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1  引言

在海藻的分类系统上, 由于海洋的开放环境和

人为因素的影响,单凭藻体的形态、结构特征很难得

到统一的结论, 因此探求一种能够有效补充传统分

类方法的新手段具有十分重要的意义
[ 1 ) 2]
。随着分

子生物学技术的不断发展和完善,为分类学和系统

学研究提供了许多新方法。分子生物学技术如

RAPD [ 3- 4] , RFLP, AFLP, CAPS, SSLPs, SNPs

等技术为海洋绿藻的分子系统学的研究提供了可靠

的分子标记资料, 其中核糖体 rDNA IT S 区(包括

IT S1, 5. 8S 和 ITS2)序列被广泛用于不同物种的种

间,亚种和种群水平上的系统发生的研究
[ 5- 12]

。由

于 ITS 区进化速度快,能够提供比较丰富的变异位

点和信息位点[ 13- 15] ,在分子系统学研究中常作为构

建系统进化树的基础。目前 GenBank数据库中已

经收录了数万种 rDAN 的全部或者部分序列, 可以

为物种的系统进化及种质鉴定研究提供丰富而详实

的资料
[ 16]
。在国外,利用 ITS 序列对绿藻门的物种

进行分类和系统发育的研究较多
[ 17- 19]

,但国内目前

只有汪文俊等 [ 20] 人利用该技术对大型海洋绿藻进

行系统进化分析。本文利用 ITS 作为分子标记技

术,对绿藻门浒苔属的浒苔( Enteromor pha p r oli f-

er a)和礁膜属的格氏礁膜( Monost roma gr ev il l ei )

的 rDAN 进行序列分析,并通过和 GenBank 数据库

中已经公布的其他绿藻物种的 rDA N序列的比较,

并依据 IT S区对绿藻的不同物种进行系统发育研

究,以期确立一种能够有效补充传统分类方法的新

手段,为合理保护和利用绿藻的种质资源提供理论

依据。

2  材料和方法

21 1  材料来源
分别取冷冻储存的浒苔和格氏礁膜叶状体少许

(采自青岛海滨,洗净后晾干, - 20 e 保存) , 复苏若

干小时, 使叶状体全部舒展开来。分别挑取完整的

大型个体作样品,先用 0. 7%的 KI 浸泡, 再用一级

水洗净(毛笔洗刷 3~ 5次即可)。

21 2  DNA模板的制备

将洗净的样品晾干, 剪碎后, 放入预冷的研钵

中,充分研磨。加入适量的酶液 ( 2% 的海螺酶,

2 mo l/ dm
3
葡萄糖) ,于摇床25 e 酶解 3 h。无菌水

稀释酶解物,筛绢过滤。无菌水悬浮,收集细胞
[ 21]
。

参照杨君等[ 22] 人的 CT AB法方法并作改进提取模

板 DNA。

21 3  扩增前样品 DNA完整性、浓度和纯度的测定

扩增前将总 DNA 抽提物进行 1%琼脂糖凝胶

电泳, 测定样品 DNA 的完整性, 确定其分子量大

小。并将完整的 DNA 样品用 752 型紫外分光光度

计测定 OD260值和 OD280值, 以测定DNA的浓度



和纯度,然后根据原浓度将其稀释到 20 ng/ cm3 , 保

存于 4 e 冰箱中备用。
21 4  核糖体 DNA ITS 片断扩增及 PCR产物纯化

根据 GenBank 数据库中获得绿藻的18S rDNA

和 28S rDNA 序列, 根据各序列中最保守区域用软

件 Primer 51 0 设计 ITS 引物。 ( 引物 a: 5.

TCT TT GAAA CCGTAT CGT GA3. ; 引物 b: 5.

