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六种海产虾类基因组 D N A 多态性的
R A PD 标记研究

’

宋林生 相建海 周岭华 张首临 刘瑞玉

(中国科学院海洋研究所 青岛 2 6 6 0 7 1)

提要 于 19 96 年 ! 0 月在青岛胶州湾附近海域采集中国对虾
、

细巧仿对虾
、

周氏新对虾
、

鹰爪

虾
、

脊尾白虾和脊腹褐虾等 6 种不同科或不 同属的海产虾类
,

用 R A PD 技术对其基 因组 D N A

的多态性进行 了研究 在事先优化的反应条件 下
,

经 20 个随机引物扩增
,

共得到 282 条多态

性片段
,

片段 长度在 23 0一 2 8 0 o bP 之 间
。

根据扩增片段的共享度计算出相 对遗传距离指数
,

然后用 UP G M A 和 N J程序进行 聚类分析
,

结果 所显示 的 6 种虾的亲缘关系与传统的分类结果

基本一致
,

说明 R A PD 在海洋动物的遗传学研究中是一种有重要价值的遗传标记
。

关键词 R A P D 海产虾类 基因组 D N A 遗传距离

学科分类号 0 7 8 9

随机扩增多态性 D N A (R A PD )技术是 90 年代发展起来的
、

以聚合酶链反应 (PC R) 技

术为基础的分子生物学技术
,

目前已在陆地生物的研究中得到 了广泛的应用
,

并取得许多

进展 (陈洪等
,

19 9 5 ; 刘旭东等
,

1 9 9 6 ; 陆军等
,

19 9 4 ; 王文等
,

19 9 4 ; 王义权等
,

1 9 9 6 ; 王振山

等
,

19 9 6 ; C o m in e in i e t a /
,

19 9 6 ; S to thard e r a l
,

19 9 6 ; V ir k e r a l
,

1 9 9 5 ; W ilhe lm in a e r

al
,

19 9 5)
。

但关于海洋生物尤其是海产虾类的研究
,

在国际上只有少量的报道 (Ga rc ia 。t

al
,

19 9 5)
,

而国内目前尚未见报道
。

本文报告用 R A PD 技术对不同科
、

属的 6 种海产虾类

基因组 D N A 多态性 的研究结果
,

并据此分析它们相互 间的亲缘关系
,

以期探讨 R A PD 标

记在海洋动物遗传多样性研究中的应用前景
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

实 验 所 用 的 6 种 海 产 虾 类 分 别 为 中 国 对 虾 (Pe
n ae u 、 。h in en sls )

、

细 巧 仿 对

虾 (Pa
r
叩

e n a e
叩

5 15 te , ,〔
)

llu )
、

周 氏新 对 虾 (M’, tcIP
e , Za u s j叮 n e r i)

、

鹰 爪 虾 (Tr a c j勺夕e n a e u s

e u r vir o s tr is )
、

脊 尾 白虾 (￡u 少“ la e m o n ‘
、

a r in i‘
·

a u
由 )和脊腹 褐虾 (cr

a n g o n

af) 孙215 )
,

均 为

199 6 年 10 月捕 自青岛胶州湾 口 附近海域
,

在取样地点将新鲜样 品置于液氮速冻
,

运回实

验室于 一 2 0 ℃保存

L Z 基因组 D N A 的提取

取 loom g 组 织 剪碎
,

加 人 5 0 0 协l匀 浆 缓冲 液 (T ri s 一H C I lom m o l / L
,

p H = 8
.

0 ;

*

国家自然科学基金资助项 目
,

3 9 4 7 0 }41 号 、国家攀登计划B资助项 目
,

P压B 6 一5一 3号 ; 中国科学院院长基金资助

项 目
,

9 63 0 5 4号
。
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男
,
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:
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E
DT A 10 0 ,n m o l/ L )

,

混匀后加入终浓度为 10,0 的 5 0 5 和 10 0 卜g / m l的蛋白酶 K
,

5 5 oC 消化

3 h
,

然后分别用等体积的酚
,

酚
:

氯仿 (1: 1)
,

氯仿
:

异戊醇 (2 4 ; l) 抽提
,

二倍体积乙醇沉淀
,

T E 溶解
,

置 4 ℃保存备用
。

1
.

