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摘要 : RAPD技术的实验结果很容易因实验条件和反应参数的不同而造成差异。为了建立能通用的草鱼基因组多

态性分析 RAPD分子标记体系, 需要利用 RAPD位点按照孟德尔共显性规律遗传的特点,用不同遗传背景的材料对

多态性的 RAPD位点进行统计遗传学比较分析以判断其真实性。为此, 本实验选择具有遗传多态性的湘江流域草

鱼群体和经连续两代人工诱导雌核发育获得的雌核发育草鱼品系, 对一些可能作为草鱼基因组 DNA分子标记的

RAPD位点进行了遗传学比较分析。所用的 10 条多态性随机引物共检测到 30 个多态性 RAPD位点。两个不同遗

传背景群体的遗传统计对比分析结果表明:这 30 个多态位性位点在湘江流域草鱼群体和雌核发育草鱼群体中的

分布符合孟德尔遗传规律, 可以作为草鱼基因组 DNA分析的可靠分子标记。本实验的观察结果还表明:在人工诱

导雌核发育过程中,存在 RAPD位点的快速丢失现象, 两次人工诱导雌核发育过程中共丢失了 17 个多态性位点。

因此 ,加强对自然水体中草鱼种质资源多样性的保护和利用各种现代生物学技术纯化、筛选和组合优良性状基因,

是草鱼遗传育种中同样重要和不可或缺的两个方面。
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  草鱼( Ctenopharyngodon idellus )具有生长快、养殖

成本低等优点,是中国淡水养殖渔业中最重要的养殖

鱼类之一。近年来,由于亲鱼选择的盲目性及人工近

亲繁殖,在养殖过程中已导致种群出现明显退化和人

工养殖草鱼病害严重的现象。自然界的草鱼种群则

由于环境的污染和改变,导致了数量的明显下降和种

质资源的破坏。为了有效地保护和利用这一特有的

淡水鱼类资源,高效培育出具有优良经济性状的草鱼

养殖品系,需要开发和利用各种分子遗传标记,在分

子水平上建立草鱼基因组的遗传标记体系。

Random Amplified Polymorphism DNA ( RAPD) 即

DNA随机扩增多态性分子标记技术
[ 1, 2]

, 是建立在

聚合酶链式反应( PCR)基础之上,用寡聚核苷酸为

引物, 通过专门的PCR反应扩增获得长度不同的多

态性 DNA片断的基因组分析技术。该技术因其简

单易行,覆盖的基因组范围广,无放射性,周期短, 引

物无种族特异性等优点
[ 3]
而已被广泛地应用于种质

资源鉴定[ 4, 5]、系统发育学[ 6, 7]、遗传图谱构建[ 8]以

及其他领域的研究[ 9, 10]。RAPD技术已经较多地应

用于草鱼基因组 DNA的分析[ 11) 14]。薛国雄等对三

江水系的草鱼种群进行了 RAPD分析
[ 12]

; 陈金辉等

对湘江流域草鱼及一代有丝雌核发育草鱼和连续两

代极体-有丝雌核发育草鱼进行了遗传分析[ 13]。但

由于RAPD技术很容易因实验条件和反应参数的不

同而造成差异,为了建立能通用的草鱼基因组多态

性分析的 RAPD分子标记体系,作者利用具有较高

遗传多态性的湘江流域草鱼群体筛选出了 31条多

态性随机引物和 93个重复性好、分辨率高的多态性

位点[ 14]。但这些筛选出的 RAPD分子标记的真实

性仍需要用不同遗传背景的材料进行对比分析和检

验才能确定。

Williams等创立 RAPD 技术在研究其可靠性

时[ 15]证明了 RAPD标记符合孟德尔遗传规律,属于共

显性遗传。因此,鉴定草鱼基因组 RAPD分子标记的

真实性可以根据所得到的 RAPD扩增位点是否符合

共显性的孟德尔遗传规律来进行判定。为此,作者选
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择了具有遗传多态性的湘江流域草鱼群体和来源清

