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摘 要 采用随机扩增多态 D NA (诩士. 朗叩lifi ed 州”旧创中比c D N A
,

简称 R A p D )技

术
,

对中国对虾的黄
、

渤海地理群的 32 个个体遗传多样性进行了检测
.

使用 OP I系列

的 2 0 个 10 饰 的寡核普酸随机引物
,

对每个个体的基因组 D N A 进行扩增
,

结果为
:

17

个引物获得 了谱带清晰且重复性好的产物
,

扩增片段 的分子量在 2 0(X) 一 200 饰 之间
,

共检测 10 6 个位 点
,

其中多态位点数为 39 个
,

占 36
.

8 % ; 平均遗传距 离为 0
.

094 1 +

0
.

0加 6
,

有 6 7 个标记(占 63
.

2 % )在整个群体的 32 个个体间表现稳定的一致性
.

关键词 中国对虾 黄海
、

渤海种群 R AP D 技术 遗传多样性
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1 引言

由于我国在海洋水产种质资源遗传学方面的研究相当薄弱
,

相对于发达国家有一定的差

距
,

20 世纪 80 年代才开始涉足这个领域
.

近 2a 来
,

海洋经济动物的种质资源已引起人们的重

视
,

并逐渐开展研究工作 ; 国外有人根据 13 种对虾的同功酶的电泳图谱研究对虾遗传变异程

度和对虾的进化关系 [‘〕
.

1 9 9 1 年 st eP hen 川研究对虾线粒体 12 5 核糖体蛋白基因和细胞色素

氧化酶 I 基因
,

在 D N A 序列 比较和分析的基础上
,

研究 3 种对虾在虾类中的进化关系
.

1994

年 G ar ci a[
3〕分析了养殖美洲白对虾的遗传变异水平

.

目前对我国虾类种质资源的遗传背景尚

不清楚
,

尤其是我国沿岸地理群的中国对虾
,

受近十余年的人工放流的影响
.

本文试图由分子

水平分析中国对虾(Pe
n ae u 、 。hin en si : )黄海

、

渤海种群的遗传结构特点
.

本文于 19 99
一

0 2
一

0 1 收到
,
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一
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一
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.
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1

材料和方法

材料

2. 1
.

1 样本

中国对虾于 1 9 9 6 年春季捕自山东省海阳市近海
,

咒 尾中国对虾全为雌性性成熟个体
.

2
.

1
.

2 PCR 扩增仪

美国 p E 公司生产的 PeR sys tem 9 6 0 0
.

2. 1
.

3’ 引物

购自 o pe ro n T ec hno log le s
公司

,

本试验使用 O PI 系列
,

引物序列见表 1
.

表 1 O P I系列引物序列及 R A P D 扩增情况

产物的标记数
引物 5

’
一 3

’

序列
总数 多态数

O PI一 0 1 A CC T G G ACAC 6 3

O PI一 0 2 G G AG G A G A G G 4 0

O PI一 0 3 CAG AA G CCCA 2 0

O PI一 0 4 CCG C CT AG T C 8 5

OPI一 0 5
J

TG T T CCA CG G 一 一

OPI一 0 6 AA G CC G CC AG 一 一

OPI 一 0 7 CA G C G A CAAG 5 2

OPI一 0 8 T T T G CCCG G T 一 一

O PI一 0 9 T G G A G AG CA G 5 2

O PI一 1 0 ACAA CG C G A G 10 5

O PI 一 1 1 ACA T G CCG T G 6 1

O PI一 1 2 AG A( X 延兀AC A 9 2

0 PI一 1 3
‘

CT G G G G C T G A 9 3

O PI 一 1 4
尸

rG A C G C毛G G T 8 1

OPI 一 1 5
产

rCA T CCG A G G 3 1

O PI 一 1 6 T C I
、

CC(泥CC T 8 1

OPI一 1 7 G G T G G T G A T G 2 0

O PI 一 1 8 T G C CCA G CC r 9 6

OPI一 1 9 AAT G CG G G A G 5 3

OPI一 2 0 AAA G T G CG G G 7 4

合计 1 0 6 3 9

2
.

