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　　摘要：为了探讨中国境内红毛菜的物种关系及亲缘关系，对红毛菜核糖体基因的２８ＳｒＤＮＡ、ＩＧＳ序列进行了研究。
２８ＳｒＤＮＡ序列分析结果显示：江苏（ＬＹＧ、ＮＴ）、福建（ＮＲＤ１、ＮＲＤ２）、广东（ＮＡ１、ＮＡ２、ＮＡ３）的７个海水红毛菜遗传距
离为０～０．００４；而威海（ＷＨ）的海水红毛菜与其他海水红毛菜的遗传距离为０．１４４～０．１４７；山西娘子关（ＮＺＧ）、甘肃
兴隆山（ＸＬＳ）的２个淡水红毛菜之间的关系极近，遗传距离为０．００１；淡水红毛菜与威海的海水红毛菜的遗传距离
（０．１２５）小于淡水红毛菜与其他７个海水红毛菜的遗传距离（０．２１０～０．２１３）。对江苏、福建、广东的７个海水红毛菜
的ＩＧＳ序列进行分析显示，７个海水红毛菜亲缘关系极近。基于２８ＳｒＤＮＡ序列的系统进化树显示，中国境内采集到
的红毛菜分为３个进化分支：２个淡水红毛菜形成独立１支，而海水红毛菜则分为２个进化分支，其中威海的海水红毛
菜单独为１个分支，其他７个海水红毛菜归为另１个分支。由此推测，目前为止中国境内至少存在３种红毛菜。
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　　红毛菜（Ｂａｎｇｉａ）属红藻门（Ｒｈｏｄｏｐｈｙｔａ）红藻纲（Ｒｈｏｄｏ
ｐｈｙｃｅａｅ）红毛菜亚纲（Ｂａｎｇｉａｏｐｈｙｃｉｄａｅ）红毛菜目（Ｂａｎｇｉａｌｅｓ）
红毛菜科（Ｂａｎｇｉａｃｅａｅ）［１］。红毛菜的形态极其简单，为直立
不分枝的丝状红藻［２］。红毛菜在全球的分布极为广泛，从北

半球的北欧到南半球的新西兰都有分布［３］，包括海水环境、

淡水环境［４］。红毛菜的传统分类方法是根据其形态（藻体长

度、直径和颜色）、染色体数目、繁殖方式、生活环境和地理分

布等特征进行研究［５－６］。由于红毛菜形态结构极其相似，且

易受栖息环境的影响而发生变化［５］，因此仅依据传统分类学

方法已经不能满足红毛菜的分类需求，不少研究者开始从分

子水平对红毛菜进行分类研究［７－８］。

红毛菜核糖体 ＲＮＡ基因序列由１８ＳｒＤＮＡ、５．８ＳｒＤＮＡ、
２８ＳｒＤＮＡ构成 １个转录单元，彼此之间被转录内间隔区
（ＩＴＳ１、ＩＴＳ２）隔开；转录单元之间则被基因内间隔区（ＩＧＳ）隔
开［９－１０］。核糖体 ＲＮＡ基因序列不同区域由于功能需要不
同，承受不同的选择压力而表现出不同的进化速率，如编码区

序列（１８ＳｒＤＮＡ、５．８ＳｒＤＮＡ、２８ＳｒＤＮＡ）具有功能需要，承受
较高的选择压力而表现出较慢的进化速率，适用于种属间及

以上水平的分类研究［１１－１２］；非编码区序列（ＩＴＳ１、ＩＴＳ２、ＩＧＳ）
则没有功能需要，承受较低的选择压力而表现出较快的进化

速率，适用于种属间甚至种下水平的分类研究［１３－１５］。Ｆｒｅｓｈ
ｗａｔｅｒ等根据２８ＳｒＤＮＡ对红藻的１３个物种进行序列分析，结
果发现１３个物种可以分为１１目［１１］，由此推测２８ＳｒＤＮＡ可能
更适合用于红藻较高阶元间的系统发育研究。Ｐｅｃｃｈｉａ等对
向日葵茎溃疡病菌（Ｄｉａｐｏｒｔｈｅｈｅｌｉａｎｔｈｉ）的１８ＳｒＤＮＡ５′端的
部分ＩＧＳ序列进行分析，结果显示：来自阿根廷、法国、意大

