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摘要：【目的】利用16S rRNA和rpoC1基因分子标记研究螺旋藻、节旋藻的系统发育关系，并对其区分

能力进行比较。【方法】以84株螺旋藻、节旋藻为研究对象，对其进行16S rRNA、rpoC1基因序列的扩

增、测序及分析，并对构建的系统发育树进行对比。【结果】rpoC1基因序列保守位点所占比例49.7%、

平均G+C百分含量47.7%和序列相似度76%–100%明显低于16S rRNA基因序列的79.4%、55.6%和91%–
100%，其变异程度高于16S rRNA基因；基于16S rRNA、rpoC1基因构建的系统发育NJ树拓扑结构基本

一致，84株实验藻株分为2个属3个类群，其中仅F-351、F-904-2、F-1070和TJBC14-1藻株为螺旋藻，其

余均为节旋藻；虽然2个基因都不能区分形态种和地理种，但rpoC1基因NJ树的置信度(100%)高于16S
rRNA基因(99%)，属内分群效果也明显优于16S rRNA基因。【结论】支持了螺旋藻、节旋藻为两个不同

属的结论，且在属内分类时rpoC1基因比16S rRNA基因具有更高的区分度。
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螺旋藻(Spirulina)和节旋藻(Arthrospira)均为

光能自养型丝状蓝藻。过去以形态学特征如光学

显微镜下的细胞长度、宽度、是否有横壁、横壁

处是否收缢等为依据的分类学研究，将二者分为

了2个属[1–2]。随后有研究者通过对节旋藻及螺旋

藻的形态结构进行对比后发现，无论在光学显微

镜还是电子扫描显微镜下二者都有很明显的形态

差异[3]，但是长期的观察发现藻丝存在多形变异

现象[4]，给形态为依据的分类带来较多的干扰。

后期又出现了生理生化特征如脂肪酸组成、GC含

量、对抗生素的敏感性等为依据的分类方法，但

这些方法都存在一定的局限性[3,5–7]。随着科技的

快速发展，进入了以分子生物学为依据的分类时

代[8–11]。目前螺旋藻、节旋藻已完成克隆并用于系

统发育分析的基因有：16S rRNA基因、ITS区、

藻蓝蛋白操纵子序列、镍铁氢化酶基因、气囊蛋

白基因等，这些基因可在一定程度上将两个属区

分开，但是对于较低水平的分类鉴定还存在局

限。最新的伯杰氏细菌鉴定手册中将蓝细菌分为

了5部分，第三部分包括18个属，节旋藻和螺旋藻
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分别位于第1和第14个属[12]。尽管现在螺旋藻和节

旋藻属于独立两个属的观点已被人们接受，但其

属名的划分及使用一直存在争议，如同名不同

种、同种不同名，这种混乱现象不仅影响了国内

外的学术交流，更严重制约了节旋藻产业的发

展。因此，迫切需要寻找可有效区分该类群属及

其属内种间的分子标记。

RNA聚合酶(RNA polymerase，RNAP)是催化

转录合成RNA的重要酶，蓝藻中的RNA聚合酶具

有一个其它真细菌所没有的独特核心γ亚单位，由

rpoC1基因编码，该基因全长1880 bp，在基因组

中以单拷贝形式存在。Palenik运用rpoC1基因对

Sargasso海的部分蓝藻分析后发现其结果虽然与

16S  rRNA基因的类似，但其序列差异更大[13]。

Wilson等利用该基因对柱孢藻设计了专一性引

物[14]。Fergusson等在卷曲鱼腥藻的研究中也有类

似报道[15]。章群等用该基因对微囊藻进行了系统

发育分析后发现其序列相似度高达97.6%–100%，

不能有效区分地理种和形态种[16]。王捷对念珠藻

的研究发现该基因对于不同来源地的藻株有一定

区分度，但效果并不理想[17]。虽然运用该基因进

行系统发育学研究的蓝藻并不多，GenBank中可

参考的序列也较少，对其的分类价值也不一致，

但近几年对该基因的研究却越来越多[18–20]。本研

究同时进行了16S  rRNA基因及rpoC1基因的克

隆，并对其系统发育结果进行对比，探讨了

rpoC1基因作为螺旋藻、节旋藻属间及属内分子标

记的可操作性。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    供试藻株：螺旋藻、节旋藻实验藻株共84
株，主要来源为实验室保藏、分离纯化、惠赠及

