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摘要：测定了广东省 9 个水库 4 株铜绿微囊藻 Microcystis aeruginosa、5 株水华微囊藻 M. flos-aquae 和 4 株未定种微囊藻

rpoC1 基因部分序列，结合 GenBank 下载的日本 5 个水体 11 株铜绿微囊藻、5 株绿色微囊藻 M.viridis 和 5 株惠氏微囊藻 
M.wesenbergii 同源序列，进行序列分析。结果显示，34 株微囊藻存在 21 种基因型，序列相似性达 97.6%～100%。在邻接

树上不同形态种和不同地理来源的藻株混杂在一起，没有形成明显的谱系结构和地理结构：同一形态种藻株可能具有不同的

基因型，而相同基因型的藻株可能是不同的形态种；从同一水体中分离的微囊藻具有不同的形态种和不同的基因型，而不同

水体分离的微囊藻有时又具有相同基因型，表明 rpoC1 基因序列无法区分形态种和地理株，支持 Kondo 和 Otsuka 提出的暂

将铜绿微囊藻、水华微囊藻、惠氏微囊藻和绿色微囊藻等归为铜绿微囊藻复合种的分类处理。 
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微囊藻 Microcystis Kütz 隶属蓝藻门 Cyanophyta
蓝藻纲Cyanophyceae 色球藻目Chroococcales 微囊藻
科 Microcystaceae[1]，是一类全球广泛分布，在富营
养化水体中极易形成水华的有害蓝藻。一些种类的微
囊藻产生微囊藻毒素（Microcystin），可以使野生动
物、家禽、家畜等中毒甚至死亡，引发人类的肝损伤
及肝癌，对生态系统和人类健康造成巨大危害[2]。随
着世界范围内水体富营养化的加剧，微囊藻已成为全
球水环境研究的焦点问题之一。人们对微囊藻水华发
生的机制、微囊藻毒素组成及检测手段等进行了大量
的研究[3]，但微囊藻的分类却一直有争议。目前微囊
藻属的分类主要是以群体形状、细胞大小及排列方
式、胶鞘离群体细胞边缘的距离等形态特征为分类依
据[1,4]，但微囊藻的形态特征往往具有高度的多变性，
相同的微囊藻室内培养后可能会出现与野外群体不
一样的表型，而不同种类的微囊藻有时又表现出相同
的表型或出现过渡类型[5]；且微囊藻的分类还可能与
研究者的个人经验以及外界环境条件相关，例如
Komarek 将日本水体的微囊藻分为铜绿微囊藻 M. 
aeruginosa、水华微囊藻 M.flos-aquae、惠氏微囊藻 M 
wesenbergii、鱼害微囊藻 M.ichthyoblabe、挪氏微囊
藻 M. novacekii 和绿色微囊藻 M.viridis 等 6 个形态
种[4]，但 Watanabe 却无法将水华微囊藻与鱼害微囊
藻分开，并且将水华微囊藻作为鱼害微囊藻的一种
变异类型[6]；虞功亮等将滇池微囊藻分为 10 个形态
种[7]。由于微囊藻形态分类的混乱，人们开始寻求其
它方法探究微囊藻的分类。 

Fahrenkrug 等测定了 4 种微囊藻 DNA 碱基组

成，发现它们 G+C 含量几乎相同，可以认为没有
差别[8]。Kato 等用等位酶分析微囊藻种间和种内遗
传关系，认为绿色微囊藻和惠氏微囊藻等位酶类型
单一，而铜绿微囊藻的等位酶具有 S 型和 L 型的差
异[9]。Kruger 等发现微囊藻脂肪酸组成上的差异与
现有形态种分类无直接关系 [10]。此外，16-23S 
rDNA、rDNA ITS 区、cpcBA-IGS[11-14]等基因也被
用于分析微囊藻种内或种间关系，但是都没能为微
囊藻属的分类提供确切的依据。Kondo 等和 Otsuka
等通过 DNA-DNA 杂交、测定 G+C 含量等细菌学
分类方法研究微囊藻属的分类，认为铜绿微囊藻、
惠氏微囊藻、绿色微囊藻、挪氏微囊藻和鱼害微囊
藻应该被合并为铜绿微囊藻复合种，水华微囊藻和
假丝微囊藻是铜绿微囊藻复合种的形态变异；现行
的蓝藻分类体系过于依赖植物学分类方法，应采用
细菌学分类方法加以辅助[15-16]。 

rpoC1 基因编码蓝藻 RNA 聚合酶 γ亚基，全长
1 880 bp，在基因组中以单拷贝形式存在，常用于研
究蓝藻的系统进化[17]。Palenik 等发现在进行物种鉴
定时，rpoC1 基因较常用于细菌鉴定的 16S rDNA 更
为有效[18]。本研究测定了广东省 9 个水库的铜绿微
囊藻、水华微囊藻、惠氏微囊藻、绿色微囊藻和未
定种微囊藻共 13 个藻株的 rpoC1 基因部分序列，并
比较分析了 GenBank 中下载的日本 5 个水体 3 种微
囊藻的同源序列，为微囊藻属的分类提供科学依据。 
1  材料与方法 
1.1  实验材料 