利、南斯拉夫、罗马尼亚的病菌可以分为３个独立的菌群［１６］。

本研究首次对采自中国沿海地区、内陆地区１０个不同采
集地的红毛菜进行２８ＳｒＤＮＡ的分子系统学研究，分析中国
境内红毛菜的物种关系。同时对江苏省、福建省、广东省的７
个海水红毛菜的 ＩＧＳ序列进行分析，以探讨不同地区海水红
毛菜间的亲缘关系。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１０个红毛菜采集地分别是山东威海（ＷＨ）、江苏连云港

（ＬＹＧ）、江苏南通（ＮＴ）、福建莆田南日岛（２个采集地：
ＮＲＤ１、ＮＲＤ２）、广东汕头南澳（３个采集地：ＮＡ１、ＮＡ２、ＮＡ３）
的８个海水红毛菜，以及山西阳泉娘子关（ＮＺＧ）、甘肃兰州兴
隆山（ＸＬＳ）的２个淡水红毛菜，具体信息见表１。将采集到
的材料分别用海水、淡水初步清洗后阴干，置于 －２０℃保存
备用。

表１　红毛菜的采集地信息

样品编号 采集地 纬度、经度 采集时间

ＷＨ 山东威海 ３７°５３Ｎ、１２２°０９Ｅ ２０１３年３月
ＬＹＧ 江苏连云港 ３４°６０Ｎ、１１９°１７Ｅ ２０１３年３月
ＮＴ 江苏南通 ３２°０１Ｎ、１２０°８７Ｅ ２０１３年３月
ＮＲＤ１ 福建莆田南日岛 ２５°２３Ｎ、１１９°４８Ｅ ２０１３年３月
ＮＲＤ２ 福建莆田南日岛 ２５°２３Ｎ、１１９°４８Ｅ ２０１３年３月
ＮＡ１ 广东汕头南澳 ２３°４４Ｎ、１１７°０７Ｅ ２０１３年２月
ＮＡ２ 广东汕头南澳 ２３°４４Ｎ、１１７°０７Ｅ ２０１３年２月
ＮＡ３ 广东汕头南澳 ２３°４４Ｎ、１１７°０７Ｅ ２０１３年２月
ＮＺＧ 山西阳泉娘子关 ３７°８７Ｎ、１１３°５７Ｅ ２０１３年４月
ＸＬＳ 甘肃兰州兴隆山 ３５°７２Ｎ、１０４°４６Ｅ ２０１４年７月

１．２　ＤＮＡ的提取
采用 ＣＴＡＢ法对采自不同地理群的红毛菜进行 ＤＮＡ提

取［１７］，通过１．０％琼脂糖凝胶电泳检测所提取 ＤＮＡ的完整
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性，置于－２０℃保存备用。
１．３　ＰＣＲ扩增

引物序列如表２所示，ＰＣＲ引物由苏州金维智生物科技
有限公司合成。ＰＣＲ反应体系为５０μＬ，包括：５μＬ１０×ＬＡ
ＴａｑＰＣＲ ＢｕｆｆｅｒⅡ （Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ），５ μＬ ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ
（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），２μＬＤＮＡ模板，各 １μＬ上、下游引物
（２０μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬＬＡＴａｑ（５Ｕ／μＬ），３５．５μＬｄｄＨ２Ｏ。
ＰＣＲ反应条件为：９５℃ ３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃
２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃７ｍｉｎ。

