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DNA条形码(DNA barcoding)是一段特殊的、可

用于物种鉴定的 DNA序列, 是近几年以来国际上生

物分类学研究的主要热点之一 [1], 其技术的发展为

后现代生物分类学的研究与完善提供了有力的手

段。在一定前提条件下, 它既可以用来验证已知分类

群鉴定的准确性, 也可以用来发现新的物种。 

简单地说, DNA 条形码是通过对一组来自不同

生物个体的较短同源 DNA 序列进行 PCR 扩增和测

序, 并对序列进行多重比对和聚类分析, 从而将该个

体精确定位到一个已描述的分类群中, 甚至还可提供

充分的信息将某些物种定位到特定的地理种群[2]。 

迄今为止, 已有大量的基因片段被作为 DNA条

形码用于物种的鉴定 [3], 既有单一序列也有组合序

列[3-5], 但对于植物 DNA 条形码的选择还没有一个

明确的统一标准。目前, 一般认为较理想的 DNA条

形码标准要具有如下特征: 1)种间具有明显的变异而

种内变异足够小; 2)应尽可能是相同的一段 DNA 片

段; 3)DNA片段应足够短, 长度约 700 bp左右, 便于

单向测序; 4)存在高度保守区域, 便于设计通用引物; 

5)目标 DNA 条形码应包含充分的进化信息, 便于对

物种进行系统地位确认[6-7]。 

用 DNA 条形码对物种进行鉴定具有很多优点,  

1)不受个体形态特征变异和发育阶段影响; 2)对形态

分类难以区分的类群, DNA 条形码可从基因水平上

提供一种分类鉴定依据; 3)核苷酸序列数据库作为数

字化平台 , 能弥补形态鉴定的不足 , 从而有利于加

快已知物种的识别速度。 

鉴于近几年以来DNA条形码技术已在海藻学研

究中得到了一定程度的应用和发展 [8-19], 为了跟踪

国际上的这种新变化, 本文尝试论述大型海藻学研

究中 DNA条形码技术的应用及前景, 目的是希望将

其更广泛地应用于海藻物种多样性鉴定、新物种的

发现等研究领域, 促使我国海藻分类学尽快融入国

际后现代分类学系统中。 

1  背景及发展史 

人类在利用地球自然生物资源过程中逐步发展

了生物分类学 , 正确区分物种 , 特别是具有重要经

济和/或环境价值的种类, 都离不开对物种的分类鉴

定。分类学的主要任务包括描述和鉴定物种, 提供简

洁、方便的信息检索系统。分子系统学则是借助于

分子水平的标记, 如基因序列进行的系统研究。分子

水平标记是近十几年来广泛采用的指标, 但不同的

指标针对的系统水平是不同的, 属间分类标准一般

采用细胞核或质体基因组标记[20]。各种分子遗传标

记的研究在陆地生物学中已深入开展, 在海洋生物

学中分子遗传标记的研究也是方兴未艾[21]。注意到

在物种鉴定中分子系统学的重要性 , 最近数十年 , 

利用DNA中携带的遗传信息来探讨植物的系统发育

引起了广泛关注, 有许多是关于海藻的[3-4,8,11,22-23]。

随着该领域研究的不断发展, 2003 年, 加拿大 Paul 

Hebert 教授等首次正式提出了 DNA 条形码的概   

念[24]。其基本思想是通过 DNA 片段中 A、T、C 和
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G 等 4 个碱基在基因中的排列顺序识别物种, 原理

