D,6#%E"C7%
F,6#E2G%E"C(［7］，这进一步表明本文所用的 B 株品系确均为节

旋藻。

!$ 含量分析（表 7）显示，B 株品系 JLJNE9 序列的 !$ 含

量为 4B/<)012\ ] 4A/7(012\，7<C D,6# 和 E"C 序列的 !$ 含

量为 )&/B)012\ ] )&/AA012\；前 者 的 绝 对 偏 差 平 均 值 为

./7ABB，显著大于后者的 ./.(<7。这表明节旋藻 JLJNE9 在进

化过程中的变异程度可能比 7<C D,6# 和 E"C 的更高，也许可

作为藻株间分类与鉴定的一种新的分子标记。

("( 基于 +,+-./、!01 2&34 及 .51 的差异位点数比较

运用 P?1Q5?F B/. 软件分别对 B 株节旋藻品系的 JLJNE9、

7<C D,6#、E"C 作序列对齐分析，统计得到藻株间碱基的差异

位点数。由表 ( 可知，基于 JLJNE9，除 CL%7 和 CL%( 之间无差

异位点外，其余两两藻株间的差异位点数为 7 ] <&；基于 7<C
D,6#，CL%7 和 CL%( 之间也无差异位点，其余两两藻株间的差

异位点数为 7 ] 7(；基于 E"C，CL%7、CL%(、CL%=、CL%7. 两两之

间，以及 CL%& 和 CL%) 之间无差异位点，其余两两藻株间的差

异位点数为 7 ] 4<；若同时基于 7<C D,6# 和 E"C，除 CL%7 和

CL%( 之间无差异位点外，其余两两藻株间的差异位点数为 7
] )<。

上述结果显示，节旋藻品系之间，7<C D,6# 序列的差异

性虽较为普遍，但差异位点数较少，B 株品系共有 7< 个差异

位点；而 E"C 的差异性虽较小，但差异位点数则较多，B 株品

系共有 4< 个差异位点。根据 7<C D,6# 序列和 E"C 在差异性

及差异位点数方面的这一互补特性，作者在计算遗传距离和

构建系统发生树时，将 7<C D,6# 基因序列和 E"C 综合起来进

行统计，以便为钝顶节旋藻品系间的分类鉴定提供足够的信

息。但即便如此，B 株品系间 7<C D,6# 序列和 E"C 的总差异

位点数也只有 <(，变异率为 &/(\，而 B 株品系间 JLJNE9 序

列的差异性不仅普遍，而且总差异位点数达 B(，变异率为

4/A\。因此，从序列的差异位点看，JLJNE9 序列具备用作节

旋藻分类与鉴定的优势。

("# 基于 +,+-./ 及 !01 2&34 和 .51 的遗传距离矩阵与系

统发生树比较

将所测得 B 株钝顶节旋藻品系的 JLJNE9 序列，以及

7<C D,6#和 E"C 序列分别进行多重序列比对，并将比对结果

导入 +TI2?L &/<) 软件包的 5:H5?@F 程序，采用 -A4 模型计算遗

传距离（表 (）。同时，采用极大似然法（+TI2?L &/<) 软件包的

5:H02程 序）构 建 B 株 品 系 的 系 统 发 生 树（图 7），并 利 用

K11F@FDHL 进行置信度检验，自举次数为 7..。

4..7 ^#6! *?:;%I1:; ./ "’ _ 30%/" 1(%2&3(&’&4(%" 5(6(%"（(..<）4<（<）



表 ! " 株品系 #$#%&’、()* +,-. 和 &/* 的差异位点数（左下部）及遗传距离矩阵（右上部）
!"#$% & !’% ()*#%+ ,- ./--%+%(0 1/0%1（#%$,2 0’% ./"3,("$）"(. 3%(%0/4 ./10"(4% *"0+/5（"#,6% 0’% ./"3,("$）,- 47489:，

