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用 AFLP 方法分析中国对虾抗病选育群体的遗传变异
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2. 中国海洋大学海洋生命学院 , 山东 青岛 　266003)

摘要 :利用 AFLP 技术对连续 4 年选育的中国对虾抗白斑病毒群体进行了遗传分析 ,并比较了不同的数据处

理方法对遗传学参数的影响。7 个 EcoR Ⅰ/ Mse Ⅰ引物组合共产生 350 个位点 ,其中 202 个为多态位点。4 代

群体的多态位点比例分别为 : 39. 4286 % , 41. 4286 % , 33. 4286 % , 39. 1429 % , Nei 基因多样性指数分别为 :

0. 1197 ,0. 1259 ,0. 1133 ,0. 1249 ;4 代群体的 Shannon 多样性指数分别为 0. 1831 ,0. 1917 ,0. 1702 ,0. 1896。遗传多

样性水平除了第 3 代群体标本明显较低外 ,其它 3 代甚为接近 ,维持在一个恒定的水平。比较了 Nei 分析、

Shannon 信息指数分析、AMOVA 分析得出的遗传学参数 ,建议 AMOVA 分析作为应用 AFLP 进行群体遗传学

分析时首选的统计方法。在 AFLP 指纹图谱中发现共显性基因座 ,对其中 1 个基因座的两个 AFLP 片段进行

了回收、克隆及测序。序列分析表明 ,多态性是由引物扩增区域内 4 个核苷酸的插入/ 缺失导致的 ,证明了

AFLP 标记并不完全是显性标记。实验表明 AFLP 技术灵敏度高 ,信息量大 ,适用于分析亲缘关系较近的个体

或品系 ,在中国对虾分子标记辅助育种方面有应用潜力。
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AFLP analysis of four selected generations on

disease2resistance trait of Fenneropenaeus chinensis

YUE Zhi2qin1 ,2 , WANG Wei2ji1 , KONG Jie1 , DAI Ji2xun2

(1 . Yellow Sea Fisheries Research Institute , Chinese Academy of Science , Qingdao 　266071 , China ;

2 . College of Marine Life Science , Ocean University of China , Qingdao 　266003 , China)

Abstract : Amplified fragment length polymorphism (AFLP) was used to detect the genetic variation of four successively selected

specific2pathogen2resistance (SPR) generations . Seven EcoR Ⅰand Mse Ⅰprimer combinations produced 202 polymorphic markers out

of the total of 350 bands amplified. The proportions of polymorphic loci of the first , second , third and fourth generations were

39. 4286 % ,41. 4286 % , 33. 4286 % and 39. 1429 % , respectively. The Nei genetic diversity was 0. 1197 , 0. 1259 , 0. 1133 and

0. 1249 ,respectively. Shannon genetic diversity index was 0. 1831 , 0. 1917 , 0. 1702 and 0. 1896 , respectively. The genetic diversity

index of the third generation was low , while the index of the other three generations remains at a relatively constant level . The analysis

showed that the SPR population has great potential in genetic breeding program. The genetic distance of four generations based on the

Nei analysis ranged from 0. 0282 to 0. 0458. Partitioning of the genetic variation revealed that 80. 54 % is distributed within

populations , which is similar to the value (86. 72 %) derived from AMOVA. Mantel tests showed good correlation of different genetic

distance matrices . By comparing the genetic parameters obtained from different statistical methods , we recommended AMOVA the

first choice in population genetics analysis with AFLP markers . Co2dominant loci were found in AFLP fingerprinting. Two fragments

adjacent in gel positions were recovered , cloned and sequenced. The sequence analysis showed high similarity between them , which



indicated that they belong to the same locus . Our results proved that AFLP markers were not complete dominant markers . Our study

suggests that AFLP is sensitive to detect genetic variability and effective to find markers and it is useful in marker assisted selection.

