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摘要 : 珊瑚白化是导致全球珊瑚礁生态系统衰退的最重要原因之一 ,野外观察结果表明不同种属

的造礁石珊瑚对于海水温度升高的耐受性有所差异。选取多孔鹿角珊瑚 ( A cropora mi l lepora)和

丛生盔形珊瑚 ( Gal axea f ascicul aris)为研究对象 ,比较其共生藻在温度升高时的光生理差异。对

多孔鹿角珊瑚和丛生盔形珊瑚共生藻的分子系统学研究结果表明 :多孔鹿角珊瑚和丛生盔形珊瑚

的共生藻属于不同系群 ,丛生盔形珊瑚共生藻属于 D 系群 ,而多孔鹿角珊瑚共生藻属于 C1 亚系

群。当温度升高到 30 ℃时并未对两种造礁石珊瑚共生藻光合系统Ⅱ造成损害 ,而当温度升高到

34 ℃时两种造礁石珊瑚共生藻的 Fv / Fm 值急剧下降 ,其光合系统 Ⅱ遭受损害。多孔鹿角珊瑚和

丛生盔形珊瑚分别与不同系群的共生藻共生可能是导致其对海水温度升高耐受性不同的主要原

因 ,与 C1亚系群共生藻共生的多孔鹿角珊瑚对水温升高敏感 ,容易白化 ,而与 D系群共生藻共生

的丛生盔形珊瑚对水温升高的耐受性强 ,不易白化。
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1　引言

