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大珠母贝 3个养殖种群的遗传多样性初步分析 
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大珠母贝(Pinctada maxima Jameson)，俗称 白蝶 贝，是最大 

型的一种养殖海水珍珠的贝类，最大个体壳高达 30cm以上， 

体重大于 5kg⋯，是生产大型海 水优质珍珠最 理想的珠母 贝。 

根据 贝壳 内表面外周珍珠质颜色的差异 ，可以分为金唇 (Cold- 

lip，G)贝、银唇(Silver．1ip，S)贝和黄唇(Yellow-lip，Y)贝等。大珠 

母贝培育的珍珠因具有珠大、珍珠质层厚和珍珠光泽丰富等 

优点而备受亲睐，价值大大高于马氏珠母贝培育的“南珠”。 

我国在大珠母贝育苗、养殖和插核育珠的研究虽然有了许多 

有益的研究 J，澳大利亚和印度尼西亚的大珠母贝养殖较 

发达，形成了金唇贝、银唇贝和黄唇贝等不同养殖种群。 

随机扩增 DNA多态性(randomly amplified polymorphie DNA， 

R 】l】)虽然存在一些缺点，但是自问世以来，已被广泛地应用于 

陆生动物研究。近几年来 ，该技术被用于从核酸分子水平上对 

鱼、虾 、贝等主要水产生 物的亲缘关系及其演化过程 的研究 ，但 

是主要研究对象是鱼类l5 ]，对其他海洋动物尤其是珍珠贝的 

研究较少。本文采用 RAPD技术对印度尼西亚大珠母 贝不 同养 

殖种群的遗传多样性和遗传距离进行了初步研究。 

1 材料和方法 

1．1 材料 澳大利亚 Atlas Pacific Limited Company在印度尼 

西亚经过多代选育的养殖群体。金唇(G)贝、银唇(s)贝和黄 

唇(Y)贝三个种群取材样本数分别为49、50和50个。取新鲜 

的大珠母贝闭壳肌 ，70％乙醇 固定 2h，换用 95％的乙醇 ，2— 

4h后再换一次95％乙醇，于一20℃保存备用。 

1．2 实验方法 

1．2．1 基 因组 DNA的提取 每个样品称取 0．2g闭壳肌， 

0．8％生理盐水漂洗，剪成细末，置于 1．5mL离心管中，加入 

0．5mL STE(1Ommol／L Tfis。HC1(pH 8．0)，1mmol／L EDTA (pH 

8．0)，100mmol／L NaC1)，65 10％ 的 SDS和 6 蛋 白 酶 K 

(1Omg／mL)，颠倒混匀，55℃保温消化 4—6h，消化过程 中每 

30min颠倒混匀一次。待肌肉消化完全后依次以等体积酚／氯 

仿／(酚：氯仿：异戊醇=25：24：1)和氯仿／异戊醇(氯仿：异戊醇= 

24：1)各抽提 2次，然后加入 2倍体积的无水乙醇室温沉淀 DNA 

30min以上 ，70％的乙醇洗 涤沉淀 2次，DNA沉淀于室温 干燥 

15min后溶于250ttL灭菌双蒸水，取 1 进行琼脂糖凝胶电泳，检 

测 DNA的质量和估计浓度，其余 DNA置一20％储藏备用。 

1．2．2 RAPD扩增 PCR主要参照 wi1li_删s等l8j，对各参数 

适 当调 整优 化。扩增 反应 总体积 15—25 。其中包括 1×扩 

增缓冲液 (10mmol／L Tris-HCI，pH 8．3，50mmol／L KC1，0．001％ 

明胶 )，200gmol／L 的 dNTPs，RAPD 引 物 0．2gmol／L，MgC12 
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2．0mmol／L，1U Taq DNA聚合 酶，15—20ng基因组 DNA。扩增 

