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摘要 利用 随机扩增多态 � � � �� �  � �技术对草鱼
、

兴国红鲤
、

野鲤的种群内
、

种群间以及种

间的遗传变异进行了定量分析
。

结果表明
�

草鱼与鲤的 � �  � 指纹图谱带型差异显著
,

草鱼与

红鲤和 鲤种间的平均带纹相 似系数 �� � �分别为 �
·

� � � � 和 �� � �� �, 遗传距离 �几 �分别达

��  � � � 和 �
�

�� � �
。

而红鲤和鲤种群间的 � � �� 指纹图谱带型则基本一致
,

平均带纹相似系数

为 �
�

� ���
,

遗传距离只有 �
�

� ���
。

草鱼
、

兴国红鲤
、

鲤种群内平均带纹相似系数分别为 �
�

�� ��
、

�� �� ��
,

�
�

�� ��
,

平均带纹频率 �� �分别为 �
�

��
、

�
�

�� 和 �
�

��
,

相应的遗传变异度分别为 �
�

��
、

�
�

�� 和 �
�

��
。
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,
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,
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,
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,
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随机扩增多态 � � � ��么 � � � � � � �� �� �� ��� �� � 印�� � � � �
,

� � ��� 是九十年代初在

聚合酶链反应 ��� �� 技术基础上发展起来 的一项 � � � 多态性检测新技术
「团

。

� � �� 分析

采用任意引物的 �一般 �一 �� � ����
� 反应 �� ��� �� �� 从基 因组 中随机扩增多态性 � � � 片

段
。

其主要优点是简便快捷
,

一次可探测多个位点
,

无需 目标区的核昔酸序列信息
。

这一

新型 � � � 分子标记近年来 已被广泛应用于各种动植物的 � � � 多态性分析��场〕
,

并显示了

极大的应用潜力
。

利用 � � �� 标记对草鱼和鲤的群体遗传变异进行了初步研究
,

本文对

研究结果作一报道
。

� 材料与方法

� � 取样群体 �� 尾兴国红鲤 �。岁
�加�� �� �� �� �� �� 分别来 自湖南农业大学水产系实验

渔场和长沙郊 区 � 个生产渔场
� �� 尾草鱼 �� �� � 叩�

� 即� � � ��
�

�� ��� � � �  �� � � � � 目� � ���
�

�� �� �和鲤�。 , � �� �� 川�� �� �� �� ��  ! �
,

分别来 自长沙市周围朗梨镇等 � 个集贸市场
。

� � 基因组 � � � 分 离 取 一�� ℃ 下冻存 的鲜肝组织 约 �� � � �
,

加人 � � � 提取裂解 液

�� � 卜�
,

制成匀浆
。

加入蛋 白酶 � 至终浓度 � � � 件� � � �
,

�� �� 温育 ��
。

加一倍体积苯酚 � 氯

仿重复抽提两次
,

取上清液
。

再用 � 倍体积 ��� � 乙 醇沉淀
,

�� � 乙醇洗涤
,

最后悬浮于

湖南省自然科学基金资助课题

� �� �一 �� 一� �收到 � �� � �一 �一 � �修回
�
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�� �� � �
�

� �缓冲液中
。

� � � �  !卜� � � 条件 �� 一� �� 随 机 引物 �� � � 为 � �一�� � �分别 购 自美 国 � 详� 和

�� �� �� �� 生 物工 程 公 司
。

每 �� 闪 �� � 反 应液 中含 ��� � � � 聚合 酶 � �
,

�� � �� ���
�

�
�

�卜�
,

�� � �
�

� � �卜� � ���
,

� � � �
�
�

�

�� �
,

引物 � � � �
,

� � � 模板 ��� � �
。

��
� 反应先在 � � ��

预变性 �
�

�而
� ,

然后 � � ℃变性 �
�

�� ��
, ,

� � ℃退火 �
�

�而
� ,

� � �� 链延伸 �
�

�� �氏进行 � � 个循

环
,

再于 �� ℃后延伸 �而
� 。

�� � 产物以 �
�

�� 琼脂糖凝胶 电泳分离
,

澳化乙吮染色显带
,

紫

外灯下观察
、

拍照
。

��� 带纹相似系数 个体间带纹相似系数根据 切�� �� 」的公式计算
�

� � � � ��� � � �� � ��
式 中

�

�� � 是 � � � � 指纹图谱中个体 � 和 � 的共有带纹数
,

�� 和 �� 分别为个体 � 和

� 各 自可分辨带纹总数
。

平均带纹相似系数 �� � �� 通过对群体内 �间�各个体对子 的带纹

相似系数简单平均而求得
。

� � 平均带纹频率与遗传变异度 平均带纹频率 �� �的计算公式为
�

�

、

艺同

遗传变异度根据 � � �� �� �� 等 的公式计算
�

� 一 �
奥

�

誉
。

� 忿
式 中

�

� 为种群 内 � � �� 图谱可分辨带纹总数
,

� 为样本群体中第 �条带纹的频率
,

即

带有第 �条带纹的个体数占总个体数的比率
。

� � 遗传距离 种群间遗传距离按 ���� �� �的公式计算
�

�
」

一
�� 〔5

IJ/

俪
1

式 中
:
气是两个群体 i和 j之间的平均带纹相似系数

,

5

1

和 S
」

分别为群体 i和 j 的种群 内

平均带纹相似系数
。

2 结果

2
.
1 草鱼和鲤 R A P D 指纹图谱特征

从总计 60 个随机引物中筛选出 7个带纹较为清晰
,

多态性较丰富的引物用于本试验

分析
。

扩增产物分子量一般在 2. o kb 以下
。

其余 引物有的无扩增产物
,

有的带型过于复

杂
,

难 以分 辨
,

有的 则无多 态性带纹
。

各种群 平均 每一 引物所 获得 的带纹数 为
:
草 鱼

4. 28 土 1
.

89 条
,

红鲤 5
.
57 士 2. 44 条

,

鲤 6. 00 士 4
.
12 条 (表 1)

。

从 RA P D 图谱带型来看
,

草鱼

比鲤带型较为整 齐
,

带纹数明显较少
,

草鱼与鲤带型差异 明显
,

而红鲤 和鲤带型相似 (图

l)
。

此外
,

7 个引物共扩增出草鱼特异性带 17 条
,

鲤特异性带 犯 条
。

草鱼和鲤 RA PD 指纹图谱带型的差异反映了这两种鱼类的遗传组成显著不同
。

此外
,

带纹数目多寡则与种群遗传纯度有一定关系
.
玲止nlein 等对具有不 同近交水平的鸡品系进

行 D N A 指纹分析发现
,

当鸡群平均近交系数为 0.0 26 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
;当近交系数上升至 0. 98 以上时

,

不同带纹数仅为 8条191
。

这主要
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2. 2 带纹频率与遗传变异度

草鱼
、

红鲤
、

鲤种群内平均带纹频率分别为 0
.
82

、

0

.

71 和 0
.
74 (表 1)

,

草鱼高于鲤
,

相应

的遗传变异度则草鱼低于鲤(0
.
18

,

0

.

29 和 0
.
26)

。

这进一步证明草鱼的遗传纯度较鲤为高
。

2. 3 种群内和种群间带纹相似系数

统计了各种群 RA P D 图谱 21 对个体间的带纹相似系数
,

然后求出 A B S 值
。

草鱼
、

红

表1 草鱼和鲤R A PD 指纹图谱特征

Tab
.
1 C h

arac
te n sti es of R A P D fi ngerp n nts of gras

s earp an d
eo
rnm
on cal p

引引 物物 特异性带纹纹 草 鱼鱼 红 鲤鲤 鲤鲤

PPP rim errr S pe cl fi c balldsss C ras s carppp 甩d C
olnn10n ca印印 W ild

cornnlon ca印印

草草草 鱼鱼 鲤鲤 带纹数目目 频 率率 带纹数目目 频 率率 带纹数目目 频 率率

OOOOO 刁5 5 c a
rppp C

o r n lllo n c a耳耳 (峋峋 (R ))) (峋峋 (R ))) (均均 (R )))

OOO PA 一 1 555 333 222 555 0 滩5士 0 2 555 333 1
.
0 0 士 0 刀000 333 1

.
0 0 士 0 刀000

CCC Y 0 2 一 1 999 333 222 444 0

.

5 7 士 0 3 444 333 0 夕4 士 0
.
1 000 333 1

.
0 0 士 0 刀000

〔〔T 0 6刁lll 333 ,,
333 1

.

0 0 士 0 刀000 333 0 万2士 0 4 444 222 0 乡3士 0
.
1 000

CCC Y 0 6一333 333 555 555 0夕4士 0
.
1 333 777 0 7 9 士 0 3 222 666 0 名3士0 .3 444

CCC Y 0 6刃999 222 666 555 0
.
94士0

.
1 333 888 0 为9士 0 3 000 888 0 4 5 土0 2 777

CCC Y 0 6 一 1 777 lll 777 lll l

‘

0 0
士0

.
0 000 777 0

.
4 1土 0

.
2 000 666 0 4 5 士0 4 333

CCC 、0 6 一2 000 222 888 777 0 名 l士0 3 444 888 0
,

5 3
士 0 3 444 l 444 0 石6 士0

.
3 222

总总平均均 2
‘

4 2
士 1 7 999 4

.
5 士 2

.
5 777 4

.
2 8 士 1

.
8 999 。

,

8 2
士0 2 222 5

.
5 7 土 2

.

4444 0 刀 l土 0
.
2 111 6 刀0 士4

.
1 222 0

.
7 4 土0 2 555

TTT o tal
rne

annnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

遗遗传变异度度度度度 0
.
188888 0

.
299999 02 666

(((V )))))))))))))))))))

鲤
、

鲤 A BS 值分别为 0
.
8424 士 0

.
0 5 6

,

0

.

