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摘要 　　蓝细菌聚球藻 ( S ynechococcus)是海洋浮游植物群落的优势组分 , 是全球碳循环的主要参与

者和初级生产力的主要贡献者 , 在海洋生态系统的光合作用、碳循环及食物链中扮演着举足轻重

的角色. 由于聚球藻在海洋生态系统中占有重要地位并且是少数几个可培养代表性海洋微型生物

之一 , 自从它被发现以来一直是人们研究的热点. 目前 , 在聚球藻的生理、生化及系统发育研究

等方面取得了一系列重要进展. 在综述聚球藻分子生态学研究进展的基础上 , 分析了目前的研究

现状 , 并结合作者的工作实践对未来的研究进行了展望.
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1 　聚球藻分子生态学研究的意义

占地球面积 71 %的海洋中生活着地球上 80 %

的生物类群 , 其中超微型光合自养原核生物 ———聚

球藻 ( S ynechococcus) 是海洋蓝细菌最主要的代表性

类群之一 , 它发现于 1979 年 , 是一类超微型 (0. 5

～2μm)球粒状光合自养原核生物[1 ,2 ] . 这类极微小

的球形细胞容易通过它们所含的主要色素 ———藻红

蛋白 ( PE) 的荧光来鉴别. 聚球藻广布于世界各大

洋 , 其数量巨大 , 特别是在近岸水域数量丰富. 在

热带和温带海洋中的丰度通常在 103 ～ 105 个/

mL [3 ] , 是超微型浮游生物中的优势组分. 聚球藻

是全球碳循环的主要参与者和初级生产力的主要贡

献者之一. 研究表明 , 地球海洋中的聚球藻和原绿

球藻 ( Prochlorococcus , 聚球藻的近缘种) 每年要从

大气中吸收约 1 ×1010 T 碳 , 相当于海洋固定大气二

氧化碳总量的三分之二. 此外 , 聚球藻在海洋微食

物网中生物量循环迅速 , 能量转换效率高 , 是微型

浮游动物最重要的食物源之一[4 ] . 最近 , 聚球藻一

个代表性菌株的全基因组序列也已得到破译[5 ] , 是

迄今公布的首批海洋细菌基因组序列之一. 通过对

聚球藻和原绿球藻基因组比较研究的结果表明 : 与

原绿球藻相比 , 聚球藻能够完成更多的化学反应 ,

更善于利用海洋中的有限资源因而较原绿球藻分布

更广. 基因组分析还发现聚球藻似乎能够利用一些

有机化合物来做为合成氮和磷的原料 , 这一结果意

味着人们也许要重新审视海洋中这些化合物的代谢

方式.

由于聚球藻在海洋生态系统中占有重要地位 ,

对其在自然海区的种群结构、种类组成、系统发育

及与环境间的关系等生态学问题进行研究 , 一方面

对于了解聚球藻在生态环境中及在生物地球化学过

程中所起作用具有重要意义 , 另一方面对于研究全

球气候变化、可再生能源技术开发和生物多样性保

护等都有重要的应用价值. 此外 , 由于聚球藻结构

简单 , 遗传多样性和生理、生态型丰富 , 且较古菌

( A rchaea) 、原绿球藻 ( Prochlorococcus ) 等易于培

养 , 还使得聚球藻成为微型生物生态学研究的模式

种.

传统的微型生物生态学研究方法主要是通过纯
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化培养 , 借助显微镜观察 , 根据生物的形态构造和

生理生化特点来进行 , 使得对聚球藻等微型生物的

研究基本停留在总体计数水平 , 很难为其可靠的种

群结构和系统发育提供证据. 另一方面 , 许多环境

微生物难以培养 , Ward 等 [6 ] 报道在自然环境中

90 %以上微生物不能用传统的培养方法得到 , 且培

养过程有可能会漏掉许多生态上重要的生态型或基

因型 , 因此 , 环境微生物多样性在纯培养的条件下

被大大低估[7 ] . 此外 , 研究表明 , 在实验室培养条

件下的许多微生物种类与自然环境中的类群并不相

符[8 ] .

