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摘要 对人工选育的 29个 中国对虾半 同胞 家系进行人 工感染 WSSV后，选取存活时间最长和存 

活时间最短各 29个个体 ，组成抗病群体并口感病群体 。用 400个随机 引物进行 RAPD分析 ，得到与抗 

病正相关的特异性遗传标记 5个，与抗病 负相关的特异性遗传标记两个。15个随机 引物在两个群体 

的扩增位点进行统计 ，共得到 82个位点，其中多态位点 34个，占 41．46 ，两个群体的 多态位点比例 

分别为4O．24％和 37．8 。Shannon S多样性指数估算两个群体的平均遗传多态度为0．217 7，SLT 

群体的遗传 多态度为 0．219 0略 高于 SST群体 0．216 3；群体 内的遗传变异(H脚 ／HSP)0．964 5，可 

见 96．45 的遗传变异来自于群体内，3．55 的变异来源于群体间。统计各座位的基因频率计算出 

两个群体的遗传分化指数为0．029 4，表明两个群体并没有发生明显的遗传分化。 
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ABSTRACT 29 sib—families of F 咒er0 倪e 5 chinensis which were obtained by selective 

breeding were artificially infected with W SSV．29 samples with the 1ongest survival time com— 

posed the W SSV—resistant group and 2 9 samples with the shortest survival time composed 

WSSV—susceptible group．Random amplified polymorphic DNA (RAPD)technique was am— 

ployed to analyze these samples．The results were that 5 distinctive genetic markers with dis— 

ease resistant trait and 2 distinctive genetic markers with disease susceptible trait were ob— 

tained．The genetic diversity of two groups was studied with 15 primers．82 sites(DNA bands) 

were revealed。34 of which were polymorphic，representing a percentage of 41．46 ．The pro— 

portions of polymorphic amplified fragments of the WSS——resistant group and the WSSV—‘suscep—— 

tible group were 4O．24 9／6 and 37．8 ，respectively．The mean Shannon's index of genetic diver一 
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sity in two groups was 0．217 7． And the Shannon S index of the W SSV—resistant group was 

0．2 1 9 0。which was a little higher than that of the W SSV-susceptible group’S 0．2 1 63．The av— 

erage genetic variability of intra—polulation(HPOP／HsP)was 0．964 5，indicating 96．45 of ge— 

netic variability was from intra—polulation while 3．55 was from inter—polulation．The genetic 

differentiation index analyzed with the gene frequency of each site was 0．029 4 that indicated no 

genetic differentiation． 

KEY WORDS F Pr0 e 乜e s chinensis Genetic markers W SSV RAPD 

中国对虾曾经是我国重要的渔业资源，但自从 1993年 WSSV暴发以来，中国对虾养殖业从此一蹶不振。 

WSSV成为制约中国对虾养殖业发展的“瓶颈”。科研工作者一方面从 WSSV本身着手研究病毒的结构特性 

及致病机理，另一方面对中国对虾进行遗传改良，以期培育出抗病新品种。由于大多数经济动物的重要经济性 

状(如生长、抗病等)受多个数量基因座位(QTL)和环境因子共同作用而表现出数量性状的遗传特点，经典的 

遗传育种研究方法往往无法区别一个重要性状产生是由哪一个具体的基因控制。为了达到遗传改良的目的， 

越来越多的科学家把 目光投 向筛选和建立有效 的遗传标记上 ，并取得 了有意义的进展 (Pruder et a1．1995； 

Wyban et a1． 1995；Carr et a1． 1994)。刘 萍等(2002)将 中国对虾人工感染 WSSV病毒选取感染 10 d 

后但仍健康的对虾为实验材料，利用 RAPD技术进行分析得到 18个与抗病相关的遗传标记；孟宪红等(2005) 

