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摘要：为丰富我国海域产毒拟菱形藻（Ｐｓｅｕｄｏｎｉｔｚｓｃｈｉａ）的物种多样性，并了解其毒性特征，于２０１７
年５月在台湾海峡建立了４个拟菱形藻培养株系．利用光镜和透射电镜观察了形态学特征，构建了
基于核糖体转录间隔区的分子系统树，预测了第二间隔区转录 ＲＮＡ的二级结构．结合形态学和分
子生物学数据，报道了我国拟菱形藻属的１个新记录种：隆氏拟菱形藻（Ｐｓｅｕｄｏｎｉｔｚｓｃｈｉａｌｕｎｄｈｏｌｍｉ
ａｅ）．该种的典型形态特征是壳面披针形，具有中央较大船骨点，点条纹由一排孔纹组成，孔纹多分
为２个部分．采用高效液相色谱质谱联用法检测了藻株的多莫酸（ｄｏｍｏｉｃａｃｉｄ，ＤＡ）特征，有１个株
系检测到ＤＡ，单细胞产毒水平为２．３ｆｇ．利用卤虫（Ａｒｔｅｍｉａｓａｌｉｎａ）和强额拟哲水蚤（Ｐａｒａｃａｌａｎｕｓ
ｃｒａｓｓｉｒｏｓｔｒｉｓ）混合培养来探索隆氏拟菱形藻的产毒特征，发现均能提高其ＤＡ水平，增强幅度在３～４
倍之间．本研究丰富了我国产毒拟菱形藻的物种多样性，明确了隆氏拟菱形藻的毒性特征和产毒水
平，可为后续深入研究提供基础数据．
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　　拟菱形藻（Ｐｓｅｕｄｏｎｉｔｚｓｃｈｉａ）是一类近岸海域常
见浮游硅藻，部分物种可产生记忆缺失性贝毒（ａｍ
ｎｅｓｉｃｓｈｅｌｌｆｉｓｈｐｏｉｓｏｎｉｎｇ，ＡＳＰ）———多莫酸（ｄｏｍｏｉｃ
ａｃｉｄ，ＤＡ），因而备受关注［１２］．目前，该属已报道４９
个物种，其中２６个能够产生ＤＡ［３５］．

以往研究已证实，拟菱形藻的分布是全球性的，

ＤＡ的分布也是全球性的［１２］．北美、欧洲等国的研
究相对较多［１２］，均报道了丰富的产毒物种．近年成
为研究热点的马来西亚海域，也陆续报道５种产毒
拟菱形藻［３］．我国的相关研究还十分有限，目前仅
报道了２个产毒种：伪装拟菱形藻（Ｐｓｅｕｄｏｎｉｔｚｓｃｈｉａ
ｓｉｍｕｌａｎｓ）［５］和福氏拟菱形藻（Ｐｓｅｕｄｏｎｉｔｚｓｃｈｉａｆｕｋｕｙ
ｏｉ）［６］，产毒物种的多样性明显偏低．然而另一方面，
我国多个沿海地区的海产品中已陆续有 ＤＡ的检
出［７８］，但其生物来源尚不清楚．因此，有必要加大
对我国海域产毒拟菱形藻的关注，尽快了解其真实

的物种多样性和产毒特征．
本研究基于建立的拟菱形藻单克隆培养株系，

采集形态特征和分子遗传信息，以确保物种的准确

鉴定．通过浮游动物诱导产毒能力，继而检测 ＤＡ含
量．报道了我国产毒拟菱形藻的一个新记录种：隆氏
拟菱形藻（Ｐｓｅｕｄｏｎｉｔｚｓｃｈｉａｌｕｎｄｈｏｌｍｉａｅ），提供了较
为详细的物种信息和产毒特征，丰富了我国产毒拟

菱形藻的物种多样性．

１　材料与方法
１．１　样品采集与单克隆株系的建立

搭载国家基金委台湾海峡春季共享航次

（２０１７年５月 ２５日），采用浮游植物网（孔径 １０
μｍ）采集活体样品．利用微吸管挑取拟菱形藻的
单个细胞或单条链状群体，经过多次水洗和纯化，

最后转移至盛有 Ｌ培养基的细胞培养板中［９］，培

养条件为光照强度５０～８０ｌｘ、光周期为１２ｈ∶１２ｈ，
温度 ２０℃．以 ＭＣ（ｍａｒｉｎｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）序列进行编
号．本研究共建立４个单克隆培养株系，采样站位
位于２５°２５′Ｎ，１１９°８９′Ｅ．
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１．２　形态学观察
取０．１ｃｍ３对数期藻液，置于 ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５３光