表２　引物序列信息

引物 序列（５′→３′） 引物来源

ＩＴＳ－ＬＦＴＧＴＧＡＧＣＡＴＧＣＣＴＧＴＴＴＧＡＧＴＧＴＣＧ 海水红毛菜２８ＳｒＤＮＡ
ＬＲ１ ＧＡＣＣＧＡＣＴＡＡＣＣＣＡＣＧＴＣＣＡＡＧＣＡＣ 上游序列特异引物

Ｉ２ＬＦ ＣＧＧＴＣＣＣＧＣＴＣＣＴＴＴＧＴＣＣＴＣＴＣＣＴ 淡水红毛菜２８ＳｒＤＮＡ
Ｉ２ＬＲ ＡＣＧＧＣＴＧＣＴＴＴＣＣＣＣＴＧＧＧＴＴＴＴＣＡ 上游序列特异引物

ＩＧＳＦ１ ＣＧＣＴＴＧＴＴＡＴＧＧＴＧＡＧＧＡＧＧＧＡＴＴＴ 海水红毛菜ＩＧＳ
ＩＧＳＲ１ＡＧＡＣＧＡＣＧＧＴＧＡＴＧＧＧＧＧＣＴＴＧＴＡＴ 下游序列特异引物

１．４　克隆与测序
ＰＣＲ扩增产物经凝胶电泳检测后，采用试剂盒切胶回

收，将回收的目的片段与ｐＥＡＳＹ－Ｔ３载体连接，于２５℃连接
１５ｍｉｎ。然后将连接产物导入 Ｔｒａｎｓ１－Ｔ１感受态细胞，冰浴
３０ｍｉｎ，热激３０ｓ，再冰浴２ｍｉｎ。完成连接转化后，加 ＬＢ液
体培养基于３７℃摇菌复苏，然后均匀涂抹在ＬＢ固体培养基
上，３７℃恒温培养过夜。最后挑选阳性克隆样品送苏州金维
智生物科技有限公司进行测序。

１．５　序列分析
通过 ＮＣＢＩ中的 ＢＬＡＳＴ软件对测序获得的序列与

ＧｅｎＢａｎｋ中的序列进行同源性比对，以确定其为正确序列。
用ＤＮＡＭＡＮ软件对样品进行多序列比对，手工调整个别碱
基。通过ＭＥＧＡ６．０６软件计算序列两两之间的遗传距离并
构建ＭＬ系统进化树［１８］，自举重复数为１０００，其他参数均为

