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项超美 陆仁后 谢 浩 刘向宇 张 蔷
�中国科学院水生生物研究所

,

武汉 � � � � � ��

摘要 采用 � � �� 技术
,

对分类阶元不同的四种十足 目甲壳动物
�

克氏原鳌虾
、

汉水华溪蟹
、

日本绒鳌蟹合浦亚种和中华绒鳌蟹
,

进行了遗传多态性的研究
。

四个物种 � � � 库的扩增结果

表明
,

随着亲缘关系由近变远
,

物种间的相似率依次减小
,

由 ��
�

�� 下降到 ��
�

��
。

用 � �� � �

方法作聚类分析构建出物种的系统树图
,

反映出四个物种对应的种
、

科间
、

科间以上遗传差异

逐步增大
,

这与以形态标记为主 的分类结果相一致
。

在同工酶分析难以揭示差异的两种绒赘

蟹中
,

用 � � �� 分析观察到明显的种间差异
。

两种绒鳌蟹个体的扩增图谱分析结果为
,

中华绒

鳌蟹个体间的平均相似率为 ��
�

� �
,

日本绒鳌蟹合浦亚种个体间为 ��
�

��
,

两种绒鳌蟹个体间

的平均相似率则为 �� ��
。

日本绒鳌蟹合浦亚种个体间的平均相似率显著高于 中华绒鳌蟹个

体间的平均相似率
,

异种绒鳌蟹个体间的平均相似率显著低于同种个体间的平均相似率
�

关键词 � � ��
,

十足 目
,

多态性

�� � � 年 由 � ������
�小 组 �, �和 �

���� 小 组 �� � 首 创 了 � � �� ���
� � � � � �� �� ��

��

��� �� � �� 瓦� � � � �技术
,

这是研究基因组多态性 的新方法
,

具有灵敏
、

简便
、

快速的优

点
,

正广泛应用于基因组研究的各个方面
。

据报道
,

绒鳌蟹显示 出很低水平的蛋 白质多态

性 ��, �」
,

总体而言
,

在整个十足 目也是如此 �� � �
。

在此背景下
,

选取分类阶元不同的 � 种十足

目甲壳动物
,

即中华绒鳌蟹
、

日本绒鳌蟹合浦亚种
、

汉水华溪蟹和克氏原鳌虾为实验对象
,

将 � � � � 技术引人到甲壳类研究中
“ ,

以揭示它们的遗传差异
,

分析遗传多样性
。

材料与方法

�
�

� 实验材料 中华绒鳌蟹 ��� ��� �� �
� 、�� �� ��’�

,

简写为 �� �
,

购于 安徽 安庆及 湖北保安

湖
。

日本绒鳌蟹合浦亚种 ��� �
口�� � �� ���

。。��� 、 ��� “�� ���
,

简写为 �� ��
,

购于广西合浦
。

汉

水华溪蟹 ���
�
��

口�� � � , �� � � ��
,

简写为 � ��和克氏原鳌虾 �介
� � � � �� � � 、 。�� �肠�

,

简写为 �� �
,

� 本文获淡水生态与生物技术 国家重点实验室
、

淡水鱼类种质资源与生物技术国家重点实验室的资助
。

� �

�� 风 ��  ! � �
�

��
� ��� 街

� � �� � � � ��
� �� � �� �� ���

� �� ��� � �  ���� � �  �� ���
� �� �� �� � � � �� � � 侧记

�

��
�

��� ��� � �� � � ���  � �� �� 
� � � �� ��� ��

��

��
� �
�� 陇 �� � ��� � � �� �� � ����

��� ��
�

�� � �

���  一 �
一� �收到 �� � �刁�刁�修回

。
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均购于湖北武汉
。

�
�

� 基因组 � � � 的分离 根据 �� �� 和 � � ��� �� 方法略加修改 �� 
,

从实验个体的肝脏组织

�新鲜或预先乙醇固定 �提取 �� � �
。

�
�

� � �
�� 扩 增反 应 含 ��� � � � � � � 五�

·

� � 一�� � �
�

� �
,

��� � � � � � �  !
,

�� � � � � �

� � �  �
,

�
�

� � �� � � ���� �
,

�
�

�件� � �� �引物 �� ��
�� � 产品�

,

四种核甘酸 � �仰
、

