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　　摘要：选用６４对ＳＲＡＰ引物对黄颡鱼属进行遗传多样性研究。结果显示，有４６对引物能成功扩增，其中１９对条
带清晰、显示较高多态性。检测其 ＰＣＲ产物共获得１７９条，每对引物扩增条带５～１５条不等，扩增片段介于９０～
５１０ｂｐ之间，物种间遗传相似系数范围为０．５００～１．０００，黄颡鱼属各物种间具有较大的遗传差异性。ＳＲＡＰ聚类结果
显示，瓦氏黄颡鱼与其他物种差异最大，普通黄颡鱼、长须黄颡鱼和中间黄颡鱼亲缘关系较近。遗传多样性分析结果

显示，５种黄颡鱼遗传多样性处于较高水平，有助于后续深入对黄颡鱼属各物种亲缘关系和系统演化进行分析。
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　　黄颡鱼俗称黄丫头，是备受我国老百姓喜爱的主要经济
鱼类之一。据中国动物志中报道，黄颡鱼属共有普通黄颡鱼

（Ｐ．ｅｕｐｏｇｏｎ）、长须黄颡鱼（Ｐ．ｆｕｌｖｉｄｒａｃｏ）、瓦氏黄颡鱼（Ｐ．
ｖａｃｈｅｌｌｉ）、光泽黄颡鱼（Ｐ．ｎｉｔｉｄｕｓ）和中间黄颡鱼（Ｐ．ｉｎｔｅｒｍｅｄｉ
ｕｓ）等５种，中间黄颡鱼仅分布于珠江水系及海南岛，其他４
种均广泛分布于长江水系［１－２］。随着市场对黄颡鱼需求的增

大，其养殖规模不断扩大，随之出现鱼种混杂，品种退化现象，

主要表现在生长速度变慢、抗病力及抗逆力降低等方面。从

良种选育、养殖和种质资源保护角度考虑，亟须提供一种有效

的方法来鉴别这些物种，并研究其遗传多样性。

序列相关扩增多态性（ＳＲＡＰ，ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）分子标记是由美国加州大学蔬菜系 Ｌｉ等于
２００１年提出［３］，该标记具有简单、高效、高共显、高重复、易测

序等优点［４－５］，广泛运用于物种遗传多样性、品种鉴定和亲缘

关系的研究当中。本研究从分子水平角度，应用 ＳＲＡＰ分子
标记技术来鉴别黄颡鱼属５个种，并探讨它们的遗传多样性
及其亲缘关系，为黄颡鱼属种质资源保护和开发利用提供理

论资料［６－７］，对黄颡鱼渔业资源的可持续发展具有十分重要

的科学指导意义。

１　材料与方法

１．１　样品采集
２０１１年６月至２０１２年９月，从江西鄱阳湖和广东西江野

外采得鱼类（表１），并应用传统形态学方法将它们逐一进行
分类。

表１　黄颡鱼属鱼类采样信息

物种
样本数

（尾）

体长

（ｍｍ） 地点

普通黄颡鱼（ＰＴ） ５０ １０２．９１～１５９．３４ 江西鄱阳湖

瓦氏黄颡鱼（ＷＳ） ３５ １００．１５～１８２．７７ 江西鄱阳湖

长须黄颡鱼（ＣＸ） ４２ ９６．９１～１６３．６５ 江西鄱阳湖

光泽黄颡鱼（ＧＺ） ７０ ９１．７６～１２０．２２ 江西鄱阳湖

中间黄颡鱼（ＺＪ） ８ ８．１２～１０．２５ 广东西江

１．２　基因组ＤＮＡ
每个物种随机选取４尾，共２０尾样品。取背部肌肉，采

用苯酚－氯仿法提取基因组ＤＮＡ［８］。
１．３　ＳＲＡＰ引物来源

由表２可知，ＳＲＡＰ引物序列，将上游引物与下游引物交
叉组合得到６４对ＳＲＡＰ引物，按照简写上下游序号原则进行
命名，如上游２号引物 ｍｅ与下游３号引物 ｅｍ组合而成的
ＳＲＡＰ引物命为ｍ２ｅ３。

表２　ＳＲＡＰ引物序列

序号 上游引物 序号 下游引物

ｍｅ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ｅｍ１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＡＡＴ
ｍｅ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ｅｍ２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＴＧＣ
ｍｅ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ ｅｍ３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＧＡＣ
ｍｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ ｅｍ４ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＴＧＡ
ｍｅ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ ｅｍ５ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＡＡＣ
ｍｅ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ ｅｍ６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＧＣＡ
ｍｅ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＣ ｅｍ７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＣＡＡ
ｍｅ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ ｅｍ８ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＣＴＧＴ

