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摘 要:采用不连续垂直板聚丙烯眈胶凝胶电泳方法和 ISSR 分子标记技术，检测分析了南黄海吕捆渔场海域

三疵梭子蟹自然群体遗传多样性状况。结果表明: (1)三疵梭子蟹 EST 同工酶在肌肉和肝脏的表达具有明显

的组织特异性。 5 种同工酶(LDH 、GDH 、 EST ， MDH 、ME)在肌肉及肝脏两种组织中共检测到 12 个基因座位，

其中 5 个基因座位 Est-l 、 Est-2 、 Mdh-2 、 Gdh-2 、Me-3 为多态。 (2) 用 6 个 ISSR 随机引物的 PCR 扩增分析得出:

平均每个位点的有效等位基因数 Ne = 1. 548 , Nei ' s 基因多样性指数 H = 0.316 , Shannon 多样性信息指数

H," =0.468。两种分析结果一致表明该三疵梭子蟹自然群体杂合度较高，遗传多样性较为丰富。
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Analysis on genetic diversity of Portunus triuberbuculatus 
population from Lvsi fishing region 
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Abstract: Vertical polyacrylamide gel electrophoresis ( PAGE) and inter-simple sequence repeat ( ISSR) were 

used to investigate the genetic diversity of Portunus triuberbuculαtus collected from Lüsi fishing region in the 

southern Yellow Sea. Results indicated that (1) Significant tissue specificity was observed in EST isozyme 

expression in muscle and liver; among 5 isozymes (LDH , GDH , EST , MDH , ME) of muscle and liver , 

twelve loci were detected , of which five( Est-1 , Est-2 , Mdh号， Gdh-2 , Me-3) were found polymorphic. (2) 

45 bands were amplified by 6 informative and reliable primers , 37 of which were polymorphic , the mean 

effective allele number( Ae) was 1. 548 , Nei' s gene diversity (H) was O. 316 , Shannon' s diversity index 

(H,p) was 0.468. Results of both methods demonstrated a rich genetic diversity in this wild stock . 
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( Portunidae )、梭子蟹属( Portun山) ，广泛分布于我国南北沿海，东海、黄渤海产量较大，其生长'快、适应性

强且营养丰富，是我国海水养殖的主要经济种类。目前，其人工繁育和养殖规模不断扩大，因此，有关该

物种的遗传多样性研究将在科学利用和保护好该优良自然资摞方面发挥越来越大的作用。朱冬发

等[1] 、宋微微等[2] 、余红卫 [3] 等研究了三疵梭子蟹个体发育早期至幼蟹阶段的同工酶表达情况;王国良

等[4] 、高保全等[5] 及李鹏飞等问]也用生化分析方法分别对舟山的养殖群体、野生群体及莱州湾的野生

群体的遗传多样性展开研究。位于南部黄海的吕泪渔场目前仍具有较丰富的三庇梭子蟹资掘，本文应

用同工酶与 ISSR 方法，检测分析来自该海域的三疵梭子蟹自然群体的遗传多样性状况。

1 材料与方法

1. 1 样本采集及处理

样本于 2007 年 3 月 22 日采自江苏吕酒渔场的三疵梭子蟹自然群体，共 30 个，甲壳长为 4 - 6cm , 

样本保持鲜活送至实验室，立即按要求分别处理。

取一定量体组织置于预冷的研钵中，按l/3(w/v) 加 O.lM 的磷酸缓冲液(pH 7. 0) 和 0.05% 自-琉基

乙醇冰浴研磨， 15 000 r/min 高速冷冻离心 30 min ，肝脏需二次离心 30 min;取部分上清液装人 0.5 mL 

的 eppendorf 管中 4 "C保存备用。 DNA 提取采用试剂盒(TIANamp Genomic DNA Kit DP304-2) ，按产品

说明书方法操作。

1. 2 电泳及染色方法

采用不连续垂直板聚丙烯酷胶凝胶电泳法。聚丙烯眈胶凝胶的制备参照卢龙斗等[7] 的方法，电泳

及染色参照何忠效等[8] 的方法进行。浓缩胶浓度 3.5% -4% ，分离胶浓度 7.5%-10% ，电极缓冲液为

pH 8.3 的 Tr卧Gly 缓冲液，在 4 "C条件下电泳 3 -5 h。染色后的胶片保存于固定液(5% 的冰醋酸+

20% 的乙醇+单蒸水)中，染色后胶片立即拍照。

1. 3 引物来源及 PCR 反应

100 个 ISSR 随机引物购自加拿大哥伦比亚大学 (University of British Columhia) 0 PCR 实验所用的

MgC12 、 dNTP 、Taq 酶及琼胶等试剂购自上海生工。 PCR 扩增体系为 25μL，内含:模板 DNA 约 90 吨，

Mg2
+ 2.5 mmol/L ,dNTP O. 25 mmol/L，引物 0.25μmol/L ， Taq 酶1. 5 U;反应条件为 94 "c预变性 5 min , 