购买，其地理来源见表1，其余序列由GenBank
下载。

1.1.2    主要试剂及仪器：DNA提取及PCR相关试

剂均购自北京索莱宝生物科技有限公司；TA克隆

试剂及引物由生工生物工程(上海)股份有限公司

提供；其他生化试剂均为国产分析纯试剂。

iCycle型PCR扩增仪、ChemiDoc XRS型凝胶成像

系统，美国伯乐公司；Biowave DNA型蛋白核酸

分析仪，英国WPA公司。

1.2    实验方法

1.2.1    藻培养及鲜藻泥的获得：按照参考文献[21]
的方法进行藻种培养及藻泥的收集。

1.2.2    DNA提取及扩增：采用CTAB-溶菌酶法进

行基因组DNA的提取[21]；PCR扩增引物及条件：

16S  rRNA基因 [22]、rpoC1基因 [23]；扩增反应体

系：模板约100  ng，上下游引物(10  µmol/L)各
2 µL，2×PCR mix 25 µL，ddH2O补足50 µL。对

基因组DNA及目的基因PCR扩增产物进行1%琼脂

糖凝胶电泳检测。

1.2.3    PCR产物的TA克隆及测序：rpoC1基因完

成TA克隆。将PCR扩增产物和菌液送由上海生工

生物工程有限公司完成正、反向测序后拼接，同

表 1.  实验藻株地理来源

Table 1.  The geographic source of the experimental strains

Strains Geographic origins Strains Geographic origins

F-790–F-794 Jiangxi Province, China F-971 Zhejiang Province, China

F-351, F-900-1, F-900-2, F-903 Jiangsu Province, China TJA, TJB, TJC, THE, TJF, TJG,

F-835, F-1124-1, SDH Shandong Province, China TJI, TJJ4, TJSD Tianjin, China

F-902 Fujian Province, China HBD Hebei Province, China

F-904-1, F-904-2 Guangdong Province, China TJBC15, TJBC17 Inner Mongolia Autonomous Region, China

F-882 Japan The others Unclear
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时根据测序峰图，对序列两端可信度较低的序列

进行删除。

1.2.4    序列分析、系统进化树构建及对比：84株
实验藻株的16S rRNA、rpoC1基因扩增产物经测

序、比对截取后获得2个基因选定片段的核苷酸序

列。然后从GenBank数据库中下载部分蓝藻的16S
rRNA、rpoC1基因序列，用ClustalW2程序进行序

列的多重比对及相似度计算，用MEGA 6.05软件

排序后人工检查并校正部分排序结果，空位或者

缺失位点均当作配对作删除处理，两端切齐后确

定有效比对长度。然后进行相关生物信息学分

析，并用Kimura-2-parameter模型构建NJ树，构树

方法用自展检验估计系统树分支节点的置信度，

自展数据集为1000。

2    结果和分析

2.1    基因组DNA提取效果及目的基因PCR扩增

检测

部分实验藻株基因组DNA提取及目的基因

PCR扩增检测结果见图1，均得到了单一清晰的条

带。基因组DNA分子量约为20 kb，较完整，无降

解，OD260/OD280的比值绝大部分在1.7–2.0，仅有

个别样品的比值超出此范围，但并不影响后续实

验，DNA经适当倍数的稀释后可直接用于PCR扩

增。16S rRNA基因及ITS区片段长度约2000 bp，
rpoC1基因的片段长度约1000 bp，与文献中报道

的其它蓝藻的该基因部分序列长度一致[22–23]，个

别藻株扩增条带较弱或无扩增条带时，进行二次

扩增直至获得全部实验藻株的PCR扩增产物。

2.2    基因序列分析

16S rRNA基因及ITS区序列BLAST比对后截

取1 6 S  r R N A基因序列，以A r t h r o s p i r a  s p .
PCC98005为参照，71株实验藻株与它的序列相似

性在99%以上，9株实验藻株(HBD4、TJE3、
TJE8、TJF4、TJG1、TJJ1、F-791、F-901、F-
1124-1)与它的序列相似度在98%–99%，而另外

