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有害甲藻 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 在辽东湾的时空分布

宋　 伦∗，刘卫东，吴　 景，宋广军，宋永刚，孙　 明，王年斌
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摘要：Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 为甲藻纲胸甲球藻科，有侵噬鱼类细胞杀鱼的能力，可导致鱼类成群死亡，同时也会杀死其他海洋微藻。
由于该藻个体微小、形态学鉴定困难，研究较为迟缓，我国海域几乎没有该藻的研究报道。 近几年，高通量测序技术的发展极大

地推动了微型 ／微微型浮游植物的鉴定研究，为了解我国辽东湾海域是否存在 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 及其分布情况，本文以 １８Ｓ
ｒＤＮＡ Ｖ４ 区作为目标基因，结合高通量测序技术，专门设计了微型 ／微微型浮游植物鉴定引物对 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ），随后对辽东湾 ２０１４
年四季海水中微型和微微型浮游植物多样性进行了检测。 结果发现，Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 除了春季未检出外，其他季节均有检出，
温度是影响该藻繁殖的主要因素。 虽然 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 在整个环境样品中优势度不太明显，但其夏季密度较高（最高达 ２．
７５３×１０３ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ），高值区主要分布在辽东湾东西两岸，致灾风险较高，应引起有关方面足够重视。 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 在我国海域

首次报道，其危害后果严峻，必须加强监测监管。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ｔｏｘｉｃ ｄｉｎｏｆｌａｇｅｌｌａｔｅ， Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ， ｂｅｌｏｎｇｓ ｔｏ ｔｈｅ ｆａｍｉｌｙ Ｔｈｏｒａｃｏｓｐｈａｅｒａｃｅａｅ． Ｉｔ ｉｎｖａｄｅｓ ｆｉｓｈ ｃｅｌｌｓ，
ｃａｕｓｉｎｇ ｈｉｇｈ ｆｉｓｈ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ， ａｎｄ ａｌｓｏ ｋｉｌｌｓ ｏｔｈｅｒ ｍａｒｉｎｅ ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ． ． ａｌｇｉｃｉｄａ ｗａｓ ｆｉｒｓｔ ｆｏｕｎｄ ｉｎ Ｍａｓａｎ Ｂａｙ， Ｋｏｒｅａ， ｉｎ ２００４．
Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｅｃｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ， ａｎｄ ｉｔ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｓ ａｎ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ． Ｉｔｓ
ｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｂｉｆｌａｇｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ ａｒｅ ｏｖａｌ， ａｎｄ ｍｅａｓｕｒｅ ７． ３—１５．９ ｍｍ （ｍｅａｎ １１．６） ａｎｄ ２．７—１２．２ ｍｍ （ｍｅａｎ ７．３），
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｇｅｎｅａｌｏｇｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｅｓ， ａ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｓｔｕｄｙ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｉｔ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａ ｎｅｗ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ
ａ ｎｅｗ ｇｅｎｕｓ． Ｇｒａｚｉｎｇ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｕｐ ｔｏ ０． １４２ ｍｉｎ－１ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｆｏｒ Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ ｏｎ Ｈｅｔｅｒｏｓｉｇｍａ ａｋａｓｈｉｗｏ，
ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ ｇｒａｚｉｎｇ ｃａｎ ｈａｖｅ ａ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｂｌｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ Ｈ． ａｋａｓｈｉｗｏ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ． Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ ｉｓ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｉｔｓ ｓｍａｌｌ ｓｉｚｅ， ｗｈｉｃｈ ｈａｓ ｄｅｌａｙｅｄ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ
ｉｎ ｔｈｅ Ｃｈｉｎａ Ｓｅａ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｌｉｍｉｔｅｄ． Ｒｅｃｅｎｔｌｙ， ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ （ ＮＧＳ）
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｈａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｎａｎｏ⁃ ａｎｄ ｐｉｃｏｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｕｔｐｕｔ． Ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ
Ｌｉａｏｄｏｎｇ Ｂａｙ， ｗｅ ｕｓｅｄ ｔｈｅ １８Ｓ ｒＤＮＡ Ｖ４ ｒｅｇｉｏｎ ａｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｔｏ ｄｅｓｉｇｎ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）， ａｎｄ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ＮＧＳ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｎａｎｏ⁃ ａｎｄ ｐｉｃｏｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ Ｌｉａｏｄｏｎｇ Ｂａｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ ｗａｓ
ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ Ｌｉａｏｄｏｎｇ Ｂａｙ ｉｎ ｅｖｅｒｙ ｓｅａｓｏｎ ｅｘｃｅｐｔ ｓｐｒｉｎｇ． Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ． Ｓ．
ａｌｇｉｃｉｄａ ｗａｓ ｎｏｔ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ， ｂｕｔ ｉｔｓ ｄｅｎｓｉｔｙ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｓｕｍｍｅｒ （２．７５３ × １０３ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ） ． Ｓ．



