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摘　要：报道浒苔与缘管浒苔的人工种间杂交技术。利用浒苔属藻类生殖细胞配子与孢子的趋光性差异性，
结合其同型世代交替生活史特性，从绿藻群落中分别筛选出浒苔与缘管浒苔的雌雄配子体母本藻体。通过对

浒苔雌配子体和缘管浒苔雄配子体进行生殖细胞诱导试验，分别同时获得纯化的雌雄配子液，经均匀混合与

显微观察，发现浒苔雌配子和缘管浒苔雄配子快速向彼此游动，接合形成具有负趋光性的合子；接合过程中，

雌雄配子鞭毛逐渐消失，运动力逐渐下降，由梭形逐渐转变成为圆形。将纯化合子进行室内培养，获得杂交后

代藻体，经凝胶电泳及分子生物学检测，发现杂交种在５ＳｒＤＮＡ间隔区序列上同时具有浒苔和缘管浒苔的特
异性序列，确认两种浒苔属绿藻成功实现种间杂交。此项技术在国内尚未报道，可为未来开发多种优质性状

浒苔品系提供技术示范，为开展浒苔规模化养殖和获得稳定高产浒苔资源提供科学支撑。
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　　我国是海藻养殖大国，年总产量１１００万 ｔ，
占世界海藻年总产量的近６０％，但我国海藻养殖
仍以褐藻（海带、裙带菜等）和红藻（紫菜、江蓠

等）为主要养殖对象，绿藻养殖品种不仅少，仅以

浒苔、礁膜等为主，而且产量也仅占全国海藻养

殖总产量的０．２％［１］。

浒苔（Ｕｌｖａｐｒｏｌｉｆｅｒａ），江浙一带称其为“苔
条”，是一种可食用及药用海藻［２］。浒苔营养价

值高，富含蛋白质、碳水化合物、脂肪酸、维生素

和Ｐ、Ｃａ、Ｆｅ等多种矿物质［３５］。我国在传统食用

浒苔的基础上，开发了如浒苔挂面、浒苔酱、浒苔

汤料和浒苔功能食品等［６７］。然而目前，用于食

品的浒苔原材料主要来源于野生滩涂和海区绳

索自然纳苗。由于这两种传统采集方式局限于

自然环境条件，且天然采集的浒苔是野生种，其

产品质量均不可控，品种混杂，口感较差。据相

关数据统计，宁波象山海域浒苔主要生长季节为

每年１２月底至次年３月底，具有很强的季节性，
野生浒苔产量已经不能满足市场需求［８９］。

杂种优势是自然界中普遍存在的一种现象。

其后代在产量、抗逆性、适应力等方面表现出较

强的优势，筛选优质“高生长率”“长成熟期”的浒

苔品种成为攻克其产业发展瓶颈的关键手段，并

且受到人们的广泛重视，也产生了巨大的经济效

益［１０］。在海藻养殖中，杂交育种多应用于紫菜和

海带［１１１２］。针对绿藻杂交方面，国内外研究较

少。笔者通过对浒苔进行生活史判定，筛选雌雄

配子体世代浒苔，以期解决浒苔人工杂交技术瓶

颈，为未来获取优质浒苔品种，并进行规模化养

殖，为浒苔绿藻市场供不应求的现状提供技术支撑。

１　材料与方法

１．１　样品采集与培养
浒苔属绿藻采集自我国黄海沿海和日本海
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域，其中日本浒苔为高知大学藻类实验室保藏的

藻种，样品信息见表１。海藻样品运回实验室后
挑选藻体完整、健康的新鲜个体，用灭菌海水和

软刷去除表面附生生物。通过形态学特征和分

子方法对采集的样品进行种类鉴定，确定其为浒

苔（Ｕ．ｐｒｏｌｉｆｅｒａ）和缘管浒苔（Ｕ．ｌｉｎｚａ）种。在光
周期１２Ｌ∶１２Ｄ，２０℃和５０～６０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）的
条件下，将其放在 ＶＳＥ培养基中充气培养，每３
天更换１次培养基［１３］。

