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摘　要：基于坛紫菜（Ｐｙｒｏｐｉａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ）转录组序列信息进行ＥＳＴＳＳＲ标记的开发，并利用多态性ＳＳＲ标记
构建ＤＮＡ指纹图谱用于坛紫菜新品系ＳＷ８１的种质鉴定。结果显示：转录组数据中共检测出９０３３个微卫
星位点，其中三核苷酸重复类型为绝对优势基元，占比高达９５％；经Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件对微卫星位点进行引物设
计，并从中随机合成１８７对微卫星引物进行有效性分析，最终获得９２对有效引物，其中４２对为多态性 ＥＳＴ
ＳＳＲ标记，多态扩增率约为２２．４６％；利用开发的多态性 ＥＳＴＳＳＲ标记构建了适用于５个坛紫菜品系的 ＤＮＡ
指纹图谱，为新品系ＳＷ８１的种质鉴定提供有效的分子检测手段。上述结果表明：坛紫菜基因组中有着丰富
的微卫星位点，且同一位点的基因序列在不同品系间存在变异，表现为扩增产物的多态性。基于 ＥＳＴＳＳＲ标
记的多态性分析可为坛紫菜种质资源的管理与鉴定提供有效的分子检测手段。

关键词：坛紫菜；ＥＳＴＳＳＲ；指纹图谱；种质鉴定
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　紫菜（Ｐｙｒｏｐｉａ）因味道鲜美、营养价值高，被
人们广泛食用，在中日韩三国被大规模栽培［１］。

紫菜栽培不仅产生了较大的经济价值，而且对栽

培海区的生态修复也具有重要作用［２］。目前，在

我国被大规模人工栽培的紫菜有温水性的坛紫

菜（Ｐ．ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ）和偏冷水性的条斑紫菜（Ｐ．
ｙｅｚｏｅｎｓｉｓ），前者主要在福建、浙江和广东三省栽
培，后者栽培于江苏和山东二省。２０１６年，我国
紫菜干品产量约１３．５３万 ｔ，产值达１００亿元以
上［３］。为满足生产与社会多元化的需求，在育种

技术的不断进步与选育工作的逐步推进下，已选

育出多个优质高产的紫菜新品系（种）［４８］。其

中，ＤＩＮＧ等［９］采用紫外线人工诱变技术，选育出

坛紫菜新品系 ＳＷ８１，该品系具有产量高、品质
好、耐高温且壳孢子放散量大等优点，适于生产

上大规模栽培，有望被培育成可推广的新品种。

随着紫菜新品系（种）的日益丰富，形态标记

越来越难以满足其种质资源的管理，而分子标记

技术为紫菜种质的快速鉴定提供了新的技术手

段［１０］。ＤＮＡ指纹图谱技术是紫菜种质鉴定与遗
传多样性分析的重要手段，ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ、ＳＲＡＰ
以及ＳＳＲ等技术均可用于构建紫菜的 ＤＮＡ指纹
图谱［１０］。其中，ＳＳＲ分子标记由于具有多态性
高、结果可靠等优点，成为构建指纹图谱最理想

的分子标记［１１］。但由于 ＳＳＲ引物的开发成本较
高，目前已开发的 ＳＳＲ标记数量并不多，且多用
于条斑紫菜，坛紫菜中ＳＳＲ标记仍有着巨大的开
发潜力。

本研究根据坛紫菜转录组序列信息进行

ＥＳＴＳＳＲ标记的批量开发，并利用所开发的多态
性ＳＳＲ标记构建坛紫菜品系的 ＤＮＡ指纹图谱，
一方面丰富紫菜的ＳＳＲ标记库，为紫菜的分子生
物学研究提供更多的标记选择，另一方面也为坛

紫菜新品系ＳＷ８１的种质鉴定提供可靠的方法。
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１　材料与方法

１．１　实验材料
实验所使用的５个坛紫菜品系，其名称、代

码如表１所示。上述品系均以自由丝状体的形
式被保存于本实验室内，保存条件：温度（２０±１）
℃，光照密度２μｍｏｌｐｈｏｔｏｎｓ／（ｍ２·ｓ），光照周期
１０Ｌ∶１４Ｄ，每半年更换添加 ＭＥＳ［１２］培养基的灭菌

海水。各品系叶状体的培养方法同文献［１３］，取
体长为１０～１５ｃｍ的叶状体用于提取ＤＮＡ。
１．２　ＤＮＡ提取

取健康生长的丝状体和叶状体，经灭菌的

ｄｄＨ２Ｏ清洗后，采用改进后的ＬｉＣｌ法提取它们的
基因组 ＤＮＡ，并用 ＣＴＡＢ法加以纯化［１４］，通过测

定ＯＤ值和１％琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ质量。

表１　ＥＳＴＳＳＲ标记的开发实验所用的坛紫菜品系
Ｔａｂ．１　ＳｔｒａｉｎｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｏｆＥＳＴＳＳＲｍａｒｋｅｒｉｎＰ．ｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ

序号

Ｎｏ．
代码

Ｃｏｄｅｓ
品系

Ｓｔｒａｉｎｓ
来源与特征

Ｓｏｕｒｃｅｓａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｓ
１ ＳＷ８１ 野生型突变体 人工选育，遗传纯合，采苗容易

