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摘　要:利用 AFLP技术对 2007年 、2008年所采集的我国北方网箱养殖中出现爆发性死亡的德国镜鲤的死亡

个体和存活个体分子样品进行遗传结构分析, 以期对德国镜鲤群体内二者遗传变异进行快速而准确的评价。

研究结果表明, ( 1) 8对引物组合共扩增出 289个条带,其中多态位点比例为 47.40%, 每对引物多态位点比例

为 18.8% ～ 56.3%。 ( 2)死亡和存活个体在两年采集样品中的遗传相似性系数分别为 0.981 8和 0.986 2, 遗

传分化系数分别为 0.037 4和 0.037 9, 表明死亡个体和成活个体遗传分化程度较低。 ( 3)在两年采集样品中

死亡个体平均多态位点比例均低于存活个体, 平均杂合度在 2007年采集的样品中死亡个体比存活个体低, 在

2008年采集的样品中二者相等,表明成活个体遗传变异相对较大, 遗传多样性较高, 而死亡个体遗传变异相

对较小,遗传多样性较低。 ( 4)个体聚类分析表明死亡个体和成活个体分别在不同程度上进行了聚类。本实

验结果表明出现大规模死亡现象德国镜鲤的死亡和存活个体在遗传物质上存在一定的差异, 而这种差异可

能导致了二者抗病性能的不同。研究结果将对德国镜鲤抗病品种的选育提供重要参考。
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Abstract:InnorthChina, therewasalarge-scaledeathphenomenoninthecagecultureGermanmirrorcarp.

Inthisstudy, thegeneticstructurebetweenthedeathandsurvivalindividualsoftheGermanmirrorcarpwas

investigatedbytheamplifiedfragmentlengthpolymorphic( AFLP) techniqueforsamplescollectedintwo

years.Theresultsshowedthatatotalof289 DNAamplifiedbandswereproducedusingeightpairsofprimer

combinationsselectedforthefish.Amongthem, theproportionofpolymorphiclociwas47.40% andeach

primervariedfrom18.8%to56.3%.Thegeneticidentitywas0.981 8 and0.986 2 andthegeneticdivision

coefficientFstwas0.037 4 and0.037 9 betweenthedeathandsurvivalsamplescollectedintwoyears, which
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indicatedthatlittlegeneticdifferentiationoccurredinthetwokindsoffish.Thepolymorphiclociratioand

genediversityshowedthatthedeathindividualshadlowergeneticdiversitythanthesurvivals.NJcluster

analysisindicatedthatsomedeathsandsurvivalsclusteredtogetherseparately.Thegeneticdiversityand

clusteranalysisshowedthattherewasgeneticdifferencebetweenthedeathsandsurvivalsinthecageculture

Germanmirrorcarp, whichhaddifferentimpactontheresistancetodisease.Theresultsindicatethatdisease

resistancebreedinginGermanmirrorcarpisfeasible.

Keywords:Germanmirrorcarp;resistancetodisease;geneticvariation;diseaseresistancebreeding

　　德国镜鲤 ( CyprinuscarpioL.mirror)原产于

德国,人工驯养程度高 、生长快 、饲料转化率高 、

肉质鲜美,是当地池塘主要养殖品种
[ 1]

。我国于

1984年引进, 养殖实践表明它对我国高密度肥水

养殖条件适应性较差, 抗病力弱, 死亡率较

高
[ 2-3]

, 为此黑龙江水产研究所对其进行了筛选,

其选育系被全国水产原良种审定委员会审定为

适宜在全国推广的良种
[ 4-5]

。但近几年在网箱高

密度养殖条件下, 德国镜鲤在北方地区尤其是东

北地区,连续多年发生爆发性死亡 (其死亡率高

达 90%) ,严重影响了其产业的健康 、稳定和可持

续性发展 。人工选择强度的加大和生态环境的

破坏以及近亲繁殖都可能是导致镜鲤种质资源

下降和抗病力减弱的原因
[ 6]

。目前, 除了对导致

爆发性死亡的病原体 、传播途径和药物控制等加

强研究外,如何对德国镜鲤群体进行遗传操作培

育出抗病品种,是其鱼病控制中一个值得选择的

方法 。

AFLP技术被广泛用于亲缘关系较近的生物

个体或群体遗传结构分析 、遗传连锁图谱构建和

QTL定位
[ 7-14]