表１　浒苔属绿藻样品采集信息
Ｔａｂ．１　ＳａｍｐｌｉｎｇｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｌｅｃｔｅｄＵｌｖａｔｈａｌｌｉ

样品编号

Ｓａｍｐｌｅｃｏｄｅ
采样地点

Ｓａｍｐｌｉｎｇｌｏｃａｔｉｏｎｓ
藻体状态

Ｓａｍｐｌｅｓｔａｔｅ
经纬度

Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅａｎｄｌａｔｉｔｕｄｅ
采样日期

Ｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅ
１ 青岛 Ｑｉｎｇｄａｏ 漂浮 ｆｌｏａｔｉｎｇ Ｎ３６°２′５５．６５″，Ｅ１２１°２１′５８．９４″ ２００８．７．１５
２ 如东 Ｒｕｄｏｎｇ 漂浮 ｆｌｏａｔｉｎｇ Ｎ３２°３１′１９．４２″，Ｅ１２１°１５′２９．３６″ ２０１８．４．２７
３ 日本北海道 Ｈｏｋｋａｉｄｏ，Ｊａｐａｎ 漂浮 ｆｌｏａｔｉｎｇ Ｎ４３°１２′３３．４″，Ｅ１４０°５１′３０．７″ １９９４．３．１
４ 射阳 Ｓｈｅｙａｎｇ 漂浮 ｆｌｏａｔｉｎｇ Ｎ３３°４９′９．２１″，Ｅ１２０°３０′５３．６″ ２０１８．５．１８
５ 大丰 Ｄａｆｅｎｇ 漂浮 ｆｌｏａｔｉｎｇ Ｎ３３°１９′１２″，Ｅ１２０°５０′２４″ ２０１８．４．２５
６ 如东 Ｒｕｄｏｎｇ 固着 Ａｔｔａｃｈｅｄ Ｎ３２°３９′２９．２８″，Ｅ１２１°３１′３４．３８″ ２０１８．５．２８
７ 日本北海道Ｈｏｋｋａｉｄｏ，Ｊａｐａｎ 漂浮 ｆｌｏａｔｉｎｇ Ｎ４３°５６′５０．６″，Ｅ１４１°３８′１６．８″ ２００４．８．１９
８ 青岛 Ｑｉｎｇｄａｏ 漂浮 ｆｌｏａｔｉｎｇ Ｎ３６°０５′２６．８″，Ｅ１２１°２９′３７″ ２０１７．７．２６

１．２　浒苔属藻类生活史和性别判定方法
将藻体分别剪成３ｍｍ片段，无菌淡水冲洗

１ｍｉｎ，按照密度为０．８ｇ／Ｌ培养于烧杯中，在光
周期１２Ｌ∶１２Ｄ，２０℃和１００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）条件下
通气培养２～３ｄ，每天显微观察藻体孢子／配子
放散情况［１４］，并记录孢子／配子的大小及鞭毛数。

取高密度孢子／配子液滴在盛有 １２ｍＬ无菌
海水玻璃培养皿（直径９０ｍｍ）的中心，用白色荧
光管对培养皿进行单侧光照射，观察孢子／配子
的游动方向［１５］。根据藻体两个连续世代放散的

