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　　摘要：采用扩增片段长度多态性技术（ＡＦＬＰ）对６个紫菜品系进行遗传差异性分析。结果表明，在４２对引物中，
有６对能得到重复性较好的多态性条带，共扩增出 １４１条谱带，其中 １３３条为多态性谱带，多态位点的比例达
９４３３％。基于引物扩增结果计算遗传相似性，结果显示不同紫菜品系间存在差异。ＵＰＧＭＡ、ＮＪ法聚类分析结果表
明，条斑紫菜品系Ｙ００１和 Ｙ－Ｌ０６０２遗传相似系数高，聚为一类；条斑紫菜和坛紫菜遗传重组品系 Ｙ－Ｈ０３４和 Ｈ－
Ｙ０３５聚为一类，之后与Ｙ－Ｈ０１７品系聚集；坛紫菜Ｈ０１７品系与其他供试品系遗传距离较远，聚类在最外侧。各品系
间遗传距离与其选育方法有关，筛选获得的遗传重组后代表现出与条斑紫菜更近的亲缘关系。
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　　紫菜是一种原始大型红藻，据不完全统计，世界现存紫菜
约１３０多种，我国共记载了２２个紫菜物种或变种［１］。紫菜具

有很高的经济价值，我国的紫菜人工栽培已有几百年的历史，

目前我国紫菜产量约占世界总产量的１／４［２］。我国长江以北
的江苏等沿海地区是条斑紫菜的主要栽培区，福建、浙江、广

东等省沿海主要栽培坛紫菜。在紫菜产业的发展过程中，优

良种质选育是关键。近年来，藻类工作者通过传统选育、诱变

育种及定向选育等技术，开展了条斑紫菜和坛紫菜栽培品系

的改良工作，并取得了一定的进展［３－７］。随着科学技术的进

步，尤其是分子生物学技术在育种领域的推广应用，利用分子

标记技术研究紫菜种质遗传多样性已成为紫菜辅助育种的一

个重要方面。

ＡＦＬＰ（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）技术是由
Ｖｏｓ等在１９９３年开发并发展起来的一种选择性扩增限制性
片段的方法［８］。该方法较好地结合了ＲＦＬＰ技术的可靠性以
及ＲＡＰＤ技术的简易性等优点，同时 ＡＦＬＰ技术是一种共显
性标记，具有很好的多态性及重复性，能够提供更为丰富的遗

传信息［９］，适用于遗传多样性、种质鉴定、标记辅助育种、基

因定位和快速构建遗传图谱等研究［１０－１３］。目前，紫菜主要栽

培品系多由自然种群选育而来，随着栽培海区环境的不断变

化，产业对紫菜种质的环境适应能力及品质有越来越多的需

求，藻类研究人员通过选育、诱变等育种技术对紫菜种质进行

了一系列的改良研究，获得了适合栽培的紫菜优良品系［３－７］；

同时，在育种过程中，分子生物学技术作为辅助育种手段也逐

步得到应用，江苏省紫菜栽培品种———条斑紫菜的分子标记

辅助育种研究迫在眉睫。本试验采用 ＡＦＬＰ分子标记技术，
对选用的６个紫菜品系叶状体的遗传多样性进行了研究，为
优良种质的筛选提供了必要的分子生物学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
由常熟理工学院海藻遗传与种质创新实验室及江苏省海洋

