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东海原甲藻Prorocentrum donghaiense Lu生物学研究进展
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摘要：东海原甲藻(Prorocentrum donghaiense Lu)是中国沿海频繁发生的大规模赤潮的原因种之一。文章对东海原甲藻的命名、生理生态和分子生物学等方面的研究成果作了综述。东海原甲藻与在日本、韩国等亚洲海域分布的被报道为Prorocentrum dentatum的原甲藻以及来自美国CCMP的具齿原甲藻(Prorocentrum dentatum )为同一种。东海原甲藻是一种喜长光照的赤潮藻类，其生长的最适温度为22 ℃，最适盐度为25~31。东海原甲藻能利用铵盐、硝酸盐和亚硝酸盐，最适生长的w(N)/w(P)比范围在8~20之间。作者构建了东海原甲藻cDNA文库并进行了EST分析，发现了22个与东海原甲藻生长发育、物质转换和能量代谢相关的基因标签。认为从基因表达及调控角度研究赤潮形成与消亡机制并阐明它与环境因子的关系是必要的。

关键词：东海原甲藻；命名；生理生态；分子生物学
中图分类号：Q178.53        文献标识码：A        文章编号：1672-2175（2007）03-1053-05

近年来我国的长江口和舟山群岛海域爆发了大规模的原甲藻赤潮。覆盖海域面积达到3000~7000 km2，最大细胞密度达3.6×108 个·L-1，持续时间最长的一次原甲藻赤潮达1个月。如此大面积、长时间的赤潮实属世界罕见，引起了我国政府、公众和科技界的广泛关注。上述近几年发生在我国东海区的原甲藻赤潮的第一优势种均为东海原甲藻（Prorocentrum donghaiense Lu）。由于东海原甲藻赤潮在我国东海区的规模和影响较大，东海原甲藻（P. donghaiense Lu）的研究已成为赤潮生物学的热点之一[1-4]。国内近年在其分布、形态和分子鉴定、生理生态、表达序列分析等方面开展了广泛的研究。本文对该藻的命名、生理生态及分子生物学研究进展进行了介绍，以期为在东海原甲藻中开展相关研究提供理论基础。

1  东海原甲藻的命名

东海原甲藻属于甲藻纲，原甲藻目，原甲藻科，原甲藻属。细胞呈不对称梨形，长15~22 μm，宽9~14 μm，营单细胞生活，但有时形成2~4个细胞短链，是目前原甲藻属中唯一己知能形成细胞短链的种类[5，6]。

2003年9月在日本长崎举行第七届国际甲藻学术大会，会议确定东亚海域包括我国东海赤潮高发区、日本、韩国海域的赤潮原甲藻不是日本学者Hada所描述的Prorocentrum shikokuensis，而是东海原甲藻（P. donghaiense Lu）。专家认为：P. shikokuensis 的定种是属于动物命名法，而原甲藻具有板状叶绿体，是能进行光合作用的藻类，因此对于原甲藻新种的命名应用植物命名法，用拉丁文描述[6]。目前还不知道两者是否就是同一种，但Hada没有对P. shikokuensis 进行指定(typification)，而根据国际植物命名法及动物命名法，均要求必须对新种的模式种进行指定(typification)才能有效，因此，P. shikokuensis 是一个无效种名。

许多学者认为在东海发生赤潮的该种原甲藻应定为具齿原甲藻(Prorocentrum dentatum)[1，7]。吕颂辉等应用扫描电子显微镜技术，对采自2002年5月浙江舟山海域的赤潮标本，与来自美国国家海洋藻种中心CCMP( Provasoli-Guillard National Center for Culture of Marine Phytoplankton) 的具齿原甲藻进行比较。通过两者细胞的大小、形态，细胞表面的修饰物，以及细胞顶端突起等重要分类特征的比较，发现两者除了在细胞长度上有所差别以外，其它特征基本吻合。 因此，他们认为，两者为同一物种。认为发生在我国东海水域的赤潮原甲藻种类是具齿原甲藻(P. dentatum)，而非新种[7]。

