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摘要C通过对不同地理株骨条藻形态和亚显微结构的观察和描述3鉴定为中肋骨条藻3但发现在刺长9细胞间隙9细胞链形态9链

上细胞数3色素体个数方面存在差别@通过不同.uv营养盐实验3结果表明3在.uv为#>u#时3东海株和胶州湾株中肋骨条

藻均得到最大生长率3分别为#=>>T#和#=A:Tw#3东海株中肋骨条藻最大生长率要高于胶州湾株中肋骨条藻3这表明在不同的海

域环境条件下3中肋骨条藻的生长均有各自地域性特征I应用s%vx技术对两地理株中肋骨条藻进行鉴别3以其全x.%为模板

进行s%vx扩增3两不同地理株的中肋骨条藻表现不同的x.%多态性3同样以各自的小亚基片段为模板进行的s%vx扩增条

带也表现出差异性I实验结果表明3两株中肋骨条藻应为种下的不同变种或亚种I
关键词C中肋骨条藻@不同地理株@形态特征@生理生态特征@x.%多态性
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EZ7=74<27D<;834<6D2,NLRX0VPTNOKNN[0RNWKLPRKWYTLXXYWYPNLPRNWVNNYTZW0UYRRYR1YPhNO3UY11LPNYW4K13UY11U010PtXYKNVWY3
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中肋骨条藻是我国近海广泛分布种3自北至南各海区均在特定季节成为优势种群3并常形成中肋骨条藻赤潮3是我国近海

常见的有害微藻3也是良好的污染指示生物 #̂3!_I由于多次在胶州湾及其它海域形成赤潮3对海洋生态环境造成严重危害3因此

引起赤潮研究者的广泛关注 :̂H?_I栖息于渤海湾的中肋骨条藻3其种群的最适温度为!$H!>‘3盐度!AH:$3

aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa

其数量一般以冬春
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之交和夏秋之交为高峰期!"#$在大连湾%中肋骨条藻多在夏末秋初形成优势种%并引发赤潮%发生赤潮时%细胞密度为&’()*+(

,-’.)*+/个012!3#$长江口处于赤潮临界状态的中肋骨条藻密度为-)*+4个01(%约占浮游植物总量的345!(#%长江口外围隔

生态实验中%中肋骨条藻赤潮密度最高达.’3()*+-个06%占群落生物量的33735!*+#$程兆第等对福建沿海的骨条藻属下&种8
中肋骨条藻9:;<;=>?;@AB>C=A=D@E江河骨条藻97F>=A@>CE曼氏骨条藻97@D?G;<HHE热带骨条藻97=I>FHBD@进行了形态及亚显微

结构的观察和描述!**#$郭玉洁也分别对以上&种骨条藻进行了细致的形态描述!*.#$史亚波根据形态和生理生态特征差异%描述

了中肋骨条藻97B>C=A=D@和热带骨条藻97=I>FHCD@的形态特征%前者属于广温广盐种%后者属于高温高盐种!*(#$在实际调查

研究中也发现分布在渤E黄E东海以及南海的中肋骨条藻%其形态E个体大小E繁殖盛期和季节分布都有不同%对于该种属是否存

在亚种E变种和不同的生态型尚不明白%所以针对我国沿海的中肋骨条藻%利用形态E生理生态特征和分子生物学相结合的方法

进行种间和种下分类研究%以期为中肋骨条藻赤潮研究提供基础科学依据%同时为研究微藻生物适应性和生物多样性提供基础

性研究$

J 实验材料及方法

J’J 实验材料

东海株中肋骨条藻K9:;<;=>?;@AB>C=A=D@L采自东海%厦门大学高亚辉提供%胶州湾株中肋骨条藻由中国科学院海洋研究所

藻种室提供$实验室内培养温度*"M*N%光照(/++,("++2O%光暗比为*.P*.%Q0.培养液中培养$

J’R 实验方法

J’R’J 形态观察 STU.型光学显微镜KV6WXYZ[%\]̂]_L观察东海株与胶州湾株的中肋骨条藻细胞形态$

J’R’R 生长率测定 通过显微计数测定两株中肋骨条藻的生长曲线%每天定量吸取 .++‘2藻液%置于 .++‘2细胞计数板

Kab2c2bQdef̂ 2̂ghi1 ]̂_g%j1dkbh]_L上%加入适量鲁哥氏液固定%实验取(组平行样$
生长率的计算公式 lm2_Kn.0n*L0K=.o=*L
式中%n.为=.时的细胞密度%n*为=*时的细胞密度$

