
文章编号: 1000- 0615( 2004) 02- 0119- 08

收稿日期: 2003-04-11

资助项目:上海市水产办5中华鳖养殖业持续发展研究6项目(科 0095)

作者简介: 刘至治 ( 1972- ) , 男, 湖南新宁人, 2001 级博士研究生, 从事水产动物医学研究。Tel: 021- 65710348, E-mail :

f ootballloverlzz@ sohu. com

通讯作者:蔡完其( 1939- ) ,女,浙江鄞县人,教授,博士生导师,主要从事水产动物病理与抗逆育种的研究。Tel: 021- 65710333,

E-mail: lsf038@ mail. online. sh. cn

中华鳖五群体遗传变异的RAPD 分析

刘至治,  蔡完其,  李思发
(上海水产大学农业部水产种质资源与养殖生态重点开放实验室,上海  200090)

摘要:从 97 个 10碱基随机引物中筛选出 30个多态性引物, 对黄河鳖、淮河鳖、洞庭湖鳖、鄱阳湖鳖及太湖鳖 5

个群体共 100只个体进行RAPD 分析。结果表明,中华鳖的遗传多样性较丰富。表现在: ( 1)在获得的 341 条

RAPD 扩增带中,有 234 条( 68. 6% )呈现多态性; 2 个引物有可明显地反映种群差异的扩增带,其中 S105 扩增的

1408bp在黄河鳖的出现频率仅为 20% , 而在另外 4个群体的出现频率达 80% ~ 90% ; S37 扩增的 438bp 在 5 个

群体的出现频率大小为:黄河鳖 85% > 淮河鳖 65% > 洞庭湖鳖 55% > 鄱阳湖鳖 40% > 太湖鳖 20% ,呈现出

从黄河到淮河到长江、从长江的中游到下游逐步降低的遗传渐变现象; ( 2)多态位点比例( P )的大小顺序为: 太

湖鳖 59. 25% > 洞庭湖鳖 56. 52% > 鄱阳湖鳖 55. 80% > 淮河鳖 55. 03% > 黄河鳖 54. 43% ,但 5个群体间的差异

不显著( F= 0. 644< F0. 05; 4, 145= 2. 45) ; 5 群体内的遗传多态度(P)在 0. 3644~ 0. 3883 间; ( 3)群体内遗传相似度大

小顺序为:淮河鳖 0. 782> 黄河鳖 0. 771> 鄱阳湖鳖 0. 768> 洞庭湖鳖 0. 750> 太湖鳖 0. 722, 其中太湖鳖与黄河

鳖、淮河鳖、鄱阳湖鳖 3个群体间的差异显著( P < 0. 05) ; ( 4)分子方差分析( AMOVA)表明, 黄河鳖与淮河鳖、

洞庭湖鳖及鄱阳湖鳖 3个群体间, 太湖鳖与黄河鳖、淮河鳖 2个群体间有极显著的遗传分化( P < 0. 001) ; ( 5)根

据遗传距离,用 UPGMA 和 NJ 法进行聚类分析表明: 黄河鳖与淮河鳖、洞庭湖鳖与鄱阳湖鳖分别先聚在一起,

最后再与太湖鳖聚类,显示太湖鳖在基因组上与其它 4个群体鳖存在明显歧化。

关键词:中华鳖; 群体;遗传变异; 随机扩增多态 DNA

中图分类号: S917   文献标识码: A

Analysis of genetic variations of five populations

in Trionyx sinensis by RAPD

LIU Zh-i zhi, CAI Wan-qi, LI S-i fa

(Key Laboratory of Aquatic Genetic Resources and Aquacultural Ecosystem Certificated

by the Ministry of Agriculture , Shanghai Fisheries University , Shanghai  200090, China)

Abstract:RAPD was conducted to analyse the genetic variations of five populations in Trionyx sinensis ) Yellow

