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摘要: 在山东青岛、威海和烟台近海海域的潮间带进行采样调查, 共采取 36 株红藻样本, 对其形态学

特征进行了详细的观察。结果显示, 所采集的样本在色泽、大小、形态、叶状体形状等外观上均有一

定差异, 但部分样本间差别并不明显。同时作者采用分子系统学的方法, 从藻类样本中分离了 rbcL 基

因片段, 并进行了序列分析, 利用 rbcL 基因建立了分子系统进化树, 对样品间的亲缘关系及多样性进

行了系统分析。结果表明, 本研究采得的红藻样本有很好的多样性, 分别与 GenBank 中已报道的红藻

门中的 16 个属亲缘关系较近。在青岛、烟台和威海 3 个海域的红藻样本呈现不同的多样性, 并且同一

属的样品表现出很好的属内种间多样性。 
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红藻属于红藻门植物, 约有 760 多个属、4400

多个种, 绝大多数属于海洋藻类。红藻是海洋经济藻, 

许多品种在食品、工业、医药领域具有较大的开发

价值。紫菜、麒麟菜、石花菜等营养丰富、味道鲜

美是常见的食用种类[1-3]; 石花菜、江蓠、麒麟菜等

是琼胶和卡拉胶工业提取的原材料; 红藻中的藻红

蛋白(Phycoerythrin, PE)在医药、食品和化工产品等

方面具有巨大的潜在价值[4-6]。 

红藻种质资源的调查与鉴定可以为红藻的开发

利用提供信息和依据, 因此红藻的分类鉴定一直是

藻类学家研究的重要课题。传统的藻类分类学基于

外部形态、内部构造和生理特征, 尤其是生殖器官的

差异等形态特征的相似程度(即 “物以类聚”)来进行

红藻鉴定。由于亲缘关系相近的藻类在藻体形态、

生理特征等指标上表现的差异很小, 很难清晰有效

地根据形态特征区分不同物种。另外, 藻类具有简单

的形态学和解剖学特征 , 经多代遗传后 , 表型的变

异可塑性与环境因子相互作用, 增大了鉴定的难度。

因此 , 随着分子生物学技术的发展 , 越来越多的海

藻分类学家开始用分子手段来解决藻类的物种归属

问题[7]。 

2003 年, “DNA 条形码之父”——Paul Hebert 提

出了 DNA条形码(DNA barcoding)的概念, 从此借助

分子生物学工具尤其是DNA条码技术越来越多地在

种类鉴定中得到应用。目前用于藻类鉴定的 DNA条

形码并不统一, 较通用的包括线粒体基因组细胞色

素 c氧化酶亚基Ⅰ(coxⅠ)基因[8]、叶绿体基因组 1,5-

二磷酸核酮糖羧化酶大亚基(rbcL)基因 [9]、核糖体

RNA编码基因(Ribosonal RNA gene, rDNA)及转录间

隔区 (Internal Transcribed Spacer, ITS)等 [10]。其中

rbcL 基因序列进化速率比较适于研究高等级分类单

元间的系统关系,因而在植物分子系统学研究中应用

较广泛[11]。近年来, rbcL在许多藻类多样性的研究利

用也取得了较好的效果。2000年, Wyman 等[12]利用

rbcL 基因的编码产物 1,5-二磷酸核酮糖羧化酶

(RubisCO)的表达程度作为浮游植物增殖的指标 ,对

赤潮的发生进行了早期预报。刘永健等[13]利用 rbcL

基因作为分子标记, 初步分析了胶州湾表层海水浮

游植物遗传多样性。2009年, 杨立恩[14]通过 rbcL基

因对产于中国的红毛菜科植物进行了系统分类学及

生物地理学研究。李强等[7]获取来自世界各大洲串珠

藻目植物 43种的 rbcL基因序列, 结合其形态和生物

地理特征, 构建了该目的系统发育关系。 

本研究在山东青岛、威海和烟台近海海域的潮

间带采集了 36 株红藻样本, 采用传统形态学和分子
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生物学技术相结合的办法对其多样性进行了分析 , 

