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摘要： 为了调查我国浙江沿海铜藻(Sargassum horneri)群体遗传多样性，对浙江省南麂岛火焜岙、洞头岛、枸杞岛的野生群体和

南麂岛马祖岙养殖群体的铜藻 44 个样品的 5.8S rDNA-ITS 序列进行了 PCR 扩增和序列分析，获得 DNA 片段长度为 1485 bp，

包括部分 ITS1、完整的 5.8S rDNA 和部分 ITS2 序列。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。另外，将包含这一变异位点的基因型与 GenBank 公共数据库中另外 2 株铜藻的 5.8S rDNA-ITS 区序列进行比

对，共有 31 个变异位点，其中插入 / 缺失位点 10 个。因此，建议加快人工铜藻场的建设以及野生铜藻场的恢复，保持铜藻场的

生态平衡。
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Genetic Analysis Based on 5.8S rDNA-ITS Sequence of Sargassum horneri 
(Turner) C. Agardh in the Coastal Areas of Zhejiang Province, China 
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Abstract: The purpose was to investigate genetic diversity of Sargassum horneri populations in the coastal areas 
of Zhejiang Province, China. The 5.8S rDNA-ITS sequences from 44 individuals of S. horneri were amplified by 
PCR and analyzed, including wild populations from Huokun’ao of Nanji Island, Dongtou Island and Gouqi Island 
and Mazuao cultured population from Nanji Island in Zhejiang Province. The whole-length of sequence from all 
individuals was 1485 bp, including partial ITS1, ITS2 sequences, and complete 5.8S rDNA sequence. Among 
them, there was only one variable nucleotide site. It was suggested that there was no distinct genetic differentiation 
among populations with relatively low genetic diversity. In addition, 5.8S rDNA-ITS sequences from two 
haplotypes with the only one variable nucleotide site and another two sequences from GenBank public database 
were aligned, 31 variable nucleotide sites were detected, and 10 of them were insert or delete sites. Therefore, it 
was proposed to speed up the construction of artificial S. horneri field and restore wild S. horneri field in order to 
maintain an ecological balance.
Key words: Sargassum horneri; 5.8S rDNA-ITS; Genetic diversity; Coastal areas of Zhejiang Province
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铜藻(Sargassum horneri)隶属于褐藻门(Phaeo-
phyta)墨角藻目(Fucales)马尾藻属，为北太平洋特

有的暖温带性海藻，在我国沿海呈不连续分布。铜

藻多生长在低潮带深沼中或大干潮线下深至 4 m
处的岩石上[1]，藻株高大、分枝繁茂，成片漂浮在水

面，被称为“海中森林”，形成的铜藻场中栖息生活

着多种门类的海洋动物，为其提供了避敌、索饵、产

卵的场所，因而又被称为“生态渔礁”。同时，铜藻

还被广泛应用于海藻工业、医药、食品、饲料和有机

肥料方面，具有较高的商业价值。然而近几年来，

由于全球气候变化、海洋环境污染、人为干扰等因

素，铜藻海藻场不断退化，因此，人工铜藻场的建设

以及野生铜藻场的恢复就显得尤为重要[2–4]。

目前，国内外对于铜藻的研究主要集中在资源

调查[1]、形态学[1–2,4]、生活史[5–8]、生态学[5,9]、人工增

养殖[2–4,10] 和繁殖生物学[2,10–12] 等方面。Oak 等[13]

