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摘要 :采用 AFLP分子标记技术对珠江长臀 和海南长臀 共 60个个体 (每个群体 30个 )进行了遗传多样性研究。

选取的 18对引物组合均能扩增出清晰、可重复的扩增产物 ,扩增带型差异明显。两个群体均表现出较高的多态位

点比例和特异性条带数。群体内个体间的遗传相似度 (平均值 )珠江长臀 种群为 019462 ±010237, 海南长臀

为 019465 ±010226,海南长臀 比珠江长臀 略高。群体间的遗传相似度是 019367 ±010231,小于两个群体内的

遗传相似度 ,两群体的遗传距离是 010634 ±010230。根据遗传相似度绘制了 UPGMA聚类图。研究结果表明 :珠江

长臀 和海南长臀 间的遗传差异属于种内差异 ,两者同属一个有效种。
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　　长臀 ( C ranog lan is bouderius)隶属于鲇形目

( Siluriformes)长臀 科 (Cranoglanididae)长臀 属

(C ranog lan is) ,为东亚特有种 ,俗称骨鱼 ,是我国

名贵经济鱼类。其主要分布于中国珠江水系、海

南岛、云南的元江水系 ,国外仅见于元江下游越南

北部的红河水系 [ 1 ]。目前 ,国内对长臀 的研究

偏少 ,多集中在养殖和基础生物学方面 [ 2 ]。长臀

的人工繁殖技术不成熟 ,养殖长臀 主要依靠

捕捞天然苗种 ,天然群体资源日益枯竭 ,已被列为

易危物种 [ 3 ]。长臀 属鱼类的物种有效性存在较

大争议 [ 1 ]
, 珠江长臀 和海南长臀 的物种有效

性一直未能确定 ,当前分类学家主要依据形态学

性状区分珠江长臀 和海南长臀 。因此 ,开展

长臀 分子标记研究 ,对其的分类、种质保护和合

理利用具有重要意义。

扩增片段长度多态性 ( Amp lified fragment

length polymorphism , AFLP)具有多态性强、稳定性

好、重复性高等优点 ,非常适用于遗传多态性分

析、系统分类、物种分类和鉴定等研究 ,是一种极

有希望的 DNA分子标记 [ 4 ]。本文利用 AFLP技术

对长臀 群体进行研究 ,旨在为深入开展长臀

遗传研究提供参考资料。

1　材料与方法

111　实验材料　珠江长臀 30尾采集于广东罗非

鱼良种场 ,海南长臀 30尾采集于海南 (南渡河 )。

实验鱼活体带回实验室 ,取全血 1mL ACD ( acid2cit2
ra te2dextrose)抗凝 , - 20℃保存 ,备用。

112　实验方法

11211　D NA提取 　应用 DNA提取试剂盒 ( TIAN2
W E I)提取基因组 DNA,操作按试剂盒说明书进行。

将得到的 DNA溶于 TE缓冲液中 ,经琼脂糖凝胶电

泳估测其浓度和纯度 ,并调整 DNA浓度至 50ng/

μL, 4℃保存备用。

11212　双酶切　采用 EcoR I/M se I和 Pst I/ Taq I 2

个限制性内切酶组合进行酶切。酶切反应总体积为

20μL,其中包括 : buffer 2μL, BSA 2μL, DNA,限制性

内切酶 ,加水至 20μL;连接反应总体积为 20μL,其

中包括 buffer 2μL,接头 2μL,酶切产物 10μL, T4连

接酶 2U,加水至 20μL。 E /M 酶切反应条件是

37℃、3h, 65℃、15m in灭活酶 ;连接反应条件是

37℃、10h, 70℃、10m in灭活酶 , - 20℃保存。 P / T

酶切反应条件是 Taq I , 65℃、2h,加 Pst I, 37℃、2h,

80℃、20m in灭活酶 ;连接反应条件是 22℃、5h,

70℃、10m in灭活酶 , - 20℃存。
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11213　预扩增　直接取连接产物 1μL预扩增。反

应总体积 20μL,包括 : buffer 2μL, dNTPs(10 mmol/

L) 014μL,引物各 5pmol, Taq酶 1U,Mg
2 +

115mmol/

L,加水至 20μL。混匀后 ,按如下 PCR条件扩增 :

