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摘 要:运F月用I.J P陀〉吧口CαR}方方].丁I法去，扩扩-增罗氏 I沼召削i虾(吁F罔纠缅币 f伺闯原和利种l' F叽I 1代飞、「广」西选育1群洋体和和l江;苏自耳:养殖群{体木的线粒{体木 DNAJ七仁7二-的细胞

色素氧化i酶Nû蚂{每HωCy阳t(ωO时川lclm

性片段长!度主多态(I卧祉祉咛飞'LP刊)分析 O 三个群体共发现 2 个多态位点， II 种酶切图谐， 3 种基因型。三群体的多态座

位比例、平均杂合度和基因型多样性指数分别为:缅甸原种 F， 22.2% 、 0.0556 、 0.0472 ，广西选育群体 22.2% 、

O.ω∞、0.0398 ，江苏养殖附体 1 1. 1% 、O 创 06 和10.0083 ，有{体问遗传差异未见显著。根据群体问 iiE 传距离构

建 UPGMA 聚类关系|主1 ，显示广四选育群体和江苏养殖群体间的遗传关系较近，而与原利， F，群体的遗传关系

较远。

关键词:罗氏泪虾 ; CO/ 基因;限制性片段长度多态;遗传多样性

中图分类号 :S 917 文献标识码 :A

The genetic diversity of COI gene in mitochondrial DNA 
of three populations of Macrobrachium rosenbergii 
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Absírací: With the method of PCR , the Cytochrome oxidase subunit 1 ( COI) gene is amplified to investigate the 

genelic diversity and genenlic difference of lhl恍 populalions o[ Mαcrolmαchium rosenbergii , including F, of wild 

population from BUlma , breeding population from Guangxi local faJm and cultured populalion from Jiangsu Province , 

10 er咄mu(丁leases ( Apa 1, Ac协刃， Fnu4hI , BsifI , Bsr 1 ，仲址 ， HphI , FokI , BαnI ， n叫 1) are appl阳1 to digesl lhe 

PCR products of Cο1 gene [rom 30 samples , 10 samples per population. The digesled DNA fragments are shown with 

3 % agrose gel. The eleclrophoresis palterns indicate that in Cο1 gene , these three populations have 2 polymorphic 

loci , 11 kinds of endonucelease patlerns ano 3 kinds of genotypes. The proportion of polymorphic loci , mean 

helerozygosily , genolype divel写ily respeclively are: 22.2 % ,0.055 6 and 0.047 2 in F , of wild population; 22.2 % , 

0.0400 and 0.039 8 in breeding population; 门 .10毛， 0.010 6 and 0.008 3 in cultllred populalion , which shows 

thal F, of wild populalion and breeding populalion have higher genelic <liversily lhan cll1tureo poplllation , while 

geneli c: di f"/erence among lhese lhree populalion约 1 日 nol signifi(四II by l-l制1 (尸> 0.10). The UPGMA clllsl日nng

收稿日期 2(阳-05- 川

基金项目川、|叫利，、'j: JI~~):J!Íi 门(十|俨1 J,t 0342006 - 1 ) 

作者简介:十元'引川 (1969- )，~J，i叫川川川人， 1 '，'11 ， ì'皮从，);: /1<.1""1 物技术 J .j ;ill1~:({ 非 l' 力 1M 的 iiJ f'J'~ 1-:-，川



2 !闪 十元学 rljj等 ;三个群体罗氏H刊fr线粒体 COI 基];1斗的遗传多样性分析 145 

phenogrml1 indicates thaL the breeding population from Guangxi has a closer relationship with cultured population 

from Jiangsu than that with F, of wild population fi"Om BLlIma , and to some degree reveals the eflectiveness and 

limitation of artifìcial breeding in M，αcrobrachillm rosenbergii . 

