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摘要：运用AFLP分子标记技术对大连庄河石城岛（SCD）、瓦房店将军石（JJS）、长海县大长山（DCS）、旅顺董砣子（DTZ）

和旅顺盐场（YC） 5个野生鼠尾藻（Sargassum thunbergii）种群与山东蓬莱（PL） 1个野生群体的共60个个体进行遗传多样

性分析。采用10对引物组合共扩增出条带530条，其中多态性带417条，平均多态性检出比例为78.68%。AMOVA分析

显示，大部分的遗传变异（76.58%）存在于种群内，少部分（23.42%）存在于种群之间。遗传分化系数（Gst）为0.241 8，与

遗传固定化系数（Fst）的值（0.234 2）接近，表明鼠尾藻种群内部具有较高的遗传分化，同时种群间的基因流Nm = 0.817 5，

表明基因流动较低。UPGMA聚类分析表明，大连5个野生鼠尾藻种群与山东蓬莱鼠尾藻种群遗传距离较远，明显聚为

2支；大连种群中将军石和大长山2个种群聚为1支，遗传相似系数为0.769 8，再与董砣子种群聚类到一起；盐场种群单

独聚为1支，且与其他种群的遗传相似系数均在0.583 0以下。分析结果表明，各鼠尾藻种群内部存在着较高的遗传多样

性，而种群间的遗传多样性水平较低，其遗传距离的远近不仅与地理隔离因素有关，高盐等外界环境胁迫也可能起到了

一定的作用。鼠尾藻的生殖方式、种群间基因流动的大小以及生长环境的差别可能是其种群分化的主要原因。［中国水

产科学，2010，17（5）：922-929］
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鼠尾藻（Sargassum thunbergii）是暖温带海藻，为

中国沿海常见野生种，具有较高的经济价值和营养

价值。随着海参及鲍养殖业的迅猛发展，作为其饵

料，鼠尾藻的需求量也不断增加。目前鼠尾藻在中

国还没有形成规模化养殖，年产量较低，同时其养殖

对种菜的选择和依赖性较大，导致人们对野生种群

的大量采集，很多沿海地区的鼠尾藻种质资源由此

遭到严重破坏［1］。因此开展鼠尾藻的人工养殖和优

良品种培育的研究势在必行，同时其种质资源保护

和遗传多样性鉴定也变得尤为重要。

近 年 来 曲 良 等［2］、Yoshida等［3］、Pang等［4-5］和

Hwang等［6］对马尾藻属海藻的种质资源保存和养殖

技术进行了探讨，一些科研工作者也对鼠尾藻养殖方

式、有性繁殖与人工育苗技术、发育过程和生长影响

因子等开展了研究［7-11］。关于鼠尾藻野生种群遗传

多样性及亲缘关系的研究国内外鲜有报道。赵凤娟

等［12-13］运用RAPD和ISSR 2种分子标记技术对山东

半岛4个不同地理隔离鼠尾藻种群的遗传多样性和

遗传结构进行了检测和评估，指出山东半岛鼠尾藻种

群内部的遗传多样性呈较低水平。王丽梅等［14］通过

AFLP技术对辽宁、山东、浙江沿海4个野生鼠尾藻种

群的遗传多样性进行分析，结果表明4个群体的遗传

多样性水平均出现了一定程度的降低。本研究采用

比较成熟可靠的AFLP分子标记技术，对大连沿海和

山东蓬莱鼠尾藻野生种群进行遗传多样性分析，可以

为这些地区野生鼠尾藻种质资源鉴定、人工育苗以及
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杂交育种技术中的亲本选择提供可靠的理论依据。

1  材料与方法

1.1 材料

实 验 所 选 用 的6个 野 生 鼠 尾 藻 种 群 共60个

个体,分别采自庄河石城岛（SCD），瓦房店将军石

（JJS），长海县大长山岛（DCS），旅顺董砣子（DTZ），旅

顺盐场（YC）以及山东蓬莱刘家旺（PL）海区，样品基

本信息见表1。采集海域为海岸线长500～1 000 m，

宽100～ 500 m的潮间带，采用常规定点法随机选

取10个非假根繁殖的个体，置于冰盒中运回实验

室，- 80℃保存备用。

表1　鼠尾藻样品种群基本信息
Tab. 1　Information of the sampled wild populations of Sargassum thunbergii

序号
No.