楚、遗传背景一致的雌核发育草鱼群体为实验对象,

对一些可能作为草鱼基因组 DNA分子标记的 RAPD

位点进行了遗传学比较分析, 以草鱼的遗传育种、品

系的遗传分析以及群体的多态性分析筛选出真实可

靠的RAPD分子标记体系。同时也对人工诱导雌核

发育过程中草鱼群体中基因位点的丢失速度和频率

这一遗传育种中的重要问题进行了分析。

1  材料和方法

1. 1  材料及来源  湘江流域正常两性生殖草鱼群

体总数为 36尾,其中 11尾由长沙国家鱼类原种场

提供,其他 25尾分多次从长沙各不同的农贸市场随

机采取。29尾人工雌核发育草鱼[ 16) 18]材料系随机

取自本实验室经连续两代人工诱导雌核发育和抑制

其第二极体的排出所得到的极体型雌核发育草鱼群

体,称为极体雌核- 2群体。前一个群体因其具有

的遗传多样性, 便于检测和确定草鱼基因组 DNA 中

的多态性 RAPD位点;后一群体则因其来源清楚、遗

传背景一致和纯合度较高而便于判断多态性 RAPD

位点的真实性。本实验选择剪取草鱼的幼嫩尾鳍作

为分析样品。每尾鱼的样品用灭菌双蒸水漂洗两次

后装入 1. 5mL 的离心管中, 标号, 放入液氮中快速

冷冻 5min 左右, 然后保存于- 80 e 冰箱, 作为提取

基因组DNA的材料。

1. 2  基因组 DNA的提取  两个群体的尾鳍样品,采

用酚/氯仿法, 稍做修改后提取基因组 DNA。提取时

蛋白酶K消化过夜, 酚/氯仿抽提, NaCl、无水乙醇沉

淀,灭菌去离子水溶解。通过 Eppendorf 公司的 Bio-

Photometer测定提取的基因组 DNA 的紫外光吸收光

度值以检测 DNA 的浓度和纯度, 经琼脂糖电泳检测

DNA的完整性以评估所提取的基因组 DNA能否用于

PCR扩增反应,符合要求的 DNA于4 e 保存备用。

1. 3  RAPD反应仪器及试剂  PCR扩增仪为美国
Applied Biosystems 公司生产的 GeneAmp PCR Sys-

tem2700热循环仪。RAPD扩增引物购自上海生工

生物工程技术服务有限公司( Sangon) , Taq 酶、dNTP

以及 PCR反应 Buffer 购自华美生物工程公司( Sino-

American Biotechnology company)。

1. 4  多态性引物及 PCR 反应条件  所用 10 条多

态性引物选自陈金辉、黄明敏等所筛选出的多态性

引物[ 13) 14] ,分别为 S8、S14、S31、S64、S66、S69、S115、

S326、S331、S333。反应条件也是采用陈、黄等已优

化的条件[ 13 ) 14] , 所得到的结果用凝胶成像系统扫

描,并保存扫描结果供最后分析。

1. 5 RAPD位点的遗传分析 将所检测到的每一个具
有多态性的扩增片段作为一个位点进行分析[ 19) 20]。

由于RAPD方法所检测到的真实位点在群体中的分布

必须符合孟德尔遗传规律,而且为共显性遗传, 因此,

在本实验中以此作为标准,根据卡平方公式

X
2
= E [ (实得数- 预期数) 2/ 预期数]