２ ＨＲ５ 红色杂交品系 人工选育，遗传纯合，采苗容易

３ ＷＤ７ 暗红色杂交品系 人工选育，遗传纯合，采苗容易

４ ＳＦ２ 申福２号 人工选育，遗传纯合，丝状体发育速度较慢

５ ＷＴ１０ 福鼎野生型 从采自福鼎的栽培紫菜种分离遗传杂合，采苗容易

１．３　转录组数据来源
坛紫菜转录组数据来源于本课题组对坛紫

菜野生型品系（ＷＴ，ＰＴ００１）进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ高通
量深度测序的结果［１５］。测序样本为低盐处理不

同时间段（３、６和 ９ｈ）的坛紫菜叶状体，提取
ＲＮＡ后委托北京诺禾致源生物信息科技有限公
司进行 ＲＮＡＳｅｑ转录组测序，并通过 ｄｅｎｏｖｏ法
组装得到３３８７２条 Ｕｎｉｇｅｎｅ作为分析背景数据。
１．４　转录组ＳＳＲ位点的鉴别与ＳＳＲ引物设计

采用 ＭＩＳＡ软件 （ｈｔｔｐ／／：ｗｗｗ．ｐｇｒｃ．ｉｐｋ
ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ．ｄｅ）对聚类后的 ＥＳＴ搜索 ＳＳＲ，搜索
单核苷酸、二核苷酸、三核苷酸、四核苷酸、五核

苷酸和六核苷酸最少重复次数分别为１０、６、５、５、
５和 ５次，包 括 中 间 被 少 数 碱 基 打 断 的
（ｉｎｔｅｒｒｕｐｔｅｄ）不完全重复的ＳＳＲ。

用Ｐｒｉｍｅｒ５．０引物批量设计程序对含有ＳＳＲ
位点的Ｕｎｉｇｅｎｅ序列设计引物，并且 ＳＳＲ位点侧
翼序列长度≥ ５０ｂｐ。引物设计的主要参数：退
火温度（Ｔｍ）为５０～６５℃，上、下游引物的 Ｔｍ
相差≤ ２℃；ＰＣＲ产物大小为１００～５００ｂｐ；引物
长度为１８～２８ｂｐ；ＧＣ含量为４０％ ～６０％，尽
量避免引物二级结构如发卡结构、二聚体、错配

和引物二聚体的出现。

对批量设计的 ＳＳＲｓ引物对在 Ｕｎｉｇｅｎｅ库中
进行ＳＳＲ引物的Ｂｌａｓｔ验证。

１．５　ＥＳＴＳＳＲ引物筛选
随机选取１８７对 ＥＳＴＳＳＲ引物交由生工生

物工程（上海）股份有限公司合成。纯化后的丝

状体 ＤＮＡ被稀释至 ２０ｎｇ／μＬ作为模板，进行
ＰＣＲ扩增。１５μＬ反应体系包括：２０ｎｇ／μＬ的
ＤＮＡ模板 ２μＬ，ＴａｑＭｉｘ７．５μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ的
ＰｒｉｍｅｒＦ及 ＰｒｉｍｅｒＲ各 ０．４μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ至 １５
μＬ。

ＰＣＲ反应在ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ２２３３１Ｈａｍｂｕｒｇ型
热循环仪上进行。反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；
接４０个循环：９４℃变性３０ｓ，退火（温度视引物
而定）３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ；最后延伸１０ｍｉｎ，４℃
保温。ＰＣＲ扩增后的产物先在１％琼脂糖凝胶中
检测，随后利用６％非变性聚丙烯酰胺凝胶于垂
直电泳槽中电泳分离，电泳条件：电压为１５０Ｖ，
时间为４ｈ。最后利用银染显色法对电泳产物进
行检测。电泳后采用银染的方式进行显色，并用

ＢＩＯＲＡＤ凝胶成像系统拍照记录。
１．６　数据统计分析

根据聚丙烯酰胺凝胶电泳检测结果，选择清

晰稳定、再现性强的条带进行统计，不同扩增产

物的迁移位置标记为不同的位点。按照位点的

单一与否可以将试验引物分为３类。（１）无效引
物：１００～５００ｂｐ未出现扩增条带，或条带杂乱；
（２）有效引物：１００～５００ｂｐ可扩增出预期条带，

５６４
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条带规律，各品系带型或多态或单一；（３）多态引
物［１６］：预期范围内扩增出规律性条带，扩增产物在

各品系之间存在着微小的差异，表现为多态性。

１．７　构建ＤＮＡ指纹图谱
根据电泳检测图像统计并分析扩增位点处

条带的有无，分别赋值１和０，有带记为１，无带记
为０，形成１／０矩阵。遵循最少引物、位点且能区
分所有品系的原则［１７］，挑选核心引物，建立５个
坛紫菜品系的丝状体ＤＮＡ指纹图谱，每个品系３
个重复，使得每个品系均有独特的指纹模式可区

别于其他品系。

１．８　ＤＮＡ指纹图谱的稳定性验证
从室内培养的叶状体中，每个品系随机选择

３颗进行基因组ＤＮＡ的提取，利用上述核心引物
对各品系叶状体 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩增，检验该引
物用于紫菜叶状体鉴定时的稳定性。