分子生物学的发展使人们对微生物生态学的研

究进入了一个崭新的阶段. 运用分子生物学手段进

行生态学研究的突出特点是不需纯化培养 , 可以直

接分析环境样品 , 灵敏度高 , 而且由于这种分类方

法是从分子水平来认识生物物种分化的内在原因和

物质基础 , 因而更具科学性.

2 　聚球藻分子生态学研究的现状分析

2. 1 　聚球藻分子生态学研究方法

聚球藻种群结构研究是聚球藻分子生态学研究

的重要内容. 用分子生物学方法研究微生物种群结

构的基本程序是 : 从分离培养样品或直接从环境样

品中提取 DNA 或 RNA , 用 PCR 扩增特定基因序

列 , 经克隆测序或经变性梯度凝胶电泳 (D GGE) 分

析后克隆测序 , 比较序列间相似性 , 构建系统发育

树 , 从而对分离培养的菌株进行鉴定或直接对环境

样品的遗传多样性进行研究. 主要有两种方式 : 一

是纯培养研究法 , 指从环境样品中分离培养聚球藻

纯系后再进行 DNA 提取、PCR 扩增等分子操作.

此方法的优点在于可以了解所培养菌株的生理特

点 ; 分子操作及结果分析较容易 ; 可用于设计系统

发育特异探针 ; 设计那些需要详细生理信息的分子

标记[9 ] , 还可进行基因组测序. 但有些菌株难以培

养 , 而且 , 纯培养的菌株无法完全反映环境样品中

的生物多样性. 二是原位研究法是指直接从环境样

品提取 DNA 进行分析. 该法可以避免上述纯培养

方法的一些缺点 , 但对 PCR 引物的通用性和特异性

要求较高 , 否则在对环境样品进行 PCR 扩增时容易

产生非特异性扩增或漏掉一些目标菌株 , 结果分析

也较复杂. 此外 , 有些在环境样品中含量较少的菌

株 , 用 PCR 方法往往不易扩增出来 , 而这些菌株在

生态系统中的地位并非都不重要.

2. 2 　聚球藻遗传多样性研究的分子标记

目前用于聚球藻种群结构和系统发育分析的分

子标记主要是原核生物核糖体小亚基 (16 S rRNA)

基因. 由于 rRNA 种类少、含量大 (约占细菌 RNA

含量的 80 %) 、分子大小适中 (约 1. 5kb 左右) 、较

易测序、并存在于所有的生物中 , 特别是其进化具

有高度的保守性 , 故素有“细菌化石”之称. 因此

在系统分类学研究中 , 16 S rRNA 基因序列分析法

是用得最多、最成熟的技术. 但16 S rRNA 基因变

异较小 , 在种以下水平具有 99. 6 %的同源性 , 分辨

率不够 , 只适合于鉴定蓝细菌属间及属以上分类单

位的亲缘关系 , 无法对彼此相近的聚球藻菌株进行

细分. 其次 , rRNA 在大多数原核生物中都具有多

个拷贝 , 当译读 PCR 扩增的序列时 , 复数拷贝若不

全是相同序列就难以译读 , 尤其在分析环境样品

时 , 会使 D GGE 的条带变得复杂 , 难以正确反映环

境样品的真实情况.