孢子／配子的鞭毛数量、大小和趋光性现象来判
定藻体的生活史类型［１６］。若藻体放散具有正趋

光性的两鞭毛配子，则母体藻为配子体世代；若

藻体放散具有负趋光性的两鞭毛或四鞭毛游动

孢子，则母体藻为孢子体世代。

由浒苔两个连续世代的类型来判断该株浒

苔的生活史类型。无性生殖表现为两个连续世

代均放散带有负趋光性且大小相同的游动孢子。

有性生殖则表现为两个连续世代产生具有正负

趋光性的配子／孢子或者均产生具有正趋光性的
配子［１７］。见图１。

趋光性可检验生殖细胞为孢子还是配子，但

无法区分浒苔的雌雄。用无菌吸管吸取不同浒

苔藻体释放的配子液放置在载玻片上进行混合

镜检。若观察到两种配子各自游动、打圈，则表明

这两种配子为同性，若发现两种配子成堆聚集，

呈现块状分布，则表明两种配子为异性，可以用

于进一步杂交实验。

＋：正趋光现象；－：负趋光现象

＋：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｐｈｏｔｏｔａｘｉｓ；－：ｎｅｇａｔｉｖｅｐｈｏｔｏｔａｘｉｓ

图１　浒苔的无性及有性世代判定示意图
Ｆｉｇ．１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆａｓｅｘｕａｌａｎｄ

ｓｅｘｕａｌｌｉｆｅｈｉｓｔｏｒｙｆｏｒＵｌｖａ

６５７
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１．３　浒苔与缘管浒苔雌雄配子体杂交实验
将纯化的雌雄配子液滴在装有２ｍＬ灭菌海

水的玻璃表面皿的向光一侧，雌雄配子会聚集接

合形成合子，由于合子具有负趋光性，因此杂交

成功的合子会游向背光一侧［１８］，用滴管将合子吸

取到载玻片上进行显微观察，最后转移至新的无

菌烧杯中萌发培养，生长出的幼苗即为杂交后

代。

１．４　杂交浒苔后代分子生物学检测
杂交后代萌发生长过程中，每２天更换１次

培养液，待藻体生长至１ｃｍ后，可转移至新的烧
杯进行单株充气培养。选取健康母本浒苔、缘管

浒苔及杂交后代进行 ＤＮＡ提取。５ＳｒＤＮＡ间隔
序列引物设计及扩增程序参照 ＳＨＩＭＡＤＡ等［１９］

的方法。ＰＣＲ扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测
后，用天根普通琼脂糖凝胶回收试剂盒（ＤＰ２０９）
进行切胶回收，合格的扩增产物送至生工生物有

限公司测序［２０］。用 ＣｌｕｓｔａｌＸ２软件对测序合格
的序列进行多重比对分析，通过 Ｍｅｇａ７．０．２６构
建序列对比图［２１］。

２　结果

２．１　浒苔生活史的判定
浒苔藻体切成３ｍｍ左右的片段，培养于 ８

孔板内，约３～４天后藻体释放生殖细胞。结果
显示８株样品中有７株浒苔（编号分别是１，２，４
～８），１株为缘管浒苔（编号是３）。这８株藻的
Ｆ０均释放具有负趋光性的四鞭毛孢子（图版Ⅰ
１，２），经传代培养获得 Ｆ１，其中２号和４号藻的
Ｆ１仍然释放负趋光性的四鞭毛孢子，从而确定其
为无性生殖；剩余６株藻的Ｆ１释放的生殖细胞为
正趋光性的两鞭毛配子（图版Ⅰ３，４），确定其为
有性生殖。

２．２　浒苔雌雄配子体的判定
对浒苔配子体世代释放的配子液进行镜检，

根据配子大小区分雌雄。镜检结果显示雌配子

长和宽均比雄配子大。雌性配子平均大小为６．７
μｍ长，４．１μｍ宽；雄性配子平均大小为 ６μｍ
长，３．４μｍ宽。见图２。
２．３　浒苔雌配子与缘管浒苔雄配子杂交过程

