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  摘 要:杜洛埃藻属(DrouetiellaMai,Johansen&Pietrasiak)中的物种具有形态可塑性,容易与细点丝藻科

(Oculatellaceae)的其他物种混淆,该属中的藻株从陆地生物群落中分离,采用包括分子手段、形态特征和生态信息

相结合的多相方法进行表征.从中国西藏自治区拉萨市的潮湿土壤分离出一株丝状蓝藻,编号为SXACC0052,形态

上与淡绿杜洛埃藻(Drouetiellalurida(Gomont)Mai,Johansen&Pietrasiak)相似,藻丝都呈现橄榄绿色,有无色

且坚固的鞘,横壁不收缩或稍微收缩,没有观察到假分枝.16SrRNA基因与16S-23SrRNAITS序列显示出这株蓝

藻与淡绿杜洛埃藻有较高的相似度,并且在系统发育树中聚为一支,步展值分别为98/78/1和85/99/0.89.此外,这

株丝状蓝藻的ITS二级结构与淡绿杜洛埃藻的结构相似度较高,进一步表明这株丝状蓝藻属于淡绿杜洛埃藻.杜

洛埃藻属是我国首次报道的新记录属,淡绿杜洛埃藻是我国首次报道的新记录种.该种的发现丰富了我国蓝藻物种

多样性,为保护和持续了解藻种资源提供理论依据.
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蓝藻也称为蓝细菌,是一种光合自养生物,通常被认为是最重要的初级生产者[1].蓝藻分布广泛,由于能

分化出特殊的细胞(如异形胞和厚壁孢子),可以在极端环境中生存[2].欧洲和亚洲对蓝藻的研究有着悠久的

历史[3],但某些地区蓝藻的多样性仍然被低估.我国对蓝藻的研究主要集中在水华蓝藻的治理[4]、蓝藻多糖

提取[5]、蓝藻食品[6]以及蓝藻分类鉴定[7]等方面.在江西、云南、山西、重庆、四川等地区对蓝藻的几项研究表

明[8-10],我国的蓝藻类群还有许多未发现的物种,进一步探索我国蓝藻的物种多样性是十分必要的.
在现代蓝藻分类学中,单系属是利用基因、形态和生态学数据建立的[11].基于这种多相分类方法,

STRUNECKY'等[12]在2023年已经建立了一个新的蓝藻分类系统,目前包括20个目,800多个属和5000个

分类单元.近年来,丝状蓝藻经历广泛的分类学修订,特别是有争议的细鞘丝藻科(Leptolyngbyaceae),很多

蓝藻在早期被划分到该科中[13-14],直到 MAI等[15]在2018年将细鞘丝藻科又进一步划分为 Oculatellaceae
和Trichocoleaceae,同时描述了6个新属,分别是Cartusia、Drouetiella、Kaiparowitsia、Komarkovaea、Pegethrix
和Tildeniella,细鞘丝藻科的分类修订为实现蓝藻的单系属奠定基础.随后的分类学研究将Oculatellaceae科
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中的已知属增加到了21个[12],但是由于缺乏清晰的形态学特征,这些新种和新属很难通过光学显微镜进行

准确鉴定.
杜洛埃藻属是由 MAI等[15]在2018年建立的新属,属于细点丝藻目(Oculatellales)细点丝藻科(Ocu-

latelaceae),目前有5个种被有效描述,模式种是淡绿杜洛埃藻.该属具有单个假分枝,具有无色坚固的鞘,在
横壁处稍微收缩,末端细胞圆柱形.在区分新属杜洛埃藻属的过程中,MAI等[15]描述了2个新种Drouetiella
fasciculata 和Drouetiellahepatica,作者还将Phormidiumlurandum 分到杜洛埃藻属中,之后KIM等[16]

