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福建九龙江口红树植物分子分类的研究

周涵韬 林 鹏 孙 晟

厦门大学生命科学学院

提要 运用 °⁄技术对福建九龙江口龙海红树林自然保护区浮宫种苗园内白骨壤

Αϖιχεννια µαρινα !桐花树 Αεγιχερασχορνιχυλατυµ !无瓣海桑 Σοννερατια απεταλα !秋茄 Κανδελια

χανδελ !木榄 Βρυγυιερα γψµνορρηιζα !海莲 Β . σεξανγυλα !尖瓣海莲 Β . σεξανγυλα √ ρηψν2

χηοπεταλα 等 种红树植物进行了遗传多样性分析 ∀从 个 2 随机引物中筛选出 个有

效引物 利用这 个有效引物共扩增出 条 ⁄ 带 其中多态性条带 条 占总扩增条带

的 ∀利用 指数法得出 种红树植物间的遗传一致度和遗传距离 并运用 ° 统

计分析法对红树植物的 个种间的亲缘关系进行聚类分析 ∀ 个种分为 ! 两个大组 ∀白骨

壤 !桐花树 !无瓣海桑同属于 组 ∀秋茄 !木榄 !海莲 !尖瓣海莲分子聚类在 组 ∀分子聚类结果

和传统的分类学相吻合 由此表明这 个有效引物的 °⁄分子标记技术能较为客观地反应

出红树植物种间的遗传亲缘关系 并为从分子水平研究红树植物遗传多样性 !保护 !开发和利

用红树林资源提供科学依据 ∀

关键词 红树植物 °⁄ 分子分类

国家教育部高等学校博士点基金资助项目

号 ∀

收稿日期 2 2 修回日期 2 2

目前国内外对红树植物开展了大量的研究工作

成果多集中在生态学 !生理学 !生物化学等领域 ≈ 而

分子生物学的研究工作正处于起步阶段 ∀对红树植物的

分类主要通过形态比较 细胞学观察等进行研究 ≈

目前红树植物某些种的分类关系仍不确定 ∀自

年 • 和 • 建立随机扩增多态性 ⁄

°⁄ 技术以来 该技术已广泛用于种质资源分析

品种鉴定 遗传连锁图谱构建 基因定位等领域 ∀本文

通过对福建九龙江口 种红树植物的 °⁄研究 在

⁄ 分子水平上探讨红树植物不同种属之间的遗传关

系∀从而为进一步开发利用我国红树林资源打下基础∀

材料和方法

材料

红树植物样品

实验用 种红树植物嫩叶样品为白骨壤

Αϖιχεννια µαρινα !桐花树 Αεγιχερασχορνιχυλατυµ !无

瓣海桑 Σοννερατια απεταλα !秋茄 Κανδελια χανδελ !木

榄 Βρυγυιερα γψµνορρηιζα !海莲 Β . σεξανγυλα !尖瓣

海莲 Β . σεξανγυλα √ ρηψνχηοπεταλα 均采自福建省

九龙江口浮宫红树林自然保护区内 采集时间为

年 月 日 ∀

试剂

× ⁄ 聚合酶 !单核苷酸 ×° !分子 2

!≤× 等均为 ° 公司产品 所用引物 表 为

公司及上海 ≥ 公司产品 其他试剂均为国

产分析纯试剂 ∀

仪器

°≤ 仪 °∞公司 型 紫外分光光度计

型 电泳仪 2 ⁄公司 ° 型 ∀凝胶成像系

统 ∂°公司 ⁄≥ ∀

方法

红树植物 ⁄ 的提取及检测

采用 ≤× 法 ∀

数据的统计与分析

按琼脂糖凝胶同一位置上 ⁄ 带的有无进行统

计 有带的记为− . 包括弱带 无带的记为− . ∀利用

° ∏ √ 统计软件对所得

数据进行统计分析 ∀

结果与分析

红树植物 ⁄ 提取结果



≥ ∂

表 1  实验中所用随机引物及其序列

Ταβ .1  Σεθυενχε οφ αρβιτραρψ πριµερσ υσεδ ιν τηε πρεσεντ

στυδψ

引物号 序列 引物号 序列

° ≤ × ≤ ≥ × × ≤≤ ≤≤

