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　　鳜鱼属鲈形目、酯科、酯亚科 ,种类繁多。有长体鳜、波

纹鳜、斑鳜、无斑鳜、暗鳜、大眼鳜、翘嘴鳜等 ,是淡水鱼类中

的名贵鱼类[1 ] ,肉质纯白细嫩 ,味道鲜美可口。对其报道多

集中在水产养殖方面 ,而从遗传学和 DNA角度进行分析的

报道较少 ,本文用 RAPD技术对斑鳜 ( Siniperca scherzeri Stein2
dacher)和翘嘴鳜 ( Siniperca chuatsi)进行了鉴别并分析其遗传

多态性。另外 ,我们采用斑鳜作母本、翘嘴鳜作父本进行交

配 ,获得了杂交 F1代即杂交鳜 ,其生活力和某些性状较其亲

本有一定的提高。同时通过 RAPD分析发现了杂交子代的

遗传图谱的变化特点。

随机扩增多态 DNA ( Random amplified polymorphic DNA ,

RAPD) 是建立在 PCR技术基础上的检测基因组 DNA多态性

和建立分子遗传标记的技术。有检测灵敏方便、多态性强等

特点[2 ,3 ] ,在生物的遗传多样性、群体遗传学、分类学及农牧

业的遗传育种等研究中有广泛的应用 ,尤其常见于属种间分

子鉴定及杂种的遗传分析 [4 ,5 ]。本实验旨在通过 RAPD 技术

对斑鳜和翘嘴鳜进行遗传变异及其分化的研究 ,为种质资源

研究、人工养殖及品种培育提供相关的遗传背景资料和理论

依据 ,为分子标记辅助育种打下基础。

1　材料与方法

111　材料　13尾斑鳜、6尾翘嘴鳜和 6尾杂交鳜均由武汉市

水产研究所提供。

112　DNA提取　参考 Frederick M1Ausubel 方法进行[6 ]。

113　DNA体外扩增( PCR) 　PCR的反应为 25μL 体系。三

蒸水 : 18μL ;Buffer : 215μL ; 100 mmol/ L 的 dNTPs 015μL ; 25

mmol/ L的 Mg2 + 2μL ; 5 U/μL Taq polymerase 011μL ; Template

50 ng ;Primer 1μL (本体系的引物使用浓度是 1OD的引物 ,加

入 300μL的三蒸水 ,取 1μL)。阴性对照是不加模板 DNA ,于

反应混合液上加 10μL 的矿物油。反应参数 : 94℃预变性

5min ;然后在 94℃45s ,36℃退火 1min ,72℃延伸 115min ,反应

循环 38次 ;最后在 72℃延伸 5min。

114　数据处理　把电泳图谱中任何一个个体在任意一泳道垂

直方向显示的带纹记做“1”,而其他个体对应的位点缺少此带则
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记做“0”,这样可以得到各个个体的二进制数据信息的方阵。

115　种内遗传距离的获得　将上述二进制数据方阵用 Phyl2
Tools软件计算获得个体间遗传距离矩阵 ;根据 Nei公式计算

任意斑鳜的遗传相似度 S = 2Nxy/ (Nx + Ny) ,以及遗传距离 D

= 1 - S[7 ]。

2　结　果

211　斑鳜、翘嘴鳜和杂交鳜的 RAPD图谱鉴定

选用 20个随机引物对斑鳜、翘嘴鳜和杂交鳜的群体进

行 RAPD分析 ,引物及其扩增的情况 (表 1)。

表 1　20个引物序列及扩增情况

Tab11　20 primers and the result of amplification

引 物 编 号

No1of

primer

引 物 序 列

Sequence of

primer

扩 增 带 数

Bands of

amplification

S1 TTCGAGCCAG 6

S2 GTGAGGCGTC 8

S3 GGGGGTCTTT 9

S4 CCGCATCTAC 11

S5 GATGACCGCC 8

S6 GAACGGACTC 5

S7 GTCCCGACGA 11

S8 TGGACCGGTG 6

S9 CTCACCGTCC 5

S10 TGTCTGGGTG 5

引 物 编 号

No1of

primer

引 物 序 列

Sequence of

primer

扩 增 带 数

Bands of

amplification

S11 AAAGCTGCGG 6

S12 TGTCATCCCC 5

S13 AAGCCTCGTC 7

S14 TGCGTGCTTG 8

S15 GACGGATCAG 9

S16 CACACTCCAG 8

S17 TTCCCCCCAG 4

S18 TGAGTGGGTG 5

S19 GTTGCCAGCC 6

S20 ACTTCGCCAC 5

　　表 1中任意一引物对应的扩增带纹数是指扩增的多态

位点的并集。因此 ,表 1中的扩增带数并不能反映出各个种

群的差异 ,仅能反映出带谱的丰度。要真正鉴别其品种用

“带谱组合法”,就是将图谱上具有特征性标出带型 ,如果某

物种享有某一特征带则记为“+”,无此带则记为“ - ”,这样

就可以得到不同的“正负组合”,从而将不同的物种从带谱上

进行了区分。如图 1 :