群体简称
Abbreviation

采集地点
Collection location

采集时间
Collection time

样品数目
Sample no.

海区分布
Distribution

地理位置
Geographic location

1 SCD 大连庄河石城岛
Shicheng Island，Zhuanghe，Dalian 2009 10 黄海  Yellow Sea 122.97 ° E　39.54 ° N

2 JJS 大连瓦房店将军石
Jiangjunshi，Wafangdian，Dalian 2008 10 渤海  Bohai Sea 121.1 ° E　39.94 ° N

3 DCS 大连长海县大长山岛
Dachangshan Island，Changhai，Dalian 2008 10 黄海  Yellow Sea 122.63 ° E　39.26 ° N

4 DTZ 大连旅顺董坨子
Dongtuozi，Lvshun，Dalian 2008 10 渤海  Bohai Sea 121.10 ° E　38.82 ° N

5 YC 大连旅顺盐场
Yanchang，Lvshun，Dalian 2008 10 黄海  Yellow Sea 121.33 ° E　38.82 ° N

6 PL 山东蓬莱刘家旺
Liujiawang，Penglai，Shanddong Province 2009 10 黄海  Yellow Sea 120.93 ° E　37.79 ° N

1.2 基因组DNA的提取

称取保存备用的样品叶状体0.15 g，蒸馏水冲洗

干净，吸干水分，液氮研磨成粉末，转移到1.5 mL 灭

菌离心管中。基因组DNA的提取方法参照李世国

等［15］的CTAB法，稍加改动。加入1 mL CTAB裂解缓

冲 液（20 mmol/L EDTA，pH 8.0 ；100 mmol/L Tris-HCl，

pH 8.0 ；3% CTAB；1.4 mol/L NaCl；1% PVP） 和10 μL 

β-巯 基 乙 醇、5 μL RNase A（10 mg/mL），振 荡 摇 匀，

65℃水浴1 h，且每隔10 min轻轻颠倒混匀。加人1/3

体 积 的5 mol/L KAc（pH 5.0），混 匀，静 置15 min。 室

温，12 000 r/min离心10 min。转移上清液于新离心管

中，加入1/5体积氯仿抽提10 min。室温，12 000 r/min

离心15 min。按上面步骤重新抽提1次。小心吸取

上清液于新离心管中，加3/5体积预冷的异丙醇沉

淀DNA，- 20 ℃放置30 min。室温，12 000 r/min离心

10 min。弃上清，75%乙醇洗涤沉淀2次，晾干。30 μL

无菌水溶解，用1.5%琼脂糖凝胶电泳检测提取质量。

1.3 AFLP扩增

AFLP实验参照Vos等［16］的方法进行，并稍加改

动。200 ng基因组DNA用EcoR I和Mse I 2种内切酶双

酶切，酶切和接头连接反应同时进行，体系如下：10×

T4 DNA连接酶缓冲液，1.25 μL；ddH2O，8.4 μL；100×BSA

（10 mg/mL），0.1 μL；EcoR I接头（5 μmol/L），0.5 μL；Mse I接

头（50 μmol/L），0.5 μL；Eco RI内 切 酶（15 U/μL），0.3 μL；

Mse I内 切 酶（10 U/μL），0.25 μL；T4 DNA连 接 酶（350 U/

μL），0.2 μL；DNA模板（50 ng/μL），1 μL。PCR仪中37℃反

应8 h。连接产物稀释10倍作为预扩增体系的模板，预

扩产物稀释1 000倍作为模板进行选择性扩增。10对

选择性扩增引物序列组合见表2。DNA扩增片段经聚

丙烯酰胺凝胶电泳后按Bassam等［17］的方法银染显色。

1.4 统计与分析方法

将具有相同分子量大小的DNA片段作为1个

座位，条带不分强弱根据有无计为“1”和“0”，输入

EXCEL文档形成数据矩阵，多人多次重复读取数据

以减小误差。采用软件POPGENE1.32［18］对6个野

生鼠尾藻种群分别计算多态位点比率、Shannon’s

信息指数（I）、平均杂合度（H）、种群水平的Nei’s遗

传距离以及遗传相似系数、种群间总的遗传分化系
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数（Gst），确定种群间的遗传关系，用Mega 4.0软件［19］

