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摘要: 采用 4对微卫星引物对大叶藻的 7个地理居群进行了遗传多样性与遗传结构分析。扩增 148株大叶藻

得到 57 个等位基因, 每个位点平均等位基因数为 6, 大叶藻居群的平均期望杂合度(He)为 0.687, 平均观测

杂合度(Ho)为 0.417。青岛湾居群的遗传多样性最高(A=7.750, AR=7.043), 俚岛居群最低(A=4.750, AR=4.543)。

从 Fst值来看, 7个大叶藻居群间属于中度分化。UPGMA系统发育树显示, 中国 4个大叶藻居群聚类到一起, 

其遗传分化可能是由于历史大海草场的遗留小片段居群产生, 而中国、韩国、日本和爱尔兰居群间的遗传分

化则主要是由于地理隔离造成的。自由交配估计结果支持海草的东亚起源说。青岛湾居群遗传多样性较高, 

可优先作为大叶藻移植修复的材料和基因库, 并进行重点保护。 
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大叶藻(Zostera marina L.)是北半球广泛分布的
一种海草, 能生长在亚热带到冷温带, 甚至是亚寒
带的沿岸浅水区[1]。大叶藻可为一些重要的经济鱼

类、贝类、棘皮动物等提供直接的食物来源、栖息

场所、隐蔽场所和育幼场, 还能缓冲洋流和潮汐对
海底基质的扰动, 并且从洋流中过滤悬浊物和营养
物质, 其根和根状茎生长在沉淀物中, 具有稳定海
底沉积物的作用, 从而改善海水的透明度[2, 3]。由于

大叶藻对水质的敏感性, 因此可以作为沿海水域环
境的指示剂。1930 年, 世界范围的大叶藻海草场经
历了“枯萎病”, 导致大叶藻几近灭绝, 而如今世界
范围内的大叶藻海草床严重退化 [4, 5], 许多地方的
大叶藻居群正承受着环境和基因的双重压力, 出现
了一些顶梢枯死的现象 [5], 我国的大叶藻海草床亦
未能幸免[6]。 

随着分子生物学技术的应用, 关于大叶藻的遗
传学分析有了更为深入的研究[7]。同工酶研究结果

显示, 大叶藻居群等位酶变异较少, 并不能提供足

够的信息量 , 不能清楚地反映大叶藻居群遗传分
化、遗传结构与其生殖策略和空间分布的关系[5, 8, 9]。

因此, 大叶藻居群的遗传结构有待于应用多态性和
灵敏度更高的分子标记进行探讨。微卫星(SSR)标记
具有多态性高、突变快、杂合度高、共显性等特点, 
已被广泛应用于海洋生物遗传多样性研究[10]。迄今, 
国外学者利用 SSR标记开展了一些大叶藻居群遗传
学研究。Reusch[11]利用 SSR技术对瓦伦登海和波罗
的海两个海域的大叶藻进行相关性研究, 发现瓦伦
登海海域大叶藻的有效种群较大, 且居群间基因交
流较频繁; Olsen, et al.[3]对北半球 49个大叶藻居群
进行了 SSR 研究, 探讨了大叶藻的历史传播途径, 
并发现北欧海域的大叶藻遗传多样性较高 ; Cam-
panella, et al.[5]利用 SSR 标记技术对新泽西巴尼加
特湾 8 个大叶藻居群进行了遗传学研究, 并以此判
断适合作为移植修复的居群; Oetjen, et al.[12]开发了

15对大叶藻 SSR引物, 并结合 SNP分子标记对瓦伦
登海域大叶藻居群的特定生境选择进行了研究。目
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前, 国内尚未见到对海草尤其是大叶藻居群遗传学
研究的相关报道。本研究采用 4 对 SSR 引物, 对 7
个不同地理居群的大叶藻遗传多样性进行了研究 , 
研究结果不仅可为我国大叶藻资源现状的评价、管

