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摘 要 采用 RAPD 和 mtDNA 16S rRNA 基因序列分析方法对海南和马来西亚斑节对虾
( Penaeus monodon) 种群进行了遗传多样性和遗传分化研究。结果表明: 15 个 RAPD 随机
引物共检测到 82 个位点，海南和马来西亚种群的多态位点比例分别为 75. 90%和 76. 83%，
杂合度分别为 0. 199 和 0. 218，遗传多样性指数分别为 0. 276 和 0. 288，种群间的遗传距离
为 0. 015; 16S rRNA基因检测的种内遗传变异较低，马来西亚和海南种群的核苷酸多样性
分别为 0. 011 和 0，种群之间的遗传距离为 0. 008;马来西亚种群比海南种群的遗传变异水
平要高得多，且海南种群可能起源于马来西亚种群;进行遗传选育时可考虑引进马来西亚
亲虾作为奠基群体。
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Abstract: By using RAPD and mtDNA 16S rRNA gene sequence analysis，this paper studied the
genetic diversity and differentiation of two Penaeus monodon wild broodstock populations collected
from Hainan and Malaysia． Using 15 random primers，a total of 82 RAPD loci were detected．
For the Hainan and Malaysia populations，the proportion of polymorphic loci was 75. 90% and
76. 83%，heterozygosity was 0. 199 and 0. 218，and genetic diversity index was 0. 276 and
0. 288，respectively，and the genetic distance between the two populations was 0. 015． The ge-
netic variation revealed by 16S rRNA gene sequence analysis was low． The nucleotide diversity of
the Hainan and Malaysia populations was 0. 011 and 0，respectively，and the genetic distance
between the two populations was 0. 008． Phylogeographic pattern analysis indicated that Malaysia
population had a higher genetic diversity than Hainan population，and the Hainan population
could be derived from Malaysia population． Therefore，the broodstock imported from Malaysia
could be used as the founder in genetic breeding programs．
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斑节对虾 ( Penaeus monodon Fabricius) 俗名草
虾、花虾、大虎虾，是个体最大的对虾，具有分布广、
适盐范围宽、养殖产量高、肉味鲜美等特点，是世界
三大养殖虾类之一 ( Benzie，2000 ) 。该虾在中国南
海西北部，海南东部和南部水深 30 ～ 60 m处存在野
生亲虾资源和产卵场，是中国南方沿海诸省的重要

养殖对象( 钟振如等，1999) 。但目前国内该虾亲虾
资源来源多样，部分亲虾来源于马来西亚、泰国等东
南亚国家，不仅来源困难，价格昂贵，而且容易带入

病菌( 谭树华等，2005 ) 。目前，国际上对斑节对虾
分布海域内种群遗传多样性、种群分化、遗传图谱构
建等方面均有大量研究( Benzie，2000 ) 。国内对海
南种群的种质资源也进行了一些研究 ( 周发林等，

2006，2008;苏天凤等，2010) ，但对于该种群与引进
亲虾间的遗传差异研究尚少( 杜晓东等，2004; 李康
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等，2005) ，研究现状不利于海南资源的合理开发和
有效利用。20 世纪 90 年代中期以来，RAPD、AFLP、
微卫星和线粒体 DNA 序列分析等分子标记方法因
其灵敏度高而取代同工酶方法成为检测对虾遗传变

异和种群分化的主要手段( Xu et al．，2001;Wilson et
al．，2002 ) 。本研究同时采用 RAPD 和 mtDNA
16S rRNA基因序列分析技术对中国海南和马来西
亚进口的斑节对虾亲虾的遗传多样性和分化进行研

究，以期为该种群种质资源管理、亲体利用、遗传选
育等方面的研究提供资料。

1 材料与方法

1. 1 材料来源
实验用的斑节对虾共 2 个样品:海南样品( HN，

野生种) 来自海南三亚海域( 体重( 55±6. 5) g，数量
20 尾) ;境外斑节对虾亲虾( MS，野生种) 来自马来西
亚吉打州北部沿岸海域 ( 数量 20 尾，体重 199. 8 ～
530. 7 g) 。所有个体取腹部肌肉保存于 95%乙醇
中，并置于 4 ℃冰箱中保存。
1. 2 实验方法
1. 2. 1 RAPD扩增与检测 基因组 DNA 的制备参
考《分子克隆实验指南》的方法 ( Sambrook et al．，
2002) 。扩增反应条件参考 Williams 等( 1990 ) 并进
行优化，优化后的 RAPD 反应总体积为 25 μl: 包括
10 mmol·L－1 Tris-HCl ( pH = 8. 3 ) ，50 mmol·L－1