２　结果

２．１　坛紫菜各品系的丝状体和叶状体 ＤＮＡ的
电泳检测

从５个品系的丝状体（图１）和叶状体（图２）

中提取的ＤＮＡ条带清晰，经１％琼脂糖凝胶电泳
检查后，确定 ＤＮＡ的分子量为 ２３ｋｂ，ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００测定结果表明，各品系 ＤＮＡ的 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０
均在１．８左右，可满足ＳＳＲＰＣＲ扩增的要求。

Ｍ．λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ ｍａｒｋｅｒ；１．ＳＷ８１；２．ＨＲ５；３．ＷＤ７；

４．ＳＦ２；５．ＷＴ１０。

图１　５个坛紫菜品系的丝状体ＤＮＡ在１％
琼脂糖凝胶电泳上的电泳结果

Ｆｉｇ．１　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｃｏｎｃｈｏｃｅｌｉｓｏｆｆｉｖｅ
ｓｔｒａｉｎｓｉｎＰｙｒｏｐｉａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ

Ｍ．λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ ｍａｒｋｅｒ；１～３．ＳＷ８１；４～６．ＨＲ５；７～９．ＷＤ７；１０～１２．ＳＦ２；１３～１５．ＷＴ１０。
图２　５个坛紫菜品系的叶状体ＤＮＡ在１％琼脂糖凝胶电泳上的电泳结果

Ｆｉｇ．２　ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｂｌａｄｅｓｏｆｆｉｖｅｓｔｒａｉｎｓｉｎＰｙｒｏｐｉａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ

２．２　坛紫菜转录组中ＳＳＲ的分布与结构特点
通过对坛紫菜转录组中的 ３３８７２条

Ｕｎｉｇｅｎｅｓ（序列总长约３６５７１．８０ｋｂ）序列进行搜
索，找到９０３３个符合条件的 ＳＳＲ，出现频率（检
出 ＳＳＲ个数与总 Ｕｎｉｇｅｎｅ数之比）为 ２６．６７％。
坛紫菜转录组的ＳＳＲ种类较为丰富，二核苷酸至
六核苷酸重复类型均存在，但各种类型的出现频

率有较大差异（表２）。其中：三核苷酸重复出现

的频率最高，占总ＳＳＲ的９５．００％；其次是二核苷
酸、四核苷酸和六核苷酸重复类型，分别占总数

的４．２１％、０．５８％和０．１４％。
坛紫菜转录组中 ＳＳＲ位点重复次数以５次

（５６９５）最多，占总 ＳＳＲ的６３．０５％；紧接着重复
次数为 ６、７、８和 ９次的 ＳＳＲ位点个数分别为
２７２３、５２５、４８和 １３个，分别占 到 总 数 的
３０．１５％、５．８１％、０．５３％和０．１４％；而统计的≥１０

６６４
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次重复的ＳＳＲ位点共有２９个，占总数的０．３２％。

表２　坛紫菜ＥＳＴＳＳＲｓ的类型、数量及分布频率
Ｔａｂ．２　Ｔｙｐｅ，ｎｕｍｂｅｒａｎｄｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＥＳＴＳＳＲｓｉｎＰｙｒｏｐｉａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ

ＳＳＲ类型
ＳＳＲｔｙｐｅ

重复次数 Ｒｅｐｅａｔｎｕｍｂｅｒ
５ ６ ７ ８ ９ １０～２０ ＞２０

总计

Ｔｏｔａｌ
比例

Ｒａｔｉｏ／％
二核苷酸Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ０ ２４１ ７３ ３１ １１ ２４ ０ ３８０ ４．２１
三核苷酸Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ５６４３ ２４７２ ４４７ １７ １ ０ １ ８５８１ ９５．００
四核苷酸Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ４４ ６ １ ０ ０ １ ０ ５２ ０．５８
五核苷酸Ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ６ ０ １ ０ ０ ０ ０ ７ ０．０７
六核苷酸Ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ２ ４ ３ ０ １ ３ ０ １３ ０．１４
总计 Ｔｏｔａｌ ５６９５ ２７２３ ５２５ ４８ １３ ２８ １ ９０３３
比例Ｒａｔｉｏ／％ ６３．０５ ３０．１５ ５．８１ ０．５３ ０．１４ ０．３１ ０．０１

２．３　坛紫菜转录组 ＳＳＲ基序重复类型和频率特征
坛紫菜ＳＳＲ核苷酸基序类型（表 ３），二、三、

四、五、六核苷酸的重复次数分别为 ３８０、８５８１、
５２、７和１３。ＳＳＲ以三核苷酸重复基序为主要类
型，占总ＳＳＲ的９５．００％，在三核苷酸重复基序中
又以ＣＣＧ、ＣＧＣ、ＧＣＣ、ＧＧＣ、ＧＣＧ和 ＣＧＧ亚型最

多，为７７７２条，占该类型总数的９０．５７％；其次是
二核苷酸重复基序，以 ＣＧ／ＣＧ类型最多，为２５９
条，占该类型总数的６８．１６％，而 ＡＣ／ＧＴ最少，仅
出现 ２次。四、五和六核苷酸重复基元类型较
多，但数量较少，出现频率均较低。

表３　坛紫菜转录组中ＳＳＲ序列数量、类型及分布
Ｔａｂ．３　Ｓｕｍｍａｒｙｏｆｑｕａｎｔｉｔｙ，ｔｙｐｅａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＳＳＲｉｎｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅｏｆＰｙｒｏｐｉａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ

