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摘要:以野生型坛紫菜( � )和经过人工诱变选育获得的红色型( � )坛紫菜进行杂交获得丝状体和

叶状体,从中挑选 5株具有一定生长优势和其它经济性状的藻体分别进行体细胞克隆和丝状体培

育,获得 5个性状稳定的子代品系(品系 A, B, C, D, E)。然后应用 ISSR标记技术对杂交亲本及这

5个子代品系的杂种优势进行研究, 从 67个引物中筛选出了 21条能扩增出清晰、稳定条带的引

物,共得到 366个扩增位点,其中 347个位点具有多态性,多态位点百分率达 94� 8%, 扩增的条带

大小在 400~ 4 000 bp之间。通过对扩增带谱的统计分析,发现 5个坛紫菜杂种子代品系同父本和

母本的遗传相似性平均值分别为0� 519 1和 0� 555 1,都明显低于两亲本间的遗传相似性 0� 6120;并

且 5个杂种子代的有效等位基因数 1� 550 1,期望杂合度 0� 320 0, Shanno n多样性指数 0� 472 0都

要明显高于两亲本的有效等位基因数 1� 390 7, 期望杂合度 0� 195 4和Shannon多样性指数 0� 270 8。

由此表明杂交使得坛紫菜的遗传多样性水平明显提高, 产生了显著的杂种优势。从扩增带谱的统

计结果,还可看出 5个杂种子代同两亲本的遗传距离不是对等的, 全部都稍偏向母本,聚类分析结

果也同样证明了这一点, 说明细胞质基因在坛紫菜遗传性状的表达中也发挥了重要作用。文章最

后对 ISSR技术在杂种优势预测中的应用也进行了讨论。
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1 � 引言

紫菜是目前世界上人工养殖经济价值最高的一

类海藻[ 1] , 其中坛紫菜( Porphy ra haitanensis)是我

国紫菜人工养殖的两个主要种类之一。福建是坛紫

菜的主要发祥地和产区, 其产量约占全国紫菜总产

量的 75%左右。20世纪 70年代以来,坛紫菜养殖

发展较快,但品种的提纯、复壮、种质改良等研究工

作相对滞后,缺乏经过人工选育的、具有优良性状的

新品种,无法保证苗种的质量,且多年自养、自留、自

用,导致种质退化, 生产效益降低,影响沿海渔民的

经济收入和坛紫菜养殖业的健康发展
[ 2]
。传统的杂

交育种和选择育种技术相结合是种质复壮和新品种

培育的重要手段, 是保证坛紫菜养殖业持续、健康发

展的有效途径之一
[ 2]
。

现代生物技术的发展为种质改良及新品种的检

测提供了许多新手段, 分子标记技术就是其中最为

重要的手段之一。在国外,分子标记技术已经在紫

菜遗传多样性分析 [ 3- 4] ,杂种优势性状跟踪 [ 5] ,种质

鉴定[ 6- 7] , 基因定位以及遗传图谱构建[ 8] 等中得到

了广泛应用;国内也在这方面进行了一定程度的尝

试,采用 RAPD, AFLP, SSR 等分子标记技术分析

了各种紫菜的遗传多样性[ 9- 14 ] ,并对分子标记技术

在紫菜种质鉴定中的应用进行了初步探索
[ 15- 16]

