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宫井洋大黄鱼遗传多样性的 RAPD分析

王  军1,全成干1, 苏永全1,丁少雄1,张  纹1

( 11 厦门大学 海洋学系 亚热带海洋研究所,福建 厦门 361005)

收稿日期: 1999- 12- 06; 修订日期: 2000- 08- 10.

基金项目: 国家教育部博士点基金资助项目( 97038409) .

作者简介: 王  军( 1953 ) ) ,女,江苏省宝应县人,副教授,硕士,从事海水鱼类的种质资源与病害防治研究.

1) 本实验室工作,待刊.

摘要: 采用随机扩增多态性 DNA( RAPD)技术对取自宁德官井洋闽 ) 粤东族大黄鱼

的野生种群和养殖群体进行遗传多样性分析. 结果表明,野生种群的平均多态性为

1819%,平均遗传差异度为 01096 0;养殖群体的分别为 1617%和 01074 7;野生种群

与养殖群体之间的相似系数为 01995 9,遗传距离为 01004 1. 分析结果表明官井洋

大黄鱼野生种群和养殖群体遗传多样性水平较低的主要原因在于过度捕捞、有效繁

育群体数量偏少及值得探讨的人工放流等. 提出官井洋大黄鱼仍具有一定的变异潜

力,尽快采取有效的管理保护措施,可以保持乃至提高大黄鱼现有的遗传多样性水平.
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1  引言

大黄鱼 Pseudosciaena crocea( Richardson)曾是我国著名的四大海洋渔业对象之一,因过度

捕捞,大黄鱼资源遭受极大破坏,早已无法形成渔业. 20世纪 80年代初,福建省有关部门立项

/大黄鱼人工繁殖及育苗技术研究0,尤其是在国家/七五0重点攻关项目和福建省科技星火计

划的支持下突破了育苗难关, 并率先在福建省进行大黄鱼的人工养殖和放流. 1998年仅福建

省就有大黄鱼养殖网箱 7万个, 土池 53313 hm
2
, 产量超万吨,创产值 5亿元, 经济效益显著,

是我国养殖鱼类中产量最高的一种. 但是, 近10 a的大规模养殖实践,大黄鱼人工养殖群体普

遍出现了生长缓慢、个体小、性成熟提早等生物学性状退化现象. 已有研究表明, 养殖鱼类生

物学性状的衰退与养殖群体遗传多样性的丧失有直接的关系. 本课题组已采用 PAGE法对官

井洋闽 ) 粤东族大黄鱼野生种群和养殖群体同工酶遗传多样性进行了检测, 初步揭示了野生

种群和养殖群体之间遗传多样性的差异1) . 在此基础上, 本文采用 RAPD( random amplif ied

polymorphic DNA)法在分子水平上进一步对官井洋大黄鱼野生种群和养殖群体的遗传多样性



进行更深入地研究, 探讨养殖大黄鱼生物学性状退化内在因素, 为养殖大黄鱼种质的改良和养

殖业的健康持续发展提供依据.

2  材料和方法

本文所用养殖群体样本是 1999年 5月 29日取自宁德市三都镇渔塘村养殖网箱( 20尾) ,

健康状况良好, 平均体长为 1916 cm ( 1512~ 2410 cm) , 平均体重为 13813 g( 6013~ 26015 g) .

表 1  OPV系列 20 个引物的 DNA序列

引物 序列( 5c- 3c)

OPV- 01 T CACGCATGG

OPV- 02 AGTCACTCCC

OPV- 03 CTCCCTGCAA

OPV- 04 CCCCTCACGA

OPV- 05 TCCGAGAGGG

OPV- 06 ACGCCCAGGT

OPV- 07 GAAGCCAGCC

OPV- 08 GGACGGCGTT

OPV- 09 TGT ACCCGTC

OPV- 10 GGACCTGCT G

OPV- 11 CT CGACAGAG

OPV- 12 ACCCCCCACT

OPV- 13 ACCCCCTGAA

OPV- 14 AGAT CCCGCC

OPV- 15 CAGTGCCGGT

OPV- 16 ACACCCCACA

OPV- 17 ACCGGCTTGT

OPV- 18 TGGT GGCGTT

OPV- 19 GGGT GTGCAG

OPV- 20 CAGCATGGTC

  野生种群样本是 1999年 5月 18~ 26日捕自宁德市

三都澳东冲口外官井洋海区( 20尾) , 平均体长为 1914
cm( 1018~ 2712 cm) , 平均体重为 11517 g( 5218~ 17413
g) ,暂养至 5月 29日取样分析.