ＳＳＲ类型
ＳＳＲｔｙｐｅ

基序

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｍｏｔｉｆ
重复次数

Ｒｅｐｅａｔｎｕｍｂｅｒ 频率Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

二核苷酸

Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ＡＣ／ＧＴ ９０ １．００
ＡＧ／ＣＴ ２９ ０．３２
ＡＴ／ＴＡ ２ ０．０２
ＣＧ／ＣＧ ２５９ ２．８７

三核苷酸

Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ

ＡＡＧ，ＡＧＡ，ＧＡＡ，ＴＴＣ，ＴＣＴ，ＣＴＴ ２７ ０．３０
ＡＡＣ，ＡＣＡ，ＣＡＡ，ＴＴＧ，ＴＧＴ，ＧＴＴ ２２ ０．２４
ＣＣＡ，ＣＡＣ，ＡＣＣ，ＧＧＴ，ＧＴＧ，ＴＧＧ ２４６ ２．７２
ＧＡＧ，ＡＧＧ，ＧＧＡ，ＣＴＣ，ＴＣＣ，ＣＣＴ １０５ １．１６
ＡＴＧ，ＴＧＡ，ＧＡＴ，ＡＴＣ，ＴＣＡ，ＣＡＴ ４ ０．０５
ＡＣＧ，ＣＧＡ，ＧＡＣ，ＧＴＣ，ＴＣＧ，ＣＧＴ １７２ １．９１
ＣＣＧ，ＣＧＣ，ＧＣＣ，ＧＧＣ，ＧＣＧ，ＣＧＧ ７７７２ ８６．０４
ＣＡＧ，ＡＧＣ，ＧＣＡ，ＴＧＣ，ＧＣＴ，ＣＴＧ ２３３ ２．５８

四核苷酸

Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

ＣＣＧＣ，ＣＧＣＣ，ＧＧＣＧ，ＧＣＧＧ １４ ０．１５
ＣＣＣＧ，ＧＣＣＣ，ＧＧＧＣ，ＣＧＧＧ １６ ０．１８
ＣＣＧＧ，ＧＧＣＣ，ＣＧＧＣ，ＧＣＣＧ ９ ０．１０

ＧＣＡＣ，ＧＴＧＣ，ＣＣＧＡ，ＧＣＡＧ，ＣＡＧＣ ７ ０．０８
ＴＧＣＣ，ＣＧＧＴ，ＣＴＴＣ，ＣＣＡＣ，ＧＧＴＣ ６ ０．０７

五核苷酸

Ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ
ＧＧＧＡＧ，ＣＣＡＧＣ，ＣＣＧＣＡ，ＣＣＧＴＣ，

ＧＧＧＧＣ，ＣＧＧＣＧ，ＣＣＧＡＣ ７ ０．０７

六核苷酸

Ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

ＣＡＣＣＧＣ，ＧＧＣＧＡＣ，ＧＴＧＣＣＧ，ＣＧＣＴＧＣ，
ＣＧＣＧＧＧ，ＴＣＴＴＴＴ，ＧＣＣＧＴＧ，ＡＣＧＧＧＣ，
ＣＣＧＣＡＡ，ＣＣＧＣＡＣ，ＣＡＧＣＡＡ，ＧＧＡＧＣＧ，
ＴＣＣＣＧＧ

１３ ０．１４
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２．４　ＥＳＴＳＳＲ引物的有效性与通用性检测
对９０３３个含ＳＳＲ位点的ＥＳＴ序列进行引物

设计，共设计了１７５８对 ＳＳＲ位点特异引物。为
了验证这些引物的有效性，随机挑选合成了１８７
对 ＥＳＴＳＳＲ引物，包括二核苷酸、三核苷酸、四核
苷酸、五核苷酸及六核苷酸重复类型的 ＳＳＲ位
点。以５个坛紫菜品系的基因组ＤＮＡ为模板，对

这批引物进行ＰＣＲ扩增与筛选。通过多次筛选，
共得到９２对引物可产生理想的 ＰＣＲ产物，有效
扩增率达到４９．２０％，表明其通用性较高（表４，
５）。其中，４２对引物在不同的品系间呈现出不同
的带型，为多态性引物，多态扩增率约为２２．４６％
（表５）。

表４　有效ＥＳＴＳＳＲｓ引物信息
Ｔａｂ．４　ＶａｌｉｄＥＳＴＳＳＲｓｐｒｉｍｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