理和移植修复提供遗传背景资料和科学依据, 同时
也将充实海草保护遗传学资料, 对于有类似分布和
生物学特性的其他海草类群也具有重要的借鉴和参

考价值。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
本研究所用大叶藻样品分别采自中国的威海俚

岛、威海天鹅湖、青岛湾、大连近海以及日本东京

湾、韩国内浦和爱尔兰克莱尔郡近海(图 1)。样品采
集后用海水洗净, 取新鲜叶片放入装有硅胶的离心
管中, 或将新鲜样品浸于海水直接带回实验室。采
样时, 为确保所采样品为不同植株, 植株间隔至少
在 2 m以上。每个地点随机采取 24株植株, 7个居
群共 168株大叶藻样品。 
1.2  实验方法 

基因组 DNA 提取  取适量大叶藻新鲜叶片或
干燥叶片, 参照 Ban[13]的 CTAB(Cetyltrimenthylam-
monium bromide)法并加以改良来提取基因组 DNA, 
将乙醇沉淀后的基因组 DNA溶解于 100 μL蒸馏水
中, 4℃保存备用。取提取的 DNA 3 μL用 1.5%的琼
脂糖凝胶电泳检测, 以备之后的 PCR扩增。 

微卫星分析  在前期实验的基础上, 本研究选
用了 4对多态性较高的微卫星引物[14, 15], DNA扩增
按照各引物的 PCR反应条件和程序进行。PCR反应
体积为 10 µL, 各反应均设阴性对照以检查是否有
DNA污染。取 1.5 µL扩增产物用 1.5%琼脂糖凝胶
电泳检测, 并以核酸分子量标准 Marker 作对照, 在

紫外透射分析仪上检测所需的目的条带, 8%变性聚
丙烯酰胺凝胶胶上电泳分型、银染和显影。 

1.3  数据分析 
使用 POPGENE软件计算等位基因数(A)、观测

杂合度(Ho)、期望杂合度(He)。使用 GENEPOP 软
件进行 Hardy-Weinberg 平衡检验与连锁不平衡检
验。所有多重检验的显著性标准用连续 Bonferroni
法进行校正。根据 Bostein, et al.[16]方法和等位基因

丰富度(Allelic richness, AR), 应用 MS tools工具计
算获得多态信息含量 PIC(Polymorphism Information 
Content)。用 MICRO-Checker 软件评估每个位点的
无效等位基因。 

利用软件 FSTAT对两两群体间的遗传分化指数
Fst 进行量化分析, 并对其进行显著性多重检验。利
用MEGA 4.1构建 UPGMA系统树, 重复计算 10000
次获得各分支的支持率。运用 STRUCTURE软件推
导最可能自由交配群。 

2  结果 

2.1  居群遗传多样性 
对大叶藻居群的微卫星分析结果表明, 148 株

大叶藻个体检测到 57 个等位基因, 7 个居群的大叶
藻在 4个微卫星位点上等位基因数为 2—14, 每个位
点平均等位基因数为 6, 多态性适中(表 1)。平均观
测杂合度为 0.417, 平均期望杂合度 0.687。各位点
观测杂合度(Ho)在 0.330(CT-3)—0.517(CT-17H)变 
化, 各居群的 Ho 范围在 0.283(天鹅湖居群)—0.538 
(爱尔兰克莱尔郡居群); 各位点期望杂合度(He)为
0.528 (CT-35)—0.8131(CT-17H), 各居群的 He 范围
为 0.240(天鹅湖居群)—0.910(爱尔兰克莱尔郡居群)。
Fis值范围在−0.135(CT-35)—0.823(CT-17H)。等位基因
丰富度(AR)在各居群的范围为 4.543—7.043, 俚 

岛居群最低, 最高值出现在青岛
湾居群, 平均 AR值为 5.727。以青
岛湾居群的遗传多样性最高

(A=7.750, AR=7.043), 俚岛居群
最低(A=4.750, AR=4.543)。 

根据各位点等位基因在 7 个
大叶藻居群中的分布频率 (数据
未显示), 发现 CT-35 位点等位基
因CT-35-3和CT-35-7—13与群体
具有显著的相关性 (列联表检验 

 

 

图 1  大叶藻采样地点 
Fig. 1  Sampling sties of Z. marina 
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表 1  大叶藻 7 个居群 4 个微卫星位点的遗传多样性指标 
Tab. 1  Genetic diversity indices for four microsatellite loci in seven populations of Z. marina 

