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摘要! 为研究野生琼枝与养殖琼枝的遗传差异!利用 ,*G7**$技术分析了海南东北部地区 1

株野生和 1 株养殖琼枝的遗传差异性" 结果显示!用 8 对 ,*G7**$引物对 49 个个体的基因

组进行扩增!扩增出的片段大小为 283 B2 833 C3!琼枝野生群体和养殖群体的多态性比例分

别为 0:121E和 03133E&野生群体之间的平均遗传距离为 31:7!养殖琼枝群体之间的平均遗

传距离为 3122" 聚类分析图显示!在相似系数 31:1 处!49 株群体按野生与养殖分为 2 大类!

在相似系数 3177 附近!野生群体分成 / 类!养殖琼枝群体分为 2 类!在相似系数 310/ 附近!野

生琼枝群体分成 8 类!而养殖群体为 / 类!相似系数越高!野生群体比养殖群体分类单元越多"

研究表明!野生琼枝群体的遗传多样性比养殖琼枝群体高"

关键词! 琼枝& ,*G7**$& 野生& 养殖

中图分类号! *1791:555555555555文献标志码'&

55 琼枝 # H%&"$/43*-;%)"&,0"%$ 属于红藻门

#$>/P/3>Q?9$"杉藻目 #J:<9I?:;902O$"红翎菜科

#*/0:2I:9A292$"琼枝藻属 #H%&"$/43*-$) 琼枝具

不规则的羽枝"分枝可对生"互生"向四面伸

展
'4(

) 藻体表面多现紫红色或黄绿色"腹面大部

分为紫红色) 琼枝具有食用及药用价值"是生产

卡拉胶的重要热带养殖经济红藻
'2(

) 近年来"由

于环境污染及琼枝连续多代养殖"使琼枝的种质

资源多样性降低"与野生群体相比"养殖群体的种

质下降明显"主要表现为琼枝生长速度降低"白化

病多发"养殖成本增加)

,*G7**$是在 **$上发展起来的一种分子

标记技术
'/(

"具有很好的稳定性和多态性
':(

) 目

前 ,*G7**$技术在海洋动物的野生群体与养殖

群体的遗传差异的研究中被广泛运用"如企鹅珍

珠贝
'8(

&凡纳滨对虾
'7(

"在海洋大型藻类方面"也

广泛应用于野生群体与养殖群体的遗传差异的研

究"如海带的野生与养殖遗传分析
'0(

&坛紫菜野

生种群的遗传多样性
'9(

"江蓠属的 **$标记
'1(

"

龙须菜野生与选育品种间 **$差异
'43(

的研究)

本实验利用 ,*G7**$技术"对琼枝的野生与养殖

群体进行分析"以期为我国琼枝的遗传改良及养

殖技术的改进提供遗传数据)

45材料与方法

)*)+实验材料

49 株琼枝采自海南东北部的翁田"其中 1 株

取自翁田养殖区"编号为 4 B1"1 株野生琼枝采自

翁田自然海区"编号为 43 B49)

)*,+基因组的提取

取琼枝藻株幼嫩部位"每种材料分别在无菌

蒸馏水中清洗"去掉藻株上含带的海水及杂物"吸

干水后用于 4%&的提取) 4%&的提取分别采用

"82<9公司生产的 42:98734 植物提取试剂盒以
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及赵素芬等
'44(

的 -G&S方法和 +@ 等
'42(

的 *4*

法) 试剂盒法具体步骤如下!取 433 8< 研磨成粉

末的样品于 418 8'的离心管中"加入 833

(

'

S@MM2I-6'"78 U水浴 48 8:; 后"加 833

(

'氯

仿5异戊醇#2:C4$快速混匀 /3 O"43 333 A< 离心

4 8:; 后吸取 /33

(

'上清液到套有收集管的硅胶

柱中"再加入 483

(

'S@MM2I-B4和 /33

(

'无水

乙醇"混匀后 43 333 A< 离心 4 8:;"将硅胶柱换

装到另一个收集管中"加入 783

(

'*6W 进行洗

涤"43 333 A< 离心 4 8:; 后将硅胶柱转移到一个

新的 418 8'离心管中"加入 83 B433

(

'的

,0@?:/; S@MM2I"78 U水浴 / 8:;"43 333 A< 离心 4

8:;"离心管中所得的液体即为基因组 4%&提取

液) 提取 4%&后"用 4E琼脂糖凝胶电泳并在凝

胶成像系统拍照检测"查看 4%&提取质量)

)*.+引物及 2@-

通过麒麟菜 ,*G序列为模板进行引物设计"

然后从设计的引物中再筛选出其中 8 对引物"进

行 6-$扩增实验) 8 对引物信息见表 4) 6-$反

应体系总体系为 23

(

'"其中 2 A6-$8:= 43

(

'"

4%&模板为 4

(

'"引物 6I:82I7(和 6I:82I7$各

4

(

'"加超纯水补足体积至 23

(

') 扩增条件为

1: U预变性 8 8:;"再进行 28 个循环#变性 1: U

/3 O"复性 :1 U /3 O"延伸 02 U 4 8:;$"最后

02 U延伸 43 8:;": U保存"采用 /E琼脂糖凝胶

检测"并在凝胶成像系统拍照下拍照)