Key words : Fenneropenaeus chinesis ; amplified fragment length polymorphism ( AFLP) ; genetic variation ; specific2pathogen2
resistance (SPR) population

　　中国对虾 ( Fenneropenaeus chinensis) ,属于对虾

科 ( Penaeidae) ,明对虾属 ( Fenneropenaeus) ,主要分

布于我国黄海、渤海以及朝鲜半岛沿海 ,是我国北

方重要的渔业对象及海水养殖虾类[1 ] 。近年来 ,

由于过度捕捞、栖息地生态环境污染等因素 ,中国

对虾的自然资源在迅速衰减[2 ] ,因此对虾养殖业

的地位日益突出。但是病害问题一直困扰着对虾

养殖业 ,另外 ,“野捕家养”的苗种供应系统也不能

满足对虾健康养殖可持续发展的需要。培育优质

高产抗逆的品种 ,是对虾养殖业迫切需要解决的

问题。我国自 1998 年起开始人工选育抗病性强

的群体 ,至今已获得抗病对虾群体第四代 ,其抗病

性明显提高[3 ] 。但是伴随人工选育过程 ,经常发

生近交几率增加 ,有效群体数目减少等 ,有可能导

致遗传变异降低 ,从而遗传响应减少[4 ] 。因此 ,有

必要对其遗传变异进行检测 ,从分子水平了解其

遗传结构的变化 ,以制订相应的科学措施从而保

证育种工作顺利进行。

AFL P(amplified fragment length polymorphism)

技术[5 ]作为一种新型的分子标记 ,具有信息量大、

灵敏度高、多态性丰富等优点 ,在海洋生物中被广

泛应用于遗传多样性的检测[6 ,7 ] 、种质鉴定[8 ,9 ] 、

遗传连锁图谱的构建[10 ,11 ] 、基因的差异表达研

究[12 ]等方面。在对虾类中 ,应用 AFL P 标记已初

步构建了日本对虾及斑节对虾的连锁图谱[13 ,14 ] 。

本研究利用 AFL P 技术分析中国对虾连续选育的

4 代抗病群体 ,跟踪其遗传变异的变化 ,探讨选育

过程对其遗传结构的影响 ,为中国对虾的遗传育

种提供理论资料。

1 　材料与方法

1. 1 　实验材料

中 国 对 虾 选 育 的 基 础 群 体 ( founder

population) 系 1998 年自山东威海外海 123°E ,37°N

附近海域采捕的中国对虾。后代苗种放于对虾养

殖池中 ,连续 4 年从染病 (WSSV) 存活的个体中选

留亲虾进行选育 ,具体方法参考文献 [ 3 ] 。1998、

1999、2000、2001 年分别采集虾样 ,保存于 - 80 ℃

冰箱中 ,分别命名为 G1、G2、G3、G4 ,样本数均为

12。

1. 2 　AFLP反应及检测

采用常规酚、氯仿法提取中国对虾基因组

DNA。AFL P 分析参见 Vos 等[5 ] ,稍做改动 ,选择

性扩增所用的引物组合为 : E32M61 ( AAC +

CTG) , E38M48 ( ACT + CAC ) , E38M58 ( ACT +

CGT) , E39M48 ( AGA + CAC) , E39M54 ( AGA +

CCT) , E39M55 ( AGA + CTG) , E42M54 ( AGT +

CCT) 。

1. 3 　数据统计与分析

首先按电泳图谱中扩增条带的有无 ,转化为

1、0 原始数据矩阵。采用两类方法进行分析 ,其

一是将标记视为表型性状 ,直接利用原始二元数

据矩阵 (表型矩阵) 进行计算 ,如 Shannon 信息指

数及 AMOVA 分析 ;其二是将每一条带作为 1 个

位点 ,进行 Hardy2Weinberg 平衡假设及“隐性纯

合子一致”假设 ,转换成基因频率矩阵后进行统

计 ,如 Nei 分析。遗传结构的分析主要包括群体

内遗传变异水平的检测以及群体间遗传距离的评

价两个方面。统计的遗传学参数主要有 :

