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摘要 :运用 RAPD技术对乌龟的遗传多样性进行了分析。用 20个随机引物对 24 个个体的基因组 DNA 进行了 PCR

扩增 ,一共扩增出 3288 条 DNA 片段,平均每个个体扩增出 137条带。在检测到的 137个位点中, 多态位点数为 119

个,占 86�9% , 标记的分子量在 0. 2kb� 3kb 之间。个体间最大的遗传距离为 0�467, 个体间最小的遗传距离为

0�168。24 个个体的平均遗传距离为 0�324+ 0�0631。表明乌龟的遗传多样性水平较高。采用类平均聚类法

( NJTREE)构建了 24 个个体相互关系的分支图。24个个体被分为几个类群,显示种内遗传差异较大, 可能存在不同

种群。本研究为乌龟的种质保护、合理开发利用以及选择育种提供了新的分析参数。
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� � 乌龟 ( Chinemys reevesii )分类上隶属龟鳖目、龟

科、乌龟属,在中国分布较广
[ 1]

,是常见的水生龟种,

也是目前国内养殖量最大的本地品种之一。近年来

乌龟作为养殖品种开始受到人们的重视。人们逐渐

开展养育繁殖方面的研究工作, 但与其有关的遗传

研究较少,仅仅在染色体组型、同工酶及系统发生方

面有些报道[ 2� 4]。乌龟的种质状况以及遗传背景尚

不清楚。RAPD( Random Amplified Polymorphic DNA)

是建立在 PCR基础上的分子标记技术, 具有简便、

准确、快速的特点, 既有大量的随机引物可供选择,

又不受种属的限制, 因此被广泛地应用于虾
[ 5, 6]
、

鱼[ 7、8]、龟[ 9]等物种遗传多样性的分析与研究。本

文利用RAPD技术在分子水平上对乌龟进行遗传分

析,试图在其进行规模化养殖之前了解它们的遗传

结构以及遗传多样性,以指导如何保护其种质资源,

保护其基因库, 不致于在规模化养殖后造成基因的

流失。同时为乌龟合理开发利用以及选择育种提供

科学数据。

1 � 材料与方法

1�1 � 材料 � 乌龟由湖北武汉市多福农庄提供。11

雌13雄, 共 24 只, 体重在 74g � 800g 之间。材料在

湖北省内收集,暂养在多福农庄,血缘关系不详。

1�2� 基因组 DNA的提取和定量 � 解剖样本, 从心

脏抽取龟血, 基因组总 DNA从龟血中提取。提取方

法参照 Genomic DNA 纯化试剂盒(生工)的操作程

序。主要过程为: 500�L 血液中加入 1mL 无菌水,

5000r/min,离心 2min, 用 200�L TE 悬浮血细胞, 加

400�L细胞裂解液, 3�L proteinase K 混匀, 置 65 �

5 � 10min,加入 600�L 氯仿, 混匀, 用台式离心机

(MicrofugeR centrifuge, BECKMAN) 10, 000r/ min 离心

2min。取 500�L上层清液, 置无菌 1�5mL 离心管中,

加入 500�L precipitation solution 后, 混匀, 室温放置

2min, 10, 000r/ min, 高速离心 2min, 吸掉溶液, 加入

100�L 1�2mol/ L NaCl, 轻轻振荡直至 DNA 样品完全

溶解, 加入 3�L RNase A, 置 37 � , 5 � 10min 去除

RNA, 加 入 300�L 冷 乙醇, - 20 � 放置 10min,

10, 000r/ min,高速离心 3 � 4min, 弃乙醇, 用 70%乙

醇洗一次,倒置室温干燥10min。DNA用 100uL 水溶

解。DNA质量和浓度参照周莉等[ 10]的方法, 通过琼

脂糖凝胶(含 0�5�g/ mL 的溴化乙锭)电泳( 5 � 10v/

cm)来鉴定, DNA样品保存在- 80 � 冰箱内备用。
1�3� RAPD反应 � 在实验前, 优化了适合本研究的

扩增和电泳条件, 获得丰富的可重复的 DNA 图谱。
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RAPD反应体系的总体积为 25�L, 内含 20ng 模板

DNA, 0�2�m引物, 0�5单位Taq酶( Biostar internation-

al) , 0�1�mol/ L dNtp(华美)和 1 �Taq酶反应缓冲液

( Biostar international)。选用的引物为生工公司生产

的S1001-S1030中的 20个。PCR反应在 PCR System

9600扩增仪(美国 PE公司)上进行,反应程序为: 在

94 � 预变性 4min后,进行 38个扩增循环,每个循环

包括 94 � 变性 40s, 37�5 � 复性 1min, 72 � 延伸

1min20s,最后一次循环结束后 72 � 延伸 7min, 扩增

产物经 1%琼脂糖凝胶 (含 0�5�g/mL 的溴化乙锭)

