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摘要: 采用 RAPD 方法, 对两个人工雌核发育红白锦鲤群体进行了多态性及分子标记分析。

结果表明, 同一雌核发育群体具有基本一致的扩增产物, 而不同雌核发育群体间的扩增产物

则有较大不同; 并从 30 个随机引物的扩增谱带中找到了 7 个引物( Opo-7, Opo-9, Opo-12,

Opo-14, Opj-4, Opj-8和 Opj-10)的扩增谱带可以作为两个不同雌核发育群体间的遗传标记。

由 UPGMA 聚类法构建的分支系统树清晰地反映了两个雌核发育群体及其个体间的相互关

系。

关键词: 锦鲤;人工雌核发育; RAPD; 遗传标记

中图分类号: S 956. 8　　文献标识码: A　　文章编号: 1000-3207( 2002) 01-0001-007

雌核发育( Gynogenesis)是一种特殊的生殖方式,它与孤雌生殖( Parthenogenesis)有

类似之处,但也有不同 [ 1]。除了天然的雌核发育外, 生物学家对人工雌核发育的可能性也

一直在进行探索与实践。据文献报道,鱼类的雌核发育可以人工诱导的第一个证据是在

Opperman的论文中提出的,他用褐鳟( Salmo tr utta)作为研究材料
[ 2]。从那以后, 人工雌

核发育的研究十分活跃,进展也很快,不但有不少学者对它作了专论,而且在鱼类纯系的

快速构建、性别决定和性别人工控制以及基因图谱的建立等研究和应用中都有着重要的

意义和价值
[ 3, 4]
。

锦鲤是鲤鱼( Cyp rinus carp io)的突变种, 作为观赏鱼,主要体现在其华丽的体色及由

此形成的多种多样的斑纹上 [ 5]。锦鲤种类很多, 根据其体色来分,主要有红白、大正三色和

昭和三色等。按照遗传学的基本原理,锦鲤应该是控制体色的色素基因突变后等位基因发

生重组的结果。然而迄今为止, 人们不但对锦鲤的色素基因尚一无所知,而且对控制这些

体色的遗传背景也知之甚少。为了稳定优质锦鲤的遗传性状, 并由此分析和了解锦鲤色彩

多样性的遗传基础,作者开展了锦鲤的人工雌核发育研究。本研究是在获得人工雌核发育

锦鲤的基础上,采用 RAPD方法,对两个人工雌核发育红白锦鲤群体进行了多态性及其

分子标记研究。
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1　材料与方法

1. 1　锦鲤的人工雌核发育群体的获得　亲鱼取自中国科学院水生生物研究所关桥鱼类

遗传育种基地和武汉新世界水族公园。采用常规的人工雌核发育方法,即用经紫外线照射

而遗传失活的团头鲂精子与锦鲤卵子授精激活其雌核发育,待授精 4 min 后, 采用热休克

处理( 39℃, 1 min)保留第二极体,促进染色体组加倍 [ 6-8]。由于所用的精子取自团头鲂,其

染色体数( n= 24)与锦鲤( n= 50)
[ 9]
的差异甚远, 其二倍体杂种不能存活, 三倍体杂种虽能

存活,但体色已回复到类似野生鲤的体色,与有花斑的锦鲤明显不同,因而存活下来的带

有花斑的后代可认为是雌核发育二倍体锦鲤。

1. 2　RAPD 反应仪器及试剂　PCR 扩增仪为美国 PERKIN ELMER CET US 公司生产

的 GeneAmp 2400, RAPD扩增引物购自美国 Operon 公司, T aq酶和 dNT P 是华美公司

分装美国Promega公司的产品。

1. 3　基因组 DNA的提取　取新鲜活鱼,抽血0. 5 mL,弃血浆。用生理盐水洗涤红细胞两

次, 再加入 10 倍体积的匀浆缓冲液在低温下充分匀浆 (缓冲液组分: 10 mmol/ L T ris-

HCl, pH= 8. 0, 75 mmol/ L NaCl , 5 mmol/ L EDTA , 0. 5% SDS)及 100�g/ mL 蛋白酶

K55℃充分消化 2 h 后,进行酚∶氯仿∶异戊醇( 25∶24∶1)抽提,将所得上清液加入 1/ 5

体积的 2 mo l/ L NaAc和 2倍体积的冰无水乙醇沉淀。用适量的 TE 缓冲液溶解 DNA 沉

淀( 10 mmo l/ L Tris-HCl , 1 mmol/ L EDT A, pH= 8. 0) ,置- 20℃冰箱备用。再以Lamda

DNA 为标准,用 0. 8%琼脂糖凝胶(含 0. 5 �g/ mL 的溴化乙锭)电泳( 5-10 V / cm ) 2h, 紫

