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　　黄颡鱼 ( Pelteobagrus)是一类中小型经济鱼类 ,因其肉质

细腻 ,肉味鲜美 ,近年来被广泛养殖 ,并成为一种重要的经济

鱼类。本属共有普通黄颡鱼 ( P. eupogon)、长须黄颡鱼 ( P.

fulvidraco)、瓦氏黄颡鱼 ( P. vachelli)、光泽黄颡鱼 ( Pelteoba2
grus nitidus)和中间黄颡鱼 ( P. intermedius) 5种 ,前 4种在长江

水系广泛分布 ,而中间黄颡鱼仅分布于闽江至珠江水系及海

南岛[1 ,2 ]。对黄颡鱼的分类尚存在一些争议 ,主要是所依据

的形态学标准存在一定差异 [3 ,4 ] ,因此寻找一个合适的标准

和方法对黄颡鱼的种类进行准确的鉴定意义重大。

基于基因或基因组差异的分子标记技术对物种进行的

鉴定是最为准确和可靠的。已经发展起来的分子标记有多

种 ,包括 : RFLPs[5 ] ,AFLPs[6 ] ,SSRs[7 ] , ISSRs[8 ] ,RAPD[9 ,10 ]及在

其基础之上发展起来的 SCAR ( Sequence characterized applied

region)标记技术。这些分子标记都被实践所证实是鉴定物

种的良好方法 ,但是像 RFLPs ,SSRs等分子标记的筛选过程

非常昂贵除耗时耗力外 ,对设备的要求也较高 ,相比较而言

RAPD无疑是经济和可行的。但 RAPD技术自身也存在很多

缺陷 ,尤其是其稳定性和可重复性较低 ,另外对其弱带的判

读和处理也会对实验的准确性造成一定影响。因此 ,本实验

在 RAPD基础之上 ,针对每个黄颡鱼属各个种的特异电泳条

带设计了类似于 SCAR引物的特异引物 ,从而实现了黄颡鱼

三个主要种类的准确鉴别。

1　材料与方法

111　材料来源　普通黄颡鱼采自武汉汤逊湖 ;瓦氏黄颡鱼 ,

光泽黄颡鱼捕自长江嘉鱼县江段 ,活体运回 ,取肌肉于 95 %

乙醇中固定 ,形态鉴定和种的确认参考文献 [1 ,2 ]。

112　试剂和仪器 　10×buffer、MgCl2、Taq酶、100bp ladder购

自华美生物公司 ;dNTP购自大连宝生物 ;引物由北京奥科生

物公司合成 ;T2vector kit购自 Promega公司 ;DNA Extraction Kit

为MBI产品 ;测序交由上海基康公司完成。

113　基因组总 DNA的抽提　基因组总 DNA的抽提参照标

准酚2氯仿抽提程序进行 ,以λDNA为标准 ,在 018 %琼脂糖凝

胶上电泳检测 ,确定 DNA的质量及浓度。

114　RAPD反应体系 　RAPD反应体系和扩增程序同以前

报道[11 ] ,扩增产物经 110 %琼脂糖凝胶电泳检测 ,以 100bp

ladder作为Marker。

115　PCR特异扩增反应体系　对阳性克隆片段的检测 ,按

标准 PCR反应体系加样 ,扩增引物为 T2vector M13通用引物 ,

94℃预变性 4min后 ,按 94℃变性 30s ,60℃复性 45s ,72℃延伸

1min进行 30个循环 ,最后一个循环完成后再 72℃延伸 5min。

110 %琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物 ,以 100bp ladder参照。
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针对各对特异引物的 PCR也采用标准反应体系 ,扩增也采

