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摘 要：用 0PJ和 0PM两组 40条 10碱基随机引物，对中国五大湖三角帆蚌地理群体及诸暨养殖蚌进行了随
机扩增多态性 DNA（RAPD）分析，其中 12个引物的扩增结果具有丰富的群体多态性，多态率为 55. 6% ~ 80%。
群体内遗传相似度大小依次为：鄱阳湖（0. 888 9），太湖（0. 869 4），洞庭湖（0. 811 1），诸暨（0.774 6），洪泽湖
（0.734 8），巢湖（0.718 5）。依据群体间遗传距离指数及分子系统树，表明洞庭湖群体和洪泽湖群体亲缘关系
最近，鄱阳湖群体则与巢湖群体的亲缘关系最近，并且诸暨人工养殖群体与鄱阳湖和巢湖的群体比较接近。

关键词：五大湖；三角帆蚌；群体；RAPD
中图分类号：S 917 文献标识码：A

RAPD analysis on genetic diversity among the stocks of
!"rio&sis cu*in,ii from the five large lakes of China

LI Jia-le1，QIAN Rong-hua1，BA0 Bao-long1，WANG Gui-ling1，QI Niao-ding2
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Abstract：With the random amplified polymorphiC DNA（RAPD）analysis method，forty ten-base arbitrary primers
of 0PJ and 0PM groups were used to study the genetiC variability among geographiC stoCks of Hyriopsis cumingii
from the five large lakes of China：Po-yang Lake（PY），Dong-ting Lake（DT），Tai Lake（TH），Chao Lake（CH）
and Hong-ze Lake（HZ），and one Cultured stoCk from ZhuJi City（ZJ）of ZheJiang ProvinCe. The amplified results
of twelve primers showed abundant polymorphy，and the perCentage of polymorphy with eaCh primer amplified varied
55 .6% to 80% . The intra-stoCk genetiC similarity indexes ranked as PY（0 . 888 9）> TH（0 . 869 4）> DT
（0 .811 1）> ZJ（0 .774 6）> HZ（0 .734 8）> CH（0 .718 5）. Based on inter-stoCk genetiC distanCe indexes and
moleCular phylogenetiC tree，we Can ConClude that the phylogeny relation between DT and HZ stoCks is Closest，and
the Cultured stoCk from ZJ is relatively Close to the Cluster of PY and CH stoCks .
Key words：the five large lakes；Hyriopsis cumingii；stoCk；random amplified polymorphiC DNA



目前，世界珍珠产量已超过了 1 200 t，其中 95%以上是淡水珍珠，淡水珍珠 95%以上是我国生产
的，而这其中的 95%以上又是由我国的特有种三角帆蚌（Hyriopsis cumingii）育出的，因此三角帆蚌是最
主要的珍珠养殖母蚌。在珍珠产量增加的同时，养殖淡水珍珠的质量却越来越差，并且养殖三角帆蚌的

病害日益严重，筛选或选育出优良品质的三角帆蚌种质是当前亟需解决的关键问题之一。三角帆蚌自

然群体主要分布于我国的鄱阳湖、洞庭湖、太湖、巢湖和洪泽湖等湖泊及其周围河流内。国内对马氏珠

母贝等海水贝类的种质资源进行了较多的研究［1 - 3］，在淡水贝类，仅见养殖和野生三角帆蚌的遗传多样

性比较［4］，但对三角帆蚌天然种质资源的状况至今没有进行研究。本研究采用 RAPD方法［5］对五大湖
的三角帆蚌的不同群体的遗传多样性和遗传距离及群体间的亲缘关系进行了分析，为天然种质资源的

保护与合理利用提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料
五个群体的三角帆蚌于 2001年 11月至 2002年 2月分别取自潘阳湖（PY）、洞庭湖（DT）、太湖（TH）、

