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南唐钦陵墓室腐蚀壁画丝状蓝藻的形态分析与分子鉴定
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  摘 要:从南京市南唐钦陵墓室腐蚀壁画采集的样本中分离了一株丝状蓝藻,该藻株与细点丝藻目(Ocula-
tellales)细点丝藻科(Oculatellaceae)阿尔伯塔(Albertania)属的藻种具有相似的生境.通过形态观察和分子系统发

育分析,结果表明:(1)该藻株藻丝体直,或弯曲盘绕,无明显收缢,具鞘.鞘无色,紧贴着丝状体,细胞长短于宽,不产

生异形胞和厚壁孢子.胞内具8~14条的侧生类囊体,与阿尔伯塔(Albertania)属具有相似的形态特征;(2)通过

16SrDNA序列的分析,发现该藻株与阿尔伯塔(Albertania)属相似性达98.06%,在进化上聚为一支;这是国内首

次对墓穴特殊生境中的蓝藻进行分离,并采用形态和分子系统发育并结合生态学特征分析,鉴定的蓝藻新记录属,

对于文物保护研究及丰富蓝藻的多样性具有重要意义.
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墓室、洞窟经考古挖掘后,由于室内高湿环境加上游客增多,空气及灰尘中的藻类及真菌孢子常在这些

室内的岩画、壁画繁殖滋生,遮盖壁画、岩画上的图案,使其无法辨认,严重损害这些壁画、岩画的考古研究价

值和观赏价值[1-2].由于不同壁画制作材料及保存环境不同,滋生的藻类及其他微生物的种类也不同,因此

近年来洞窟、墓室等这些特殊生境中的藻类备受关注[3].这些特殊生境中的藻类以气生蓝藻为优势种类,这
些藻种的分离与鉴定对于文物保护研究及丰富蓝藻的多样性具有重要意义.

传统的蓝藻分类系统是根据藻种的形态特征,采用植物学命名法则进行命名和描述的,但由于有些藻种

缺乏典型的形态鉴定特征,因此给蓝藻鉴定工作带来很大的困难.而随着现代分子分析技术的发展,越来越

多的研究利用16SrDNA基因测序对蓝藻进行分类[4-5],通过分子分析证明蓝藻并非单系,而是多系的,因
此以系统发育分类为基础,结合形态学和生态特征的多相法在蓝藻分类中得到广泛应用[6-7],已成为蓝藻分

类学修订的基础和最佳方法.从2014年到2022年,多相法的应用已促进了80多个新属的新分类群的

建立[8].
南唐两座陵墓是中国五代十国时期最大的帝王陵墓群,对研究唐宋时期的建筑、帝王陵墓制度和艺术都

具有重要意义.自发掘开发以来,由于人为活动的影响,墓室壁画上滋生大面积的苔藓、藻类、真菌等,对壁画

的观赏、研究造成严重的损害.XING等[9]等人通过宏基因组学方法对南唐两座陵墓之一的壁画样本进行了

分析.结果表明该壁画以变形菌门、放线菌门和蓝藻门占优势.本研究从该墓室腐蚀壁画样本中分离了1株丝
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状蓝藻,进行16SrDNA基因序列的分析,并结合形态学和生境分析,确定该藻株为蓝藻门细点丝藻目

(Oculatellales)细点丝藻科(Oculatellaceae)阿尔伯塔(Albertania)属的种类.在 AlgaeBase中,阿尔伯塔

(Albertania)属目前共有6种.

1 材料与方法

1.1 样品的采集

样本采集于南京市南唐钦陵墓室墙壁,采集时间为2020年8月,墓室潮湿,具有冷凝水.
1.2 藻种的分离

将采集的样本放在6孔的无菌细胞培养板中,加入适量的BG11的培养基,放在25℃,光照强度为

1000lx,光周期12h∶12h的光照培养箱中,培养2~4周后,在孔板中取1滴样品,采用毛细管分离方法,
挑取单根藻丝,反复清洗后,放入48孔细胞培养板中培养30d,可得到纯培养物,再将纯化的藻种转接到装

有5mL灭菌的BG11培养基的螺口试管中,保存于中国科学院水生生物研究所淡水藻种库,编号为

FACHB-3649.
1.3 形态观察

取少量藻丝在型号为OLYMPUSBX53的显微镜上进行观察,采用型号为DP80的CCD进行图像采

集,拍照及数据分析通过其附带的图像分析软件CellSensStandard(V1.14)进行.随机选取50根藻丝测量

和统计藻细胞的长和宽.
1.4 超微结构观察

取1.5mL藻液离心后,用无菌培养基清洗2次,用戊二醛-锇酸固定后,用系列乙醇逐级脱水,脱水后的

样品由中国科学院水生生物研究所分析测试中心进行包埋切片染色处理,最后在 HitachiHT-7700型透射

电镜下观察、拍照.
1.5 藻细胞DNA的提取及PCR扩增、测序

取2mL培养的纯藻种,用无菌水清洗2~3次后,DNA提取采用植物组DNA提取的试剂盒,用于扩增

16SrDNA的引物为F1:5'-TTGATCCTGGCTCAGGATGA-3',1480:5'-AGTCCTACCTTAGGCATC-
CCCCTCC-3'[10],由武汉艾康健生物科技有限公司合成,PCR扩增的反应体系为50μL,包含引物1μL,

