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摘要
:
利用随机扩增多态 D N A (R API〕)技术

,

对浙江省罗氏沼虾养殖群体和新引进 的缅甸 自然群体的遗传差异

进行 了比较分析
,

以期从分子水平 了解罗氏沼虾的种群遗传多样性背景及与引种 的关系
。

采用经筛选 的 22 个

lo bP 的随机引物对 罗氏沼虾两群体各 20 尾进行群体 RA PD 分析
。

22 个 引物共检测到 139 个位点
。

养殖群体

的多态位点 比例为 30
.

22 %
,

群体平均杂合度为 0
.

2 646
,

Shan no
n
多样性指数为 0

.

0 7 80
,

群体内各个体之间 的遗

传共享度为 0
.

9 3 53
,

遗传距离为 0
.

0 647 ; 自然群体的多态位点 比例为 33
.

81 %
,

群体的平均杂合度和 Sh an no
n
多

样性指数分别为 0
.

2 8 8 8 和 0
.

0 940
,

群体内各个体之间的遗传共享度为 0
.

9 2 01
,

遗传距离为 0
.

0 7 99 ; 两群体之间

的遗传距离为 0
.

18 45
。

自然群体的遗传多样性水平 比养殖群体要高
。

利用随机引物 S9 和 552
,

在罗 氏沼虾两

群体间扩增 出 2 条稳定
、

明显 的群体间特异性标记带
。
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罗氏沼虾 (瓜
c ro bra ch iu m ro sen be rg ii )

,

又名 马

来西亚大虾
,

原产于印度洋

—
太平洋热带地区

,

生活于淡水或咸淡水水域 中
,

是淡水 中主要的养

殖对象之一
,

具有重要 的经济价值 [‘〕
。

目前 我国

养殖的罗氏沼虾 为 20 世纪 70 年代末
、

80 年代初

从马来西亚引进种的繁殖后代
,

由于亲本长期得

不到更新
,

种质退化现象严重
,

主要表现为生长速

度缓慢
,

个体小型化
,

抗病抗逆能力下降和病害增

多等〔2
,

3 1
。

由于引种的初始群体经过几代的繁殖

后极易导致种质衰退 [’]
,

引进品种的种质变化已

是当前一个备受关注的问题
。

有关罗氏沼虾种质

资源的研究
,

目前仅见甘西等[5j 对罗氏沼虾养殖

群体遗传多样性 的 R AP D 研究
,

尚未见 国外罗氏

沼虾 自然群体与我国养殖群体之间遗传变异的研

究报道
。

因此有必要对罗氏沼虾浙江省养殖群体

和新引进的缅甸 自然群体的遗传差异进行研究
,

为今后罗氏沼虾的遗传改 良及合理有效地开发利

用奠定基础
。

1 材料与方法

1
,

1 材料

1
.

1
.

1 试验用 虾 试验用罗 氏沼虾养殖群体 于

20 02 年 9 月从浙江海 宁市 双喜特种水产苗种场

采集
。

自然群体为浙 江省水产引种育种 中心 于

20 0 2 年 5 月从缅甸 自然水域 引进的罗氏沼虾
,

隔

离暂养于试验区
。

两群体各 随机采样 50 尾
,

所有

个体皆为成虾
。

活体放人大塑料袋 内充氧后
,

扎

紧袋口快速运回实验室
。

1
.

1
.

2 仪 器 与试 剂 PC R 扩增仪为 Bi o 一 R A D

公司生产 的 ic yc ler 型热循环扩增仪
,

随机引物
、

T aq D NA 聚合 酶
、

d N T p s
等试 剂购 自上海 S an gon

公司
。

1
.

2 方法

1 2
.