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

ａｌｇｉｃｉｄａ ｄｅｎｓｉｔｙ ｗａｓ ｈｉｇｈ ｏｎ ｔｈｅ ｅａｓｔ ａｎｄ ｗｅｓｔ ｃｏａｓｔｓ ｏｆ Ｌｉａｏｄｏｎｇ Ｂａｙ， ｗｈｅｒｅ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｏｆ ｄｉｓａｓｔｒｏｕｓ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍｐａｃｔｓ ｉｓ
ｈｉｇｈｅｒ． Ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ， Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ａｎｄ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｉｎ Ｌｉａｏｄｏｎｇ Ｂａｙ， Ｃｈｉｎａ， Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ａｓ ａ ｎｅｗｌｙ
ｎａｔｕｒａｌｉｚｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｔｓ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ Ｌｉａｏｄｏｎｇ Ｂａｙ． Ａｌｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｎｏ ｒｅｃｏｒｄｓ ｏｆ ｒｅｄ ｔｉｄｅｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ Ｓ．
ａｌｇｉｃｉｄａ， ｍｅａｓｕｒｅｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｔａｋｅｎ ｔｏ ｐｒｅｖｅｎｔ ｓｕｃｈ ａｎ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ， ｒａｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｍｉｔｉｇａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｓｈｏｕｌｄ ａ ｒｅｄ ｔｉｄｅ ｏｃｃｕｒ．
Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｔｏｘｉｃ ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ ｉｎ ａｑｕａｃｕｌｔｕｒａｌ ａｒｅａｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ａ ｒｅｄ ｔｉｄｅ ｅａｒｌｙ
ｗａｒｎｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｏ ａｖｏｉｄ ｄｉｓａｓｔｅｒｓ ｉｎ ｆｉｓｈｅｒｉｅｓ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ； Ｔｈｏｒａｃｏｓｐｈａｅｒａｃｅａｅ； Ａｌｉｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ； Ｈａｒｍｆｕｌ ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ； ｎａｎｏ⁃ｐｈｙｔｏｐｌａｎｋｔｏｎ； Ｎｅｘｔ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； Ｌｉａｏｄｏｎｇ Ｂａｙ

外来海洋生物入侵对生态系统稳定性的影响以及造成的经济损失，已经引起科学界和社会公众的广泛关

注。 ２０ 世纪及 ２１ 世纪初运输船舶压载水排放等导致外来海洋浮游生物广泛传播，曾多次引发有毒有害赤

潮，对沿海养殖业、渔业资源、水产品质量、生态环境及人类健康都造成了巨大危害［１⁃２］。 船舶压载水是海洋

生物入侵的最重要途径，其对海洋环境的侵害已被全球环境基金组织确认为与“陆源对海洋的污染”、“海洋

生物资源掠夺性开发利用”、“海洋栖息环境的改变（破坏）”等共同构成危害海洋的四大威胁之一。 因此，世
界海事组织、联合国发展计划署和全球环境基金组织联合提出了全球压载水控制与管理公约，也开展了压载