4株F-351、F-904-2、F-1070和TJBC14-1藻株的比

对结果较为特殊，与Arthrospira  sp. PCC98005的
相似度仅为91%左右，说明与之亲缘关系较远。

r p o C 1 基因序列 B L A S T 比对结果，以

Arthrospira sp. PCC98005为参照，80株实验藻株

与它的序列相似性在94%–99%，而实验藻株F-
351、F-904-2、F-1070和TJBC14-1的比对结果较

图 1.  基因组DNA及目的基因PCR扩增琼脂糖凝胶电泳检测图

Figure 1.  Agarose gel electrophoresis of genomic DNA and PCR amplification for the target genes. A: Genomic
DNA. lane 1–4: TJG1, SDH1, SDH2 and TJI1, respectively; M: Lamda DNA EcoRⅠ/Hind Ⅲ Marker. B: PCR
amplification for 16S rRNA gene and ITS region. lane 1–6: TJE1, TJE6, TJE7, TJF1, TJF2 and TJF3, respectively; M:
D2000 plus DNA Ladder. C: PCR amplification for rpoC1 gene. lane 1–6: TJB1, TJB2, TJC1, TJC2, HBD1 and
HBD2, respectively; M: D2000 plus DNA Ladder.
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为特殊，与Arthrospira  sp.  PCC98005无匹配结

果，说明与之亲缘关系较远，而与Cyanothece sp.
P C C 7 4 2 4 相似度最高，但也仅为 8 0 % ，与

Anabaena  cylindrical  PCC7122的序列相似度次

之，为79%。

经MEGA 6.05软件对序列进行了分析，结果

见表2。

16S  rRNA基因序列的平均GC百分含量明显

高于rpoC1基因序列，但其变异位点所占比例却显

著低于rpoC1基因，说明rpoC1基因具有更高的变

异度。

分析所有序列的碱基百分含量发现：除去3株
外类群藻株(Anabaena  variabilis  ATCC 29413、
Synechococcus elongatus PCC 6301和Synechococcus
elongatus  PCC  7942)，99株待分析藻株的16S
rRNA基因序列中T、C、A、G四种碱基百分含量

分别为19.2%–20.1%，22.4%–22.7%，24.7%–
25.1%，31.8%–32.5%，G+C的百分含量最大

56.0%，最小55.6%；4株实验藻株TJBC14-1、F-
351、F-1070、F-904-2和3株NCBI数据库中螺旋藻

藻株序列的C(23.4%)和A(25.4%–25.7%)百分含量

不在上述范围内，其G + C的百分含量最大为

55.5%，最小为Spirulina subsalsa CCAP 1475/2的
54.3%；各藻株最大G+C百分含量差异为1.7%。

除去4株外类群藻株(Anabaena  variabilis  ATCC
29413、Synechococcus  elongatus  PCC  6301、
Synechococcus elongatus PCC 7942和Cyanothece
sp. PCC7424)，82株待分析藻株的rpoC1基因序列

中T、C、A、G四种碱基百分含量分别为26.1%–

2 6 . 8 %， 1 8 . 6 % – 1 9 . 1 %， 2 6 . 1 % – 2 6 . 7 %，

28.0%–29.0%，而G+C的百分含量最大47.7%，最

小46.7%；4株实验藻株TJBC14-1、F-351、F-
1 0 7 0和F - 9 0 4 - 2序列的T ( 2 2 . 5 % – 2 2 . 8 % )和
C(22.8%–22.9%)百分含量不在上述范围内，其

