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提要 应用 � �°⁄技术 o对笛鲷属的金焰笛鲷 k Λυτϕανυσ φυλϖιφλαµ µαl ! 金带笛鲷 k Λυτϕανυσ

ϖαιγιενσισl进行种群内及种群间遗传学分析 ∀结果表明两种鱼的种内遗传多样性指数k Ηl分别

为 }金带笛鲷 sqttsz~金焰笛鲷 sqtyzv∀二者的多态位点比例k Πl分别为 wzq{h和 x|qsh ∀u种

笛鲷种间平均遗传相似系数为 sqwywso遗传距离 ∆³́ 为 sqxvys∀u种鱼共检出 y个可作为种的

特异性鉴定的条带 ∀

关键词 金焰笛鲷k Λυτϕανυσ φυλϖιφλαµ µαl o金带笛鲷k Λυτϕανυσ ϖαιγιενσισl o遗传多样性 o种质鉴

定 o� �°⁄
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金焰笛鲷 k Λυτϕανυσ φυλϖιφλαµ µαl ! 金带笛鲷

k Λυτϕανυσ ϖαιγιενσισl隶属于笛鲷科 k�∏·­¤±¬§¤̈ l !笛鲷

属 k Λυτϕανυσ �̄²¦«l o属近海暖水性近底层鱼类 o栖息

海区范围广 o繁殖能力强 o发育和生长快 o且肉质丰厚

坚实 o营养丰富 o味道鲜美 o属于捕捞品种中经济价值

较高的种类 o但目前有关这 u种鱼的基础研究较少 o

为了充分开发和保护鱼类资源 !建立种质资源管理和

保存体系 o本文采用 � �°⁄标记技术对这 u种鱼的种

质特异性标记 !遗传多样性进行了研究 ∀

� �°⁄k�¤±§²°¤°³̄¬©¬̈§³²̄¼°²µ³«¬¦⁄��¶l标记技

术目前已广泛应用于生物的遗传多样性 ! 群体遗传 !

