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摘要 :采用随机扩增多态性 DNA( RAPD)技术对连续两代人工诱导雌核发育草鱼群体和一代人工诱导雌核发育草

鱼群体的群体内的遗传相似度、遗传距离以及群体多样性进行了分析,并用一个随机取样的普通草鱼群体作比较。

用26 个多态性引物在 3 个群体中共检测到了 291 个扩增位点; 在 3 个群体中检测到的位点数分别为 265、272 和

282。其中多态性位点数分别为 15、19 和 81。遗传学统计分析结果表明: 3 个群体的多态位点比例分别为 5�66%、

6�99%、28�72% ;香农表型多样性指数分别为 0� 1702、0� 3169和 0�8450; 按照Nei指数统计的三个群体的遗传相似度

分别为0� 9851、0� 9820、0�9114。这些结果表明: 两个雌核发育草鱼群体的遗传多样性远低于普通草鱼群体, 而其群

体的基因组 DNA 同质性远高于普通草鱼。而在两个雌核发育草鱼群体中, 两代雌核发育群体的遗传多样性要低于

一代雌核发育群体的遗传多样性;而群体的遗传纯合度则前者高于后者。
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� � 人工雌核发育根据雌核染色体加倍类型的不同
可分为极体型雌核发育(抑制第二极体的排出)和有

丝分裂型雌核发育(抑制第一次卵裂)。在极体型雌

核发育过程中, 雌核的两套染色体是由两套姐妹染

色单体组成的, 而且由于同源染色单体之间在第一

次减数分裂时会发生重组交换, 因此这两套姐妹染

色单体上可能有一些染色体片段上的等位基因存在

差异, 故通过极体型雌核发育所得的子代的基因型

可能不是完全纯合的。而在有丝分裂型雌核发育

中,雌核的两套染色体是在完成减数分裂后由同一

套染色单体复制而来, 因此所得的子代的基因型可

能是完全纯合的。如果连续进行两代雌核发育, 通

过第一代有丝分裂型雌核发育可以建立基因型完全

纯合的个体,在此基础上进行第二代有丝分裂型雌

核发育,就可以得到基因型完全一致的个体组成的

群体。这样得到的群体, 在理论上,不仅其个体的基

因型是完全纯合的,而且所有个体之间的基因型是

完全一致的。在极体型雌核发育类型中, 经过连续

两代人工诱导雌核发育也可以建立起高纯合度的雌

核发育品系。所以经过连续两代有丝分裂型雌核发

育可快速建立鱼类纯系或高纯合的品系
[ 1]
。

但在实际的育种过程中, 不同雌核发育类型鱼

类群体的遗传纯合度的具体指标如何, 是否能达到

遗传育种和遗传分析所需要的纯合度? 此外,在雌

核发育群体中也可能由于经过辐射处理的异源精子

的某些未失活遗传物质的影响、物理隔离的不完善、

以及在有丝分裂型雌核发育群体中可能存在的极体

型雌核发育等因素而影响雌核发育鱼群体的遗传纯

合性。因此, 在将培育的雌核发育群体应用于育种

实践前, 需要用各种技术在分子水平上对其基因组

进行精确的遗传学分析。

基于PCR技术的 DNA指纹标记技术有小卫星

DNA、微卫星 DNA、AFLP 和 RAPD等。其中近 10年

来发展起来的用任意引物进行基因组 DNA指纹分

析[ 2, 3]这一技术, 由于具有快速、灵敏, 可同时检测

的位点数多,可显示的多态性强, 无须分子杂交, 特

别是能在不知道基因组 DNA序列的情况下被使用

等优点而受到众多生物学工作者的青睐。目前已被

广泛的应用于动植物的种质资源鉴定[ 4, 5] , 种群生

物学和系统发育学[ 6 � 8] , 遗传图谱的构建[ 9, 10]以及
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其它的研究领域[ 11, 12]。