River population, Huai River population, Dongting Lake populat ion, Poyang Lake population and Taihu Lake

population, w ith 30 po lymorphic 10-based random primers selected from 97 ones. The major results indicated that

the genetic diversity of the five populations in T . sinensis was rich. They were: ( 1) 341 bands were detected and

234 of them were polymorphic, accounted for 68. 6%. Two primers could amplify distinctive bands among the

f ive populations. The appeared frequency of 1408bp band amplif ied by primer S105 was 20% in the Yellow River
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population, but it was 80%~ 90% in the other four populations. The range of appeared frequency of 438bp band

amplified by primer S37 in the five populations was: Yellow River population 85% > Huai River population 65%

> Dongting Lake population 55% > Poyang Lake population 40% > Taihu Lake population 20% , which

indicated a genetic decline from Yellow River to Huai River, from middle reaches of Yangtze River to its lower

reaches; ( 2) The range of proportion of polymorphic loci was: Taihu Lake population 59. 25% > Dongting Lake

population 56. 52% > Poyang Lake population 55. 80% > Huai River population 55. 03% > Yellow River

population 54. 43%, and there was no signif icant difference among the five populations( F= 0. 644< F0. 05; 4, 145

= 2. 45) . The genet ic diversity index (P) was 0. 3644~ 0. 3833 in the populations; ( 3) The average genet ic

similarity index within each population ranked as Huai River population 0. 782 > Yellow River population 0. 771

> Poyang Lake population 0. 768 > Dongting Lake population 0. 750 > Taihu Lake populat ion 0. 722. There

was significant dif ference between Taihu Lake populat ion and Yellow River population,Huai River population and

Poyang Lake populat ion( P< 0. 05) ; ( 4) The results of analysis of molecular variance( AMOVA) showed that

there was signif icantly genetic breaking up between Yellow River population and Huai River population,Dongting

Lake population, Poyang Lake population respectively, also between Taihu Lake population and Yellow River

population, Huai River populat ion respectively ( P < 0. 001) ; ( 5) Yellow River and Huai River population,

Dongting Lake and Poyang Lake population clustered f irst respectively, then they clustered with Taihu lake

population by UPGMA and NJ method according to their genetic distances, which indicated that there was an

obvious divergence between Taihu Lake population and the other four populations.

Key words: Trionyx sinensis ; population; genetic variation; random amplified po lymorphic DNA

  龟鳖类动物在地球上已生活了约 2. 5 亿

年[ 1] ,但对中华鳖( Trionyx sinensis)的种质资源,迄

今只有很少的研究
[ 2- 6, 18]

。养鳖业的飞速发展,

使野生鳖受到空前的酷捕以满足对亲鳖的需求,

造成了国内中华鳖的无序流动,以及台湾、泰国鳖

的大量输进。在种质资源不甚明了的情况下,我

国中华鳖种质正遭受到严重混杂的威胁。

种质是产业的源头。我们从种质入手, 对我

国代表性的中华鳖各地方种群的形态、养殖性能、

遗传特性及免疫力等方面进行了较为系统的研

究[ 6, 20]。随机扩增多态 DNA ( random amplif ied

polymorphic DNA , RAPD)是 20世纪 90年代发展

起来的一种 DNA 分子标记技术。由于该方法具

有安全、快捷、简便、高效等特点,被广泛应用于生

物的遗传多样性、群体遗传、分类、亲缘关系等许

多研究[ 7- 12]。本文报道了应用 RAPD 技术对 5

个代表性中华鳖群体的遗传变异研究的结果。

1  材料和方法

1. 1  材料
在长江、淮河、黄河三流域采集代表性群体,

产地均经过实地调查选定, 为原种的 F1。长江流

域的从其中、下游的洞庭湖、鄱阳湖、太湖采集

(以下分别简称为洞庭湖鳖、鄱阳湖鳖、太湖鳖) ;

