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利用 ISSR 分子标记技术分析浙江沿海 4 株坛紫菜的遗传 
多样性 
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摘要: 利用 ISSR 分子标记技术对采自浙江省南麂岛和渔山列岛的 4 株不同形状野生坛紫菜(Porphyra 

haitanensis)进行了遗传多样性分析。从 33 条引物中筛选出 11 条可扩增出清晰条带的引物, 在 4 株坛

紫菜中共扩增出 62 条 DNA 带, 其中多态性条带比例达 88.71%。遗传距离分析表明 4 株坛紫菜之间的

遗传距离范围是 0.3226~0.6129, 聚类分析结果表明渔山列岛坛紫菜遗传距离最近, 而南麂岛的两株坛

紫菜则距离相对较远。该研究说明浙江附近岛屿的野生坛紫菜遗传多样性丰富。 
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紫菜(Porphyra)是一种具有重要经济价值的海藻, 
多分布于亚热带与温带的潮间带。紫菜营养丰富, 口
味鲜美, 是广受中、日、韩等国家人们喜爱的食品。
现今, 全世界已发现的紫菜约有 134种, 仅中国就有
22 种, 南韭山、渔山、檀头山、南麂岛等岛屿都有
野生紫菜分布[1]。紫菜的生活史可以分成大型叶状体

和丝状孢子体两种不等世代型。紫菜的分类一般是

根据颜色和厚度等叶片形态、细胞特性、生殖细胞

的分裂特点及其生活史特征等进行归类。但是, 形态
特征具有局限性, 某些特征有可能是环境与基因型
互作的结果, 这使得要把紫菜进行准确分类及研究
产生一定的困难[2-3]。 

近些年来多种分子标记技术, 如扩增片段长度
多态性(AFLP)、随机扩增多态性 DNA (RAPD)、微
卫星(SSR)、简单重复序列间隔序列(ISSR)等被广泛
用于紫菜种质鉴定、品系区分、遗传多样性分析等

研究中。其中 ISSR分子标记由于具有重复性强、操
作简便、成本低等优点, 目前已经广泛应用于高等植
物和海藻等研究领域[4-8]。如陈昌生等[9]利用 ISSR分
子标记对福建省的 3个野生坛紫菜种群共 60个个体
进行了遗传多样性分析, 结果表明坛紫菜种群内个
体间的遗传变异较大, 遗传多样性水平较高。谢潮添
等[10]用 ISSR分子标记技术对 4个不同颜色坛紫菜(P. 
haitanensis)丝状体品系及 1 个野生型对照品系进行

比较发现这 4 个不同丝状体间的平均遗传距离为
0.5727, 它们同野生型对照的平均遗传距离为
0.6564。以上研究证明 ISSR 技术在紫菜的遗传多样
性研究中应用广泛 , 并且紫菜的遗传多样性十分  
丰富。  

本文以采自浙江省地理环境差异显著的两个岛

南麂岛和渔山列岛的形态不同的 4 株坛紫菜作为实
验材料, 利用 ISSR分子标记技术来探讨其间的亲缘
关系远近和遗传多样性, 为今后野生坛紫菜遗传图
谱的构建、优良品系的选育以及浙江省坛紫菜种质

资源的保护提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
本实验所用的 4株坛紫菜, 其中 2株采自浙江省

温州市平阳县南麂岛, 另 2 株采自浙江省宁波市象
山县渔山列岛。这 4株坛紫菜的外观特征不同, 其名
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称代码、产地及形态特征如表 1 所示。将上述紫菜
采回后自然晾干处理后, 放置于冰箱中保存。 

