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中华鳃随机扩增多态性 D N A

及遗传多样性研究
‘

张四明 邓 怀 晏 勇 汪登强 吴清江 t

(中国水产科学研究院长江水产研究所 荆州 4 3 4 0 0 0)

(中国科学院水生生物研究所 武汉 4 3 0 0 7 2)

提要 采用随机扩增多态性 。N A (R A p D) 技术进行了连续 3 年 (19 95一 19 97) 共 70 尾来源

于长江水系中华鳃样本遗传分析
。

共用 了 40 个 10 饰 长的随机引物
,

在 26 种可供分析的引物

中
,

只有 oP K0 1
、

0 PK0 2
、

oP K0 3
、

O PK0 9
、

OPK 14 和 O pQ0 8R A p E卜PC R 产物有多态现象
,

多态

引物占 23 %
。

2 6 个引物中共扩增出 10 8 条稳定的 D N A 带
。

其中 12 条带为多态带
,

多态座位

比例为 1 1
.

1%
。

个体间遗传距离变动为 0
.

9 5 1 0一 1
.

00 0 0
,

平均为 0
.

9 74 3
。

199 5
、

1 99 6 和 1 99 7

年的遗传多样性指数 (H) 分别为 0 .0 32 7
、

0. 0 31 2 和 0. 035 4
。

3 年样本的综合遗传多样性指

数 (动为 0 .0 33 4
。

比较而言
,

中华鳃天然群体核 D N A 水平的遗传多样性仍较低
。

关键词 中华鲜 R A PD 遗传结构 遗传多样性 遗传保护

学科分类号 Q 347

中华鲜是 中国一级保护的珍稀水生动物
,

蛋 白质电泳研究结果初步表明
,

其天然群体

蛋白质水平的遗传多样性比较贫乏 (张四明等
,

19 99)
。

考虑到蛋 白质电泳技术所检测到的

遗传变异有限 (环n 。t 。l
,

19% )
,

本研究采用随机扩增多态性 D 叫[A (R a n
do m A n lp lifi ed

Po ly m o中hic D N A
,

简称 R Ap D) 技术 (Wi lli am
s 。t al

,

19 90) 对 中华鳃天然群体进行 进一

步研究
,

从不同侧面阐明中华鲜天然群体在核基因组 的遗传变异
。

从 已发表的文献看
,

R AP D 研究大量集 中在植物上
,

关于鱼类 R A PD 研究国内外仍未见很多报道 (B a rd ak c i et

a l
,

19 9 3 : 瓦lsso n 。t a l, 19 9 5 ; B ie law sh 。t a l
,

19 9 6 ; Cac e o ne 。r a z
,

19 9 7 :邓 怀等
,

19 9 8)
。

本文报道中华鳃群体遗传学的 R A PD 研究结果
,

以期为中华鳃资源的监测和保护提

供理论依据
。

1 材料与方法

L l 材料

中华鲜 (A
c iPen se : si ne ns is )70 尾

,

除 1 尾幼体外
,

其余全部为成体
。

分别于 19 95 年
、

199 6 和 1 9 9 7 年 1 0一n 月份采 自湖北宜 昌至沙市的长江江段
。

其中
,

19 9 5 年样本 40 尾
,

199 6 年样本 17 尾
,

19 97 年样本 13 尾
。

新鲜肌 肉组织于低温条件下运 回实验室后置于
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一 8 0℃低温冰箱中保存备用
。

L Z 方法

1
.

2
.

1 D N A 提 取方 法 取 0
.

5 9 左 右组 织
,

加 S T E (lomm
o l / L T ri s一H C I

,

pH = 8
.

0 :

lm o l / L E l) TA
,

p H = 5
.