黄河流域的从其河口地区采集(以下简称为黄河

鳖) ;淮河流域的从其中游的蚌埠采集(以下简称

为淮河鳖)。黄河鳖来自山东广绕中华鳖养殖场,

淮河鳖来自安徽蚌埠省级中华鳖良种场,洞庭湖

鳖来自湖南长沙国家级中华鳖原种场, 鄱阳湖鳖

来自江西鄱阳湖省级中华鳖良种场, 太湖鳖来自

浙江嘉善中华鳖养殖场。各群体随机取健康鳖

20只(雌、雄各半) , 体重为每只 350~ 550g。取腿

部肌肉, - 20 e 保存备用。
10碱基随机引物共 97个, 购自上海生工生

物工程技术服务有限公司。Taq DNA 聚合酶购

自加拿大 Biostar公司。

1. 2  实验方法

基因组 DNA的提取  取 0. 25g 腿部肌肉,切

碎, 加入 444 LL STE 缓冲液 ( 30mmol#L- 1Tris-

HCl, pH8. 0, 200mmol# L
- 1

EDTA, 50mmol# L
- 1

NaCl) , 混匀后加入 50 LL 10% SDS和 6 LL 蛋白酶

K (浓度为 20mg#mL- 1) , 55~ 60 e 烘箱过夜(约

12h)。加入等体积饱和酚于自制的转轮上缓慢转

动1h, 10 000r#min- 1离心 10min。吸取上清液加

入等体积的混合液(酚B氯仿B异戊醇= 25B24B1) ,

缓慢转动 0. 5h, 取上清液,加入等体积的氯仿-
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异戊醇混合液( 24B1) ,缓慢转动 5 min。取上清液

加入 2 倍体积的预冷无水乙醇沉淀 DNA ( -

20 e , 2h) , 再用 70%乙醇洗涤, 干燥, 加入 500LL

的ddH2O溶解备用。

  PCR扩增  RAPD-PCR扩增条件参照邹曙明

等[ 11]的方法并做相应改进。反应在 Eppendorf

Mastercycler Gradient PCR 仪上进行, 反应混合物

中含 3LL buffer ( 100mmol#L- 1
Tris-HCl, pH 9. 5,

500mmol#L- 1KCl, 30mmol#L- 1MgCl2, 0. 01% 明

胶, 最后调节pH值至9. 0)。1LL 每种dNTP (浓度

2. 5mmol#L- 1) , 2LL 引物( 5Lmol#L- 1) , 2LL 基因

组DNA(约 40~ 200ng) , 1. 2UTaq DNA 聚合酶,

16. 4LL 纯净水(购自华舜生物工程有限公司) ,反

应总体积为 25LL, 加入 20LL 石腊油。循环程序

为: 94 e 预变性 3min, 接着 94 e 45s、36 e 45s、72 e

90s、45个循环后, 72 e 延伸 10min。

取10LL 扩增产物经 1. 5%进口琼脂糖凝胶

(含适量 EB)电泳,电泳缓冲液为 1 @ TBE, 电压为

4. 5V#cm- 1
,电泳 2. 5h后,用 Gene-Genius凝胶成

像系统拍照、记录和分析。

1. 3  数据分析

多态位点比例( P )  将每条RAPD 扩增带看

作1个位点,统计每个群体的多态位点比例:

P ( %) = 多态位点数/位点总数 @ 100

  遗传相似度( S )与遗传距离( D )  根据 Nei

等
[ 13]
的公式计算任意2个体间的遗传相似度( S)

与遗传距离( D ) :

   S = 2N xy / ( N x+ N y )

