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组沙漠绿藻分子生物学鉴定及其生物学特性研究
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摘要!对从塔克拉玛干沙漠中分离的
A

组沙漠绿藻进行形态

特征鉴定#绘制生长曲线#考察
?

@

对其生长的影响#并进行系

统发育分析$形态特征结果显示
-

组为椭圆形藻#

6

%

0

和
M

组

为球状藻$

-

组沙漠藻最适
?

@

值为
D*$

#

0

组的最适
?

@

值以

原
GE5%%

培养基为准#

6

和
M

组最适
?

@

值为
>*$

$采用分子

生物学
%>17O+P

序列分析法鉴定出代表性
A

株沙漠藻的基

因序列#结果表明'

-

组的
!J1%D

%

和
0

组
!J1#%5%

的序列跟

A580C

?

J(C(,0G/,E9=;0

亲缘关系很近&

6

组的
H_RR

!

#

"序列跟

A58(=(G0=E/,(

7

G/G>0G;=(

7

/9,G/G

亲缘关系很近&

M

组的
J1#5!

的

序列跟
A58(=(G0=E/,(

7

G/GE(CC',/G

亲缘关系很近$该研究确

定了
A

组藻的分类地位和最佳生长
?

@

条件#可为沙漠绿藻分

子生物学和食品应用方面的研究提供理论依据$

关键词!沙漠绿藻&

%>17O+P

&形态特性
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新疆塔克拉玛干沙漠作为典型的内陆干旱地区沙漠!是

中国最大的沙漠!也是世界第二大流动沙漠0

%

1

&藻类在世界

荒漠地区广泛分布!是荒漠'半荒漠系统的生物结皮先行

者0

#

1

&生物结皮主要包括蓝藻'绿藻'衣藻'苔藓及微小节肢

动物等0

!YA

1

&结皮在沙漠中对固定土壤和养分循环发挥着

重要的作用!也是固沙的首要标志0

"

1

&沙漠绿藻通过光合作

用为土壤提供碳源和有机质0

D

1

!还随着藻细胞数量的增加!

藻结皮转化为地衣结皮&张建成0

&

1

'李芳芳0

>

1等通过藻细胞

形态观察和分子生物学等方法对古尔班通古特沙漠结皮藻

类进行研究!发现沙漠中有小球藻'衣藻'克里藻等藻种&目

前关于塔克拉玛干沙漠结皮藻类的研究较少!依里夏提等0

"

1

对塔克拉玛干沙漠藻进行分子生物学鉴定!发现沙漠中存在

衣藻'丝状藻'绿藻等藻种&

绿藻除对生物结皮有重要的作用以外!还因富含生长因

子*

BE]

+'碱性多糖'不饱和脂肪酸'膳食纤维等成分得到了

广泛关注&随着人们对高品质生活及对绿色健康食品的追

求!藻类保健也逐渐得到开发0

I

1

&绿藻含有多种维生素'胡

萝卜素'烟碱酸'泛酸'叶酸'叶绿素*约
!N

+'蛋白质*约

D$N

+'纤维等!是维持健康和养颜相当理想的健康食品!被

称为#

#%

世纪最佳食品$

0

%$

1

&

目前关于藻类研究主要集中于海洋藻和淡水藻0

%%Y%!

1

!

塔克拉玛干沙漠藻类的研究和其食品应用的相关报道尚未

见&本研究运用形态学观察'分子鉴定!研究其生物学特性

及沙漠藻生长最适
?

@

!为塔克拉玛干沙漠藻类在分子生物

学和后续藻类保健品应用方面提供基础性理论依据&

"#
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材料与方法
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!

土壤样品

从新疆塔克拉玛干沙漠采集!提供单位)新疆叶希丽生

物科技有限公司&
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主要仪器

超净工作台)

G(:391[5Be5#]O

型!昆山广测仪器设备

有限公司,

成像仪)

BS-<

?