1 基 因组 D NA 的提取 两组虾进行 常规的

生物学测量后
,

随机各取 20 尾用 于 D N A 分析
。

每尾活体解剖
,

取 肌 肉 100 m g
,

用灭 菌蒸馏水清

洗
,

直接用于基因组 D
NA 的提取

,

参考魏群囚介

绍的方法
。

剪刀剪碎肌肉并用 500 拌L 裂解液 (10

mm
o l

·

L 一 1 T ri s 一 H e l
,

p H 8
.

0 : 10 0 m m o l
·

L 一 1

EDT A
,

p H 8
.

0 ;l % sD s
,

loo m g
·

L
一 ‘蛋 白酶 K )进

行裂解
,

常规 的饱和酚
、

酚 / 氯仿 (酚 : 氯仿 : 异戊醇
= 25 :

24
: l) 及氯仿 (氯仿 : 异戊醇 二 24 : l) 抽提

,

无

水乙醇沉淀
。

用 100 拼L TE (10 m m ol
·

L 一 ‘ T ris -

毗z
,

p H 8
.

0 ; zm m o l
·

L 一 ‘ E D TA
,

p H S
,

o )溶解沉

淀
, 一 2 0 ℃保存备用

。

1 2
.

2 D NA 定量 使用 Bi o 一 R A D 公司生产 的

sm axt SP ec 30 00 型紫外分光光度计
,

将提取的模板

D N A S“L 稀释 10 倍至 8印L 进行测定
。

用 O D 2 60

值计 算 样 品 中核 酸 的浓 度
,

同时读 取 0 1〕2 6 0/

o D 2 8 o 的比值
,

以估计所提 D NA 的纯度
。

同时辅

以 1
.

2 % 琼脂糖凝胶 电泳 肉眼观察所 提 D N A 的

完整性
。

将 D
NA 原液稀释至 2 5 ng

·

拼L 一 ‘于 一
20 ℃

保存备用
。

1
,

2
.

3 R”D 条件 R A p D 反应条件参考李明云

等 [ 7 〕的方法进行优化
。

反应总体积为 25 凡
,

其中

包括 10 x Pe R 反应缓冲液 2
.

5 凡 (io o m m o x
·

L 一 ‘

T ri s 一 H CI
,

5 0 0 m m o l
·

L 一 1 K CI
,

1
.

0 % Th
to n x -

1 00 )
,

基 因组 D N A 2 5n g
,

Mg e l: 2
.

s
mm

o l
·

L 一 ’ ,

dNT p s 0
.

l m m o l
·

L 一 ’ ,

引物 i胖m o l
·

L
一 ‘ ,

T叫 D NA

聚合酶 lu
,

用灭菌双蒸馏 氏 0 补足体积
。

扩增程

序为 9 4 ℃ 预变性 4 m in
,

94 ℃ 变 性 60 5 ,

36 ℃ 复性

6 0 5 ,

72 ℃ 延 伸 1 205
,

4 0 个 循环
,

最后 72 ℃ 延 伸

sm in
,

4 ℃保存
。

1
.

2
.

4 电泳及成像 扩增产物在 1
.

5 % 琼脂糖

凝胶上进行 电泳分离
,

电压为 3 一 4 v
·

。m
一 ‘ ,

时间
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约 3 h
。

电泳结束后用复 日科技公司生产的 FR 生

物凝胶成像仪进行凝胶观察
,

照像
。

1
.

2
.

5 数据分析 按琼脂糖凝胶 同一迁 移位置

上 D N A 带的有 无进行统计
,

有带的记 为 1
,

无带

的记为 。
。

根据 R Ap D 扩增结果所统计的数据
,

计算各群体遗传变异参数
。

(功多态位点 比例 尸 = 多态位点数 / 总位点

数 ;