° × ≤ ≤ × ≤≤ ≤ ≥ ≤ ≤ ≤

° ≤ × ≤ × ≤ ≥ × ≤≤ ×

° ≤ × ≤ × × ≥ × × ×

° × ≤ ≥ × ≤ ≤ × ≤≤ ≤

° ≤ × ≤≤ ≤ ≥ ≤ × ≤ × ×

° ≤ × × ≤≤ ≤ × ≥ ≤ ≤ ≤≤ ≤

° ≤ × ≤≤ ≤≤ ≥ × ≤ ≤≤

° × ≤ ≤ ≤ × ≥ × × ≤

° × ≤ × ≥ × × ≤≤ ≤ × ×

° ≤ ≤ × ≤ ≥ × ≤ ≤ ≤ ≤ ×

≥ × ≤≤ ≤ ≤ ≥ × × × ≤≤ ≤ ×

≥ ≤≤ ≤ ≤ × ≥ × ≤ ≤≤ ≤≤ ×

≥ × ≤ × ≥ × × ≤ ×

≥ × ≤ ≤ × ≥ ≤ × ≤ ≤ ×

表 2  7 种红树植物 ⁄ 提取结果

Ταβ .2  Ρεσυλτσ οφ τηε ∆ΝΑ εξτραχτιον οφ 7 µανγροϖεσ

种名 得率 Λ ƒ

白骨壤

桐花树

无瓣海桑

秋茄

木榄

海莲

尖瓣海莲

种红树植物 ⁄ 提取溶液的紫外吸收测定值

和 见表 琼脂糖凝胶电泳检测结果见图 ∀

图 种红树植物 ⁄ 电泳检测图谱

白骨壤 桐花树 无瓣海桑 秋茄 木榄 海莲

尖瓣海莲 为 Κ⁄ 分子量标记

ƒ ⁄ ¬ √

Αϖιχεννια µαρινα Αεγιχερασχορνιχυλατυµ Σοννερατια απεταλα ,

Κανδελια χανδελ Βρυγυιερ αγψµνορρηιζα Β . σεξανγυλα Β .

σεξανγυλα √ ρηψνχηοπεταλα Κ⁄

由表 结果可见 种红树植物的 比值

在 ∗ 之间 表明 ⁄ 纯度较好 没有杂蛋白

质 !糖类 !脂类 ! 等的污染 ∀由图 可知 ⁄ 的

片段大小均一 长度为 ∀所获得的 ⁄ 可作为

°⁄反应的模板 ∀

种红树植物 °⁄扩增结果分析

从 个 核苷酸随机引物中筛选出 个有效

引物 ∀ °≤ 扩增的电泳图谱见图 ∀由图 可知各引

物在上述每种红树植物中扩增的条带数为 ∗ 条 扩增片

段的大小在 ∗ 之间 ∀ 个有效引物扩增

的条带重复性好 重复 次以上 带型清晰 便于统

计分析 ∀同时对 ⁄ 带型进行统计 结果见表 ∀

由表 可知 这 个有效引物共扩增出 条

⁄ 带 平均每个引物在这 种红树植物中扩增出

条带 ∀多态性条带 平均每个引物有 ∀多

态性条带占总扩增条带的 ∀

种红树植物遗传一致度及遗传距离
聚类分析

运用 指数法首先得到的是 种红树植物间

表 3  15 个有效引物在福建浮宫 7 种红树植物中 ΠΧΡ 扩

增情况

Ταβ .3  Αµ πλιφιχατιον οφ 15 εφφεχτιϖε πριµερσον 7 σπεχιεσοφ

µανγροϖεσιν Φυϕιαν

引物号 序列 扩增 多态性 多态性条

条带 条带 带占百分

比

° ≤ × ≤

° ≤ × ≤ × ≤

° × ≤

° ≤ × ≤≤ ≤ ≤

° × ≤≤ ≤ ×

° ≤ ≤ × ≤

≥ × ≤≤ ≤ ≤

≥ ≤ ≤ ≤

≥ × ≤≤ ×

≥ × × ×

≥ × ≤ ≤ × ≤≤ ≤

≥ × × × ≤≤ ≤ ×

≥ × ≤ ≤≤ ≤≤ ×

≥ × × ≤ ×

≥ ≤ × ≤ ≤ ×

总计

平均
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图 红树植物 ⁄ 指纹图谱

白骨壤 桐花树 无瓣海桑 秋茄 木榄 海莲 尖瓣海莲 为 Κ⁄ ∞

分子量标记

ƒ ⁄ √

Αϖιχεννια µαρινα Αεγιχερασχορνιχυλατυµ Σοννερατια απεταλα Κανδελια χανδελ Βρυγυιερα