水的处置技术研究，基于检测技术的限制，主要是针对部分微型（粒径为 ２—２０ μｍ）和小型浮游植物（粒径为

２０—２００ μｍ）的检测。 微微型浮游植物（粒径为 ０．２２—２ μｍ）在海洋中多样性相当丰富，也是褐潮暴发的主要

致灾种，由于微型藻类个体微小、形态学鉴定困难一度研究较为迟缓。
随着分子生物学的快速发展，有关微型藻类多样性的研究得到了快速发展。 目前，已有学者对太平

洋［３］、地中海［４］和印度洋［５］等各大海域的微型藻类分子多样性进行了研究，相关的基因文库也在不断更新和

扩充。 我国在南海［６］、渤海［７］和北黄海［８］等海域对微型藻类的分子多样性研究也在逐渐开展。 近年来，新型

海洋生态灾害频发，由微型藻类引发的褐潮在我国渤海海域频繁暴发，对贝类养殖危害较大［９］。 我国目前报

道的褐潮致灾种由抑食金球藻（Ａｕｒｅｏｃｏｃｃｕｓ ａｎｏｐｈａｇｅｆｆｅｒｅｎｓ）引发，但最新研究发现，在渤海可引发褐潮的微型

藻类并非这一种［７］。 近几年高通量测序技术的发展极大地推动了微型藻类的高效检测研究［１０⁃１２］，该技术具

有简单快速、测序通量高、错误率低和成本低等特点，为微型藻类的高效检测提供了新思路。
Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 为甲藻纲胸甲球藻科，有侵噬鱼类细胞杀鱼的能力，可以导致鱼类成群死亡，同时也会

杀死其他海洋微藻，２００４ 年首次在韩国庆南马山海域被发现，我国目前尚未发现有该种的报道［１３］。 辽东湾

为我国最北端半封闭内海，航运较为频繁，加之富营养化严重，发生外来有害微藻入侵的风险较高，危害较大。
本研究采用高通量测序平台，结合生物信息学方法，以 １８ＳｒＤＮＡ 的 Ｖ４ 区为目标基因对辽东湾海域的微型和

微微型浮游植物进行了多样性检测，已发现外来有害微藻 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 的扩散迹象，因此亟需了解其生

态分布状况。

１　 材料与方法

１．１　 样品采集

为了解外来有害微藻 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 的分布及扩散情况，在辽东湾海域网格化设置 １６ 个站位（图 １），
分别于 ２０１４ 年 ５ 月（春）、８ 月（夏）、１０ 月（秋）、１２ 月（冬）采集表层海水 １Ｌ，首先经 ２０μｍ 微孔滤膜过滤去除

小型及大型浮游生物，然后经 ０．２２μｍ 微孔滤膜收集微型和微微型浮游生物，最后将滤膜转移至 １．５ｍＬ 无菌

离心管中，置于－２０℃或－８０℃冷冻保存、运输。
１．２　 分析方法

１．２．１　 基因组 ＤＮＡ 的提取

采用 ＣＴＡＢ 法提取微型 ／微微型浮游植物宏基因组，将 ０．２２ μｍ 滤膜剪碎于 １． ５ ｍＬ 离心管中，加入
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图 １　 采样站位示意

Ｆｉｇ．１　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｓｔａｔｉｏｎ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ

５００ μＬ ＣＴＡＢ 裂解液（２％ＣＴＡＢ；１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃Ｃｌ ｐＨ ８．０；１．４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ；１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ）和 １ μＬ β⁃巯
基乙醇，５—１０ μＬ 蛋白酶 Ｋ，５５℃裂解 １—１．５ ｈ。 短暂离心，取出液体于新的离心管中，用酚氯仿抽提 ２ 次后，
取上清，加入两倍体积预冷的无水乙醇，沉淀 ２—３ ｈ，保留沉淀，使用 ７５％乙醇清洗沉淀，得到微藻宏基因组

ＤＮＡ，１％琼脂糖凝胶电泳检测并利用紫外分光光度计测定 ＤＮＡ 浓度及纯度，－２０℃冰箱保存备用。
１．２．２　 １８Ｓ ｒＤＮＡ 可变区 Ｖ４ 的 ＰＣＲ 扩增