J’R’p 营养盐对藻细胞生长的影响 两株中肋骨条藻在Q0.培养液中进行培养!*&#%达到指数生长期后%分别接种到qPY为*4

P*%"P*%(.P*的培养液中K编号依次为jESErLsqEY浓度K海水中的终浓度L分别为*(4‘1i206P"’"‘1i206%4"‘1i206P

"’"‘1i206%.-.‘1i206P"’"‘1i206进行培养$最初接种密度为*’+)*+&个012s培养条件盐度(+%培养温度K*"M*LN%光照强

度(+++,(/++2O%光暗比6Ptm*.P*.$

J’R’u vjYt扩增反应 本实验所用的随机引物为上海博亚生物技术有限公司产品%引物序号为Sj*.4(ESj++4/%核糖体小

亚基 *"ektqj两端引物为上海生工产品%引物序列为K*"q*8/wUxrrxyrrjyxjyxrjxjxyrU(w%*"q.8/wUxyjxr

rxxrx0ryrjyyxxrjrU(wL$

图* 扫描电镜下东海株

zb{7* rd22eiQ9:;<;=>?;@AQki1|]e}r~b_][d]f_cdk[|X

反应总体积为./‘2%其中!fQQdk*+).’/‘2%X{r2.K./11i206L.’/‘2%cqxYXbOK.++11i206L*’./‘2%x]{酶K北京鼎国L

*f%模板tqj./U/+_{%引物*+̂1i2%用X]e}dkhgh2dk{k]cbd_}/((*型Yrv仪K|̂ d̂_cikQ%ydk1]_gL进行特异片段扩增$反应

程序为3&N预变性/1b_%3&N变性*1b_%(-N复性*1b_%-.N延伸*1b_%共(/个循环%完成最后一个循环后%-.N延伸/1b_$扩

增产物在含+’+/5溴化乙锭的*5琼脂糖凝胶中电泳%电泳缓冲液为*)xj|%恒压."0h1%电泳时间*’/~%紫外透射仪上观察并

拍照记录$

R 结果

R’J 形态特征比较

扫描电镜下观察两株骨条藻细胞亚显微结构K见图*E图.L8
细胞呈短圆柱形%壳面圆%凸如冠状%东海株细胞直径&‘1左右%
胶州湾株/‘1左右s壳面边缘*圈管状突起K支持突L%支持突的

断面扁%呈管状%中空%其离心端膨大%与邻细胞的突起一一相

接%对接点整齐%连接结明显%将两细胞的突起连接为环状排列%
支 持突外管等长%东海株的支持突为 3条%胶州湾株为 *+,**
条s支持突基部为*圈泌胶孔道s壳面上具有向外凸起的放射肋%
并连成网状%网孔呈圆形或不规则的多边形s壳面中央有唇形

突%靠近壳面中央$
光学显微镜下观察骨条藻细胞形态特征为8东海株藻细胞

盘状或圆柱状%色素体.,&个%细胞间隙较小%以长链状群体浮

游生活%有时链长在 /+,*++个细胞%壳面凸起%壳面边缘支持

(+4.**期 韩笑天 等8不同地理株中肋骨条藻生长特性及vjYt多态性
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图! 扫描电镜下胶州湾株

"#$%! &’(()*+,-./.012.34+5*67#8*9:*;<8=;>?’5@AB

图C 光学显微镜下东海株DEFGHFI

"#$%C &’(()*+,-./.012.34+5*6A8)J&:#>8@’8;>?’5KBDEFGHFI

表L 显微镜下东海株和胶州湾株骨条藻形态比较

MNOPQL RSTUVSPSWXYNPYSZUNTN[XS\S][̂S_[TNX\_‘abcbdefbgh

i\jQTZXYTS_YSUQ

地理株@J58#> 东海A8)J&:#>8@’8 胶州湾7#8*9:*;<8=

细胞形状和大小k
盘状或圆柱状l
直径Hmno6p

短圆柱状l
直径qmEFo6rs

壳面上支持突t 较短lu条v 较长lEFmEE条rw

细胞间隙x 较小y 较大rz

色素体数目及分布{ !mH个色素体l位于
壳面各向一面弯曲|

Hm}个色素体l在细胞
内呈颗粒状r~

群体细胞数及链状! qFmEFF个单细胞l
直链状r"