从韩国大邱广域市的石碑上分离出了Drouetiellaepilithica,DAVYDOV等[17]也从俄罗斯科米共和国的乌

拉尔山分离并描述了一个新种Drouetiellaramosa.在系统发育分析中杜洛埃藻属具有单独的进化枝,具有

与其他物种不同的二级结构,还有许多未定种的序列如Drouetiellasp.V16等需要重新修订[18].
杜洛埃藻属物种最早从美国的土壤中分离得到[15],最近在韩国[16]和俄罗斯[17]发现该属的其他新种,但

目前该属物种在我国还未见报道和描述.本文首次报道了采自我国西藏自治区的淡绿杜洛埃藻,通过形态特

征、生态学和系统发育学结合的多相方法对其进行分类鉴定.新记录种的报道增加了中国蓝藻物种多样性,
为保护和研究藻种种质资源提供基础.

1 材料与方法

1.1 样品采集

2023年7月,在中国西藏自治区拉萨市柳东大桥旁(29°35'57″N,91°20'54″E)使用小刀和镊子采集藻

种,将采集到的样品装入收集瓶中,一份用福尔马林固定保存,一份用于藻株分离纯化与培养,采集地环境因

子如下:海拔为3620m,温度为16.2℃,pH值为8.41.
1.2 藻株分离纯化与培养

将采集的样品进行富集培养,在显微镜下采用经典的毛细管分离法[19]分离纯化藻株,首先在倒置显微

镜下挑取单根藻丝体,ddH2O清洗多次,最后放入含有2mLBG11培养基的24孔细胞培养板中培养,4~
5周便可得到单克隆藻种.镜检若为纯培养藻种,可转入250mL三角瓶中扩大培养,放置在恒温光照培养箱

中,保持光照强度2000lx,温度(25±1)℃,光周期12h∶12h[20],纯化后的藻种保藏于太原师范学院淡水

藻种库中,藻株编号为SXACC0052.
1.3 形态特征

野外采集到的样品及实验室纯化后的藻株使用NikonEclipseNI型光学显微镜[21]观察其形态特征,藻
种的显微图片使用外接电脑的NIS-ElementsD5.20软件进行拍摄,同时测量藻丝及顶端细胞的尺寸,尺寸

由“min-average-max”表示,每个样本至少包含35个藻丝体.拍摄的照片使用软件AdobeIllustratorCS5和

AdobePhotoshopCC2019SP20.0.0进行处理.
1.4 分子生物学分析

1.4.1 DNA提取、PCR扩增及序列测定

使用CTAB法[22]提取藻株的DNA,将提取到的DNA放入-20℃的冰箱中保存备用.选取16SrRNA
基因和16S-23SrRNAITS序列进行系统发育分析,用于扩增16SrRNA基因序列的引物为F1[23](5'-TT-
GATCCTGGCTCAGGATGA-3')和1492[24](5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'),用于扩增16S-23S
ITS区域的引物为322(5'-CTCTGTGTGCCTAGGTATCC-3')和340[25](5'-GGGGAATTTTCCGCAAT-
GGG-3').

PCR反应 体 系:2μL 基 因 组 DNA、正 反 引 物 各3μL(10μmol/L),0.5μL TaqDNA 聚 合 酶

(83.35nkat/μL)、4μLdNTP混合液(2.5mmol/L)、5μL10×EasyTaqBuffer和32.5μLddH2O.PCR扩

增程序为:95℃下预变性3min,95℃变性30s,55℃退火30s,72℃延伸50s,这个阶段进行35次循环[7],
最后,在72℃下延伸5min.用质量分数1%琼脂糖凝胶电泳法检验PCR产物,以确保获得预期扩增的序列.
将纯化的PCR产物进行双向测序,测序由北京华大基因公司完成.测序后的序列提交到 NCBI(https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/)GenBank数据库中,登录号为PP413587和PP413588.
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1.4.2 构建系统发育树