外灯下拍照, 确定 DNA的质量及浓度。

1. 4　RAPD 检测　RAPD 反应体系的总体积为 25 �L, 内含 2. 5 �L 10 倍 Reaction

Buf fer, 1. 6�L 25 mmol/ L MgCl2, 2�L 2. 5 mmol/ L 的 dNT P 混合物, 1 �L 引物(约 15

ng) , 10—20 ng 模板 DNA, 0. 5单位 T aq酶, 15. 9 �L 纯水。RAPD反应扩增程序同周莉

等的报道[ 10]。RAPD扩增产物的分离和鉴定在 1. 5%琼脂糖电泳凝胶上(含 0. 5 �g/ mL

溴化乙锭)进行,紫外灯下拍照。

1. 5　数据的统计　根据 Nei和 Li的相似率公式
[ 11]
进行数据分析。相似率= 2×Nab) /

( Na+ Nb)
* 100%, 其中 Nab 表示个体 a 和b 之间共有的 DNA 扩增片段数目, Na 为个体

a 具有的DNA 扩增片段的数目, Nb 为个体 b 具有的DNA扩增片段的数目。遗传距离=

1-相似率。根据 RAPDPLOT 软件作出其不同个体的U PGMA 图谱。

2　结果

2. 1　个体和群体间的遗传距离

雌核发育锦鲤由于母本遗传物质加倍,纯合度增加, 使其遗传距离明显降低。本研究

共使用了 30个引物, 其中 27个扩增效果良好,产生了清晰的 DNA 带纹。扩增片段的大

小一般在 0. 5至 3 kb 之间,每个引物扩增的片段数在 3至 9之间。对 1710条带(每个个

体 171条带)的统计分析结果表明,同一雌核发育群体内的不同个体之间的遗传距离都比

较小, 其中最大的是 RW1—4 和 RW1—5 (其值为 0. 122807) , 最小的是 RW2—1 和

RW2—2(其值为 0. 023392) (表 1 )。但是,不同雌核发育群体之间的遗传距离都比较大,
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其中最大的是 RW1—1 和 RW2—4(其值为 0. 286550) , 最小的是 RW1—4和 RW2—3

(其值为 0. 187135) (表 2)。

表 1　两个雌核发育红白锦鲤 10个个体间的遗传距离

T ab. 1　Th e genet ic distances betw een the ten ind ivid uals of tw o gynogenet ic

populat ions of Red-wh ite or nam ental carp

RW1- 1 RW1- 2 RW1- 3 RW1- 4 RW1- 5 RW2- 1 RW2- 2 RW2- 3 RW2- 4 RW2- 5

RW1- 1 0. 0

RW1- 2 0. 093567 0. 0

RW1- 3 0. 070175 0. 035088 0. 0

RW1- 4 0. 111111 0. 052632 0. 076023 0. 0

RW1- 5 0. 093567 0. 070175 0. 070175 0. 122807 0. 0

RW2- 1 0. 251462 0. 216374 0. 22807 0. 210526 0. 251462 0. 0

RW2- 2 0. 251462 0. 22807 0. 239766 0. 210526 0. 251462 0. 023392 0. 0

RW2- 3 0. 263158 0. 204678 0. 228070 0. 187135 0. 228070 0. 081871 0. 070175 0. 0

RW2- 4 0. 286550 0. 228070 0. 239766 0. 222222 0. 251462 0. 081871 0. 093567 0. 058480 0. 0

RW2- 5 0. 274854 0. 216374 0. 228070 0. 198830 0. 263158 0. 070175 0. 081871 0. 070175 0. 035088 0. 0

表 2　两个雌核发育红白锦鲤群体内和群体间的平均遗传距离

Tab. 2　T he average gen et ic dis tances w ithin an d betw een the tw o gynogenet ic