分离, 扩增片段大小通过与 �DNA/ Hind �+ EcoR �

分子大小标记(华美)比较而得以记录。电泳凝胶通

过白光/紫外光图像扫描系统( Ultra-Violet Products)

(GDS 8000 complete Gel Documentation& Analysis Sys-

tem) (美国 Olypia 公司)分析。

1�4 � 数据处理 � 在所扩增的 20 个引物中, 产生了

重复的、清晰的扩增图谱。利用获得的数据, 采用计

算机软件 RAPDistance ( 1�04版)进行分析。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, 24个个体的距离矩阵

和平均遗传距离分别根据 Nei和 Li[ 11]及 Apostol[ 12]

的公式计算获得。根据遗传距离矩阵, 显示 24个个

体相互关系的分支图通过 RAPDistance( 1�04 版)软

件中的NJTREE构建[ 12]。

2 � 结果

2�1 � RAPD扩增

使用 S系列的 20个随机引物,对乌龟的湖北地

理群的 24个个体进行 PCR扩增, 均可产生特定的

扩增带型。每个引物可产生 3 � 12条的谱带。具体

统计见表 1。20个引物的 RAPD产物的总标记数达

137条, 其中 119 条为多态数, 占 86�9%, 标记的分

子量在0�2 � 3kb之间。
2�2 � 乌龟湖北地理群的遗传多样性

根据软件 RAPDistance( 1�04版)进行分析, 得到

乌龟 24个个体的遗传距离 P 值矩阵(表 2)。任意

两个个体的 P 值在 0�467 � 0�168范围之内。该地
理种群 24 个个体的平均遗传距离为 0�324 �
0�0631。

乌龟的 RAPD扩增谱带变异较大, 20个引物均

有多态位点(图 1)。在检测到的 137个 RAPD标记

中,仅有 18个标记(占 13�1%)在 24个个体间表现

一致性。

表 1� S系列引物序列及 RAPD扩增情况

Tab�1 � Primers sequences of S serials and the results of RAPD

引物

Primer

5�----3�序列
5�----3� Sequence

产物的标记数

Markers of product

总数

Total

多态数

Polymorphic

S1002 CACTTCCGCT 3 3

S1003 GGTTACTGCC 3 1

S1004 CTCCCCAGAC 7 6

S1008 TTCCCGTGCC 6 5

S1009 AGAACCGAGG 6 6

S1010 GGGATGACCA 9 6

S1011 TCCGCTGAGA 7 6

S1012 TCCAACGGCT 5 5

S1013 TGAGTCCGCA 10 10

S1014 TGTGGCCGAA 7 6

S1015 CTACAGCGAG 11 11

S1018 GGGCTAGTCA 8 6

S1019 GGCAGTTCTC 6 5

S1020 GGAAGGTGAG 6 4

S1021 GGCATCGGCT 6 5

S1022 AGCCGTTCAG 12 12

S1023 GGGTCCAAAG 7 6

S1025 GTCGTAGCGG 3 2

S1026 TGCCGCACTI 8 8

S1030 TCGGGGCATC 7 6

合计 Total 137 119

图 1 � 24个乌龟个体扩增的 3组典型 RAPD产物电泳图

Fig�1 � Electrophoretogram of 3 typical RAPD band patterns produced by

S1009, S1022 and S1026 primers with 24 individuals of C. reevesii
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� � 通过 RAPDistance 软件中的 NJTREE 构建了乌