0 )lm l混合匀浆
,

加 3 0 卜l(lom g / m l)蛋 白酶 K 和 1 50 协l(10 0,0 )十

二烷基硫酸钠 (SDs )置于 50 ℃水浴中 2一4h
。

按常规酚抽提法除蛋白质
。

L 2. 2 R A P仆PC R 反应 在 Pe rki
n El m er 公司产的 4 80 型 PC R 仪上进行

。

随机引物是

美国 O详ro n

Te ch
n of o

gi
es
公 司产品

。

模板 D N A 浓度的确定是先把 D N A 浓度作成不同浓

度梯度
,

进行 PC R 扩增
,

然后根据扩增效果确定反应体系 D N A 浓度
。

R A P仆PC R 反应体

系为
:
Taq D NA 聚合酶 1 单位

,

2 0 0 o m of / L 每种 dN丁p
,

Zm m of / L Mg a
Z

和反 应缓冲液

(1 x 10 )2
.

5协l
,

反应总体积为 2 5协l
。

代R 反应过程共 4 5 循环
,

每循环包括 9 4 oC 变性 4 5 5 ,

36 ℃退火 45 5
,

72 ℃延伸 90
5

。

开始循环前预变性 sm in
,

最后循环后于 72 ℃延伸 10 m in
。

每

次 PC R 反应均设不含模板 D N A 的空白对照
。

L 2. 3 D N A 电泳 PC R 产物用 1
.

4% 琼脂糖凝胶 (含澳化 乙锭 )于 80 V 电压下 电泳

2
.

5 h
,

紫外灯下拍照
。

L 3 数据分析

任意两个体间遗传相似性和遗传距离用下列公式计算
:

F 二 2戈 / (从 + 戈)
,

尸 二 1 一 F

式中
,

F 为两个体间遗传相似度
; 尸为两个体间遗传距离

; 从和戈分别为 X 和 Y 个体共 同拥

有的 RA
PD 标记总数

,

戈是 X 和 Y 两个体共享 RA
PD 标记数 (Ly nc h

,

1 9 9 0)
。

香农遗传多样性指数 (shan
n o n ’5 in d e、 o f

Phe
n o妙p ie d iv ers i妙)风

一 艺二
,

In 二
‘

爪为某一条带在某一群体中出现的频率
,

in 为 自然对数 (w ac hi ra o t al
,

19 95 )
。

艺二 In 二

为了把单态座位考虑进去
,

遗传多样性指数改为 H 二 二二止二二三
,

N 为所测的座位数
。

N
- -

-
-

-

一
.

2 结果

2. 1 中华鳃 R A P D 测定结果

本研究共用 o PK 和 OPQ 全套共 40 个 10 饰 的核昔酸引物
。

其中有 14 个引物无扩增产

物 或 因效果不 稳 定不 作 分 析
。

在 剩下 的 26 种 引物 中
,

引 物 0 PK0 1
、

O PK0 2
、

O PK O3
、

OPK0 9
、

OPK1 4 和 O PQ08 的PA P任PC R扩增产生多态现象
,

多态引物 占总引物 (指带比较

稳定的引物 )的 23 %
。

D N A 带的数 目从 1 到 6 条
,

在 26 种可分析的引物中
,

共产生 1 08 条带
。

平均每个引物

产生 4. 2 条清晰稳定 的带
。

在一些多态 D N A 带中
,

只有那些重复实验中可以重复 的多态

带方可计算在内
,

那些在一次实验 中出现有差异而无法重复的不作多态座位计
。

因而所

有多态引物都进行重复实验
,

以确定那些真正的多态带
。

单态引物只需一次实验即可
,

因

为在 70 个个体中均出现单态
,

说明并非巧合
,

该引物扩增的 D N A 带为单态无疑
。

表 1 为

所 用 引物 的 D N A 序列 以 及 R A PD 的扩增 情况
。

图 1 为多 态 引物 0 PK0 1 和 单态引物

OPQ 17 引物的 R A PD 扩增效果
。

2. 2 中华鳃遗传多样性分析

在总共可辨的 108 条 D N A 带中
,

有 12 条 D N A 带呈现出多态现象
,

如果以每条 D N A
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表 2 中华鳃多态座位等位基因频率和多样性指数的分布
Ta b之 A llele fre q u e nc ie s a n d ge n e ti e d ive rs ity a m o