位点 
Loci 

 俚岛 
LD 

天鹅湖 
TEH 

青岛湾 
QB 

大连 
DL 

内浦 
KN 

东京湾 
TB 

克莱尔郡 
IF 

CT-3 A 6 10 10 8 8 7 2 

 He 0.770 0.822 0.860 0.839 0.803 0.817 0.514 

 Ho 0.500 0.375 0.167 0.333 0.250 0.500 0.188 

 PIC 0.713 0.780 0.826 0.801 0.762 0.768 0.374 

 Fis 0.355 0.549 0.810 0.608* 0.693 0.394 0.643 

 AR 5.560 8.745 9.377 7.839 7.516 6.451 2.000 

CT-35 A 3 3 3 3 8 2 10 

 He 0.377 0.240 0.520 0.638 0.770 0.241 0.910 

 Ho 0.208 0.174 0.292 0.571 0.458 0.273 0.895 

 PIC 0.325 0.220 0.447 0.551 0.719 0.208 0.875 

 Fis 0.452 0.279 0.445* 0.106 0.410* −0.135 0.018 

 AR 2.894 2.906 2.997 3.000 7.250 2.000 9.950 

CT-20 A 5 6 4 3 6 5 5 

 He 0.701 0.621 0.299 0.520 0.772 0.748 0.757 

 Ho 0.458 0.333 0.208 0.375 0.542 0.435 0.524 

 PIC 0.630 0.571 0.274 0.447 0.716 0.687 0.701 

 Fis 0.351 0.468 0.307 0.284 0.303 0.424* 0.314 

 AR 4.787 5.525 3.558 2.997 5.560 4.974 4.990 

CT-17H A 5 7 14 9 6 5 7 

 He 0.754 0.803 0.887 0.838 0.827 0.776 0.807 

 Ho 0.136 0.250 0.833 0.833 0.350 0.667 0.546 

 PIC 0.692 0.754 0.858 0.798 0.778 0.718 0.758 

 Fis 0.823 0.693 0.062 0.005 0.583* 0.144 0.329 

 AR 4.930 6.328 12.238 8.336 5.998 4.998 6.654 

Mean A 4.750 6.500 7.750 5.750 7.000 4.750 6.000 

 He 0.650 0.621 0.642 0.709 0.793 0.646 0.747 

 Ho 0.326 0.283 0.375 0.528 0.400 0.469 0.538 

 Fis 0.505 0.550 0.421 0.259 0.501 0.279 0.286 

 AR 4.543 5.876 7.043 5.543 6.581 4.606 5.899 

注: A: 等位基因数; He: 期望杂合度; Ho: 观测杂合度; PIC: 多态信息含量; AR: 等位基因丰富度; Fis: Fisher 指数, P<0.05; 
*Bonferroni校正后仍显著 

 
P<0.01)。CT-35-3在北太平洋区域的 6个居群(中国、
韩国和日本居群)相对其他等位基因具有较高频率
(31.251%—86.362%), 而 CT-35-9—13 只在北大西洋
区域的爱尔兰居群中存在, CT-35-7—8 同样在爱尔
兰居群中具有较高频率(图 2)。 

2.2  遗传结构分析 
结果显示, 大叶藻 7 个地理居群间存在明显的

遗传分化(表 2)。从 Fst 数值来看, 青岛与大连居群
间最小, 为 0.051; 最大值为 0.261, 出现在天鹅湖与
爱尔兰克莱尔郡居群之间; 国内居群 Fst最大值出现

在天鹅湖和大连居群间, 为 0.189; 国内居群与国 

 
 

图 2  CT-35等位基因在 7个大叶藻居群中的频率分布图 
Fig. 2  Frequency distribution of allele CT-35 in seven populations 
of Z. marina 
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表 2  大叶藻两两群体间 Fst 
Tab. 2  Pairwise Fst among populations of Z. marina 

 LD TEH QB DL KN TB IF 

俚岛 LD        

天鹅湖 TEH 0.164**       

青岛湾 QB 0.121* 0.173**      

大连 DL 0.118* 0.189 0.051**     

内浦 KN 0.121** 0.180** 0.133* 0.110    

东京湾 TB 0.158** 0.132 0.197** 0.218** 0.161**   

克莱尔郡 IF 0.231** 0.261** 0.245** 0.216** 0.111 0.249*  

注: *P<0.05, **P<0.01 
 

外居群 Fst最小值出现在大连和韩国内浦居群间, 为
0.110。从 Fst显著性来看, 极显著值(P<0.01)出现在
俚岛与天鹅湖、韩国内浦、日本东京湾、爱尔兰克