,但



迄今为止,尚未见到将分子标记技术应用于探讨海藻

杂种优势的报道。本研究通过对坛紫菜品系间杂交

后代及亲本的 ISSR扩增带谱进行分析, 以期能快速

准确地对杂交后代进行分析鉴定,在分子水平上为坛

紫菜杂交育种及杂种优势的研究提供理论依据。

2 � 材料与方法

2� 1 � 材料
坛紫菜材料母本是采自福建平潭自然岩礁的野

生坛紫菜经过几代大田选育出的的野生型品系; 父

本是经60Co-�射线辐照坛紫菜自由丝状体选育的具

有明显生长优势的红色型藻体。将父本和母本单株

杂交产生的杂合自由丝状体促熟,使之释放壳孢子

并发育为子代叶状体, 从中挑选 5株具有生长优势

和其它经济性状的个体[ 2] , 酶解获得单细胞,然后通

过体细胞克隆途径
[ 17]
和丝状体培育, 获得 5个性状

稳定的子代品系(暂时命名为: 品系 A, B, C, D, E ) ,

用于后续研究。各品系的性状特点如表 1所示。

表 1 � 5个杂交子代品系的性状特点

品系 性状特点

A 叶片宽且薄,生长速度快,耐高温 � �

B 叶片薄,但叶型较窄,生长速度快 � �

C 耐高温,四种色素含量较高,品质较好

D 耐低氮磷,四种色素含量最高,品质好

E 耐低氮磷 � � � � � � � � � � � �

试剂与引物 DNA提取所用生化试剂均购置于

上海生工生物工程有限公司, 而 PCR扩增所需试剂

均由大连宝生物工程有限公司提供。所采用的引物

依据加拿大哥伦比亚大学设计的 ISSR引物选取 67

条由大连宝生物工程有限公司合成。

2� 2 � 方法
DNA提取及检测收集培养液中培养的各品系自

由丝状体用滤纸吸干后,取 0� 5g 置于微型匀浆机中

进行高速匀浆,然后采用传统的 CTAB 法[ 18]稍作改

良后进行 DNA的提取和纯化, 在 1� 0%的琼脂糖凝

胶电泳中检查所提取 DNA的完整性,并在 Beckman

DU- 600核酸蛋白紫外分析仪上测定 DNA浓度。

ISSR分析按照本实验室建立的坛紫菜 ISSR

标准反应体系 [ 16] 进行, 25 �L 的反应体系中含

2� 5 �L 10 � PCR Buffer, 5 ng模板 DNA, 2� 5 mmol/

dm3 M g2+ , 1. 5U Taq 酶, 200 nmol/ dm3 引物,

200 �m ol/ dm3dNTP。PCR扩增在美国 M J Rerse-

arch PT C- 200 型 PCR 仪上进行, 具体程序为:

94 � 预变性 7 m in; 每个循环 94 � 变性 1 min,

48 � 复性 45 s, 72 � 延伸 2 m in, 共进行 35 个循

环;循环结束后 72 � 再延伸 7 min。扩增结束后,

取 6 �L 扩增产物在 1� 5%琼脂糖胶中电泳, 经 EB

染色后观察结果并拍照。

数据分析以电泳后扩增条带的清晰度, 可重复

性为标准用于 ISSR的标记分析。将每一样品电泳

图谱中每一条带的迁移位置记为一个位点,相同迁

移位置扩增条带的有无分别记为 1和 0,输入计算

机形成 1, 0 矩阵, 然后应用软件 POPGENE 1� 32,

假定这些 ISSR标记位点处于 H ar dy- Weinber g平

衡状态,分别统计以下参数: 多态位点百分数 ( P )、

遗传相似性系数( GS)和遗传距离( GD )、平均每个

位点的观察等位基因数( N a)、平均每个位点的有效

等位基因数( N e)、期望杂合度( h)、Shannon 多样性

指数( I )。

聚类分析根据遗传距离计算结果, 采用算数平

均数的非加权成组配对法( U PGM A 法)进行聚类

分析。使用软件为 NTSYSpc 2� 10e。

3 � 结果与分析

3� 1 � ISSR扩增结果
用 67条 ISSR引物对坛紫菜两亲本及 5 个子

代品系进行 ISSR 的扩增分析, 结果有 21 条 ISSR

引物,可以扩增出清晰稳定, 重复性好, 多态性高的

条带(部分引物的扩增结果见图 1)。这 21条引物

共扩增出 366个位点, 其中 347个位点具有多态性,

多态位点百分率( P)为 94� 8%。每个引物扩增的位

点数为 5 ~ 29 个, 平均每个引物扩增的位点数为

17� 4个,扩增的条带大小在 400~ 4 000 bp 之间。

各引物对两亲本和杂交子代的扩增带谱存在明显差

异,同一引物对两亲本和杂交子代的扩增位点也存

在多样性。引物序列及其扩增结果见表 2。

3� 2 � 各坛紫菜品系间的遗传相似性
根据 21条引物的扩增带谱进行统计分析, 将扩

增出的 DNA 条带记录在 1/ 0 矩阵中, 通过 Nei的

方法,分别计算得到遗传相似性系数( GS )和遗传距

离( GD )见表 3。从表 3 可以看出两坛紫菜亲本的

遗传相似性较大, 为 0� 612 0; 5个子代品系同父本

的遗传相似性在 0� 478 1~ 0� 568 3 之间, 平均为

0� 519 1;同母本的遗传相似性在 0� 510 9~ 0� 590 2
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之间,平均为0� 555 1。从中可以看出杂种子代同两

亲本间的遗传差异不是均等的, 稍偏向母本。5 个

子代品系间的遗传相似性在 0� 491 8~ 0� 694 0之

间,平均为 0� 598 4。

图 1 � 部分引物( 836, 857, 868)的 I SSR 扩增结果

1� 品系A, 2� 品系 B, 3� 品系 C, 4� 品系 D, 5� 品系 E, 6� 母本, 7� 父本, M .分子量标记

表 2 � ISSR引物、序列及扩增后产生的不同带型数

引物 引物序列 位点总数 多态位点数
IS SR扩增位点数

品系 A 品系 B 品系 C 品系 D 品系 E 母本 父本

807 ( AG) 8T 25 23 12 11 12 3 12 7 8

808 ( AG) 8C 12 12 5 4 8 1 3 5 4

810 ( GA) 8T 23 23 8 16 9 7 3 7 3

812 ( GA) 8A 16 16 5 5 9 9 9 8 4

817 ( CA) 8A 10 10 3 5 2 6 2 6 3

835 ( AG) 8YC 21 18 13 6 8 10 8 8 8

836 ( AG) 8YA 18 18 8 10 11 7 4 3 5

840 ( GA) 8YT 22 21 6 8 11 7 8 11 9

841 ( GA) 8YC 16 14 8 3 6 7 8 6 7

847 ( CA) 8RC 18 17 9 6 7 10 8 4 8

848 ( CA) 8RG 15 14 4 4 4 4 2 7 5

850 ( GT) 8YC 22 22 15 9 4 5 6 7 7

851 ( GT ) 8YG 17 16 9 7 1 10 8 9 3

855 ( AC) 8YT 23 22 11 10 8 9 11 11 1

856 ( AC) 8YA 5 4 2 2 1 2 3 1 1

857 ( AC) 8YG 16 15 5 6 8 3 7 9 2

858 ( TG) 8RT 13 12 4 5 5 2 2 4 4

859 ( T G) 8RC 15 14 7 7 5 5 1 9 5

860 ( TG) 8RA 17 17 2 4 3 5 6 9 4

862 ( AGC) 6 29 27 16 13 8 15 12 11 12

868 ( GAA) 6 13 12 1 4 4 7 2 5 7

合计 366 347 153 145 134 134 125 147 110

1496 期 � 纪德华等: 坛紫菜品系间杂交子代杂种优势的 I SSR 分析



表 3� 7 个坛紫菜品系的遗传相似性系数 GS(对角线上方)和遗传距离 GD(对角线下方)