水产研究所国家级紫菜种质库提供种质，并在其所属的紫菜栽培

试验基地海区（江苏省南通市）采集各品系叶状体，详见表１。

表１　试验品系概况

试验品系 品系背景概况 种质保存

Ｈ０１７ 坛紫菜栽培品系 江苏省海洋水产研究所国家级紫菜种质库

Ｙ－Ｈ０１７ 遗传重组Ｆ２代品系，显示条斑紫菜性状 常熟理工学院海藻遗传与种质创新实验室

Ｙ－Ｈ０３４ 遗传重组Ｆ１代品系，主要显示条斑紫菜性状 常熟理工学院海藻遗传与种质创新实验室

Ｈ－Ｙ０３５ 遗传重组Ｆ１代品系，主要显示条斑紫菜性状 常熟理工学院海藻遗传与种质创新实验室

Ｙ－Ｌ０６０２ 高光胁迫诱导品系 常熟理工学院海藻遗传与种质创新实验室

Ｙ００１ 条斑紫菜主产区栽培品系 江苏省海洋水产研究所国家级紫菜种质库

１．２　ＡＦＬＰ分析方法
采用改良ＣＴＡＢ法提取样品基因组 ＤＮＡ，并用紫外分光

光度计（ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＵｌｔｒｏｓｐｅｃ２１００）测定样品浓度
和纯度，以１．０％琼脂糖凝胶电泳检测，之后将样品 ＤＮＡ稀
释为约５０ｎｇ／μＬ，－２０℃保存备用。

参照Ｖｏｓ等的方法［８，１４］构建ＡＦＬＰ反应体系，引物及接头
序列参照Ｑｉ等的方法［１５］，引物、接头均由华大基因合成。预

扩增引物为 Ｅ０１（ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＩＣ－Ａ）和 Ｍ０２（ＧＡＴ
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ＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ－Ｃ）。从４２对选择性扩增引物中筛选出
扩增带数目适中、背景清晰、多态性高的引物组合（Ｅ３２，Ｍ５９；
Ｅ３７，Ｍ５１；Ｅ３７，Ｍ５５；Ｅ３２，Ｍ５８；Ｅ３２，Ｍ４８；Ｅ３８，Ｍ６０）作为选择
性扩增的引物。选择性扩增产物经４．５％聚丙烯酰胺凝胶电
泳，６０Ｗ恒功率电泳约１ｈ后银染，自然晾干，电泳结果经
ＳｃａｎＭａｋｅｒ９６００扫描仪进行扫描并记录。

表２　ＡＦＬＰ预扩增和选择性扩增引物及序列

引物类别 引物名称 序列（５′→３′）
预扩增引物 Ｅ０１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＩ’Ｃ－Ａ

Ｍ０２ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ－Ｃ
选择性扩增引物 Ｅ３２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ－ＡＡＣ

Ｅ３７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ－ＡＣＧ
Ｅ３８ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ－ＡＣＴ
Ｍ４８ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ－ＣＡＣ
Ｍ５１ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ－ＣＣＡ
Ｍ５５ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ－ＣＧＡ
Ｍ５９ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ－ＣＴＡ
Ｍ６０ ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ－ＣＴＣ

１．３　数据统计与分析
根据分子量标准，对照反应产物在凝胶上的相应位置，每

一条扩增条带作为一个分子标记，有清晰条带的记为“１”，无
带的记为“０”，只统计条带清晰的扩增带，最后将整个分子标
记图谱转化为“０”、“１”的信息矩阵。统计每个位点出现条带

的个体数，得出该位点在每组中出现的频率，将带型结果转化

成更易进行后续分析的数值结果。

采用ＰＯＰＧＥＮＥＶＥＲＳＩＯＮ１．３１软件计算各品系间的遗
传相似度和遗传距离，并从凝胶上找出差异性条带。利用

ＭＥＧＡ５．１软件构建系统发育树，利用ＳＰＳＳ１３．０对各个品系
间的位点频率进行完全随机设计单因素方差分析。

２　结果与分析

２．１　ＡＦＬＰ扩增条带结果
从４２对引物中筛选出能够获得清晰扩增条带的选择性

引物６对，共得到１４１条谱带，平均每对引物扩增１５条，对不
同样品进行扩增得到的谱带均有差异。在６对引物扩增出的
谱带中，仅８条为单态条带，多态位点占 ９４３３％。图 １是
Ｅ３２Ｍ５９引物对扩增后得到的 ＡＦＬＰ指纹图谱，表明不同紫
菜品系扩增谱带存在差异。

