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摘要 ：用 150个 随机 引物 对野 生 三角 帆蚌 和养 殖三 角 帆蚌进 行 随机 扩增 多态 DNA (RAPD)分 析 ，最 终筛 选 出 2O 

个 引物 ，分别能 扩增 出 l—lO条大 小 不等 的 片段 ，片段 长 度在 500—2 000bp之 间 。野 生三 角 帆 蚌 和养 殖 三角 帆 

蚌 的种 内相 似 系数 分别 为 0．787和 0．833，显示 野 生种群 基 因组发 生 的变 异较 养 殖种 群 大 。野 生 三角 帆蚌 和养 

殖三角帆蚌种群间遗传距离为 0．054，表明三角帆蚌野生和养殖种群亲缘关系比较接近。 
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Abstract：The genetic diversity of wild an d cultured Hyriopsis cumingii was analysed using the random amplified 

polymorphism DNA(RAPD)technique．20 random primers were sieved from 150 random primers，which could 

amplify 1 to 10 fragments individually with the fragment length varying from 500 to 2 000 bp． The intra— 

population genetic similarity of wild an d cultured Hyriopsis cumingii is 0．787 an d 0．833，respectively．It shows 

that gene variability in wild population is greater than that in cultured po pulation．Th e inter-po pulation genetic 

distan ce between wild and cultured Hyriopsis cumingii is 0．054．Th is mean s two po pulations ofwild and cultured 

Hyriopsis cumingii have close relationship． 

Key words： Hyriopsis cumingii；wild po pulation；cultured po pulation；random am plified  po lymorphism DNA 

(RAPD)；genetic diversity 

RAPD分子技术 自 1990年n 问世以来 ，由于其操作简便 、快速及多态性检出率高等独到的特点 ， 
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被广泛运用于农作物 j、家禽【 、鱼类【 ]、虾类[ 等遗传多样性的分析。RAPD技术成功运用于研究 

海水贝类的种群遗传特性 【8 J，在海 水贝类方面 ，苏天凤等[ 用 RAPD技术对合浦珠母 贝 3个养 殖群 体的 

多态性及遗传结构进行 了分析 。Andre等 。̈。运 用 RAPD技 术对幼 贝进 行物 种分 类 。 目前 ，用 RAPD技 

术对淡水贝类的遗传多样性研究在国内尚未见报道。在国外 ，RAID技术用于淡水双壳类和螺类的研 

究 已有报导⋯ ，特别是对淡 水有害种斑 马贝(Dreissena polymorpha)[坨 的研 究较 多。 

三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)是我国生产淡水珍珠的主要贝类【 ]，产出的珍珠以其高品质而闻名全 

球。本文就三角帆蚌野生种群和养殖种群进行了 RAPD分析 ，从分子水平探讨其遗传多样性及两个群 

体间的关系，以期为三角帆蚌的种质资源保护 、育种以及遗传改 良提供理论数据。 

1 材料 和方法 

1．1 材料和试剂 

野生三角帆蚌采 自太湖江苏省无锡五里湖段，壳长 13．5～15．8cm，壳高 6．8～7．6cm；养殖三角帆蚌 

来 自江苏省无锡市滨湖区雪浪养殖场 ，壳长 9．5～11．8cm，壳高 4．6～5．5cm。 

蛋白酶 K、Taq DNA多 聚酶 、dNTPs和随机引物等均 购 自上 海生工 生物 工程公 司 ，为加 拿大 Sangon 

公 司的产品。 

1．2 方法 

1．2．1贝类基因组 DNA的提取及定量 

贝类基因组 DNA的提取和定量方法主要过程参照文献[14]。最终稀释成浓度为 20ng· L 的模 

板 用于 RAPD扩增 。 

1．2．2 RAPD反 应 

参考 William⋯的反应体系，进行了不同的Md 浓度和不同模板浓度的扩增试验，对体系的反应条 

件进 行 了优化 。从 150条 随机引物 中筛选 出 20个 引物 (表 1)。 

表 1 20个 随机 引 物的碱 基 序列 

Tab．1 Sequence of 20 RAPD prim ers 

Dn．Ill~

引
rs

物
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seq
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u
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’

