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摘要　用 OPM组 20种碱基随机引物对采自海南洋浦的马氏珠母贝 (Pinctada martensii) 和解氏珠母贝

(P . chemmitri)天然群体进行 RAPD分析 ,其中 6种引物扩增有效。这 6种引物对马氏珠母贝和解氏珠母贝的总扩

增带数分别为 52条和 58条。每一引物的扩增带数为 3～ 16条 , 同一引物对两种贝类的扩增带数不同 ( OPM19除

外 ) ,对两贝类的扩增带型也有较大差异。群体内的各个个体 (实验个体为 10个 ) RAPD扩增带谱全部呈多态 ,表

明在同一群体中 , 各个体存在着明显的个体特征带。由于样品数量及引物数均少 , 2种贝类各自种群的共同特征

尚未能确定。
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中图法分类号　 Q173; S968. 316. 1

Abstract　 The 20 random primers of Group M made in Operon Company were applied to the ran-

dom amplified polymorphic DN A ( RAPD) analysis on natural individuals of Pinctada martensii

( Dunker ) and P. chemmitri Philippi from Yangpu Harbo r, Hainan Province, southern China.

Fif ty-two and fif ty-eight bands w ere amplified successfully by six of 20 primers to P. martensii and

P. chemmitri respectiv ely. Each primer amplified three to six teen bands. The number of bands am-

plified by the same primer ( except fo r OPM 19 primer) is di fferent in the two species, and thei r

type of bands is clearly dif ferent. All bands f rom individuals ( ten individuals in the t rial) of a

species are div erse. It is suggested that each individual in di fferent species has i ts ow n special bands.

The species-characteristic could no t be determined owing to less samples and primers.

Key words　 Pinctada martensii ( Dunker) , P. chemmitri Philippi , random amplified polymorphic

DN A ( RAPD) , genetic diversity

　　 DNA分子的多态性分析是进行基因组研究的基

础。1990年 Williams等建立了随机扩增多态 DN A

( random amplified polymo rphic DN A, RAPD) 技

术
[ 1, 2 ]

。因为 RAPD技术操作简单 , 能够快速提供许

多个体或基因型多个位点 DN A序列的基础性数据 ,

所以 , RAPD在动植物育种、种群遗传学及生物多样

性的研究中得到广泛应用 [3～ 5]。

　　马氏珠母贝 (也称合浦珠母贝 Pinctada martensii

Dunker) 与解氏珠母贝 (也称长耳珠母贝 Pinctada

chemmitri Phi lippi) 都属珍珠贝科 ( Preiidae) 珍珠贝

属 ( Pinctada) , 北部湾海域和海南沿海是这两种贝

类分布的主要区域。马氏珠母贝是我国生产海水珍珠
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的主要贝类。它与解氏珠母贝往往重叠分布 , 虽然在

外形、壳色等方面有较明显差异 ,但两者在分子遗传

结构的差异了解不多。

　　国内外有关贝类的研究多年来集中在基础研究

和遗传育种领域 , 在遗传标记方面 (包括蛋白质、同

工酶、 DN A序列等 )也开展过一些研究 ,如 1989年李

刚等对贝类蛋白质和同工酶座位的遗传变异进行了

分析
[6 ]

; 1994年 Patw ary等在双壳类动物首次应用

RAPD方法研究遗传多样性 , 其结果表明 RAPD技

术可以有效辨别扇贝中不同种群的 DN A频率
[ 7] ;

1998年刘必谦等把 RAPD技术应用于牡蛎遗传多样

性的分析
[8 ]