根据 计 算所 得的遗传 距 离按UPGMA（Unweighted 

Pair Group Method with Arithmetic Mean）法 生 成 聚

类分析图。采用Arlequin ver.3.0［20］软件对6个群体

进行分子方差分析（AMOVA，Analysis of Molecular 

Variance），计算遗传变异来源及遗传分化系数（Fst）。

2  结果与分析

2.1 AFLP扩增结果

筛选出的10对选择性扩增引物组合形式为

E + 2/M + 3，引物组合和扩增效果见表2。共扩增出清

晰可辨的条带530条，大小分布在100～1 500 bp，其

中多态性条带417条，平均多态性比例为78.68%。多

态性比率总体分布在60.00%～92.86%，平均每对引

物组合产生53条扩增带，41.7条多态性带。产生多

态性条带比例最高的引物组合为E + AG/M + CTG，共

扩增产生42条带，其中多态性带39条，多态性检出

比率为92.86%；产生多态性比例最低的引物组合为

E + AA/M + CAC，扩增条带总数为60条，多态性带为

36条，多态性比率为60%。E + AA/M + CTG引物组合

扩增的AFLP聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱见图1，各野生

鼠尾藻种群内部以及种群之间条带差异性较高。

表2　10对引物组合在6个鼠尾藻种群中的扩增多态性
Tab. 2　Genetic polymorphism detected in 6 populations of Sargassum thunbergii using 10 pairs of primers

引物组合
Primer combination

扩增条带总数
No. of total bands

多态性带数
No. of polymorphic bands

共有带数
No. of shared bands

多态性比率 /%
Polymorphic rate

E+AA/M+CAC 60 36 24 60.00

E+AA/M+CAG 34 25 9 73.53

E+AA/M+CAT 60 49 11 81.67

E+AA/M+CCA 60 52 8 86.67

E+AA/M+CTG 66 54 12 81.82

E+AG/M+CAA 60 46 14 76.67

E+AG/M+CAG 55 41 14 74.55

E+AG/M+CAT 43 35 8 81.40

E+AG/M+CCA 50 40 10 80.00

E+AG/M+CTG 42 39 3 92.86

总数 Total 530 417 113 78.68

平均 Average 53 41.7 11.3 78.68

注：引物组合中E和M分别代表2个共同序列，其中E = GACTGCGTACCAATTC；M = GATGAGTCCTGAGTAA.

Note：In the primer combinations，E and M represent two shared sequences which are E = GACTGCGTACCAATTC and M = GATGAGTCCTGAG-

TAA，respectively.

图1　E+AA/ M+CTG引物组合对6个群体鼠尾藻样品的AFLP扩增带型
M：DL2000 marker；1-10代表来自各群体的10个个体.

Fig. 1　AFLP band patterns generated by primer combination of E+AA/M+CTG in six Sargassum thunbergii populations
M：DL2000 marker；1-10：individuals from each population.
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2.2 群体遗传多样性

由表3可以看出，6个野生鼠尾藻种群的多态

位 点比 率（PPB）分 布 在17.92%～ 92.83%之 间，其

中蓬莱种群（PL）的多态位点比率最低，为17.92%，

将军石（JJS）和董砣子（DTZ）种群多态位点比率最

高，均为92.83%。6个种群的平均杂合度（H）分布

在0.058 1～ 0.357 3之间，蓬莱种群（PL）最低，其他

5个种群差别较小，均在0.309 0～ 0.357 3之间。蓬

莱（PL）种群的Shannon’s多样性指数（I）最低，为

0.089 1，其他种群均分布在0.459 8～ 0.526 8之间，

且以将军石种群（JJS）最高。6个种群的遗传分化系

数（Gst）为0.241 8。

表3　6个鼠尾藻野生种群的遗传多态性
Tab. 3　Genetic polymorphism in six wild populations of Sargassum thunbergii