类似于现代商品零售业的条形编码系统。2004 年 5

月, 在华盛顿成立了生物条形码联盟(consortium for 

the barcode of life, CBOL), 致力于发展鉴定生物物

种的全球标准。 

2  大型海藻及 DNA 条形码技术的应

用 

2.1  大型海藻 

大型海藻一般指红藻、褐藻、绿藻和蓝藻等四

大门类, 和海洋浮游藻类一起构成海洋的主要初级

生产者。我国大型海藻物种资源比较丰富, 先后报道

了 1 277个物种[25]。长期以来, 由于简单的外部形态

和内部生理结构、生理上的趋同性以及高度的表型

可塑性, 海洋藻类成为用传统方法难以区分和鉴定

的类群。海洋藻类的分类学一直是困扰人们的难题[26], 

随着 DNA 条形码的出现, 近几年, 该技术已被逐渐

应用于各种海洋大型藻类的分类和鉴定[11-12]。 

2.2  DNA 条形码技术的应用 

随着浒苔的暴发, 我国海藻分类学研究成了颇

具争议的焦点。面对严峻的质疑和挑战, 开拓新的分

类学方法势在必行。其中, DNA条形码技术由于具有

某些较明显的优势而吸引了大家的关注, 虽然在海

洋藻类方面尚无统一的基因片断和研究标准。 

2.2.1  不同基因序列在大型海藻方面的应用 

相对于动物 DNA条形码技术而言, 高等植物和

藻类 DNA条形码研究进展缓慢且存在较大争议。目

前, 已知陆续有 10种基因序列、15对引物应用到总

计 3个门类 197个属 403个物种中, 而且大多集中在

红藻门, 达到 58%, 而绿藻门仅占 5.8%; 研究的基

因主要是 COI(Mitochondrialcytochrome c oxidase 

subunit I, 细胞色素 C 氧化酶亚基Ⅰ)基因(26.3%)、

ITS(internal transcribed spacer, 内 转 录 间 隔

区)(17.1%)、UPA(universal plastid amplicon, the por-

tion of 23S rDNA)(12.9%)等[27]。然而一些作者选择

的基因序列及研究对象各不相同, 无法判断目标引

物的通用性及适用性。 

Lin 等[28]利用 rbcL(1,5-二磷酸核酮糖羧化酶/氧

化酶大亚基)基因片段扩增了仙菜目红叶藻科 48 个

属 91 份样品, 建立了红叶藻亚科、亮叶藻亚科和红

肋藻亚科等三亚科系统进化树, 然而在更高分类阶

元上如科、目等, rbcL 基因就起不到应有的效果。

Saunders 等[8] 分析了红藻 3 个群体的 46 个样品的

COI, 发现它能准确地区分形态相似的种类, 并发现

了一些新物种。Robba 等[9]分析了红藻门 6 个目 79

份样品, 发现其种内差异为 0%～2.6%, 属内种间差

异为 5.2%～27.5%, 因此认为 COI 可以分辨近缘种, 

且可划分科级以下分类阶元。Sherwood等[29]分析了

107份藻类样品, 包括红藻、绿藻、褐藻、蓝藻等, 发

现 UPA 片段变异范围非常大, 可将大多数种类区分

开。褐藻分子系统学研究主要集中在 rRNA 基因、

rbcL和 rbcS序列分析上[26], Lane等[30]利用 COI、ITS

和 rbcSp (Plastid Rubisco operon spacer)基因分析了