利用 RAPD技术对中国对虾抗 WSSV选育的群体及未经选育的群体进行分析，共筛选出5个与抗病相关的特 

异性标记。本研究对中国对虾抗病选育群体进行人工攻毒实验，分离出两个抗病能力不同的群体。利用 

RAPD技术分析两个抗病能力不同群体的遗传多样性，并期望得到真正与抗病相关的遗传标记，为抗病品种选 

育提供依据 。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

2004年 11月~2005年 3月期 间，通过 自然交尾 和人工授精 技术 ，建立 实验所用 的 29个半 同胞 家系。 

2005年 8月，每个家系各取 29尾(共 1 682个个体)在黄海水产研究所小麦岛实验基地进行人工实验攻毒。所 

有实验对虾按每个家系取 1O尾平均分为 3份 ，每份大约 580尾对虾 ，分别饲养在隔离的养殖缸(3m。)内。攻 

毒前实验动物饥饿 1 d，然后分早、晚两次共饲喂 1O％体重、含 WSSV 的粉碎南美 白对虾 ，连续饲喂 2 d。实验 

用海水均经过砂滤 ，每天换水 4次 ，总的换水量为 300 ，实验期间水温控制在 25．5±0．9~C。除饲喂感染组 

织，试验动物每天两次饲喂含 25 蛋白质的商品饵料。每 2 h从养殖缸内捞出死亡或濒死的对虾，吸干体表水 

分，并记录它们的标记颜色、所在缸号和取出时间，放在一2O℃条件下冷冻保存。实验结束后，根据存活时间进 

行排序，本实验从两端取存活时间最长和存活时间最短的个体各 29尾 ，组成抗病群体 (The longest survival 

time，LST)和感病群体(The shortest survival time，SST)。 

1．2 方法 

1．2．1 DNA 的提 取 

取虾尾部肌肉，采用常规的酚／氯仿抽提法，具体操作见刘 萍等(2000)。基因组 DNA用高压灭菌的 

ddH2O稀释至 100ng／ml，一20℃保存备用 。 

1．2．2 RAPD 反 应体 系 

RAPD反应总体积 15／A，其中包括 10×PCR反应缓冲液 2．5／11(成分：100 mmol／1 Tris—C1，500mmol／ml 

KC1，0．01 Gelatin，pH 8．4)；25 mmol／L MgC12 1．5 l；dNTP(各 2．5mmol／L)1．2／11；引物 (5#mol／L)1 

1；Taq酶(5 U／td)0．12 ul；基 因组 DNA(IO ng／／A)1／A；用 ddH20补足体积 。样品在 PE29600型 PCR扩增 
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仪上进行扩增 ，94℃变性 5 min；94℃ 1 min，36℃ 1 rain，72℃ 2min，45个循环 ；72℃延伸 10 rain；4℃保存。 

1．2．3 引物 筛选 

为了筛选尽可能多的引物，同时为了节省实验经费 ，本实验对引物进行了 3次筛选 。首先 随机取 5个模 

板混合在一起，以混合 DNA为模板，从 400个引物中筛选出扩增清晰，扩增条带大于 2的引物。然后根据 

Michelmore等(1991)提出的 BSA方法，把攻毒实验分离出的两个群体各 自的 DNA等量混合，终浓度为 

10ng／~l。以两个混合 DNA池为模板，对初步筛选出的引物进行再次扩增，选出在两个混合模板间扩增有差 

异的引物用于两个群体各 10个个体进行扩增，再次选择在两个群体间条带差异率在 50 的引物，然后再用于 

两个群体所有个体 的扩增。 

1．2．4 结果检 测 

取 5 l扩增产物用 2 的琼脂糖凝胶电泳分离 ，EB染色 ，然后用 Gel Docl000凝胶成像仪进行图像处理 。 

1．2．5 数 据 统计 

统计各样品的RAPD标记数，计算清晰和稳定的谱带，将 RAPD电泳谱带位点上有扩增带的记为“1”，无 

扩增带的记为“0”，将 0、1矩 阵数据输入计算机 ，用 Popgene Version1．32生物软件进行处理。统计各多态性 

条带在两个群体 中出现的百分率，用 z 检验差异显著性 ，显著性水平设为 0．05。将 RAPD条带看作是含两个 

复等位基因的位点系统，假设群体处于 Hardy-Weinberg平衡对各群体的遗传参数进行计算： 

多态位点 比例 ：P一多态位点数／位点总数 ×100 

Shannon多样性指数量化分析遗传多样性(Wachira et a1．1995；King et a1．1978) 

H 一 一∑X 1nx (X 为位点i在某一群体中的出现频率) 

个不同群体内的平均多样性 ：HPoP一 一∑H1／ ， 为研究的群体数。 ． 

群体多样性 ：HSP一 一∑X lnX ，X为 个群体 中的综合表型频率。 

根据此计算：群体内遗传多样性所占的比例：H脚 ／HSP 

群体间遗传多样性所占的比例 ：(HsP—H聊 )／HSP 

Nei(1972)群体 间的相似性系数 ： 一 ∑(X Y )／{∑(X ) ∑(y ) ) 

加上偏差矫正后(Nen972)为 ：J一 (2 一1)∑(X Y )／{∑(2n(X ) 一1)∑(2n(Y )。一1)) 

