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高体 Rhodeus ocellatus ( Kner )属鲤科( Cypr inidae) 亚科 ( Acheilognat hinae) 属 ( Rhodeus ) ,

主要分布于黑龙江、辽河、黄河、长江、珠江、沅江、澜沧江等水系。由于分布区域广泛, 并有一定的形态

差异,所以曾被当作许多不同的种类被发表, 但在中国动物志中都被作为同物异名处理[ 1]。目前高体

形态变异和地理种群的遗传分化等方面均缺乏系统研究。本文使用经过筛选的 21 个引物对四个不

同地区的高体 的基因组进行 RAPD扩增,并对扩增的结果使用相应软件进行分析,从而初步探讨高

体 的遗传多样性现状以及我国淡水鱼类的地理分化问题。

1 � 材料与方法

用于 RAPD 分析的高体 的样本由中国科学院水生生物研究所鱼类学研究室分类组提供,分别

采自辽宁(辽河水系, 3尾)、广西阳朔(珠江水系, 3 尾)、云南昆明(长江上游, 2 尾)和湖北武汉(长江中

游, 2 尾)。

采用常规方法提取基因组 DNA,并进行 RAPD 扩增, 方法描述见王剑伟等[ 2]。所用引物为 Sangon

公司生产,引物序列见表 1;扩增产物用琼脂糖凝胶电泳和溴化乙锭染色后置于紫外透射检测仪观察照

相记录。数据处理包括:统计出各引物在不同样本中扩增条带并编成数据矩阵;用 Shannon 信息指数计

算种群遗传多样性; 利用 RAPDPLOT 软件计算各样本之间的遗传距离 ( d= 1- S) , S= NAB/ ( NA+

NB) , S 为 A、B 两样本间的相似率, NAB 为 A、B 两样本共有的条带数, NA、NB 分别为 A、B 两样本各自

的条带数; 用 PHYLIP 3. 5C 中的 Neighbor - Jo ining 命令分析结果并画出无根树 ( Unrooted tree )。
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2 � 结果

2. 1 � RAPD引物序列及扩增结果

使用了 28 个引物, 经过筛选,除去 3 个没有扩增产物的引物和 4 个扩增条带不甚清晰的引物, 最后

选取了 21 个引物( S- 01至 S- 21, 表 1) ,并得到了 110条确实可靠的条带(表 2)。

表 1 � 21个引物的DNA 序列及其扩增效果

T ab. 1 � Prim ers an d their amplified ef ficien cy

引物 序列 扩增效果 引物 序列 扩增效果 引物 序列 扩增效果

Primer Sequences Ef ficiency Primer Sequences Ef ficiency Primer S equences Eff iciency

S- 01 GGCACGTAAG + + S- 08 TCCCACGCAA + + S- 15 GTGACAGGCT + +

S- 02 ACGTAGCGTC + - S- 09 T CAGAGCGCC + + S- 16 AAGAGAGGGG + +

S- 03 AAGTCCGCTC + + S- 10 GACAGGAGGT + + S- 17 AGGTTGCAGG + +

S- 04 CCCAGTCACT + - S- 11 CAGTGCTGT G + - S- 18 AGCCTGAGCC + +

S- 05 CCACGGGAAG + + S- 12 TGGCGTCCT T + + S- 19 ACCACCCACC + -

S- 06 CAGCACTGAC + + S- 13 ACACACGCTG + - S- 20 GAGTGGTGAC + +

S- 07 CCTCCAGTGT + + S- 14 ACCGCCT GCT + + S- 21 T GGTGGACCA + +

� � + + ,扩增条带多而清晰, Excellent amplificat ion, w ith many dist inct and intense bands

