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摘要    本研究分别对 2016 和 2017 年中国近海 10 个铜藻(Sargassum horneri)漂浮地理种群以及   

3 个定生种群的 51 个采集样本进行了 ITS 和 coxI 序列分析及相似性比对。结果显示，51 个样本的

coxI 序列完全一致，ITS 序列存在 2 个变异位点，按基因型的异同可分为 4 个类型，其中大连龙王

塘、烟台大钦岛和南隍城岛的漂浮铜藻基因型相同，青岛金沙滩漂浮型、烟台大钦岛和大连獐子岛

的定生铜藻基因型相同，威海俚岛和温州洞头的漂浮铜藻基因型相同，青岛雕塑园、王哥庄、大珠

山、威海乳山的漂浮型和枸杞岛定生铜藻基因型相同，而同一种群内部即便是不同年份的个体间基

因型并没有差异。基于 ITS 序列构建的系统树显示，来自中国的所有铜藻样本聚为一支，与来自韩

国的铜藻样本有一定的遗传距离。以上结果说明，我国近海漂浮和定生铜藻的不同地理株间 ITS 和

coxI 的遗传变异水平较低，漂浮铜藻可能具有不同的来源，为进一步探明中国近海海域铜藻的分子

遗传背景提供依据。 
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铜藻 Sargassum horneri (Turner) C. Agardh 属于

褐藻门、墨角藻目、马尾藻属，大多生长在低潮带深

沼中或大干潮线下 4 m 处的岩石上，是中国沿海海藻

场的重要组成部分(曾呈奎等, 2000)。铜藻是一种重

要的经济海藻，对海水中的富营养化物质具有较强的

生物吸附能力，具有重要的生态价值；铜藻富含岩藻

黄素、褐藻胶、褐藻多酚等生物活性物质，使其在医

药保健、生物制品以及化学工业等领域也极具开发潜

力(Liu et al, 2012; 詹冬梅等, 2016)。2007 年以来，

黄海海域连年暴发大规模的浒苔绿潮，其中还夹着一

些漂浮铜藻(蔡永超等, 2014; 陈军等, 2016)，尤其是

2017 年绿潮灾害中漂浮铜藻的生物量显著高于往年

同期，局部海域漂浮的铜藻可达浒苔数量的 20%，形

成“马尾藻金潮”(http://news.xinhuanet.com/2017-06/ 

17/c_1121162366.htm)。漂浮铜藻的过量繁殖，会在

水面织成一张网，导致底层养殖的鱼虾缺氧，使水体

环境恶化，影响养殖环境。此外，漂浮的铜藻还会缠

绕堆积在紫菜和海带的养殖筏架上，对筏架养殖造成

一定影响 (http://www.js.xinhuanet.com/2017-01/11/c_ 

1120284277.htm)。漂浮铜藻的出现进一步加大了山东

半岛绿潮防治的难度，也成为一种新的灾害现象。目

前，国内外研究主要集中在对绿潮浒苔的溯源和防控

等方面(汪文俊等 , 2008; 刘峰等 , 2012; 王广策等 , 

2016)，漂浮铜藻的来源及暴发原因到目前尚没有明

确的认识，尚需多方寻求论证。 

DNA 分子标记技术已被广泛用于物种鉴定以及 
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图 1  2017 年威海俚岛湾养殖区紫菜养殖筏架上的铜藻(A)和青岛金沙滩海岸上堆积的铜藻(B) 
Fig 1  S. horneri on Porphyra rafts of Lidao aquaculture area (A) and accumulated  