虫黄藻是指与海洋无脊椎动物共生的黄褐色单

细胞藻类。当造礁石珊瑚遭受外界环境压力 ,比如

海水表面温度升高或者降低 ,就会失去虫黄藻或虫

黄藻色素片段而发生珊瑚白化现象 ,频繁发生的珊

瑚白化事件常常导致造礁石珊瑚大范围的死亡 ,严

重影响全球珊瑚礁生态系统的健康运转[1 ]。而随着

全球气候变暖或区域性气候的异常 ,珊瑚白化事件

的发生越发频繁 ,我国的南沙群岛海区以及涠洲岛

都曾报道有珊瑚白化事件发生 ,其原因和内在机制

引起国内众多研究者的关注[2 - 4 ]。朱葆华等人[2 ]研

究了珊瑚白化的原因 ,发现温度、缺氧、氨氮和硝氮

均能使珊瑚白化 ,但对其内在机制并没有进行研究。

近十年来对全球珊瑚白化事件的跟踪观察发现

不同种属的造礁石珊瑚对于海水温度升高的耐受性

有所差异。如 Marshall等人[ 5 ]分析了 1998年大堡

礁遭受大范围珊瑚白化 6个周后 4 160个珊瑚个体

的白化反应后发现明显的种属间差异。盔形珊瑚属

对海水温度升高的耐受性强而鹿角珊瑚属最容易白

化。Floros等人[ 6 ]报道 2001年到 2002年南非珊瑚

白化事件中鹿角珊瑚极易白化。李淑等人[4 ]认为块

状珊瑚和枝状珊瑚共生藻密度的差异性可能是导致

枝状珊瑚易于白化的主要原因 ,但分析其数据我们

发现块状的标准蜂巢珊瑚、梳状菊花珊瑚和苍珊瑚

共生藻的密度都低于枝状的枝状蔷薇珊瑚共生藻的



密度。这说明造礁石珊瑚共生藻的密度可能并不是

决定不同种属造礁石珊瑚白化敏感性差异的关键

原因。

近年来 PAM 和 FRR 技术成功应用于造礁石

珊瑚共生藻叶绿素荧光性测定 ,使得测量不同造礁

石珊瑚共生藻在共生状态下的叶绿素荧光性变化成

为可能 ,从而推动了造礁石珊瑚共生藻生理活动的

研究[7 ]。在监测造礁石珊瑚共生藻健康状况的参数

中 ,最常使用的是光系统Ⅱ( PSⅡ)在暗适应下的最

高光合效率 ( Fv / Fm ) ,这个参数可以反映造礁石珊

瑚共生藻在遭受环境胁迫时 ,对其光合作用的

影响[8 ]。

本研究选择野外观察中容易白化的多孔鹿角珊

瑚和不容易白化的丛生盔形珊瑚为研究对象 ,利用

便携叶绿素调制荧光仪 (MIN I - PAM)监测其生理

活动 ,通过比较其共生藻在温度升高时的光生理反

应 ,讨论不同种属造礁石珊瑚对于海水温度升高的

耐受性有所差异的原因。

2　材料与方法

211　石珊瑚的采集与处理

2006年 10月在中国科学院海南热带海洋生物

重点实验站外三亚鹿回头岸段 ,水深 1～2 m (低潮

位)处 ,潜水采集两种造礁石珊瑚多孔鹿角珊瑚

( A cropora mi l lepora ) 和丛生盔形珊瑚 ( Gal a xea

f ascicul aris) 。所采集的石珊瑚均取自同一群体。

分别取两种石珊瑚各 9 块 ,大小为 :多孔鹿角珊瑚

4～5 cm ,丛生盔形珊瑚 4～ 5 cm。水族箱各参数为

温度 26 ℃,盐度 34 ,光照 12 h (9 :00 - 21 :00) ,循环

水。两种珊瑚在水族箱内适应 1 周 ,以消除物理伤

害对实验的影响 ,待触手全部伸出视为已适应室内

环境 ,可以开始实验。同时分别取 2～5 cm大小的

两种造礁石珊瑚 ,用 95 % (V/ W)的酒精保存 ,拿回

实验室进行造礁石珊瑚共生藻的分子系统分类

鉴定。

212　温度升高处理实验

设定 3个温度 26 ,30 ,34 ℃,其中 26 ℃组作为

对照组。将两种造礁石珊瑚分别移入到 3 个实验

缸 ,每个实验缸放 3块造礁石珊瑚。其中 26 ℃实验

缸使用冷水机进行温度控制 ,而 30 ℃和 34 ℃的实

验缸使用控温加热棒进行温度控制。

213　造礁石珊瑚共生藻叶绿素荧光参数的测定

参照 Bhagooli 等人[9 ]和 Rowan[10 ]的方法 ,将

造礁石珊瑚样本放置在充满海水的烧杯中 ,测量前

先用不透光的铝箔纸包裹整个烧杯 30 min ,使其达

到完全黑暗状态 ,然后测量其 Fv / Fm 值。每天测量

3 次 ,分别在上午 ( 9 : 00 ) 、下午 ( 14 : 00 ) 、晚上

(21 :00) ,取其平均值。本实验最大光合效率 Fv / Fm

由德国 Walz 公司生产的便携叶绿素调制荧光仪

(MIN I - PAM)测定 , Fv / Fm 直接读出。

214　数据处理

用 Fv / Fm 的实测值来说明温度升高对造礁石

珊瑚共生藻光合系统Ⅱ( PSⅡ)的影响 ,而比较 2 种

造礁石珊瑚共生藻对水温升高的敏感性则用 Fv / Fm

的相对值 (温度升高组 Fv / Fm 的实测值跟对照组的

Fv / Fm 的实测值的比值) 表示。实验数据用 Ex2
cel2003处理 ,用 Sigmaplot1010 作图。为了增加数

据的正态性和方差齐性 ,在进行方差分析前 ,所有数

据均被转化为反正弦函数。所有统计分析都是用

SAS810分析软件完成 ,显著性设定 P值为 0105。

215　造礁石珊瑚共生藻的分子系统分类

DNA提取参考 Huang等人[11 ]等的方法 ,首先

将珊瑚组织放在液氮中研磨 ,然后加 SDS提取缓冲

液和蛋白酶 K消化过夜。加入 7 mol/ dm3 NaC1在

70 ℃水浴 ,沉淀用无水乙醇冲洗 1 次 ,70 %的乙醇

冲洗 2次 ,干燥 ,溶于适量的 TE(p H810)后 ,贮存于

- 20 ℃备用1 造礁石共生藻系群水平的分类采用
PCR - RFL P技术 1 参照 Chen 等人[12 ]的方法 ,选

用 5S ( 5′- GCCGACCCGCTGAATTCAA GCATAT

- 3′) 和 D23Zoox ( 5′- TGTGGCA YGTGACGCG2
CAA GCTAA G - 3′)两对引物 ,扩增共生藻 28S rD2
NA基因 5′端约 520bp 的片段。取20 mm3 PCR 扩

