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杭州湘湖拉氏拟柱孢藻(Cylindrospermopsisraciborskii)
藻株的分离及其特征研究

晁爱敏1,于海燕1,肖鹏2,李仁辉2

(1.浙江省环境监测中心 浙江省生态环境监测预警及质控研究重点实验室,杭州310012;

2.温州大学 生命与环境科学学院,浙江 温州325035)

  摘 要:拟柱孢藻(Cylindrospermopsis)是一类具有固氮能力的丝状水华蓝藻,由于它可以产生拟柱孢藻毒

素(Cylindrospermopsin,CYN)以及较强的入侵性,因此被广泛关注.在全球范围内,拟柱孢藻水华的暴发频率和范

围显著增加.在中国,拟柱孢藻的分布呈现从东南沿海地区向内陆,从热带、亚热带向温带扩散的特点.目前国内仅

发现两株产CYN藻株,均为2012年分离自杭州湘湖的藻株.2020年9月从杭州湘湖分离到一新拟柱孢藻藻株,经

形态学特征鉴定为拉氏拟柱孢藻(Cylindrospermopsisraciborskii),基因测序表明该藻株和2012年分离自湘湖的

一株有毒拟柱孢藻藻株的16SrRNA基因序列具有3个碱性的差异,和其他地区的拟柱孢藻的16SrRNA基因序

列也表现出99.5%以上的相似性.通过对CYN合成基因片段的cyrA,cyrI和cyrJ 的PCR检测,该藻株呈现阳性

反应.经高效液相色谱(HPLC)化学检测,该藻株产CYN毒素,产毒量为1258.6μg/g.研究结果丰富了我国产CYN
的藻株库,在一定程度上也表明其具有环境适应性和稳定性.研究再次验证了产CYN的拟柱孢藻的检测方法,包

括DNA检测及 HPLC化学检测.湘湖作为杭州萧山重要的饮用水备用水源,建议在今后的水环境监测和管理中引

入拟柱孢藻和CYN监测.
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拟柱孢藻(Cylindrospermopsis)是一种水华蓝藻类群,1972年由SEENAYYA和SUBBARAJU根据

拉氏项 圈 藻 (Anabaenopsisraciborskii Woloszyńska)末 端 异 形 胞 的 原 生 性 (Primary)从 项 圈 藻 属

(Anabaenopsis)分离出来,其模式种为拉氏拟柱孢藻(Cylindrospermopsisraciborskii)[1].拟柱孢藻属的细

胞内含有气囊(gasvesicle),此特征可以将它明显地区分于不含气囊的柱孢藻属(Cylindrospermum)[2].拟
柱孢藻和尖头藻(Raphidiopsis)在形态、生态位和分子系统上是高度相似的,以至于最近的蓝藻分类系统将

拟柱孢藻合并到尖头藻属里.但这种分类观点需要一个较长的接受过程,本文依然采用拟柱孢藻属来描述.
1979年发生在澳大利亚昆士兰州棕榈岛(PalmIsland)上的居民集体暴发肝因性肠炎(Hepatoenteri-

tis),流行病学调查表明这些患者的饮用水受到了拟柱孢藻水华污染.进一步的研究揭示了这种污染物的毒

性和化学结构,并将其命名为拟柱孢藻毒素(Cylindrospermopsin,CYN),LD50值约为200μg/(kg体质

量)[3-5].自拟柱孢藻被重新定名及CYN被发现以来,拟柱孢藻水华事件在全球不断地被发现和报道,而且

拟柱孢藻水华暴发范围和频率一直在增加[6-10].但是大量的研究调查表明产CYN的拟柱孢藻的出现频率

非常低,产CYN的拟柱孢藻株非常少.
在中国,LI等[11]首次在武汉鱼池中分离到弯形尖头藻(R.curvata HB1).该藻产的脱氧拟柱孢毒素

(Deoxy-cylindrospermopsin,Deoxy-CYN)为拟柱孢毒素的一种衍生物.近年来拟柱孢藻在我国的分布和频
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率急剧增加,但研究人员分离的几百株拟柱孢藻藻株中,只有JIANG等[12]报道了2株产CYN的拉氏拟柱

