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2 株节旋藻的分类鉴定和磷脂脂肪酸特征分析

杜改利　汪方奎　胡　甜　王　莉　陈雯莉

华中农业大学农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０

摘要　利用荧光显微镜观察节旋藻CB００１和 CB００２的菌丝形态,同时对其１６SrDNA 序列以及在液体和

固体培养条件下的磷脂脂肪酸特征进行系统分析.显微成像观察表明,CB００１和 CB００２均属于钝顶节旋藻

(Arthrospiraplatensis),具有运动能力;磷脂脂肪酸特征分析结果显示,磷脂脂肪酸１６∶０、１６∶１w７c、１８∶１
w９c、１８∶２w６c、１４∶０anteiso和１６∶１w７calcohol可能是节旋藻的代表性脂肪酸;１８∶１w５c和１６∶３w６c分

别为CB００１和CB００２的特有磷脂脂肪酸组分;同时,不同培养方式对 CB００１和 CB００２磷脂脂肪酸组成模式具

有极其显著的影响.
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　　节旋藻(Arthrospira)和螺旋藻(Spirulina)都
属于蓝藻门(Cyanophyta)、蓝藻纲(CyanophyceＧ
ae)、颤藻目(Oscillatoriales)、颤藻科(OscillatoriＧ
aceae)中不分化形成异形胞或者厚垣孢子的非固氮

蓝细菌.作为重要的经济藻类,长期以来节旋藻和

螺旋藻在属的划分和归类上存在分歧.直到近年

来,藻类学家综合应用形态学、生理生化特征和分子

生物学方法,在节旋藻和螺旋藻的分类地位上才达

成共识,即节旋藻和螺旋藻为颤藻科２个独立的属.
目前市场上通常所称的“螺旋藻”几乎都为节旋藻.
国内外总计报道了３８个节旋藻种,如钝顶节旋藻

(Arthrospiraplatensis)、极大节旋藻 (Arthrospira
maxtma)、盐泽节旋藻(Arthrospirasubsalsa)等.
节旋藻富含蛋白质(５０％~７０％细胞干质量),具有

丰富的营养成分和生物活性物质如β胡萝卜素、不
饱和脂肪酸(γＧ亚麻酸)、藻蓝素、活性肽等,对肿瘤、
肝炎、艾滋病、糖尿病和高血脂等多种疾患具有显著

的预防和辅助疗效[１Ｇ２].联合国粮农组织和世界卫

生组织分别将节旋藻称为“２１世纪最理想的食品”
和“人类２１世纪最佳保健品”[３].

磷脂脂肪酸(phospholipidfattyacids,PLFAs)
是活体微生物细胞膜的主要组分,不同的微生物可

以通过不同的生化途径得到不同的PLFAs,具有结

构多样性和生物特异性的特点[４].磷脂脂肪酸作为

细菌特异性的化学生物标记物,是细菌鉴定和分类

研究中的重要工具,并且已经成为大多数细菌鉴定

标准方法之一.除了进行纯培养细菌的鉴定,PLＧ
FA技术还被广泛运用于表征微生物群落生物量,
揭示群落结构多样性和功能及其变化、指示特定类

群微生物丰度变化等[５].与传统基于培养基的微生

物分离技术、生理学及分子生物学方法相比,PLFA
技术灵敏度高,实验条件要求相对较低,能够快速有

效地获得细菌的分类学特征[６].
已经有不少学者开始采用脂肪酸特征对蓝细菌

进行鉴定、分类和系统发育研究.如 Kenyon[７]早期

发现和鉴定了４种存在于蓝细菌的脂肪酸组成类

型;Murata等[８]证明有部分蓝细菌脂肪酸组成类型

与其形态特征有关;Gugger等[９]对２２株来自不同

属的蓝细菌脂肪酸组成和含量进行了分析;Li[１０]利

用PLFA技术对１６株念珠藻属蓝细菌进行了种属

分类研究,认为PLFA 有助于蓝细菌在属、亚属,甚
至在种水平上的分类鉴定;同时,Li等[１１Ｇ１２]对２４株

直毛状浮游鱼腥藻和２６株卷毛状浮游鱼腥藻开展

PLFA 分析,结合菌株的形态特征进行分类鉴定;