本研究应用的引物为自行开发的微型 ／微微型浮游植物 １８Ｓ ｒＤＮＡ 的 Ｖ４ 区基因扩增引物对 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）。
上 游 引 物 为 Ｖ４⁃Ｆ 序 列 ５′⁃ＧＣＧＧＴＡＡＴＴＣＣＡＧＣＴＣＣＡＡＴＡ⁃ ３′， 下 游 引 物 Ｖ４⁃Ｒ 序 列 为 ５′⁃
ＧＡＴＣＣＣＣＨＷＡＣＴＴＴＣＧＴＴＣＴＴＧＡ⁃３′。 将引物连接适当的接头送往上海生工生物公司进行合成。 ＰＣＲ 反应体

系为 ５０ μＬ，包括 ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ ８μＬ、上下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ２ μＬ、模板 ＤＮＡ ２ μＬ、Ｔａｑ
ＤＮＡ 聚合酶 ２．５ Ｕ，加适量灭菌水。 扩增反应均在 ＰＥ ９７００ 型 ＰＣＲ 仪（美国 ＰＥ 公司）上完成，反应条件：９４℃
预变性 ３ ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ ｓ，５８ ℃退火 ４５ ｓ，７２℃延伸 ４５ ｓ，共 ３３ 个循环；７２℃延伸 ５ ｍｉｎ。 １ ﹪琼脂糖凝胶电

泳检测 ＰＣＲ 产物，将检测合格产物交由诺和致源生物信息科技有限公司，使用 ＮＥＢ Ｎｅｘｔ  Ｕｌｔｒａ ＤＮＡ
Ｌｉｂｒａｒｙ Ｐｒｅｐ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｉｌｌｕｍｉｎａ（Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ）建库试剂盒进行文库的构建，构建好的文库经过 Ｑｕｂｉｔ 定量

和文库检测，合格后使用 Ｈｉｓｅｑ２５００ ＰＥ２５０ 进行上机测序。
１．２．３　 数据分析

测序得到的原始数据使用 ＦＬＡＳＨ 软件进行拼接，参照 Ｑｉｉｍｅ 软件质量控制流程将拼接后的序列经过截

取、过滤得到有效数据。 利用 Ｕｐａｒｓｅ 软件对有效数据进行 ＯＴＵｓ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ Ｕｎｉｔｓ）聚类和物种分

类，采用 ＲＤＰ Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 方法与 Ｓｉｌｖａ 数据库对 ＯＵＴｓ 代表序列进行物种注释，同时对物种注释在各个分类水平
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上进行群落结构的统计分析。 镜检同期水样中出现的所有浮游植物，筛选各站位出现频度最高的种类角毛藻

属（Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓ ｓｐ．）作为基准密度［１４］，通过 ＯＴＵｓ 比例，计算 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 密度，相关公式如下：
（１）利用 ＯＴＵｓ 比例测算 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 密度：

ＮＳ ＝
ＮＣ

ＣＯＴＵ
ＳＯＴＵ

式中，ＮＳ为该站位 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 密度（ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ），ＮＣ为同一站位水样中所有角毛藻密度（ ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ，镜检获

得），ＣＯＴＵ为该站位水样中所有角毛藻的 ＯＴＵｓ 数，ＳＯＴＵ为该站位 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 的 ＯＴＵｓ 数。
（２）相对多度（ＲＡ）计算 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 的季节比例：

ＲＡ ＝ ｎｉ
Ｎ

式中，ｎｉ为 ｉ 种的密度（ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ），Ｎ 为统计单元的总密度（ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ）。
（３）物种优势度（Ｙ）表示微型 ／微微型浮游植物群落中某一物种在其中所占的优势程度：

Ｙ ＝ ｎｘ
Ｎ
ｆｘ

式中，ｎｘ为第 ｘ 种微型 ／微微型浮游植物种类的 ＯＴＵｓ 数，Ｎ 为 ＯＴＵｓ 总数，ｆｘ为第 ｘ 种微型 ／微微型浮游植物种

类在各样品中出现的频率。

２　 结果

２．１　 分子鉴定引物优化

为增加微型 ／微微型浮游植物检测的高效性，对引物的进行了筛选优化。 本文针对目前已发现的微型 ／微
微型浮游植物并结合浮游植物历史调查结果，设计了比较适合我国黄渤海海域的微型浮游植物分子鉴定特异

