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摘要 :使用 20个随机引物对日本和中国辽宁产中华细鲫、日本产 H emigram mocyp r is sp. 和

中国产稀有 鲫各 4 个个体的随机扩增, 得到了大量 DAN 多态片段。通过 Rapdplot程序将

DAN的多态片段转换成遗传距离 ( d= 1 - S, S= 2NxNy / Nx+ Ny )。该遗传距离的矩阵经

Phy lip 软件包中 Neighbor程序计算, 生成了四个物种的相互关系分支图。从图中可以看出,

分布于日本和中华细鲫有较近的遗传距离,然后是 Hemigrammocyp ris ,最后是稀有 鲫。该

结果说明分布于日本和中国的中华细鲫是同一个物种。日本的 Hemigrammocyp r is 是一个独

立的物种。

关键词:鲤科鱼类; 亲缘关系; RAPD

中图分类号: S965. 117 � � 文献标识码: A � � 文章编号: 1000- 3207( 2001) 04- 0358- 04

中华细鲫( A phyocyp r is chinensis G�nther)是广布于中国江河平原区的小型鲤科鱼

类,主要生活在小水体中。该种也分布于日本相似的生境。同时在日本分布的有相近种

Hem igr ammocyp ris sp.。两个物种在形态上容易混淆。在中国还有相近种稀有 鲫

( Gobiocyp ris r ar us Yu et Fu)。从外部形态上区别这些物种有一定的困难。为了研究这

些物种的有效性及相互关系, 将使用随机引物扩增的 DNA 多态分析四个物种之间的亲

缘关系。

RAPD即随机扩增多态性 DNA,是利用一组单个的, 序列随机的寡核苷酸单链为引

物,采用较低的退火温度, 对所研究的基因组 DNA 进行 PCR扩增[ 1]。如果基因组在被

PCR扩增区域曾发生过 DNA 片段的插入、缺失或碱基对的突变,就可导致这些结合位点

的分布发生相应的变化或者扩增区段长度发生变化, 因而使 PCR的产物增加、缺少或发

生分子量的改变。这种 DNA 的多态性可作为系统发育的表征。一般认为 RAPD分析方

法适用于亲缘关系较近物种的研究。Halw ard等
[ 2]
用 10个引物对 29 个花生野生种基因

组,何舜平等[ 3, 4]运用 RAPD的方法对五种鲤科鱼类及低等鲤科鱼类进行的分析也说明

了RAPD分析与形态特征所得的结果也是相一致的。众多的研究结果也说明 RAPD分

析对研究有较近亲缘关系的物种是有效的。
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1 � 材料与方法

