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摘 要:应用 RAPD 和 mtDNA D-loop 区序列对长江下游长春蝙群体的遗传多样性进行分析。从 40 个随机引

物中筛选出扩增条带清晰的 28 个引物，对 24 尾采自长江下游常熟江段长春蝙的基因组 DNA 进行扩增，共检

测到 178 个位点，扩增片段大小在 0.2 -2 kb 之间，其中多态位点有 83 个，占 46.639毛;个体间最大的遗传距

离为 0.1326 ，最小的遗传距离为 0.0476 ，平均遗传距离为 0.0885;群体的 Shannon 多样性指值为 0.0986 。

RAPD 结果表明该长春蝙群体的遗传多样性处于中等水平。对其中 8 尾长春蝙 mtDNA D-loop 区序列

(938 bp) 进行了分析，发现了 8 种单倍型，检测出 17 个多态性核昔酸变异位点，多态位点比例为1. 81 % ，变异

位点为 15 个转换，2 个颠换;单倍型多态性 (h) 为1. 000 ，核昔酸多态性 (pι) 为 0.0062 ，平均核昔酸差异数

(K) 为 5.821 ，单倍型间平均遗传距离为 0.0063。结果说明长春蝙 mtDNA D-loop 区在个体间的遗传差异较
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Abstract: Genetic diversity in Pαrabramis pekinensis from the lower reaches of the Yangtze River was analyzed 

using RAPD and mtDNA D-1oop sequence. Twenty-eight primers were chosen from total 40 random primers 

for amplification in 24 individuals genomic DNA , total 178 RAPD sites were detected in these individuals , 83 

of 178 loci were polymorphic , which accounted for 46. 639毛. The sizes of DNA fragments were from O. 2 kb to 

2 kb. The genetic distances between individuals were from 0.047 6 to O. 132 6 , and average genetic distance 

was O. 088 5. The Shannon' s index was 0.098 6. The RAPD results showed the genetic diversity of the 

Pαrabramis pekinensis population in lower reaches of the Yangtze River was in medium state. Sequences 
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comparison of 938 bp mtDNA D-loop region from 8 individuals of Pαrαbrαmis pekinensis revealed they were 8 

haplotypes and the haplotypic diversity is l. 000. There were total 17 variation loci , which came from 15 

transition sites , and 2 transversion sites in 938 bp D-loop region. The mutation rate was 1. 81 %, the 

nucleotide diversity is O. 0062 , and the average number of nucleotide differences is 5. 82 l. The average 

genetic distance of haplotypes is o. 0063. Sequences comparison of mtDNA D-loop displayed little genetic 

diversity of the Pαrαbrαmis pekinensis population. 
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近几十年来，由于兴建水利工程、围湖造田、过度捕捞以及缺乏科学管理等原因，使我国许多淡水鱼

类天然资源处于严重的衰退之中，其基因库也受到了严重威胁。长江是我国重要的淡水鱼类天然种质

库，长江渔业资源的盛衰变化对我国淡水渔业有着重要的影响，目前长江渔业资源量呈不断下降趋

势[IJ 。对长江鱼类的遗传结构进行研究，探讨群体中的遗传变异和遗传多样性，对保护长江种质资源

库以及合理开发和利用长江天然资源具有重要指导作用。目前，众多学者己用同工酶、RAPD 、 mtDNA

的 RFLP 等方法对长江水系的青、草、链、捕、中华饵、刀鳞 [2 -7J 等的遗传多样性进行了研究，为科学评价

它们的遗传多样性、种质资源保护和遗传育种提供了可靠的科学依据。长春蝙 (Parabramis pekinensis) 