Key words: Macrobrachiul7l rosenbergii; COl gene; RFLP; genetic diversity 

罗氏沼虾(Mαcrobrachillm rosenberg川是目前国内主要的谈水养殖虾类品种，在水产养殖结构中占有

重要地位。自从二十世纪 70 年代从日本引进我国以来，经过近 30 年的人工养殖，种质表退现象比较明

显。主要表现在生长速度减慢，抗病力差，性成熟提前，个体变小。可以说种质问题己成为制约罗氏沼

虾养殖业持续健康发展的瓶颈。有鉴于此，我们开展了罗氏沼虾的良种选育，一方面利用国内现有养殖

群体开展人工选育和l提纯复壮，另一方面引进缅甸罗氏沼虾原种子一代，进行杂交选育。本文对罗氏沼

虾原种 F， 1~ 、广西选育群体和江苏养殖群体进行线粒体 DNA 上 COl 基因限制性酶切多态位点分析，目

的是了解它们的遗传现状及其遗传差异，为更好地进行罗氏沼虾良种选育提供指导。目前国内钊对罗

氏沼虾群体遗传变异和和1 1质的研究较少，甘西等"]进行了国内养殖群体的 RAPD 遗传多样性研究;李明

云等l1]进行了缅甸自然群体和浙江养殖群体的 RAPD 遗传分析，张海琪等[3J 用同工酶进行了缅甸自然

群体和l浙江养殖群体的生化遗传变异研究。本文应用 PCR-RFLP 方法对罗氏沼虾种群遗传多样性进行

了研究 O

l 材料与方法

1. 1 样本来源和采集

缅甸原种 F， (称 MDP) :2004 年 7 月采 ]~I 广西水产研究所那马中试基地。来自浙江省南太湖淡水水

产和1 1业有限公司从缅甸引进的原种罗氏沼虾繁殖的子一代虾苗，在该所那马中试基地养成。|随机采样

30 尾，活体取肌肉 3 - 5 g，立即 i东存于- 20 oC 冰箱。

江苏养殖群体(称 JSP) :2004 年 8 月采自苏州市水产养殖场内塘分场。由江苏本地亲虾繁殖的后

代养成。|随机采样 30 尾，活体取肌肉 3-5 g ， 959毛酒精固定，苗'温保存。

广西选育群体(称 GXP) :2004 年 7 月采白 f 四水产研究所那马中试基地。是以广西木地养殖的罗

氏沼虾为亲本材料人工应育的第二代。|随机采样 50 尾，活体取肌肉 3 - 5 g，立即冻存于- 20 oC 冰箱。

1. 2 试剂和药品

10 种限制性内切酶 ApaI 、 Acc65I 、 F川4hl 、 Bs旷I 、 Bsrl 、仲nT 、均'Jh T 、 Fokl 、 Bα川、 Ta(j T 购白纽英伦 (New

Englancl Bio-Lab)公 iîJ ， Taq 阴、4 利I clNTPs 和 Marker( GeneRule/M 1 00 bp DNA Ladder Plus)购自大连宝生物

(Takara) 公一叶， PCH 引物r:tlr.海牛一[(Sangon)什成。其它试剂均为国产分析纯。

1. 3 试验方法

总 DNA 1]t]捉:句个群体|姐机1& 16 个虾的样品， ~R肌肉 0.1-0.2 g，剪畔，振均匀浆，月1 含主旨在l 陶 K

I'I~裂 ro~~液 (10 mmollL Tris-HCI , pH 8.0 、 1 mmollLEDTA , pH 8.0 、 1 %SDS) ,55 OC 泊化过皮。然后用 Tri吕【t包

不"盼、氯仙/异戊胖 (24: 1)提取、纯化 DNA ， JIJ - 20 oC 怜冻的jë ;j(乙 l'mJC淀 DNA ，自然 r燥，府解于 30 -

50 fLL 灭的巾IH10 '1 1 ,4 oC保存备用"

PCR 扩 JiltI 手"扩 Jri"r /，:物鉴定:在 PTC - 10Úl'M PCI{ 仪 ill 行 cοI 1;~ 1)，1 扩增门 i) 1 物序列为: PI: 5' - ATI' 

CTC ACT GCC CAC CCA T I'; P2: 5' - TCT TGG TAC AGG ATC GGG TCc反 hìi休系成份为:总 DNA 2 flL , 

10 x PC I{ huffi:汀.( MgCI1)2. 5 fLL , dNTPs I fLL , 1) 1 物各 0.5 fLL , TIlI/I响。 .2 fLL( I U) ， JJII 欠的 ddH20 至总体积 25

fLL , J5Z. hÌJ: 条1'1' J-J : 94 oC flJi世~I: 5 min , 1 个循环 ;94 0C变 '~/I: 30 日， 57 oCill 火 30 鸣， 72 oC延 1'1' 60 日， 30 个循环;

