
文章编号: 1000-0615(2017)03-0339-08 DOI: 10.11964/jfc.20140709398

凡纳滨对虾引进群体与养殖群体遗传多样性的AFLP分析

叶    宁，  包秀凤，  刘建勇*

(广东海洋大学水产学院，湛江市海洋生态与养殖环境重点实验室，广东 湛江    524088)

摘要：为了解引进群体与国内养殖凡纳滨对虾群体遗传多样性水平，提高我国凡纳滨对
虾种质改良效果，应用AFLP标记技术对国外引进群体和国内养殖凡纳滨对虾群体的遗
传多样性进行分析。采用7对AFLP引物组合对7个群体 (4个引进群体，3个养殖群体 )
210个个体进行扩增，结果发现，7个群体在100~500 bp共检测到105个位点，其中多态性
位点为90个，多态位点比例为85.71%。4个引进群体(KONABA、SISMAN、OI、CHAI)的
多态性位点百分率分别为62.5%，57.29%，61.21%，61.46%；3个国内养殖群体(ZX、
ZK、GDOU)的多态性位点百分率分别为65.63%，61.46%，54.17%。7个群体的平均期望
杂合度为0.202，表明所检测的7个群体均具有较高的遗传多样性。AMOVA分析显示，
51.79%的变异来源于群体间，群体的平均ΦST值为0.518，表明凡纳滨对虾群体内遗传多
样性非常丰富，群体间相似性较大，且存在较强的基因交流。本研究可为我国凡纳滨对
虾种质改良提供基础资料。
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)具有肉质

鲜美、对水环境因子的变化适应能力强及便于

运输等优点，是在中国占绝对优势的养殖对虾

品种[1]。但由于科学良种选育和保种技术体系缺乏、

病害检验检疫的松懈和累代养殖等导致我国多

代养殖的凡纳滨对虾种质退化严重，表现为生

长缓慢、病害高发及规格参差不齐等现象，这

对我国对虾养殖业的经济效益及可持续发展造

成了严重的影响 [1-2]。引进原种或改良现有养殖

品种是恢复和优化凡纳滨对虾种质的有效途径，

在品种选育过程中，必须在掌握群体遗传背景

的基础上，才能充分利用杂种优势加快育种进

程，所以在制定选育计划的同时，应及时评估

已有群体的遗传资源现状[3]。

扩增片段长度多态性 (amplified fragment
length polymorphism, AFLP)技术是1992年荷兰科

学家Vos等 [4]发明的以DNA双酶切位点为多样性

分析基础的分子生物学技术。AFLP具有信息量

大、灵敏度高和多态性丰富及无需了解基因组

序列信息等优点，可以利用少量引物检测到大

量的有效位点进行分析[5]。目前，利用AFLP标记

技术，已初步构建了中国明对虾(Fenneropenaeus
chinensis)[6]、虾夷扇贝(Mizuhopecten yessoensis)[7]

和太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)[8]等的遗传连锁

图谱，颉晓勇等 [9]、薛姝雯等 [10]和王豪杰等 [11]

分别对凡纳滨对虾6个不同群体、不同家系和4个
不同世代群体的遗传多样性进行了评估，均验

证了AFLP标记技术是一种研究群体间遗传多样

性非常有效的工具。本实验运用AFLP标记技术

分析和探讨了凡纳滨对虾引进群体与国内养殖

群体的遗传多样性及遗传差异，从分子水平上

比较了引进群体与国内养殖群体的遗传变异

情况，为下一步凡纳滨对虾种质改良提供基础

数据。
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1    材料与方法

1.1    实验材料

实验材料来源于湛江市海威水产养殖有限

公司，收集于2013年6—8月，包括4个凡纳滨对

虾引进群体[科纳湾群体(KONABA)、迈阿密群

体(SISMAM)、夏威夷群体(OI)、泰国正大群体

(CHAI)]和国内3个养殖群体 [中科一号(ZHONGKE
No. 1，简称ZK)、中兴一号(ZHONGXING No.1，
简称ZX)、广东海洋大学遗传育种中心(GDOU)]，
从7个群体中各随机选取30尾，共210尾，取虾尾

