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广东与湖南养殖鳜群体随机扩增多态DNA研究
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摘 要：采用RAPD技术对广东和湖南养殖鳜群体进行了遗传多样性分析。从 40个随机引物中筛选出 22个
有效引物，共扩增产生 289条RAPD标记片段，广东养殖群体共产生 155条扩增片段，湖南养殖群体共产生 134条
扩增片段，有 122条带为两群体共有。广东和湖南养殖群体内平均遗传距离分别为 0.063 3和 0.062 9，两群体间遗
传距离为 0.129 9。广东和湖南养殖群体Shannon多样性值分别为0.069 0和 0.072 3，多态座位比例分别为 25.16 %和

10.15 %。与脊椎动物平均多态座位比例比较，发现其遗传多样性并不很丰富。因此，需要在生产过程中要采取
行之有效的管理措施以避免或减少遗传多样性水平的降低，确保鳜养殖业的可持续发展。
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Abstract：RAPD method was used in analyzing the genetic diversity of two stocks of farmed mandarin fish. Forty random
primers were used for the analysis of nuclear DNA polymorphism of two stocks. The results showed that twenty-two primers
were effective with 289 bands were obtained by the experiment. Among them, 155 bands were acquired from Guangdong stock,
while 134 bands from Hunan stock. Two stocks shared 122 bands. According to the pattern, the average inter-stock genetic
distance of Guangdong stock is 0.063 3, while Hunan stock 0.062 9. The intra-stock genetic distance between two stocks is
0.129 9. Values of Shannon diversity of Guangdong stock and Hunan stock were 0.069 0 and 0.072 3 respectively. The percent-
age of polymorphic loci of Guangdong stock is 25.16 %, a little higher than the average percentage of vertebrate (24.7 %). The
percentage of polymorphic loci of Hunan stock is 10.15 % with 14.55 % lower than Guangdong stock and vertebrate. These
results suggest that diversity of two stocks is not good. As a result，it implied that effective husbandry and management
measures must be taken to avoid reduction of genetic diversity so as to enable the sustainable development of the mariculture.
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1885)，俗称“桂鱼”、“桂花鱼”、“花鲫”、“翘嘴鳜”，
是一种凶猛肉食性鱼类，主要以野杂鱼、虾等为食，广

泛分布于我国东部的黑龙江至长江间各大水系的中、

鳜（Siniperca chuatsi Basilewsky 1885）隶属于鲈形
目（Perciformes）鮨科（Serranidae）鳜亚科（Sinipercinae）
鳜属（Siniperca Gill）。鳜(Siniperca chuatsi Basilewsky
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下游干支流及其附属湖泊水库，尤以平原地区静水或

缓流水体产量为大[1]。鳜的生长速度较快，肉质好，自

古以来即为我国重要淡水优质名贵鱼类。6 0 年代以
前，鳜的野生资源较为丰富，进入 70年代以后，尤其
是 70年代中、后期以后，野生资源急剧下降，甚至于
在北京、天津、山东等地已逐渐成为偶见种[2 ]。中国

许多地方湖泊和水库已进行人工养殖，广东省和湖南

省是养殖的重点区域。

本研究用分子生物学的随机扩增多态 D N A
（randomly amplified polymorphic，RAPD）方法，对广东
和湖南养殖鳜群体的遗传多样性进行分析，为鳜鱼种

质保护提供科学依据，为鳜鱼的资源开发利用提供遗

传学背景资料。

1 材料与方法

1.1 材料

鳜，来自广东省某原种场（标记为鳜G）和湖南
省某原种场（标记为鳜H）。鳜G20条，鳜H19条，鱼
体长22.64±1.35 cm，重292±20.3 g。

DNA提取试剂盒（Classic Genomic DNA Isolation
Kit）购自BBI（Bio Basic Inc，Canada）；dNTP、随机引
物、T a qD NA 聚合酶、石蜡油、扩增缓冲液等购自
Sangon公司；分子量标准 Lambda DNA/EcoRI+HindIII
Marker购自MBI Fermentas。无特别说明的试剂为国产，
分析纯。

1.2 基因组 DNA的制备
抽取鳜血液，用ACD（柠檬酸 0.48 g、柠檬酸钠

1.32 g、葡萄糖1.47 g，加水至100 mL，灭菌）抗凝。基
因组DNA的制备参考 Protocol of Classic Genomic DNA
Isolation Kit（基因组DNA纯化试剂盒手册），并适当
改进。

1.3 PCR扩增
1.3.1 RAPD引物与反应体系
从实验用 40个 10 bp随机引物中筛选出 22个有稳

定扩增的引物进行扩增。根据Williams et al.（1990）[3]

和Welsh et al.（1990）[4]优化反应体系，反应总体积为

25 μL，其中含10 mmol/L Tris-HCl（pH8.0），50 mmol/L
KCl，0.08 % NP，2.0 mmol/L MgCl2

，0.2 mmol/L dNTP；
随机引物 10 pmol；基因组DNA 25 ng；TaqDNA聚合
酶 1.0 U；反应混合物用 20 μL灭菌石蜡油覆盖。
1.3.2 PCR反应程序
根据Williams et al.（1990）[3]和Welsh et al.（1990）[4]优