亲缘关系分析 !遗传连锁图的构建 !特定基因的标记

和定位等许多研究领域 ≈t ∗ w ∀本文应用该技术对金焰

笛鲷 !金带笛鲷进行了分析 o为此 u种鱼的种质资源

保护提供基础性资料 ∀

t 材料与方法

tqt 材料

实验用活鱼是分批采集于湛江近海的野生鱼

种 o依据5中国鱼类系统检索6 ≈x 进行鉴定 o断尾取血 o

�≤⁄抗凝 op us ε 保存 ∀

tqu 方法

tquqt 试剂和仪器 所用随机引物为美国

�³̈µ²± ×̈ ¦«±²̄²ª¬̈¶公司产品 o ×¤́ ⁄��聚合酶及其配

套试剂 ! §�×°¶! °≤� �¤µ®̈µ¶等为 °«¤µ°¤¦¬¤公司产

品 o°≤� 扩增仪为 �¨°¤w{s∀

tququ 基因组 ⁄��的制备 核 ⁄��制备参照

5现代分子生物学实验技术6 ≈y 
o略作修改 ∀冷冻血液

室温解冻后 o取 xs Λ�于 tqx °�∞³³̈ ±§²µ©管中 o加

≥×∞k�¤≤̄ sqt °²̄r �~×µ¬¶2�≤̄ ts °°²̄r �o³� � {qs~

∞⁄×� t °°²̄r�o³� � {qtvlxss Λ�漂洗 o{ sssµr °¬±

离心 u °¬±o收集细胞沉淀 o重复 t ∗ u次 ~加入 ≥×∞ xs

Λ�o悬浮沉淀 o向悬液中加入 ⁄��裂解液k×µ¬¶2�≤̄ ts

°°²̄r�o³� � {qs~ ∞⁄×� sqt °²̄r�o³� � {qs~ ≥⁄≥

xªr �l wxsΛ�o轻摇混匀后加入蛋白酶 �至终浓度 tss

Λªr °�oxx ε 消化至血样透明 ~等体积苯酚r 氯仿

ktΒ tl !氯仿各抽提一次 ots sssµr °¬±离心 ts °¬±o

取上清 ~u倍体积无水乙醇沉淀 ⁄�� o挑出絮状沉淀 ~

zsh酒精洗涤 u次 o室温干燥 ⁄�� x ∗ ts °¬± ∀溶解

于适量 ×∞k×µ¬¶2 �≤̄ ts °°²̄r�o³� � {qs ~ ∞⁄×�

t °°²̄r�o³� � {qtvl中 oxs ε 水浴溶解 o紫外分光光

度计定量 o置 w ε 备用 ∀
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tquqv °≤� 反应 扩增反应混合液 ux Λ�k�≤̄