编号

Ｃｏｄｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
退火温度

Ｔｍ／℃
重复基序

Ｒｅｐｅａｔｅｄｍｏｔｉｆ
预期产物

Ｅｘｐｅｃｔｅｄｓｉｚｅ／ｂｐ

Ｆ２
Ｆ：ＴＣＴＣＴＴＧＴＣＡＡＣＧＡＣＧＡＣＧＧ
Ｒ：ＴＣＧＡＴＡＧＧＡＧＧＡＣＣＡＡＧＣＣＡ

６０ （Ａ）１１ ２３３

Ｆ６
Ｆ：ＡＣＴＡＴＧＡＣＧＴＣＡＣＣＡＡＧＣＣＧ
Ｒ：ＣＣＡＧＧＴＡＣＧＣＧＴＴＣＣＴＡＴＧＧ

６０ （ＣＣＧ）５ ２１３

Ｆ８
Ｆ：ＧＡＡＡＴＴＧＣＡＴＧＧＣＧＧＡＣＴＣＣ
Ｒ：ＴＣＧＣＧＣＡＡＡＴＡＡＣＧＧＴＧＴＴＧ

６０ （Ｃ）１０ １７０

Ｆ１２
Ｆ：ＡＡＣＣＡＣＴＧＣＴＡＡＴＧＴＣＧＣＧＡ
Ｒ：ＧＴＧＣＣＴＧＧＡＴＧＡＧＣＴＡＣＴＧＧ

６３ （Ａ）１１ ２３４

Ｆ２０
Ｆ：ＧＴＣＧＡＡＧＧＧＧＡＴＧＡＣＴＧＣＡＡ
Ｒ：ＣＣＣＣＴＧＣＣＡＣＡＧＴＣＣＴＴＧ

６０ （Ｇ）１０ ２２６

Ｆ２４
Ｆ：ＣＡＴＴＣＡＧＣＴＧＣＣＡＴＧＣＧＡＡＧ
Ｒ：ＣＡＡＧＡＧＴＧＣＡＡＣＧＴＧＴＣＧＴＧ

６０ （ＧＴ）８ ２６２

Ｆ２８
Ｆ：ＧＧＧＴＣＴＧＧＡＧＣＡＧＡＧＧＡＧＧ
Ｒ：ＧＴＡＧＧＡＧＣＴＣＣＡＣＴＴＣＣＧＴＣ

６２ （ＧＣＧ）５ １５４

Ｆ２９
Ｆ：ＧＡＣＡＧＧＴＴＴＧＧＣＣＴＣＴＧＡＣＡ
Ｒ：ＡＴＴＧＴＡＧＣＣＧＡＣＧＴＡＧＣＴＣＧ

６２．５ （ＣＧＡ）５ ２２３

Ｆ３１
Ｆ：ＣＴＣＧＣＡＧＣＡＧＣＴＣＴＧＴＡＧＧ
Ｒ：ＴＧＣＴＡＧＴＧＡＧＡＣＡＴＴＧＣＣＧＧ

６４ （Ｔ）１０ ２４０

Ｆ３３
Ｆ：ＧＣＧＴＣＧＴＡＣＡＡＧＡＡＧＧＧＧＡＡ
Ｒ：ＡＴＧＡＣＴＴＧＧＡＴＧＧＣＣＧＴＣＡＧ

６０ （Ｃ）１１ ２７０

Ｆ３４
Ｆ：ＧＧＣＣＡＣＴＡＴＡＣＣＡＣＧＡＣＡＧＧ
Ｒ：ＡＧＣＣＴＧＴＣＧＴＴＡＴＧＴＧＧＴＧＧ

６０ （ＣＡＣ）５ ２４３

Ｆ５０
Ｆ：ＡＡＴＡＣＣＡＣＡＣＣＣＧＴＣＧＴＣＡＣ
Ｒ：ＧＣＡＡＡＣＡＡＣＡＣＡＡＣＧＡＣＣＧＡ

６５ （Ｃ）１１ ２５８

Ｆ５４
Ｆ：ＡＣＧＧＣＴＧＴＧＴＴＴＧＡＣＣＡＧＡＡ
Ｒ：ＣＧＡＡＣＴＧＣＣＧＴＴＧＴＣＡＡＧＴＧ

５８ （Ｃ）１０ １３４

Ｆ５５
Ｆ：ＣＣＣＡＣＴＧＴＴＣＣＣＣＴＴＣＴＴＣＣ
Ｒ：ＧＡＣＡＴＧＡＴＧＣＡＡＧＣＧＴＣＧＡＣ

５８ （Ｃ）１１ １１６

Ｆ６４
Ｆ：ＣＧＴＴＣＴＣＡＧＡＧＡＣＧＡＣＡＣＧＧ
Ｒ：ＣＴＡＴＣＴＧＧＡＣＣＡＣＴＧＣＡＧＧＣ

６１ （Ａ）１４ ２３２

……
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表５　多态性ＥＳＴＳＳＲｓ引物信息
Ｔａｂ．５　ＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＥＳＴＳＳＲｓｐｒｉｍｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

编号

Ｃｏｄｅ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
退火温度

Ｔｍ／℃
重复基序

Ｒｅｐｅａｔｅｄｍｏｔｉｆ
预期产物

Ｅｘｐｅｃｔｅｄｓｉｚｅ／ｂｐ

Ｆ３
Ｆ：ＡＣＴＣＧＣＴＧＴＴＧＣＣＴＡＴＧＣ
Ｒ：ＡＧＡＣＣＡＡＴＣＣＧＣＣＣＴＴＴ

５５ （ＧＣＧ）６ ２７０

Ｆ９
Ｆ：ＣＡＣＣＴＴＣＣＡＧＴＴＧＡＣＣＴＴＴＣＣ
Ｒ：ＴＴＧＣＣＴＧＴＣＴＣＴＣＣＣＴＧＣＴＡＣ

６０ （ＧＧＣ）５ １９０

Ｆ１４
Ｆ：ＴＴＧＧＡＴＧＧＴＧＧＧＧＡＡＣＡＧＡＴＣＧＡ
Ｒ：ＧＧＡＣＴＣＧＴＴＴＣＡＣＧＧＧＴＡＧＧＡＣＡ

６１ （ＧＣＧ）８ １８５

Ｆ１８
Ｆ：ＧＴＡＧＴＴＣＧＴＧＣＣＣＴＴＴＴＣＧＧ
Ｒ：ＣＧＣＣＣＴＣＡＴＣＴＣＴＧＣＴＴＣＣ

６０ （Ａ）１３（ＣＧ）７ ２７７

Ｆ１９
Ｆ：ＣＧＴＣＴＧＣＣＣＡＣＡＣＴＴＴＴＣＣ
Ｒ：ＣＣＴＧＣＣＧＴＣＧＴＴＣＣＴＣＡ

６２ （ＧＧＣ）５ ４２４

Ｆ２２
Ｆ：ＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＧＧＡＧＴＡＧＧＣ
Ｒ：ＧＴＧＧＴＧＧＣＧＧＣＧＡＧＴＡＣＡ