化反应循环参数，95 ℃条件下预变性 3 min，94 ℃条
件下变性 30 s，36 ℃条件下复性 60 s，72 ℃条件下延
伸 120 s，共进行40次循环（Heima480型基因扩增仪），
之后于 72 ℃条件下延伸 6 min。

1 . 4 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳

扩增产物经含 0.05 %溴化乙锭（EB）的 1.4 %的
琼脂糖凝胶电泳，DNA分子质量标准为 LambdaDNA/
EcoRI+HindIIIMarker（MBI Fermentas），电泳缓冲液为
1×TAE， 50 V恒压条件下电泳约 2 h，凝胶成像分析
系统照相。

1.5 数据分析

记录电泳后清晰有多态的扩增带，有扩增带用

“1”表示，没有扩增带或扩增带弱用“0”表示，得到
原始数据。

1.5.1 个体间相对遗传距离

根据Nei et al.(1979) [5]公式，两群体内遗传相似度

计算式为：

             Sxy=2Nxy/(Nx+Ny)，
上式中：S为 x、y个体间相似度；

Nx
和Ny

为第 x和y个体所拥有的RAPD标记数，Nxy

是 x、y两个体共享的RAPD标记带。
个体间相对遗传距离为 S=1-Sxy

。

1.5.2 群体间遗传相似度、遗传差异度和遗传距离

群体间的遗传相似度 I 计算式为：

                               ，

上式中：x i
、y i
为 x及 y种群某一等位基因 I的频率；

n为所测位点的总数；
ln为取自然对数。
遗传差异度 P的计算方式为：P=1-I。
遗传距离D的计算方式为：D=-lnI。

1.5.3 多样性分析

 对引物的多样性分析采用 Shannon多样性指数
（Shannon diversity index）[6]计算式，即：

。

式中π
i
为一条扩增带在群体中出现的频率。

Shannon多样性值H的计算式为：H=H0/N，
式中 N为所用全部引物的 RAPD带数。
多态座位比列P为多态位点数与所测位点总数之比。

2 结果

2.1 RAPD引物扩增情况
使用上海生工（Sangon公司）S1-10、S80-S99、S321-

S330共40条随机引物，筛选出22条（具体见表1），引
物扩增产物片段长度范围为300~4 300 bp，22条引物共
扩增产生 289条 RAPD标记片段。广东养殖群体共产
生155条扩增片段，有16条引物产生了多态性片段，有
多态性片段 39条，共享片段 116条，多态座位比例为
25.16 %；湖南养殖群体共产生 134条扩增片段，有 14
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条引物产生了多态性片段，有多态性片段 31条，共享
片段103条，多态座位比例为10.15 %；有122条带为两
群体共有。

2.2 RAPD遗传多样性
根据得到的扩增片段，可得出个体间相对遗传距

离矩阵，具体见附表。由附表可发现，广东养殖群体的

个体间相对遗传距离最大值为0.094 2，最小值为0.032 3，
平均为 0.063 3。湖南养殖群体的个体间相对遗传距离最
大值为0.560 0，最小值为0.031 7，平均为 0.062 9。广东
养殖群体的 Shannon多样性指数为 10.691 1，Shannon
多样性值为 0.069 0，湖南养殖群体 Shannon多样性指
数为9.682 2，Shannon多样性值为0.072 3。广东养殖群
体与湖南养殖群体的群体间遗传相似度 I为0.878 1，遗
传差异度 P为 0.121 9，遗传距离D为 0.129 9。

3 分析与讨论

RAPD分析的结果表明，鳜群体内个体间在基因
组结构上存在着广泛的差异，显示了鳜鱼个体间遗传

变异普遍存在。对不同物种而言，在自然状态下，其

遗传多样性应在什么水平，迄今还很少有系统的研

究，也没有可供参考的标准[7]。

脊椎动物遗传多样性的多态位点比例平均值为

24.7 %，而本文的研究结果中，广东养殖鳜群体的多态
位点比例为 25.16 %，稍高于脊椎动物的平均值；而湖
南养殖群体多态位点比例为10.15 %，明显低于24.7 %，
这表明前者鳜种质资源保持着较好的多样性程度，而

后者多态程度不理想。从与其它鱼类RAPD研究结果
的横向比较（见表 2）来看，鳜两群体的多态位点比
例不高，由此可以说明，鳜两群体遗传多样性水平并

不高。Bielawski和 Pumo用 40个随机引物对大西洋海
岸条纹鲈（Morone saxatilis）的 5个群体作了RAPD分
析，群体内的个体间相对遗传距离为 0.044～0.074，群
体间的遗传相似度为 0.870～0.894，他们认为，该鱼群
体内的遗传多样性比较贫乏[14]，从此角度与相关研究