; 2000年我们对北部湾海域分布的马氏珠

母贝 3个天然种群和 1个人工养殖群体进行了 RAPD

分析。至于运用 RAPD技术来分析马氏珠母贝与解

氏珠母贝的遗传多样性 , 迄今未见报道。作为我国南

部沿海重要经济贝类的马氏珠母贝 ,自 60年代初即开

始人工繁殖 ,现已出现了种质资源的退化 ,所以对其

遗传多样性以及分子遗传标记的研究显得尤为紧迫。

本文对海南的马氏珠母贝与解氏珠母贝的基因组

DN A进行了 RAPD分析 , 初步探讨了建立两种贝类

遗传分子标记的可能性 ,以及这种标记在珠母贝种质

资源保护中的应用前景。

1　材料和方法

1. 1　实验材料

　　研究所用马氏珠母贝与解氏珠母贝均采自海南

洋浦港。取新鲜外套膜肌肉组织 , 用过滤海水洗净 ,

70%乙醇固定 , - 20°冷冻保存。

1. 2　试剂

　　蛋白酶 K为 M erk公司产品 , TaqDN A多聚酶

(以下简称 Taq酶 ) , dN TPs为 Pronega公司产品 ,其

他试剂购自华美公司和原平生物技术公司。

　　抽提裂解液: T ris-HCl 10 mmol, EDTA pH值

8. 0 200 mmol, SDS 0. 5% ; 电泳缓冲液母液 ( TAE,

25倍 ): T ris12. 2% , 冰醋酸 2. 8% ( v /v ) , EDTA ( 1

mol / L pH值 8. 0) 2. 5% ; PCR反应缓冲液 ( 10倍

buf fer): Tris-HCl 100 mmol /L ( pH值 8. 3) , KCl 500

mmol /L, Tri ton X-100 1. 0%。随机引物为 Operon公

司产品 , 表 1是 OPM组部分引物序列

1. 3　实验方法

1. 3. 1　基因组 DN A的制备

　　每个样称取 0. 1 g的外套膜组织 ( 70%乙醇冷冻

保存 ) , 用生理盐水洗涤数次。加入 1. 2 ml抽提裂解

液。捣碎组织 , 加入蛋白酶 K ( 10 g /L) 10μl, 50℃

消化 48 h, 用苯酚和氯仿按常规方法抽提 , 上清液经

RN Aase处理 , 用苯酚: 氯仿: 异戊醇 ( 25 24 1)再

抽提 ,水相加入 2倍体积无水乙醇和 0. 1倍体积醋酸钠

( 3 mol /L pH值 5. 2)沉淀 ,用适量 TE溶解 DN A, -

20℃保存备用。
表 1　 OPM组部分引物序列

Table 1　 The sequence of some primers in Group OPM

编号 No. primers 序列 Sequence ( 5’ - 3’ )

　 OPM-2 　 ACAACGCCTC

　 OPM-4 　 GGCGGTTGTC

　 OPM-8 　 TCTGTTCCCC

　 OPM-12 　 GGGAGGTTGG

　 OPM-17 　 TCAGTCCGGG

　 OPM-19 　 CCTTCAGGCA

1. 3. 2　 RAPD实验

　　 RAPD所用引物为 Operon公司的 M组引物 (简

称 OPM, 见表 1) , 每个引物长 10 mer。RAPD反应体

系参照 Williams[1 ]的方法 , 在优化反应条件时对 Mg-

Cl2、引物、模板 DN A和 Taq酶的浓度作了适当调整。

反应混液总体积 25 ul, 含 Tris-HCl 10 mmol /L ( pH

值 8. 3 ) , KCl 50 mmol /L, MgCl2 22. 5 mmol /L,

dN TPs 200 umol /L, 明胶 0. 001% ,引物 20 ng, DN A

模板 25 ng , Taq酶 1. 5单位 , 再加 30 ul石蜡油覆盖。

为防止试剂和操作过程中的外源模板污染 ,先将 10倍

buffer、 dN TP、 Taq酶和超纯水配成混合液 , 用 3%

DN AaseⅠ ( 0. 03 ug /ul) 在 37℃处理 30 min, 冷却 ,

93℃变性 10 min, 小管分装 , 再加入引物、 模板和石

蜡油。RAPD的 PCR反应过程共 47个循环: 预变性

94℃ 5 min; 每次循环包括 94℃变性 40 s, 37℃退火 50

s, 72℃延伸 90 s。最后 72℃保温 5 min。扩增产物用

1. 8%的琼脂糖凝胶电泳分离 (胶中含浓度为 0. 5 ug /

ml溴化乙锭 ) , 电泳检测 , 紫外透射仪观察并摄影。

2　结果与讨论

2. 1　从外套膜组织提取基因组 DNA

　　从 2种贝类外套膜组织提取的基因组 DN A经紫

外吸收测定 , A260 /A280比值均超过 1. 75, 表明基本

上没有蛋白质或酚类的污染。0. 8%琼脂糖凝胶电泳

结果显示 , DN A样品分子量都大于 50 kb, 无拖尾和

RN A分子污染。

2. 2　 RAPD技术的稳定性

　　建立适宜的 RAPD反应体系是得到稳定谱带的

关键。DNA模板的纯度和浓度、 MgCl2浓度、 退火温

度等因素都可以影响 RAPD的重复性 , 通过反复实

验我们建立了适宜的 RAPD反应体系 , 同一引物对

同一样品在相同的条件下多次扩增得到的谱带是一

致的。
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　　 RAPD技术也有自身的缺陷 , RAPD采用随机引