ng Plo ym o rp hi e loc i

19 9 5年 (入匕 4 0 ) 19 9 6年 (华 17 ) 19 9 7年 (帷1 3 ) 3年综合值 (毕 70 )
项 目

基因频率 多样性指数 基 因频率 多样性指数 基 因频率 多样性指数 基 因频率 多样性指数

甘01.1JsenUCU,、n,,J‘U�乙,、气」

⋯
nUO八“

O PKO I一 l

O PK 0 1一2

O PK O I--4

O PK O I 一5

O PK 0 2 一2

O PK刀3一 l

O PK 0 3 一2

O PKOS一 5

O PKOg 一 l

OPKOg 一 2

0 1
)
K 09--4

O PK 14 一 4

香农多样性值 (Ho )

平均值 (n = 12 )

综合平均值 (H)

0
.

4 0 0 0

0
.

6 2 5 0

0
.

12 5 0

0
.

2 7 5 0

0
.

5 2 5 0

0
.

7 2 5 0

0
.

7 0 0 0

0
.

6 0 0 0

0
.

7 7 5 0

0
.

6 50 0

0
.

4 7 5 0

0
.

6 2 5 0

0 3 6 6 5

0
.

2 9 3 8

0
‘

2 5 9 9

0 3 5 5 0

0 3 3 8 3

0
.

2 3 3 1

0
.

2 4 9 7

0
.

3 0 6 5

0
.

19 7 5

0
.

2 8 0 0

0
.

3 5 3 6

0
.

2 9 3 8

3
.

52 7 5

0
.

2 9 4 0

0耳7 0 6

0 4 7 0 6

0
.

17 6 5

0
.

1 17 6

0 2 9 4 1

0 万2 9 4

0
,

9 4 1 2

0
.

4 1 1 8

0
.

7 64 7

0
.

7 0 5 9

0
.

7 0 5 9

0
.

6 4 7 1

0 3 54 7

0
.

3 54 7

0
.

3 0 6 1

0
,

2 5 1 8

0 3 5 9 9

0
.

3 3 6 7

0刀5 7 0

0
.

3 6 5 4

0
,

2 0 5 1

0 2 4 5 9

0
.

2 4 5 9

0
.

2 8 1 7

3
.

36 5 0

0
.

2 8 0 4

0 3 0 7 7

0 3 0 7 7

0 2 30 8

0
.

1 5 3 8

0
.

3 0 7 7

0 乃1 5 4

0刀6 9 2

0 4 6 1 5

0刀6 9 2

0之3 0 8

0
.

2 3 0 8

0 4 6 1 5

0 3 62 7

0 3 62 7

0 3 3 8 4

0 2 8 8 0

O
,

3 6 2 7

0
,

2 9 8 8

0 2 0 1 8

0 3 5 6 9

0 2 0 1 8

0 2 9 8 8

0 2 9 8 8

0 3 5 6 9

3 7 2 8 3

0 3 10 7

0
.

4 0 0 0

0
.

5 2 8 6

0
.

1 5 7 1

0
.

2 14 3

0 4 2 8 6

0 6 5 7 1

0
,

7 7 1 4

0
,

5 2 8 6

0
.

7 7 1 4

0
一

6 5 7 1

0
.

5 57 1

0
.

6 0 0 0

0
.

3 6 6 5

0
.

3 3 7 0

0
.

2 7 5 9

0
.

2 0 0 2

0
.

3 3 7 0

0
.

20 0 2

0
.

2 7 5 9

0
.

3 2 5 9

0
.

3 0 6 5

3
.

6 0 9 0

0
.

3 0 0 8

0
,

0 3 2 7 0刀3 1 2 0刃3 5 4 0
.