KCl、2 mmol·L－1 MgCl2，0. 001%明胶、100 μmol·
L－1
的 dNTPs、0. 2 mol·L－1

引物、25 ng DNA模板、1U
Taq酶。扩增程序设置:预变性 94 ℃ 5 min，接着 35
个循环，包括 94 ℃ 15 s，36 ℃ 60 s，72 ℃ 90 s; 72
℃延伸 7 min，最后 4 ℃保存。每次反应均设不含模
板的空白对照。
电泳检测: PCR 扩增产物在 1. 6%琼脂糖凝胶

上电泳，3 V·cm－1
电泳 2 h，在含 0. 05% EB的水溶

液中染色 30 min，在凝胶成像系统上检测和拍照。
1. 2. 2 16S rRNA基因片段扩增与检测 16S rRNA
基因片段扩增的特异性引物序列为: 16Sar ( 5'-
CGCCTGTTTAACAAAAACAT-3') 和 16Sbr ( 5'-CCG-
GTCTGAACTCAGATCATGT-3') ( Bouchon et al．，
1994) ，由上海生工合成，反应总体积为 50 μl，反应
液含 10 mmol·L－1 Tris ( pH 8. 3 ) ，50 mmol·L－1

KCl，1. 5 mmol· L－1 MgCl2，0. 001% 的明胶，0. 2
mmol·L－1 dNTP，两引物均为 0. 2 mol·L－1，50 ng
DNA模板，2. 5UTaq DNA聚合酶。

扩增反应程序如下: 94 ℃预变性 3 min 后，94
℃变性 30 s，52 ℃退火 60 s，72 ℃延伸 60 s，共运行
35 个循环，最后一个循环结束后再 72 ℃延伸 10
min。PCR扩增产物上样至 1. 6%琼酯糖凝胶( 含溴
化乙锭 0. 5 μg·ml－1 ) 电泳，凝胶成像系统观察和
拍照。
1. 3 数据处理

RAPD扩增条带的记录参考汪小全等( 1996) 的
方法，记录清晰和稳定的谱带，无论是共有的或是特

异的片段都计入数据分析，以 1 或 0 分别表示扩增
片段的有或无，然后采用 Popgene Version 1. 31 软件
对群体的遗传学参数进行计算，以 Shannon 信息指
数表示遗传多态性、多态位点比率和杂合度来对种
群遗传结构进行评价和分析。

16S rRNA 序列用 ClustalX ( 1. 83 ) 程序进行比
对校准，然后用 MEGA 3. 0 分子进化遗传分析软件
确定碱基组成、变异核苷酸位点，转换与颠换值，利
用 Kimura-2-parameter模型计算不同单倍型之间的
遗传距离。DNASP 4. 0 计算种群的核苷酸多样性。

2 结果与分析

2. 1 RAPD结果
在对 40 个寡核苷酸引物进行筛选的基础上

( 引物由上海英骏生物技术公司合成) ，共有 24 个
引物产生了扩增条带，选取重复性好且带型清晰的

15 个引物用于 RAPD 分析，共扩增出 82 个 RAPD
位点，海南和马来西亚种群扩增到的 DNA 片段数
分别为 80 和 82 条，其片段长度为 200 ～ 2000 bp，单
个引物获得的标记数为 3 ～ 7 个。海南和马来西亚
种群的多态位点数分别为 60 个和 63 个，多态位点
比例分别为 75. 00%和 76. 83% ( 表 1) ，杂合度分别
为 0. 199 和 0. 218，遗传多样性指数分别为 0. 276 和
0. 288。两种群间的遗传距离为 0. 015，遗传分化程
度低。
在 15 个引物中，仅 BA0173 在海南 20 个个体

中扩增出分子量相同的 3 个条带，表现为单态。引
物 BA0171 和 BA0178 扩增片段长度 223 bp 和 420
bp，只在马来西亚种群部分个体中出现，出现率分别
为 40%和 65. 7%。部分引物的扩增图谱见图 1。
2. 2 16S rRNA结果
每个种群随机选取 6 个样品进行经 PCR 扩增，

经双向测序，除去引物及部分端部序列，得到可清楚

判读的碱基数为472 bp。碱基T、A、C、G含量分别
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表 1 随机引物序列和 RAPD检测的多态基因座位
Table 1 Primer sequences and polymorphic loci detected by RAPD method
引物号 序列 5’-3’ 海南种群( HN)

