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运用分子标记辅助构建海带核心种质资源 
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摘要: 海带(Saccharina japonica)是一种具有重要经济和生态价值的大型海藻, 配子体是其种质资源保

存的形式, 也是海带杂交育种、育苗的材料。为有效管理和评价海带种质资源, 初步构建了海带核心

种质资源, 利用 RAPD 标记技术对海带“早厚成一号”的 28 份配子体进行了遗传学评价。采用 UPGMA

聚类法, 根据遗传相似性系数进行分组, 采用简单比例法进行取样(25%、35%、50%、65%)分析, 计算

不同取样比例时的遗传多样性参数, 结合样本的生长状态和雌、雄比例, 综合评价遗传多样性的各种

参数, 取样比例为 50%时构建的核心种质库相对合理。本研究为海带品种(系)的核心种质的筛选和遗传

学评价打下基础。  
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海带(Saccharina japonica)是一种大型褐藻, 属

于褐藻门(Phaeophyta), 褐藻纲(Phaeophyceae), 海带

目 (Laminariales), 海带科 (Laminariaceae), 海带属

(Saccharina), 在医药、化工、食品等领域用途广泛。

目前, 我国已形成山东、福建为主产区的养殖基地, 

年产约 90 万吨, 其配子体是种质保存和人工育种、

育苗的对象 [1]。我国是开展海带遗传选育最早的国

家。自 20 世纪 50 年代末以来, 先后有 20 余个优良

品种(系)应用于生产 , 大大促进了海带栽培业和相

关产业的发展。开展海带自交纯化、定向选择, 先后

培育出海带“远杂 10号”、“901”海带[2-3]、“荣福”

海带[4]、“东方 2 号”[5]、“东方 3 号”[6]和“东方 6

号”[7]等, 这些海带品种均是利用配子体直接杂交或

杂交后定向选育得到的海带品种。 

分离雌、雄配子体用于其种质保存, 不仅可保持

海带目标性状的均质性、特异性和重复性, 也为海带

种质遗传评价提供材料基础。目前, 我国海带种质收

集、保存和评价体系已建立, 也开发了各种分子标记

技术体系, 用于海带种质的遗传评价[8-12]。但尚未建

立将分子标记应用于筛选海带核心种质的技术方

法。Frankel 等[13-14]提出如何处理海量的种质资源与

有效地评价利用优异资源这一矛盾提出了核心种质

(core collection)的概念, 即以最小的资源份数最大限

度地代表该物种的遗传多样性。有利于作物种质的

保存、评价与利用。因此, 迫切需要开展该方面的研

究与应用 , 这可提高海带种质资源的保存效率 , 便

于种质库的管理、种质创新等深层次研究。 

目前, 核心种质的筛选工作主要应用在农作物

和果树等陆地植物, 如小麦、水稻、大豆、玉米、高

梁、桃树、大白菜和山药等物种中开展了相应的核

心种质和初级核心种质的筛选[15-21]。但海带与陆地

作物不同 , 因为农作物是纯系 , 其核心种质是相对

物种而言, 由不同的农家种组成。而海带本身是经过

多代杂交或自交选育而来 , 遗传相对复杂 , 不是纯

系 , 是一些性状表现相对一致的群体 , 海带保存的

种质材料为配子体, 由于海带配子体是采用低温液

相保存 , 存在杂菌污染或生长状态不好种质 , 这就

需要在保存过程去掉, 因此, 在每个品种(系)配子体
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采集时, 都多选择几个不同个体的种海带在当年进

行配子体的分离、培养和保存, 导致保存的种质可能

有重复, 长期保存会费时、费力、费钱。所以海带核

心种质需要在品种的层面上进行筛选。 

在进行陆地作物核心种质筛选时多选用 SSR 和

RAPD 标记, 但 SSR 在品种内多态率太低, 不适用, 

新型的分子标记 SNP 虽然有数量上的优势, 但目前

若要大批量检测应用还存在技术和经费的限制。除

此之外 , 在电泳检测的高通量标记体系中 , 只有

AFLP和 RAPD标记, 但 AFLP标记的酶切和检测体

系都比较繁琐 , 且对基因组样品的要求很高 , 综合

考虑, 只有 RAPD标记体系比较易操作且多态性高。 

本研究以海带“早厚成一号”为材料, 将其保存

的 28 份配子体进行核心种质筛选, 尝试构建核心种

质库, 利用 RAPD标记技术, 进行遗传学评价, 探讨

海带核心种质构建的可行性, 为其他海带种质保存

和筛选提供参考, 为高效、合理构建海带核心种质资

源提供技术参考。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

选取海带“早厚成一号”的 28个种质(配子体)为材

料。保存条件: 温度 10℃左右, 光照强度 10 μmol/(m2·s)