学显微镜（ＬＭ）下观察和拍照．取 ２ｃｍ３对数期藻
液，加入等体积浓盐酸，１００℃水浴约１０ｍｉｎ，加蒸馏
水稀释多次至中性［１０］．吸取１０ｍｍ３处理后样品，均
匀平铺在喷镀碳膜的铜网上，自然晾干后，在 ＪＥＭ
１０１０透射电子显微镜（ＴＥＭ）下观察和拍照。
１．３　分子系统学研究

吸取培养瓶底部藻液，离心后弃上清液，提取藻

细胞总ＤＮＡ［１１］．选取引物ＩＴＳ１、ＩＴＳ４扩增核糖体转
录间隔区［１２］．ＰＣＲ产物送至华大基因（ＢＧＩ）测序．
从美国国家生物信息中心（ＮＣＢＩ）下载拟菱形藻ＩＴＳ
序列．序列的比对和矩阵由 ＢｉｏＥｄｉｔ执行［１３］．利用
ＭｒＭｏｄｅｌｔｅｓｔ２．３计算最适模型，分别采用 ＭｒＢａｙｅｓ
３．２［１４］和 ＲＡｘＭＬＨＰＣ２［１５］构建贝叶斯推理树
（ＢａｙｅｓｉａｎＩｎｆｅｒｅｎｃｅ，ＢＩ）和最大似然树（Ｍａｘｉｍｕｍ
Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ＭＬ）．
１．４　ＩＴＳ２二级结构的预测及ＣＢＣ分析

本研究中以亲缘邻近种伪柔弱拟菱形藻

（Ｐ．ｐｓｅｕｄｏｄｅｌｉｃａｔｉｓｓｉｍａ）的 ＩＴＳ２ＲＮＡ二级结构为模
板，使用ＩＴＳ２Ｄａｔａｂａｓｅ［１６］预测隆氏拟菱形藻的二级
结构，并与其亲缘关系最接近的拟菱形藻物种进行

比较．利用 ＶＡＲＮＡ［１７］观察并下载二级结构，使用
４ＳＡＬＥｖ．１．７［１８］观察补偿性碱基变化（ｃｏｍｐｅｎｓａｔｏｒｙ
ｂａｓｅｃｈａｎｇｅｓ，ＣＢＣ）、半补偿性碱基改变（ｈｅｍｉＣＢＣ）
或单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＳＮＰ）．
１．５　卤虫和哲水蚤的培养及诱导

卤虫的培养：购买商品化卤虫（Ａｒｔｅｍｉａｓａｌｉｎａ）
卵，用 ２００ｍｇ／ｄｍ３的福尔马林溶液浸泡消毒 ３０
ｍｉｎ，用灭菌人工海水清洗多次，移至 Ｌ培养基中，
培养条件参见“１．１”．约２ｄ后，卵孵化并发育为成
虫，转移至装有培养基的大烧杯中备用．

强额拟哲水蚤（Ｐａｒａｃａｌａｎｕｓｃｒａｓｓｉｒｏｓｔｒｉｓ）的培
养：于２０１７年８月，采用２００μｍＷＰ２浮游生物网
在广东南澳岛海域采集活体浮游动物样品，挑取哲

水蚤优势物种．本研究挑取的优势种是强额拟哲水
蚤．将强额拟哲水蚤放到装有培养基的大烧杯中培
养备用［１９］．

诱导实验：将目标藻株转移至７００ｃｍ３培养瓶中
扩大培养，诱导实验开始之前，调整细胞密度为１×
１０６ｃｅｌｌｓ／ｄｍ３．分别转移２０个卤虫或１０个强额拟哲
水蚤到培养瓶中，将培养瓶固定在旋转式培养架上，

培养条件参见“１．１”．

１．６　ＬＣＭＳ／ＭＳ法检测藻毒素
分别对纯种培养藻株和浮游动物诱导藻株进行

ＤＡ的检测．对于纯种培养藻株，在培养至稳定期
（约２１ｄ左右），取大约２００ｃｍ３藻液，经０．２２μｍ醋
酸纤维滤膜过滤，用超声波破碎仪冰浴破碎 ３～５
ｍｉｎ，于 －２０℃下保存备用，详细方法参照黄春秀等
（２０１７）的方法［６］．对于浮游动物诱导藻株，在混合
培养的第８天，收集２００ｃｍ３藻液，经０．２２μｍ醋酸
纤维滤膜过滤，采用上述方法进行 ＤＡ的提取．样品
送至农业部水产品质量安全检测与评价重点实验