孢藻(CHAB3438,CHAB3430),这2株拟柱孢藻均分离自杭州湘湖.路琰等[13]报道了10株分离自广东千灯

湖的拉氏拟柱孢藻,但仅一株产Deoxy-CYN,无产CYN的藻株.目前我国正式报道的产CYN的拟柱孢藻藻

株只有2个,均分离自杭州湘湖.
2020年,对湘湖开展浮游植物调查,成功分离到拉氏拟柱孢藻藻株,通过形态观察、鉴定、DNA序列测

定以及HPLC化学检测等手段,再次确定该拟柱孢藻产CYN.研究丰富了拟柱孢藻和CYN的研究材料,为
研究拟柱孢藻和CYN的产生以及进化提供了基础材料.

1 材料与方法

1.1 样品的采集

2020年9月在杭州湘湖(30°8'42.75″N,120°13'32.27″E)跨湖桥采集浮游植物样品.其中浮游植物定性

样品采用孔径64μm浮游生物网采集,采集方法和分析方法均参照《水和废水监测分析方法(第四版 增补

版)》中“浮游生物的测定”.采集的水体样品和浮游植物样品放在4°C冷藏箱中保存,随后带回实验室分析.
湘湖跨湖桥点位环境因子如下:水温23.5℃,pH值8.2,透明度85cm.总氮(TN)为0.89mg/L,总磷(TP)
为0.062mg/L,叶绿素a质量浓度为16.7μg/L.
1.2 藻种的分离培养

采用毛细管分离法对湘湖跨湖桥浮游植物定性样品进行藻种分离.具体操作如下:在酒精灯下将巴斯德

吸管做成毛细管;在100倍倒置显微镜下,用毛细管挑取拟柱孢藻单根藻丝,将藻丝移至无菌水中清洗5~
6次;将藻丝转移至24孔细胞培养板中,培养板装有灭菌新鲜CT培养基;将培养板放入光照培养箱中培

养,培养箱温度设置为25℃,光照强度为25μE/(m2·S),光暗周期为12L∶12D.约3周后,可得到拟柱孢

藻的纯藻种.藻种编号为 WZU10.
1.3 藻丝和藻细胞的细胞形态观察

使用ZeissAxiolab5光学显微镜对藻体形态进行观察,外接1100万像素数码相机(LighttoolsCamera
1000KPA)和数据处理系统进行图像和数据分析.随机选取50个以上的藻丝对藻细胞各项数据进行测量与

统计.
1.4 藻细胞DNA提取和16SrRNA基因和Cyr基因序列的测定

  纯化的藻株扩大培养后,参考 LIN
等[14]的方法进行藻体基因组 DNA 的提

取,用于扩增16SrRNA基因以及拟柱孢

藻毒素Cyr 基因片段.16SrRNA基因扩

增的引物为F1和1494Rc,它们的序列以

及拟柱孢藻毒素基因cyrA,cyrI 和cyrJ
的引物序列见表1所列.引物由上海英骏

生物技术有限公司合成.PCR反应体系为

50μL,包含25μL2×TaqmixDNA聚合

酶(Takara,Japan),1μL 正 反 向 引 物,

1μLDNA样品和22μL无菌去离子水.
PCR反应条件为:94℃预变性5min;94℃

表1 本研究的引物序列

Tab.1 Primersequencesinthisstudy

基因 引物名 序列(5'-3') Tm/℃

16SrRNA
F1

1494Rc

TTGATCCTGGCTCAGGATGA

TACGGCTACCTTGTTACGAC
58

cyrA
cyrAF51

cyrAR1167

GATGGTTGTCGGGATTGCAGAT

GAAGCGAGAAACGCCATTGGT
57

cyrI
cyrIF

cyrIR813

CAGGCTTATCTGCAACAACATTTCT

CGGTTTATCAGTTCCAGAGTATCCA
56

cyrJ
cyrJF13

cyrJR720

CGAATCGCAATGTGGTCTGTGC

GACAAGATATAGCGGCAACGACTCA
59

变性30s,55℃退火30s,72℃延伸1min,30个循环后72℃延伸5min.PCR扩增产物进行琼脂糖凝胶电

泳检测,通过胶回收试剂盒(BioFlux,China)回收,克隆到载体pMD18-T上(Takara,Japan).将克隆载体转

入感受态细胞E.coliDH5α中,阳性克隆送武汉艾康健生物科技有限公司进行双向测序.
1.5 分子系统学分析

将本研究所测到藻株的16SrRNA基因序列使用NCBI数据库中的在线BLAST获取同源序列,选择
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已成功进行纯化培养的近缘物种的16SrRNA基因全长序列,用于系统进化树构建.将所有序列用 Muscle
v3.8.31软件进行序列对位排列[15],使用BioEditv7.2.5软件对排列结果进行人工校正,两端截齐并保留保