mix反应液25μL,模板1μL,无菌去离子水22μL,PCR扩增条件,94℃预变性5min,94℃变性30s,

55℃退火30s,72℃延伸2min,35个循环,72℃延伸5min,PCR扩增产物用质量分数1%琼脂糖凝胶进

行电泳检测,检测后的样品送武汉艾康健生物科技有限公司进行测序.
1.6 系统发育分析

将测序后获得的序列通过NCBI上的blast进行比对,并从Genbank中下载近缘序列,在http://www.
phylogeny.fr/网站进行在线比对及提取保守序列.提取的保守序列使用 MEGA7.0进行最适模型评估,用于

贝叶斯分析(BI)和最大似然法(ML)分析,ML法模型为K2+G+I,步展值设为1000,空位或缺失位点均当

作配对删除(Pairwisedeletion)处理,贝叶斯分析采用MrBayesv3.2.6运行10000000代,每100代取样,剔
除25%老化样本,至平均标准偏差低于0.01以下,根据剩余的样本构建进化树,分枝支持率用贝叶斯后验概

率表示.ML和BI2个系统发育树均以Microcystis为外类群.

2 结果与分析

2.1 阿尔伯塔(Albertania)属的形态特征

该属的藻种为丝状体,在固体斜面上形成黑褐色斑块藻落,在光学显微镜下(图1),可观察到藻丝体直,
或弯曲盘绕,具鞘,无色,紧贴着丝状体,无明显收缢,藻丝常随机出现断裂,有的具假分枝,细胞长短于宽,长
约1.7μm,宽约2.57μm,顶端具1个圆形的细胞,不产生异形胞和厚壁孢子,其繁殖主要通过产生藻殖段.

通过透射电镜的切片观察(图2),也可以看出该属种的细胞呈圆柱形,末端细胞圆形,通过藻殖段进行

繁殖,鞘厚,胞内具8~14条侧生类囊体(图2).
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2.2 分子系统分析

通过上述引物扩增

FACHB-3649 藻 株 的

16SrDNA 基因,获得长

度为1275bp的序列片

段,其 与 阿 尔 伯 塔(Al-
bertania)属其他藻株16S
rRNA 的序列相似度为

96.86%~98.06%(表1),
与 Albertaniaalaskaen-
sisT27、Albertaniaalas-
kaensis L11、Albertania
alaskaensisKV23这3个

藻株相似度最高,达到98.06%,与模式种AlbertaniaskiophilaSA373相似度达到97.34%.基于ML和贝叶

斯系统进化树构建方法,以 Microcystisaeruginosa(NR074314.1)作为外类群,选取Oculatella 等7个属

53条序列构建系统进化树,从图3可以看出在系统发育树中,FACHB-3649与阿尔伯塔属藻株聚为一个系

统进化分支,与Oculatella 属亲缘关系较近,形成姐妹分支,其他几个属则单独成簇,与阿尔伯塔(Alber-
tania)属亲缘关系较远,从系统进化树也可以看出FACHB-3649与AlbertaniaskiophilaSA373、Alber-
taniasp.BACA0713形成的分支进化关系紧密,其 ML自展值和贝叶斯后验概率分别为94%和1,这个结

果进一步验证了FACHB-3649属于阿尔伯塔(Albertania)属.

表1 FACHB-3649与阿尔伯塔属藻株16SrDNA序列相似度比较

Tab.1 Sequencesimilaritycomparisonofthe16SrDNAbetweenFACHB-3649andAlbertaniastrains

序号 藻株 1 2 3 4 5 6 7 8

1 FACHB-3649

2 AlbertaniaalaskaensisT27 98.06

3 AlbertaniaalaskaensisKL12 97.96 99.91

4 AlbertaniaalaskaensisL11 98.06 100 99.91

5 AlbertaniaalaskaensisKV23 98.06 100 99.91 100

6 AlbertaniaalaskaensisL1 98.05 100 99.91 100 100

7 Albertaniasp.MAR111 96.86 98.75 97.33 97.22 97.22 97.21

8 AlbertaniaskiophilaSA373 97.34 93.90 96.56 93.90 93.91 93.89 96.23

9 Albertaniasp.BACA0713 98.04 97.44 97.58 97.44 97.47 96.41 96.81 97.92
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3 讨论与结论

阿尔伯塔(Albertania)属是ZAMMIT等[11]在对马耳他拉巴特地下墓穴的光自养生物膜研究中,根据
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分子进化发育特征及藻丝形态特征,并结合生境分析,将其从聚球藻目细鞘丝藻科中分离出来的新属.根据