图 1　引物 S14对斑鳜、翘嘴鳜和杂交鳜 18个个体的 RAPD图谱

Fig11　RAPD patterns amplified by primer 14 for the 18 individuals of Siniperca scherzeri Steindacher , Siniperca chuatsi and half2bred mandarin fish

编号从左到右 ,依次为斑鳜 (1—6)、翘嘴鳜 (7—12)、100bp DNA Ladder (L)、杂交鳜 (13—18)

From left to right , Siniperca scherzeri Steindacher (1—6) , Siniperca chuatsi (7—12) ,100bp DNA Ladder (L) ,half2bred mandarin fish (13—18)

　　由表 2可以看出 ,杂交鳜、翘嘴鳜和斑鳜“正负组合”中 ,

没有任何两个组合是相同的 ,这意味着没有任何两个种是相

同的 ,从而清楚地鉴别出两个种和杂交种。因此引物 S14对

于杂交鳜、翘嘴鳜和斑鳜的鉴定是一个非常适合的引物 ,另

外 ,其他能够较好地鉴定 2个种及其杂交种引物的还有 S3、

S4、S9、S13、S15、S16等 ,如表 3 :
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表 2　引物 S14对斑鳜、翘嘴鳜和杂交鳜的“带谱组合”分析

Tab12　Patterns combination of Siniperca scherzeri Steindacher , Siniperca chuatsi and half2bred Siniperca by primer S14

S1421300 S142710 S142550 S142350

斑鳜 Siniperca scherzeri Steindache - + - +

翘嘴鳜 Siniperca chuatsi + - + -

杂交鳜 Hybridization + + + +

表 3　引物 S3、S4、S9、S13、S15和 S16对斑鳜、翘嘴鳜和杂交鳜的鉴定

Tab13　The identification of Siniperca scherzeri Steindacher , Siniperca chuatsi and half2bred Siniperca by primers S3 ,S4 ,S9 ,S13 ,S15 and S16

引物编号

No1of

primer

扩增总带数

Number of

amplification

扩增特异片段长度

Length of amplification (bp)

斑鳜 Siniperca

scherzeri

Steindacher

翘嘴鳜

Siniperca

chuatsi

杂交鳜

Hybridization

S3 3—5

500 - - +

450 + - -

300 - + +

S4 3—5
650 + - +

564 + - -

S9 2—4
940 + - +

650 + - -

S13 3—5
1000 - + +

680 + - +

S15 1—4
400 + - +

300 + + -

S16 4—5
720 + - +

550 - + +

212　斑鳜的种内变异分析

经电泳检测分析筛选 ,发现 5 个引物对斑鳜的种内

RAPD产生了稳定的多态性 ,分别是 S2、S7、S9、S13和 S20 (表

4)。以 S13为例其电泳结果 (如图 2) :

图 2　引物 S13对斑鳜 13个个体的 RAPD图谱

Fig12　RAPD patterns amplified by primer S13 for the 13 individuals of Siniperca scherzeri Steindacher
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表 4　5种引物对斑鳜个体的扩增情况

Tab14　The amplification about Siniperca scherzeri Steindacher by 5 primers

引物 Primer
不同个体扩增带数 Band of amplification

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

S2 1 2 3 1 1 2 1 3 2 3 4 2 2

S7 3 3 4 4 2 3 6 6 6 5 4 8 5

S9 4 4 3 4 4 3 4 4 2 4 4 4 4

S13 8 8 8 7 7 7 7 7 9 8 8 7 8

S20 4 4 4 4 5 4 5 4 4 4 4 4 3

　　注 :1—13为个体编号　Note :1—13 are the numbers of individual

表 5　用 RAPDDIST软件计算出的斑鳜 13 个个体间的遗传距离

Tab15　Genetic distances among 13 individuals of Siniperca scherzeri Steindacher counted (X) by RAPDDIST