p opu lations of red-w hi te orn amental car p

RW1 RW2

RW1 0. 053021±0. 044177

RW2 0. 234386±0. 024225 0. 044444±0. 035782

表 3　由 7个引物扩增出的特异DNA 带

T ab . 3　Specif ic DNA fragm ents amplif ied by 7 rand om prim ers

引物 Primers 序列 Sequences
特异片段及其大小

Specif ic f rag ments and their si ze

群体

Populat ion

Opo-7 CAGCACTGAC 1500bp RW1

Opo-9 TCCCACGCAA 2000bp RW1

Opo-12 CAGT GCTGTG
1400bp, 1200bp RW1

1000bp RW2

Opo-14 AGCAT GGCT C
1400bp RW1

700bp RW2

Opj-4 CCGAACACGG 1200bp , 900bp RW1

Opj-8 CAT ACCGT GG 1800bp RW1

Opj-10 AAGCCCGAGG 1200bp RW1
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2. 2　不同雌核发育群体特有 DNA 片段的检出

在扩增出 DNA 带的 27个随机引物中,有 7个引物在种群间产生了特异于不同雌核

发育群体的 DNA 片段, 这 7个引物分别是 Opo-7, Opo-9, Opo-12, Opo-14, Opj-4, Opj-8

和 Opj-10(表 3)。如图 1所示,引物 Opo-14扩增出了一条大小约为 1400 bp 特异于雌核

发育群体 1的片段和一条大小约为 700 bp特异于雌核发育群体 2的片段;引物 Opj-8在

雌核发育群体 1中扩增出了大小为 1800 bp的特异片段。因此,这 7种引物产生的 RAPD

图谱及其特异片段可以作为区分这两个雌核发育群体的分子遗传标记。

图 1　由引物 Opo-14和Opj-8扩增出的两个典型 RAPD 带型的电泳图谱

Fig. 1　Elect rophoretogr am of tw o typical RAPD band pat terns pr od uced by the Opo-14 and Opj-8 primers

2. 3　分支系统树分析

从其分支树状图可以看出(图 2) ,两个不同的雌核发育系可以通过 RAPD 方法检测

图 2　两个雌核发育群体 10个个体的 UPGMA 分支树状图

Fig. 2　Dendrogram of 10 individuals in the tw o gyn ogenetic p op ulation s ob tained b y UPGMA cluster analysis
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出来,红白雌核发育锦鲤群体 1的五个个体(即 RW1—1, RW1—2, RW1—3, RW1—4,

RW1—5)聚在一起, 而红白雌核发育锦鲤群体 2 的另五个个体 ( RW2—1, RW2—2,

RW2—3, RW2—4, RW2—5)聚在一起, 由分子系统树得到的各个雌核发育个体的亲缘关

系较好地反映了被研究个体的来源。

3　讨论

RAPD是一种以单个合成的寡聚核苷酸为引物的 PCR 技术,由于它具有快速灵敏,

安全,且无须分子杂交,故已成为群体遗传学和进化生物学研究十分重要的分子生物学技

术。RAPD技术已在品种鉴定,亲缘关系的探讨及遗传作图等方面获得了广泛应用。周莉

等曾采用 RAPD 技术揭示出了银鲫复合种和异育银鲫异源遗传物质整入的分子证据以

及银鲫雌核发育克隆间的遗传异质性 [ 12]。本研究通过对两个人工雌核发育红白锦鲤群体

进行的 RAPD多态性分析, 从30个随机引物的扩增谱带中找到了7个引物( Opo-7, Opo-

9, Opo-12, Opo-14, Opj-4, Opj-8和 Opj-10)的扩增谱带可以作为两个不同雌核发育群体

间的遗传标记。

从血液中直接提取 DNA 是一种无损伤性取样, 根据血液具体的一些特点,对传统的

DNA 提取法进行了适当的修改。如用 0. 8%NaCl洗涤红细胞,直至全部沉淀均是白色时

为止。为选取RAPD最佳扩增体系和条件,依次进行了各个反应物的梯度对比实验,确定

了扩增反应的合适反应条件。选取 38. 5℃为退火温度,略高于以前文献中所报道的 36℃。

根据T ajima的 DNA 序列抽样分布理论
[ 13]