2. 3 　聚球藻遗传多样性研究现状

传统分类主要依据形态如单细胞、球粒状等指

标将聚球藻聚为一类 , 但其生理学和分子生态学研

究表明 , 它们是多起源的而并非一个自然的类群 ,

其中很可能包含了多个种. 目前依据16 S rRNA 等

分子生物学研究资料 , 结合光合色素种类、生长条

件和游动性等生理特性 , 将聚球藻分为以下几个

组[10～14 ] : MC2A ( marine cluster A) 组 , 含藻红蛋

白 , 其生长需高盐 (Na + , Cl - , Mg2 + , 和 Ca2 + ) 环

境 , 在近海和大洋的透光层数量丰富 , 其 G + C %

约为 55 %～62 % ; MC2B 组 , 含藻蓝蛋白 ( PC) , 不

含藻红蛋白 , 多见于近岸 , 其 G + C %约为 63 %～

69. 5 %. MC2A 和 MC2B 同属高盐 ( halotolerant

st rains)组 , 纯培养菌株多属此类 ; MC2C 组 , 该组

以其低 G + C 含量为显著特点 , G + C %为 47. 5 %～

49. 5 % , 它包括了半咸水或近岸海水的菌株 , 至今

对其环境研究尚不深入 , 在纯培养的菌株中也较少

见.

Honda[10 ]以 16 S rDNA 为标记又将 MC2B 和

MC2C 组的 5 个 S yenchococcus 分成 3 个分枝 , 并发
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现某些菌株在进化树上的位置比较独立和分散.

Robertson[15 ]对 14 个分离培养聚球藻菌株的 16 S

rRNA , 38 个菌株的 cpc (藻蓝蛋白基因) 和 cpcBA2
IGS (藻蓝蛋白亚基间隔序列) 序列分析研究结果表

明 , 聚球藻在蓝细菌 7 个大分枝中主要集中在 3 个

遗传上差异较大、进化上截然不同的分枝中 , 有些

菌株不属于这 3 个分支 , 它们在进化树上的位置也

比较分散 , 因此认为聚球藻应视为不同的属 (类) .

Toledo [16 ] , Douglas[17 ]等对 rpoC1 ( RNA 聚合酶) 基

因、16 S rRNA 基因序列分析以及 RFL P 分析的结

果均表明 , 聚球藻尽管形态相似 , 却并非一个自然

的类群 , 它们是一个多相性的分类群体. 遗传上的

高度多样性也反映了聚球藻是一个比较古老的属.

目前国际上对聚球藻遗传多样性的研究仅限于

部分海区分离培养的菌株 , 直接对环境样品进行研

究还较少. 聚球藻的分类还比较混乱 , 尚无法完全

阐明海洋蓝细菌聚球藻的遗传多样性.

3 　聚球藻分子生态学研究展望

3. 1 　流式细胞技术与分子生物学技术相结合

流式细胞技术是海洋微型生物生态学研究中最

重要和最先进的技术之一. 利用流式细胞技术可以

根据聚球藻的大小和红色荧光将其从浮游植物中分

选出来 , 因而可直接对环境样品中聚球藻进行研

究. 最近 , 我们用流式细胞仪先对自然海水样品进

行分选 , 得到纯种的聚球藻细胞 , 加入培养液培

养 , 从培养的聚球藻中提取 DNA 用做 PCR 扩增的

模板 , 或将分选的细胞裂解后直接用作 PCR 扩增的

模板 (这种情况下可以用固定剂固定的较长期保存

的海水) , 得到了目的片段 (图 1) . 这种将流式细胞

技术和分子生物学技术相结合的方法不仅取样简

单、样品用量少 (几 mL 海水) 、分选速度快 (可达

102～103 细胞/ s) 、而且可以得到用普通培养方法难

以分离到的菌株纯系 , 也可以得到自然样品中含量

极少的菌株. 另一方面可以避免分析复杂的环境样

品 , 减少非特异扩增. 还可将不同色素组成、不同

色素含量和不同生态型的菌株初步分开 , 更好地研

究遗传差异与不同生态型、不同生理特性间的关

系. 因而是一种较好的分子生态学研究方法 , 是当

前纯培养研究法和原位研究法的一个很好的补充.

