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摘 要：用 80 个随机引物对黑龙江野鲤（耐寒）、柏氏鲤（不耐寒）和杂交 F1（越冬成活）的群体混合 DNA 样品

进行 RAPD-PCR 扩增，结果引物 S1043、S1052 和 S1066 扩增出与抗寒性状相关的分子标记各一个。至此，共获

得 9 个与鲤鱼抗寒性状相关的分子标记，进一步表明抗寒性是数量性状（QTL）受微效多基因控制。此外，就

RAPD-PCR 实验中需要注意的问题如模板纯度、水的去离子和不同商标酶的活性等进行了简单的讨论；并对

目前所应用的淡水鱼类抗寒基因工程研究策略及现状进行了简单概述。
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Study on cold tolerant traits for common carp !"#rinus car#io
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Abstract：Population blending DNA samples respeCtively derived from HeilongJiang wild Carp Cyprinus carpio
haematopterus Temmink et SChlegel（ Cold toleranCe），Boshi Carp Cyprinus pellegrini pellegrini TChang（ Cold
sensible）and F1 generation（survivors experienCed through winter），were programmed RAPD-PCR with 80 random
primers . Primer S1043，S1052，S1066 resulted in one moleCular marker respeCtively . Up to now，9 markers
assoCiated with Cold toleranCe of Common Carp were obtained. It further demonstrates that Cold tolerant trait is a
quantitative trait loCi（QTL），whiCh is Controlled by small multi-genes . In addition，author simply disCussed the
experimental methods，suCh as template purity，water deionization and enzyme aCtivity with different brands. Author
also sketChed study taCtiCs and present Conditions on Cold tolerant gene engineering for fresh water fishes .
Key words：RAPD-PCR；Cold tolerant gene engineering；anti-freezing protein；gene；trait；Cyprinus carpio

淡水鱼类的耐寒问题一直困扰着鱼类遗传学家和育种学家。关键在于对问题的实质没有得到根本

性的阐明。不过，为了解决这一世界性的难题，众多科学家为之做出了努力，并取得了一定的成绩［1 - 4］。

到目前为止，最有效的解决方法是传统的杂交育种，荷包红鲤抗寒品系的获得就是最成功的典范［5，6］。

但是这种方法运作周期长，而且最大的困难在于无法克服杂交不亲和现象，所以杂交育种依然不能从根

本上解决某些淡水优良品种不耐寒的问题。随着现代分子生物学技术的发展，尤其是多态性分子标记



的应用，为深入研究淡水鱼类耐寒机制提供了新的技术。黑龙江水产研究所自 1996 年开始研究黑龙江

野鲤（Cyprinus carpio haematopterus Temmink et SChlegel）的抗寒机制，并首次应用分子标记技术，获得了 6
个与鲤鱼抗寒性状相关的分子标记［7，8］。本文在此基础上又获得了 3 个标记，现将实验结果简要报道

如下。

1 材料和方法

1.1 材料

抗寒性状研究所采用的实验鱼分别为来自黑龙江抚远江段的黑龙江野鲤（父本）（ Cyprinus carpio
haematopterus Temmink et SChlegel），云南江川养殖场的柏氏鲤（母本）（Cyprinus pellegrini pellegrini TChang），

以及二者的杂交 F1（越冬成活），由黑龙江水产研究所培育。本实验所用随机引物购自美国 0pron 公

司，生化试剂购自美国 Promega 公司，其它试剂为国产分析纯。RAPD-PCR 反应在美国 PE 公司生产的

9600 和 9700 上进行。

1.2 方法

1 .2 .1 基因组 DNA 的制备

将两亲本及 F1 鳍条或肝脏组织剪碎，放入 1 . 5mL 离心管，加入 300!L 裂解液（成分：100mM EDTA
pH 8.0，100!g / mL Proteinase K，0 .5%SarCosyl）于 50℃消化 2 ~ 3h，在此期间缓慢转动离心管数次，待组