初步揭示了调查海域的红藻资源多样性和系统发育

关系。 

1  材料和方法 

1.1  样本的采集 

2010 年 3~4 月, 在山东青岛、威海、烟台等城

市的潮间带(均属黄海)进行红藻类的采集并制作标

本。采集地点如图 1 所示。采集藻样共 36 株, 采集

地 及 编 号 如 下 : 青 岛 (QD-001~QD-017), 威 海

(WH-001~ WH-009)烟台(YT-001~YT-010)。 

 
图 1  样本采集地点 

Fig. 1  Locations of sample collection sites 
 

1.2  藻类样本基因组 DNA 的提取 

将采集的藻类用无菌水清洗 3 遍, 用吸水纸吸

干 , 在液氮冷冻条件下将样本研磨成粉末状 , 使用

天根植物全基因组提取试剂盒(DP320)提取全基因

组 DNA [15]。 

1.3  rbcL 片段的扩增 

以提取的藻类基因组DNA为模板, 用 PCR方法

扩增藻类样本中的叶绿体 rbcL基因序列。根据 rbcL

基因编码的氨基酸序列高度保守性设计扩增引物分

别为: T1(5'-GCNAAAATGGGNWAYTGGGAYGC-3')

和 T2(5'-TTAAGNTAWGAACCYTTAACTTC-3'), 由

上海博尚生物技术有限公司合成。 

反应条件为: 95℃预变性 4 min; 94℃变性 45s, 

50℃退火 45 s, 72℃延伸 2 min, 循环 4次, 95℃变性

30 s, 56℃ 退火 30 s, 70℃延伸 2 min, 循环 25次;  

72℃继续延伸 10 min; 4℃保存。PCR产物于 1.0%琼

脂糖凝胶上电泳, 将目的条带切割后回收纯化, 连接

到 pMD18-T载体上, 转化感受态 TOP10, 筛选得到阳

性克隆, 并送往上海博尚生物技术有限公司测序。 

1.4  数据分析 

将获得的 rbcL 基因序列与 NCBI (http://www. 

ncbi.nlm.nih.gov) 数据库中序列进行 BLAST 比对以

验证扩增片段的正确性。片段的多序列比对是通过

CLUSTAL X 软件[16] 采用默认设置进行的。为了更

好地分析这些藻类样本的多样性, 作者从NCBI数据

库中选取了 19条来自不同属的 rbcL基因序列, 用于

对比分析以及系统发育树的构建 , 以 Ulva califor-

nica的 rbcL基因序列作为外群。表 1中列出所选用

的序列。用 MEGA 5.0提供的邻接法(NJ)、最大简约

法(MP)及最大似然法(ML)分别构建系统发育树[17]。

系统发育树的可靠性是通过自展(bootstrap)方法重

复抽样 1000次进行的[18]。 

2  结果 

2.1  红藻样本形态分析 

本研究所采集的样本在色泽、大小、形态、叶

片形状等外观上均有一定差异, 但部分样本间差别

并不明显(图 2,图 3和图 4)。根据色泽、大小、叶片

形状等形态外观上的相似度, 将红藻样本大致分为

以下几类, 如表 2。 

2.2  rbcL 序列特征 

利用 PCR方法扩增出的 36株红藻 rbcL基因片段

长度约为 695bp, 基于测得的基因序列在 BLAST系统

数据库中下载的 20个 rbcL基因序列, 长度为 1400 bp

左右。在 Clustal X和 BioEdit软件中比对并截取所有

序列全有的最大长度进行分析。若样本间的 rbcL序列

相似度高于 97%, 则取出其一作为代表性序列, 获得

19个红藻样本的 rbcL序列对比图, 如图 5。 

采用 BioEdit 软件, 将 19 株序列差别较大的代

表性藻样进行相似度分析并作出相似度比对图(图

6)。QD-001 与 WH-003 红藻样本的 rbcL 序列均为

694bp, 其中有 647bp 为相同序列, 相似度达 93.2%, 

是 19 株代表性藻样中相似度最高的。而 YT-004 与

QD-012 的相似度最低, 只有 567bp 为相同序列, 从

rbcL 序列的相似度角度来看, 这两株红藻的亲缘关

系是比较远的。 
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表 1  选用序列的登录号及来源 
Tab.1  Accession numbers and sources of selected RbcL sequences 