又称蝙鱼，广泛分布于我国江河、湖泊中，在我国淡水养殖业及淡水捕捞业中占有重要的经济地位，也是

长江中、下游主要渔获物之一。本文利用随机扩增多态性 DNA(RAPD)技术和线粒体 DNA 控制区核昔

酸序列分析，对长江下游长春捕的遗传多样性进行了研究，为保护和合理利用该鱼类种质资源提供科学

依据。

1 材料和方法

1. 1 材料

长春蝙于 2006 年 6 月 27 日在长江常熟铁黄沙江段捕获，活鱼用氧气袋运回实验室，随机取 24 尾

鱼用于实验，其中 19 尾为 1 龄幼鱼，体长为 15.2 -20.6 cm ，体重为 120.3 -187.2 g;4 尾为 2 龄鱼，体

长为 20. 1 - 22. 2 cm ，体重为 177. 1 - 233.2 g; 1 尾为 3 龄鱼，体长为 28.3 cm ，体重为 502.7 g 。

1. 2 方法

1. 2.1 总 DNA 的提取

从鱼尾静脉抽血 0.2 - 0.5 mL ，加人1/6 体积的 ACD 抗凝剂，置于 4 "C冰箱中沉淀 2 h。吸取

30μL 血细胞，加入装有 470μL SET 缓冲液中混匀，再依次加入 SDS 和蛋白酶 K 分别至终浓度 0.5%

和 200μgIμL ， 55 "c水浴中消化过夜，再分别用饱和酣、盼氯仿、氯仿/异戊醇抽提除蛋白，最后用预冷

元水乙醇沉淀 DNA[8 J 烘干后 TE 洛解。所得基因组 DNA 样品用紫外分光光度计测量 DNA 样品的浓

度和纯度，同时辅于琼脂糖凝胶电泳检测基因组 DNA 的完整性并估测分子量。将 DNA 原样稀释至

10 nglμL ， 4 "c保存备用。

1. 2.2 RAPD 反应

PCR 反应总体积为 25μL，其中含 10 x 反应缓冲液 2.5μL ， 2μmolJL MgC1 2 ， 200μmolJL dNTP , 

0.4μmolJL引物，2.5 U ]'，αq 酶， 25 ng DNA，用灭菌双蒸馆水补足体积。 PCR 反应条件为: 94 "c 3 min; 

94 "c 45 s ,36 "c 45 s ,72 "c 60 s ， 35 个循环; 72 "c延伸 10 min;4 "c保存。

1. 2.3 mtDNA 的 D-loop 区段的扩增

用上游引物 DL1 : 5' -acccctggctcccaaagc-3' 和下游引物 D口: 5'也tcttagcatcttcagtg-3' [9J 扩增线粒体

D-loop区全序列，引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 PCR 反应总体积为 50μL，其中含

1 x 反应缓冲液 5μL ，2μmolJL MgC 12 ， 200μmolJL dNTP，引物各 0.4μmolJL ， 5 U Taq 酶， 50 ng DNA 。

PCR 反应条件为 :94 "C 3 min;94 "c 45 s ,56 "c 45 s ,72 "c 60 s ， 34 个循环;72 "c延伸 10 min;4 "c保存。
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1. 2.4 琼脂糖凝胶电泳及 D-Ioop 区 PCR 产物纯化

