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摘要　ＤＮＡｂａｒｃｏｄｅ，又称为ＤＮＡ条形码，是指利用短的标准ＤＮＡ序列的核苷酸多样性进行物种
的鉴定和快速识别。目前该方法在动物分类研究中应用广泛，其中线粒体的细胞色素ｃ氧化酶亚
基１（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ１，ＣＯＩ或ｃｏｘ１）基因中的约７００ｂｐ长度的一段被用来作为标准
ＤＮＡ片段。在陆地植物条形码研究中，生命植物条形码联盟会（ＣｏｎｓｏｒｔｉｕｍｆｏｒｔｈｅＢａｒｃｏｄｅｏｆ
ＬｉｆｅＰｌａｎｔＷｏｒｋｉｎｇＧｒｏｕｐ，ＣＢＯＬＰｌａｎｔＷｏｒｋｉｎｇＧｒｏｕｐ）近期推荐将植物叶绿体中的两个基因片段
ｒｂｃＬ＋ｍａｔＫ作为初步的陆生植物条形码，此组合能在７０％的程度上进行植物物种的鉴别。在海
藻的分类研究中，ＤＮＡ条形码的应用较少，已有的研究主要集中在硅藻、红藻和褐藻，尚没有学者
明确提出适合藻类的ＤＮＡ条形码。总结了能够作为藻类ＤＮＡ条形码的序列特点、应用流程及分
析方法，综述了ＤＮＡ条形码在藻类中的研究现状和存在的问题，展望了藻类 ＤＮＡ条形码的应用
前景。
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　　现有的生物物种鉴定和分类方法主要以形态为基

础，地球上有数亿个物种，迄今为止，也仅有不足 ２００

万个物种被认识，物种鉴定和分类研究是一项任重而

道远的任务。目前形态学分类方法有两方面的局限：

第一，不同个体的形态特征受生物发育阶段和遗传可

变的影响容易导致不正确的鉴定，许多群体中存在的

隐存种无法只通过形态观察准确辨别；第二，分类学家

识别能力有限，能够正确鉴定１０００个物种的分类学家

极少，对地球上１亿 ～１０亿个物种而言就需要１万 ～

１０万个分类学家来支撑物种的识别体系［１］。形态学鉴

定的局限性和不断缩减的分类学家队伍，使分类学的

发展面临巨大的挑战。

　　分子生物学的发展和大量的分子数据为上述问题

提供了一个解决方法。已有的研究表明，通过分析特

定基因片段能区别生物的多样性差异。ＤＮＡ条码（技

术）的概念于１９９３年首次提出，它是利用标准的 ＤＮＡ

片段作为快速和准确进行物种鉴定和分类的标签，但

在当时并没有引起学者们的广泛关注［２］。直到 ２００３

年Ｈｅｂｅｒｔ等［３］将其应用到动物的物种鉴定研究，ＤＮＡ

条形码技术才逐渐走入大家的视线。动物的 ＤＮＡ条

形码研究通常使用线粒体的 ＣＯＩ基因，基因片段长度

为６４８ｂｐ，侧翼有保守序列，使其很容易扩增、测序和分

析。更多的研究证明，ＣＯＩ基因在种内的变异率仅为

１％～２％，但在相近物种中的变异率相对较高，因此，

在用其进行物种鉴定时可信度高［４］。在陆生植物中，

Ｖｉｊａｙａｎ、ＣＢＯＬＰｌａｎｔＷｏｒｋｉｎｇＧｒｏｕｐ、闫化学、唐建阳等

分别对植物 ＤＮＡ条形码研究进行了综述和应用前景

预测［５８］，研究发现，ＣＯＩ基因的替代率很低，而且基因

含量和结构改变很大，不适合作为植物的 ＤＮＡ条形

码［５］，而 ＣＢＯＬＰｌａｎｔＷｏｒｋｉｎｇＧｒｏｕｐ推荐将ｒｂｃＬ＋ｍａｔＫ

两个基因片段的组合作为植物的 ＤＮＡ条形码［６］。此

外，ＤＮＡ条形码技术已在病毒、细菌和原生动物类群以

及司法鉴定，生物工程，食品工业等领域得到应用［９］。藻

类的ＤＮＡ条码研究起步较晚，研究系统性不强，通用性

差，发展速度缓慢。本文综述了关于藻类ＤＮＡ条形码研

究的标准和意义，探讨了目前国内外的研究现状和存在

问题，希望能为相关研究的学者提供一些有用的信息。
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１　藻类ＤＮＡ条形码概念、标准及分析方法