� � �  
、

��仰
、

� � � � �� � � � � � � �各为 �� � “� � �� �
,

� � � � 基 因组 � � �
,

� 单位 的 � � � 聚合酶 �中国科学院遗

传研究所 �的 �� 闪混合物置于 �� �一 ��� �� � 扩增仪 ��� 公司产品�进行反应
。

前 � 个循环

为
�

� � ℃变性 ���
� ,

�� ℃复性 � � � 
,

�� ℃延伸 ���
�

。

后 �� 个循环为
�

�� ℃变性 ��
� ,

�� ℃复

性 � � �
,

� � �� 延伸 �� � �
。

�
�

� 扩增产物的电泳分析 扩增产物在 �
�

�� 琼脂糖 ��� �� �� 凝 胶中电泳
,

约 ��
。

采用

什� 缓冲系统
,

所用电压为 �� ��  
。

电泳完毕
,

经嗅化乙锭染色后
,

置于紫外透射检测仪

(上海长兴机械厂 )观察并照相记录
。

1 .5 R A P
D 分析的内容 先使用 20 个引物

,

即 O P N 刃2
,

O P N 刃3
,

O P 呼D S
,

O P 卜卜2 0
,

O R } 习6
,

O n 争义)7
,

o n 争--( )8
,

O 代关10
,

O 代} 11
,

O 代) 12
,

O R }

~

1 3

,

O 代) 15
,

0 代) 16
,

0 代}
.
19

,

O P L 卜12
,

O P L 卜15
,

0 P U 1 6

,

OP 件1
7,

OP 仆18
,

OP 件19
,

对四个物种 D 叫叭库 (每库 10 个个体)分析
。

再

使 用 另 20 个 引 物
,

即 0 p 0 16
,

O P t j

es

习1
,

O P I J 气〕2
,

O P U 刃3
,

O P U 硕)5
,

O P U 刃6
,

O P U 刃7,

O P U习8
,

O P U 刊〕9
,

O P t J

~

1 0

,

(〕P t j
es
l l

,

O P U
一1 2

,

O P I少 13
,

O P L 卜14
,

O P I 卜1 5
,

O P L 卜16
,

O P U

,

1 7

,

O p 件18
,

OP 仆
19 ,

( ) P 卜20
,

对两种绒鳌蟹 12 个个体的 I)N A 分析
, ’

。

l.6
数据处理 采用相似率分析公式

:
M=
2\
y/ (\ + \ ) x 10 0%

,

对扩增 图谱进行数据

处理
,

其中 \ 和 \ 指个体 (或多个个体混合的物种 )x 和 y 分别具有 的扩增区带数 目
,

\

y

指

X 和 y 共有 的扩增区带数 目
。

以 l一M 值用 评GM A (
unweighted pair gro叩 m eth ed

using

a‘th m e ti e av e rag es )方法作聚类分析
。

2 结果

2
.
1 扩增结果的总体情况

缺少引物或模板 D N A 的对照
,

没有扩增 出任何 区带
。

同一扩增反应
,

三次重复操作

的结果是一致的 (图 1);从新鲜组织提取的模板扩增结果
,

与固定组织得到的模板扩增结

果是一致的 (图 2)
。

扩增 图谱呈现出引物特异性和模板特异性
。

同一批引物对不同物种

D N A 库的扩增结果明显不同 (图 3)
。

不同绒鳌蟹个体的 D N A 扩增
,

依不同的引物呈现出

或多或少的差异 (图 4)
。

扩增 区带大小主要分布在 0
.
3一2. okb 之间

。

2. 2 四个物种间的遗传差异

四个物种 D N A 库的扩增结果显示出
,

随着分类地位的差距 由近到远
,

物种间相似率

从 56
.
1% 递减到 22

.
3% (表 l)

。

用
uP
G M A 方法作聚类分析得到的树状图上

,

可见种间至

科 间以上的遗传差异逐步增大
,

这与以形态标记为主的分类结果相一致 (图 5)
。

R A P D 技

术揭示 出日本绒鳌蟹合浦亚种与中华绒鳌蟹之间一定的多态性差异
。

2. 3 两种绒鳌蟹个体之间的差异

l) 所用引物的序列参见O 详ron 公 司说明
。
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表3 日本绒普奋合浦亚种个体扩增的区带数目
、

