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绿潮暴发期间我国青岛漂浮铜藻的分子鉴定
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摘 要 2013 年 6 月份，我国黄海连续第 7 年暴发绿潮灾害，同时出现了漂浮褐藻规模聚集现象，进一步增大了山
东半岛绿潮防控工作的难度。为了对漂浮褐藻进行分子鉴定，采用 PCＲ 扩增和序列测定的方法，获得了漂浮褐藻
的 5. 8S rDNA-ITS序列。通过与已经报道的其他马尾藻属 5. 8S rDNA-ITS序列比对及系统发育分析，对绿潮暴发期
间山东青岛近海出现的漂浮褐藻样品进行了分子鉴定。结果表明: 该漂浮褐藻的 5. 8S rDNA-ITS 基因序列全长
1366 bp，其中 ITS1 序列长度为 647 bp，5. 8S rDNA序列长度为 155 bp，ITS2 序列长度为 717 bp。序列比对分析显
示，2013 年绿潮暴发期间青岛海域的漂浮褐藻与我国浙江省和韩国江陵海区分布的铜藻样品遗传相似度高达
99%。系统发育分析为马尾藻属铜藻( Sargassum horneri) 。
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Molecular phylogenetic analysis of floating Sargassum horneri
associated with green tides in coastal area of Qingdao
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Abstract In the Yellow Sea，large-scale green tides had broken out consecutively for seven years from 2007 to 2013． However，a
small scale of floating brown algae appeared at the same time in coastal area of Shandong Peninsula，which gave more pressures inclu-
ding environmental impacts and economic losses． The 5. 8S rDNA-ITS spacer regions of samples collected during the green tide were
sequenced and analyzed． Multiple sequence alignment and phylogenetic analysis were performed to reveal the affinity between a Qingd-
ao sample and four reported Sargassum samples． Ｒesults indicated that the genetic identity of the algae from the green tide was of 99%
similarity with Sargassum horneri from the coastal area of Zhejiang province and Jiangling，Korea． Phylogenetic analysis revealed that
the floating sample clustered with Sargassum horneri closely，which proved the floating brown algae in Qingdao accompanied with green
tides，was Sargassum horneri．
Keywords floating Sargassum horneri; 5. 8SrDNA-ITS; molecular phylogenetic analysis; Qingdao

铜藻( Sargassum horneri) 属于褐藻门( Phaeophyta) 墨角藻目 ( Fucales ) 马尾藻属 ( Sargassum C． Agar-
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dh) ［1］，是一种常见的大型海洋藻类，主要分布在我国
浙闽地带［2］。铜藻多生长在潮下带 － 4 m浅海岩礁或
低潮带石沼，藻株高大，枝叶繁茂，气囊呈圆柱状。适
温的季节里，铜藻借气囊漂浮于水面，在强光条件下，

生长迅速。种群样方调查显示，它以有性生殖为主，藻
体片段营养繁殖藻株约占种群总数的 5%［3］，因此铜
藻具有在一定条件下大面积漂浮生长的可能。

2008 年 6 月下旬，我国黄海海域暴发大规模由浒
苔引起的绿潮现象。监测绿潮过程中发现，在盐城海
域出现一些浒苔团块中夹杂着少量褐藻［4］。由于漂浮
褐藻生物量较小，当时并未引起人们关注。2013 年 6
月下旬，黄海海域连续第 7 年暴发绿潮灾害。海域中
不仅出现大量漂浮生长的浒苔藻体，而且还夹杂着一

些漂浮褐藻，其中青岛局部海域褐藻的分布数量约占

浒苔数量的 20% ( http: / /www． ncsb． gov． cn /n1 /
n70003 /n70707 /n70710 /c84311 /content． html ) 。漂浮
褐藻的出现进一步加大了山东半岛绿潮防控的难度。
目前，国内外研究主要集中在对绿潮浒苔的发生机制、
遗传起源等方面［5 － 7］，对绿潮发生期间漂浮褐藻的研