Shukla等[１３]利用PLFA对１２株产异形胞蓝细菌进

行分类学研究,进一步确立了PLFA 在蓝细菌分类
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学上重要的应用价值.但是在节旋藻的分类鉴定和

品质控制方面,PLFA 技术几乎未见报道.作为细

菌磷脂脂肪酸鉴定标准平台的 MIDIsherlock微生

物鉴定系统的数据库中也未收录任何螺旋藻的信

息.本研究系统分析笔者所在实验室前期保存的２
株节旋藻CB００１和CB００２的磷脂脂肪酸特征,探讨

不同培养方式对其磷脂脂肪酸谱的影响,旨在为

PLFA技术在螺旋藻分类鉴定和品质控制方面的运

用奠定基础.

1　材料与方法

1.1　菌株与培养条件

CB００１和CB００２来自华中农业大学农业微生

物学国家重点实验室分离保存的淡水生节旋藻,采
用 AM 培养基培养[１４].菌株接种于 AM 液体培养

基中,在１５０r/min、７５~１００μmol/(m２s)光强、

３０℃持续光照培养至对数生长后期,４０００r/min
离心收集菌体.固体培养条件下,首先将液体 AM
培养基中加入１．５％琼脂,制备固体平板;然后取对

数期的蓝细菌菌株在平板上划线,静置于３０℃恒温

光照培养箱(７５~１００μmol/(m２s)光强)中,培
养至平板上单菌落清晰可见即用无菌接种环挑取数

个单菌落.
1.2　主要试剂和设备

正己烷、甲醇、甲基叔丁基醚和氯仿为色谱纯,
购自美国Sigma公司;６mol/L盐酸、氢氧化钠和氯

化钠购 自 国 药 集 团;有 机 试 剂 均 为 色 谱 纯;Taq
DNA聚合酶购自南京诺唯赞生物技术有限公司.
主要设备包括:NikonEclipse８０i荧光显微镜、MIＧ
DISherlock微生物鉴定系统等.
1.3　蓝细菌磷脂脂肪酸提取与分析

用无菌接种环粘取固体琼脂平板上的蓝细菌单

菌落,收集约４０mg湿菌到８mL螺口试管中.液

体培养条件下的蓝细菌于８０００r/min离心６min
收集菌体,取约４０mg湿菌到８mL螺口试管中.