!Fm#F个单细胞左右l
螺旋链状r$

k&’((+#$;5’8>?)#9’ltB85$#>8()J5;JJ’?%5*&’))’?lxB85$#>8(

%5*&’))’?l{&:(*5*%(8)J)l!&’(()#>J:’&*(*>=8>?&:8#>lp’#)&8(

8>?&*(;6>’?l?#86’J’5#)HJ*no6lv):*5Jl>#>’ly):*5Jl|!J*Hl

&(*)’J*(8((’8>?&;5(#>$lr"qFJ*EFF&’(()l)J58#$:J&:8#>lrs):*5J

&*(;6>’?l?#86’J’5#)qJ*EFo6lrwK*>$lEFJ*EElrz(*>$lr~HJ*}l

)J;??’?#>J:’&’((lr$!FJ*#F&’(()l:’(#)&:8#>

突相互连接l在光镜下清晰可见l一般都是多个细胞连接成链

状l细胞直径通常为Hmno6*胶州湾株藻细胞呈圆柱状l色素

体 Hm}个l细胞间隙较大l以螺旋链状群体生活l单细胞个数

!Fm#F+显微镜下观察东海株骨条藻D图C,图HI和胶州湾株骨

条藻形态特征D图q,图#I区别见表E+
根据形态观察和亚显微结构观察l并依据郭玉洁-E!.,齐雨

藻-Eq.,程兆弟-EE.,金德祥-E#.,/8)(’01-En.对骨条藻属下不同

种类的描述l鉴定东海株和胶州湾株藻种都为中肋骨条藻+

232 不同456比对不同地理株中肋骨条藻生长的影响

不同营养盐浓度下两株藻的生长曲线见图n+实验结果表

明l胶州湾株中肋骨条藻在456为E#5ED7EI时生长较好l最

大细胞密度达到!3CGEFq个86(*456为}5ED&E组I时l同

样在第q天达到最大细胞密度值!3!GEFq个86(*456为C!

5ED<E组I时l最大细胞密度值为!3FGEFq个86(+东海株中

肋骨条藻在C种456比时的生长趋势与胶州湾株中肋骨条藻

相似l456为E#5ED7!组I时生长最好l达到最大细胞密度

E3nGEFq个86(l456为}5ED&!组I时l最大细胞密度为E3#

GEFq个86(l456为C!5ED&C组I时l细胞密度最大为E3qGEFq个86(+

图H 光学显微镜下东海株DEFGEFFI

"#$%H&’(()*+,-./.012.34+5*6A8)J&:#>8@’8;>?’5KBDEFGEFFI

图q 光学显微镜下胶州湾株DEFGHFI

"#$%q &’(()*+,-./.012.34+5*67#8*9:*;<8=;>?’5KB DEFGHFI

通过对 C个不同456比例下胶州湾株指数生长期生长率的计算l得出7E,&E,<E组最大生长率D?9EI依次降低分别是
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!"##$!"#%$!"#&’(!)东海株指数生长期时*+$,+$-+组其最大生长率.’(!/依次降低0分别是!"%&$!"%1$!"2%.见表+/)

3"4 567比为!#6!时东海株与胶州湾株的中肋骨条藻的生长特性比较

图8 两不同地理株中肋骨条藻在不同597比例下的生长曲线

:;<=8 >?@ABCDE?FGH@IBA@HB?J;KHL=MNOPQPRSA;BC’;IIG?GKB56

7?JB;@

.*!$-!$,!胶州湾株 T;J@UC@E-JVHB?J;KW*+$-+$,+东海株 XCG

YJHB,C;KJZGJHB?J;K/

表3 不同[6\比例条件下两地理株中肋骨条藻的生长率.’(!/

]̂_‘a3 bcdefgĉfadhfedifĉjkil=mnopqprsejfgtjhhacakf[6\

ĉfjd.’(!/

藻株 ZB?J;K
567

!#6!.*/ &+6!.-/u6!.,/
胶州湾株中肋骨条藻.!/
T;J@UC@E-JVHB?J;KL=MNOPQPRS

!"## !"#& !"#%

东海株中肋骨条藻.+/
XCGYJHB,C;KJZGJHB?J;KL=MNOPQPRS

!"%& !"2% !"%1

从567比为!#6!时的生长曲线可以得到两地理株的生

长周期$最大藻细胞密度以及最大生长率都不同.图u/)在相

同环境条件.567v!#6!0盐度&10培养温度!uwx!w0光照

强度&111y&%11z{0光暗比|6}v!+6!+/和同样接种密度.!