在利用分子生物学技术研究马尾藻属不同物种之

间的系统发育关系时涉及到了铜藻，但未对其进

行深入的、有针对性的研究； Uwai 等根据线粒体

COX Ⅲ单倍型研究了 S. horneri / filicinum 复合体

的地理遗传结构[14]。然而，国内利用 DNA 分子标

记技术分析铜藻遗传变异和分化的研究较少，仅见

Hu 等[15]利用铜藻线粒体 COX Ⅲ基因序列和叶绿

体 rbcL 基因序列研究了铜藻不同地理居群间的遗

传交流、影响因素及其系统发育关系。

真核生物中的核糖体 rRNA 基因以 18S rRNA

基 因、5.8S rRNA 基 因 和 26S rRNA 基 因 的 顺 序

组成一个转录单元，彼此被内转录间隔区(internal 
transcribed spacer, ITS)序列分开，ITS 区作为非编

码区，承受的进化选择压力相对较小，进化速率相

对较快[16–18]，且由于协同进化作用，使得同一基因

组中 ITS 区序列的不同拷贝间趋向一致，这给 PCR
扩增和测序带来了便利，因而被广泛应用于多种细

菌、藻类、动植物种间甚至种下水平的系统发育研

究[13,18–22]。

本研究以采自浙江省南麂岛火焜岙、洞头岛、

枸杞岛的铜藻野生居群和南麂岛马祖岙养殖铜藻

居群为材料，对其 5.8S rDNA-ITS 区进行了扩增、

测序和分析，并与 GenBank 数据库中的 2 株铜藻 S. 
horneri (A)、S. horneri (B) 的 5.8S rDNA-ITS 区序

列进行比较，分析铜藻资源的遗传背景、不同地理

居群的亲缘关系，从 DNA 分子水平上探讨漂浮型

铜藻和其它野生铜藻之间的关系，以期对铜藻遗传

多样性保护和铜藻场生态修复活动提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 实验材料采集和处理

铜藻(Sargassum horneri)样品采集地点分别为

浙江省南麂岛火焜岙、南麂岛马祖岙、洞头岛和枸

杞岛(表 1 和图 1)，每个地点采集 11 个样品，共计

44 个样品。采样时，剪取铜藻藻株顶端的幼嫩部位，

图 1 样品采集点分布图

Fig. 1 Distribution of sampling plots of Sargassum horneri populations
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用冰盒运回实验室，先用毛笔刷去污物，然后用消

毒海水及灭菌水清洗干净，进行 DNA 提取。

1.2 DNA的制备

取处理好的铜藻新鲜叶片或气囊 200 mg，在液

氮中迅速研磨成粉末，转至 1.5 mL 离心管中，加入

600 μL 经 65℃水浴预热的 4 × CTAB 提取液[23] [4% 
CTAB, 0.2 mol L–1 Tris-HCl (pH 8.0), 40 mmol L–1 
EDTA (pH 8.0), 1.4 mol L–1 NaCl, 2% β-巯基乙醇，

1% PVP]，充分混匀后放入 65℃水浴 1 h，每 10 min
混匀一次；加入 2 μL RNase A (10 mg mL–1)，37℃

水浴 1 h，加入 600 μL 苯酚 / 氯仿 / 异戊醇(25 : 24 :
1, V/V/V)并混匀；在 5900 ×g 下离心 10 min，吸取

上清液至新的 1.5 mL 离心管中；加入等体积的氯

仿 / 异戊醇(24 : 1, V / V)并混匀，在 5900 ×g 下离心

10 min，吸取上清液至新的 1.5 mL 离心管中；加入

0.1 倍 体 积 3 mol L–1 NaAc 溶 液(pH 5.2)和 2 倍 体

积 –20℃预冷的无水乙醇，混匀，–20℃放置 2 h，在

13400 ×g 下离心 10 min，倒去上清液，用 70% 乙醇

洗涤沉淀，风干后加适量 TE 缓冲液溶解，–20℃保

存。

1.3 ITS区片段扩增、产物鉴定及测序

ITS 序列的扩增使用 White 等[24]设计的通用

引物，上游引物 ITS5: 5′-GGAAGTAAAAGTCGTA-
ACAAG-3′，下游引物 ITS4: 5′-TCCTCCGCTTATT-
GATATGC-3′，由上海生工生物工程有限公司合

成。PCR 反应体系共 50 μL，包含 10 × PCR buffer         
5.0 μL， 25 mmol L–1 MgCl2 3.0 μL， 2.5 mmol L–1 
dNTPs 4.0 μL，上、下游引物(20 μmol L–1)各 1.0 μL，