+ - ,扩增条带少但清晰, Good amplif icat ion, w ith a few distinct bands

表 2 � 21个引物在不同地区的高体 样本中的扩增

Tab. 2 � Data mat rix of RAPD analysis for samples from 4 dif ferent areas

Liaoning- 1 101100001 1111 000011111 111 01110111 1110 111111 1110 1111111 01001

Liaoning- 2 101110100 1111 001111111 111 01110111 1110 111111 1110 1111111 01001

Liaoning- 3 101101000 1111 001111101 111 01110111 1110 101111 1110 1111111 01000

Yangshuo- 1 111100011 1111 111011111 101 11111111 1111 111011 1111 1111111 01011

Yangshuo- 2 111101001 1111 011011100 101 01111111 1111 111011 1111 1111111 01011

Yangshuo- 3 111100001 1111 011011110 101 01111111 1111 111011 1111 1111111 01011

Kunming- 1 101100001 1111 011001100 110 01110111 1110 101100 1110 1111111 01001

Kunming- 2 101100001 1111 011001101 110 01110111 1110 111100 1110 1111111 01001

Wuhan- 1 101100001 1111 001111101 110 01110111 1110 101101 1110 1111111 10101

Wuhan- 2 101101001 1111 001111101 110 01110111 1110 111111 1110 1111111 01001

Wuhan- 3 101100001 1111 001111101 110 01110111 1110 111111 1110 1111111 01001

Liaoning- 1 111 1111 001 11111 01111 11111 1111 111111 111 1110110 110101

Liaoning- 2 111 1111 001 11111 01111 11111 1111 111111 111 1110110 101101

Liaoning- 3 111 1111 011 11111 01111 11111 1111 111111 111 1110110 101101

Yangshou- 1 111 1111 111 11111 11111 11111 1111 111111 111 1110111 101101

Yangshou- 2 111 1111 111 11111 11111 11111 1111 111111 111 1110111 100101

Yangshou- 3 111 1111 111 11111 11111 11111 1111 111111 111 1110111 101111

Kunming- 1 111 1111 101 11111 01111 11111 1111 111111 001 1101011 101111

Kunming- 2 111 0111 101 11111 10111 11111 1111 111101 001 1101011 101111

Wuhan- 1 111 1111 011 11111 01011 11111 1111 111111 110 1000111 111101

Wuhan- 2 111 1011 011 11111 01011 11111 1111 111111 111 0100111 101101

Wuhan- 3 111 1111 011 11111 01011 11111 1111 111111 111 1100111 110101

� � 0代表在相对位置无带 0= band absent ; 1代表在相对位置有带 1= band present。

- 1、- 2、- 3分别代表同一地区不同样本, - 1、- 2、- 3 indicate diff erent sam ples f rom th e same area. 不同的组合

代表不同的引物 Numbers are grouped according to primers.
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2. 2 � 利用 Shannon信息指数计算高体 种群的遗传多样性

参照恽锐等
[ 3]
的方法, 用 Shannon 信息指数计算种群的遗传多样性: h= - � Pilog2 ,式中为 Pi某位点

的表型频率, 包括有带个体的频率和无带个体的频率; h 为该位点的表型多样性, 表示个体在该位点上

出现� 有带�或� 无带�的不确定性;其平均值即为群体的遗传多样性。计算结果表明,高体 种群平均

每个位点的多样性指数为 0. 1527,由此可以看出高体 种群内的遗传多样性较低,种群分化不大。

2. 3 � 不同地区高体 样本间的遗传距离

扩增条带在地区内的差异很小,来自同一地区的鱼类样本在相同引物下条带基本一致, 但不同地区

的样本之间略有差异。通过 RAPDPLOT 软件以公式 d= 1- S 可以计算出 11 个样本间的遗传距离(表

3)。

表 3 � 不同地区的 11个高体 样本间的遗传距离( d= 1- S)

T ab. 3 � Genet ic distances among 11 samples from 4 different areas ( d= 1- S)

11samples Liaoning Yangshou Kunming Wuhan

Liaoning- 1 0. 0000 0. 0395 0. 0575 0. 0968 0. 0939 0. 0929 0. 1124 0. 1243 0. 0930 0. 0751 0. 0460

Liaoning- 2 0. 0000 0. 0395 0. 1005 0. 1087 0. 0968 0. 1163 0. 1279 0. 0971 0. 0682 0. 0621

Liaoning- 3 0. 0000 0. 1075 0. 0939 0. 1038 0. 1124 0. 1361 0. 0814 0. 0520 0. 0575

