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摘要 : 采用随机扩增多态性 DNA (RAPD) 技术对 5种裸腹 　 (蒙古裸腹 　M oina m ongolica、多刺裸腹 　

M 1m acrocopa、直额裸腹 　M 1rectirostris、微型裸腹 　M 1m icrura和近亲裸腹 　M 1aff in is ) 的亲缘关系及群

体遗传变异程度进行了研究。在优化反应条件下 , 对 21个引物进行了扩增 , 从中筛选出 6个带型清晰且重

复性好的引物用于分析 , 共扩增出 161条多态性谱带 , 片段长度为 421～19 329 bp。根据遗传距离结果 ,

利用 Mega 211软件包中的 UPGMA和 NJ程序进行聚类分析 , 结果表明 : 5种裸腹 　种间、群体间的遗传分

化程度较大 , 进化地位的高低顺序为近亲裸腹 　 >直额裸腹 　 >多刺裸腹 　 >蒙古裸腹 　 >微型裸腹 　。
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　　裸腹 　M oina分布广 , 生活周期短 , 易于培

养 , 营养价值高 , 是许多水产经济动物重要的天然

饵料之一。目前 , 对裸腹 　的研究主要集中在水

温、饵料等对其生长、生殖的影响 [ 1 - 2 ]以及耐盐

性、海水驯化 [ 3 ]、室外规模化培养 [ 4 ]等 , 而对其

遗传基础的研究 , 尤其是应用分子遗传标记技术对

裸腹 　种间、群体间乃至个体间遗传变异程度的研

究却少见报道 , 这对推断其种类进化历程 , 探究群

体变异分化程度以及对传统的形态分类学进行验证

补充等方面造成了一定的影响。

随机扩增多态性 DNA ( random amp lified poly2
morphic DNA , 简称 RAPD ) 是一类良好的分子遗

传标记技术 [ 5 - 7 ]。在枝角类方面 , Hellsten等 [ 8 ]曾

对两种象鼻 　B osm ina sp1种群的基因变异进行过

RAPD检测。迄今 , 国内仅陆开宏等 [ 9 ]以蒙古裸腹

　和多刺裸腹 　为材料 , 对枝角类 RAPD扩增条件

进行了摸索和优化。在此基础上 , 作者对 5种裸腹

　共 12个群体进行了 RAPD检测 , 初步分析其种

间亲缘进化关系及群体间的遗传变异程度。

1　材料与方法

111　材料

试验用 　种来源见表 1, 其中蒙古裸腹 　在室

内海水中 (盐度为 30) 培养 , 投喂海水培养的蛋

白核小球藻 Ch lorella pyrenoidosa; 其它淡水裸腹 　

在淡水中培养 , 投喂淡水培养的蛋白核小球藻。

112　方法

11211　基因组 DNA的提取 　对裸腹 　空腹培养 1

～2 d, 解剖镜下观察腹腔内无蛋白核小球藻后进

行 DNA的抽提。DNA 提取参考安瑞生等 [ 10 ]的方

法 , 略有改动。用紫外分光光度法测定 DNA的浓

度和纯度 , OD260 nm /OD280 nm比值为 118～210, 浓度

为 3315～9915。

11212　随机引物的筛选 　使用上海 Sangon公司合

成的随机引物 , 筛选出能扩增出清晰、稳定的带

型 , 且条带数较多的随机引物用于本试验 , 无扩增

产物、扩增带型模糊极不稳定的 , 不做进一步分

析 , 筛选出 6个引物的序列见表 2。

11213　PCR扩增反应 　扩增反应体系 : 模板 DNA

50 ng/μL, 10 ×PCR buffer 215 μL, MgCl2 210

mmol/L , dNTPs 011 mmol/L , 引物 012 μmol/L,

TaqDNA聚合酶 1 U , 补加双蒸馏水至 25μL。扩增

反应程序为 : 94 ℃下预变性 5 m in; 94 ℃下变性

30 s, 38 ℃下退火 1 m in, 72 ℃下延伸 2 m in, 如

此进行 40个循环 ; 循环结束后在 72 ℃下再延伸 7

m in。每次 PCR反应均设不含模板 DNA的阴性对

照 , 扩增产物经 15 g/L的琼脂糖电泳检测 , EB染

色 ,紫外灯下观察 ,凝胶成像系统拍摄并记录结果。
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表 1　　种来源及生殖方式

Tab11　The or ig in and reproductive pa ttern of the testM oina

序号 No1 种类 Species 群体 Populations 代号 Code 地点 Site 采集日期 Date 生殖方式 Rep roductive pattern