守区[16],然后将最终序列分别用 MEGAXv10.2.5,PhyMLv3.0和 Mrbayesv3.2.7软件分别构建邻接法

(NeighborJoining)、最大似然法(MaximumLikelihood)和贝叶斯法(BayesianInference)分子系统树[17-20].
其中邻接法选用Kimura2模型[21],1000次自展值重复;最大似然法先用SMS算法中的AIC标准计算最优

模型(GTR+G+I),再用PhyML基于最优模型进行1000次自展重复[22];贝叶斯法也选用GTR模型,运
行1000000代,每1000代取样,直到分割频率平均标准差小于0.01,最后去掉25%的老化样本,用剩余样

品构建系统树,用贝叶斯后验概率表示系统树分枝的支持率.所有3种系统树仅显示高于60%的自展重复值

或后验概率,并且均以 Chroococcidiopsiscubana,Loriellopsiscavernicola,Synechococcuselongatus 和

Acaryochlorismarina 这4株藻的联合枝做外类群.
1.6 拟柱孢藻毒素的化学测定

将培养3周后的10mL藻株培养液过滤在孔径为0.22μm 的聚碳酸酯滤膜(MilliporeSigmaInc.,

USA)上.膜上截留的细胞用于胞内CYN的提取,提取方法如下:将滤膜卷成圆筒状放入盛有0.5mL氧化

锆磁珠(直径0.1mm)的破碎管中.破碎管中加入1mL双蒸水;将整理好的破碎管放入细胞破碎仪中进行破

碎.条件为:4℃,6.5m/s,破碎1min,间歇1min,共8个循环;破碎完成后,简短离心,条件为:70000g,

4℃,5min.将上清液转移至干净1.5mL离心管中,再次离心,条件为:10000g,4℃,10min;离心完毕后,
用注射器吸取上清液,用0.22μm 的针式滤膜(聚醚砜,PES)进行初滤.初滤完成后,将滤液用超滤管

(100KD,500μL)进行超滤离心,条件为:8000g,4℃,10min.超滤完成后,将滤液转移至色谱瓶中,加入

4μL体积分数为10% 三氟乙酸(TFA)水溶液(TFA质量分数为0.1%).CYN的检测方法为高效液相色谱

法,检测波长为260nm,色谱柱为PhenomenexSynergiPolar-RP色谱柱(型号:00G-4336-E0),流动相A为

含有质量分数为0.05% TFA的双蒸水,流动相B为质量分数为0.05% TFA,体积分数为50%甲醇.线性洗

脱,0~10min,体积分数为10%~30%流动相B,等度维持5min,最后在5min内升高至100%.藻种CYN
毒素的浓度通过与CYN标准品(ENSOlifeSciences,USA)的停留时间和出峰面积进行比较计算,根据藻种

的干质量换算成μg/g.

2 结 果

2.1 藻种的形态特征和鉴定

湘湖跨湖桥浮游植物优势

种为直链藻(Melosira)和假鱼

腥藻(Pseudoanabaena),并伴

有拟柱孢藻和尖头藻的藻丝体.
通过镜检,确认WZU10藻

株为单藻丝纯培养物.WZU10
藻株的藻丝形态如图1所示.该
藻株呈现典型的拉氏拟柱孢藻

的形态特征:藻丝浮游,单生,
直形,没有发现弯形和螺旋形,
藻丝周围无黏滞性胶鞘包裹;
藻丝体横隔收缢明显,藻丝体

两端略渐狭细;营养细胞含有

气囊,细胞呈圆柱形,长7.68
(最小值)~10.45(平均值)~
14.24(最大值)μm,宽2.41(最
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小值)~3.42(平均值)~4.52(最大值)μm,长宽比为1.95(最小值)~3.79(平均值)~5.32(最大值);藻异形