　　藻类的 ＤＮＡ条形码就是指用一个或几个标准的
ＤＮＡ片段进行藻类的物种鉴定和识别，不受个体形态、
生长阶段的限制。若能建立藻类的 ＤＮＡ条形码数据
库，便可以加快海洋藻类的物种鉴定速度和认识新的

物种，还可以克服形态学鉴定的局限性和准确率不高

的问题，减少对藻类分类的物力和人力要求，促进藻类

分类研究进展。条形码是 ＤＮＡ序列，应用其进行物种
鉴定时，与微卫星 ＤＮＡ标记、随机扩增多态性 ＤＮＡ等

技术相比较，重复性高，省时省力。

　　藻类ＤＮＡ条形码的几个重要特点：（１）要求不同
种间有明显的遗传变异和分化，同时种内变异不大，不

足以影响对种间的变异判断；（２）通用性好，存着于较
保守的区域，便于设计在不同种间均可应用的通用引

物；（３）长短适中，最好为５００～１０００ｂｐ，太短不能很好
的反应遗传变异，太长不便于ＰＣＲ扩增和测序反应。
　　ＤＮＡ条形码的应用流程：对所研究的样品进行采

集、清洗和处理藻体表面的杂藻和菌类，提取基因组

ＤＮＡ；选择所用的 ＤＮＡ条形码基因序列，设计和合成
引物；对样品ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增；对 ＰＣＲ产物进行纯
化处理和测序分析；对测序得到的结果进行序列编辑，

并对结果进行分析。

　　首先进行序列比对和人工校正，再通过 ＭＥＧＡ或
ＰＡＵＰ计算种内和种间的 Ｋ２Ｐ距离，比较种、属和科３
个水平上的序列差异，根据结果建立 ＮＪ树，依据 ＤＮＡ

条形码基因得出的遗传距离对待检样品进行分类鉴

定［１０］。这种方法相对简单，对条形码数据库相对成熟

的动物条形码的分析比较适用，但对正在进行条形码

评估阶段的植物条形码和藻类条形码而言，还需要更

进一步的分析，主要分以下三步：（１）测序得到的序列

进行人工校正和序列比对，用 ＢＬＡＳＴ方法在 ＧｅｎＢａｎｋ
的数据库中查找同源性高的基因片段，进行校正；（２）
进行种内和种间距离的计算，Ｓａｕｎｄｅｒｓ等［１１］使用

ＰＡＵＰ４．０ｂ１０计算种间和种内的遗传距离，采用
ＧｅｎｅｒａｌＴｉｍｅＲｅｖｅｒｓｉｂｌｅｍｏｄｅｌ（ＧＴＲ）模型进行检
验［１２］；（３）系统学分析，通常采用ＮＪ、ＭＥＧＡ、ＭＬ、ＭＰ等
方法建立多种系统发育树，检验物种的聚类统一性。

Ｌａｈａｙｅ等［１０］对不同的方法进行了比较，发现 ＵＰＧＭＡ
和ＭＰ树的物种识别正确率较高，可以对不同的条形码

进行评估和验证。但因为不同的软件在进行数据处理

时的复杂程度不同，使用条件不同，所用时间也不同，

所以可根据具体需要进行选择，以便可以达到条形码

快速鉴别物种的目的。

２　藻类ＤＮＡ条形码的研究现状

　　虽然ＤＮＡ条形码技术在动物和植物中的研究颇
多，对动植物的分类鉴定等相关研究也有一定的帮助。

但在藻类的研究中，至今为止，还未有学者或组织明确

的提出通用的藻类ＤＮＡ条形码。
　　Ｅｖａｎｓ等［１３］选取了２２个硅藻属的３４个个体为样
本进行硅藻的条形码研究，分别对 ｃｏｘ１、ｒｂｃＬ、１８Ｓ
ｒＤＮＡ、ＩＴＳｒＤＮＡ４个基因序列的有效性进行了评价，结