72 0(; 们延 1'1 1 10 lIl in , 1 个侃.0;扩Jrr~~r /': ~却不1: 1 %.o;OJl1:fJ，'日坑:J民 1'.;业 1 j'I l.!， M(!在右， TBE 缓 ì'll 液， 1 l.!， Jk4-5 V/ 

c肌



146 I~. 海水产大学 ~y: 报 15 卷

扩增产物限制性酶切及酶切产物电泳:每个群体取 10 个样本的 PCR 产物进行酶切和电泳。限制

性酶切反应使用厂家提供的缓冲液及推荐的反应体系和反应条件。酶切产物在 2.5%或 3% 的琼脂糖

平板凝胶上电泳，TBE 缓冲液，电压 5 - 6 V/cm ， 电泳时间视不同酶类， 1 h 左右不等， EB 染色，紫外灯下

观察， Bio-Rad 凝)庭成像系统拍照。

l. 4 数据分析和处理
用于母如 A 、 B 、 C 等命名内切酶的酶谱，由所有内切酶的酶谱构成样本的基因型。群体的基因型多

样性指数用种群遗传分析软件 Arlequin ver 2 .∞o 计算 [4 ， 5J 。

一个群体的基因变异用多态座位比例 (P) 和|每个座位的平均杂合度( H)来度量。 P= 多态座位数/

总座位数 ， H= 二~ (1 -二~X;2)1 n ， 其中 :X 为等位基因 L 的频率 ， n 为所测定的座位总数。

群体间的基因变异用遗传距离( D)来度量，采用 Nei[6J公式 ， D = -InJ , J = ~Xi艺 I( 二~X?忖 )l/2 ，

其中 :Xi 为群体 X 第 1 个等位基因的频率，氏为群体 Y 第 L 个等位基因的频率。根据计算出的遗传距

离，用 Clustal V 软件的 UPGMA 程序构建群体聚类分析图 O

2 结果

2.1 COI 基因的 PCR 扩增结果

在所有取样的三个群体共 30 个样品中，都扩增

到了单一语带的 α)J 基因片段，片段长度约为 536

bp，带型清晰，重复性好。取 1 1:分 PCR 产物送往

Takara 公司测序，经比较，序列结果与GenBank 上公 500bp 4昏-536bp

布的罗氏沼虾 COJ 基因序列(序列号: AF614578) 同

1m、性达 98%。说明扩增结果正确。 COJ 基因的琼脂

糖电泳图谱见图 10

2.2 罗氏沼虾三群体的遗传多样性

用 10 种限制酶 ApaI 、 Acc651 、 Fnu4hI 、 BsrfI 、

BsrI 、 KpnI 、 f斗'JhI 、 Fokl 、 Bα川、 TαqI 对罗氏沼虾缅甸

原示l' F，、广西选育群体和江苏养殖群体的共 30 尾虾

的 CοJ:基因产物进行酶切电泳。其中，峙hI 酶没有

切点，其结果不用于分析。其余 9 种酶分别有 l 或 2

个酶切位点，共有酶谱 11 种，去乖l'基因型( Genotype) 

民11 罗氏沼虾线粒体 COI 基|主|的琼脂椭I包泳结果

Fig.l 'n,e eleclrophoresis paltem o[ mtDNA COI gene 

from Macrobrachiurn rosenhergii 
M: DNA mark凹，: MDI飞 2:GXP; 3:JSP 

或限制tl:类型( Haplotype) ，其中 Acc65I 丰" Bs庐为多态性悔。 Acc65I 酶切在三个群体间和l群体内均存在

多态 ， Bs旷I 酶切fE缅甸Pil和l' F，代和|广西边育群体内存在多态，在江苏养殖群体内未发现多态，其它 7 利1

酶 Apa1 、 Fnu4hI 、 BsrI 、 KpnI 、 FokI 、 Bα川、 T叫 I 在三个群体问和群体内均未检山多态。为简便起见，这里

仅给出 Acc651( 1 个也'J }A~) 和 I Tiιq I( 2 个切点)酶切产物的部分电泳图谱(图 2 和图 3)0 9 和l'酶的酶切类型

及在样本巾的分布见表 10

根据酶切结果可计算各群体的各项遗传变异参数。统计结果见表 20

从表 2 可以得知，二个群体中缅何原和l' F，代的各项遗传参数指标最高，表明其群体遗传多样性最

大，「111选育群体次之， r({一屹[i}J;养殖群体由于只检出 l 个多态位点，其基因型多样tl二指数、多态座位比例

和|平均杂什皮都是最低，附体边转变异最小，可简单表示为:却iî制原和l' F, > r 西边育群体>江苏养殖群

体。从表 l 肴，观察多态{s'Î. }，'，~ 1'1: ;(ì'(:体内的样本分布，对于多态N:点 Rs旷 1 ，细i何原和l' F，平11广西选育附体仅

有 l 个个体Uî样水数i'1~ 10%)位 1 1\， 11".苏养础群体无个体斗'-.:检 1 1\ ;X、l 二f Acc651 ， 二个 m:体分别有 4 个、2

个乎11 1 个个体 Uî千千1' 1 样水放的 40% 、20% 、 10%)检 tl ll 多态，说 IYJi咔体|坷的边传);~Æ 也比较小。
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36bp.一'

