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摘要 :使用 20 个随机引物研究了 4种黄颡鱼的 RAPD图谱,其中 6 个可以用来准确鉴别 4个种, 分别是 S1、S2、S5、

S7、S8、S17。同时也分析了 4种黄颡鱼之间的亲缘关系, 发现种间遗传距离 D值在 015000左右波动, 黄颡鱼-叉尾黄

颡鱼、瓦氏黄颡鱼-光泽黄颡鱼之间的 D值最小, 分别是 014816 和 014017。聚类图显示, 黄颡鱼和叉尾黄颡鱼属同

一分支;瓦氏黄颡鱼和光泽黄颡鱼属另一分支, 说明它们之间分别有更近的亲缘关系。另外, 采用黄颡鱼作母本,

瓦氏黄颡鱼作父本,获得了杂交 F1 代, 对 F1代进行 RAPD分析, 发现了杂种遗传图谱的三种变化情况: 叠加、叠加-

变异、叠加-弱化, 表明 F1 代 DNA 多态性增强,杂合性提高 ,预示着杂种优势的可能性。
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  黄颡鱼属隶属于鲶形目, 科, 包括 4个种: 黄

颡鱼( Pelteobagrus fulvidraco ) , 瓦氏黄颡( Pelteobagrus

vachelli ) , 又名江黄颡, 光泽黄颡 ( Pelteobagrus ni-

tidus) , 又名尖嘴黄颡, 叉尾黄颡 ( Pelteobagrus eu-

pogon) ,又名长须黄颡
[ 1- 3]
。该属种类分布广泛, 其

经济价值在过去不被重视而归为杂鱼之列。由于其

肉质细腻、味道鲜美、少刺, 现在已列为名优经济品

种,具有很大的市场潜力。

黄颡鱼属 4个种的形态特征较为相似, 种的表

型易受到地理位置和环境的影响,用形态学的方法

有时难以准确鉴别。因此,从遗传本质上寻找相互

之间的差异有助于更清楚地鉴别各个种。RAPD技术

以其检测灵敏方便、多态性强等特点而广泛采用
[ 4-6]
。

现已成功地应用于许多动物和植物的遗传图谱研究

和种质鉴定,并获得了较好的效果[ 7- 9]。目前还没看

到对4种黄颡鱼从分子水平上进行鉴定的报道, 宋平

等对黄颡鱼的遗传标记进行了分析,但只是限于属的

水平上,没有找到各个种的特征标记[ 10] , 本文拟采用

RAPD技术,研究黄颡鱼的遗传图谱,从分子水平上鉴

别黄颡鱼的 4个种,并初步探讨它们的亲缘关系。另

外,许多研究结果表明用RAPD技术研究杂交育种是

一种十分有效的认定杂种优势的方法[ 11, 12]。作者采

用黄颡鱼作母本、瓦氏黄颡鱼作父本进行交配, 获得

了杂交 F1代,子代某些性状较其亲本有一定的提高。

对杂交 F1代个体进行了 RAPD分析,讨论了杂交子

代的遗传图谱的变化特点。

1  材料和方法

111  材料  黄颡鱼取自武汉汤逊湖; 瓦氏黄颡、光泽

黄颡和叉尾黄颡取自湖北省嘉鱼县长江段, 活体运

回;按 1B3选取瓦氏黄颡鱼( ` )和黄颡鱼( a )进行人

工催产,人工受精,人工孵化喂养获得杂交鱼苗。

112  DNA提取  参考文献[ 13]方法进行。

113  DNA体外扩增( PCR)  反应系统和扩增程序

参见文献
[ 14]
。

114  凝胶电泳及图像处理  将 PCR 产物在 110%
琼脂糖凝胶中电泳, 电压 4V/ cm。再以 EB染色, 并

在紫外凝胶成像系统下获取图像。

115 数据处理  把电泳图谱中任何一个个体在任
意一泳道垂直方向显示的带纹记做/ 10,而其他个体
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对应的位点缺少此带则记做/ 00,这样可以得到各个