将测序获得的序列与NCBI数据库中的序列进行比对,选取并下载相似度较高和有代表性的序列进行

系统发育树的构建.为了确定分离的藻株的归属和系统发育位置,使用软件BioEdit7.0中的ClustalW 对

序列进行多重比对分析[26-27],然后编辑序列,切除未对齐的两端序列并用目视检查,将对齐的序列利用软件

MEGA11[28]采用邻接法(NJ)和最大简约法(MP)构建系统发育树,使用软件RAxMLVersion8[29]构建最

大似然(ML)系统发育树,最适模型是由MEGA11中FindBestDNA/ProteinModels程序对相关序列进行

测试,在 ModelFinder的 Akaike信息准则(AIC)下[30],最佳拟合模型为 GTR+G,通过使用1000次重复

的引导分析来估计系统发育树的稳健性[31].利用 Mrbayes3.1.2[32]进行贝叶斯分析,运行1000000代,每

100代取样,去除前25%样本树,剩余样本构建系统树,分枝支持率用贝叶斯后验概率表示,使用软件Fig
Treeversion1.4.2[33]对贝叶斯树进行编辑处理.以GloeobacterviolaceusPCC7421作为一个外类群,构建的

系统发育树使用软件AdobeIllustratorCS5进行处理.
1.4.3 ITS二级结构预测

16S-23SrRNA序列比对后剪切对齐,使用软件RNAstructure5.7[34]预测藻株的二级结构,分析并对

比藻株的D1-D1'、Box-B以及V3螺旋结构,进一步对该藻株进行分类鉴定.所有藻株的结构格式都在Ado-
beIllustratorCS5中进行修改.

2 结 果

2.1 形态描述

藻株橄榄绿色或蓝绿

色,多数藻丝单生,有时缠

绕在一起(图1).丝状体直

或稍微弯曲,直径约为(1.9/

2.2/2.5)μm(最小值/均值/
最大值).鞘坚硬,清晰且薄,
偶尔加宽(图1蓝色箭头).
藻丝由圆柱形的细胞组成,
细胞大多等径,在分裂的藻

丝中变得长大于宽,细胞宽

(1.8/2.1/2.4)μm,长(1.4/

2.1/2.8)μm,在横壁处不收

缩或略微收缩.末端细胞圆

形,没有观察到假分支,无
藻殖段,没有帽状体,存在

死细胞(图1红色箭头),通
过藻丝断裂而繁殖(表1).

参考藻株:Drouetiella
luridaSXACC0052.

分布:中国西藏自治区拉萨市柳东大桥旁.
生境:潮湿土壤.

2.2 系统发育分析

测序得到藻株SXACC0052的16SrRNA基因序列长度为1308bp,其与杜洛埃藻属藻株的16SrRNA
序列相似度为95.76%~99.25%,与淡绿杜洛埃藻的16SrRNA基因序列相似度>99%(表2).选择与藻株

SXACC0052相似度较高的序列,以GloeobacterviolaceusPCC7421为外类群,采用 ML、NJ和BI法构建包
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括56个蓝藻类群的系统发育树,3种方法具有较为一致的分支位点的拓扑结构,文中展示了采用 ML法构

建的系统发育树,在图中分支节点处标出了 ML/NJ/BI的步展支持值和后验概率(图2).16SrRNA 基因系

统发育树主要包括10个属,培养和测序的这株丝状蓝藻SXACC0052分布在杜洛埃藻属的进化枝中(图2
红色进化枝),并且与淡绿杜洛埃藻聚为一支(图2红色字体),具有较高的步展支持值和后验概率,为98/

78/1,与杜洛埃藻属中的其他物种分离.