Nei 分析 　　Nei 基因多样性指数 : H = 1 -

∑Pi2 , Pi 为单个位点上的等位基因的频率。

Nei (1972) 群体间的相似性系数 : I = ∑( Xi

Yi) / { ∑( Xi) 2 ∑( Yi) 2} 1/ 2

其中 , Xi , Yi 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 : D = - ln I

利用 4 个群体内个体间的遗传相似度数据 ,

用 SPSS 软件包进行四代群体的遗传多样性差异

显著性检验。

Shannon 多样性指数分析 　　群体内基因多

样性指数 : H0 = - ∑Xi ln Xi/ N

其中 , Xi 为位点 i 在某一群体中的出现频率 , N

为该群体中检测到的位点总数。

n 个不同群体内的平均多样性 : HPOP = - ∑

H0/ n

其中 , n 为研究的群体数。

群体多样性 : HSP = - ∑X ln X/ n

其中 , X 为位点 i 在 n 个群体中的总显性频率。
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根据此分别计算群体内 ( HPOP/ HS P) 及群体

间 ( HS P - HPOP) / HS P遗传多样性所占的比例。

以上分析采用 POPGENE 软件进行统计。

利用 Arlequin 软 件 进 行 分 子 方 差 分 析

(AMOVA) 　　将 4 代群体进行分组 ,通过等级剖

分计算组间、组内/ 群体间及群体内的方差组分期

望值 ,分别计算各个等级变异对总遗传变异的贡

献率及群体间遗传距离。

Reynold 遗传距离 : D = - log (1 - ΦST)

Slatkin 遗传距离 : D = ΦST/ (1 - ΦST)

Mantel 检验 　　为了评价各种分析方法的一

致性情况 ,利用 Mantel 检验分析各种遗传距离矩

阵之间的相关性。

2 　结果

2. 1 　AFLP扩增结果

本研究采用 7 对引物组合 ,共产生 350 条清

晰的带 ,扩增片段大小为 0. 1～2. 0 kb。其中 ,多

态片段为 202 条 ,多态位点比例为 57. 7 % 。不同

引物的扩增结果之间存在差异 ,产生的扩增条带

数从 29 到 70 不等 ,多态检出率的范围为48. 6 %～

68. 9 % (表 1) 。图 1 表示引物 E38M48 在中国对

虾中的扩增图谱。

2. 2 　中国对虾四代抗病选育群体内的遗传变异

及群体间的遗传距离

　　4 代群体内的多样性指数 　　4 代群体的多

态位 点 比 例 分 别 为 39. 4286 % , 41. 4286 % ,

33. 4286 % ,39. 1429 %。Nei 基因多样性指数分别

为 0. 1197 , 0. 1259 , 0. 1133 和 0. 1249。4 代群体的

Shannon 多样性指数分别为 0. 1831 ,0. 1917 ,0. 1702

和 0. 1896 ,4 代群体总的多样性指数为0. 2280。

图 1 　引物 E38M48 (ACT + CAC) 中国对虾抗病

选育群体中的扩增图谱

Fig. 1 　AFLP band patterns generated by primer

combinations E38M48 in the F. chinensis

M : 分子量标准 M 左右两侧泳道分别为 G1、G2 个体

箭头 a , b 所示为多态 ,c , d 所示为单态

M : marker ; the lanes in the left and right side of

M were G1、G2 , respectively Arrow a , b indicated

polymorphic bands , arrow c , d indicated monomorphic bands

表 1 　不同引物组合的扩增结果

Tab. 1 　Number of bands generated by primer combinations

引物组合
primer combinations

总条带数
no. of total bands

单态性条带数
no. of monomorphic bands

多态性条带数
no. of polymorphic bands

多态位点比例 ( %)

percentage of polymorphism

E32M61 60 30 30 50. 0

E38M48 70 30 40 57. 1

E38M58 29 9 20 68. 9

E39M48 37 19 18 48. 6

E39M54 50 18 32 64. 0

E39M55 54 26 28 51. 8

E42M54 50 16 34 68. 0

总计 total 350 148 202 57. 7
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SPSS 检验结果表明 ,在 0. 05 水平上 , 4 代群体的