草鱼是我国最主要的淡水养殖鱼类。开展草鱼

的基因组分析和进行遗传育种研究具有重要的意

义。张四明[ 13]、章怀云[ 14]等利用 RAPD技术分别对

长江水系鲢和草鱼的遗传变异及变异性、草鱼和鲤

群体的遗传变异进行了指纹分析。但对人工雌核发

育草鱼群体的遗传学分析尚未见报道。本研究利用

RAPD技术对两个不同人工雌核发育草鱼群体的遗

传多样性,群体内和群体间的遗传变异进行了研究,

并以一个随机取样的湘江流域普通草鱼群体作对

照,为评估不同雌核发育草鱼群体的遗传纯合度和

遗传多样性提供准确的科学依据。

1 � 材料和方法

1�1 � 材料 � 湘江流域普通 (正常两性生殖)草鱼

( Ctenopharyngodon idellus)材料分多次从长沙市的农

贸市场随机采取,雌核发育草鱼材料取自本实验室

的实验基地。其中,一代雌核发育群体为以经紫外

线照射过的异源精子启动草鱼卵子的发育, 然后通

过抑制第一次卵裂而得到基因纯合型的个体组成的

群体(有丝雌核�1)。二代雌核发育草鱼群体为以经
紫外线照射过的异源精子启动草鱼卵子的发育, 通

过抑制第二极体[ 15, 16]的排出而得到雌核发育草鱼;

当这些雌核发育草鱼性成熟以后,以其中的一条雌

核发育鱼作亲本,以经紫外线照射过的异源精子启

动其所产卵子的发育, 然后再通过抑制卵子的第一

次卵裂
[ 17]
而得到第二次雌核发育草鱼个体组成的

群体(极体�有丝雌核�2)。
根据Tajima 的 DNA 序列抽样分布理论[ 18] , 在

DNA水平上估计群体变异时,样本数量 N= 10(甚至

为5)就能反应群体水平。由于雌核发育草鱼遗传

物质全部来自母本并且二个雌核发育群体分别来自

同一母本, 因此每一条雌核发育草鱼的纯合度要大

大高于普通草鱼,每一群体内的个体之间的遗传距

离也显著降低, 所以本研究在选取样本数时, 普通草

鱼随机选取 15尾, 每个雌核发育草鱼群体各取 10

尾。取材时分别剪取草鱼的幼嫩尾鳍, 用双蒸水漂

洗干净后分装入 1�5mL 的离心管中,放入液氮中快
速冷冻 5min左右,然后保存于�70 � 冰箱, 作为提取
基因组DNA的材料。

1�2 � RAPD反应仪器及试剂 � PCR扩增仪为美国
Applied Biosystems 公司生产的 GeneAmp�R 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�3� DNA的提取 � 3个群体的尾鳍样品, 采用酚/

氯仿法, 稍作修改后提取基因组 DNA。提取过程中

蛋白酶K消化过夜,用 NaCl、乙醇沉淀, TE( pH8�0)
溶解。通过 Eppendorf公司的 BioPhotometer 测定基

因组 DNA的紫外光吸收的光度值以检测 DNA的浓

度和纯度, 经 0�7%浓度的琼脂糖电泳检测 DNA的

完整性以评估所提取的基因组 DNA能否用于 PCR

扩增,符合要求的 DNA贮于 4 � , 备用。

1�4� 引物的筛选 � 从 180个生工系列引物 S1�S80
S100�S140, S220�S240, S320�S340, S461�S480 中经预
备实验选出重复性好、图谱清晰、具有多态性且扩增

产物条带数较多的引物 31个[ 19] (选择中等复杂的

图谱[ 20] )。从中选取 26 个用于对 3 个群体的所有

的个体的基因组 DNA进行扩增(引物编号及其序列

见表1)。

1�5� RAPD�PCR反应条件及其扩增产物的分离 �

参照Williams等的方法, 以Mg2+ 浓度, dNTP 浓度,引

物浓度, Taq 酶, 以及退火温度等主要因子对反应条

件进行优化, 最后确定适合本实验的反应体系和反

应程序。反应体系如下:总体积 25�L,包括100ng基

因组 DNA, 引物 24�75ng, 0�2mmol/ LdNTP(终浓度) ,
1�5U Taq 聚合酶, 2�5mmol/ L MgCl2 ( 终浓度 ) ,

