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6 个虾种基因组 ∆ΝΑ多态性分析 ∗

许玉德 孙 晟

厦门大学生命科学学院

中国科学院海洋研究所 青岛

提要 采用 °⁄方法检测了罗氏沼虾 Μαχροβραχηιυµ ροσενβεργιι) !绿须虾 ( Αριστευσ ϖιριλισ) !

长毛对虾( Πεναευσ πενιχιλλατυσ) !日本对虾( Π. ϕαπονιχυσ) !斑节对虾( Π. µονοδον)和周氏新对虾

( Μεταπεναευσ ϕοψνερι 等 个虾种的基因组 ⁄ 的多态性 ∀用 个随机引物扩增得到 个

⁄ 片段 根据这些片段的共享度计算出遗传距离并构建系统树 ∀所得结果从 ⁄ 水平上反

映出虾类在科属种不同分类阶元亲缘关系的远近 并为虾类现行的分类系统提供了分子生物

学依据 ∀

关键词 虾类 基因组 ⁄ 随机扩增多态性 ⁄

随机扩增多态性 ⁄ °⁄ 技术是以检测物种

基因组 ⁄ 多态性为目的 能够高效 !准确地提供许

多个体基因组的许多位点的 ⁄ 序列多态性数据

并且可以此作为分子遗传标记 研究物种间的亲缘关

系和系统进化 在生物的遗传多样性 !物种的分类和

遗传育种研究等方面已经得到了广泛的应用 取得了

可喜的进展 ≈ ∀作者用 °⁄技术研究十足目中分属

于 个科 个属的 个虾种的基因组 ⁄ 的多态性

从 ⁄ 分子水平上分析虾类在不同分类阶元的遗传

差异和分子标记 为虾类资源的分类鉴定和系统进化

研究提供分子遗传学依据 ∀

材料与方法

1 1 材料

实验动物 试验用虾购自福建省厦门

市同安区养虾场和水产交易市场 共 种 罗氏沼虾

Μαχροβραχηιυµ ροσενβεργιι) ,绿须虾( Αριστευσ ϖιριλισ) ,长

毛对虾( Πεναευσ πενιχιλλατυσ) ,日本对虾( Π.ϕαπονιχυσ) ,

斑节对虾 ( Π. µονοδον) 和周氏新对虾 ( Μεταπεναευσ

ϕοψνερι) ∀

主要试剂 随机引物购自 公司

× 酶购自 ° 公司 琼脂糖为 ≥ 公司产品

其余均为国产分析纯试剂 ≈ ∀

仪器 °≤ 仪为美国 °∞公司产品 型

号 ° ∞ ≤ ∏ ⁄ × ≤ ∀

1 2 方法

基因组 ⁄ 的提取和纯化 每种虾取

尾 从其尾部取等量肌肉组织剪碎混合 ° ≥液漂

洗 取 样品加 ×∞缓冲液 × 2 ≤

∞⁄× 冷冻匀浆 加 体积

≥⁄≥混匀 ε 水浴 离心 取上清 用等

福建省厦门市同安区水产局高级工程师张庆勉协助实

验材料的采集和鉴定工作 特此致衷心感谢 ∀

收稿日期 2 2 修回日期 2 2
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表 1  6 个虾种随机扩增多态性 ∆ΝΑ片段共享度( Φ)