但陆斗定等认为具齿原甲藻与东海原甲藻的差异是十分明显的，它们之间的形态结构和个体大小具有很大的差别。表现在一方面细胞长度有很大差别，P. dentatum 的模式描述为长50~60 μm ，而东海原甲藻的细胞长度大多小于20 μm，最大的个体长度不超过26 μm，个体大小与东海原甲藻大体上相差3 倍左右。另一方面具齿原甲藻整体上呈披针形，最显著的特征是细胞两头尖，细胞上部一侧具很长的三角形齿状突起，约占细胞长度的1/7~1/8，细胞下部呈尖锥状。而东海原甲藻细胞呈长卵形，不对称，上部一侧有时具有不明显的突起，细胞下部呈卵圆状。这些差异远超出了同种个体因环境不同所造成的形态变化范围。并认为在我国东海赤潮高发区以及在韩国、日本海区的出现的高生物量赤潮种类并非是Stein所描述的真正的具齿原甲藻，而应称为东海原甲藻（P. donghaiense Lu）[5，6，8]。
由此可见，传统的形态学种类划分已暴露出不足，在确定有争议的种类分类地位时，仅依靠形态学指标有时会非常困难，学者们开始通过分子生物学手段来解决这一问题。从分子水平标记有害赤潮生物的方法是一项基于微藻大亚基核糖体DNA(LSU rDNA) 、小亚基核糖体DNA (SSU rDNA) 以及大小亚基之间的转录间隔区( ITS 区)作为目标序列的寡核苷酸探针技术。这三种分子标记都支持东海原甲藻与来自美国CCMP的具齿原甲藻(P. dentatum )的原甲藻同为一种的观点[9-12]。但两者与Stein 描述的具齿原甲藻是否为同种还需要进一步深入研究[11]。

2  东海原甲藻的生理生态研究

东海原甲藻主要分布在东海长江口与浙江沿岸水域，在广东和香港海域有过出现的记录，在日本和韩国海域也有分布[5，6]。近年来在长江口与浙江北部沿岸水域春季常常形成数百至数千平方公里的特大规模赤潮，持续时间可达一个月，其面积之大，世界罕见[1，5，13]。这些大规模的赤潮对海洋生物及其海洋生态系统带来了极大的危害，引起了赤潮研究者的广泛关注。许多专家学者为了了解东海原甲藻的营养生理特点与繁殖规律，提高对原甲藻赤潮发生机制的了解和爆发规律的认识，做了大量工作。
2.1  温度和盐度对东海原甲藻生长的影响

温度是影响微藻生长和繁殖的重要环境因子之一。大多数微藻的适温范围较宽，如海洋原甲藻(Prorocentrum micans)生长的适宜温度是18~28 ℃[14]， 新月菱形藻( Nitzscnia closterium) 适温范围为10~20 ℃[15]。东海原甲藻生长的最适温度为22 ℃，22 ℃以下时，东海原甲藻的生长率随温度增高而增加，温度低于13 ℃和16 ℃时，藻类的生长和存活能力明显下降。25 ℃时，藻的生长率稍有下降[16-18]，但最近有文献报道东海原甲藻生长的最适温度为19 ℃[19]。

关于盐度影响藻类生长的机制，报道不多。对于藻细胞而言，在高盐度下生长需要更多能量，作为细胞内储存物质的脂肪的含量相应增加。而当盐度适当降至其原环境的盐度2/3时，对其生长有明显的促进作用[20]。盐度对东海原甲藻的影响表现为在低盐度18下生长能力较弱;盐度22和35.7时，其生长能力相当;最适盐度为25~31[16，19]。东海原甲藻的最适温度和盐度范围与现场赤潮区的温、盐数值一致，从温、盐上看长江口至舟山群岛这一海区在5和6月份正适合东海原甲藻的生长[16]。

2.2  东海原甲藻对氮源和磷源的利用
氮、磷在海洋环境中的含量、形态构成、数量变动不仅影响着赤潮生物的生理、生化组成，还决定了赤潮形成的规模和程度。因而，氮、磷营养盐成为了长江口富营养化过程中人们关注的焦点。藻类通常优先利用铵盐[21]，因为NH4-N可直接被藻类利用。其他形式的无机态的N（如NO3-、NO2-）都是间接被利用的。NH4-N 在被同化为氨基酸时并不需要被降解，而NO3-N 却需要先被还原才能被利用。东海原甲藻均能利用铵盐、硝酸盐和亚硝酸盐，并且也是优先利用铵盐[22]。最适生长的w(N)/w(P)比范围在8~20之间[23，24]。东海原甲藻对甘氨酸和L2丙氨酸利用程度不高，当以这两种物质作为氮源时，生长素率和生物量均下降，高浓度时有明显的抑制作用[23]。资料显示：长江口邻近海域溶解无机氮秋季以NO3-N为主，春季则以NH4-N 为主[25]，这样该区域溶解无机氮为东海原甲藻高密度赤潮的爆发和维持提供了氮源。

东海原甲藻可以吸收无机磷NaH2PO4，又可以利用3种小分子有机磷ATP、葡萄糖-6-磷酸和甘油磷酸钠，这说明东海原甲藻在自然海水中可以利用的磷源比较广泛，从而可以为东海原甲藻赤潮形成提供丰富的磷源[26]。
东海原甲藻细胞在N限制和P 限制下的生长没有明显的差异，2 种营养盐环境下藻细胞具有相似的生长过程，但在P限制下藻细胞密度要高于在N限制下的藻细胞密度[17]。与中肋骨条藻相比东海原甲藻能够忍受低营养盐环境，在低营养盐环境下具有较强的竞争能力。这一结果与东海原甲藻赤潮爆发现场的环境调查结果基本一致，可以作为解释东海原甲藻赤潮形成原因的依据之一[17，18]。