肌肉于无水乙醇中，–20 °C保存备用。

1.2    实验方法

总DNA的提取、提纯及定量方法        用改良

的《分子克隆实验指南》[12]提取肌肉组织的基因

组 D N A方 法 提 取 虾 尾 节 肌 肉 组 织 的 基 因 组

DNA。用紫外分光光度计读取基因组DNA在

260和280 nm时的OD值，获取OD260/OD280的比

值，初步判断基因组DNA的纯度和浓度。估算

浓度根据公式：OD260×核酸稀释倍数×0.05进行

估算。基因组DNA分装于–20 °C保存备用。

AFLP扩增

(1) EcoRⅠ接头和MseⅠ接头的合成。用于

AFLP预扩增、选择扩增的引物序列、EcoRⅠ接

头序列(EcoRⅠ-1、EcoRⅠ-2)、MseⅠ接头序列

(MseⅠ-1、MseⅠ-2)均由上海生物工程公司合成

(表1)。
(2)限制性酶切的PCR反应体系。在200 μL离

心管中加入溶液：6.0 μL基因组DNA(50 ng/μL)，
2.0 μL的10×MseⅠ buffer R(含BSA)，EcoRⅠ (12
U/μL)和MseⅠ (10 U/μL)各0.3 μL，加灭菌ddH2O
直至20 μL。PCR程序：先在37 °C孵育4 h，然后

在80 °C灭活酶15 min，放在冰上简单离心收集。

(3)连接EcoRⅠ和MseⅠ接头的体系。在200 μL
离心管中加入4.0 μL的10×T4DNA ligase buffer，
EcoRⅠ接头(5 μmol/L)和MseⅠ接头(50 μmol/L)各
1.0 μL，0.4 μL的T4DNA ligase (5 U/μL)，加灭菌

双蒸水直至20 μL。反应程序：先将以上混合液

与酶切产物混合，16 °C连接过夜，65 °C处理10 min
然后将酶切连接产物的一半用作工作液，置于4 °C
冰箱备用，另一半则置于–20 °C冰箱备用。

(4)预扩增PCR反应体系。在200 μL离心管中

加入2.0 μL模板(上一步连接产物)，2.0 μL 10×Taq

buffer，1.6 μL的dNTPs (2.5 mmol/L)，Mse+C引物

(M0)(10 mmol/L)和Eco+A引物(E0)(10 mmol/L)各
2.0 μL，0.2 μL的Tap DNA pol(5 U/μL)，加灭菌双

蒸水直至20 μL。PCR反应程序：先94 °C预变性

2 min；然后经过30个循环，每个循环包括94 °C
变性30 s，56 °C退火1 min，72 °C延伸1 min；最

后72 °C延伸10 min。
(5)电泳与贮存。取5 μL PCR产物用含有溴

化乙锭替代物染料(GW)的1.5%琼脂糖凝胶电泳

分离，于LG2020D凝胶成像分析系统检测，在

100~1000 bp范围内会看到亮带；取10 μL预扩增

产物稀释成工作液(1∶30)用作下步选择性扩增

表 1    用于AFLP预扩增、选择扩增的引物序列、

EcoRI接头序列(EcoRⅠ-1、EcoRⅠ-2)、Mse I-接头序列

(Mse I-1、Mse I-2)

Tab. 1    Oligonucleotide adaptors and primers used in
AFLP analysis

接头或引物

adaptor or primer
序列(5′-3′)

sequence (5′-3′)