以下 , 培养液为煮沸消毒海水 , 营养盐 : NaNO3-N 

10mg/L, KH2PO4-P  1 mg/L。培养液 2周更换 1次。 

1.2  DNA 提取 

取 0.1 g湿重的配子体材料, 用消毒海水反复多

次冲洗, 筛绢过滤, 尽可能的吸干水分, 采用植物基

因组 DNA 提取试剂盒(天根公司, 中国)提取基因组

DNA, 用紫外分光光度计和琼脂糖凝胶电泳检测所

提 DNA的浓度和纯度。DNA浓度统一稀释为 40 ng/μL

以方便后续使用。–20℃保存备用。 

1.3  RAPD 引物的选择和 PCR 反应参数 

从候选的 100条引物中筛选出 16条能够获得清晰

条带、重复性好的引物, 筛选出的引物见表 1。RAPD- 

PCR 反应总体积为该体系(20 μL)为: 1×PCR buffer, 

1.0 mmol/L Mg2+, 0.2 mmol/L dNTPs, 2.0 μmol/L 引物, 

40 ng 模板DNA, 0.25 U Taq DNA 聚合酶(promega)。 

扩增 PCR程序为: 95℃预变性 5 min; 95℃变性

30 s, 37℃退火 1min, 72℃延伸 2 min, 共 40个循环; 

最后 72℃延伸 10 min。取 5 μL扩增产物在 1.5%琼

脂糖凝胶电泳检测。Tanon 2500 凝胶成像仪拍照记

录电泳结果。 

1.4  数据分析 

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。依据 DNA 电泳分子质量标准

(Markers)计算出各 PCR 产物片段的大小(近似值), 

以显性标记计数, 若有条带出现记做 1, 若无条带出

现记做 0。相同引物不同胶板间以 DNA电泳分子质

量标准、特征带和公共带对应, 找到相应大小的对应

条带。应用 excel 建立各引物的 0、1 数据库。各引

物的条带多态性比例计算方法 : 多态位点比例 P= 

(多态位点数/位点总数)×100%; 多态信息含量(PIC, 

polymorphic information content), PICi=1–Pij
2其中: 

Pij 表示引物 i 的第 j 个带型出现的频率[14]。利用

popgene32 软件对 28 份材料遗传参数进行多样性分

析, 用 NTSYS2.10 软件的 Qualitative data程序计算

各样品间的遗传距离和遗传相似性系数 , 用其中

SAHN 程序和 UPGMA 方法进行聚类分析 , 用

Dcenter和 Eigen程序进行主坐标分析。 

1.5  取样策略 

根据不同的相似性系数, 采用逐步 UPGMA 聚

类取样法构建早厚成品系的初级核心种质库, 聚类

取样时 2 个相近个体的取舍遵从以下原则: 既优先

保留生长状态良好, 藻体干净的个体。因海带配子体

有雌雄之分, 所以在进行样品的取舍时还应综合考

虑雌雄比例。比较每次聚类所得的核心种质与原库

在平均 Nei’s多样性指数、平均 Shannon信息指数、

平均等位基因数、平均有效等位基因数等指标评价

各核心种质库的质量。 

2  结果 

2.1  RAPD 扩增结果多态性分析 

16个RAPD引物对 28个海带配子体进行种质资

源分析, 各引物的扩增条带数、多态性条带数和百分

率统计见表 1。 

不同引物扩增出的条带数和多态性条带数见表

1, 用所选的 16条 RAPD引物对 28个配子体进行扩

增, 共得到 319条可靠、清晰和重复性高的条带。319

条带中有 301 条是多态性条带, 平均多态性比率为

91.65%, 每个引物平均多态位点数为 18.81, 除了引

物 S2110, 其他引物在 28 个早厚成品系配子体中得

到的多态性均较高, 平均多态条带率 78.57%~100%。

PIC(polymorphic information content, 多态性信息含 



 

20 海洋科学  / 2016年  / 第 40卷  / 第 1期 

表 1  RAPD 引物扩增多态性信息表 
Tab. 1  Polymorphic information of RAPD primers 

引物名称 扩增条带数 多态性条带数 多态性条带百分比(%) PIC(多态信息含量) 