果表明 ｃｏｘ１基因的种内变异为 ０～５ｂｐ，种间至少为
１８ｂｐ，比ｒｂｃＬ和１８ｓｒＤＮＡ的变异率都高，ＩＴＳｒＤＮＡ的种
内变异率太高，而且现有数据库中的硅藻的 ＩＴＳｒＤＮＡ

序列信息很少，综合比较，ｃｏｘ１基因更适合作为硅藻的
ＤＮＡ条形码。ＭｃＤｅｖｉｔ等［１４］对褐藻纲的５目、９科、２０
属、２９种的１０６个个体进行了条形码的适用性研究，发
现ｃｏｘ１能够明确的进行种间的区分，种内的变异率为
０．００％～０．４６％。Ｃｌａｒｋｓｔｏｎ等［１５］利用线粒体的细胞色

素氧化酶Ⅰ基因的 ５′端序列（ＣＯＩ５Ｐ）和质体的
２３ＳｒＲＮＡ基因（ＵＰＡ）作为 ＤＮＡ条形码在红藻目、楷膜

藻科的１０２个个体中进行比较评价发现，ＣＯＩ５Ｐ可以
很好的进行种间的区分，但是很多个体不能扩增到清

晰的产物，该问题可以通过使用特异引物解决。ＵＰＡ
虽然在红藻、褐藻和绿藻中引物的通用性强，但种间序

列变异小。该研究通过 ＣＯＩ５Ｐ基因的系统学分析还
发现了楷膜藻科的一个新种。ＭｃＤｅｖｉｔ等［１６］对在海带

科中扩增得到的１９４条 ＣＯＩ５Ｐ序列进行了分析，确定
在加拿大的海域有１２个种。Ｌａｎｅ等［１７］利用ＤＮＡ条形
码对太平洋东北沿岸的褐藻纲、海带目、翅藻属进行了

分子评价，他利用线粒体的 ＣＯＩ５Ｐ基因对翅藻目的群
体进行了系统进化分析，并比较了细胞核中的基因

ＩＴＳｒＤＮＡ和质体中的基因ｒｂｃＳｐ作为条形码辅助研究了
优劣性。Ｓａｕｎｄｅｒｓ等［１１］对在加拿大海区收集到的江篱

目的海藻进行条形码研究时发现了 ＣＯＩ５′基因的一个
新序列，后经形态和解剖学辅助研究发现该物种是一

个入侵物种。Ｓａｕｎｄｅｒｓ等［１８］对加拿大海区的白蒙藻科

的藻类进行条形码ＣＯＩ５′的评价研究，发现了 Ｗｅｅｋｓｉａ
属的３个新物种。Ｕｗａｉ等［１９］用线粒体基因 ｃｏｘ３和核
基因组中的ＩＴＳ１对日本周围海域２１个不同位点采集
到的裙带菜进行了种内遗传多样性分析，发现 ｃｏｘ３在

１０６个植株中有９个单倍型，可以对来自不同海域的样
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本进行区分。