G+C的百分含量最大51.3%，最小50.9%；各藻株

最大G+C百分含量差异为4.6%。通过分析各藻株

之间的最大G+C百分含量差异也可看出rpoC1基因

的变异程度要高于16S rRNA基因。

2.3    系统发育分析

基于16S rRNA基因和rpoC1基因构建的螺旋

藻、节旋藻系统发育NJ树分别见图2和图3，进化

分支上只显示支持率大于50%的值。

16S rRNA系统发育NJ树将84株实验藻株分为

3个类群，且得到了Bootstrap  99%的支持。Ⅰ、

Ⅱ类群在Bootstrap 99%的支持率上聚为一个大分

支，说明两类群藻株亲缘关系非常近。Ⅰ类群中

包括53株实验藻株，GenBank下载序列10条，已

经命名的强氏、印度、纺锤和极大节旋藻不同程

度混杂在一起，虽然该类群中还有部分藻株分别

聚为一个更小的单元(ⅰ、ⅱ、ⅲ)，但是其置信

度低于50%，认为该聚类结果不可靠；Ⅱ类群中

包括27株实验藻株，GenBank下载序列4条，其中

3条为钝顶节旋藻、一条为极大节旋藻；Ⅲ类群中

所聚类的藻株数较少，仅TJBC14-1、F-351、F-
1070和F-904-2为本实验藻株，剩余藻株均为盐泽

螺旋藻不同品系。第Ⅲ类群与外类群Anabaena
variabilis ATCC29413的遗传距离较近，相似度为

89.37%–91.16%。该树的聚类结果与藻株GC含量

判断结果一致。

表 2.  生物信息学分析

Table 2.  Bioinformatics analysis

Genes Effective length/bp Conserved
sites/%

Variable
sites/%

Parsim-information
sites/%

Base percentage/%

T C A G

16S rRNA 1435 79.4 20.6 15.8 19.4 23.5 24.9 32.1

rpoC1 948 49.7 50.3 38.7 26.0 19.3 26.3 28.4

吴跃梅等  |  微生物学报, 2016, 56(2) 235

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn



通过序列相似度分析发现：Ⅰ类群、Ⅱ类群

群内藻株之间序列相似度在99%–100%，Ⅰ类

群、Ⅱ类群之间藻株序列相似度在98%以上，

Ⅲ类群群内藻株之间序列相似度在98%以上，

Ⅰ类群、Ⅱ类群与Ⅲ类群之间藻株序列相似度在

91%–92%。根据茅云翔对节旋藻属的认定：16S
rRNA基因序列相似度大于98%[4]，判断Ⅰ、Ⅱ类

群均为节旋藻品系，Ⅲ类群为螺旋藻品系。Ⅰ类

群ⅰ单元序列相似度最高100%，最低99.1%；

ⅱ单元最高100%，最低98 .5%；ⅲ单元最高

99.8%，最低99.1%。在细菌分类领域一般认为，

16S rRNA 基因序列同源性大于98.5%，可以认为

属于同一种；小于97%，可以认为属于不同的

种。但也有人认为细菌如存在种间差异，其16S
rRNA 基因序列相似度应低于97%，高于97%时要

进一步做DNA-DNA杂交试验，故目前无法对该

部分实验藻株做出种的鉴定。但该结果说明实验

藻株至少可以分为2个不同的属，支持了其他学者

关于螺旋藻属、节旋藻属的划分。

基于rpoC1基因构建的系统发育NJ树，其拓

扑结构与基于16S rRNA基因构建的基本一致，且

得到比16S rRNA基因更高的Bootstrap支持率。通

过对各分支中的藻株进行比较后发现：6株实验藻

株的聚类位置变化较大，TJG1、F-882、F-835、
F-901、F-971由16S rRNA基因NJ树中的Ⅱ类群转

移到Ⅰ类群中，同时，F-791则由Ⅰ类群移动到

图 2.   基于16S rRNA基因的系统发育NJ树
Figure 2.  Phylogenetic NJ tree based on 16S rRNA gene sequence. Bootstrap support values were calculated by 1000
replications. Branches with bootstrap value < 50% are unshown.
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Ⅱ类群中，除此之外其它藻株只是相对位置发生