     D = 1- S

其中 N xy是个体X 和个体Y 共同拥有的带数, N x

和N y 分别是个体 X和个体 Y所具有的总带数。

群体内、群体间的平均遗传相似度和遗传距

离通过个体间的 S和 D值作简单平均求得。

用 SPSS10. 0 ( Statistical Package for Social

Sciences)统计软件[ 14]中的方差分析( ANOVA)和

均值多重比较分析法( LSD法) , 对各群体的多态

位点比例及遗传相似度进行显著性检验。

遗传多态度(P)和遗传分化指数( Fst )  经电

泳获得 RAPD 图谱, 在同一电泳迁移位置上, 有

DNA扩增条带的计为 1, 没有的计为 0, 每群体所

有个体在全部位点上的谱带式样( RAPD表型)组

成1个( 0或 1)矩阵。用 Arlequin 2. 0软件进行分

子方差分析( analysis of molecular variance, AMOVA

) [ 15] , 计算遗传多态度(P)和遗传分化指数( Fst )。

聚类分析  根据群体间的遗传距离, 用

MEGA2软件包[ 16]中的/ UPGMA0和/ NJ0 程序对

5个群体进行聚类分析。

2  结果

2. 1  PCR扩增结果

本研究从 97个随机引物中, 筛选出扩增带在

3条以上(包括 3条)、重复性好、条带清晰的引物

30个, 其扩增结果如表 1。30个引物在 5个群体

内扩增出 341条带(平均每个引物扩增条带数为

11. 4条) ,其中 107条带( 31. 4%)在 5个群体所有

个体间表现稳定的一致性, 234条( 68. 6%)呈现多

态性。扩增图谱具有丰富的引物和模板特异性,

DNA扩增带大小分布在 0. 30 kb~ 3. 0kb之间(图

1, 图 2)。

2. 2  RAPD分子标记

在用 30个多态引物对 5个群体中华鳖的 100

只个体进行PCR扩增的过程中, 未发现仅在某一

群体出现或不出现的特异 RAPD 标记带, 但引物

S105和S37在5个群体中都有可显示种群差异的

扩增带。

S105扩增的1408bp在 20只黄河鳖中,只有 4

只出现,出现频率为 20% ; 而在各为 20 只的淮河

鳖、洞庭湖鳖、鄱阳湖鳖和太湖鳖中, 则分别有

18、17、17、16只出现此带, 出现频率依次为 90%、

85%、85%和 80%。可见, S105 扩增的 1408bp在

黄河鳖群体内出现频率最低, 而在另外 4个群体

的出现频率较高( 80%~ 90%) (图1)。

S37扩增的 438bp在黄河鳖、淮河鳖、洞庭湖

鳖、鄱阳湖鳖和太湖鳖 5个群体出现频数分别为

17、13、11、8和 4只个体,频率大小依次为: 黄河鳖

85% > 淮河鳖65% > 洞庭湖鳖55% > 鄱阳湖鳖

40% > 太湖鳖 20%。可见, 该片段在中华鳖群体

间的出现频率呈现出从黄河到淮河到长江、从长

江的中游到下游逐步降低的遗传渐变现象(图 2,

图 3)。

1212期            刘至治等:中华鳖五群体遗传变异的 RAPD分析



表 1  筛选出的随机引物及扩增结果

Tab. 1 Selected primers and the results of amplification

引物
primer

序列( 5. - 3. )
sequence

扩增带数
numbers of band

引物
primer

序列( 5. - 3. )
sequence

扩增带数
numbers of band

S4 GGACTGGAGT 3~ 10 S105 AGTCGTCCCC 6~ 13

S5 TGCGCCCTTC 4~ 10 S112 ACGCGCATGT 6~ 13

S6 TGCTCTGCCC 4~ 10 S114 ACCAGGTTGG 5~ 12

S10 CTGCTGGGAC 3~ 10 S118 GAATCGGCCA 4~ 13

S11 GTAGACCCGT 3~ 10 S119 CTGACCAGCC 6~ 11

S12 CCTTGACGCA 5~ 12 S121 ACGGATCCTG 5~ 12

S22 TGCCGAGCTG 4~ 9 S122 GAGGATCCCT 3~ 9