γψµνορρηιζα Β . σεξανγυλα Β .σεξανγυλα √ ρηψνχηοπεταλα Κ⁄ ∞

的遗传距离和遗传一致度矩

阵 表 ∀遗传距离越大 遗

传一致度越小 其种间的亲

缘关系也就越远 ∀在表 的

基础上利用 ° 统计软件

对 个有效引物在 种红

树植物 ⁄ 中扩增产生的

共 条 ⁄ 带进行分析

进而作出 个种的 ⁄ 分

子分类系统图 图 ∀

从图 中可以清楚的看

到 个种被分为 ! 两个

大组 ∀ 组中包括 个种 白

骨壤 无瓣海桑 桐花树

组中包括 个种 秋茄 木

榄 海莲 尖瓣海莲 ∀由表

可知 白骨壤与桐花树的遗

传距离为 而与无瓣海

桑的遗传距离为 无瓣海

桑与桐花树的遗传距离达

∀可见这 种红树植物

虽然在同一组 但由于彼此

之间的遗传距离较远 平均

因此符合传统

形态分类属于不同科 而同

属红树科的秋茄 ! 木榄 ! 海

莲 ! 尖瓣海莲一起出现在

组 它们的平均遗传距离为

属于科内属 ! 种间关

系 ∀相对于秋茄而言 木榄 !

海莲和尖瓣海莲这三者的亲

缘关系更近 出现在同一亚

表 4  浮宫 7 种红树植物的遗传距离(下三角)及遗传一致度(上三角)

Ταβ .4  Σιµιλαριτψ µατριτ ανδ γενετιχ διστανχε οφ 7 σπεχιεσ οφ µανγροϖεσιν Φυγονγ βασεδ ον Νειχσεστιµατε οφ σιµιλαριτψ ανδ γε2