莱尔郡居群间, 天鹅湖与青岛湾、日本东京湾、爱
尔兰克莱尔郡居群间, 青岛湾与大连、韩国内浦、
爱尔兰克莱尔郡居群间, 大连与韩国内浦、爱尔兰
克莱尔郡居群间, 韩国内浦与日本东京湾居群间。
俚岛与青岛湾、大连居群间, 青岛湾与日本东京湾
居群间, 韩国内浦与爱尔兰克莱尔郡居群间差异显
著(P<0.05)。 

利用 MEGA 4.1 构建的 UPGMA 系统树显示: 
青岛和大连两居群先聚类, 然后与俚岛和天鹅湖居
群聚类; 国内大叶藻居群与韩国内浦大叶藻聚类后, 
再与日本东京湾居群聚到一起, 最后与北大西洋区
的爱尔兰居群聚类(图 3)。 

 
 

 
 

图 3  基于 7居群大叶藻间遗传距离构建的 UPGMA树 
Fig. 3  UPGMA tree based on genetic distance of seven Z. marina 
populations 
分支上的数字表示检验重复 1000次所得的大于 50%的支持率 
Only bootstrapping (1000 replicates) values over 50% are shown. 

 

2.3  自由交配估计 
运用 STRUCTURE 软件, 根据等位基因频率不

相关假设 (Allele frequencies independent assump-
tion)[17], 总样本的预测自由交配组数为 K=2(图 4)。

基于微卫星分子标记的个体分配模式显示, 国内 4
个大叶藻居群(俚岛、青岛湾、大连和天鹅湖)的绝
大部分(87%以上)被分配在二号自由交配群(图 4, 
灰色部分; 表 3), 尤其是俚岛居群, 96.8%被分配到
二号自由交配群; 国外 3个大叶藻居群(韩国内浦、
日本东京湾和爱尔兰克莱尔郡)的绝大部分(76%以
上)被分配在一号自由交配群(图 4, 黑色部分; 表 3), 
尤其是爱尔兰克莱尔郡居群, 几乎全部(98.6%)被分
配于一号自由交配群。 

3  讨论 

物种的遗传多样性是长期进化的产物, 是其生
存适应和发展进化的前提[18]。物种遗传多样性越高或

遗传变异越丰富, 对环境变化的适应能力就越强[19]; 
反之, 具有较低遗传多样性的物种则更容易受到环
境变化的影响。因此, 通过遗传多样性研究, 除了可
以了解物种的进化历史, 也可以为分析物种的进化
潜力和预测物种发展方向提供重要依据。 

本研究基于微卫星分子标记对中国、韩国、日

本和爱尔兰 7 个居群的大叶藻遗传多样性进行了分
析, 由于所承受的环境压力不同(如: 海流、温度、
底质、光照、其他藻类的繁殖竞争等), 各居群表现
出不同的遗传多样性及不同的遗传结构。研究结果

显示, 7 个大叶藻居群观测杂合度(0.283—0.538)明
显低于期望杂合度(0.621—0.793), 表明 7 个大叶藻
居群间交流很少, 自交或者无性生殖过多。对于大
叶藻而言, 这种现象较为常见。Campanella, et al.[5, 20]

在对新西兰巴尼加特湾和西大西洋沿海的大叶藻居

群研究中也得到相同的结果; 而 Reusch, et al.[15]则

得到观测杂合度与期望杂合度相差不大的结果。等

位基因丰富度高意味着适应能力更强, 与其他居群
交流频繁 [20]。7 个大叶藻居群的平均等位基因丰 
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图 4  基于 4个微卫星位点运算得到的 7个大叶藻居群的 STRUCTURE条形图(K=2) 
Fig. 4  Structure bar plots (K=2) from four microsatellite loci for seven populations of Z. marina. 