S36 AGCCAGCGAA 3~ 10 S123 CCTGATCACC 6~ 12

S37 GACCGCTTGT 3~ 9 S124 GGTGATCAGG 5~ 11

S46 ACCTGAACGG 3~ 10 S125 CCGAATTCCC 3~ 10

S47 TTGGCACGGG 5~ 9 S126 GGGAATTCGG 6~ 11

S53 GGGGTGACGA 3~ 9 S127 CCGATATCCC 3~ 9

S55 CATCCGTGCT 3~ 10 S128 GGGATATCGG 3~ 10

S60 ACCCGGTCAC 6~ 14 S134 TGCTGCAGGT 5~ 9

S61 TTCGAGCCAG 3~ 10 S140 GGTCTAGAGG 3~ 9

图 1  引物 S105 在中华鳖 5 群体中扩增的 1408bp 片段

Fig. 1  The 1408bp band amplified by primer S105 in five populations of Trionyx sinensis

Y:黄河鳖; H:淮河鳖; D :洞庭湖鳖; P:鄱阳湖鳖; T:太湖鳖; M :KDNA/ EcoRI+ HindIII

Y:Yellow R. ;H: Huai R. ; D: Dongting L. ; P: Poyang L. ; T: Taihu L. ; M :KDNA/ EcoRI+ HindIII

图 2 引物 S37 在中华鳖 5个群体中扩增的 438bp片段

Fig. 2  The 438bp band amplified by primer S37 in five populations of Trionyx sinensis

Y:黄河鳖; H:淮河鳖; D :洞庭湖鳖; P:鄱阳湖鳖; T:太湖鳖; M :KDNA/ Eco RI+ HindIII

Y:Yellow R. ;H: Huai R. ; D: Dongting L. ; P: Poyang L. ; T: Taihu L. ; M :KDNA/ EcoRI+ HindIII
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2. 3  DNA多态性与遗传分化

  群体内的 DNA 多态性  5 个群体中华鳖的

多态位点比例( P )在 50% ~ 60%间,其中黄河鳖

较低, 为 54. 43% , 淮河鳖次之,为 55. 03%, 而长

江流域的洞庭湖鳖、鄱阳湖鳖和太湖鳖则较高,分

别为 56. 52%、55. 80%和 59. 25% (表 2)。但方差

分析表明, 5个群体之间的差异不显著( F= 0. 644

< F0. 05; 4, 145= 2. 45)。

5个群体内遗传多态度(P)在0. 3644~ 0. 3883

间。太湖鳖较高( 0. 3883 ? 0. 1942) , 淮河鳖较低

( 0. 3644 ? 0. 1823) , 大小顺序为: 太湖鳖 > 洞庭

湖鳖 > 鄱阳湖鳖 > 黄河鳖 > 淮河鳖(表 2)。

表 2  5 个群体中华鳖的多态位点比例和遗传多态度 P值

Tab. 2 Proportion of polymorphic loci and the genetic diversity index (P) in five populations of Trionyx sinensis

黄河鳖

Yellow R.

淮河鳖

Huai R.

洞庭湖鳖

Dongting L.

鄱阳湖鳖

Poyang L.

太湖鳖

Taihu L.

总位点数
total loci

316 318 322 319 319

多态位点数
number of polymophic loci

172 175 182 178 189

多态位点比例( % )
proport ion of polymorphic loci

54. 43 55. 03 56. 52 55. 80 59. 25

遗传多态度(P,平均值 ? 标准误)
genetic diversity(P, mean ? SE)

0. 3688? 0. 1845 0. 3644 ? 0. 1823 0. 3745 ? 0. 1873 0. 3701? 0. 1852 0. 3883 ? 0. 1942