N、P限制条件下塔玛亚历山大藻的藻液对东海原甲藻生长有显著的抑制作用，这种作用远高于营养丰富条件下的情况。由此可以推测，塔玛亚历山大藻对东海原甲藻可能存在化感作用，营养盐限制可促进塔玛亚历山大藻化感物质的产生和分泌。在东海原甲藻赤潮后期，水体中营养盐将耗竭，此时，为竞争有限的营养盐，塔玛亚历山大藻释放出大量的化感物质从而抑制东海原甲藻的生长，使东海原甲藻赤潮迅速消亡[27，28]
2.3  东海原甲藻是一种喜长光照的赤潮藻类

东海原甲藻对光周期变化的反应敏感，孙岁寒等[29]发现：随着光周期的延长东海原甲藻的细胞密度、叶绿素a和蛋白质含量等指标均增加。如培养第14 d的细胞密度，光周期1 h处理的为4.2×103个·mL-1，光周期23 h处理的则达到1.4×105个·mL-1， 前者只相当于后者的3%。同时孙岁寒等[29]发现东海原甲藻对光周期处理的适应程度不同。光周期在6 h以下为不适区间，8~18 h为亚适区间，20 h以上为最适区间。可以推测，在日照时间长、持续光照的条件下，东海原甲藻容易迅速大量繁殖，形成赤潮。
3  东海原甲藻的分子生物学研究

3.1  分子识别与系统发育学研究

    随着分子生物学的迅猛发展，人们对东海原甲藻的识别、分类及其与其它甲藻的亲缘关系开始逐渐转向基因水平的研究。28S nrDNA、18S nrDNA和ITS 序列为最常用的分子标记。东海原甲藻和CCMP1517具齿原甲藻的nrDNA ITS序列特征一致，总长度为552 bp，两者的仅有1个碱基的差异，碱基差异值仅为0.002[9，11，30]，而与其他种的差异为0.089~0.286。在真菌和藻类中种间ITS核苷酸差异值一般大于14%，尤其单细胞藻类的差异值一般较大。由于选择压力小，变异速度快，ITS序列适宜属级及种级、甚至种下水平差异的比较。根据nrDNA ITS 序列，东海原甲藻和美国国家海洋藻种保藏中心的具齿原甲藻应为同一个种，是世界分布海域的不同而形成的东海的一个地理生态型种群[9，11]。根据东海原甲藻及CCMP1517线粒体Cob 基因序列得到同样的结果[31]。东海原甲藻及CCMP1517具齿原甲藻nrDNA 18S序列的碱基差异值为0.000 [11，12]。王鹏等（2003）采用PCR技术扩增我国东海原甲藻和来自美国Biglow海洋研究所海洋浮游植物培养中心(CCMP)的具齿原甲藻的核糖体大亚基(LSU rDNA)基因的D1~D3区，并将同源序列进行比较分析，结果表明；两者710bp的LSU rDNA同源序列中仅存在7个碱基的差异，遗传相似度高达99.01%，遗传差异为0.99%。他们并将东海原甲藻、具齿原甲藻(CCMP)与Genebank中的Prorocentrum mexicanum、P. micans和Prorocentrum minimum 3种原甲藻的同源序列进行比较，发现其他3种原甲藻两两间的种间遗传相似度在91.1%~95.5%之间，P. micans和P. minimum 种内不同株系的遗传相似度为99.4%~99.9%，均为99%以上。因此他们认为：东海原甲藻和具齿原甲藻（CCMP）当属异名同种，两者的亲缘关系属于种内不同藻株的关系[10]。

根据其ITS 序列(含5.8S 区域) 发现该物种与微小原甲藻的亲缘关系较近[32]。此结果与张秀芳等用该藻的线粒体Cob基因和CoxI基因片断的序列的研究结果相似(个人通讯)。根据线粒体Cob基因序列得到同样的结果[31]。
3.2  表达序列标签分析

表达序列标签分析就是cDNA 克隆大规模单方向测序，是快速分离功能基因的重要工具。一些重要的模式动植物和经济动植物已进行了大规模的EST研究，包括海藻中的紫菜、龙须菜等。尽管EST 分析规模(分析的标签数) 对分离低丰度表达的基因有巨大影响，但在特定物种中进行EST 分析，总能鉴定出大量的功能基因，尤其是特定物种的首次EST 分析。另外，EST也是分子标记研制的重要基础数据。