本研究中实验藻种由暨南大学水生生物研究
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中心水库学科组提供，其余序列由 GenBank 下载。
藻株形态种名及序列来源见表 1。 

1.2  DNA 提取、PCR 扩增及序列测定 

    单细胞藻株经培养后离心，沉淀用 400 μL 

4×CTAB 和 3 μL 20 mg/mL 蛋白酶 K 37 ℃裂解过
夜，用等体积的氯仿：异戊醇重复抽提 2 次后，再
用 Ultra-seq Gel Extraction Kit Omega3 试剂盒提取
总 DNA。PCR 引物为 rpoC1F: 5’-CGATGAGGCCG 
TAGCGGGTTACTG, rpoC1R:5’-CTCTTTCGCTA-
CAATCAGCCA。PCR 反应液体积 20 μL：10× PCR 
buffer 2 μL，2 mmol/L dNTP 1.5 μL, 上下游引物各
0.4 mol/L，DMSO 1.5 μL，Taq polymerase 0.4 U，模
板 DNA 1 μL，用灭菌双蒸水补足至 20 μL。反应条
件：95  4℃  min、95  30℃  s、50  45℃  s、72  1℃  min、
72  10℃  min、30 个循环，4 ℃保存。经 w=1%琼脂
糖凝胶电泳检测合格的PCR产物送博亚生物工程公
司纯化后测序。 
1.3  数据处理 

    序列经 clustal 1.83 比对后，以集胞藻属
Synechocystis PCC6803 （ GenBank 序 列 号
BA000022.2）为外类群，在 Mega4.0 程序中用
p-distance模型计算遗传距离，用 kimura-2-parameter
模型构建邻接树（Neibour-Joining，NJ）树，以 1 000
次自举分析（bootstrap）检测各分支的置信度。 
2  结果 

本研究分析了 14 个水体的铜绿微囊藻、水华
微囊藻、惠氏微囊藻、绿色微囊藻和未定种微囊藻，
发现 34 株微囊藻中共有 21 种基因型，序列相似性
为 97.6%～100%。基于 rpoC1 基因序列的邻接树如
图 1 所示，不同形态种藻株在系统树中没有明显的

表 1  本研究中微囊藻 rpoC1 基因序列来源 

Table 1  The origin of rpoC1 gene sequence among Microcystis strains in this study 

形态种 藻株名 地理来源 序列来源 形态种 藻株名 地理来源 序列来源 

M.aer TX009 汤溪水库 本实验室 M.aer MMY404 Lake Mikata AB333825 
M.aer TX010 汤溪水库 本实验室 M.aer MMY408 Lake Mikata AB333826 
M.aer HD002 鹤地水库 本实验室 M.aer MMY409 Lake Mikata AB333827 
M.aer ShT008 沙田水库 本实验室 M.aer MMY416 Lake Mikata AB333828 
M.flos TX016 汤溪水库 本实验室 M.aer NIES1105 Lake Barato AB333821 
M.flos HD001 鹤地水库 本实验室 M.aer NIES298 Lake Kasumigaura AB333819 
M.flos ShZh024 深圳水库 本实验室 M.aer NIES1070 Pokusuke Pond AB333820 
M.flos GZh027 高州水库 本实验室 M.wes TAC521 Lake Suwa AB333838 
M.flos FLX028 飞来峡水库 本实验室 M.wes NIES112 Lake Suwa AB333834 
M.sp. QYSh022 契爷石水库 本实验室 M.wes NIES1062 Lake Suwa AB333837 
M.sp. SCG004 华南植物园 本实验室 M.wes NIES 604 Lake Kasumigaura AB333835 
M.sp. DJS013 大镜山水库 本实验室 M.wes NIES1055 Lake Kasumigaura AB333836 
M.sp. TX005 汤溪水库 本实验室 M.vir NIES1058 Lake Kasumigaura AB333831 
M.aer NIES101 Lake Suwa AB333818 M.vir NIES102 Lake Kasumigaura AB333829 
M.aer LMM95082 Lake Mikata AB333822 M.vir NIES103 Lake Kasumigaura AB333830 
M.aer MMY62 Lake Mikata AB333823 M.vir TAC78 Lake Mkata AB333833 
M.aer MMY402 Lake Mikata AB333824 M.vir NIES1091 Lake Barato AB333832 