增产物 ,用限制性内切酶 RsaI ( MBI)进行酶切 ,在

37 ℃下酶切过夜。取 20 mm3酶切产物加 5 mm3加

样缓冲液 ,在含有 EB 的 2 %的琼脂糖凝胶上电泳 ,

电泳缓冲液为 l ×TA E ,120V 电泳 30 min ,紫外灯

下观测和拍照。而 ITS序列的 PCR扩增选用共生

藻特异性引物 (5′- CCGGTGAATTATTCGGACT2
GACGCA GTGCT - 3′)和 ITS基因通用引物 ITS4

(5′- TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3′) 两对引

物 ,扩增共生藻 ITS基因约 750 bp 的片段。扩增产

物经 110 %琼脂糖电泳检测。PCR产物经 1 %琼脂

糖凝胶电泳并割胶回收目标片段 ,连接到 pMD18 -

T载体 ( Ta KaRa技术有限公司) ,并转化感受态 E.

coli XL1 - Blue ,用蓝白斑法筛选重组子。经进一

步 PCR确认后的重组子送广州拓谱基因技术有限
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公司在 ABI 3730自动测序仪上测定其序列。参照

Reimer等[13 ]的方法 ,从 GenBank 获取不同系群共

生藻属的 ITS序列。采用 CL U STAL X v118 [ 14 ]对

基因片段序列进行比对 ,经 Bio Edit v51016 [15 ]人工

调整后 ,运用分析软件 M EGA 311 [16 ]中的邻接法

(NJ ) 构建分子进化树 ,置信度用 Boot st rap 工具

1 000次循环检验分子系统树。在系统树构建中以

S y mbiodi ni um k aw ag uti i 为外群 (outgroup) 。

3　结果

311　两种造礁石珊瑚共生藻在正常条件下的

Fv / Fm 值

　　从图 1可以看出 ,正常条件下 ,多孔鹿角珊瑚共

生藻的 Fv / Fm 值 (0171) ,高于丛生盔形珊瑚共生藻

的 Fv / Fm 值 (0169) 。

312　温度升高到 30 ℃时两种造礁石珊瑚共生藻的

Fv / Fm 值

　　当温度升高到 30 ℃后 ,两种造礁石珊瑚共生藻

的 Fv / Fm 值都有所下降 ,均低于对照组的 Fv / Fm

值。升温第 1天后多孔鹿角珊瑚共生藻的 Fv / Fm 值

即显著下降 ( P < 0105) ,由原来的 0171 左右降到

0168左右 (图 2a)。而丛生盔形珊瑚共生藻的 Fv / Fm

值在升温第 4天后才显著下降 ( P < 0105) ,由 0169左

右降到 0166左右 (图 2b) ,最后其 Fv / Fm 值都趋于稳

定。温度升高以后 ,两种造礁石珊瑚共生藻的 Fv / Fm

值都有过最低点 ,多孔鹿角珊瑚共生藻为 0165左右 ,

而丛生盔形珊瑚共生藻的波谷滞后一天 ,最低值降到

了 0160以下 ,随后又恢复到 0167左右。

图 1　两种造礁石珊瑚的共生藻在正常条件下的 Fv / Fm 值

●表示多孔鹿角珊瑚 ,▽表示丛生盔形珊瑚

图 2　温度升高到 30 ℃时的两种造礁石珊瑚共生藻 Fv / Fm 值

a1 多孔鹿角珊瑚 ,b1 丛生盔形珊瑚。黑色表示 26 ℃的 Fv/ Fm值 ,灰色表示 30℃的 Fv/ Fm值 ,柱头的 3表示对照组的

Fv/ Fm值与 30 ℃的 Fv/ Fm值具有显著性差异 ( P < 01 05)

