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　　摘要：从５０条随机引物中筛选出１０条有效引物，采用ＲＡＰＤ技术对蒙自响水河和草坝的２个鲤鱼群体进行遗传
多样性分析。结果表明：在２个群体中分别检测到４７、５３个位点，多态位点分别为４４、５１个，平均多态位点比例分别
为９３．６１％和９６．２３％；利用Ｐｏｐｇｅｎｅｖｅｒｓｉｏｎ１．３２软件分析获得２个鲤鱼群体Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数（Ｉ）分别为０．４７９９和
０．４５５７，Ｎｅｉｓ基因多样性指数（Ｈ）分别为０．３２８７和０．２９８４，等位基因观察数（Ｎａ）分别为１．８２１４和１．９１０７，有效等

位基因数（Ｎｅ）分别为１．５８４３和１．４８７９，群体间的遗传相似性系数为０．９５８１，遗传距离为０．０４１９。２个鲤鱼群体间

的遗传分化系数 Ｇｓｔ为０．０８２４，表明群体间的遗传变异占总的遗传变异的８．２４％，群体内的遗传变异占总变异的

９１．７６％。
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　　自从随机扩增多态性ＤＮＡ技术（ＲａｎｄｏｍＡｍｐｌｉｆｉｅｄＰｏｌｙ
ｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，ＲＡＰＤ）于１９９０年由美国科学家 Ｗｉｌｌｉａｍｓ等和
Ｗｅｌｓｈ等分别建立起来［１－２］以后，已在遗传多样性的检测、物

种分类和演化、品种鉴定、种群的亲缘关系、构建鱼类遗传连

锁图谱、鱼类育种和杂种优势等研究方面得到应用并且效果

良好。陈国生应用ＲＡＰＤ技术分析了闽江中上游黑脊倒刺
!

和黄颡鱼遗传多样性［３］。赵凯利用ＲＡＰＤ技术对４种鲤科鱼
类的基因组ＤＮＡ进行了分析，结果表明鲤亚科２种鱼种间相
似性明显高于青海湖裸鲤和草鱼种间的相似性，然而另外２
个鲤亚科３种鱼与裂腹鱼亚科的青海湖裸鲤之间的差异显著
高于鲤亚科鲤与雅罗鱼亚科草鱼、鲫鱼之间的差异［４］。

鲤鱼（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）属硬骨鱼纲（Ｏｓｔｅｉｃｈｔｈｙｅｓｕ）辐鳍亚
纲（Ａｃｔｉｎｏｐｔｅｒｙｇｉｉ）鲤形总目（Ｃｙｐｒｉｎｏｍｏｐｈａ）鲤科（Ｃｙｐｒｉｎｉ
ｄａｅ），是一种最常见的淡水鱼，在各个淡水水域均有分布，也
是我国淡水养殖的主要经济鱼之一。天然水域的污染和过度

捕捞利用等原因造成鲤鱼栖息环境严重破坏，因此了解并保

护鲤鱼种质资源显得极为迫切。本研究利用ＲＡＰＤ方法对云
南省蒙自市响水河和草坝水体的２个鲤鱼群体进行分子遗传
分析，探讨其遗传多样性，为鲤鱼资源的科学管理和合理开发

提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
供试鱼来自于云南省蒙自市草坝水体和响水河水库，每

个水体各采集６尾。取活鱼的尾鳍分别装入１．５ｍＬ离心管
中，加入无水乙醇并于４℃保存备用。
１．２　方法
１．２．１　试剂、仪器及基因组 ＤＮＡ提取　Ｔａｑ酶、ｄＮＴＰ、
Ｍａｒｋｅｒ及１０×Ｂｕｆｆｅｒ（博迈德生物科技公司）；Ｔｒｉｓ酚（北京鼎
国昌盛生物技术有限公司）；ＰＣＲ仪：ＥＤＣ－８１０（东胜创新生
物科技有限公司）；紫外透射仪：ＤＹＹ－１１（北京六一仪器
厂）；高速离心机：ＨＣ－２０６２（安徽中科中佳科学仪器有限公
司）。参照杜民等的方法［５］提取鲤鱼基因组总 ＤＮＡ并放于
－４℃ 冰箱。取５μＬＤＮＡ样品和适量溴酚蓝充分混匀后，
利用１％浓度的琼脂糖凝胶电泳后在凝胶成像系统进行检
测，观察到鲤鱼基因组 ＤＮＡ条带比较清晰，符合 ＲＡＰＤ实验
要求（图１）。

１．２．２　引物筛选及 ＲＡＰＤ检测　参照郭勇等三叶崖爬藤
ＲＡＰＤ引物筛选［６］。以１２尾鲤鱼的混合 ＤＮＡ为模板，从５０
条长度分别为１０ｂｐ的随机引物中（部分引物筛选的结果如
图２所示），筛选出能扩增出清晰、条带数量适中的１０条引物
用于扩增（表１）。ＲＡＰＤ扩增反应程序：９４℃ 预变性２ｍｉｎ；
然后３５个循环（９４℃变性３０ｓ，３６℃退火３０ｓ，７２℃延伸
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表１　１０条随机引物的序列