默认值。系统进化树所用到的序列名称和登录号见表３。

表３　红毛菜、紫菜２８ＳｒＤＮＡ序列信息

样品 登录号 来源

Ｂａｎｇｉａｓｐ．ＬＹＧ ＫＲ０１０９２９ 本研究

Ｂａｎｇｉａｓｐ．ＮＡ１ ＫＲ０１０９３４ 本研究

Ｂａｎｇｉａｓｐ．ＮＡ２ ＫＲ０１０９３５ 本研究

Ｂａｎｇｉａｓｐ．ＮＡ３ ＫＲ０１０９３６ 本研究

Ｂａｎｇｉａｓｐ．ＮＲＤ１ ＫＲ０１０９３２ 本研究

Ｂａｎｇｉａｓｐ．ＮＲＤ２ ＫＲ０１０９３３ 本研究

Ｂａｎｇｉａｓｐ．ＮＴ ＫＲ０１０９３０ 本研究

Ｂａｎｇｉａｓｐ．ＮＺＧ ＫＲ０１０９３７ 本研究

Ｂａｎｇｉａｓｐ．ＷＨ ＫＲ０１０９２８ 本研究

Ｂａｎｇｉａｓｐ．ＸＬＳ ＫＲ０１０９３８ 本研究

Ｐｏｒｐｈｙｒａｍｉｎｉａｔａ ＥＦ０３３５９５ Ｌｅ等［１２］

Ｐｏｒｐｈｙｒａｐｕｒｐｕｒｅａ ＥＦ０３３５９６ Ｌｅ等［１２］

Ｐｏｒｐｈｙｒａｓｐ．ＬＬＧ０３７ ＥＦ０３３５９７ Ｌｅ等［１２］

Ｐｙｒｏｐｉａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ ＪＱ２３６８６０ 林中［１９］

Ｐｙｒｏｐｉａｙｅｚｏｅｎｓｉｓ ＫＪ５７８７４８ 李星辰［２０］

２　结果与分析

２．１　２８ＳｒＤＮＡ、ＩＧＳ序列的ＰＣＲ扩增
以 ＩＴＳ－ＬＦ／ＬＲ１为引物，连云港（ＬＹＧ）、南通（ＮＴ）、南

日岛１、南日岛２（ＮＲＤ１、ＮＲＤ２）、南澳１、南澳２、南澳３（ＮＡ１、
ＮＡ２、ＮＡ３）的海水红毛菜基因组ＤＮＡ为模板，均成功扩增出
１条大小约２１００ｂｐ的目的条带（图１－ａ）。以威海（ＷＨ）的
海水红毛菜基因组 ＤＮＡ为模板，扩增获得的 ＰＣＲ产物为单
一明亮条带，大小约为２０００ｂｐ（图１－ｂ）。以 Ｉ２ＬＦ／Ｉ２ＬＲ为
引物，娘子关（ＮＺＧ）、兴隆山（ＸＬＳ）的淡水红毛菜基因组
ＤＮＡ为模板，扩增获得大小约２４００ｂｐ的单一明亮条带（图
１－ｃ）。以 ＩＧＳＦ１／ＩＧＳＲ１为引物，海水红毛菜（除 ＷＨ以外）
基因组ＤＮＡ为模板，扩增获得的ＰＣＲ产物为单一明亮条带，
大小约为１６００ｂｐ（图１－ｄ）。
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　　在ＮＣＢＩ中进行比对，确定其为红毛菜的 ２８ＳｒＤＮＡ序
列，剪去上游５．８ＳｒＤＮＡ、ＩＴＳ区序列后，获得不同地理群红毛
菜的２８ＳｒＤＮＡ序列长度分别为：威海（ＷＨ）的海水红毛菜为
１５１４ｂｐ，其他７个海水红毛菜均为１５４１ｂｐ，淡水红毛菜均
为１８５５ｂｐ。江苏省、福建省、广东省的７个海水红毛菜扩增
获得的 ＩＧＳ序列与福建莆田的海水红毛菜 ＩＧＳ序列
（ＫＲ０１０９３９）比对后，相似性极高，约为９９％，因此确定它们
为海水红毛菜的 ＩＧＳ序列，且不同地理群海水红毛菜的 ＩＧＳ
序列长度为１６４５～１６４６ｂｐ。
２．２　不同地理群２８ＳｒＤＮＡ、ＩＧＳ序列的比对分析

将不同地理群测序获得的２８ＳｒＤＮＡ序列比对后，对齐
剪切，用ＭＥＧＡ６．０６生物信息学软件计算序列的遗传距离。
由表４可见，在海水种群中，连云港（ＬＹＧ）、南通（ＮＴ）、南日
岛２个品种（ＮＲＤ１、ＮＲＤ２）、南澳３个品种（ＮＡ１、ＮＡ２、ＮＡ３）

的７个海水红毛菜之间遗传距离为０～０．００４，其中连云港
（ＬＹＧ）、南澳１（ＮＡ１）、南澳３（ＮＡ３）的２８ＳｒＤＮＡ序列相同。
威海（ＷＨ）的海水红毛菜与其他采集点的７个海水红毛菜之
间的遗传距离为 ０．１４４～０．１４７。娘子关（ＮＺＧ）、兴隆山
（ＸＬＳ）的２个淡水红毛菜之间的遗传距离为０．００１。淡水红
毛菜与海水红毛菜之间的遗传距离较远，其中与威海（ＷＨ）
的海水红毛菜的遗传距离为０．１２５，与其他７个海水红毛菜
的遗传距离为０．２１０～０．２１３。根据上述结果分析，初步推测
连云港（ＬＹＧ）、南通（ＮＴ）、南日岛２个品种（ＮＲＤ１、ＮＲＤ２）、
南澳３个品种（ＮＡ１、ＮＡ２、ＮＡ３）的海水红毛菜为１个类群，
进而采用进化速率较快的ＩＧＳ序列对这些地理群的海水红毛
菜进行分析，结果见表４。可以看出，采自江苏省、福建省、广
东省的７个海水红毛菜的 ＩＧＳ片段序列遗传距离极近，为
０～０．００３，其中连云港（ＬＹＧ）、南通（ＮＴ）的ＩＧＳ序列相同。

