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羊鲍野生群体遗传多样性与分化的研究 

张桂玲, 黎中宝, 谢德华 

(集美大学 水产学院, 水产生物技术研究所, 福建 厦门 361021) 

摘要: 运用随机扩增片段长度多态性 DNA 标记(RAPD)技术对中国海南省英州、安游和亚龙湾海域的 3

个羊鲍(Haliotis ovina)野生群体进行遗传多样性与分化的研究。利用 14 个 10bp 随机引物, 在 90 个个

体中共检测到 72 个位点, 其中英州, 安游和亚龙湾群体的多态位点数分别为 65, 61 和 62 个, 多态位点

百分数(P)分别为 90.28％、84.72％和 86.11％; Shannon’s 信息指数(I)分别为 0.443、0.456 和 0.400;Nei’s

基因多样性指数(H)分别为 0.292、0.305 和 0.262。3 个羊鲍群体间的遗传距离(D)介于 0.0504～0.0731

之间; 群体间的遗传分化系数(GST)为 0.0976。结果表明, 羊鲍 3 个野生群体的遗传多样性水平较高, 群

体间的遗传分化较小。 
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羊鲍(Haliotis ovina)属鲍科。其壳与肉皆可入药, 
且肉质细嫩、营养价值高, 是中国重要的经济鲍类之
一。羊鲍在中国主要出产于海南及西沙群岛海域。近

年来由于酷渔滥捕及海区生境不断恶化等原因, 羊鲍
的自然资源受到严重破坏, 这对原本就不大的羊鲍天
然捕获量来说犹如雪上加霜。对羊鲍自然资源的保护

已经刻不容缓。而对于羊鲍遗传背景的深入了解是制

定科学有效的保护措施的必要前提。关于羊鲍遗传学

方面的研究已有相关报道[1-4], 但迄今尚未发现采用随
机扩增片段长度多态性 DNA 标记(RAPD)技术, 对产
于中国的羊鲍野生群体进行遗传多样性分析的报道。 

RAPD 标记技术诞生于 1990 年, 由于其具有操
作简单、成本低廉且无需专门设计扩增引物等特点

而被广泛应用于遗传图谱的构建、基因定位、遗传

多样性分析、物种或品种鉴定、亲缘关系确定及良

种选育等诸多遗传学研究领域[5-9]。在经济贝类的群

体遗传学分析方面, RAPD 技术已成功运用于缢蛏
(Sinonovacula constricta)、皱纹盘鲍(Haliotis discus 
hannai)、杂色鲍(Haliotis diversicolor Reeve)、大连
湾牡蛎 (Crassostrea talienwhanensis)、马氏珠母贝
(Pinctada martensii)、文蛤(Meretrix meretrix)等物种
的研究[10-15]。表明 RAPD 技术既能够获得足够多的
分子标记来用于分析不同群体的遗传多样性, 又可通
过数据处理来判断不同群体间的遗传分化程度[13]。 

本研究采用 RAPD 技术, 对中国羊鲍野生群体
的遗传多样性与遗传分化进行分析探讨, 以期为中

国羊鲍种质资源的保护、自然资源的可持续利用及

良种选育提供科学理论依据。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
实验所用野生羊鲍分别采自中国海南省的英