2014年KOMÁREK等[7]提出的蓝藻分类的8目系统中,聚球藻目Synechococcales分成11科:Synecho-
coccaceae、Merismopediaceae、Prochloraceae、Coelosphaeriaceae、Acaryochloridaceae、Chamaesiphonaceae、

Heteroleibleiniaceae、Leptolyngbyaceae、Pseudanabaenaceae、Romeriaceae和Schizotrichaceae.其中细鞘丝藻

科Leptolyngbyaceae是最大的一个科,包括Leptolyngbya、Oculatella 等14个属[12-14].近十年来,根据栖息

地特征以及DNA序列的系统发育分析,细鞘丝藻科的分类不断修订中.2018年 MAI等[14]将细鞘丝藻科划

分为4个单系类群,其中有2个重新定义的科(Prochlorotrichaceae和Leptolyngbyaceae)以及2个新提出的

科(Oculatellaceae和Trichocoleaceae),其中细点丝藻科(Oculatellaceae)是细鞘丝藻科(Leptolyngbyaceae)
的姐妹分类群,包含了多种来自土壤和潮湿岩石的亚气生分类群,这个科中的一些类群是从细鞘丝藻科中分

离出来的.而在最新的蓝藻分类学中,STRUNECKY等[8]根据蓝藻基因组及16SrDNA系统发育分析,将
蓝藻分为 Gloeobacterales、Thermostichales、Aegeococcales、Acaryochloridales、Pseudanabaenales、Gloeo-
margaritales、Prochlorotrichales、Synechococcales、Nodosilineales、Oculatellales、Leptolyynbyales、Geitler-
inematales、Desertifilales、Oscilloriales、Coleofasciculales、Spirulinales、Chroococcales、Gomontiellales、

Chroococcidiopsidales和Nostocales,共20目,细点丝藻科(Oculatellaceae)是细点丝藻目(Oculatellales)唯
一的科,包含17属,阿尔伯塔(Albertania)属是其中的一个属.

阿尔伯塔(Albertania)属的藻种基本是气生的种类,常在潮湿弱光的土壤或者岩石、壁画表面形成带颜

色的生物膜,其地理分布广泛,已报道的有6种,其中模式藻株Albertaniaskiophila 这个种来自马耳他拉巴

特以及意大利的地下墓穴光合生物膜[11],Albertaniaegbensis和Albertanialatericola 这两个种则来自尼日

利亚的一个院子的砖头上[15],Albertaniaobscura 这个种来自葡萄牙亚速尔群岛的一个天然火山洞穴的岩

石上形成的生物膜[16],Albertaniaprattii这个种则来自美国黄石公园的火洞湖岸边未被水淹没的区域[17],

Albertaniaalaskaensis这个种则是来自阿拉斯加小溪边的柳树根上[18].
本研究对墓室腐蚀壁画分离的这株丝状蓝藻的形态结构特征及16SrDNA序列进行分析,并结合该属

的生境特征,从而确定这株蓝藻的分类地位.这是阿尔伯塔(Albertania)属在我国首次报道,对于丰富蓝藻多

样性研究以及后续开展腐蚀壁画保护性研究具有重要的意义.
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Morphologicalanalysisandmolecularidentificationoffilamentouscyanobacteriafrom
deterioratedwallpaintingsofQinlingTombintheSouthernTangDynasty

ZhengLingling1,ZhangQi1,LiTianli1,XingWei2,CaiFangfang3,YuGongliang1,SongLirong1
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  Abstract:AfilamentouscyanobacteriastrainwasisolatedfromdeterioratedwallpaintingsofQinlingTombinthe
SouthernTangDynasty.ThehabitatofthestrainwassimilarwithAlbertania(Oculatellales,Oculatellaceae)genus.Through
morphologicalandmolecularphylogeneticanalysis,theresultsshowedthat:(1)Thefilamentswerestraight,orcurvedand
coiled,sheathed,withoutobviousrestraint.Thesheathwascolorless,tightlyattachedtothetrichomes.Thecellswereshorter
thanwide,noheterocytesorakinetes,8-14lateralthylakoidsinthecell.Thesemorphologicalcharacteristicsweresimilarto
thegenusAlbertania;(2)The16SrDNAsequenceofthestrainwas98.06%similaritytothegenusAlbertaniaandthephylo-

geneticanalysesbasedon16SrDNAsequenceshowedthatthestrainwasclusteredwithAlbertania.Themorphologicaland
molecularphylogeneticevidencesupportedthestraintobeamemberofAlbertaniagenus.ThegenusAlbertaniaisthenewly
recordedgenusinChina.ThiswasthefirsttimetoisolatecyanobacteriafromtombhabitatsinChina,whichwasofgreatsig-
nificancefortheprotectionofculturalrelicsandtheenrichmentofthediversityofcyanobacteria.
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