on the coast of Golden Beach of Qingdao (B) in 2017 
 

属内种间和不同地理株间的分子系统演化关系等研

究(Lane et al, 2007; Kucera et al, 2008; Mcdevit et al, 

2009)。尽管铜藻不同地理种群的系统发生研究已有

一些相关报道(Hu et al, 2011; 蔡一凡等, 2013)，但由

于不同的 DNA 序列进化速率不同，往往会导致研究

结果存在差异，因此，进一步选择合适的分子标记以

及地理范围分布更广的不同居群进行分析，可为铜藻

的系统发育、遗传多样性分析等提供新的佐证。 

本研究分别从我国东海、黄海、渤海等不同海域

采集铜藻样品，通过对其核糖体内转录间隔区 ITS 

(Internal transcribed spacer)和线粒体 coxI (细胞色素 c

氧化酶亚基 I)序列进行扩增、测序和分析，旨在研究

我国近海海域铜藻的分子遗传背景以及不同海域漂

浮铜藻和野生铜藻的相互关系，为铜藻的生物地理学

研究提供新的证据，进而为漂浮铜藻的溯源、分布范

围和漂移路线的监测等工作提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

铜藻是一种潮下带的大型褐藻，定生于海底岩礁

上，近年来，由于海洋生态环境的改变，铜藻资源不

断衰退，因此，定生的铜藻种群已很难采集到。本研

究所用定生和漂浮铜藻样品采集自中国东海、黄海和

渤海海区(表 1)，其中，定生铜藻种群采集自舟山、

烟台和大连 3 个地区，10 个漂浮铜藻种群采集自温

州、青岛、威海、烟台和大连等地区。样品采集后用

低温箱迅速运回实验室，藻体用海水反复冲洗，去除

泥沙及杂质，然后用消毒海水清洗干净，保存于

‒20℃。 

1.2  基因组 DNA 制备 

实验采用 TIANGEN 新型植物基因组 DNA 提取 
 

表 1  铜藻样品采集信息 
Tab.1  Information of S. horneri samples 

样品编号 
No. of 

samples  

采集地点 
Sampling site 

生态类型 
Ecological type 

采集时间 
Sampling time

样本数
Number

DT 温州洞头 Wenzhou Dongtou 27°30′N, 121°06′E 漂浮 Free-floating 2016-05-10 2 

GQD-DS 舟山枸杞岛 Zhoushan Gouqi Island 30°43′N, 122°46′E 定生 Benthic 2016-06-05 
2017-05-08 

4 
4 

DZS 青岛大珠山 Qingdao Dazhushan 35°47′N, 120°02′E 漂浮 Free-floating 2017-07-02 4 

JST 青岛金沙滩 Qingdao Golden Beach 35°57′N, 120°15′E 漂浮 Free-floating 2017-07-09 4 

DSY 青岛雕塑园 Qingdao Sculpture Garden 36°04′N, 120°27′E 漂浮 Free-floating 2017-06-28 1 

WGZ 青岛王哥庄 Qingdao Wanggezhuang 36°16′N, 120°41′E 漂浮 Free-floating 2017-06-25 4 

RS 威海大乳山 Weihai Darushan 36°46′N, 121°30′E 漂浮 Free-floating 2017-07-17 4 

LD 威海俚岛 Weihai Lidao 37°15′N, 122°35′E 漂浮 Free-floating 2016-09-22 
2017-10-07 

4 
4 

DQD 烟台大钦岛 Yantai Daqin Island 38°18′N, 120°50′E 漂浮 Free-floating 2017-08-09 2 

NHC 烟台南隍城岛 Yantai Nanhuangcheng Island 38°21′N, 120°55′E 漂浮 Free-floating 2017-08-09 2 

NHC-DS 烟台南隍城岛 Yantai Nanhuangcheng Island 38°21′N, 120°55′E 定生 Benthic 2016-06-13 6 

LWT 大连龙王塘 Dalian Longwangtang 38°29′N, 121°13′E 漂浮 Free-floating 2016-03-15 2 

ZZD-DS 大连獐子岛 Dalian Zhangzi Island 39°01′N, 122°43′E 定生 Benthic 2017-08-17 4 
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试剂盒(DP320)提取铜藻样品的基因组 DNA，具体步

骤参照说明书。提取的 DNA 经 1%琼脂糖电泳检测，

紫外分光光度计定量后，置于‒20℃保存备用。 

1.3  ITS 和 coxI 序列的扩增 

为了获得尽可能长的 ITS 序列，分别扩增 2 段 ITS

片段，然后进行拼接。其中，5.8S rDNA-ITS 序列的

扩 增 参 考 White 等 (1990) ， 引 物 序 列 为 ITS5 

5′-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3′ ； ITS4 

5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′ 。 扩 增 程 序 为

94℃预变性 5 min；94℃变性 30 s，48℃退火 30 s，

72℃延伸 1 min，总 35 个循环；72℃延伸 10 min。完

整 ITS2 序列的扩增参考 Yoshida 等(2000)，引物序列

为 BFF 5′-CGATGAAGAACGCAGCGAAATG-CGAT- 

3′； 25BR2R 5′-TCCTCCGCTTAGTATATGCTTAA- 

3′。扩增程序为 93℃预变性 1 min；94℃变性 30 s，

55℃退火 30 s，72℃延伸 45 s，总 35 个循环；72℃

延伸 10 min。 

coxI 序列的扩增参考 Lane 等(2007)，引物序列为

GazF2：5′-CCAACCAYAAAGATAT-WGGTAC-3′；

GazR2：5′-GGATGACCAAARAACCAAAA-3′。扩增

程序为 94℃预变性 4 min；94℃变性 30 s，50℃退火

30 s，72℃延伸 1 min，38 个循环；72℃延伸 10 min。 

PCR 反应体系均为 25 μl，包含 Taq PCR Master 

mix (BBI, 加拿大) 12.5 μl，上、下游引物(20 μmol/L)