表1 淡绿杜洛埃藻株与SXACC0052之间的形态比较

Tab.1 MorphologicalcomparisonbetweenDrouetiellaluridaandSXACC0052

特征 Lukesova1986/6 KPABG4163 KPABG41662 KPABG610005 SXACC0052

藻株颜色

 

红棕色

橄榄绿色

绿色

橄榄绿色

橄榄绿色

 

绿色

蓝绿色

橄榄绿色

蓝绿色

假分枝 不存在 存在 存在 不存在 没有观察到

横壁收缩 不收缩或稍微收缩 收缩 稍微收缩 收缩 不收缩或稍微收缩

细胞宽度/μm 1.7/1.9/2.1 1.9/2.2/2.5 1.6/2.0/2.4 1.6/2.5/3.4 1.8/2.1/2.4

细胞长度/μm 2.1/3.0/3.9 1.2/1.9/2.6 1.9/2.5/3.1 1.5/2.8/4.1 1.4/2.1/2.8

坏死细胞 不存在 存在 存在 不存在 存在

藻殖段 没有 没有 没有 罕见的 没有

栖息地 土壤 河中的石头 泥上的结壳 土壤结皮 潮湿土壤

表2 杜洛埃藻属的16SrRNA基因相似性比较

Tab.2 Sequencesimilaritycomparisonofthe16SrRNAgenebetweenSXACC0052andDrouetiellastrains %

藻株 1 2 3 4 5 6 7 8

1.DrouetiellaluridaSXAC0052

2.DrouetiellaepilithicastrainACKU670 96.09

3.DrouetiellafasciculatastrainGSE-PSE-MK29-07A 95.76 98.76

4.DrouetiellahepaticastrainUHER2000/2452 97.97 96.21 96.32

5.DrouetiellaluridaACKU669 99.18 96.43 96.42 98.19

6.DrouetiellaluridaLukesova1986/6 99.25 96.63 96.40 97.74 99.04

7.DrouetiellaramosaSYKOAC-013-09 97.92 96.53 96.53 98.52 98.14 97.96

8.Drouetiellasp.ANT.L52.2 98.03 96.64 96.63 99.37 98.45 97.85 98.76

9.Drouetiellasp.FACHB-3567 96.31 95.55 96.09 95.66 96.43 95.73 95.89 96.32

藻株SXACC0052的16S-23SrRNA序列长度为658bp,与杜洛埃藻物种的16S-23SrRNA序列相似度

较高,其中与DrouetiellaluridaLukesova1986/6的相似度最高(表3).选择藻株SXACC0052与杜洛埃藻

属内有代表性的序列,以OculatellacastenholziiYNP74-MA2为外类群,采用NJ/ML/MP法基于16S-23S
ITS区间构建系统发育树,3种方法具有较为一致的分支位点的拓扑结构,文中展示了采用NJ法构建的系

统发育树,在图中分支节点处标出了NJ/ML/MP的步展支持值(图3).系统发育树包括15个蓝藻类群,藻
株SXACC0052分布在淡绿杜洛埃藻进化枝中,与DrouetiellaluridaKPABG4163和Drouetiellalurida
Lukesova1986/6聚为一支(图3蓝色字体),NJ/ML/MP的步展支持值为85/99/89,与杜洛埃藻属中的其

他物种分离.
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表3 基于16S-23SrRNAITS序列杜洛埃藻物种之间的P-距离