对两个不同遗传背景草鱼群体中的遗传统计分析来

判断真实的 RAPD多态性位点和确定哪些扩增片段

可作为分子标记。为了描述的方便, 本实验将每一

个位点上能扩增出 DNA 片段的等位基因称为野生

型,而不能扩增出 DNA片段的等位基因称突变型。

2  结果

2. 1  两个不同遗传背景群体中所检测到的多态性
RAPD位点

所选择的 10条随机引物在草鱼基因组 DNA上

都能扩增出重复性好, 群体特征性明显且具多态性

的电泳条带 (图 1)。单条引物检测到的位点数在

8 ) 14之间, PCR扩增的片段长度介于 300 ) 2300bp

之间。每条引物在两个群体中检测到的平均位点数

分别为 11. 5、9. 6。10条引物共检测到了 117个位

点(表 1)。湘江流域普通草鱼群体共检测到的总位

点数为 115个。极体雌核- 2群体检测到的总位点

数为96个, 但其中有两个位点是在湘江流域群体中

没有检测到的位点。

表 1  10条 RAPD多态性引物在两个群体中所检测到的总位点数

及多态位点数

Tab. 1  Detected number of loci and polymorphic loci of the two grass

carp groups using 10 RAPD primers

引物编号

Primers

检测的位点数

Detected loci

XJ MG-2

检测的多态性位点数

Detected polymorphic loci

XJ MG-2

S8:GTCCACACGG 12 10 4 3

S14: TCCGCTCTGG 14 10 5 3

S31: CAATCGCCGT 11 8 3 0

S64: CCGCATCTAC 13 10 3 0

S66: GAACGGACTC 12 11 2 1

S69: CTCACCGTCC 10 9 2 1

S115:AATGGCGCAG 12 10 2 1

S326:GTGCCGTTCA 10 8 3 1

S331: CTCAGTCGCA 11 10 4 3

S333:GACTAAGCCC 10 10 2 0

总位点数(Total ) 115 96 30 13

  注: XJ指湘江流域草鱼群体,MG-2指极体雌核- 2草鱼群体(下同)。

Note:XJ represents Xiangjiang River grass carp group, MG-2 representsMeio-

2 grass carp group 2.
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图 1  随机引物 S14和 S115在湘江流域草鱼群体和极体雌核- 2草鱼群体中的扩增产物电泳图谱

Fig. 1  Electrophoretic patterns of the products amplified by random primer S14 and S115 in Xiangjiang group

and meio-gynogenet ic-2 group of grass carp

A:引物 S14在湘江流域群体中的扩增产物; A: The products amplified by random primer S14 in Xiangjiang group; B:引物 S14在极体雌核- 2群体中

的扩增产物; B: The products amplified by random primer S14 in meio-gynogenetic-2 group; C:引物 S115在湘江流域群体中的扩增产物; C: The products

amplified by random primer S115 in Xiangjiang group; D:引物 S115在极体雌核- 2群体中的扩增产物; D: The products amplified by random primer S115

in meio-gynogenetic-2 group. M为Marker DNA,数字(1 ) 14)表示样品编号;湘江流域群体中检测到的各个多态性位点在极体雌核- 2群体中有

的丢失( S14-5、S14-7、S115-2) ,有的仍然在杂合状态( S14-8、S14-10、S14-13) , 一个位点为野生型纯合状态 ( S115-5)。M represents DNA marker,

the numerals(one to fourteen) represent the number of samples. In meio-gynogenetic-2 group, some of the polymorphic loci identified in the Xiangjiang group

    have been lost (S14-5、S14-7、S115-2) , some are still in heterozygous state (S14-8、S14-10、S14-13) , one is in wild homozygous state (S115-5) .