模板 DNA 20 ng， Taq DNA 聚合酶(5 U µL–1) 0.25 μL。

反 应 程 序 为：94 ℃ 预 变 性 5 min；94 ℃ 变 性 30 s，

48℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，共 35 个循环；末

次循环 72℃延伸 7 min[13]。扩增产物经 1.5% 琼脂

糖凝胶电泳检测，并将扩增产物送上海生工生物工

程有限公司双向测序，测序引物同 PCR 扩增引物。

1.4 序列分析

用 CodonCode Aligner 4.0.2 软件将测得的序列

进行手工校正，并进行序列拼接。然后将拼接成功

的序列输入到 GenBank 中做 BLASTn 同源性分析，

再用 MEGA 5.05 软件对序列进行比对分析，手工

进一步调整，确定序列长度，计算不同序列间的碱

基组成、变异位点。将测得的不同基因型的序列和

来自 GenBank 数据库中的 2 株铜藻 S. horneri (A)、
S. horneri (B)的 5.8S rDNA-ITS 序列以及作为外类

群的羊栖菜(Sargassum fusiforme)的 5.8S rDNA-ITS
序列用Clustal W进行序列比对，然后用MEGA 5.05
软件，选择 Kimura 2-parameter 模型[25]计算不同铜

藻基因型间的遗传分化距离并构建系统树。

2 结果

2.1 BLASTn结果及ITS区序列分析

BLASTn 分析结果表明：GenBank 公共数据库

中两株铜藻 S. horneri (A)、S. horneri (B) (序列号

分别为 AY149998.1 和 AY149999.1)的 5.8S rDNA-
ITS 序列与本研究的 44 个样品序列的最大相似性

(Max ident)均 分 别 为 99% 和 98%，其 BLAST 分

值 分 别 是 Total score = 2732，E-value = 0.0；Total 
score = 2577，E-value = 0.0。这证实本研究中的

PCR 产物确实是铜藻 5.8S rDNA-ITS 序列。

本研究中所有样品的 5.8S rDNA-ITS 序列长

度均为 1485 bp，包括部分 ITS1、完整的 5.8S rDNA
和部分 ITS2 序列，ITS1 序列长度为 763 bp，5.8S 
rDNA 长度为 159 bp，ITS2 序列长度为 563 bp。只

有 HKA01、HKA03、HKA04 藻 株 的 5.8S rDNA-
ITS 序列的第 1012 位点发生了 C → T 的变异。该

变异位点产生了两种基因型，且均为南麂岛火焜岙

铜藻居群。由于只有一个变异位点，所以所有样品

表 1 铜藻采样信息

Table 1 Sample information of Sargassum horneri

采样地点 Sampling location 类型 Type 数量  Number 标本编号 No. 日期 Date (Y / M / D)

南麂火焜岙 Huokun’ao of Nanji Island 野生型 Wild 11 HKA 01 ~ HKA 11 2011 / 4 / 18

南麂马祖岙 Mazuao of Nanji Island 养殖型 Cultural 11 MZA 01 ~ MZA 11 2011 / 4 / 18

洞头岛 Dongtou Island 漂浮型 Floating 11 DT 01 ~ DT 11 2011 / 6 / 15

枸杞岛 Gouqi Island 野生型 Wild 11 GQ 01 ~ GQ 11 2011 / 12 / 16

蔡一凡等：基于5.8S rDNA-ITS序列的我国浙江沿海铜藻群体遗传多样性分析
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的碱基 A、 G、 T、 C 含量基本一致，分别为 18.59%、

33.54%、24.85% 和 26.06%。

2.2 铜藻5.8S rDNA-ITS序列的多态性分析

将包含第 1012 位 C → T 变异位点的两种基

因型命名为 DT 01 和 HKA 01，并与 GenBank 公共

数据库中两株铜藻 S. horneri (A)、S. horneri (B) (序
列 号 分 别 为 AY149998.1 和 AY149999.1) 的 5.8S 
rDNA-ITS 区序列进行比对，发现共有 31 个变异位