105b~ 

395bp-一+

2 j的

限制性内切酶 TωJI 对 CO! 基|左|

片段的酶切电泳因语

Fig.3 1、he electrophoresis paLtern 01 

COI gene digested with 1ìαql 

1 - 4: MDP;5 - 7: GXP;8 - IO:JSP; M: DNA markel 

图 3限制性内切酶 Acc65 1 对 CO! 基|主|

片段的酶切电泳因i昔

Fig.2 The electrophoresis pallern of 

cο1 gene digested with Acc651 

1 - 4: MOP;5 - 7: GXP; 8 - 10: JSP; M: DNA markcl 

因 2

9 种酶对三种罗氏沼虾线粒体 COI 基因的酶切类型及其样本分布

The r臼triction type of COI gene and its distribution in aII samples of three populations 

表 1

Tab.l 

样本分11J

(MDP/GXP/JSP) 

9/9/10 

4/2/1 

片段长l支(]，，，)

536 

536 

226 310 

类!\~

B 

B 

样斗i分布

( MDP/GXP/JSP) 

1/110 

618/9 

10/10/10 

10110/10 

10110/10 

10110110 

10110110 

10/10/10 

10/10/10 

片段氏度(]，p)

536 

536 

36 

126 

236 

226 

76 

241 

86 

250 

180 

246 

105 

3∞ 

310 

460 

295 

450 

286 

230 

290 

395 

炎'!I'!
AAAAAAAAA 

|付切~(，J

ßs矿1

,1cc65 1 

Afxt\ 

Fn1l4HI 

ßsrl 

均;ml

Fok[ 

ßan[ 

Taql 

表 2 罗氏沼虾三个群体的遗传多样性

The genetic diversity index of three populations of Macrobrachium rosenbergii Tab.2 

平均杂合皮(H)

-
E
I
l

白
U

0.0556 

0.04∞ 

0.0[06 

多 i谷底位比例(P)

22.2% 

22.2% 

11.1 % 

基|主l型多样性指数

0.0472 

0.0398 

0. 0ü83 

基因型

句
、J

句
‘J
'

『
A

国每 iìW时
川

J 
在
俨

缅古IJ Jjj(1' I' 1'1 

J'-内选 mrrf丰

Ý 1 刀、养 ÝI'Wr休

罗氏沼虾不同群体间的遗传差异及系统聚类分析

根据不同的酶切结果可计算罗氏沼虾缅甸原利1 FJ 代、广西选育群体丰11江苏养殖群体之间的遗传距

肉，罗IJ人表 3。根据遗传距离值JtJ Clustal V 软件构建这二个群体间的 UPGMA 柴类关系因(医14) 。从|到 4

I1二1 日J见，广西选育群体与江苏养3i~[群体的遗传距离较近，而 Lij 细i伺原和1 I FJ 群体的遗传lfli 肉较远。经 t

检验 ， P>O. lO， 群体问的遗传差异不显著。

2.3 
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表 3 罗氏沼虾三个不同群体间的遗传距离

Tab.3 The genetic distance among three populations of Macrobrachium rosenbergii 

手 l' Jn: 

缅lIu原中l' F, 

f 内选育JtI'体

ì [罚;养殖 ltf体

3 讨论

缅甸JE(手 l' 1', 

0.000 0 

O ∞54 

0.0[22 

3.1 PCR-盯四与 RAPD 分析结果的比较

国内李明云等r2] 和张海琪等[3]分别用 RAPD 手11

寸
lPl工酶两种不同的遗传标记方法进行了罗MM1:

n41主 fnn体

O ∞00 

oα>4 3 

8 6 

扫，)J;]i' ý['WY体

O αX10 

4 2 。

甸野生群体和浙江本地养殖群体的遗传多样性比较

研究，得出的结论都是野生种群的遗传多样性高于

养殖群体。这一结论与本文的分析结果，即缅甸原

罔 4 罗氏沼 ~rr三个不同群体问的柴类关系区|

Fig.4 The UPGMA phylogeneLi(' Lree of Lhree 

和 1 1 FI 代的遗传多样性高于江苏养殖群体，是基本一
popul汕()IlS ()f Mαcr，οbmchiulIl rosenbergù 

15 卷

GXP 

JSP 

MDP 

致的;从具体数值看，本文得出的这两个群体遗传多样性参数的数值均低于 RAPD 结果，群体间的遗传

差异亦不显著。本文缅甸原种矶和l江苏养殖群体的多态座位比例分别为 22.20毛和11 1. 1 %，平均遗传杂

合度分别为 0.0586 和 0.0400，二者问的遗传距离为 0.0122; 用 RAPD 方法得到的缅甸野生群体和浙江

养殖群体的多态座位比例分别是 33.81 呢?和 30.22% ，平均杂合度分别为 0.2888 和 0.264 6 ，群体间的遗

传距离为 0.1845。都明显大于本文的结果。分析这两种结果差异的原因，我们认为，如果不考虑江苏

养殖群体和浙江养殖群体二者问的遗传差异(地理位置接近，亲本同源性高) ，一方面，野生手1 1经繁殖一

代以后，遗传变异必然有所降低，使子一代与养殖群体间的遗传距离变小;另一方面，主要是 PCR-RFLP

在1 RAPD 这两种遗传标记方法本身的不同造成的。本文所应用的 PCR-RFLP 方法，其优点是针对性强，

其局限性是仅能对扩增得到的存限长度的基因序列进行分析，如本文的线粒体 COJ 基因，所得结果也

仅仅反映出单个基因或某一段 DNA 序列上存在的碱基变异，不包括基因组其他序列上的变异。而

RAPD 方法的分析范围是在{盖整个基因组的，包括线粒体 DNA 和核 DNA ，它能够检出比 PCR-RFLP 方法

多得多的、存在于和l'fI丰整个基因组上广泛的遗传变异。从这一点看，在研究生物种群遗传多样性时，结

合使用 RFLP 和1 RAPD 这两种不同的技术方法是较好的选择。

3.2 COI 基因在评估罗氏沼虾群体遗传变异方面的作用

细胞色素氧化酶基因进化速度比较快，是检测群体遗传变异的有效探引，在鱼类已有应用[7]

Malher 吁;[圳发现，在27'氏沼虾同一个地理和I1群内 ， COI 基因的平均序列差异达到IJ f 15% - 16% ，在不同

的地:HHf1 1 I iÞ，(:之间其序列差异 5E1'，;tj 。从本文结果看，在所检测的 9 个基因位点巾，仪发现( 2 个多态位

点，多态位}\l\( 比例较低。估计是与酶切位点比较集中有关。从表 1 I Ij以看山， 9 个限制性酶 ~I'I 有 8 个酶

的切点集 rl丁I 在 CοI 序列的 300 l币和1450 bp 附近，只有 Fok 1 1'11 1))点在其它位置，因此能够检测到的多态

位点比较少。从这点看还有必要选用更多的限制性酶做进一步的rW 切研究。

3.3 对罗氏沼虾引和rl和|良种选育的指导意义

Jl\ 寻 1 ill ('1缅伺)豆和1 1 FI 代的遗传多样性最为 Ic: 寓，说 IljJ将其作为边育的))l(~fì材料ßnT1 Ï"平1I有活

力的 J主二，选育附体丰11养 2i'[附体的基!大"r;~多样性和 11\'1.}.'、l 杂{i- J立('ill 比 J)H f1 I' FI 代的坚低， t~~ J))( l;bl J;Ut是多

年的近 /Y~ 繁础，以及 l'(l. ~i~ill求 -rf I'['î {":d: 、忽视启虾JZ1拌，从 lúj造成它们边传多样性的丧失 .'1二长卡l:fìMI叶Jc

1["; ))1ζ|咔;如二， J' ',JLj JZ1 ff m体， 1 ， r仪边 ff (jJ.Jj代，从柴类关系右， J~ 'j .J~2i'1:附体的 j2亿关系战近， 1大|此

压必绍(j丘伞j;')JII 大 ))J立， ill1 ]'1'，'J'纣;不断的 jLl; ff 
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苏州大学凌去非博士协助禾样，上海水产大学赵金良品'J研究员协助处理部分试验数据，谨致谢忱 1
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:f 会议预告 4

第二届亚洲网箱水产养殖国际大会 ; 

2006 年 7 片 3-8 日第二届亚洲网箱水产养殖国际大会将在浙江杭州大学国际会议中心举;
:行。本次大会主题为网箱水产养殖与海洋和水产油业经济发展"。大会将回绕这一主题，就 i
i ‘海洋水产资源与网箱养殖及健康养殖;海洋与水产渔业经济及政府政策手忏理"等进行广泛的 j

j可川;3且目势; : 
(2) 网箱设计、制造工艺与材料;

j (脐殖剧削M占且品旧M叫lh忡州刷I冲耐示利|
(4)营养、饲料与管理;

: (咐预叫康柑胞; : 

~ (6)养殖技术与养殖模式;)

f. (7)邱境、生态 i刊持续.tt发展~
;~ (8)海洋气水产渔业经济和|市场$，
2 (9)政府政策 Lj管用等。 g
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