2�5�L10 � Buffer。反应程序为 95 � 预变性 4min, 然

后进行 35个热循环, 每一个热循环包括 94 � 变性

1min, 36 � 退火 1min, 72 � 延伸 2min, 最后在 72 � 延
伸 10min。以上反应程序在 Applied Biosystems公司

生产的 GeneAmp�
R
PCR System 2700 热循环仪中进

行。为了确定电泳谱带不是在 PCR 扩增过程中由

于外源DNA的污染而产生的, 每次PCR扩增反应均

设不含模板 DNA的空白对照。PCR产物在以 1�4%
的琼脂糖为支持介质的电泳中分离 (外加电场为

4V/ cm) , 于含溴化乙啶 ( 1% ) 的染色盒中染色

30min,然后用凝胶成像系统扫描,并保存扫描结果。

1�6� 多态位点比例 � 根据 Apostol等[ 21]的假设, 将

RAPD标记作为等位基因进行多态分析, 多态位点

比例 P= 多态位点数/总位点数。

1�7� 遗传相似度和遗传距离 � 任意两个个体间的
遗传相似度和遗传距离按照 Nei[ 22]的公式进行计

算,经电泳以后获得的基因组 DNA 指纹图谱, 由于

个体之间序列差异而产生多态性用双等位座系统来

解释,即每个座位上相应谱带的存在(此时记为 1)

或缺失(此时记为 0)。任意两个个体之间的遗传相
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似度和遗传距离按下列公式来计算:

F = 2Nxy / ( Nx + Ny ) � � � � � � P = 1 - F

其中 F为两个个体之间的遗传相似度, P 为两个个

体之间的遗传距离。Nxy为个体 x 和个体 y 共同拥

有的 RAPD谱带数, Nx 和 Ny分别为个体 x 和个体 y

所拥有的谱带数。

群体内遗传相似度和遗传距离通过对群体内所

有个体间的遗传相似度F 和遗传距离P 值简单平均

而求得。

1�8 � 香农遗传多样性指数[ 23] � ( Shannon� s index of
phenotypic diversity) :Ho= - � �iLn�i, 其中的 �i为
表型频率, 即某一扩增谱带在某一群体中出现的频

率, Ln为自然对数。

2 � 结果

用26个随机引物对 3个草鱼群体共 35个个体

的基因组 DNA进行了两次以上重复的 RAPD分析。

单个引物检测到的位点数在 5 � 14之间, PCR 扩增
片段的长度介于 300 � 2300 bp之间。26个随机引

物总共检测到 291个位点。其中有部分引物扩增出

群体特异性的谱带, 如引物S326在极体�有丝雌核�2
草鱼群体中扩增出特异于有丝雌核�1草鱼群体的
一条谱带(如图 1B中箭头所示)。

图 1 � A 为引物 S326在普通草鱼群体基因组 DNA上的 RAPD �

PCR 扩增图谱。B为引物 S326在二个雌核发育草鱼群体基因组

DNA上的 RAPD � PCR扩增效果图(M为 Lambda DNA/Hind �+

EcoR � Marker DNA, C为空白对照。B: 1 � 5为极体�有丝雌核�2

� 种群, 6 � 10为有丝雌核�1种群)。

Fig�1� A is RAPD � PCR amplificat ion profile in a group of common

grass carp�Fig�1 B is RAPD � PCR amplification profile in two art if icial

gynogenet ic groups of grass carp(M represent Lambda DNA/Hind �+

EcoR � Marker DNA andC represent negative control�No�1 � 5 ismei�

otic�mito�gynogenetic grass carp group and No�6 � 10 is mito�gynogenetic

grass carp group in figure�1 B) .

2�1 � 多态位点比例
单个引物在 3个草鱼群体中扩增出的位点数、

多态位点数以及多态位点比例见表 1。用 26个随

机引物对 3 个草鱼群体的基因组 DNA进行 RAPD�
PCR扩增后, 在极体�有丝雌核�2草鱼群体、有丝雌
核�1草鱼群体及普通草鱼群体中分别检测到 265

个、272个、282个位点,单个引物在 3个群体中扩增

出的谱带数在 5� 14之间,检测到的平均位点分别为

表 1 � 26个引物分别在 3个草鱼群体中扩增出的位点数和多态位点数

Tab. 1� The number of loci and number of polymorphic loci amplified within three groups of grass carp with 26 primers, respect ively.