表 )+引物信息

/01*)+!:JH350;4H:HJG34563

引物编号

;/1/M3I:82I

引物序列#8D7/D$

3I:82IO2V@2;A2O

4%&熔解温度5U

1

8

4

7&&GJGG-J&--J&G-G-&7

7-G-GG&GJ-JJ--&&JG&7

:110

2

7&GJG-J--&JJ-&JG-&J7

7--&&-&-J---&G--&G-7

8:18

/

7&GJG-J--&JJ-&JG-&J7

7J-GGJJ-GJ&J-G&-&-J7

:712

:

7G-JJ&JGGJJJGGJGJ&G7

7J&&&JJ-&J--&J&J-&G7

8212

8

7-GGGJ-GJ-GJJJ-GJ&-7

7JJJ&&-&&GJJ&-J&JJ-7

8/14

)*>+数据处理

根据 6-$产物的电泳图"统计扩增条带"条

带不管强弱"只要出现即记为 4"未出现的则记为

3"将电泳结果转换成数据矩阵"用 %G*R*21432

软件计算出相似性系数"并做出聚类分析图)

25结果

,*)+提取基因组方法选择

对于含糖较多的植物来说"提取高质量的

4%&难度较大
'4/(

) 实验经过试剂盒法&-G&S

法&*4*法 / 种不同的方法来提取琼枝的基因组

4%&"经电泳后得到的电泳结果如图 4) 图中 4

号为试剂盒法"2 号为 -G&S法"/ 号为 *4*法)

图 4 表明 / 种实验方法都可以提取出 4%&"但

-G&S法及 *4*法提取时间太长"而且蛋白质或

杂糖多"不好去除干净等) 用试剂盒法提取

4%&"有操作时间短的优势"而且操作步骤少"可

减少提取过程中的污染机会) 综合考虑上述因

素"实验采用试剂盒提取基因组 4%&)

图 )+&'(电泳结果图

D4E*)+&'(6F6%;3HG<H36747J4E836

,*,+条带多态性扩增结果

6-$产物电泳后"结果如图 2 所示"扩增的条

带统计见表 2)

用 8 个引物对 49 个个体进行了扩增"扩增

条带片段大小为 283 B2 833 C3) 每个引物对野

生琼枝个体扩增的片段数为 4 B83 个"平均扩增

的条带为 24 条"共扩增出了 438 条片段"其中多

态性 条 带 为 7/ 条" 平 均 多 态 位 点 比 例 为

0:121E%每个引物对养殖琼枝个体扩增的片段

为 4 B// 个不等"平均扩增的片段为 49 条"一共

扩增出了 13 条片段"其中多态性条带为 09 条"

平均多态位点的比例为 03133E) 野生琼枝群

体扩增出的片段数及多态性比例均高于养殖琼

枝群体)

:4/4
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图 ,+)$ 株琼枝的扩增电泳图

D4E*,+)$ 7;304:7HJ05GF4J4%0;4H:6F6%;3HG<H3674750GHJC)D*1"'%/"*

表 ,+野生与养殖琼枝扩增条带信息

/01*,+W4F90:9J03569C)D*1"'%/"*05GF4J4%0;4H:10:974:JH350;4H:

群体

3/3@09?:/;

条带类型

L:;PO

引物 4

3I:82I4

引物 2

3I:82I2

引物 /

3I:82I/

引物 :

3I:82I:

引物 8

3I:82I8

条带总数

?/?90

多态比例5E

3I/3/I?:/;