nc

—

e
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s

’) G+c(％ ) 
．

引物
． 

序列(5’一3’) G+c(％) 
’ Dnffl~：rs c~KIcs sequences 

S402 ACAACGCCTC 60 S223 CTCCCI'GCAA 60 

S412 GGGACGTTGG 70 S118 GA rcGGCCA 60 

$420 AGGTCT1．GGG 60 S404 GGCGG丌 GTc 70 

$218 GATGCCAGAC 60 S414 AGGGTCGrrc 60 

S44l GGCAcGTAAG 60 S236 ACACCCCACA 60 

S184 CACCCCCIrrG 70 $305 Cc rrrCCCTC 60 

S184 CACCCCCTTG 70 $444 AAG CCG( ℃ 60 

S222 AGTCACTCCC 60 $408 TCTG"I'rCCCC 60 

S157 CTACTGCCGT 60 S4l9 CCTTCAGGCA 60 

S146 AAGACCCCTc 60 S240 CAGC A， GTC 60 

RAPD反应总体积为 25ttL，其 中包括 10×PCR Buffer 2．5ttL，2．0 mmol·L— dNTP，0．2 mmol·L 

M g2 
，20 ng引物 ，1．5U Taq酶 ，20～50 ng DNA模板 。用 ddH20定容至 25t~L。 

用 PCR扩增仪 (Perkin Elmer Thermal Cycler 480)进行 扩增反应 。程序为 95℃变性 2～5rain；94℃ l 

min，36℃ l min，35～45个循 环 ；72℃ l min；最后 72℃延伸 7 min；4℃保温 至关机。4℃冰箱保存 。 

1．2．3 电泳检测 

将扩增 产物 以 ~．DNA／EcorI+所 Ⅲ作 为分子 标 记物 ，在 1．4％琼 脂糖 凝胶 进 行 电泳 检 测。 

IrnageMaster(r)VDS紫外检测 台上观察拍照 。 
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1．2。4 数 据 处 理 分 析 

按每个样品扩增带的有无进行统计 ，有记为 l，无记为 0。按 Lynch[ 方法计算种群相似系数和遗 

传距离 。个 体间相 似系数 ：S =2 ，／(n +n，)，其 中，／Lxy为个 体 和 Y共有 的扩增 条带数 ，n 和 分 

别为个体 和Y扩增条带数 ，相似系数 s为群体内所测各个体间相似系数的平均值。群体间相似系数 ： 

Sd=l+S’ 一0．5(S +S，)，其 中 S 和 S，分别为群体 i和 的种 内相似系数 值 ，‘S’i 为群体 i和 之 间两 

个随机个体相似系数的平均值。群体间遗传距离：D’ 一Ln(S’ ／~／Sfii)。 

_ 1 2 3 4 5 6 _ 

弓l物 $236(pr imer$236) 

2027bp 

1584bp 

1375bp 

947bo 

831bp 

5e4bp 

_ 1 2 3 4 5 6 _ 

引物 $305(primer$305) 