大规模鉴定和分离功能基因对研究东海原甲藻的生物学和认识相关赤潮形成机理具有重要意义，而缺乏EST数据已成为对东海原甲藻进行深入研究的限制之一。为此，我们构建了对数生长期东海原甲藻的cDNA文库，并进行了小规模尝试性EST 分析，以期为在东海原甲藻中开展相关研究建立方法学基础[30，33]。我们用对数生长期的藻细胞构建了cDNA文库，从随机选择的700个克隆中获得了565个可用的序列。排除那些对应于核糖体RNA的序列后，其余的序列可分成308个EST组，包括272个单一序列和36个重叠群。以EST组提交数据，这些序列的获取号码为DQ336341，336342，DW520905~DW521210。有42条(约7.8%) ESTs与22个参与代谢、细胞形态建成、基因表达、信号传导和蛋白质合成的已知功能基因相匹配。重要的是我们发现有两组EST分别与两个细胞程序化死亡的关键蛋白同缘，它们分别是半胱氨酰天冬氨酸特异蛋白酶和分裂细胞核抗体。这一基因将有助于我们理解东海原甲藻细胞的凋亡过程。

过去把浮游植物的消失归结为动物哺食和沉降，后来又归结为细胞外部的病毒感染。近年来，细胞程序化死亡被认为是浮游植物细胞消失的又一个原因[34，35]。从细胞形态学角度(这一角度细胞程序化死亡称为apoptosis)，细胞程序化死亡已经在一个绿藻和一个硅藻中观察到[36]。细胞程序化死亡是一个多种蛋白相互作用的级联系统。在这一系统的末端，半胱氨酰天冬氨酸特异蛋白酶选择性地降解蛋白质，使细胞进行程序化死亡[37]。半胱氨酰天冬氨酸特异蛋白酶的鉴定初步证明了东海原甲藻存在细胞程序化死亡过程，也为东海原甲藻的繁殖和死亡研究，以及它形成的赤潮的爆发和消亡机制研究打下了一定的基础。另外，该蛋白的表达还有可能成为一个生理标记，用在东海原甲藻赤潮的监测以及影响赤潮形成的环境因子研究上。

被同时鉴定出来的还有一组代表分裂细胞核抗体蛋白（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）的EST。这一组EST在进行BLASTN比对时，与甲藻Pyrocystis lunula的PCNA具有非常高的同源性，其E值为6E-93。如果没有该蛋白或者其浓度特别低，细胞就会进入程序化死亡[38]。PCNA与细胞的分裂活动联系在一起，特别是与细胞周期的S期密切相关。因此，PCNA可以作为预测肿瘤的一个分子标记。由于同样的原因，PCNA成为研究浮游植物生长速率的一个分子标记[38]。同样，它的鉴定也有助于我们理解东海原甲藻赤潮形成的机制。

有一些真核微藻的基因组序列已经测定出来了[39]，这些全基因组序列具有不可替代的作用，因为只有有了这些序列，我们才能发现基因，摸清对应生物的代谢途径。同时，大量的包括甲藻的表达序列标签也在不断地积累[40]。ESTs数据是有用的，特别是对于像东海原甲藻这种没有进行整个基因组测序的物种。

4  展望

由于东海原甲藻赤潮已严重威胁到我国的海产养殖业和人民健康，因此它已经成为我国海洋学界密切关注的一个赤潮种。我国的科技工作者在研究该藻的形态、生理、生态和分类(包括分子分类)都取得了一定的成果。但对它的快速增殖和死亡的分子基础研究还比较少，我们认为：应加强对东海原甲藻赤潮的监测、繁殖和死亡及影响东海原甲藻赤潮形成的环境因子研究。从基因表达及调控角度研究东海原甲藻赤潮的形成与消亡机制并阐明其与环境因子的关系是必要且具有显著科学和实际意义。
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Advances in the biological study of Dinoflagellate Prorocentrum donghaiense Lu
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Abstract: As one of red tide causing species, Prorocentrum donghaiense has caused the largest and most frequent red tides in Eastern China Sea. In this paper the advances in identification, physiology, ecology and the moleculer biology of P. donghaiense were reviewed. According to the molecular data of LSU rDNA, SSU rDNA and ITS, P. donghaiense and P.dentatum CCMP are the same species. P. donghaiense is a kind of long-photoperiod and photophilous algae. The optimal temperature is 22 ℃ and salinity ranges from 25 to 31. Three nitrogen sources (NaNO3, NH4Cl and NaNO2) can be utilized by P. donghaiense. The optimum w(N)/w(P) ratios for all three N sources are between 8 and 20. A cDNA library was constructed and EST analysis was carried out of this species. Twenty two ESTs were determined to be known genes and found to be involved in the biological processes including energy metabolism, material transformation and cell growth. It is useful to study the relationship between gene expression level and environmental factors to know how the bloom formed and crashed.
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