序列登录号 序列来源 物种分类 

AF388571.1 Ahnfeltiopsis flabelliformis 红藻门, 杉藻目, 叉枝藻科, 拟伊藻属 

GU168534.1 Grateloupia asiatica 红藻门, 隐丝藻目, 海膜科, 蜈蚣藻属 

DQ095814.1 Gracilaria textorii 红藻门, 杉藻目, 江蓠科, 江蓠属 

AF321113.1 Caulacanthus okamurae 红藻门, 杉藻目, 茎刺藻科, 茎刺藻属 

GU168535.1 Grateloupia catenata 红藻门, 隐丝藻目, 海膜科, 蜈蚣藻属 

GQ338146.1 Besa papillaeformis 红藻门, 杉藻目, 叉枝藻科,  besa 

FN400862.1 Gracilaria vermiculophylla 红藻门, 杉藻目, 江蓠科, 江蓠属 

EU349215.1 Dudresnaya verticillata 红藻门, 杉藻目, 杜蠕藻科、杜蠕藻属(柔毛藻属)

AF257383.1 Membranoptera tenuis 红藻门, 仙菜目, 红叶藻科, 膜翼藻属 

AF254153.1 Acrosorium polyneurum 红藻门, 仙菜目, 红叶藻科, 顶群藻属 

HM573544.1 Polysiphonia sp. 3 DWF-2011 红藻门, 仙菜目, 松节藻科, 多管藻属 

DQ787586.1 Gelidium amansii 红藻门, 石花菜目, 石花菜科, 石花菜属 

EU567345.1 Gracilariopsis chorda 红藻门, 杉藻目, 江蓠科, Gracilariopsis 

HM573579.1 Polysiphonia morrowii 红藻门, 仙菜目, 松节藻科, 多管藻属 

DQ458954.1 Ceramium tenerrimum 红藻门, 仙菜目, 仙菜科, 仙菜属 

GQ252492.1 Odonthalia floccosa 红藻门, 仙菜目, 松节藻科, 齿海藻属 

EU349111.1 Jania natalensis 红藻门, 珊瑚藻目, 珊瑚藻科, 叉珊藻属 

PCU21700 Plocamium coleorhiza 红藻门, 杉藻目, 海头红科, 海头红属 

AB383122.1 Lomentaria hakodatensis 红藻门, 红皮藻目, 环节藻科, 节荚藻属 

AY422515.1 Ulva californica 绿藻门, 丝藻目, 石莼科, 石莼属 

 

 

图 2  烟台海域红藻样本的形态图片(标尺大小为 0.5 cm) 

Fig. 2  The morphological pictures of red algae samples from Yantai sea area (Bar is 0.5 cm) 
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图 3  威海海域红藻样本的形态图片(标尺大小为 0.5 cm) 

Fig. 3  The morphological pictures of red algae samples from Weihai area (Bar is 0.5 cm) 

 

图 4  青岛海域红藻样本的形态图片(标尺大小为 0.5 cm) 

Fig. 4  The morphological pictures of red algae samples from Qingdao area (Bar is 0.5 cm) 
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表 2  红藻样本形态特征 
Tab. 2  The morphological characteristics of red algae samples 