    M.aer 表示铜绿微囊藻 Microcystis aeruginosa; M.flos 表示水华微囊藻 Microcystis flos-aquae; M.wes 表示惠氏微囊藻 Microcystis wesenbergii; M.vir
表示绿色微囊藻 Microcystis viridis; M.sp.表示未确定形态种的微囊藻。从 GenBank 下载序列是由 Yoshida 提交的[19] 

 

 

图 1  基于 rpoC1 基因部分序列的微囊藻 NJ 树 

Fig.1  NJ tree of partial rpoC1 gene sequence among Microcystis strains 

NJ 树分析采用 Kimura-2-parameter 模型，自举检测 1 000 次，▲
表示广东省水库微囊藻序列，其余序列为 GenBank 下载序列。 
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谱系结果，不同地理来源藻株也没有形成明显的地
理结构。 

序列分析表明，同一水体的同种微囊藻可能具
有不同的基因型。汤溪水库的铜绿微囊藻 TX009
和 TX010 为同种基因型；Mikata 湖的铜绿微囊藻
MMY402、MMY404、MMY408、MMY409、MMY62
和 MMY416 为同种基因型，但同一水体的铜绿微
囊藻 LMM95082 为不同的基因型；Suwa 湖的惠氏
微囊藻 NIES112 和 TAC521 为同种基因型，但惠氏
微囊藻 NIES1062 是不同的基因型；Kasumigaura
湖的绿色微囊藻 NIES102 和 NIES103 共享同种基
因型，而绿色微囊藻 NIES1058 属不同的基因型。 

不同水体的同种微囊藻可能具有相同的基因
型。Suwa 湖的 NIES1062 和 Kasumigaura 湖的
NIES1055 都是惠氏微囊藻，来自不同水体，却属
于同种基因型；绿色微囊藻 NIES1058、TAC78 和
NIES1091 来自不同的水体，但共享同种基因型。
而其他不同地理来源的铜绿微囊藻（HD002、
ShT008 、 NIES101 、 NIES1105 、 NIES298 、
NIES1070）、水华微囊藻（TX016、HD001、ShZh024、
FLX028）各自为不同的基因型。 

具有相同基因型的微囊藻则可能出现不同表
型。未定种微囊藻 TX005 与汤溪水库铜绿微囊藻
TX009、TX010 序列相似性为 100%；未定种微囊
藻 SCG004 与水华微囊藻 GZh027 序列相似性为
100%；但未定种微囊藻的形态与共享同种基因型的
其他藻株具有较为明显的形态差异。 
3  讨论 

Otsuka 等认为微囊藻 16-23S 转录间隔区 DNA
序列可以将微囊藻分为有毒型、无毒型和既包含无
毒种类又包含有毒种类的混合型等 3 种类型，但每
种类型都包括了 2 个以上的形态种[20]。Kondo 等用
部分 16S rDNA 序列对日本铜绿微囊藻、鱼害微囊
藻、挪氏微囊藻、绿色微囊藻和惠氏微囊藻进行分
析，认为可以依据 Ribotype 将日本微囊藻划分成 6
个类群，但每个类群仍包括 2 种或 2 种以上的形态
种[21]。Yoshida 运用 rpoC1 基因、rDNA ITS 区序列
和形态特征相结合的多相法（Polyphasic Approach）
研究日本微囊藻，认为存在一种既包括不同形态
种，又包括不同基因型的复合群体[19]。 

铜绿微囊藻通常被认为是微囊藻属中遗传多
样性较高的类群。Kato 等人比较了 3 种微囊藻 28
个藻株的 IDH、6PGD、PGI 和 PGM 等位酶差异，
认为绿色微囊藻和惠氏微囊藻等位酶通常表现为
稳定的类型，且同一类型的藻株在形态上无明显差
异；但铜绿微囊藻的等位酶具有 S 型和 L 型，且同
种类型具有不同的表型[9]。随机扩增 DNA 多态性

（RAPD）和 PC-IGS、ITS1 rDNA 序列分析等研究
都表明铜绿微囊藻的遗传变异较其他类群高[13,22]。
在本研究中，15 株铜绿微囊藻具有 9 种基因型，来
源于同一水体的铜绿微囊藻有的具有相同基因型，
有的具有不同基因型，同样表明铜绿微囊藻的遗传
变异较大，与前人的结论一致。 