Ταβ .1  Τηε προπορτιον οφ Ρ ΑΠ∆ φραγ µεντσσηαρεδ ( Φ) βψσιξ σπεχιεσ οφ γενυσ

长毛对虾 斑节对虾 日本对虾 周氏新对虾 绿须虾 罗氏沼虾

长毛对虾

斑节对虾

日本对虾

周氏新对虾

绿须虾

罗氏沼虾

体积酚 氯仿抽提 取上清 倍乙醇沉淀 ⁄

乙醇漂洗后 溶于 ×∞缓冲液 加 至终浓度为

Λ ε 保温 加蛋白酶 Λ ε 保

温 等体积酚 氯仿抽提 倍体积无水乙醇漂洗

风干后溶于 Λ 超纯水 ε 保存 ∀

°⁄反应 扩增反应总体积为 Λ

其中含有 × 2 ≤

≤ × ÷2 ≤ ×° ≤×°

××° ×°各 Λ 引物 约

⁄ × 酶 ∀扩增反应在 ° ∞ ≤ ∏

⁄ 扩增仪上进行 ∀反应程序为 ε ε

ε ε 个循环 ε 延伸

∀扩增产物经 琼脂糖凝胶电泳分离 经 ∞

染色后在紫外灯下观察结果 ∀

数据处理 随机引物的扩增产物根据

等 年的公式计算

Φ= Ν¬ Ν¬ Ν

其中 Φ值为共享度 (也称遗传相似指数) , Ν¬是

¬ 两物种共有的扩增带 Ν¬和 Ν 是物种 ¬和 分

别拥有的扩增带 ∀当 Φ= 时 两物种的扩增带完全

相同 即两者有高度相同的 ⁄ 序列 当 Φ= 时 两

物种的扩增带完全不同 此时两者具有高度相异的遗

传性 ∀两物种间的遗传距离为 Φ∀

结果分析

用 个随机引物对 个虾种基因组 ⁄ 进行

扩增反应 都产生出明显扩增带 每个引物产生的扩

增片段在 ∗ 条之间 不同引物对不同虾种 ⁄

的扩增产物各不相同 ∀图 为不同虾种基因组 ⁄

用随机引物 ° 2 ° 2 和 °≠2 经 °≤ 扩增后

的电泳结果 ∀

统计 个引物在 种虾基因组 ⁄ 的扩增带数

目 并按 氏公式计算其在 个虾种之间的扩增产

物共享度列于表 ∀

表 显示 个虾种间扩增产物的共享度各不相

同 同属内种间的共享度大 同科内属间的共享度较

小 不同科间的共享度最小 ∀

将表 数据矩阵输入计算机 用 °≥ °≤ 统计软

件 采用最近距离法对 个虾种进行聚类分析 得图

∀从图中可以看出对虾属内 种虾最先聚类在一起

再与同科的新对虾属相聚 不同科虾种相聚在最后 ∀

它们的聚类顺序从一个方面反映出其间的亲缘关系

远近 ∀

讨论

多年来 人们以表型特征为依据 对甲壳纲十足

目虾类的分类和进化进行了系统的研究并基本确定

图 部分随机引物对 种虾基因组 ⁄ 的扩增电泳

° 2 ° 2 °≠2 罗氏沼虾 绿须虾 ≤ 长毛对虾 ⁄ 日本对虾 ∞ 斑节对虾 ƒ 周氏新对虾

ƒ × °⁄ ¬

∞÷° ∞≥≥

快报
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了它们的分类学地位 ∀但是从 ⁄ 分子水平上研究

虾类的分类学地位 !亲缘关系和系统进化 在国内外

只有少量的报道 ∀本文应用 °⁄方法检测须虾科

个种 绿须虾 Αριστευσ ϖιριλισ !长臂虾科

° 个种 罗氏沼虾 Μαχροβραχηιυµ ροσεν2

βεργλι 和对虾科 ° 个属 个种 长毛对虾

Πεναευσ πενιχιλλατυσ, 日本对虾 Π.ϕαπονιχυσ, 斑节对虾

Π. µονοδον和周氏新对虾 Μεταπεναευσϕοψνερι 的基因

组 ⁄ 获得虾类种属分类和亲缘关系鉴别的分子遗

传标记 ∀在 个引物对 个虾种基因组 ⁄ 扩增所

得到的 个 ⁄ 片段中 所有虾种共同具有的扩

增片段有 个 占 个虾种共同具有的扩增

片段有 个 占 个虾种共同具有的扩增片

段有 个 占 个虾种共同具有的扩增片

段有 个 占 个虾种共同具有的扩增片

段有 个 占 ∀这表明 物种越多 基因组

⁄ 的多态性数据越高 物种的遗传多样性越丰富 ∀

在所应用的 个随机引物中还可看到 在 个科的

个虾种中 只有引物 ° 2 扩增得到 个共有的

⁄ 片段 占该引物扩增产物的 占所用引

物总数的 ∀在对虾科的 个属 个虾种中 有

° 2 ° 2 °≠2 °≠2 和 ° 2 等 个引物

扩增得到 个共有的 ⁄ 片段 占该引物扩增产物

的 占所用引物总数 ∀在对虾属内的

个虾种中 有 ° 2 ° 2 ° 2 °≠2

°≠2 °≠2 ° 2 ° 2 和 ° 2 等 个引物

扩增得到 个共有的 ⁄ 片段 占该引物扩增产

