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摘　要：从坛紫菜叶状体中提取基因组ＤＮＡ�并用ＣＴＡＢ／ＮａＣｌ纯化�得到质量较高的ＤＮＡ�它无ＲＮＡ污染�且
ＯＤ260／ＯＤ280比值为1．89～1．95�适用于微卫星分子标记研究。根据坛紫菜微卫星 ＤＮＡ序列设计特异引物�
进行坛紫菜微卫星的ＰＣＲ扩增反应。用ＰｏｐＧｅｎ软件分析坛紫菜2个优良品系和1个野生种群间的Ｎｅｉ氏遗
传相似系数和遗传距离分别在0．5760～0．6915和0．4251～0．6412�然后根据 Ｎｅｉ氏遗传距离用 ＭＥＧＡ软
件构建了ＵＰＧＭＡ聚类图�结果表明高蛋白和生长快这两个优良品系群体虽来自野生种群体�尽管表型差异
不大�但从基因型来说它们已不同于野生种群体。同时还得到了3条可区分坛紫菜野生种群体及2个优良群
体 （生长快型、高蛋白型 ）的差异性条带：4＃－117、25＃－231、14＃－302。
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　　紫菜属红藻门 （Ｒｈｏｄｏｐｈｙｔａ）、原红藻纲 （Ｐｒｏｔｏｆｌｏｒｉｄｅｏｐｈｙｃｅａｅ）、红毛菜科 （Ｂａｎｇｉａｃｅａｅ）、紫菜属
（Ｐｏｒｐｈｙｒａ）�是世界上产值最高的栽培海藻之一。长期以来紫菜的遗传育种基本上是以形态学为基础�
从而造成紫菜的选育技术落后�然而ＤＮＡ分子标记技术的出现为紫菜种质鉴定与遗传多样性分析提供
了一个重要方法�可以有效地辅助种质的遗传改良。微卫星ＤＮＡ又称简单序列重复 （ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｒｅｐｅａｔ�ＳＳＲ）�该分子标记技术具有多态性高、共显性遗传、孟德尔遗传、重复性好等优点 ［1］�并已应用于
海带 （Ｌａｍｉｎａｒｉａｄｉｇｉｔａｔａ） ［2－3］、江蓠 （Ｇｒａｃｉｌａｒｉａｇｒａｃｉｌｉｓ） ［4－5］、坛紫菜 （Ｐｏｒｐｈｙｒａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ） ［6－7］等海藻的
遗传研究中。本研究根据胡则辉等 ［8］报道的坛紫菜微卫星 ＤＮＡ序列�设计特异性引物�运用微卫星
ＤＮＡ分子标记技术分析并鉴定坛紫菜的种质及其来源�以便更有效地推动坛紫菜种质资源评价并辅助
紫菜遗传改良。
1　材料与方法
1．1　实验材料

本实验选用的材料为坛紫菜高蛋白、生长快2个优良品系群体和野生种群体 （图1）�其中野生种来
自福建连江海区�2个优良品系群体是对该野生种经60Ｃｏ诱变后从中筛选出来的。将这两个优良品系
和野生种坛紫菜都养殖在福建连江海区�样品采取后�阴干带回实验室�–20℃保存。实验前对坛紫菜
的叶状体进行复苏培养。

图1　坛紫菜叶状体的形态
Ｆｉｇ．1　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｖａｒｉｏｕｓｓｔｒａｉｎｓａｎｄｗｉｌｄｔｙｐｅｏｆＰｏｒｐｈｙｒａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓｔｈａｌｌｕｓ

1．2　模板ＤＮＡ的提取纯化
1．2．1　ＤＮＡ的提取

坛紫菜叶状体 ＤＮＡ的提取参考 Ｗａｔｔｉｅｒ等 ［9］的方法�并加以改良。取复苏培养的个体 （约100
ｍｇ）�液氮磨成粉末后放入1．5ｍＬ提取缓冲液 （含100ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ-ＨＣｌ�50ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ�500ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ�1．8％ＳＤＳ和33μｇ／ＬＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ）�37℃温浴40ｍｉｎ�期间每5ｍｉｎ上下颠倒摇匀1次；室温离心
（13000ｒ／ｍｉｎ）15ｍｉｎ�上清液转至另一离心管中�冰浴30ｍｉｎ；4℃高速离心 （13000ｒ／ｍｉｎ）15ｍｉｎ�上
清液转移至另一离心管中�用苯酚／氯仿／异戊醇 （25／24／1）和氯仿／异戊醇 （24／1）各抽提一次；加入2／3
体积的异丙醇混匀�–20℃放置过夜；4℃高速离心 （13000ｒ／ｍｉｎ）30ｍｉｎ�用70％乙醇洗涤沉淀�干燥

410 上　海　海　洋　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　18卷



后溶于200μＬ的ＴＥ缓冲液；加入ＲＮａｓｅＡ至终浓度10μｇ／ｍＬ�37℃温浴30ｍｉｎ后�4℃保存。
1．2．2　ＤＮＡ纯化

在ＤＮＡ溶液中加 ＮａＣｌ至终浓度0．7ｍｏｌ／Ｌ后�加入1／10体积65℃预热的 ＣＴＡＢ／ＮａＣｌ（10％
ＣＴＡＢ／0．7ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）�65℃温浴10～20ｍｉｎ；氯仿／异戊醇 （24／1）抽提一次；上清液加入1／10体积3
ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ（ｐＨ5．4）和2倍体积－20℃预冷的无水乙醇�－20℃放置30ｍｉｎ；4℃高速离心 （13000ｒ／
ｍｉｎ）15ｍｉｎ�用70％乙醇洗涤沉淀�干燥后溶于40～80μＬ的ＴＥ缓冲液；4℃保存。
1．3　微卫星ＤＮＡ引物的设计

根据胡则辉等 ［8］所报道的坛紫菜微卫星 ＤＮＡ序列和引物设计原则�使用引物设计软件 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ（Ｖｅｒｓｉｏｎ5．0）和Ｏｌｉｇｏ（Ｖｅｒｓｉｏｎ6．22）进行微卫星引物设计。设计好后的引物由上海生工生物工
程技术服务有限公司进行合成。
1．4　ＰＣＲ扩增及电泳检测

每个群体各取5个坛紫菜个体的ＤＮＡ�稀释到一定的浓度 （约为30ｎｇ／μＬ）�利用合成的引物进行
ＰＣＲ扩增。25μＬ反应体系包括：10×ＰＣＲ缓冲液2．5μＬ�ＭｇＣｌ2 （25ｍｍｏｌ／Ｌ）1．5μＬ�ｄＮＴＰｓ（2．5
ｍｍｏｌ／Ｌ）2μＬ�引物 （10μｍｏｌ／μＬ）1μＬ�ＴａｑＤＮＡ聚合酶 （5Ｕ／μＬ）0．2μＬ�模板ＤＮＡ约30ｎｇ�加超纯
水至25μＬ。阴性对照中不加模板ＤＮＡ。

ＰＣＲ反应是在ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ22331型ＰＣＲ循环仪上进行。ＰＣＲ反应程序为94℃预变性5ｍｉｎ后
进入循环体系�94℃变性30ｓ�退火 （表1）30ｓ�72℃延伸1ｍｉｎ�进行40个循环；然后72℃延伸7ｍｉｎ�
4℃保温。

表1　坛紫菜微卫星ＤＮＡ标记引物及其核心重复序列
Ｔａｂ．1　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｄｅｓｉｇｎｅｄｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆｓｉｎＰｏｒｐｈｙｒａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ

引物
引物序列
5′ｔｏ3′ 大小 （ｂｐ） 核心序列 退火温度 （℃ ）

4＃ Ｆ：ｔｔｃａｃｔｇｔｔｇｇｇｃａａｔｇｔ
Ｒ：ｇｇｔａｔｔｇａａｔｇｃｔｇｃｔｔ 117 （ＣＴＴ）3 50

7＃ Ｆｇａｃｃａｔｔａｔｃｃｔｇａｃｔｃｃｃａａｃｃ
Ｒｃａｇｇｇｔｃａｇｇｃｇｔｇｃｔｔｔａｔ

323 （ＧＡ）4 50

14＃ Ｆ：ａｔｃｇｃｃｇｃｃｇｃａａｔｇａｇ
Ｒ：ｇｔｃｔｇｇａｃｔａｔｇｇｃｇｇｃａｔｃａ 302 （ＧＡ）4 54

15＃ Ｒｔｇｃｇｇｃｔｇｃｃａｔｃｇａｃ
Ｆｇｇａａａｇｇｃｃａｃｃｃａｔａｃｇａａａ

120 （ＧＴＣＴＧ）2 54

16＃ Ｆｔａｔｇｇｔｇｃｇａａｇｇｃｔｔｇｃｔｇ
Ｒｃｔｔｃｔｇｇｃａａｃｇｇｃｔｃｔｔｃａ

232 （ＧＡＴＴＧ）3 54

25＃ Ｆ：ｃｇａｃｃｔｇｇｔｔｇｃｇａｔｇｃ
Ｒ：ｔａｔｇｔｔｇｔｃａａａｇｃｃｇａｔｇａ 247 （ＧＣ）3 52

27＃ Ｒｔｃｃａｃｃｃｃｔｇｃｃｔｔｇａｃｔｇｃ
Ｆｃｃａｃｔｇｇｃｔｃａａｔｇａｔｇｃｇｇｔａａ

226 （ＧＣ）3 50
　　注：Ｆ为正向引物；Ｒ为反向引物

　　使用8％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ�ＰＡＧＥ）进行 ＰＣＲ产物分
析�电泳缓冲液为1×ＴＢＥ�电压为8Ｖ／ｃｍ�电泳4ｈ�银染法 ［10］染色并拍照记录。
1．5　数据分析

ＳＳＲ-ＰＣＲ扩增条带的有／无 （强带和可重复出现的弱带均视为有 ）�按1／0记录在矩阵中�数据由
ＰｏｐＧｅｎ32软件进行统计分析。计算群体间的 Ｎｅｉ氏遗传相似系数 （Ｎｅｉ′ｓｕｎｂｉａｓｅｄｍｅａｓｕｒｅｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃ
ｉｄｅｎｔｉｔｙ）和Ｎｅｉ氏遗传距离 （Ｎｅｉ′ｓＵｎｂｉａｓｅｄＭｅａｓｕｒｅｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ）�然后根据 Ｎｅｉ氏遗传距离用
ＭＥＧＡ4．0软件中的ＵＰＧＭＡ程序进行聚类分析。
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图2　坛紫菜基因组ＤＮＡ在1％琼脂糖凝胶上的电泳图
Ｆｉｇ．2　ＴｏｔａｌＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｔｈａｌｌｕｓｏｆ
Ｐｏｒｐｈｙｒａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓａｎｄｓｅｐａｒａｔｅｄｉｎ1％ ａｇａｒｏｓｅｇｅｌ

Ｍ：ＤＮＡ／ＨｉｎｄＩＩＩ标准分子量标准；1～4泳道：提取的ＤＮＡ样品

2　结果
2．1　坛紫菜基因组ＤＮＡ的提取

所提取的坛紫菜叶状体基因组 ＤＮＡ经1％琼
脂糖凝胶电泳观察 （图2）。结果表明�ＤＮＡ的分子
量约为23ｋｂ�没有ＲＮＡ污染。
2．2　坛紫菜优良品系与野生型的遗传关系

本实验共设计了25对引物�其中有7对引物
（表1）可以得到较好的扩增产物。扩增出的ＤＮＡ条带记录在0／1矩阵中�将整个分子标记图谱转化成
“0”、“1”信息矩阵。用ＰｏｐＧｅｎ32软件分析3个坛紫菜群体间的Ｎｅｉ氏遗传相似系数和Ｎｅｉ氏遗传距离
（表2）。分析表明�3个坛紫菜群体的 Ｎｅｉ氏遗传相似系数在0．5760～0．6915�Ｎｅｉ氏遗传距离在
0．4251～0．6412。然后根据Ｎｅｉ氏遗传距离用ＭＥＧＡ4．0软件构建它们的ＵＰＧＭＡ聚类图 （图3）�结
果显示高蛋白和生长快2个优良品系的群体先聚在了一起�然后再和野生种群体聚在一起。说明这2
个优良品系虽然来自野生种�而且形态差异不大 （图1）�但在基因型上与野生种群体有了一定的分化。