２．２　遗传距离与相似性分析
运用ＰＯＰＧＥＮＥ计算出供试样品的遗传相似性和遗传距

离（表３），样品Ｈ０１７为坛紫菜品系，与其他供试品系的遗传
相似度在０．４左右；除了与Ｈ０１７品系外，Ｙ００１品系与其他材
料的遗传相似度均高于０．７５，与Ｙ－Ｌ０６０２相似度最高，达到
０．９１８３；Ｙ－Ｈ０１７、Ｙ－Ｈ０３４和 Ｈ－Ｙ０３５品系间的遗传相似
度较高，均达到０．８６以上，与 Ｈ０１７品系的相似度最低，遗传
距离最远。

表３　Ｎｅｉｓ遗传相似度（上方）和遗传距离（下方）

样品名称 Ｈ０１７ Ｙ００１ Ｙ－Ｈ０１７ Ｙ－Ｌ０６０２ Ｙ－Ｈ０３４ Ｈ－Ｙ０３５
Ｈ０１７  ０．４７０７ ０．５２１０ ０．４４４４ ０．４０７４ ０．３７５７
Ｙ００１ ０．７５３５  ０．７９１４ ０．９１８３ ０．７６３０ ０．７９３３
Ｙ－Ｈ０１７ ０．６５２０ ０．２３３９  ０．８３４１ ０．８６４５ ０．９０１７
Ｙ－Ｌ０６０２ ０．８１１１ ０．０８５３ ０．１８１４  ０．７７２８ ０．８１７５
Ｙ－Ｈ０３４ ０．８９８０ ０．２７０５ ０．１４５６ ０．２５７７  ０．９０７９
Ｈ－Ｙ０３５ ０．９７８９ ０．２３１５ ０．１０３５ ０．２０１５ ０．０９６６ 

２．３　紫菜样品聚类分析
利用 ＭＥＧＡ３．１软件的 ＵＰＧＭＡ、ＮＪ法构建聚类图，

ＵＰＧＭＡ分析结果显示 Ｙ００１和 Ｙ－Ｌ０６０２品系首先聚为一
类，然后与Ｙ－Ｈ０１７聚为一类，Ｈ－Ｙ０３５与Ｙ－Ｈ０３４聚类后
再与其他条斑紫菜聚为一大类，Ｈ０１７品系为最外枝。ＮＪ法

与 ＵＰＧＭＡ法构建的系统发育树具有相似的两枝，不同之处
在于 Ｙ－Ｈ０１７的位置略有变化，Ｙ－Ｈ０３４、Ｙ－Ｈ０３５和
Ｙ－Ｌ０６０２、Ｙ００１２个分枝聚在一起后再与Ｙ－Ｈ０１７聚类（图２）。
２．４　紫菜样品基因频率差异
　　由表４可知，Ｈ０１７与其余紫菜品系间条带差异明显，在
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位点 Ａ１４８０、Ａ６００、Ｂ１３００、Ｂ７４０、Ｂ５１０、Ｂ１６０、Ｃ１０００、Ｃ５００、
Ｄ１７００、Ｄ５００、Ｄ１８０、Ｄ１７５、Ｄ１７０、Ｅ１７５０、Ｅ５５０、Ｅ３３０等处，
Ｈ０１７未出现谱带；而在位点 Ａ１６００、Ａ７６０、Ａ３５０、Ｂ１９５０、
Ｃ１９５０、Ｃ８７５、Ｃ３７５、Ｄ２０００、Ｄ１９００、Ｄ２１４、Ｅ１９００、Ｅ６２５等处，
Ｈ０１７存在谱带。Ｙ－Ｌ０６０２与 Ｙ００１在引物 Ｅ３２Ｍ５９扩增图
谱中位点Ａ１６２５、Ａ１５００处存在差异，Ｙ－Ｌ０６０２出现条带，而
Ｙ００１未出现。Ｙ－Ｈ０３４与 Ｈ－Ｙ０３５品系在位点 Ａ１９５０、
Ａ１６２５、Ａ１３７５、Ａ１２５０、Ａ１１５０、Ｃ２１００、Ｃ２０００、Ｃ７００、Ｃ６００、
Ｃ４７５、Ｃ４００、Ｄ２１００、Ｄ１４４、Ｄ１００、Ｅ８３０、Ｅ６５０、Ｅ６３０、Ｅ６００、
Ｅ３２５、Ｅ２５０处概率存在差异。

