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摘 要：运用人工授精方法，进行海南沼虾（♀）× 日本沼虾（♂ ）杂交试验，获得了可育的 F1 代杂种，并对 F1

代及其双亲进行了 RAPD 分析。共进行 6 批杂交试验，4 批抱卵，3 批获得杂交虾，成活率分别为 30%，48%，

64%。形态上，F1 代兼有双亲特征，但偏向父本。RAPD 扩增结果显示，海南沼虾和日本沼虾的扩增带型存在

显著的差异，F1 杂种兼有双亲的特征带，父、母本之间的遗传距离为 0 . 785 6，父本与 F1 的遗传距离为

0 .410 9，母本与 F1 的遗传距离为 0.423 8。从分子水平确认了日本沼虾（♀）和海南沼虾（♂ ）种间杂交的成

功，并为进一步寻找经济性状相关分子标记提供了条件。
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The hybridi-ation between !acro&rac’iu* ’ainanense（♀）

and !acro&rac’iu* ni..onense（♂ ）and their RAPD analysis
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Abstract：Macrobranchium nipponense（♂ ）were Crossed with Macrobranchium hainanense（♀）by artifiCial
insemination， and fertile F1 were obtained. GenetiC relationship among Macrobranchium nipponense，

Macrobranchium hainanense and their F1 hybrids was analyzed by RAPD analysis . Six pairs of Crosses were Carried
out，four of whiCh spawned，F1 hybrids were obtained from three Crosses . The hatChing rate was 30%，48%，

64% respeCtively . The morphologiCal CharaCteristiCs of F1 hybrids were a Combination of Macrobranchium
nipponense and Macrobranchium hainanense，but nearer to paternal parent . The results of RAPD showed that the
differenCes between parents were remarkable，and all the bands of F1 hybrids Came from the parents . The genetiC
distanCe between F1 and Macrobranchium nipponense was 0 . 410 9，0 . 423 8 between F1 and Macrobranchium
hainanense，and 0 . 785 6 between the parents . The results showed that the artifiCial interspeCifiC hybridization



between Macrobranchium nipponense（♀）and Macrobranchium hainanense（♂ ）was suCCessful . The results were
also helpful to find trait-related moleCular markers .
Key words：Macrobranchium hainanense；Macrobranchium nipponense；hybridization；hybrid；RAPD

日本沼虾（Macrobrachium nipponense）和海南沼虾（Macrobrachium hainanense）为同属近缘种，均为我国

重要的淡水经济虾类。傅洪拓等［1，2］首次获得了日本沼虾（♀）× 海南沼虾（♂ ）杂交的成功，并对双亲

及 F1 代杂种进行了同工酶分析。随机扩增多态性 DNA（RAPD）是一种快速分析不同个体遗传差异的便

利方法，在其它虾类的遗传多样性研究中已得到广泛应用［3 - 6］，但迄今未见有关日本沼虾和海南沼虾

RAPD 分析的报道。本文拟进行海南沼虾（♀）× 日本沼虾（♂ ）人工杂交试验，并对双亲及其 F1 代杂种

进行了 RAPD 分析，以分析双亲及其杂种子一代的遗传关系，为杂种后代的选育和管理提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

日本沼虾为太湖野生，海南沼虾采自广东珠江口。以海南沼虾为母本，日本沼虾为父本进行杂交获

得杂交虾。在杂交 F1 代生长 3 个月后，取第五批杂交实验的嫡亲父母本及反交 F1 代 30 尾。为保证亲

本的扩增条带具有种的代表性，另取父母本同一地区的日本沼虾和海南沼虾各 29 尾，同时运用 RAPD
技术进行分析。

1.2 种间杂交

以海南沼虾为母本，日本沼虾为父本，当雌性海南沼虾出现生殖蜕皮时，按傅洪拓等［1，2］的方法进

行人工授精。人工授精雌虾单个饲养于一个水族缸中，一般在人工授精后 12 ~ 72 h 抱卵。在 27 ~ 29 ℃
控温条件下，10 ~ 20 天孵出虾苗。

1.3 随机引物

实验所用随机引物采用 0peron 公司 0PP 系列引物，分别为 0PP - 01 ~ 20，碱基序列见表 1。

表 1 研究用的随机引物及其序列

Tab 1 Random primers used in study and their sequence

引物（primer） 序列（sequenCe）5’~ 3’ 引物（primer） 序列（sequenCe）5’~ 3’