313　温度升高到 34 ℃时的两种造礁石珊瑚共生藻

的 Fv / Fm 值

　　当温度升高到 34 ℃后 ,两种造礁石珊瑚共

生藻的 Fv / Fm 值均受升温的显著影响。升温第 1

天后两种造礁石珊瑚共生藻的 Fv / Fm 值都显著

下降 ( P < 01 05) 。多孔鹿角珊瑚共生藻的 Fv / Fm

值于 4 d后下降至 0 (见图 3a) ,而丛生盔形珊瑚

共生藻的 Fv / Fm 值基本维持在 01 6 左右 (见图

3 b) 。

314　温度升高后的两种造礁石珊瑚共生藻相对

Fv / Fm 值变化趋势

　　当温度升高到 30 ℃后 ,两种造礁石珊瑚的相对
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Fv / Fm 值差异不显著 ( P > 0105) ,均为 0195 左右

(图 4) 。当温度升高到 34 ℃后 ,升温第 2天后两种

造礁石珊瑚共生藻的相对 Fv / Fm 值差异显著 ( P <

0105) ,丛生盔形珊瑚共生藻相对 Fv / Fm 值维持在

0190左右 ,而多孔鹿角珊瑚共生藻的相对 Fv / Fm 值

3 d后低至 0150左右 (图 4) 。

315　两种造礁石珊瑚共生藻的分子系统分类

多孔鹿角珊瑚和丛生盔形珊瑚共生藻的 28 S

rDNA 基因 5’端序列扩增产物片段大小约

520 bp ,用限制性内切酶 RsaI 对扩增产物 28 S

rDNA 基因 5’端序列进行酶切后 ,凝胶电泳成像

结果见图 5。对照 Chen等、Huang等文 ,我们发

现多孔鹿角珊瑚 (图 5 条带 1～3)与 C系群共生

藻共生 ,而丛生盔形珊瑚与 D 系群共生藻共生

(图 5 条带 4～6) 。
图 5　共生藻 28S rDNA基因 5′端片段

RsaI酶切的 RFL P带型
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　　对多孔鹿角珊瑚的共生藻 ITS 序列进行了

PCR扩增和测序 ,多孔鹿角珊瑚的共生藻 ITS序列

测序后长度为 764 bp ,将其提交到 GenBank 后 ,获

得序列登记号为 EU118163。将 ITS 序列输入到

GenBank中做 BL ASTn搜索 ,结果发现多孔鹿角珊

瑚的 共生藻 S ymbiodinium sp1 L uhuitou AM 与

EF634159[17]、AF195144有最大的相似性 ,为 98 %。而

AF195144 与 AF333515[18]、AF380533 和 AF380539[19]