褐藻门翅藻属 Alaria 的 54 个样品, 发现单一的 COI

基因片段效果不佳, 而 3 个基因片段的组合则能有

效区分大部分种类。Brodie 等[31]分析了红藻门紫菜

属 102 份样品, 发现 COI 基因片段能将样品鉴定到

种。Yang等[32]分析了红藻门江蓠属 11个种的 28份

样品, 发现 COI 基因片段在江蓠属内的种间差异为

13%±3.2%, 种内差异为 0.9%, 可将样品区分为 7个

地理群; 而 rbcL基因片段在江蓠属内的种间差异为

1.2%～12.6%(平均 9.7%), 种内差异为 0.289%。

Conklin 等 [33]分析了红藻门麒麟菜属和卡帕藻属的

15个样品, 发现这两个属的 UPA基因片段有明显差

异, 而属内差异则非常小, 而 COI 基因片段在属级

水平上则有明显的差异。Freshwater等[14]发现红藻门

石花菜目的 COI序列比 rbcL序列更多变, 在姐妹种

间具有更大的间隔区, 认为 COI 基因更适合作为石

花菜目的分子辅助鉴定标签。Rueness[34]对海洋红藻

中两种多管藻 COI 序列进行了比较, 表明它们只有

1.2%的不同, 这两种藻类的分类情况被解决。KIM

等[35]分析了红藻门 5 个种类 75 个样本的 COI 序列, 

其中 4种江蓠, 一种是龙须菜, 种内不符合的偏差范

围在 0%~0.9%之间 , 种间偏差是 9.2%~16.1%。

Sherwood 等[36]分析了红藻门的 17 个目 290 份样品, 

发现 UPA 标记序列成功率为 64.7%, 而 COI 序列是

46.8%, 表明这两个序列在鉴定该样品方面存在一定

的差异性。Mattio 等[37]研究潜在的 5 种不同的标记

作为 DNA条形码应用在褐藻门马尾藻属, 结果论证

了 ITS-2和RubisCO作为条形码标记的不充分性, 虽

然它们暗示了作为线粒体标记的潜在性, 还需要额

外的研究去进一步评估这些标记的鉴定成功性。

McDevit等[38]分析了褐藻门 20个属 106个种的 COI

基因片段, 发现其属内种间差异为 3.04%～10.08%, 

种内差异为 0.00%～0.46%。Macaya等[13]分析了世界
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19 个地点的巨藻属样品(褐藻门)的 COI 基因, 发现分

布于南半球的隔离种类均为单倍型的。Kucera[18]将

COI-5P(the 5'region of the mitochondrial cytochrome 
oxidase 1)作为 DNA 条形码应用到褐藻门墨角藻属

Fucus的样品鉴定中, 发现它与其他标记有相同的作

用。 

目前在褐藻和红藻中 COI 基因片段都是较为理

想的条形码片段, 但是针对绿藻 COI 基因片段研究

较少。 

Saunders 和 Kucera[11]评估了海洋绿藻的 rbcL、

tufA、UPA、LSU和 ITS等片段作为 DNA条形码标

记的效果, 发现仅 ITS有较低的成功率、tufA标记在

扩增时有 95%的成功率(除刚毛藻科外), 认为 tufA

适合作为海洋绿藻条形码的标准分子标记。腾林宏[39]

