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摘 要 : 利用 AFLP( amplified fragment length polymorphism ) 技术对 4 个不同世代的凡纳滨对虾( Litopenaeus

vannamei) 群体进行遗传分析，探讨亲本、F1、F2 和 Fn4 个世代群体间的遗传差异。选取 10 对 AFLP 引物组合

对 4 个世代凡纳滨对虾群体共 80 尾个体进行比较分析，共扩增出 483 个位点，其中 348 个为多态位点 ; 4 个群

体的多态位点比例为: 61． 90%、49． 28%、50． 52%、46． 38% ; 4 个群体的 Shannon 多样性指数分别为: 0． 313 4、

0． 262 1、0． 259 4、0． 226 2 ; 结果表明亲本与 F1，F2 与 Fn 相互间遗传距离更为紧密。通过对 4 个不同世代群

体的遗传多样性研究，为下一步进行杂交选育提供理论支持。
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AFLP analysis on genetic diversity of four different
generations of Litopenaeus vannamei
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Abstract: The AFLP technique was used to analyze the genetic diversity of 4 different generation groups of
Litopenaeus vannamei，which were primary parent，F1 generation，F2 generation and Fn generation． 10 pair
AFLP selective primer scanned 20 samples from each generation and 483 loci were amplified，348 loci were
polymorphic loci． The proportions of polymorphic loci among the 4 generation samples were 61． 90%，49．
28%，50． 52% and 46． 38% respectively． The genetic diversities of the 4 different generations quantified by
Shannon index were 0． 313 4，0． 262 1，0． 259 4 and 0． 226 2 respectively． The result shows that the genetic
distance between primary parent and F1 generation sample is closer than that between F2 and Fn generation
samples． The research of genetic diversity among 4 different generations could provide theoretical support for
future study on hybrid selective breeding．
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凡纳滨对虾( Litopenaeus vannamei ) ，又称南 美白对虾，原产于美洲太平洋沿岸水域，1988 年
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由中国科学院海洋研究所从美国夏威夷引进，是
中国重要的水产养殖品种，但是近几年由于养殖
规模不断扩大，对虾苗的需求量也日益增加，尤
其是优质虾苗更是广大养殖者的热切期望。可
是目前国内虾苗市场上鱼龙混杂，许多从业者为
了降低成本，采用廉价亲虾培育苗种，导致凡纳
滨对虾种质资源的不断退化，一些优良性状丢
失，品质下降，病害频发［1］，给养殖户造成了重大
的损失。近些年我国一些企业和从业者开始从
美国等地引进经过选育的凡纳滨对虾亲虾，并且
用引进亲虾所生产的子代为亲本进行再生产，在
一定程度上改善了对虾苗种的供应情况，而随着
在国内繁殖世代的增加，原有的优良性状是否能
继续保持，成了相关科技人员和养殖生产者最为
关心的问题［2 － 4］。因此，有必要对引进品种的种
质资源及引进后在国内繁殖的不同世代的对虾
遗传品质进行分析研究，比较他们之间遗传多样
性差异，从而为生产者选择优质亲虾资源、培育
健康合格的虾苗提供参考依据。

AFLP ( amplified fragment length polymor-
phism) 技术首先由荷兰科学家 Zabeau 等［5］提出，
随后 Vos 等［6］对其进行发展。AFLP 技术具有信
息量大、灵敏度高和多态性丰富等优点，可以利
用少量引物检测到大量的有效位点进行分析［7］。
目前，应用 AFLP 技术已经构建中国对虾遗传图
谱［8 － 10］，安丽等［11］和颉晓勇等［12］分别分析中国
对虾不同世代间的遗传多样性和对 6 个不同群
体的凡纳滨对虾进行遗传多样性分析，都证明了
AFLP 技术对群体间的遗传多样性是一种很有效
的工具。本文主要利用 AFLP 技术对凡纳滨对虾
4 个不同世代群体进行遗传多样性探讨，目的是
从分子水平上分析不同世代凡纳滨对虾的遗传
变异情况，进一步了解凡纳滨对虾选育群体遗传
结构，为下一步凡纳滨对虾的人工选育、种质资
源保护和遗传改良提供科学依据。

1 材料与方法

1． 1 实验材料
凡纳滨对虾 4 种样品来源分别为亲本( QB) :