４０mg蓝细菌菌体的磷脂脂肪酸提取及其甲基

化采用美国冷泉港公司的 MIDISherlock微生物自

动鉴定系统推荐的方法.首先向含有蓝细菌的试管

中加入１mL皂化试剂(４５g氢氧化钠,１５０mL甲

醇和１５０mL去离子水),沸水浴３０min;待冷却后

再加入２mL甲基化试剂(３２５mL６mol/L 盐酸,

２７５mL甲醇),８０℃水浴１０min获得脂肪酸甲脂;
冷却后加入１．２５mL 萃取试剂(２００mL 正己烷,

２００mL甲基叔丁基醚),均匀混合１０min,静置片

刻后小心用洁净的吸管取出下层水相;接着加入３
mL稀碱溶液(１０．８g氢氧化钠溶于９００mL蒸馏水

中)和几滴饱和氯化钠溶液,快速震荡５min,然后

迅速移取有机相到进样瓶中,密封存于－２０℃中.
利用 MIDISherlock微生物自动鉴定系统对脂

肪酸甲脂进行分析.采用安捷伦６８５０N 气相色谱

仪 为 色 谱 平 台,色 谱 条 件 如 下:１７０ ℃ 起 始,

５℃/min升温至２６０℃,然后以４０℃/min升温至

３１０℃,维持９０s;气化室温度为２５０℃,检测器温度

为３００℃;载气为氢气(２mL/min),尾吹气为氮气

(３０mL/min);进样体积为１μL,分流比为１００∶１.
1.4　蓝细菌基因组 DNA 提取与 16S rDNA 扩增

螺旋藻基因组DNA的提取采用基因组小提试

剂盒(SK８２２９)(购于上海生工生物工程有限公司),
具体过程按照试剂盒中的说明书进行.以基因组

DNA 为 模 板,通 用 引 物 ２７F/１４９２R (２７F:

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG;１４９２R:TACGＧ
GCTACCTTACGACTT)扩增各个菌株的１６SrDＧ
NA序列,扩增条件为:９５ ℃ ５ min;９４ ℃ ３０s;

５６℃３０s;７２℃２min;７２℃４min;２５℃１min.
经PCR产物纯化试剂盒(购于上海生工生物工程有

限公司)回收后,连接pMD１８ＧT载体(购于 TaKaRa
公司),然后送武汉擎科生物技术有限公司进行

DNA测序.
1.5　显微镜观察

取对数生长中期的螺旋藻,利用 NikonEclipse
８０i荧光显微镜,在１００×油镜下分别对蓝细菌的形

态特征进行观察.
1.6　数据分析和系统进化树的构建

获得节旋藻１６SrDNA 序列后,选取 NCBI核

酸数据库中的节旋藻分离株的１６SrDNA 序列,利
用 MEGA６．０５软件中的 Kimura２Ｇparameter模型

构建neighborＧjoiningmethod(NJ)系统进化树,用
自展检验(BootＧstrap)估计系统进化树分支节点的

置信度,自展数据集为１０００.磷脂脂肪酸数据基于

MIDISherlock微生物自动鉴定系统的数据分析模

块进行分析.

2　结果与分析

2.1　CB001 和 CB002 的形态特征和分子鉴定

笔者所在课题组前期从淡水湖泊中分离获得

２株蓝细菌CB００１和 CB００２.通过显微成像观察,

２１
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这２株蓝细菌呈丝状螺旋形、蓝绿色、细胞壁均匀透

明(图１).同时,在固体培养基中培养时,CB００１和

CB００２具有明显的向四周扩增的运动特征.
对CB００１和 CB００２的１６SrDNA 序列进行测

序分析,将序列在EzBioCloud(http://www．ezbioＧ
cloud．net/eztaxon)中 进 行 分 析,表 明 CB００１ 和

CB００２属于极大节旋藻 (Arthrospiramaxtma),

相似度为１００％.但是,将 CB００１和 CB００２的序列

提交到 NCBI(http://www．ncbi．nlm．nih．gov/)的
核酸数据库中进行分析,最相似的菌株均为钝顶节

旋藻 PCC７３４５(ArthrospiraplatensisstrainPCC
７３４５,９９％).选取 １６ 株代表性的节旋藻菌株的

１６SrDNA与CB００１和 CB００２构建分子系统进化

树.如图２所示,CB００１和CB００２主要与钝顶节旋

图１　CB００１和CB００２的菌丝形态

Fig．１　MycelialmorphologyofstrainCB００１andCB００２

图２　CB００１和CB００２与１６株节旋藻的１６SrDNA的系统发育树

Fig．２　NeighbourＧjoiningphylogenetictreebasedon１６SrDNAgenesequencesshowingtherelationship
ofstrainCB００１andCB００２with１６Arthrospirastrains

３１
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藻聚类在一起,而与极大节旋藻处于不同的分支.
据此,初步判断这２株蓝细菌属于节旋藻属钝顶节

旋藻种,并将其分别命名为Arthrospirasp．CB００１
和 Arthrospirasp．CB００２.
2.2　磷脂脂肪酸特征分析

采用 MIDIsherlock微生物鉴定系统分别对液

体和固体培养条件下培养的 CB００１和 CB００２进行

磷脂脂肪酸组成分析,有２２种磷脂脂肪酸的丰度超

过１％(表１).