接头　Adaptor

EcoRⅠ-1 CTGACGCATGGTTAA

EcoRⅠ-2 CTCGTAGACTGCGTACC

Mse I-1 GACGATGAGTCCTGAG

Mse I-2 TACTCAGGACTCAT

预扩增引物　Primer of preamplification

EcoRⅠ+1 GACTGCGTACCAATTCA

MseⅠ+1 GATGAGTCCTGAGTAAC

选择性扩增引物　Primer for selective amplification

E-ATC GACTGCGTACCAATTCATC

E-AGG GACTGCGTACCAATTCAGG

E-ACA GACTGCGTACCAATTCACA

E-AGT GACTGCGTACCAATTCAGT

E-AAG GACTGCGTACCAATTCAAG

E-AGC GACTGCGTACCAATTCAGC

M-CAA GATGAGTCCTGAGTAACAA

M-CAT GATGAGTCCTGAGTAACAT

M-CGA GATGAGTCCTGAGTAACGA

M-CCA GATGAGTCCTGAGTAACCA

M-CAG GATGAGTCCTGAGTAACAG

M-CTC GATGAGTCCTGAGTAACTC
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的模板(10 μL预扩增产物加入290 μL 1×TE)；剩

余的5 μL置于–20 °C冰箱备用。

(6)选择性扩增反应体系。在200 μL离心管

中加入2.0 μL预扩增产物(1∶30稀释)，1.0 μL的

10×Taq buffer，0.8 μL的dNTPs (2.5 mmol/L)，
Mse+C引物 (M0)(10 mmol/L)和Eco+A引物 (E0)
(10 mmol/L)各1.0 μL，0.1 μL的Tap DNA pol(5 U/μL)，
加灭菌双蒸水直至10 μL。PCR反应程序：先92 °C
预变性2 min；然后分为2个阶段：94 °C变性

30 s，从64 °C每个循环降0.7 °C，退火30 s，72 °C
延伸1 min，共12个循环；接着94 °C变性30 s，
56 °C退火30 s，72 °C延伸1 min，共25个循环；

最后72 °C延伸10 min。
(7)AFLP引物筛选。本实验使用6条EcoRⅠ

引物和6条MseⅠ引物 (表1)组合成36对引物组

合。在7个群体中各挑取2个样品的基因组DNA，

共14个样品，混合成部分基因池作为模板，分别

用36对AFLP引物组合进行选择性扩增，从中挑

选出7对引物(E-ATC/M-CTC、E-AGT/M-CTC、E-
AAG/M-CAA、E-AAG/M-CCA、E-AAG/M-
CTC、E-AGC/M-CAT、E-AGC/M-CCA)对所有样

品进行AFLP扩增。经8%的变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳，拍照，保存。

电泳数据分析处理        有条带记为“1”、无

条带记为“0”，根据1和0标记编辑符合程序要求

的输入数据文件，利用相关遗传分析软件进行

种群遗传多样性和遗传结构分析。

采用TFPGA软件 [13]分别计算多态位点百分

数(percentage of polymorphic loci)和期望杂合度

(expected heterozygosity, He)、遗传距离(genetic

distance)、相似性系数(coefficient of similarity)。

群体间的遗传分化可以用分化指数FST来表示。

由于AFLP是显性标记，AMOVA分析通过计算的

相似数ΦST来代替。显著性检测是用计算机模拟

实验数据1000次后所得的频率分布与原有数据进

行比较。运用WINAMOVA软件 [14]，基于1000次

随机重置检测检验显著性。UPGMA树的构建由

NTSYS-pc 2.02软件[15]完成。

2    结果

2.1    AFLP扩增结果

利用7对选择性引物组合对7个凡纳滨对虾

群体210个体进行了扩增，在100~500 bp范围内共

得到105个DNA片段，其中多态条带为90个，多

态位点比例为85.71%。不同引物产生的扩增条带

为11~19条，平均每对引物组合扩增出15条带(图
1)；扩增出的多态条带范围为9~18条，多态检出

率为80.00%~94.74%，每对引物组合平均扩增出

12.86多态性条带(表2)。

 
图 1    采用E-ATC/M-CTC引物组合对科纳湾群体(左)和迈阿密群体(右)进行AFLP扩增结果

Fig. 1    AFLP pattern of KONABA population and SISMAM population using combination E-ATC/M-CTC
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2.2    遗传多样性