等方面的研究 。本研究利用该技

术对德国镜鲤死亡个体和存活个体进行遗传变

异和遗传分化的研究,从而评估二者遗传结构差

异,以期为德国镜鲤抗病育种研究提供基本资

料。

1　材料与方法

1.1　材料

德国镜鲤采自于辽宁省丹东市养殖网箱,

2007年采集存活和死亡个体分别为 32、25尾,

2008年采集存活和死亡个体分别为 35、32尾 。

两年采集的存活个体为爆发性死亡存活下来的

个体,而 2007年采集的死亡个体为爆发性中后期

死亡个体 、2008年采集的死亡个体为爆发性早期

死亡个体 。将死亡个体组成的群体记为 DP,存活

个体组成的群体记为 SP。每个个体剪取鳍条,保

存于 75%酒精中 。所用人工接头购自美国

Invitrogen公司,预扩增和选扩引物由上海生物工

程有限公司合成, MseI、EcoRI限制性内切酶和 T4

DNA连接酶均购自 NewEnglandBiolabs公司,

PCR反应在 Tgradient型扩增仪 (德国 Biometra公

司 )上进行 。

1.2　基因组 DNA提取

将鳍条从酒精中取出, 用蒸馏水洗净 、剪碎,

在消化液 ( 10 mmol/LTris-HClpH 8.0, 100

mmol/LEDTApH8.0, 0.5% SDS, 100 μg/mL

蛋白酶 K)中 55 ℃彻底消化, 再分别用饱和酚 、

酚 /氯仿 、氯仿 /异戊醇抽提除蛋白 、乙醇沉淀 、

1/10TE溶解, 并将其浓度调至 50 ng/μL, -20 ℃

保存备用 。

1.3　AFLP反应

AFLP具体试验流程主要参照 Vos
[ 15]
操作方

法, 采用 MseI和 EcoRI进行双酶切, 预扩增引物

为 MseI+1、EcoRI+1。所用选择性引物系从 64

对引物组合中筛选出的 8对稳定性好 、多态性较

高的引物, 选择性碱基分别为:E-ACG/M-CAT,

E-AAG/M-CAG, E-AACA/M-CAA, E-ACA/M-

CTT, E-AAG/M-CTA, E-ACT/M-CTT, E-ACT/M-

CTA, E-ACT/M-CTG。

扩增产物在 8%聚丙烯酰胺凝胶上进行电

泳, 电泳结果银染检测。

1.4　数据处理和分析

银染之后得到的谱带利用 Gelproanalyzer

4.5进行分析, 有带记为 1, 无带记为 0, 所有数据

统计后形成 0、 1矩阵。利用数据分析软件

popgeneversion1.31进行 Nei基因多样性以及多

态位点比例 、群体遗传相似度和遗传距离 、群体

遗传分化系数 ( Fst)和基因流等的统计分析 。应

用 phylip3.69和 mega4.1软件以 NJ法对 2年采
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集的抗病和死亡个体分别进行个体聚类分析,

bootstrat抽样 1 000次,构建个体间亲缘关系聚类

图。

2　结果

2.1　AFLP的扩增结果和遗传多态性分析

利用 8对引物组合, 从死亡和存活的 124尾

个体的 DNA样品中,在分子标记 100 ～ 500 bp范

围内, 检出 289条清晰扩增片断, 多态位点 137

个,比例为 47.40%,每对引物组合扩增的片段为

32 ～ 45条,平均 36条,每对引物组合多态位点检

出率为 18.8% ～ 56.3%,呈现一定程度的遗传多

样性 。

2.2　两组个体间的遗传分化

Nei基因多样性即群体内平均杂合度, 在

2007、2008年采集的样品中, 存活个体分别为

0.090 0、 0.080 1, 死亡个体分别为 0.089 5、

0.074 7。多态位点所占的比例, 在 2007、2008年

采集的样品中, 存活个体分别为 41.02%、

37.56%,死亡个体分别为 37.63%、37.56%。按

照王伟继等
[ 16]
差异位点分析方法 (位点出现频

率≥3.3%)和基因频率分析方法分析差异性

AFLP位点, 未检测到该位点的存在。

按 Nei等的方法分别计算两年采集样品的遗

传相似度和遗传距离。在 2007年采集样品中,死

亡个体与存活个体之间的遗传相似度为0.981 8,

二者的遗传分化系数为 0.037 4, 基因流为

12.861 2。2008年采集样品中, 死亡个体与存活

个体之间的遗传相似度为 0.986 2, 二者的遗传

分化系数为 0.037 9,基因流为 12.687 0。

2.3　个体聚类分析

用 NJ法对采集的样品进行了个体聚类分

析, bootstrap抽样 1 000次。在 2007和 2008年采

集的样品中,死亡个体和存活个体均在不同程度

上形成独立的分支 (图 1) 。在 2007年采集的样

品中 (图 1 a), 死亡个体主要聚在 2个分支上 ( 4

个 、6个 ) ,成活个体主要聚在 4个分支上 (分别为

3个 、3个 、5个 、6个 ), 在 2008年采集的样品中

(图 1 b),死亡个体主要聚在 3个分支上 (分别为

4个 、7个 、8个 ), 成活个体主要聚在 3个分支上

(分别为 8个 、8个 、4个 )。

3　讨论

3.1　遗传改良的方法在鱼类抗病研究中

的应用

　　在鱼类养殖中疾病的防控十分重要, 多年来

人工养殖过程中发生了多种疾病, 并且疾病的发

生规模和范围越来越大, 尤其是在高密度养殖条

件下,传染性疾病的爆发更易造成严重的损失 。

对鱼病的控制传统方式主要采用化学药物法,但

药物控制病害的方法存在许多缺点, 如成本高 、

对生态环境产生污染,并且长期利用药物控制病

害,还容易使养殖鱼类对药物产生抗性
[ 17]