对刚毛藻目不同样品序列的分析和构建的系统树清

楚地表明, ITS和 18S r DNA序列种间差异明显大于

种内差异, 18S rD N A序列种内差异 0.0%~0.1%, 种

间差异在 0.3%~6.1%; ITS序列种内差异 0.0%~1.7%, 

种间差异 4.9%~63.4%, 显示出分子方法对刚毛藻目

物种的分类鉴定具有重要辅助作用。因此, 她认为, 

根据国际 DNA条形码的技术标准, 这两个序列可以

作为其分子条形码对物种进行快速有效的鉴定[39]。 

讫今, NCBI(美国国立生物技术信息中心)已公

布了 44 种藻类叶绿体全基因组和 40 种藻类线粒体

全基因组序列 , 这是进一步设计和开发大型海藻

DNA 条形码的有用资源, 将在基因水平阐述各级分

类阶元的划分与系统构建提供有力的支撑信息。 

2.2.2  作为条形码的不同基因的优缺点 

DNA 条形码需要有一个通用的标准序列, 但是

找到能够区分全部物种的理想 DNA片段比较困难。

目前认为, 线粒体基因适合作为通用 DNA条形码序

列, 因为它没有内含子, 很少有重组现象, 并且大多

为母系遗传的单倍体。但植物线粒体基因组进化速

率慢, 达不到条形码的通用性要求, 因此植物 DNA

条形码序列主要在叶绿体和核基因上进行选择。生

物条形码联盟植物工作组已经决定将叶绿体 rbcL和

matK(叶绿体基因组的成熟酶基因)两个基因片段作

为植物 DNA 标准条形码的核心条码 , 叶绿体

trnH-psbA(叶绿体非编码区片段)片段和核基因片段

ITS为植物 DNA条形码的补充条码。 

(1) COI 
2003年, Herbert研究发现利用 COI基因一段长

度为 648bp的片断, 能够在 DNA水平上成功地区分

物种。COI 基因序列是区分种间差异的有效分子标

记, 因此可以利用 COI 基因序列将因地理环境等因

素造成表型各异的不同物种和其他种区分开来[40]。 

COI基因具有以下优点: 1) COI基因比核基因具

有更丰富的系统进化信息, 和目前已知的其他蛋白

质基因相比, COI密码子第 3个位点的碱基置换更频

繁, 进化速率比 12S r DNA和 16S rDNA快 3倍[41];  

2) COI 序列比较短, 在 650 bp 中就有 4650个 ATGC

的可能组合, 一般情况下其序列种间遗传变异大于

种内遗传变异[42]。缺点: 1)COI基因在植物中的进化

速率远慢于在动物中的, 只适用于低等植物中某些

藻类的鉴定[43-44]; 2)对通常选择 COI作为 DNA条形

码的标记基因的, 因 COI 不能含盖全部物种, 所以

有时需要选择使用其他片段作为辅助标记基因。已

有研究者研究证实COI基因作为DNA条形码能够准

确地区分红藻门物种[8-9]。 

(2) nrITS 
核基因组的核糖体 DNA ITS片段广泛分布于光

合真核生物(蔗类植物除外)中 , 是系统学研究中最

常用的片段之一。从 Baldwin[45]首次把 ITS应用于植

物系统发育研究以来, ITS已经成为系统发育重建中

最受欢迎的序列之一。 

ITS 的具有如下优点: 1)在核基因组中是高度重

复的, 有利于扩增、克隆和测序[46]; (2)经过协同进化, 

不同 ITS 拷贝间的序列接近纯合[47], 可对种间关系

进行精确重建。因此 Kress等最早将其视为植物条形

码候选片段。组成该片段的不同部分(ITS1、ITS2和

5.8S)序列变异差别较大, 5.8S最为保守, ITS1的识别

效果好于 ITS2[48]。ITS2片段较短, 易于扩增和测序, 

尤其对发生 DNA降解的材料更为有利[49-50], 该片段

在种间水平上变异较大, 已被广泛用于物种分子鉴

定、系统进化和植物条形码研究[6]。 

其缺点: 1)扩增成功率是 ITS作为条形码应用的

一个限制因素。Kress和 Erickson[51]报道, ITS1正确

识别率为 81.5%, 但其扩增成功率仅为 60.4%, 因此

全部样品的正确识别率则下降为 45.8%。2)长度变异

大, 多数物种扩增片段长度超过 1 100 bp。3)存在长

的 Poly-G、poly-C 和 poly-A, 导致测序和序列分析

困难[52]。4)核基因自身存在多拷贝的特性, 在某些类

群中种内变异较大 , 降低了它作为条形码的应用  

性[51]。已有研究者发现 ITS 作为海藻的一些类群的

DNA条形码标记时有较低的成功性[11,37]。 

但是, 随着测序技术的发展及数据分析技术的
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进步, ITS 作为组合的条形码之一, 仍具有很大的应

