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日本对虾野生种群和养殖种群遗传结构的

R A PD 标记研究
’

宋林生 相建海 李晨曦 周岭华 刘保忠 刘瑞玉

(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 60 71 )

提要 于 1 9 9 7 年 4 月在福建和山东青岛分别采集日本对虾野生种群和养殖群体的样品
,

采

用 l毛AP D 标记技术对其遗传结构进行初步研究
。

用 20 个随机引物在野生种群和养殖群体中

分别扩增出 157 和 153 条 D N A 片段
,

其中多态性片段数分别为 85 和 58 条
,

多态性片段的比例

分别为 54
.

14 % 和 37
.

91 %
,

平均杂合度分别为 0. 2 5 1 7 和 0
.

134 3
。

野生种群的多态性位点比例

和杂合度明显高于养殖群体
,

说明中国的 日本对虾野生种质资源状况较好
,

应加以合理保护
。

与野生种群相 比
,

养殖群体的杂合度有所下降
,

提示在 日本对虾的育苗育种过程中应引进标

记辅助选择等技术手段
。

关键词 日本对虾 R A I〕D 群体遗传

学科分类号 59 68 .2

日本对虾分布于 中国南部沿海
,

是具有重要 经济价值的水产资源
,

因此 日益受到重

视
。

中国已开始加强对 日本对虾资源的开发利用和保护
,

在大力发展养殖业的同时
,

开始

进行人工放流
,

对野生种群进行补充
。

但 目前对日本对虾野生种群和养殖群体的遗传结

构以及遗传变异水平则缺乏深人研究
。

本文报告 日本对虾野生种群和养殖种群遗传结构

的随机扩增多态性 D N A (R A PD )标记研究结果
,

并对中国的日本对虾资源状况进行评估
,

以期为其合理开发利用和保护提供理论依据
。

1 材料和方法
1

.

1 材料

实验所用的 日本对虾 (Pe
o
ae us jaP on icu 、)野生个体于 19 9 7 年 4 月采 自福建沿海

,

在

取样地点将新鲜样品置于液氮 中速冻
,

运回实验室进行核D N A 提取或 一 20 ℃保存
。

养殖

个体同期购于青岛农贸市场
,

为人工养殖 2 代以上
。

L Z 方法

L 2. 1 基 因组 1) N A 的提取 野 生种群 和养殖群体各取 20 尾
,

在每个个体 的尾部取

lo om g 肌 肉 组 织 剪 碎
,

加 人 5 0 0 卜l匀 浆 缓 冲 液 (lomm
o l / L Tri

s一H a
,

p H = 8
.

0 ;

IO0 m m ol / L E D T A
,

p H = 8
.

0)
,

混匀后 加人终 浓度为 1% 的十二烷基硫 酸钠 (SDS )和

*
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10 0 协g / m l的蛋白酶 K
,

55 ℃消化 3 h
,

然后分别用等体积的酚
、

酚 :氯仿 (1: 1)
、

氯仿 :异戊醇

(24 : l) 抽提
,

2 倍体积乙醇沉淀 D N A
,

T
.

E 溶解
,

置于 4 ℃保存备用
。

1
.

2. 2 随机引物 实验所用 的 20 个随机 引物
,

即 O Pv
一01 一 o Pv

一
20

,

购 自 o pe
r
on 公

司
.

1
.

2
.

3 PC R 反应 R A PD 反应条件与 W illiam
s 等 (19 9 0 )基本相似

。

基因组 D N A 在 PC R

扩增仪上经 94 ℃变性 5而
n 后进行 45 个扩增循环

,

每一循环包括 94 ℃ lm in
、

36 ℃ lm in
、

72 ℃ Zm in
,

最后在 72 ℃延伸 1om in
。

扩增产物用 1
.

5% 琼脂糖凝胶 电泳分离
,

E
.

B 染色
,

紫

外灯下观察
,

拍照
。

L 2. 4 R A PD 标记作为等位基 因的分析 将 R A PD 标记作为等位基因进行多态性研

究
,

通常有 4 种假设 (Apo
s
tol

o t al
,

1 9 9 6)
:

(l) R APD 产物为显性等位基因
,

符合孟德尔遗

传
;
(2 )R A PD 座位上的基因频率符合 H a rd y- 丫vin be rg 平衡

; (3 )纯合隐性个体的等位基 因

是完全一致的 (iden tic al in sta te
,

115) (即它们来 自相同的突变 ) ;
(4) 显性等位基因

,

即扩

增出的 R A PD 产物也是完全一致的 (115 )
。

以纯合隐性个体频率的平方根来计算隐性等位

基因
a 的基因频率 q

,

显性基因 A 的基因频率 p 二 1 一 qo

多态位点 比例 尸 二 多态性扩增片段数 / 扩增片段总数

群体的平均杂合度 H 一

艺(l 一 名 , 夕/ 。

其中
,

只是第 i个等位基 因的频率
, 。
为个体数 (Ne i et al

,

19 7 4; Ne i
,

19 7 8 )o

2 结果

2
.

