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,

� � �  � ��

摘要 利用湖鲜��
�

恤��
�二

�� �� �� ��
�
�的 � 对微卫星引物对中华鲜随机个体样本进行 �� � 扩

增
,

分析电泳结果发现
,

� 对引物均可在中华鳃个体中得到稳定的同源序列
,

其中 � 对引物所

探测到的等位基因数目较多
,

在个体间表现出较高的多态性
,

利用它们产生的 � � � 指纹图谱
,

能够对 � �� � 年度获得的中华鲜亲鱼样本进行有效的个体区分
�

并且这两对湖鲜的微卫星引物

在对 � ��� 年度已知亲本的同一家系中的中华鲜随机个体的分析中
,

表现为按照孟德尔方式进

行共显性遗传
�

证明这 � 对微卫星引物可以用于鉴别中华鳃人工放流个体和 自然繁殖个体
�

关键词 中华鲜
,

微卫星 � � �
,

亲子鉴定

鱼类亲子关系的鉴定主要依靠合适的遗传标记
�

早期使用的遗传标记主要是细胞抗

原
、

同功酶电泳
、

限制性酶切片段长度多态性 �� �� �� 和随机扩增多态性 � � � �� � �� �等
�

除 � �  ! 外
,

前述方法的多态信息含量普遍较低
,

而随机扩增多态性 � �  的重复性
、

稳

定性和可比性又 比较差
,

在其结果的解释上存在很大的困难 �‘〕
�

此后
,

研究重点转向 � �
�

� � � 位点 ��
� � �� ��� � � � � � � � � � � � � � � � � � � �

《� � ��
,

即小卫星位点 �� �
� �� � �� ����� �� � ��和微卫

星 � � � �� ��� �� �� ��� �� � � � � �
�

小卫星位点对于样本 � � � 提取物的质量要求比较高
,

且片

段长
,

难以获得 � 而微卫星 � � � 对用于 �� � 扩增的 � �  提取物的要求不高
,

形式也更为

简单
,

部分降解的组织同样可以获得较好的扩增产物 �� 

微卫星 � � � 具有丰富的多态性和简单的遗传方式
,

近年来 已成为分子生态学的研

究热点之一
,

在遗传多样性的维持
、

濒危物种的保护
、

良种选育和基 因作图等领域得到 了

广泛的应用
�

目前 国际上对鱼类微卫星位 点的研究主要集 中在区分种群
、

研究种群性

质〔”一 ‘�〕和物种进化〔‘� 一 ‘�」
,

对于利用微卫星 � � � 进行鲜鱼类亲子关系鉴定的研究尚未

见报道
�

微卫星 � �  的一个重要的潜在价值就是一个物种产生 的引物有可能适用于相

关的分类群 〔‘“〕
,

如果能证明某物种的微卫星引物在相关种中具有广泛 的适用性
,

那么既

可以省去烦琐耗时基因组文库的构建
,

同时可解决某些物种 已知微卫星引物数 目少的困

难
�

本工作旨在研究国外相关种鲜鱼微卫星引物对中华鲜的适用性
,

并建立一种高度灵
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敏
、

非损伤性的亲子鉴定方法
,

在此基础上鉴别中华鲜自然繁殖和人工繁殖的个体
�

� 材料与方法

�
�

� 引物的选择 �� 等从湖鲜的基因组文库筛选 出 �� 个微卫星位点
,

均为 � 或 � 碱

基单位 的重复 序列
,

这些 位点 的引物在欧 洲鳃 �� �� ��� ��
� � �� �� 。

�
、

短 吻鲜 ��
�

��� � �
�

��
�� � � � �

、

高首鲜 ��
�

��� � 、� � � �� � �  �
、

墨西哥湾鲜 ��
�

�� 
� �� �人� � � ��� �� � �

、

中吻鳃 ��
�

� �� �
� �� � � �� �

、

苍铲 鲜 � ��� ��� �� � �� �
、 、 � ���

、 �等的个体中均能得到稳定的 同源 扩增产

物 �� 
�

其中有 � 对微卫星引物 �表 �� 的扩增产物能够在与中华鲜亲缘关系最接近的高首

鲜和中吻鲜中表现出稳定的多态性〔
‘, 〕

�

因此
,

我们选择这 � 对引物来研究它们对中华鲜

��
� ��� ��

� 二 、
�� �� �� � � �� 刃的适用性

,

并对它们的亲子鉴定能力做出评价
�

引物 由上海生工

公司合成
,

每种引物为 � 个 � � 值
,

均经过 �� � � 纯化
�

�
�

� 样本来源
、

收集和 � �  的提取 中华鲜样本由葛洲坝中华鳃研究所提供
�

� � � � 年

度用于人工繁殖的亲本全部在宜昌葛洲坝下江段捕获
,

用干净的剪刀采集的鱼体的胸鳍

或尾鳍约 �
一

� �衬
,

浸没于无水乙醇中保存
�

另取当年孵化出 �� 的人工繁殖的子一代保存

于于无水乙醇中
�

每尾鱼取 �
一

�
�

�� � “
的样 品�对 当年的子一代

,

由于每尾长度只有 ���
,

则整尾取样提取 � � � �
,

尽量 晾 干样 品 中的 乙 醇后
,

按 � � � � 法 提取 中华 鲜基 因组

� � � 〔‘“」
,

待其完全溶解于 � � ��� � �
�

�� 中后
,

用紫外分光光度计于 � � � � � 下测量 � � �

的浓度及纯度
,

并吸出适量 � � � 稀释到同样浓度备用
,

其余样品置于
一

�� ℃保存
�

表 � 选用的 � 对湖鳃微卫星引物的墓本性质
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3 进行引物适用性研究时的 PC R 及电泳条件 用所选的 4 对湖鲜微卫星引物在 A m
-

nli tro
n H 型 P

cR 仪 上按如下程序进行扩增
:
94 ℃ 解链 sm in ;循环过程如下

,

94
℃ 变性

lm in
、

5 8 ℃退 火 505、 7 2 ℃ 延伸 505
,

共 35 个循 环 ;72℃ 充分延伸 sm i
n.反 应总体积为

25拌I
J ,

其中 T
aq 酶 1

unit(B io-- star公司 )
,

每种引物的终浓度为 0
.
4拜m o l/ L

,

d N T P ( P ro m

a
g

e

公司)终浓度为 100拼m
o l/ L 或 175拌m o l/ I

J
(表 l)

,

M
g c l

:

终浓度为 1
.
s
mo
l/I
j,
每管加 D N A

模板 8
一

1 0
ng

,

10
x B

uf fe
r

( Bi

。一

st
a r

) 2

.

5 川
.
将扩增产物 15川

J
与上样缓冲液均匀混合后点于

2 % 的普通琼 脂糖 凝胶 (5 丫 1 0 只 0
.
s e m )

,

于 1 只 T A E 的 Bu ffer 中
,

2 0 o v 下进行 电泳

60m in
,

将 电泳结果 由 EB 染色 Zom i
n 后

,

用蒸馏水漂洗 15m ln
,

在 B i二R a d 公 司的紫外凝

胶图像处理系统上照相
,

初步判断是否能扩增出稳定出现的同源序列及其大小范围
.
每次

进行扩增时
,

均设置阴性对照
,

并多次重复以验证结果
.
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2
.
2 引物 L

s一
5 7 和 L

s一
6 8 对已知亲本的同一家系中华鳃个体的电泳图谱

中华鳃研究所于 199 9 年 10 月对编号为 3( 舍)和 11( 早)的中华鲜进行 了人工繁殖

(图 2)
,

采集 13 尾子一代幼鱼及亲本样品
,

并在相同条件下用引物 L
s一

57 和 L s
一

68 对它们

进行 PC R 扩增
,

电泳结果表明 13 个随机子一代在这两个微卫星位点上均得到了成功 的

扩增
.
在引物 Ls

一

57 对该家系子一代的 PC R 结果中
,

并没有观察到子代具有亲本所没有

的带
,

即子一代个体所具有的带型都可以在双亲之一中找到 (图 3
一
a

)

,

且 13 个子一代在该

位点均呈杂合态
.
在引物 L

s一
68 对该家系成员的扩增结果中

,

父本和母本只有一个等位基

因的差异
,

除个体 i和 j外
,

所有个体的等位基因均来源于亲本(图 3
一

b)

.

个体 i和 j既具有

2 个亲本的所有特征条带
,

但同时还 出现了一条亲本所不具有的非 4 碱基突变带(Ls
一

68

位点为 4 碱基重复单位的微卫星
,

表 1)
.
在位 点Ls

一

68 上
,

除个体 h 表现为纯合态外
,

其于

个体均呈杂合态
,

突变个体占子一代随机样本总数的 巧 %
.

3 分析及讨论

3
.
1 关于湖鳃的 4对微卫星引物对中华鳃的适用性

四对湖鲜的微卫星引物均能够在中华鲜随机个体中稳定的扩增出相应的同源序列

(图 l)
,

其中引物 L
s一

57 和 Ls
一

6 8 所探测到的等位基因数 目较多
,

它们在中华鲜随机个体

中一般可扩增出 2
一

6 条带(图 2)
,

Ls

一

19 和 Ls
一

54 可扩增 出 1 或 2 条带
.
所有引物的扩增重

复性和稳定性都非常好
,

完全适用于中华鲜
.
引物 Ls

一

57 和 Ls
一

68 的扩增结果表明
,

这两

个湖鲜的微卫星位点的侧翼序列在其相关物种中具有较强的保守性
,

在 M ay 等(1997) 所

测试的 8 种鲜鱼中
,

这两对引物的 PcR 结果也表现出较高的多态性[5J
.