2. 2  30个多态性位点在两个群体中的分布

在湘江流域普通草鱼群体和极体雌核- 2群体

中检测到的多态性位点数分别为 30、13。湘江流域

群体中检测到的多态性位点占总位点数的25. 64% ;

极体雌核- 2群体检测到的多态性位点占总位点数

的11. 11%。30个多态性位点在两个群体中的分布

情况见表 2。

表 2  30个多态性位点在两个群体中的分布

Tab. 2  Distribut ion of 30 polymorphic loci in the two

groups of grass carp

Polymorphic

loci*

XJ

野生型

Wild

突变型

Mutant

MG-2

野生型

Wild

突变型

Mutant

P值**

P value

S8- 1+ 17 19 0 29

S8- 2 21 15 29 0

S8- 3 15 21 29 0

S8- 7 30 6 29 0

S14- 5+ 6 30 0 29

S14- 7+ 6 30 0 29

S14- 8 16 20 18 11 0. 1936

S14- 10 19 17 13 16 0. 5775

S14- 13 11 25 17 12 0. 3532

S31- 4+ 17 19 0 29

S31- 5+ 21 15 0 29

续表

Polymorphic

loci*

XJ

野生型

Wild

突变型

Mutant

MG-2

野生型

Wild

突变型

Mutant

P 值**

P value

S31- 8+ 9 27 0 29

S64- 2+ 14 22 0 29

S64- 5+ 4 32 0 29

S64- 7+ 12 24 0 29

S66- 5+ 12 24 0 29

S66- 12 27 9 29 0

S69- 3+ 9 27 0 29

S69- 6 15 21 17 12 0. 3532

S115- 2+ 5 31 0 29

S115- 5 29 7 29 0

S326- 5+ 26 10 0 29

S326- 9+ 18 18 0 29

S326- 10 32 4 16 13 0. 5775

S331- 2 27 9 29 0

S331- 5+ 25 11 0 29

S331- 8 21 15 12 17 0. 3532

S331- 9 21 15 16 13 0. 5775

S333- 2+ 21 15 0 29

S333- 5+ 12 24 0 29

  * 指电泳图谱从负极到正极方向的多态性位点序号; ** 指按符合1B1

预期时所得的 P值; + 指雌核发育过程中已丢失的多态性位点。

* The number of polymorphic loci on the map of electrophoresis from

negative to positive. ** P value accord with the 1B1 expected ratio,

+ represents the lost ploymorphic loci during the process of gynogenesis.
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  30个多态性位点在极体雌核- 2群体中的对应