个体间共有的区带数目及其相似率

T ab 3 Th
e n
um be

r of bands pe r Ej h
, n

um

be

r o
f

s
h

a r e
d b

a n
d

s

an
d

pe
rc

e n

tag

e 5
1而lari ti

es be tw
een indi vidua】s

扩增区带总数目

1lle nllnlbe r of ban ds

共有 区带数目(相似率)

Th
e n
um be

r of share d b
ands (simi lari ty )

Ej h 乞2

81(73
.
6)

Ej h乞3

76(71
.
0)

79(76夕)

Ej h早l Ej h甲2 Ej h罕3

均h乞1

Ej h乞2

Ej h乞3

Ej h晕I

Ej h干2

Ej h里3

8 0 (6 8 7 )

7 6 (6 7
.
6 )

7 8 (7 1
.
2 )

6 6(6 3
,

8
)

6 3

(

6 3

.

3

)

6 0

(

6 2

,

2

)

7 2

(

6 7

.

9
)

9 3

8 3

6 2

(

6 2 乡)

5 2 (5 5刀)

5 5 (6 0
.
1)

6 7 (66 3 )

5 4 (6 1
.
4 )

4
乙曰八UC,

-
nlj八曰
l
.卫吕, .1. ,t

l

表4 不同种绒鳌盆个体间共有的区带数目及其相似率

Tab4 Th
e n
um be

r o f share d b
ands an d pe 玲

en ta g e 51侧lan ti
es be tw

een individual s of di ffe re
nt

of m itte n erabs
pe CleS

共有区带数目(相似率 )

Th
e n
um be

r of share d b
ands (

51而l
arity )

Ej h乞1 Ej h乞2 Ej h 乞3 Ej h早1 Ej h? 2 Ej h晕3

ES 乞1 53(55
,

5
)

5 0

(

5 4 石) 5 1(5 7石) 5 2 (5 3
.
1) 4 3(5 0石) 4 3 (5 3名)

E s乞2 60(563 ) 56(54石) 6 1(6 1
.
3) 6 2 (5 6乡) 50 (5 2

.
1) 52 (5 7

.
1)

E s乞3 54(50
,

7

)

5 2

(

5 0 夕) 5 1(5 1
.
3) 5 6 (5 1

.
4 ) 4 3(5 2

.
1) 4 7(5 1

.
6 )

Es 晕1 4 5(4 2
.
5 ) 4 7 (4 6

.
1) 4 4 (4 4 4 ) 4 4 (4 0石) 4 3(4 5刀) 4 4 (4 8石)

Es 晕2 57(50
,

4
)

5 7
(

5 2 3
)

5 7
(

5 3 名) 6 1(5 2名) 4 8(4 6名) 4 9 (5 0 3 )

Es , 3 59 ( 5 6
.
7 ) 5 1 ( 5 1

.
0 ) 5 0 ( 5 1

.
5) 5 9 ( 5 5 4 ) 4 8( 5 1

.
3 ) 50 ( 5 6乃)

R A P D 分析提供了便利
。

中华绒鳌蟹
、

日本绒鳌蟹合浦亚种
、

汉水华溪蟹和克氏原鳌虾
,

相

互之间分别存在种间
、

科间
、

科 间以上的关系
。

物种 D N A 库的扩增结果表明
,

对应物种间

由近至远的分类地位差距
,

相似率 M 值逐渐减小
,

表明 D N A 的遗传差异逐渐增大
。

以

1一M 值用聚类分析得到的系统树图
,

与以形态标记为主的分类结果相一致
。

这初步说明

RA P D 分析可以 同时揭示从种间至科间以上关系相对应的遗传差异
。

中华绒鳌蟹与 日本

绒鳌蟹合浦亚种形态极为相似
,

没有显著的同工酶多态性差异
。

但是
,

R A P D 分析从 D N A

水平观察到两种绒鳌蟹个体间的一定差异
,

因而表现出其对研究绒鳌蟹群体的潜力
。

日

本绒鳌蟹合浦亚种个体间的平均相似率显著高于 中华绒鳌蟹个体间的
,

可能是因为 中华

绒赘蟹分布于更广泛的地 区
,

它的不 同群体多少因商业行为而混杂的缘故
.

文中全部的中华绒鳌蟹个体
,

出现了为 日本绒鳌蟹合浦亚种个体所没有的扩增区带
。

这意味着
,

在使用更多的引物分析更多的样本
,

可以获得各 自的 R A P D 特异标记
,

用于两

种绒鳌蟹的鉴别和保护
。
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