CB００１和CB００２的磷脂脂肪酸的组成和含量

存在显著差异(表１).无论是液体条件还是固体条

件下,CB００１的主要磷脂脂肪酸组分包括:１６∶００
(３８．９９％~１５．９９％)、１６∶１w７c(３．９３％~１．５６％)、

１８∶１w９c(６．７５％~３．３５％)、１８∶２w６c(１２．１１％~
３．８７％)、１８∶３w６c(２５．３４％~７．６８％)、１４∶０anＧ
teiso (６．３１％ ~３４．２９％)和 １６∶１ w７calcohol
(１．１１％~２．３３％).而CB００２的磷脂组分则主要包

括 １６∶００ (１６．２１％ ~２５．７２％)、１６∶１ w７c
(１．６３％~２．４４％)、１６∶３w６c(４．９９％~２．７２％)、

１８∶１w９c(４．５１％~６．０８％)、１８∶２w６c(３．９３％~
表１　CB００１和CB００２的磷脂脂肪酸组成特征

Table１　CharacteristicsofphospholipidfattyacidscompositionofstrainCB００１andCB００２ ％

磷脂脂肪酸

PLFA

脂肪酸相对含量 Relativecontentoffattyacids
CB００１

液体 Liquid 固体 Solid
CB００２

液体 Liquid 固体 Solid
饱和脂肪酸 Saturated
１０∶００ ０．００ １．８４ ０．００ tr
１６∶００ ３８．９９ １５．９９ １６．２１ ２５．７２
１８∶００ １．５３ ０．００ ０．００ １．４９
小计 Subtotal ４０．６３ １８．９ １６．２１ ２８．７

不饱和脂肪酸 Unsaturated
１６∶１w６c ０．００ ０．００ ０．００ ２．３１
１６∶１w７c ３．９３ １．５６ １．６３ ２．４４
１６∶３w６c ０．００ ０．００ ４．９９ ２．７２
１７∶１w６c ０．００ ０．００ ０．００ １．０１
１８∶１w３c ０．００ １０．１６ ０．００ ４．４８
１８∶１w５c tr ７．４４ ０．００ ０．００
１８∶１w７c tr １．７５ tr ２．９４
１８∶１w９c ６．７５ ３．３５ ４．５１ ６．０８
１８∶２w６c １２．１１ ３．８７ ３．９３ ６．７９
１８∶３w６c ２５．３４ ７．６８ １０．０５ １０．８
小计 Subtotal ４９．２８ ３６．７８ ２５．６２ ４０．６

支链脂肪酸

BranchedandhydroxyＧsubstituted
１２∶０anteiso tr １．４３ １．５８ tr
１３∶０anteiso tr tr １．１９ tr
１３∶０DMA ０．００ １．２ ０．００ tr
１４∶０anteiso ６．３１ ３４．２９ ４７．６９ １８．５
１６∶１w７calcohol １．１１ ２．３３ ３．２７ １．７５
１７∶０１０Ｇmethyl ０．００ ０．００ ２．０５ ０．００
１７∶０anteiso ０．００ １．６６ ２．０９ tr
１８∶１w７c１０Ｇmethyl １．４４ tr ０．００ １．１３
１９∶０cyclow７c ０．００ １．１４ tr １．６１
小计 Subtotal １０．５７ ４４．３７ ５８．３７ ２７．６４
　注:“tr”表示相对丰度＜１％.Note:“tr”forrelativeabundance＜１％．

６．７９％)、１８∶３w６c(１０．０５％~１０．８％)、１４∶０anＧ
teiso (４７．６９％~ １８．５％)、１６ ∶ １ w７c alcohol
(３．２７％~１．７５％).