~!12个!"z/条件下0在培养的第%天开始进入指数生长期)东

海株指数生长期为&’0达到最大密度为!"%~!1%个!"z0最大

生长率为!"##’(!W胶州湾株指数生长期较长0可维持%天0达

到最大密度为+"2~!1%个!"z0最大生长率为!"%&’(!0并很快

进入衰亡期)通过单因子方差分析0两株藻的最大生长率呈显

著差异.#v1"11+$1"1!/)

3"% 两不同地理株中肋骨条藻的}5*多态性比较

3"%"& ’*7}随机扩增多态性比较 应用 !1个随机引物对

两株藻进行了 ’*7}反应0筛选出两个随机引物0分别为

-*!+#&.*,>***,>>>/$-*11#%.*>>>,>X**>/)两地

理株的扩增条带表现出不同的多态性0随机引物-*!+#&扩增

东海株全}5*0无随机扩增的}5*条带出现0而以胶州湾株

总}5*为模板0引物-*!+#&的随机扩增结果为多条}5*带

谱)随机引物-*11#%对两株藻进行随机扩增仍得到了不同

图# 光学显微镜下胶州湾株.!1~!11/

:;<=# ,GzzH@IL()*)PN+)SQI?@"T;J@UC@E-JVEK’G?|, .!1~!11/

图u 两不同地理株中肋骨条藻生长曲线

:;<=u >?@ABC<?J-C@IBA@HB?J;KHL=MNOPQPRS

!""J?.G?.分子量范围是 !11y!%11/-0&111/-/"J?.G?."@zGDEzJ?

AG;<CB;H!11B@!%11/-JK’&111/-/W+020#0u"以东海株总}5*为

模板}5*BG"-zJBG;HB@BJz}5*@IYJHB,C;KJZGJHB?J;KW&0%0800"

以胶州湾株中肋骨条藻总}5*为模板}5*BG"-zJBG;HB@BJz}5*

@IT;J@UC@E-JVHB?J;K
图0 两地理株中肋骨条藻’*7}电泳结果

:;<=0 YzGDB?@-C@?GH;HI@?BA@HB?J;KHL=MNOPQPRS

的}5*多态性)重复对模板}5*进行随机引物扩增实验0仍得出同样的结果.图0中+$&$2$%列/)以两地理株中肋骨条藻的

小亚基片段为模板进行的’*7}随机扩增0同样表现出不同的}5*多态性.图0中#$8$u$0列/)

4 讨论与结语
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光学显微镜观察结果表明东海株和胶州湾株中肋骨条藻在形态大小!色素体形状及个数!链状细胞形态以及链上细胞个数

都有很大的区别"
氮磷比对两地理株中肋骨条藻的生长都有明显的作用#两株中肋骨条藻在$%&’()%(的水体中生长最好#得到较高的

最大生长密度和生长率"中肋骨条藻在氮磷比高的水体中的生长状态较氮磷比低的水体为好#表明在富营养化条件下#氮是中

肋骨条藻发生赤潮的重要影响因子"这一实验结果与刘东艳*(+,所得到的实验结果相吻合"胶州湾株中肋骨条藻在不同$%&比

条件下#得到的生长率和最大生长密度均高于东海株中肋骨条藻#表明胶州湾株的富营养耐受性要高于东海株"
从分子水平上区别两地理株中肋骨条藻是一种比较灵敏和先进的技术"-./01234*(5,通过小亚基核糖体6$7序列分析了

8种不同地理区域水体中骨条藻#识别了一株区别于中肋骨条藻的新种#定名为拟中肋骨条藻9:;<;=>?;@ABC;DE>F>C=A=D@"本文

通过G7&6实验以及重复实验#初步得出两地理株在6$7多态性上存在区别的结果#以其全6$7为模板进行G7&6扩增条带

有差异#并且同时以特异扩增得到的核糖体小亚基片段为模板进行的G7&6随机扩增#同样表现出不同的6$7多态性"
从形态!生理生态特征以及G7&6随机扩增6$7多态性分析结果初步表明#两地理株的中肋骨条藻应该属于该种下的不

同亚种或变种#是在不同的地理环境影响下出现的物种变化以及表现出不同的物种适应性#这对于研究微藻生物适应性和生物

多样性提供了基础性研究"
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