巢湖（CH）与洪泽湖（HZ ）五大淡水湖泊，取样地点均为离湖岸较远的深水处，一个对照的人工养殖群体
取自浙江诸暨（ZJ）。

1.2 方法
1 .2 .1 基因组 DNA 的制备
解剖活蚌，取外套膜 250 mg，用滤纸吸干水分，置于铝箔上剪碎，加入裂解缓冲液 500!L于旋涡混

合器上充分混合，置于水浴摇床上 40℃消化 38 h。基因组 DNA 抽提采用标准的酚 - 氯仿方法［6］。
1 .2%琼脂糖凝胶电泳检测。紫外分光光度计定量和检测 DNA浓度和纯度。
1 .2 .2 RAPD
采用 40条 10碱基随机引物（0peron公司）分别对五大湖三角帆蚌天然群体和一个人工养殖群体的

15 ~ 20个基因组 DNA样本进行 PCR扩增。扩增反应体系 25!L，包括 10 mmol / L Tris-HCl（pH 8. 3）、50
mmol / L KCl、2 mmol / L MgCl2、0 .1 mmol / L dNTP、0 .1 mmol / L随机引物、25 ng基因组 DNA、1U Taq DNA聚
合酶。扩增程序为：94℃预变性 5 min；94℃变性 45 s，36℃退火 45 s，72℃延伸 90 s，共 45个循环；72℃延
伸 10 min。1 .2%的琼脂糖凝胶电泳检测，FR - 200凝胶成像系统中成像。
1 .2 .3 数据处理
群体内遗传距离（P）根据 Nei等［7］的公式计算：F = ｛∑［2Nxy /（Nx + Ny）］｝/ n，P = 1 - F。其

中，F 为遗传相似率（共享度），Nxy为两个体间的共享带数，Nx 和 Ny 分别为个体 X，Y 的扩增带数，n 为
个体间两两比较配对数，P 为遗传距离。
群体间遗传距离（D）根据 LynCh［8］的计算方法计算。D = - ln 5，5 = Jxy /（ JxJy）1 /2，其中 Jx、Jy 和

Jxy分别为所有位点上 jx、jy 和 jxy的算术平均值。 jx = ∑Xi，jy =∑Yi，jxy =∑XiYi。Xi，Yi 分别为群体 X，

Y 中第 i 个等位基因的频率。
应用 PHYLIP 3.5C软件包中的“UPGMA”和“NJ”程序构建 6个群体的聚类关系图。

2 结果

2.1 RAPD扩增结果
用 40个随机引物对五个群体及一个人工群体进行扫描，筛选出 12个引物可产生稳定清晰的扩增

带。用这 12个引物进行扩增，每个引物的扩增带数为 7 ~ 13条，扩增片段大小为 0 . 25 ~ 3. 0 kb，多态率
为 55 .6% ~ 80%。表明所采用的 12个引物能扩增出足够数量的条带，可以充分区分群体以及反映群体
内的遗传多态性。表 1列出了随机引物序列及其扩增结果。图 1为部分引物的扩增图谱。
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表 1 随机引物序列及其扩增结果
Tab.1 Sequences of random primers and their amplified results

引物号 引物序列（5’-3’） G，C含量 扩增总带数 可变条带数 多态百分率

0PJ01 CCCGGCATAA 0.6 11 7 63 .6%
0PJ03 TCTCCGCTTG 0.6 9 6 66 .7%
0PJ12 GTCCCGTGGT 0.7 9 5 55 .6%
0PJ17 ACGCCAGTTC 0.6 8 6 75 .0%
0PJ19 GGACACCACT 0.6 8 5 62 .5%
0PM03 GGGGGATGAG 0.8 7 4 57 .1%
0PM04 GGCGGTTGTC 0.7 13 10 76 .9%
0PM09 GTCTTGCGGA 0.6 8 6 75 .0%
0PM10 TCTGGCGCAC 0.7 7 5 71 .4%
0PM17 TCAGTCCGGG 0.7 10 8 80 .0%
0PM18 CACCATCCGT 0.6 9 6 66 .7%
0PM20 AGGTCTTGGG 0.6 12 9 75 .0%
合计 0.65 111 86 77 .5%

图 1 引物 0PM17（A）和引物 0PM4（B）对三角帆蚌不同群体的扩增图谱
Fig.1 RAPD patters of different stoCks of random primers 0PM17（A）and 0PM4（B）