其中,１６∶００、１６∶１w７c、１８∶１w９c、１８∶２
w６c、１８∶３w６c、１４∶０anteiso和１６∶１w７calcoＧ

hol是 CB００１和 CB００２共有的高丰度磷脂脂肪酸

类型,无论在液体培养条件下还是固体培养条件下

均能够有效检出.１８∶１w５c为CB００１特有的磷脂

组分,但该组分的含量受培养条件的影响较大:在液

体条件下只能痕量检出而在固体条件下培养时含量
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却占７．４４％.对于 CB００２而言,１６∶３w６c则为其

特有的磷脂组分,含量为２．７２％~４．９９％.
2.3　培养条件对 CB001 和 CB002 磷脂脂肪酸组成

的影响

　　不同的培养条件和细胞状态将显著影响磷脂脂

肪酸的组成模式.CB００１和 CB００２菌株在液体和

固体平板(固体)培养过程中,其磷脂脂肪酸的组成

和丰 度 同 样 发 生 显 著 性 的 变 化.在 CB００１ 中,

１４∶０anteiso组分从６．３１％(液体)增加到３４．２９％
(固体),１６∶００ 组 分 从 ３８．９９％ (液 体)减 少 到

１５．９９％(固体);而１８∶１w３c组分则从未能检出

(液体)到固体培养条件下的高丰度检出(１０．１６％).
此外,１８∶２w６c和１８∶３w６c分别从液体培养状

态的１２．１１％和２５．３４％下降到固体培养条件下的

３．８７％和７．６８％.这表明,上述磷脂脂肪酸组分的

丰度受到培养条件的显著影响.同样,在CB００２菌

株的不同培养模式中,１８∶００、１６∶１w６c、１７∶１
w６c、１８∶１w３c、１８∶１w７c１０Ｇmethyl在液体培养

条件(液体)下均未检测到,而在固体培养条件(S)
下均可高丰度检出(１．４９％、２．３１％、１．０１％、４．４８％、

１．１３％);而１７∶０１０Ｇmethyl组分则只在液体培养

条件下检出(２．０５％).在 CB００２中,１４∶０anteiso
的含量受培养方式的影响最为显著,即在液体培养

条件下含量为４７．６９％,而在固体条件下含量降低至

１８．５％.这与CB００１一致,表明细胞内该磷脂脂肪

酸组分的合成和代谢显著受到培养条件的影响.
从磷脂脂肪酸类型上来看,CB００１饱和脂肪酸

含量由４０．６３％(液体)降至１８．９％(固体),而支链及

羟基化 脂 肪 酸 的 含 量 则 由 １０．５７％ (液 体)增 至

４４．３７％(固体);不饱和脂肪酸的含量受培养方式的

影响较小.CB００２菌株中,饱和脂肪酸从１６．２１％
(液体)增 加 到 ２８．７％ (固 体),不 饱 和 脂 肪 酸 从

２５．６２％(液体)增加到４０．６％(固体),而支链及羟基

化脂肪酸由５８．３７％(液体)下降到２７．６４％(固体).
这表明,这２株节旋藻的细胞磷脂脂肪酸的组成和

响应环境的方式完全不同.这些特征性的脂肪酸及

其变化规律将有可能作为２株节旋藻在生产和品质

控制中的特异性生物标记物.