　　目前藻类研究中使用较多的 ＤＮＡ条形码主要是

ＣＯＩ基因或其５′端。但因地域的差异，对物种的收集形

成了障碍，目前研究者主要在就近海域取材进行鉴定。

若验证 ＤＮＡ条形码的通用性，需考虑世界范围内不同

海区的同科或同属物种的适用性。在不能亲自采集到

样品时，只能下载其他研究者发布在数据库中的相关

序列信息进行分析，所以在时间和地域上也制约了藻类

ＤＮＡ条形码的快速发展。表１总结了目前应用在藻类

ＤＮＡ条形码研究中的一些基因及其引物序列和来源。
表１　藻类中用到的ＤＮＡ条形码引物

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒａｌｇａｅＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｂｙｒｅｓｅａｒｃｈｇｒｏｕｐｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ５′３′ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ＣＯＩ ＧａｚＦ１ｆ ＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ ［２０］
ＧａｚＲ１ｒ ＡＣＴＴＣＴＧＧＡＴＧＴＣＣＡＡＡＡＡＡＹＣＡ ［２０］
ＧａｚＦ２ｆ ＣＡＡＣＣＡＹＡＡＡＧＡＴＡＴＷＧＧＴＡＣ ［１３］
ＧａｚＲ２ｒ ＧＧＡＴＧＡＣＣＡＡＡＲＡＡＣＣＡＡＡＡ ［１３］
ＫＥｉｎｔＦｆ ＧＡＧＡＧＣＡＡＡＡＡＧＴＴＴＡＣＣＡＴＴＴＣＡ ［１３］
ＫＥｉｎｔＲｒ ＣＡＡＡＴＡＡＡＡＴＴＲＡＴＷＧＣＷＣＣＴＡＡ ［１３］
ＫＥｉｎｔ２Ｆｆ ＧＡＡＧＣＷＧＧＷＧＴＷＧＧＴＡＣＷＧＧＷＴＧ ［１３］
ＫＥｄｔｍＲｒ ＡＡＡＣＴＴＣＷＧＧＲＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡ ［１３］
ＧＷＳＦｆ ＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣＧＴＣＧＴＴＣＡＡＣＡＡＡＹＣＡＹＡＡＡＧＡＴＡＴＹＧＧ ［１１］
ＧＷＳＦ５ｆ ＡＣＡＡＡＹＣＡＹＡＡＩＧＡＴＡＴＹＧＧ ［１１］
ＧＷＳＲｒ ＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＣＡＴＧＧＧＲＴＧＴＣＣＲＡＡＲＡＡＹＣＡＲＡＡ ［１１］
ＧＷＳＲ３ｒ ＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＣＡＴＧＧＧＲＴＧＴＣＣＡＡＡＩＡＡＹＣＡＲＡＡ ［１１］
ＧＷＡＲ５ｒ ＴＣＡＧＧＲＴＧＮＣＣＩＡＡＲＡＡＹＣＡ ［１１］
Ｃｏｘ１Ｒ１ｒ ＧＴＡＴＡＣＡＴＡＴＧＡＴＧＨＧＣＴＣＡＡ ［１８］
ＧＨａｌＦｆ ＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＹＧＧ ［１８］
ＧＨａｌＲｒ ＣＴＴＣＷＧＧＡＴＧＲＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ ［２１］
ＤｉａｍＦ３ｆ ＣＣＡＡＣＣＡＹＡＡＡＧＡＴＡＴＷＧＧＷＡＣ ［１６］
ＤｕｍＲ１ｒ ＡＡＡＡＡＹＣＡＲＡＡＴＡＡＡＴＧＴＴＧＡ ［１８］
ＧａｚＲ４ｒ ＡＡＡＡＴＣＡＡＡＡＴＡＡＡＴＧＣＴＧ ［１８］

ＩＴＳ ＩＴＳＰ１ｆ ＧＧＡＡＧＧＡＧＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ ［２２］
ＩＴＳＲ１ｒ ＴＴＣＡＡＡＧＡＴＴＣＧＡＴＧＡＴＴＣＡＣ ［２２］
Ｐ５ｆ ＧＣＡＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＣＡＧ ［２２］
Ｇ４ｒ ＣＴＴＴＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧ ［２２］