品系 A 品系 B 品系 C 品系 D 品系 E 母本 父本

品系 0�694 0 0� 631 1 0� 549 2 0�592 9 0� 510 9 0� 500 0

品系 0� 365 3 0� 663 9 0� 538 3 0�625 7 0� 543 7 0� 478 1

品系 0� 460 2 0�409 6 0� 491 8 0�639 3 0� 568 3 0� 519 1

品系 0� 599 3 0�619 4 0� 709 7 0�568 3 0� 562 8 0� 530 1

品系 0� 522 7 0�468 9 0� 447 3 0� 565 1 0� 590 2 0� 568 3

母本 0� 673 5 0�609 3 0� 565 1 0� 574 8 0�527 4 0� 612 0

父本 0� 693 1 0�737 8 0� 655 6 0� 634 8 0�565 1 0� 491 0

� � 7个坛紫菜品系间的遗传变异分析结果见表 4,

从表中可以看出,两坛紫菜亲本间的有效等位基因

数为 1� 390 7,期望杂合度为 0� 195 4, Shannon多样

性指数指数为 0� 270 8。而 5 个杂种子代间的效等

位基因数为 1� 550 1, 期望杂合度为 0� 320 0, Shan-

non多样性指数为 0� 472 0。由此可见,杂交使得坛

紫菜的遗传多样性得到了明显提高。

表 4� 坛紫菜亲本及杂种子代的遗传变异统计结果

参数 等位基因数( N a) 有效等位基因数( N e) 期望杂合度( h ) Shannon多样性指数( I)

两亲本间 1� 390 7 � 0� 488 6 1� 390 7 � 0� 488 6 0� 195 4 � 0�244 3 0� 270 8 � 0� 338 7

5个子代 1� 816 9 � 0� 387 2 1� 550 1 � 0� 330 9 0� 320 0 � 0�167 9 0� 472 0 � 0� 236 8

� � 根据坛紫菜之间的 Nei遗传距离进行 UPG-

M A 聚类分析,获得了坛紫菜亲本及子代间的亲缘

关系树状图(图 2)。从图上可以看出坛紫菜 5个

子代品系同母本的亲缘关系要明显近于父本, 表

明有细胞质基因在杂交子代遗传性状的表达中发

挥了作用。

图 2� 坛紫菜亲本及子代间的亲缘关系树状图
1� 品系 A, 2� 品系 B, 3� 品系 C, 4� 品系 D, 5� 品系 E, 6� 母本,

7� 父本

4 � 讨论

4� 1 � 坛紫菜品系间杂交后代的杂种优势分析
杂种优势是指两种或几种不同遗传类型(不

同基因型)的亲本杂交所产生的子代在长势、生活

力、抗逆性、产量、品质等方面要优于其亲本的现

象 [ 19]。经济有效地预测杂种优势一直是育种工作

者关心的重要研究内容, 他们很早就注意到亲本

遗传距离与子代杂种优势表现存在一定的相关

性。因此, 亲缘关系、地理来源、形态标记和同工

酶等方法相继用于亲本遗传距离的测算并预测杂

种优势, 但鉴于方法的局限性, 预测能力不尽理

想
[ 19]
。DNA 分子标记的发展,为杂种优势预测提

供了新的手段, 尽管利用分子标记检测遗传距离

同杂种优势的相关性目前仍然存在较大争议, 但

大量的研究结果仍然表明亚种内分子标记间遗传

距离能够较好的预测杂种优势
[ 20- 21]

。M elchinger

et al. [ 21]认为, 在一定范围内, 亲本间的遗传距离

越大,杂种优势越明显,张培江等
[ 22]
利用 RAPD分

析也得到同样的结果,认为随着遗传距离增大, 获

得较强杂种优势的组合的机会可能也会增多。本

实验利用 ISSR 标记技术测得坛紫菜两亲本的遗

传距离为 0� 491 0, 小于 0� 54的范围值, 理论上二

者杂交是可以产生杂种优势的。

根据杂种优势的显性学说, 杂交改变了杂交后

代的基因组合,增加了基因的杂合性,改变了不同位
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点上基因的互作,在绝大多数基因型和环境之间获