,在 DNA 水平上估计群体变异时,样本数量N

= 10(甚至 5)就可以了, 并且雌核发育锦鲤由于母本遗传物质加倍,纯合度增加,使其遗

传距离明显降低, 因此,本研究从每个红白雌核发育群体中只各随机选取了 5个个体。

人工雌核发育是目前鱼类遗传育种的有效方法之一。通过人工雌核发育可以快速建

立纯系( Homozygous st rain) , 一次雌核发育相当于 8—10个世代同胞兄妹交配
[ 14]
。锦鲤

繁育实践表明,正常交配繁殖的正品率一般仅占 0. 1%。鉴于此, 通过人工雌核发育在锦

鲤中选育出观赏性状稳定遗传的纯系,以便快速繁殖出完全满足人们需要的子代。但是,

在人工雌核发育中还有很多问题需要解决。对其操作过程和机理结合发育过程和遗传行

为进行更加深入的研究,将有助于人们进行更有效的操作以构建有用的人工雌核发育系。

在人工雌核发育及雄核发育鱼类的遗传多态性及其分子标记研究方面, Car ter 等曾

采用人微卫星探针( Human minisatel lite probes)分析了雌核发育蓝罗非鱼( Oreochromis

aureus)的父系影响
[ 15]
。Cor ley-Sm ith 等通过 RAPD方法,分析了雄核发育斑马鱼( Danio

rer io)的遗传标记,发现父系中有 7个特定的遗传标记位点( 3 个纯合位点, 4个杂合位

点) ,母本中有 16个特定的遗传标记位点( 5个纯合位点, 11 个杂合位点) ,鉴定的纯合率

达 0. 99975586,同时可以准确标记雄核发育单倍体,二倍体及杂合体[ 16]。杨书婷和桂建芳

的研究表明,在两尾亲本来源不同的人工雌核发育鲢群体间存在有明显的同工酶酶谱差

异,而群体内个体之间的同工酶谱型较一致。本研究由 U PGMA 聚类法构建的分支系统

树也清晰地反映了两个人工雌核发育红白锦鲤群体间的这种遗传异质性和其群体内个体

间的遗传相似性。
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RAPD MARKER ANALYSIS OF TWO ARTIFICIAL GYNOGENETIC

POPULATIONS IN RED-WHITE ORNAMENTAL CARP
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2
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2

( 1. L if e Science College , H ubei University , Wuhan　430062; 2. S tate K ey L aboratory of Freshwater
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Wuhan　430072)

Abstract: 　Genet ic heterog eneity and molecular marker s w ere analyzed in tw o art if icial

gynogenet ic populat ions of Red-white o rnamental carp ( Cyp rinus carp io L. ) by RAPD

technique, using 30 10-nucleo tide pr imer s. Similar banding pat ter ns w ere observed

among individuals w ithin each gynogenet ic population, w hereas obv ious dif ferences w ere

detected betw een the tw o gynogenet ic populat ions. 7 primers, such as Opo-7, Opo-9,

Opo-12, Opo-14, Opj-4, Opj-8 and Opj-10 w ere observ ed to pr oduce specif ic bands,

and these bands could be used as molecular markers for discriminat ing the tw o dif ferent

gynogenet ic populat ions. Average genet ic distances w ithin and among the tw o

populat ions clear ly indicated their orig in and r elat ionship. A phylogenet ic t ree w as

constr ucted using U PGMA cluster analysis based on a total o f 1710 distinguishable

fr agments ( 171 per indiv idual ) . Al l individuals in the f irst gynogenetic populat ion w ere

clustered into one g roup, w hile all the individuals originated f rom the second w ere

joined into another group.
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