7 8 一9 土 0
.
0 8 2

,

0

.

7 9 2 8 土 0
.
0 6 6

。

( 表 2)
。

此外
,

分别统

计了各种群间 RA PD 图谱 49 对个体间带纹相似系数
,

求得草鱼与红鲤和鲤种群间 A B S 值

分别 为 0
.
2583 士 0

.
0 3 8 和 0

.
2 394 士 0

.
0 5 3

,

而 红鲤 与鲤 种群 间 A B S 值 为 0
.
7 162 士 0

.
0 6 0

。

A
B

S 主要反映种群 内和种群 间的各个体间平均遗传同源性 (& ne tic hom og en ei ty )
。

从种

群内 A B S 看
,

草鱼高于鲤
,

说明草鱼抽样群体的遗传同质性较高
。

草鱼与两个鲤种群间的

A B S 值显著低于红鲤和鲤 间的 A B S 值
,

这反映了三个种群间遗传关系的远近
。

同时也证

实了 R A P D 标记对于鱼类种群间遗传关系的测定是比较灵敏的
。

2. 4 遗传距离

种群间遗传关系可用遗传距离定量描述
。

本试验测得草鱼与红鲤和鲤种间的遗传距

表2 草鱼和鲤种群内和种群间A B S值及遗传距离

T ab
.
2 Intra

.
an d Inte卜po Pul

ation ba
nd shan

ng an d g
enetie di s.旧c e s o f

g
ras

s c a rp an d c o

nun

o n e a rp

众
netie po Pul ation G份5 5 Re d

e o l刊m on e ar P C o n江n l o n c 王ir
P

O 名4 2 4

0乡3 6 2

1 2 2 7 7

0 2 5 8 3

0 7 8 19

0
.
0 9 4 7

0之3 9 4

0刀 16 2

0 7 9 2 8

鱼鲤

鲤

草红

注
:
对角线及对角线以上为 A B s 值

,

对角线以下 为遗传距离 v al ue
s on an d abo ve di ag onal are av erag

e tx m d

shan
ng an d

v al ues be low di ag onal are gene tie di stan
ces
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离分别为 0
.
9 36 2 和 1

.
22 77( 表 2)

,

而红鲤和鲤间的遗传距离只有 0. 0947
。

这反映了两个鲤

种群间亲缘关系较近
,

而它们与草鱼种间亲缘关系则较远
。

3 讨论

3. 1 在世界主要养殖鱼类 中
,

草鱼和鲤分别 占 12. 93 % 和 13 .4 8%
,

除维之外
,

居各鱼类之

首
。

鲤的抗病力一般优于草鱼
。

为了探讨基因转移技术在鱼类育种中的应用
,

作者曾利用

精子 介导基 因 转 移技 术 (s pe

~

edi ate d g en
e ti习n s fe r) 将 鲤 的基因 组 D NA (gen

~
c

D N A )导人草鱼基因组中
,

并获得了性状表达[l0]
.
从 D N A 分子水平上探究草鱼和鲤之间的

遗传差异对于其基 因资源的有效保护和开发利用具有重要意义
,

同时也为通过全基因组

D N A 导人获得转基因鱼的分子检测提供候选分子标记
。

1 2 R A p D 是一种多位点 (m ul ti一loc us ) 的 D N A 分子标记
,

它在群体遗传分析中的高灵敏

度和高效率已为众多研究所证实
。

从本研究的结果来看
,

R A P D 指纹分析能相 当灵敏地探

测出鱼类种群内和种群间的遗传变异
。

加之与生化遗传标记相 比较
,

R A P D 具有位点多
,

分布广泛
,

分析简便快捷等优点
,

因而它是鱼类遗传资源研究有力工具之一
13 从不同引物所测得的带纹数和频率来看

,

差别较大 (数值标准差大 )
;不同引物所产生

RA P D 图谱多态性丰富程度差异也较大
。

有的引物虽然能明显地反映出草鱼和鲤之间的

遗传差 异
,

但 在 两 个 鲤 鱼 种 群 所 产 生 的 R A P D 图 谱则 完 全 一 致 (如 引 物 O P A - 15
,

C Y 0 2
一1 9)

,

不能反映出它们之间的遗传差异
。

因此
,

在进行此类遗传分析时
,

特别是对于

遗传关系本来较近的种群间遗传距离测定时
,

筛选出较多的适宜的随机引物是提高分析灵

敏度的关键之一
。

1 4 本 试验 不仅 获得 了大 量 的草 鱼 和 鲤 的特 异 性 分 子 标 记
,

有 的 R A PD 图谱 (如

C Y 06 一
20 )还探测出两个鲤种群间的特异性标记

。

种群特异性分子标记对于品种识别
,

遗

传资源研究乃至转基 因鱼 (特别是总 D N A 导人 )的分子检测都具有重要的应用价值
,

类似

的种群特异性 R A PD 分子标记在一些家养动物如鸡
,

猪
,

牛的研究中亦有较多的报道
。
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