得一种相互协调的平衡, 因而提高了杂种的生活力、

繁殖力和生长速度等重要遗传性状[ 19] 。从本研究

的实验数据来看, 5个坛紫菜杂种子代品系同父本

和母本的遗传相似性平均值分别为 0�519 1 和

0�555 1,都明显低于两亲本间的遗传相似性0� 612 0。

从有效等位基因数,期望杂合度, Shannon多样性指

数等的统计结果来看,杂交使得坛紫菜两亲本有效等

位基因数从 1� 390 7提到到了子代的 1� 550 1,期望杂

合度从 0� 1954提高到了 0� 320 0, Shannon多样性指

数也从 0� 270 8提高到了 0�472 0。这些数据表明杂

交使得坛紫菜的遗传多样性水平明显提高,由此也预

示着这 5个坛紫菜杂种子代将表现出明显的杂种优

势。这一点从笔者后续对这 5个杂种子代品系经济

性状检测的结果(表 5)中得到了证实,从表 5中可以

看出 5个坛紫菜杂种子代在形态性状、生长性状、抗

逆性状及品质性状上均表现出了明显优于亲本的现

象,表现出了明显的杂种优势。

表 5 � 杂交亲本及其子代的经济性状[ 2]

品系 父本 母本 A B C D E

形
态
性
状

长度/ cm 110~ 220 20~ 90 78~ 141 73~ 132 90~ 102 82~ 110 60~ 87

宽度/ cm 1� 8~ 3� 0 0� 7~ 1� 6 4� 0~ 5� 0 1� 2~ 1� 8 3� 5~ 4� 8 1�6~ 2� 0 1�6~ 2� 1

厚度/�m 28~ 35 45~ 67 26~ 32 29~ 34 30~ 35 46~ 55 39~ 42

生
长
性
状

平均日增长

量/ cm � d- 1 �
3� 06 � 1� 04 2� 01 � 0� 42 3� 47 � 0� 72 4� 32 � 0� 80 3� 21 � 0� 92 3�05 � 0� 71 2�98 � 0� 37

平均日增重

率( % ) �
32� 97 � 3� 86 33� 11 � 4�52 40� 66 � 2� 72 36� 79 � 2� 48 37� 28 � 2� 63 33� 63 � 3� 37 29�93 � 2� 93

抗
逆
性
状

耐高温天数/ d � 4 3 5 4 6 2 4

耐低氮磷天数/ d � 7 5 9 9 9 12 12

品
质
性
状

藻红蛋白含量

( � 10- 3 )

42� 69 � 5� 89 32� 14 � 0�78 38� 17 � 0� 091 44� 64 � 0� 025 52� 01 � 0� 119 61�71 � 0� 098 46�64 � 0� 009

藻蓝蛋白含量

( � 10- 3 )

15� 01 � 1� 03 12� 75 � 0�66 11� 82 � 0� 020 22� 75 � 0� 031 15� 47 � 0� 606 24�51 � 0� 080 24�36 � 0� 022

别藻蓝蛋白含量

( � 10- 3 )

11� 16 � 0� 47 10� 10 � 0�43 9� 28 � 0� 067 13� 59 � 0� 082 11� 21 � 0� 017 16�47 � 0� 047 14�24 � 0� 041

叶绿素含量

( � 10- 3 )

5� 43 � 0� 27 4� 70 � 0� 18 5� 30 � 0� 030 7� 10 � 0� 043 6� 43 � 0� 065 5� 93 � 0� 022
6�44 � 0� 073

注: � 指在适宜培养条件下培养 20 d内的平均日增长量和日增重率; � 指在 30 � 高温下,各品系藻体开始出现针尖般烂点的时间; � 指在人工

制作的低氮、磷海水[含氮量为( 2� 0 � 0� 12)�g/ dm3 ;含磷量为(2�5 � 0� 26) �g/ dm3)中培养,藻体开始变黄的时间。

� � 从本研究的 ISSR分析结果还发现, 5个杂种

子代品系同母本的遗传距离都低于它们同父本的

遗传距离, 也就是说杂种子代同两亲本的遗传距

离不是对等的, 而是稍偏向母本。聚类分析的结

果也同样证明了这一点。万俊芬等 [ 23] 对日本盘

鲍� 皱纹盘鲍子代杂种优势的 RAPD分析结果,

滕丽莉等 [ 24]对栉孔扇贝 � 虾夷扇贝子一代杂种优

势的 RAPD分析结果都发现杂种子代同两亲本的

遗传距离存在明显差异。这可能是细胞质遗传在

其中所起作用的结果, 也就是说在坛紫菜杂交子

代遗传性状的表达中, 细胞质基因也发挥了重要

作用。

4� 2 � ISSR标记技术在坛紫菜杂种优势分析中的应用

ISSR分子标记技术是由 Zietkiew icz et al.
[ 25]