群体
Population

多态位点比率 /%
Percentage of polymorphic loci，PPB

平均杂合度
Average heterozygosity，H

Shannon’s 多样性指数
Shannon’s information index，I

石城岛 SCD 86.04 0.3276 0.4833

大长山 DCS 91.51 0.3405 0.5061

将军石 JJS 92.83 0.3573 0.5268

董砣子 DTZ 92.83 0.3485 0.5188

盐场 YC 83.77 0.3090 0.4598

蓬莱 PL 17.92 0.0581 0.0891

平均 Average 78.68 0.2902 0.4307

表4　6个鼠尾藻野生种群的遗传相似性系数（对角线上方）和遗传距离（对角线下方）
Tab. 4　Genetic identity （above diagonal） and genetic distance （below diagonal） of six wild populations of Sargassum thunbergii

种群
Population

石城岛
SCD

大长山
DCS

将军石
JJS

董砣子
DTZ

盐场
YC

蓬莱
PL

石城岛 SCD — 0.6245 0.6547 0.6396 0.5925 0.5830

大长山 DCS 0.4708 — 0.7698 0.7283 0.6623 0.5660

将军石 JJS 0.4236 0.2616 — 0.7660 0.6019 0.5623

董砣子 DTZ 0.4469 0.3170 0.2665 — 0.5792 0.5208

盐场 YC 0.5235 0.4121 0.5077 0.5460 — 0.5075

蓬莱 PL 0.6702 0.5691 0.5395 0.6525 0.6782 —

根据Nei［21］的方法计算的群体间遗传相似性系

数和遗传距离显示，将军石（JJS）和大长山（DCS）种

群间的遗传距离较近，为0.261 6，盐场（YC）和蓬莱

（PL）种群之间的遗传距离较远，为0.678 2 ；与之对

应的将军石（JJS）和大长山（DCS）的种群之间遗传

相似系数最高，为0.769 8，盐场（YC）和蓬莱（PL） 种

群之间的遗传相似系数最小，为0.507 5（表4）。 

根 据Nei’s遗 传 距 离 用UPGMA法 构 建 的6个

野生鼠尾藻种群的聚类图见图2。6个种群可以分

成两大类群，山东蓬莱（PL）鼠尾藻种群聚为一个类

群，其他大连沿海的种群聚为另一类群。在大连沿

海各种群中，将军石（JJS）、大长山（DCS）和董砣子

（DTZ）种群遗传距离较近，聚为一支；盐场（YC）种群

与上述3个种群遗传距离较远，单独聚为一支。

运 用Arlequin ver.3.0软 件 对鼠 尾 藻6个 种 群 进

行AMOVA分析（表5），结果显示大部分的遗传变异

（76.58%）存在于种群内，少部分（23.42%）存在于种群

间。遗传固定化系数Fst 为0.234 2，与遗传分化系数Gst

的值（0.241 8）接近，且基因流Nm［Nm = 0.25（1- Fst）/Fst］

为0.817 5。
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3  讨论

取样策略直接影响到群体遗传多样性分析的可

靠性。克隆生长常常导致空间遗传变异的斑块化，

可能会对植物群体遗传变异的评价造成影响［22］。

鼠尾藻具有无性繁殖的特性，因此在取样时每2个

取样位点的距离都控制在100 m以上，以保证不对

遗传变异完全相同的个体重复取样。通常认为，一

个群体内最佳的取样数要求包括95% 以上基因频

率以及大于0.05的等位基因［23］，因此在不了解某

一物种生物学特性和遗传背景的情况下，对一个群

体进行资源保护的随机取样数目可以确定在30个

左右［24］。但是由于目前鼠尾藻野生资源受到较大

的人为影响（人工采集作为经济水产养殖动物的饵

料），辽宁大连沿海资源量已经相当贫乏。在进行遗

传背景分析的同时，还对野生鼠尾藻各个群体年度

生长变化情况进行跟踪调查，期望能够对野生鼠尾

藻资源的保护提供理论和技术上的支持。从本研究

中10对引物的扩增图谱来看，每个群体都表现出一

定的特征条带和共有带，每个群体内部个体能够很

好地聚类，可以反映该群体的基本遗传关系和规律。

因此，在个体样品数量受到限制的情况下，10个个体

也能够显示出该群体的基本的遗传特征，可以用于

遗传关系分析，这在其他研究报道中也有类似的应

用 ［15 ，25-27］。

从聚类分析图（图2）可以看出，6个野生鼠尾藻

种群明显聚为两大类群，山东蓬莱（PL）种群单独聚

为一支，其他大连地区的种群聚为另一支；大连沿

海各种群中将军石（JJS）和大长山（DCS）聚为一支，

遗传距离较近，而盐场（YC）种群单独聚为另一支。

高水平的群体遗传分化可由物种的繁育系统、基因

漂变或群体间的遗传隔离等因素造成［28］。AMOVA

表5　鼠尾藻6个群体间遗传差异的分子方差分析（AMOVA）
Tab. 5　Analysis of molecular variance （AMOVA） of six populations of Sargassum thunbergii

变异来源
Source of variation

自由度
df

平方和
Sum of square

方差组分
Variance component

方差比例 /%
Percentage of variance

群体间 
Among populations 5 1 729.433 26.065 23.42

群体内 
Within population 54 4 683.000 85.241 76.58

总变异
Total variation 59 6 332.433 111.306 100.00

图2　根据Nei’s遗传距离用UPGMA法构建的6个种群的系统树
DCS为大长山种群，JJS为将军石种群，DTZ为董砣子种群，SCD为石城岛种群，YC为盐场种群，PL为蓬莱种群.

Fig. 2　UPGMA dendrogram of six wild populations of Sargassum thunbergii based on Nei’s genetic distance
DCS represents Dachangshan population，JJS represents Jiangjunshi population，DTZ represents Dongtuozi population， SCD represents Shichengdao 

population，YC represents Yanchang populatin and PL represents Penglai population.
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分析结果表明，种群内的遗传变异（76.58%）要远远