0PP - 01 GTAGCACTCC 0PP - 11 AACGCGTCGG
0PP - 02 TCGGCACGAC 0PP - 12 AAGGGCGAGT
0PP - 03 CTGATACGCC 0PP - 13 GGAGTGCCTC
0PP - 04 GTGTCTCAGG 0PP - 14 CCAGCCGAAC
0PP - 05 CCCCGGTAAC 0PP - 15 GGAAGCCAAC
0PP - 06 GTGGGCTGAC 0PP - 16 CCAAGCTGCC
0PP - 07 GTCCATGCCA 0PP - 17 TGACCCGCCT
0PP - 08 GTGGTCCGAC 0PP - 18 GGCTTGGCCT
0PP - 08 ACATCGCCCA 0PP - 19 GGGAAGGACA
0PP - 10 TCCCGCCTAC 0PP - 20 GACCCTAGTC

1 .4 基因组 DNA 制备

基因组 DNA 的提取参照《分子克隆实验指南》［7］的方法，并有所改进。取虾肌肉组织消化后经酚 /
氯仿（1 / 1）、氯仿 /异戊醇（24 / 1）抽提。DNA 浓度通过紫外分光光度计和电泳-EB 染色的荧光强度双重

测定。

1.5 RAPD - PCR 反应

DNA 扩增按 Williams 等［8］的方法略作修改。PCR 反应体系包括 10 mmol / L Tris - HCl（PH 8. 0）、50
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mmol / L KCl、2 mmol / L MgCl2、0 .1 mmol / L dNTP、0 .1 mmol / L 引物、25!g 基因组 DNA、1U Taq DNA 聚合酶。

扩增程序为：94 ℃预变性 10 min；94 ℃ 变性 1 min、36 ℃退火 l min、72 ℃延伸 2 min，共 40 个循环；72 ℃
延伸 l0 min。1 .2%的琼脂糖凝胶电泳检测，UV-200 紫外透射分析仪上观察和拍照。

1.6 数据处理

经电泳获得的 RAPD 图谱中每一条带即为一个 RAPD 位点，在同一电泳迁移位置上，扩增条带有且

清晰记为 1，否则记为 0。每群体所有位点的谱带组成一个 0、1 矩阵，并据此统计位点总数和多态位点

比例，分析和计算遗传距离。其中：多态位点比例

P = np / nl × 100&
（np 多态位点数，nl 总位点数）。遗传相似度（I）和遗传距离（D）根据 Nei［9］的公式计算：

’ = 2Nxy /（Nx + Ny）

（Nx 和 Ny分别为群体 X 和 Y 的扩增多态 DNA 片段数；Nxy 为两群体间相同的片段数），D = l - ’。使用

PopGen1.32 软件进行计算。

2 结果

2.1 种间杂交

以海南沼虾为母本，日本沼虾为父本，进行人工授精，共进行了 6 次人工杂交，其中 4 次抱卵，3 次

获得了 F1 代杂种。在三次成功的杂交中，孵化率都在 80%以上，从蚤状幼体到仔虾（变态完成），成活率

分别为 30%，48%，64%；从仔虾到成体，存活率分别为 32%，52%，67%（表 2）。父本日本沼虾的第二对

步足细长、斑纹形状不规则，图案复杂、指节平直；而母本海南沼虾第二对步足粗短、斑纹呈圆环状且清

晰规则、指节顶端向内弯曲；F1 代杂种第二步足细长、斑纹呈规则环状，但清晰度介于双亲之间、指节顶

端向内略弯曲，兼有双亲的特征，但主要表现出父本特征。此外，日本沼虾身体向上隆起明显，而海南沼

虾身体相对较为伸展，F1 代杂种的体形弯曲也偏向父本日本沼虾。雌雄比例为 17 ： 13。成体杂交虾在

养殖过程中能自行进行交配，杂种 F1 代雌雄均可育并已获得自交后代和回交后代。

表 2 海南沼虾（♀）" 日本沼虾（♂ ）杂交结果

Tab.2 The hybridi-ation result of !acro&rac’iu* ’ainanense（♀）" !acro&rac’ui* ni..onense（♂ ）

编号

No
人工授精时间

Experiment time
抱卵 Brood

蚤状幼体

Nauplius
仔虾（存活率）

Post Larva（survival）
4 ~ 6Cm 成虾（存活率）

Hybrid Juvenile（survival）

1 2004.06 .17 - 0 0 0
2 2004.06 .18 - 0 0 0
3 2004.06 .25 + 0 0 0
4 2004.07 .02 + 1 900 570（30%） 180（32%）