于 2008 年采自海南文昌禄泰水产种苗基地引进
的美国佛罗里达州迈阿密无特定病原凡纳滨对虾

( SPF) 原种，20 尾 ; F1 : 上述原种所生产的第一代
凡纳滨对虾虾苗，于 2008 年采集 ; F2 : 以 F1 为亲
虾所生产的第二代凡纳滨对虾虾苗，于 2009 年采
集，20 尾 ; Fn : 于 2008 年采自广州湛江星一饲料
厂选育的已在中国养殖多代的凡纳滨对虾( 亲本
来源混杂，至少三代以上 ) 为亲本培育的子代，共
20 尾，总计 80 尾，于无水乙醇中固定保存。

1． 2 AFLP 实验步骤
总 DNA 提取参考《分子克隆实验指南》［13］，

取 50 mg 酒精固定的肌肉，剪碎，待酒精完全挥发
后，用蛋白酶 K( 20 mg /mL) 56 ℃消化过夜( 约 12
h) ，酚 －氯仿法提取总 DNA。AFLP 试验方法参
照 VOS 等。选用 EcoRⅠ和 MseⅠ限制性内切酶，
内切酶购自 New England Biolab 公司。引物及接
头序列由上海捷瑞生物工程有限公司合成，连接
酶购自宝生物工程( 大连 ) 有限公司，选择性扩增
使用了 8 种 EcoRⅠ引物和 8 种 MseⅠ引物共 64
个引物组合，根据预实验结果，从中筛选出重复
性好、多态性高的 6 对引物组合进行正式扩增反
应。扩增产物在 6%变性聚丙烯酰胺凝胶上进行
80 W 恒功率电泳。染色程序参考《分子克隆实
验指南》银染方法。然后显色终止、漂洗、拍照、
记录分析。

1． 3 数据统计与分析
首先按电泳图谱中扩增条带的有无，每个

DNA 片段视为一个分子标记，在同一位点，当
AFLP 谱带存在时赋值为“1”，不存在时赋值为
“0”，将整个分子标记图谱转化成“0”和“1”的数
字矩阵。利用 POPGENE Version 1． 31 软件［14］，
计算多态位点百分率 ( PPL ) 、观察等位基因平均
数( Na ) 、有效等位基因数 ( Ne ) 、Nei’s 基因多样
性指数( H) ，Shannon 信息指数( Io ) 以及 Nei 的遗
传距离( D) 和遗传相似度( I) 。

用 Arlequin 3． 01［15］软件进行了样本间遗传
变异的分子方差分析( AMOVA ) ，并分析各采集
样本的遗传分化指数 F ST。

用 MEGA 3． 0 软件［16］基于 Kimura 2-parameter
模型进行群体间、群体内遗传距离以及所有个体
间的平均遗传距离的计算，并进行聚类分析，各
分支结点上的数字均为 1 000 次重复检验
( bootstrap test) 得到的该结点的支持率。
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2 结果

2． 1 10 对组合扩增结果引物
从每个群体中取部分样品模版 DNA，使用 64

对引物组合进行预扩增实验。然后，选择条带清
晰、多态性高的 10 对引物组合 E-ACG /M-AAC、
E-ACG /M-AAT、E-AGG /M-AAC、E-AGG /M-CAA、
E-AGG /M-AAT、E-ATC /M-CAG、E-AAT /M-CGA、

E-AAG /M-AAC、E-AAG /M-CGA、E-AAG /M-AAT
进行扩增。

10 对引物在 80 尾凡纳滨对虾中共扩增出
483 条带。其中，多态性带为 348 条，多态比例为
72． 05%。E-AGG /M-AAT 组合扩增出的条带最
多，64 条，并且多态性条带也最多，为 49 条。

4 代凡纳滨对虾群体中没有发现特异性标记
带。

表 1 10 对 AFLP 引物组合的检测结果
Tab． 1 Amplification results of ten AFLP primer combination sets

引物组合 总带数 多态性条带数 多态性百分数 ( % )