xs °°²̄r �o×µ¬¶2�≤̄ ts °°²̄r �o �ª≤̄ u uqs °°²̄r �o

×µ¬·²±¬2tss t ªr�o§�×°各 squ °°²̄r�o引物 tx ±ªo基

因组 ⁄�� us ±ªo×¤́ ⁄��聚合酶 tqx �l o反应液上覆

盖 ux Λ�矿物油 ∀扩增程序为 }|w ε 预变性 uss¶后进

入循环扩增 o每循环包括 |w ε 变性 us¶ovy ε 退火

ws¶ozu ε 延伸 zs¶ows个循环后再 zu ε 延伸 vss¶∀

扩增产物用 tqxh的琼脂糖凝胶 k含 sqx°ªr �∞�l电

泳分离 o电压 x ∂r¦°o紫外分析仪观察并摄影记录 ∀

tquqw 数据处理 ktl多态位点比例 Π� k群体

的多态位点数r位点总数l ≅ tssh ∀kul根据公式 δ =

κ/ ²̄ªΜk δ为 ⁄��在电场中的迁移距离 oΜ为其片段

大小 , κ为常数 ∀l o以 °≤� �¤µ®̈µ¶作为分子量大小标

记物 o 作图计算扩增片段分子量大小 ∀ kvl 参照

• ¤¦«¬µ¤等 ≈z 的公式 Η= − ρ Ξῑ ±( Ξι/ νl 计算群体内

遗传多样性指数 Η,式中 : Ξι为某一位点在某一群体

中出现的频率 oν为此群体检测到的位点总数 ∀kwl参

照 �¼±¦«
≈{ 的方法计算个体间的遗传相似系数 ∀某一

片段在一个位点上存在时记为 to否则记为 s∀个体

÷ o ≠间的遗传相似系数 } Σ÷ ≠ � u Ν÷ ≠r k Ν÷ n Ν≠l o式

中 } Ν÷ ≠为两个个体 ÷ 和 ≠共享 � �°⁄条带数 o Ν÷ 和

Ν≠ 分别为 ÷ 和 ≠拥有的 � �°⁄条带数 ∀群体内的遗

传相似系数 k Σl为群体内所有个体间两两比较的 Σ÷ ≠

的平均值 o即平均遗传相似系数 ~群体内的遗传距离

∆ = t p Σ∀群体间的遗传相似系数 Σ³́是群体 ³和 ´

中随机配对的两个个体间遗传相似系数 Σιϕ的平均值 o

即 Σ³́ � Ε Ε Σ¬­rk ν³ν ĺ o式中 oΣιϕ是群体 ³和 ´中随机

配对的两个体间遗传相似系数 o ν³和 ν´是群体 ³和

´中的样品数 o ν³ν´ 是群体 ³和 ´中随机配对的数

目 ~群体间的遗传距离 ∆³́ � tp Σ³́ ∀

u 结果

uqt 引物筛选结果

在 |个系列 ! t{s个随机引物中共筛出 ty个引

物 ∀结果见表 t∀

uqu 种内遗传多样性

u种笛鲷间进行 � �°⁄分析 o各检出 ts{ozw个位

点 o种内遗传多样性指标见表 u∀

uqv 种间遗传多样性

u种笛鲷间两两进行 � �°⁄分析 o依据电泳图谱

计算遗传相似系数和遗传距离见表 v∀

uqw 种的鉴定条带

v种引物 �°°t|o�°∂s|o�°�sx对 u种鱼的扩增

共选出 y个片段具有种的特异性 o可作为种的鉴别标

记k表 wo图 t ∗ vl ∀

另外 o对金带笛鲷筛出一个单态性引物 ≤tyo扩

增结果见图 w∀

v 讨论

vqt 实验数据的可靠性

根据周泽扬 !夏庆友等 ≈| 以桑蚕和桑属植物为材

料进行的研究结果 }在用 � �°⁄技术进行生物系统学

研究中 o选用一定数量的引物进行扩增 o每一种鱼至
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图 t �°°t|对 u种笛鲷的扩增结果

ƒ¬ªqt ×«̈ � �°⁄µ̈¶∏̄·²©u©¬¶«̈¶¥¼ �°°t|

st ∗ sxq金带笛鲷 ~sy ∗ tsq金焰笛鲷 ~� q°≤� �¤µ®̈µ~txwv ∗

vzzq �¤µ®̈µ的分子量k¥³l ~箭头所指为特异性条带

图 u �°∂s|对 u种笛鲷的扩增结果

ƒ¬ªqu ×«̈ � �°⁄µ̈¶∏̄·²©u©¬¶«̈¶¥¼ �°∂s|

图中标号及箭头意义同图 t

图 v �°�sx对 u种笛鲷的扩增结果

ƒ¬ªqv ×«̈ � �°⁄µ̈¶∏̄·²©u©¬¶«̈¶¥¼ �°�sx

图中标号及箭头意义同图 t

图 w �°≤ty对金带笛鲷不同个体的扩增结果

ƒ¬ªqw ×«̈ � �°⁄µ̈¶∏̄·²© Λ.ϖαιγιενσισ¥¼ �°≤ty

st ∗ tsq金带笛鲷的 ts个个体 ~ � q°≤� �¤µ®̈µ~ txwv ∗ vzzq

�¤µ®̈µ的分子量k¥³l

少出现 zs个位点才能保证实验数据的稳定性和可靠

性 ∀所以本实验中每种鱼都以此为标准 o从而保证了

实验数据的可靠性 ∀

vqu 种的鉴定标记

本次实验共筛选出 y个特征性片段 o可分别作

为 u个物种的遗传标记 o但在我国海域笛鲷属的常见

种类却有 t|种 o属内其他种鱼是否也具此条带有待

于对比全部 t|种鱼才能将每一种鱼的鉴定性条带最

终确定下来 ∀但本实验筛出的分子标记在本文研究的

u种鱼范围内仍可作为种质鉴定标记 ∀另外对于单态

性引物 o作者认为可作为该物种的特征性引物 o相对

于特征性条带 o特征性引物更具可靠性 ∀

vqv 种内遗传多样性

对 u种笛鲷的种内遗传多样性研究表明 }金焰

笛鲷遗传多样性 k Σ� sq{szsl 高于金带笛鲷 k Σ=

sq{{ysl ∀多态位点比率亦为金带笛鲷 kwzq{h l高于

金焰笛鲷kx|qsh l ∀但总的来说两者的遗传多样性都

不丰富 o作者认为其原因可能是湛江沿海该 u种鱼群

体较小 o对人为干扰的抗性不大 o容易受到大量捕捞

的影响 o所以应采取措施对其加强保护 o控制捕捞强

度 o以保护此 u种鱼的遗传变异水平 o维持种群的繁

研究报告 Ρ ΕΠΟΡΤΣ



海洋科学russv年r第 uz卷r第 ts期yu

殖能力及生物资源的可持续利用 ∀
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