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摘要: 采用 RAPD和 PCR�RFLP技术, 分析了长江中游两个中国胭脂鱼群体的遗传结构。50 个随机引物进行 RAPD

分析 ,有 3 个引物显示了多态,宜昌、金口群体内个体之间的遗传相似度分别为 0. 9274、0. 9313,群体之间遗传相似

度为 0. 9000。12 个限制性内切酶分析了两群体线粒体 DNA ND- 5/ 6 基因的限制性片段长度多态性, 仅内切酶 Ncil

的酶切图谱显示了多态, 基因型间的核苷酸序列歧化距离为 0. 235% , 核苷酸多样性为0. 004。分析表明,长江中游

两个中国胭脂鱼群体遗传结构较为单一,群体之间表现了较为明显的遗传分化。
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� � 中国胭脂鱼( Myxocyprinus asiaticus)为亚口鱼科

( Catostomidae)惟一在亚洲大陆分布的种类, 主要分

布于我国的长江和闽江流域。为国家 �级保护动

物。对中国胭脂鱼的种质资源、种群遗传结构进行

调查评估, 是提出相应保护措施的基础性工作。已

有一些关于中国胭脂鱼的地理分布、外观形态、年

龄、生长和繁殖等生物学特性的研究工作[ 1� 3] , 然

而,用分子生物学方法对中国胭脂鱼的种群遗传结

构进行调查的报道还很少见到[ 4]。

应用RAPD及 PCR�RFLP 技术分析研究这一濒
危鱼类的遗传多样性,分别在基因组 DNA 和线粒体

DNA ND- 5/ 6基因层次上探讨其遗传变异水平, 不

仅能为进一步研究中国胭脂鱼不同地理种群之间的

遗传分化奠定基础,还将为开展对这一珍稀鱼类的

遗传多样性修饰、遗传育种和繁殖保护工作提供科

学依据,具有重要的理论意义和应用价值。

1 � 材料和方法

1�1 � 材料 � 长江宜昌江段胭脂鱼群体9尾, 来自宜
昌中华鲟所(编号Y 1 � 9) ,长江武汉金口江段 8尾,

来自湖北省水产良种场(编号 J 10 � 17)。

1�2 � 总 DNA抽提 � 参照宋平等[ 5]方法进行。

1�3 � RAPD 扩增反应 � RAPD 反应在珠海 Hema

PCR 仪上进行。反应体系 25�L: 10 � Buffer (含

Mg2+ ) 2. 5�L, 2. 5mmol/ L dNTP 1�L , 0. 5�mol/L 随机

引物 1�L, 约 20ng DNA 模版, 1U的 Taq 酶(TaKaRa,

China) ,超纯水补至 25�L。覆盖 30�L 矿物油。扩增

程序如下: 94 � 预变性 5min, 94 � 变性 40s, 36 � 退火

45s, 72 � 延伸 90s, 共 40 个循环。最后 72 � 延伸
8min。每次反应设空白对照。在有少量 EB 的1. 5%

琼脂糖胶面点样 15uL, 于1 � TBE Buffer中电泳 2h。

1�4 � RAPD数据处理 � 以扩增产物呈现多态性的

随机引物的 RAPD标记条带作为统计分析的对象。

每一条带记为一个位点,当某条带出现时记为 1,无

则记为 0, 建立谱带矩阵。用公式 S = 2Nxy/ ( Nx+

Ny)计算群体间及群体内遗传相似度,其中Nxy 表示

x个体和 y 个体共有条带数, Nx 和 Ny 分别表示 x, y

各自拥有的条带数。遗传距离 D= 1- S [ 6]。

1�5 � ND- 5/ 6标记基因片段的 PCR扩增 � 用通用
引物[ 7]扩增胭脂鱼线粒体 DNA的 ND- 5/ 6基因片

段,引物序列为( ND5G: CAACGGTGGTTCTTCAAGTC;

ND6L: GGAACCAAAAACTCTGGTGCAACTCC )。PCR

反应体系 25�L: 10 � 缓冲 Buffer (含 Mg2+ ) 2. 5�L,

2. 5mmol/ L dNTP 1�L, 0. 5�mol/ L 引物 1�L, 约 20ng
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DNA模版, 1U 的 Taq 酶( TaKaRa, China) , 超纯水补