0 3 3 4

( n = 10 8 )

刀为样本数
; n 为座位数

。

引物后 的编号为该 D N A 带 (座位)在引物所有扩增带的位置
,

按 D N A带的大小从小 到大

编号

3 讨论

3
.

1 中华鳃 R A p D 数据的处理及遗传多样性评价

在历史上
,

中华鳃在淡水生活时期 (指繁殖徊游和幼鱼降河徊游 )主要分布长江和珠

江等水域 (四川省长江水产资源调查组
,

198 8 )
,

通 常称为长江群体和珠江群体
。

现在基本

上只有长江中华鳃一个地理群体
,

中华鲜所有的遗传变异基本来源于长江这惟一的群体

内
。

鉴于张四明等 ( 19 9 9) 的蛋 白质电泳研究发现其蛋 白质水平的遗传多样性较低
,

为了

进一步阐明中华鲜天然群体遗传结构和遗传多样性特征
,

同时积累本底资料
,

本研究进行

了长江群体连续三年大样本 (70 尾样本 )和大规模 的遗传扫描 (40 个随机引物 R APD 扩

增 )
,

这在动植物 中特别是濒危动恤方面是少见的
。

近年来
,

在植物遗传多样性研究中引

人香农 遗传多样性 指数
,

使研究结果具有可 比性 (ch al m er s 。t al, 1992 ;w ac hi ra 。t al,

199 5 )
。

但他们没有考虑到所测定座位总数
,

这对经过筛选过只产生多态的引物 尚可
,

这样

一来
,

多态座位 比例 (全部 为 100 % )就无意义
。

譬如
,

本研究如果只考虑用香农遗传多样

性指数的话
,

只用 O p K 0 1
、

O PK0 2
、

o PK0 3
、

OPK0 9
、

OPK 14 和 O PQ0 8 六个引物所得到香农

遗传多样性值的和本研究 26 个引物测得的香农遗传多样性值是完全 一样 的
,

显然不合

理
。

本研究 中也引人香农遗传多样性指数
,

但作者认为必须象蛋 白质多态分析一样把所

测得的座位总数加以考虑进去
,

这样就更客观地反映遗传多样性本质
。

由于鱼类的 R A PD

资料非常少
,

且均没有进行遗传多样性指数的分析
,

因而很难从目前的 R A PD 资料得出直

接结论
。

因此只有用多态位点 比例这一参数进行横向比较
。

根据脊椎动物各大类群由同
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工酶测得 的遗传多样性数据相差不大这一事实
,

可以间接同鱼类和其它一些脊椎动物的

R APD 的数据进行 比较
。

兰宏等 (19 9 6) 对 6 只滇金丝猴 的 R A PD 遗传多样性研究表 明
,

20 % 的 R A PD 标记 为多态
,

个体间的遗传距离为 0. 0 52
,

并 得 出遗传多样性低 的结论
。

Bi e law
ski 等 (1 9 96) 用 R A PD 技术研究 了大西洋沿海岸条纹妒 (Mo

r
on

, “二til is) 不同群体

遗传结构
,

在可分析的引物中
,

75 % 的引物为单态引物
,

并指出大西洋沿海岸条纹妒核基

因组遗传变异较低
。

本文中结果显示中华鲜群体 77 % R A PD 引物为单态引物
,

只有 11
.

1%

的 R A PD 标记 (座位)为多 态
,

遗传距离为0
.

0 27
,

从侧面也初步证实 中华鲜核基因组遗传

变异较低
,

这一结论也得到张四明等 (19 9 9) 反 映核基因组遗传变异的蛋 白质 电泳研究的

初步证实
。

在研究 中还发现
,

有些个体间的遗传相似性很高
,

达到 1
.