95℃、3m in, 56℃、1m in, 72℃、115m in,共 25个循环。

预扩增结束后 ,产物 - 20℃保存。

11214　选择性扩增　将预扩增产物稀释 20倍进行

选择性扩增 ,取 1μL稀释后的预扩增混合液 ,加入

19μL如下反应液 , dNTPs (10 mmol/L ) 014μL;引物

各 5pmol; Taq酶 1U; buffer 2μL; Mg
2 +

115 mmol/L;

加水至 20μL。混匀后 ,按如下 PCR 条件扩增 ,

95℃、3m in; 94℃、1m in; 65℃、30 s; 72℃、1m in;每个

循环退火温度降 017℃,共 12个循环 ;然后改为

94℃、1m in; 56℃、30 s; 72℃、1m in,共 23个循环。产

物 - 20℃保存。

11215　产物电泳检测　6%的聚丙烯酰胺凝胶结合

银染法检测 ;银染按许绍斌等 [ 5 ]的快速银染法

进行。

11216　统计与分析 　选取清晰的扩增片段进行数

据统计。各样品在同一迁移位置出现扩增片段记为

1,缺失的记为 0。多态片段比例 = (多态片段数量 /

检出片段总数 ) ×100%;个体间的遗传差异度或群体

间的遗传距离 = 1 - S ij,其中 :相似系数按 Lynch
[ 6 ]的

公式计算 ,即 : S ij = 2N ij/ (N i +N j)。式中 S ij为相似

系数 , N ij为个体 i与 j共有片段的数量 , N i、N j分别

为个体或群体 i与 j各自具有片段的数量。

利用分析软件 NTSYSpc21分析 AFLP数据 ,采用

非加权配对算术平均法 (Unweighted pair group meth2
od arithmetic averages, UPGMA )进行聚类分析 ,再进

行 bootstrap 1000次重复抽样验证可信度 ,构建聚

类图。

2　结　果

211　扩增结果　

本实验筛选了 E /M和 P / T两种酶切组合 ,总共

146个 AFLP引物组合 ,其中 18对引物组合的 PCR

扩增产物重复性好且带型相对较为清晰 ,多态性丰

富 (图 1) ,被选择用于分析 ,包括 E /M组合 8对 , P /

T组合 10对 (表 1)。

8对 E /M选择性引物共检出了 453条不同的

扩增片段 ,每对引物扩增出的片段数目为 45—66

条 ,平均 56163条 ;有 258个座位是多态性的 ,平均

为 32125条 ,多态性座位所占比例为 56195%。10

对 P / T选择性引物共检出了 481条不同的扩增片

段 ,每对 P / T引物扩增出的片段数目为 42—62条 ,

平均 4811条 ;有 231个座位是多态性的 ,平均为

2311条 ,多态性座位所占比例为 48102%。

在 18对引物中 ,以 E2AAG /M 2CTG引物对扩增

出的片段最多 ( 64条 ) ; P2AAG / T2AAC和 P2ACA /

T2ATG引物对扩增出的片段最少 ( 38条 )。多态性

条带数目最多的引物是 E2AAC /M 2CAC (33条 ) ,最

少的引物是 P2ATT / T2ACA (5条 ) ,其中多态片段的

比例则以 E2AAC /M 2CAC引物对最高 , 达 57189% ,

而 P2ATT / T2ACA引物对最低 , 为 11136%。

图 1　长臀 双酶切引物 P +ATT / T +AAC扩增图谱

Fig11　Double2enzyme AFLP map of p rimer P +ATT/T +AAC in Pearl R iver and Hainan Cranoglanis bouderius

A: 珠江长臀 ; B: 海南长臀 ; M: 100bp DNA Ladder; 箭头所示为特异性条带

A: Pearl R iver Cranoglanis bouderius; B: Hainan Cranoglanis bouderius; M: 100bp DNA Ladder; the head of arrow mark the special band
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表 1　分析采用的引物组合

Tab11　Primer combination in the research

E2AAC E2AAG E2ACG E2AGA E2AGC P2AAG P2AAT P2ACA P2ATA P2ATC P2ATT

M 2CAC 41 /59 - - - 34 /58 - - - - - -

M 2CAG - 31 /51 30 /61 - - - - - - - -

M 2CCT - - - 32 /56 - - - - - - -

M 2CTA - - 26 /45 - - - - - - - -

M 2CTC - - - - 32 /57 - - - - - -

M - CTG - 32 /66 - - - - - - - - -

T2AAC - - - - - 27 /42 - - - - 25 /55

T - ACA - - - - - - - - - - 12 /46

T2ACG - - - - - - - - 29 /45 - -

T2AGA - - - - - 31 /62 - - - 15 /44 -

T2AGT - - - - - - 22 /42 - - - -

T2ATC - - - - - - 26 /52 - - - -

T2ATG - - - - - - - 28 /43 - 16 /50 -

　　注 :分母显示检测到的片断的数目 ,而分子显示多态带的数目 ;“2”研究中没有被选用的引物组合

Note: Denom inator is the number of bands, numerator is the number of polymorphic bands;‘2’show the p rimer combinations is no use

