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应用RAPD技术分析三种红鲤遗传多样性

孙景春，楼允东，姚纪花
u.海水产大学渔业学院，上海刷刷)

摘 要利用崎个随机引物对产于江西省的荷包红鲤、玻璃红鲤和兴国红鲤及野鲤(俗称"江西二红")进行

了RAl'D 枪测及聚类分析3结果表明，25个引物的扩增效果良好，引物坦2S，S22J X才4种鲤鱼扩增出的指纹图

谱差异显著，存在5个明显的特异性条带，可作为分子标记，三个品种肉，以荷包红鲤的遗传距离最小(0

8(9) ，对于品种间，则是玻璃红烧与兴国红鲤较为相似(0.745)， "江两三红之间的遗传差异较小，根据聚类分

析可知兴国红鲤与玻璃红鲤之间的亲缘关系最近，荷包缸鲤次之c

关键词荷包红饵，兴国红鲤;玻璃红鲤，野鲤，随机扩增多�DNA
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Application of RAPD technology to analyze the genetic 

diversity of three breeds of red carp 

SUN Jing-chllll，WlI Ylm-dong. YAü Ji-hua 

( Fis阳刚.! Col句霄， SFU，掘。但ghm 友回圃， China) 

Abs缸1IC'τ'he也配e breeds of red cmp in Jiangxi Provin阻， 四unely C ypnn山carpw var. t础严刷rænsis in Wuyuan 

County， ιyp""旧catpw var. xm核研ω旧时ts in Xin伊o County， and Cyprinus carpw var. W皿皿ensis in Wanan 

County a陀.mpo血nt cultivation hreeds in China. 10 this paper， rnndom amplified polymorphic DNA (RAPD) w嗣

U晒df.仰阳l回"1缸bio\吨':J皿alysis of genetic div ersi ty among these three陀d，缸p8 for the first til耻Forty random 

pnmers we陀出ed for由e analysis of nuclt".aT DNA polymorphi1'llli of the山ree breeds of red【呻in Ji an阳Province

and wild carp. A clusæring analysis was made oosed 00 RAPD r咽ults with UPGMA阻d N.T methods in PHYUP 

剧ftware阳ck唔"f; (version 3 . 5) 皿d the phyl，咱;enetIc t:r阶s were construc才ed. The results show that the mtra-breed 

genetic similarity of Cy严"'"'α叩ωvar. W/.伊ω阳刚is is the high用t (0 . 809)皿d the heterozygc附ity is the lowest， 

whι.e the genetic simi国ty between Cyp刷刷刷刷vur. Xl咽'glWnen:HS皿d Cypri.nι>c叩io var. wananensis is the 

h伸est (0.745 )， indi由.tm唱出elr gene阻relalioru;hip临d咽e，

Key words ιyp�旧四ψω var. wuyuanen.vzs; Cypri.n剧α叩ω var. X明gg"'阳时臼 Cyprinu.s caψω 'M 
U战=""ωis; wild carp; RAPD 

原产于江西省、要源县的荷包红鲤(Cyprinu.s carpio var. 1伺机m.nen.�is)、刀直县的玻璃红鲤(ι7ypri.nWJ
'"'Pωm阴阳时即�)和兴同县的兴国红鲤(Cypnnus carpω四 旧翩翩矶时)(俗称"江西三红" ) 是我国
的重要养殖品种，具有生长快、繁殖力强、食性「和适应性强等优点，经济价值较高，既可食用，卫有观赏
价值。 同时，它们还是重要的杂交亲本，杂交亲相h强，睿昂与其它鲤杂交，余种的优势明显，如丰鲤(兴
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国红鲤♀x散鳞镜鲤tl、荷元鲤(荷包红鲤♀×元江鲤t)、芙蓉鲤 ( 散鳞镜鲤♀×兴国红鲤t)，岳鲤
(荷包红鲤丰×湘江野鲤tl和异育银拥( 1J正银脚干x兴国红鲤tl等「110