2 方法

2
.

2
.

1 基因组 D N A 提取的方法

方法见《分子克隆实验指南)[
4 〕

,

并有所改进
.

主要过程为
:

(1) 取组织为对虾尾棘肌肉

10 0 m g
,

剪碎后放入 r
.

5 em 3
离心管中

,

加入 p毗
.

0 的 T E 溶液 (10

mmo
l/ dm3 T r is 一 C l

,

10 0

m m o l/ d m 3 E D T A )5 0 0 m m 3 ,

用研磨棒研磨
.

(2 )加入 1 0 % 劝S 溶液 2 5 m m 3 ,

混匀
.

(3 )加入

2 0 m g/
em 3 R N A Se Z m 扩

,

3 7 ℃消化 0
.

5 一 1 h
.

(4 )加入 2 0 m g/
e

衬 蛋 白酶 K 4 m 耐
,

混匀
,

5 0

℃消化 2
.

5 一 3 h
.

(5 )抽提
.

平衡后的重蒸酚抽提两次
,

每次 10 m in
,

10 000 9 离心 5 m in
,

取上

清 ;酚比氯仿 (l : 1 )抽提一次
,

20 m in
,

ro 0 0 0 9 离心 5 m in
,

取上清 ;氯仿抽提一次 5 m in
,

5 0 0 0
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g 离心 5 m in
,

取上清
.

(6 )加入 1/ 2 5 体积的 5 m o l/ d m 3 N a CI溶液
,

混匀后再加入 2 倍体积的

一 2 0 ℃ 保存的无水乙醇沉淀 D N A 15 m in; 挑出的 D N A 用 70 %的乙醇洗涤过夜
,

次日去乙醇

后使 D N A 干燥
,

用灭菌水 500 m 衬 充分溶解
,

并于 65 ℃水浴灭活 5 一 10 m in
,

于 一 20 ℃ 条件

下保存
.

2
.

2
.

2 模板 D N A 定量方法

使用 日本岛津产 u v 一 365 紫外分光光度计
,

提取的模板 D N A 溶于 500 m 耐 灭菌水中
,

取出 250 m m 3 ,

加水至 500 m m 3
进行测定

.

在波长 2 6 0 ~ 时读数用于计算样 品中核酸的浓

度
,

即 O D 值等于 1 时
,

相当于大约 50 陀 / 。m ”
双链 D N A

.

同时测定波长 2 80
n m 下的读数

,

用

于估计核酸的纯度 (纯 D N A OD2 60 / (〕D 2 8 0 为 1
.

8 一 2
.

0 )
,

同时
,

辅以凝胶 电泳 肉眼观测进行

定量
.

计算出每个样品的浓度后
,

将剩余的 2 50 m m ” D N A 样品取出部分
,

用灭菌水稀释成 20

拌g / Cm 3
.

2
.

2
.

3 R A PD 条件

(1 ) R”D 反 应总 体积 为 2 5 m m 3 ,

加样 量为 下
:

模板量 (2 0 拼g / 。耐 )为 1 m m 3 ,

B u ffe r

(K el
,

5 0 0 m m o l/ d m 3 ; T r is 一 el
,

1 0 0 m m o l/ d耐
,

p H 9
.

0 ; T r it o n x 一 10 0
,

1 %
.

)为 2
.

5 m m 3 ,

M g C 12 (M g + +

浓度 1 5 m m o l/ d衬)为 3 m m 3 ,

T a g 酶(5 拌/ m m 3 )为 0
.

2 m m 3 ,

J N T P(分别为 2
.

5

m m o l/ d m 3 )为 1 m m 3 ,

引物(1 5 p m o l/ d m 3 )为 1
.

5 m m 3 ,

J H Zo 加至 2 5 m m 3
.

(2 ) R Ap D 程序为

9 4 ℃ 变性 2 m in ; 9 3 ℃ 变性 1 m in
,

3 6 ℃变性 1 m in
,

7 2 ℃变性 2 m in
,

4 5 个循环 ; 7 2 ℃ 延伸 5

m in ; 4 ℃ 保存
.

