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摘 要 利用 随机扩增多态 D N A (R A PD )技术
,

对黄河 口 海域梭 鱼人工养殖群体与

自然群体的遗传多样性进行了分析比较
,

以期由分子水平 了解梭 鱼的种群遗传多样

性背景及人为干涉因素对梭鱼种群遗传多样 性造 成的影响
.

选用 O PC 组 2 0 个 10

碱基对(b p )的随机引物
,

对采 自河北省黄哗市 的 2 4 尾野生梭鱼和 15 尾人工养殖梭

鱼进行 了分析
.

选出 n 个扩增效果稳定的引物用于群体分析
,

扩增结果具有较好 的

可重复性
.

n 个引物共检 出 n Z 个位点
,

其中养殖群体 中有 9 4 个表现多态
,

多态 比

例为 8 3
.

9 3 % ; 自然群体在 9 6 个位点上表现多态
,

多态 比例 为 8 5
.

71 %
.

经计算
,

养

殖群体的遗传多样性指数为 0
.

2 12 4
,

自然群体的遗传多样性指数为 0
.

2 2 7 1 ;校鱼两

群体间的相似系数为 9 2
.

8 2 %
,

遗传距离为 0
.

071 8
.

研究结果表明
,

目前黄河 口 海域

梭鱼群体 的遗传多样性比较丰富
,

人工养殖过程对其未造成明显的影响
,

估计这与人

工养殖过程中人为干涉因素少(如育苗历史短
、

亲鱼来源于 自然群体
、

无定向选择和近

亲繁殖等)有关
.

这一结果表明
,

梭鱼的人工养殖业在黄河 口海域有很好的发展前景
.
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能生长
,

具有很大 的养殖潜力
,

但长期以来梭鱼增养殖业的发展在我国一直处于较原始较粗放

的阶段
,

许多人工繁殖和人工放流工作完全是 在没有考虑其遗传背景的情况 下进行的
.

大量

的研究结果表明
,

遗传多样性
,

作为一种非常有效的遗传标记
,

在种质鉴定
、

遗传多样性维持
、

混合渔业分析
、

标记辅助选择育种
、

人工增殖放流 的方案设计和效果评估等领域有广泛的应

用 [ ‘〕
,

而对梭鱼的类似研究未见报道
.

因此
,

很有必要对梭鱼的遗传多样性进行研究
,

以便为

梭鱼的遗传改良及合理有效的开发利用奠定基础
,

从而推动梭鱼增养殖业的迅速发展
.

随机扩增多态 D N A 技术 (r a n d o m ly am p lifie d p o lym o r p h i。 D N A
,

R
”D )具有灵敏

、

方便
、

多态性强等优点
,

被广泛用于多种动植物 的系统进化
、

种质鉴定
、

群体遗传变异分析
、

目标性状

基因的分子标记以及遗传图谱的快速构建等领域
,

尤其适用于近缘种及种下水平的群体遗传

研究[2]
.

本研究利用随机扩增多态 D NA 技术由 D N A 水平对我国黄河 口海域的梭鱼群体(包

括自然群体和人工养殖群体 )的遗传多样性进行了研究
,

以期由分子水平了解梭鱼的遗传多样

性背景和人为干涉因素对其造成的影响
,

从而为梭鱼生物资源的种质保存
、

遗传改良及进一步

的开发利用提供可靠而丰富的理论依据
.

2 材料和方法

2
.

1 样本采集

样本采于 19 9 8 年 5 月
.

自然群体的样本采自河北省黄弊市附近海域(n 二 24 )
,

人工养殖

群体的样本采自河北省黄弊市南排河镇养殖池塘 (n = 1 5 )
.

取新鲜肌肉组织迅速冷冻
,

低温运

回实验室在 一 30 ℃保存
,

用于基因组 D N A 的提取
.

2
.

2 D N A 提取

取适量(约 0
.

1 9 )肌肉组织于 E p p e n d o r f管内
,

立 即加入 sT E (1 0 0 m m o l/ d m 3 N ae l
,

10

m m o l/ d m 3 T r is H e l
,

1 0 0 m m o l/ d m 3 E D T A
,

pH 5
.