物 , 不具特异性 , 并且 PCR过程中退火温度低

( 37℃ ) ,因而反应具有高度的敏感性 ,实验条件的微

小变化都可能导致扩增结果的改变。所以一旦建立适

宜的 RAPD反应体系 , 重复实验时应严格遵守各个

条件 , 包括室内温度的控制。另外 , 影响 RAPD重复

性的一个重要因素是外源 DN A的污染 , 我们在进行

预备实验时 ,阴性对照中经常会出现 PCR扩增带。经

多次实验查明 , 其主要原因是 Taq酶中含有少量杂

质 DN A,偶而也因操作不慎或其它试剂造成污染。本

实验介绍了在 PCR反应之前用 DN AaseⅠ 进行处

理 ,可以保证阴性对照中不会出现 PCR扩增带 ,提高

了 RAPD的重复性。

2. 3　RAPD扩增带谱的种属特异性

　　以 Operon公司生产的 M组随机引物 (共 20种 )

对 2种贝类 RAPD扩增的电泳结果表明 , OPM2、 4、 8、

12、 17、 19对 2种贝类的扩增有效 (表 1) , 这些引物

对马氏珠母贝的总扩增带数为 52条 ,对解氏珠母贝为

58条 (表 2)。每一引物的扩增带数 3条～ 16条 ,同一引

物对 2种贝类的扩增带数一般不同 , ( OPM19除外 ) ,

这些都说明 2种贝类在基因组结构上存在着差异。尤

为重要的是 , 同一引物对 2种贝类 RAPD扩增的电泳

带型有着较大的差别 (图 1～ 图 4) , 这意味着在马氏

珠母贝和解氏珠母贝中建立 RAPD遗传分子标记的

可能性非常大。
表 2　各种引物对马氏珠母贝、解氏珠母贝 RAPD扩增的电泳

带数

Tabl e 2　 Electrophoretogrem bands from amplification of

DNA inP inctada martensii (Dunker) andP . chemmit ri Phil ip-

pi

O PM 2 OPM 4 OPM8 O PM12 O PM 17 OPM19
总带数

To tal bands

马氏珠母贝 12 3 16 9 5 7 52

P .Martensii

( Dunker)

解氏珠母贝 9 15 11 8 8 7 58

P . chemmitri

Philippi

2. 4　马氏珠母贝和解氏珠母贝 RAPD带谱的个体

特征与群体特征

　　 2种贝类的不同个体存在着明显的个体特异性

带 (图 1～ 图 4)。上述有效引物 O PM 2、 4、 8、 12、 17、

19在 2种贝类种群内的 RAPD扩增带谱全部呈多

态 ,即群体内的各个个体 (本实验为 10个 )不是产

　　图 1　引物 OPM-2对马氏珠母贝群体不同个体的 RAPD

电泳图谱

　　 Fig. 1　 Electrophoretog ram of RAPD from ten individuals

of Pinctada martensii using primer OPM-2.

M: λ/EcoRI+ HindIII

　　图 2　引物 OPM-8对马氏珠母贝群体不同个体的 RAPD

电泳图谱

　　 Fig. 2　 Electrophoretog ram of RAPD from ten individuals

of Pinctada　martensii using primer OPM-8.

M: λ/EcoRI+ HindⅢ

　　图 3　引物 OPM-2对解氏珠母贝群体不同个体的 RAPD

电泳图谱

　　 Fig. 3　 Electrophoretog ram of RAPD from ten individuals

of Pinctada chemmitri using primer OPM-2.

M: λ/EcoRI+ HindⅢ

生相同的带谱。这一点与鱼类中的 RAPD扩增带谱

不同 ,鱼类种群内各个个体的扩增带谱呈单态的比例

有时会达到 30% ～ 40% 。这些呈多态性的 RAPD扩

增带谱直接反映了种群内个体基因组的变异 ,为研究
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　　图 4　引物 OPM-8对解氏珠母贝群体不同个体的 RAPD

电泳图谱

　　 Fig. 4　 Electrophor etog ram o f RAPD from ten individuals

of Pinctada chemmitri using primer OPM-8.

M: λ/EcoRI+ HindⅢ

这两种贝类的遗传变异、遗传多样性及它们各自的群
体遗传结构提供了有力的依据。另外 , 由于本实验的

样品数量以及有效扩增的引物数都较少 , 关于 2种贝

类的群体特征带 (由某特定引物扩增的 RAPD带谱

都具有该种贝类的共同特征 ,即一个种的不同个体共

有的标记带或主带 )还不能获得明确的说明 ,基于各

个个体的 RAPD扩增带谱不同 , 可以肯定两种贝类

具有各自的群体特征带 ,而群体特征带的确定有待于

更进一步的工作。
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3　小结

　　本文通过分批补料培养、保持质粒的稳定性来进

行 3 000 L发酵罐中的高密度培养 , 获得了稳定的结

果 , 一般可得 OD600在 25左右 , 酶活力 600 U ml
- 1

～

700 U ml- 1。但与其它大肠杆菌在小型发酵罐中高

密度培养常获得 OD600在 100左右相比 ,还有相当大的

潜力 , 有待于进一步研究。
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