室，采用高效液相色谱质谱联用法（ＬＣＭＳ／ＭＳ）检
测ＤＡ含量，本方法的检测下限为１０ｎｇ／ｃｍ３．

２　结果与讨论
２．１　形态学描述

隆氏拟菱形藻（图１）可形成阶梯状群体，重叠
区约为壳面纵轴的１／７～１／５（图１ａ）．光镜下，细胞
含有两个色素体，壳面稍微呈“Ｓ”形，两端分别向相
反方向弯曲（图 １ｂ）．电镜下，壳面呈披针形（图
１ｃ），壳端尖（图１ｄ）．壳面长７７～８０μｍ，宽２．２～
２４μｍ（ｎ＝２０）．管壳缝位于壳面边缘，有１个中央
较大船骨点（图１ｅ）．肋突分布不规则（图１ｄ、ｅ），１０
μｍ内１７～１９条 ．点条纹由１排孔纹组成（图１ｆ），
其密度为 １０μｍ内 ２９～３２个．孔纹密度为 ４～５
个／μｍ，每个孔纹内部分为１～３部分，多数为上下
两部分（图１ｆ），少数分为３个或１个（图１ｅ）．具有
３条环带（图１ｇ），壳环带宽２个孔纹，高２～３个孔
纹，点条纹密度１０μｍ内３８～３９条．第２条环带高
１～２个孔纹，宽１～２个孔纹．第３条环带的孔纹退
化．海水浮游生活．本研究中样品采自台湾海峡
（２５°２５′Ｎ，１１９°８９′Ｅ，５月）．本种首次报道于马来西
亚Ｐｅｒａｋ水域［１２］，马来西亚婆罗洲水域也有分布［４］．
２．２　基于ＩＴＳ序列的分子系统学分析

ＭＬ树和ＢＩ树的拓扑结构一致，将二者合并成
图２．本研究 ４个株系（ＭＣ４２１６、ＭＣ４２１７、ＭＣ４２１８
和 ＭＣ４２１９）的 ＩＴＳ碱基序列 （序列号分别为
ＭＨ８３６６２５、ＭＨ８３６６２４、ＭＨ８３６６２６、ＭＨ８３６６２７）完全
相同．分子系统树中，它们与隆氏拟菱形藻的模式株
（ＫＣ１４７５２３）、另一个马来西亚株系（ＫＣ１４７５２６）聚
在一起，具有较高的置信值（ＢＩ的置信值为 １，ＭＬ
值为 １００），但本研究 ４个株系与马来西亚株系
（ＫＣ１４７５２３和ＫＣ１４７５２６）之间有３个差异碱基．
２．３　基于ＩＴＳ２二级结构的分析

本研究选择 ＭＣ４２１８株系的 ＩＴＳ２序列，构建
ＩＴＳ２ＲＮＡ二级结构．该结构符合拟菱形藻属 ＩＴＳ２
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二级结构典型特征（图３），具有４个单环（ＨｅｌｉｘⅠ、
ＨｅｌｉｘⅡ、ＨｅｌｉｘⅢ、ＨｅｌｉｘⅣ）和一个拟环 ＨｅｌｉｘⅡａ，表
明所预测的二级结构是可信的．本研究株系
ＭＣ４２１８的二级结构与隆氏拟菱形藻模式株系
ＰｎＴｂ１０完全一致，未见 ＣＢＣ、ｈｅｍｉＣＢＣ或 ＳＮＰ差

异，说明ＩＴＳ２ＲＮＡ二级结构分析再次验证了形态
学和分子分类学的鉴定结果．与隆氏拟菱形藻亲缘
关系最为接近的是伪柔弱拟菱形藻，两者的二级结

构存在１个ＣＢＣ差异和７个ＨＣＢＣ差异．

图１　隆氏拟菱形藻的形态学特征
Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＰｓｅｕｄｏｎｉｔｚｓｃｈｉａｌｕｎｄｈｏｌｍｉａｅ

图ａ、ｂ为ＬＭ图，ａ．链状群体环面观，ｂ．环面观；图ｃ－ｇ为ＴＥＭ图，ｃ．壳面，ｄ．壳端，ｅ．壳面中部，ｆ．孔纹结构，

ｇ．环带；ＶＣ为壳环带，Ⅱ为第２条环带，Ⅲ为第３条环带

２．４　ＤＡ产毒分析
分别检测了隆氏拟菱形藻的纯种培养株系和浮

游动物混培诱导株系的 ＤＡ含量，详细检出结果见
表１．

隆氏拟菱形藻的纯种培养株系中，３个株系
（ＭＣ４２１６、ＭＣ４２１７、ＭＣ４２１９）没有检出 ＤＡ，仅有

ＭＣ４２１８检出ＤＡ，单细胞产毒量为２．３ｆｇ．分别将卤
虫和强额拟哲水蚤与株系 ＭＣ４２１８混合培养，发现
该株系的产毒量均有所提高．卤虫诱导条件下，单细
胞产毒由２．３ｆｇ升至８．２ｆｇ，提升幅度约为３倍．强
额拟哲水蚤诱导条件下，单细胞产毒量由２．３ｆｇ升
至９．８ｆｇ，提升幅度约为４倍．
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图２　由核糖体转录间隔区构建的系统发育树
Ｆｉｇ．２　ＭｏｌｅｃｕｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｙｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎＩＴＳｒＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