3 随机引物

实验所用随机引物为 O pe r
on 公司产品

,

碱基序列如表 l 所示
。

表 1 随机引物及其碱基序列

T ab
.

l Th
e s eq u e n e e s o f the Pri m ers

引 物 序 列 } 引 物
-

一 浮 刃

T G A C G ( AT G 《 V 一 1】 C l({(iAC A〔iA G

O2

f)飞

‘

入G 丁CA C丁C CC

C T CC C 丁(K A A

V 一 12 A CC CCC CA C T

V 一 1 3 A CC CCC 丁〔iA A

C C C C I
~

CA CG A V 一 14 A G A丁C CCG (⋯C

\
了
一()5 丁C CG A G A G G ( ; V 一 15 C A G I 〔KrC(K〕1

V 一0 6 A C (I C C A (卫 i丁 V 一 16 A C A CC CCA CA

V 一() 7 G A A (卫⋯CA (义
,

C V 一 17 A CC (K 义
护

「IG T

V 一(18 (卫」A C G ( K了G T I V 一 1 8 T (K刀 (石CG I
,

】

V 一0 9 丁(11
~

A CCCG 丁C V 一 19 ( K只」丁(三丁(K A G

V 一 1() (五〕AC CT G C T G V 一2 0 C A〔K二A 丁(K〕I C

1
.

4 PC R 反应

R A PD 反应条 件与 W illiam s
等 (19 9 0 )的报道基本相 似

,

基 因组 D N A 在 PE 9 6 0 0 型

PC R 扩增仪上经 94 ℃ 变性 sm in 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 10 m in
。

扩增产物用 1
.

5% 琼脂糖凝胶电泳分离
,

E B 染

色
,

紫外灯光下观察
、

拍照
。

1
.

5 数据处理

记录下电泳后清晰的扩增带
,

进行数据统计
,

将数据结果输入计算机
,

用 PH Y LIP3
.

5

程序对其进行处理
。

同时根据 N el 等 (19 7 9) 的公式
: F = ZNx

、

/ (从 + 从) (式中
,

从
、

为 X 和

Y 两个个体共有 的扩增带
; N

、 ,

N
、

为 x 和 Y 个体分别拥有的扩增带 )
,

计算出随机扩增多

态性 1) N A 片段的共享度 (F) 和两个体 间的平均遗传距离指数
,

根据遗传距离指数再进行

聚类分析
。

2 结果

2
.

1 R A PD 图谱

实验中所用的 20 种引物都产生 r扩增产物
,

每一引物产生的扩增带在 10 个左右
,

片

断的大小在 2 3 0一 2 8 0 0 bp 之间
。

图 一为用引物 v 一0 9
、

v 一 14 一 v 一1 6
、

v 一 15 一v 一2 0经

PC R 扩增后的电泳结果
。

2 0 种引物共扩增得到 2 82 条清晰稳定的扩增带
,

将这些扩增带

对应 6 种虾按 l 和 0 进行统计
,

即出现对应的扩增带时记录为 1
,

没有这条带时记录为 0
,

然后输人计算机
,

用 p llY LIP3
.

5 程序中 自主叠代 (B oo tst ra p )的方法进行 1 00 0 次叠代
,

得

到图 2 的结果
。





期 宋林生等
:

六种海产虾类基因组 D N A多态性的 R A PD 标记研究 6 5

表2 六种虾随机扩增多态D N A 片段共享度 (F)

Ta b Z Th
e Pr o Po rti o n o f ran d o m ly am Plifl e d po lym o rp hi e L)N A f份g m e n ts share d

am
o n g s lx spe eies o f m a n n e sh n m Ps

细巧仿对虾 周氏新对虾

中国对虾

细巧仿对虾

周氏新对虾

鹰爪虾

脊尾白虾

脊腹褐虾

中国对虾

1
.

0 0 0 0 0

0
.

