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中国对虾遗传多样性的 R A PD 分析

—
朝鲜半岛西海岸群体的 D N A 多态性

*

石 拓 孔 杰 刘 萍 韩玲玲卞

(中国水产科学研究院黄海水产研究所 青岛

庄志猛

2 66 0 7 1)

邓景耀

(青岛海洋大学海洋生命学院 青岛 2 66 0 0 3)

提要 19 97 年 4 月自黄海越冬场采集中国对虾朝鲜半岛西海岸群体样品
。

采用 R A卫D 技术

对该群体共 33 个个体的基因组 D N A 多态性进行了检测
.

利用 20 个随机寡核昔酸引物共检

测 10 5 个位点
,

其中多态位点 41 个
,

占 39 %
。

单个引物获得的标记为 1一 10 个
,

分子量为

180 一2 Zoo bP
.

个体间的平均遗传距离为 0. 093
,

群体的平均杂合度为 0. 21 7 6
。

表明该对虾群

体的遗传多样性较低
。

低水平的遗传多样性一方面使中国对虾的生存情况更加危险
,

同时其

本身也可能是对虾对病害
、

恶劣环境等不利因素的抵抗力下降
,

从而导致资源衰退的原因之

一
。

研究结果证实
:

在检测种群遗传变异度大小方面
,

R APD 具有比同工酶更高的灵敏度和分

辨率
。 -

关键词 中国对虾 R A PD 遗传多样性 多态位点

学科分类号 0 789

中国对虾是中国重要的经济虾类和海水增养殖品种
,

由于各种 自然和人为的原因
,

其

野生种质资源的遗传结构已经受到一定程度的影 响
,

这可能是 导致近几年来对虾资源数

量急剧下 降的原 因之一
。

在过去的几十年里
,

对中国对虾的研究 主要集 中于形态
、

发育
、

养殖
、

渔业捕捞和增殖放流等方面 (邓景耀等
,

19 9 0 ;
刘瑞玉

,

195 5)
,

对于野生分隔的群体
,

尚未探讨种内基因的变化情况
。

因此
,

迫切需要查明中国对虾的遗传相似指数
、

平均杂合

度及不同群体间遗传距离等基本参数
,

正确地评定生物的遗传多样性
,

以便采取合理
、

科

学
、

有效的保护措施
。

随机扩增多态 D N A (R A PD )技术提供了一种快速分析不同个体间

遗传差 异 的 便利 方 法 (H
a rlw ard

。t al, 19 9 2)
。

目前
,

R A p D 技术 已 经 应 用 在 藻类

(L拍te he
r e r a l

,

1 9 9 3)
、

鱼类 (Bard
a k c i e t a l, 19 9 4 )

、

贝类 (p a枷卿
e t a l

,

19 9 4 )及 虾类

(C饭代ia 。t al
,

199 4) 的遗传多样性研究中
。

本文报告 中国对虾一个地理群体 D 叫[A 多态

性的 R AP D 检测结果
,

以期分析各种人为活动对对虾种质资源的遗传影响
,

为制定合理的

保护措施提供科学依据
。

1 材料和方法
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野生中国对虾 (Pe
n
ae

“: 。h in en
sis )朝鲜半 岛西海岸群体样品于 19 9 7 年 4 月捕 自黄海

越冬场 (34
“

45
产
N

,

124
“

45
/

E)
,

活体运回实验室
,

于液氮中保存
。

L Z 基因组 D N A 提取和浓度测定

基因组 D N A 的提取采用本实验室改进的 sam bro o k 等 (19 89) 的方法
。

取 5 0m g 对虾

肌 肉
,

剪碎
,

加人 4 0 0 “1 T E 缓冲液 (IOrnm
o l/ L T ri s一

HC
I

,

p H = 8
.

0
,

loo
nnn

o l/ L E D TA )
,

稍加研磨
,

加人终浓度分别为 0
.

