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提要 采用 RAPD技术对“黄海 1号”中国对虾快速生长选育群体第 6代大个体群体(CP-a) 

和小个体群体(CP．b)以及野生群体(WP)为对照组的各50尾个体进行扩增，获得可能与生长 

性状相关的9个 RAPD遗传标记。对获得的标记进行克 隆、测序并根据序列设计特异性引物 

对 3个群体进行 SCAR标记分析。其 中6对 引物(SCAR1、SCAR2、SCAR3、SCAR4、SCAR5和 

SCAR6)在3个群体中有扩增产物，前4对引物在3个群体共 150尾个体中的扩增产物无多态 

性。SCAR5和 SCAR6在3个群体中的扩增产物具有多态性。依据扩增产物在群体中出现的 

频率和变化规律进行分析表 明，SCAR5扩增的多态片段在 3个群体 中的组成比例分别为 

78％、52％和 54％，差异显著(P<0．05)；SCAR6扩增的多态片段经电泳后产生3个等位基 

因．6种基 因型，只有 CP．b含有等位基 因 A。这 2个标记可 以作 为与中国对虾 生长性状相关 

的候选标记，为在生产实践中实行分子标记辅助育种奠定理论基础。 

关键词 SCAR，RAPD，中国对虾，生长性状 

中图分类号 Q78 

中国对虾 (Fenneropenaeus chinensis)是黄、渤 

海的主要经济虾类，具有较高的经济价值。在养 

虾业发展盛期(1990年前后)曾占到我国对虾养 

殖产量的 70％。1993年以后 ，由于品种 、病害和 

环境等因素的影响，养殖产量急剧下降，只占全 

国对虾养殖产量 的 1／3。由于缺乏 良种 ，对虾养 

殖的苗种繁育只得依赖野生亲体。随着养殖世 

代的增加，出现了遗传多样性减少、生长速度减 

缓、抗逆能力下降等问题。培育生长速度快、抗 

逆能力强 的新 品种 成为 目前对虾养殖业急需解 

决的问题。 目前 中国对虾 的选 择育种大 多是 从 

形态及表型性状进行选择，但形态及表型是遗传 

因素和环境因素相互作用的综合结果，表型的变 

异并不能完全或真实地反映遗传变异 ，因此可信 

度不高。目前最可靠的方法是运用分子遗传标 

记的方法进行标记辅助选择(Marker Assisted Se— 

lection，MAS)。MAS不受微环境变 化的影响，也 

可以在生物的早期发育阶段进行选择 ，从而增加 

了选择的准确性并缩短时间间隔。 

SCAR(Sequence-Characterized Amplified Re- 

gions)分子标记是 由 Paran等 (1993)提 出并应用 

的，是根据 RAPD分子标记的序列分析结果设计 

较长的特异性引物(一般为 22—28个碱基 )进行 

PCR扩 增得 到 的，因此 特 异 性 和重 复 性较 好。 

SCAR分子标记另一个优点是其标记可能是共显 

性的(Paran et al，1993)。 目前 SCAR分子标记 已 

广泛应用于鱼类不 同品种的鉴别 (Bardakci et al， 

1999)、昆虫的分类学及群体生物学 (Damodar et 

al，2003)以及农作物 的种质资源鉴定 (Behura et 

al，1999)等，但在对虾研究领域尚未见报道。本 

试验中作者开展 了将 中国对虾 的 RAPD标记转 

换为 SCAR标记的研究工作，以期筛选与生长性 

国家 自然科学基金项目资助，30271038号；山东省 自然科学基金项 目资助，Y2002D02号；国家科技攻关项 目资 

助，2004BA526B0101号。何玉英，助理研究员，E·mail：heyy@ysfri．8(3．cn 

① 通讯作者：李 健，研究员 ，E-mail：lijian@ysfri．8(3．cn 

收稿日期：2005-09-22，收修改稿 日期 ：2005—12．12 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