点，其中转换位点 17 个(T / C 13 处，A / G 4 处)，颠

换位点 4 个(G / T 2 处，A / C 1 处，A / T 1 处)，插

入 / 缺失位点 10 个。31 个变异位点中仅有 1 个发

生在 ITS2 区，其余全部发生在 ITS1 区。5.8S rDNA
序列最为保守，没有发生任何形式的突变(图 2)。

2.3 不同铜藻基因型间的遗传距离

铜藻 4 种基因型间的遗传分化距离变异范围

为 0.0007 ~ 0.0146, 其 5.8S rDNA-ITS 区 存 在 遗

传变异，但遗传变异率较低，亲缘关系较近。其中

S. horneri (B)与 HKA 01 的遗传分化距离最大，为

0.0146；HKA 01 与 DT 01、S. horneri (A)与 DT 01
之间的遗传分化距离最小，均为 0.0007。而作为外

群的羊栖菜和铜藻 DT 01 的遗传分化距离最大，为

0.0725；和 S. horneri (B)的遗传分化距离最小，为

0.0663 (表 2)。

2.4 构建系统发生树

从图 3 可以看出，铜藻 4 种基因型 HKA 01、

DT 01、S. horneri (A)和 S. horneri (B)聚类为一谱

系支，作为外类群的羊栖菜为另一谱系支。4 种基

因型铜藻所聚类的谱系支内，DT 01、S. horneri (A)
首先聚为一支，然后再和 HKA 01 聚为一支，但 S. 
horneri (B)的变异较为明显，自为单系树。

3 讨论

3.1 铜藻的5.8S rDNA-ITS序列

核糖体内转录间隔区(ITS)在核基因组中高度

重复，其侧翼为高度保守的编码区，为设计通用型

引物进行 PCR 扩增带来了便利，且由于协同进化

作用，使同一基因组内部不同 ITS 拷贝间的序列趋

向或完全一致，因而对 PCR 产物直接测序成为可

能[16–18]。尽管在苏铁等裸子植物中存在显著的协同

进化不完全现象而造成基因组内部 ITS 多态性[26]，

使得 ITS 区序列无法通过对 PCR 产物直接测序得

到。本研究首先对铜藻单个个体的 5.8S rDNA-ITS
进行了 PCR 产物直接测序，结果表明其完全能够

反映出铜藻 5.8S rDNA-ITS 序列。通过对双向测

序结果进行拼接调整，得到了长度为 1485 bp 的序

列，其中包括部分的 ITS1，完整的 5.8S rDNA 和部

分的 ITS2 序列。实验结果显示铜藻基因组内部不

同 ITS 拷贝间的纯合度很高，因而本研究所涉及的

测序工作均为 PCR 产物直接测序。

由于 GenBank 公共数据库中尚无铜藻核糖体

18S rRNA 基因和 26S rRNA 基因的序列，因而暂未

设计出用来扩增铜藻 5.8S rDNA-ITS 区的特异性

引物。本文采用 White 等[24]设计的通用引物，这导

致扩增出的铜藻 rDNA ITS1 和 ITS2 区都不完整，

在一定程度上影响了对 ITS1 和 ITS2 区的分析，其

长度、G + C 含量、潜在的变异位点等都无法确定。

丁小余等[27]利用石斛属(Dendrobium)植物的核糖体

18S rRNA 基因和 26S rRNA 基因的保守序列设计

引物进行 PCR 扩增，得到了枫斗类石斛完整的 5.8S 
rDNA-ITS 区片段；李敏等[28]利用龙须菜(Gracilaria 
lemaneiformis) 的 相 近 物 种 Gracilaria gracilis、

Gracilaria verrucosa 等 的 核 糖 体 18S rRNA 基 因

和 26S rRNA 基因的保守序列设计引物，并扩增龙

须菜的 5.8S rDNA-ITS 区片段。因此，今后可以考

虑利用其它马尾藻属物种的核糖体 18S rRNA 基

因和 26S rRNA 基因的保守序列来设计扩增铜藻

5.8S rDNA-ITS 区的引物，以期能扩增出铜藻完整

的 5.8S rDNA-ITS 区片段。

3.2 铜藻居群间的基因交流

本 研 究 中 的 44 株 铜 藻 个 体 的 5.8S rDNA-
ITS 序列中只有 3 株铜藻个体出现了第 1012 位点

C → T 的变异，其他 41 株铜藻个体的 5.8S rDNA-
ITS 序列完全相同，其中也包括 11 株采自于洞头

海区的漂浮型铜藻。GenBank 数据库中的两株铜

藻的 5.8S rDNA-ITS 序列，其中藻株 S. horneri (A)
于 1994 年采自韩国江陵市海区，而藻株 S. horneri 
(B) 于同年采自韩国仁川市海区，S. horneri (A) 与

S. horneri (B) 的 5.8S rDNA-ITS 区间存在 29 个变

异位点，其中插入 / 缺失位点 10 个[13]。虽然 Oak
等[13]并未讨论二者产生如此显著差异的原因，但笔

者认为 S. horneri (B) 所在的韩国仁川市海区的铜
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图 2  4 个基因型铜藻的 5.8S rDNA-ITS 序列比对。□：变异位点。

Fig. 2 Alignment of 5.8S rDNA-ITS sequences from 4 haplotypes of Sargassum horneri. □：Variable nucleotide sites.