至25�L。覆盖 30�L 矿物油。扩增程序如下: 94 �
预变性 5min, 94 � 变性 40s, 48 � 退火 30s, 72 � 延伸

80s,共 38个循环。最后 72 � 延伸 10min。扩增产物

于1%的琼脂糖电泳检测。

1�6 � ND- 5/ 6基因片段限制性内切酶酶切 � 用 12

个限制性内切酶( Alu1, Acc2,Rsa1, Taq1, Msp1,Hae3,

Mbo1, Hha1, Mse1, Hinf1, Dde1, NciI) , 对扩增出的

ND- 5/ 6片段酶切。酶切反应体系 15�L:ND- 5/ 6扩

增产物 4�L,1U的限制性内切酶,酶切 Buffer 1. 5�L,超

纯水补至 15�L。酶切条件按厂家说明进行。酶切反

应产物于 1%的琼脂糖电泳,酶切片段分子量标定以

华美公司�DNA/ Hind�+ EcoR�Markers为标准。

1�7 � PCR�RFLP数据处理 � 用字母A, B, C等来命

名内切酶的酶谱。由各内切酶的酶谱构成样本的单

倍型(Haplotypes) 。依据酶谱中酶切片段的数目和

大小确定酶切位点, 用数字 1和 0表示酶切位点有

无。依据基因型文件和内切酶文件, 应用 REAP 软

件
[ 8]
估算单倍型间的核苷酸序列歧化距离、基因型

多样性指数以及核苷酸多样性指数[ 9]。

2 � 结果

2�1 � RAPD结果

对约 80个引物( Operon公司引物Kit中的H, L,

K,Q组)进行了筛选, 选择其中产生丰富 DNA扩增

片断的 50个引物正式扩增(表 1)。

表 1 � 中国胭脂鱼基因组 DNA随机扩增的引物及扩增情况

Tab. 1 � RAPD primers and amplif ied results of Chinese sucker

引物

Primer

5� � 3� 序列
Sequences

扩增片段数

Number of fragments.

引物

Primer

5� � 3� 序列
Sequences

扩增片段数

Number of fragments.

Oph01 GGTCGGAGAA 6 Opk17 CCCAGCTGTG 10

Oph02 TCGGACGTGA 7 Opk18 CCTAGTCGAG 8

Oph03 AGACGTCCAC 10 Opq01 GGGACGATGG 5

Oph05 AGTCGTCCCC 12 Opq02 TCTGTCGGTC 12 � 13

Oph06 ACGCATCGCA 6 Opq03 GGTCACCTCA 8

Oph07 CTGCATCGTG 8 Opq04 AGTGCGCTGA 8

Oph13 GACGCCACAC 8 Opq05 CCGCGTCTTG 12 � 13

Oph14 ACCAGGTTGG 12 Opq06 GAGCGCCTTG 11

Oph15 AATGGCGCAG 4 Opq08 CTCCAGCGGA 8

Oph19 CTGACCAGCC 6 Opq09 GGCTAACCGA 8

Oph20 GGGAGACATC 3 Opq10 TGTGCCCGAA 11

Opk01 CATTCGAGCC 10 Opq12 AGTAGGGCAC 6

Opk02 GTCTCCGCAA 6 Opq13 GGAGTGGACA 3

Opk03 CCAGCTTAGG 5 Opq14 GGACGCTTCA 4 � 6

Opk04 CCGCCCAAAC 9 Opq15 GGGTAACGTG 10

Opk06 CACCTTTCCC 8 Opq17 GAAGCCCTTG 6

Opk07 AGCGAGCAAG 12 Opq20 TCGCCCAGTC 8

Opk08 GAACACTGGG 7 Opl01 ACCTGGACAC 13

Opk09 CCCTACCGAC 14 Opl02 GGAGGAGAGG 8

Opk10 GTGCAACGTG 10 Opl03 CAGAAGCCCA 9

Opk11 AATGCCCCAG 6 Opl04 CCGCCTAGTC 7

Opk12 TGGCCCTCAC 3 Opl05 TGTTCCACGG 6

Opk13 GGTTGTACCC 7 Opl09 TGGAGAGCAG 8

Opk14 CCCGCTACAC 4 Opl13 CTGGGGCTGA 4

Opk15 CTCCTGCCAA 6 Opl15 TCATCCGAGG 5
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� � 筛选的50个引物中有 3个引物扩增的带型具

多态, 它们分别是 Opq02, Opq05, Opq14。图 1例举

了Opq02扩增的电泳图谱。

图 1 � 引物 Opq02扩增产物的电泳带型

Fig. 1 � RAPD patterns ampl if ied by primer Opq02

注:编号由左至右,依次为Marker, Y群体( 1 � 9) , J群体( 10 � 17)