大于种群间的遗传变异（23.42%），种群间遗传分化

系数Gst 为0.241 8，与Fst 的值（0.234 2）接近。依据

Wright ［29］的观点，Fst 值超过0.15就意味着群体间

存在遗传结构上的高度分化，6个鼠尾藻种群之间

存在高水平的遗传变异，同时也反映出各种群之间

的基因流动水平较低［30］。Zhao等［12］通过RAPD和

ISSR 2种分子标记技术得出的山东沿海鼠尾藻种

群的遗传分化更是达到了57.57%和59.52%。本研

究中得出种群间的Nm = 0.817 5，Wright ［31］认为如果

Nm < 1，则说明基因流动较小，遗传漂变可以导致群

体间明显的遗传分化。山东蓬莱和大连海域的野

生鼠尾藻种群之间具有较远的地理距离，同时生长

海域环境的不同造成了基因交流的缺乏，致使两地

的鼠尾藻种群遗传距离较远。任何的遗传趋异都

不可能仅仅是由地理隔离造成的，其他因素也会影

响种群的遗传多样性和遗传结构特征，例如生活史

特征［32］，种群布局的性质，种群扩散的物理障碍［33］

以及影响其种群分布的一些环境因子（波浪、温度、

盐分）等。Steen ［34］研究了盐分对海黍子（Sargassum 

muticum）的生长和繁殖的影响，找到了其在Brackish

地区扩张受到限制的原因：海黍子生活史的早期阶

段对于盐分的要求构成了一个生理障碍，在盐分较

低的地区生长繁殖受到限制。鼠尾藻和海黍子都是

隶属于马尾藻属的大型褐藻，2种藻类的生活史和

生长繁殖对环境的要求很相似。因此，可以推论盐

场海域周围海水的高盐环境影响到了鼠尾藻种群的

生长和繁殖，进而使其遗传结构发生了较大的改变，

与其他4个大连地区的群体相比遗传变异较大。将

军石和董砣子处于渤海海域，而石城岛位于黄海海

域，海域环境的不同可能造成群体之间遗传变异较

大。因此，鼠尾藻的生殖方式、种群间基因流动过小

以及生长环境的差别可能是其种群遗传分化较大的

主要原因。

如表3所示，蓬莱种群（PL）的多态性位点比率

（PPB），平均杂合度（H），Shannon’s多样性指数（I），分

别为17.92%、0.058 1、0.089 1，均属6个种群中最低。

结合图2的聚丙烯酰胺凝胶电泳（PAGE）扩增图谱

也可以看出该种群个体间的扩增条带几乎一致，推

测该种群具有较高的发生种质退化的风险。2007

年赵凤娟［13］通过RAPD和ISSR 2种分子标记技术

对山东半岛沿海4个不同地点（青岛，荣成，威海和

烟台）采集的鼠尾藻样品，同样通过PPB、H、I 等参

数进行了遗传多样性分析，发现山东沿海4个野生

鼠尾藻种群内的遗传差异和遗传多样性较小。赵

凤娟采样的4个地点中与本实验蓬莱种群距离最近

的是烟台大秦种群，大秦种群的平均杂合度（H）为

0.135 7，Shannon’s多样性指数（I）为0.196 8，与之相

比较，本实验中蓬莱种群内个体的遗传多样性水平

明显较低。Fletcher ［35］在研究海黍子时曾认为海黍

子利用其固着器实现了营养再生使得种群内部遗传

多样性水平降低，这种因素也可能是蓬莱鼠尾藻种

群多样性较低的原因。因此，大连地区鼠尾藻养殖

产业中种菜的选择应以本地种群为主要来源，这在

今后鼠尾藻育苗及育种技术研究中均有较大的利用

价值。

对鼠尾藻资源的研究与开发尚处于起步阶段，

在养殖生产中还有许多需要解决的关键问题，种苗

规模化生产是目前鼠尾藻养殖技术的瓶颈，如何从

根本上突破这一屏障将成为科研工作者努力的方

向。本研究选用AFLP分子标记技术探讨了大连沿

海5个野生种群和山东蓬莱1个野生种群鼠尾藻的

遗传多样性，通过在分子水平上分析各野生种群内

部和种群之间的遗传分化相关指数，计算各群体间

的遗传距离及遗传相似性，生成聚类关系图谱，揭示

了6个野生鼠尾藻种群的遗传多样性，为优良品种

的开发和培育奠定了的理论基础。
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AFLP analysis of genetic diversity in six wild populations of Sargassum 
thunbergii
YI Xinhua1，2，LI Shiguo1，2，HE Ping3，HOU Hesheng1，2，WANG Limei 3