图 1 　流式细胞仪( FCM)分选的

聚球藻细胞 PCR结果

1 , DL22000 DNA 标志 ; 2 , 阴性对照 ;

3 和 4 , FCM 分选的聚球藻细胞

3. 2 　16 S rD NA 和 16 S —23 S rD NA 间隔转录区及

功能基因相结合研究聚球藻种群结构及系统发育

与最常用的分子标记 16 S rRNA 基因相比 ,

16 S —23 S rDNA 间隔转录区 ( ITS 区)序列具有更大

的变异性 , 更适于分析遗传上非常接近的各菌株间

的亲缘关系. 如 Laloui[18 ]的研究表明 , 尽管 3 个纯

培养的聚球藻菌株之间及它们与一个原绿球藻

( Prochlorococcus)纯种之间在以16 S rDNA 为基础的

系统进化树上很相近 , 但它们的 ITS 区序列在长度

上却相差很大 , 由此推论 ITS 区的大小、序列数据

及其 RFL P 将是近缘不同基因型的聚球藻菌株及其

与原绿球藻间鉴定的重要标记. Rocap [19 ]也做了类

似研究 , 发现 ITS 区的长度、G + C 含量变异很大 ,

可用于区分在16 S rDNA 序列上高度相似而生理上

有较大差异 (不同色素成分 , 对光和营养的不同生长

反应等)的聚球藻. 我们分别用蓝细菌16 S rDNA 的

引物和16 S～23 S间隔区序列引物对聚球藻纯培养菌

株进行 PCR 扩增 , 结果表明 : 两个近岸品系 (绿色)

和一个大洋品系 (红色) 的16 S rDNA 的 PCR 产物长

度完全相同 , 而 ITS 区的长度不完全相同 (图 2) ,

也说明16 S～23 S rRNA 的 ITS 区比16 S rRNA 在分

类上具有更高的灵敏度 , 更适合于进行属内不同生

态型的菌株间亲缘关系分析. 两个绿色近岸品系的

16 S～23 S rDNA 的 ITS 区长度相同 , 而与红色大

洋品系长度不同 , 在一定程度上还反映了不同生态

型的菌株间遗传上也不同.

一些相对保守的编码蛋白的功能基因在区分遗

传上相近的属内和种间的关系方面显示了比 16 S

rRNA 基因及其间隔序列更大的优越性. 因为 , 一

般情况下 , 蛋白编码基因在结构和功能上比保守的
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图 2 　不同聚球藻菌株的16 S rDNA 和 ITS 区的 PCR扩

增结果( 3～5) 为16 S—23 S rDNA 引物扩增产物 ; 6～8

为16 S rDNA引物扩增结果

1 , 阴性对照 (水) ; 2 , DL22000 DNA 标志 ; 3 和 6 , Syne2

chococcus sp . CCMP 1379 (绿色近岸品系) ; 4 和 7 , Synechococ2

cus sp . CCMP1630 (绿色近岸品系) ; 5 和 8 , Synechococcus sp .

CCMP 839 (红色大洋品系)

rRNA 基因变异更大 , 因此 , 在区分聚球藻属内菌

株时能提供更多的遗传信息. 如聚球藻菌株

WH7805 和 WH8103 的16 S rRNA 基因间的差异是

1. 4 % , 而它们 rpoC1 基因片段的序列间差异可达

17 %[20 ] . 其次 , 许多功能基因在原核生物基因组中

是单拷贝 , 可以避免因16 S rRNA 基因异质性导致

对环境微生物遗传多样性的过高估计. 此外 , 用蛋

白编码基因研究环境微生物的遗传多样性可以减少

一些非特异性扩增 , 简化环境样品的复杂性 , 使分

析结果更为可靠. 如用藻蓝蛋白编码基因 ( cpc 基

因)来研究环境样品中聚球藻的多样性可以避免许

多非蓝细菌的扩增产物 ; 用 rbcL (1 , 52二磷酸核酮

糖羧化酶大亚基) 基因可以去掉异养细菌的干扰等.