各 1.0 μl，模板 DNA 20 ng。 

扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，将扩增成

功的 PCR 产物送生工生物工程(上海)有限公司进行

正反向测序。 

1.4  数据分析 

用 DNAStar-Editseq 软件和 Chromas 软件对测序

结果进行分析、校正，然后将拼接成功的序列输入到

GenBank 中进行 BLASTn 同源性分析，再用 Clustal 

X1.83 软件对序列进行比对分析。用 MEGA 6.06 软件

Kimura 2-parameter 模型计算不同铜藻样品间的遗传

分化距离，构建系统树，Bootstrap 方法进行 1000 次

重抽样估计系统树中节点的置信值，以羊栖菜

(Sargassum fusiforme)作为外类群。 

2  结果与分析 

2.1  ITS 区序列分析 

本研究中所有样品的 ITS 序列长度均为 1506 bp，

包括部分 ITS1、完整的 5.8S rDNA 和完整的 ITS2 序

列，其中，ITS1 序列长度为 765 bp，5.8S rDNA 长度

为 159 bp，ITS2 序列长度为 582 bp，同一种群个体间

测序结果一致。对铜藻样本单个个体的 ITS 的 PCR

产物进行双向测序结果显示，LD和 DT样本的第 1016

位点正向测序结果是 C，反向测序结果是 T，LWT、

DQD 和 NHC 样本的第 1014 位点正向测序结果是 T，

反向测序结果是 C，这 2 个变异位点均位于 ITS2 区，

后续分析中以兼并碱基 Y 表示。经 ClustalX 比对分

析，结果显示，51 个样本的 ITS 序列仅上述 2 个变异

位点存在差异，按基因型的异同可分为 4 个类型，其

中，LWT、DQD 和 NHC 的漂浮铜藻基因型为

“TGTGYATTTTT”；JST 漂浮型和 DQD、ZZD 的

定生铜藻基因型为“TGTGTATTTTT”，LD 和 DT

的漂浮铜藻基因型为“TGTGCAYTTTT”，其余几组

样本基因型完全一致，为“TGTGCATTTTT”(表 2)。

GQD-DS 和 LD 铜藻地理种群采集的是 2016 和  

2017 年的样品，相同年份和不同年份内部个体的基

因型均没有差异。 
 

表 2  铜藻 ITS 区变异位点 
Tab.2  Variable nucleotide sites of  

ITS sequences of S. horneri 

样品编号
No. of 

samples

正向测序(5~3) 
Forward sequencing 

反向测序(5~3) 
Reverse sequencing 

LD* TGTGCACTTTT TGTGCATTTTT 

LWT* TGTGTATTTTT TGTGCATTTTT 

DT* TGTGCACTTTT TGTGCATTTTT 

DSY TGTGCATTTTT TGTGCATTTTT 

DZS TGTGCATTTTT TGTGCATTTTT 

WGZ TGTGCATTTTT TGTGCATTTTT 

JST TGTGTATTTTT TGTGTATTTTT 

RS TGTGCATTTTT TGTGCATTTTT 

DQD* TGTGTATTTTT TGTGCATTTTT 

NHC* TGTGTATTTTT TGTGCATTTTT 

GQD-DS TGTGCATTTTT TGTGCATTTTT 

NHC-DS TGTGTATTTTT TGTGTATTTTT 

ZZD-DS TGTGTATTTTT TGTGTATTTTT 

*表示正反向测序结果不一致 
* indicates inconsistent results of forward and reverse 

sequencing 
 

与 NCBI 数据库中的相应序列进行比较，发现与

3 株铜藻的相应序列仅有几个碱基差异，相似性在

98% 以 上 ， 其 中 ， 藻 株 S. horneri ( 序 列 号 为

AY149998.1)于 1994 年采自韩国江陵市海区，藻株

S. horneri (序列号为 JF710312.1)于 2008 年采自中国

沿海，藻株 S. horneri (序列号为 AY149999.1)于  
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1994 年采自韩国仁川市海区。 

