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我国近海中国对虾种群遗传差异的RAPD分析
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摘 要应用随机扩增多企DNA(fu哑0)技术对取自我国近海烟台、长岛、青岛、?波等4个地方的却只中国

对虾进行f种群内和l种群间遗传差异分析们 在使用的50个随初L;I物中，有9个;1物扩增出条带清晰的多志

性片段P 烟台、长岛、青岛、宁波等4个地理种群内的遗传胆离分别为0.0154，0.0370，0刷62、0回到，种群之

间的遗传距离分别为O.tr793，0. J139，O 回88，0.1485，0.08田、0.12剧。CPGMA和旧?去构建的种群间分F系统

树基本 致，结果表明不同地纯种群之l再存在一定程度的遗传差异

关键词中国对虾，随机扩增多态DNA;种群，遗传差异
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Population genetic variation of Chinese shrimp Penaeus chinensis 

along the coast of China assessed by random 

amplified polymorphic DNA (RAPD ) 

。IU Gtlωfengl， CHA;'{G Lin-rui2 
(1. Fi!.如ries Coll惯， SFU，岛删掉αi 2(刚刚J，刷刷2.1Je. 刷刷4品，1(Jgy， YIl毗u T""，川阴cmz臂， y，νum施4025， China) 

Abstract， R创时ωm amplified polymorphic DNA ( RAP D )  markers we陀 U旧i to detected 4 populatiol1S genetic 
variatioll of 20 Chinese shril叩s (Penae旧d阳旧臼) along the coast o f 仙阻， 5 fmm each of叩'pl自由啡t off 
Yantai， C】angdao， Qingdao， and also for 5 ind ivi duals from a cu\1urcd s剧】ple col1啊ted off Ningbo. 9 primers 

&附n from 50 r百ndom prirne如generated 54 H.APD bands， among which 36 wc陀 varied. The intra 阴阳latiOll
geneti(' di崎anf四川ιng th08e 4 populations (Yantai， Ch刷刷刷， Qingd剖， Ningbo) we陀0.0154，0.0370，。但缸，

0.0550， respectively. The inter-population gcne ti c distanees剧lon，(!; them \\册0.0793，0.1139，0.0988，0.1485，

0.0880，0.1260， respectively. Molecular p hyl ogenetic tret> eonstruded by Uf'G.MA and NJ method su且明ted that 
lhpre we陀somegenetJc vanatlOn amo吨 diffe ren t gr吨raphic pop ul ation 

Key wor由民刷刷s chinensis; random amplifi叫pol阳"吨hicDNA;阳pulalion; genetic va riation 

RAPD 技术 ，即随机扩增多态DNA( Random Amplified Polymorphie D�A)技本，是Williams 等['1和Welsh
等l'l两个研究小姐在民R 技术的 基础上同时发展起来的 ，用于检测基剧组 DNA$态性。 由于该技术采
用的 引物为一系列101p随机排列的 事最核昔酸单引物，通过 PCR扩增后，便可获得多在DNA片段
(RA凹圳，检测多态性的 范围可覆盖整个基因组，具有 简便、快速、灵敏的优点 ，己被广泛应用于群体遗
传学、分类学以及进化生物学等研究。 在对虾粪， Garcia相Renúe)]首次对斑节对虾( Penaeu.s morw由，)
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的亲本和子代基因组DNA 进行了 RAPD 分析，证实了RAPo.符合孟德尔 遗传规律，国内宋林生等['1利
用该技术分析了六 种海产虾的种间遗传差异及演化关旱，不同 地理 群体的虾类种内遗传差异的RAPD
分析在国内外均不见报道。 本研究对我 国近海三个不同 海区中国对虾群体遗传差异进行了RAPD 分
析，可为中国对虾的种质资源保护、群体遗传研究提供 分子遗传学基础。

1 材料与方法

1.1 样品采集

中国对虾(p，刷刷chine5i.s)标本r1997年4-5月 分别来自烟台(YT) 长岛(CD)、青岛(QD)、宁波
(NB) ，所有活体 标本浸泡于四呢阳l困%的酒精中于 4'1:昨箱保存备用。

1.2 总DNA提取

随机 选取烟台、长岛、青岛、7波的 对虾际本各 5只，进行且DNA 提取，剪取每只对虾腹部肌肉约
1∞mg ，切成碎片，研磨至盼革状.用青蛋白酶K 的裂解液( IOmMTris -HCl、pH 8.0，2mMEI町A，I%5DS)于
37'1:消化过夜。 次日 分别以饱 和醋、饱 租酣/异戊醇/氧仿 (25/24/1)、氧仿/异戊醇(24/1)提取、纯化a
DNA，随后以1回%冰L醇(-20'1:)沉淀DNA，T燥后溶于 TE中，置4'1:昨箱保存备用