EF)D$$$

型!北京赛智创业科技有限

公司,

=BQ

仪)

=K̀ 1WPQ

型!德国
=F

X

)-6

公司,

台式冷冻离心机)

1RE,P!H!$

型!德国
18

2

<-

公司,

制冰机)

1R,5]%A$PJD"5=B

型!日本上海公司,

紫外/可见分光光度计)

A>$#a'

/

'R1

型!上海龙尼柯仪

器有限公司,

智能人工气候箱)

QWZ=5#D$J

型!浙江托普仪器有限

公色,

?

@

计)

?

@5##$

型!厦门国岛科技有限公司&

%*A

!

方法

%*A*%

!

藻种的培养与分离
!

称取
!$

2

沙样置于盛有
%$$</

GE5%%

培养基的三角瓶中静置培养!温度
!$ \

!光照强度

#"$$/:

!光暗比为
%A

"

%$

&光照培养设置为两个工作段)

D

)
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"

#$

)
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!光强
#"$$/:

,

#$

)

$$

"

D

)

$$

!光强
$/:

!培养

#

周后!采用稀释涂布法进行纯化!定期观察藻液!并用光学

显微镜拍照记录&

%*A*#

!

光学显微镜观察
!

处于生长周期的藻细胞!用倒置显

微镜观察并拍照&

%*A*!

!

扫描电镜观察
!

采用
@(S9

等0

%A

1的方法!收集对数生

长期的藻细胞!用
%$$$$7

/

<89

离心
%$<89

!弃上清液!加入

=G1

缓冲液清洗
#

遍!

AN

的戊二醛固定!依次用
"$N

!

&$N

!

>$N

!

I$N

!

%$$N

叔丁醇逐级脱水!采用冷冻干燥仪干燥

"<89

!真空喷金!扫描电镜下拍照观察&

%*A*A

!

藻株生长曲线的绘制
!

取
"</

处于指数生长期的

藻液!置于盛有
#$$</

灭菌
GE5%%

培养基的三角瓶中!在

温度为
!$\

!光照强度
#"$$/:

!光暗比为
%A

"

%$

!光照培

养设置为两个工作段)

D

)
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!光强
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,
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)
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)
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!光强
$/:

!培养
%

个月!做
!

个重复!且每
#M

于

D>$9<

0

%"

1下测定吸光度&

%*A*"

!?

@

对沙漠藻生长的影响
!

取
"</

处于指数生长期

的藻液!加入
?

@

值为
D*$

!

&*$

!

>*$

*用
$*%<()

/

/ @B)

和

$*%<()

/

/+-Z@

调节+的
GE5%%

液体培养基中!原培养基

*

?

@

为自然+为对照组!培养
#

周!做
!

个重复!且每
#AS

于

D>$9<

下测定吸光度值&每天早晚将培养瓶振动一次!防

止藻细胞贴壁生长&

%*A*D

!

基因组
O+P

的提取
!

用天根植物基因组
O+P

提取

试剂盒提取
O+P

&

%*A*&

!

=BQ

扩增
!

用于真核绿藻
%>17Q+P

基因的上游引

物
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和下游引物
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0

%D

1

!由上海生工生物技术有限公司进行合成,

=BQ

反应

体系为
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#

/
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MM@

#
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#
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!上下引物各
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/
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模
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#
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反应条件)
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预变性
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,

I"\

变性
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!

"D\

退

火
%<89

!

&#\

延伸
#<89

!

!$

个循环,

&#\

延伸
%$<89

!

A\

保存&

=BQ

产物经
%N

*

%bWPK

+琼脂糖凝胶电泳检测后!

观察并成像0

%&

1

&扩增产物由上海生工生物技术有限公司进

行测序&

%*A*>

!

系统发育树分析
!

测序结果与
+BGR

已知的数据库

进行比较!并用
EF9F4

.

:

软件进行多重序列对齐排列比较!

通过
,KEP&*$

软件邻接*

+e

+法绘制系统发育树!基于

H8<37-#5=7-<F4F7

方法计算遗传距离值!计算
G((4;47-

?

值!

重复
%$$$

次0

%>

1

&

#

!

结果与分析
#*%

!