PCR 扩增产物在1. 2% 的琼脂糖凝胶(含 0.5μglmL EB) 上电泳， 120 V 稳压电泳 45 日山。电泳结

果在 Irr吨eMasterVDS 影像仪中拍照、保存。 D-loop 区段 PCR 产物拍照后切下目的条带，用 DNA 回收试

剂盒(TaKaRa) 纯化后，送上海基康生物工程有限公司测序，测序引物用上述 PCR 扩增引物。

1. 2.5 数据分析

根据 RAPD 产物电泳结果，在相同的迁移率上出现的带记为 1 ，未出现的带记为 0 ，构建原始数据矩

阵，计算和分析种群的遗传多样性数值。

多态位点比例 P= 多态位点数/位点总数。

种群内相似性指数 F=2N飞/(N， +NJ ) 计算个体间遗传相似性指数 ， N.\"! 是个体叹和 N， 的共有带

数，Nx 和风分别是个体 x 和 Y 的扩增带数，遗传距离 d =l-F[lO]O 

Shannon 多样性指数Ho=-ZEIIIPt[ll] ，pt 为第 i 个位点在种群中出现的频率， ln 为自然对数;为使

群体间的 Shannon 多样性指数便于比较分析，把所有引物扩增的总位点数 N(包括多态和单态位点)考

虑进去，算出 Shannon 多样性值 H ， H=HoIN。

D-loop 区段序列测序后进行人工核对、校正后，序列用 Clustal W ( 1. 83 )软件分析比对。利用

DNASP( version 4.0) 软件统计单倍型及变异位点( S) 、计算单倍型多样性 (h) 、核音酸多样性 (Pi ) 及平

均核昔酸差异数(K) 0 用 MEGA ( version 3. 0 )中的 Kimura 双参数法计算各单倍型间的遗传距离。

2 结果

2.1 RAPD 结果遗传多样性分析

2. 1. 1 RAPD 扩增结果

用 40 个随机引物对 24 尾长春蝙进行 RAPD 分析，结果有 28 个引物能扩增出 2 - 11 条清晰、大小

在 0.2 -2.0 kb 的 DNA 片段(引物的序列及扩增情况见表 1) 0 28 个引物中，除引物 C19 和F20 未扩增

出多态性 DNA 片段外(图 l-a) ，其他 26 个引物(占引物总数的 65% )均能扩增出多态性 DNA 片段，图

l-b ， c 显示了 C06 和F12 两个多态引物扩增电泳图谱。这 28 个引物共检测到 178 个位点，其中 83 个位

点为多态位点，占 46.639毛。由此可见，每尾长春蝙 RAPD 带谱在显示出该物种所共有带型的同时，也

反映了个体间的差异。

2. 1. 2 种群内的 RAPD 遗传多样性

对全部扩增条带进行统计，根据公式计算出任意两个个体间的遗传相似度在 0.8674 -0.9524 之

间，平均为 0.911 5 j 遗传距离为 0.047 6 - O. 132 6 ，平均为 0.0885 ，这说明该长春蝙种群内存在着一定

的遗传变异。根据 RAPD 结果构建的原始数据矩阵，算得长江长春蝙 Shannon 多样性指数 H。为

17.5546 ， Shannon 多样性值(H) 为 0.098 6。表 2 列出了多态位点 Shannon 多样性指数的分布。

与其它鱼类用 RAPD 方法得到的遗传多样性数据(表 3) 相比较，本研究所得的长春蝙 RAPD 各遗

传多样性参数(P =46. 63 ,H =0.098 6 ,d =0. 0885) 比遗传多样性丰富的梭鱼(P =85. 71 ,H =0.227 1) 、

刀跻(P =85. 71 ,H =0.227 l ， d 二 O. 140) 低，而比遗传多样性较低或不够丰富的嘴(H =0.053 2 ,d =0. 0339) 、

大弹涂鱼(P =2 1. 71 ,H =0.059 2 ,d =0. 0355) 高，说明该长春蝙群体的遗传多样性处于中等水平。

2.2 mtDNA D-loop 区序列分析

2.2.1 群体内的序列变异

本研究共测定了长春蝙 8 个个体的 mtDNA D-loop 序列，除去部分端部序列后，得到 938 bp 序列。

经 Clastal W( 1. 83) 与 GenBank 中己有的长春蝙的 mtDNA D-loop 区序列(登录号为 AF 374412) 比对分

析，结果表明同源性都高达 999毛以上，确定所得序列为 mtDNA D-loop 区序列。通过序列比对，任意两

个的核昔酸序列不完全相同，表明这 8 个个体为 8 种不同的单倍型，单倍型多态性(h) 为1. 000。这 8

种单倍型中，多态性核昔酸位点 17 个，占所测序列的1. 81 % ，变异位点分布如表 4 所示。 17 个变异位



17 卷报学
主μ，

司马大产水海上148 

点中 15 个为转换(A-G 、 C-T) 位点，2 个为颠换(A-T 、 A-C) 位点(位点 912 、926) 。

表 1 用于 RAPD 分析用的随机引物序列及扩增情况

RAPD primers and their sequence used in the analysis and the amplified results Tab.l 
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表 2 多态位点 Shannon 多样性指数分布

Shannon' s genetic diversity among polymorphic loci Tab.2 
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2.2.2 群体内遗传多样性

通过 DNASP 软件计算出长春蝙 8 个个体 D-1oop 序列的多态位点 (S) 为 17 ，核音酸多样性(PJ 为

0.0062 ，平均核昔酸差异数 ( K) 为 5. 821 j 应用 MEGA2 软件算出个体间的 Kumar 遗传距离在

O. 002 1 - O. 010 7之间(表们，平均遗传距离为 0.006 3。这些多样性参数 (S ， P; , K) 比蓝点马镀

(S =54 ,P; =0.027 1 ,K = 11. 047) [14 J ，中华饵 (S = 38 , P; = O. 012 5 , K = 5. 206 1) [15J 和青海湖裸鲤