参数为 ：94℃预变性 4min；94℃ 30Sec，36℃ 30 Sec，72℃ 1min 

30 Sec，45个循环；72℃延伸 5min。 

1．2．3 电泳观察 扩 增产 物用 1．5％琼 脂糖 凝胶 电泳 分离 

(1 x TBE，3V／cm恒压)，EB染色，凝胶成像系统观察和拍照。 

1．2．4 数据分析 统计各个样品的扩增带，转换为 0(无 

带)、1(有带)数据，将(0、1)矩列数据输入计算机用 PopGen 

(1．32版)生物软件进行处理。将 RAPD标记作为等位基因， 

计算各种群的多态位点比例 P、种群内的遗传多样性值和种 

群间的遗传距离等。P=多态性扩增片段数／扩增片段总数； 

种群内的遗传多样性值 D=1一Sxy，遗传一致度指数 Sxy=2 

Nxy／(Nx+Ny)，相 对遗 传 距离 Dxy= 一In(Sxy／Sx·Sy)，其 中 

Nxy是个体 x和个体 Y共有位点数，Nx和 Ny分别是个体 x和 

个体 v共扩增出位点数。群体内的相似性指数为此群体 内 

所有个体间相似性指数的平均值，群体间的相似性指数为两 

群体任意两个体的相似性指数的平均数。Sxy为两群体间的 

相似性指数，sx，sy分别表示群体 x和群体 Y的相似性指 

数l9’103。Shannon信息指数 (Shannon’s Information index)按照 

公式 H=一Erti l ／N计算，其中，7c 为某一条带在群体中 

出现的频率，In为自然对数，N为群体总的位点数⋯』。 

2 结 果 

2．1 引物筛选和 RAPD图谱分析 

对购自于大不列颠哥伦比亚大学(the University of British 

Columbia)的RAPD set#1的 100条引物和购自博亚生物技术 

有限公司(上海 )的编号为 BA0001一BA0200的 200条 RAPD引 

物进行了筛选，获得了 l6条在各个群体中都能够扩增出清 

晰带纹的随机引物(表 1)。 

表 1 RAPD扩增的随机 引物序列 

Tab．1 Sequences of RAPD Primer 

l6条引物在各个体中扩增的片段数在 2一l2条之间， 

片段 大小位于 0．2—3．5kb，主要集 中于 0．5—2．0kb(图 l显 

示)。个体之间和群体之间的扩增都存在差异，没有两个个 

体的扩增结果完全相同，反映了各个体间基因组成存在一定 

的差别，同时显示 RAPD具有较高的分辨率。3个大珠母贝 

种群共检测到 90个 位点 ，其 中 ，多态 性位 点数 分别 为 G 68 

个 ，s 65个 ，Y 72个 ，多态位点 比例 P由大到小顺序依 次为 ： 

P > >Ps；对三个种群总体而言，90个位点仅有 5个完全 

相同，位点多态性为 94 4％(表 2)。 

2．2 遗传分析 

三个 大珠母 贝种群 内的基 因多样性 指数 和 Shannon信 

息指数见 表 2。结 果显示 ，无论 是基因多样性 指数还是 

Shannon信息指数，G种群的值都要高于其余 2个种群；s 

和 Y种群由于计算方法不同结果存在差异 ，s种群 的基因 

多样性 指数 高于 Y种 群 ，但 是 其 Shannon信 息指 数 低 于 Y 

种群 。 

表 2 大珠母贝3个种群的多态位点比例、Nel基因多样性和Shannon信息指数 

Tab．2 The ratios of polymorphic loci、Nei’s 。 gene diversity and Shannon’s information index in each of 3 populations of Piw￡ Ⅱmaxim0 
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群的遗传多样性原本较高，但是由于人工繁殖，亲本数量的 

局限、非随机交配和多代选育，导致了遗传多样性降低。对 

大珠母贝野生种群的研究有助于进一步阐明其同养殖种群 

的遗传多样性关 系。 

尽管金唇贝G的位点多样性比例较黄唇贝 Y低，但是， 

G的Nei基因多样性和 Shannon信息指数均较其余 2个种群 

高，原因可能在于 G群体在较多个体中得 以体现的多态位 

点比例比S种群和 Y种群高。S种群的Nei基因多样性值较 

Y种群高，然而，S种群的 Shannon信息指数却比 Y种群低， 

这种同～原始数据通过不同的计算方法得出的结果的不一 

致性，一方面表明 S种群和 Y种群的种群内遗传多样性程度 

需要更多的分子标记方法和数据分析处理方法才能够比较 

与确定 ，另一方面，暗示数据的生物统计分析理论和方法有 

待于进一步完善。 

3．2 大珠母贝种群间的遗传一致度和遗传距离比较 

3个大珠母贝种群两两间的遗传一致度都很高 ，大于 

0．8757，表明它们间 的亲缘 关 系很近 ，在 大珠母 贝的分 子进 

化过程中的分化发生较晚。形态学性状上，3个种群除了在 

贝壳内表面唇的色泽存在差异外，其余性状很难彼此区分 ， 

即形态学性状的一致性很高，这与本文在核酸分子水平上的 

研究结果一致。 

在色泽上 ，金色唇和 黄色唇更 接近 ，而银 色唇 与二者 的 

差异则要明显得多。G种群和 Y种群间的遗传距离最低；G 

种群和 Y种群各自与 S种群间的遗传距离相对较大，而且这 

种遗传距离差异大约相同，分别为0．1315和 0．1328，暗示 G 

种群和 Y种 群间的亲缘关 系更 密切 。 
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