６５ （ＣＣＧ）５ １９６

Ｆ３１２
Ｆ：ＣＣＣＴＧＡＴＧＧＧＣＴＴＧＡＴ
Ｒ：ＴＴＧＣＣＧＴＴＧＴＴＡＧＴＧＴＧＡ

５２ （ＡＧ）３ １０１

Ｆ３２
Ｆ：ＧＡＡＣＧＡＴＧＴＧＡＴＴＧＴＣＧＧＣＧ
Ｒ：ＡＣＣＧＧＡＡＧＴＧＣＧＣＣＡＴＡＡＡ

５９ （ＧＧＣ）５ ２０５

Ｆ３６２
Ｆ：ＣＡＣＧＧＧＴＴＴＧＡＡＴＧＧＡＡＧＧ
Ｒ：ＴＧＣＧＧＣＡＣＧＡＡＡＧＡＴＧＧ

５８ （Ｇ）１０ １７３

Ｆ４４
Ｆ：ＴＣＣＣＣＧＣＡＧＣＡＣＴＧＴＴＴＴＴ
Ｒ：ＡＡＡＡＡＧＣＡＡＧＣＡＡＧＣＣＣＧＡＧ

６１ （Ｃ）１１ １７９

Ｆ４６２
Ｆ：ＧＣＴＴＴＧＴＴＴＴＴＴＣＴＧＣＣＴＴＴＧＣ
Ｒ：ＴＧＴＡＧＧＴＣＧＧＧＴＴＣＧＴＧＧＴＧ

６２ （Ｇ）１１ ２４８

Ｆ６５
Ｆ：ＡＡＡＡＴＣＣＣＧＴＴＧＣＣＧＴＴＴＧＧ
Ｒ：ＣＡＡＧＴＣＣＡＧＣＡＣＣＣＴＣＡＡＧＴ

６０ （ＧＧＣ）５ ２４８

Ｆ６７
Ｆ：ＣＧＧＧＴＧＣＡＡＣＡＡＡＡＣＡＣＡＣＡ
Ｒ：ＧＣＡＡＧＡＡＴＴＣＧＴＣＧＡＧＧＴＧＧ

６２．５ （ＧＧＣ）５ ２４８

Ｆ７１
Ｆ：ＣＴＧＴＧＣＴＣＴＧＡＣＣＧＴＴＣＡＣＣ
Ｒ：ＴＣＧＡＧＧＡＴＧＴＴＧＧＡＣＴＴＧＣＣ

６１ （Ｃ）１２ １７５

Ｆ７６
Ｆ：ＣＣＴＣＣＣＴＣＣＣＴＣＴＡＣＣＣＴＴＧ
Ｒ：ＣＡＧＣＡＧＴＧＴＣＴＣＣＣＧＴＡＣＧ

６１ （ＧＡＧ）５ １９２

……

　　图３为有效引物（Ｆ５０、Ｆ５４和 Ｆ１０３）在坛紫
菜各品系中的扩增，在所选用的品系间并没有表

现出扩增产物的差异，具有高度的普遍性和一致

性；图４为多态性引物（Ｆ４４、Ｆ７６和Ｆ１３３）在坛紫

菜各品系中的扩增，可清楚地观察到不同品系间

带型的差异，表明所开发的 ＥＳＴＳＳＲ引物可用于
坛紫菜生物多样性分析。

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１．ＳＷ８１；２．ＨＲ５；３．ＷＤ７；４．ＳＦ２；５．ＷＴ１０。

图３　有效引物Ｆ５０，Ｆ５４，Ｆ１０３在坛紫菜不同品系间的扩增条带
Ｆｉｇ．３　ＡｍｐｌｉｆｉｅｄｂａｎｄｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅｐｒｉｍｅｒｓＦ５０，Ｆ５４，Ｆ１０３ａｍｏｎｇ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓｏｆＰｙｒｏｐｉａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ

９６４
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Ｍ．１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１．ＳＷ８１；２．ＨＲ５；３．ＷＤ７；４．ＳＦ２；５．ＷＴ１０。

图４　多态性引物Ｆ４４，Ｆ７６，Ｆ１３３在坛紫菜不同品系间的扩增条带
Ｆｉｇ．４　ＡｍｐｌｉｆｉｅｄｂａｎｄｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｐｒｉｍｅｒＦ４４，Ｆ７６，Ｆ１３３ａｍｏｎｇ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓｏｆＰｙｒｏｐｉａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ

２．５　ＤＮＡ指纹图谱的构建
依据使用最少位点、最少引物的原则，从４２

对多态性 ＥＳＴＳＳＲ引物中筛选出 １对引物
（Ｆ７６），序列 Ｆ：ＣＣＴＣＣＣＴＣＣＣＴＣＴＡＣＣＣＴＴＧ；Ｒ：
ＣＡＧＣＡＧＴＧＴＣＴＣＣＣＧＴＡＣＧ。以５个坛紫菜品系
的丝状体 ＤＮＡ为模板，在该引物的 ＰＣＲ扩增下
出现了３种不同的扩增位点，大小分别约为２９０、

１９２和１２７ｂｐ。如图５所示，ＨＲ５、ＷＤ７和 ＷＴ
１０品系均仅出现１个条带，而 ＳＷ８１和 ＳＦ２则
均呈现出两个条带，其中 ＳＷ８１品系为 ２９０和
１９２ｂｐ扩增组合，ＳＦ２为１９２和１２７ｂｐ的扩增
组合。每个品系具有不同的位点组合，构成了其

独特的指纹模式，由此构建出了适用于该５个坛
紫菜品系的ＳＳＲＤＮＡ指纹图谱。

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１～３．ＳＷ８１；４～６．ＨＲ５；７～９．ＷＤ７；１０～１２．ＳＦ２；１３～１５．ＷＴ１０。

图５　用引物Ｆ７６对不同坛紫菜品系的丝状体ＤＮＡ扩增结果
Ｆｉｇ．５　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｂｙｐｒｉｍｅｒｓＦ７６ｉｎｃｏｎｃｈｏｃｅｌｉｓＤＮＡｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓｉｎＰｙｒｏｐｉａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ

　　利用引物 Ｆ７６的３种扩增位点转化出各坛
紫菜品系的ＤＮＡ指纹图谱（图６）。另外，按条带

的有无，将每个位点的条带转化为二进制码（表

６）。

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１．ＳＷ８１；２．ＨＲ５；３．ＷＤ７；４．ＳＦ２；５．ＷＴ１０。

图６　５个坛紫菜品系的ＤＮＡ指纹图谱
Ｆｉｇ．６　ＤＮＡｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆｆｉｖｅｓｔｒａｉｎｓｏｆＰｙｒｏｐｉａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ

０７４
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表６　５个坛紫菜品系的指纹二进制码
Ｔａｂ．６　ＤＮＡｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｂｉｎａｒｙｃｏｄｅｓｏｆｆｉｖｅ

ｓｔｒａｉｎｓｏｆＰｙｒｏｐｉａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ
品系

Ｓｔｒａｉｎｓ
二进制码

Ｂｉｎａｒｙｃｏｄｅｓ
ＳＷ８１ １１０
ＨＲ５ ０１０
ＷＤ７ １００
ＳＦ２ ０１１
ＷＴ１０ ００１

２．６　ＤＮＡ指纹图谱的稳定性验证
５个坛紫菜品系的叶状体 ＤＮＡ在 Ｆ７６引物

的扩增下出现了与丝状体相对应的扩增条带，表

明该指纹图谱同样适用于紫菜叶状体的种质鉴

定，不受细胞倍性变化的影响。

３　讨论

３．１　坛紫菜转录组中微卫星位点的分布特征
近年来，随着测序成本的降低以及各大数据

共享平台的出现，不断完善的 ＥＳＴ数据库成为

ＳＳＲ标记开发的又一重要来源。本研究利用坛紫
菜转录组测序信息，从获得的３３８７２条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ
中共检测到９０３３个微卫星位点。通过统计不同
类型微卫星位点的出现频次，发现：三核苷酸重

复类型的数量最多，占比高达９５．００％，为绝对优
势基元类型，其中以 ＣＣＧ，ＣＧＣ，ＧＣＣ，ＧＧＣ，
ＧＣＧ，ＣＧＧ亚型最多；其次为二核苷酸重复类型
（ＣＧ／ＣＧ类型最多），而五、六核苷酸重复类型出
现频次很少。关于ＥＳＴＳＳＲ类型的分布特点，三
核苷酸重复类型在大多数物种中均占有绝对的

优势，二核苷酸重复类型次之［１８］。对于同一紫菜

属中的甘紫菜（Ｐｙｒｏｐｉａｔｅｎｅｒａ）和列紫菜（Ｐｙｒｏｐｉａ
ｓｅｒｉａｔａ）也具有类似的研究和报道：甘紫菜中三核
苷酸重复类型占总微卫星位点的９０．２０％［１９］；而

列紫菜中同样也是三核苷酸重复类型居多，占比

９４．１０％［２０］。由此可见，紫菜基因组中不同类型

ＳＳＲｓ的分布并不是均匀的，在重复类型和碱基组
合上具有明显的“偏好性”。

Ｍ．１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１～３．ＳＷ８１；４～６．ＨＲ５；７～９．ＷＤ７；１０～１２．ＳＦ２；１３～１５．ＷＴ１０。

图７　用引物Ｆ７６对５个坛紫菜品系叶状体ＤＮＡ的扩增结果
Ｆｉｇ．７　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｂｙｐｒｉｍｅｒｓＦ７６ｉｎｂｌａｄｅｓＤＮＡｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓｏｆＰｙｒｏｐｉａｈａｉｔａｎｅｎｓｉｓ