基于 7个凡纳滨对虾群体扩增出的 105个

AFLP片断，计算每个群体的多态位点百分率以

及平均杂合度，各群体的多态位点百分率和平

均期望杂合度分别为54.17%~65.63%和0.164~

0.236，平均值分别为60.53%和0.202(表3)。其中

ZX群体的多态位点百分率及平均期望杂合度均

最高，而GDOU群体的多态位点百分率和平均期

望杂合度均最低。各个群体的多态位点百分率

和平均期望杂合度均显著低于物种水平上的相

应值92.85%和0.378(表3)。

2.3    遗传分化

基于AFLP计算的群体之间两两配对的ΦST

值介于0.426~0.577(表4)，平均为0.518(P<0.0010)，
表明各群体之间存在着显著的遗传分化。OI群
体与CHAI群体间的ΦST值最小为0.426，OI群体与

KONABA群体间的ΦST值最大为0.577。Exact
test的结果表明，各个群体两两配对的ΦST值均表

现出显著性差异。

2.4    AMOVA分析

基于AFLP数据的7个凡纳滨对虾群体的AMOVA
分析发现，51.79%变异来源于群体间，48.21%变

异来源于群体内(表5)。随机排列检验显示群体

间差异极显著(P=0.000)。

2.5    遗传距离及聚类分析

计算所得群体间遗传相似性系数和遗传距

离，经偏差校正，不同群体间的遗传相似性系

数为0.660~0.796，遗传距离为0.229~0.495(表6)。
基于AFLP数据计算两两群体间的Nei氏遗传距

离，用软件TFPGA建立了7个群体的UPGMA系统

树发现，OI与CHAI群体先聚为一支，再依次与

ZK、ZX群体聚为一支，之后与另一小支KONABA
SISMAM群体聚合为一大支，而GDOU群体为单

独一大支，与其他群体最终聚为一支(图2)。

3    讨论

3.1    AFLP标记技术及检测效果评价

AFLP标记为高灵敏度、信息量大、快速且

表 2    各引物组合扩增位点和多态性位点数、多态性位点比例

Tab. 2    Number of amplified loci and polymorphic loci, percentage of
polymorphic loci of the seven pairs of primer combinations

引物组合

primer combinations
总扩增位点数

no. of amplified loci
多态位点数

no. of polymorphic loci
多态位点比例/%

percentage of polymorphic loci

E-ATC/M-CTC 15 12 80.00

E-AGT/M-CTC 16 13 81.25

E-AAG/M-CAA 14 13 92.86

E-AAG/M-CCA 19 18 94.74

E-AAG/M-CTC 12 10 83.33

E-AGC/M-CAT 11 9 81.82

E-AGC/M-CCA 18 15 83.33

总计　total 105 90 85.71

平均值　average 15.00 12.86 85.73

表 3    凡纳滨对虾7个群体遗传多样性的比较分析

Tab. 3    Genetic diversity of seven L.vannamei stocks

群体

populations ZX ZK GDOU KONABA SISMAM OI CHAI
平均值

mean
总和

total
样品数

no. of samples
30 30 30 30 30 30 30 30 210

多态位点百分率/%
percent of polymorphic bands

65.63 61.46 54.17 62.5 57.29 61.21 61.46 60.53 92.85

平均杂合度

average heterozygosity
0.236 0.189 0.164 0.231 0.169 0.212 0.216 0.202 0.378
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高效、并呈孟德尔遗传等特征的标记，且在不