１．４　ＰＣＲ扩增和电泳检测
２０μＬＳＲＡＰ的 ＰＣＲ扩增体系含：１００ｎｇ／μＬ模板 ＤＮＡ

１．０μＬ，５０μｍｏｌ／Ｌ上下游引物各０．０６μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ
（Ｍｇ２＋）２．０μＬ，２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１．６μＬ，５．０Ｕ／μＬＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶 ０．２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１５．０８μＬ；ＰＣＲ反应条件为：
９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，３５℃退火１ｍｉｎ，７２℃
延伸２ｍｉｎ，５个循环；９４℃变性１ｍｉｎ，５３℃退火１ｍｉｎ，７２℃
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延伸２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸７ｍｉｎ。采用６％的聚丙烯
酰胺凝胶电泳检测ＰＣＲ产物多态性。
１．５　数据统计分析

对着ＳＲＡＰ的ＰＣＲ扩增图谱，自下而上按迁移率不同排
列计数，无带则赋值为“０”，有带则赋值为“１”，建立不同
ＳＲＡＰ引物“０－１”矩阵表。应用软件包括 ＰＯＰＧＥＮＥ３２、
ＰＯＷＥＲＭＡＲＫＥＲＶ３．２５等不同软件处理、分析“０－１”矩阵
表数据，获得等位基因数（Ｎａ）、有效等位基因数（Ｎｅ）、等位基
因有效率（Ａ）、多态信息含量（ＰＩＣ）等遗传多样性指标。分别
应用 ＮＴＳＹＳ－ｐｃ２．０软件、ＵＰＧＭＡ程序计算遗传相似系
数［９］、聚类分析［１０］。

２　结果与分析

２．１　ＳＲＡＰ扩增结果
由６４对ＳＲＡＰ引物扩增结果获悉，４６对引物能成功扩

增，占引物总数的７１．９％。检测引物扩增的 ＰＣＲ产物，共获
得１７９条，每对引物扩增条带５～１５条不等，扩增片段介于
９０～５１０ｂｐ之间。由此可确定４６对引物是黄颡鱼属 ＳＲＡＰ
标记的有效引物。

　　选取其中条带清晰、多态性较高的１９对引物（表３）用于
分析。ＤＮＡ图谱（图１）清楚地显示了引物 ｍ２ｅ１、ｍ６ｅ５在２０
尾黄颡鱼样品特异性扩增产物所具有的多态性，相同引物下

扩增出的同种不同个体均能显示明显的相同特征性条带，体

现出种内差异较小；而同属不同种间条带差异明显，多态性

高，清晰地体现出黄颡鱼属５个种之间的差异。
表３　显示多态性高的１９对ＳＲＡＰ引物

序号 引物 上游引物 下游引物

１ ｍ１ｅ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＡＡＴ
２ ｍ１ｅ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＣＡＡ
３ ｍ２ｅ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＡＡＴ
４ ｍ２ｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＴＧＡ
５ ｍ２ｅ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＡＡＣ
６ ｍ２ｅ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＣＡＡ
７ ｍ３ｅ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＡＡＣ
８ ｍ３ｅ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＧＣＡ
９ ｍ３ｅ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＣＡＡ
１０ ｍ４ｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＴＧＡ
１１ ｍ５ｅ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＡＡＴ
１２ ｍ５ｅ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＧＣＡ
１３ ｍ５ｅ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＣＡＡ
１４ ｍ６ｅ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＴＧＣ
１５ ｍ６ｅ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＡＡＣ
１６ ｍ６ｅ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＧＣＡ
１７ ｍ６ｅ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＣＡＡ
１８ ｍ８ｅ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＡＡＴ
１９ ｍ８ｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴＴＴＧＡ

２．２　遗传多样性指标分析
１９对ＳＲＡＰ引物对黄颡鱼属５个物种２０尾样品进行扩

增，检测到１１８个等位基因，每个位点可扩增出的等位基因数
为４～８个不等，平均数为６．２个，大小在９０～５１０ｂｐ之间，
计算出有效等位基因数。由表４可知，有效等位基因数等位
基因有效率、多态信息含量等平均数值分别为 ５．３４８６、
０．８３４２、０．７６６７。由表５可见，除中间黄颡鱼外的４个物种
Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数均较高，特别是长须黄颡鱼高达０．６８３９。
上述数据都是反映遗传多样性的指标，其数值越大，说明基因