形态学分类通常难以区分水华微囊藻与鱼害
微囊藻[6]，等位酶研究认为水华微囊藻、鱼害微囊
藻、挪氏微囊藻和铜绿微囊藻可能属于同一类群[9]。
在本研究中，水华微囊藻 GZh027 与未定种微囊藻
SCG004 共享同种基因型，但 SCG004 与其他水华
微囊藻形态差异较大，其余 4 株水华微囊藻又各为
独立基因型，表明水华微囊藻可能与铜绿微囊藻一
样，基因型和表型都具有高度变异。 

基于细菌分类学方法的微囊藻分类研究认为
铜绿微囊藻、水华微囊藻等 6 个微囊藻形态种应该
被 归 为 一 个 复 合 种 ， 即 铜 绿 微 囊 藻 复 合 种

（M.aerugnosa complex）；在种内水平上，存在着铜
绿微囊藻型、水华微囊藻型、绿色微囊藻型等不同
的基因型[15-16]。Yoshida 等的研究还认为存在着一
个基因型和表型都高度变异的铜绿微囊藻复合群

（M.aerugnosa complex group）[19]。在本研究中，34
株微囊藻 rpoC1 基因序列具有高度相似性，在系统
树中并没有被分成不同的群组，同种微囊藻可能具
有不同的基因型，在系统树中离散分布；具有同种
基因型的微囊藻却可能有不同的表型，表明本研究
暂支持 Kondo 和 Otsuka 等将铜绿微囊藻、水华微
囊藻、惠氏微囊藻和绿色微囊藻归为铜绿微囊藻复
合种的分类处理。 

Wu 等分析了中国部分地区微囊藻 cpcBA-IGS
基因序列，认为中国华南、华中、华北地区的微囊
藻存在地理分化[23]，但 Janse 等比较了欧洲和摩洛
哥的微囊藻，却认为不存在地理分布上的差异[13]。
在本研究中，同一水体分离的同种微囊藻没有聚在
一起，不同水体分离的同种微囊藻也没有聚成明显
的分支，广东省水库微囊藻和日本微囊藻也没有被
区分开，表明微囊藻是否存在地理分化，需要进一
步验证。 
4  结论 

微囊藻水华对水域生态环境和人类健康具有
巨大危害，及时准确的鉴定水华微囊藻原因种是开
展微囊藻毒素污染的预警、实时监测和防控的基
础，因而微囊藻基础分类研究十分必要。由于本文
所分析的微囊藻属藻株和地理种群有限，且已有研
究表明微囊藻属的形态变化较大而遗传变异较小，
因而要解决微囊藻的分类问题，需要采用更为有效
方法，例如包含形态测量、化学定性和基于大量看
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家基因的读码框序列的多位点序列分型技术
（Mutilocus Sequence Typing, MLST）等，研究更多
大样本的形态种和地理种群。 
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Phylogenetic relationships of Microcystis based  

on rpoC1 gene sequences in China 
 

ZHANG Qun, Li Mingli, LIU Hailin, LEI Lamei，HAN Boping 
Institute of Hydrobiology, Jinan University, Guangzhou510632, China 

 
Abstract: Partial rpoC1 gene sequences of 4 strains of Microcystis aeruginosa, 5 strains of M.flos-aquae and 4 strains of M.sp. col-

lected from 9 reservoirs in Guangdong province, China were determined and subjected to phylogenetic analysis by a combination of 

homologous GenBank sequences of 11 strains of M.aeruginosa, 5 strains of M.viridis and 5 strains of M.wesenbergii in 5 Japanese 

water bodies. In total, 21 genotype were found and the sequence similarities ranged from 97.6% to 100% in 34 Microcystis strains. 

The strains of different ‘morphospecies’ and geographic origins were intertwined together in the derived neighbor-joining tree, indi-

cating no obvious lineages or geographic clusters. The same ‘morphospecies’ included different genotypes, and the same genotype 

exhibited different phenotypes. The strains isolated from the same water body had various genotypes or phenotypes, and strains from 

different water body shared the same genotype or genotype. These results demonstrated that different ‘morphospecies’ and geo-

graphic strains couldn’t be differentiated by partial rpoC1 gene sequences, temporally support Kondo and Otsuka’s proposal to treat 

M.aeruginosa, M.flos-aquae, M.wesenbergii and M.viridus icrocystis as M.aerugnose complex. 

Key words: Microcystis; phylogeny; rpoC1 gene  
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