引物编号

Primers

扩增出的位点数

number of loci

多态位点数

number of polymorphic loci

� � CJY2 � � CY1 � � P t � � CJY 2 � � CY 1 � � Pt

S8: GTCCACACGG 12 13 12 0 1 3

S14: TCCGCTCTGG 11 10 10 0 0 4

S29: GGGTAACGCC 10 10 12 0 1 4

S31: CAATCGCCGT 12 11 11 2 1 3

S35: TTCCGAACCC 11 11 10 1 1 3

S49: CTCTGGAGAC 6 6 9 0 0 3

S50: GGTCTACACC 15 14 14 4 0 5

S51: AGCGCCATTG 13 14 14 0 1 3

S52: CACCGTATCC 10 10 10 0 0 4

S58: GAGAGCCAAC 10 11 11 0 1 4

S64: CCGCATCTAC 13 13 13 0 1 3

5期 陈金辉等: 两个不同的人工雌核发育草鱼群体基因组 DNA的 RAPD分析 473��



续表

引物编号

Primers

扩增出的位点数

number of loci

多态位点数

number of polymorphic loci

� � CJY2 � � CY1 � � P t � � CJY 2 � � CY 1 � � Pt

S66: GAACGGACTC 13 13 12 0 0 2

S69: CTCACCGTCC 10 10 10 2 2 2

S76: CACACTCCAG 5 5 5 0 0 2

S102: TCGGACGTGA 10 10 11 0 0 2

S111: CTTCCGCAGT 9 9 11 0 0 4

S114: ACCAGGTTGG 10 11 12 1 2 4

S115: AATGGCGCAG 10 7 10 1 0 2

S117: CACTCTCCTC 10 10 12 1 1 4

S124: GGTGATCAGG 12 13 12 0 1 2

S234: AGATCCCGCC 11 12 12 1 2 2

S326: GTGCCGTTCA 7 9 10 0 1 3

S331: CTCAGTCGCA 9 11 11 0 1 4

S332: TCAACGGGAC 10 9 9 0 0 3

S333: GACTAAGCCC 8 9 9 1 1 3

S337: CCTTCCCACT 8 11 10 1 1 3

SUM 265 272 282 15 19 81

Percent of polymorphic loci 0�0566 0�0699 0�2872

� � 注: CJY2 指极体�有丝雌核�2草鱼群体, CY 1指有丝雌核�1草鱼群体, Pt 指普通草鱼群体(下同)。

� � Note: CJY2 represent meio�mito�gynogenetic�2 group, CY1 represent mito�gynogenet ic�1, Pt represent common grass carp group.

10�19、10�46、10�85,其中多态位点数分别为 15个、

19个、81个,由此得出 3个群体的多态位点比例分

别为 5�66%、6�99%、28�72%。其多态位点比例的
大小顺序为普通草鱼群体> 有丝雌核�1草鱼群体
> 极体�有丝雌核�2草鱼群体。
2�2 � 香农遗传多样性指数 � 用香农遗传多样性指
数计算了 3 个草鱼群体的群体内遗传多样性 (表