引物 序列 引物 序列

ＳＢＳＡ１０ ＧＴＧＡＴＣＧＣＡＧ ＳＢＳＣ０１ ＴＴＣＧＡＧＣＣＡＧ
ＳＢＳＡ１６ ＡＧＣＣＡＧＣＧＡＡ ＳＢＳＣ０２ ＧＴＧＡＧＧＣＧＴＣ
ＳＢＳＢ０５ ＴＧＣＧＣＣＣＴＴＣ ＳＢＳＣ０４ ＣＣＧＣＡＴＣＴＡＣ
ＳＢＳＢ０７ ＧＴＧＡＣＧＣＡＧ ＳＢＳＣ０７ ＧＴＣＣＣＧＡＣＧＡ
ＳＢＳＢ０８ ＧＴＣＣＡＣＡＣＧＧ ＳＢＳＣ０８ ＴＧＧＡＣＣＧＧＴＧ

２ｍｉｎ）；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。取５μＬ扩增产物在１％琼脂
糖凝胶电泳，５Ｖ／ｃｍ电压；用凝胶成像系统进行扫描和分析。
１．２．３　数据统计分析　记录清晰、明亮且重复性好的条带。
将相同迁移距离的条带看作同一位点，统计总条带数与多态

性条带数。根据产物的电泳带型，在相同迁移率上出现带的

记为１，未出现带的记为０，只记录清晰且重复性好的ＤＮＡ条
带，并计算相关参数。根据 Ｎｅｉ指数法［７］用 Ｐｏｐｇｅｎｅ１．３２软
件对２个鲤鱼群体的遗传多样性指数进行分析：（１）多态位
点百分率＝多态位点数／所测位点总数 ×１００％；（２）遗传相
似系数：Ｆ＝２ＮＸＹ／（ＮＸ＋ＮＹ），其中 ＮＸＹ为２群体的共享位点
数，ＮＸ为１群体的位点数，ＮＹ为２群体的位点数；遗传距离
Ｐ：Ｐ＝１－Ｆ；（３）基因流Ｎｍ＝０．５（１－Ｇｓｔ）／Ｇｓｔ；（４）遗传分化

指数Ｇｓｔ＝（Ｈｔ－ＨＰＯＰ）／Ｈｔ，其中 Ｈｔ为总群体的平均多样度，
ＨＰＯＰ为各群体多样度的平均值。

２　结果与分析

２．１　ＲＡＰＤ扩增结果
用筛选到的１０条引物对２个鲤鱼群体的基因组ＤＮＡ进

行ＰＣＲ扩增，表２列出了１０条引物序列的扩增情况。本试
验２个群体中共扩增出１００个位点，其中响水河鲤鱼群体总
条带数为４７条，其中多态性条带有４４条，平均多态位点比例
为９３．６１％；草坝鲤鱼群体总条带数为５３条，其中多态性条
带有５１条，平均多态位点比例为９６．２３％，表明该群体遗传
资源丰富，具有较好的遗传多样性。

２．２　２个鲤鱼群体的遗传多样性
２个鲤鱼群体多样性指数见表３。响水河鲤鱼群体和草

坝鲤鱼群体Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数（Ｉ）分别为０．４７９９和０．４５５７；
Ｎｅｉｓ基因多样性指数（Ｈ）分别为０．３２８７和０．２９８４；等位基
因观察数（Ｎａ）分别为１．８２１４和１．９１０７，有效等位基因数
（Ｎｅ）分别为１．５８４３和１．４８７９。响水河鲤鱼群体的Ｓｈａｎｎｏｎ
信息指数（Ｉ）高于草坝鲤鱼群体的Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数。

表２　１０条ＲＡＰＤ引物对２个鲤鱼群体的扩增结果

引物 序列
总条带数（条） 多态性条带数（条） 多态性频率（％）

响水河 草坝 响水河 草坝 响水河 草坝

ＳＢＳＡ１０ ＧＴＧＡＴＣＧＣＡＧ ０ ５ ０ ５ ０ １００
ＳＢＳＡ１６ ＡＧＣＣＡＧＣＧＡＡ ６ ６ ６ ５ １００ ８８．３３
ＳＢＳＢ０５ ＴＧＣＧＣＣＣＴＴＣ ４ ３ １ ３ ７５ １００
ＳＢＳＢ０７ ＧＧＴＧＡＣＧＣＡＧ ６ ５ ６ ５ １００ １００
ＳＢＳＢ０８ ＧＴＣＣＡＣＡＣＧＧ ６ ６ ６ ５ １００ ８８．３３
ＳＢＳＣ０１ ＴＴＣＧＡＧＣＣＡＧ ５ ６ ５ ６ １００ １００
ＳＢＳＣ０２ ＧＴＧＡＧＧＣＧＴＣ ５ ５ ５ ５ １００ １００
ＳＢＳＣ０４ ＣＣＧＣＡＴＣＴＡＣ ５ ５ ５ ５ １００ １００
ＳＢＳＣ０７ ＧＴＣＣＣＧＡＣＧＡ ６ ６ ６ ６ １００ １００
ＳＢＳＣ０８ ＴＧＧＡＣＣＧＧＴＧ ４ ６ ４ ６ １００ １００
合计 ４７ ５３ ４４ ５１ ９３．６１ ９６．２３