0 )液 6 0 0 m m 3 ,

用眼科剪剪碎组织
,

加入 1 /

10 体积 sD S( 10 % )和足量的蛋白酶 K (10 m g / 。m 3 )于 56 ℃ 进行消化 ;待消化完全后
,

先后通

过等体积 (7 50 m m 3 )饱和酚
、

酚 一 氯仿(1 : l) 和氯仿 一 异戊醇 (24
: l) 进行蛋 白抽提 ; 然后用等

体积(7 50 m m 3 )异丙醇沉淀 D N A
,

并用 70 % 冷乙醇洗涤沉淀
,

室温 自然干燥 D N A
,

溶解于 T E

(20 m m o l/ d m 3 T r is H e l
,

1 m m o l/ d m 3 E D T A
,

pH 5
.

0 )液
,

在 4 ℃保存备用
.

2
.

3 引物筛选

2
.

3
.

1 PC R 扩增

每个群体取两个样品
,

每个样品设 3 个模板浓度
,

用 O Pc 组 20 个随机引物进行 Pc R 扩

增
.

每个 p C R 反应总体积为 2 5 m m 3 ,

其中含 T a q D N A 聚合酶 l 单位
、

J N T P i oo 拌m o l/ d m 3 ,

M g e l: 2 m m o l/ dm 3 和 1 0 乘反应缓冲液 2
.

5 m m 3
.

反应在 PE 2 4 0 0 扩增仪 上经 9 4 ℃预变性 5

m in 后进行 4 0 个循环
,

每个循环包括 9 4 ℃ 1 m in
,

3 6 ℃ 1 m in
,

7 2 ℃ 2 m in
,

最后于 7 2 ℃ 延伸

10 m in
.

每次 P CR 反应均设不含模板 D N A 的空白对照
.

2
.

3
.

2 电泳检测

扩增产物经 1
.

3 %琼脂糖凝胶 电泳分离
,

E B 染色
,

在紫外光下观察拍照
.

2
.

3
.

3 引物筛选

以扩增条带的强度
、

个体内一致性
、

个体间的多态性等为标准对 20 个引物进行筛选
.

一

般选择扩增带谱清晰
、

个体内一致性强
、

具有比较丰富的多态性的引物进行下一步群体分析
.
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2
.

4 群体分析

用选择的引物对两群体的所有样本进行 PC R 扩增
,

其反应条件
、

扩增参数及检测方法同

上
,

其中每个样本设 2 个模板浓度
,

以判除由于模板用量不同造成的假阳性伪带
.

2
.

5 数据统计和分析

(1) 将每个条带看作一个位点
,

统计位点总数
、

多态位点数及每个多态位点在每个群体的

分布频率
.

(2) 计算多态位点比例 尸(尸 等于某群体的多态位点数除以位点总数乘 10 0 % )
.

(3) 参考 w ac hi r a
等 [”〕的公式计算每个群体的遗传 多样性指数 H

,

H 二 一 习 x il。 xi /n
,

其

中
x ;
为某一位点在某一群体中出现的频率

, n
为此群体检测到的位点总数

.

(4) 计算两个群体间的遗传相似系数 F 和遗传距离 D 闭
: F 一 2 x l

,

2 / (x , + x Z )
,

D = 1 一 F
,

,

2
为 1

,

2 群体共享位点数
, x l
为 1 群体的位点总数

, x :
为 2 群体的位点总数

.

结果

3
.

1 引物筛选结果

对 OPC 组 2 0 个引物的筛选表 明
,

除了 O PC 一 0 3
,

O PC 一 0 4
,

O PC 一 0 6
,

O PC 一 0 7
,

O PC -

12
,

O Pc 一 15 和 OPc 一 16 无扩增带外
,

其余 14 个 (70 % )引物产生了比较清晰的扩增谱带(表

1 )
,

且扩增结果具有较好的可重复性
,

其中 OP C 一 10 和 O PC 一 18 两引物的扩增产物在个体内

表现很高的不一致性而未选做群体分析
,

O PC 一 巧 的产物条带少且无多态
,

也未选做进一步

的群体分析
.