2)。由不同的随机引物检测到的位点数及多态性位

点数均有所不同,因此按各个引物计算的遗传多样

性指数值就有一定的差异, 变化幅度从 0�000 �
1�2228。由表 2可知, 3个群体中, 按照香农遗传多

样性指数计算所得的遗传多样性,普通草鱼的遗传

多样性最高 ( 0�8450) , 有丝雌核�1 草鱼群体次之
( 0�3169) ,极体�有丝雌核�2草鱼群体最低( 0�1722)。

表 2 � 由香农遗传多样性指数计算的 3个草鱼群体内遗传多样性

Tab. 2 � Genetic diversity within three groups of grass carp estimated by

Shannon index of phenotypic diversity

Primers CJY 2 CY1 Pt

S8 0�0000 0�1785 0�7479
S14 0�0000 0�0000 0�9803

S29 0�0000 0�1785 1�2228

S31 0�5004 0�3219 0�6863

S35 0�3065 0�3665 0�8987

S49 0�0000 0�0000 0�5553

S50 1�3460 0�0000 1�1713

S51 0�0000 0�1785 0�8462

续表

Primers CJY2 CY 1 Pt

S52 0�0000 0�0000 1�0496

S58 0�0000 0�3665 1�1237

S64 0�0000 0�3665 0�9580

S66 0�0000 0�0000 0�3251

S69 0�6730 0�5004 0�5521

S76 0�0000 0�0000 0�4088

S102 0�0000 0�0000 0�5914

S111 0�0000 0�0000 1�1805

S114 0�3665 0�3219 0�8272

S115 0�3065 0�0000 0�5716

S117 0�3064 0�3219 1�0972

S124 0�0000 0�3665 0�4613

S234 0�0000 0�3665 0�6831

S326 0�0000 0�3665 0�9227

S331 0�0000 0�3665 1�0966

S332 0�0000 0�0000 1�0597

S333 0�3665 0�3665 1�0340

S337 0�3065 0�3065 0�9181

Average 0�1772 0�3619 0�8450

2�3 � 3个草鱼群体内遗传相似度和遗传距离

参照Nei的方法对 3个群体的群体内遗传相似
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度和遗传距离进行了分析,所得的结果如表 3。

由表 3可知 3个草鱼群体的群体内遗传相似度

分别为 0�9851, 0�9820, 0�9114, 即极体�有丝雌核�2
草鱼群体的群体相似度最大, 有丝雌核�1草鱼群体

的次之, 普通草鱼群体的最小。但这 3个草鱼群体

内的遗传距离大小顺序恰恰相反, 其大小顺序为普

通草鱼群体 ( 0�0886) > 有丝雌核�1 草鱼群体
( 0�0180) > 极体�有丝雌核�2草鱼群体( 0�0149)。

表 3 � 3个草鱼群体内遗传相似度和遗传距离

Tab. 3 � Genet ic similarity indices and genetic distance within three populat ions of grass carp estimated by Nei� s index

极体�有丝雌核�2草鱼群体

Meio�mito�gynogenet ic�2 group

有丝雌核�1草鱼群体

Mito�gynogenet ic�1 group

普通草鱼群体

Common grass carp group

遗传相似度

Genetic similarity

0�9851 0�9820
0�9114

遗传距离

Genet ic distance

0�0149 0�0180 0�0886

3 � 讨论

现代遗传学认为,一个物种的遗传变异的大小

往往与此物种的群体大小成一定的比例关系, 而且

与此物种对环境的适应能力密切相关。经抑制第一

次卵裂产生的雌核发育草鱼, 在理论上,个体的基因

型是纯合的,又因为这些子代来自同一亲本, 因此个

体之间的遗传差异相对较小, 群体内的纯合度高, 此

人工群体与野生群体相比, 存在核酸序列丢失的现

象,如果所丢失的核酸序列位于编码区,或者是与某

一基因的表达相关, 将导致个体的某一性状的丢失,

这将导致一个群体的生物多样性水平的降低, 最终

会导致整个群体的生存能力下降。但在生产上, 当

前的目的主要是要解决一二龄草鱼抗病能力差的问

题,以提高草鱼的产量和草鱼养殖的经济效益,因此

通过雌核发育这一单性生殖方式,筛选具有抗病能

力强这一优良性状的草鱼个体并进而建立遗传背景

完全一致的群体纯系是一种有效的遗传育种手段。

而且, 通过人工雌核发育建立纯系的速度大于自交

或兄妹近交,一次雌核发育相当于 8 � 10个世代同

胞兄妹交配
[ 24]
。

Kuhnlein[ 25]等对具有不同近交水平的鸡品系进

行DNA 指纹研究发现当鸡群的平均近交系数为

0�026时,不同带纹数为 25条, 近交系数为 0�39时,
不同带纹数为 13条,当近交系数为 0�98时,不同带
纹数为 8 条(近交系数越大, 则不同带纹数越少)。