5 % 的 sDs 和 2 0 0卜g / m L 的蛋 白酶 K
,

56 ℃ 消化约 2h
,

至

溶 液澄 清透 明后 经 酚 / 氯仿抽 提
、

酒精沉淀
。

提取 的 D叫[A 溶于 适 当体积 T E 缓冲 液

(l 0
~

of / L Tri
s一

Hc
l

,

p H = 8. 0
,

1
~

of / L E D丁A )
。

D N A 浓度通过紫外分光光度计和

电泳 一E B染色的荧光强度双重测定
。

L 3 PC R 反应及 R A P D 产物的分离

表 1列出了 20 种用于 R A p D 分析的引物 (o pe ro n
Te c hn ol og ies 公司出品)

。

R A p D 扩

增反 应条件与 W ill iam
s
等 (19 90) 报道 的相似

。

反应混合物 中含 10 ~
al / L Tri

s一H C I
,

PH
= 9

.

0
,

so
rnm

of / L KC I
,

Z

mmo
l / L Mg o Z ,

0
.

0 0 1% 明胶
,

o
.

l
nun

o l/ L 每种 d卜陌,
,

0. 2 “m of / L 引物
,

25
n g 基因组 D N A

,

lu Taq D N A 聚合酶 (购于 中国科学院遗传研究

所 )
,

反应总体积为 2 5闪
.

每个反应过程为 45 个循环
,

一个循环包括 94 ℃ 1而
n ,

36 ℃

1而
n ,

7 2 ℃ 2而
n 。

首次循 环前 先在

T ab
.

1

表1 随机引物及其扩增情况

R岛n d om Pri me rs a n d the ir am Pllfi c
ati

o ns

引物 5’ 一3’ 序列
R A卫D 标记数

总数 可变数

O PX I

O PX Z

O PX 3

O PX 4

O PX S

O PX 6

O PX 7

O PX S

O PX g

O PX 10

O PX ll

OPX 12

OPX 13

O PX 14

O PX 1 5

O PX 1 6

O PX 1 7

O PX 1 8

O PX 1 9

O PX 20

总 计

CT G G C〔A CG A

1丁CC G〔CA CC

T G C〔G C A G 汀G

CCG C T A CC G A

CU f l
一

IC CCT C

AC G凌CA G A (洲3

CA G C G A G C 〔T

CA G G 石( 汀G G A

CC T CT C茂云1
一

I G

CCCT AG A C汀G

G C A(兀:C ICA G

T C G汇!CA G C CA

A C G G G A G C A A

A CA G ( 厅C〔r G

CA G AC A AG C C

CT CT U I
一

IC G G

G A CA CG G A C C

G A CT A G G T G G

T G C〔A A G C〔 A

CC CA G〔丁AG 八

9 4℃ 预变性 sm in
,

最终在 7 2℃充 分延

伸 10 m in
。

每次反应均设置不含模板

D N A 的空白对照
。

R APD 产物用 1
.

5%

琼脂糖凝胶电泳分离
,

澳化乙锭染色后

于紫外光下观察拍照
。

1.4 遗传多样性分析

L 4. 1 谱带记 录与数据处理 参照

已有文献记录 D N A 条带和进行数据处

理 (汪小全等
,

199 6)
。

电泳图谱中的每

一条带 (D N A 片段)均为一个分子标记

(M a rke r
)

,

并代表一个引物结合位点
。

只记录那些 电泳后条带清晰的 R A PD

标记
。

当某一扩增带出现 (显性 )时计

为 1
,

不存在 (隐性 )时计为 0
,

据此统计

得出所有位点的原始谱带矩 阵
.