进入循环 :94 "c变性 45 s ,52 "c退火 45 s , 72 "c延伸 120 s ，共 45 个循环 ;72 "c延伸 10 min。

1. 4 群体遗传数据处理

电泳酶谱谱带的命名及其酶谱分析参照王中仁[9] 的方法。若酶有一个以上座位编码时，各基因位

点按编码酶从阳极到阴极的迁移顺序命名 1 ，2 、 3 …，同一基因位点的不同等位基因按照从阳极到阴极

的顺序依次标记为 a 、 h ， c…，统计各座位不同个体的基因型。

对获得的 ISSR 扩增图谱进行统计，在相同迁移位置，有带记为 1 ，元带记为 0，依此构成遗传相似

矩阵，用 POPgene 32 进行数据处理。

多态位点比例(p) = 多态、位点数/所测位点总数 x 100% 

有效等位基因数(Crow & Kimura ,1965): A, = 1/L, pi2 ，其中 p~ 为第 z 个等位基因的频率。

观测杂合度 :Ho= 观察到的杂合子数/观察个体总数

期望杂合度(Nei ， 1972): He = 1 - LPi2 

2 结果与分析

2.1 同工酶的表达

乳酸脱氢酶(LDH) 四聚体酶。在三疵梭子蟹肌肉和肝脏中均观察到 2 个基因座位， Ldh-1 、 Ldh-2
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均为单态座位，由一种等位基因 a 编码。电泳图谱见图 1-A 、 1-B o Ldh-1 在肌肉和肝脏中超显性，活性

很强，显著高于 Ldh-2 0
醋酶(EST) 二聚体酶。三疵梭子蟹中均观察到 2 个基因座位， Est-1 、 Est-2 均为多态性座位， Est-1 

在肌肉组织中有 a 、b ， c ， d 四个等位基因和 AB 、 BC 、 CD 、 DD 四种基因型， Est-1 在肝脏组织中有 a、 b 、 c 、 d

四个等位基因和 AB 、AC 、 BB 、 BD 、 CD 、DD 六种基因型， Est-2 在肌肉和肝脏组织中均有 a 、b 两个等位基

因和 AA 、AB 两种基因型，见图 1-C ， 1-D 。

苹果酸脱氢酶(MDH) 二聚体酶。在两种组织中观察到 M巾-1 、 Mdh-2 、 Mdh-3 三个基因座位，见图

l-EJ-F。其中 Mdh-l 、 Mdh-3 均有一个基因座位编码，而且每个座位都观察到一个等位基因 a 和一种基

因型 AA ， Mdh-2 位点呈多态性，有 a 、b 两个等位基因和 AB 、 BB 两种基因型。

谷氨酸脱氢酶(GDH)二聚体酶。三疵梭子蟹肌肉组织中观察到 2 个基因座位， Gdh-l 为单态座位，

在肌肉和肝脏中观察到一个等位基因 a 和一种基因型 AA ， Gdh-2 为多态座位，由 a 、 b 、 c 三个等位基因

编码和 AC 、BB 、 BC 三种基因型(见图 l-G) 。

苹果酸酶(ME) 四聚体酶。在三疵梭子蟹肌肉组织中观察到 3 个基因座位(见图 l-H) 0 Me-1 、 Me-2

都观察到一种等位基因 a 和一种基因型 aa。
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图 1 三疵梭子蟹同工酶酶谱

Fig. 1 Kinds of isozyme electrophoregrams of Portunus triuberbuculatus 

5 种同工酶(LDH 、GDH ，EST ， MDH 、 ME)所测的基因座位及其等位基因频率见表 l 。在肌肉及肝脏

两种组织检测到的 12 个基因座位中，有 5 个基因座位 Est-l 、 Est-2 、Mdh-2 、 Gdh-2 、Me-3 呈现多态'性，多态
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比例为 41. 679毛，平均每个座位的有效等位基因数目 A 为1. 185 ，预期杂合度 H 为 O. 156 ，实际杂合度