(2 )各群体的平均杂合度 H 二 艺(1 一 刃气 “)/

n [8 〕; shan n o n 遗传多样性 指数 价 = 一 翌 x ‘In x ‘/

。图
, 二‘为位点在某种群 中出现的频率

, 。 为检测

到的位点总数
。

(3 )群体内遗传距离
。

随机扩增多态 D N A 片

段的共享度根据下列公式计算 [10 〕: F =
{艺〔Z Xa

。/

(Xa
十 x 。)」}/ n ,

遗传距离 D = 1 一 F
,

其中 Xa
。为

群体内各个体的共享位点
,

X
。

和 X 。
分别为个体

a

和个体 b 的位点总数【”」
。

(4 )群体 间的遗传距离
。

根据 切nc h 的计算

方法 [“
,

川 计 算
。

d = 一 hi l
,

这里 I = 大厂(大 x

Jx)
‘/2

,

其 中 Jx
、

人和 大
,
分 别是所 有位点上 jx

、

j’r

和扬的算术平均值
,

其中入
= 艺 x 、,

寿
二 又 y‘

,

入
, =

乙 x ‘少‘
, x ‘ 、

y‘分别是 x 和 Y群体中第 i个 等位基

因的频率
。

2 结果

2
.

1 R A PD 扩增结果

用 4 5 个引物进行筛选
,

其中 42 个引物可 以

扩增出条带
,

5 1
、

5 2
、

5 3
、

5 4
、

5 5
、

5 8
、

5 9
、

5 1 0
、

5 11
、

5 12
、

5 13
、

5 19
、

5 4 9
、

5 5 0
、

5 5 1
、

5 5 2
、

5 5 8
、

5 5 9
、

5 6 0
、

5 40 4
、

5 4 0 6
、

54 17 共 2 2 个引物可产生清晰
、

可重复

的扩增带
。

用这些引物对 2 个种群进行 RAP D 扩

增
,

共获得 139 条扩增带
。

在养殖群体中检测到

4 2 个多态位点数
,

多态位点 比例为 30
.

22 % ;在新

引进的自然群体中共检测到 47 个多态位点数
,

多

态位点比例为 33
.

81 %
。

各多态位点 的基 因频率

列于表 1 中
。

表 中可见
,

各多态位点出现频率在

两群体间存在一定 的差异
,

说 明多态位点在种群

内的分布不 同
,

除 5 1 一 6
、

5 1 1 一 6
、

5 4 9 一 4
、

5 5 2 一 l
、

5 59 一 3
、

5 4 0 4 一 1
、

5 4 0 6 一 1
、

5 4 0 6 一 2
、

5 4 17 一 4 和

54 17 一 5 外
,

自然群体的多态位点出现频率 明显

高于养殖群体
。

表 1 罗氏沼虾 R APD 多态位点频率

T a b
.

1 Fre q ue nc ie s of t】Ic Po
lymo

r Ph ic R A PD lo ci in M
.

ro s en be J
寮i

多态位点频率 介eq u en cy

多态位点
Po lym o rp hi e lo e i

多态位点频率 斤eq u e nc y

养殖群体
e u ltu re d Pop u lati o n

自然群体
n at u r a lpo Pu lati o n

多态位点

po lytnD rp hi e lo e i 养殖群体
e u ltu re d PoPu lat io n

自然群体
n a tu ra l PoPu lat io n

0535357530151020050530150045700505805010002550201000000000000000000000000000025205020150540001030156090150005951010051560400000000000000000000000000005 1 一 2

5 1 一 3

5 1 一 6

5 1 一 8

5 1 一 9

5 1 一 10

5 3 一 l

5 3 一 3

5 3 一 7

5 4 一 3

5 5 一 5

5 5 一 7

5 8 一 2

5 8 一 3

5 8 一 5

5 8 一 6

5 9 一 2

5 9 一 5

5 9 一 8

5 11 一 l

5 1 1 一 3

5 1 1 一 6

5 1 1 一 8

5 13 一 2

5 13 一 4

5 13 一 5

5 13 一 6

5 13 一 7

5 19 一 2

5 19 一 3

5 19 一 4

5 19 一 5

54 9 一 4

54 性) 一 6

5 5福〕一 1

5 52 一 l

55 2 一 5

55 9 一 1

55 9 一 2

5 59 一 3

55 9 一 4

S(刃 一 2

S日〕一 4

54 04 一 l

5 40 4 一 4

5 4《拓 一 l

S组仅玉一 2

54 1 7 一 3

5 4 1 7 一 4

5 4 17 一 5

54 1 7 一 7

2505005085叨300510152045105025102530巧4500505045051500000000000000000000000000100505458035000010001035054525050020053050巧0525050000000000000000000000000000
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2
.