自却世纪70年代 以来，对"江西五红"的生物学性状和生长性能以及细胞遗传学与生 化遗传学等
进行了较多研究i2-�i但分子遗传学方面的研究报告尚不多见[7JO 本文应用RAPD方法对"江西三红"
及野鲤 进行遗传距离的检测，并 分析 其亲缘关系，以期为我国鲤鱼遗传育种提供分子生物学方面的资
料。

l 材料与方法

1.1 材料
兴国红鲤采自江西省兴国红鲤原种场，荷包红鲤来自江西省要跟县荷包红鲤原种场 ，玻璃红鲤果自

江西省万宝县鱼肺场，野鲤来自江西省南昌县莲塘赣江主流河棋。 每群体12尾， 取肌肉组织，提取且
DNA，进行 RAPD分析。

1.2 方法

1.2� I 且DNA的提取
取O.lg背部肌肉 ，切碎， 加入5∞μL裂解缓冲液(315ιd耐20，50μL 10% SDS， 1∞川，EDTA，25μL 

O.5moVL Tri时，最后加入蛋白酶K，使其终浓度为 2O mglmL， 克什棍匀，放到摇床上，3 7吃摇18ho 加入
等体帜的饱和盼，摇匀，13刷r/rrún，离心却mm;取上清液加入112体积的酣与112体积的氧仿异戊醇
(24，1)，说匀，13仪陆/min离心5min;取上清掖加入等体积的氯仿异戊醇 (24'1)，棍匀，13 仪lOr/min离
心5min，取上清液加入2倍体帜的损冷的纯L醇，一2O'C过夜。 真空抽干，加入TE(pH 8�0) 2田μL溶解，
电撞检测。 保存于4'C备用c

1.2.2 P CR扩增
反应在日本AS丁'EC公司生产的 P C�701配R循环仪t进行，反应棍青液组成为lOmmoνL Tris-HCI 

pH 9.0. 50mmol!L KCI. 2. 0mm01iL MgCh， 0.001 %明肢.O.lmrnollL每种dNTP，0�2阻。νL引物(随机引物
S221丑。、S421 -剧。购自上海生工生物五程技术服务有限公司)，25吨基因组DNA，IU1ì:αq J)NA罪合
酶(购白加拿大B;附加公司) ，反应体积 为25fJJ o 扩增条件为 94'C预变性2 mi 时然后94'C变性如5，36't:
退火3 0:;;，72"C延伸1. 5 min，3 5个循环，再于 72'C下延伸5 minc

扩增产物在1.5%的进口琼脂糖凝胶中(吉适量EB)电障，电泳缓冲液为1x TBE，电压5 V/cm，电昨
2.0h后，置于紫外灯下观察拍照、记 录。

1.2.3 鼓据处理
两个体间的遗传相似性指数按公式均工2N，呵I ( 陆+ Ny)来计算，陆和州 分别是个体X，Y 的扩

增带数，N吁是X， Y 个体间的共享带数。群体内的相似性指数(S)是种群 内所有的两个体间 相似性指
数的于均值。 群体间的遗传相似性指数句为群体ι中的个体和群体J中的个体随机组合所得相似性指
数的平均值。 统计时仅记录清晰稳定的扩增条带。
1.2.4 聚类分析

距离法(dist皿时methods)分析来用 P HYIlP3�5C版本软件包中的"U陀MA"和" Nj"程序进行噩臭。

2 结果

2�1 RAPD的扩增结果
在所使用的40个号l物中，其中 25个引物的扩增效果良好， 单 引 物 扩增的是带数由2 -13 f景不等

(表1)，扩增片段任度夫妻在3 00-3 αlO hp o  25个引物共产生 2 575条带，其中荷包红鲤、瞌璃红鲤、兴
国红鲤及野鲤的DNA 标记数分别为650，633 、647 和645 个，62 是带为4种鲤鱼所共 有，5条带 具有群体



或个体特异性，显示了丰富的事态性，但个体和群体间的差异性较低。 25个引物中，S221 和 S225等扩
增的4 种鲤鱼的DNA指纹国谱差异非常明显(阻1)。 因1 表明，在引物S225的扩增产物中，荷包红鲤
有唰bp左右的特异片段，野鲤和兴国红鲤有 7曲bp左右的特异片段，兴国红鲤有- 500bp左右的特
异片段，荷包红鲤、野鲤和兴国红鲤有一特异片段，fÇ度为 1 700bp;在 旦21的扩增产物中，兴国红鲤有

特异片段，长度分别为 8∞bp左右(囱匀。 这5个Ji段都具有种群的特异性，因此可作为 鉴定这 4 种
鲤的分F标记。
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褒1 25个引物的DNA'阿E其扩增效果
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圈I 4种理用引物目25扩增的民睛。结果(箭头示特异带)
Fïg.l The RAPD results of rour bI愤地OI red CaI严produced by primer 5225 