GCT TAT TGAT ATGCTT AAGTT CAGCGGGT

3. )引物序列由上海生工生物工程技术服务有限公
司合成。PCR 反应的程序为: 94 e 预变性 5 m in,

94 e 变性 1 m in, 60 e 退火3 min, 60 e 延伸1 m in,

35个循环, 72 e 延伸 10 min, 4 e 保存。PCR反应

体系为 50 LL, 其中含有 10 @ Buffer( M g
2+

) 5 LL,

dNT Ps( 21 5 mmol/ dm3 ) 4 LL, 上、下游引物 ( 10

pmol/ dm3 )各 1 LL, Taq酶( TaKaRa 公司) 21 5U ,

模板 DNA 6 LL,补足超纯水至终体积50 LL。利用

未加模板 DNA 的反应液作为空白对照,在 My cyc-

lerTM PCR 基因扩增仪上完成。扩增的 PCR产物以

1%琼脂糖凝胶电泳检测, 检查结果于 Genius 凝胶

成像系统中观察。用 T aKaRa Agar ose Gel DNA

Purificat ion Kit Ver1 21 0 胶回收试剂盒切胶回收
PCR 产物。扩增产物送于测序。将纯化后的 PCR

扩增产物送交上海生工生物工程技术有限公司进行

正反双向测序。

21 5  ITS 序列测定和系统树的构建

利用 Vector NT I Suite 9软件将所测得的两段

序列拼接成完整的 ITS1- 51 8S rDNA - IT S2 序

列。将拼接的序列经 Bio Edit [ 23] 整理, 用 Clustal

X[ 24]程序进行对位排序, 手工进一步调整。在 NC-

BI 服务器上 ( ht tp : / / www1 ncbi1 nih1 gov ) 用
BLAST 进行同源检测,以便表明所得的序列为 ITS

区,同时根据同源性的比较结果确定51 8S rDN A 和

IT S 序列的边界及长度。用 DNAMAN 软件将这

些序列配对比较, 观察其相似性, 寻找差异区域, 对

所有参数均用软件默认值。将实验测得的序列和紫

菜属的其他种的 ITS序列(来自GenBank) 用Bio Ed-

it 和 Clustal X进行多序列匹配排列, 采用 MEGA21 0
软件 ( ht tp : / / www1 megasoftware1 net ) 中的

Kimura-双参数模型[ 25]计算种间的遗传距离, 再应用

MEGA31 1中的邻接法( neighbor- joining method) 计

算不同物种间的关系获得系统进化树,并通过自举分

析( bootstrap) 作置信度检测, bootstrap为 1000 次。

序列的数据库入口号码如下: AB097643 Enter omopha

intestinal is; AB097648 Enteromopha linz a; AJ550765

Enteromopha comp ressa; AJ012276 Enteromopha ahl-

neriana; AY260558 Enteromopha p r ocera; AY422522

Ulva r igida; AJ234316 Ulva f enestrate; AY422518

Ulva calif ornica; AF415170 Monostroma nitidum ;

AF415173 Monostroma angicava; AF415171 Monos-

troma Arcticmum; AF428050 Monostroma grevillei1

3  结果与分析

31 1  BLAST 结果及 ITS 和 51 8S rDNA 序列分析

测序结果已经提交 GenBank, Enteromorp ha

p rol if era 的序列号是 GQ920623, Monostr oma gre-

vi l lei 的序列号是 GQ920624。

根据 GenBank中的 BLAST 同源检测的结果,

确定出 IT S1- 51 8S rDNA-ITS2 的完整序列长度

(见图 2)。将浒苔和格氏礁膜的 IT S和 51 8S rDNA

序列通过 Clustal X11 8 软件对序列进行比对分析
后,手工进一步调整。BLAST 分析结果显示,序列

号为 AJ012276和 AY260558 的 IT S 序列及 51 8S

rDNA与本研究浒苔的测序结果有最大的相似性,

均为 99% ,序列号为 AF415173, AF428050的 IT S

序列及 51 8S rDNA 与本研究的格氏礁膜序列有最

大的相似性,为 99%。上述结果均证实本研究中的

浒苔和格氏礁膜的 PCR产物确实是含 51 8S rDNA

的 IT S 序列。

利用 Dnaman软件对浒苔和格氏礁膜的 ITS1,

51 8S rDNA 和 IT S2序列进行序列比对分析(见图

2)。从图 1 中可以看出, 浒苔和格氏礁膜的 IT S1

序列长度分别为 193 bp, 191 bp; 51 8 S rDNA 的长

度是一致的, 均为 160 bp; IT S2 的长度分别为 183

bp, 192 bp。表 1显示了 11种绿藻的 IT S1, 51 8S

rRNA, IT S2基因序列的碱基组成以及 GC 含量。

其中礁膜属的 GC 含量在 55%左右; 石莼属的 GC

含量均高于 60%;除浒苔外,浒苔属其他物种的 GC

含量也均高于 60%。说明 IT S序列具有核苷酸偏

好性,这一结果与 Leskinen 等[ 17] 人的结论相一致。

序列比对的结果显示, 浒苔和格氏礁膜的 51 8S rD-

NA 序列长度保守的性比较强, 核苷酸差异性较小,

而 IT S1和 IT S2序列虽然在长度上相对保守,但是

在 IT S区的核苷酸序列的变异程度则非常高,这一

结果与其他学者在石莼科物种中的研究结果相类

似[ 1 7- 18]。这种序列高变区和保守区交替出现, 为种

质鉴定和遗传进化分析提供了方便[ 26] 。
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表 1  ITS, 51 8S rRNA, ITS2 基因的碱基组成及 GC含量