遗传多样性程度有一定的差异 , G3 与 G1、G2、G4

差异显著 ,其他 3 代之间差异不显著 (数据未列

出) 。

群体间的遗传距离 　　利用 Nei 分析 ,计算

的 4 代群体的遗传距离 (表 2 ) 介于 0. 0282 ～

0. 0458 , 其中 G1 与 G2 的遗传距离最小 ( 为

0. 0282) ; G1 与 G3 的遗传距离最大 (为 0. 0458) 。

　　根据ΦST计算的遗传距离列于表 3。Reynolds

遗传距离与 Slatkin 遗传距离数值非常接近 ,趋势

一致 , 都表现为 G1 与 G2 的遗传距离最小 ,而 G1

与 G3 的遗传距离最大。

　　比较表 2、表 3 可以看出 ,两种数据分析方法

得出的遗传距离具有相同的趋势 ,且ΦST遗传距离

矩阵大于 Nei 遗传距离矩阵 ,表明 AMOVA 分析

对群体遗传变异的分辨程度要大于后者。

群体变异来源分析 　　由 Shannon 多样性指

数分析 ,群体内个体间多样性所占的比例 ( HPOP/

HSP) 为 0. 8054 , 群体间的多样性所占的比例

[ ( HSP2 HPOP) / HSP ]为 0. 1946。表明 80. 54 %的遗

传变异是由群体内不同个体之间的差异造成的 ,

而19. 46 % 的多样性来自群体间的变异。用

AMOVA 进行遗传变异方差分析 ,将第 1 代、第 2

代群体分为一组 ,将第 3 代、第 4 代群体分为另一

组 ,通过等级剖分分析 ,得出各等级变异在总变异

中所占的比例 (表 4) 。结果表明 :组间的变异只

占 4. 97 % ,各群体间的变异占总变异的 8. 31 % ,

86. 72 %的变异存在于群体内个体之间 , 与由

Shannon 指数计算出的比例 (80. 54 %) 接近 ,二者

得出的结论一致。

　　Mantel 检验 　　利用 Mantel 检验 , 分析由

POPGENE 和 AMOVA 得出 4 代群体之间的遗传距

离和分化指数矩阵的相关性 ,相关系数列于表 5。

三种遗传距离矩阵有很好的相关性 ( R > 0. 95) , 其

表 2 　4 代选育群体的 Nei 遗传距离及相似性系数(基于 Hardy2Weinberg 平衡假设)
Tab. 2 　Genetic distance and similarity of four selectively bred populations

G1 G2 G3 G4

G1 - 0. 9722 0. 9552 0. 9669

G2 0. 0282 - 0. 9618 0. 9710

G3 0. 0458 0. 0389 - 0. 9713

G4 0. 0336 0. 0294 0. 0291 -

　　注 :对角线以下为遗传距离 ,对角线以上为相似性系数

　　Notes : Figures under and above the diagonal line are genetic distance and similarity , respectively

表 3 　AMOVA分析基于 ΦST计算的遗传距离

Tab. 3 　Genetic distance based on ΦST derived from AMOVA

G1 G2 G3 G4

G1 - 0. 0749 0. 2218 0. 1089

G2 0. 0722 - 0. 1858 0. 1021

G3 0. 2003 0. 1704 - 0. 1185

G4 0. 1033 0. 0972 0. 1120 -

　　注 :对角线以下为 Reynold 遗传距离 ,对角线以下为 Slatkin 遗传距离

　　Notes : The figures under and above the diagonal line are Reynold’s and Slatkin’s genetic distance , respectively

表 4 　中国对虾 4 代选育群体的 AMOVA分析
Tab. 4 　Data derived from AMOVA of F. chinensis four selectively bred generations

变异来源
source of variation

自由度
degree of freedom

方差总和
sum. of squares

变异组分
estimated variance of components

所占比例
percent of variation

Φ2统计量
Φ2statistics

组间
among regions

1 82. 979 1. 34896 4. 97 % 0. 04971

组内群体间
among populations

2 101. 208 2. 25600 8. 31 % 0. 13284

群体内
within populations

44 1035. 417 23. 53220 86. 72 % 0. 08748

总计 total 47 1219. 604 27. 13715
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中基于ΦST计算的两个遗传距离矩阵的相关程度