引物。 针对浮游植物 １８Ｓ ｒＤＮＡ Ｖ４ 区基因设计了引物对 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）（５′⁃ＧＣＧＧＴＡＡＴＴＣＣＡＧＣＴＣＣＡＡＴＡ⁃ ３′，５′⁃
ＧＡＴＣＣＣＣＨＷＡＣＴＴＴＣＧＴＴＣＴＴＧＡ⁃ ３′）， 针 对 Ｖ９ 区 基 因 选 择 通 用 引 物 对 Ｖ９ （ Ｆ ／ Ｒ ） （ ５′⁃
ＣＣＣＴＧＣＣＨＴＴＴＧＴＡＣＡＣＡＣ⁃３′，５′⁃ＣＣＴＴＣＹＧＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣＴＡＣ⁃ ３′），并选择 Ｓｔｏｅｃｋ［１５］ 等人设计的真核生物

１８Ｓ ｒＤＮＡ Ｖ４ 区扩增引物对 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）（５′⁃ＣＣＡＧＣＡＳＣＹＧＣＧＧＴＡＡＴＴＣＣ⁃３′，５′⁃ＡＣＴＴＴＣＧＴＴＣＴＴＧＡＴＹＲＡ⁃３′）进
行了比较分析。

Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）引物对的设计是从 ＮＣＢＩ 数据库下载 １７９（７６ 条微型 ／微微型）条藻类 １８Ｓ ｒＤＮＡ 序列（包含 １１
个门、２３ 个纲、１７９ 种），利用软件 ＭＥＧＡ４ 进行多重序列比对，找到对应的 Ｖ４ 区，同时结合测序技术要求进行

引物设计，片段长度为 ３００—４５０ｂｐ，并使用 ＤＮＡＭＡＮ、Ｏｌｉｇｏ Ｃａｌｃ 等软件对引物的基本参数进行检测和评估。
统计结果显示，引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）对真菌、后生动物、领鞭毛虫目类群的扩增特异性要低于 Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ）和 Ｃ４（Ｆ ／
Ｒ），而对真核藻类的扩增特异性均高于 Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ），扩增红藻门、定鞭藻纲的特异性与 Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）虽有差异，但
在其他真核藻类类群中较有优势。

为了比较 ３ 对引物在实际样品中对真核藻类扩增特异性的差异，对 ２０１４ 年 ５—８ 月采集的 ８、１１、１２ 号环

境样品分别进行了引物扩增，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ２５００ 测序平台 ＰＥ２５０ 测序，解析出在种的水平下每对引物对

应的平均微型 ／微微型浮游植物 ＯＴＵｓ 数。 结果显示，３ 对引物 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）、 Ｖ９（Ｆ ／ Ｒ）、Ｃ４（Ｆ ／ Ｒ）３ 个站位鉴定

的微型 ／微微型浮游植物 ＯＴＵｓ 数分别为 ６８、７３、９２；３７、４６、４４；３３、５９、８１，平均为 ７８、４２、５８。 结果显示，引物对

Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）在微型 ／微微型浮游植物种类数鉴定方面优于其他两对引物，故采用引物对 Ｖ４（Ｆ ／ Ｒ）研究辽东湾海

域微型 ／微微型浮游植物的群落多样性。
２．２　 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 的种属确定

高通量测序获得 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 部分 １８Ｓ ｒＤＮＡ 序列为 ３７５ｂｐ，通过 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ 比对，其在 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ
ａｌｇｉｃｉｄａ１８Ｓ ｒＤＮＡ（ＡＪ８４１８０９．１）基因序列中对应的位置为 ５９５—９６９ｂｐ，与基因库中 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 的 １８Ｓ
ｒＤＮＡ 序列相似度为 １００％，Ｅ 值为 ０。 采用邻接法，选择甲藻门中部分藻类的 １８Ｓ ｒＤＮＡ 序列构建系统进化树
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（图 ２，节点上的数值表示邻接法的可靠性）。 建树结果显示，高通量测序获得的 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ １８Ｓ Ｖ４ 区

序列与 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ（ＨＧ００５１３３）聚在一个分支，其支持率为 １００％，确定该种为 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ。