;<= +>?@ "(. 9!= +%3/,( "*,(3 1%6%( 10+"/(1
=0+"/(1 =7A;B =7A& =7AC =7A; =7A;; =7AD =7AE

=7A;B BFBBB<G
（BFBBBBB）

BFBBDD<
（BFBB;B&）

BFBBB<G
（BFBBBBB）

BFB;B;D
（BFBBGG;）

BFBHBIH
（BFB&I&<）

BFBH;E<
（BFB&<;;）

=7A& ;
（;，B）

BFBB&<I
（BFBB;B&）

BFBBBBB
（BFBBBBB）

BFBBCHH
（BFBBGG;）

BFBHB;&
（BFB&I&G）

BFBHBIH
（BFB&<;D）

=7AC E
（D，B）

H
（H，B）

BFBB&<I
（BFBB;B&）

BFB;&;<
（BFBBIGH）

BFBH&CE
（BFB&CDD）

BFBHD<G
（BFB&G;G）

=7A; ;
（;，B）

B
（B，B）

H
（H，B）

BFBBCHH
（BFBBGG;）

BFBHB;&
（BFB&I&G）

BFBHBIH
（BFB&<;D）

=7A;; ;H
（E，;B）

;D
（<，;B）

;G
（I，;B）

;D
（<，;B）

BFBHBBG
（BFB&EEE）

BFBHBGC
（BFB&DH&）

=7AD EC
（G，H<）

EI
（I，H<）

<&
（;B，H<）

EI
（I，H<）

EI
（;&，D<）

BFBB&<C
（BFBB&BH）

=7AE <B
（<，H<）

EC
（E，H<）

<D
（E，H<）

EC
（E，H<）

EC
（C，D<）

H
（E，B）

J%$,2 0’% ./"3,("$，0’% -/3)+%1 ,)01/.% #+"4K%01 2%+% 0’% ()*#%+ ,- ./--%+%(0 1/0%1 #"1%. ,( *)$0/7$% 7"/+A2/1% 4,*7"+/1,( ,- 47489:，"(. 0’% -/3)+%1 /(1/.%
#+"4K%01 2%+% 0’% ()*#%+ ,- ./--%+%(0 1/0%1 #"1%. ,( *)$0/7$% 7"/+A2/1% 4,*7"+/1,( ,- ;<= +>?@ "(. 9!= +%3/,(，+%17%40/6%$LM @#,6% 0’% ./"3,("$，0’% -/3)+%1
,)01/.% #+"4K%01 2%+% 0’% 3%(%0/4 ./10"(4% 4,%--/4/%(01 #"1%. ,( 47489:，"(. 0’% -/3)+%1 /(1/.% #+"4K%01 2%+% 0’% 3%(%0/4 ./10"(4% 4,%--/4/%(01 #"1%. ,( ;<= +>?@
"(. 9!= +%3/,(M

图 ( 采用极大似然法构建的系统发生树
N/3M; O’L$,3%(%0/4 .%(.+,3+"* 4,(10+)40%. #L 0’% *"5/*)* $/K%$/’,,.
*%0’,.M @：J"1%. ,( 47489:；J：J"1%. ,( ;<= +>?@ "(. 9!= +%3/,(M
?)*#%+1 "0 #+"(4’ 7,/(0 2%+% #,,010+"7 1)77,+0 6"$)%1 ,#0"/(%. -+,* ;BB
+%7$/4"0%1M

由表 & 可知，除 =7A; 和 =7A& 间的遗传距离系数为 B 外，

其它品系间基于 47489: 的遗传距离系数比所对应的基于

;<= +>?@ 和 9!= 的大。这一结果与前面 PQ 含量、差异位点

数的分析结果相吻合。同时，基于 47489: 所构建的系统发

生树与基于 ;<= +>?@ 和 9!= 的非常相似，只是 #,,010+"7 值略

有不同。G 株品系可分为 D 大类：=7A;; 单独为一类；=7AD 和

=7AE 为一类；=7A;、=7A& 、=7AC 和 =7A;B 为一类。其中，后两类

的 #,,010+"7 值均为 ;BBR。在最后一类中，=7A; 和 =7A& 先聚

类后与 =7A;B 聚成一组，再与 =7AC 聚类。上述结果与李晋楠

等［<］利用 >@O: 分子标记所得的分类结果十分相近。

;<= +>?@ 基因是存在于所有生物中的一类古老、功能相

同、既含保守区又含可变区的序列，其序列变化与进化距离

相适应，被称为进化分子钟。;<= +>?@ 和 9!= 作为一种进化

的分子标记，已被广泛用于细菌等生物（包括蓝细菌）的系统

学研究［;，G，;<］。节旋藻和螺旋藻等蓝细菌是地球最早出现

的光合生物之一，距今已有 DE 亿年的历史［;H，;I］。通过上述

对 G 株钝顶节旋藻品系的 47489: 序列，以及 ;<= +>?@ 和 9!=
序列的 PQ 含量、差异位点数、遗传距离矩阵和系统发生树

等比较表明，47489: 作为蓝细菌中的古老序列之一，其进化

趋势与 ;<= +>?@ 和 9!= 的相适应，可作为节旋藻分类与鉴定

的一种新的分子标记，并且以其丰富的遗传差异信息而在种

内品系间的分类与鉴定中更具优势。

值得注意的是，波浪形的 =7A; 和螺旋形的 =7A& 在形态、

生理生态及分子水平均有显著差异［<］，但无论基于 47489:
还是 ;<= +>?@ 和 9!=，都不能区分这两个品系。这提示我们

在进行分类与鉴定时，有必要综合利用和考察形态学、生理

生态学、分子生物学等不同水平及多种标记。
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