（1. College of Life Sciences ，Liaoning Normal University ，Dalian 116029，China；2. Key Laboratory of Plant Biotechnology of Liaoning 
Province ，Dalian 116029，China；3. Liaoning Ocean and Fishery Science Research Institute，Dalian 116023，China）

Abstract：Amplified fragment length polymorphism （AFLP） was used to assess the genetic diversity of five wild 

populations of Sargassum thunbergii from Dalian which were Shichengdao（SCD），Jiangjunshi（JJS），Dachangshan

（DCS），Dongtuozi（DTZ），Yanchang（YC） and a Shandong population which was Penglai（PL）. Five hundred 

and thirty loci were obtained with ten combinations of selective primers. Of these loci，417 were polymorphic，

accounting for 78.98% of the total. Analysis of molecular variance （AMOVA） revealed that a higher portion （76.58%） 

of variations existed within populations，while lower portion （23.42%） existed among populations. The Gst value 

was 0.241 8，which was consistent with Fst （0.234 2），indicating great genetic differentiation within populations. 

UPGMA dendrogram of the six populations showed they could be clustered into two major groups. One group was 

from Shandong province，and the other was from Dalian. Among the populations from Dalian，JJS and DCS were 

clustered into one group，and the coefficient of similarity between them was 0.769 8；but YC was lonely clustered 

into one group，whose coefficients of similarity with other populations were below 0.583 0. The results showed that 

there was higher genetic diversity within the six populations，but lower diversity among them，and genetic distance 

of populations was decided not only by geographical distance but also by external environmental factors such as high 

salinity and so on. The great genetic differentiation among populations may result from different reproduction forms，

little gene flow or different growth environments.［Journal of Fishery Sciences of China，2010，17（5）：922-929］
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