　　18对引物从 60尾长臀 中共检出 934条扩增

片段 ( 50—800bp ,不清晰的片段不计 ) ,每对引物

扩增出的片段数目为 42—66个 ,平均 51189个 ;其

中 489个座位是多态性的 ,平均为 27117个 ,多态性

座位所占比例为 52136% (表 2)。

表 2　长臀 群体的检出条带、多态性条带数及比例

Tab12　The amp lified bands, polymorphic bands and p roportions detected from C1bouderius by AFLP

　　在珠江长臀 中 18对引物共检测出 885条片

段 ,每对引物扩增出的片段数目为 38—64条 ,平均

49117条 ;其中 301个座位是多态性的 ,平均为 16172

条 ,多态性座位所占比例为 34101%。在珠江长臀

中以 E2AAG /M 2CTG引物的扩增片段最多 (64条 ) ,

P2AAG / T2AAC引物的扩增片段最少 (38条 )。多态

性条带数目最多的引物是 E2AAC /M 2CAC (33条 ) ,最

少的引物是 P2ATT / T2ACA (6条 ) ,其中多态片段的

比例则以 E2AAC /M 2CAC引物对最高 (57189 % ) ,

而 P2ATT / T2ACA引物对最低 (13195% )。在海南长

臀 中 18对引物共检测出 881条片段 ,每对引物扩

增出的片段数目为 38—64条 ,平均 48194条 ;其中

304个座位是多态性的 ,平均为 16189条 ,多态性座位

所占比例为 34151%。在海南长臀 中以 E2AAG /M 2
CTG引物对扩增出的片段最多 (64条 ) , P2ACA / T2
ATG引物对扩增出的片段最少 (38条 )。多态性条带
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数目最多的引物对是 E2AAC /M 2CAC (27条 ) ,最少的

引物对是 P2ATT / T2ACA (5条 ) ,其中多态片段的比

例则以 E2AAC /M 2CAC引物对最高 (54 % ) , 而 P2
ATT / T2ACA引物对最低 (11136% )。

212　长臀 AFL P指纹的差异　

18对引物检出的片段中 , 445条 ( 47164% )为

全部个体所共有 , 387条 (41143% )为部分珠江长臀

和海南长臀 共有 , 53条 (5167% )仅见于珠江长

臀 , 49条 ( 5125% ) 仅见于海南长臀 。这些有

差异的 AFLP指纹图谱是珠江长臀 区别于海南长

臀 的明显特征 ,可以作为两者个体种质鉴别的辅

助标记。18对引物共扩增出 25条特异性条带 , P2
ATT / T2AAC引物最多 ( 4条 ) ,平均每对引物扩增

1139条 ;其中 E /M 引物组合共扩增 6条 , E2AAC /

M 2CAC引物最多 (2条 ) ,平均每对扩增 0175条 ; P /

T引物组合共扩增 19条特异性条带 ,平均每对扩增

出 119条。在珠江长臀 群体共扩增出 11条特异

性条带 ;在海南长臀 群体共扩增出 14条特异性条

带 (图 1) 。

213　群体内和群体间的遗传相似度　

群体内个体间的遗传相似度 (平均值 )珠江长

臀 种群为 019462 ±010237,海南长臀 为 019465

±010226,两者近似相等 ,海南长臀 比珠江长臀

略高。群体间的遗传相似度 019367 ±010231,小于

两个群体内的遗传相似度 ,两群体的遗传距离是

010634 ±010230。 E /M 引物组合检测珠江长臀

和海南长臀 群体内的遗传相似度 (平均值 )分别

为 019464 ±010263、019470 ±010251,群体间的遗传

相似度是 019387 ±010268,遗传距离是 010615 ±

010266。P / T组合检测珠江长臀 和海南长臀 群

体内的遗传相似度 (平均值 )分别为 019460 ±

010229、0194610 ±010217,群体间的遗传相似度是

019351 ±010210,遗传距离是 010649 ±010210。从

遗传相似度、遗传距离考虑 ,珠江长臀 、海南长臀

的遗传差异较小 (表 3)。

表 3　珠江长臀 和海南长臀 群体内和群体间的遗传相似度、遗传距离

Tab13　Values of genetic sim ilarities and genetic distance within and between populations of Pearl R iver C1bouderius and Hainan C1bouderius