S30 30 29 96.67 0.932 

S31 21 20 95.24 0.893 

S51 18 18 100.00 0.922 

S55 18 17 94.44 0.916 

S60 29 29 100.00 0.944 

S80 18 15 83.33 0.913 

S104 27 27 100.00 0.935 

S112 14 11 78.57 0.893 

S1501 21 19 90.48 0.905 

S1513 15 15 100.00 0.883 

S2110 6 3 50 0.685 

S2111 19 19 100.00 0.917 

S2114 19 18 94.74 0.917 

S2115 28 28 100.00 0.939 

S2116 17 15 88.24 0.896 

S2118 19 18 94.74 0.905 

总数 319 301 — — 

平均 19.94 18.81 91.65 0.899 

 
量)数值除了引物 S2110为 0.685, 其余引物的 PIC值

均在 0.883~0.944之间, 表明所用引物多态性均较高。 

2.2  遗传多样性分析 

根据 16条 RAPD引物扩增所得结果进行遗传多

样性分析表明, 平均 Shannon’s信息指数(I)为 0.4405, 

平均 Nei’s 基因多样性指数(H)为 0.2868, 平均有效

等位基因数(Ne)为 1.4271, 平均等位基因数(Na)为

1.9718, 均表明 28 份海带种质多样性很丰富。遗传

相似性系数变化范围在 0.608 2~0.824 5 之间, 表明

28 份材料在 DNA 分子水平上变异幅度较大。根据

RAPD 标记数据计算个体间的遗传相似系数矩阵 , 

采用 UPGMA法构建遗传关系聚类图(图 1)。28个个

体被聚为 2个类群, 其中第 1个类群只有 19号个体, 

表明它与其他的个体间亲缘关系较远。第 2 个类群

包括 6个亚类, 有 27个个体。主坐标分析是基于遗传

相似系数进行的。因此, 主坐标分析图中各个品种种

质间的位置关系反应了其在遗传上的相似性。通过

RAPD标记对 28个个体进行主坐标分析, 主坐标散点

图见图 2。比较图 1、2 可知, 对 28 份材料所进行的

聚类分析和主坐标分析的结果基本上是一致的。 

2.3  核心种质库构建 

根据聚类结果和主坐标分析可知, 该 28 个种质

材料的遗传相似度较高, 但也有差异。海带“早厚成

一号”是通过自交选育得到的性状优良、遗传稳定

的海带品种。采集种质时选取的均为性状优良的个

体, 所以这些种质材料在遗传上相似度较高。根据聚

类结果, 若以 0.733为最低相似系数, 可将 28个个体

分为 7个类群(图 1)。分别以取样比例为 25%、35%、

50%、65%进行初级核心种质的筛选, 并对各比例下

得到的种质进行遗传多样性的评价(表 2)。根据表 2

中的数据, 考虑到雌、雄配子体数量的比例, 综合评

价遗传多样性的各种参数, 取样比例为 50%时构建

的核心种质库相对合理。 

3  讨论 

海带的生活史表现为异型世代交替, 即由大型

的孢子体世代与微小的配子体世代互相交替而组

成。配子体作为海带种质保存形式, 可长期保持种质

的均质性的特异性 ,  利用配子体进行保种和育苗 , 

既可以长期保持其优良性状和纯度, 也在很大程度

上避免大田孢子体逐代选种和混采混育导致的种质

退化和混杂问题。每个海带品种(系)在进行配子体采

集时 , 为保证种质保存的成功率和全面性 , 通常会

选择多个不同个体的种海带进行配子体的分离、培

养和保存, 这就导致保存的种质材料可能存在重复, 

不能有效地进行管理和利用。因此, 对同一品种保存 
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图 1  28个早厚成配子体间基于 RAPD遗传相似性系数的 UPGMA聚类图 

Fig. 1  The UPGMA cluster diagram of the 28 “Zaohoucheng” gametophytes based on RAPD genetic similarity coefficient 

 

图 2  主坐标分析散点图 

Fig. 2  Scatter diagram of principal coordinates analysis 

 
表 2  不同取样比例获得的核心种质与原始种质(100%)的遗传多样性参数 
Tab.2  The genetic diversity parameters of different sampling rates for core collection and original collection (100%) 