A：M为 marker DL 2000，1 ~ 3为 PY群体，4 ~ 6为 DT群体，7 ~ 9为 TH群体，

10 ~ 12为 CH群体，13 ~ 14为 HZ群体，15 ~ 16为 ZJ群体；

B：M为 marker DL 2000，1 ~ 7为 BY群体，8 ~ 13为 CH群体，14为 ZJ群体的扩增结果

2.2 扩增片段遗传相似度和遗传距离指数
对扩增片段在个体间与群体间进行 RAPDs统计，得出群体内和群体间的遗传相似度与遗传距离指

数（表 2）。群体内遗传相似度大小依次为：鄱阳湖（0 . 888 9），太湖（0 . 869 4），洞庭湖（0 . 811 1），诸暨
（0 .774 6），洪泽湖（0 .734 8），巢湖（0 .718 5）。群体间，鄱阳湖与诸暨群体的遗传相似度最大（0 . 873 8），
遗传距离最小（0 .126 2），而洞庭湖与太湖群体的遗传相似度最小（0 .683 0），遗传距离最大（0 .317 0）。

表 2 三角帆蚌群体内和群体间的遗传相似度与遗传距离
Tab.2 Intra-and inter-stock genetic similarity inde=es and genetic distances of !"rio&sis cu*in,ii

群体名称 PY DT TH CH HZ ZJ

PY 0.888 9 0.766 7 0 .847 4 0 .767 7 0 .822 8 0 .873 8
DT 0.233 3 0 .811 1 0 .683 0 0 .777 4 0 .761 6 0 .746 8
TH 0.152 6 0.317 0 0 .869 4 0 .703 3 0 .771 2 0 .842 1
CH 0.232 3 0.222 6 0 .296 7 0 .718 5 0 .783 2 0 .743 3
HZ 0.177 2 0.238 4 0 .228 8 0 .216 8 0 .734 8 0 .830 8
ZJ 0 .126 2 0 .253 2 0 .157 9 0 .256 7 0 .169 2 0 .774 6

注：右上方矩阵数字表示群体间遗传相似度，左下方矩阵数字表示群体间遗传距离，中间对角线数字表示群体内遗传相似度
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2.3 聚类分析
根据 6个三角帆蚌群体间的遗传距离指数，应用 UPGMA和 NJ两种方法构建分子系统树，见图 2与

图 3。不同的两种方法构建的系统树都清楚地表明了洞庭湖（DT）和洪泽湖（HZ）群体亲缘关系最近，鄱
阳湖（PY）群体则与巢湖（CH）群体的亲缘关系最近，并且诸暨（ZJ）的人工养殖群体与鄱阳湖（PY）则和巢
湖（CH）群体比较接近。两分子系统树略有不同的是太湖（TH）群体分支距离不一样。

图 2 UPGMA法构建的 6群体三角帆蚌分子系统树
Fig.2 MoleCular phylogenetiC tree ConstruCted by the UPGMA

method for six stoCks of Hyriopsis cumingii

图 3 NJ法构建的 6群体三角帆蚌分子系统树
Fig.3 MoleCular phylogenetiC tree ConstruCted by the NJ

method for six stoCks of Hyriopsis cumingii

3 讨论

三角帆蚌是一种运动非常缓慢的淡水贝类，除钩介幼虫期附着在鱼体上有较远的迁徙外，它的活动

范围非常有限。由于不同的地理与生态条件，使三角帆蚌在不同水域形成了遗传性能上互有差别的地

理隔离群体。6群体内的遗传相似度为 0 .718 5 ~ 0. 888 9，以鄱阳湖群体遗传相似度（0 . 888 9）最大，其
次为太湖、洞庭湖群体，说明这三个群体内个体间的差异较少，纯度较高，遗传多样性较低，这可能与这