(S =62 ， P; 二 0.0082 ,K = 8.242) [16J 的都要低。核昔酸多样性(PJ 和单倍型间的平均遗传距离是衡量

一个种群 mtDNA 的遗传变异的两个重要指标，它们的值较高则说明群体的遗传多样性较高，反之则低。

本研究的长春蝙群体这两个指标都处于较低的水平，由此说明该长春蝙群体的 mtDNA D-loop 基因个体

变异程度较小，遗传多样性水平较低。

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 

图 l 引物凹O(a) ， C06(b) 和 F12( c) 对长春蝙 24 个个体扩增产物电泳图谱

Fig. 1 Electrophoresis d吨rams of amplified products with primes 白O( a) , C06( b) and 

F12 ( c) in 24 individuals of P. pekinensis 

M: 100bp + 1. 5kb DNA ladder 
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表 3 不同鱼类 RAPD 研究结果比较

Comparison of the RAPD resuIts in different species of fishes 
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Tab.3 
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注 :P 代表多态位点比例 ，H 代表 Shannon 多样性值 ， F 代表群体内相似性指数 ， d 代表群体内遗传距离
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表 4 长春蜻 8 种单倍型线粒体 D-loop 区变异位点

Variable sites among 10 mitochondrial DNA haplotypes in Parabramis pekinensis 
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个体编号

表 5 长春蜻 8 个不同个体间 D-loop 序列的 Kumar 遗传距离

Kumar genetic distance of 8 Parabramis pekinensis as revealed by D-loop sequences Tab.5 
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0.0075 
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讨论

生物多样性是物种资源适应多变的生存环境而得以维系生存、发展和进化的基础[ 17J 遗传多样性

又是生物多样性的核心，一个物种的遗传多样性高低与其适应能力、生存能力和进化潜力密切相关。→

般情况下，物种的遗传多样性丰富，对环境的适应性就越强，其生存与进化潜力愈强，反之，遗传多样性

降低可导致其适应能力、生存能力降低最终导致物种退化[1町，甚至威胁物种生存[ 19J 。鱼类种群的遗传

多样性分析对于探讨鱼类种群内及种群间的遗传差异、种群间的基因流动以及人类活动对鱼类基因库

的影响等问题均具有重要的参考价值。目前，我国鱼类遗传资源保护的研究渐受重视，并已成为一个非

3 
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常活跃的研究领域。 RAPD 技术具有快速、简便和实用性强等优点，在鱼类种群遗传结构分析上得到广

泛的应用;线粒体为母系方式遗传，一个个体就能代表一个母系集团，通过少量随机的动物个体便可了

解一个群体的遗传结构。线粒体 DNA(mtDNA)控制区是线粒体中碱基序列和长度变异最大的区域，具

有进化速度最快，序列变异丰富等特点，特别适合于检测种群内及种群间的遗传多样性[20]O

由于环境破坏、水体污染及过度捕捞等原因，长江渔业资源量不断下降，渔获物种类减少，且趋于小

型化和低龄化，这点从我们长春蝙采样情况也可看出，24 尾中有 19 尾 (79.2% )为幼鱼。长江渔业资源

的衰退，势必导致鱼类遗传多样性降低从而导致鱼类适应性、生长性能及繁殖性能的降低。在我们采集

的长春蝙群体内， RAPD 结果显示群体遗传多样性处于中等水平，而 D-loop 区序列分析结果则提示群体

遗传多样性为较低水平，说明长江下游长春蝙群体的遗传多样性水平不容乐观，需要采取一定的保护措

施，如控制对未成熟鱼的捕获，以减缓繁殖群体减少的趋势等。另外，本研究显示该长春蝙群体的核基

因遗传多样性与线粒体遗传多样性水平不太一致，说明 mtDNA 多态性水平与核基因多样性水平并不→

定呈正相关， Baker 等[22J 和 Marshall 等[23 J 也发现 mtDNA 多态性有时会比核基因多样性低，有时也会出

现 mtDNA 多态性比核基因多态性高的情况。 RAPD 所检测的结果为核基因遗传多样性数据，而 mtDNA

D-loop 区序列分析结果为核外遗传物质的多样性。把线粒体 DNA 序列数据与核基因组多样性数据结

合起来，相互印证和补充，则能更真实、全面地反映遗传多样性[川IJ 。在本文中两种方法显示的遗传多

样性水平不太一致，本人认为 RAPD 结果显示的遗传多样性应更具参考意义，因为核基因更能全面反应

一种生物的特性，其他常用分子遗传标记技术如 AFLP 、 SSR 等用于遗传多样性分析也都是基于核基因

基础上。
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