表 1 梭鱼基因组 D N A 对 20 个引物的筛选结果

引 物 序列 (5
’

一 3’ ) 选择结果 多态性 扩增带数

OPC 一 0 1

OPC 一 0 2

OPC 一 0 3

O PC 一 0 4

O PC 一 0 5

O PC 一 0 6

O PC 一 0 7

O PC 一 0 8

()PC 一 0 9

OPC 一 10

(〕PC 一 1 1

OPC 一 12

O PC 一 1 3

O PC 一 1 4

O PC 一 1 5

()PC 一 16

O PC 一 17

O PC 一 18

()PC 一 19

OPC 一 2 0

IT CG A G CCA G

G T G A G G C G T C

G G G G G T CTI 飞
、

CC G CA T CT A C

G AT G A CC (五二C

G A ACG G A C T C

G T CCCG ACG A

T G G A CCG G T G

CT CA CCG T CC

T G T CT G G G
护

TG

A AA G C T G CG G

T G T CA T C CCC

A A G CC fC G R C

T G C G T G C T T G

G A CG G A T C A G

CA CA CT CCA G

T T CC (X 二C C A G

T G A G T G G G T G

G T T G CC A G CC

A C TT CG CCAC

选

选

不选★

不选★

选

不选★

不选★

选

选

不选
价

选

不选★

选

选

不选¹

选

不选★

不选
“

选

选

::有有

10//1210710/

111228

有//有有有有/有有无有/有有有

★ 无扩增谱带
, ,

个体内扩增结果不一致
,

¼ 扩增带少且无多态
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续 表

自然群体 养殖群体
引物 总位点数

位点数 多态位点数 位点数 多态位点数

两群体共

享位点数

91287 910789115591175696OPC 一 0 5

OPC 一 0 8

OPC 一 0 9

OPC 一 1 1

OPC 一 13

OPC 一 14

OPC 一 16

OPC 一 1 9

OPC 一 2 0

合计

l0

l2

10

12

10

l0

l0

10

10

10

l 1

12

表 3 两群体遗传多样性参数比较

群体 位点数 多态位点数

自然群体

养殖群体

10 3

10 6

9 6

9 4

8 5
.

7 1 %

8 3
.

9 3 %

0
.

2 2 7 1

0
.

2 1 2 4

9 2
.

82 % 0
.

07 1 8

4 讨论

4
.

1 梭鱼人工养殖群体和自然群体的遗传多样性比较

一般而言
,

人工繁殖会造成种群遗传多样性降低
,

主要原因在于 fo un der 效应 (fo un der ef
-

fe ct )或遗传漂变以及人工繁殖过程中一些人为的不合理 因素(如繁殖亲鱼数量太少
、

近亲繁

殖
、

定向选择及缺乏科学等)[
5 1

,

因此
,

分析比较自然群体与养殖群体的遗传多样性对于反映

人类活动对鱼类基因库的影响程度具有重要的参考价值
.

由本研究结果来看
,

黄河 口海域梭

鱼人工养殖群体的遗传多样性没有显著降低
,

而且养殖群体与 自然群体之间无明显的遗传分

化
.

笔者认为
,

这可能与梭鱼的人工养殖 比较粗放
、

人为干涉因素少有关
.

根据养殖场原始记

载
,

本研究养殖梭鱼样本来源群体的育苗历史比较短 (连续养殖 2 一 3 代)
,

亲鱼多捕捞于 自然

群体
,

而且在整个养殖过程中很少有定向选择和近亲繁殖
.

4
.

2 梭鱼人工养殖业的发展前景

由遗传学角度来讲
,

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
.

遗传多样性的降低可导致其适应能力降低
、

有害隐性基因增加及经济性状衰退
,

最终导

致物种退化
.

丰富的遗传多样性意 味着比较高的适应生存潜力
,

蕴涵着比较大的进化潜能以

及 比较丰富的育种和遗传改良的潜力
.

通过与条纹妒 [“〕
、

中华鳃[7] 等其他鱼类 R Ap D 研究结

果的横 向比较(见表 4 )
,

可 以看到本研究的两个梭鱼群体的多态位点比例和遗传多样性指数
、

都远远高于其他鱼
,

这说明目前黄河 口海域梭鱼群体的遗传多样性比较丰富
.

这一结果向我

们表明
,

以维持现有的遗传多样性为前提
,

注意人工繁殖过程各环节的科学性和合理性
,

如维

持亲鱼的有效群体
、

避免近亲繁殖
、

增加系统选择的科学性
,

梭鱼的人工养殖业在黄河 口海域
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将有很好的发展前景
.

表 4 不同鱼类 R A PD 研究结果比较

种名 个体数 引物数

条纹妒

中华鳃

养殖梭鱼

野生梭鱼

10 3

7 0

4 9
.

0 6 %

4 3
.

0 0 %

8 3
.

9 3 %

8 5
.

7 1 %

/

0
.

0 3 3 4

0
.

2 1 2 4

0
.

2 2 7 1

文献来源
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张四明 [v]
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