νετιχ διστανχε

种名 白骨壤 桐花树 无瓣海桑 秋茄 木榄 海莲 尖瓣海莲

Αϖιχεννια Αεγιχερασ Σοννερατια Κανδελια Βρυγυιερα Β . Β . σεξανγυλα √

µ αρινα χορνιχυλατυ µ απεταλα χονδελ γψµ νορρηιζα σεξανγυλα ρηψνχηοπεταλα

白骨壤

桐花树

无瓣海桑

秋茄

木榄

海莲

尖瓣海莲
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图 红树植物遗传距离划分关系

ƒ ⁄ √

遗传变异是进化的动力 而进化过程必然伴随着

或大或小的遗传变异 这是物种形成的第一步 ∀一般

的规律是 随着分类或进化水平的提高 分类群间遗

传一致度下降 遗传距离加大 ∀ 对 种植物

的亲缘关系用等位酶进行了研究 发现种内种群间遗

传距离较低 平均值 ∀种间遗传距离明显升高

平均值在 ∗ 之间 图 ∀在本研究中 作者选

取 种红树植物 它们中有属内种间关系 科内属间

关系 并且分类关系较为明确可作为标准 ∀通过前面

的分析 得出如下结论 运用 °⁄分子标记技

术 对不同种属的红树植物进行遗传分类 其结果与

传统宏观分类结果相一致 因而准确可信 获得红

树植物不同科 !属 !种间的遗传距离划分关系 ∀结果见

图 图 ∀由图 可知 当红树植物种间遗传距离在

∗ 之间时 表明它们很可能是同一个种的不同

种群的关系 遗传距离在 ∗ 之间时 表明它们

很可能是同一个属的不同种的关系 遗传距离在

∗ 之间时 表明它们很可能是同一个科的不同

属的关系 遗传距离在 时 表明它们很可能是

不同科之间的关系 当然 这一分析结果并不是绝对

的 也可能有些例外情况存在 还需在今后的研究中

进一步加以验证 ∀但在我们所研究的这些红树植物的

遗传分类关系上 基本满足以上规律 ∀

主要参考文献

林 鹏 ∀中国红树林生态系 ∀北京 科学出版社 ∀ ∗

林 鹏 ∀红树林 ∀北京 海洋出版社 ∀ ∗

朱玉贤 ∀现代分子生物学 ∀北京 高等教育出版社

∀ ∗

组 平均遗传距离为 属于属内种间关系 ∀这和

传统的分类学相吻合 ∀

图 种红树植物的分子分类系统

ƒ ⁄ ∏ √

讨论

本研究运用 °⁄技术对不同种属的红树植物

进行遗传亲缘关系研究时 引物的筛选有一定的原

则 ∀以宏观分类上非常明确的 种红树植物 分属不

同的科 !属 为标准 用 种 核苷酸随机引物逐一

筛选逐一统计 并用 ° 法逐一分析 凡是能和宏

观分类相统一的引物 即为适合于红树植物分子分

类的引物 最后获得 种有效引物 ∀这也说明这

个有效引物所扩增的红树植物 ⁄ 区域其变化随植

物的遗传进化 而有一定的变化规律 能反应植物种

间的遗传关系 ≈ ∀
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ΜΟΛΕΧΥΛΑΡ ΠΗΨΛΟΓΕΝΨ ΟΦ ΣΕς ΕΝ ΣΠΕΧΙΕΣ ΟΦ

ΜΑΝΓ Ρ Ος ΕΣ ΙΝ ϑΙΥΛΟΝΓ ΡΙς ΕΡ ΙΝ ΦΥϑΙΑΝ

2 ° ≥ ≥

Σχηοολοφ Λιφε Σχιενχεσ, Ξιαµεν Υνιϖερσιτψ

Ρεχειϖεδ : ≥

Κεψ Ωορδσ: √ °⁄ ∏

Αβστραχτ

⁄ √ ¬ ≤× √ ∏ ⁄ ∏

⁄ ∏ °⁄ √ √

∏ √ 2 ∏ ⁄

° ∏ ⁄

⁄ ∏ √

√ ∏ √ ∏

∏ ∏ ∏ √ ∏ ∏

√ √ 本文编辑 张培新

金藻中 ΕΠΑ的分离与分析

李 润 张秀荣 张万宽 许振国

清华大学化学系 北京

山东荣成鸿洋神集团 威海

提要 为建立金藻 Ισοχρψσισ γαλβανα中 ∞° 的分离与分析方法 对金藻中的脂肪酸进行萃取

分离和乙酯化 硅胶薄板检验乙酯化程度 利用气相色谱 ≤ 进行定性分析 用内标法对 ∞°

进行定量分析 ∀测得藻粉中 ∞° 含量为 ∀

关键词 金藻 ∞° 分离 气相色谱

收稿日期 2 2 修回日期 2 2

∞° 的传统来源是鱼油 但鱼油数量有限 从鱼

油中纯化 ∞° 有一定难度 且具有难以去除的鱼腥

味 ∀因此 寻找 ∞° 的新来源受到关注 ≈ ∗ ∀近年来

人们发现某些海洋微藻中含有较多 ∞° 作者用气相

色谱仪 ≤ 对金藻 Ισοχηρψσισ γαλβανα中脂肪酸进行分

析 并对 ∞° 的含量进行了测定 ∀

实验部分

试剂与仪器

金藻由清华大学生物系培养 ∀

氯仿 !甲醇 !无水乙醇 !正庚烷 !氢氧化钠 !乙酸乙

酯均为分析纯 北京化工厂出品 ∀

石油醚 ∗ ε 分析纯 中国人民解放军第

九零六六工厂 ∀

ƒ 乙醚溶液 分析纯 北京八零九厂 ∀

∞° 乙酯 中国药品生物制品检定所 ∀

≤ 脂肪酸乙酯 ≥ 公司 ∀

° 气相色谱仪 ∀
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