了变化。Ⅰ类群中包括56株实验藻株，Ⅱ类群中

包括22株实验藻株，Ⅲ类群藻株未发生变化，但

是Ⅲ类群藻株首先与Cyanothece sp. PCC7424聚在

一起，而与Anabaena variabilis ATCC29413明显分

开，这与BLAST比对结果一致。Ⅰ类群藻株基本

被聚为四个更小的分类单元(ⅰ、ⅱ、ⅲ、ⅳ)，
但只有ⅳ单元的聚类结果得到54%的支持率，其

单元内藻株序列相似度为98%以上，结果较为可

靠；Ⅱ类群主要被聚为2个更小的单元(ⅴ、ⅵ)，

得到57%的支持率，但各单元内藻株聚类结果的

Bootstrap支持率低于50%，认为聚类结果缺乏一

定的可靠性。

通过序列相似度分析发现：Ⅰ、Ⅱ类群群内

藻株之间的序列相似度在98%–100%；Ⅰ、Ⅱ类

群之间藻株序列相似度在92%–95%；Ⅲ类群群内

藻株之间序列相似度在99%以上；Ⅰ类群、Ⅱ类

群与Ⅲ类群之间藻株序列相似度在76%左右。根

据16S rRNA基因构建的NJ树推断结果：Ⅰ、Ⅱ类

群均为节旋藻品系，Ⅲ类群为螺旋藻品系。可以

图 3.   基于rpoC1基因的NJ树
Figure 3.   Phylogenetic NJ tree based on rpoC1 gene sequence. Bootstrap support values were calculated by 1000
replications. Branches with bootstrap value < 50% are unshown.
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认为92%的rpoC1基因序列相似度为螺旋藻、节旋