用前景。有研究者用包括 ITS 在内的 3 个基因研究

藻类, 发现用 3 个基因片段的组合能够有效区分大

部分种类[30]。 

(3) matK 
matK 序列是植物叶绿体 DNA 中进化较快的一

条编码区序列, 也是多位研究者推荐的条形码序列

之一 [5]。matK 基因位于叶绿体赖氨酸 tRNA 基因 

(trnK)的内含子中 , 长约  1550bp, 编码一种参与

RNA转录体中 II型内含子剪切的成熟酶[53], 为单拷

贝编码基因。 

matK 基因具有如下优点: 1)其进化速率大约是

rbcL的 2~3倍[54]; 2)该基因在系统学研究方面的应用

十分普遍[55-58]。缺点: 1)一些学者发现在 DNA 条形

码研究中, mazK 扩增效果并不理想[52,59]; 2)matK片

段的引物通用性较差, 鉴定不同类群时往往需要设

计不同的引物[60-61]。因此, 只有在解决了 matK序列

的扩增问题 , 才有可能作为 DNA 条形码使用。

Sanders等在分析轮藻科 6个属的藻类时, 发现 matK

基因能够鉴定的轮藻科平均分枝长度超过 rbcL 基因

的 5倍, 更适合轮藻科的分类鉴定[62]。目前, matK基

因在大型海藻物种鉴定方面的应用研究报道较少。 

(4) trnH-psbA 
trnH-psbA片段是叶绿体基因中进化速率最快的

片段之一[63]。其优点是 1)其序列两端具有约 75bp的

保守区, 便于设计通用引物[64]; 2)trnH-psbA 序列已

经在很多植物中扩增成功, 且有很好的鉴别能力[59]; 

3)92%的物种扩增片段长度为 340~660bp, 且均具有

独特的间隔区序列, 符合理想的条形码标准[6]。其缺

点是: 1)该片段中普遍存在插入/缺失事件, 即使在

近缘种间也是如此 [65], 导致不同物种间片段长度变

异较大; 2)该片段具有较高的突变率和简单的序列重

复和重排, 在进行序列分析时需要人工校正 [60], 从

而限制了在系统发育研究中的应用。由于插入/缺失

过多 , 导致 trnH-psbA 在不同属物种间的比对困   

难 [6,66]。然而 , 比对的难易不是条形码必需的条件, 

只要建立了适合的条形码数据分析方法, 插入/缺失

还将会丰富物种识别信息[6]。由于 trnH-psbA变异大, 

主要适用于被子植物中物种丰富的属。目前, 很少有

研究报道 trnH-psbA 在大型海藻物种鉴定方面的应

用。 

(5) rbcL 
rbcL 基因为核酮糖 -1, 5-二磷酸羧化 /加氧酶

(Rubisco)的大亚基, 长度约为 1 400 bP, 无内含子。 

rbcL具有如下优点: 1)在大部分植物中, rbcL片

段都比较容易扩增和测序, 已有许多相关报道[67-69]; 