(Arrows showir艳阳刚'"0卧specific hmds) 
MλDNA!HindIII + Eoo阻; 1 -4:�度璃红'岖:5 -8野'眼;9-1 2兴国缸'想; i3 -1 6荷包红鲤。
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阳
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图2 4种鲤用引物8221扩增的RA阿〉结果(箭头示特异带)
Fig.2 lñe RAPD reswffi of面Dill kinds of red 咽下l'; pruduced by primer S221 

(AITOW S阳m鸣""到ula';')I卜S严x:itì町"'，"，1，)
Mλm，AlHind皿+ EcoRl; 1-4玻稍红鲤5…8野鲤9-12:兴国红鲍13…!6荷包重l解。

2.2 群体内和群体间的相似性指数
从表 2 可以 看出4 种鲤中，以荷包红鲤的

遗传距离最小(0.809)，野鲤其次(0.83 9)，而兴
国红鲤的遗传距 离最大(0.872);功于种 群 间，
则是瑾璃红鲤与兴国红饵较为相似(0.745)，玻
璃红鲤与野鲤次之(0.713 )，兴同红鲤与野鲤差
异较大(0.689). "二三红"之间的差异斗是很大c

2. 3 聚类分析
应用Up(王MA相NJ两 种方法进行罪类分析，结果见图3 和图4"

E旦
。127

0.127 
4民璃虹鲤

一一一-一一一一一 飞回仨句
队\.j8一一一一 一一~一--一- 衔饥要l解
。119

野"

遗传í'F网L一---.J 0.01 

固3 CPGMA法建立的4种鲤的亲缘关系(遗传

距离s= 1-1厅.F为25个引物计算的平均同摞性值)

Fïg.3 The constructed phy问:elÙC dendn咽= of 4 hreeds 

"叫by UPGMA (Genetie distance S = 1 - lIF， 

F: Average v执肥临时阴25阳m=)

表2 四种鲤种群内和种群间的相似性指数
Tab.2 In能r-and in阳'PØP'血tion ge配tic曲回larityinde嚣

of 4 bret曲。f曲""

品种在林 '仔鲤 坡喃'"鲤 兴国红鲤 荷包红鲤

野鲤 口.839 0.713 O.6S9 。7<12

现喃自鲤 0.862 。745 O.�漏
民l'iilíl蝇 0.872 O.711 

(�j包'1鲤 0.80θ 

E 
。125

O. 129 
日变到南兔"
兴同要r"，
传也要「鲤
"蝇

。\<17

O.l.õÐ 

jJi i�脏肉L←�O_Oj

阳4 NJ法注jì的同种悍的亲缘关系(遗传血离

S=1一I斤，F为25个号l物计算的平均同源性值)

Fîg.4 1he çonBtruded phy问:enic d时呻酬"'4阳时5

of cillJ施by NJ(Genetie rlistance S= l-lIF， 
F :Av叫沪咄挖出时∞25 primers) 

从这两种方法均可看出，兴国红鲤与玻璃红鲤之间的亲缘关系最近，荷包虹鲤次之c

3 讨论

3.1 RAPD技术
RAPD技术具有快速、简便、通用性好、对DNA需求量小和质量要求低等优点，因此已经成功地运用

于 许多领域的研究。{R.RAPD标记存在 匾件标记、重复性低以及共迁移的RAPD标记 是否具有问摞性
等问题c 正是由于这些问题的存在，使许事研究者对该技术的应用产生疑问，下面就几个普遍存在的问
题进行讨论，以期找到nS行的解决方法，使RAPD技术更趋完善。 (1)盖fRAPD的重复性。 影响RAPD
产物重复性的因素很多，如模板的质量和纯度、寻|物的质量和t庄、dNTP 的浓度、l、坷酶的批号、Mg"的
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浓度、反应时间与温度妻数、技术设备以及数据的处理方法等，均可影响RAPD在研究中的效果。因此，
为了使RAPD结果具有稳定的重复性，使各个实验室的实验结果具有可比性，成建立一个最佳的标准化
垂数表。 本研究所采用的试剂旦实验方法是参考了邹曙明等[.J的方法的基础上稍加改进所完成的，实
验的重复性较好，与Wa吨等0)的研究结果相一致。 由此可以说明RAPD技术在规范实验试剂、步骤等
因素的基础上是具有可比性的，其重复性是可以控制的。 在鱼类研究中，就RAPD技术方法论的研究也
有所报道。 Corley击nith等[9]报道r应用荧光染色法来分析RAPoH段比用EB染色更准确、更详细。
Bielaw由等:1OJ分析了RAPD产生各种是带的原因，井对且也PD最适条件 进行了研究。 但建立标准化妻
数表还需大量的研究。(2)关于引物的种类和数目的选择。 目前用于RA PD研究的引物数目依不同的
实验室而有所不同，那么到底多少为最合适呢?数目太少，结论不可靠，数目太太，费用增 高。 周泽扬
等[11]就此问题在晕垂和革属植物中进行了研究，结果表明，在用RAPD 进行生物系统学研究中，以分析
宁 0 个左右位点数为宜。鱼类RA PD位点数多少为合适，还有待探索。 本研究引物的筛选是参考了邹曙
明等[.J和蜿纪花和楼允京[12]所报道的文献，这两篇文献所研究的对象均为鲤科鱼类，与本实验的研究
对象具有较近的同掘性。 因此，在他们研究的基础之 上，选择了S221 - 240和S42J 制。这两组引物。