 
表 3  分配模式检验得到的 7 个大叶藻居群在 2 个自由交配群中

的分布比例 
Tab. 3  Proportion of seven populations of Z. marina in each two 
inferred clusters 

推断遗传群 Inferred cluster 地理居群 
Populations 1 2 

株数 
Sample number

俚岛 LD 0.034 0.968 24 

天鹅湖 TEH 0.130 0.870 24 

青岛湾 QB 0.092 0.908 24 

大连 DL 0.025 0.975 24 

内浦 KN 0.768 0.232 24 

东京湾 TB 0.937 0.063 24 

克莱尔郡 IF 0.986 0.014 24 

 
富度为 5.727, 低于西大西洋沿海(6.3)[20], 而高于加

拿大海域(4)[3]居群。多态信息含量(PIC)最初用于连
锁分析主要是对基因多态性的估计, 现常用于表示
微卫星 DNA 的变异程度, 反映微卫星位点多态性
的高低。Botstein, et al.[21]首先提出了衡量基因变异

程度的多态信息含量指标: 当 PIC>0.500 时, 表明
该位点具有高度多态性; 当 0.250<PIC<0.500时, 该
位点为中度多态性位点; 而 PIC<0.250 位点则可认
为是低度多态性位点。在本研究中 , 除 CT-35 和
CT-20 在个别居群为中度多态位点外, 其余位点均
为高度多态位点, 这与遗传多样度信息一致。研究
结果表明, 基于微卫星分子标记得到的大叶藻遗传变
异程度总体上处于一个较高的水平, 选择潜力较大。 

大叶藻同时具有有性生殖和无性生殖两种生殖

策略, 但是大量研究证明大叶藻只进行有限的有性
生殖, 这样就限制了花粉的杂交, 基因的流动[22]。

在有关大叶藻的研究调查中, 自交现象几乎出现在
每一个地点的居群中, 杂交的机率很小[3, 5, 15, 20]。

Campanella, et al.[5]提出大叶藻杂合度较低, 居群内
自交高于杂交的特征似乎已经适应了它的生活环境, 

尽管至今尚无实验完全证明这一观点, 但是 Palstra
和 Ruzzante[23]的确观察到大叶藻居群大小大于最小

理论有效居群大小。Wright[24]提出了 Fst值分化程度

范围: 0.050<Fst值<0.150时为中度分化; Fst值<0.050
时为低度分化 , 也就意味着居群间基因交流较频
繁。由表 2 可以看出, 本研究中的 7 个大叶藻居群
间属于中度分化, 居群间基因交流较低。 

由自由交配估计(图 4)可以看出, 国内 4个大叶
藻居群几乎全部被分配在二号自由交配群中, 与中
国居群地理距离越远的居群被分配到二号自由交配

群的比例越少, 以致爱尔兰居群几乎全被分配到一
号自由交配群中。由 UPGMA 树也可以看出, 中国
大叶藻居群首先聚类, 与韩国内浦居群聚类后, 再
与日本东京湾居群聚类, 最后与爱尔兰克莱尔郡居
群聚类, 这与自由交配估计结果相吻合。西北太平
洋海域的海草物种多样性非常高, 在之前的大叶藻
起源的探讨中 , 就曾有学者提出海草的东亚起源 
说[1, 25, 26]。由自由交配估计可以看出亚洲居群几乎

全部属于二号自由交配群 , 随着地理距离的增加 , 
二号自由交配群的比例大幅下降, 这一结果间接支
持了海草东亚起源说。 

目前 , 尽管大叶藻的扩散途径并不十分明确 , 
但中国大叶藻与其他居群分属不同的进化支, 遗传
距离较大, 基因流水平很低, 海运活动并不能促使
中国、韩国、日本和爱尔兰大叶藻居群间的基因交

流, 据此推测地理隔离造成了大叶藻居群间的遗传
差异, 长时间的独立进化和相互间缺乏基因流进而
导致其分化。目前, 已有很多研究证实了地理隔离
造成遗传分化[13, 27—31]。国内 4个大叶藻居群并未表
现出地理距离与遗传的相关性, 可能是由于山东半
岛和辽东半岛以前是一大片连续的海草场, 而青岛
湾和大连居群则是大海草场退化后的小片段居群 , 
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保留了更多的原始遗传结构信息[3, 32, 33], 在小片段
居群恢复期间, 受各自周边复杂的水文栖息环境影
响, 导致其发生不同的奠基者效应、瓶颈效应和遗
传漂变[5]。 