节点数值为ＢＩ概率和ＭＬ置信值

２．５　讨论
２．５．１　隆氏拟菱形藻与相似种的比较　隆氏拟菱
形藻首次报道于马来西亚 Ｐｅｒａｋ水域［１２］，其主要形

态学特征，如壳面宽度、肋突、点条纹、孔纹密度等，

均与本研究株系一致．本研究株系的壳面纵轴（７７
～８０μｍ）略长于马来西亚株系（６３～７３μｍ），但对
于硅藻来说，壳面纵轴可有较大的变化范围，不具有

显著的分类学意义．

根据“壳面点条纹由单排孔纹构成”的特征，隆

氏拟菱形藻隶属于伪柔弱拟菱形藻复合群

（Ｐ．ｐｓｅｕｄｏｄｅｌｉｃａｔｉｓｓｉｍａｃｏｍｐｌｅｘ）．该复合群目前已报
道２３个物种［３］，物种之间的主要区别在于孔纹内部

结构．隆氏拟菱形藻的孔纹内部分为１～３部分，多为
上下２部分，该特征与伪柔弱拟菱形藻（Ｐ．ｐｓｅｕｄｏｄｅｌ
ｉｃａｔｉｓｓｉｍａ）、阿巴拟菱形藻（Ｐ．ａｂｒｅｎｓｉｓ）、尖细拟菱形
藻（Ｐ．ｃｕｓｐｉｄａｔａ）、中华拟菱形藻（Ｐ．ｓｉｎｉｃａ）较为相
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图３　隆氏拟菱形藻ＭＣ４２１８株系的ＩＴＳ２ＲＮＡ二级结构
Ｆｉｇ．３　ＩＴＳ２ＲＮＡｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎｓｔｒａｉｎＭＣ４２１８ｏｆＰｓｅｕｄｏｎｉｔｚｓｃｈｉａｌｕｎｄｈｏｌｍｉａｅ

右侧黑实线标出的碱基是隆氏拟菱形藻与其亲缘关系最为接近的两个物种（伪柔弱拟菱形藻和尖细拟菱形藻）

特异性标记区段中碱基的合并，突出三者在该区段的碱基差异情况

表１　不同株系隆氏拟菱形藻的ＤＡ含量

Ｔａｂ．１　ＤＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｓｏｆ

Ｐｓｅｕｄｏｎｉｔｚｓｃｈｉａｌｕｎｄｈｏｌｍｉａｅ

株条 浮游动物
检出量

／（μｇ·ｄｍ－３）

单细胞产毒量

／（ｆｇ·ｃｅｌｌ－１）

ＭＣ４２１６ － ＮＤ ＮＤ

ＭＣ４２１７ － ＮＤ ＮＤ

ＭＣ４２１８ － ２２．２ ２．３

ＭＣ４２１９ － ＮＤ ＮＤ

ＭＣ４２１８ 卤虫 １３７．８ ８．２

ＭＣ４２１８ 强额拟哲水蚤 ２０２．７ ９．８

　　注：表中“－”表示没有用浮游动物诱导；“ＮＤ”表示没有检测到ＤＡ

似，但它们的区别特征也很明显．隆氏拟菱形藻与伪
柔弱拟菱形藻的区别在于壳面外形，前者呈披针形，

后者呈线形．隆氏拟菱形藻的壳面宽度（２．２～２．４
μｍ）也宽于伪柔弱拟菱形藻（０．９～１．６μｍ）．隆氏
拟菱形藻与尖细拟菱形藻的区别在于壳端在环面观

呈“Ｓ”型，它们的肋突、点条纹、壳环带点条纹密度
等也不一样［２０］．阿巴拟菱形藻的区别特征是壳面线
形，肋突、点条纹密度等有差异［２１］．中华拟菱形藻细
胞壁硅质化严重，在电镜观察下颜色较深，较易区别