个体的二进制数据信息的方阵。

116  种内及种间遗传距离的获得  将上述二进制

数据方阵用 PhylTools软件[ 15]计算获得个体间遗传

距离矩阵; 根据 Nei公式计算任意两个物种间的遗

传相似度S= 2Nxy/ (Nx+ Ny) , 种间遗传距离D= 1-

S [ 16]。4 个种间的亲缘关系采用 PHYLIP 315C 中

UPGMA程序[ 17]进行分析得到聚类图。

2  结  果

211  四种黄颡鱼的 RAPD图谱鉴定

选用 20 个随机引物对 4 个物种的群体进行

RAPD分析,其中 17个显带良好,可以用于分析。引

物及其扩增的情况见表 1。

表 1  20个引物序列及扩增情况

Tab. 1  20 primers and the result of amplification

引物编号 引物序列( 5c-3c) 扩增带数 引物编号 引物序列( 5c-3c) 扩增带数

S1 GTTTCGCTCC 12 S11 GTTGGTGGCT 10

S2 TGATCCCTGG 10 S12 ACAACGCCTC 12

S3 CATCCCCCTG 19 S13 GGGGGATGAG 0

S4 GGACTGGAGT 14 S14 GGGGGTTGTC 11

S5 TGCGCCCTTC 14 S15 GGGAACGTGT 10

S6 TGCTCTGCCC 10 S16 CTGGGCAACT 11

S7 GGTGACGCAG 11 S17 AGGGAACGAG 16

S8 GTCCACACGG 20 S18 CCACAGCAGT 10

S9 TGGGGGACTC 0 S19 ACCCCCGAAG 9

S10 CTGCTGGGAC 16 S20 GGACCCTTAC 0

  表1中任意一引物对应的扩增带纹数系指 4个

物种多态位点的并集。因此, 表 1中的扩增带数并

不能反映出各个种群的差异, 仅能反映出带谱的丰

度。真正鉴别4个物种要用具体的图谱来说明。以

引物S7为例(图1)。

首先将图谱上具有特征性的 5条带依次定义为

图 1 用引物 S7对 4个种的 33个个体的RAPD图谱

Fig. 1 RAPD patterns amplif ied by primer S7 for the 33 individuals of 4 species 1-10黄颡鱼 P . fulvidraco;11-20瓦氏黄颡鱼 P . vachelli ;21-30光泽黄颡鱼

   P . nitidus; 31-33叉尾黄颡鱼 P . eupogon

S7-700、S7-600、S7-500、S7-400、S7-300( S7指引物, 后

面的数字指相应片段的分子量) ,如果某个物种享有

某一特征带则计为/ + 0, 无此带则计为/ - 0, 这样可

以形成4种/正负组合0,见表 2。

由表 2可以看出这 4个种/正负组合0中, 没有

任何两个组合是相同的, 这意味着没有任何两个种

是相同的, 从而清楚地鉴别出 4个物种。这种方法

称为带谱组合法。从图1中可以看出S 7- 700是瓦

表 2  引物 S7对 4种黄颡鱼的带谱组合

Tab. 2  Band combination of 4 species on genus Pelteobagrus by primer S7

S7-700 S7-600 S7-500 S7-400 S7-300

黄 颡 鱼 - - + + +

瓦氏黄颡 + - + + -

光泽黄颡 - + - + -

叉尾黄颡 - - + + -
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氏黄颡鱼的特征标记; S7-600是光泽黄颡鱼的特征

标记; S7-300是叉尾黄颡鱼的特征标记。因此引物

S7对于黄颡鱼属是一个非常适合的引物,即使不采

用带谱组合也可以鉴定 4个种。另外, 能够很好地

鉴定4个物种的还有 S1、S2、S5、S8、S17等引物。结

果见表 3。

表 3  引物 S1、S2、S5、S8、S17对 4种黄颡鱼的鉴定

Tab.3  The identification of 4 species of the genus Pelteobagrus by primers S1, S2, S5, S8,S17