微卫星标记的高变异率赋予其很强的检测细微

居群空间分化的能力[34]。在资源管理保护时, 微小
的居群阳性分化对资源的安全具有重大意义。分辨

率强而且可靠性高的微卫星标记研究适合于大叶藻

资源管理 , 但目前关于大叶藻的微卫星引物很少 , 
而且并不一定都适用, 需开发新的微卫星标记。此
外, 本研究所用的 7 个大叶藻居群地理跨度较大, 
虽然能反映一定的遗传信息, 但由于没有在大叶藻
的分布范围内连续采样, 并不清楚大叶藻的扩散路
径及整体的遗传结构特征。因此, 今后有必要增加
样品数量, 开发新的微卫星引物。 

McKay, et al.[35]认为, 由于海草移植引进新的
基因型或者单倍型 , 可能造成两方面的遗传污染
(Genetic pollution)。首先, 引入新的基因型或者单倍
型可能产生较大的遗传压力, 导致海草移植修复的
失败。其次, 新引入的基因型植株可能在短时期内
大量繁殖 , 使早已适应本地环境的土著植株锐减 , 
同样没有达到移植修复提高遗传多样性的目的; 而
且不同的基因型植株都有不同的生活史, 其适应环
境不同, 新引进的基因型植株可能并不适应新的生
长环境, 致使成活率低下, 甚至全部死亡[36]。从本

地环境中引入移植修复植株是至关重要的, 但是不
能在不同地点间进行简单的移植, 这样可维持自然
居群的遗传结构。遗传多样性是移植中需要考虑的

一个重要因素, 多样性较低则可能不足以应对外间
环境和繁殖策略的变化; 相反, 较高的遗传多样性
可以应对外界环境的变化, 并且减少自交的几率。
大叶藻移植修复时, 应该采用遗传多样性高的本地
居群, 并对遗传多样性低的居群进行重点保护。 
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GENETIC DIVERSITY IN POPULATIONS OF ZOSTER MARINA  
L. INFERRED FROM NUCLEAR SSR MARKERS 

SUN Dian-Rong1, LI Yuan2, LI Wen-Tao2 and GAO Tian-Xiang2 
(1. South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Science, Guangzhou 510300, China;  

2. Institute of Evolution and Marine Biodiversity, Ocean University of China, Qingdao 266003, China) 

Abstract: Seagrasses are angiosperms that are thought to have become adaptive to aquatic environment independently. 
The marine, monocotyledonous Zostera marina is a species of Zosteraceae using traditional classifications, which 
widely distributes from subtropical to subfrigid coastal oceans. Seven natural populations of Z. marina (Lidao, Tian’ehu, 
Qingdao Bay, Dalian, Naepo, Tokyo Bay and Finavarra) were used in this study. To study the mechanism of the genetic 
diversity and population structure of the seven populations, microsatellite marker (SSR) analysis was done. A total of 57 
alleles were identified in 148 individuals across the four microsatellite primers analyzed, with a mean value of 6 alleles 
per locus. The mean expected heterozygosity (He) and observed heterozygosity (Ho) across all populations were 0.687 
and 0.417, respectively, and a higher level of diversity was found in the population from the Qingdao Bay (A=7.750, 
AR=7.043) than other populations. The minimum Fst value was 0.051 between the populations from the Qingdao Bay 
and Dalian. The maximum Fst value was 0.261 between the populations from Tian’ehu and Finavarra. The Fst values 
suggested moderate genetic differentiation within most of the Z. marina populations. From the UPGMA tree, four 
populations in China (Lidao, Tian’ehu, Qingdao Bay and Dalian) clustered together, and the genetic relationships may 
be attributed to eelgrass meadow fragmentation. The geographic distance was responsible for the genetic differentiation 
from large-scale among populations in China (Lidao, Tian’ehu, Qingdao Bay and Dalian), Korea (Naepo), Japan (Tokyo 
Bay) and Ireland (Finavarra). Results of possible number of clusters supported that this seagrass species originated from 
East Asia. The population from the Qingdao Bay has higher genetic diversity, suggesting that populations in this region 
demand prioritized conservation and utilization for breeding programs. 
 
Key words: Zostera marina; Population; Microsatellite; Genetic diversity; Genetic structure 
 