L 4. 2 遗传结构分析 采用多态位

点百分率
、

遗传距离 (P) 和遗传相似系

数 (F)
、

平均杂合度 (仪 )等参数评估种

群遗传结构
。

任意两个个体间遗传距离 (P) 根

据两个个体的共享 R APD 标记来计算

(Ne i e t a l
,

19 7 9)
:
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所用的 20 个引物中
,

O PX S
、

O PX 1 0
、

0 PX 1 6 和 OPX 18 四个引物无 明显扩增谱带
,

其

余 16 个对所有受试个体的每次 R A PD 检测均能产生重复性好的特定扩增产物
。

在扩增产

物中选取那些电泳后清晰的 D N A 片段作进一步 的分析
。

16 个引物共检测 105 个位点
,

其

中 4 1个是多态标记
,

占 39 %
。

每个引物可扩增 1一10 个 D 叫A 片段
,

提供平均 6. 6 个标记的

信息
,

标记的分子量范围为 1 8 0一2 200
。

其中引物 O PX S在所有个体中只扩增出分子量

相 同的一条带
,

表现 为单态 (M o n

om
。甲hic )

,

另外 15 个引物 则产生 了不 同程度 的多 态

(po ly m 。印hic )R A p D 标记 (表 l)
。

图 1 列举了 o Px
l

、

o p X 6 和 o Px lZ 三种引物扩增产物

的电泳结果
。

根据扩增产物有无建立的二维数据矩阵
,

借助 R AP以 sta n c e 软件得到 33 个个体的遗

传距离矩阵
。

任意两个个体的 尸值为 0. 0 39 5一0
.

153 6
,

绝大多数为 0
.

0 70 0一0
.

1 10 0
。

单一引物的某些扩增谱带往往为大多数个体所共有
,

但对 16 个引物的全部扩增产物

进行统计
,

没有发现任何两例个体拥有完全相同的遗传标记
,

显示出 R APD 技术良好的分

辨率
。

由于随机引物原则上可以任意增加
,

因此理论上有可能找到任何一个个体的特异

R A PD 标记
,

从而将所有个体区别开
,

表明 R APD 技术在找寻遗传标记方面有着巨大的潜

力
。

2. 2 群体水平的 D N A 多态性

中国对虾朝鲜半岛西海岸群体的 R A PD 扩增谱带变异不大
。

16 个引物中有 1 个引物

O PX S 的扩 增带型 在 33 个受 试样 品 中均 没 有 变化
,

4 个引物 OPX 4
、

O PX 6
、

OPX 13 和

O PX 巧 变化不大
;
在检测到的 105 个 R A PD 标记 中

,

有 64 个标记 (61 % )在整个群体的 33

个个体间表现稳定的一致性
,

它们是进化中较为保守的区域
。

如果随机选择两个个体
,

则

约有 90 条扩增谱带 (85
.

7% )都相 同
。

根据位点显性频率和个体间的随机扩增多态 D N A 片段共享度
,

计算了群体的平均杂

合度 He 和平均遗传距离 p
。

He 和 p 是监测种群遗传分化和基因交流的重要指标
。

中国对

虾朝鲜半岛西海岸群体的平均杂合度 He 为 0
.

2 1 7 6
,

尸 平均值为相对较低的 0. 0 93
。

朝鲜半岛西海岸群体的 41 个多态位点的显性频率范围为 0. 0 61 一0
.

93 9
,

表明该地理

小群体易受遗传漂变 的影响而导致基因的随机丧失和固定
。

其中
,

6 个位点的显性频率为

0
.

0 6 1一0
.

182
,

7 个位点的为 0
.

878 一0. 939
。

上述 13 个位点的显性频率非低即高
,

按文献

(汪小全等
,

19 9 6) 推断
,

点突变可能在形成 中国对虾种群体内个体遗传分化中起了重要作

用
,

即因少数几个个体的点突变导致引物结合位点数的增加或减少
,

如 图 1 中引物 OPX 6

扩增产物的 14 2 0饰和 1 1 5 ObP 位点以及 o p x l 的7 50 bP 位点
。

3 讨论
中国对虾主要分布在黄

、

渤海海 区
。

根据多年的人工标志放流及 回捕资料
,

黄
、

渤海

海区的中国对虾被普遍认为可分为两个独立的地理群体
,

一个是在黄海东岸即朝鲜半岛

西海岸海域出生 的朝鲜半岛西海岸群体
,

另一个是在渤海和黄海西岸海域出生的中国黄
、

渤海沿岸群体 (邓景耀等
,

19 90)
。

本文通过随机扩增基因组 D N A 对其中的一个群体
—

朝鲜西海岸群体的遗传多样性进行 了检测
,

根据 R AP D 数据分析得出这一群体中国对虾

的分子杂合度较低的结论
.