Ho 为 O. 199 0 

基因位点

Est-I 

Est-2 

Ldh-I 

Ldh-2 

Mdh-I 

Mdh-2 

Mdh-3 

Gdh-I 

Gdh-2 

Me-I 

Me-2 

Me-3 

表 1 三疵梭子蟹 12 个同工酶基因位点的等位基因频率

Tab. 1 Allelic frequency of 12 enzymes loci in Portunus triuberbuculatus 

等位基因 肌肉组织基因频率 肝脏组织基因频率

a 0.0667 0.0667 

b 0.533 3 0.4000 

C 。.2667 0.333 3 

d 0.1333 0.2000 

a 0.933 3 0.9667 

b 0.0667 0.033 3 

a 1. 0000 1. 0000 

a 1. 0000 1. 0000 

a 1. 0000 1. 0000 

a 0.833 3 。 .8667

b 0.1667 0.133 3 

a 1. 0000 1. 0000 

a 1. 0000 

a 0.6667 

b 0.333 3 

C 0.1667 

1. 0000 

a 1. 0000 

a 0.388 9 

b 0.611 1 

2.2 ISSR 引物筛选与 PCR 结果

实验筛选了 100 个随机引物，应用其中扩增条带清晰、稳定的 6 个引物进行分析(见表 2) 。共扩增

出 45 条带，其分子量范围在 300 -2 500 bp 之间，多态性条带比率为 82.2% 0 

表 2 ISSR 51 物序列及扩增的多态性分析

Tab. 2 Amplification information of ISSR primers for Portunus triuberbuculatus 

号|物 引物序列 扩增总条带 多态性条带数 多态性比率(% ) 

834 (AG)8 YT 11 9 81. 8 

835 (AG)8 YC 7 4 57.1 

841 (GA)8 YC 4 4 100 

844 (CT)8 RC 6 4 66.6 

878 (GGAT). 8 8 100 

899 CATGGTGTTGGTCATTGTTCCA 9 8 88.8 

合计 45 37 

平均多态位点比 82.2 

3 讨论

3. 1 群体的同工酶表达状况

本文通过对三疵梭子蟹的 LDH 、 EST 、 MDH 、 ME 及 GDH 等几种同工酶的检测分析，表明吕洒渔场

的三疵梭子蟹自然群体具有相当丰富的酶系统，有较高表达多态性。实验结果得出的群体多态位点比

例(P) 为 :4 1. 679毛，预期杂合度(HJ 为 0.156 ，实际杂合度(HJ 为 0.199 ，平均每个座位的有效等位基因

数目 (AJ 为1. 185; 在相邻的南北两海域三疵梭子蟹自然群体中，莱州湾群体的 P 为 27.3% ， Ae 为
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1. 227 ， He 为 0.177 ， Ho 为 0.216[6];舟山海域群体的 P 为 20% ， Ae 为1. 230 ， He 为 0.094 ， Ho 为 O.17S[町，

吕泪渔场的自然群体多态位点比例最高。多态性高的群体意味着有更多的基因位点存在着变异，这些

数据反映出二个地理群体三疵梭子蟹野生种质皆表现出较高的遗传变异水平。

3.2 ISSR 标记的适用性分析

同工酶研究在方法土简单易行，可区分显性纯合子或杂合子，但其结果受环境影响大，且可供选择

基因座不够多。应用 ISSR 技术检测物种的遗传多样性，避免了这两方面的影响，可以更直接、更准确地

说明物种的基础遗传状况。简单序列重复区间扩增 (inter-simple sequence repeat ，简称 ISSR) 是在微卫

星技术上发展起来的一种新型标记，其不仅具有多态性高、重复性和稳定性好等优点，又无需测序，是非

常理想的分子标记，已被广泛地应用于遗传多样性分析、绘制 DNA 指纹图谱、种质鉴定及分子生态学研

究中 O

目前， ISSR 标记方法应用于植物遗传学研究较多[10 叫，在评价水产动物自然种群遗传多样性及种

质鉴定等方面也逐渐得到认可[13 叫，运用于甲壳类遗传多样性研究的报道仍不多见，郑芳等[口]通过实

验得出 ISSR 标记可以为河蟹种质资源的遗传研究提供有用信息，本文运用该法分析也显示出较好的实

验效果。

本实验结果揭示南黄海海域的兰疵梭子蟹自然群体保持有丰富的遗传多样性，具有较大的遗传改

良潜力，且不同地理区域的三疵梭子蟹自然资源已有一定的遗传分化;本研究得出的同工酶位点多态性

比例明显低于 ISSR 的检测结果，这表明在检测种群遗传多态性方面， ISSR 方法具有更高的多态性灵敏

度。
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