胞顶生,在一条藻丝体有上单个或两个,异形胞形态呈圆锥形,长4.63(最小值)~8.21(平均值)~10.85(最
大值)μm,宽2.45(最小值)~3.21(平均值)~4.13(最大值)μm,长宽比为1.81(最小值)~2.58(平均值)~
3.61(最大值);厚壁孢子未观察到.
2.2 拟柱孢藻 WZU10的CYN检测结果

根据表1中所列的CYN合成基因簇(cyr)的部分片段cyrA,cyrI 和cyrJ 的引物序列,利用拟柱孢藻

WZU10藻株的基因组,成功地扩增并测序了这3个cyr基因片段,从分子特征上鉴定了 WZU10藻株含有

这3个CYN合成基因.在获得这3个cyr基因的阳性反应后,利用HPLC化学检测方法,进行胞内CYN的

检测,显示了和标准品CYN一样停留时间的峰值,通过面积和干重的推算,WZU10的胞内CYN质量分数

为1258.6μg/g,属于CYN较高产的藻株(表2).
表2 产CYN和deoxy-CYN的拟柱孢藻藻株的cyr扩增和比较

Tab.2 ComparisonofcyrgenesdetectionofCYN-anddeoxy-CYN-producing
Cylindrospermopsisraciborskii/Raphidiopsisstrains              μg/g  

藻株 分离地点 cyrA cyrI cyrJ CYN 7-deoxy-CYN

C.raciborskiiWZU10 浙江杭州湘湖(2020) + + + 1258.60 未检测

C.raciborskiiCHAB3438 浙江杭州湘湖(2012) + + + 2637.00 109.00

C.raciborskiiCHAB3445 浙江杭州湘湖(2012) + + + 1889.00 346.00

RaphidiopsiscurvataHB1 湖北武汉关桥鱼池 + + + 0.00 462.00

C.raciborskiiQDH7[13] 广东佛山千灯湖 + ? + 0.00 1745.19

+:表明用分子方法检测出相应基因;?:表明不确定是否有检测.

2.3 分子系统学分析和分子鉴定

根据表1的16SrRNA基因的扩增引物,利用 WZU10藻株的基因组DNA,成功获得PCR产物.通过测

序获得了1400bp长度的DNA序列.通过NCBI的BLAST检索,表明拉氏拟柱孢藻 WZU10和2012年杭

州湘湖分离的拉氏拟柱孢藻CHAB3445的16SrRNA基因序列完全相同,和CHAB3438具有3个碱基的

差别,和其他拟柱孢藻藻株的16SrRNA相似度都在99.5%以上.截取了最大可使用的1225bp多重比对位

点,构建系统发育树,其结果表明,WZU10和其他拟柱孢藻/尖头藻藻株聚类在一起(图2).

3 讨 论

我国每年大范围的蓝藻水华暴发及所造成的危害引起了各级政府、科研人员以及广大居民的极大关注.
大量研究表明,拟柱孢藻水华的暴发频率和范围在全球范围内是显著增加的,在中国表现的尤为突出[23],拟
柱孢藻的分布呈现从东南沿海地区向内陆,从热带、亚热带向温带扩散的规律[10].我国许多地区出现了蓝藻

水华种类演替现象,在某些地区表现为拟柱孢藻取代微囊藻成为新的蓝藻水华优势类群[24].近年来,拟柱孢

藻水华的研究在我国逐渐增多,而拟柱孢藻毒素(CYN)及产CYN蓝藻的相关报道和研究偏少.根据蒋永

光[25]报道,从全国分离的几百株拟柱孢藻/尖头藻藻株中,产CYN/deoxy-CYN的藻株的比例只有2.2%,而
产CYN的比例不到1%.如此低的出现比例使得分离和培养产CYN藻种的工作变得更加困难,给拟柱孢藻