图 ２　 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 系统进化树

Ｆｉｇ．２　 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ

２．３　 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 密度分布

辽东湾春季所有站位均未检出 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ，夏季密度分布在（０．０２３—２．７５３） ×１０３ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ，平均为 １．
３８８×１０３ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ，最高值出现在 １ 号站，最低值出现在 １４ 号站，高值区主要分布在辽东湾的东西两侧（１、４、７、
９、１０、１２、１３、１６ 号站位密度均在 １０３ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ 以上），辽东湾中部海域密度相对较少；秋季密度分布在（０．０１１—
２．４８８）×１０３ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ，平均为 １．２４９×１０３ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ，最高值出现在 ９ 号站，最低值出现在 １２ 号站，高值区主要分布在

辽东湾西北侧的 １ 号（１．２５０×１０３ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ）和中东侧 ９ 号（２．４８８×１０３ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ）站位，其他区域密度相对较少；冬
季密度分布在（０．００２—０．０７３）×１０３ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ，平均为 ０．０３７×１０３ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ，最高值出现在 ３ 号站，最低值出现在 １４
号站，密度量相对较少，各站位差异不大，分布较为均匀（图 ３）。
２．４　 优势度

夏季 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 优势度在（０．０３—０．４１）％，平均为 ０．２２％，优势度最高在 ９ 号站位，最低在 １６ 号站

位（６、８、９、１５ 号站位优势度超过 ０．２％）；秋季优势度在（０．０３—０．５４）％，平均为 ０．２８％，优势度最高在 １６ 号站

位，最低在 ４ 号站位（６、９、１１—１６ 号站位优势度超过 ０．２％）；冬季优势度在（０．０２—０．３４）％，平均为 ０．１８％，优
势度最高在 １６ 号站位，最低在 ４ 号站位（７、９、１１—１６ 号站位优势度超过 ０．２％）（图 ４）。

图 ３　 不同季节 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 的相对密度

Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ ｄｅｎｓｉｔｙ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ

图 ４　 不同季节 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 的优势度

Ｆｉｇ．４　 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ ｄｏｍｉｎａｎｃｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅａｓｏｎｓ

５　 ４ 期 　 　 　 宋伦　 等：有害甲藻 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 在辽东湾的时空分布 　
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３　 讨论

目前有关 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 的研究报道较少，成果主要来自韩国首尔国立大学海洋研究所赤潮研究中心
［１６⁃１７］，２００４ 年首次在韩国庆南马山海域发现胸甲球藻科一个新种 Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ，该种曾引发两次大规模赤潮，给
渔民造成了 １ 亿多韩元的经济损失，暴发密度可达 ２×１０７ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ，有侵噬鱼类细胞杀鱼的能力，可以导致鱼类

成群死亡，同时也会杀死其他海洋微藻。 研究组以世界海洋生态学家、美国马里兰大学教授戴安·斯迪克

（音译）的名字结合“杀死其他赤潮生物”之意的拉丁语“ａｌｇｉｃｉｄａ”将此生物的名字命名为斯迪克里亚·阿尔

兹西达（音译）。
Ｊｅｏｎｇ 等对异养型甲藻 Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ 的形态学特征进行了描述，并从人工培养的藻细胞中获得核糖体小亚

基 ｒＤＮＡ 序列。 该藻细胞呈椭圆形，长（７．３—１５．９ μｍ，平均 １１．６ μｍ）大于宽（２．７—１２．２ μｍ，平均 ７．３ μｍ）。
核糖体小亚基 ｒＤＮＡ 序列的 ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为 ＡＪ８４１８０９。 序列比对结果显示，Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ 的核糖体小亚基

ｒＤＮＡ 序列与牧羊杖地区的一种甲藻差异 ３％，与 Ｃｒｙｐｔｏｐｅｒｉｄｉｎｉｏｐｓｏｉｄ ｓｐ．、ｂｒｏｄｙｉ、Ｐｆｉｅｓｔｅｒｉａ ｓｐ．（有害费氏藻）差
异 ４％。 采用最大似然法构建 Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ 的核糖体小亚基 ｒＤＮＡ 序列的系统进化树，Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ 与有害费氏藻