3.2 品种内的差异
我们果用RAPD方法对3 种鲤鱼品种内政品种间的遗传差异进行研究，结果显示，在品种内部，兴

国红鲤个体间的遗传相似数较大(0.872) ，玻璃红鲤次之，荷包红鲤最低，也就是说兴国红鲤个体间的差
异较小，纯度较高;而荷包红鲤个体间的差异最大，则纯度最低。 因此，对J种质资源的保护来讲，对亲
本还应进行进一步的提纯复壮以及防止不同品种之间的混杂，后面一点对HI前尤为重要。 为了适应
经济的发展 ，我国从国外及国内不同地区之间号|种非常常见，但在引种的同时，不应姐视对种质资源的
保护。

3.3 品种间的差异
对于品种间，以UPGMA 和NJ两神方法进行景类分析均表明，玻璃红鲤和兴国红鲤亲缘关系最近，

其次是荷包红鲤，最后是野鲤。从形态上来看 江两三红"的体色均克桶红色或桶黄色，除了体色相同
外，它们均有各自特味的形态标志，荷包红鲤的体型特别粗短，显得背离腹圆，形似荷包;兴国红鲤和玻
璃红鲤均为t主体型，其差别仅均玻璃红鲤的鱼体透明，而1荷包红鲤与前两者的体形差别较大。 该实验的
结果与形态学上归类基本 致。 "江西三红"之间的差异较小，结果如表 2 所示，表明三者之间的分化时
间不长。 但三者与野鲤的遗传相似系数分别为 0.713、 0.689、 0.702，即遗传距离较大，为杂交育种中亲
本的选择提供了一定的数据资料υ

3.4 野鲤的遗传多样性的探讨
本实验的结果表明，野鲤的不同个体间的遗传相似性较高(0.839)，也就是说，，"、同个体间的遗传多

态性较低。 由此说明，野生鲤品种内的纯度较高，变异性较小。 这一结果可从两个方面进行说明， 个
是野生鲤鱼品种的确比较纯，在自然界中受到其他品种的遗传渐渗较低，另一方面，也可能是由于地理
环境的隔绝，该地区的野生鲤与其他地区的鲤品种的遗传物质的交换少。

3.5 展望
传统的杂交*本纯度的选择通常是应用传统的侧交和盯裔鉴定 等方法检测，周期长，偏差大，而分

子生物学标记 可以辅助品种纯度的检测，加快选择速度。 但是，纯度标准还有待于进一步探讨研究。
尽管目前RAPD技术存在这样那样的问题，但是随着科学技术的发展，会逐步得到改进和完善。

RAPD 技准作为新 代的分子标记技术，由于宫的快速、简便、通用性好 以及对DNA 需求量小相安全要
求低等优点所决定，势必会成为分于遗传学、育种学、分类学和生物 进化研究中的强有力的工具，应用前

(I)WangChffig-hui，Li Si缸，Zou Shu响1ß. 2<XXl. Geoetic DiVel阳ly Study 011 Rffi臼_0叫均mωrina by RAPD. The Third World Fi生出"

C回悖酬"""瓢如B∞'.3η
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景十分广阔。

在采样过程中，得到二工西省吉安地区农业局水产站、上饶地区农业局水产站、草委州市农业局水产站、委源县荷包红鲤

原种场、兴国红鲤原种场、万安县鱼种场以及南昌县莲糖水产试验中ω领导与职工的大力支持与知情接待;另外，渔业学

院周志刚博士为本试验提耕PCR仪，张敏老师协助拍摄电路照片。 在此一并表示衷心感谢气
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