  遗传分化指数  对中华鳖 5个群体间的遗传

差异进行 AMOVA分析表明,在遗传差异的总方

差中, 98. 65%的差异来自各群体内部, 仅 1. 35%

的差异来自群体间(表 3)。

中华鳖 5群体间总遗传分化指数为 0. 0135。

黄河鳖与鄱阳湖鳖的遗传分化指数最高(其 Fst=

0. 0305) ,太湖鳖与洞庭湖鳖间的遗传分化指数较

低( Fst = 0. 064) ; 淮河鳖、洞庭湖鳖与鄱阳湖鳖 3

个群体相互间的遗传分化指数为负值, 表明这 3

个群体中华鳖间的遗传分化不大; 黄河鳖与淮河

鳖、洞庭湖鳖及鄱阳湖鳖 3个群体间,太湖鳖与黄

河鳖、淮河鳖 2个群体间有极显著的遗传分化( P

< 0. 001) (表 4)。

2. 4  遗传相似度和遗传距离

群体内的遗传相似度  中华鳖 5个群体内的

遗传相似度大小顺序为: 淮河鳖 0. 782> 黄河鳖

0. 771> 鄱阳湖鳖 0. 768> 洞庭湖鳖 0. 750> 太湖

鳖0. 722。方差分析表明, 5个群体间遗传相似度

的差异不显著( F= 2. 346< F0. 05; 4, 145= 2. 45) ,但经

均值多重比较后发现, 太湖鳖与黄河鳖、淮河鳖、

鄱阳湖鳖 3个群体间的差异却显著( P< 0. 05)。

群体间的遗传相似度和遗传距离及其聚类分

析  中华鳖5个群体间的遗传相似度和遗传距离

见表 5。遗传相似度总平均值为 0. 734。

  黄河鳖与淮河鳖间、洞庭湖鳖与鄱阳湖鳖间
的遗传距离都是 0. 249;黄河鳖与洞庭湖鳖、鄱阳

湖鳖及太湖鳖这 3个群体间的遗传距离分别为

0. 264、0. 276及 0. 285; 太湖鳖与其它 4个群体间

的遗传距离都较大, 在 0. 270以上。

图 3  引物 S37 扩增的 438bp 片段在

中华鳖 5 个群体(各 20 个体)中的出现频率

Fig. 3  Distribution frequency of 438bp band

amplified by primer S37 in five populations of Trionyx sinensis

( 20 samples each)

根据中华鳖 5 个群体间的遗传距离, 用

MEGA软件包中的 UPGMA 及 NJ程序进行聚类

分析, 结果一致表明: 5个群体中华鳖明显分成 3

支,黄河鳖与淮河鳖聚在一起,洞庭湖鳖与鄱阳湖

鳖另聚在一起,然后这 2支再聚在一起,最后才与

太湖鳖聚类(图 4)。这表明黄河流域、淮河流域

与长江流域的中华鳖群体间的亲缘关系较远; 而

太湖鳖与其它 4个群体间存在明显的歧化。
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表 3  中华鳖 5群体间遗传差异的分子方差分析表

Tab. 3 Analysis of molecular variance in five populations of Trionyx sinensis

变异来源

source of variat ion

自由度

d. f .

平方和

sum of squares

方差组分

variance components

方差比例( % )

percentage of variance

群 体 间 among population 4 324. 18 0. 87 1. 35

群 体内 within populat ion 95 6045. 00 63. 63 98. 65

总 变异 total variation 99 6369. 18 64. 50 100

表 4 中华鳖 5 群体间的遗传分化指数( Fst)

Tab. 4  Fixation Index (Fst) among five populations of Trionyx sinensis

黄河鳖

Yellow R.

淮河鳖

Huai R.

洞庭湖鳖

Dongting L.

鄱阳湖鳖

Poyang L

太湖鳖

Taihu L.

黄河鳖
Yellow R.

-

淮河鳖
Huai R.

0. 0234
( P< 0. 001)

-

洞庭湖鳖
Dongt ing L.

0. 0270
( P< 0. 001)

- 0. 0021
( P = 0. 571> 0. 805)

-

鄱阳湖鳖
Poyang L.

0. 0305
( P< 0. 001)

- 0. 0021
( P = 0. 571> 0. 05)

- 0. 0090
( P = 0. 571> 0. 05)

-

太湖鳖
Taihu L.