1 R A P D 图谱

本实验采用 20 个随机引物进行扩增
,

在野生种群 中共得到 157 条清晰可统计的 D 叫A

扩增片段
,

在养殖群体中得到 巧3 条扩增片段
。

不同的引物所得到的扩增片段的数量各不

相 同
,

同时
,

不同的引物所揭示的多态性也不尽相同
。

图 la
、

b 是用 O PV 一1 5引物在野生种

群和养殖群体中的扩增结果
,

大部分扩增片段是单态
。

图 lc
、

d 分别显示引物 O PV 一14 在

养殖群体和引物 O PV 一10 在野生种群 中的扩增效果
,

与 O PV 一 15相 比
,

其所揭示 的多态位

点较多
。

具有多态性的片段在野生种群 中为 85 条
,

在养殖群体中为 58 条
。

2. 2 数据分析

根据 尸 = 多态性扩增片段数 / 扩增片段总数
,

计算出野生种群和养殖群体的多态性

位点 比例 (表 1 )
。

针对每一条扩增片段
,

先 统计出群体中未 出现该扩增 片段的个体数
,

然

后根据显性和隐性等位基 因的频率计算群体的平均杂合度 (表 1 )
。

表 1 日本对虾野生种群和养殖群体R A PD标记分析

T ab
.

1 A n al ysis o f R A PD m ark ers in the
n a tu ral Po Pul ati

o n
an d ha 记he理 s

toc k o f 尸 jaP
o n ic u s

扩增片段总数 (条) 多态片段数 (条) 多态比例 (% ) 遗传杂合度

野生种群

养殖群体

8 5

5 8

54 14

3 7乡l

0 2 15 7

0
.

13 4 3

勺
护,、气�气�

盛

月
勺1.

3 讨论

生物群体的遗传变异水平是评估生物资源状况的一个重要标准
,

许多研究表 明
,

遗传
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左右
,

其中一个家系的多态性位点 比例高达 77 %
。

由表 1 可知
,

本研究 用 R A PD 标记在 日本对虾野生种群中所揭示 的多态位点的 比例

为 54
.

14 %
,

与 以 前 用 同工 酶 电泳 技 术 在 其 它 一 些 对 虾 中所 揭 示 的 多态位 点 比例

(He d g ee
oc k

,

1 9 7 7 : H a币5 e t a l
,

19 9 0 : Le
ste r, 19 8 3 ; M tllley e t a l

,

1 9 8 0 : Sund e n e t a l
,

199 1 )相 比
,

相对较高
。

该结果与 R A PD 能检测到较多遗传变异这一特性相吻合
,

也与近

年来一些作者用 R A p D 技术对其它种类 的对虾所做的研究结果 ((饱
1℃ia et al

,

19 94 a. b;

Al ci va o W ~
n et al

,

19 9 7) 相一致
。

R A PD 技术作为一种新颖 的分子标记技术在陆地生

物各领域 的广泛应用已显示出其先进性和广阔的应用前景
。

目前
,

许多国家和地区已开

始将该技术应用于海洋生物的研究
,

并取得 了一定 的进展
。

美国科学家在凡纳对虾高健

康和无特异病原虾品系的培育中运用 了 R APD 技术
,

对各品系的群体遗传变异水平进行

了检测
,

并 成功地筛选 出了一些特异性标记 (Ga rc ia et al
,

19 9 6; Al ci v a卜w ~
n et al,

199 7 )
。

中国海洋动物分子遗传标记技术的研究 目前刚刚起步
,

关于对虾分子遗传标记 的

研究尚未见报道
。

本文将 R A PD 技术应用于 日本对虾的研究
,

可望有助于发展中国海洋

动物分子遗传标记技术
,

调查和评估中国的日本对虾种质资源的现状
。

4 结语

本文对 日本对虾野生种群和养殖群体的遗传结构和遗传变异进行了研究
,

结果表明
,

日本对 虾 野 生 种 群 无 论是 多 态 位 点 比例 还 是 杂 合 度 都 明显 高 于 养 殖 群 体
。

与

Ga rc ia (x 9 9 4
a ,

b)和 A leiv a卜W arre
n
等 (19 9 7 )用 R A PD 技术对凡纳对虾的研究结果相 比

,

中国的 日本对虾野生种群 的多态位点比例尚处于较高的水平
,

说 明中国的 日本对虾野生

种群遗传变异水平较高
,

野生种质资源处于较好状态
,

为更好地开发利用这一资源
,

必须

制定一系列的渔业生产和管理措施来维持这一状况
。

养殖群体的多态位点比例和杂合度

均低于野生种群
,

这与养殖群体规模小
、

近交机会增加有关
。

而多态位点比例和杂合度 的

下降往往会导致抗病能力和生长速度等生产性状的衰退
。

将 R A PD 以及其它分子遗传标

记技术应用于海洋动物的育苗育种中
,

进行标记辅助选育
,

可望有力保证海洋动物增养殖

产业的健康发展
。
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