标记总数 多态标记数 多态位点频率

马来西亚种群( MS)
标记总数 多态标记数 多态位点频率

BA0021 CAGGCCCTTC 6 5 0. 833 6 5 0. 833
BA0025 AGGGGTCTTG 6 5 0. 833 6 5 0. 833
BA0027 TCGGCGATAG 7 6 0. 857 7 6 0. 875
BA0028 GTGACGTAGG 7 6 0. 857 7 6 0. 857
BA0032 TCGGCGATAG 6 5 0. 833 5 4 0. 833
BA0163 CAGAAGCCCA 4 3 0. 750 4 3 0. 800
BA0164 CAGAAGCCCA 7 6 0. 857 7 6 0. 857
BA0165 TGTTCCACGG 5 3 0. 600 5 3 0. 600
BA0169 TGGAGAGCAG 4 3 0. 750 4 3 0. 800
BA0170 ACAACGCGAG 5 4 0. 800 5 4 0. 800
BA0171 ACATGCCGTG 6 5 0. 857 7 6 0. 833
BA0172 AGAGGGCACA 5 4 0. 800 5 4 0. 800
BA0173 CTGGGGCTGA 3 0 0. 000 3 1 0. 333
BA0174 TGACGGCGGT 4 1 0. 250 4 1 0. 400
BA0178 TGCCCAGCCT 5 4 0. 857 7 6 0. 800

图 1 用引物 BA0021 (A)、BA0028 (B)、BA0171 (C)和 BA0178 (D)的 RAPD图谱
Fig． 1 Electrophoresis pattern of RAPD in P. monodon using primers BA0178 (A)，BA0176 (B)，BA0175 (C)，BA0174 (D)

为 34. 0%、34. 3%、12. 5%和 19. 2%，A+T ( 68. 3% )
含量远高于 G+C ( 31. 7% ) 。同 Maggioni 等( 2001 )
报道的 10 种对虾 16S rRNA 的碱基平均组成为 T =
32. 8%，A= 32. 9%，C = 13. 0%，G = 21. 3%，A+T =
65. 7%一致 ( Maggioni et al．，2001 ) ，也与果蝇、虾
类、蟹类等无脊椎动物的 12S rRNA、16S rRNA 和
COI 等基因中 AT 含量高的碱基组成特点相似
( Simon et al．，1994; Spicer，1995) 。
马来西亚种群 6 个个体共检测到 3 种单倍型

( GenBank登录号: EU105471-EU105473 ) ，3 种单倍
型共存在 12 个多态核苷酸位点 ( 2. 54% ) ，其中 7
个基因座位发生 A /G 转换，1 个核苷酸位点发生
A /T颠换，2 个 T /C转换，转换与颠换之比为 9: 1，存
在 2 个插入 /缺失突变。三亚种群的 6 个个体未发

现碱基突变，仅存在一种单倍型，且与单倍型 3
( MS3) 一致。同时，海南个体与来自香港的斑节对
虾序列( AF279829) 完全相同( Lavery et al．，2004) 。
马来西亚种群的核苷酸多样性为 0. 011，不同

单倍型间的遗传距离相差较大( 0. 002 ～ 0. 022 ) ( 表
2) ，而三亚种群核苷酸多样性为 0，两种群之间的遗
传距离为0. 008。表明马来西亚种群比三亚种群的

表 2 不同单倍型间的遗传距离
Table 2 Genetic distance between haplotypes

MS1 MS2 MS3 AF279829

MS1

MS2 0. 020

MS3 0. 002 0. 022

AF279829 0. 002 0. 022 0. 000
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遗传变异水平要高得多，存在较高的遗传多样性，与

RAPD分析的结果一致。

3 讨 论

3. 1 种群遗传多样性
遗传背景研究是对虾遗传选育的前提和基础，

而 RAPD和 mtDNA方法在对虾的遗传多样性研究
中应用颇多。Garcia等( 1995) 用 6 个 PAPD 引物检
测凡纳滨对虾( Litopenaeus vannamei) 4 个群体和家
系，多态基因座位比例为 58. 75%。Tassanakajon 等
( 1997) 以 6 个引物对泰国斑节对虾野生群体的遗
传多样性进行分析，检测到多态基因座位比例为

57%。Klinbunga 等 ( 2001 ) 采用 RAPD 和 mtDNA-
RFLP方法对 5 个泰国斑节对虾野生群体遗传多样
性水平的研究也表明，RAPD 得到的多态位点比例
达 46. 7% ～ 61. 4%。海南斑节对虾种群的遗传多
样性虽有一定的研究，但与进口亲虾的遗传差异比