丰富度越高。

２．３　黄颡鱼属各种聚类分析
由图２可知，根据ＰＣＲ产物的多态性和聚类分析结果，５

种黄颡鱼间遗传相似系数范围为０．５００～１．０００，这说明黄颡
鱼属各物种间具有较大的遗传差异性。其中，不同物种间遗

传相似系数低，同一物种间遗传相似系数高，说明亲缘关系

近。根据材料间的遗传相似系数对黄颡鱼属进行聚类分析，

在遗传相似系数为０．５０水平时，可将瓦氏黄颡鱼与其他物种
区分开；在遗传相似系数为０．５６水平时，可明确地将光泽黄颡

鱼与其他３个物种区分开来；在遗传相似系数为０．６４的水平
下，可将普通黄颡鱼与长须黄颡鱼、中间黄颡鱼分开；随后在

０．７２水平时，长须黄颡鱼和光泽黄颡鱼分为２类。综合来说，
供试的黄颡鱼属５个物种相似系数不高，遗传距离相对较远，
分属于不同种。１９对ＳＲＡＰ引物所构成的各物种的特异性谱
系，能够为黄颡鱼属各物种提供更准确的分子水平上的鉴定。

３　讨论

ＳＲＡＰ作为一种新型的分子标记技术，不需要像 ＲＡＰＤ、
ＳＳＲ标记那样花费大量人力和时间进行引物设计开发，重复
试验结果稳定，ＰＣＲ扩增所需求的 ＤＮＡ质量要求低，最为重
要的一点是 ＳＲＡＰ标记稳定且多态性可与 ＡＦＬＰ标记相媲
美［１１－１２］。本试验利用了１９对ＳＲＡＰ引物对黄颡鱼属进行遗
传多样性研究，结果显示５种黄颡鱼遗传多样性处于较高水
平。相对于其他几个物种而言，中间黄颡鱼的多样性指数偏

低，原因可能是广州西江采样点为经济高度发达区域，环境污

染、过度捕捞等人为干扰比较严重，而其余４个物种都采于生
态环境较好的鄱阳湖，物种受到破坏程度相对较小［１３］。

—３９—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１０期



表４　１９个ＳＲＡＰ引物扩增数据统计结果

引物
等位

基因数Ｎａ
有效等位

基因数Ｎｅ
等位基因

有效率Ａ
多态信息

含量ＰＩＣ

ｍ１ｅ１ ８．００００ ６．８１１３ ０．９５００ ０．８３６２
ｍ１ｅ７ ４．００００ ４．００００ ０．４０００ ０．７０３１
ｍ２ｅ１ ７．００００ ６．４８００ ０．９０００ ０．８２６５
ｍ２ｅ４ ５．００００ ４．５０００ ０．６０００ ０．７４３８
ｍ２ｅ５ ５．００００ ３．６２９６ ０．７０００ ０．６８５３
ｍ２ｅ７ ７．００００ ６．１６４４ ０．７５００ ０．８１６４
ｍ３ｅ５ ４．００００ １．９２３１ １．００００ ０．４５００
ｍ３ｅ６ ６．００００ ６．００００ ０．６０００ ０．８１０２
ｍ３ｅ７ ５．００００ ４．１７３９ ０．６０００ ０．７２５４
ｍ４ｅ４ ６．００００ ４．５７１４ ０．８０００ ０．７５４４
ｍ５ｅ１ ８．００００ ８．００００ ０．８０００ ０．８６１３
ｍ５ｅ６ ８．００００ ７．１４２９ １．００００ ０．８４４２
ｍ５ｅ７ ８．００００ ７．６１９０ １．００００ ０．８５４１
ｍ６ｅ２ ６．００００ ５．００００ １．００００ ０．７７１６
ｍ６ｅ５ ６．００００ ５．００００ １．００００ ０．７７１６
ｍ６ｅ６ ６．００００ ５．３３３３ ０．８０００ ０．７８６１
ｍ６ｅ７ ６．００００ ５．００００ １．００００ ０．７７１６
ｍ８ｅ１ ７．００００ ５．５５５６ １．００００ ０．７９７８
ｍ８ｅ４ ６．００００ ４．７１９０ ０．９５００ ０．７５７３
平均数 ６．２１０５ ５．３４８６ ０．８３４２ ０．７６６７

表５　黄颡鱼属的Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数

物种 信息指数

普通黄颡鱼 ０．６２０２
瓦氏黄颡鱼 ０．６５４６
长须黄颡鱼 ０．６８３９
光泽黄颡鱼 ０．６５１５
中间黄颡鱼 ０．５７６４

　　对１９６个扩增条带构建的各物种特异性谱系，虽然能够
用于对黄颡鱼属幼苗和幼鱼的鉴别，但是由于 ＳＲＡＰ引物扩
增出的条带较多，需通过多对引物扩增检测才能对黄颡鱼属

进行区分，这将浪费大量人力、物力，如果将 ＳＲＡＰ转化为
ＳＣＡＲ标记能够克服这一缺点［１４－１７］。丁炜东等通过ＳＲＡＰ方
法对３种草鱼基因组进行分析，设计了３对ＳＣＡＲ引物，其中
ＳＣＡＲ１能够区分人工养殖和野生草鱼种群［１８］。由此可见，将

ＳＲＡＰ标记转化为ＳＣＡＲ标记后，其特异性和稳定性均大幅度
提高，可以更方便快捷地应用于相似物种的鉴定。

!