物的 占所用引物总数 ∀不同科间各物

种的共有扩增片段最少 所占比例最低 ∀同属内种间

共有扩增片段数最多 所占比例最高 ∀异属间共有扩

增片段的数量和比例比科间多但比种间少 ∀科属种间

共有片段的数量差异程度明确反映出各分类阶元的

遗传差异大小 ∀从聚类图看 对虾属中长毛对虾 !斑节

对虾和日本对虾的遗传距离最小 亲缘关系最近 首

先聚类在一起 ∀新对虾属的周氏新对虾与对虾属的

个种的遗传距离较大 关系较远 二者相聚在其次 而

生活于淡水中的长臂虾科沼虾属的罗氏沼虾和生活

于海水中的须虾科须虾属的绿须虾及对虾科的虾类

的遗传距离更大 亲缘关系更远 虽然长臂虾科与须

虾科所处生态环境差异较大 但它们还是先行聚类

最后才和对虾科聚类在一起 ∀总体表现为同属内种间

亲缘关系最近 同科内属间亲缘关系比不同科的属间

亲缘关系来得近 不同科间的亲缘关系最远 聚类的

先后顺序同样揭示出科属种不同分类阶元的亲缘关

系的远近 ∀

根据 等 年的公式计算 对虾属 个虾种间

的基因组 ⁄ 扩增产物的共享度较高 在 ∗

之间 其中长毛对虾与斑节对虾为

长毛对虾与日本对虾为 斑节对虾与日本对

虾为 与我国学者宋林生等人 ≈ 报道的实验

数据有很大差别 ∀由于两者采用的随机引物和扩增条

件不相同 对之加以比较似有不妥 但其结果都表明

了这样一个事实 对虾属内不同虾种之间存在着程度

不同遗传差异 日本对虾在同属虾种中有较大的遗传

变异性 ∀根据形态学观察 日本对虾的雌性交接器是

对虾属内最具独特的一种 它呈囊状且在前方横向开

口 与开放型纳精囊的其余种类不相同 因此 ×

于 年的报道认为应将其列为囊对虾亚属

≥∏ ∏ Μαρσυπεναευσ 这也和本文的 °⁄分析相

吻合 ∀至于对虾科异属虾种间的共享度 要比同科同属

来得低 仅为 ∗ 而不同科虾种间共享

度则更低 其中对虾科与须虾科的共享度为 ∗

对虾科与长臂虾科间的共享度为 ∗

须虾科与长臂虾科间的共享度为 ∀显

然 用 °⁄方法所得随机扩增多态 ⁄ 片段的共

享度把物种间的亲缘关系和系统进化以可度量形式

表达了出来 ∀应该指出 °⁄反应是一个复杂的生

物化学反应 反应过程中各种成分之间的动态相互作

用直接决定着扩增产物的质量和数量 ∀在研究中作者

发现 如果改变 °⁄反应的条件 对同一种材料使

用同一随机引物 扩增的产物会有出入 ∀所以 在对物

种进行遗传多样性和系统进化研究时 实验条件必须

保持一致 选用适宜的随机引物和固定的扩增条件尤

其重要 ∀

十足目虾种繁多 仅对虾属就有 种之多 现行

的以形态结构为标准的分类系统很难对表型特征相

近的种类进行分类定位和亲缘关系远近鉴定 ∀ 用

°⁄方法检测虾类基因组 ⁄ 多态性 辅以适当统

计学处理 不仅可以对现行的以外形结构特点为依据
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图 根据最短距离得到的系统树

罗氏沼虾 绿须虾 ≤ 长毛对虾 ⁄ 日本对虾

∞ 斑节对虾 ƒ 周氏新对虾

ƒ °
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÷ ≠∏2 ≥ ≥

( 1Χολλεγε οφ Λιφε Σχιενχε , Ξιαµεν Υνιϖερσιτψ,

( 2Ινστιτυτε οφ Οχεανολογψ, Χηινεσε Αχαδε µψοφ Σχιενχεσ, Θινγδαο ,

Ρεχειϖεδ :≥

Κεψ Ωορδσ: ≥ ∏ ⁄ ⁄

Αβστραχτ

⁄ ¬ Μαχροβραχηιυµ ροσενβεργιι , Αριστευσ ϖιριλισ, Πεναευσ πενιχιλλα2
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°⁄ √ ∏ ¬ Φ

∏ × √ ∏ Φ ∏ √ ∏ ∏
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的分类系统加以验证 而且可从 ⁄ 分子水平上构

建物种的系统进化关系 为各物种的分类地位和亲缘

关系提供准确可靠的分子标记 ∀
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