因为样品为随机捕 自其天然栖息的海域
,

从分布地域和越冬

雌虾平均体长来看均 与朝鲜半岛西海岸群体相符
,

由此基本可以推断野生中国对虾朝鲜
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半岛西海岸群体的遗传多样性贫乏
。

生物多样性是物种资源适应多变的生存环境而得以维系生存
、

发展和进化的基础
。

保护生物多样性 的核心就是保护种质资源
,

其实质是保存种群的基 因组合体系 (郑向忠

等
,

1 9 97)
,

最大限度地维持种内的遗传多样性水平
,

确保种质资源的持续利用
。

本文所测

得的中国对虾朝鲜半岛西海岸地理群体的多态位点百分率为 3 9%
,

个体间平均遗传距离

为 0. 0 9 3
。

C冶代la 等 (1 9 94) 检测了南美白对虾 (P.
v
an

n a m ei )的不同群体和家系
,

得到的多

态位点百分率为 39 %一77 %
。

中国对虾朝鲜半岛西海岸群体的多态位点百分率明显低于

同科同属的南美白对虾
,

群体 内平均遗传距离 尸仅比濒危滇金丝猴的 0 .0 52 (兰宏等
,

199 6) 略高
,

说明这一地理群体的遗传变异度较低
。

相应地
,

缺少适应环境变化的基 因变

异库的物种必然成为 自然选择中最脆弱的资源
。

从这一角度看
,

更应加强对对虾资源的

管理与保护
。

群体的瓶颈效应
、

随机遗传漂变
、

大多数位点突变的选择性丧失是整个海洋 甲壳类
,

特 别是 虾类遗传变 异水 平 低 的主 要 原 因 (N加lle y e t a z
,

19 8 0 : 掩lso n 。r a z
,

19 5 0 ;

He 电ee oc k o t al, 198 2)
。

本文所揭示的中国对虾低水平遗传多样性在一定程度上可能也

与过度捕捞
、

劣质苗种的人工放流以及养殖个体大规模 的逃逸等人为不合理的干预有关
.

20 多年来
,

同工酶 (或蛋白质)电泳技术几乎是检测水产种质资源遗传变异的唯一简

单
、

有效
、

实用 的方法
,

建立在 D NA 水平上的分子遗传标记技术只是最近几年才发展起

来
.

同工酶技术考察的是不 同基因位点或等位基因编码的蛋白质或多肤的表达特性
,

在

很大程度上低估了整个基因组的遗传变异水平
。

刘旭东
’)分析了中国对虾黄渤海海区两

个地理群体的 13 种 同工酶的 20 个基因座位
,

多态性分别为 巧% 和 20 %
,

平均杂合性分别

为 0. 0 1 6 3 和 0. 0 2 5 6 ; C饭rc ia 等 (19 94) 的研究发现南美白对虾两个家系的 30 个同工酶基因

座位没有 明显分化
,

自然种群 内的多态性为 16. 67 %
,

家系内仅为 6. 67 % 和 3
.

33 %
.

本文的

结果证实
:

16 个引物共检测 105 个位点
,

多态性为 39 %
,

平均杂合度为 0
.

2 1 7 6
,

已将所有受

检个体区别开
,

没有发现任何两个个体拥有完全相 同的 R A PD 标记
.

由于 由同工酶表达

所揭示的种 内水平上的遗传变异水平非常低
,

R A PD 有可能作为比同工酶更加灵敏的遗

传标记
,

而在虾类种质资源遗传学研究中有着很好的应用前景
。
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