E-ACG /M-AAC 49 38 77． 55
E-ACG /M-AAT 29 20 68． 97
E-AGG /M-AAC 36 20 55． 56
E-AGG /M-CAA 55 44 80． 00
E-AGG /M-AAT 64 49 76． 56
E-ATC /M-CAG 54 39 72． 22
E-AAT /M-CGA 42 29 69． 05
E-AAG /M-AAC 54 43 79． 63
E-AAG /M-CGA 62 46 74． 19
E-AAG /M-AAT 38 20 52． 63
合计 483 348 72． 05

2． 2 4 个群体的遗传多样性
通过 10 对 AFLP 引物扩增图谱分析，得到凡

纳滨对虾 4 个群体的遗传多样性指数 ( 见表 2 ) 。
多态位点百分数 QB( 61． 90 ) % ＞ F2 ( 50． 52 ) % ＞
F1 ( 49． 28% ) ＞ Fn ( 46． 38% ) 。平均多样性指数
QB( 0． 209 3 ) ＞ F1 ( 0． 176 8 ) ＞ F2 ( 0． 173 0 ) ＞ Fn

( 0． 149 6) 。Shannon多样性指数为 QB ( 0． 313 4) ＞
F1 ( 0． 262 1 ) ＞ F2 ( 0． 259 4 ) ＞ Fn ( 0． 226 2 ) 。

表 2 凡纳滨对虾 4 个群体的遗传多样性
Tab． 2 Genetic diversity of the four

L． vannamei stocks

种类
多态位点
百分数

平均基因
多样性

Shannon 多样性
指数

QB 61． 90% 0． 209 3 ± 0． 201 2 0． 313 4 ± 0． 285 4
F1 49． 28% 0． 176 8 ± 0． 205 5 0． 262 1 ± 0． 292 3
F2 50． 52% 0． 173 0 ± 0． 198 8 0． 259 4 ± 0． 284 4
Fn 46． 38% 0． 149 6 ± 0． 191 3 0． 226 2 ± 0． 274 8

2． 3 4 个群体间遗传相似性和遗传距离
根据 Nei 计算所得群体间遗传相似性系数和

遗传距离，偏差校正后，不同群体间的遗传相似
系数和遗传距离见表 3。

表 3 偏差校正后 Nei’s 遗传相似系数( 对角线
上方) 及遗传距离( 对角线下方)

Tab． 3 Nei’s unbiased measures of genetic identity
( above diagonal) and genetic distance

( below diagonal) of the four L． vannamei stocks

QB F1 F2 Fn

QB － 0． 938 7 0． 921 9 0． 886 0
F1 0． 063 2 － 0． 909 4 0． 882 7
F2 0． 081 3 0． 095 0 － 0． 949 2
Fn 0． 121 0 0． 124 8 0． 052 1 －

2． 4 4 个群体间的遗传分化
分子方差分析( AMOVA ) 结果表明，群体间

方差占总方差的 25． 47%，而群体内方差占总方
差的 74． 53% ( 表 4 ) 。

表 4 凡纳滨对虾 4 个种群群体间
遗传差异的分子方差分析

Tab． 4 Analysis of molecular variance ( AMOVA)
in four L． vannamei stocks

变异来源 自由度 平方和 变异组分 方差比例 /%

群体间 3 1 009． 088 14． 671 5 25． 47

群体内 76 3 262． 850 42． 932 2 74． 53

总变异 79 4 271． 938 57． 603 7
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2． 5 UPGMA 树
依据遗传距离，对 4 个凡纳滨对虾群体的

AFLP 数据构建 UPGMA 系统树更为直观清晰地
表明，QB 与 F1 为一支，F2 与 Fn 为另一支( 图 1 ) 。

图 1 凡纳滨对虾 4 个群体的 UPGMA 树
Fig． 1 UPGMA tree of the L． vannamei stocks

3 讨论

凡纳滨对虾引进中国试养成功后，已成为我
国海水养殖中重要的增养殖品种。目前引进的
一些经过选育的凡纳滨对虾优良品系主要来自
美国。市场上供应的虾苗主要有进口亲虾繁育
的虾苗，简称 F1 或者一代苗，这类虾苗的特点是:
生长快，个体大小齐，但成本高，而且成活率偏
低［17］，本实验室张俊［18］用与此实验同一批凡纳
滨对虾养殖得出相同的结论 ;另一类是由 F1 为亲
本所生产的虾苗，简称 F2 或二代苗，亲虾成本较
低，来源广泛，因此苗种产量比较大，价格要比 F1