0. 0231
( P< 0. 001)

0. 0212
( P < 0. 001)

0. 0064
( P = 0. 143> 0. 05)

0. 148
( P = 0. 143> 0. 05)

-

表 5  中华鳖 5个群体间的遗传相似度(对角线右上方)和遗传距离(对角线左下方)

Tab. 5 Inter-population genetic similarities( righ-t upper of diagonal) and distances

( lef-t lower of diagonal) in five populations of Trionyx sinensis

黄河鳖

Yellow R.

淮河鳖

Huai R.

洞庭湖鳖

Dongting L.

鄱阳湖鳖

Poyang L.

太湖鳖

Taihu L.

黄河鳖 Yellow R. - 0. 751 0. 736 0. 725 0. 715

淮河鳖 Huai R. 0. 249 - 0. 748 0. 738 0. 720

洞庭湖鳖 Dongt ing L. 0. 264 0. 252 - 0. 752 0. 722

鄱阳湖鳖 Poyang L. 0. 276 0. 262 0. 249 - 0. 730

太湖鳖 Taihu L. 0. 285 0. 281 0. 278 0. 270 -

图 4  中华鳖 5个群体间的聚类关系

( A : UPMGA 树; B: N J树)

Fig. 4 Dendrograms of five populations of Trionyx sinensis

by UPGMA and NJ  ( A: UPMGA tree, B: NJ tree)

3  讨论

3. 1  不同群体中华鳖的遗传变异

遗传变异是生物体内遗传物质发生变化而造

成的一种可以遗传给后代的变异, 它表现为不同

水平上, 即在群体水平、个体水平、组织和细胞水

平、以及分子水平上的差异
[ 17]
。研究物种或群体

的遗传变异,尤其是 DNA水平的遗传变异,是了

解其遗传多样性直接而有效的方法之一。对于在

我国自然分布颇广的中华鳖来说, 以往对其遗传

变异的研究,多集中于形态和生长等方面[ 3- 6] ;在

细胞遗传方面,吴萍等对来自于南京、绍兴、台湾

及松江 4 个地方的中华鳖的核型进行了比较研

究[ 18] ;在分子遗传方面, 仅李思发等对中华鳖绍

兴群体、南京群体及青岛群体的线粒体细胞色素

b( cyt b)基因进行过 RFLP(限制性片段长度多态
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性)分析
[ 2]
。深入地从分子水平研究我国代表性