州、安游及亚龙湾, 每个群体随机取样 30 个, 取得
的新鲜样品加冰保存, 运至实验室后放入−40℃冰箱
保存至分析。 

1.2  基因组 DAN 的制备 
DNA提取主要参照传统的酚/氯仿抽提法, 略做

修改。具体步骤如下 :每个个体取足部肌肉组织
50~100 mg, 剪碎放入 1.5 mL离心管中。加入 700 μL
由 2×CTAB(10 mmol/L Tris-HCl, pH8.0; 0.5 mol/L 
EDTA, pH8.0; 1.4 mol/L NaCl; 0.02 g/mLCTAB),  
0.2 μL β-2巯基乙醇及 15μL蛋白酶 K(20 g/L)组成的
CTAB消化液于振荡器上振荡均匀, 55℃消化过夜。
待肌肉组织完全消化后加入 700 μL 氯仿 : 异戊醇
(24 : 1)混合液, 颠倒混匀 15 min, 离心 10 min(12 000 
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r/min)。离心后吸取上清液至另一个新管。再加入 600 
μL苯酚 : 氯仿 : 异戊醇(25 : 24 : 1)混合液进行抽
提, 提取后的上清液再加入 600 μL 氯仿 : 异戊醇
(24 : 1)混合液抽提一次, 加入 800 μL经−20℃预冷的
异丙醇, 颠倒混匀, −20℃存放 2 h 后离心 10 min  
(10 000 r/min), 产生白色沉淀, 弃上层液体, 保留离
心管底部沉淀, 再先后用经−20℃预冷的 1mL70%与
1mL 100%的乙醇缓慢颠倒洗涤 DNA 沉淀, 各自离
心 10min(10 000 r/min), 弃上层液, 保留沉淀。将
DNA 样品置于空气中晾干; 干燥后的 DNA 样品加
入 100 μL ddH2O, 放入 4℃冰箱充分溶解。用 0.8%
琼脂糖电泳检测溶解后的 DNA的质量。 

1.3  RAPD 扩增反应 
RAPD反应条件参照 Williams 等的方法[16]。反

应总体积为 25 μL, 其中 1×Buffer 2.5 μL, MgCl2(25 
mmol/L)2.5 μL, dNTP(2.5 mmol/L)1 μL, Taq 酶
(5U/μL)0.3μL, 引物(5 mg/L)3μL, 模板 DNA 50 ng, 
其余的部分用 ddH2O补足。于 PCR仪上进行扩增反
应。PCR反应条件: 首先经 94℃预变性 4 min, 后进
入 45个 PCR循环: 即 94℃变性 1min, 35℃退火 1min, 
72℃延伸 1min。最后再经 72℃继续延伸 10 min。扩

增产物用 2.0%琼脂糖凝胶电泳分离, EB染色, 紫外
投射仪检测并拍照记录。 

1.4  数据处理 
对电泳后凝胶上清晰可见的扩增条带进行记录,

在同一迁移位置有带的记为“1”,无带则记为“0”,列出
“0”, “1”矩阵, 输入统计软件 POPGENE 1.32进行统
计分析, 获得羊鲍 3 个群体的多态位点百分数(P)、
Shannon’s 信息指数(I)、Nei’s 基因多样性指数(H)、
群体间的遗传距离(D)、群体间基因分化系数(GST)等
遗传学参数。并由程序 NEIGHBOR 中的 Neighbor- 
joining构建羊鲍 3个群体的聚类分析图。 

2  结果 
2.1  引物筛选与 RAPD 扩增结果 

本研究采用 40个随机引物进行RAPD扩增实验, 
从中优化出 14个能扩增出清晰条带、并可重复的有
效引物(表 1, 引物 S97对 3个羊鲍野生群体的 RAPD
扩增图谱见图 1)。用这 14个引物在羊鲍 3个野生群
体 90 个个体中共检测到 72 个位点。其中英州群体
的多态位点数最多为 65 个, 安游和亚龙湾群体的多
态位点数则分别为 61和 62个。 

 
表 1  14 个多态随机引物的 DNA 序列及其扩增结果 
Tab. 1  Sequences and amplification results of 14 random primers 
引物编号 碱基序列(5′-3′) 扩增位点数 引物编号 碱基序列(5′-3′) 扩增位点数 

S8 GTCCACACGG 3 S161 ACCTGGACAC 6 
S27 GAAACGGGTG 9 S387 AGGCGGGAAC 5 
S30 GTGATCGCAG 5 S391 ACGATGAGCC 4 
S34 TCTGTGCTGG 5 S395 AAGAGAGGGG 4 

S103 AGACGTCCAC 2 S402 ACAACGCCTC 8 
S108 GAAACACCCC 7 S404 GGCGGTTGTC 4 
S97 ACGACCGACA 5 S400 TGGTGGACCA 5 

 

 
图 1  引物 S97对 3个羊鲍野生群体的 RAPD扩增图谱 
Fig. 1  RAPD amplification bands of three H. ovina stocks 

with primer S97  
图中 1~７为英州群体, 8~14为安由群体, 15~21为亚龙湾群体, M
为 Marker 
Fig.1~7 for Yingzhou population, 8 ~ 14 for Anyou population, 15~  
21 for Yalongwan population, M is Marker 