A

组沙漠藻的光学显微镜观察结果

按颜色'形状'大小将分离纯化的藻类分为
-

'

6

'

0

'

MA

个

组!其形态结构见图
%

&其中
-

组的细胞形态为绿色'黏稠'

油性'细胞呈椭圆形'细胞比较小,

6

组的黄色'干燥'难挑

取'细胞呈球状'细胞偏大,

0

组的绿色!油性!细胞形态为球

状,

M

组的偏黄色'干燥'难挑取'细胞接近球状&

#*#

!

A

组沙漠藻的扫描电镜观察

由图
#

可知!

-

和
0

组是正处于分裂期的藻细胞!

-

组为

椭圆形藻,

6

组为球状藻!表面光滑,

0

组为球状藻!表面粗

糙,

M

组的形状接近球状&

!!

通过光学显微镜和扫描电镜观察结果表明
A

组沙漠藻

图
%

!

A

组沙漠藻细胞的光学显微镜观察照片
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图
#

!

A

组沙漠藻细胞的扫描电镜照片
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F

的形态结构与李芳芳等0

%I

1和龚春霞等0

#$

1从古尔班通古特沙

漠和塔克拉玛干沙漠分离纯化和分子鉴定的藻种形态不一

致!说明因地理位置的差异也能导致藻类形态的多样性&对

比徐娜等0

#%

1分离纯化的海洋微藻有很大的区别!应该是新

疆塔克拉玛干沙漠气候干旱'降水量少'温度高'蒸发量高等

原因形成的特殊形态结构&

#*!

!

A

组沙漠藻的生长曲线

在培养初期藻体数量随时间变化不大,进入对数生长期

后!生长速率迅速增加0

##

1

!藻液也由浅绿色变为暗绿色,进

入衰亡期后!藻体逐渐死亡并下沉!藻液颜色开始变黄!最后

至无色'腐烂&

由图
!

可知!

-

组藻类的适应期较短!第
!

天进入对数生

长期!第
#"

天进入稳定期,

6

组前
!M

是适应期!第
A

天进入

对数生长期!第
#%

天进入稳定期,

0

组的适应期也短!第
!

天

进入对数生长期!第
#!

天进入稳定期,

M

组的适应期最短!第

#

天进入对数生长期!第
#"

天进入稳定期&比较
A

组藻的生

长情况均表现出较长的生长周期!

%

个月内均没有进入衰亡

期!

-

和
0

组生长最好!

6

组生长不好,

M

组的适应期最短!对

数生长期最长&

通过生长曲线结果可知!

A

组沙漠藻培养期间表现出对

数生长期长!不易发生腐烂等特性!因此藻种在塔克拉玛干

沙漠长期得以生存下来&

#*A

!?

@

对
A

组沙漠藻生长的影响

由图
A

可知!

-

组藻类前
>M

在
?

@>*$

的培养基上生长

图
!

!

A

组沙漠藻的生长曲线

]8

2

37F!

!

E7(T4S037UF(VV(37

2

7(3

?

;OF;F74-)

2

-F

图
A

!?

@

对
-

组沙漠藻生长的影响

]8

2

37FA

!

KVVF04;(V

?

@(94SF

2

7(T4S(V

2

7(3

?

-

较好!从第
I

天开始
?

@D*$

和
?

@&*$

的生长明显优于对照

组!

%AM

开始
?

@D*$

的生长占优势!表明沙漠藻
-

组的适应

?

@

为
D*$

"

&*$

&比较生长速率表明
?

@D*$

&

对照组
&

?

@&*$

&?

@>*$

!得出
-

组藻类最适生长
?

@

为
D*$

!说明

-

组沙漠藻适合生长在酸性环境&

!!

由图
"

可知!前
IM

藻细胞在
!

种培养基上的生长与对

照组没有明显的差异!但从第
%$

天开始藻在
?

@

值为
>*$

培

养基上生长速度大于其它
?

@

水平&比较生长速率表明

?

@>*$

&?

@D*$

&

对照组
&?

@&*$

!可知
6

组藻类最适生长

?

@

为
>*$

!说明
6

组沙漠藻适合生长在碱性环境&

图
"

!?

@

对
6

组沙漠藻生长的影响

]8

2

37F"

!

KVVF04;(V

?

@(94SF

2

7(T4S(V

2

7(3

?