种名 T C A G G+ C ( % )

Ulvales f ene st rata 151 8 341 4 211 4 281 3 621 8

Ulvales p er tu sa 161 4 341 5 211 4 271 7 621 2

E nte romor pha intestinal is 181 7 331 4 181 7 291 1 621 6

E nte romor pha comp re ssa 181 4 321 1 191 8 291 7 611 8

E nte romor pha l inz a 171 0 331 5 191 5 291 9 631 5

E nte romor pha p r ol i f er a 201 4 301 8 201 8 281 0 581 8

Ulvales cali f or nica 191 1 321 1 201 4 281 4 601 5

Ulvales r igida 171 5 331 8 201 4 281 3 621 1

Monostr oma ang icava 211 2 301 9 231 0 241 9 561 0

Monostr oma g rev i l lei 231 7 281 2 231 3 241 9 531 0

Monostr oma arc ti cum 211 4 301 3 231 2 251 1 551 4

31 2  ITS序列及 51 8S rDNA遗传距离和核苷酸序

列间的差异分析

通过 MEGA31 1软件分析, 计算得到种间的遗传距

离(表 2)。从表中可以看出, E1 p rol if er a与礁膜

属物种的遗传距离比较大, 亲缘关系较远; E1 p r o-

l if er a和E1 l inz a的遗传距离最小, 为 01 007, 序列
趋异值也较小为 01 004,表现出较近的亲缘关系, 这

一结果与杨君等 [ 3]人的 RA PD分析结果存在分歧,

他们认为缘管浒苔与浒苔属之间达到属间差异差

异,应归为石莼属。M1 grevi ll ei 和 M1 angicav a

的遗传距离和序列趋异值均为 01 000,而两者在形

态学上极其相似, 只是藻体的厚度存在差异,这可能

跟藻体的暴露程度以及生存环境有关
[ 27]

, 因此认为

M1 gr ev il l ei和M1 angicava 是同一个种。而格氏

礁膜与石莼属和浒苔属的物种序列趋异值均在

01 040左右,亲缘关系相对较远。从表中其他物种

之间的遗传距离明显可以看出, 礁膜属内物种的遗

传距离和序列差异性要小于属间物种, 而浒苔属和

石莼属内的物种其遗传距离非常相近, 这表明礁膜

属与浒苔属和石莼属的亲缘关系较远, 浒苔属和石

莼属的亲缘关系很近, 这一结果与传统分类学上浒

苔属和石莼属的形态特征更接近相吻合。

表 2 核苷酸序列间的差异和 Kimura 双参数距离

种名

U1

f ene s-

tr ata

U1 per-

tusa

E1 in-

test inal i s

E1 c om-

pr essa
E1 linz a

E1 p ro-

l i f er a

U1 cal i-

f or nica

U1 rigi-

da

M1 an-

gicava

M1 gr e-

v il l ei

M1

ar cti-

cum

U1 f enes-

t rata
01 032 01 092 01 120 01 110 01 112 01 105 01 133 01 036 01036 01 415

U1 p er tusa 01009 01 097 01 123 01 110 01 102 01 112 01 125 01 023 01023 01 411

E1 int est i-

nal is
01015 01 016 01 105 01 097 01 095 01 102 01 125 01 060 01060 01 457

E1 com-

pr essa
01017 01 018 01 016 01 139 01 136 01 136 01 174 01 069 01069 01 459

E1 linz a 01017 01 017 01 016 01 019 01 007 01 055 01 100 01 016 01016 01 412

E1 pr ol i f-

er a
01017 01 016 01 015 01 019 01 004 01 058 01 097 01 008 01008 01 404

U1 cal i f or-

nica
01016 01 017 01 016 01 019 01 011 01 012 01 104 01 041 01041 01 450
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续表 2