2.2  遗传多样性 
羊鲍 3 个野生群体的多态位点百分数 (P)为

84.72%～90.28%, 平均为 87.04%; Shannon’s信息指
数(I)为 0.400～0.456, 平均为 0.433; Nei’s 基因多样
性指数(H)为 0.262～0.305, 平均为 0.286 (详见表 2)。 

2.3  遗传分化与聚类分析 
羊鲍 3个野生群体间的遗传距离(D)为 0.0504～

0.0731。其中英州群体与安游群体之间的遗传距离最
大为 0.0731, 英州群体与亚龙湾群体的遗传距离最
小为 0.0504, 而安游群体与亚龙湾群体的遗传距离
居中为 0.0577。群体间的遗传分化系数 (G S T)为 
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表 2  羊鲍 3 个群体的遗传多样性参数 
Tab. 2  Indexes of genetic diversity of three H. ovina stocks by RAPD 

群体 多态位点百分数(%) Shannon’s信息指数 Nei’s基因多样性指数 
英州 90.28 0.443 0.292 
安游 84.72 0.456 0.305 
亚龙湾 86.11 0.400 0.262 
平均 87.04 0.433 0.286 

 
0.0976。根据各群体间的遗传距离应用 NJ 法得到 3
个群体的聚类分析图(图 2)。 

 

图 2  用 NJ法得到的羊鲍 3个野生群体的聚类分析图树 
Fig. 2  NJ cluster analysis dendrogram of three H. ovina 

stocks  
 

3  讨论 
遗传多样性是生物多样性的核心与基础, 是生

物种群内和种群间可遗传的变异。种群遗传变异的

重要性在于它能够使进化的变化得以发生, 而这些
变化的速率与现有的遗传多样性的数量成正比[17]。

遗传变异作为物种自身生存和未来进化的资源, 不
但能够给种群带来适合度方面的优势, 而且同样有
利于人工育种。多态位点百分数(P)、Shannon’s信息
指数(I)、Nei’s 基因多样性指数是群体遗传多样性度
量的主要参数。在本研究中, 3个羊鲍野生群体的多
态位点百分数(P)为 87.04%, Shannon’s 信息指数(I)
为 0.433, Nei’s基因多样性指数(H)为 0.286。将此结
果与同样采用 RAPD 技术所获得的一些经济贝类野
生群体的遗传多样性参数均值进行比较, 羊鲍群体
的遗传多样性与文蛤(P= 86.5%, H=0.1935)[15]、栉孔

扇贝(Chlamys farreri)(P= 85.46%, I=0.243)[18]、西施

舌 (Coelomactra antiquata)(P=78.97%, I=0.349, H= 
0.309)[19]等物种的遗传多样性相当 ; 远远高于大珠
母贝(Pinctada maxima)(P= 50.0%, I=0.1170)[20]、皱纹

盘鲍(P=50.0%, I=0.258)[21]等物种的遗传多样性; 而
仅略低于青蛤(Cyclina sinensis)(P= 92.07%, I=0.558, 
H=0.377)[22]的遗传多样性。由此可以判断,羊鲍在海
洋经济贝类中具有较高的遗传多样性水平, 种质资
源状况良好。这一结论与采用 AFLP 技术所获得的
研究结果一致[4]。根据以往的研究报道, 在经过几个

世代的人工养殖后 , 物种的遗传多样性会有所降  
低 [23-25], 羊鲍虽为中国的经济鲍类之一 , 但至今未
开展大规模的人工养殖, 这就避免了羊鲍养殖群体
对野生群体的遗传污染, 从而间接地保护了羊鲍自
然群体的遗传多样性。 

Nei[26]认为群体间遗传分化系数 GST的值可以从

0到 1, 当各群体间几乎没有分化时, GST的值接近 0, 
因为各群体的所有等位基因频率几乎相同。在本研

究中, 羊鲍群体间的遗传分化系数 GST为 0.0976, 显
示其中 90.24%的遗传分化存在于群体之内, 9.76%的
遗传分化存在于群体之间, 因此羊鲍的群体内变异
为主要变异, 群体间的遗传分化较小。遗传距离是判
断遗传变异的另一尺度。本研究的 3 个羊鲍群体间
的遗传距离介于 0.0504~0.0731 之间, 远小于大珠母
贝[20]、马氏珠母贝[14]等物种群体间的遗传距离, 而
与文蛤[15]、缢蛏[10]等物种群体间的遗传距离相当。