1期 何 玉英 等 ：中国对虾 (Fenneropenaeus chinensis)与生长性状相关 SCAR标记的筛选 43 

状相关的遗传标记 为今后生产实践 中实现标记 

辅助选择奠定基础。 

l 材料与方法 

1．1 试验动物 

试验动物来 自本所选育的快速生长群体“黄 

海 1号”中国对虾的第 6代群体。根据建立的中 

国对虾体长正态分 布图，淘汰 90％ 中间类型 ，将 

生长高值和低值两种极端表型的个体区分开来， 

分成两 个群体 。其 中体 长 15cm 以上 的个体 为 

CP—a群体；体长 11cm以下的个体为 CP—b群体。 

同时以海捕的野生群体(WP)为对照组(体长在 

10-- 14era之间 )，进 行研 究。每 个群体 各 取 50 

尾 ，在取样 地点将新鲜 样品速冻 ，运 回实验室后 

一 7O℃保存。 

1．2 基因组 DNA的提取 

DNA提取和定量的方法参照刘萍等(2000)。 

1．3 基因组 DNA的 RAPD分析 

分别将3个群体的单个 DNA样品等量混合 

组成 DNA池(DNA pools)。首先以 DNA池为模 

板对 3个群体进行分析，然后对在混合模板分析 

中产生特异性条带的引物做群体分析，通过计算 

特异性条带在群体中的比例来判断其与中国对 

虾生长性状的相关性。作者采用 S系列 的240个 

引物(SIO1一S28O及 $401一S46O)对中国对虾的 

3个群体进行扩增。 

PCR扩增反应的总体积为 25 l，其 中：模板 

DNA(10ng／tz1)2tzl；10×Bufier(KCI，500mmol／ 

ILl，Tris—HCI，100mmol／td，pH 9．0；Tritonx一100， 

1％ )2tzl；MgCI2(Mg“ 浓 度 为 15mmol／ix1)2tzl； 

dNTP(分 别 为 2．5mmol／~1)2trl；引 物 (15pmol／ 

tz1)1 tzl；Taq DNA聚合酶 (上 海生工公 司生 产 ) 