2 群体的平均杂合度和 Sha
n n o n 多样性指数

根据上述公式
,

得 出养殖群体 的平均杂合度

为 0
.

2 6 46
,

shan n o n 多样性 指数为 0
.

0 78仇 而新引

进的 自然群体的平均杂合度和 Shan no n 多样性指

数则更高
,

分别为 0
.

2 8 8B 和 0
.

0 9 40
。

2
.

3 群体的遗传距离

养 殖群 体 内各个 体 之 间的遗 传 共 享 度 为

0
.

8 98 0 一 0
.

9 78 5
,

平 均值 为 0
.

9 3 5 3
,

遗 传距 离

为 0
.

0 6 4 7 ; 而 自然群 体 内各个 体 之 间的 遗传

共 享 度 为 0
.

8 7 8 0 一 0
.

9 64 8
,

平均值为 0
.

92 01
,

遗

传距离为 0
.

0 7 99
。

养殖群体和 自然群体之 间的

遗传距离为 0
.

2 84 5
。

经 t 检验
, ‘ = 2 1

.

0 7
。

2
.

4 特异性标记的筛选

在所有扩增到的 R A p D 标记中
,

发现一些种

群特异性的 R A p D 标记
。

从 图 1 中可以看到
,

不

同的引物在 自然群体和养殖群体中扩增到的结果

是不一样的
,

如引物 S9 在 自然群体中扩增到大小

为 2 7 4如 的亮带
,

而在养殖群体中未发现有亮带
。

引物 5 52 只在养殖群体中扩增到大小为 3 50 b p 的

亮带
,

在自然群体中未发现有亮带
。

表 2 两群体遗传 多样性参数 比较

T 的
.

2 E stiln at es o f g en e ti e di v e r sity in the tw o Po Pu lat io ns of M
.

ro s en b e尸’g 11

群体 p叩u lat io n 尸 万 H 。 F 己 刀

养殖群体 e u ltu re d p o p u lati o n 3 0
‘

2 2 % 0
.

2 64 6 0
.

07 80 0
.

93 53 0
.

0冈 7

0
.

184 5

自然群体 nat
u r al p o pu lati o n 3 3

.

a l % 0
.

2 8 88 0
.

的40 0
.

兜0 1 0
.

0 7卯

2 3 4 5 6 7 8 9 H 1 112 13 14 15 16 17 18 19 20 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 1112 13 14 1516 17 18 19 20

27 4 bp ee
.

书

35 0b P

图 1 不同引物对罗 氏沼虾 自然群体和养殖群体的 R APD 扩增电泳图谱

Fi g
.

1 R A PL) e le etr o Pho
r e g ra m s o f w ild a n d e u ltu re d sto e k s o f M

.

ro se n be嗜11 am Pli fi ed b y d iffe re n t Pri m e r s

I 一 10
:

自然群体的不同个体 ; 1 1 ~ 2 1 :

养殖群体的不同个体 ;箭头示特异带和多态位点 ; M
:

功 NA (Ec
o R 工+ Hi nd 班)

La n d l 一 10 a r e 山ffe re n t in 山v idu al s o f n at u ral sto eks : L an d 1 1 一 2 1 ar e d iffe
re n t in div idu als o f e u ltu r e d st o c k s ; 八川〕w s sh o w Pop u lat io n