2
.

2
.

4 电泳
、

照像

用 0
.

s x T BE 溶液溶解琼脂糖
,

同时加入澳化 乙锭溶液
,

至终浓度 0
.

05 %
,

制成 2
.

0 % 琼

脂糖凝胶
.

取 R A PD 产物 3 一 5 m m ”
在琼脂糖凝胶上进行电泳

,

电压为 3 V / 。m 左右
,

一般电

泳进行 2 一 3 h
,

在紫外透射仪上观察并照像
.

2
.

2
.

5 数据处理

随机扩增的 D N A 片段在 电场中的迁移率(d )与分子量 (M )的对数 成反 比
: d 二 k l/

lo g M
.

几D N A 一 Hi nd lll / Ec
o R I 作为分子量大小的标记

.

随机扩增多态 D N A 片段 的共享度根据 N ei 和 Li 〔5〕的公式计算
:

F = ZN
沈 ,

/ (Nx
+
凡) p = 1 一 F

,

式中
,

F 为随机扩增多态 D N A 片段共享度
,

Nx 和凡 分别为物种 x 和 y 的随机扩增多态 D N A

片段数 ; N 砂为两物种间相同的片段数
,

尸 为遗传距离
.

当 F 一 1 时
,

物种 x 和物种 y 的扩增片

段完全相同
,

说明两者具有高度相似的遗传性 ; 当 F = 0 时
,

两物种的扩增片段完全不同
,

即具

有高度相异的遗传性
.

3 结果

3
·

1 R A PD 扩增结果

本试验中使用 OPI 系列的 2 0 个随机引物
,

中国对虾的黄
、

渤海沿岸群 3 2 个个体
,

除 OP L

一 05
,

OPI 一 0 6 和 OPI 一 0 8 3 个引物未产生明显的扩增带外
,

其余的 17 个引物均可产生特定

的扩增带型
,

每个引物可产生 2 一 10 条的谱带
,

其中 OPI 一 02
,

O PI 一 03 和 oP I 一 17 引物在所

有个体中只产生单态
,

其余 14 个引物均可产生不同程度的多态
,

清晰可辨的扩增带数全部统
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计于表 1 中
,

17 个引物的 R A PD 产物的总标记数可达 106 条
,

其中 39 条为多态数
,

占 36
.

8 %
,

标记的分子量在 2 000 一 200 bp 之间
.

3
.

2 中国对虾黄
、

渤海沿岸自然种群的 R A PD 遗传多样性结果

根据扩增产物有无建立的二维空间数据矩阵
,

使用 R A PDi st an ce 软件得到了 犯 个个体的

遗传距离 尸值矩 阵
,

见表 2
.

任意两个个体的 尸 值在 0
.

0 38 5 一 0
.

1 58 5 范围之 内
,

大多数在

0
.

07 0 0 一 0
.

1 1 0 0 之间
,

该地理群 32 个个体的遗传距离的平均值为 0
.

094 1 十 0
.

020 6
.

中国对虾黄
、

渤海沿岸群的 R A PD 扩增谱带变异不大
.

17 个引物中有 3 个引物 O PI 一 02
,

OPI 一 0 3 和 OPI 一 17 的扩增带型在 32 个个体中均没有变化
,

见图版 工一 1; 有 4 个引物 OPI 一

1 1
,

O PI一 14
,

O PI 一 巧 和 OPI 一 16 变化不大
,

各有一个多态位点
,

见 图版 工一 2; 其余的引物得

到的多态位点数为 2 一 6 个不等
,

见图版 工一 3
,

4
.

在 OPI 系列 引物检测到的 1 06 个 R A PD 标

记中
,

有 67 个标记 (占 63
.

2 % )在整个群体的 32 个个体间表现稳定的一致性
.

4 讨论

中国对虾主要分布在黄
、

渤海水域
,

有两个不同的地理群
,

一个在黄海东岸即朝鲜半岛西

海岸海域的朝鲜西海岸地理群
,

另一个是在渤海和黄海西岸海域出生的中国黄
、

渤海沿岸地理

群
.