　　此外，对于二、三核苷酸重复类型在微卫星
中占据绝对优势，有研究［２１］表明，核苷酸重复单

元在生物的基因层面发挥着重要的作用，尤其在

转录区，三核苷酸相对于其他类型的 ＳＳＲ单元，
有利于减少移位突变的可能性，保持基因的稳定

性。另一方面微卫星涉及到很多重要的功能基

因，例如：三核苷酸 ＣＣＧ编码的脯氨酸可参与到
细胞代谢、基因表达的各个方面，包括能量转化、

物质运输和信号传导等［２２］；二核苷酸重复基元中

的ＡＧ／ＣＴ亚型，在不同的阅读起点下可以被翻
译为精氨酸（Ａｒｇ）、谷氨酸（Ｇｌｕ）、丙氨酸（Ａｌａ）和
亮氨酸（Ｌｅｕ），蛋白质中具有丰富的丙氨酸和亮

氨酸［２３］。目前，对于微卫星序列在基因组中功能

的探索已积累了部分数据，但更为确切的作用机

制仍有待于进一步的深入。

３．２　ＥＳＴＳＳＲ标记的多态性分析
引物的多态性反映了所含信息量的多少，是

衡量引物质量的重要指标，多态性高的引物能够

揭示更多的基因信息。相关研究［２４２５］表明，微卫

星标记的多态性与微卫星核心重复序列的长度

成正比：当ＳＳＲ核心基元长度大于２０ｂｐ时，呈现
出较高的多态性；其次为核心基元长度在１２～２０
ｂｐ的ＳＳＲ，多态性较低；而当核心基元序列长度
小于１２ｂｐ的 ＳＳＲ，多态性最低。本研究用坛紫

１７４
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菜的丝状体 ＤＮＡ对 １８７对 ＳＳＲ引物进行了验
证，筛选到有效引物９２对，经统计，其中４２对引
物在不同坛紫菜品系间具有扩增差异，多态扩增

率为２２．４６％，平均每个多态性引物具有１～２条
扩增条带。相对而言，本实验开发的 ＥＳＴＳＳＲ标
记的多态性程度并不高，可能与本实验选用的材

料均为坛紫菜，种内差异性小有关［２６］。

ＥＳＴＳＳＲ标记作为ＤＮＡ编码区的一部分，因
此多态性并不高，但其呈现的多态性较为稳定，

重现性好，具有较强的实际应用价值［２７］。吴文婷

等［２８］利用６８对微卫星引物对坛紫菜、半叶紫菜
（Ｐｙｒｏｐｉａｋａｔａｄａｉ）、条斑紫菜、少精紫菜（Ｐｙｒｏｐｉａ
ｏｌｉｇｏｓｐｅｒｍａｔａｎｇｉａ）和皱紫菜（Ｐｙｒｏｐｉａｃｒｉｓｐａｔａ）等
５个紫菜属物种的丝状体进行遗传分析，其结果
表明微卫星引物在同一属的不同的物种之间具

有良好的通用性和遗传分辨力。因此，开发的多

态性 ＥＳＴＳＳＲ引物不仅可作为坛紫菜的种质鉴
定，还可利用ＳＳＲ标记的种间通用性为其他紫菜
属物种提供可靠的标记资源。

３．３　ＳＳＲＤＮＡ指纹图谱的构建
ＤＩＮＧ等［９］利用紫外线人工诱变技术，筛选

出坛紫菜新品系ＳＷ８１，后者具有高产、色素蛋白
含量高、耐高温且壳孢子放散量大等优点，为了

将该品系培育成为可推广的新品种，需要获得该

品系可有效区别与其他品系的特征标记，用于种

质鉴定和产权保护。ＤＮＡ指纹图谱构建的关键
是选择合适的核心引物，核心引物的多态性直接

决定了指纹图谱质量，多态性越高，图谱的分辨

率越好，图谱构建所需的核心引物的数量就越

少［２９］。本实验筛选到的引物Ｆ７６多态性高，鉴别
能力强，且带型易于分辨，利用它产生的３个不
同的扩增位点，建立了５个坛紫菜品系的分子指
纹图谱（图 ６），而且达到仅用一对引物即可将
ＳＷ８１品系从试供坛紫菜品系中完全区分开的目
的。

目前利用 ＳＳＲ标记构建指纹图谱在紫菜种
质资源的鉴定和分析方面的应用较为广泛：谢潮

添等［１７］利用３对 ＳＳＲ引物（Ｐｈｅｓ０８，Ｐｈｅｓ０３和
ＰＣ１３）扩增出的１６个多态性位点构建了４４个坛
紫菜种质材料的指纹图谱库；ＳＵＮ等［３０］通过开发

多态性ＥＳＴＳＳＲ标记，构建了２２个紫菜品系的
ＤＮＡ指纹图谱及其系统进化树。但是多数研究
仅以紫菜的丝状体为实验对象进行鉴定，缺乏在

叶状体中的稳定性和有效性评价。在本研究中，

利用引物 Ｆ７６构建的多态性标记也可从试供的
叶状体中稳定地鉴定出 ＳＷ８１品系，进一步证明
了该指纹图谱的稳定性和可重复性。

综上所述，本研究不仅开发了一批高质量的

紫菜ＳＳＲ分子标记，也为坛紫菜新品系ＳＷ８１的
种质鉴定提供了有效的分子检测手段。
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