6

!!

由图
D

可知!第
%$

天
?

@&*$

和
?

@>*$

的藻细胞的生长

与对照组接近,第
%#

天后
?

@>*$

的生长开始变缓!

?

@D*$

和
?

@&*$

的生长开始增长但生长速率小于对照组&比较生

长速率表明对照组
&?

@D*$

&?

@&*$

&?

@>*$

!可知
0

组藻

类最适生长
?

@

为原培养基*

?

@

为自然+!说明
0

组沙漠藻

适合生长在酸性环境&

!!

由图
&

可知!第
D

天藻细胞在
!

种
?

@

值的培养基中生

长情况没有明显的差异!第
>

天开始
?

@>*$

和
?

@D*$

培养

基的生长明显增长!但藻细胞在
?

@D*$

培养基的生长小于

?

@>*$

!比较生长速率表明
?

@>*$

&?

@D*$

&

对照组
&?

@&*$

!

图
D

!?

@

对
0

组沙漠藻生长的影响

]8

2

37FD

!

KVVF04;(V

?

@(94SF

2

7(T4S(V

2

7(3

?

0

&#

第
!!
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"

期 卡丽比努尔2艾依提等)

A

组沙漠绿藻分子生物学鉴定及其生物学特性研究
!



图
&

!?

@

对
M

组沙漠藻生长的影响

]8

2

37F&

!

KVVF04;(V

?

@(94SF

2

7(T4S(V

2

7(3

?

M

可知
M

组沙漠藻类最适生长
?

@

为
>*$

!说明
M

组沙漠藻适合

碱性环境&

!!

培养基的
?

@

是直接影响藻类生长代谢等许多生理过

程的重要因子!会影响藻类光合作用和呼吸作用!并影响培

养基中藻细胞对离子的吸收和利用以及对代谢产物的利

用0

#!

1

!每一种藻类都有它自身适合的
?

@

范围!改变
?

@

值会

影响藻类的生长和光合作用0

#A

1

!沙漠藻
-

和
0

组在
?

@"*$

"

D*$

条件下生长最好!说明具有较好耐酸能力&

6

和
M

组在

?

@>*$

环境下生长最好!具有耐碱能力!可能是与培养液中

盐类有关!这些盐类能使沙漠藻生长所需的
?

@

环境维持时

间延长!利于细胞维持较好的分裂速度&袁丽娜等0

#"

1研究

表明)低
?

@

值不利于藻生长!而在一定范围内!较高的
?

@

值仍能促进藻细胞增殖,赵娜等0

#DY#&

1研究结果表明)小球藻

的最适生长
?

@

为
&*$

!而斜生栅藻的最适生长
?

@

值为
I*$

&

可知藻类生长环境酸性或碱性太强都会对藻细胞生长有伤

害!只有在适宜的酸碱度范围内!才能正常生长繁殖&

#*"

!

A

株沙漠藻的
%>17O+P

序列分析

对具代表性的
A

株沙漠藻
!J1%D

%

*

-

组+'

H_RR

*

#

+*

6

组+'

!J1#%5%

*

0

组+和
J1#5!

*

M

组+进行
%>17O+P

序列分

析!扩增出长度分别为
%&#D

!

%&%#

!

%&$>

!

%&#!6

?

*图
>

+的

基因片段&

%*!J1%D

%

*

-

组+

!

#*H_RR

*

#

+*

6

组+

!

!*!J1#%5%

*

0

组+

!

A*J1#5!

*

M

组+

图
>

!

A

株代表性沙漠藻的
%>17O+P=BQ

电泳图

]8

2

37F>

!

K)F047(

?

S(7F;8;(V=BQ

?

7(M304;%>17O+PV(37

QF

?

7F;F94-48UF;47-89;(VOF;F74-)

2

-F

!!

+BGR

中
G/P1W

结果表明!

!J1%D

%

和
!J1#%5%

的序列

与
EF9G-9̂

上的
A580C

?

J(C(,0G/,E9=;0

*

HQ!AI$D%*%

+的同

源性高!相似率达
IIN

!比对序列中有
#

个碱基不同&由

图
I

可以看出
!J1%D

%

和
!J1#%5%

跟衣藻属聚簇成一支!跟

A580C

?