用同一个程序 ,首先 94℃预变性 4min ,然后开始第一轮循

环 :94℃变性 30s ,63℃复性 45s ,72℃复性 1min ,进行 19个循

环 ;接着进行第二轮循环 :94℃变性 30s ,60℃复性 45℃,72℃

复性 1min ,进行 13个循环 ;最后在 72℃延伸 5min。110 %琼

脂糖凝胶电泳检测扩增产物 ,以 100bp ladder作为参照。

116　DNA特异条带的克隆和筛选　参照 DNA extraction kit、

T2Vector kit使用说明进行。

117　特异引物的设计　使用软件 Primer Premier 510直接将

整理好的片段序列输入 ,按程序说明进行设计 ,并选择最佳

引物对。　　

2　结果

211　RAPD筛选

本实验用随机引物进行筛选 (表 1) ,选择得到最适引物

S7 ,由其对三种黄颡鱼基因组总 DNA进行扩增后各出现一

条特异性条带 ,依图 1从左至右在其下端用直线标注 ,即光

泽黄颡鱼的带 G(635bp) ,瓦氏黄颡鱼的带 V (767bp) ,普通黄

颡鱼的带 P(517bp)。

表 1　随机引物及其扩增状况

Tab. 1　random primers and their amplification

引物编号

No. of primer

引物序列

Primer sequence

扩增带数

Amplicons

引物编号

No. of primer

引物序列

Primer sequence

扩增带数

Amplicons

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

图 1　随机引物 S7扩增结果

Fig. 1　The application of random primer S7

1—6以光泽黄颡鱼基因组总 DNA为模板 ;7—12以瓦氏黄颡鱼基因组总 DNA为模板 ;13—18以普通黄

颡鱼基因组总 DNA为模板 ;C为无模板空白对照

1—6 use the total DNA of Pelteobagrus nitidus as templet , 7—12 use the total DNA of Pelteobagrus vachelli as

templet , 13—18 use the total DNA of Pelteobagrus eupogon as templet , C is control of no templet

212　三条特异带的回收

直接将三条特异带切胶回收并纯化 ,结果见图 2 ,从大小

图 2　纯化片断
Fig. 2　Purification fragments

1 ,2 ,3依次为特异带 G,V ,P
1 ,2 ,3 are characteristic band of G,V ,P in sequence

上看 ,与目的片段一致。

213　阳性克隆的筛选和检测

将回收的特异带分别与 T载体连接 ,并转入大肠杆菌

DH5α菌株中扩增 ,挑取阳性克隆 ,用 M13通用引物检测 ,选

取克隆 G6 ,G7 ,G8 ,V4 ,V7 ,V8 ,P17 ,P18 ,P19作为有效克隆 (图

3) ,分别进行测序。

214　特异引物

针对三条特异带 G、V、P设计的引物对依次为 primer2G、

primer2V和 primer2P ,扩增跨度依次为 543bp ,654bp 和 440bp。

结果见表 2。
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图 3　克隆 G

Fig. 3　Clones G

为由 G转化得到的克隆 ,所有 9个克隆均为有效克隆

The clones from G, in which nine of all are valid

图 4　克隆 V和 P
Fig. 4　Clones V and P

1—12为由 V转化得到的克隆 ,其中 4 ,7 ,8 为有效克
隆 ;13—22为由 P转化得到的克隆 ,其中 17 ,18 ,19为

有效克隆
1—12 are clones from V , in which 4 ,7 ,8 are valid ; 13—22

are clones from P , in which 17 ,18 ,19 are valid

表 2　特异引物序列

Tab12　Characteristic primer pairs

名 称

引 物 Forward Primer (5π—3π) Reverse Primer (5π—3π)

Primer2G GCATC TGTTC CCGAG CGACT AAT TCCAC CACAA ACACC ACACC GTA

Primer2V AGGAA GAAAC CTTGA GAGGA AC AGAGT CAGAG AGAAG AGCAG CA

Primer2P AGAGA TGGAT GTTTA TTTAT GCTA GGAAT GAACC TGAGA CTTAT TGTT

215　primer2G对三种黄颡鱼模板 DNA的检测

由图 5可以看出 ,以 primer2G引物在三种黄颡鱼模板中

都能扩增出 543bp单一的特异带。

216　primer2p对三种黄颡鱼 DNA模板的检测

由图 6可以看出 ,以 primer2P引物在对三种黄颡鱼模板

的扩增中 ,在普通黄颡鱼和瓦氏黄颡鱼的模板中能够扩增得

到 440bp的单一特异带 ,但在光泽黄颡鱼中没有任何带。

217　primer2V对三种黄颡鱼 DNA模板的检测

由图 7可以看出 ,以 primer2V为引物对三种黄颡鱼模板

的扩增中 ,在光泽黄颡鱼和瓦氏黄颡鱼的模板中能够扩增得

到 654bp的特异带 ,但在普通黄颡鱼中没有得到。

图 5　primer2G扩增结果

Fig. 5　The application of primer2G

左图 1—9以普通黄颡鱼总 DNA为模板 ,10为其空白对照 ;右图 3—12为光泽黄颡

鱼 ,1和 2是其空白对照 ;13—22为瓦氏黄颡鱼 ,23和 24是其空白对照

the fig. left , use the total DNA of Pelteobagrus eupogon as templet , 10 is control ; the fig.