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2 019756

3 019048 019302

4 019500 019268 019048

5 019246 019000 018293 019231

6 019246 019500 019268 019231 018947

7 018372 018636 018444 019302 019048 018571

8 018091 018889 018261 019091 018372 018837 019778

9 018372 018182 018889 018372 017019 018571 018696 018936

10 019091 019333 019130 019091 018372 018837 018979 019583 018936

11 019091 019333 019565 019092 018372 018837 018511 019166 018511 019583

12 018000 018696 018511 018889 018182 018636 019167 019388 018500 019778 018571

13 019048 019302 019091 019048 018293 018780 018889 019130 018889 019565 019565 018936

　　由表 5计算出斑鳜种内的平均相似度 S为 018909 ,变异

平均值 V为 011091。

3　讨　论

311　斑鳜、翘嘴鳜和杂交鳜的遗传鉴定

种质资源的鉴定是一项非常基础性的工作 ,对探明物种

和遗传资源有重要意义。斑鳜、翘嘴鳜及其子一代杂交鳜在

形态上很相似 ,种间鉴别比较困难。即使是同一个种也会存

在种内变异 ,用形态学特征作为鉴别依据在有些情况下并不

可靠[8 ] ,用同工酶方法则易受到自然选择的影响 [9 ]。但是 ,

利用具有重复性和非编码 DNA的标记如 RAPD标记则很少

受到自然选择的限制 ,其较高的多态性增加了种内和种间鉴

定的可行性[10 ,11 ]。本文采用 RAPD方法对斑鳜、翘嘴鳜和杂

交鳜进行了鉴定 ,获得可分别将其区别开来的 7个引物。各

个引物的扩增情况不一样 ,有的情况是三个种在同一引物下

有各自的特异标志带 ,但大多数情况没有这样理想 ,往往是

几个种享有同一片段 ,在这种情况下采用“带谱组合法”会很

容易地将它们区别开来 ,这个方法的优点是 ,即使在鉴别多

个种和缺乏典型标记的情况下仍然适用。

同时本文选择斑鳜和翘嘴鳜进行人工杂交并分析杂交

鳜的基因图谱变化 ,根据带型可以看出其变化的 3种模式 :

共显 (表现为子代图谱是父、母本图谱叠加的结果 ,即亲代的

图谱完全被子代所继承)、共显—变异 (这种图谱同样具有叠

加性 ,但是亲本中的某些带在子代中出现了变异情况)和共

显—弱化 (这种图谱一方面表现为叠加 ,另一方面又有一些

片段出现弱化)。以上 3种方式并不代表全部 ,随着引物的

增多 ,可能还会发现其他方式。但总的来说 ,杂交 F1图谱基

本上呈共显性遗传。一方面子代表现出对亲本的继承性 ,另

一方面子代的基因杂合度也明显增强 ,直观地表现为带谱丰

度的增加 ,这预示着杂交优势的可能性 [12 ]。

312　斑鳜种内遗传多样性分析

遗传多样性的研究是生物多样性研究的重要内容 ,只有

通过对遗传多样性的研究才能从本质上揭示物种多样性的

起源、变异和进化[13—15 ] ,本实验中直观地表现为DNA带谱的

多态性。在对斑鳜种内多态性分析中发现种内遗传相似度

高达 89109 % ,在自然环境下这是一个很高的遗传相似度。

其种内居群的个体相似率情形与罗非鱼应当具有可比性 ,而

罗非鱼种内个体间相似率分别是 0173±0115 (尼罗罗非鱼)、

0178±0112 (莫桑比克罗非鱼)和 0187 ±0107 (奥利亚罗非

鱼) ,种群内的相似率比鲮鱼的要低 [16 ]。造成这种原因一方
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面可能是人工养殖的斑鳜 ,接受的是人工选择 ,在养殖过程

中 ,人们为获取高产量和高质量的鳜鱼而经常筛选个体 ,从

而会使某些基因从该基因库中流失。另外 ,由于养殖群体近

亲交配机率大 ,近亲交配和人工选择这两种压力使得斑鳜的

基因型变得单一 ,因而在电泳图谱上呈现了较多的相似带

型。人工选择和近亲繁殖会造成遗传多样性下降 ,鱼类遗传

多样性的降低或被破坏会给渔业生产带来损失。鱼类遗传

多样性是改良鱼类品种和提高鱼类品质的物质基础。应用

生物遗传多样性的原理与方法改良或提高渔业产量是水产

学工作者的主要任务。深入开展这一研究 ,会对鱼类资源保

护、遗传育种产生积极的意义。
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