 
表 1 所用坛紫菜的代码、产地和特征 
Tab. 1  The codes, origins and characteristics of Por-

phyra haitanensis 
序号 代码 产地 特征 

1 NJ-1 南麂岛 叶片细长

2 NJ-2 南麂岛 叶片粗宽

3 YS-1 渔山列岛 叶片细长

4 YS-2 渔山列岛 叶片粗宽

 
1.2  DNA 的提取 

实验前将存于－20℃冰箱的坛紫菜取出, 在灭
菌海水中复苏过夜。用毛刷反复轻刷叶片表面后置

于 0.7%碘化钾溶液中浸泡 5~10 min, 最后再置于灭
菌海水中冲洗数次。各取 5~6 片健康紫菜的叶片幼
嫩部分进行基因组 DNA提取。 

采用 CTAB 法结合基因组 DNA 提取试剂盒的
GenClean 小柱子(上海捷瑞生物工程有限公司)进行
紫菜基因组 DNA的提取。 

1.3  ISSR 引物的选择 
本次实验共用了 33条 ISSR引物, 从这 33条引

物中筛选出能够出现清晰可见的可重复的扩增片段

的 02、04、05、07、26、61、63、G2、G3、G5、
G6 11条引物。这些 ISSR引物的名称、序列与退火
温度见表 2。 
 
表 2  引物序列、退火温度及其多态性比例 
Tab. 2  Sequences, annealing temperatures and the po-

lymorphic ratios of ISSR primers 

引物名称 引物序列 
退火温度

(℃) 
条带

数 

多态性比

例(%) 

02 (GA)8C 48 7 100 
04 (AC)8TG 50 5 100 
05 (AC)8TG 52 5 100 
07 (ATG)6 48 4 75.0 
26 (AC)8CC 52 3 66.6 
61 (AG)8GT 48 8 87.5 
63 (AG)8CT 50 6 66.6 
G2 (AC)8CC 50 4 75.0 
G3 (AC)8GA 49 7 100 
G5 (AG)8GT 49 5 80.0 
G6 (AG)8CT 49 8 100 

 

1.4  PCR 反应及电泳 
PCR 反应 (Biometra PCR 仪 )体系如下 : 1.5 

mmol/L MgCl2, 0.2 mmol/L dNTP, 0.2 µmol/L引物, 
15 ng DNA 模板和 1 个单位 DNA 聚合酶。PCR 
反应程序为: 首先 94 ℃下预变性 5 min; 接着, 设
置 35个循环, 94 ℃下变性 45 s, 退火 1 min(退火
温度见表 2), 然后再  72 ℃下延伸 2 min; 最后 ,   
72 ℃下延伸 10 min; 取扩增产物进行琼脂糖凝胶电
泳, 电泳结束后, 拍照记录电泳结果。 

1.5  数据的统计处理 
电泳图谱的每一条带为一个标记, 代表一个引

物的结合位点。根据各个分子标记的迁移率及其有

无来统计数据, 若有条带出现记做 1, 若无条带出现
记做 0。运用 Nei 和 Li 等的公式 S=2Nij/(Ni+Nj)计算
样品间的相似性系数, 其中 Ni为样品 i 有的条带数, 
Nj为样品 j 有的条带数; Nij为样品 i和样品 j 都有的
条带数[11]。遗传距离 D=1－S, 用 Popgen32软件进行
分析与作图。 

2  结果 

2.1  扩增结果图谱 

4 株坛紫菜的 11 条引物扩增结果见图 1(图中
的 1, 2, 3, 4 分别代表表 1所列的 4株坛紫菜)。扩
增结果表明, 本研究所用的 11 条引物在不同坛紫
菜中扩增出数目与位置均不同的可重复性的条带 , 
扩增片段大小都在 100bp 至 2000bp 的范围内。通
过统计  11 条引物在 4 种样品中共扩增出  62 条 
DNA 带 , 其中多态性  DNA 条带  55 条 , 占 
88.71%。 

2.2  四株坛紫菜的遗传距离和聚类分析 

根据图 1, 记录条带情况, 再依据 Nei 等的计算
方法, 求出 4 株不同坛紫菜间的遗传距离(表 3)。如
表 3所示, 表中数据表示 4株坛紫菜的遗传距离。根
据表 3 可知 , 4 株坛紫菜之间的遗传距离范围是
0.3226~0.6129。其中, YS-1和 YS-2的遗传距离最小, 
只有 0.3226; NJ-1和 NJ-2的遗传距离最大是 0.6129。
根据表 3 中所示的 4 株坛紫菜的遗传距离 , 用
Popgen32软件进行分析, 得到聚类分析图(图 2)。如
图 2所示, YS-1和 YS-2的相似性最高, 所以首先相
聚在一起, 再与 NJ-2相聚类, 最后再与 NJ-1相聚。 
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图 1  11条引物在 4株坛紫菜中的 ISSR扩增结果 
Fig. 1  The ISSR products of 11 primers amplified from the four strains of Porphyra haitanensis 

M. 为 DL2000 DNA Marker, 1-4.分别代表表 1所列的 4株坛紫菜 
M. DL2000 DNA Marker; 1-4. represented 4 strains of P. haitanensis shown in Tab. 1 