图 1 三 角帆 蚌 P-~．PD扩 增 电泳 图谱 

Fig．1 RAPD bands of H ．cumingii 

M：LDNA／EcoRI+HindIn，1—3：野 生三角 帆蚌 ；4—6：养殖 三角 帆蚌 

1—3：wild H ．cumingii：4—6：cultured H ．cumingii 

2027bp 

151N~． 

1375bp 

9471op 

踞1bp 

5e4bp 

2 结果 

实验用 15,0条随机引物对不同群体的三角帆蚌 ，进行 RAPD分析，最终筛选出 20条引物 ，分别能扩 

增 出 l～l0条片段 ，长度大部分在 500～2 000 bp之间。平均每个 引物 扩增 l～7个 片段 。图 l为 RAPD 

扩增 电泳图谱 。上 图为引物 $236 RAPD扩增 电泳图谱 ，下 图为 引物 $305 RAPD扩增电泳 图谱 。 

根 据 20个 引物 的电泳结果 的统 计分析 ，得 出三角帆蚌野生 和养殖群 体内和群体间的相似系数 和群 

体 间相 对遗传距离 (表 2)。野 生三角帆蚌和养殖三角 帆蚌 的种 内相 似系数 分别为 0．787和 0．833，显示 

野生种群 基因组发生 的变 异较 养殖种 群大 。野 生三 角帆 蚌和养 殖 三角 帆蚌种 群间 遗传 距离 为 0。054， 

表 明三角帆蚌野生和养殖 种群亲缘关 系比较接近 。 

3 讨论 生， 
衣  

表 l中的 20个 引物都能 检出 l—l0条 明显 的 

扩增 带 ，呈多态性 。图 l为引物 S236和 $305的扩 

增产 物 ，两群体 有共 有带 和 多态带 ，不 同引物 扩增 

出的片段 不同 ，引物 S236的扩增 片段 1000bp和 引 

物 $305的扩 增 片段 500bp，1000bp，1100bp呈现 出 

多态性 ，表 明这 两种 群 体 在基 因组 结 构 上 存在 差 

异。引物 S236的扩 增 片段 1480bp，831bp和 引物 

$305的扩增 片段 700bp都呈现共有带 ，表明虽然不 

同群体间 的条带不 同 ，但两种 群体在基因组结构 上 

差异不是特别 明显 ，这可能是 由于两群体 的样本 在 

地理 位置 上 比较 接 近 ，从 而使 得 遗 传 差 异 不 太 明 

显 

群体 内和 群体 间相 似 系数及 

群体 间相 对遗传 距 离 

Tab．2 lntra and inter-population genetic 

s~ Uaray and genetic distance 

注：CH为养殖的三角帆蚌，wH为野生的三角帆蚌 ，对角线上 

的数字为群体 内相似系数，对角线上方数字为群体间相似系数，对 

角线下方数字为群体间遗传距离 

Notes： CH means cultured H ． cum／neii， W H means wild H ． 

cumingii． values on the diagonal a∞ intra-population similarity． values 

above diagonal are inter—population similarity， values under diagonal al'e 

genetic distance 
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这与刘必谦等L16J在研究 4个不同地区的大连湾牡蛎的遗传多样性的结果一致。这结果在育种生 

产上有重要的意义 ，选择亲本 时 ，尽可能选取地理 位置相距较 远 的父 本和母 本作 为亲本 ，以保证 其遗传 

多样性，避免 由于近源繁殖而引起的种质性状退化，抗病能力下降，生长速度减慢 ，性成熟提早，从而造 

成珍珠质量和产量降低。 

RAPD分析结果显示(表 2)，三角帆蚌养殖群体内的相似系数为0．833，大于野生群体内的相似系数 

0．787，也即野生群体的遗传多样性较为丰富，这说明由于进行人工养殖而使得三角帆蚌的遗传多样性 

有所下降。究其因，可能与人工养殖水体的环境单一 、饵料生物品种相同等因素有关。王爱民等 " 对 

马 氏珠母 贝的野 生群体和养殖群体进行 了 RAPD分析 ，同样得 出野 生群 体的遗传多样性高 于养殖 群体 。 

遗传多样性的减少很可能影响贝类的繁殖与生长，及对环境的适应性。所以，在进行三角帆蚌的人工繁 

殖时 ，应选取野 生贝类作 为亲本 ，以保证种质的优 良性状 。 

三角帆蚌养殖群体和野生群体间的相似系数为 0．946，遗传距离较小为 0．054，表明两群体的亲缘 

关系比较接近，人工养殖群体的遗传多样性并未显著降低。这是由于，实验用的三角帆蚌养殖群体为野 

生亲贝的子一代，所以在遗传性状上改变不多。庄志猛等_18J对野生和养殖对虾群体进行了遗传多样性 

研究 ，认为尽管来自野生亲本的子一代养殖群体的遗传多样性改变不多，但人工累代繁殖体系会导致后 

代基因库发生不良变化 ，从而引起群体生长缓慢、抗逆性差等后果。所 以，在进行三角帆蚌的繁殖及珍 

珠养殖生产中，除了选择野生的远源亲本外，必须对三角帆蚌的种质资源进行保护。建立种质资源保护 

区及保种地，这对合理利用资源 、保护和保存经济原种的优 良性状和种质 、避免幼贝生产过程中种质混 

杂和退化是 十分必要 的。 

运用 RAPD技术分析三角帆蚌的野生群体和养殖群体的遗传结构和遗传多样性，得出地理位置较 

接近的这两种群体的遗传多样性差异不太明显，野生种群与其子一代养殖群体的亲缘关系比较接近，野 

生种群较养殖群体表现出更多的遗传多样性。这些结果为三角帆蚌的苗种培育、品种改 良及种质资源 

保护提供了理论依据。 
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