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

S1-2027 - - - + S2-450 + - - - S8-520 + - - -

S1-1904 - + - + S2-300 - + - - S8-420 + - + +

S1-1700 + - + + S5-1700 + + + - S8-400 - + + -

S1-1300 + - - + S5-1400 - - - + S8-350 + - - +

S1-1100 - + - - S5-1300 + - - - S8-200 - + + -

S2-1200 - + + - S5-1200 - - - + S17-1200 + + + -

S2-1100 - - - + S5-1100 - - + - S17-1100 + - - +

S2-750 - + + - S5-831 + + - - S17-1000 - + + -

S2-600 + - - - S8-1200 - + + - S17-900 - + - -

S2-550 + - - - S8-900 - + + + S17-800 + - + +

S2-500 - + - - S8-700 - + - + S17- 700 - + + -

  注: 11黄颡鱼 P. fulvidraco;  21瓦氏黄颡鱼 P . vachelli ;  31 光泽黄颡鱼 P . nitidus;  41叉尾黄颡鱼 P . eupogon.

212  种间遗传相似度和亲缘关系

根据以上结果,计算出 4个种之间的遗传距离

和相似度(表 4) .

表 4  黄颡鱼属 4个种的种间遗传距离和相似度

Tab.4  Genetic distance and similarity among 4 species of genus Pelteobagrus

S
D

1 2 3 4

1 ) 014747 015111 015183

2 015252 ) 015982 014445

3 014888 014017 ) 014315

4 014816 015554 015684 )

  注:上矩阵为遗传相似度,下矩阵为遗传距离(The matrix above is

genet ic similarity; the matrix below is genet ic distance. ) 1 ) 4同表 3注

  从表 4可以看出, 种间遗传距离 D值在 015000
左右波动, 最小的 2 组是黄颡鱼-叉尾黄颡、瓦氏黄

颡鱼-光泽黄颡, 其 D 值分别是 014816 和 014017。
黄颡鱼-瓦氏黄颡、黄颡鱼-光泽黄颡、叉尾黄颡-瓦氏

黄颡和叉尾黄颡-光泽黄颡这4组的D值较大。对 4

种黄颡鱼的聚类图分析结果见图 2。该图清楚地显

示黄颡鱼和叉尾黄颡鱼属同一分支, 瓦氏黄颡鱼和

光泽黄颡鱼属另一分支。

213  黄颡鱼( a )与瓦氏黄颡( ` )杂交分析

用 S1、S2、S5、S7、S8、S17等引物对杂交 F1 进行

图谱分析,杂交子代与亲本相比图谱发生了明显的

改变,大致有三种类型:

图 2  4种黄颡鱼的聚类图

Fig. 2  The phylogenetic t ree of the 4 species of genus Pelteobagrus
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21311  叠加  表现为子代图谱是父、母本图谱叠加

的结果,即亲代的图谱完全被子代所继承, 以引物

S7扩增的结果为例(图 3)。子代共有 4 条特征带:

300bp、400bp、500bp、700bp。从图上可以看出, 700bp

带为子代和父本共享,表明子代的 700bp 来源与父

本。400bp、500bp带为父母本和子代共享, 表明其遗

传来源是父本或母本或者双亲都有。300bp为母本

和子代共享,表明其遗传来源是母方,反映了子代对

亲代的高度继承。

21312  叠加-变异  这种图谱同样具有叠加性, 但

是亲本中的某些带在子代中出现了变异情况。以引

物 S2为例(图 4) ,父本中约 1100bp处的片断在子代

第 10、11和 13个体中的分子量发生了明显的改变,

即发生了变异。

图 3 引物 S7对黄颡鱼( a )、瓦氏黄颡( ` )和杂交 F1 代的RAPD图谱

Fig. 3  RAPD patterns of P . fulvidraco( a ) , P. vachelli ( ` ) and F1 offsprings by primers S7.1 ) 5是黄颡鱼, P . fulvidraco; 6-15是杂种 F1,