right , 3—12 use Pelteobagrus nitidus , 1 and 2 are controls ; 13—22 use Pelteobagrus

vachelli , 23 and 24 are controls

图 6　primer2P扩增结果

Fig. 6　The application of primer2P

1—10以光泽黄颡鱼的总 DNA为模板 ,C1为其空白对照 ;11—20以瓦氏黄颡的总 DNA为

模板 ,C2为其空白对照 ;21—29以普通黄颡鱼的总 DNA为模板 ,C3为其空白对照

1—10 use the total DNA of Pelteobagrus nitidus as templet , C1 is control ; 11—20 use the total DNA

of Pelteobagrus vachelli as templet , C2 is control ; 21—29 use the total DNA of Pelteobagrus eupogon

as templet , C3 is control
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图 7　Primer2V的扩增结果

Fig. 7　The application of primer2V

左图 ,1—10以光泽黄颡鱼的总 DNA为模板 ,C1为其空白对照 ;11—20以瓦氏黄颡鱼的总 DNA为模板 ,C2为其空白对照 ;右图 ,1—9以普

通黄颡鱼的总 DNA为模板 ,C3为其空白对照

The fig. left , 1—10 use the total DNA of Pelteobagrus nitidus as templet , C1 is control ; 11—20 use the total DNA of Pelteobagrus vachelli as templet ,

C2 is control ; the fig. right , 1—9 use the total DNA of Pelteobagrus eupogon as templet , C3 is control

　　三种特异引物扩增均能够得到相应的特异条带为光泽黄

颡鱼 ;仅有 primer2P扩增后得不到相应特异带的为瓦氏黄颡

鱼 ;仅有 primer2V扩增后得不到相应特异带的为普通黄颡鱼。

3　讨论

本实验的复合分子标记 ,即是筛选得到的随机引物 S7

的 RAPD标记和特异引物 primer2G,primer2P ,primer2V的特异

性扩增标记 ,通过将这两种标记相结合 ,能够对三种黄颡鱼

实现准确快速的鉴别。RAPD标记简单快速 ,可通过其带谱

的差异对三种黄颡鱼进行第一轮鉴别 ,然后通过三个特异性

引物的扩增对第一轮的结果进行确证 ,从而使鉴定结果稳定

可靠。

在实验方法上 ,本实验一个关键的步骤即特异性片段的

克隆。这个步骤的主要目的不是单纯的扩增 ,而是对回收片

段的一个纯化和筛选过程 ,由于 RAPD反应的性质及受琼脂

糖凝胶电泳分辨率的限制 ,回收纯化所得到的所谓的特异片

段中所含的片段并非一种 (图 4)。如果直接将回收纯化的片

段测序 ,很有可能形成过多杂峰而使测序无法完成 ,而且即

使测序完成了 ,也不能保证测序结果与目的片断大小相符。

另外 ,此次实验还发现了一个现象就是 :依据 RAPD所

反映出来的特异带所设计的特异引物 primer2G能够在三种

鱼中都扩增出来 ,primer2P能够在普通黄颡鱼和瓦氏黄颡鱼

中扩增出来 ,primer2V也不只是在瓦氏黄颡鱼中才扩增出来。

通过设计 SCAR引物对三个物种的基因组进行扩增至少能在

两个物种中得到同源片段 ,甚至大多数情况下在三个物种中

都能得到相同的片段 ,这说明随机引物 S7 扩增出来的三条

“特异性片段”在三个物种中具有高度的同源性。因此 ,推断

这种现象的原因是因为所谓的“特异序列”(至少包含特异引

物扩增的那些片段) ,其实为两种或三种鱼所共享 ,而之所以

表现出“特异”,是因为在特定的 RAPD扩增条件下 ,只有一

种鱼能够扩增出来 ,其中的本质原因可能还是由于基因组中

片段拷贝数的差异或旁侧结构 (Lateral Structure)的差异。本

试验中 ,针对每个特异片段 ,设计了多对特异引物 ,虽然大部

分都能扩增出来 ,但是没有找到只在一种鱼中将相应的特异

片段扩增出来的特异引物。然而 ,通过三个特异性引物同样

能达到从分子水平对三种鱼进行鉴别的目的。如果要筛选

得到只针对一种黄颡鱼的特异引物 ,还可以尝试进行更多的

RAPD筛选以得到更多的特异片段 ,再由这些特异片段筛选

出符合要求的特异引物。
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