养殖

X:0P

扩增条带

9830:M:A9?:/; C9;PO

4 24 4: 24 // 13

多态条带

3/0Q8/I3>:AC9;PO

4 42 4: 42 2: 7/

03

野生

M9I82P

扩增条带

9830:M:A9?:/; C9;PO

4 /: 4 41 83 438

多态条带

3/0Q8/I3>:AC9;PO

4 28 4 41 /2 09

0:121

,*.+遗传相似系数

用 %G*R*21432软件分析得到 49 种琼枝间

的相似性系数#表 /$) 由表 / 可知"49 份琼枝群

体之间的遗传相似系数J*为3123 B311/ "平均

表 .+)$ 种琼枝之间的相似系数

/01*.+L454F034;= %H6JJ4%46:;16;P66:)$ K4:97HJC)D*1"'%/"*

-4 -2 -/ -: -8 -7 -0 -9 -1 -43 -44 -42 -4/ -4: -48 -47 -40 -49

-4 4133

-2 3193 4133

-/ 310/ 3193 4133

-: 3193 3173 3193 4133

-8 310/ 311/ 3197 3170 4133

-7 3170 3173 318/ 318/ 3170 4133

-0 3170 310/ 318/ 3173 3170 3197 4133

-9 3170 310/ 3170 310/ 3193 3190 3190 4133

-1 310/ 3193 310/ 3170 3197 3170 3170 3193 4133

-43 3177 3173 3170 3173 3170 31:7 31// 31:7 318/ 4133

-44 3170 31:7 31:3 3173 31:3 3173 3173 3173 31:3 31:7 4133

-42 310/ 318/ 31:7 318/ 31:7 318/ 318/ 318/ 31:7 318/ 311/ 4133

-4/ 310/ 318/ 31:7 3170 31:0 318/ 318/ 318/ 31:7 3170 3193 310/ 4133

-4: 3173 31:3 31// 318/ 31// 31:3 31:3 31:3 31// 3170 3170 3173 3190 4133

-48 318/ 31:7 31:3 3173 318/ 3173 31:7 3173 3170 310/ 31:7 31:3 3170 3170 4133

-47 31:3 31:7 31:3 31// 31:3 3123 31// 31// 31:3 3173 31:7 31:3 3170 3193 3173 4133

-40 3170 31:7 31:3 3173 31:3 31:0 31:0 31:7 318/ 310/ 3173 318/ 3193 3193 3197 310/ 4133

-49 3173 318/ 31:7 31:3 31:7 3127 31:3 31:3 3173 3170 318/ 3173 310/ 310/ 3170 3193 3193 4133

84/4



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

555 水5产5学5报 /0 卷

为 3189%在养殖琼枝群体中"遗传相似性系数为

318/ B311/"7 号&0 号两个样与 / 号样的遗传相

似性系数最低"都为 318/"8 号和 2 号样遗传相似

性最高"高达 311/"养殖群体的平均相似性系数

为 3109"平均遗传距离为 3122%在野生琼枝群体

中"遗传相似系数为 31: B311/"48&47 号两个样

与 42 号样遗传相似性最低"都为 31:3"遗传相似

性最高的是 44 号和 42 号样"为 311/"野生群体平

均相似性系数为 318/"平均遗传距离为 31:0) 野

生琼枝群体的平均相似性系数低于养殖琼枝

群体)

,*>+聚类分析

根据遗传相似性系数"利用 %G*R*软件做

出聚类分析见图 /)

图 .+)$ 株琼枝的聚类分析树状图

D4E*.+/<6%F87;630:0F=747HJC)D*1"'%/"*

55从聚类图可以看出"在相似系数为 31:1 时"

49 株琼枝分成野生琼枝群体与养殖琼枝群体 2

大类%相似系数为 3187 时"野生琼枝群体分为 2

类"44 和 42 号野生琼枝群体聚为一类"其余野生

琼枝群体聚为一类%相似系数为 3177 时"养殖琼

枝群体分为 2 类"野生琼枝群体被分成 / 类%相似

系数为 3104 时"养殖群体分为 / 类"野生群体分

为 : 类%相似系数为 310/ 时"野生琼枝群体被分

成 8 类"养殖琼枝群体聚类程度不变"仍为 / 类)

相似系数越高"野生琼枝群体的分类单元比养殖

群体的分类单元越细) 说明野生琼枝群体之间的

遗传差异比养殖琼枝群体之间的差异要大)

/5讨论

在大型藻类研究中"关于养殖群体与野生群

体遗传多样性比较研究的报道不多) 张全胜

等
'4:(

用 &('6研究了海带的遗传多样性"发现野

生群体出现明显的退化"李世国等
'48(

对海带的栽

培品种和自交品种的遗传研究发现栽培种的遗传

差异比自交种的遗传差异要低) 主要是由于多代

连续的人工养殖造成了群体遗传多样性的下

降
'47 640(

) 琼枝营养价值丰富"是重要的食用药用

藻类"也是生产卡拉胶的主要原料"其养殖业蓬勃

发展) 但由于连续的人工养殖"造成种质不断退

化) 实验利用 ,*G7**$技术对海南东北部海域

的野生琼枝群体与养殖琼枝群体的遗传多样性进

行比较"发现野生琼枝群体的遗传多样性比养殖

琼枝群体遗传群体多样性高"其结果与国内外相

关的研究结果一致)

本实验通过 ,*G7**$技术分析野生琼枝群

体与养殖琼枝群体的遗传差异"发现养殖群体的

遗传多样性比野生琼枝群体的多样性要低",*G7

**$分析表明"野生群体的多态性条带及多态性

比例均高于养殖琼枝群体%相似性系数表及聚类

的结果也表明野生琼枝群体之间的遗传差异比养

殖琼枝群体之间的差异要大) 造成这样的原因主

要是养殖环境条件均匀"养殖琼枝繁殖方式是单

一的无性营养繁殖"经过多代连续的养殖后"养殖

琼枝群体的遗传多样性降低"种质资源退化) 与

此相反"生长在自然海区的野生琼枝"其海洋环境

条件复杂"繁殖有无性繁殖和有性繁殖两种途

径
'49(

"野生区的琼枝群体遗传差异大"其多样性

74/4
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高) 因此"经过多代繁殖后"形成了养殖群体遗传

多样性降低"野生群体遗传多样性增加的格局)

本文得到杨文杰师兄前期的引物设计及实验

的指导!以及后续于淑楠师妹的鼎力相助!在此一

并感谢"
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