序列是一致的 ,属于 C1亚系群共生藻。根据测定的

多孔鹿角珊瑚共生藻 ITS序列和从 GenBank 中获

取的其他共生藻对应序列 ,经序列比对和人工调整

后 ,以 S y mbiodi ni um kaw ag uti i 外群 ,利用邻接法

(NJ )构建了分子系统树 (图 6) ,采用 1 000 次自举

(boot st rap)重抽样法评估各分枝的置信度。基于

ITS序列的系统发育树将多孔鹿角珊瑚的共生藻聚

合在 C1亚系群 (图 6) 。

图 6　基于 ITS基因序列构建的共生藻分子系统进化 NJ 树

4　讨论

以往人们认为所有的虫黄藻属于一个单独的物

种小亚德里亚共生藻 ( S y mbiodi ni um microad ri ati2
cum) ,但最近的研究证实其多样性程度很高 ,包括 4

个目 8个属的甲藻 ,其中与造礁石珊瑚共生的虫黄

藻大多数属于共生藻属[20 - 21 ]。由于培养共生藻的

技术不成熟以及不同生命周期的共生藻形态学特征

不完全一致 ,同时共生藻因长期适应于共生关系的

情形下 ,常会失掉很多的外在特征 ,因此运用传统的

形态学方法研究与造礁石珊瑚共生藻的分类和多样

性有其局限性。目前一般采用分子系统学方法研究

造礁石珊瑚共生藻属的分类和多样性。目前基于分

子系统学方法共生藻属 ( S y mbiodi ni um)包括至少 8

个系群的共生藻 (A - H) ,其中 C系群共生藻为印

度太平洋海域造礁石珊瑚共生藻的优势系群 ,多样

性程度高 ,基于 ITS序列分析又可以分为不同的亚

系群 ,例如 C15亚系群多与滨珊瑚属共生 ,而 C1亚

系群共生藻被认为是东太平洋和印度洋地区的广布

种群。而 D系群共生藻是特殊的共生藻 ,在迄今为

止大部分海域的调查研究中都不是优势的共生藻 ,

从 D系群共生藻的生态分布看它是耐受环境压力

能力比较强的系群[12 ]。珊瑚移植实验[22 ]和疾病导

致的珊瑚白化后的恢复[23 ]也显示 D系群共生藻是

遭受外界环境压力后占优势地位的共生藻。我们的

实验结果表明两种造礁石珊瑚共生藻属于不同系

群 ,其中丛生盔形珊瑚共生藻为 D 系群共生藻 ,多

孔鹿角珊瑚共生藻为 C系群共生藻 ,进一步分析证

实其属于 C1亚系群。

叶绿素荧光是测量植物光合作用效率的方法之

一 ,在高等植物的逆境生理研究中应用广泛[ 24 ] ,在

藻类高温胁迫方面也有研究报道[25 ] ,而国内至今很

少运用于造礁石珊瑚共生藻的逆境生理学研究。本

研究将叶绿素荧光动力学引入到检测不同造礁石珊

瑚共生藻的光合作用的差异性 ,以期为解决珊瑚白

化问题的内在机制提供新的研究思路。研究结果表

明 ,正常生长条件 ,多孔鹿角珊瑚共生的 C1亚系群

共生藻的 Fv / Fm 值为 0171 ,而丛生盔形珊瑚 D 系

群共生藻的 Fv / Fm 值为 01 69 ,可见 C1亚系群共生

藻的 Fv / Fm 值要高于 D 系群共生藻。Okamoto 等

人[26 ]测量日本海域造礁石珊瑚共生藻的 Fv / Fm 值

时也发现鹿角珊瑚共生藻的 Fv / Fm 值较盔形珊瑚

共生藻的 Fv / Fm 值高。Lit tle 等人[27 ]发现与 C系

群共生藻共生的多孔鹿角珊瑚或柔枝鹿角珊瑚幼体
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生长速度比与 D系群共生藻共生的快 2～3 倍。由