的产毒特性、危害和产毒机理等研究造成较大影响.因此,寻找有毒的拟柱孢藻藻株也一直是蓝藻水华研究

人员的重要目标.
本文对曾发现产CYN的杭州湘湖再次调查,又一次发现并分离到拟柱孢藻藻株.通过形态特征和DNA

分子鉴定技术确定为拉氏拟柱孢藻(C.raciborskii).拟柱孢藻毒素合成基因簇分子检测呈阳性,HPLC化学

检测最终确认该藻株为产CYN的藻株.研究资料表明,2012年拟柱孢藻为湘湖的水华蓝藻优势种类,且从

水华样品中分离到的两株C.raciborskii(CHAB3438和CHAB3440)是我国目前仅有的2株产CYN的藻

株.本研究分离的C.raciborskiiWZU10将是我国第3个产CYN的拟柱孢藻藻株,也是湘湖第3个产CYN
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的拟柱孢藻藻株.

湘湖位于萧山城区西南,钱塘江与浦阳江交汇的三江口附近,属典型的平原河网水系中的浅水性湖泊.
北部连西小江、浙东运河,其水源补充主要依赖自然降水.尽管外来补水和换水作业时常进行,但整体处于相

对静止状态,水体流速缓慢且存在水流交换盲区,水体物理自净能力较低.湘湖风景区每年接待近百万游客,
给湘湖水生态环境保护带来影响.2012年湘湖水体中拟柱孢藻为优势种类,到2020年水体中拟柱孢藻生物

量大幅度降低,说明湘湖近年来水环境治理取得了较好成效.尽管如此,治理措施下的水生态环境变化过程
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通常是复杂而不稳定的.侯宝芹等[26]对湘湖2016年12月到2017年11月期间的浮游植物调查表明,在

2017年的7~8月,蓝藻生物量占比达90%以上,蓝藻细胞计数大于108 个细胞数/升.我们在2020年9月湘

湖浮游植物调查中发现,拟柱孢藻及其他蓝藻细胞数均大幅度降低,湘湖CYN毒素的污染风险相比于

2012年有所降低,水体水质也基本上在Ⅲ类左右.但是拟柱孢藻依然存在,并且还是产CYN的拉氏拟柱孢

藻,表明湘湖中CYN毒素的污染潜力仍然存在,应当受到持续关注.拟柱孢藻以入侵性强而著称,其在新环

境中具有长期适应和生存的能力.拟柱孢藻的生长和暴发往往对水体的营养盐(如氮磷浓度)要求不高,如
TN在1.0mg/L以下,TP在0.05mg/L左右或更低[27].拟柱孢藻可产生厚壁孢子,厚壁孢子在不良环境的

条件下形成并脱离藻丝沉降到底泥中长期存在,环境条件合适时再次萌发成新的藻丝体.
当一个水体暴发过拟柱孢藻水华或者水体中有少量拟柱孢藻的存在,研究水体是否受到潜在CYN污

染的最好方法依然是单藻株的分离.得到单种培养的拟柱孢藻种后,确认藻丝体及其形态特征,利用拟柱孢

藻纯培养物进行拟柱孢藻毒素合成基因cyr的分子检测和CYN的化学检测.根据蒋永光[24]推荐的方案,首
先进行cyrA,cyrI和cyrJ 的PCR检测,得到三者的阳性结果后,再进行CYN的化学检测,如 HPLC法或

者LC-MS等方法,就可确定此藻株是否为产CYN藻株或者产deoxy-CYN藻株.由于目前全球范围内并没

有deoxy-CYN的标准品,所以暂时没有检测deoxy-CYN.分子检测结合HPLC化学检测在本研究中再次得

到应用.本研究的方法和结果可为我国湖库富营养化风险评估以及具有潜在拟柱孢藻风险的水体的水生态

保护提供预防策略[28],建议在今后的水环境和水生态监测中引入拟柱孢藻和CYN的检测项目,为保障饮用

水安全提供科学支撑.
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IsolationandcharacterizationofaCylindrospermopsisraciborskii
strainfromLakeXianghu,Hangzhou

ChaoAimin1,YuHaiyan1,XiaoPeng2,LiRenhui2

(1.ZhejiangKeyLaboratoryofEcologicalandEnvironmentalMonitoring,ForewarningandQualityControl,