龟24个个体之间相互关系的分支聚类图(图 2)。

从分支图可以看出, 24 个个体比较分散,主要聚成

了两个群体。样本 2、4、14、15、9、10聚集成一个群

体,其他 18个个体则聚成另一群体。在 18 个个体

聚成的群体里又分为几个小类群。由于实验材料采

集于湖北省的不同地区, 而个体的遗传距离较大, 表

明不同地区可能有不同的种群存在。目前至少说明

了这样一个事实,即乌龟种内的遗传差异较大。

图 2� 根据乌龟 24个个体的扩增结果构建的聚类图

Fig�2 � The phologenetic tree of the 24 individuals of C . reevesii

obtained by NJTREE analysis in RAPDistance program

3 � 讨论

遗传多样性代表物种种群之内和种群之间的遗

传结构的变异, 各个种群由于突变、自然选择或其他

原因,往往在遗传上不同。特别是龟类,由于地理隔

离,遗传的差异更大。对物种的遗传多样性及种群

结构进行研究, 是为了最大限度地维持种内的遗传

多样性水平,维持物种和种群的自然繁殖能力、进化

潜力, 确保种质资源的持续性利用。根据 RAPD 技

术分辨率高,能够迅速提供遗传分析中大量遗传标

记的特点, 遗传距离及聚类分析揭示了乌龟的遗传

变异水平。乌龟种群的平均遗传距离为 0�324 �
0�0631,即是说种群内个体的相似程度为 67�6%。
而多态位点的百分数为 86�9%。相对其他物种来
说,它的遗传变异水平是较高的。如中国对虾( Pe-

naeus chinensis )黄、渤海沿岸地理群的平均遗传距离

为 0�0941, 多态位点的百分数为 36�8% [ 5]
, Garcia

[ 6]

用 6个引物检测的南美白对虾( P�vannamei)的 4个

群体和家系, 测得的多态位点百分数是 58�75%。
鲮鱼的多态位点百分率为 35�7% [ 7]。罗非鱼种群

内个体间的相似率分别是尼罗罗非鱼为 0�730 �
0�12,莫桑比克罗非鱼为 0�78 � 0�12和奥利亚罗非
鱼为0�87 � 0�07[ 8]。吴平等[ 4]利用 12SrRNA基因片

段的序列分析研究亚洲淡水和陆生龟鳖类的系统发

生时,在 23种龟中检测到 4种龟有种内差异。而这

种差异大于许多动物12SrRNA序列的种间差异。这

些可能与地理隔离, 以及龟类的多父现象
[ 13� 17]

有

关。龟类动物的遗传变异水平较高, 有助于龟类动

物的生存与延续。龟类动物能够长久地在地球上生

活,可能与其能够维持种群内高水平遗传多样性有

一定的关系。

在 20个引物扩增的 RAPD图谱中,没有发现任

何两个个体拥有完全相同的图谱, 这表明 RAPD技

术具有良好的分辨率。通过对一些野生物种的监

测,可以评价自然灾害和人类实践干预对野生种质

资源所带来的遗传学变化,从而制定和采取相应的

管理和保护措施。本文对乌龟的遗传分析,为今后

其种群的种质保护, 合理开发利用以及选择育种提

供了基础数据。
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GENETIC DIVERSITY ANALYSIS OF CHINESE THREE-KEELED POND

TURTLE ( CHINEMYS REEVESII) BY RAPD

ZHU Xin-Ping1, 2 , DU He-Jun2, ZHOU Li1, LI Ming-You1 and GUI Jian-Fang1

( 1. Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Graduate school of the Chinese Academy of Sciences, Wuhan � 430072;

2. Pearl River Fisheries Research Institute , ChineseAcademy Fishery of Sciences, Guangzhou � 510380)

Abstract:Chinese three-keeled pond turtle ( Chinemys reevesii Gray) is a member of the family Emydidae and widely ranges in

southern China, especially in the regions of the lower and middle Yangtze River. It has high values for food, traditional Chinese

medicine and pet trade, and is one of the turtles for aquaculture in China. But the genetic background of Chinese three- keeled

pond turtle is still not very clear. In order to realize its population genetic structure and the diversity for the conservation of its

germ plasm and prevention of gene loss, genetic diversity analysis was carried out using RAPD-PCR technique.

In this paper, genet ic diversity of 24 individuals of Chinese three- keeled pond turtle from Hubei province was analyzed by

the random amplified polymorphicDNA (RAPD) technique, using 20 10-nucleotide-long primers. Twenty primers produced 3288

wel-l amplified DNA fragments with reproducible banding patterns and averaged 137 DNA fragments in one individual. 119 of 137

loci detected are polymorphic, amounting to 86. 9% . TheDNA fragments were from 0. 2kb to 3kb. The genetic distance between

two individuals was from 0. 168 to 0. 467. The average genetic distance was 0�324� 0�0631 among the 24 individuals. The phy-

logenetic tree of the 24 individuals was obtained by NJTREE analysis in theRAPDistance program and the 24 individuals were d-i

vided into several clusters and it indicated the turtlemaybe have two populations at least. In conclusion, genetic diversity of Ch-i

nese three- keeled pond turtle was high.

Key words:Chinese three-keeled pond turtle ( Chinemys reevesii ) ; Genetic diversity; RAPD analysis
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