1. 1 � 材料 � 用于 RAPD分析的 12个个体分别代表 4种鲤科鱼类(每种 4个个体) , 标本

采自辽宁、四川、日本。标本整体或肌肉组织用 95%酒精固定并保存于 4 � 的冰箱中备

用。研究的种类分别为: 分别来自于日本和中国的中华细鲫,日本的和中国的稀有 鲫。

1. 2 � 方法 � 样本固定、总 DNA 提取用 Ausubel[ 5]的方法; 材料取自酒精固定标本的肌

肉。PCR- RPAD反应用Williams等
[ 1]
的方法。所用引物为 Operon 公司产的第 S组共

20个随机引物。最适反应组分为: H 2O, 10x 反应缓冲液; M gCl2; dNTP; 随机引物;模板

DNA; TaqDNA聚合酶,引物序列见表1;扩增产物用2%琼脂糖凝胶电泳和溴化乙锭染色

后于紫外凝胶分析仪下记录。RAPD 电泳结果首先转换成 0、1 数字由 RAPDPLOT

(Black)转换成遗传距离 ( d = 1 - S, S = 2NxNy/ Nx+ Ny) , 然后用 PHYLIP 软件包中

Neighbor 程序进行 UPGMA聚类分析。

2 � 结果与讨论

2. 1 � PCR- RAPD

18个引物都产生了丰富的扩增片段(表 1)。片段大小从 0�5Kb到 2�0Kb。

表 1 � 用于RAPD分析用的随机引物序列及扩增情况

Tab. 1 � RAPD primers and amplif ied result

引物 5� - 3� 序列 扩增带数 引物 5� - 3� 序列 扩增带数

S1 GTTT CGCTCC 22 S10 CTGCTGGGAC 20

S2 TGATCCCT GG 8 S11 GTAGACCCGT 8

S3 CATCCCCCTG 21 S12 CCT TGACGCA 8

S4 GGACTGGAGT 19 S13 TT CCCCCGCT 7

S5 T GCGCCCTTC 24 S14 T CCGCTCT GG 7

S6 T GCT CT GCCC 20 S15 GGAGGGT GT T 12

S7 GGT GACGCAG 14 S16 TT TGCCCGGA 12

S8 GT CCACACGG 12 S17 AGGGAACGAG 13

S9 T GGGGGACTC � S18 CCACAGCAGT 7

表 2 � 各种间相同的条带数和遗传距离

T ab. 2 � th e number of the shared ban ds between species and their genet ic distance

HEM APH GOB HEM APH GOB

APH 27 34 25 APH 0. 54 0. 39 0. 57

HEM 27 23 HEM 0. 52 0. 63

APH 22 APH 0. 63

2. 2 � UPGMA分析

用RAPDPLOT 软件将 RAPD所产生的条带矩阵转换成遗传距离矩阵( d= 1- S)。

以 d值,用 Phylip软件包中 NJ程序中 U PGMA 计算出 4个种 12 个个体的聚类分支图

(图 1)。
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图 1 � Ap hyocypri s, Hemmigrammocypri s 等 4个种的分支系统图

Fig. 1 � NJ tree based on RAPD for the four species

2. 3 � 系统发育
根据分支图解 1, 可以得到以下的系统发育假说:

1) 中国产的中华细鲫与日本产的中华细鲫是一个物种;

2) Hem igr ammocypr is 是一个独立的物种,与中华细鲫有较近的关系;

3) 稀有 鲫与中华细鲫的关系较远。

所研究的 4个鱼类均属于 亚科, 该类群又被 Gosline[ 6]称作波鱼亚科( Rasborinae) ,

是从雅罗鱼亚科中划分出来的一个类群,在形态上以具有发达的围眶骨系,上眶骨与第五

下眶骨相接等鲤科鱼类的原始特征与其它亚科相区分。但到目前为止, 我们还未发现它

作为一个单元群所必须具有的共同特征,因此这个亚科只是若干原始鲤科鱼类类群的集

合,难以寻求演化历史和与派生类群间的关系。

从现有的化石资料证实在第三纪的始新世以前东亚地区就生活有鲤科鱼类; 陈宜

瑜
[ 7]
通过化石的观察和鉴定认为它们大都属于原始的 类和 类,从而推论出这种以

亚科和 亚科鱼类为主体的鲤科鱼类区系,在老第三纪一直占有主要地位并可能一直延

续到早上新世;上新世以后的一系列重大地质历史事件, 包括以后的青藏高原的急剧隆

升,都对原始鲤科鱼类的物种分化产生极大的影响。中华细鲫在日本和中国大陆的共同

分布说明了日本和大陆在地史上有较强的联系。
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THE RAPD ANALYSIS FOR CYPRINID FISH

( APHYOCYPRIS AND HEMIGRAMMOCYPRIS)
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Abstract:Many informat ive fragment of RAPD were obtained from Aphyocyp ris chinensis ( Japan

and China) , Hemigrammocypris sp. ( Japan) , Gobiocypris rarus ( China) by the method of ran�

dom amplifing with 20 primers. We convert t heDNA polymorphis fragment int o genetic distance by

the program Rapdplot ( d= 1- S, S= 2NxNy/ Nx+ Ny) . The mat rix of genetic dist ance was cacu�
lated by the program Neighbor in software package Phylip, resulting in one cladogram of four

species. T his result indicated that the species Hemigrammocypris sp. is an independent one and the

species Aphyocyp ris in China and Japan is the same species.
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