1 蒙古裸腹　M 1m ongolica 内蒙群体 NM 内蒙古锡林郭勒 2002 - 10 孤雌生殖

2 蒙古裸腹　M 1m ongolica 晋南群体 JN 山西运城 1992 - 06 孤雌生殖

3 多刺裸腹　M 1m acrocopa 大连群体 DD 辽宁大连 2003 - 06 孤雌生殖

4 多刺裸腹　M 1m acrocopa 天津群体 TD 天津 2004 - 07 孤雌生殖

5 多刺裸腹　M 1m acrocopa 运城群体 YD 山西运城 2004 - 10 孤雌生殖

6 直额裸腹　M 1rectirostris 东营群体 DZ 山东东营 2003 - 05 孤雌生殖

7 直额裸腹　M 1rectirostris 上海群体 SZ 上海 2004 - 07 孤雌生殖

8 微型裸腹　M 1m icrura 上海群体 SW 上海 2004 - 07 孤雌生殖

9 微型裸腹　M 1m icrura 大连群体 DW 辽宁大连 2003 - 06 孤雌生殖

10 微型裸腹　M 1m icrura 唐山群体 TW 河北唐山 2004 - 05 孤雌生殖

11 微型裸腹　M 1m icrura 运城群体 YW 山西运城 2004 - 10 孤雌生殖

12 近亲裸腹　M 1aff in is 唐山群体 JQ 河北唐山 2004 - 05 孤雌生殖

113　数据处理

记录电泳后凝胶上清晰可见的扩增条带 , 出现

扩增条带的记为 “1”, 相应位点无扩增条带的记

为 “0”, 将此结果输入 Phytool软件 , 按照如下公

式计算遗传相似性系数 I和群体间的遗传距离 D :

　　I = 2NX Y / (NX + N Y ) , 　D = 1 - I,

其中 : NX为群体 X 扩增得到的全部条带数 ; N Y为

群体 Y扩增得到的全部条带数 ; NX Y为群体 X和群

体 Y共有的条带数。通过 Mega 211软件 , 采用非

加权分组平均法 ( unweighted pair - group method

with arithmetic mean, UPGMA) 和邻近法 ( neighbor

- joining, NJ) 进行聚类分析。

2　结果

211　随机引物的筛选及扩增结果

在 21个随机引物中 , 有 6个能扩增出清晰、

稳定的带型 , 共扩增出 161条多态性谱带 , 平均每

条引物扩增 2618条带 , 分子量为 421～19 329 bp

(表 2 )。图 1为引物 S27、 S18、 S40、 S30、 S24、

S29的扩增图谱。

图 1　S27、S18、S40、S30、S24、S29引物的 RAPD扩增产物电泳图谱

F ig11　Electrophoretic pa ttern s of RAPD products w ith pr im er S27, S18, S40, S30, S24, and S29

　　注 : M　λ - EcoT14Ⅰ分子量标记 , λ - EcoT14ⅠDNA marker; 0　阴性对照 , control without DNA; 1～12　依次代表第 1～12个

裸腹　群体 , rep resenting strains 1 - 12 of M oina in turn。
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表 2　筛选出的引物编号、序列和扩增结果

　　Tab12　Codes and sequences of pr im ers selected

and the ir am plif ica tion results

引物

Primers

序列 (5’ - 3’)