1.3 PCR扩增

用r PCR基因扩增的随机引物(lObp)共50个(51- 550)，购自k悔生E生物工程有 限公司，使用华
美生物工程公司哇产的配 R 扩增仪，反应总体积为25，tl" 其中包括2.5μLlO x ßuffer ( lOOn耐Tris→HCI，
pH 8.3 .30MmMgCh ，500mMKCl) 2. 5r-tL dNTP ( 2，LM) ，2.5尸I号l物(5/..tM)，ltLLTaq DNA果台酶。 1μL模板
DNA，补足灭菌双若水引终体矶，)1;上滴加2滴消毒打蜡泊，扩增反应程序如下 94吨:预变俨f::.lmin后;
94'1:'变性曲sec，50"C复性60回'c，72"Ci剧中9Os!"('，共运作35个循环， 最后一个循环结束后再延伸5minü
PC R 扩增产物上样平1.4%琼脂搪凝肢(肯澳化乙链0.5"WmL)电棒， I紫外灯下检测、拍照。

1.4 数据处理

根据Nei和1 U:51的公式[F = 2Nxy/(  Nx + :'\Jy) ] iI算个体间的 RAPDs 相似系数F(Nxy )电个体 X 相个体
Y 共有的 DNA扩增片段散，Nx 、Ny仕别血样本X、样本Y 各自的 IlNA ;R带散，然盯根据Lyneh�6的公式
[5= 1 + Sij-1/2(Si +句r计算 种群间的 相似革数S (Sij为种群 l初 种群J间所有配时于体 间相似旱散的
平均值。5;、Sj 分别为种群1何 种群 j 内 所有个体归l相似革数的 平均值)，种群闭的遗传距离(D)画过公式
D= 1 - S计算。 最后采用:vIEG.!\)]软件中的非加权组平均法( Un附悼tetl. Pair Group �elhod Using 
Arithmatic AveraW". UPGMA)和 NJ(:\l"eibour- Joind法进行罪类分析，陶建罪英关系树。

2 结果

2.1 不同地理种群中国对虾RAPD指纹图i昔特征

本研究果用50个lObp随机引物对取自烟台、长岛、青岛相 宁波等4个不同 海区的 20只巾国对虾进
行了 RAPD 分析，共筛选出9个随机引物能扩增由是带较为清晰的事态DNA 片段(lVlPD时，检测到

RAPo.数目告讨54条 ，其中36条显现出多态性(表1)，多态百 分率为66.7%。 单 引物扩增的民APD，
数目在4-71民之间，R!\PDs 的分于量大小在Z曲同23∞bp 之间c 各 地理种群平均每一引物扩增的是带
数为 烟台4 ∞，K岛3.89，青岛3.59，宁波4.11. 图l显示了S24、咀5 、S42、S43引物扩增的不同 种群中
国对虾的 R'凹)图谱。

2.2 种群内与种群间的遗传相似系数反遗传距离

通过统计各 种群20只个体同共有 的RAPDs，计算得到 种群内 和种群间的遗传相似革数和遗传距
离。 如表2 所示，种群内 的遗传相似革数(0.9450-0.9制ó)明显大于 种群间的遗传相似革数(0.8515-



能够扩增出中面对虾种群DNA多态性条带的随机召l物序列E英扩增的，提带数

""'om ，姻酬md酬;æp由即叫翩翩翩划也em皿曲r of aJ鸣曲" ... ""'"世cDNA fragme瞄
d严再puJatiODS in口量皿置边E切可p P. chinensis 

中 小同种群扩峭的条带数

烟台 长岛 青岛 宁波

3 4 2 6 

4 5 3 2 
3 4 0 4 

5 5 5 5 

3 4 3 2 

7 5 7 5 

4 2 5 3 

3 3 4 5 

4 3 4 5 

36 35 33 37 

4∞ 389 356 4.11 
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用，1物旦4(A)、哈巴(B) ，S42( C)、S43(D)扩增的不同种群中国对虾的民世D图谱

忧Al'l、阳l怡盯lS of different populations of P. chineruis u副吨pnπ舵"

S24(剖，但5(8)， S42(C)，缸d 543(D) 

(A)、(C) ，(υ): 1-2，长岛，3 - 4烟台，5-6，青岛7 -9，于谈;{ß):l，阴性对照，2-3，长岛，4- 5， j烟台，6-7，青岛8-9宁
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0.9207) ，即种群间的遗传差异大于种群内 的
遗传差异。 导其它种群相比，青岛种群内 的
遗传变异程度较大，其次是宁波种群，而烟台
和长岛吱群内 的 变异度较小 烟台与长岛、
青岛、宁披种 群 间 的 遗 传 距离分别为 o
0793、0.1139、0.08阻，长岛与青岛、宁波种群
间的遗传距离为0.1 485、0.0988，青岛与宁波
种群间的遗传距离J] 0.12曲υ