位点上有三种不同的表现情况(图 1) : ( 1)在极体雌

核- 2群体的所有个体中都能检测到的野生型,共 6

个位点。( 2)在极体雌核- 2群体的所有个体中都

不能检测到的突变型, 共 17个位点。( 3)在极体雌

核- 2群体中野生型和突变型以一定的比例存在的

杂合型, 共 7个位点。为了检测第三种情况位点的

真实性,用卡平方公式对其进行了统计分析, 以 1B1

分离的预期为标准进行计算所得到的 P 值列于表 2

中。这 7个多态性位点在极体雌核-2 群体中的 P

值介于0. 1936和 0. 5775之间。

2. 3  RAPD位点的丢失

两个群体的多态性位点的统计数据也表明, 在

人工诱导雌核发育的过程中存在 RAPD位点的快速

丢失现象。湘江流域普通草鱼中本实验所用的 10

条引物可检测到 30个多态性位点,经过两次人工诱

导雌核发育所得到的极体雌核- 2群体中只能检测

到13个多态性位点,丢失了17个, 分别为S8-1、S14-

5、S14-7、S31-4、S31-5、S31-8、S64-2、S64-5、S64-7、S66-

5、S69-3、S115-2、S326-5、S326-9、S331-5、S333-2、S333-

5, 丢失的位点数占总位点数的14153%, 占总多态性
位点数的56. 67%。

3  讨论

3. 1  30个 RAPD多态性位点的真实性

RAPD位点上等位基因的分离是以孟德尔方式

遗传和共显性的。为了筛选出可用于草鱼基因组分

析的可靠RAPD分子标记, 以孟德尔共显性分离规

律为判断标准, 对这 30个 RAPD多态性位点在极体

雌核- 2群体中存在的三种情况进行了遗传分析。

第一和第二种情况显然是符合 1B1分离规律
的。因为在人工诱导雌核发育时,当所选择的母本

个体中被检测分析的位点是野生型纯合状态时, 所

得到的雌核发育群体中的所有个体上就都能检测到

这些位点; 而当人工选择的母本个体中被检测分析

的位点是缺失型的纯合体时, 所得到的雌核发育群

体中所有的个体就都完全检测不到这些位点。所

以,以这两种情况在雌核发育草鱼群体中出现的 23

个多态性位点是符合孟德尔遗传规律的真实位点,

可以作为草鱼基因组分析的分子标记。

在雌核发育草鱼群体中所检测到的第三种位点

是在群体水平上的杂合位点。在雌核发育草鱼群体

中导致出现第三种情况 RAPD 位点的可能性有两

种。第一种是原来所选择的亲本个体是杂合状态

的,因人工诱导雌核发育使两个不同的等位基因按

1B1分离, 经染色体加倍处理后所得到的个体是基
因纯合型的。因此, 两个不同的等位基因在雌核发

育群体中将以一定的比例出现。第二种可能性是所

检测到的电泳条带不是基因组上的真实位点;则这

种条带在群体中的分布不会按孟德尔共显性遗传规

律以1B1的比例出现。对本实验在极体雌核- 2群

体中所检测到的 7个杂合型位点进行的卡平方分析

结果表明, 其符合 1B1预期的 P 值均在011936与
0. 5775之间。按照统计遗传学的判断标准,当 P 值

大于 0. 05时, 则预先推测的分布规律符合科学依

据[ 21]。因此, 这7个 RAPD多态性位点的分布也是

符合孟德尔遗传规律的真实位点, 可以作为草鱼基

因组DNA分析的分子标记。

3. 2  人工诱导雌核发育的过程会发生 RAPD位点

的快速丢失

本实验所得到的湘江流域草鱼群体, 连续两代

极体型人工诱导雌核发育草鱼群体中遗传分析数据

也表明: 湘江流域普通草鱼群体的多态位点多于极

体雌核- 2群体; 就各群体中多态位点数占群体内

为点位总数比例来说, 湘江流域普通草鱼群体内的

多态位点比例为 26. 09% ,大于极体雌核- 2群体内

的多态位点比例( 13. 54%)。说明在人工诱导雌核

发育过程中存在 RAPD 多态性位点的快速丢失现

象。本实验的结果表明,经过连续两代人工诱导后,

30个多态性位点就丢失了 17个。RAPD位点的丢失

是基因纯化和人工选择双重作用造成的。由于部分

RAPD位点在湘江流域野生草鱼群体某些个体的一个

或两个基因组中缺失,在人工诱导雌核发育过程中这

些位点被纯化后,当人工选择的母本是缺失这些位点

的个体时,所得到的雌核发育群体中就会完全缺失这

些位点。大量等位基因的丢失将导致草鱼群体适应

不同生存环境的能力下降;从而可能使种群在某些环

境条件和因子改变时因无法适应而面临灭绝的危险。

因此,在用人工诱导雌核发育技术进行草鱼人工育种

的同时,还应该重视野生草鱼群体种质资源的多样

性,使野生草鱼能更好的繁衍生存下去和为进行遗传

育种提供更多的遗传性状选择。因此, 加强对自然水

体中草鱼种质资源多样性的保护,以及利用各种现代

生物学技术,筛选和组合优良性状基因, 以培育出新

的抗病力强的草鱼品系,都是草鱼遗传育种中必须同

样重视和不可或缺的两个内容。

3. 3  关于极体雌核- 2群体中的杂合型 RAPD位点

在连续两代人工诱导极体型雌核发育的草鱼群
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体中,笔者在 30个 RAPD多态性位点中仍然检测到