 
表 3 4 株坛紫菜的遗传距离 
Tab. 3  Genetic distances of four strains of Porphyra 

haitanensis 

pop ID NJ-1 NJ-2 YS-1 YS-2 

NJ-1 —    

NJ-2 0.6129 —   

YS-1 0.4355 0.5000 —  

YS-2 0.5645 0.5000 0.3226 — 

 

图 2  4 株紫菜的聚类图 
Fig. 2  The cluster diagram of four strains of Porphyra hai-

tanensis 

3  讨论  
分子标记实验中基因组DNA的质量是成功与否

关键的一步[12]。相对来说, 提取紫菜丝状体的基因组
DNA 较为容易。但是紫菜的叶状体细胞壁较丝状体
不易破碎 , 而且含有很多粘性多糖 , 所以紫菜叶状
体 DNA提取的量都很低, 而且纯度不高[13]。本次实

验提取基因组 DNA 时所采用的是常用的提取植物
DNA 的 CTAB 试剂, 再结合离心柱法, 可以从少量
的样品中提取出实验所需的 DNA 模板。结果表明
CTAB结合试剂盒法提取所得的紫菜 DNA的纯度和
量可满足 ISSR扩增要求。 

很多研究都表明紫菜具有较高的遗传多态性。

如 Dutcher 等[14]用 RAPD 分子标记对采自北大西洋
西部海域以及墨西哥海湾的 3 种不同品系紫菜进行
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研究时, 发现其多态性范围为 35%~100%。贾建航 
等[15]用 RAPD分子标记分析 15株紫菜丝状体, 其多
态性高达 97.1%; 杨锐等[16]用AFLP分子标记对采自
浙江渔山列岛、南麂列岛以及福建等地的坛紫菜进

行分析, 结果表明其多态位点比例高达 96.97%, 并
且其结果表明紫菜的遗传相似程度与地域分布相

关。本实验中分布于渔山列岛的 2株坛紫菜 YS-1和
YS-2 虽然叶状体的形状有差别, 但其遗传相似性较
高, 原因可能是受相同的生长环境以及地理位置的
影响。采自南麂岛的 NJ-2 和采自渔山列岛的 YS-1
地理位置和生长环境明显不同, 它们相似系数高的
原因则有可能是 DNA的关系。由以上可知, 在本研
究中, 以地理环境为主影响坛紫菜品系和以基因组
DNA 为主影响坛紫菜品系的两种情况均出现了, 说
明不同体系坛紫菜的种内遗传距离并不是单一地受

地理环境或 DNA的影响。同时本次试验中的 4株坛
紫菜的多态位点百分率为 88.71%, 和一般植物相比
明显较高[17], 这显示坛紫菜的种间遗传差异很大。另
外 , 由于坛紫菜多为雌雄异体 , 只有极少部分为雌
性同体, 而且坛紫菜不进行无性生殖[18], 长此以往, 
坛紫菜渐渐分化开来 , 变异越来越大 , 因此坛紫菜
就具有比较高水平的遗传多样性。 

海洋中的资源非常丰富, 其中生物种质资源对
于国家来说是极为重要的战略性资源, 更是世界各
国的关注点, 它的重要性不言而喻。作为贝藻王国的
南麂列岛, 成为首批五个国家级海洋类自然保护区
之一, 又成为我国唯一纳入联合国教科文组织世界
生物圈保护网络的海洋类生物保护区。去年, 渔山列
岛成为我国海洋特别保护区, 藻类资源是二岛的重
要特色。坛紫菜是我国的特色紫菜之一, 浙江省在紫
菜的生物多样性方面, 具有独特的优势。但是由于海
洋污染的日益严重和人们的过度开发破坏紫菜的生

长地, 野生坛紫菜面临着资源越来越匮乏的境地。因
此 , 人们应该重视紫菜资源的保护 , 加强对野生紫
菜种质资源的研究和合理开发利用。 
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Abstract: The genetic diversity of four morphologically different Porphyra haitanensis strains collected from Nanji 

Island and Yushan Island of Zhejiang Province was analyzed with ISSR markers. In total, 11 primers were selected 

out from 33 primers for diversity analysis. These primers amplified 62 bands, and 88.71% of the bands were 

polymorphic. The genetic distance of the four strains of P. haitanensis ranged from 0.3226 to 0.6129. Two strains 

from Nanji Island were clustered together first, with other two strains Yushan Island joined then, indicating that the 

wild P. haitanensis along Zhejiang Provincial coast is rich in diversity. 
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