较研究仍很欠缺，不利于对虾的遗传选育。李康等
( 2005) 以 10 个引物对海南和泰国斑节对虾的遗传
多样性进行了分析，得到多态位点比例分别为

67. 14%和 66. 19%，遗传多样性指数分别为 0. 234
和 0. 267。我们检测的海南和马来西亚种群多态位
点比例分别为 75. 90%和 76. 83%，和多样性指数分
别为 0. 276 和 0. 288，位于已报道对虾 RAPD检测的
多态位点比例 ( 0. 242 ～ 1. 000 ) 范围之内 ( Benzie，
2000) ，但均稍高于上述报道，可能与我们采用的引
物不同及数量要多有关。RAPD 和 16S rRNA 基因
序列分析均表明，马来西亚种群遗传多样性更高，与

东南亚( 泰国、马来西亚等地) 斑节对虾种群数量最
大和遗传多样性最高的报道相符合 ( Benzie，
2000) ;亦与熊小飞等( 2008 ) 报道中国海域斑节对
虾种群的基因多样性最低，西太平洋海域的基因多

样性水平最高的结果一致。
3. 2 种群间遗传分化
海南种群与进口亲虾间的遗传分化研究较少。

杜晓东等( 2004) 以同工酶方法分析三亚和泰国纳
颉岛斑节对虾群体间的遗传距离达到 0. 062，检测
到在 ALP-3、PGM-3 和 MDH-1 座位上出现了明显差
异，基因分化系数达到了 27. 12%，有可能存在亚种
的分化。RAPD分析亦显示 2 个种群间遗传差异明
显。以 Hedgecock等( 1982) 提出的同种生物不同群
体间的遗传距离为 0. 05 ～ 0. 11 值为标准，海南与马
来西亚种群间遗传分化程度很低。结果与 Forbes

等( 1999) 报道的西南印度洋 2000 km的范围内 5 个
斑节对虾种群间的 Nei氏无偏遗传距离为 0. 002 的
结果类似，其原因应与该虾强的迁移能力和南海的

水域环境特征相关。海南种群的天然产卵场位于海
南岛的东部和南部水深 30 ～ 60 m海区，与马来西亚
种群地理距离相对较远，但海南和马来西亚同为南

海的周围，存在强大的南海环流，与相邻大洋水体交

换良好，水文环境相对稳定，温、盐等环境因子较为
一致( 管秉贤，1998; 杨海军和刘秦玉，1998 ) ，环境
的选择压力差异不明显，南海水域环境的稳定性应

是种群间遗传分化低的主要原因之一。海南三亚种
群与纳颉岛种群和马来西亚种群间不同的分化程

度，则是与其地理位置密切相关的。纳颉岛种群位
于印度洋，吉打州种群则位于西太平洋，处于斑节对

虾种群遗传分化的交界处，已有研究报道，印度洋与

西太平洋斑节对虾种群在马来西亚和印度尼西亚群

岛边缘两侧基因频率差异明显( Benzie，2000) 。
3. 3 生物谱系地理分析

mtDNA的分子数据的另一个应用是对物种形
成过程中的进化历史事件，地理隔离、遗传分化原因
进行推测。海南 6 个斑节对虾个体的 16S rRNA 基
因序列完全相同，而马来西亚种群检测到 3 种单倍
型，序列的多态核苷酸基因位点达到了 2. 54%，海
南和香港个体 ( AF279829 ) 的单倍型与马来西亚的
一种单倍型相同，因线粒体 DNA具有严格的母系遗
传特征，一个个体即可代表整个母系集团的情况。
因此，海南种群有可能来源于马来西亚种群，今后可

通过扩大采样范围和采用新的研究手段进行进一步

研究;对多态核苷酸位点的检测也说明了马来西亚

种群的遗传变异要高于三亚种群，海南种群低的遗

传变异水平可能是受到奠基者效应( founder effect)
和遗传漂变一定影响的结果。同时，已有的研究亦
表明，泰国纳颉岛斑节对虾种群内的遗传多样性较

三亚种群更丰富 ( 杜晓东等，2004; 李康等，2005 ) 。
生产中亦发现，从泰国、马来西亚等国家进口的亲虾
具有个体较大，驯养成活率高，卵子成熟时间短、仔
虾生长快等优点;而海南的成熟野生对虾个体较小，

驯养成活率低，怀卵量要少 ( 李康等，2005; 谭树华
等，2005) 。因此，海南斑节对虾较低的遗传变异水
平可能是其亲虾质量较差和繁殖能力较低的主要原

因之一，其相关性值得进一步深入研究。
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