1U；用双蒸水补充至 25 l。 

每个反应过程为 45个循 环 ，一个循环包 括 

94％ 1 min，37％ 1 min，72％ 2min。首次循环前先 

在 94℃ 预 变 性 5min，最 终 在 72℃ 充 分 延 伸 

10rain。每次反应均设置不含模板 DNA的空 白对 

照。RAPD产物用 1．5％的琼脂糖凝胶 电泳分离 ， 

溴化 乙锭 (EB，浓度为0．5la,g／m1)染色 ，紫外灯下 

观察拍照。 

1．4 特异性条带的提纯、克隆及测序 

将获得的 RAPD遗 传标记采 用上海生工公 

司生产的 UNIQ一10柱式 DNA胶 回收试剂盒进行 

回收和提纯，交 由上海博亚公司进行克隆测序。 

1．5 特异性引物的设计及 PCR反应 

根据 测 序 序 列 利 用 引 物 设 计 软 件 Primer 

Premier 5设计引物，由上海生工生物工程技术服 

务有限公司合成 ，对 3个群体进行扩增 。 

PCR扩增反应的总体积为 25 l：模板 DNA 

(50ng／tz1)，2tzl；10×Buffer(KCI，500mmol／td， 

Tris—HCI，100mmol／l~l，pH 9．0；Tritonx一100，1％ )， 

2．5 l；Mg“ (15mmol／td)，2tzl；dNTP(分 别 为 

2．5mmo1／Ix1)，2 l；引物 (10pmol／lx1)各 2 l；Taq 

酶(5 U／td)，0．2tzl；用双整水补充至 25 l。 

每个反应过程为 3O个循 环，一个循环包 括 

94℃ 40s，退火 1min，72℃ 1min。首次循环前先 

在 94℃预变性 5rain，最终在 72℃充分延伸 5rain。 

产物用 1．5％ 的琼脂糖凝胶 电泳分离 。EB染色 

后，紫外灯下观察拍照。 

2 结果 

2．1 中国对虾的 RAPD遗传标记 

通过对混合模板的分析(图 1)，筛选出可能 

与生长性状相关的特异性扩增带 65个，其 中正 

相关 a的扩增带 55个，负相关的扩增带 1O个。 

图 1 引物 S186和 S187对混合模板的扩增电泳图 

Fig．1 Eleetrophoretograms of S186 and S187 

from mixed templates 

注：箭头所示为筛选的特异性扩增带。单位为 bp。 

泳道 1、2、3为 S186扩增电泳图；泳道 4、5、6为 S187扩增 

电泳图。泳道 1和 4采用的混合模板来自WP，2和 5来 

自 CP—b，3和 6来 自 CP—a。M 为 Marker DL一2000 

对筛选出的 RAPD引物做群体分析(图2)， 

找到 9个可能与生长性状相关 的遗传标记 ，其 中 

正相关标记7个 ，负相关标记 2个。遗传标记的 

分子量范围在 500-- 1500bp之间。表 1给出了 9 

个标记在3个群体中的组成比例。 
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图 2 引物 S173在 CP．a、CP．b和 WP的扩增 电泳图谱 

Fig．2 Electrophoretograms of S1 73 in CP·a，CP—b and W P of F．chinensis 

a：CP·a；b：CP·b；C：WP。箭头所示 为 RAPD遗传标记 。单位为 bp 

表 1 9个标记在 3群体 中的 多态 比例 

Tab．1 Polymorphic proportions of nine markers in CP—a，CP—b and W P 

2．2 RAPD标记的克隆、测序 

得到的 9个 RAPD标记经 回收和提纯后 ，由 

上海博亚公司克隆测序。测序结果表明，除引物 

S159扩增的特异片段不能被克隆、测序以外，其 

他8个 RAPD标记均获得完整的序列，获得的序 

列片段长度在 558--1024bp之间(表 2)。 

表 2 RAPD标记的引物及序列长度 

Tab．2 Primers and sequence length of RAPD markers 

2．3 SCAR标记的筛选 

根据 8个标 记 的测 序 序列 ，分别 运 用软 件 

Primer Premier 5设计特异性引物，运用合成 的引 

物 ，对 CP—a、CP—b和 WP各 50个个体进行 SCAR 

标记分 析。扩增结 果表 明，在 设计 的 8对 引 物 

中，根据 RAPD引物 S173和 $214获得的标记合 
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成的 2对引物在 3个群体中产生 的条带弱，特异 