随机引物为 Operon 公司的 OPV 系列 (表 1) . 按

DNA标准抽提方法[ 1]并加以改进,从鱼体肌肉提取基因

组 DNA.

PAPD反应在 PE9700型 PCR仪上进行. 反应体系

( 25 mm3)中包括: 无菌 DDW16 mm3, 10 @ buf fer ( M g2+

f ree) 215 mm3, 215mmol dNTPl mm3, 4 U / mm3 Taq 酶

0125 mm3, Mg2+ ( 25 mmol) 210 mm3, DNA 样品( 1215

ng/ mm3) 2 mm3和 Primer( 25 pmol) 1125 mm3. 测定循环

条件为: 94 e 2 min v ( 93 e 1 min v36 e 1 m in v72 e 2

m in) @ 45recyclesv72 e 5 m in.

PAPD产物用112%琼脂糖凝胶电泳分离, EB染色,

紫外灯下观察、拍照. 数据处理采用 PAPDistance Pack-

age- Version 1104软件分析.

样品个体间相似系数 Sxy= 2N xy / ( N x + N y )
[ 8]

,

  其中: S 为 x , y 个体间相似系数, N x 和N y 为第 x 和 y 个体拥有的 RAPD 标记数: N xy为

x , y 两个个体共享的 PAPD标记数.

多态位点频率 f = 具有该位点的样本数/总样本数;

遗传差异度= 1- 遗传相似系数;

群体间的遗传相似系数 I =
E
n

i = 1
x iyi

E x
2
i E y

2
i

;

遗传距离 d = - lnI ;

t 检验: t=
( n- 2) 1

1- I 2

[ 2]

.

3  结果

311  RAPD的扩增结果

RAPD标记符合孟德尔遗传规律[ 3, 4] ,为共显性遗传标记,所以常以一个扩增产物片段做
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图 1 随机引物 OPV- 15 在大黄鱼野生种群和养殖群体中 DNA扩增电泳照片

为一个位点进行分析[ 5, 6] . 本实验所采用的 20 个引物中, 除 OPV- 10, OPV - 11, OPV- 13

和OPV- 19无扩增产物外, 野生种群和养殖群体的16个引物共扩增出 90条 DNA 片段,单个

引物扩增出的产物为 2~ 8个 DNA片断,片断大小在 500~ 1 200 0 bp之间. 扩增结果表明实

验所用OPV系列引物对于大黄鱼基因组来说,检测到

的位点还是比较多的.

312  DNA扩增产物的多态性

在检测到的 90个位点中,野生种群具有多态性的

位点为 17个,养殖群体为 15个,多态位点比例分别为

1819%和 1617%. 各多态位点的基因频率列于表 2.

表中可见, 野生种群除 Opv- 9- 1多态位点频率低于

养殖群体, Opv- 9- 2, Opv- 15- 1, Opv- 20- 2多态

位点频率与养殖群体相同外,其余的多态位点出现频

率均明显高于养殖群体.

313  遗传相似率和遗传差异

官井洋海区的闽 ) 粤东族大黄鱼野生种群的遗传
相似系数为 01875~ 01975, 平均 01904,遗传差异度为
01096 0; 养殖群体的遗传相似系数为 01846~ 01986,
平均 01925, 遗传差异度 01074 7. 野生种群与养殖群

体之间的相似系数为 01995 9, 遗传距离为 01004 1, t

检验值为 31104.

表 2 多态位点频率

多态位点
多态位点频率

野生种群 养殖群体

Opv- 4- 1 0115 0110

Opv- 4- 3 0120 0105
Opv- 4- 4 0110 0105

Opv- 4- 5 0115 0110

Opv- 6- 5 0105 , *

Opv- 8- 1 0145 0120

Opv- 9- 1 0125 0150

Opv- 9- 2 0105 0105

Opv- 9- 4 0110 , *

Opv12- 4 0160 0135

Opv12- 5 0135 0125

Opv12- 6 0185 0130

Opv15- 1 0130 0130

Opv18- 2 0185 0115

Opv- 20- 1 0145 0115

Opv- 20- 2 0110 0110

Opv- 20- 3 0155 0115

 * : / , 0表示未发现多态位点.