3 4 4 2 6

0
.

3 4 4 8 3

0 2 4 3 4 8

0
.

16 2 6 0

0
.

10 8 10

0 3 4 4 2 6

1
.

0 0 0 0 0

0 2 5 0 0 0

0 2 10 5 3

0 2 3 3 0 0

0
.

15 3 8 5

0
.

3 4 4 8 3

0 2 5 0 0 0

1
.

0 0 0 0 0

0 2 2 4 7 2

0
.

14 1 4 1

0
.

14 1 18

鹰爪虾

0 2 4 3 4 8

0
.

2 10 5 3

0
.

2 2 4 7 2

1
.

0 0 0 0 0

0
.

2 5 0 0 0

0
.

18 6 0 0

脊尾 白虾

0
.

16 2 6 0

0
.

2 3 3 0 0

0
.

14 1 4 1

0之5 0 0 0

1
.

0 0 0 0 0

0
.

2 9 7 8 6

脊腹褐虾

0
.

10 8 1 0

0
.

1 5 3 8 5

0
.

14 1 1 8

0
.

1 86 0 0

0
.

2 9 7 8 6

1
.

0 0 0 0 0

表3

T a b
.

3 卫le

六种海产虾类间的遗传距离指数 (1一F)

g e n e ti c d ista nc e o f six spe e ies o f m ari
n e sh n m p s

中国对虾

0
.

0 0 0 0 0

0
.

6 5 5 7 4

0
.

6 5 5 17

0
.

7 5 6 7 5

0名3 7 4 0

0
.

8 9 1 9 0

细巧仿对虾 周 氏新对虾

中国对虾

细巧仿对虾

周氏新对虾

鹰爪虾

脊尾白虾

脊腹褐虾

0石5 5 7 4

0
.

0 0 0 0 0

0
.

7 5 0 0 0

0
,

7 8 9 4 7

0
.

7 6 7 0 0

0
,

8 4 6 15

0石5 5 17

0
.

7 5 0 0 0

0
.

0 0 0 0 0

0
.

7 7 5 2 8

0 8 5 8 5 9

0
.

8 5 8 8 2

鹰爪虾

0
.

7 5 6 5 7

0
.

7 8 9 4 7

0
.

7 7 5 2 8

0
.

0 0 0 00

0
.

7 5 0 00

0
.

8 14 00

脊尾白虾

0
.

8 3 7 4 0

0
.

7 6 7 0 0

0
.

8 5 8 5 9

0
.

7 5 0 0 0

0
.

0 0 0 0 0

0
.

7 0 2 13

脊腹褐 虾

0 名9 1 9 0

0 名4 6 1 5

O名58 8 2

0
.

8 14 0 0

0
.

7 0 2 1 3

0
,

0 0 0 0 0

中国对虾 a

周 氏新对虾

细巧仿对虾

鹰爪虾

脊尾 白虾

脊腹褐虾

图 3 根据遗传距离用 U PG M A方法 (a) 和NJ 方法 (b) 得到的系统树

R g
.

3 Ph ylo g e n eti e
tI’e

e bas ed o n th e g e n e ti c di s

tan
e e m a tri e es w ith th e m eth ed

o f U p G 卜IA (a ) a
nd NJ (b)

映遗传变异
。

染色体的多态性对于生物遗传多样性的研究是十分重要 的
,

但对于染色体

数目相等
、

形态相似的物种或种群
,

或同一种群的不 同个体来说
,

单纯用染色体的多态性

来研究遗传多样性是不够 的
.