从配子囊中释放的雌雄配子呈梨形，具有一

个橘红色眼点，两条等长的鞭毛（图版Ⅰ４）。雌
雄配子相遇后接合，其顶端先进行融合，雌雄配

子的鞭毛逐渐消失，运动力逐渐下降，由梨形逐

渐转变成为圆形，形成合子并开始固着，合子具

有两个眼点（图版Ⅱ１～３）。将合子暗处理２４
ｈ，５～７ｄ后固着的合子开始萌发生长成为杂交
后代幼苗（图版Ⅱ４）。

图２　浒苔雌雄配子的大小（ｎ＝２０）
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｓｉｚｅｏｆｆｅｍａｌｅａｎｄｍａｌｅｇａｍｅｔｅｓ
ｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｅｄＵｌｖａｐｒｏｌｉｆｅｒａｓｔｒａｉｎ．ｔｈｅｅｒｒｏｒ
ｂａｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ（ｎ＝２０）

２．４　浒苔与缘管浒苔杂交成功的判定
从缘管浒苔、浒苔及杂交后代ＰＣＲ扩增产物

电泳图中得出，５ＳｒＤＮＡ间隔区序列的电泳条带
有显著区别，缘管浒苔特异性条带位于３５０ｂｐ左
右，浒苔孢子体的条带在４５０ｂｐ左右，杂交后代
条带较多，在３５０ｂｐ和４５０ｂｐ处可以看到明亮条
带，见图３。用割胶回收的方法对杂交种的３５０
ｂｐ和４５０ｂｐ条带进行测序，测序结果分别与亲
本浒苔与缘管浒苔的序列进行比较。从序列对

比图中得出，杂交后代与缘管浒苔有４个碱基差
异（图 ４），与浒苔的序列有 １５个碱基差异（图
５），由此进一步推断杂交成功。

３　讨论

３．１　浒苔生活史研究及其应用
浒苔的生活史为配子单倍体与孢子二倍体

同形世代交替。它的繁殖方式多样化，兼具有性

繁殖、无性繁殖、单性繁殖和营养繁殖［２２］。海区

晴天时光照强度高于３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），浒苔的
雌雄配子具有正趋光性，经单侧光照射后，雌雄

配子在海平面聚集，利于其进行有性繁殖［１３，２３］。

有性繁殖可以使得亲本的序列发生重组，能够促

进有利突变的形成，增强子代适应自然选择的能

力［２４］。在过去的十几年中，黄海绿潮优势种浒苔

在基因序列上的演变可能与其进行有性生殖有关。

７５７
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此外，有报道［２５］显示海区自然环境复杂多变，浒

苔雌雄配子也可不通过接合直接附着萌发发育

成为配子体，甚至不放散出来直接附生在老藻体

上，从而通过单性生殖完成生活史。

对于无性生殖浒苔，因为这种生殖方式释放

的孢子附着后即可萌发生长成为新藻体，无须经

过雌雄配子的杂交过程，大大缩短了繁殖周期，

节省了生命周转过程中的能量损耗，为藻体在短

时间内的快速生物量聚集提供基础［１５］；此外，在

浒苔经典养殖过程中，也往往采用藻种的无性生

殖进行海上养殖，这种生殖方式既可以为浒苔人

工栽培提供丰富的苗源，更重要是的可以保障优

质基因稳定的遗传给后代，极大地降低养殖成

本［１４］。

截至目前，黄海绿潮灾害已连续 １２年大规
模暴发，对沿海生态环境和生态服务功能均造成

重大破坏［２６］。绿潮平均每年覆盖面积可达 ５００
ｋｍ２左右，生物量可达３４．６万ｔ［２７２８］。虽然绿潮
优势种浒苔能够竞争性快速吸收海水中的营养

物质，但浒苔的生活史策略在其中扮演着重要作

用［２９３０］。有研究［３１］表明，１株浒苔在环境胁迫
下，如果全部释放生殖细胞，经过１个生命周期，
可形成数以万计的新生藻体。此外，浒苔生活史

ａ．浒苔孢子体；ｂ．杂交种孢子体；ｃ．浒苔孢子体

ａ．ＳｐｏｒｏｐｈｙｔｅｏｆＵ．ｌｉｎｚａ；ｂ．Ｓｐｏｒｏｐｈｙｔｅｏｆｈｙｂｒｉｄｓ；ｃ．Ｓｐｏｒｏｐｈｙｔｅ

ｏｆＵ．ｐｒｏｌｉｆｅｒａ

图３　基于５ＳｒＤＮＡ间隔区序列的
ＰＣＲ扩增产物电泳图

Ｆｉｇ．３　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｍａｐｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｓｂａｓｅｄｏｎ５ＳｒＤＮＡｓｐａｃｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