究仍然较少。
本研究中以 2013 年绿潮暴发期间采自我国青岛

近海漂浮褐藻样品为材料，对其 5. 8S rDNA-ITS 区进
行了扩增、测定和分析，并与已报道的马尾藻属样品进
行了遗传相似度的比较以及系统发育学分析，拟通过

对 2013 年青岛绿潮期间出现的漂浮褐藻进行分子生
物学鉴定，为漂浮褐藻的监测和控制提供参考信息。
1 材料和方法
采集样品后，利用相机( 佳能 600D) 拍摄藻体形

态。然后取样品叶片或气囊，加液氮进行研磨，随后采
用植物基因组试剂盒( 北京天根生化科技有限公司)

提取基因组 DNA。经凝胶电泳检测合格后，分别采用
4 对引物对其 5. 8S rDNA-ITS 扩增、测序、拼接。进行
扩增的引物序列分别为 P1 ( F ) : ( 5'-CGAGTGGGCG-
GAGGCTTTTTTGTCT-3') 和 P1 ( Ｒ) : ( 5'-TTCGCTGCGT-
TCTTCATCGTTGTGG-3') ，P2 ( F ) : ( 5'-GCGACGGAT-
GTCTTGGCT-3') 和 P2 ( Ｒ ) : ( 5'-CTTGCTT-
GATCGGGGGTA-3') ，P3 ( F ) : ( 5'-GCGAAGAAGCCGA-
CAACCT-3') 和 P3 ( Ｒ ) : ( 5'-CTCCTCCTCCCCGA-
CAAGC-3') ，P4 ( F) : ( 5'-TACTGCCTGTTCGTCCCCTG －
3') 和 P4 ( Ｒ) : ( 5'-GGCTTCCTTCGCTTCCCTTT-3') 。
将测得的青岛漂浮褐藻样品序列和已报道的铜

藻［8 － 9］以及从美国国立生物技术信息中心( NCBI) 下
载的马尾藻属其他物种( 海蒿子 Sargassum confusum，
灰白马尾藻 Sargassum pallidum，海黍子 Sargassum mu-
ticum，鼠尾藻 Sargassum thunbergii，山德氏马尾藻 Sar-
gassum sandei) 的 5. 8S rDNA-ITS 序列用 Clustal W2 软

件［10］进行比对分析，然后采用 MEGA 5. 2. 1 软件［11］中
的邻接法( Neighbor-Joining) 构建系统发育树，Bootstrap
值设定为 1000。
2 结果与分析
本研究观察了漂浮褐藻的形态特征，见图 1。藻

体黄褐色，主杆圆柱形。叶基部的边缘向中肋处深裂，
向上至叶尖则逐渐浅裂并变狭窄，叶尖微钝。气囊长
纺锤形，两端尖细，从形态学上初步鉴定为马尾藻属铜

藻［1］。

图 1 漂浮褐藻样品的形态特征
Fig 1 Morphologyical characteristics of floating

brown algae collected in this study

本研究中青岛漂浮褐藻样品 5. 8S rDNA-ITS 序列
保守区域总长度为 1366 bp，其中 ITS1 序列长度为 647
bp，5. 8S rDNA序列长度为 155 bp，ITS2 序列长度为
717 bp。通过序列比对分析发现，青岛漂浮褐藻样品
的 5. 8S rDNA-ITS序列与文献中报道的分布在中国浙
江海域的铜藻样品( DT01 和 HKA01 ) ［8］、韩国江陵市
海域铜藻样品( GenBank 登录号为 AY149998. 1 ) 序列
并无明显区别，相似度达 99%，与韩国仁川市海域铜
藻样品( Genbank 登录号为 AY149999. 1 ) 序列也有较
高的相似度( 98% ) 。其中，青岛漂浮褐藻样品序列与
样品 DT01 序列比对发现，共有 4 个变异位点( 图 2 ) 。
由系统发育树( 图 3) 可见，青岛漂浮褐藻与参考序列
DT01 先聚为一枝，然后与参考序列 HKA01 聚为一枝。
蔡一凡等［8］分别在浙江南麂岛、枸杞岛、洞头岛共