将文献中报道的浙江沿海铜藻样本的 2 种基因

型 DT 01 和 HKA 01(蔡一凡等, 2013)、2013 年绿潮暴

发期间采自中国青岛近海漂浮铜藻样本 QD2013  

(陈军等, 2016)以及 NCBI 数据库采自韩国的铜藻样

本 AY149998.1 和 AY149999.1 遗传分化距离变异范

围为 0~0.0175，不同地理株间 ITS 区的遗传变异水平

较低。其中，AY149999.1 与 QD2013 的遗传分化距

离最大，为 0.0175；HKA 01、DT 01 与本研究的     

51 个样本之间的遗传分化距离均为 0。 

构建的系统进化树显示，来自中国的所有铜藻样

本聚为一支，然后再与韩国江陵市海区的 AY149998.1

样本聚合，而来自韩国仁川市海区 AY149999.1 样本

则自为一支(图 2)。 

 
 

图 2  基于铜藻 ITS 序列构建的系统进化树 

(羊栖菜作为外类群) 
Fig.2  Phylogenetic tree based on ITS sequences of 

S. horneri (S. fusiforme as an outgroup) 
 

2.2  coxI 序列分析 

本研究中所有样品的 coxI 序列长度为 655 bp，

经 ClustalX 比对分析结果显示，所有样品的 coxI 序

列完全相同。与 NCBI 数据库中的相应序列进行比较，

发现与来自温州南麂岛小虎屿(27°27′N, 121°04′E)定

生铜藻样品的相应序列(KJ938300)完全相同，与另外

2 个采集地不详的铜藻(GenBank 序列号为 KC782896、

JF718400)覆盖区序列的相似性在 99%以上。 

3  讨论 

利用分子标记进行铜藻不同地理种群的系统发

生研究已有一些相关报道。Hu 等(2011)基于线粒体

Cox3 和叶绿体 rbcL 基因序列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。蔡一凡等(2013)对我国浙江沿

海铜藻群体采集的样品进行 5.8S rDNA-ITS 序列分

析，表明仅有 1 个变异位点，说明群体间没有明显的

遗传分化，遗传多样性较低。本研究发现，2016 和

2017 年的中国近海 10 个铜藻漂浮地理种群以及 3 个

采集地定生种的 51 个样本的 coxI 序列完全一致，ITS

序列存在 2 个变异位点，按基因型的异同可分为 4 个

类型，而同一地理种群相同年份和不同年份的内部个

体间均没有差异。基于 ITS 序列构建的系统树显示，

来自中国的所有铜藻聚为一支，与来自韩国的铜藻有

一定的遗传距离，说明我国近海铜藻不同地理株间

ITS 和 coxI 的遗传变异水平较低，但基因型存在一定

差异，因此，漂浮铜藻可能具有不同的来源。而 Su

等(2018)利用多态性微卫星(SSR)标记对黄海、东海

13 个代表性漂浮种群和 3 个代表性定生种群遗传结

构和亲缘关系进行分析，结果显示，相同年份漂浮铜

藻的亲缘关系相近，而不同年份差异显著；同一漂浮

种群内部也存在遗传分化，推测不同年份漂浮铜藻起

源于不同的地点，同一漂浮种群的个体也可能源自不

同地点。由于上述文献中铜藻种群的采集地点存在差

异，所用的 DNA 分子标记也不同，因此，研究结论

的不同还需要进一步分析和解析。 

铜藻在温度为 7.0℃~20.5℃时，均可以很好地生

长，在 10℃以下低温期能达到最高生长率，且对光

照的适应范围很广(孙建璋等, 2009)，因此，铜藻对

环境具有较强的适应能力，可在中国沿海大范围的漂

浮生长。2007~2017 年卫星遥感的浒苔监测信息和海

面风场资料分析表明，在风场和流场作用下，铜藻和

绿潮浒苔由外长江口以北的黄海中南部漂到黄海北

部(Hu, 2009; 金松等, 2016)。Komatsu 等(2007、2008)

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，中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，进一步观察发现一处

浮标可到达日本九州东侧海域，另一处可到达韩国济

州岛南端，这也是目前关于漂浮铜藻溯源的最直接的

证据。尽管铜藻在中国沿海均有分布，但铜藻主要是

浙江沿海优势种，其中，南麂列岛和枸杞岛是我国铜

藻数量自然分布最集中的水域 (孙建璋等 , 2008a;   