最高 ,为 0. 9999。

表 5 　遗传距离及分化系数矩阵之间的 Mantel 检验
Tab. 5 　Mantel tests among matrices of genetic

distance and genetic differentiation index
obtained from different methods

遗传距离
genetic distance

Nei Reynolds Slatkin

Nei -

Reynolds 0. 9515 -

Slatkin 0. 9542 0. 9999 -

2. 3 　共显性基因座位

在多态位点中发现了共显性基因座位 ,如图

2 所示。对 a、b 两个片段进行回收、克隆、测序。

结果表明 , a、b 两个片段大小分别为 170 bp 、166

bp 。序列相似度很高 ,差异仅是由于 4 个碱基插

入/ 缺失引起的 ,可证实 a、b 是属于同一个共显性

基因座位。

3 　讨论

3. 1 　中国对虾抗病选育群体的遗传多样性

在中国对虾的遗传多样性分析方面 ,利用同

图 2 　一个共显性基因座位及其序列分析

(引物序列用斜体表示 ,碱基插入/ 缺失用下划线表示)

Fig. 2 　One co2dominant loci and its sequence analysis

( The italics are primer sequences , the different2sized fragments at this locus result

from insertion2deletion mutations , which are indicated by underlying)

工酶、RAPD 技术探讨不同地理群体之间、野生群

体与养殖群体之间的遗传差异已有诸多报

道[15 ,16 ] 。本文首次利用 AFL P 技术分析了中国对

虾的人工选育群体。由于未见其他对虾的 AFL P

遗传多样性分析的报道 ,不能进行横向比较 ,我们

同扇贝的 AFL P 分析数据进行了比较。中国对虾

四代群体的遗传相似度为 0. 9552～0. 9722 之间 ,

而 AFL P 分析栉孔扇贝的 3 个不同地理群体内的

遗传相似度为 0. 6309～0. 6754 之间[7 ] ,表明中国

对虾的遗传变异程度比较低 ,与同工酶、RAPD、

mtDNA 测序等分析得出的结论相一致[15 - 17 ] 。

本研究所用的抗病材料是经过传统的群体选

择 (mass selection) 而获得的 ,即每一代选取抗病性

强的个体作为亲本繁衍子代。长期的选育工作需

要保持足够的遗传变异水平及一定的遗传响应。

但人工选育过程中 ,随机遗传漂变、近交、瓶颈效

应等不确定因素的发生 ,会导致种群遗传多样性

水平下降。如日本对虾引入意大利后 , Sbordoni

等[18 ]利用同工酶技术跟踪其遗传结构的变化 ,发

现第 1 代至第 6 代的平均杂合度从 0. 102 持续下
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降至 0. 039。分析原因是在引入第 1 代后不久即