织完全消化后，加等体积的饱和酚抽提一次，吸出含 DNA 的水相，再用等体积的酚 /氯仿（酚 ：氯仿 ：异戊

醇为 25 ：24 ：1）抽提两次。最后用预冷的无水乙醇沉淀，70%乙醇洗涤 2 ~ 3 次，室温干燥后加 1 / 10TE 溶

解并保存在 4℃备用。

1 .2 .2 RAPD 反应

扩增反应的总体积为 25!L，其中包括 10"RAPD 反应缓冲液 18!L（成份：100mM Tris - HCl，500mM
KCl，15 mM MgCl2，0 .01%（W/ V）Gelatin，0 . 05% Triton X-100），dNTPs（2 . 5 mM ）1!L，基因组 DNA1!L

（50ng /!L），Taq 酶 1!L（1U /!L）。

RAPD 反应液 94℃变性 3min 后，93℃ 1min，36℃ 2min，72℃ 1min，45 个循环，最后在 72℃延伸

5min，扩增产物在 1 .4%琼脂糖电泳分离，EB 染色，紫外灯下观察并拍照。

图 1 引物 S1052 扩增后获得的一个

与抗寒性状相关的分子标记

Fig.1 MoleCular marker assoCiated with Cold tolerant
traits amplified by primer S1052

M：Marker B：柏氏鲤 K：子一代 Y：黑龙江野鲤

2 结果

本文共用 80 个随机引物对黑龙江野鲤（耐寒），

柏氏鲤（不耐寒），杂交 F1（70 个越冬成活个体）的群

体混合 DNA 样品，进行 RAPD-PCR 扩增，结果引物

S1043、S1052、S1066 各扩增出一条与鲤鱼耐寒性状

相关的特征带。所谓的与抗寒性状相关，指的是杂

交 F1 越冬成活个体与黑龙江野鲤共有的条带，而对

照组柏氏鲤没有出现的，定义为与抗寒性状相关的

分子标记（图 1、2、3）。从图中可看出黑龙江野鲤将

抗寒相关因子传递给了子代，而且这种相关因子，到

目前为止已从 DNA 分子水平上发现了 9 个，说明鲤

鱼抗寒性状由微效多基因控制，是数量性状。如果

继续深入研究下去，建立 DNA 分子标记与抗寒性状

之间的连锁关系，有望克隆并定位鲤鱼抗寒基因及

相关因子，为解决淡水鱼类不抗寒问题，提供新的研

究策略。
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图 2 引物 S1043 扩增后获得的一个

与抗寒性状相关的分子标记

Fig.2 MoleCular marker assoCiated with Cold tolerant
traits amplified by primer S1043

B：柏氏鲤 K：子一代 Y：黑龙江野鲤

3 讨论

3.1 RAPD-PCR
在名目繁多的分子标记中，如 RFLP、STR、SSCP、

AFLP 和 RAPD 等，RAPD 以其操作简单、快捷、无需

知道目标序列的有关信息，无种属特异性等优点，备

受众多研究人员的青睐。但是 RAPD 也存在诸如重

复性差、实验结果不具可比性和共显性比例低等缺

陷。作者在研究过程中发现，如果能严格控制实验

条件，RAPD-PCR 的实验结果是比较稳定的。现将

几点体会及实验中可能遇到的问题做一简单分析。

3 .1 .1 高质量模板

RAPD-PCR 扩增属于随机扩增，基本上可以覆

盖全基因组，所以多态性比较丰富，扩增条带一般较

多。但是作者在实验过程中发现，如模板不纯，仅扩增出 1 ~ 2 条非常清晰的条带，而且一个系列的引物

都出现此情况，表明模板的纯度不够，需要进一步对模板进行抽提纯化。

图 3 引物 S1043对 F1 成活个体基因组 DNA的扩增结果

Fig.3 F1 Survivors genomiC DNA amplified by primer S1043
M：Marker B：柏氏鲤 K：子一代 Y：黑龙江野鲤

3 .1 .2 Taq 酶

不同生物公司出品的 Taq 酶活性不一，作者通过比较 TaKaRa（日本）和 Promega（美国）生产的 Taq
酶，发现同样的用量，一般为 1U /!L，Promega 的酶可扩增出条带，而 TaKaRa 却不能。必须对其加大用量