蔡一凡等：基于5.8S rDNA-ITS序列的我国浙江沿海铜藻群体遗传多样性分析
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藻居群极有可能曾经与其他近缘物种间有过基因

交流。从表 2 和图 3 可见，若不考虑 S. horneri (B)，
Haplotype 01、Haplotype 02 和 S. horneri (A)三 者

将会聚为一支，且彼此间无明显遗传分化。这支持

洞头海区的大量漂浮型铜藻与南麂岛、枸杞岛以及

韩国江陵市海区的野生铜藻为同一起源。这与 Hu
等[15]的研究结果相似，但与日本铜藻不同居群间的

高度异质性不同。中国 3 个不同海域(黄渤海、中

国东海、中国南海)铜藻居群间的遗传结构十分狭

窄，其遗传联系源于更新世晚期的物种扩张，且这

些海域之间不存在影响铜藻分布的物理障碍。事

实上，在中国沿海，由于同时存在南向和北向两种

主要的洋流模式，且铜藻的气囊结构赋予了其具有

漂浮的能力，使铜藻大范围的漂移成为可能。最近

一些调查[29–30]报道，在离中国海岸数百公里的区域

(大陆架和黑潮锋之间)里有成片漂浮的铜藻，在黑

潮和沿岸流的混合作用下，从中国浙江沿岸漂到日

本九州岛。而在日本沿海，其岛屿周围的海洋地质

结构抑制了铜藻大范围的漂移潜力。显然，中国沿

海铜藻随洋流大范围漂移的特点对该区域铜藻居

群间的遗传交流产生了深远的影响。类似的研究

结论同样体现在其它具有漂移能力的海藻上。汪

文俊等[31]对来自东海-黄海海区、青岛沿岸的 14 个

站 位 的 70 个 浒 苔(Enteromorpha prolifera)样 本 进

行了 5.8S rDNA-ITS 序列分析，结果表明，70 个样

本具有完全相同的 5.8S rDNA-ITS 序列，推测是由

于浒苔成体具有漂移能力，在相对开放的海域范围

内，难以形成生殖隔离，导致 ITS 区变异程度较低。

3.3 展望

本研究仅对来自 4 个不同采样点的铜藻 5.8S 
rDNA-ITS 序 列 进 行 了 分 析，而 根 据 《中 国 海 藻

志》[1]的描述，铜藻在我国辽宁省、浙江省、福建省

以及广东省均有分布，在今后的研究中，可以分

析铜藻地理范围分布更广的不同居群间的 5.8S 
rDNA-ITS 区序列，或者选择其它合适的分子标记，

进行系统发育、遗传多样性分析，以进一步验证本

文所得出的结论。同时，本研究结果也表明，浙江

省铜藻资源遗传多样性较低，建议加大对铜藻自然

资源的保护力度，加快人工铜藻场的建设以及野生

表 2 利用 ITS 序列计算的铜藻 Kimura 2-parameter 遗传分化距离

Table 2 Kimura 2-parameter genetic distance among 4 haplotypes of Sargassum horneri based on ITS sequence

HKA 01 DT 01 S. horneri (A) S. horneri (B) S. fusiforme

HKA 01

DT 01 0.0007

S. horneri (A) 0.0014 0.0007

S. horneri (B) 0.0146 0.0139 0.0132

S. fusiforme* 0.0717 0.0725 0.0724 0.0663

*：羊栖菜作为外类群。

*: Sargassum fusiforme as an outgroup. 

遗传距离 Genetic distance

图 3 根据铜藻 4 种基因型的 5.8S rDNA-ITS 用 UPGMA 法构建的系统树。*：羊栖菜作为外类群。

Fig. 3 UPGMA tree based on 5.8S rDNA-ITS sequences of 4 haplotypes of Sargassum horneri. *: Sargassum fusiforme as an outgroup.
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铜藻场的恢复，维护铜藻藻场的生态平衡，保证其

自然资源可持续利用。
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