中华鳖群体的遗传结构,了解它们的遗传背景及

相互关系,可同先前的研究结果相得益彰,有利于

为制定科学、合理的保护措施提供理论依据, 确保

中华鳖优良种质的持续利用和我国养鳖业的健康

发展。

用筛选出的、扩增良好的 30 个 10碱基随机

引物对中华鳖 5 群体进行 RAPD 分析的结果表

明: ¹ 在检测到的341条带中, 仅 107条在 5群体

稳定出现,它们是进化中较为保守的区域,而呈现

多态性的条带达 234条( 68. 6% ) ; 中华鳖 5群体

内的遗传相似度为 0. 722~ 0. 782, 群体间遗传相

似度为 0. 715~ 0. 752, 表明其群体内和群体间的

遗传变异水平都较高。在鱼类方面, Biecawske 和

Pumo 对大西洋海岸条纹鲈( Morone saxatilis )的 5

个群体进行RAPD分析表明,群体内、群体间的遗

传相似度分别为 0. 926~ 0. 956和 0. 870~ 0. 894,

他们认为这种鱼群体内的遗传多样性是比较低

的[ 19]。比较而言,我们认为中华鳖的遗传多样性

水平较高。º群体间的多态位点比例虽差异不显

著( F = 0. 644 < F0. 05; 4, 145= 2. 45) ,但表现出一定

的地理渐变趋势, 从黄河鳖 ( 54. 43%)、淮河鳖

( 55. 03% )到长江鳖(其中洞庭湖鳖、太湖鳖都在

56. 5%以上)递增的趋势。»群体内的遗传多态
度(P)差异虽不大(表 2) ,但也是北方的黄河鳖和

淮河鳖较小(都小于 0. 37) , 而长江流域的洞庭湖

鳖、鄱阳湖鳖和太湖鳖则较高(都大于 0. 37)。可

见,我国不同中华鳖群体的遗传多样性都较丰富,

而长江流域的中华鳖群体则相对较突出。

比较而言, 太湖鳖的遗传相似度( 0. 722)要显

著地小于黄河鳖、淮河鳖及鄱阳湖鳖( P< 0. 05) ,

而多态位点比例( 59. 25% )和遗传多态度( 0. 3883

? 0. 1942)在 5群体中则都最大, 表明太湖鳖的遗

传变异最大, 这是否是由于太湖地区, 尤其是杭

(州)嘉(兴)湖(州)地区是我国养鳖业的最发达地

区,引种活动频繁,有可能存在较严重的遗传渐渗

问题,有待进一步研究。

3. 2  中华鳖群体间的遗传分化

UPGMA和NJ 法聚类分析表明(图 4) , 黄河

鳖与淮河鳖间、洞庭湖鳖与鄱阳湖鳖间的亲缘关

系较近,而太湖鳖与它们的亲缘关系较远。这与

形态判别结果相一致[ 20]。

遗传分化指数( Fst)是指群体间或个体间的遗

传变异占总的遗传变异的大小。群体间遗传分化

指数越大,表明群体间分化越明显,群体间的遗传

差异也就越大。由表 4可知,黄河鳖与淮河鳖、洞

庭湖鳖及淮河鳖 3个群体间, 太湖鳖与黄河鳖和

淮河鳖这 2个群体间存在极显著遗传分化( P<

0. 001)。不过, 对中华鳖 5个群体的 RAPD 扩增

带进行 AMOVA分析表明,在本研究的 5个群体、

100只个体的总遗传变异方差中, 群体间的遗传

变异的方差贡献率仅 1. 35%, 而群体内遗传变异

的方差贡献率却占 98. 65%, 这表明中华鳖群体

间差异不及群体内差异。究其原因可能是: ( 1)淮

河鳖、洞庭湖鳖和鄱阳湖鳖 3个群体间的遗传分

化指数 ( Fst )均为负数(表 4) , 可能造成 AMOVA

分析中群体间遗传变异方差贡献率过低; ( 2) 20

世纪 90年代养鳖业的飞速发展, 加大了亲鳖的无

序流动,可能造成了各地方群体中华鳖的混杂,发

生了基因交流,特别是淮河鳖、洞庭湖鳖和鄱阳湖

鳖 3个群体间,由于地理位置相对较近,因人为引

种、自然逃逸等原因而造成的基因交流的可能性

更大,从而掩盖了各群体之间固有的遗传差异。

3. 3  中华鳖群体的遗传标志问题

本研究虽未找到各群体中华鳖特异的 RAPD

标记, 但引物 S105 扩增的 1408bp在黄河鳖的出

现频率仅为 20% ,而在淮河鳖、洞庭湖鳖、鄱阳湖

鳖及太湖鳖的出现频率达 80% ~ 90% , 说明黄河

鳖确实与其它 4个群体中华鳖存在明显的遗传差

异。引物 S37扩增的 438bp在中华鳖种群内的出

现频率呈现从北到南、从长江的中游到下游逐渐

递减的现象,这一遗传渐变的度量可用作区别黄

河鳖、淮河鳖与长江流域的中华鳖群体的判据。

由于养鳖业的迅猛发展, 对地方种群没有注

意保护,群体间的混杂可能已掩盖了种群间部分

差异。作者呼吁应予以重视。

在整个试验过程中, 本研究室的邹曙明老师

和王成辉博士给予许多技术指导和帮助,特此致

谢!
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