From left to right :M (marker) , Y population(1 � 9) , J population(10� 17)

以( Opq02, Opq05,Opq14) 3个引物的RAPD数据

分析中国胭脂鱼的种群结构, Y 群体( 1 � 9)内个体
之间的遗传相似度平均为 0. 9274, J 群体( 10 � 17)

内个体之间的遗传相似度平均为 0. 9313, 群体之间

遗传相似度为 0. 9000。

2�2 � PCR�RFLP结果

所有中国胭脂鱼个体都扩增出了长度约为2. 2kb

的ND- 5/ 6片段。12个限制性内切酶对 ND- 5/ 6片

段酶切, 11个限制性内切酶的酶切产物完全相同,仅

Nci�酶产生了多态性(表 2)。

表 2 � 中国胭脂鱼 mtDNA 中ND- 5/6基因 12个限制性内切酶

片段长度及限制类型

Tab. 2 � The size of cleavage fragments of ND- 5/ 6 gene and restriction

types for 12 enzymes

内切酶

Endoenzymes

限制类型

Restriction

types

片段大小( kb)

Size of fragments

Alu� A 0. 75, 0. 5, 0. 4, 0. 2, 0. 1

Acc� A 0. 9, 0. 7, 0. 6

Dde� A 0. 9, 0. 5, 0. 45, 0. 1, 0. 1

Hae� A 0. 3, 0. 3, 0. 25, 0. 25, 0. 2, 0. 15, 0. 15

Hha� A 1. 2, 1. 0

Hinf � A 0. 6, 0. 45, 0. 4, 0. 3, 0. 25, 0. 15, 0. 05

Mbo� A 0. 6, 0. 45, 0. 4, 0. 35, 0. 3, 0. 1, 0. 05

Mse� A 0. 6, 0. 5, 0. 4, 0. 3, 0. 2, 0. 15, 0. 1

Msp� A 0. 7, 0. 6, 0. 4, 0. 3, 0. 1, 0. 05

Nci� A/ B 0. 8, 0. 7, 0. 6, 0. 1/ 0. 7, 0. 6, 0. 5, 0. 2, 0. 1

Rsa� A 0. 8, 0. 7, 0. 4, 0. 3

Taq� A 1. 8, 0. 4

以 12个限制性内切酶对 ND- 5/ 6片段酶切图

谱,构建基因型文件和内切酶文件参与计算。基因

型间的核苷酸序列歧化距离为 0. 235% , 核苷酸多

样性为 0. 004。

图 2 � ND- 5/ 6基因的 Nci�酶切图谱

Fig. 2 � NciI cleavage patterns of ND- 5/ 6 genes

注: Y 群体中的 1、2、3、6、7、8、9号及 J群体中的 15号个体显示A 酶

切类型,其余个体都为 B酶切类型。No. 1、2、3、6、7、8、9 from Y pop�

ulat ion and no. 15 from J population exhibited A restriction type. Others

exhibited B restrict ion type.

3 � 讨论

� � RAPD及 PCR�RFLP 技术具有很强的揭示遗传
变异的能力, 在种群遗传结构的研究方面得到了很

好的运用[ 10 � 12]。本实验对约 80个 RAPD引物进行

了筛选,仅 3个引物扩增的带型具多态。Y群体内

个体之间的遗传相似度平均为 0. 9274, J群体内个

体之间的遗传相似度平均为 0. 9313, 群体之间遗传

相似度为 0. 9000。在 PCR�RFLP 分析中, 12个限制
性内切酶只检测出 2种基因型, 基因型间的核苷酸

序列歧化距离为 0. 235%,核苷酸多样性为0. 004,反

映了胭脂鱼群体较低的遗传多样性水平。比较而

言,北美的 Catostomus commersoni 及Moxostoma robus�
tum 胭脂鱼群体遗传多样性要丰富一些

[ 13, 14]
。

在对RAPD和PCR�RFLP的电泳图谱分析中,发
现的胭脂鱼群体之间出现了一定的不同地域遗传分

化。从引物 Opq02 扩增的图谱看 (图 1) , 1. 0kb、

0. 8kb两标记带在宜昌和金口胭脂鱼群体的分布频

率差异显著,前者主要存在于宜昌群体,后者主要存

在于金口群体。对于不同地理江段的胭脂鱼群体,

由于遗传漂变及瓶颈效应,某些位点的等位基因频

率开始发生较大的变化。比如, 1. 0kb 的引物结合

位点,在宜昌群体中出现频率为 78% , 而在金口群

体中, 该位点频率仅为 25% ( 12, 15号个体) , 0. 8kb

引物结合位点类似。从 Nci�酶切图谱看(图 2) , Y

群体中,具有限制类型 A的个体占主导地位, 约为

总数的 78%。J群体中,具有类型 B的个体占主导

地位,约为总数的 88%。由于胭脂鱼群体只检测出

2种基因型, 实际上述A、B 两限制类型在 Y、J群体

中的分布频率即为 2种基因型在 Y、J 中的分布频
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率。该结果提示,宜昌及金口江段胭脂鱼群体之间