及近缘种、以及牧羊杖地区的一种甲藻亲缘关系最为接近，却又处在不同的分支上。 基于形态学观察和谱系

分析，认为 Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ 是一个新种［１５］。
为研究 Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ 对其他赤潮生物的影响，Ｊｅｏｎｇ 等在 ２００４ 年 ５—６ 月赤潮期间监测了韩国马上海湾赤潮

异弯藻（Ｈｅｔｅｒｏｓｉｇｍａ ａｋａｓｈｉｗｏ）和 Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ 的密度变化。 同时在实验室研究 Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ 摄食赤潮异弯藻情

况，检测其生长率和捕食率。 结果发现赤潮异弯藻最大密度出现在第 ２ 次赤潮期间（５８４００—９９２００ ｃｅｌｌｓ ／
ｍＬ），Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ 为 １１３０—１７４００ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ，其密度的高峰期相对赤潮异弯藻要推迟 １—２ ｄ。 Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ 捕食赤

潮异弯藻是先通过一个柄状组织将其固定，然后通过细丝拖拽，在赤潮异弯藻的密度达到约 ３５００ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ 饱

和浓度之前，Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ 的比生长速率随着赤潮异弯藻密度的增加而快速升高，其最大比生长速率为 １．６３ ／ ｄ，
当赤潮异弯藻的阈值浓度为 １．９ ｎｇ·Ｃ ／ ｍＬ（１９ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ）时，净生长率为 ０，对赤潮异弯藻的最大摄食率和清

除率分别为 ０．７５ ｎｇ Ｃ ／ ｇｒａｚｅｒ·ｍＬ（７．５ ｃｅｌｌｓ ／ ｇｒａｚｅｒ·ｍＬ）和 ３．７ μｌ ／ ｈ。 Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ 对赤潮异弯藻的捕食系数达

到 ０．１４２ ｃｅｌｌｓ ／ ｍｉｎ（即每分钟清除赤潮异弯藻 ０．１３％），目前的研究结果显示，Ｓ． ａｌｇｉｃｉｄａ 的摄食对赤潮异弯藻

的密度影响较大［１６］。
Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 为甲藻纲胸甲球藻科，有侵噬鱼类细胞杀鱼的能力，可以导致鱼类成群死亡，同时也会

杀死其他海洋微藻，２００４ 年首次在韩国庆南马山海域被发现。 由于该种研究较少，致灾机理尚不清楚，但其

与费氏藻属（Ｐｆｉｅｓｔｅｒｉａ ｓｐ．）同属一科，费氏藻产生的毒素能使半咸水鱼类很快死亡，表现为皮肤溃烂，失去抵

抗力，有研究表明其毒素分脂溶性、水溶性两种，脂溶性表现为皮肤伤害作用，水溶性表现为神经伤害作用，脂
溶性为一种塑料增塑剂，水溶性成分是含铜和铁元素的糖苷类物质［１８］。 ２０１３—２０１４ 年在大连长兴岛海域曾

发现大量死鱼，检测水样中 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 的密度在 １０６ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ 左右，接近赤潮警戒标准（１０７ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ） ［１９］。
通过对辽东湾四季 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 的检测，春季未检出，冬季密度急剧下降，说明温度是影响该藻繁殖

的主要因素。 夏、秋季整个海域都有检出，虽然 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 在整个环境样品中优势度不太明显，但其密

度较高，最高达 ２．７５３×１０３ｃｅｌｌｓ ／ Ｌ，夏季主要分布在辽东湾东西两岸，致灾风险较高，应引起足够重视。
Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 被韩国定为外来物种，在我国海域也是首次报道，其危害后果严峻，必须加强监测监

管。 从目前辽东湾海域的 Ｓｔｏｅｃｋｅｒｉａ ａｌｇｉｃｉｄａ 密度分布来看，该种已成为归化种，虽未发生赤潮记录，但防患于

未然，未来应从以下三方面入手：①加快研究该藻的产毒机制、生态危害、暴发风险、防御措施；②重点监测各

港口海域有毒微型 ／微微型藻类的种群和分布，补充外来入侵微藻数据库；③加强对养殖区产毒微藻的监测和

管理，建立贝毒快速预警技术，减少对渔业生态系统的危害［２０⁃２３］。
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