式中：x ，y 分别为x和y群体第i个位点的等位基因频率 

Nei(1972)群体间遗传距离：DA一一in 

1．2．6 差异条带回收 

对表型频率差异显著的条带进行回收。回收方法参照《分子克隆》(萨姆布鲁克等 1992)用锋利的刀片把 

表型频率差异显著的条带切下 ，放入一干净的离心管内，碾碎 ，加入两倍体积的无菌水 ，室温下放置过夜。次 日 

离心，取上清液为模板进行 PCR扩增。反应体系为 6O l，DNA模板 3FI，其他反应条件不变。扩增反应结束 

后于 1．5 的琼脂糖上电泳 ，以检测回收是否为 目的片断 。 

2 结果 

2．1 两个群体的特异性位点 

用 400个引物对中国对虾两个抗病力不同的群体进行分析，统计各多态位点在两个群体中的表型频率。 

应用 检验比较多态位点在两个群体中的表型频率，结果见表 1。从表 1可以看出 7个位点的表型频率在两 

个群体中差异显著或极显著。其中5个位点在 SLT群体中表型频率显著高于 SSL群体；两个位点在 SSL群 

体中的表型频率显著高于SLT群体。本试验对 S1020—1、S1020—4、S1176-4及$446-2 4个位点条带进行了 

成功回收，下一步测序工作正在进行。其中引物 S1020产生两个表型频率差异显著的位点，该引物在两个群体 

中的扩增及回收情况见图 1。 

2．2 两群体的 DNA多态性 

用扩增条带清晰，初次在两个混合基因池中有差别的15个引物对SLT和SST两个群体进行扩增，共得 
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图 1 引物 SLO2O在两个群体 LST和 SST中扩增图谱及回收片断 

Fig．1 Electrophoretograms of RAPD in two groups of the primer S1020 

到 82个 位 点。其 中，多 态 位 点 34个 ，占 

41．46 。引物 $10在两个群体中均为单态 ， 

其余 14个引物每个产生的多态位点为 1～6 

个。每个引物平均提供 5．47个标记，分子量 

范围为 200 2 000 bp。两个群体 的多态位 

点 比 例 分 别 为 4O．24 9／6、37．8 9／6(表 2)。 

Shannon S多样性指数估算两个群体的平均 

遗传多态度为 0．203 2，SLT群体的遗传多 

态度为 0．204 4略高于 SST群体 0．201 9；群 

体内的遗传变异(H尸D尸／H )0．964 5，群体 

间的遗传变异 (1一H肼 ／HsP)是 0．035 5 

(表 3)，可见 9O．02 的遗传变异来自于群体 

内，9．98 的变异来源于群体间。Shannon S 

多样性指数只是根据扩增产物的有无来确定 

某一 DNA片段的表型频率计算群体的遗传 

多态度 ，而 Nei S指数通过假定某 一位点上 

有两个等位基因，统计各座位的基因频率计 

算出两个群体的遗传距离为 0．009 5，遗传 

分化指数为 0．029 4(表 2)。 

3 讨论 

3．1 影响中国对虾攻毒死亡的因素 

在对中国对虾人工攻毒实验过程 中，除 

了感染 WSSV还有很 多因素影 响中 国对虾 

的死亡率，如环境因子的控制情况，对虾摄食 

的偏好性和选择性等。因此，针对这种情况 

本课题组还专门设计了另外一组实验，即对 

同一些家系同时进行人工攻毒实验和 自然感 

染实验 ，以探讨两种感染方式对实验对象抗 

表 1 中国对虾两个群体中多态位点表型频率的比较 

Table 1 Comparison of the phenotype frequency of polymorphism 

loci in tWO populations of F．chinensis 

注：*为差异显著 **为差异极显著 

量 
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病力的反应情况 。最后结果证明 ，两种感染方式试验结果的符合程度在 70％以上 ，说 明无论是人工感染实验 