这两个地理群每年 5 一 n 月间分别在朝鲜西海岸海域和黄
、

渤海中国沿岸河 口附近繁殖

产卵
、

索饵生长
,

10 一 n 月性成熟后交配
.

在 n 月末两个种群均开始越冬徊游
,

最终汇集在黄

海中南部的暖水区越冬
,

两个种群在越冬场的分布稍有不同
,

前者偏东而后者偏西 [6]
.

渔业生

物调查认为这两个群体在地理分布上是隔离的
,

本试验采用的是黄
、

渤海沿岸地理群中的 咒

个雌性个体
,

对其进行随机扩增多态 D N A (R A PD )分析
,

以期获得该地理群的遗传多样性的背

景
,

据此评价自然灾害和人类实践干预对野生种质资源所带来的遗传学变化
,

并制定和采取相

应的管理和保护措施
.

研究种质资源的遗传结构
、

对遗传多样性进行鉴定
,

是为了最大限度地

维持种内的遗传多样性水平
、

维持物种和种群的自然繁殖能力
、

进化潜力
,

确保种质资源的持

续性利用
.

我们利用 R APD 技术分辨率高
,

能够迅速提供遗传分析中大量的遗传标记特点
,

根

据遗传距离和多态位点的比例等参数
,

揭示 中国对虾不 同地理群的遗传变异水平
.

中国对虾

黄
、

渤海沿岸地理群的平均遗传距离为 0
.

0 94 1
,

多态位点的百分数为 36
.

8 % ; G ar ci a[
”〕用 6 个

引物检测的南美白对虾 (尸
.

va nn
a m ei )的 4 个群体和家系

,

所测得的多态位点百分数是 58
.

75 %
,

因而说明黄
、

渤海沿岸地理群中国对虾的遗传变异程度较小
.

对于对虾类低水平遗传变

异
,

N el so n
等〔7〕

、

H ed ge co ck 等 [8] 认为随机遗传漂变和营养结构及环境的稳定性是海洋甲壳类

遗传变异水平低的主要原因 ;通过本试验的结果
,

笔者认为黄
、

渤海区中国沿岸地理群的中国

对虾低水平的遗传多样性与大强度的渔业捕捞
、

人工养殖个体逃逸以及大规模的不安全的人

工放流等有关
.

由技术原理上来说
,

随机扩增多态 D N A 技术所揭示的分而水平的遗传多样性是核昔酸

碱基变化的结果
.

改变引物的结合位点
,

或在扩增范围内有突变 (如插入或缺失 )都会导致一

个位点上扩增产物的有或无
,

这意味着该技术只是提供一种显性标记
,

难以区分某一个位点是
·

纯合或是杂合
,

即使某一个是多态的
,

若抽样个体不够
,

抽不到隐性纯合个体
,

也会把多态位点

统计为单态位点
,

造成 尸 的统计值低于实际值
.

因此
,

R A PD 技术不能进行等位基因分析
,

这

是相对于同工酶分析的一个明显的缺点
,

解决的方法是两种手段互补
.

如果进行同工酶分析
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93

检测不出某些物种的遗传多样性时
,

使用 R A p D 技术可 以获得种群更多的遗传变异信息
.

在

本试验中
,

单一引物的扩增谱带往往为大多数个体所共有
,

但对整个群体使用 17 个引物的全

部扩增产物的电泳谱带进行统计
,

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 AP D 技术具有 良好 的分 辨率
,

如 表 2 所示
,

任意 两个个体的 尸 值均大于 0
,

最 小值为

0
.

03 8 5
,

最大值可达 0
.

158 5
.

一般而言
,

随检测物种个体数量增加
,

遗传相似率会有所提高
.

由于随机引物原则上也可以任意增加
,

因此理论上可能找到任何一个个体特异性的 R A P D 标

记
,

从而将所有个体区别开来
,

表 明了 R A PD 技术在遗传标记方面有着巨大的潜力
.
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