2)目前, rbcL基因已广泛应用于被子植物科级以上较

高类群之间的系统发育分析[70]; 3)rbcL 序列具有通

用、易扩增、易比对的特点, 被提议作为条形码片段, 

可以用作核心片段将某些未知样品识别到种级以上

水平; 4)通过使用GenBank中大约 10 300条长度大于 

1 000 bp的 rbcL序列进行比较分析, Newmaster等发

现尽管 rbcL 不能识别全部物种, 但可以区分不少同

属植物。缺点: (1)由于 Rubisco在光合作用及光呼吸

中所起的关键作用, rbcL 基因的进化明显受功能限

制, 它的编码序列高度保守。2)植物中 rbcL 片段的

变异主要存在于种级以上水平, 物种水平的变异通

常不够[51-52,59,66]。因此, 有人建议将 rbcL与其他DNA

基因片段组合使用[71]。但存在的问题是, rbcL的整体

长度较长(至少 1 300 bp), 需要使用 4个引物并进行

双向测序才能完成整个基因的测序 [6], 而理想的条

形码要求片段长度较短, 因此有些研究仅选取其中

一段进行扩增, 如 rbcL-a[71]。Kucera 在 2010 年对

rbcL、UPA及 ITS等片段进行了评估, 发现 rbcL-3P

在若干隐存种类(由于在长期的进化过程中其形态停

滞, 从而使其根据形态特征被命名为同一种名的不

同种 )中作用很显著 , 能够很好地区分石莼属的种

类。还有一些研究者已证明了 rbcL 在鉴定一些大型

海藻方面的效果[14,19]。 

(6)UPA片段 

UPA 片段非常适合于藻类的研究, 同时也可作

为陆地植物的组合条形码之一 [3]。有研究者提议将

UPA片段作为光合作用植物的 DNA条形码, 已有研

究表明 UPA 片段在海藻中存在一定的变异, 但在陆

地植物中变异率很低[52,72-73]。Kucera 在 2010年利用

COI-5P 作为 DNA 条形码对加拿大红藻门紫菜品种

进行鉴定时,  通过与 rbcL及UPA进行了比较, 从而

发现了两个新种。姚雪等[27]发现 COI、UPA、rbcL

三种基因片段引物具有较高的通用性, 在三个门类

28 种海藻的 38 份样品中获得有效基因序列为

65%~82%, 显示出这三个基因片段具有一定的通用

性价值。有研究者分析了红藻门多个类群的样品, 发

现其 UPA基因片段能够较好的辨别物种[33,36]。 

(7)多片段组合 

如上所述 , 在植物中 , 采用单片段的识别率一

般不高, 往往不能达到条形码的要求[52,59,71-72], 靠一

个片段来区分杂交种或存在基因渗透的类群也存在
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问题[67]。因此, 很有必要把来源于不同基因组的片段

加以组合。任保青等[74]认为: 在整个植物界, 若想用

1个基因或 1个短的 DNA片段来区别所有物种几乎

是不可能的, 但是可以通过 1 个条形码组合在基因

组范围内实现阶层条形码, 进而逐级缩小鉴定范围, 

最终达到物种自动鉴定的目的。多序列组合方案为

植物 DNA条形码的研究指出了一个新的方向, 但根

据现有的研究结果筛选出的片段并不能完全满足

DNA 条形码的标准, 仍需要大量的实验去验证它们

的物种识别和鉴定能力。目前, 多序列组合在大型海

藻方面也有很广阔的应用前景[31]。 

3  DNA 条形码技术在海藻学的应用

前景及存在的问题 

众所周知, 大型海藻因其生长环境、发育阶段的

不同 , 外部形态经常发生很大的变化 , 这就给主要

依据形态特征来鉴别物种的经典分类工作带来很大

困难。某些藻类的分类结果一直存在争议。与此同

时尚存在大量未命名海藻种类, 已命名的物种也存

在同物异名和异物同名现象。新兴的 DNA条形码技

术能够对我国大型海藻进行高效鉴定和分类, 进而

加速新物种的发掘。目前, 利用 DNA条形码技术对

我国大型海藻进行物种鉴定和分类的报道还较少。

随着 DNA条形码的广泛应用, 整个技术体系日趋完

善, 其在我国大型海藻分类鉴定方面将有广阔的应

用前景。 

需要强调的是, DNA 条形码技术的使用不能完

全脱离经典的分类学研究方法, 尤其是未知或尚未

界定的物种的分类鉴定工作[75]。 

DNA条形码技术在应用时仍然存在一些问题。

在整个基因组中, 有大量的基因序列能够满足我们

一个或多个要求。作为 DNA条形码技术的标准基因, 

必须一方面足够保守(其引物有强的保守性, 能够进

増行大范围的物种扩 ), 另一方面有足够的变异来区

分不同物种从而达到鉴定的目的, 但是理论上不存

在一种普遍适用的 DNA条形码基因。任何一个基因

都不可能在各种生物中都保守, 同时又包含足够的

序列变异信息来进行物种的辨别。因此, 在鉴定不同

的物种时, 需要确定不同的目的基因。另外, 植物的

线粒体 DNA因杂交和基因渗入而变异很小, 真菌线

粒体 DNA含有内含子。对这些特殊类群的标准条形

码基因的选择还有待进一步探讨。另外物种间杂交

造成了在种的水平上有较大的差异, 不同物种同一

片段的进化速率不同, 同时受制于取样数量以及地

理群体代表性等, 都可能导致种间遗传差异的增大。

这使得在藻类中建立类似于动物的 COI 基因片段

DNA 条形码技术成为一项艰巨的任务。但是, 随着

条形码序列数据的不断积累及其研究范围的不断扩

大, 条形码技术将逐渐实现与世界范围内其他分类

学研究计划的协调发展 , 作为一种物种鉴定工具 , 

势必在生物系统学和分类学研究中得到广泛应用。 
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