物种分化实际上是生物自身对异质化环境适应的结

果。对于水产动物来说, 发生遗传分化的原因主要包
括地理隔离与水文状况差异以及人工干涉等[12-14]。

具体到本研究的羊鲍群体来说, 三个群体的采集地
之间的地理距离较小, 水文状况差异不大。此外, 虽
然羊鲍为营附着生活的贝类, 成体的活动范围较小, 
但在羊鲍的生活史中 , 有营浮游生活的幼体阶段 , 
这就为群体之间发生基因交流创造了可能。刘必谦

等 [13]也认为, 虽然对于贝类来说, 基因流动的范围
是有限的 , 但由于进化是一个漫长的过程 , 在此过
程中相距不远的群体之间的基因也有可能慢慢扩散, 
从而降低了各群体间的遗传差异。从本研究的聚类

分析结果来看, 英州群体与亚龙湾群体之间的亲缘
关系相对较近, 而亚龙湾群体与安游群体之间的亲
缘关系相对较远, 这可能是由于安游群体与亚龙湾
群体的采集地点都是较为封闭的海湾, 从而在一定
程度上阻碍了两群体之间的基因交流所致。 

一般认为, RAPD技术的多态性检测程度要高于
等位酶技术。这是因为从理论上讲等位酶技术只能

分析部分功能基因(外显子)的情况 , 而对其余部分
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的基因无法分析, 而 RAPD 技术可以分析研究对象
的整个基因组的情况, 从而能够获得更多的遗传信
息。在本次采用 RAPD 技术的研究中 3 个羊鲍野生
群体的多态位点百分数(84.72%～90.28%), 远高于
采用等位酶技术获得的 3 个羊鲍野生群体的多态位
点百分数(27.27%～54.55%)[2], 这一比较结果再次验
证了上述理论。很多实验证实, RAPD标记在单位分
析中(每引物或引物对)检测到的多态位点数显著低
于 AFLP标记[27-28]。而从本研究中可以看出, 优化较
多数量的引物用于实验检测, 便能获得足够的用于
分析的分子标记, 从而弥补 RAPD 标记在该方面的
不足。虽然影响 RAPD反应的因素较多, 但如果在实
验中采用标准化的反应条件, 注重个体之间、群体之
间实验操作的同步性与对比性, 保证 DNA的提取、
浓度检测及 PCR 反应各成分的一致性和电泳条件的
统一性 , 并通过多次重复反应 , 就可以获得稳定而
真实的实验分析结果。此次 RAPD 技术的分析结果
与之前的 AFLP 分析在羊鲍 3 个群体的遗传多样性
水平、群体间的遗传分化程度的判断及群体间的聚

类分析结果等都显示出高度的一致性[4]。由此不难看

出, RAPD分析技术在遗传学研究领域仍不失为一种
简便有效的分子标记。 
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Genetic diversity and differentiation of three wild populations 
of Haliotis ovina 
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Abstract: Random amplified polymorphic DNA (RAPD) technique was used to analyze three wild Haliotis ovina  
from Yingzhou, Yalongwan, and Anyou of Hainan Province. Seventy-two loci were found by 14 random primers, 
and Yingzhou, Yalongwan, Anyou populations having 65, 61 and 62, respectively. The percentages of polymorphic 
loci (P) of the three populations were 90.28%, 84.72%, and 86.11%, respectively; the Shannon’s information index 
(I) was 0.443 in Yingzhou population, 0.456 in Yalongwan population, and 0.400 in Anyou population; the Nei’s 
gene diversity (H) were 0.292, 0.305, and 0.262, respectively. Genetic distances(D)among the three populations 
were about 0.0504~0.0731. The genetic differentiation index GST among the three populations was 0.0976. Our 
study shows that the genetic diversity of H. ovina is at a high level, and the genetic differentiation is low. 
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由于作者的疏忽，发表于《海洋科学》2011年第 1期的研究报告《繁茂膜海绵原细胞形态学识别及分离
纯化特点》一文，原作者第一单位为中国科学院研究生院，第二单位为中国科学院大连化学物理研究所，现

更正为作者第一单位：中国科学院大连化学物理研究所，第二单位：中国科学院研究生院。   
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