于隆氏拟菱形藻［２２］．
伪柔弱拟菱形藻复合群的其它物种，如靓纹拟

菱形藻（Ｐ．ｃａｌｌｉａｎｔｈａ）、多区拟菱形藻（Ｐ．ｐｌｕｒｉｓｅｃ
ｔａ）、花形拟菱形藻（Ｐ．ｃａｃｉａｎｔｈａ）、曼氏拟菱形藻
（Ｐ．ｍａｎｎｉｉ）、环孔拟菱形藻（Ｐ．ｃｉｒｃｕｍｐｏｒａ）等，孔
纹分区多在 ４个以上，如花形拟菱形藻为 ４～５
个［２０］，靓纹拟菱形藻为７～１０个［２０］，环孔拟菱形藻

更可多达１０个以上［２３］，这是它们与隆氏拟菱形藻

最为明显的区别特征．
２．５．２　隆氏拟菱形藻的产毒特征分析　隆氏拟菱
形藻的产毒株系最早报道于马来西亚婆罗洲水

域［４］，仅有一个株系（ＰｎＭｉ０１）检测到低浓度的ＤＡ，
单细胞产毒量为１．１３ｆｇ．本研究从台湾海峡海域建
立的４个隆氏拟菱形藻中，也仅有一个株系ＭＣ４２１８
检出ＤＡ，单细胞产毒量为２．３ｆｇ．以往研究均已证
实，拟菱形藻的产毒特征是不稳定的，受到水温、营

养盐含量等环境要素，以及不同生活史阶段等因素

的影响［１２］．比如，Ｂａｔｅｓ等（１９９１）发现培养基中低
浓度硅可以促使多列拟菱形藻（Ｐ．ｍｕｌｔｉｓｅｒｉｅｓ）在稳
定期产生更多 ＤＡ，该研究还发现氮缺乏会导致多
列拟菱形藻无法继续产生 ＤＡ［２４］．Ｌｕｎｄｈｏｌｍ等
（１９９４）发现成列拟菱形藻（Ｐ．ｓｅｒｉａｔａ）的产毒水平
与细胞生长周期相关，稳定期产毒水平最高［２５］．目
前隆氏拟菱形藻的报道较少，后续更为广泛的研究

或许能够丰富其产毒特征．
２．５．３　浮游动物对隆氏拟菱形藻产毒水平的影响
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分析　以往关于影响拟菱形藻产毒的研究，多聚焦
于生活史、营养盐等因素［１２］，近年有学者开始关注

捕食互作效应．Ｔａｍｍｉｌｅｈｔｏ等（２０１５、２０１２）分别研究
了２种桡足类（Ｃａｌａｎｕｓｈｙｐｅｒｂｏｒｅｕｓ和 Ｃ．ｆｉｎｍａｒｃｈｉ
ｃｕｓ）与成列拟菱形藻的捕食互作效应，发现成列拟
菱形藻的产毒能力有所增加，单细胞产毒水平分别

由０．１ｐｇ提高到１３．１ｐｇ和４．２ｐｇ［１９，２６］．研究认为，
桡足类的捕食压力会促使拟菱形藻物种形成更长的

链状群体，并产生更多的 ＤＡ，这些改变有利于降低
拟菱形藻的被捕食概率［１９］．本研究利用卤虫和强额
拟哲水蚤诱导隆氏拟菱形藻（ＭＣ４２１８）的产毒水
平，发现两种浮游动物均能提高其产毒水平，单细胞

产毒水平分别由２．３ｆｇ提高到８．２ｆｇ和９．８ｆｇ．黄
春秀等（２０１７）也曾利用卤虫和褶皱臂尾轮虫（Ｂｒａ

ｃｈｉｏｎｕｓｐｌｉｃａｔｉｌｉｓ）诱导了福氏拟菱形藻的产毒能力，
发现其产毒水平可提高４～２８倍［６］．与 Ｔａｍｍｉｌｅｈｔｏ
选用的桡足类不同［１９，２６］，本研究选用的卤虫隶属于

枝脚类，强额拟哲水蚤则隶属于桡足类拟哲水蚤科，

它们也具有促进拟菱形藻产毒的特征，或许预示着

有更为广泛的浮游动物类群都具有类似作用，该作

用应该直接源于实际存在的捕食关系．

３　结论
本研究鉴定到我国拟菱形藻属的一个新纪录种：

隆氏拟菱形藻，丰富了该属的物种多样性．在一个隆
氏拟菱形藻株系（ＭＣ４２１８）中检测到ＤＡ，单细胞产毒
水平为２．３ｆｇ．卤虫和强额拟哲水蚤均能提高隆氏拟
菱形藻的ＤＡ水平，其增强幅度在３～４倍之间．
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