。在鱼

类病害的控制方面还可以采用疫苗免疫方

法
[ 18-19]

或中草药方法
[ 20-21]

, 但目前这些方法大

多还处于早期研制阶段, 有很多问题没有解决,

还远没有能够满足鱼病控制的需要。通过进行遗

9
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图 1　德国镜鲤抗病个体与死亡个体聚类分析图

Fig.1　Theclusterofthedeadandsurvival

individualsinGermancommoncarp

注:图中 live表示存活下来的个体, dead表示死亡个体。

传操作来培养出鱼类抗病品种,是鱼病控制中一

个值得选择的方法, 也是 FAO重点推荐的方

法
[ 22]

。目前培育鱼类抗病品种的工作主要集中

在鲑鳟鱼类上
[ 23-24]

, 而对于鲤鱼相关的研究比

较匮乏。

已有的研究表明, 在疾病发生时鱼类群体内

具有显著的变异
[ 17]

。对发病群体死亡个体和存

活个体的遗传变异进行分析研究, 可从遗传学角

度探索和研究德国镜鲤抗病问题, 从而为培育出

具有抗病能力的鱼类新品种提供理论指导。在

大多数情况下,多种基因和环境因素都会对鱼体

抗病力产生影响, 从而使抗病力呈现连续的变

异。但通常只是将鱼群简单地区分为活着的和

死亡的两部分来对其抗病力进行统计和评估,这

种简单的处理是用非连续的评判来代替对连续

性变异的评判, 会影响结果的准确性或精确性 。

所以在进行德国镜鲤抗病品种培育研究时, 除了

考虑鱼群发病时的变异外, 环境的变异和病原体

的变异也应该予以考虑 。

3.2　发病德国镜鲤 DP与 SP群体遗传分

化情况

　　一般认为,平均多态位点比例和平均杂合度

是衡量生物群体遗传多样性高低的参数
[ 25]

。李

莉好等
[ 26]
对吉富罗非鱼不同选育群体的遗传多

样性进行了分析, 表明青岛吉富鱼遗传多样性最

高,而海南吉富鱼遗传多样性最低 。刘伟斌等
[ 13]

应用 AFLP分析 3个不同体色花尾胡椒鲷养殖群

体的遗传变异, 遗传多样性衡量指标表明, 正常

养殖群体遗传多样性最高, 而变异群体较低 。本

研究采用 AFLP技术对两年采集的死亡个体和存

活个体进行遗传变异分析, 结果显示死亡个体多

态位点比例和平均杂合度在一定程度上低于成

活个体, 由此可见死亡个体遗传多样性水平有所

下降 。说明, 死亡个体较成活个体遗传变异贫

乏, 遗传多样性低下, 这与刘伟斌等
[ 13]
研究结果

一致 。

群体间的遗传距离揭示群体遗传分化程度,

遗传距离越小, 预示着彼此间的亲缘关系越近 。

在本研究中, DP与 SP群体间遗传距离较小, 遗

传相似性较高 (遗传相似性分别为 0.981 8和

0.986 2), 这说明它们亲缘关系较近 、分化较弱 。

根据 Wright
[ 27]
对遗传分化系数的大小与分化程

度关系的规定,分化系数小于 0.05时, 表示群体

之间分化较弱,本研究中发现 DP与 SP群体间遗

传分化程度较低, 大部分遗传变异来自于群体内

部 (两批样品遗传分化系数 Fst分别为 0.037 4和

0.037 9)。但在聚类分析中, 两年所采集的样品

DP与 SP群体虽然没有分别聚在一起, 但大部分

个体均能在不同程度上进行聚类 (图 1), 且 2008

年采集样品聚类结果比 2007年聚类结果更加集

中, 这与 Price
[ 17]
得出的结论鱼群抗病力呈现连

10
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续的变异基本是一致的。个体聚类结果说明两

个群体虽然分化较弱,但在抗病过程中已经发生

了一定的分化,而不同程度的聚类结果说明其抗

病性能是由多基因或多因素控制的 。遗传距离

和遗传分化系数与聚类分析结果的差异可能是

由于 DP与 SP群体间产生遗传分化时间较短,遗

传物质上未发生显著分化造成。

总体来看,德国镜鲤死亡个体与存活个体遗

传物质上存在一定的差异, 因而有望利用选择的

方法来筛选出德国镜鲤抗病力强的个体, 从而培

育出德国镜鲤抗病新品种。
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