5 2004.07 .06 + 2 100 1 000（48%） 520（52%）

6 2004.07 .09 + 2 350 1 500（64%） 1 000（67%）

2.2 杂交后代与亲本间的 RAPD 分析

20 个引物对试验材料的扩增共获得 158 条带，其中仅有 39 个扩增片段是亲本和 30 个后代所共有

的，所有试验材料扩增的多态位点比例为 75 .3%。从 F1 代来看，共扩增出 96 个片段，多态位点比例为

53 .1%。以上结果表明，不同种间杂交后代之间及杂交后代和亲本之间在 DNA 水平上存在较高的异质

性。

在 20 个引物扩增图谱中发现 13 条海南沼虾有而日本沼虾没有的特征带，17 条日本沼虾有而海南

沼虾没有的特征带。海南沼虾和日本沼虾的这些特征带均在杂交后代的指纹图谱中被发现。F1 代中

没有发现双亲中不具有的新带。
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图 1 是引物 0PP - 19 的扩增结果，父母本和 F1 代都具有 0PP - 19 - 490 bp 这条带。图 2 是引物

0PP - 15 的扩增结果，0PP - 15 - 600 bp 和 0PP - 15 - 500 bp 分别是父本日本沼虾和母本海南沼虾的特

征带，F1 代同时具有这两条特征带。

图 1 引物 0PP - 19 的扩增结果

Fig.1 The results of primers 0PP - 19
注：1 - 7：日本沼虾（7 为父本），8 - 14：F1，15 - 21：海南沼虾（15 为母本），M：Marker。

图 2 引物 0PP - 15 的扩增结果，

Fig.2 The results of primers 0PP - 15
注：1 - 7：日本沼虾（7 为父本），8 - 14：F1，15 - 21：海南沼虾（15 为母本），M：Marker。

2.3 遗传距离

根据 PopGen1.32 软件计算，父母本之间的遗传距离为 0.785 6，父本与子一代的遗传距离为 0.410 9，母

本与子一代的遗传距离为 0 .423 8。

3 讨论

3.1 杂交后代形态

傅洪拓等［1，2］在国际上首次取得了沼虾类人工种间杂交的成功，应用人工授精方法，将日本沼虾（♀）
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与海南沼虾（♂ ）种间杂交，获得了 F1 代杂种成体。本文在该工作的基础上，将日本沼虾（♂ ）与海南沼

虾（♀）人工反交试验，同样获得了可育的 F1 代杂种。日本沼虾的第二对步足细长、斑纹形状不规则，

图案复杂、指节平直；而海南沼虾第二对步足粗短、斑纹呈圆环状且清晰规则、指节顶端向内弯曲。本文

获得的 F1 代杂种第二步足细长、斑纹呈规则环状，但清晰度介于双亲之间、指节顶端向内略弯曲，兼有

双亲的特征，但主要表现出父本特征。此外，日本沼虾身体向上隆起明显，而海南沼虾身体相对较为伸

展，F1 代杂种的体形弯曲也偏向父本日本沼虾。此结果说明，在海南沼虾（♀）和日本沼虾（♂ ）的杂交

后代中，对形态特征的影响主要来自父本日本沼虾，父本基因呈现显性。

3.2 RAPD 检测杂交后代

RAPD 技术在品种鉴定、遗传多样性检测、谱系分析和遗传图谱的构建等方面得到了广泛的应用。

刘必谦等［10］建立的 RAPD 技术体系对鲤鲫杂交 F1 代及亲本进行了鉴定，夏德全等［11］用 RAPD 分析鉴

定了尼罗罗非鱼和奥利亚罗非鱼种间杂交后代，并认为 RAPD 技术可作为检测亲本和杂种 DNA 关系及

其来源的有效手段，且具有鉴定样品少、时间短、效率高的特点。本研究利用 RAPD 在海南沼虾与日本

沼虾种间杂交后代检测出了来源于海南沼虾和日本沼虾的特异性扩增片段，如 0PP - 19 - 490 bp 在全

部个体中是一致的，没有多态性，它反映的是进化中的保守序列（图 1），而 0PP - 15 - 500 bp 和 0PP - 15
- 600 bp 分别是海南沼虾和日本沼虾的特征带，而杂种 F1 代同时具有这两条带（图 2）。此结果从 DNA
水平上证实了种间杂交后代与父本日本沼虾或母本海南沼虾之间的遗传关系。

根据 PopGen1.32 软 件 计 算，父 母 本 之 间 的 遗 传 距 离 为 0 . 785 6，父 本 与 子 一 代 的 遗 传 距 离 为

0 .410 9，母本与子一代的遗传距离为 0 .423 8，更进一步证明该杂交是正常的两性杂交，排除了雌核发育

的可能。

日本沼虾肉质细嫩、味道鲜美、营养丰富、且适应性强，经济价值高。选择海南沼虾与日本沼虾杂

交，一方面是海南沼虾个体大，生长快；另一方面，海南沼虾和日本沼虾都是纯淡水虾，在具有经济价值

的沼虾中，两者亲缘关系最近［12］。杂交结果表明，F1 代个体大小接近于海南沼虾，生长速度快于日本

沼虾，表现出良好的经济性状，显示出一定的育种潜力。本研究为淡水沼虾类的品种改良提供了可能的

技术途径。
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