表2　坛紫菜3个群体基于ＳＳＲ-ＰＣＲ图谱的Ｎｅｉ氏遗传距离和遗传相似性
Ｔａｂ．2　Ｎｅｉ′ｓｇｅｎｅｔｉｃｉｄｅｎｔｉｔｙａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎＰｏｒｐｈｙｒａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ

野生 生长快 高蛋白

野生 0．6915 0．5760
生长快 0．4251 0．5770
高蛋白 0．6412 0．6402

　　注：对角线以上的数字表示遗传相似性指数�对角线以下的数字表示遗传距离

图3　基于ＳＳＲ-ＰＣＲ产生的坛紫菜3个群体15个样品
Ｎｅｉ氏遗传距离所构建的ＵＰＧＭＡ聚类图

Ｆｉｇ．3　ＤｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅＰｏｒｐｈｙｒａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｕｓｉｎｇＵＰＧＭＡｍｅｔｈｏｄｓ

ｂａｓｅｄｏｎｍａｔｒｉｃｅｓｏｆｐａｉｒｗｉｓｅＮｅｉ′ｓｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓ

2．3　坛紫菜特异性标记
本实验同时还得到了3条ＤＮＡ特异性标记条

带 （图4、图5、图6）：4＃引物在野生种群体中扩增出
1条ＤＮＡ特异性标记条带 （4＃－117）；25＃引物在生
长快群体中扩增出1条 ＤＮＡ特异性标记条带 （25＃
－231）；14＃引物在野生型群体中扩增出1条 ＤＮＡ
特异性标记条带 （14＃－302）。利用这些特异的标记
可以辨别这2个优良品系群体及野生种群体。
3　讨论

尽管对紫菜丝状体基因组 ＤＮＡ提取方法有大

量报告 ［11－12］�且提取 ＤＮＡ的纯度、完整性均较好�
但运用提取这些方法提取紫菜叶状体基因组ＤＮＡ�
效果却不是很理想。主要原因有以下3点：（1）紫
菜中含的染色体较少 （ｎ＝2～5）�总 ＤＮＡ含量不
高 ［13］；（2）紫菜叶状体细胞中含有大量多糖�在
ＤＮＡ提取过程中�它们可以和ＤＮＡ产生共沉淀；（3）紫菜细胞中含有大量的ＤＮＡ酶。本研究先后尝试
了ＬｉＣｌ法 ［14］、尿素 ［11］、ＣＴＡＢ法 ［15］、试剂盒法 （由天根生物科技有限公司提供 ）�结果发现用修正的ＬｉＣｌ
法可以得到高纯度ＤＮＡ�但得率较低�ＣＴＡＢ法和试剂盒法所得ＤＮＡ也不多。Ｗａｔｔｉｅｒ等 ［9］用ＳＤＳ和高
盐溶液成功地提取了 Ｐｏｒｐｈｙｒａｓｐ．的基因组 ＤＮＡ�本研究采用此方法�并用 ＣＴＡＢ／ＮａＣｌ纯化提取的
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ＤＮＡ�获得了可适用于ＳＳＲ-ＰＣＲ扩增反应的高质量基因组ＤＮＡ。

图4　4＃引物ＰＣＲ扩增产物的电泳图谱
Ｆｉｇ．4　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰｏｒｐｈｙｒａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓｗｉｔｈ4＃ｐｒｉｍｅｒ

Ｍ：ＧｅｎｅＲｕｌｅｒＴＭ100ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＰｌｕｓ标准分子量
1～5：野生种群体；6～10：生长快群体；11～15：高蛋白群体；16：对照