2.3 分子系统树

根据种群间遗传距离应用UPGMA和 NJ法构建的分子系统结果 致(图2，3) c 烟台与长岛种群遗
传关系较近， 首先聚在 起，其次是宁波租青岛种群。

褒2 中国时虾种群内和种群闹的遗传相似系数/遗传距离
T由2 In缸'细菌，;，血泪庐萨明.晒m仕坷-""""电/伊四c

'""皿α!s of P. chinensis 

烟台 长岛 青岛 宁波

烟台 0锦46心.01到

民岛 。但07/0.07 93 0.9630.础.037 0

青岛 0.8861 /0.1139 0.8515/0.1 485 0.9538/0例62

宁披 0 .91 却'10佣剧 O.901VOω88 0，87 40旷0.1 260 0.945010.0550 

c卫
娴台

再

放

岛

长

宁

肯 二E
烟台

长岛

J放

青岛

回2 应用UPG忧也法构建的分子系统树 图 3 应用民J法构建的分子系统树

Fig.3 Mole('ular phylogene协r lree constru耐

1"也e NJ method 

Fig.2 MoJ叫ar phyI啡nelÌc tree constructed 

hv the UPGMA method 

3 t才ìi:

20世纪70年代以来，置白质、间工酶等吁:他遗传怀记技术在鱼类 、贝类、虾类种群遗传结构研究中
得到广泛应用[8 11]。 IJestdl21院用同I酶电泳技术研究丁美同理四哥湾褐对虾、自对虾和桃红对虾 3
种不同种群的遗传结构，Mullev和Latter [U]则用同样的技术分析了 澳大利亚户的 6种新时虾和 7种对虾
的种群遗传结构，但结果均发现对虾种群遗传杂合度较低，用同工酶等生化标记较难把不同种群区分开
来。

随着分子生物学技本的发展，以阳回(限制性Jl段长度事志性)为代在的第 代分子标记技术，使
遗传变异的检测从传统 的 基因产物(蛋白质等)Jj(平发展到直接检测DNA序列本身，;Æ敏度极高，但由
于RF1P技'"戚本昂贵，通常帘要同位素标记的DNA 探针，操作较复杂，需经Soutl阳1印迹和分子杂交
等过程，因此对于目前分f遗传背景不清且无DNA探针可言的中同对虾要建立种群分子标记，盯LP技
术的 应用受到很大的限制，且费时费力，因此本研究选用新 代分于标记技术 RAPD 技术，不仅具
有 RFLP的优点，而且随机引物容昂获得(市上 可购)，方法简便迅速、 勿需使用同位章，省去了分子杂交
过程，适于进行更为 「泛的遗传妻在性分析，本研究结果表明，RAPD技术对于缺王DNA探针及杂合度
低的 对虾�特别适用。

应用UPGMA 和 NJ 法进行栗类分析，构建的分于系统树基本 致(图2，3)，结果显示，我国近海不
同海区中国对虾种群仔在一定再度遗传分化，取自3个不同海K的 4个地方的样品可分为3个组，与且
样品来惊的 3个悔区恰好相对应，取自渤海同 一海K烟台、长岛两个不同地方样品之间的遗传距离较
小，首先罩在一组，其次分别是东海海区的 宁波种群和茧海海区的青岛种群。 从地理 位置来看，渤海与
黄悔相毗邻，而与东海相隔较远，因此，在理论上渤海种群与黄海种群遗传关系应该较近，而与京海种群
较远，但本研究结果却与之相反，主要是由于东海的 中国对虾自然分布较少，大多为人工放流后形成的
群体 ， 即来源于渤海或黄海， 用于本研究的 宁波样品为 养殖种类，其亲本虽然岛东海近海的海捕虾，但其
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来源可能系从渤海海区通过人工移植主东海形成的群体后代，从阶I出现地理位置远的种群之间遗传关
系反而较近的 现象，这一研究结果与我们以前应用线粒体 DNA165 rHNA基因序列事态性分析的 结果相
一致。[14:

句 中国对虾是我国特有的 珍贵海洋生物资源， 在生理、牛化、繁殖、 养殖和倍性育种等厅面研究均取得
了很大进展，但时其种群遗传结构和系统演化等研究尚平见ο 近年来由于人为的 过度捕捞、海伴生态环
境的 严重污染以且对虾流行疾病的蔓延，使得中国时虾资源面临种质在退的危阶c 本耐究结果表明，我
国近海不同海区中国对虾种群间的遗传相似率较大(80%以t)，如果人为的 过度捕捞初生态环壤的污
染得不到11效控制， 势必造成种群数量的下降，从而导致遗传多样性的进一步下降乃'E丧失，另 方面
也提醒我们在将来的 中国时虾选择良种过程 中 ，选择的 有放群体 数量必须足够大， 避免遗传种质退化，
同时可利用分于标记进行优良性状的选择，因此，研究种群分于标记，对于选择培育中国对虾优良养殖
品果均具有重要意义。

实验祥品采集得到青岛海洋大学水产学院董双林教授、卢教让溥士，烟台市水产学校韩茂森副教授，宁波大学水产

学院徐善良老师的大力支持和协助，本校生物拔术专业1995级本科生徐巧婷、万雄英参加部分实验工作，谨致谢忱η
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