藻株形态特征 代表性藻株样本 

颜色呈红褐色, 松树状, 主枝明显, 分枝较多 QD-010、QD-016、QD-017、WH-004、WH-005 

颜色鲜亮, 大叶片状裂成许多小叶片 QD-007、WH-009 

树枝状, 枝杈末端带有小触角 QD-001、QD-006、QD-011、QD-015、WH-006、YT-003 

藻株有固着体 , 黏附在固定物上萌发 , 形成具有假薄壁

组织的丝状体或枝状体 

QD-002、QD-008、WH-003、YT-001、YT-001、YT-002、

YT-005、YT-007、YT-008 

藻株成簇成长, 独立形成完整小个体 YT-009、YT-010 

颜色较暗, 呈棕褐色, 形态似干枯树枝 QD-012、QD-013、YT-004 
 

 
图 5  不同藻类样本 rbcl序列比对结果 

Fig. 5  The alignment of sequences of rbcl from different red algae 
“﹒”表示与最上面一行的核酸一致; “ - ”表示产生的比对空隙 

“﹒” this sign indicates a nucleotide indentical with that on the top row, and “-” represents a gap 
 

2.3  藻株的分子鉴定与系统发育分析 
为鉴定藻株种类及进化关系, 本研究将 36 株藻

类样本序列与 NCBI数据库中下载的 20条代表性序

列一起构建系统进化树。采用软件 Mega5.0 中的邻

接法(NJ)、最大简约法(MP)及最大似然法(ML)构建

了藻株 rbcL基因序列的系统发育树。对比可见, 用 3

种方法构建的系统发育树具有类似的拓扑结构, 本

文中只选取 NJ法构建的系统进化树, 如图 7。
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图 6  19株代表性红藻样本的 rbcL序列相似性分析 

Fig. 6  The analysis of sequence similarity of rbcL genes from 19 red algal samples 
 

 

图 7  基于 rbcL基因序列构建的 NJ树 

Fig. 7  Phylogenetic trees inferred from rbcL genes using neighbor-joining method 
分支上的数字表示 1 000次重复抽样所获得的自检支持值 

numbers at the nodes indicate bootstrap values 
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通过系统发育分析可以看出采集到的山东红藻

样本有很好的物种多样性, 36 株藻样分别归属于 16

个属。其中青岛海域红藻包括 9个属, 分别是拟伊藻

属(Ahnfeltiopsis)、Besa属、节荚藻属(Lomentaria)、 

蜈 蚣 藻 属 (Grateloupia) 、 叉 珊 藻 属 (Jania) 、

Gracilariopsis 属、江蓠属 (Gracilaria)、茎刺藻属

(Caulacanthus)和  海头红属(Plocamium); 烟台海域

的红藻样本包括 8 个属 , 分别为柔毛藻属

(Dudresnaya)、顶群藻属 (Acrosorium)、齿海藻属

(Odonthalia)、膜翼藻属 (Membranoptera)、仙菜属

(Ceramium)、叉珊藻属(Jania)、江蓠属(Gracilaria)