性较差，故不再继续进行试验。其他 6对引物在 

3个群体 中均获得 了特异性强且稳定的条 带(表 

3)，其中引物 SCAR1、SCAR2、SCAR3和 SCAR4 

获得的特异性条带在 3群体共 150个个 体 中均 

有 扩 增 产 物，故 无 多 态 性 。引 物 SCAR5和 

SCAR6在 3个群体 中获得的特异性条带具有多 

态性 。 

引物 SCAR5对 CP-a、CP-b和 WP 3个 群体 

进行扩增 ，获得 一条 长约 500bp的多态 性 片段 

(图3)。其中在 CP．a中有39个个体扩增出多态 

片段，CP．b中有 26个个体 扩增 出多态片段 ，而 

WP的 50个个体中有 27个个体扩增出多态片 

段，多态片段在 3个群 体 中的组成 比例 分别为 

78％、52％和 54％ ，在 CP-a中出现的频率最高。 

卡方( )检验表明，多态片段在 CP-a和WP之间 

的组成比例差异显著(P<0，05)，可作为对 中国 

250 
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图3 引物 SCAR5在 3群体中的扩增结果 

Fig．3 Electrophoretograms of differential fragment by 

SCAR5 in three populations 

a：CP—a；b：CP-b；e：WP。单位为 bp 

对虾生长性状进行选择的候选遗传标记 。 

引物 SCAR6对 CP．a、CP．b和 WP 3个群体 

进行扩增 ，扩增产物经电泳后 ，共产生 3个 等位 

基 因，6种基因型(图 4)，将最长的特异片段定为 

等位基因 A，较长片段定为等位基因 B，最短片段 

定为等位基 因 C，3个群体 的基因型和基因频率 

见表 4。 

20OO 
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图 4 SCAR6在 CP—b中的扩增 电泳 图谱 

Fig．4 Eleetrophoretograms of SCAR6 in population CP—b 

单位为 pb 

由表 4可以看 出，WP和 CP．a两个群体不存 

在等位基因 A，只有 CP．b存在等位基因 A，CP．b 

是“黄海 1号”中国对虾选育第 6代的小个体群 

体 ，因此 ，等位基因 A可能与个体生长速度有关 ， 

可作为对 中国对虾生 长性状进行选 择的候选遗 

传标记。 

3 讨论 

标记辅助选 择是根据与某 一性状或基 因紧 

密连锁 的标记的 出现来推断该基 因或性状 从而 

进行选育的方法。MAS不受环境变化 的影响 ，直 

接从分子水平进行研究 ，是对基因型选择最为重 

要的方法，尤其适用于遗传力低的性状。借助分 

子标记，通过影响选 择的时间、选择 的强度及选 

择的准确性 ，来间接控制选择某些性状的数量性 

状座位(QTL)，而找到与 QTL相连锁 的分子遗传 

标记是实现 MAS的关键。 目前标记辅助选择技 

术已广泛应用于畜牧业(Montgomery et al，1993； 

Otsu et al，1992；Georges et al，1993)，在鱼类方面 

的研究 也 有 报 道 (Palti et al，2003；李 志 忠 等， 

2000)。 

对虾养殖是我 国海水养殖业 中最具 有代表 

性 的一个产业，对虾养殖业 的发展方向是在原有 

品种的基础上进行遗传改 良和培育新的优良品 

种。但在选育过程中传统的遗传选育和改良技 

术存在许多缺陷，如选育效果低、所需周期长等。 
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群体 样品数 
基因型频率 基因频率 

AA BB CC AB AC BC A B C 

分子标记辅助育种技术可明显提高选育的进度 ， 

尤其是对那些通过表型难 以度量的性状。 目前 

对养殖对虾 主要经济性状 的分 子标记研 究 已取 

得一定 的进 展。法 国海洋开发 研究 院 (IFREM— 

ER)从蓝对虾(Litopenaeus stylirostris)种群 中找到 

10个微卫星标记，从斑节对虾(Penaeus monodon) 