图5　14＃引物ＰＣＲ扩增产物的电泳图谱
Ｆｉｇ．5　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰｏｒｐｈｙｒａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓｗｉｔｈ14＃ｐｒｉｍｅｒ

Ｍ：ＧｅｎｅＲｕｌｅｒＴＭ100ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＰｌｕｓ标准分子量
1～5：野生种群体；6～10：生长快群体；11～15：高蛋白群体；16：对照

图6　25＃引物ＰＣＲ扩增产物的电泳图谱
Ｆｉｇ．6　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐａｔｔｅｒｎｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰｏｒｐｈｙｒａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓｗｉｔｈ25＃ｐｒｉｍｅｒ

Ｍ：ＧｅｎｅＲｕｌｅｒＴＭ100ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＰｌｕｓ标准分子量
1～5：野生种群体；6～10：生长快群体；11～15：高蛋白群体；16：对照

　　在微卫星ＤＮＡ分子标记的研制中�微卫星的筛选非常重要和关键。微卫星的核心序列 （ｍｏｔｉｆ）有
各种各样类型�关于何种类型核心序列的微卫星筛选出特征标记的可能性较大。Ｐｒｉｍｍｅｒ［16］在两种雀
形目鸟中用四碱基的微卫星进行检测�表现出极高的多态性 （150个等位基因／355个体中 ）�Ｗａｔｔｉｅｒ
等 ［17］在江篱 （Ｇｒａｃｉｌａｒｉａｇｒａｃｉｌｉｓ）中筛选到四个微卫星标记�其中两个为二碱基�另外是三碱基为基本重
复序列的微卫星�结果发现Ｇｖ1ＣＴ和Ｇｖ2ＣＴ位均出现高的多态性 （在75个个体中�Ｇｖ1ＣＴ位点扩增出
52个等位基因�Ｇｖ2ＣＴ位点扩增出12个等位基因 ）�而Ｇｖ1ＡＡＣ与Ｇｖ1ＡＡＧ在个体间未能表现出多态
性�而在种群间出现了多态性。Ｂｉｌｌｏｔ等 ［2］在掌状海带 （ＬａｍｉｎａｒｉａｄｉｇｉｔａｔａＬａｍｘ）中对二碱基、三碱基和
六碱基的微卫星进行了标记筛选�结果发现�三碱基和四碱基微卫星的多态性明显高于二碱基的。在本
研究中�主要选取了两碱基、三碱基和五碱基为基本重复单位的微卫星序列�以两碱基、三碱基为基本重
复单位的结果比较理想。

野生型坛紫菜经人工突变后筛选出了两个优良品种 （一个生长较快�一个蛋白含量较高 ）�它们虽
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然来自同一个野生群体而且在形态上也无明显差异�但在基因水平上相差很大 （其Ｎｅｉ氏遗传距离在
0．4251～0．6412）�这说明突变后的坛紫菜在ＤＮＡ水平上已发生了很大变化�同时从它们的ＵＰＧＭＡ
聚类图 （图3）可以看到两个突变群体首先聚在了一起�然后才和野生群体聚在了一起�表明两个突变群
体尽管来自野生种群�但它们之间已呈现出明显的遗传分化。本研究中同时还有3对引物扩增出了3
条ＤＮＡ特异性标记条带�可以区分这三个不同的紫菜群体。微卫星ＤＮＡ标记虽是特异性标记�但也会
出现一些非特异性的扩增�如图4中�在165ｂｐ和148ｂｐ处4＃引物分别从野生种群体和生长快群体扩
增出了一条ＤＮＡ特异性标记条带�图6中�第12～15个泳道等也扩增出了和特异性标记条带一样大小
但比较弱的ＤＮＡ条带�经检验发现该条带只是在ＰＣＲ反应中产生的随机出现的非特异性扩增。与表
现型标记 （形态标记、细胞学标记和生化标记 ）和其他ＤＮＡ标记 （ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ等 ）相比�ＳＳＲ具有多态
性高�遗传稳定�共显性遗传等优点�因此在种质鉴定中有较大的潜力�可作为传统种质鉴定方法的有益
补充。
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