采集养殖型、野生型、漂浮型铜藻 44 株。调查中发现
分布于浙江枸杞岛的野生型铜藻和洞头岛的漂浮型铜

藻以及南麂岛的养殖型铜藻和部分野生型铜藻 5. 8S
rDNA-ITS序列完全一致，并将其命名为 DT01，而部分
分布在浙江南麂岛的野生型铜藻基因型出现变异，其
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序列命名为 HKA01。根据系统发育树聚类结果，青岛
漂浮褐藻应为马尾藻属铜藻( Sargassum horneri) 。

图 2 青岛漂浮褐藻与已报道的铜藻 5. 8S rDNA-ITS序列比对结果
Fig 2 Alignment of the 5. 8S rDNA-ITS sequence from floating

brown algae and Sargassum horneri reported

3 讨论
在海藻的分类系统上，由于海洋的开放环境和人

类活动等因素影响，仅仅依靠藻体的形态、结构特征很
难得到统一的结论，因此利用分子标记辅助进行海藻

图 3 基于 NJ法构建的 5. 8S rDNA-ITS 序列的系统进化树
Fig 3 Phylogenetic tree of 5. 8S rDNA-ITS sequences constructed by NJ method
QD代表绿潮暴发期间青岛漂浮褐藻样品; 节点处数字代表重复 1000 次的
自检值。

分类显得尤为重要［13 － 15］。ITS 序列包括 3 部分，分别
为 18 ～ 5. 8 S核糖体 ＲNA基因之间的 ITS1，5. 8S以及
5. 8S与 28S核糖体 ＲNA 基因之间的 ITS2 序列总和。
该序列在种间水平上变异较大，能够提供比较丰富的

变异位点，已被广泛用于马尾藻属等样品的物种鉴定

及系统进化等研究［8 － 9，16 － 17］。蔡永超等［18］基于 ITS2
序列对 2013 年 5 月在绿潮暴发期间采自我国江苏近
海的漂浮褐藻进行了分子鉴定，发现该漂浮褐藻也为

铜藻。我们利用本研究中的 ITS2 序列与蔡永超等［18］

报道的我国江苏近海的漂浮铜藻 ITS2 序列比对分析，
发现二者至少存在 8 个变异位点，说明 ITS 序列也可
以作为马尾藻属种内系统发生研究的分子标记。由此
也提示我们关注我国近海不同海区漂浮铜藻的种内遗

传变异现象。
Hu等［19］基于铜藻线粒体 coxⅢ对西北太平洋地

区铜藻的生物地理分布及分布影响因子的研究中，提

出在中国黄渤海、东海、南海地区的洋流及沿岸流的影
响下，分布在 3 个海洋区系内的铜藻形成狭窄的遗传
结构，不具备明显的异质性。同时，Komatsu［20 － 21］等通

过 GPS定位绑有漂浮藻类的浮标观测发现，春季到初
夏期间，我国东海区域位于黑潮锋和大陆架之间的区

域常有大片漂浮铜藻出现，进一步观察发现浮标于 5
月 4 日可到达日本九州东侧海域，另一处浮标则于 6
月 17 日到达韩国济州岛南端。由此引发我们思考，
2013 年青岛漂浮铜藻的出现可能受黑潮影响。建议
在今后的研究中，结合途经我国近海的海流分布，对地

理范围分布更广的不同居群间的样品做进一步分析，

探讨绿潮暴发期间青岛漂浮铜藻的发生原因及其遗传

起源，为我国近海绿潮防控工作提供更多参考信息。
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