Sequence

扩增带数

Numbers of bands

S29 GGGTAACGCC 23

S24 AATCGGGCTG 33

S30 GTGATCGCAG 31

S27 GAAACGGGTG 20

S18 CCACAGCAGT 30

S40 GTTGCGATCC24

总带数 Total bands 161

212　遗传距离与聚类分析结果

根据 6个引物的电泳结果统计 0 - 1矩阵 , 将

结果输入 Phytool软件计算遗传距离 (表 3) ,将遗传

距离数据输入 Mega 211软件 ,利用 UPGMA和 NJ程

序分别进行聚类分析 ,得到系统发生树 (图 2)。

从表 3可见 , 近亲裸腹 　 ( JQ ) 与其它种类

的遗传距离最小值为 018235, 最大值达到了

110000; 直额裸腹 　两个群体 (DZ和 SZ) 的遗传

距离也较大 , 为 017966; 蒙古裸腹 　两个群体

(NM和 JN ) 的遗传距离为 015077; 多刺裸腹 　 3

个群体 (DD、TD和 YD ) 的遗传距离为 014737～

016923; 而微型裸腹 　 4个群体 ( SW、DW、TW

和 YW ) 的遗传距离为 012427～015714, 相比其它

种类来说分化程度要小些 , 但其遗传距离数值也明

显偏高。应用 UPGMA法和 NJ法得到的系统发生

树 (图 2) 完全一致 , 可分为 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和 Ⅳ 4个

类群。第 Ⅰ类群为近亲裸腹 　 (JQ ) ; 第 Ⅱ类群为

微型裸腹 　, 其中 SW 和 DW 聚为一支 , TW 和

YW聚为另一支 ; 第 Ⅲ类群为多刺裸腹 　的 3个群

体 TD、DD和 YD聚为一类 ; 在第 Ⅳ类群中 , 蒙古

裸腹 　的 NM和 JN两群体先聚在一起 , 然后再与

直额裸腹 　的 SZ群体聚类 , 最后与 DZ群体聚类。

从聚类结果来看 , 5种裸腹 　进化地位的高低顺序

为近亲裸腹 　 >直额裸腹 　 >多刺裸腹 　 >蒙古裸

腹 　 >微型裸腹 　。

图 2　用 UPGMA法和 NJ法构建的 12个裸腹 　群体的系统发生树

F ig12　Phylogenetic tree am ong 12 popula tion s of M oina by UPGM A and NJ

表 3　12个裸腹 　群体的遗传距离

Tab13　The genetic d istance am ong 12 popula tion s of M oina

代号 Code No1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

NM 1 0

JN 2 015077 0

DD 3 017879 016981 0

TD 4 017391 018571 014737 0

YD 5 018033 017917 016327 016923 0

DZ 6 018305 017391 017872 019200 018571 0

SZ 7 017436 017231 017879 018261 018689 017966 0

SW 8 018242 018974 019494 018049 019189 019167 019121 0

DW 9 018000 018701 019231 017778 018904 019437 018889 012427 0

TW 10 018551 019286 018947 018333 019231 019600 018841 014878 012840 0

YW 11 019298 019545 019111 018750 019000 019474 019649 015714 014783 012917 0

JQ 12 019535 110000 11000 018235 018462 110000 019535 110000 110000 110000 110000 0
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3　讨论

311　种间、种内各群体间的遗传变异分化

本试验中 , 5种裸腹 　种间、种内各群体间的

遗传距离数值差异较大 , 说明其遗传分化程度较

高。原因可能在于裸腹 　分布广泛 , 生境复杂 , 繁

殖周期短 , 其体内基因组变异的机率更大 , 特别是

那些不会造成明显表型性状改变的非编码区 DNA

序列的变异 , 容易积累和保存下来 , 可以通过

RAPD技术得到检测 , 从而为群体的分化提供了条

件。另外 , Petrusek等 [ 11 ]曾对来自中欧和澳大利亚

种群的两个克隆体系进行杂交试验和 m tDNA序列

分析 , 证实了微型裸腹 　种内存在遗传上隔离的群

体这一假说。研究结果表明 , 该微型裸腹 　复合类

群中至少存在两个亲缘种 , 这从另一个侧面反映了

裸腹 　高度遗传分化的特点 , 与本研究的结论不谋

而合。笔者认为 , 裸腹 　种间、群体间存在着丰富

的遗传变异度 , 使其能够适应复杂的生境 , 维系物

种繁衍 , 也为新种 (亚种 ) 的进化打下了基础。

312　种间亲缘进化关系

本研究中 , 作者采用染色体核型分析技术研究

了 5种裸腹 　种间遗传变异程度 , 结果为直额裸腹

　 >近亲裸腹 　 >多刺裸腹 　 >微型裸腹 　 >蒙古

裸腹 　 (待发表 )。不难看出 , 在种间亲缘关系的

判断上核型分析的结果与本研究的结论一致 , 即直

额裸腹 　和近亲裸腹 　进化地位较高 , 多刺裸腹 　

始终处于进化的中间过渡阶段 , 而微型裸腹 　与蒙

古裸腹 　则最为原始。但在判断进化地位相近的种

即直额裸腹 　与近亲裸腹 　之间以及微型裸腹 　与

蒙古裸腹 　之间的进化顺序方面存在分歧。这可能

与本研究中所用引物数量较少有关 , 同时也反映出

进化是一个极为复杂的过程 , 物种间的亲缘进化关

系可以在各个不同水平上得以体现 , 不能简单地依

据某种方法做出定论 , 只有将各种研究方法相互结

合、补充验证 , 才能得出较为确切的结论。
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Abstract: The genetic variability and phylogenetic relationship among five species ofM oina sp. were determ ined by

RAPD technique. Under the op timal reaction conditions, twenty - one random p rimers had been used for amp lifica2
tion, in which 6 were found to p roduce rep roducible and stable fragments. There were 161 polymorphic fragments.

The length of amp lified fragment was ranged from 421 to 19329 bp. Based on the heredity distance, the p rogram

UPGMA and NJ of Mega software were app lied for cluster analysis. The genetic diversity among different taxa and

populations ranged from high to low as the following:M. aff in is >M. rectirostris >M. m acrocopa >M. m ongolica >M.

m icrura. The RAPD markers could be helpful in the study ofMoina’s population differentiation and the identification

ofM oina.
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