引物组合

Primer combination

珠江群体内遗传相似度

Values of genetic sim ilarities

within Pearl R iver C1bouderiu

海南群体内遗传相似度

Values of genetic sim ilarities

within Hainan C1bouderius

群体间遗传相似度

Values of genetic sim ilarities

between populations

群体间遗传距离

Values of genetic distance

between populations

E2AAC /M 2CAC 019013 019090 018972 011028

E2AAG /M 2CAG 019608 019601 019592 010408

E2AAG /M 2CTG 019713 019708 019686 010314

E2ACG /M 2CAG 019576 019584 019483 010517

E2ACG /M 2CTA 019542 019547 019412 010588

E2AGA /M 2CCT 019318 019307 019231 010769

E2AGC /M 2CAC 019751 019758 019643 010367

E2AGC /M 2CTC 019189 019162 019074 010926

P2AAG / T2AAC 019310 019319 019231 010769

P2AAG / T2AGA 019427 019432 019310 010690

P2AAT / T2AGT 019721 019725 019630 010370

P2AAT / T2ATC 019750 019720 019600 010400

P2ACA / T2ATG 019013 019028 018974 011026

P2ATA / T2ACG 019553 019559 019412 010588

P2ATC / T2AGA 019618 019624 019524 010476

P2ATC / T2ATG 019382 019386 019296 010704

P2ATT / T2AAC 019254 019283 019109 010891

P2ATT / T2ACA 019574 019536 019425 010575

平均值 Average 019462 ±010237 019465 ±010226 019367 ±010231 010634 ±010230
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214　长臀 AFL P聚类结果　