表３　２个鲤鱼群体多样性指数

群体 Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数 Ｎｅｉｓ基因多样性
响水河 ０．４７９９ ０．３２８７
草坝 ０．４５５７ ０．２９８４
总的 ０．５１５５ ０．３４１７

２．３　群体间的遗传变异分析
根据总的基因多样性（Ｈｔ）和群体内基因多样性（Ｈｓ）可

以推算出群体间分化水平（Ｇｓｔ）。本研究的２个鲤鱼群体间
的遗传分化系数Ｇｓｔ为０．０８２４，即群体间的遗传变异占总遗
传变异的８．２４％，群体内的遗传变异占总变异的９１．７６％，显
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示出２个群体间不存在明显的遗传变异（表４）。

表４　２个鲤鱼群体遗传分化与基因流

指标
总的基因多

样性（Ｈｔ）
群体内基因

多样性（Ｈｓ）
遗传分化

系数（Ｇｓｔ）
基因流

（Ｎｍ）

平均 ０．３４１７ ０．３１３５ ０．０８２４ ５．５６９０
标准差 ０．０１５６ ０．０１４９

２．４　群体间的遗传关系分析
依据１０个有效引物进行 ＰＣＲ扩增的结果，计算出２种

鲤鱼群体间的遗传相似性指数和遗传距离如表５所示。响水
河和草坝２个群体的遗传相似性系数为０．９５８１，遗传距离为
０．０４１９。

表５　２个鲤鱼群体间的相似性（右上角）和遗传距离（左下角）

群体 响水河 草坝

响水河  ０．９５８１
草坝 ０．０４１９ 

３　讨论

３．１　２个鲤鱼群体的遗传多样性
ＲＡＰＤ标记操作简单、方便、快速并且引物具有随机

性［８－９］，现已广泛应用于水生经济动物的遗传多样性研究，如

张涛等对汉江上游鲫鱼研究其多态位点比例为６７．７７％［１０］；

方耀林等对长江水系的３个青鱼群体进行研究，结果表明多
态性位点比例为７５％［１１］；励迪平等报道曼氏无针乌贼的多态

性位点比例为１４．６％，平均杂合度Ｈｏ为０．０３２
［１２］，所得出的

曼氏无针乌贼的遗传多样性是比较低的；朱学峰研究发现广

西中华草龟的多态位点比例为６６．２９％，广西中华草龟的遗
传多样性比较丰富，但是个体间的亲缘关系比较近，遗传变异

程度很小［１３］；张伟等对东南太平洋智利竹 鱼研究发现多态

位点比例为 ９８．０８％，Ｎｅｉｓ基因多样性指数为 ０．３５００±
０１４４０，群体的Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数为０．５２０２±０．１８１３，遗传
分化指数Ｇｓｔ为０．０３１１，结果表明该海域智利竹 鱼群体的

遗传多态性比较高，但群体间不存在明显的遗传分化［１４］；张

学明 等 研 究 发 现 北 海 文 昌 鱼 Ｓｈａｎｎｏｎ信 息 指 数 为
０．２１９０［１５］。本试验筛选出 １０条引物进行 ＰＣＲ扩增，利用
ＲＡＰＤ技术对响水河和草坝鲤鱼群体进行遗传多样性分析，
表明 ２个群体的平均多态位点比例分别为 ９３．６１％和
９６２３％，Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数分别为０．４７９９、０．４５５７，表明响
水河和草坝２个鲤鱼群体遗传多样性比长江铜鱼、武汉市场
购回的普通鲫鱼、汉江上游鲫鱼、长江水系青鱼、曼氏无针乌

贼、广西中华龟的遗传多样性丰富，但没有东南太平洋智利竹

鱼遗传多样性丰富。

３．２　２个鲤鱼群体之间的遗传差异
Ｔｈｏｒｐｅ研究认为，同种不同群体间遗传距离Ｄ在０．０３～

０．２之间，遗传相似度（Ｉ）在０．８０～０．９７之间，不同物种间遗
传相似度（Ｉ）在０．２～０．８之间［１６］。本研究中，２个鲤鱼群体
间的基因分化系数Ｇｓｔ为０．０８２４，表明８．２４％的遗传变异来
自于群体间，群体内的遗传变异占总变异的９１．７６％，这说明
这２个区域群体之间不存在显著的遗传分化，但不同群体间
存在一定的遗传分化。响水河和草坝２个鲤鱼群体的遗传相
似度较高（０．９５８１），遗传距离 Ｄ为０．０４２９，大于０．０３小于
０．２，表明２个群体间存在一定的遗传分化。本研究获得的遗
传多样性数据可以对今后红河州鲤鱼遗传变异水平及其变化

趋势分析提供参考。
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