还是 自然感染实验在一定程度上都能够反映中国对虾对 WSSV 的抗病力情况。在本实验中，用人工感染方式 

来检测实验对象的抗病力是可靠的，同样，分离出的抗病群体和感病群体也具有科学意义。 

3．2 中国对虾两个群体的特异性位点 

RAPD技术是美国杜邦公司的 Wil— 

liams等于 1990年在 PCR 基础上发展起 

来的一种分子标记 ，其优点是在没有任何 

基因组 DNA序列 资料的情况下能进行遗 

传变异的比较 ，且具有简单、易于操作等优 

点，比扩增 片断长度 多态性 (AFLP)分析 

速度快且经济，且具有后者多态性较高的 

优点 ，而微卫星技术受到引物数量的限制 

(目前本实验室只有 2O多对中国对虾微卫 

星引物)扩增位 点有限 ，因此 RAPD技术 

还被广泛的用于遗传多样性分析，遗传 连 

锁图谱构建和标记筛选等分子生物学的研 

究 。RAPD技术还被广泛的应用于动植物 

的与质量性状 和数量性状 相关 的标记筛 

选，杜立新等(2005)用 RAPD技术得到荷 

斯坦牛与产奶量相关 的分子标记 ，并成功 

转化成了 SCAR标记 ；陈永燕等 (1999)用 

RAPI)_BSA技术筛选 出水稻稻瘟病抗性 

相连锁的标记 。 

抗病性状一般有多个基因控制 。分子 

标记辅助育种主要用于单基因或少数基因 

的遗传转移和抗病性状多个基因的聚合。 

在抗病性育种实践 中，单个基因控制 的抗 

性 品种容易被病原体克服而造成大面积流 

行。因此 ，利用分子标记技术对抗病基 因 

进行标记和定位，然后将不 同的抗性基 因 

表 2 RAPD图谱的遗传分析 

Table 2 Genetic analyses of RAPD electrophoretogram 

聚合到一个优 良品种中，可能会产生新的抗性或使抗性得到提高 ，从而有利于培育具有持久抗性的品系或品种 

(周锦霞等 2005)。Huang等(1997)用分子标记在杂交 F4代将 4个抗 白叶枯基因(Xa一44，Xa一5，Xa一13和 

Xa一21)聚于 IRBB60品系中。王心宇等(2001)采用在早代进行抗性鉴定 ，较晚世代(F4代 )进行抗性鉴定结合 

分子标记辅助选择的策略，利用了与 3个小麦白粉病抗性基因紧密连锁或共分离的 RFLP标记和 PCR标记 

(SCAR标记)，对含有这些基因的优良品系间配制的杂交组合的F4代进行了分子标记辅助育种选择，并结合 

抗性鉴定，筛选到共 36株结合其中两个抗性基因的植株。 

本研究利用 RAPD技术对在攻毒过程中分离出的两个群体进行分析，得到 7个在两个群体中表型频率差 

异显著的位点，其中5个位点在 SLT群体中的表型频率显著高于 SST群体，说明这 5个位点可能与抗病性状 

相关。另外 ，两个位点 S1020—4和 S1176—4在 SST群体 中的表型频率显著高于在 SLT群体，说 明这两个位点 

可能是与抗病负相关的特异性遗传标记。其 中引物 SLO2O产生两个特异性位点，一个与抗病正相关位点 

SLO2O一1，一个负相关位点 S1020—4。利用这些与抗病相关的遗传标记进行辅助育种，可以大大加快育种进程。 
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3．3 中国对虾的遗传多样性 

中国对虾的遗传多态度一般较低，石 拓等(2001)用 RAPD技术对中国对虾朝鲜半岛西岸产卵群体、朝 

鲜半岛西岸越冬群体和黄、渤海沿岸及人工累代养殖群体 4个群体进行分析，发现 4个群体的遗传多态位点在 

20 ～33．3 之间；何玉英等(2004)对中国对虾快速生长人工选育群体进行 RAPD分析，结果表明，3个世代 

的多态性在 33 ～38 之间。本文从 400个引物 中经过 3次筛选 ，得到 14个引物对两个抗病能力不同的群 

体进行扩增，两个群体的遗传多态度分别为 4O．24％和37．8O ，比前人的结果略高，其原因有可能是对引物的 

选择强度太大，人为的淘汰了很多多态性低的引物或单态引物 。 

根据 Wright(1978)关于遗传分化系数的解释，遗传分化系数在 O～0．05之间的群体之间没有遗传分化。 

根据基因频率计算出的两个抗病能力不同群体之间的遗传分化系数为 0．029 4，同时遗传距离为 0．009 5，说明 

尽管两个子代群体在对 WSSV抗病力上有很大差异 ，但并没有发生明显的遗传分化。姬广海等(2003)应用 

RAPD技术对水稻抗 白叶枯病品种的遗传多样性进行分析发现 ，抗病品种与感病品种遗传差异很大。本实验 

两个抗病能力不同群体的遗传差异不显著。因此，仅通过本次分析不能明确回答两个子代群体对 WSSV抵抗 

能力不同的特性是否源于两个群体间的遗传变异这一问题，还有待于进一步的研究。 
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