和多管藻属(Polysiphonia); 威海红藻样本有 6 个属, 

拟伊藻属(Ahnfeltiopsis)、齿海藻属(Odonthalia)、多

管藻属(Polysiphonia)、 江蓠属(Gracilaria)、仙菜属

(Ceramium)和石花菜属(Gelidium)。 

从藻类样本地理分布的角度分析, 有些属的藻

比较常见, 如江蓠属(Gracilaria)在青岛、烟台、威海

海域均有发现; 有些藻只分布于某两个海域 , 如拟

伊藻属(Ahnfeltiopsis)存在于青岛和威海 , 齿海藻属

(Odonthalia)在烟台和威海均有分布等; 有些藻类样

本仅在某一海域采得, 如青岛的 Gracilariopsis、茎刺

藻属(Caulacanthus )、海头红属(Plocamium)、节荚藻

属(Lomentaria )、Grateloupia 和 Besa 属, 烟台的膜

翼藻属(Membranoptera)、柔毛藻属(Dudresnaya)和顶

群藻属(Acrosorium), 威海的石花菜属(Gelidium)等。

虽然某些藻在本次研究中只出现在部分海域, 但是

并不能说明该藻在某海域中不存在, 可能不是该海

域的优势种群 , 或者本研究的采样性不足 , 在今后

的研究中会进一步补充数据。 

3  讨论 

3.1  藻类形态特征与分子鉴定结果的比较 

部分藻样形态特征明显, 用传统形态学方法就

能够快速鉴定, 如WH-009和 QD-007均属于江蓠属

(Gracilaria), YT-007 和 YT-008 均属于多管藻属

(Polysiphonia)等。这些结果, 通过系统发育分析也得

到同样的结论, 这也验证了分子生物学方法的可靠

性。但有些取自不同采集点的样本形态上比较相近, 

用传统形态学方法很难得到确切的结论。如 QD-011

与 QD-015 总体形态相近, 但前者分枝圆润, 各分枝

上的小叶片较集中 , 且形态均细长圆滑 , 而后者分

枝并明显, 且叶片呈长条扁平状。从分子生物学角度, 

两者 rbcL 基因序列在系统发育树中, 聚为一类, 在

系统发育树中与 Grateloupia catenata有 99%的支持

度, 均属于蜈蚣藻属。OD-002与 QD-006和 YT-006

形态上比较接近, 但是在系统发育树中, OD-002 并

不与 OD-006 和 YT-006 聚在一个分支上。OD-002

与 Gracilariopsis chorda 有 99%的支持度 , 而

QD-006 与 YT-006 与 Gracilaria vermiculophylla 有

99%的支持度。这也表明同传统的形态学鉴定方法相

比, 分子生物学技术具有其特定的优势。 

3.2  红藻物种的多样性 

有的红藻属分布较广, 存在很好的属内种间多

样性, 如江蓠属(Gracilaria)在青岛、烟台、威海均有

分布 , 在系统发育树中形成一个大的分枝 , 其又分

成三个小的分枝, QD-007 和 WH-009 与 Gracilaria 

textorii 有 99%的支持度 , QD-006 与 YT-006 与

Gracilaria vermiculophylla有 99%的支持度, OD-002

与 Gracilariopsis chorda 有 99%的支持度。此外, 本

研究中的一些藻样, 在数据库中通过 BLAST并没有

搜索到相似度较高的序列, 这在系统发育树中也有

所体现, QD-011 和 QD-014 在系统发育树中虽都与

Grateloupia asiatica聚成一簇, 但支持度也偏低。这

可能是属内种间多样性的表现, 也可能是数据库中

暂时没有收录的较新的种或亚种, 这也说明红藻的

分子生物学鉴定研究相对还较少, 需要在进一步发

展中不断完善相关数据。目前, 使用 rbcL 基因作为

藻类鉴定依据并不十分完善。一方面, 由于分子生物

学鉴定方法起步较晚, 数据库中的已知序列不全。如

本研究中的样本 QD-014 等在数据库中并没有下载

到相似度很高的物种序列。另一方面, 在研究物种属

间多样性时, rbcL基因片段, 是很好的应用工具, 但

要具体到属内种间、甚至种内的多样性时, 仅凭一分

子标记难以完全确定, 如果能结合 COX1, rDNA 等

其他的 DNA条形码工具效果会更好。综上, 分子生

物学提供的信息较为客观, 研究方法较容易掌握。但

分子生物学的快速发展是以传统分类学为基础的继

承和发展, 并非摒除传统的分类方法。在研究过程中, 

两种方法结合使用, 才能达到方便快捷鉴定生物多

样性的目的。 
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Abstract: There is a wide variety of red alga, which have great economic values and development prospects. In this 
study, we analyzed 36 algal samples collected at the intertidal areas in Qingdao, Weihai and Yantai, Shandong 
province, using morphological methods and molecular techniques. The results of morphological observation re-
vealed that the red algal samples displayed the difference in color, size, shape of thallus and other morphological 
characterization. At the same time, using the method of molecular systematics, rbcL genes were isolated from the 
samples and used to reconstruction the evolutionary tree to analyze the genetic relationship and diversity among the 
samples. The results revealed the collected samples have a closer relationship with 16 genera reported in the Gen-
Bank. The samples collected from Qingdao, Weihai and Yantai presented the difference in the diversity. The results 
also showed a good diversity between species within genera. 
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