Yangshou- 1 0. 0000 0. 0363 0. 0256 0. 1381 0. 1381 0. 1413 0. 1135 0. 1075

Yangshou- 2 0. 0000 0. 0211 0. 1250 0. 1364 0. 1397 0. 1000 0. 0939

Yangshou- 3 0. 0000 0. 1124 0. 1236 0. 1381 0. 1099 0. 1038

Kunming- 1 0. 0000 0. 0366 0. 1138 0. 1071 0. 1006

Kunming- 2 0. 0000 0. 1377 0. 1190 0. 1124

Wuhan- 1 0. 0000 0. 0643 0. 0465

Wuhan- 2 0. 0000 0. 0289

Wuhan- 3 0. 0000

� � 从遗传距离表(表 3)可以看出遗传距离最小的是辽宁之间的样本( 0. 0395) , 最大的是阳朔和武汉之

间的样本( 0. 1413) , 另外, Liaoning- 1 与Wuhan- 3 的遗传距离 ( 0. 0460)小于其与 Liaoning- 3 的遗传

距离( 0. 0575)。

2. 4 � 高体 样本相互关系无根树

将 RAPDPLOT 软件分析所得样本间遗传距离输入计算机, 利用 PHYLIP 3. 5C 中的 Neighbor-

Joining命令分析得出 11 个样本之间的相互关系,用无根树来表示(图 1)。

从各样本之间的无根树可看出,来自同一地区的样本之间的遗传距离较小并且它们在无根树中聚

在一起,因此可以得出结论: 来自同一地区的样本是属于同一种群的。同样, 还可看出,与长江上游的样

本相似性最高的并不是长江中游的样本,而是珠江水系的样本; 此外, 辽河水系的样本与长江中游的样

本却具有极高的相似性。由此可以认为长江中、上游之间的种群发生了分化。

3 � 讨论

3. 1 � 关于高体 的遗传多样性

利用 Shannon 信息指数计算得出多样性指数为 0. 1527, 这表明高体 的遗传多样性较低, 种群分

化不大。王剑伟等通过对野生和近交稀有 鲫遗传多样性的研究发现四川汉源县大渡河水系、四川灌

县岷江水系、四川彭县沱江水系 3 个地理群的 Shannon 遗传多样性指数分别为 0. 3235、0. 3075 和

0. 2911, 这说明野生种群有较大遗传多样性,其遗传分化是明显的[ 2]。高体 的遗传多样性偏低, 有

可能是高体 特殊的繁殖习性导致其演化、变异受局限从而造成遗传多样性不显著。当然, 也不排除
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图 1 � 高体 11个样本的遗传距离无根树

Fig. 1 � Unrooted tree for 11samples of R . ocellatus based on genetic distance

有可能是实验样本及引物较少所造成的实验误差; 因此,数据还有待于进一步积累。

3. 2 � 关于高体 的地理分化

从无根树(图 1)可看出, 来自同一地区的样本在无根树上聚在一起, 并且四个地区的情况均是如

此,由此可以认为同一地区种群分化很小。但是, 长江上、中游之间的鱼类样本有一定差异, 显示出有分

化发生。刘焕章[ 4]利用 PAE 法对东亚淡水鱼类生物地理学过程进行研究认为: 长江上、中、下游之间的

鱼类有一定分化。本文的结果同这一观点吻合。李思发等[ 5]通过对黑龙江、长江、珠江的鲢、鳙、草鱼进

行同工酶研究发现,黑龙江水系的样本与长江、珠江水系的样本遗传相似度小、遗传距离大; 长江水系与

珠江水系的样本遗传相似度大、遗传距离小。他们认为可能是由于黑龙江水系是边缘群体, 其生态遗传

有别于长江、珠江水系的中央群体。此外, 李思忠、方芳[ 6]通过对四大家鱼的研究认为珠江流域的四大

家鱼是由长江扩散而来的。但从本文以高体 作为实验材料得出的结果来看 ,长江上游与中游之间

有分化事件发生;长江中游与辽河水系具较近的亲缘关系, 它们有着密切的交流 ,而长江上游与珠江水

系的亲缘关系较近。长江上游同珠江流域之间的特殊联系在其他物种中也有体现[ 7]。长江中游与辽河

水系的样本有较近的亲缘关系,可能是第四纪冰期它们之间有交流。
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