16) 20是瓦氏黄颡 P. vachelli

图 4 引物 S2对黄颡鱼( a )、瓦氏黄颡( ` )和杂交F1 代的 RAPD图谱( 1-5是黄颡鱼, 6-14是杂交F1, 15-19是瓦氏黄颡)

Fig. 4  RAPD patterns of Pelteobagrus fulvidraco ( a ) , Pelteobagrus vachelli ( ` ) and F1 offsprings by primers S2. (1-5 P . fulvidraco;6-14 F1; 15-19 P. vachelli )

21313  叠加-弱化  这种图谱一方面表现为叠加,

另一方面又有一些片段出现弱化。仍以图 4为例,

子代的图谱基本表现为叠加形式,但在母本中清晰

可见的600bp带在子代中明显变弱,即弱化。

3  讨  论

311  种质资源的鉴定是一项非常基础性的工作, 对

探明物种和遗传资源有重要意义。黄颡鱼属的 4个

种在形态上很相似, 种间鉴别比较困难。即使是同

一个种也会存在种内变异, 用形态学特征作为鉴别

依据在有些情况下难以把握[ 18] , 用同工酶方法则易

受到自然环境的影响[ 19] , 但是, 利用具有重复性和

非编码 DNA 的标记如 RAPD标记则很少受到自然

环境的限制,其较高的多态性增加了种内和种间鉴

定的可行性[ 20, 21]。本文采用 RAPD方法对 4种黄颡

鱼进行了鉴定, 获得可分别将 4 种黄颡鱼鉴别开来

的 6个引物。各个引物的扩增情况不一样, 有的情

况是 4个种在同一引物下有各自的特异标志带, 例

如引物 S7, S7-700是瓦氏黄颡鱼的特征标记; S7-600

是光泽黄颡鱼的特征标记; S7-300是叉尾黄颡鱼的

特征标记。只需考虑这些特异的标记带即可将 4种

黄颡鱼鉴别开来。实际上, 引物 S7是一个很特殊的

例子,大多数情况没有这样理想,往往是几个种享有

同一片段,在这种情况下采用/带谱组合法0会很容

易地将它们区别开来, 这个方法的优点是,即使在鉴

别多个种和缺乏典型标记的情况下仍然适用。另

外,这里值得注意的是 S7-400带, 它在 4个组合中

均存在,这显示了 4种黄颡鱼作为同一个属所具有

的共性。

312  杂交育种是鱼类遗传育种的重要手段之一,它

的理论基础是杂种优势。本文选择黄颡鱼和瓦氏黄

颡鱼进行人工杂交并分析了 F1代的基因图谱变化,

104  水   生   生   物   学   报 30卷



发现了 3 种变化模式: 叠加、叠加-变异和叠加-弱

化。叠加反映了子代对亲本遗传物质继承。在杂交

过程中,父本和母本的遗传物质等量地传递给子代,

在对子代进行遗传标记分析时, 父本和母本的标记

理应并列出现在子代个体的图谱中,因而表现为叠

加现象。其他研究者也有获得了类似的结果, Liu等

研究了家蚕与蓖麻蚕杂交后代的 RAPD图谱, 发现

了大量的/亲本带0[ 22]。Kari Elo等研究了鳟鱼和大

马哈鱼的杂交子代 RAPD 图谱, 也发现了大量可重

复的/亲本带0[ 23] ,这些结果都显示 RAPD标记在 F1

代呈共显性遗传。

在以上几位作者的研究中还发现在 F1代 RAPD

图谱中存在少许/非亲本带0, Luo 等发现在葡萄杂

交F1中也有/非亲本带0 [ 24]
。Aylifle et al . 认为/ 非

亲本带0的出现频率一般在 0116% ) 10%之间,因为

RAPD标记通常是显性遗传[ 25]。Riedy 等认为, 人类

后代的/非亲本带0出现频率约为 414带/引物,他们

解释这些/非亲本带0是基因漂变的结果, 或者是异

源基因相互作用发生重排的结果。/非亲本带0表明

子代个体发生了变异, 这与本文发现的黄颡鱼图谱

变异情况很类似, 说明黄颡鱼 F1 代也发生了变异。

另外还发现有些/亲本带0发生了/弱化0现象。这些

现象在文献中鲜有报道, 目前尚无合理的解释,作者

推测, /弱化0可能是由于/亲本带0原先是以一对纯

合的等位基因形式存在, 而在杂种 F1中却以杂合的

形式存在,这样子代基因组中原来的/ 亲本带0的量

相应地减少了 1倍, 扩增时/亲本带0模板的含量相

应地也减少了 1倍, 因此扩增产物中/ 亲本带0的产

物量也减少了一倍, 因而呈现/弱带0。也可能是

DNA重组的结果,由于杂合的 DNA发生片断的交换

使得原先可以同/亲本带0正常结合的序列变得不能

被引物识别,或者引物与模板的结合常数变小致使

产物中/亲本带0的含量不足而导致/弱带0产生。以

上3种方式并不代表全部, 随着引物的增多,可能还

会发现其他方式。但总的来说,杂交 F1 图谱基本上

呈共显性遗传。一方面子代表现出对亲本的继承

性;另一方面子代的基因杂合度也明显增强, 直观地

表现为带谱丰度的增加, 这预示着杂交优势的可

能性。
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MOLECULAR IDENTIFICATION OF THE FOUR SPECIES OF THE GENUS

PELTEOBAGRUS AND THE GENETIC ANALYSIS OF THEIR HYBRID