进行比较，本研究表明，鳜鱼两群体的遗传多样性还

不够丰富。

杨受保等采用 20个随机引物，对 3个不同水域的
鳜鱼群体的基因组进行 RAPD检测，发现 3个群体的
群体内遗传相似性系数为0.883 9～0.906 3，说明这3个
群体内遗传变异度较大，群体间万佛湖鳜鱼与秋浦湖

鳜鱼及长江鳜鱼间的遗传距离较大（分别为 0.176 7和
0.123 0），这表明万佛湖鳜鱼与秋浦湖鳜鱼及长江鳜鱼
间的遗传分化明显，而秋浦湖鳜鱼与长江鳜鱼间的遗

传距离最小（为0.041 1），两者之间的亲缘关系更近[15]。

方展强等的研究表明，野生群体与养殖群体多态位比

例分别为 85.75 %和 16.39 %，两群体间遗传相似度和
遗传距离分别为 0.690 5和 0.309 5，鳜野生群体具有较
高的遗传多样性，养殖群体的遗传多样性却显著降

低，野生群体与养殖群体间有明显的遗传差异。这与

本研究结果相比，说明鳜野生群体与养殖群体间的遗

传差异比养殖鳜群体间的遗传差异要大[13]。广东省某

原种场的鳜的亲本取自鄱阳湖，湖南省某原种场亲本

取自洞庭湖，他们同属长江水系，但它们在后来的人

工选择过程中，出现了定向现象，遗传差异变化不是

特别大。

从遗传学角度来讲，遗传多样性的降低可导致其

适应能力的降低、有害隐性基因增加及经济性状衰

退，最终导致物种退化，这就应引起人们对鳜遗传多

样性的足够重视，应采用避免近亲繁殖、扩大随机交

配群体、创造良好的养殖环境、提高亲本质量、适当

杂交等措施保护鳜种质资源。特别是在人工育苗过程

中，应采取有效措施以防止鳜遗传多样性进一步丧

失，并避免人工繁育的鳜对野生种群的污染；同时应

尽快设立鳜保护区，和已经建立的鳜原种场一起加强

对鳜种质资源的保护，并且积极开展种质资源恢复工

作，以实现鳜资源的可持续利用。

表 2  不同鱼类 RAPD研究结果比较
Table 2  The comparison of RAPD result of different fish表 1 有扩增带的随机引物序列

Table 1 Sequence of arbitrary primers

引物

S2

S3

S6

S7

S9

S80

S81

S82

S86

S88

S89

序列 (5'-3')
TGATCCCTGG
CATCCCCCTG
TGCTCTGCCC
GGTGACGCAG
TGGGGGACTC
ACTTCGCCAC
CTACGGAGGA
GGCACTGAGG
GTGCCTAACC
TCACGTCCAC
CTGACGTCAC

引物

S90

S94

S95

S97

S99

S323

S324

S326

S328

S329

S330

序列 (5'-3')
AGGGCCGTCT
GGATGAGACC
ACTGGGACTC
ACGACCGACA
GTCAGGGCAA
CAGCACCGCA
AGGCTGTGCT
GTGCCGTTCA
GGGTGGGTAA
CACCCCAGTC
CCGACAAACC

群体

日照花鲈

厦门花鲈

大弹涂鱼

大黄鱼

梭鱼

野生鮸状

黄姑鱼

养殖鮸状

黄姑鱼

鳜野生群体

养殖鳜群体

广东鳜群体

湖南鳜群体

个体数

2 0
2 0
3 0
6 2
1 5

3 0

3 0

2 5
2 1
2 0
1 9

引物数

3 1
3 1
2 0
1 6
1 1

3 5

3 5

5 5
5 4
2 2
2 2

多态座位

比例 / %

31.18
24.08
21.00
16.81
83.93

16.5

15.7

85.75
16.39
25.16
10.15

多样性值

0.247 9
0.247 1
0.059 2
0.053 2
0.212 4

0.085

0.083

-

-

0.069 0
0.072 3
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附
表
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注
：
对
角
线
以
上
的
数
字
表
示
湖
南
养
殖
鳜
的
遗
传
距
离
，
对
角
线
以
下
的
数
字
表
示
广
东
养
殖
鳜
的
遗
传
距
离
，

1
～

2
0
表
示
鳜
个
体
。
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我校学生在“省政府门户网站形象设计”

有奖征集活动中喜获佳绩

日前，从湖南省人民政府信息化工作办公室传来喜讯：我校包装设计学院学生在湖南省人民政府组织开展

的“省政府门户网站形象设计”有奖征集活动中喜获丰收。

今年 8~9月，湖南省人民政府信息化工作办公室联合湖南省信息产业厅、湖南省教育厅向我校发来了“关

于征集湖南省人民政府门户网站总体形象设计方案”的邀请函。这次有奖征集活动以进一步办好省政府门户网

站、更好地体现湖湘特色、提升服务型政府的整体形象为目的，向全国各高等院校和设计公司征集作品。活动

共收到应征作品 119件，经主办方初选、评审委员会评审并报省政府领导审定，最终确定了我校包装设计学院

徽标作品、上海求创科技有限公司网页作品等 16件优秀作品入选。