了7个在群体水平上是杂合型的位点。这些杂合位

点表明第一代人工诱导的极体型雌核发育草鱼不仅

在群体水平上, 而且在个体水平上也仍然存在一定

程度的杂合性。原因是由于卵子在减数分裂时存在

一定程度的染色体交换, 因此人工诱导雌核发育后

抑制第二极体排出所得到的第一代雌核发育二倍体

的两套染色体虽然是姐妹染色体,但由于其中一条

上的某些片段与同源染色体发生了交换, 另一条上

的相应片段没有发生交换, 从而导致这两条染色体

上有一些基因座位上不是纯合的。经第二次人工诱

导雌核发育所得到的极体雌核- 2群体中检测到的

群体水平的杂合 RAPD位点是否在个体水平上已经

全部纯合,尚需要进一步的分析来确定。
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GENETIC ANALYSIS ON SOME RAPD LOCI FOR IDENTIFICATION OF

MOLECULAR MARKERS IN GRASS CARP GENOMIC DNA

LIU Zheng-Hua, CHEN Jin-Hui, HUANG Ming-Min, ZHENG Kang and LUO Chen

( Institute of Biology, Hunan Normal University , Changsha 410081)

Abstract:The products amplified by Random Amplified Polymorphism DNA( RAPD) techniques are always variable in different

experiments. In order to establish a universal RAPDmolecular marker system for grass carp genomic DNA polymorphism analysis,

selected polymorphism RAPD loci should be checked by using different strains with distinct genetic backgrounds according to the

law of Mendelian genetics. In this experiment, some polymorphic RAPD loci that could be employed as molecular markers for grass

carp genomic DNA analysis have been examined by comparatively analyzing the genomes of theXiangjiang River grass carp group

(Xiangjiang group) and a two-generation artificial induced meio-gynogenetic grass carp group(meio-gynogenetic- 2 group) . The

Xiangjiang group can provide dist inct genet ic backgrounds samples andmay include all the genotype of grass carp, while the meio-

gynogenetic-2 group can provide clear genetic background samples. The different characterizations of the two groups can help

identify the polymorphic RAPD loci in grass carp. Total 36 individuals of the Xiangjiang group and total 29 individuals of meio-

gynogenetic-2 group were examined with 10 polymorphism random primers in this experiment.With RAPD-PCR method, total 30

polymorphic loci have been identified in Xiangjiang group. In meio-gynogenetic- 2 group, 17 of the polymorphic loci identified in

Xiangjiang group were not detected in all the examined individuals. Only 13 of the 30 polymorphic loci in Xiangjiang group were

identified in meio- gynogenetic- 2 group.However only 7 of the 13 detected loci showed polymorphism, the other 6 lociwere ident-i

fied in all the individuals in meio-gynogenet ic-2 group and no polymorphism was observed. Because themeio-gynogenetic- 2 ind-i

viduals are highly purified during the gynogenesis and artificial selection for two generations, obviously, the 17 polymorphic loci

that were undetected in meio-gynogenetic-2 group but in Xiangjiang group and the 6 polymorphic loci that detected in all the ex-

amined individuals of the meio-gynogenetic- 2 group are the real polymorphic loci in grass carp.A ch-i squared test was done on

the 7 loci that show polymorphism to determine if the ratio of the detected and undetected individualswere consistent with the 1B1

expected ratio. The P values of the 7 polymorphic loci are from 0. 1936 to 0. 5775. This genetic statistical analysis indicated that

the 7 polymorphic loci in Xiangjiang group and meio- gynogenetic-2 group are also consistent with the law of Mendelian genetics

well. The 30 polymorphic RAPD loci, therefore, could be used as reliable molecular markers for the grass carp genomic DNA

analysis. The observat ion that 17 polymorphic loci have been lost during the process of the two-generation artificial gynogenesis

strongly suggested that protection of the diversity of natural grass carp resource and selection of homozygous traits with desired

economic genotypes are both very important for grass carp breeding.

Key words:Grass carp; Polymorphic loci; Genetic analysis;Molecular marker
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