3　讨　论

近年来,蓝细菌的系统分类学方法得到研究者

们的广泛关注,不少学者根据脂肪酸组成及含量的

特征对蓝细菌在属、亚属和种水平上进行鉴定,并提

出脂肪酸可作为化学生物标记物用于蓝细菌的多相

分类鉴定方法中.PLFA作为细菌分类学研究中菌

种鉴定的常用方法之一,具有快速、灵敏和设备要求

相对简单的特点,但是它在蓝细菌的分类鉴定中很

少被提及.
本研究对前期分离获得的２株节旋藻蓝细菌进

行了形态学观察、１６SrDNA分析和分子鉴定,并对

其在液体和固体培养条件下的磷脂脂肪酸的组成特

征和变化情况进行了分析.对于 CB００１和 CB００２
而言,１６∶００、１６∶１w７c、１８∶１w９c、１８∶２w６c、

１８∶３w６c、１４∶０anteiso和１６∶１w７calcohol是

该类细菌的典型的高丰度磷脂脂肪酸类型,约占脂

肪酸含量的７０％~９０％.其中,１８∶３w６c是蓝细

菌门的特征性脂肪酸[１５Ｇ１６].这些脂肪酸组分可能是

节旋藻的代表性脂肪酸.另一方面,１８∶１w５c只

在固体培养的 CB００１细胞中高丰度地存在,而在

CB００２中未能检出;１６∶３w６c组分没有在 CB００１
中 出 现,有 可 能 属 于 CB００２ 菌 株 特 异 性 磷 脂

(２．７２％~４．９９％).
同时,作为细胞代谢的中间产物,细胞的磷脂脂

肪酸组成和丰度显著受到培养条件和细胞状态的影

响.在本研究中,CB００１和CB００２的不同脂肪酸指

标对不同培养方式的响应并不一致,如 CB００１中

１４∶０anteiso在固体培养条件下的含量显著高于

液体培养时的含量,由３４．２９％降至６．３１％;而该组

分在CB００２中却由固体状态下的１８．９％增至液体

培养中的４７．６９％,这表明,不同菌株中的脂肪酸代

谢响应规律具有菌株特异性.这种响应差异反映了

菌株的代谢调控方式,可能也能反过来表征菌株的

特异性,比如CB００１的特征磷脂组分１８∶１w５c在

液体培养状态下痕量检出,在固体培养状态下却可

有效检出(７．４４％).因此,细菌磷脂脂肪酸鉴定除

了根据稳定的磷脂脂肪酸谱进行菌株分类以外,对
于PLFA差异不显著的菌株,可能也可以通过分析

其PLFA的动态变化来进行区分.
不过,对光合自养生物的磷脂脂肪酸特征及

其代谢规律的研究相对较少.稳定的脂肪酸图谱

或变化规律的捕获依赖于光合自养生物细胞磷脂

脂肪酸的获取方式、提取技术的完善.由于 MIDI
sherlock微生物鉴定系统中并没有蓝细菌磷脂脂

肪酸的记录,其推荐方法所涵盖的脂肪酸指标是

否能够完整覆盖蓝细菌的磷脂脂肪酸还有待进一

步的分析,其色谱峰也需要进一步采用 GCＧMS进
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行确证.
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CharacterizationofphospholipidfattyacidoftwoArthrospirastrains

DUGaili　WANGFangkui　HUTian　WANGLi　CHEN Wenli

StateKeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　Themorphology,１６SrDNAandphospholipidfattyacidcompositionoftwoisolatesincluＧ
dingCB００１andCB００２culturedinliquidmediumandonthesolidplatewasstudied．TheresultofmorＧ
phologyandphylogenyanalysisconfirmedthatbothCB００１andCB００２werebelongedtoArthrospira
platensis．Theresultoffattyacidcompositionanalysisshowedthat１６∶００,１６∶１w７c,１８∶１w９c,１８∶２
w６c,１４∶０anteisoand１６∶１w７calcoholwerethemainPLFAsinthegenusArthrospira．１８∶１w５cand
１６∶３w６cwerethecharacteristicPLFAofstrainCB００１andCB００２,respectively．ThePLFApatternsof
bothCB００１andCB００２wereaffectedsignificantlybycultureconditions．FurtherapplicationofPLFA
techniquecouldbeusedtoidentifyandclassifyArthrospira,orestimatebiomassorpurityinlargeＧscale
bacterialproliferation．

Keywords　cyanobacteria;phylogeny;phospholipidfattyacid;Arthrospira
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