一
sp e eifi e

ba而 5 and p o zym o 甲hi e lo e i ; M
: 入D NA (E e o R I + 压n d 皿 )

3 讨论

3
,

1 与其他虾类遗传多样性比较

遗传多样性是生物适应环境与进化的基础
。

就一个物种而言
,

种内遗传多样性愈丰富
,

该物种

对环境变化的适应能力愈大
,

其进化的潜力也就

愈大
,

也就愈有利于保持物种和整个 生态系统的

多样性
。

可见对于虾类遗传多样性及其变化情况

的研究是评估虾类资源质量
、

建立虾类人工繁殖

科学 管 理 规 范 的 重 要 基 础 工 作
。

Garc ia 和

B e n z ie [‘3〕以 及 组 c iv , w arre
。
等 [’‘〕在 高 健 康

(H H S) 和无特异病原 (SPF )凡纳对虾的培育中
,

用

R A pD 技术对凡纳对虾的野生种群以及不 同家系

进行 检 测 和 分 析
,

发现 其 多态 位 点 比 例 约 为

50 %
,

其中一个家 系的多态位点 比例高达 77 % ;

宋林生等 t‘5 〕研究了 日本对虾野生和养殖种群 的

遗传结构
,

得出野生种群的多态位点 比例和平均

杂合度为 54
.

14 % 和 0
.

2 5 17
,

明显 比养殖种群 的

3 7
·

91 % 和 0
.

13 43 要高 ; 中国对虾黄渤海沿岸群

的遗传距离为 0
.

0 94 1厂‘6 1
。

与它们相 比
,

罗 氏沼虾

缅甸 自然群体和浙江省养殖群体 的多态位点 比例

都比 日本对虾低
,

而平均杂合度都要 比 日本对虾

高
。

综合评价罗氏沼虾 的遗传多样性水平
,

发现

缅甸 自然群体遗传多样性水平也不算太高
,

由此
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必须要重视罗 氏沼虾 自然群体 的遗传多样 性保

护
。

3
.

2 罗氏沼虾的遗传多样性与引种的关系

引种导致种质变化已引起了国内外专家们的

注意
,

如 sb or d o ni 等 [‘7 〕报道 日本对虾被引人意大

利后
,

经过连续几代的人工繁育
,

与原产地的野生

种群相比遗传杂合度出现了显著的下降
。

相建海

等川发现我国 20 世纪 80 年代从美 国引进的海湾

扇贝经过几年大规模的繁殖和养殖 以后
,

生产性

状等了出现了一定程度的退化
,

生化遗传学的研

究表明我国的海湾扇贝养殖群体的遗传变异水平

与美国原产地的野生种群相 比有明显的下降
。

罗

氏沼虾也不例外
,

近几年来亲虾长期得不到更新
,

种质退化现象比较严重
,

导致抗病能力和生长速

度等生产性状的衰退
。

因此浙江省水产引种育种

中心于 2 002 年 5 月从缅甸引进了罗氏沼虾 自然

种群
,

以用于现有养殖罗氏沼虾的种质改 良
。

一般而言
,

引种后 的人工繁殖会造成种群遗

传多样性 的 降低
,

主 要 原 因在 于 奠 基 者 效 应

(fo un de r e

ffe ct )或遗传 漂变 以及人工繁殖 中一些

人为的不合理因素 (如人工繁殖亲本数量太少
、

近

亲繁殖
、

缺乏科学管理等 )
。

因此在引种 的同
一

时
,

一定要考虑引进罗氏沼虾亲本的数量及其遗传多

样性大小 ;需要对引进 的罗 氏沼虾原种进行遗传

保护
,

进行隔离养殖保种 ;在人工繁殖过程 中
,

一

定要避免近亲繁殖
,

推行科学的良种选育
,

并将生

物技术应用于罗氏沼虾的育苗育种过程中
,

进行

标记辅助育种
,

从 而有力保证 罗氏沼虾养殖业 的

健康持续发展
。
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