ZHAO Wen-Xue1 , YANG Xing1 , PENG Zhi2 and LIU S-i Yang1

( 11 Key Laboratory of the Ministry of Education for Developmental Biology, College of Life Sciences, Wuhan University, Wuhan  430072;

21College of Fishery , Huazhong Agricultural University  430070)

Abstract: The genus Pelteobagrus is classified in Order Siluriformer, Family Siluridae, consisting of 4 species: P. fulvidraco, P.

vachelli , P. nitidus and P. eupogon. They are similar in morphological characters, which are easily influenced by the geograph-i

cal regions and environments. Therefore, it is often difficult to identify them accurately at morphological level. It is necessary to

research the genetic difference and identify them more distinctly. RAPD(Random Amplification of Polymorphic DNA) technique,

as an important tool for genetic study, is widely used in identification of species. 20 random primers( S1- S20) were used to study

the RAPD patterns of 4 species of genus Pelteobagrus, 6(S1, S2, S5, S7, S8, S17) among which could be employed to identify the

4 species. Each species bore a unique band with the primer S7 used to RAPD amplification, while the others did not. We also

studied the phylogenet ic relationships of this 4 species based on the data obtained from RAPD analysis above, and found that the

genetic distance fluctuated at the point of 015000. The genetic distance values of P. fulvidraco and P. eupogon, P. vachelli and

P. nitidus were the least, 014816 and 014017 respectively. The phylogenetic tree showed that P. fulvidraco and P. eupogon orig-

inated from a common branch, while P. vachelli and P. nitidus from another one. That indicated that they were closer in relation-

ship. To study difference between the RAPD patterns of parents and that of offspring, in addition, individuals of P . fulvidraco( a )

and P. vachelli ( ` )were hybridized, and a group of F1 offsprings were generated. We investigated the offspings by RAPD method

and found three types of genetic patterns: full overlapping, overlapping-variation and overlapping- faintness. This indicated the

DNA polymorphism of F1 offspings was increased, which forecasted the possiblility of heterosis.

Key words:Pelteobagrus: RAPD;Molecular identification;Hybrid genet ic analysis
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