将所有样品作为一个群体 ,利用分析软件 NT2
SYSpc21分析 AFLP数据 ,采用非加权配对算术平

均法 (UPGMA)进行聚类。珠江长臀 群体和海南

长臀 群体先各自聚成一支 ,再聚合到一起 (图 2)。

聚类图所有节点的 bootstrap值均大于 50% ,说明结

果是可靠的。

图 2　根据 18引物 AFLP图谱分析获得的遗传相似度所构建的长

　　　　　　 臀 群体 UPGMA聚类关系图

Fig12　UPGMA dendrogram of Cranoglanis bouderius stock based on

　　　　　　 18 pairs p rimer of AFLP

3　讨　论

311　长臀 AFL P的酶切组合分析　

AFLP技术一般采用两种限制性内切酶酶切 ,

基因组酶切效果对实验结果影响较大 ,所以对内切

酶的质量和种类要求较高 [ 7 ]
,目前常用的两种酶切

组合是 EcoR I/M se I和 Pst I/ Taq I。Pst I和 Taq I

主要用于动物的 AFLP分析 ,如梁智勇等 [ 8 ]利用 Pst

I和 Taq I双酶切对 10个品系小鼠进行了 AFLP分

析。在本实验中 ,对 EcoR I/M se I和 Pst I/ Taq I两

种酶切组合在长臀 中的效果进行了比较。从实验

结果分析 : EcoR I/M se I组合的平均扩增条带数和

多态性座位所占比例都明显高于 Pst I/ Taq I组合 ,

表明 EcoR I/M se I组合更适合用于长臀 AFLP多

样性分析。但是与其他实验比较 Pst I/ Taq I组合的

平均扩增条带数和多态性座位比例并不低。张俊彬

等 [ 9 ]利用 EcoR I/M se I酶切组合对紫红笛鲷遗传多

样性进行了 AFLP分析 ,每对 EcoR I/M se I引物扩

增条带数在 54—74之间 ,平均多态性座位比例为

50181% ;刘必谦等 [ 10 ]在岱衢族大黄鱼种质的 AFLP

分析中采用了 EcoR I和 M se I酶切组合 ,每对 EcoR

I/M se I引物扩增条带数在 29—66之间 ,平均每对

引物扩增 4214条 ,多态性座位比例为 40147% ;与

Pst I/ Taq I组合在长臀 中的结果相当 ,而且 ,在实

验中 Pst I/ Taq I组合扩增特异性条带数目高于

EcoR I/M se I组合 ,因此 , Pst I/ Taq I组合更适合珠

江长臀 和海南长臀 的鉴别。

312　长臀 AFL P分析　

AFLP技术对于 DNA多态性有很高的灵敏度 ,

是进行多样性分析的有效手段。AFLP分析中 ,多

态比例和遗传差异度为衡量群体遗传多态性和群体

间亲缘关系、遗传距离 ,提供了有用的比较与判别尺

度 [ 11 ]。在实验中 , 珠江长臀 群体内的遗传相似

度与海南长臀 相近 ,海南长臀 群体略高。群体

间的遗传相似度小于两个群体内的遗传相似度 ,两

群体的遗传距离是 010634 ±010230,遗传差异较

小。但是 ,群体间小于群体内的遗传相似度 , UPG2
MA聚类明显将珠江长臀 群体和海南长臀 分

开 ,这都表明两者存在一定程度的遗传隔离 ,也说明

两个群体产生了一定的遗传趋异。

313　长臀 属鱼类的物种有效性　

自 1927年 Koller
[ 12 ]命名了新种海南长臀

( Pseudeu tropich thys m ultirad ia tu )后 ,关于珠江长臀

和海南长臀 物种有效性的争议就不断产生。

Myers[ 13 ]认定 C ranog lan is sinensis (珠江长臀 )和

C ranog lan is m ultirad ia tus (海南长臀 )是两个明显

的物种 ,并将这两个种归入一个独立的科 ,即长臀

科 (Cranoglanidida) ;褚新洛等 [ 14 ]根据形态差异将采

自珠江水系的 C ranog lan is bouderius以及采自云南

元江 和 海 南 的 C ranog lan is m ultirad ia tus 作 为

C ranog lan is bouderius的两个亚种 ; Ng[ 15 ]在整理长臀

属鱼类时 ,认为长臀 属有三个有效种 ,即除珠江

水系的长臀 (C ranog lan is bouderius)和海南诸水系

的海南长臀 ( C ranog lan is m ultirad ia tus)外 , A no2
pleu tropius hennci也为有效种 ; 2005年刘彩霞等 [ 1 ]对

长臀 的可测量性状进行了主成分分析 ,认为长臀

属鱼类只存在一个有效种。在本研究中 , UPGMA

聚类分析明显将珠江长臀 群体和海南长臀 分
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开 ,群体间的遗传相似度小于群体内的遗传相似度 ,

都表明两者存在一定程度的遗传隔离。Thorp
[ 16 ]通

过分析认为 :同科属群体间遗传相似系数在 011—

015之间 ;不同物种间遗传相似系数在 012—018之

间 ;同种群体间遗传相似系数在 018—0197之间 ,所

以根据实验结果 ,珠江长臀 与海南长臀 应同属

一个有效种 ,此结论符合形态分类结果。
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Abstract: The genus Cranoglanis is a group of fish only distributed in East A sia. They live in the drainages of Guangdong,

Guangxi, Yunnan and Hainan Province, China, and the Red River drainage in northern V ietnam. A t p resent, the wild re2
source of Cranoglanis bouderius has decreased rap idly because of excess utilized, and there are still some arguments on the

validity of the species of the genus Cranoglanis. In order to determ ining the genetic structure and the validity of the spe2
cies, AFLP technique was used to analyze the genetic diversity of Pearl R iver C. bouderius and Hainan C. bouderius. Sixty

individuals from the two populations ( thirty individuals per population) were analyzed by using eighteen p rimer combina2
tions. The amp lified bands of the eighteen p rimer combinations were in focus and repeated. The models of amp lified band

had distinct difference. The result of study showed that both populations had high percent of polymorphic loci and number

of special bands. The genetic sim ilarities was 0. 9462 ±0. 0237 and 0. 9465 ±0. 0226 within the population of Pearl R iver

C. bouderius and the population of Hainan C. bouderius respectively, and was 0. 9367 ±0. 0231 between Pearl R iver C.

bouderius and Hainan C. bouderius, the genetic sim ilarities between populations was lower than that within population. The

genetic distance was 0. 0634 ±0. 0230 between Pearl R iver C. bouderius and Hainan C. bouderius. The analyzed of phylo2
genetic trees of two populations suggested that individuals of the same population combined together at first, and then two

populations combined. The p relim inary analysis result indicates that there are no p rom inent differences between genetic

structure of Pearl R iver C. bouderius and Hainan C. bouderius, so they should be considered as one species.
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