知道生物基因组信息的条件下，就能检测亲缘

关系非常近的材料之间的差异 [16]。AFLP技术要

求足够多的样本量，一般建议其样品量是SSR标

记的2~10倍 [17]，但在实际操作中要求的取样数量

较少。在对虾类遗传多样性研究中，AFLP技术

分析的样本数量每个群体大多在10~30个个体之

间 [9-11]。本研究利用AFLP标记分析了我国凡纳滨

对虾4个引进群体和3个国内养殖群体共210个个

体，平均每个群体样本量为30个。根据遗传分析

的目标不同，需要分析AFLP片段位点的差异来

分析其遗传变异情况 [18]。Liu等 [19]研究中国沿海

不同地理群体鲻(Mugil cephalus)的遗传多样性表

明，AFLP技术用于检测鲻基因组的遗传变异是

非常有效的。Hu等 [20]利用AFLP与SSR标记分析

比较莲(Nelumbo nucifera Gaertn)的遗传多样性时

表 4    不同凡纳滨对虾群体间两两配对的ΦST值

Tab. 4    Pairwise ΦST values between populations of L.vannamei

群体

populations ZX ZK GDOU KONABA SISMAM OI

ZX

ZK 0.506*

GDOU 0.556* 0.521*

KONABA 0.512* 0.502* 0.565*

SISMAM 0.533* 0.522* 0.556* 0.518*

OI 0.474* 0.451* 0.522* 0.577* 0.508*

CHAI 0.490* 0.525* 0.551* 0.513* 0.520* 0.426*

注：*表明配对的ΦST值存在显著差异(P<0.05)
Notes: * indicates that the populations are genetically significantly different (P<0.05)

表 5    基于凡纳滨对虾不同群体AFLP数据的分子遗传变异(Two-level hierarchical AMOVA)分析

Tab. 5    Two-level hierarchical AMOVA analysis based on AFLP phenotypes of L.vannamei populations

变异来源

source of variation
自由度

df
方差总和

SS
均方

SM
变异组分

variance component (absolute)
所占比例/%

variance component

群体间　among populations 6 2222.79 370.47 11.98 Va 51.79*

群体内　within populations 203 2263.20 11.15 11.15 Vb 48.21

总计　total 209 4485.99 381.62 35.13 100.00

注：*表明群体间存在极显著分子遗传差异(P<0.01)
Notes: * indicates that the genetic difference between populations are highly significant (P<0.01)

表 6    凡纳滨对虾7个群体之间的Nei’s遗传距离(左下角)及遗传相似性系数(右上角)

Tab. 6    Nei’s genetic distance (below diagonal) and genetic identity (above diagonal) of
seven L.vannamei populations

群体

populations ZX ZK GDOU KONABA SISMAM OI CHAI

ZX 0.699 0.640 0.670 0.667 0.722 0.716

ZK 0.359 0.664 0.692 0.699 0.769 0.690

GDOU 0.446 0.410 0.660 0.673 0.676 0.675

KONABA 0.401 0.368 0.416 0.710 0.610 0.685

SISMAM 0.405 0.359 0.397 0.343 0.721 0.711

OI 0.326 0.263 0.391 0.495 0.327 0.796

CHAI 0.334 0.372 0.393 0.379 0.342 0.229
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也发现，用AFLP标记比用SSR评估遗传分化及