Tab.3 P-distancebetweenDrouetiellaspeciesbasedonthe16S-23SrRNAITSsequence

藻株 1 2 3 4 5

1.DrouetiellaluridaSXAC0052

2.DrouetiellaepilithicastrainACKU670 0.19

3.DrouetiellafasciculatastrainGSE-PSE-MK29-07A 0.18 0.18

4.DrouetiellahepaticastrainUHER2000/2452 0.20 0.23 0.26

5.DrouetiellaluridaLukesova1986/6 0.02 0.27 0.27 0.23

6.DrouetiellaramosaSYKOAC-013-09 0.12 0.15 0.21 0.11 0.15

2.3 16S-23SrRNAITS二级结构分析

藻株SXACC0052的16S-23SrRNA序列长度为825bp,选择D1-D1'螺旋、Box-B螺旋和 V3螺旋这

3个保守区域进行研究.SXACC0052与淡绿杜洛埃藻的D1-D1'螺旋结构大致相同,但有些碱基具有差异

(图4),SXACC0052的D1-D1'螺旋含有64个核苷酸(图4(a)),共有5个茎环结构,基部茎由5个bp的螺

旋构成,基部3'侧环由7个未配对的核苷酸组成(5'-CAUCCCA-3'),之后是1个1∶1的双侧凸起(U∶U),
在位置14-17/41-44和23-24/34-35处具有内环,末端环包含3bp碱基(5'-UAC-3').与Drouetiellalurida
Lukesova1986/6的结构相同,只有第10位和第30位的碱基不同(图4).杜洛埃藻物种的Box-B结构高度

相似(图5),SXACC0052与淡绿杜洛埃藻的Box-B结构相同(图5(a)),Box-B螺旋33个核苷酸长,共有

3个茎环结构,基部茎由4个bp的螺旋构成,与淡绿杜洛埃藻相比,SXACC0052的末端环碱基不同(图5),
末端环包含5bp碱基(5'-GGAAG-3').SXACC0052的V3螺旋结构包括52个核苷酸,有3个茎环结构,基
部茎由4个bp的螺旋构成,末端环包含4bp碱基(5'-UUAG-3'),与DrouetiellaluridaACKU669的V3
螺旋结构相似(图6(e)),但该藻株碱基发生变化,第31位变为尿嘧啶,末端环碱基也不同(图6红色字体).
从图中可知,藻株SXACC0052属于淡绿杜洛埃藻(图4至图6).
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3 讨 论

目前,细点丝藻科包含21属63种,该科中各属下物种形态较为相似,仅依靠形态鉴定无法准确区分属

以下物种.通过形态特征比较,杜洛埃藻属物种也表现出和其他物种难以区分的丝状体形态[17],以及它们之

间的细胞大小的变异性,因此运用形态学、生态学和分子数据等多相分析方法来进行系统发育分析逐渐成为

确定蓝藻正确分类地位的最佳方法.MAI[15]在2018年从细鞘丝藻科(Leptolyngbyaceae)中划分出了细点丝

藻科,同时描述了新属杜洛埃藻属和该属中的3个新种,分别是Drouetiellalurida、Drouetiellahepatica 和

Drouetiellafasciculata.在最初的描述中,模式种淡绿杜洛埃藻的特征是红棕色的藻丝[15].之后,KIM 等[16]

从韩国发现橄榄绿色的淡绿杜洛埃藻,该种的特征是偶尔出现假分枝,横壁收缩或不收缩,同时也描述了该

属的新种Drouetiellaepilithica,它的藻丝呈现亮蓝绿色,不存在假分枝.DAVYDOV等[17]在俄罗斯也发现

该属的踪迹,将其描述为新种Drouetiellaramosa.系统发育分析表明,杜洛埃藻属进化枝中存在未定种序列

Drouetiellasp.,还有存在细鞘丝藻科(Leptolyngbyaceae)中的某些属,所以该属仍需要进行系统的修订[18].
根据藻类数据库Algaebase统计,目前杜洛埃藻属有5个物种被有效描述且接受[35],该属的大部分物种都为

陆生种类,并且该属还存在一定的形态可塑性,预计这一特殊的丝状蓝藻类群在未来得到更多的关注和

报道.
从我国西藏分离到的丝状蓝藻SXACC0052与杜洛埃藻属种的形态特征相似,藻丝橄榄绿色,有无色且

坚固的鞘,横壁不收缩或稍微收缩,细胞大小相似,与 MAI[15]描述的模式种淡绿杜洛埃藻的藻丝颜色不同,
并且存在死细胞,这可能是由于不同生境分离的藻株具有微小差异.通过16SrRNA基因构建系统发育树,
发现SXACC0052分布在杜洛埃藻属进化枝中,并且与淡绿杜洛埃藻聚为一支,具有较高支持值(图2红色