藻属水平的分类依据，即同一属藻株的rpoC1基因

序列相似度应  ≥  92%。另外基于rpoC1基因序列

相似度的第Ⅰ和第Ⅱ类群的群内藻株聚成了置信

度较高的更小分类单元，说明rpoC1基因不仅与

16S rRNA基因一样可明显将螺旋藻、节旋藻分为

两个属，而且比16S rRNA基因的区分度更高。

3    讨论

本研究扩增了84株不同来源螺旋藻、节旋藻

的16S rRNA及rpoC1基因的部分序列，并对其序

列和系统发育树进行了比较和分析。使用16S
rRNA及rpoC1基因都将实验藻株分为了3个类群，

2个属，与基于其它基因(ITS区、cpc-F基因、

hoxY基因)的系统学分析一样支持了对螺旋藻、节

旋藻的属的划分[4,8–10]。rpoC1基因对于3个类群划

分的置信度均高于16S rRNA基因，可见，在螺旋

藻、节旋藻属间或更低水平的分类时，rpoC1基因

比16S rRNA基因具有更大的优越性，其原因可能

是16S rRNA基因在分子结构上的高度保守性及其

在基因组内的多拷贝性，使确定其序列的准确性

降低，而同样作为基因水平的分类方法，管家基

因rpoC1具有单一拷贝的优越性[13,17]，且rpoC1基
因是蛋白质编码基因，它的分子进化主要受到维

持氨基酸序列保守性的限制，而由于遗传密码子

在第3位核苷酸上所具有的兼并性使得DNA序列

可以发生较多替换而不改变其氨基酸序列[24]。因

此，在属及其以下分类单元的系统发育分析及分

类过程中，编码蛋白质的管家基因常被认为是一

种比16S rRNA基因更好的靶标分子。

以分离自天津渤海海滨湿地的实验藻株TJE1–
TJE11为例分析形态、地理来源与藻株分类的关

系，发现采样时间基本相同、采样地点彼此靠

近、形态有差异的11株藻，无论选取哪个基因，

这些藻株都不同程度的分散于整个系统发育树

中，且聚类结果与形态无关。再如实验藻株TJF1–

TJF4虽然都聚在Ⅰ类群中，但彼此形态却有较大

差异；分析其它形态种和地理种也是类似结果，

说明这2个基因都不能很好地区分地理种和形态

种，这一结论与章群等对微囊藻的分析一致[16]。

该现象同时说明了螺旋藻、节旋藻形态的多形变

异性，即形态不同的藻株或同一形态不同来源的

藻株都可能是同一基因型，即以形态学为依据的

分类标准存在局限性，不能作为主要分类依据。

目前原核生物的种群确定主要依赖于形态学

特征、遗传特征及DNA同源性分析。其中DNA同

源性成为细菌新种群确定的必要标准之一，但是

依赖于该特征的分析方法存在诸多局限：操作复

杂、人力物力消耗大、测定结果误差大、种群地

位的确定容易受染色体外DNA的影响等。随着分

子技术的不断发展，多基因系统学分析被越来越

多地应用于解决系统进化分析，尤其是多序列位

点分型(Multilocus  Sequence  Typing，MLST)技
术，该技术通过利用不同位点的保守基因进行比

较分析后确定各细菌的分类地位及亲缘关系，为

原核生物的相关系统学研究指出了新的方向[25]。

研究证明多个基因的联合分析会产生更少的同等

简约树，相应分支的Bootstrap支持率也会更高，

即使不同分子标记得到的系统发育关系之间有矛

盾，通过分析矛盾产生的原因，也可帮助更好的

理解系统发育关系。代永东等的研究发现多基因

序列联合分析会使得基因树更能准确的推测物

种，特别是近缘物种的系统关系[26]。国际细菌分

类委员会建议对位于染色体不同位点的持家基因

序列(至少5个基因)进行分析，寻找合适的序列相

似性水平用于细菌种群的确定，但是该方法还在

探索之中。因此，利用基因组中不同位置的多个

保守基因来进行螺旋藻、节旋藻的系统发育学研

究将会成为今后的研究方向。本研究中2个聚类结

果显示大部分藻株为节旋藻，再次说明目前大规

模养殖和运用于商业活动中的螺旋藻其分类学地

位实际为节旋藻，同时表明16S  rRNA基因和

rpoC1基因均可用于螺旋藻属、节旋藻属的划分，
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且在属内藻株的分类中rpoC1基因比16S rRNA基

因区分度更高，分类学意义更大，可以作为多基

因联合进行系统发育学研究的可选基因之一。
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Phylogenetic comparison between Spirulina and Arthrospira
based on 16S rRNA and rpoC1 gene
Yuemei Wu, Suying Wang*, Shirui Dong
Tianjin  Key Laboratory  of  Food and  Biotechnology,  College  of  Biotechnology and  Food Science,  Tianjin  University  of
Commerce, Tianjin 300134, China

Abstract:  [Objective]  Based on 16S rRNA and  rpoC1 gene sequences,  the phylogenetic relationship between
Spirulina and Arthrospira were studied and compared. [Methods] We amplified, sequenced and analyzed 16S rRNA
and rpoC1 of 84 strains. Then the phylogenetic trees were constructed and compared. [Results] The conserved sites
percentage, average G+C content and sequence identity of rpoC1  were 49.7%, 47.7%, 76%–100% respectively,
significantly lower than 79.4%, 55.6% and 91%–100% of 16S rRNA, and the heterogeneity degree was higher. The
trees  generated with  two different  genes  showed similar  topologies  and thus  inferred consistent  phylogenetic
relationships. Eighty-four experimental strains were divided into 3 groups belonging to 2 genera: F-351, F-904-2, F-
1070 and TJBC14 were Spirulina and the rest were Arthrospira. Although morphospecies and geographical species
could not be distinguished based on 16S rRNA and rpoC1 gene sequences, the bootstrap value of rpoC1 (100%) was
higher than that of 16S rRNA (99%). Moreover, clustering effect of rpoC1 for Spirulina and Arthrospirai was better
than 16S rRNA. [Conclusion] Spirulina and Arthrospira were different genera, rpoC1 gene has more advantage to
distinguish the strains in the same genus than that of 16S rRNA gene.

Keywords: Spirulina, Arthrospira, 16S rRNA, rpoC1, sequence analysis, phylogeny
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