研究蛋 白质多态性 的重要手段是 同工酶电泳技术
,

但 由于

同工酶是基 因的表达产物而不是基因的本身
,

因此常受环境及发育状态的影响
。

同时
,

同

工酶所能分析的位点是有限的
,

根据有限的位点所得出的遗传多样性不可能完全代表整

个基因组的真实情况
。

到 目前为止
,

尽管 已有不少研究者用不同的标记技术分别对一些

海产虾类资源的种质遗传结构进行了研究
,

但 尚未发展完善成为一套快速有效的种质鉴
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定技术体系
,

所以对我国主要经济海产虾类的遗传结构和背景尚不十分清楚
,

对其遗传多

样性如何进行保护尚不能制定出有效的措施和手段
。

在 D N A 分子水平上研究海产虾类的亲缘关系及其演化过程
,

目前在国际上只有少量

报道
,

国内尚未开展这方面的工作
。

为此
,

本文选取不同科以及不同属的 6 种海产虾类用

R A PD 技术进行初步研究
,

以探 讨该技术在海产虾类的种质鉴定以及亲缘关系研究 中的

可 行 性
。

本 研 究 所 用 的 6 种 虾 分 属 于 十 足 目 的两 个 亚 目
,

前 4 种 属 于 枝 鳃 亚 目

(块
n d r o bra n c l找a ta )的对虾总科 (Pe u a e o id e a )

,

后 2 种属于腹胚亚 目(Ple oc yam
a ta )的真虾总

科 (Cari dea )
,

差异较大 在这 6 种海产虾中
,

中国对虾
、

细巧仿对虾
、

周氏新对虾和鹰爪虾

属于枝鳃亚 目对虾总科 中的 4 个不 同属 ;
脊尾白虾和脊腹褐虾分属于腹胚亚 目真虾总科

中长臂虾科和褐虾科
。

从 U PG MA 聚类分析的结果来看
,

脊尾白虾
、

脊腹褐虾与其它 4 种

虾聚为两类
,

说明了真虾总科与对虾总科之间的区别
。

在对虾科中的 4 种虾分属于 4 个不

同的属
,

从聚类图 (图 3幼上可 以看出它们亲缘关系
,

聚类的先后顺序反映了它们亲缘关系

的远近
,

中国对虾首先与周氏新对虾聚在一起
,

然后再与细巧仿对虾
、

鹰爪虾聚在一起
,

说

明中国对虾与周 氏新对虾的亲缘关系较近
,

其次是细巧仿对虾
,

然后是鹰爪虾
,

这一结果

与根据形态进行传统分类的结果 (Da ll 。t cll
,

19 90
; 刘瑞玉

,

19 5 5) 大体一致
。

在 NJ 聚类分

析 图 (图 3b) 上
,

脊尾白虾
,

脊腹褐虾与对虾科的 4 种虾首先聚为 3 类
,

而恰好它们分属对

虾科
、

长臂虾科和褐虾科 3 个不同的科
,

相互之间遗传距离的大小基本上反映了它们间的

亲缘关系
,

与 U PG MA 聚类分析的结果大体一致
。

在扩增出的多态性 片段中
。

共享片段的

多少反映了物种的亲缘关系
,

亲缘关系较远的物种间共享片段较少
,

反之则较多
。

在 2 82

条扩增片段 中
,

6 种虾共享的片段只有两条
,

但在对虾科的 4 种虾中共享片段则有 10 条
,

亲缘关系较近的中国对虾和周氏新对虾间的共享片段为 21 条
,

这些共享片段 以及每一物

种的特征扩增片段 对种质标准的确定以及种质鉴定技术的建立都是十分重要 的
。

因此
,

R A PD 技术对于海洋生物学在分子水平上研究生物遗传多样性
,

确定物种的系统演化关

系和分类地位
,

进行物种和种质的鉴定等方面具有十分广阔的应用前景
。

参 考 文 献

王 文
,

兰 宏
,

宿 兵等
.

1四 4
.

云南四个少数民族 的随机扩增多态 D NA 分析
.

科学通报
,

3 9 (2 0)
:
19 0 0一19 03

王义权
,

周开亚
,

秦树臻
,

! 9t)6
.

用 R A PD 标记检测六种蛇基 因组 D NA 多态性
.

动物学报
,

42 (2)
:
172 一 181

王 振山
,

陈 洪
,

朱
、

)
_

悴等
、

199 6
.

中国 鸿通野
‘

t 稻遗传分化的 R A PD 研究
.

植物学报
,

38 (9)
:
7 49 一75 2

刘旭东
,

相建海
,

19哪
.