ＵＰＡ Ｐ２３ＳｒＶ＿ｆ１ｆ ＧＧＡＣＡＧＡＡＡＧＡＣＣＣＴＡＴＧＡＡ ［２３］
Ｐ２３ＳｎｅｗＲｒ ＴＣＡＧＣＣＴＧＴＴＡＴＣＣＣＴＡＧＡ ［２１］

　　　　　　　　Ｎｏｔｅ：ｆ．ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ；ｒ．ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ．

３　藻类ＤＮＡ条形码研究存在的问题及对策

　　目前在藻类应用较多的是 ＣＯＩ、ＩＴＳ、ｒｂｃＬ基因，在
不同的物种中各有优势。很难找到像动物的 ＣＯＩ序列
可以在物种鉴定和新物种发现中广泛通用的条形码。

动物和陆地植物的线粒体和叶绿体是母性遗传。在藻

类中，母性遗传也占优势，但研究发现也存在同配生殖

现象［２４］。褐藻目的萱藻就有同配生殖发生，其线粒体

属于单性遗传，但叶绿体却是双性遗传［２５］。绿藻中的

莱茵衣藻也有单配生殖，但其叶绿体和线粒体来自不

同交配型的单亲［２６］。如果选择的 ＤＮＡ条形码基因内
部含有内含子或被分成多个部分，就存在扩增和测序

的问题。在硅藻 Ｔ．ｐｓｅｕｄｏｎａｎａ和 Ｔ．ｎｏｒｄｅｎｓｋｉｏｅｌｄｉｉ还
有几种绿藻的线粒体中均发现有内含子［２７２８］。

　　要解决上述问题，需要加大、加快藻类的测序规模
和速度，特别是同属内不同近缘种的序列测定，在大规

模数据的基础上进行分析，选择更合适的条形码序列

或组合，同时也可以参考动物或植物中的方法，借鉴形

态分类中涉及的门、纲、目、科属等筛选出不同进化级

别上的藻类 ＤＮＡ条形码。只从形态特征对藻类进行
精确鉴定很困难。分子辅助分类方法的出现在很大程

度上解决了这个问题。对很多不同种类的个体的同一

段标准ＤＮＡ标记进行测序，进行遗传聚类分析，然后
再用形态学观察进行鉴定验证。形态和分子方法相结

合是进行生物物种鉴定的一种发展趋势。

４　藻类ＤＮＡ条形码应用前景

　　目前藻类的 ＤＮＡ条形码研究还不成熟，在数据库
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中的序列信息可能存在序列错误、样品 ＤＮＡ污染或分

类命名错误等问题，很多物种的序列还没有被及时上

传到数据库，致使分析结果不可靠或找不到可参考的

数据。早在２００３年的“ＴａｘｏｎｏｍｙａｎｄＤＮＡ”会议上，研

究者就提出要对全球的所有物种的 ＣＯＩ基因进行测

序［４］。由加拿大国际条形码协会发起的“国际 ＤＮＡ条
形码工程”计划用未来５年收集１０万个物种的条形码

序列，为每个物种注册登记各处的 ＤＮＡ条形码信息。

而且国际上也成立了诸多关于 ＤＮＡ条形码的网站和

组织，虽然现在涉及藻类的 ＤＮＡ条形码的组织还较

少，但相信随着物种的发现和条形码研究的深入，会有

越来越多的藻类的 ＤＮＡ条形码信息被录入数据库供

研究者参考使用。藻类 ＤＮＡ条形码的研究也将会成

为藻类物种分类鉴定和系统分化研究中的一种发展趋

势，我们可以参照动物和植物的 ＤＮＡ条形码发展历

程，逐步深入和广泛的研究藻类 ＤＮＡ条形码，还可用

于对外来入侵物种的评估及外来物种的识别等研

究［２９］。虽然藻类ＤＮＡ条形码的研究工作进展缓慢，并

存在一些问题，但随着测序技术的广泛应用，藻类的

ＤＮＡ条形码的研究也将日趋完善，为藻类的分类鉴定
和新物种的发现、生物多样性的评价等研究提供准确、

快速的信息，加快藻类学研究的进展。
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