低很多 ;还有一种就是在我国已养殖多代，来源
混杂的亲虾所培育的虾苗，简称 Fn，这类虾苗由
于国内养殖多代，近亲繁殖严重，一些优良性状
已逐渐失去，导致生长缓慢，大小不齐，发病率
高。国内虽然已有不少科研院所已着手进行凡
纳滨对虾的选育工作，但迄今为止尚未真正成功
培育出凡纳滨对虾成熟品系，多数厂家为改善虾
苗品质仍然依赖进口。

采用 AFLP 技术对不同世代凡纳滨对虾遗传
多样性进行研究的文献之前报道较少。本文利
用 AFLP 技术对凡纳滨对虾 4 个不同世代群体进
行遗传多样性分析，发现平均基因多样性指数不
同群体间大小顺序为 QB ＞ F1 ＞ F2 ＞ Fn，Shannon
多样性指数大小顺序和平均多样性指数相同。
平均基因多样性指数和 Shannon 多样性指数随着
世代的增加而降低，表明凡纳滨对虾养殖群体随
着世代的增加，遗传多样性逐渐降低，这一结果
支持了童馨等［19］2009 年所得的研究结果。除多
态位点百数顺序略有差异外，本研究中，QB 与

F1、F2、Fn 的遗传相似系数 ( 0． 886 0 ～ 0． 938 7 ) ，
随着世代的增加而降低 ; 遗传距离 ( 0． 063 2 ～
0． 121 0 ) 随着世代的增加而增加，具明显的规律
性，与 Patricia 等［20］、李峰等［21］、颉晓勇等［12］相
关研究结果相似。从图 1 中可以看出亲本与 F1、
F2 与 Fn 的相互遗传关系更为接近，F1 虾苗在我
国并没有出现很大遗传变异，还保留着进口亲代
的优良基因，但是随着世代的增加，特别是由 F1

作为亲虾所培育的 F2，其遗传变异程度比较大，
有着明显的分界线。

在 AMOVA 分析中发现，相对于 4 个群体间
的遗传变异( 25． 47% ) ，群体内的变异更大，为
74． 53% ( 表 4 ) ，表明同一采样群体遗传差异主要
来自群体内部，童馨等［19］的研究结果也有类似现
象。不同世代的群体内或群体间的变异都会导
致引进 SPF 亲虾原有优良性状的丢失。我国目
前尚无经过多代选育，遗传变异相对稳定的凡纳
滨对虾优良品系，所以亲虾来源受制于美国等国
家，这对我国这样的对虾主要养殖国相当不利，
亟待解决。

姚雪梅等［22］在对凡纳滨对虾 F1、F2 生长存
活比较中发现，F1 的生长速度明显快于 F2，但是

成活率明显小于 F2，张俊
［18］在对 F1、F2、Fn 3 个

世代凡纳滨对虾养殖效果发现，在温度、盐度突
变的条件下，Fn 组比 F1 及 F2 组表现出较强的耐
受性。这说明虽然进口群体具有生长快，周期短
等特点，但是还需要一个本地化的过程才能在我
国展现出养殖的优势。如何让进口群体本地化
并且保持原有的优良性状，是摆在我们面前的一
个难题。现代杂交优势理论认为: 杂交优势的大
小在一定程度取决于亲本间遗传差异的大小，遗
传距离愈大所产生的杂交优势愈大。所以可选
择遗传距离较大而又具有良好性状的凡纳滨对
虾进行杂交实验，并评估最优杂交组合，培养优
良新品种。姚雪梅等［23］以引进 SPF 凡纳滨对虾
群体建立自交系 F1 和 F2，并与海南经过若干代
养殖后选育的健康凡纳滨对虾建立杂交系发现，
凡纳滨对虾杂交代具有生长快和存活率高等优
势。为了让我国凡纳滨对虾养殖业走可持续发
展的道路，不被国外一些种虾企业对我国亲虾市
场的垄断，我们必须培养不仅具有适应我国养殖
环境，又具有原种优良性状的凡纳滨对虾，杂交
选育技术是未来解决我国优质亲虾资源不足的
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途径之一。
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