表４　红毛菜２８ＳｒＤＮＡ（左下）和ＩＧＳ（右上）序列的遗传距离

种群 ＷＨ ＬＹＧ ＮＴ ＮＲＤ１ ＮＲＤ２ ＮＡ１ ＮＡ２ ＮＡ３ ＮＺＧ ＸＬＳ
ＷＨ — — — — — — — — —

ＬＹＧ ０．１４４ ０．０００ ０．００２ ０．００３ ０．００２ ０．００３ ０．００２ — —

ＮＴ ０．１４４ ０．００１ ０．００２ ０．００３ ０．００２ ０．００３ ０．００２ — —

ＮＲＤ１ ０．１４４ ０．００１ ０．００２ ０．００２ ０．００１ ０．００２ ０．００１ — —

ＮＲＤ２ ０．１４５ ０．００２ ０．００３ ０．００３ ０．００１ ０．００１ ０．００１ — —

ＮＡ１ ０．１４４ ０．０００ ０．００１ ０．００１ ０．００２ ０．０００ ０．００１ — —

ＮＡ２ ０．１４７ ０．００２ ０．００３ ０．００３ ０．００４ ０．００２ ０．００１ — —

ＮＡ３ ０．１４４ ０．０００ ０．００１ ０．００１ ０．００２ ０．０００ ０．００２ — —

ＮＺＧ ０．１２５ ０．２１０ ０．２１０ ０．２１３ ０．２１２ ０．２１０ ０．２１３ ０．２１０ —

ＸＬＳ ０．１２５ ０．２１０ ０．２１０ ０．２１２ ０．２１２ ０．２１０ ０．２１３ ０．２１０ ０．００１

２．３　基于２８ＳｒＤＮＡ序列构建的系统进化树
由于ＧｅｎＢａｎｋ中已有的红毛菜科２８ＳｒＤＮＡ序列较少，

且仅有的几个紫菜序列也只是２８ＳｒＤＮＡ上游序列，因此选
取长度适宜的紫菜２８ＳｒＤＮＡ序列与本研究中的红毛菜２８Ｓ
ｒＤＮＡ上游序列进行系统进化树的构建。石花菜目 Ｃａｐｒｅｏｌｉａ
ｉｍｐｌｅｘａ（ＡＦ０３９５４５）为外类群，系统进化树见图 ２。可以看
出：连云港（ＬＹＧ）、南通（ＮＴ）、南日岛 ２个品种（ＮＲＤ１、
ＮＲＤ２）、南澳３个品种（ＮＡ１、ＮＡ２、ＮＡ３）的７个海水红毛菜
归于１个进化分支，置信度为１００％；威海（ＷＨ）的海水红毛
菜单独归于１个大分支上；８个海水红毛菜与紫菜聚类为１
支，为 ２个淡水红毛菜的姐妹分支；娘子关（ＮＺＧ）、兴隆山
（ＸＬＳ）的淡水红毛菜则归为另１个分支，置信度为１００％。