ZhejiangEnvironmentalMonitoringCenter,Hangzhou310012,China;2.CollegeofLifeand

EnvironmentalScience,WenzhouUniversity,Wenzhou325035,China)

  Abstract:Cylindrospermopsisisafilamentouscyanobacterialgenuswhichcanfixnitrogenandformwaterblooms.It
hasattractedmoreandmoreattentionduetoitsabilitytoproducecylindrospermopsin(CYN)anditsstronginvasiveness.The
frequencyandscaleofCylindrospermopsisbloomsaresignificantlyincreasingworldwide.InChina,itsdistributionhasalso
spreadfromthesoutheastcoastalareastoinlandregions,fromtropicalandsubtropicaltotemperatezones.However,veryfew
CYNproducingCylindrospermopsisstrainswerefoundinChina,andonlytwostrainsweresofarisolatedfromLakeXianghu
inHangzhouin2012.Inthisstudy,anewstrainofCylindrospermopsisraciborskiiwassuccessfullyisolatedfromLakeXiang-
huinSeptember2020.MorphologicalobservationshowedthatithadatypicalmorphologywithinCylindrospermopsisracibor-
skii.The16SrRNAgenesequenceofthisstrainwasidenticalandthreebasepairsindifferencerespectivelywiththetwostrains
ofCylindrospermopsisraciborskiiisolatedin2012.ThePCRdetectiononcyrA,cyrIandcyrJshowedthatthestrainwasalso
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positivetothesethreegenes.FurtherchemicalanalysisbyHPLCshowedthatthestrainwascapableofproducingCYNtoxin
withayieldof1258.6μg/g.ThisstudyincreasedthenumberoftoxicCylindrospermopsisstrainsinChina,andalsoshowed
theadaptationandstabilityofCylindrospermopsisspeciestoacertainextent.ThedetectionofCYNproducingcyanobacteria,

combiningDNAdetectionandchemicaldetectionbyHPLC,hasbeenappliedagaininthisstudy.Themethodsandresultsof
thisstudycansuggestthatLakeXianghu,asanimportantdrinkingwatersourceinHangzhou,shouldintroducethedetection
ofCylindrospermopsisandCYNinwaterenvironmentalandecologicalmonitoringinthefuture.Thepresentstudyprovidesan
importantscientificbasisandtechnicalsupportforthemonitoringofCylindrospermopsisanditstoxins.

Keywords:Cylindrospermopsisraciborskii;morphologicalcharacteristics;cylindrospermopsin;Cyr;cyanobacterial
bloom;LakeXianghu
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ThebiologicalfunctionandclinicalapplicationofmiRNAderivedfromextracellularvesicles

YuGuoying,HanZongyuan,WangQiwen

(StateKeyLaboratoryCellDifferentiationandRegulation;HenanInternationalJointLaboratoryofPulmonaryFibrosis;Instituteof

BiomedicalScience;HenanCenterforOutstandingOverseasScientistsofPulmonaryFibrosis;CollegeofLifeSciences;Overseas

ExpertiseIntroductionCenterforDisciplineInnovationofPulmonaryFibrosis,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

  Abstract:Recently,accumulativeattentionhasbeenpaidtoextracellularvesicles(EVs),membrane-enclosedparticles,
whichcanbedividedintothreecategories:exosomes,microvesiclesandapoptoticbodies.Functionally,EVscanconveynucleic
acids(DNA,mRNAandnoncodingRNAs),proteinsandetc.betweencellsandtissues.microRNAs(miRNAs),ascritically
andpost-transcriptionallyregulatinggeneexpression,havealsobeenfoundinEVs.RecentevidencehasindicatedthatEVs-de-
rivedmiRNAs(EVsmiRNAs)arecriticallyinvolvedinmaintainingnormalhomeostasis.Herein,wereviewthephysiological
functionsofEVsmiRNAs,anddiscusstheirpossibleapplicationinthediagnosisandtreatmentofdiversediseases.

Keywords:extracellularvesicles;miRNAs;biologicalfunction;diagnosis;therapy

[责任编校 刘洋 杨浦]

311第4期    晁爱敏,等:杭州湘湖拉氏拟柱孢藻(Cylindrospermopsisraciborskii)藻株的分离及其特征研究