些水体面积大，环境比较稳定有关。而洪泽湖群体与巢湖群体的遗传相似度较低，个体间差异大，遗传

多样性较高，这可能与巢湖与洪泽湖的面积相对较少，环境不稳定有关；历史上这两个湖泊曾出现过大

面积干涸现象。从我们生长试验的结果来看［9］，又以鄱阳湖群体的生长最快，洪泽湖群体生长最慢，可

能与这些湖的三角帆蚌纯度越高、有利于生长的基因越丰富有关。五大湖三角帆蚌生长性能与群体内

遗传变异度是否存在某种程度的相关性还有待进一步研究。

群体间的遗传相似度与遗传距离指数能反映群体间的亲缘关系。本研究中，五大湖三角帆蚌群体

间遗传相似度为 0 .683 0 ~ 0.873 8，表明我国五大湖三角帆蚌的变异水平较高，遗传多样性较丰富。鄱
阳湖与巢湖两群体的亲缘关系较近，可能是因为鄱阳湖与巢湖地理位置相隔较近的缘故。洪泽湖群体

与除洞庭湖群体以外其它群体亲缘关系相对较远，因洪泽湖属于淮河水系，其它群体均属于长江水系，

其地理位置相隔较远有关，这与五大湖形态学研究结果相似［10］。洪泽湖群体与洞庭湖群体的亲缘关系

较近，这是否与洪泽湖干枯后洞庭湖等养殖群体进入有关还需要进一步研究。在群体间遗传距离的研

究结果可以看到，诸暨蚌与五大湖群体的遗传距离相对于五大湖群体间要少，以鄱阳湖与诸暨的遗传距

离最小（0 .126 2），而诸暨与鄱阳湖、诸暨与巢湖两群体的亲缘关系相对与其它群体要近，这是因为本实
验选用的诸暨当地三角帆蚌是鄱阳湖和巢湖群体杂交繁殖的后代。诸暨人工养殖群体的生长不及鄱阳

湖群体的结果表明，目前该场人工养殖的三角帆蚌品种已经退化，需要更新。

三角帆蚌是我国现有最主要的淡水育珠蚌，是我国特有种。本次研究表明，我国五大湖三角帆蚌具

有一定的遗传变异潜力，说明它们存在着一定的遗传多样性。三角帆蚌遗传多样性是其资源保护和良

种选育的基础。在人工育苗过程中，应采取增大有效繁殖群体等措施，防止近交衰退、遗传瓶颈和遗传

漂变。我国于 1994年建立了东洞庭国家级自然保护区，在这个保护区内有三角帆蚌资源，要加强对这
个保护区内的三角帆蚌种质资源的保护；同时，考虑到三角帆蚌种质的特殊性，建议建立洞庭湖、鄱阳湖

等三角帆蚌保护区，以保护我国特有的具有重要经济价值的三角帆蚌优良种质的遗传多样性。
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关于成立中国水产学会鱼病研究会华东鱼类健康促进会的

倡 议 书

华东地区拥有丰富的水产养殖资源，养殖面积广阔、养殖品种繁多，无论是养殖产量、还是养殖技术

在我国占有重要地位；同时该地区既有密集的水产高校与科研院所，还拥有众多的渔药、饲料生产企业，

对推动我国水产养殖业的发展起着积极作用。

然而随着水产养殖业的迅猛发展，水产动物病害频繁发生，已成为制约水产养殖业发展的瓶颈，这

也给鱼病学研究工作者提出了新的挑战。为了更有效、更有针对性地做好华东地区水产养殖动物病害

产、学、研工作，更紧密地加强华东地区企业、生产单位和科研院所的联系和合作，更好地为华东地区渔

业生产服务，华东地区上海水产大学等 20余家单位于 2004年 12月 26日在福建省福州市聚集，对筹备
成立中国水产学会鱼病研究会华东鱼类健康促进会进行了讨论，大家取得一致意见，倡议在 2005年 10
月中国水产学会鱼病学专业委员会第六次会员代表大会暨国际学术讨论会在上海召开之际，成立中国

水产学会鱼病研究会华东鱼类健康促进分会，形成辐射华东地区的联系网络和合作平台，进一步加强华

东地区广大鱼病学工作者的信息交流和技术合作，提高华东地区鱼病控制技术水平。
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