4  讨论

与同工酶技术相比较,虽然 RAPD不能区分显、隐性基因, 但它能克服同工酶技术中电泳

图谱的状况受到基因表达过程中的转录和翻译、环境因子及生物个体发育状态的影响,也弥补

了同工酶所能分析的位点数有限, 而根据有限位点获得的遗传多样性不一定能代表整个基因

组实际情况的不足. 已有资料证实,如果用于分析的位点很多,而且被分析样品的平均杂合度

很低时,整个群体杂合度的分析受所分析位点数的影响远大于受所取样个数的影响[ 7] ,故所

取样品个数可以较少
[ 8]

. 笔者在对同一样品的野生和养殖大黄鱼同工酶多样性的检测中已经

证实所分析的官井洋野生和养殖大黄鱼的平均杂合度偏低,本文的 PAPD标记已提供了足够
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的位点信息,所以可以认为本文的分析结果基本上代表了闽 ) 粤东族野生和养殖大黄鱼整个

基因组的实际情况.

遗传距离常用于说明群体之间的相对关系, 本文野生与养殖大黄鱼的遗传距离为

01004 1, t 检验值31104, 显著不为 0,说明官井洋大黄鱼的养殖群体与野生种群之间有着十分

密切的关系. 但是,由遗传差异度来看, 大黄鱼野生种群的遗传多样性水平要高于养殖群体,

这与同工酶检测结果是一致的. 在生产实践中, 人工养殖的大黄鱼表现出的生长缓慢、个体

小、体色欠佳、性成熟提早等经济性状退化现象与养殖群体的遗传多样性水平较低有一定关

系. 养殖群体遗传多样性水平较低又与多年来用于育苗的大黄鱼亲鱼数量明显小于/要维持

一个随机交配的种群,至少需要 50对亲鱼或 50尾可产卵的雌体0 [ 9]的数量有关,因为一个较

小的有效繁育群体往往不能具备原种群的所有基因类型,必然产生遗传变异的丧失.

本研究检测的官井洋大黄鱼野生种群和养殖群体遗传多样性均比脊椎动物的平均值

( 2417%)要低, 可见,官井洋的大黄鱼不仅养殖群体中存在种质退化现象, 野生种群中的遗传

多样性水平也不高. 这可能与下述两方面的因素有直接的: ( 1) 过度捕捞使自然海区大黄鱼

数量急剧减少, 有效亲本群体变小,定向选择增强,从而可能产生不同程度的/瓶颈0、漂变和近
交效应, 引起群体中某些稀有基因的丧失, 导致种质资源的遗传组成趋向同质化, 资源衰退.

这种现象与大西洋鲑鱼(H ap lostethus atlanticus)由于过度捕捞资源量下降了 60% ~ 70% ,在

同工酶电泳技术研究中表现出遗传杂合度明显的下降
[ 10]
的情况相似; ( 2) 几年来, 所放流的

遗传多样性相对较低的大黄鱼人工苗在自然海区与天然幼鱼具有一样的分布特点[ 11] ,成熟后

极可能与野生大黄鱼/杂交0造成自然海区大黄鱼种群的遗传稀释或遗传渐渗,降低其遗传多

样性水平.

由分析结果来看,闽 ) 粤东族官井洋野生和养殖大黄鱼的遗传多样性( 1819%和 1617% )

虽然明显低于一般脊椎动物的平均值 2417%,但仍略高于脊椎动物( 1415% ~ 3316%)的下限

1415%,表明该族大黄鱼种群仍具有较广泛的遗传变异潜力. 因此, 在人工育苗过程中,应采

取有效措施防止遗传多样性进一步的丧失, 并避免人工繁育的大黄鱼对野生种群的污染. 同

时应尽快设立大黄鱼原种场和保护区, 在现有的基础上加强对大黄鱼种质资源的保护,并且积

极开展种质资源恢复工作,以实现大黄鱼资源的可持续利用.
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RAPD analysis of the reared and wild Pseudosciaena crocea
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Abstract: Genetic diversity of DNA in bot h reared and wild large yellow croaker P. cr ocea ( Richardson) stocks co-l

lected from Bay Sandu. ao in Ningde on May 29, 1999 is analyzed by RAPD. The DNA genetic diversit y of w ild

population is relatively low , wit h 18198% of the polymorphism and 01096 0 of the mean differ ence. However, the

genetic div ersity of r eared stock is lower than that of the wild one with just 161 7% of the polymorphism and

01074 7 of the mean difference. The results from t he practical fish cultur e and the this study reveal that genetic d-i

versity of both P . cr ocea stocks has ser iously been lost since the 1990 s. In order to protect and use the good genetic

characterist ics of P. crocea cont inuously, some suggestions are conducted.

Key words: Pseudosciaena cr ocea; cenetic diversity; RAPD
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