种名

U1

f ene s-

tr ata

U1 per-

tusa

E1 in-

test inal i s

E1 c om-

pr essa
E1 linz a

E1 p ro-

l i f er a

U1 cal i-

f or nica

U1 rigi-

da

M1 an-

gicava

M1 gr e-

v il l ei

M1

ar cti-

cum

U1 rig id a 01018 01 018 01 018 01 022 01 016 01 015 01 016 01 387 01032 01 036

M1 angica-

va
01042 01 041 01 044 01 044 01 040 01 039 01 042 01 041 01000 01 034

M1 g re v il-

lei
01042 01 041 01 044 01 044 01 040 01 039 01 042 01 041 01 000 01 034

M1 ar cti c-

um
01040 01 040 01 044 01 043 01 039 01 039 01 043 01 041 01 009 01009

( / - 0表示比对需要而插入的空位; / �0表示该列的碱基完全相同;括号部分表示

51 8S rDNA 序列, 18S和 51 8S之间的序列为 IT S1序列, 51 8S和 28S之间的序列

为 ITS2序列; EP, MG 分别代表浒苔、格氏礁膜)

图 2  浒苔和格氏礁膜的 IT S1- 51 8S rDNA – ITS2 序列的比对分析
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31 3  系统进化树反映的结果

从图 3构建的系统进化树明显可以看出, 石莼

目的 11种绿藻聚集为三个大的进化支。U. f enes-

r ata和 U1 p ertusa 先聚集成一个小分支 ( BP =

100% ) , E1 intestinali s 和 E1 comp r essa聚集形成

一个分支( BP= 80%) ,最后这四种绿藻形成一个大

的分支, 其支持率为 70% ; E1 p r ol i f er a和E1 l inz a

聚为一支,其支持率为 100% , U1 cali f ornica与 U1
rigida再与之相继聚类形成另一大的分支。M1
grevi ll ei 和M1 angicava聚为一支并得到 Bootstap

的高度支持( BP= 100%) , 再与 M1 arct i cum 聚集

形成一支( BP= 100%)。从整个系统进化树反映的

结果来看,同为石莼科的石莼属和浒苔属的物种先

聚集到一起, 再与礁膜科礁膜属的三个物种聚类。

礁膜属的三个物种形成单独的一个大的进化支, 这

与传统的形态分类学相一致。但是石莼属的物种和

浒苔属物种并没有按属聚类, 而是有所交叉。浒苔、

缘管浒苔并没有和肠浒苔、扁浒苔聚为一支,而与硬

石莼、加州石莼聚集形成一个大的进化支;而穿孔石

莼、孔石莼却与肠浒苔、扁浒苔又聚集形成另外一个

大的分支,这与传统形态学上的分类存在较大的分

歧。这说明浒苔属和石莼属不是各自独立起源的,

其在形态学上形成的特征往往是在进化过程中经过

多次独立变化的结果, 这一结果与 Tan等 [ 28]人对石

莼属和浒苔属的 21个物种 rDNA 的 IT S序列分析

的结论相符。Hayden等
[ 29]
人对石莼科各个属编码

叶绿体 Rubisco大亚基和 rDNA 小亚基的序列进行

比较研究的结果也证实石莼属和浒苔属是相近的,

不是单一起源的种类。由于经典的形态学分类很容

易受到环境因素的影响, 同一地理环境下也可能存

在趋同进化的问题, 因此依赖于分子序列标记的分

类方法更为客观可靠。将藻类的形态学特征和遗传

学研究结合起来必将成为藻类物种分类的趋势。

图 3  以 IT S 序列及 51 8S rDNA 构建的系统进化树

4  结论

本文对绿藻门石莼目的礁膜属、石莼属和浒苔

属11种绿藻的 ITS区和 51 8S rDNA序列进行了序

列分析,遗传距离比较以及系统进化分析。序列的

遗传差异性与系统进化树反映的结果显示, 浒苔属

的物种与石莼属的物种表现出较近的亲缘关系, 而

礁膜属的物种表现出与浒苔属、石莼属的物种较远

的亲缘关系;序列比对的结果显示,石莼目不同种绿

藻的 ITS 区在长度上相对保守,但在核苷酸序列上

存在着明显的差异性。因此, 可以利用 IT S区序列

来确定石莼目不同种间的系统进化关系, 从而为石

莼目绿藻的种质鉴定和系统进化研究提供重要的分

子依据。而对浒苔属和石莼属存在争议的物种, 必

须结合其他方面的证据和特征, 借助于分子生物学

的多重方法进行深入的研究,才能最终确定它们的

合理的系统发育关系, 为绿藻的遗传的多样性, 种质

鉴定,育种改良提供参考。
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