本实验室用蓝细菌 rpoC1 基因序列特异引物对中国

南海环境样品 DNA 进行扩增 , 得到的扩增产物中

90 %以上是蓝细菌 (原绿球藻或聚球藻) 的基因序列

(数据尚未发表) . 当然 , 应当指出 , 目前功能基因

序列数据库中数据有限 , 会给特异引物的设计及后

续序列比较分析带来一定的困难. 但随着一些功能

基因越来越多地用于系统发育分析和越来越多的菌

株的全基因组序列被测序 , 基因库的数据正在日益

充实 , 功能基因在分子系统学研究上将发挥更大的

作用.

因此 , 今后在聚球藻系统发育分析方面 , 应注

重用16 S～23 S rDNA 的 ITS 区和功能基因等在结

构或功能上变异更大序列来研究聚球藻属内各种间

的关系. 此外 , 由于用不同的遗传标记来研究同一

批分离培养的聚球藻纯系或同一海区的环境样品时

会使各研究结果间缺乏可比性 , 还应将16 S rRNA

基因、16 S～23 S rDNA 的 ITS 区和功能基因等多

种遗传标记结合起来研究同一样品 , 不仅能将不同

分子标记之间的结果进行相互印证 , 还能弥补各单

一分子标记间的不足 , 使分析结果更加可靠 , 是今

后遗传多样性研究的发展方向.

3. 3 　注重聚球藻遗传多样性与其生理特性、生态

型间的关系的研究

海洋聚球藻遗传上的多样性是否与其特殊的生

理适应性及不同的生态型相一致 ? 聚球藻不同的生

理特点、不同生态型是否可以作为分类的依据 ? 这

些问题是分子生态学研究的重要内容. 由于聚球藻

较其他超微型生物易培养 , 且具有丰富的生理特性

(色素组成及含量) 和生态型 , 因而是研究这些问题

的理想材料.

Toledo [16 ]用 rpoC1 基因片段序列分析法对从加

利福利亚分离的 15 个聚球藻菌株进行分析 , 结果

将聚球藻分成两个主要的遗传分枝 ———低 PUB

(phycourobilin 藻尿胆色素) 含量组和高 PUB 含量

组. 其中低 PUB 组中的 6 个菌株较为一致 , 与含叶

绿素 b 的原绿球藻非常接近 ; 而高 PUB 组中的 9 个

菌株差异较大 , 又可细分成 3 类. 值得一提的是 ,

低 PUB 和高 PUB 组中均包括了表层 (5m) 和深层

(95m)两个不同深度分离的菌株 , 这与预期结果不

同 , 说明 PUB 含量与菌株所在深度并无必然联系 ,

也说明遗传上不同的聚球藻组可共存于同一深度的

海水样品中. 而Lantoine 等[21 ]用荧光分光光度分析

法对 PE 定量研究的结果表明 , 在大洋中 , 聚球藻

的色素含量与菌株所在深度是相关的 , 高 PUB 含

量菌株存在于较深水层中 , 藻尿胆色素和藻胆红素

(PEB)的比值随着深度增加而增加 , 并且还随着距

海岸距离的增加而增加.

1999 年 , Toledo [14 ]研究了一组无鞭毛、可游动

的聚球藻的 rpoC1 基因序列 , 结果显示它们在遗传

上非常接近 , 是一个单源的组. 但是 , 各菌株的藻

红蛋白的发色团 PUB/ PEB 比值变化很大. 其中一

个菌株 CC9703 显示了与非游动菌株 WH7803 (低

PUB/ PEB 的模式菌株) 一致的色素组成情况 ; 而另

外几个运动菌株却含有较高的 PUB/ PEB 值 , 甚至
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比高 PUB/ PEB 的模式菌株 ———WH8103 的比值还

高. 说明至少在运动组的聚球藻中 , PUB/ PEB 比

值与菌株的系统发育地位并不一致 , 不宜作为研究

系统发育的指标. 目前 , 运动型菌株 WH8102 的全

基因组序列已经得到破译[5 ] , 将有助于我们更好地

阐明这类微型生物的遗传特性与生理适应性间的关

系.