图４　杂交后代与亲本缘管浒苔（３５０ｐ）的序列对比图
Ｆｉｇ．４　ＳｅｑｕｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｈｙｂｒｉｄａｎｄｐａｒｅｎｔＵ．ｌｉｎｚａ（３５０ｐ）
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图５　杂交后代与亲本浒苔（４５０ｐ）的序列对比图
Ｆｉｇ．５　ＳｅｑｕｅｎｃｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｈｙｂｒｉｄａｎｄｐａｒｅｎｔＵ．ｐｒｏｌｉｆｅｒａ（４５０ｐ）

策略多样化，单性生殖、无性生殖和有性生殖可

以同时进行，可以根据环境条件的变化，通过自

身调控改变生殖方式，以期获得最大生物量，成

为绿潮快速暴发的原因之一［３２］。

３．２　绿藻浒苔杂交技术研发与应用
浒苔是一种重要的经济海藻，其营养价值

高，在食品、能源及生态修复方面应用广泛。由

于传统浒苔优质品种的退化与海区环境因子的

改变，可以利用杂交技术进行优质品种筛选，获

得高生长率、高蛋白和低繁殖期的浒苔后代，有

利于浒苔的人工规模化养殖。

藻类杂交育种是以基因型不同的品系进行

交配产生具有一定优势的杂交种，再经过反复选

育获得新品种的方法，其优势是可以有目的地将

双亲的优良性状重组到杂交子代中杂交育种在

农业上已应用得非常成功，杂交水稻是利用杂种

优势的成功典范之一［３３］。笔者通过筛选有性生

活史的浒苔藻体，根据雌雄配子大小进行雌雄配

子区分，分别获得雌雄配子体，再经过同时诱导

雌雄配子体放散，获得雌雄配子纯化溶液，混合

均匀后，雌雄配子便可自由杂交，后代进行独立

纯化培养，通过分子检测确定成功杂交的浒苔后

代。

浒苔藻类杂交有两个关键难点。第一，在杂

交进行之前，要了解该浒苔的生活史以及藻体切

段后的放散时间，确保雌雄配子体浒苔能够在同

一时刻或相近时刻进行放散，从而获得活性高的

雌雄配子，提高接合率。第二，雌雄配子结合形

成合子后，两次以上的负趋光性纯化必不可少，

因为培养皿中仍然存在未杂交的浒苔雌雄配子。

趋光性纯化的目的是除去合子培养液里配子的

污染，使得合子聚集在背光一侧，获得高度纯化

的合子液。杂种优势已有很多研究，在藻类领域

中，紫菜和海带的杂交研究较多，紫菜的耐高温、

耐低盐和高蛋白的优质品种已进行了海区规模

化养殖［３４］，已获得产量高、根系发达、色泽深褐的

９５７
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优质品种［３５］，未来优质的浒苔品种也将会通过杂

交技术的进一步成熟而产业化应用。
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１．浒苔孢子的负趋光性现象；２．四鞭毛的浒苔孢子；３．浒苔配子的正趋光性现象；４．两鞭毛的浒苔配子
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图版Ⅰ　配子和孢子的趋光性现象
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１．雌雄配子形成合子的过程（ａ：未接合的雌雄配子；ｂ：合子）；２．雌雄配子接合；３．合子具两个眼点；４．合子萌发
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图版Ⅱ　雌雄配子杂交及合子萌发过程
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