在 SSR标记基础上发展起来的一种新型分子标记

技术,该技术具有 DNA 样品用量少, 操作简单, 灵

敏度高, 无需预先知道受试基因组 DNA 序列,结果

记录方便,实验成本低,能提供丰富的关于基因组的

信息,且比 RA PD技术更加稳定可靠, 实验重复性

好等优点, 已经广泛用于植物遗传多样性分析、

DNA 指纹图谱绘制、品种鉴定、进化及分子生态学

研究中[ 26] 。从本文的研究结果可以看出, ISSR 标

记技术同样可以应用于从分子水平上探讨坛紫菜杂

种优势产生的遗传基础, 是预测杂种优势的较好手
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段,可以为坛紫菜的杂交育种提供分子水平上的理

论依据。

然而杂种优势是一个非常复杂的生物学现象,

不仅与双亲遗传差异有关,还与双亲遗传背景、所携

带等位基因的类型、基因效应种类以及环境等一系

列因素密切相关 [ 19] ,分子标记技术所提供的证据仅

限于提供了杂种优势产生的趋势和可能, 杂交子代

在生产上能否真正形成杂种优势, 产生某些优良性

状,还有待于生产实践的检验。因此,简单依靠遗传

差异来精确预测杂种优势是不够的, 杂种优势预测

的最终解决将依赖于杂种优势遗传机理的彻底

阐明。
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ISSR analysis on the heterosis in hybrids of Porphyra haitanensis
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Abstract: The w ild st rain ( � ) o f Por phyr a hai tanensis w as cr ossbred w ith the red st rain ( � ) one w hich

selected through induction o f m utat ion to get the hy brid conchocelies and thallus. Of all the hybrids, 5

healthy thallus w hich have predom inance of g row th and other economic characterist ics w er e selected to d-i

g est w ith snail enzym es, and through som acloning and co ncho celies culturing , 5 st rains ( A、B、C、D、E)

w hich have steady character s w er e obtained. And then, ISSR m ethod w as used to study the heterosis of

the P . haitanensi s parents and these 5 hy brid st rains, 21 ISSR primers( w ere screened from 67 prim er s)

gave rise to 366 discernible DNA bands of w hich 347 ( 94� 8% ) w er e polym orphic, the size of ISSR m arkers

w ere highly repr oducible ranged fro m 400 to 4000 bp. By stat ist ic and analy zing these am plif ied bands, it

can f ind that the averag e genet ic sim ilar ity betw een the 5 hybrids and female parent and m ale parent are

0� 519 1 and 0� 555 1, w hich less the genet ic similarity betw een the parents ( 0� 612 0) . T he effect ive num-

ber o f alleles, ex pected heter ozyg osity and shannon 's informat ion index am ong 5 hybrids w ere 1� 550 1,

0� 320 0 and 0� 472 0 r espect ively, w hich also g reater than the cor respo nding values ( 1� 390 7, 0� 195 4 and

0� 270 8 respect ively) betw een the parents evident ly. Fro m these datas, it can conclude that the hy br id can

enhance the g enet ic diversity of P. haitanensi s and pr oduce dist inct heter osis. Fr om these datas, it also

can f ind that the g enetic distances betw een the 5 hybrids and fem ale parent and male parent are no equal-i

ty , all secund to the fem ale parent , the reason maybe is the cytoplasmic gene also par ticipate in the ex-

pressing and r eg ulat ion of P. haitanensi s genet ic character s. At last, the applicat ion of ISSR metho d in

fo recast ing heterosis w as discussed.

Key words: Por phy r a hai tanensis ; hy br id; heter osis; ISSR
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