J(C(,0G/,E9=;0

*

HQ!AI$D%*%

+的节点支持率为
I"

!

遗传距离值为
$*$$

!说明
!J1%D

%

和
!J1#%5%

与
A580C

?

J(6

C(,0G/,E9=;0

*

HQ!AI$D%*%

+亲缘关系很近&扩增得到的

J1#5!

的序列与
EF9G-9̂

上的
A58(=(G0=E/,(

7

G/GE(CC',/G

*

PG#%>&$"*%

+同源性高!相似率为
I&N

!比对序列中有
"$

个碱基不同!

J1#5!

与
A58(=(G0=E/,(

7

G/G

聚簇成一支!与

A58(=(G0=E/,(

7

G/GE(CC',/G

*

PG#%>&$"*%

+的节点支持率为

%$$

!遗传距离为
$*$$

!说明
J1#5!

与
A58(=(G0=E/,(

7

G/GE(C6

C',/G

*

PG#%>&$"*%

+的亲缘关系很近&扩增得到的
H_RR

*

#

+的序列与
EF9G-9̂

上属于绿囊藻目的
A58(=(G0=E/,(

7

G/G

>0G;=(

7

/9,G/G

*

PG#%>&$!*%

+同源性高!相似率达
IIN

!比对序

列中有
%A

个碱基不同!

H_RR

*

#

+与
A58(=(G0=E/,(

7

G/G

聚簇成

一支!与
A58(=(G0=E/,(

7

G/G>0G;=(

7

/9,G/G

*

PG#%>&$!*%

+的节

点支持率为
%$$

!遗传距离值为
$*$$

!说明亲缘关系很近!沙

漠藻
H_RR

*

#

+属于
A58(=(G0=E/,(

7

G/G>0G;=(

7

/9,G/G

&

图
I

!

A

株代表性沙漠绿藻的
%>17O+P

序列的系统发育树

]8

2

37FI

!

=S

.

)(

2

F9F480W7FF6-;FM(9%>17O+P1F

X

3F9089

2

(V](37QF

?

7F;F94-48UFOF;F74P)

2

-F

>#

基础研究
!

#$%&
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"

期



!!

鉴定藻的传统方法是通过观察藻细胞形态进行鉴定!但

由于藻类的生长范围广!且生活史复杂导致相同的藻细胞形

态不一样!所以鉴定误差较大&基于
%>17Q+P

基因序列进

行藻类鉴定已经有广泛的报道0

#>Y!%

1

&李芳芳0

%&

1

'龚春霞0

%I

1

等应用
%>17Q+P

基因分子鉴定和形态学结合进行鉴定&

研究结果表明)

-

组的
!J1%D

%

和
0

组的
!J1#%5%

属于衣藻&

这个跟龚春霞等0

!#

1从塔克拉玛干沙漠分离鉴定出来的结果

一致&

6

组的
H_RR

*

#

+和
M

组的
J1#5!

属于绿囊藻目的

A58(=(G0=E/,(

7

G/G>0G;=(

7

/9,G/G

和
A58(=(G0=E/,(

7

G/GE(C6

C',/G

&本试验结果与
/FT8;

等0

!!

1报道沙漠中的绿藻主要

包含
!

大类群!绿藻纲'共球藻纲和轮藻纲吻合&

!

!

结论
目前中国对沙漠藻类的研究!主要以形态观察为主!此

方法需要丰富的分类经验!对有些形态结构简单'外部形态

特征不明显的种类鉴定困难&本试验利用分子生物学鉴定

及生物学特性研究
A

组沙漠绿藻&结果表明!

A

组沙漠藻属

于衣藻和绿囊藻!具有较好的耐酸'耐碱'耐高温'生长周期

长且不容易腐烂等生物学特性&这些生物学特性将赐予这

些藻类在沙漠干旱环境中能生存的能力&为了将沙漠藻应

用于生物结皮和食品方面!其光强度和温度对藻类生长的影

响和藻类食品安全方面需要进一步研究&
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