至 1 .5U ~ 2U /!L 方可扩增出条带。这说明不同厂家的 Taq 酶对扩增有影响，这是因为不同厂家从不同

菌株上分离的 Taq 酶可能在性能上存在差异。

3 .1 .3 水

通常人们只注重模板 DNA、Taq 酶、引物、MgCl2和 dNTPs 对 RAPD-PCR 扩增结果的影响，而忽略水的

影响。作者通过实验发现，使用去离子灭菌水扩增条带清晰，无拖带现象。

影响 RAPD-PCR 反应的因素很多，每一个环节操作不当均可导致扩增结果不能重复，作者通过严格

控制实验条件，如统一试剂（酶、引物和缓冲液）、建立最优化的反应条件，使用同一加样器等，最后获得

了相当稳定的结果。

3.2 淡水鱼类抗寒基因工程

黑龙江水产研究所自 1996 年开始研究鲤鱼的耐寒机理。梁利群等首次应用分子标记技术，以耐寒

的黑龙江野鲤、不耐寒的云南柏氏鲤、江西荷包红鲤及其杂交子代为研究对象，获得了 6 个与鲤鱼耐寒

性状相关的分子标记，并将其中的 1 个定位在鲤鱼遗传连锁图谱上，并由此提出鱼类的耐寒性状为数量
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性状，受微效多基因控制［7］。

随着人们对淡水鱼类抗寒分子生物学研究的不断深入，开始逐步探索利用基因工程手段改造鱼类

的遗传特性。要实现这一目标，需要考虑以下 4 个环节的紧密配合：研究比较低温与非低温条件下鱼类

某些特定基因表达的改变状况，这项研究我们目前正在进行；分离与鱼类耐寒性状相关的基因；转移抗

寒相关基因，并通过测定转基因鱼，证明该基因的作用、功能；利用分离的基因进行遗传转化或转移，提

高鱼类的耐寒性。目前虽已获得 9 个与鲤鱼抗寒性状相关的分子标记，但是真正控制鱼类耐寒性状的

主效基因及相关基因有待进一步的深入研究。

3 .2 .1 鲤鱼总 DNA 转移策略

自鱼类外源总 DNA 转移成功报道以来，此技术已被广泛应用于鱼类品种改良如生长、抗逆等研究

中。朱新平等通过显微注射技术将鲤鱼总 DNA 转移到广东鲮鱼受精卵内，发现外源 DNA 对鲮鱼脑乙

酰胆碱酯酶活力有一定的影响，但是并不能改变鲮鱼的不抗寒性［9，10］。

3 .2 .2 抗冻蛋白基因转移策略

生活在极区高寒水域的鱼类，为适应寒冷的生存环境，可以在体内产生大分子物质如抗冻蛋白

（antifreeze protein，AFP）、抗冻糖蛋白（antifreeze glyCoprotein，AFGP）和多肽。这些物质可以降低血液冰

点，避免冰晶形成。近几年来，国内外学者对抗冻蛋白的研究十分关注。加拿大科学家 Davies 等对美洲

拟鲽（Pseudopleuronectes Americans）的抗冻蛋白及基因进行了深入细致的研究，利用果蝇（Drosophila）建立

了抗冻蛋白表达模型［11］，同时在转移抗冻蛋白基因的大西洋鲑（Salmo Salar）中获得表达［11］。另外，将抗

冻蛋白基因转移到植物中也获得了表达［12，13］。李晶等和朱新平等将抗冻蛋白基因转移到极不耐寒鱼

类罗非鱼（orecochromis aureus）和鲮鱼（ cirrhinus molitorella）中，以期改善这两种鱼类不耐寒特性。目前均

已获得转抗冻蛋白基因鱼，而且部分鱼的耐寒性也有一定的改善，并通过检测发现抗冻蛋白基因已整合

到受体鱼染色体上，但在转录及转译水平上均未获得结果，说明抗冻蛋白基因在受体鱼体内表达量极

微，亦或是不表达［14，15］。

总之，通过转基因技术来提高鱼类的耐寒性，需要考虑适合的启动子，转基因的表达，外源基因的定

点整合，更要突破基因数量的限制（包括不同抗寒基因数量及基因拷贝数等）以提高表达量。
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