科鱼类的分类系统一直比较混乱，在属的划分上还存

在许多争议，黄颡鱼属亦如此。肖调义等对洞庭湖４种黄颡
鱼的生态学特征和遗传多样性的 ＲＡＰＤ分析结果表明，长须
黄颡鱼与瓦氏黄颡鱼具有较近的亲缘关系，而光泽黄颡鱼与

普通黄颡鱼关系较近［１９］，与本研究结果相反。ＳＲＡＰ聚类结

果表明普通黄颡鱼和长须黄颡鱼关系相近，光泽黄颡鱼与瓦

氏黄颡鱼关系相近，这与丁言伟对黄颡鱼属分子系统发育研

究结果［２０］相近；与赵哲霞等的 ＳＳＲ分析结果［９］略有不同，主

要原因可能在于普通黄颡鱼和瓦氏黄颡鱼之间的位置调换

了，各物种种内遗传差异与ＳＳＲ分析相比较小。其可能的原
因在于ＳＳＲ引物设计是根据普通黄颡鱼相关序列设计的，扩
增出来的多态性条带相对于其他物种较多；而 ＳＲＡＰ分子标
记是通过独特的引物设计对ＯＲＦｓ进行扩增。

基因组ＤＮＡ不同区域进化速率相差很大，而分子标记是
根据特定序列设计引物进行扩增检测来解决所研究物种的亲

缘关系和系统发生，结果肯定存在差别。至于选取那种方法

得出的结论最准确、具有更高的可信性都还没有定论，需要之

后进一步研究比较。
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洋葱不同组织 ＲＮＡ提取方法比较分析
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　　摘要：探讨洋葱不同组织总ＲＮＡ提取的最优方法，以期为今后开展洋葱的分子生物学研究奠定基础。以洋葱品
种Ｗ４７０发育旺盛时期的叶片、根、鳞茎为材料，比较ＴａＫａＲａ试剂盒法、ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒法、ＴＲＩｚｏｌ法、ｐＢＩＯＺＯＬ法等
４种ＲＮＡ提取方法提取洋葱ＲＮＡ的效果。凝胶电泳结果显示，除了 ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒法不能提取洋葱根的总 ＲＮＡ，
其他方法在洋葱不同组织中均可提取到不同质量的ＲＮＡ。对不同方法提取洋葱ＲＮＡ浓度、纯度进行检测发现，ＴａＫａ
Ｒａ试剂盒法提取洋葱叶片的总 ＲＮＡ浓度为 ３４２．３１μｇ／ｇ，ｐＢｉｏｚｏｌ法提取洋葱鳞茎、根的总 ＲＮＡ浓度分别为
１１１９．３９、１７１．８５μｇ／ｍＬ。经ＲＴ－ＰＣＲ验证，ＴａＫａＲａ试剂盒法提取的洋葱叶片总ＲＮＡ、ｐＢＩｏｚｏｌ法提取洋葱鳞茎、根的
总ＲＮＡ均成功扩出洋葱β－ａｃｔｉｎ基因片段。由结果可知，ＴａＫａＲａ试剂盒适合提取洋葱叶片的总ＲＮＡ，ｐＢＩＯＺＯＬ法适
合提取洋葱鳞茎、根的总ＲＮＡ且质量能够满足后续试验要求。
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　　洋葱（ＡｌｌｉｕｍｃｅｐａＬ．）为百合科葱属２年生蔬菜，在我国
已广泛栽培，并作为主要的出口蔬菜品种之一［１］。洋葱不仅

可以作为蔬菜和调味品，而且因其糖类、硫化物含量丰富，从

而具有降“三高”、降低和预防血栓形成风险以及预防心肌梗

塞等功效。此外，洋葱还含有特殊的营养物质槲皮素，能抑制

癌细胞活性、阻止癌细胞生长、预防癌症［２］。

ＲＮＡ是一种重要的遗传信息分子，提取高质量 ＲＮＡ是
进行定量ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交和ｃＤＮＡ文库构建等
相关研究的前提条件［３－５］。目前有许多提取植物 ＲＮＡ的方
法，例如ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法、Ｔｒｉｚｏｌ法等，但针对洋葱不同组织
的ＲＮＡ提取研究却鲜有报道。黄钰等对分蘖洋葱叶片 ＲＮＡ
提取方法进行比较和分析［３，６］。由于洋葱各种组织，尤其是

叶片、鳞茎中含有丰富的多糖等次生代谢物，而且多糖会抑制

酶的活性［７］，导致洋葱高质量 ＲＮＡ的提取受到制约。此外，
由于洋葱不同组织内含物成分不尽相同，在具体操作过程中

对ＲＮＡ提取方法的要求也不一样。本试验通过对 ＴａＫａＲａ
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