在一定程度上缺乏基因交流。

中国胭脂鱼曾是长江流域最主要的经济鱼类品

种之一[ 15] ,然而由于经济的发展,鱼类栖息地的破

坏,特别是酷渔滥捕, 胭脂鱼群体数量骤降; 另一方

面,葛洲坝水利枢纽建成后,阻隔了长江中下游成熟

的补充群体到上游去产卵, 成为了长江上下游胭脂

鱼群体发生基因交流的一道屏障,加之中国胭脂鱼

胚胎发育期长, 性成熟晚, 资源一旦遭受破坏, 很难

自然恢复。结果是, 胭脂鱼群体瓶颈效应突出,遗传

结构非常单一, 长江上下游胭脂鱼群体之间出现基

因交流障碍。

鉴于中国胭脂鱼种质资源现状, 在种群复壮的

过程中,提高胭脂鱼后代群体的遗传多样性至关重

要。因此在人工养殖过程中, 为避免随机交配的盲

目性,应选择遗传变异较大的个体作为亲鱼群体, 以

丰富胭脂鱼后代群体的遗传多样性。
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GENETIC STRUCTURE OF CHINESE SUCKER(MYXOCYPRINUS ASIATICUS)

BY mtDNA AND RAPD MARKERS

SUN Yu�Hua1, LIU Si�Yang1, 2, PENG Zhi3 , YU Lai�Ning4 and WU Qing�Jiang2

( 1� College of Life Science , Wuhan University , Wuhan � 430072;

2�State key Laboratory of Fresh water Ecology and Biotechnology, Wuhan � 430072;

3�Fisheries college, Huazhong Agricultural university, Wuhan � 430070;

4�Yangtze River Fisheries Institute , Chinese Academy of Fishery Science , Jinzhou � 434000)

Abstract:Two molecular techniques, RAPD and PCR�RFLP,were used to detect population genetic structure of Chinese sucker
(Myxocyprinus asiaticus ) from the middle reaches of YangtzeRiver, Yichang section (Y population) , and Jinkou section ( J pop�

ulation) . Total genome DNA was isolated from fin tissue by standard phenol�chloro�form extraction. Four kits of primers for

RAPD analysis were from Operon technologies ( oph, opl, opk, opq) . Nei�s genetic distance from RAPD pattern was calculated

for population analysis. Of 50 RAPD primers, only 3 produced polymorphism. The genetic similarity within Yichang and Jinkou

population is 0. 9274、0. 9313 respectively. The genetic similarity between them is about 0. 9000. 4�L aliquots of the PCR prod�
ucts of mitochondrial ND- 5/6 genes were digested by 12 restriction enzymes. Est imation of mtDNA haplotype diversity followed

Nei and Tajima� s nucleotide diversity indices. Of 12 restriction enzymes types, 11 are monomorphic except Ncil enzyme. Only

two kinds of genotypes were found. The nucleotide diversity was 0. 004, and the pair�wise sequence divergence was about
0. 235% . Meanwhile, We found different iations between the two populations to some extent. From Ncil enzyme cleavage pat�
terns, the restriction pattern A was predominant ( about 78% ) in Y population, while in J population B was the major pattern

( about 88% ) . In RAPD patterns amplified by primer Opq02, the 1. 0�kb fragments appear mainly in Y population ( about

78% ) , while the majority of the 0. 8�kb fragments appear in J populat ion ( about 88% ) . Because of the booming pollution, and

overexploitation, and because of the longer development and the sex mature period, Chinese sucker undertook a suddenly and

sharply decreasing. Bottlenecks and genetic drift came into being. On the other hand , the Gezhou Dam has been the great barrier

for the gene exchange of different populations. Therefore, the genetic structure of Chinese sucker is considerably simple and there

was a trend of the differentiat ion of gene materials among different populations.

Key words:Chinese sucker; Genetic diversity; RAPD; PCR�RFLP;ND- 5/6 gene
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