３　讨论

紫菜育种工作是紫菜产业发展的重要推动力，是提高紫

菜品质和产量的决定性因素。采用遗传重组的方法进行育种

是一个值得关注的研究方向，通过条斑紫菜和坛紫菜的杂交

选育获得具有２个紫菜物种特有生物学特征的后代［１６］，对这

些后代进一步筛选获得可在生产上利用的、具优良性状的栽

培品系，然而亟待解决的重要问题是对其后代遗传性的分析

研究［１７－１８］，借助分子标记技术在分子机制上提供更多遗传重

组的证据。随着分子生物学研究技术的发展，ＡＦＬＰ等分子
标记辅助育种逐渐成为育种领域的重要技术手段［１９－２２］。本

研究以坛紫菜、条斑紫菜及其遗传重组获得的后代等６个品
系作为材料进行 ＡＦＬＰ分析，筛选出的６对引物扩增结果表
现出较高的遗传多样性，这与之前杨锐等对不同地域条斑紫

菜ＡＦＬＰ分析的研究结果［２３－２４］相似。

研究结果中坛紫菜品系 Ｈ０１７与 ２个条斑紫菜品系
Ｙ００１、Ｙ－Ｌ０６０２分属２个不同的紫菜物种，因此遗传距离相
对较远，在不同引物扩增图谱中均存在多个特征谱带差异，这

些差异是显著区分条斑紫菜和坛紫菜的分子标记。

Ｙ－Ｌ０６０２与Ｙ００１同为条斑紫菜品系，从分子水平上看有很
近的亲缘关系，遗传相似度很高。Ｙ－Ｌ０６０２是由条斑紫菜栽
培品系经高光胁迫定向诱导而形成的品系，相对 Ｙ００１栽培
品系而言，可能其光照适应相关的基因发生了变化，因此在引