取样比例(%) 样品数量 Na Ne H I 

25 7 1.8858 1.5686 0.3323 0.4938 

35 10 1.9179 1.5272 0.3144 0.4753 

50 14 1.9291 1.5211 0.3099 0.4695 

65 18 1.9385 1.4968 0.2984 0.4558 

100 28 1.9712 1.4271 0.2868 0.4405 

注: I, 平均 Shannon’s信息指数; H, 平均 Nei’s基因多样性指数; Ne, 平均有效等位基因数; Na, 平均等位基因数  
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的配子体进行遗传学评价 , 从中筛选出核心种质 , 

提高种质保存的效率和实用性。 

目前 , 陆地植物方面 , 国内外主要依据表型性

状数据和分子标记数据。表型性状的数据与种质资

源应用直接相关且容易获取, 但一些数量性状易受

当地气候环境的影响 , 存在不稳定性 , 难以真实地

反应出种质资源的遗传多样性。分子标记不受物种

生长环境和生长时期的影响, 多态性高、信息量大且

稳定, 适用于遗传多样性评价和核心种质取样[22]。目

前多采用表型性状和分子标记两种数据相结合进行

构建, 并根据分子标记数据进行取样。齐永文等利用

20 对 SSR 引物上的分子标记数据和 15 个表型性状

资料, 开展了甘蔗细茎野生种的核心种质构建[22]。刘

遵春等整合农艺性状和分子标记数据构建新疆野苹

果核心种质, 所构建的 42 份新疆野苹果核心种质保

留了 300 份原始种质 93%以上的农艺性状, 很好地

代表了原始种质的遗传多样性[23]。但在经济海藻中

尚未见有报道。本研究的材料为大型的经济海藻, 本

研究中, 在采集海带种质时因为孢子体存在表型的

差异, 而且缺乏系统的养殖检测结果, 因此, 难以直

接与配子体进行关联评价, 只能采用分子标记数据

来进行海带核心种质的评价, 用于核心种质筛选的

参考依据。在我们用 SSR标记对海带“早厚成一号”

群体的遗传多样性分析发现, 所采用的 SSR 标记在

群体中的多态性呈现率很低, 难以区分其群体。目前, 

虽有一定量的 SNP 分子标记, 但若要大批量应用还

存在技术和经费的限制。除此之外, 在电泳检测的高

通量标记体系中 , 只有 AFLP 和 RAPD 标记 , 但

AFLP标记的酶切和检测体系都比较繁琐, 且对基因

组样品的要求很高 , 综合考虑 , 我们选用比较易操

作且多态性高的 RAPD标记体系, 用筛选后的 16条

多态性高, 扩增清晰的引物进行遗传学评价时发现, 

RAPD标记在海带“早厚成一号”群体中的多态性较

高 , 通过聚类分组和不同取样比例 , 综合考虑雌雄

配子体数量的比例, 在取样比例为 50%时筛选到的

核心种质相对合理, 可以达到预期效果。 

另外 , 在遗传学评价策略方面 , 对核心种质其

亲缘关系相近的材料的取舍也影响实验结果。我们

以群体的遗传相似性系数, 采用 UPGMA 聚类法进

行分组 , 采用简单比例法进行取样 , 计算不同取样

比例时的遗传多样性参数, 结合样本的生长状态和

雌雄比例, 进行取样。初步结果表明, 该方法可以获

得海带核心种质材料, 对简化海带核心种质材料的

程序、优化原有海带核心种质材料有积极意义。目

前, 可用于进行海带核心种质筛选的分子标记种类

和数量有限, 随着技术的进步, 若能将大量的 SNP

标记体系用于核心种质的筛选, 将会大大提高检测

效率。今后还需要确立相关的标记评价体系, 检验其

在海带核心种质评价中的具体效果, 如提高种质筛

选效率、简化种质保存步骤等。 
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Abstract: Kelp is a large alga with an important economic and ecological value. The gametophytes are the 

preserved materials for kelp germplasm resources, which are also used for kelp crossbreeding and seedling. For an 

effective management and evaluation of kelp germplasm resources, a core collection of germplasm was screened. 

Genetic evaluation of 28 gametophytes of “Zaohoucheng” variety was conducted by RAPD molecular marker 

technology, using the UPGMA clustering method, based on the genetic similarity coefficient of grouping, simple 

percentage sampling (25%, 35%, 50%, and 35%), and analysis and calculation of genetic diversity parameters of 

different sampling rates, combined with the growth status and proportion of males and females. The core collection 

at the sampling rate of 50% was relatively reasonable. These results laid the foundation for screening and genetic 

evaluation of core germplasm of kelp varieties (or lines). 
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