３　讨论与结论

３．１　２８ＳｒＤＮＡ序列遗传距离和系统进化树分析
国内外关于２８ＳｒＤＮＡ序列应用于物种分类与进化的研

究相对较少，仅有几位研究者对红藻不同物种的２８ＳｒＤＮＡ
进行研究。Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ等报道了石花菜目中１６个石花菜物种
的２８ＳｒＤＮＡ序列差异度小于 ｒｂｃＬ且大于１８ＳｒＤＮＡ的差异
度，介于两者之间，发现其研究价值不亚于１８ＳｒＤＮＡ、ｒｂｃＬ序
列［１１，２１］。Ｈａｒｐｅｒ等研究珊瑚藻２８ＳｒＤＮＡ序列时曾推测，２８Ｓ
ｒＤＮＡ序列具有区分亲缘关系较近的物种的潜能［２２］。从本研

究数据中可以看出，不同物种间２８ＳｒＤＮＡ上游序列的遗传
距离为０．１２５～０．２１３，显然２８ＳｒＤＮＡ序列在种间及种以上
水平的分类鉴定能力较好，验证了 Ｈａｒｐｅｒ等的推测：２８Ｓ

ｒＤＮＡ具有区分鉴定亲缘关系较近的相关物种的潜能，在未

来具有较大的发展前景［９］。

　　根据红毛菜２８ＳｒＤＮＡ上游序列比对分析后，１０个地理
群的红毛菜大致分为３个类群。结合ＧｅｎＢａｎｋ中已有的紫菜
２８ＳｒＤＮＡ序列构建系统进化树，结果显示，１０个地理群红毛
菜分为３个进化分支：其中连云港（ＬＹＧ）、南通（ＮＴ）、南日岛
２个品种（ＮＲＤ１、ＮＲＤ２）、南澳３个品种（ＮＡ１、ＮＡ２、ＮＡ３）的
７个海水红毛菜归为１个分支；而威海的海水红毛菜则与其
他７个海水红毛菜差异较大，独立归为１个大分支，显示了海
水红毛菜的多样性；娘子关（ＮＺＧ）、兴隆山（ＸＬＳ）的２个淡水
红毛菜则单独归为１个分支，且与海水红毛菜存在明显差异。
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３．２　ＩＧＳ序列遗传距离分析
有研究报道，在种内及种间系统进化分析中，ＩＧＳ序列的

变异率高于ＩＴＳ１、ＩＴＳ２［９，２３］，一般用于亲缘关系较近的物种或
者种内分析。先后有多位研究者对不同物种的遗传多样性等

方面进行研究［２４－２６］。Ｌｉ等对采自莆田、汕头、宁波３个产地
的栽培坛紫菜的部分ＩＧＳ进行分析，在１０８５～１１００ｂｐ的序
列中存在５５个变异位点，即约５％的变异率，因此推测 ＩＧＳ
可以作为红藻种内研究的分子标记［２７］。根据红毛菜核糖体

基因２８ＳｒＤＮＡ序列分析结果及系统进化树，可以确定采自
江苏省、福建省、广东省的７个海水红毛菜是同一类群，利用
部分 ＩＧＳ序列对这７个海水红毛菜的种内亲缘关系进行分
析。ＩＧＳ序列遗传距离的分析结果显示，７个地理群的海水红
毛菜遗传距离极近（０～０．００３），几乎没有差别，因此可以认
为这７个地理群的海水红毛菜关系紧密，可能为同一物种。

结合不同地理群红毛菜核糖体２８ＳｒＤＮＡ、ＩＧＳ序列分析
结果及基于２８ＳｒＤＮＡ构建的系统进化树可知，本研究中采
集到的红毛菜具有物种多样性，淡水红毛菜与海水红毛菜之

间存在明显区别，海水红毛菜存在遗传多样性，且采自江苏

省、福建省、广东省的７个海水红毛菜之间关系紧密，可能由
１个物种起源而来。从目前数据可知，２８ＳｒＤＮＡ可以用于红
毛菜种及种以上水平分类研究。此外，由于目前红毛菜和紫

菜等红藻的２８ＳｒＤＮＡ序列的数据有限，将来仍需更多研究
来补充和完善此系统进化树，为研究红毛菜科物种多样性、遗

传多样性以及保护红毛菜的种质资源提供参考。
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