微卫星 D N A 的多态性来源于其核心序列的重复次数的变化
.
这四对引物除 Ls

一

68 和

L s一 5 7 在高首鲜和中吻鳃中表现为多态性外
,

其它两对引物在所研究的 8 种鲜鱼中均呈

单态性[5]
.
引物 L

s一
68 在湖鲜上的位点为 1一 3 个

,

而 当扩增 中华鲜时
,

该引物在基因组上

的可扩增位点明显增多
,

引物 L
s一

6 8 在中华鲜基因组中所探测到的等位基因就有 11 个
.

研究表明
,

对于某些物种而言
,

重复次数较多的多态微卫星位点在相关种应用时
,

无论在

种间还是在种内产生的多态性都比较丰富
,

而且
,

在种内
,

个体的遗传距离越远
,

多态性则

越丰富〔‘”]
.

湖鲜微卫星位点 Ls
一

57 和 Ls
一

68 核心序列的拷贝数分别为 29 和 13
,

都要高于

位点 L
s一

19 和 Ls
一

54

.

而重复次数较少的微卫星
,

仅可能在种间产生一定的多态性
.

3
.
2 关于湖鳃的 4 对微卫星引物应用于中华鳃亲子关系鉴定

湖鲜的 4 对微卫星引物均能够在中华鲜随机个体中扩增到稳定的同源序列
,

除引物

Ls一
19 外只得到一条带外

,

其余三对引物均能够在中华鲜基因组中探测到多于一个的等

位基因
.
引物 Ls

一

5 7 和 Ls
一

6 8 所探测到的等位基因数 目较多
,

表现 出十分丰富的多态性
,

1 9 9 9 年度所采集的所有中华鲜随机亲本在这 2 个位点可以有效的被区分开
,

在亲本能够

被完全区分开的前提下
,

我们采用微卫星引物 Ls
一

57 和 I一s 一

68 对已知亲本家系中的子一

代中华鲜随机个体进行分析
,

并将子代和父本
、

母本的基因型进行 比较
,

结果表明
,

这 2 个

微卫星 D N A 位点的确是按照孟德尔方式
,

进行共显性遗传的
,

且子一代个体的杂合度极

高
,

子代中还存在一定的变异
.
我们没有发现与性别连锁遗传的等位基因

,

所以
,

这 2 个微

卫星 D N A 位点是位于常染色体上
.
这 2 对湖鲜多态微卫星 引物对中华鲜的适用性较理
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想
,

而且具有比较强的亲子鉴别能力
.
利用它 们所产生的高度特异性的 D N A 指纹图谱

,

可以鉴别中华鲜人工放流个体和 自然繁殖个体
.

对于子一代个体 i和 j 在 Ls
一

68 位点上的非 4 碱基变异
,

由于数据有限
,

我们很难判

断是一步变异或是多步变异的结果
,

这还有待于进一步研究更多的个体
,

并测定各等位基

因的 D N A 序列才可弄清
,

而这对于了解中华鲜微卫星 D N A 的进化机制无疑是十分必要

的
.
另外

,

在中华鳃人工放流的实际工作中
,

往往是多雄一雌
、

一雄多雌甚至多雄多雌进行

人工繁殖
,

亲子关系复杂
,

区分开同一家系后代中不同的股群
、

划分个体属性及来源对微

卫星位点的多态性要求很高
.
从这个角度而言

,

多态性较高且存在一定变异的微卫星 L
s-

68 的作用可能更大
,

利用该微卫星引物产生的个体特异性 D N A 指纹图谱
,

我们可以选择

遗传背景较远的个体为亲本
,

尽量减少个体间共有等位基因的出现的频率
,

从而降低亲子

鉴定的难度
.
同时

,

分析更多的中华鲜个体
,

建立中华鲜的微卫星 D N A 指纹库
,

可以有效

的控制中华鲜种群的遗传多样性并科学的指导人工放流
.

3
.
3 关于引物 Ls

一

19 在中华鳃不同个体中扩增产物呈单态表现的意义

引物 L
s一

19 从不同属性的中华鲜个体中均只扩增出一条带
,

且带的大小上没有区别
,

由于微卫星 D N A 遵循孟德尔方式
,

进行共显性遗传
,

表明中华鲜在该位点上只有一个基

因
.
由于该引物在湖鲜

、

欧洲鲜
、

短吻鲜
、

高首鲜
、

苍铲鲜和湾鳃中表现出多态性[5j
,

其有

可能位于一个结构基因的可转录非翻译 区1
2”〕。 因侧翼序列在碱基组成上与湖鳃有较大

的差异(如发生突变等 )
,

从而造成引物 L
s一

19 在突变处不能互补结合
.
因此

,

在这个位点

上存在着一些进化上的限制
,

Ls

一

19 所扩增 出这条带有可能是中华鲜这个种所具备的特

征带
,

其在研究鲜鱼进化和系统发育上具有很重要的意义
,

我们将另文详细阐述
.
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