毕远新等, 2014)。由于夏季东黄海盛行东南季风，在

东南季风影响下，黄海表层海流基本上是由南向北流
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动，在黄海沿岸外侧海域，是由东南向西北方向流动

(梁兼霞等, 2005)，而表层流的流向决定海洋中漂浮

海藻漂流方向。另外，本研究发现，威海俚岛和温州

洞头的漂浮铜藻样本具有相同的 ITS 序列，青岛雕塑

园、王哥庄、大珠山、威海乳山的漂浮铜藻和枸杞岛

的定生铜藻样本具有相同的 ITS 序列，因此，推测山

东沿海漂浮铜藻的源头之一可能在南黄海，在风浪和

海流的作用下飘到黄海北部，部分在青岛和威海等地

的海岸堆积，部分缠绕在养殖筏架上常年漂浮生长。 

孙建璋等(2008b)研究表明，铜藻自然种群的繁

衍以有性生殖为主，残枝营养繁殖藻株约占种群藻株

总数的 5%，但随着海洋污染加剧和海洋环境的变化，

天然铜藻海藻场的面积不断缩小(孙建璋等, 2008a)。

Su 等(2018)研究发现，2013 年近岸海域人工混凝土

礁区采集的漂浮铜藻与 2016 年该区域发现的定生铜

藻的亲缘关系较近，认为向北漂浮的铜藻能够完成生

殖 过 程 并 在 漂 移 的 路 径 上 形 成 定 生 的 种 群 。

2015~2017 年，连续 3 年跟踪监测威海俚岛海区的漂

浮铜藻，发现其形成成熟的有性生殖器官——生殖托

的藻株数量不超过种群藻株总数的 5%，漂浮铜藻主

要通过断枝(Fragmentation)进行营养繁殖，因此，这

可能是增加该藻资源量的一条有效途径，在一定程度

上可为铜藻产业的发展提供种藻供应。但是，目前我

们尚未在该海区发现定生的铜藻，因此，认为漂浮铜

藻是否能形成定生种群尚待进一步的实验论证。由于

大型漂浮藻类受风浪和海流等多种因素的影响，其时

空分布和生物量可能会经常发生变化，因此，需要密

切关注它们对生态环境的影响。 
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Analysis of the Similarity of ITS and cox I Sequences of  
Sargassum horneri Along the Offshore of China 
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(1. Marine Biology Institute of Shandong Province, Qingdao  266104;  
2. Qingdao Macroalgae Engineering Technology Research Center, Qingdao  266104) 

Abstract    Large-scale green tides have broken out annually in the Yellow Sea since 2007, which, 
upon twinning with floating Sargassum horneri, became a new hazard and increased the difficulty of 
preventing and controlling the green tide in Shandong Peninsula. In this study, the similarity of ITS and 
coxI sequences were analyzed using S. horneri samples collected from ten free-floating populations and 
three benthic populations in 2016 and 2017 along the offshore of China. The results showed that the coxI 
sequences of 51 samples were consistent, while there were two variable nucleotide sites within the ITS 
sequence. Based on genotypic differences, S. horneri samples could be sorted into four categories, among 
which the genotype of free-floating samples from Dalian Longwangtang, Daqin Island, and 
Nanhuangcheng Island of Yantai were identical. Free-floating samples from the Golden Beach of Qingdao 
and benthic samples from Daqin Island of Yantai and Zhangzi Island of Dalian were identical; 
free-floating samples from Lidao of Weihai and Dongtou of Wenzhou were identical; and free-floating 
samples from the Sculpture Garden, Wanggezhuang, Dazhushan of Qingdao, Rushan of Weihai, and 
benthic samples from Gouqi Island were identical. However, there was no difference in genotype among 
individuals within the same population, even among those occurring in different years. A phylogenetic 
tree based on ITS sequences of S. horneri showed that samples from China were clustered together; 
however, there was some genetic distance from the Korean samples. It is possible that the genetic 
variation of ITS and coxI regions is low in different coastal strains of S. horneri, and that drifting 
population could be of different origins. These findings will provide a basis for further understanding of 
the molecular genetic background of S. horneri along the offshore of China. 
Key words    Sargassum horneri; Free-floating; Benthic; ITS; coxI; Sequence similarity 
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