发生瓶颈效应 ,实际产卵亲虾数仅为 4。在黑鲷

及扇贝的养殖过程中也发现了有效群体数量较少

及近交效应导致遗传变异水平下降的现象[4 ,19 ] 。

本研究结果显示 ,中国对虾 4 代抗病选育群体的

遗传变异水平有了一定的变化 ,第 3 代群体变异

水平较低 ,与其他 3 代差异较大。这可能是由于

取样量较少 (每一代仅取 12 个) 造成的 ;另外 ,人

工选育是一个复杂的过程 ,每一代的外部环境及

人工选择压力会造成群体遗传变异水平的波动。

利用 Shannon 指数和 AMOVA 分析 ,遗传变异大

多数来自群体内个体之间的变异 ( 80. 54 %和

86. 72 %) ,这表明选育过程中 ,近交及瓶颈效应发

生的可能性不大 ,遗传多态性的改变主要是由人

工选择造成的。这与选育的世代比较短有关 ,另

外也与选育过程中采取的措施密不可分 : (1) 留取

足够数目的亲虾 ,每一代的亲虾数量在 200 尾以

上 ; (2) 收集虾卵时分批次进行而不是集中采集 ,

因为虾类是高繁殖力生物 ,这样可以避免由于产

卵时间的不同步性而造成的实际有效亲本数量太

少 ; (3) 严格控制交尾 ,选留后代覆盖面广 ,这些措

施都有助于保持有效亲本数量 ,是育种过程中避

免近交衰退的有效手段。结果表明 4 代群体有较

大的选育潜力 ,可以继续保持遗传响应 ,最终保证

选种育种工作的成功。

3. 2 　AFLP分子标记技术的显性/ 共显性探讨

一般假设 AFL P 是一种显性标记 ,即不能区

分显性纯合子与杂合子。但是 ,现在越来越多的

研究表明 AFL P 标记并不完全是显性标记。在大

麦[20 ] 、高粱[21 ] 、桃子[22 ]的研究中 ,发现 AFL P 共

显性位点占多态位点的 4 %～15 %。由 AFL P 的

反应机理可以推知 ,引物结合区 (包括酶切位点及

选择性碱基) 出现碱基替换、缺失或插入会使 PCR

片段缺失 ,这种变异产生的多态以显性方式表现 ,

即该位点的 AFL P 片段仅有两种方式 :有或无 ;而

发生在 PCR 扩增区域内的变异将以共显性方式

表现 ,即表现为电泳图谱中不同片段大小的扩增

子[23 ] 。另外 PCR 扩增区域包含微卫星序列也是

AFL P 呈现共显性特点的重要因素 [23 ] 。Moore

等[13 ]在日本对虾 ( Penaeus japonicus) 的 AFL P 研究

中 ,即发现共显性基因座位 ,测序结果显示该区域

包含微卫星序列 C11 (CT) 10。本实验中发现了共

显性基因座位 ,多态性是由于 PCR 扩增区域内 4

个核苷酸的插入/ 缺失引起的。本实验结合其他

的研究 ,证明 AFL P 片段并不完全是显性标记。

3. 3 　AFLP 在群体遗传学研究中不同数据处理

方法的应用探讨

AFL P 标记并非完全显性标记 ,但是实际应用

中往往将其视为显性标记 ,这使得它在进行群体

遗传学分析时数据处理与解释比较复杂。近年来

已有学者对此进行探讨并比较了各种分析方法对

各种遗传参数的影响[23 ,24 ] 。在本实验中 ,我们采

用了 Shannon 多样性指数、Nei 基因多样性指数及

AMOVA 分析。在遗传多样性指数上 ,Nei 分析及

Shannon 分析得出了完全一致的趋势 ,而在遗传距

离上 , Nei 分析及 AMOVA 分析的相关性较好 ,但

是 AMOVA 分析得出的遗传距离数值要高一些

(表 2、表 3) 。这与二者不同的数据处理基础有

关 :Nei 分析借鉴同工酶的数据统计处理方法 ,基

于基因频率矩阵进行统计 ,将每一条带视为一个

独立的基因座 (locus) ,包含两个等位基因 ;且假设

某一条带缺失的位点为“隐性基因纯合”,但 AFL P

分析中 ,不同的个体可能是由于在酶切位点或选

择性碱基位置发生变异 ,也可能是由于 PCR 扩增

区域内的变异导致某一条带缺失。由于上述原

因 ,将高估所分析的基因座数目 ,而低估每个基因

座位的遗传变异 ,在遗传学参数的数值上表现为

等位基因频率偏高 ,群体内遗传多态度偏低。而

AMOVA 分析不必作 Hardy2Weinberg 平衡假设 ,避

免了数学假设带来的系统误差 ;而且 ,它亦无纯合

隐性个体的等位基因是完全一致的假设 ,因此更

符合 AFL P 的特点 ;此外 ,可以利用显著性检测分

析遗传多样性的数值结果。因此在应用 AFL P 分

析群体遗传结构时 ,我们倾向于 AMOVA 作为优

先选择的数据统计方法。
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