此可以推测与 C系群共生藻共生的宿主珊瑚可能

具备更强的生长速度、竞争或繁殖方面的优势。

温度升高到 30 ℃时 ,两种造礁石珊瑚共生藻的

Fv / Fm 值都有所下降 ,但是响应外界变化的速度却

不尽相同。丛生盔形珊瑚 D 系群共生藻比多孔鹿

角珊瑚共生的 C1亚系群晚一天 , C1亚系群共生藻

响应时间为 2 d ,D系群共生藻为 3 d。3 d后两种造

礁石珊瑚共生藻的 Fv / Fm 值基本趋于稳定 , C1 亚

系群共生藻为 0168 ,D系群共生藻为 0166。这说明

30 ℃并未对 2种造礁石珊瑚共生藻的光合作用系

统Ⅱ造成明显损害。而当温度升到 34 ℃后 ,多孔鹿

角珊瑚 C1亚系群共生藻反应剧烈 ,其 Fv / Fm 值急

剧下降 ,4 d后死亡。而丛生盔形珊瑚的 D 系群共

生藻的 Fv / Fm 值虽然下降 ,但还是维持在 016 左

右。由叶绿素荧光资料可以得知 ,高温或者强光破

坏光合反应系统Ⅱ,严重时 ,光合反应系统Ⅱ会遭受

不可逆的损害 ,进而导致其白化死亡。

从温度升高到 34 ℃后两种造礁石珊瑚共生藻

的 Fv / Fm 值变化趋势图 (图 4b)可以看出 D系群共

生藻对温度升高的耐受性强于 C1 亚系群共生藻。

这也可以解释为何丛生盔形珊瑚不容易白化而多孔

鹿角珊瑚易于白化 ,与国内外对珊瑚白化事件的野

外观察结果是一致的。Rowan[10 ]对疣状杯形珊瑚

的升温胁迫实验发现 ,与 D系群共生藻共生的疣状

杯形珊瑚和与 C系群共生藻共生的疣状杯形珊瑚

的光生理具有差异性 ,与 D系群共生藻共生的疣状

杯形珊瑚可以耐受更高的温度。Goulet 等人[28 ]研

究了与不同系群共生藻共生的套膜海葵的生理差

异 ,他发现在百慕大采集的套膜海葵与 B系群共生

藻共生 ,而在佛罗里达采集的套膜海葵与 A 系群共

生藻共生 ,其中 B 系群共生藻对于水温更为敏感。

这可以解释 Cook等人[29 ]野外观察到低纬度地区的

百慕大珊瑚在并不是很高的温度下白化的现象。

Robison等人[ 30 ]研究了 4种系群共生藻 (A1 ,A111 ,

B1和 F2)在遭受外界环境压力时的生理反应 ,发现

B1和 A111对温度比较敏感 ,而 F2和 A1对温度升

高的耐受性强。这说明不同系群或亚系群的共生藻

具有不同的生理功能 ,而这与不同种属造礁石珊瑚

共生藻对于珊瑚白化的耐受性有所差异有关 ,但未

来仍需要更有力的证据的证实。未来造礁石珊瑚共

生藻分子生物学技术和叶绿素荧光分析技术的结合

应用 ,将为解决珊瑚白化问题提供新的研究思路。

本研究通过模拟水温升高实验 ,比较了两种不

同造礁石珊瑚共生藻的光生理差异 ,结果显示 :多孔

鹿角珊瑚和丛生盔形珊瑚分别与不同系群的共生藻

共生可能是其对海水温度升高耐受性有所差异的主

要原因 ,多孔鹿角珊瑚 (与 C1 亚系群共生藻共生)

容易白化 ,而丛生盔形珊瑚 (与 D系群共生藻共生)

对水温升高的耐受性强 ,不易白化。
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Symbiotic algae in t wo scleractinian corals : molecular phylogeny
and their response to elevated temperatures

DON G Zhi2jun1 ,2 , HUAN G Hui1 , HUAN G Liang2min1 , L I Yuan2chao1 , SH I Xiang1

(11 Key L aboratory of M arine B ioresourses S ustainable Uti l i z ation , S outh China Sea Insti tute of Oceanlog y , Chinese A cade2
m y of S cience , Guangz hou 510301 , China; 21 Yantai Insti tute of Coastal Zone Research f or S ustainable Development , Chi2
nese A cadem y of Sciences , Yantai 264003 , China)

Abstract : Coral bleaching was one of t he most important causes of decline of coral reef ecosystem globally1
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Field investigations on mass bleaching event s have showed variation in bleaching susceptibility among dif2
ferent coral species1 Comparisons were made for t hermal st ress suscep bility of symbiotic algae in two scler2
actinian corals A cropora mi l le pora and Gal a xea f ascicul aris1 Present st udy demonst rated that t he symbi2
otic algae in t he two scleractinian corals belonged to two clades of the genus S y mbiodi ni um1 The sclerac2
tinian coral Gal axea f ascicul aris harbored S y mbiodi ni um clade D , while the scleractinian coral A cropora

mi l lepora harbored S y mbiodi ni um subclade C11 No marked reduction in p hotochemical efficiency ( Fv / Fm )

of p hotosystem Ⅱ( PSⅡ) was observed in two clades of t he genus S y mbiodi ni um while exposed to 30 ℃

condition1 However , when it clined to 34 ℃ significant reduction in p hotochemical efficiency ( Fv / Fm ) of

PSII occurred in two clades of t he genus S y mbiodi ni um1 This research indicated t hat t he differences in as2
sociation wit h distinct symbiotic algaes were t he major causes behind coral bleaching sensitivities for the

two scleractinian coral A cropora mi l lepora and Gal axea f ascicul aris1 The scleractinian coral A cropora

mi l lepora associating wit h S y mbiodi ni um subclade C1 is more sensitive to coral bleaching compared wit h

coral Gal axea f ascicul aris associating wit h S y mbiodi ni um D under high t hermal st ress1
Key words : Coral bleaching ; scleractinian coral ; zooxant hellae ; symbiotic algae

841 海洋学报　31卷