进化枝).与淡绿杜洛埃藻内的几个序列的相似度大于99%(表2),高于2014年KIM 等[36]建议的区分2个

物种的阈值.运用杜洛埃藻属物种的ITS序列构建系统树,发现SXACC0052分布在淡绿杜洛埃藻进化枝

中,并且与 Drouetiellalurida KPABG4163和 DrouetiellaluridaLukesova1986/6聚为一支.同时预测

SXACC0052的二级结构,发现它的D1-D1'螺旋、Box-B螺旋和V3螺旋这3个保守区域都与淡绿杜洛埃藻

具有较高的相似度,进一步证实了形态学和系统发育分析的鉴定结果.因此,藻株SXACC0052为中国的一

个新记录种淡绿杜洛埃藻.
淡绿杜洛埃藻在我国属于首次报道,增加了我国蓝藻的物种多样性.目前,有关杜洛埃藻属的研究报道

较少,现主要分布在美国[15]、韩国[16]和俄罗斯[17]等国家.本研究可以更完整地描述杜洛埃藻属的特征,其生

态学的研究仍需要更多的藻株来证实.未来期待更多的丝状蓝藻被发现、分离和鉴定,利用更加先进的分子

生物学方法探索我国蓝藻的多样性.
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Drouetiellalurida:anewrecordspeciesofcyanobacteria
isolatedfromXizang,China

WangJie1a,b,ZhangTing1a,CaiFangfang2,DongJianxin1a,LiYanhui1a,b,LiuQi3

(1.a.CollegeofBiologicalScienceandTechnology;b.ShanxiKeyLaboratoryofEarthSurfaceProcessesandResource

EcologySecurityinFenheRiverBasin,TaiyuanNormalUniversity,Jinzhong030619,China;2.Schoolof

AnimalScienceandNutritionalEngineering,WuhanPolytechnicUniversity,Wuhan430023,China;

3.CollegeofLifeScience,ShanxiUniversity,Taiyuan030006,China)

  Abstract:SpeciesinthegenusDrouetiellaMai,Johansen&Pietrasiakaremorphologicallyplastic,easilyconfusedwith
otherspeciesinthefamilyofOculatellaceae,inwhichstrainsareisolatedfromterrestrialcommunitiesandcharacterizedusing
apolyphasicapproachthatincludesmolecular,morphologicalandecologicalinformation.Afilamentouscyanobacteriawasiso-
latedfromthemoistsoilofLhasa,XizangAutonomousRegion,China,namedSXACC0052.Themorphologyofisolatedstrain
wassimilartoDrouetiellalurida((Gomont)Mai,Johansen&Pietrasiak),thetrichomeswereolive-green,withcolorlessand
firmsheaths,thecross-wallswerenotconstrictedorslightlycontracted,nofalse-branchingwasobserved.Thecomparative
analysisof16SrRNAgeneand16S-23SrRNAITSsequencesshowedthatthestrainsharedhighsimilaritieswithDrouetiella
luridaandclusteredintoasinglebranchinthephylogenetictreewithbootstrapvalueof98/78/1and85/99/0.89,respectively.
Inaddition,theITSsecondarystructureofthisfilamentouscyanobacteriahasahighsimilaritytothatofDrouetiellalurida,

whichfurtherindicatedthatthisfilamentouscyanobacteriabelongedtoDrouetiellalurida.Drouetiellaisanewrecordgenusre-

portedforthefirsttimeinChina,DrouetiellaluridaisanewrecordspeciesreportedforthefirsttimeinChina.Thediscovery
ofthisspeciesenrichesthespeciesdiversityofcyanobacteriainChinaandprovidesatheoreticalbasisfortheconservationand
continuousunderstandingofalgaeresources.

Keywords:Drouetiellalurida;Xizang;cyanobacteria;newrecord;phylogeny
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