中找到 3个微卫星标记 ，这些标 记对识别混养家 

系发挥了一定的作用。澳大利亚联邦科学和工 

业研究院(CSIRO)从 Et本对虾 (Marsupenaeus ja— 

ponicus)中找到 3个可能与生长表现相关 的基 因 

位点，并有可能进一步开发为可预测生长的基 因 

标记(王清印等，2001)。美国运用 RAPD技术从 

凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)中成功地筛选 

出一些 特 异性 标记 (Carcia et al，1996；Alcivar— 

Warren et al，1997)。对中国对虾遗传标记的研 

究仅限于种群或群体遗传多样性的研究(孟宪红 

等 ，2004；马春艳等，2004，何玉英等 ，2004；张天时 

等 ，2005)，针对某一性状 的特异性标记的研究报 

道较少(刘萍等，2002；沈琪等 ，2002)。 

本试验中，引物 SCAR5对 CP—a、CP—b和 WP 

进行扩增获得的多态片段在 3个群体中的组成 

比例分别为 78％、52％和 54％，多态片段在中国 

对虾大个体群体中出现的频率最高，与对照组野 

生群体相比，两者差异显著(P<0．05)，在生产中 

可作为对中国对虾快速生长性状进行选择的候 

选标记。同时说明经过连续 6代的选育，中国对 

虾的遗传结构已发生了一定程度的变化，与生长 

性状 紧密连锁 的优利基 因不断“富集 ”。这些变 

化在表型上表现为个体间的生长性状如体长的 

差异。引物 SCAR6对 CP—a、CP—b和 WP3个群体 

进行扩增共产生 3个等位基因，6种基因型，对其 

基因型和基因频率的分析结果表明，WP和 CP—a 

均不含有等位基因 A，而只有对照群体 CP—b含有 

等位基因 A，这说 明该位点可能与抑制中国对虾 

生长性状的基因相关或连锁 。WP不含等位基因 

A的原因一方面可能是 WP群体在该位点上只存 

在等位基因 B和等位基因 C，不存在 A基因。另 

一 方面可能是在取样过程中，随机取样所取的 50 
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个个体中恰好不含等位基因A。下一步将加大样 

本的数量结合中国对虾的生长记录做进一步的 

相关性分析，对找到的2个标记进行验证，为在 

生产实践 中实现标记辅助育种提供理论依据。 
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GRoW TH TRAITS RELATED SCAR M ARKERS IN 

FENNERoPENAEUs CHlNENSlS 

HE Yu—Ying，LIU Ping，LI Jian，WANG Qing—Yin 

(Yellow Sea Fisheries Research Institute，Chinese Academy of Fishery Sciences，Qingdao，26607 1) 

Abstract Overfishing for Fenneropenaeus chinensis(Chinese prawn)in recent years has caused serious 

problems in the great shortage of supply of quality breeds，which has become a serious issue holding the aqui— 

culture from sustainable developing．For the solution，fast—growing and strong anti—disease breeds should be 

sought．We conducted this research in November 2002 by sampling 1 50 individuals of the species for Random 

Amplified Polymorphic DNA(RAPD)study from three groups of 50；and the lab working began in January 

2003．Among the three groups，two were taken from the 6th generation of Huanghai—I cultured F．chinens~，in— 

cluding the two extremes of size：large group in length>1 5 cm(CP—a)and small one in lengths<1 1 cm(CP— 

b)，and the third group were combined by wild ones in size between 11 and 14cm(WP)．For each group，240 

random primers were screened for mixed templates．65 growth trait correlated differential fragments were ob— 

tained，55 positive and 10 negative．Population analysis for the screened primers from 240 RAPD primers 

showed 9 RAPD primers were correlated to the growth traits，7 positive and 2 negative．After cloning and se— 

quencing，8 sequences in length from 500bp to 1000bp were obtained except the marker amplified by S159． 

Using Premier 5 for designing specific primers and Sequence—Characterized Amplified Regions(SCAR)tech— 

nique，growth traits markers of F．chinensis were determined．6 SCARs(SCAR1—6)were amplifiable，among 

which the first four could not differentiate among the three populations，and the latter two could amplify poly— 

morphic fragments in band frequency and variety rule shown in the samples．The number of polymorphic frag— 

ments amplified by primer SCAR5 in CP—a，CP—b and WP was 39，26 and 27，respectively，and the band fre— 

quency was 78％ ，52％ and 54％ ，respectively． test of polymorphic fragments in CP—a and WP populations 

showed significantly difference(P<0．05)，indicating that the polymorphic fragment can be used as positive 

marker candidate．3 alleles and 6 genotypes were found in three populations amplified by primer SCAR6
，while 

in CP—b allele A only，showing that locus A was probably related to certain genes that can restrain the growth 

of the prawn．The results are useful in breed—selection for production enhancement of F．chinensis applying 

marker—assisted selection(MAS)procedure． 

Key words SCAR，RAPD，Fenneropenaeus chinens~，Growth traits 
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