新的遗传标记技 术
—

R 入PD 及其在遗传分析中的应用
.

海洋科学
,

4
:

45 一47

刘瑞 玉
,

1 9 5 5 中国北部的经济虾类
.

北京
:

科学出版社
,

8一60

陈 洪
,

朱立煌
,

徐 吉臣等
.

1995 RA PD 标 记构建水稻分子连锁图
.

植物学报 3 7 (9)
:
6 77 一6 84

陆 军
,

钱惠荣
,

壮杰 云等
,

19 9 4
.

应用 R A PD 标 记快速 鉴定水稻 的抗稻瘟病基 因
.

科学通报
,

3 9 (2 2)
:
2 10 3一

C o m ln e zm s
,

S lr o n 1 M
,

13是1lld 一 C 召z ‘了l
,

19 9 6
.

RA Po a n a lys ls o f syste m at一e re latio n shi p s

am
o n g th e C e口ld ae

H e re d l ty ,

1为11

G a rc

7 6: 2 15一2 2 1

W
,

曰11 B J
,

凡)2 1飞115卜e rg P C
‘, z ‘了/

,

19 9〔)
.

T h e b l o lo g y o f th e Pe ae o xd e a
.

M a r B lo l

ia D K pe n ae ld Pra w n

b re e d in g

N e l

Pr o g ra m s

M
,

L l

Be n z le J A }l
,

19 9 5
.

RA PD m a rke rs o f Po te n tla l

A q u ae u llL一爬
,

l飞0 : 13 7一 144

W一卜l
,

19 79 Ma th e m a t le a l 1l lo d e l 阳 r s tu d) 一n g

2 7 : 5 0一2 0 5

(P’,
尹Z a e u s m o n o

do
n )

g e n e ti e va n a rlo n 一n te rm
s o f re stn e ti o n



1 期 宋林 生等
:

六种海产虾类基因组D N A 多态性的 R A Pl晰;记研究 67

e n d o n u ele as e s
.

Proc N 之t口 A ea d Se i U SA
,

7 6 : 5 2 9 6一5 2 7 3

S t o th a rd J 民 Ro llln s o n D, 19 9 6
.

A n e v alu a ti o n o f ra n d o m am PI一fi e d Po lym o rp hi e D NA (R A PD) fo r

一d e n ti fi e ati o n a n d Phylo g e ,ly o f fre
shw a te r sn ai ls o f th e g e nus B “Iln u s (Ga

stro P浏
a : Pla n o r b ld ae )

,

J M o ll S tu d
,

6 2 :

1 6 5一 1 76

V irk P S
,

Fo rd 一 Llo yd B V
,

Jac k so n M T e t u l
,

19 9 5
.

U se o f R A PD fo r th e s tu d y o f d 一v ers 一ty w 一
面

n Plan t

g e

rm Plas m c o lle e ti o n s
.

He re d l ty
,

74 : 170一 1 79

W ilhe lm in a T G
,

V a n d e V e n ,

Mc n ie o l R J
,

1 99 5
.

Th
e u se o f R A PD m a r k ers fo r the 一de n ti fi c ati o n o f

S itk a sPruc
e (Pi 〔℃ a s if(了, e , ,

.

、25 ) elo n e s
.

H e re d 一ty
,

7 5 : 1 2 6一 1 32

W illia m s J G 长 K u阮 11k A 民 L , v a k K J e l a l
,

19 90
.

D NA po lym o rp hi sm s

am Plifl e d by a r bi tra ry Pri m e rs

a re u se fu l as g e n e t, c m 之, r k e r s N u c l A c ld s
Re

s ,

18(2 2 ): 6 5 3一6 5 3 5

S T U D IE S O F R A N D OM AM PL IFIE D PO L YMO R PH IC D N A (R A PD )

MA R K E R S O N G E N O M IC D N A PO LYMO R PH 】SM
IN S IX S P E C IE S O F M A R IN E S H R IMP

SO NG L ln 一 she n g
,

X IA N G Jia n 一hai
,

Z H O U L in g 一hu a ,

Z H A N G S ho u-- lin
,

L IU R u i一y u (J
.