亲缘关系更为准确。AFLP技术能够检测出大量

的基因位点，但AFLP标记一般不能将杂合性的

条带与纯合性的条带清晰分辨开来，因此在分

析遗传结构时，多选用AMOVA法和UPGMA法，

无需假定Hardy-Weinberg平衡[21]。

3.2    遗传多样性

在水产动物育种过程中，选择育种的过程

导致群体内的遗传多样性降低，缺乏合理的管理

也容易产生近交衰退而形成群体内遗传多样性

的迅速下降。在引种初期，中国引进的凡纳滨

对虾群体通常表现出优良性状(如生长速度)，但

随着养殖时间的延长，引进群体的部分优良特

征逐渐消失。其原因可能是由于生产单位选用

个体选择方法进行筛选及留种，而留种亲虾的

筛选大多来源于某一池塘或者某一群体，经过

连续几代的重复筛选和使用，这些亲虾或者其

后代出现很高的近亲交配机率，因而使养殖群

体趋于单一，一些杂合基因变为纯合 [9]。此外，

王鸿霞等[22]利用微卫星标记检测亲代对子代的遗

传贡献率，发现只有8个个体对其子代群体的基

因库有所贡献，而不同个体间的贡献率存在着

差别，其贡献率范围为8.57%~54.28%，其中有

2个个体对其子代的基因库无贡献。本研究发

现，各群体间虽存在差异，但此差异的存在不

能完全说明是由于地理群体不同造成的。可见，

在凡纳滨对虾选育过程中，需要及时检测其遗

传多样性水平，加之科学的管理，才能在遗传

改良的同时，维持选育群体较高的遗传多样性

水平。

本结果表明，群体平均多态位点占了60.68%，

不同群体的大小顺序为ZX>KONABA>CHAI =
ZK>OI>SISMAM>GDOU；群体平均杂合度是

0.202，不同群体之间的顺序为ZX>KONABA>
CHAI>OI>ZK>SISMAM>GDOU，2个指标表现出

的变化趋势较近，总体上各个群体均表现出较

丰富的遗传多样性。较高水平的遗传多样性意

味着适应环境变化的能力较强，其蕴藏着较高

水平的进化潜力和遗传改良潜力。

3.3    遗传结构

在此研究中，使用ΦST值代替FST值反映了

群体间的遗传分化程度，平均Φ S T值为 0.518
(P<0.0010)，各个群体两两配对的ΦST值均表现出

显著的遗传分化。AMOVA的分析结果表明：群

体间变异占51.79%，群体内的变异占48.21%，这

与利用其他标记如SSR研究凡纳滨对虾不同世代

养殖群体的遗传变异时发现的遗传变异大部分

来源于群体内[23]的结果不一致。本研究认为，由

于没有科学的管理、分析和指导，育苗场不加

控制地随意混合交配，导致相对封闭育种的群

体出现了种质混杂，容易导致不同群体内部分

个体产生近亲交配，从而出现这种现象。本研

究中各个群体间的遗传距离为0.229~0.495，遗传

相似性系数为0.660~0.796，而颉晓勇等 [9]研究发

现凡纳滨对虾进口群体与本地群体间的遗传距

离为0.047~0.126，遗传相似性为0.881~0.9504，
这可能是因为长期的人工选育导致了基因漂变。
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AFLP analysis of genetic diversity of imported
Litopenaeus vannamei populations and cultured stocks

YE Ning ,     BAO Xiufeng ,     LIU Jianyong *
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Abstract: The white shrimp, Litopenaeus vannamei, is one of the most important aquaculture species in China.
The broodstocks used in China are mainly introduced from abroad.Recently, several new domestic white shrimp
strains have been bred and used as broodstock. To further strengthen the genetic breeding of white shrimp, it is
necessary to understand genetic diversity status of different strains. In the present study, the amplified fragment
length polymorphism (AFLP) was employed to analyze the population genetic diversity and genetic difference
between four introduced populations and three domestic breeding populations. A total of 105 fragments in length
of 100~500 bp were identified from 210 individuals using seven AFLP primer combinations, of which 90 of 105
fragments were polymorphic, and the proportion of polymorphic loci was 85.71%. The polymorphic loci within
populations varied from 54.17% to 65.63%, with an average of 60.53%, and the mean heterozygosities ranged
from 0.164 to 0.236, with an average of 0.202. AMOVA analysis revealed that 51.79% of genetic variations
derived from populations , the estimated ΦST value over all polymorphic loci across the seven populations was
0.518, indicating significant genetic differences between populations and strong population structure. Furthermore,
these results could provide theoretical supports for germplasm improvement of L. Vannamei..
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