这主要是因为近交水平和遗传纯度高时, 各等位基

因在一定程度上被固定, 因而频率上升,谱带数目减

少。本研究利用 26个 10碱基的随机引物对从草鱼

尾鳍中提取的基因组DNA进行RAPD检测,在极体�

有丝雌核�2草鱼群体、有丝雌核�1草鱼群体、普通
草鱼群体中随着它们近交系数的减小, 检测到的位

点数依次增加, 分别为 265、272、282。这在说明

RAPD扩增高效率的同时, 也证明了扩增出的总位

点数与群体的遗传纯度有一定的关系[ 14]。26个引

物在 3个群体中检测到的多态位点百分率分别为

5�66%、6�99%、28�72%。经香农表型多样性指数分
析,得到 3个群体的遗传多样性指数分别为 0�1722、
0�3169、0�8450。按照Nei指数统计的群体内遗传相

似度分别为 0�9851、0�9820、0�9114。这三种方法所
得的遗传多样性变化趋势基本相同, 即普通草鱼群

体的群体多样性> 有丝雌核�1草鱼群体的群体多
样性> 极体�有丝雌核�2草鱼群体的群体多样性。
以上数据,一方面,说明二个雌核发育群体是高纯度

的纯系, 而且极体�有丝雌核�2草鱼群体的群体纯合
度又要高于有丝雌核�1 草鱼群体的群体纯合度。
另一方面也说明, 通过极体型雌核发育所得到的个

体,由于卵核的同源染色单体发生重组,其基因型不

是完全纯合的,因此经过两次雌核发育(一次极体型

雌核发育和一次有丝分裂型雌核发育)所得到的群

体的遗传相似度只比经过一次有丝分裂型雌核发育

所得到的群体的遗传相似度稍高。

经随机扩增多态性 PCR分析发现, 雌核发育草

鱼群体的带谱与正常两性生殖(普通)草鱼群体之间

也存在差异。有一部分谱带为雌核发育草鱼群体所

特有,有一部分带为某一雌核发育群体所特有, 当然

在雌核发育群体中也存在相对于普通草鱼而言的缺

失带。出现这种现象的原因可能与雌核发育草鱼的

原始母本来源有关,也可能为异源精子 DNA碎片的

随机插入[ 11] ,但这还有待于进一步研究确认。
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RAPD ANALYSIS ON GENOMIC DNA OF TWO ARTIFICIAL GYNOGENETIC GROUPS

OF GRASS CARP, CTENOPHARYNGODON IDELLU

CHEN Jin�Hui,HUANG Ming�Min, ZHENG Kang, LIN Kai�Dong and LUO Chen

( Institute of Biology ,HunanNormal University, Changsha � 410081)

Abstract:Genetic similarity, genetic distance and Shannon� s genetic diversity of two different artificial gynogenetic grass carp

groups and a control common grass carp group were analyzed in the methods of RAPD (RandomAmplified Polymorphism DNA) .

One of the two different gynogenetic groups was ameiotic�mito�gynogenetic grass carp group that was produced by artificial gyno�
genesis for two generations. Another. gynogenetic group was a mito�gynogenetic grass carp that was generated by artificial gyno�
genesis only one generation. The common grass carp group was randomly collected from the markets in Changsha.

Total 291 loci were detected in all of the three groups through the RAPD�PCR with 26 polymorphic random primers. The

loci number in the three groups, meio�mito�gynogenetic group, themito�gynogenetic group and the common grass carp group, were
265, 272 and 282 and the number of polymorphic loci were 15, 19 and 81 respectively. Genetic statistical analysis showed that

percentage of polymorphic loci of the three groups of grass carp, were 5�66% , 6�99% , 28�23% ; and the genetic similarity within

the three groups of grass carp estimated by Nei� s index were 0�9851, 0�9820, 0�9114, respectively. The genetic diversity indices

within the three groups of grass carp estimated by Shannon index of phenotypic diversity were 0�1722, 0�3169 and 0�8450 re�
spectively. Generally, the genetic diversity within two artificial gynogenetic groups of grass carp is far lower than that of common

grass carp, while the genetic diversity in meiotic�mito�gynogenetic grass carp group is much lower than that of mito�gynogenetic
grass carp group. The relat ively low level of genetic diversity in each of the two groups of gynogenetic grass carp revealed that the

population purity in each of the two gynogenetic grass carp groups is higher than that of common grass carp group.

Key words:Gynogenetic grass carp; RAPD; Genetic similarity; Genetic distance; Genetic diversity
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