物Ｅ３２Ｍ５９的Ａ１６２５和Ａ１５００位点具有可显著区分这２个
品系的特征谱带。作为坛紫菜和条斑紫菜遗传重组后代的

Ｙ－Ｈ０１７、Ｙ－Ｈ０３４、Ｈ－Ｙ０３５是经育种筛选后获得的品系，
既有条斑紫菜的藻体薄、生殖细胞混生形成条纹状等特征，又

有坛紫菜藻体边缘具刺缘的特征［１６］，且遗传重组后代的光合

表４　各品系紫菜差异位点处的概率比较

引物

及位点

各品系紫菜差异位点处的概率

Ｈ０１７ Ｙ－Ｈ０１７Ｙ－Ｈ０３４Ｈ－Ｙ０３５Ｙ－Ｌ０６０２ Ｙ００１
Ａ１９５０ ０ ０．６７ ０．４ １ ０．９ １
Ａ１６２５ ０ １ ０．３ １ １ ０
Ａ１６００ １ ０ ０ ０ ０ ０
Ａ１５００ ０ １ ０．８ １ ０．７ ０
Ａ１４８０ ０ １ １ １ １ １
Ａ１３７５ ０ ０．３ ０．６ ０ ０．１ ０
Ａ１２５０ １ ０．３ ０．６ ０．３ ０ ０
Ａ１１５０ ０ ０．７ ０．４ １ ０．９ ０．６
Ａ７６０ １ ０ ０ ０ ０ ０
Ａ６００ ０ １ １ １ １ １
Ａ３５０ １ ０ ０ ０ ０ ０
Ｂ１９５０ １ ０ ０ ０ ０ ０
Ｂ１３００ ０ １ １ １ １ １
Ｂ７４０ ０ １ １ １ １ １
Ｂ５１０ ０ １ １ １ １ １
Ｂ１６０ ０ １ １ １ １ １
Ｃ２１００ １ ０．６ ０．２ １ １ １
Ｃ２０００ ０ ０．３ ０．３ １ ０．５ ０．３
Ｃ１９５０ １ ０ ０ ０ ０ ０
Ｃ１０００ ０ １ １ １ １ １
Ｃ８７５ １ ０ ０ ０ ０ ０
Ｃ７００ ０．３ ０．６ ０．２ ０．９ ０．４ ０．８
Ｃ６００ ０．９ ０．３ ０．２ ０．５ １ ０．３
Ｃ５００ ０ １ １ １ １ １
Ｃ４７５ １ ０．６ ０．２ ０．８ １ ０．３
Ｃ４００ １ ０．３ ０．２ ０．８ １ １
Ｃ３７５ １ ０ ０ ０ ０ ０
Ｄ２１００ ０ １ ０．３ ０．７ ０．６ １
Ｄ２０００ １ ０ ０ ０ ０ ０
Ｄ１９００ １ ０ ０ ０ ０ ０
Ｄ１７００ ０ １ １ １ １ １
Ｄ５００ ０ １ １ １ １ １
Ｄ２１４ １ ０ ０ ０ ０ ０
Ｄ１８０ ０ １ １ １ １ １
Ｄ１７５ ０ １ １ １ １ １
Ｄ１７０ ０ １ １ １ １ １
Ｄ１４４ ０ ０．６ ０．９ ０．１ ０．８ １
Ｄ１００ １ １ １ ０．４ ０．６ ０．８
Ｅ１９００ １ ０ ０ ０ ０ ０
Ｅ１７５０ ０ １ １ １ １ １
Ｅ８３０ ０．４ ０．９ ０．５ ０．２ ０．９ １
Ｅ６５０ ０．７ １ ０．５ ０．２ １ ０．８
Ｅ６３０ ０．９ ０．９ ０．６ ０．２ ０．７ ０．５
Ｅ６２５ １ ０ ０ ０ ０ ０
Ｅ６００ ０ ０．８ ０．８ ０．４ ０．５ ０．７
Ｅ５５０ ０ １ １ １ １ １
Ｅ３３０ ０ １ １ １ １ １
Ｅ３２５ ０ ０．７ ０．７ ０．３ ０．８ ０．９
Ｅ２５０ ０ ０ ０ ０．３ ０ ０

　　注：Ａ＝Ｅ３２Ｍ５９，Ｂ＝Ｅ３７Ｍ５１，Ｃ＝Ｅ３７Ｍ５５，Ｄ＝Ｅ３２Ｍ５８，Ｅ＝
Ｅ３２Ｍ４８。

生理特征也与典型的条斑紫菜、坛紫菜不同［２５］，ｒｂｃＬ基因分
析结果说明遗传重组后代在分子水平上发生了改变［１６］。本
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研究结果再次证实，遗传重组后代在分子水平上与条斑紫菜

和坛紫菜均存在不同之处，聚类分析结果说明这些品系与条

斑紫菜品系亲缘关系明显更近，与坛紫菜品系 Ｈ０１７的遗传
距离较远，表明在以条斑紫菜生物学性状作为筛选指标获得

的遗传重组后代在分子水平上与条斑紫菜更为接近。引物

Ｅ３２Ｍ４８的 Ｅ２５０位点是遗传重组后代Ｈ－Ｙ０３５品系的特征
谱带。

品系间条带的差异和特征性条带的获得能够为进一步的

分子标记（如ＳＣＡＲ分析）提供有效信息，采用 ＡＦＬＰ筛选共
显标记并转化为ＳＣＡＲ标记，可以作为种质鉴定的良好手段，
ＡＦＬＰ标记特异性位点的开发已成功运用到苹果品种［２６］、笛

雕仔鱼［２７］、罗非鱼［２８］等的鉴定中，石金锋等通过分子手段获

得了海藻的部分ＳＣＡＲ标记［２９］。本试验结果再次证实，ＡＦＬＰ
是紫菜辅助育种筛选的有效分子标记方法，以获取特征谱带

的分子序列作为基本信息，可以进一步开发出能够区分不同

品系的分子标记，进而为紫菜育种工作提供有力的分子证据。
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