Olson[22 ]用流式细胞仪 ( FCM) 对环境样品的藻

胆蛋白荧光特性分析结果和我们的研究结果均表

明 : 低 PUB/ PEB 菌株似乎分布于中营养区或近岸

水域 , 而高 PUB/ PEB 菌株在贫营养区普遍存在.

但是 , 与上述纯培养研究得出结论类似 , 色素成分

与系统进化位置之间无必然联系. 一般认为 , 菌株

不会因光质不同而改变其 PUB/ PEB 的比值 , 但研

究表明确实有一些菌株具色素适应的能力 (如在蓝

光下 PUB/ PEB 比值增大) , 这一特性在现有研究的

非游动性菌株组中显示了较好的一致性 , 但在运动

性菌株中未表现出这种规律[23 ] . 上述研究结果说明

聚球藻菌株不同色素含量可能是菌株适应不同生境

而产生的生理上的差异 , 这些生理上的差异有可能

仅仅表现为生态型上的差异而遗传上并未发生分

化 , 也有可能因长期的生理上的差异导致了一些菌

株产生了遗传上的差异.

Ferris[24 ]用 rpoC1 基因序列分析法对太平洋寡

营养区不同层次的聚球藻进行了研究 , 结果将聚球

藻划分成 8 个或更多个遗传上不同的分枝. 其中有

两个分枝与生态型一致 , 这两个分枝内的菌株仅见

于大洋表层. Rocap [19 ]根据16 S —23 S rDNA 序列差

异将 MC2A 的 25 个聚球藻菌株分成 6 个分枝 , 其

中有 3 个分枝与其生理特性相适应 (即 : 具有色素

适应性 , 低 PUB 含量及运动型高 PUB 含量) . 但其

研究同时表明 , 聚球藻许多分枝中包含了从世界各

地完全不同区域分离出的菌株 , 暗示了它们在地理

分布上的广泛性 , 也说明在遗传上相近的自然群体

中的聚球藻包含许多共存的生态型.

其他遗传上相关的聚球藻菌株在生理上的差异

包括 : 对缺氮的反应[25 ] 、生长中对硝酸盐或尿素的

偏好性[26 ] , 细胞大小和生长速率[11 ] 、细胞周期的

行为[27 ]等. 如 WH7803 和 WH7805 在利用氮的能

力上和细胞周期行为上明显不同 , 而在系统发育关

系上紧密相联. 尽管就这些生理特性仅对少数菌株

进行了研究 , 但暗示了系统发育与某些生理特性间

并无必然的关联性. 这也许是因为这些生理功能上

的差异赋予了聚球藻菌株适应不同环境 (光、温度、

营养)的能力或者是聚球藻菌株在自然选择的过程

为适应不同的环境而产生了不同的生态型 (尽管遗

传上未发生较大变化) .

目前距完全阐明聚球藻遗传多样性与其生理特

性和生态型间的关系还有相当一段距离 , 现有的研

究也仅限于有限的几个海域的部分菌株 , 且结果也

不太一致. 而这些问题是聚球藻生态学研究中急需

阐明的、极具吸引力的问题 , 对于研究聚球藻在海

洋资源环境中的作用与功能具有重要意义. 为了更

好地研究聚球藻遗传多样性与其生理特性、生态型

间的关系 , 需要分离培养更多的纯培养菌株 , 充分

了解培养菌株的生理特征和遗传信息 , 并借助越来

越多的正在破译的基因组信息 , 设计出更多与生理

特征一致的探针 , 研究不同生理、生态型菌株在环

境中的自然分布 , 及其与系统发育间的关系 , 并尽

量利用多种遗传标记来相互印证.

致谢 　感谢骆庭伟提供流式细胞仪分选的聚球

藻样品.
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