000
,

尽管在理论上几

乎是不可能的
,

但至少说明了这些个体间的亲缘关系非常近
。

用亲缘关系非常近的鱼进

行人工繁殖
,

得到的后代的遗传变异将会很低
,

对环境 的适应力将会下降
,

在人工繁殖过

程中应借助遗传标记选择个体间的遗传相似性低的个体进行交配
,

避免近亲交配
,

以提高

子代的生存力
。

3. 2 中华鳃 R A P D 资料对其资源监测保护的意义

本文的资料可以说是一历史性的资料
,

因为样本绝大多为葛洲坝截流前出生的个体
,

遗传多样性主要反映了葛洲坝截流前的情况
,

这一点在蛋白质水平遗传多样性研究 一文

中作过分析 (张四明等
,

19 9 8)
。

所以它不仅填补了葛洲坝水利工程截流前所繁殖的中华

鳃的遗传多样性资料空 白
,

同时也反应 了三峡大坝截流前中华鳄天然群体的遗传多样性

特征
,

这无疑为今后长远地监测中华鲜资源的变动特别是葛洲坝和三峡大坝对中华鲜资

源的影响提供了本底资料
,

也是制定保护措施的理论依据
。

同时也说明中华鳃在核基因

组的遗传变异较小在葛洲坝水利工程截流前业已存在
。

造成遗传多样性较小的原因
,

可

能与中华鲜在过去的某一 时期经历 了遗传瓶颈效应有关
,

但 目前还无直接 的证据证实这

一点
。

本研究采用的 R A PD 技术具有灵敏度高
,

多态性丰富等优点
。

只需要少量鳍条和血

液提取的极微量的 D N A 便可进行研究
,

为今后开展非致死性监测创造了条件
。

在将来的

监测过程中可以选用该文报道的几种多态性引物 (序列见表 1)
,

使工作量大大减少
。

从过

去由蛋白质电泳得到的遗传多样性资料和本文结果来看
,

中华鳃遗传多样性贫乏的事实

不容忽视
,

尽管中华鳃遗传多样性贫乏与葛洲坝的建设无直接关系
,

但葛洲坝和三峡大坝

的建设必定会对中华鲜物种的遗传多样性方面产生不利影响
,

这 已在资源量上表现出来

了
,

遗传多样性资料还待将来收集比较
。

当然
,

遗传多样性贫乏并不一定会直接造成物种

的消亡
,

有些基 因型可能对某一特定环境产生 了高度适应
。

但从长远来看
,

遗传多样性贫

乏显然对物种的生存与进化是不利的
。

为了保护 中国这一珍贵水生动物遗传资源
,

除了

加强渔政管理
,

国家应严禁以各种理 由捕杀中华鲜
,

因为经国家有关部门批准的捕杀 中华

鲜成体每年有几十条
,

对中华鲜本 已脆弱的群体更是雪上加霜
。

应减少或取消人工繁殖

放流活动
,

过去的人工繁殖是采取杀鱼取卵和精子的方式进行的
,

由于中华鳃的数量 已很

少
,

有些单位为了达到完成批准的捕杀指标
,

不加任何选择的把一些没有性成熟的鱼 (准

备翌年产卵鱼 )和过熟的鱼也杀了
,

况且
,

这类鱼占绝大多数
。

目前的人工繁殖屠杀中华

鲜亲鱼造成的资源破坏能否靠有限的放流鱼苗中得到弥补
,

是政府部 门和科研单位需要

正确对待的问题
。

人工繁殖方式也不可避免地会造成近亲交配
。

在自然条件下
,

由于中



6 海 洋 与 湖 沼 31 卷

华鲜性成熟 的年龄较长
,

可能数以万计的鱼苗中经过十余年漫长岁月只有一尾幸运者达

到性成熟
,

这尾性成熟 的鱼如果没有人为的捕杀
,

在今后成活的比例无疑是非常高
,

且可

以反复进行繁殖活动
。

因此
,

国家对人工繁殖放流活动要持谨慎态度
,

如要进行人工增繁

殖活动
,

要尽量借助已经建立的精子冷冻保存技术和遗传标记技术
,

减少亲本的伤亡和子

代由近亲交配所产生的适应能力差的状况
,

以维持中华鳃天然群体的健康发展
。
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