Y
.

L iu )

(力, 丫l‘I, ‘fc ‘,
/ O ‘

·

e a n o lo幻 tj , 。 门 , l) , r s e 月e a de 娜
l

of 及ie n e e s
,

Q in g da
o

,

2 6 6 0 7 1)

A b str a e t 凡 In d o 丁11 a m Plifi e d po lym o rp h ie D N A (R APD) te e h ni que w as ap Plie d to stud y th e

PO ly m o rP h is n l o f g e n o m zc l)N A o f six m a ri n e s腼m Ps in d iffe re n t fa n lilie s o r g e hi ue s Pe n a e u s

c h in e n sis
,

灼 八叮, ‘
,

, , ‘, e ‘,尸5 15 ze n e lla
,

Me taP
e , , a u s 了毋,n e r i

,

Tr
a c
句, e n a e u s e u r , ir o s tr is

,

五双塑 a la e m o n

〔二 ,
·

In ic a u ‘lu :、n d 〔): 了, 79 ‘, , ,

ajj in is
,

w hi e h w e re e o lle e te d fro m Jia o z ho u B a y
,

q n g d a o in Oc t
.

199 6
.

A m Plifi e a七o n s 二 ; th 2 0 p n m e rs u n d e r Pre d e term in e d o Ptim a l re 朗ti o n c o n d iti o n s (sam Ple s w e re fi rs t

he a te d a t 9 4 ℃ lb r 5 m in
.

a n d fo llo w e d b y 4 5 e ye le s o f 1 m in a t 9 4 oC
,

1 mi
n a t 36 ℃

,

an d 2 m in

a t 7 2℃
, th e ll he ld 0 2 7 2℃ fo r 1 0 m in

.

) g a v e 2 52 re p red uc ible am plifi e d fI’a g m e n ts ran g in g be tw e e n

2 3 0 a n d 2 8 0 0 bp
.

Th
e a m p lifi e d fr a g m e n ts w e re se o re d as p re se n t (l) o r

ab se n t (0 ) fo r eac h D N A

s

am ple a n d a ll In d e x o !
’

d e g re e o f ba n d s ha ri n g (0 w as c al e u la te d b y u sin g N e 一 an d L i
’ 5 m a tC hi n g

e oe ffi e ie n t m e tho d
.

T he 、a lu e o f (1 一 日 w as us e d to e v a lu a te g e n e ti e d , s ta n c e s be tw e e n spe c ie s
·

Th
e Phylo g e n e t ze tre e s w e re e o n stru e te d w ith th e m e th od

o f bo o ts tra P o n th e bas is o f the Pre se n e e

an d a b se n e e 0 1
、

tlle :、n lpllfi e d Po lym o甲拓e D N A fra g m e n ts
, a n d w ith th e m e th od s o f tJPG M A a n d

NJ o n th e b : 15 一5 ()t
、

g e n e tl c d is ta n e e s
.

Th
e re su lts fro m th e th re e m e th od s o f e lu s te r

an al ys is a re

sim lla r zn g e n c r : 11
.

: zn d th e re la ti o n sh 一p s 一n d le a te d by th e Phy lo g e n e ti e tre e s s ho w th e di ffe re n e e

be tw e e n o rd e rs
,

自m lll e s ,

g e n u s a n d s
详

e ie s
.

Th
e re sul ts

are in g o o d o v e ra ll a g re e m e n t w ith e las sie a l

tax
o n o m y

.

It 15 、t: g g e ste d th a l ra n d o m a m PI一fi e d po lym o rp hic D N A (1毛A PD) aPPro ac he s a re as us e fu l

in Pro v id ln g m 盯k e仆 fo r m a ri n e a n im a l g e n e ti c s a s th e y h a v e be e n fo r o the r spe e ie s
.

K e y w o r d s R A PI) Ma ri n e sh n m P 段
n o m ie l)N A 众

n e ti c d is ta n c e

Su bj
e e t e la ss ifi e a tio n n u m b e r

Q7 89


