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异源四倍体鲫鲤及其

原始亲本遗传变异的 RAPD分析

李建中, 鲁双庆, 刘少军, 刘正华, 张轩杰, 刘 筠
(湖南师范大学生命科学学院,湖南 长沙 410081)

摘要:在优化 RAPD检测条件的基础上,从 100 个随机引物中筛选出 60个扩增较好的引物对异源四倍体鲫鲤及

其原始亲本红鲫和湘江野鲤相互间扩增 DNA 片段的异同性进行比较研究。结果显示 , 6 0 个引物共产

生1 554条带, 单一引物扩增的 DNA片段数在 6~ 20 条之间, 片段大小在 200~ 3 500 bp 之间。遗传相似率分析

表明,异源四倍体鲫鲤与其原始母本红鲫的相似率为 69. 41% , 与其原始父本野鲤的相似率为 64. 47% , 说明异

源四倍体鲫鲤接受原始母本红鲫的遗传物质要多一些; 而红鲫和野鲤之间的相似率为 42. 18% , 说明两者的基

因组成有较大的相似性,从分子水平证实了红鲫和野鲤的远缘杂交具有较大的亲和性。在分析中, 还发现异源

四倍体鲫鲤有 4条非亲本带, 非亲本带谱率达 0. 72 % , 这些非亲本带可以作为异源四倍体鲫鲤特异性的分子

标记。
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RAPD analysis of genetic variation between the allotetraploid hybrid of

red crucian carp common carp and their original parents

LI Jian zhong , LU Shuang qing, LIU Shao jun, LIU Zheng hua, ZHANG Xuan jie, LIU Yun

( College of Life Science, Hunan Normal University , Changsha 410081, China)

Abstract: In this study, the random amplified polymorphic DNA( RAPD) technique was used to analyze the

genetic variation among the allotetraploid hybrid of red crucian carp ( Carassius auratus red var. , ) common

carp( Cyprinus carpio L. ) , red crucian carp and common carp. One hundred 10 nucleotide long random

primers were used in the RAPD analysis. Of these primers, 60 primers produced well amplif ied and reproducible

band patterns. There were 6 to 20 bands ranging in size from about 200 to 3 500 bp in the amplified products of

a single primer. After excluding bands that were not clearly identifiable, a total of 1 554 distinguishable fragments

were compiled for phylogenetic relationship analysis. The genetic similarity index of the amplif ied DNA bands

between the allotetraploid hybrid and their original maternal red crucian carp was 69. 41 % , and the genet ic

similarity index of the amplified DNA bands between allotetraploid hybrid and their original paternal common carp
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was 64. 47 % . The similarity index of the amplif ied DNA bands between red crucian carp and common carp was

42. 18 % . Moreover , 4 specif ic bands were found only in the allotetraploid hybrid, the non parentage bands

ratio of the allotetraploid hybrid was 0. 72 % . The results not only provided the specific molecular markers of the

allotetraploid hybrid , but also demonstrated that the allotetraploid hybrid inherited a little more genetic materials

f rom their original maternal red crucian carp than their original paternal common carp.

Key words: allotetraploid; red crucian carp; wild common carp; RAPD; similarity index

随机扩增多态 DNA技术( random amplif ied polymorphic DNA, RAPD)自 1990年诞生以来
[ 1]
, 已被广

泛应用于物种及种群的鉴定、亲缘关系的探讨、基因定位以及构建遗传图谱等
[ 2- 11]

。异源四倍体鲫鲤

群体是湖南师范大学和湖南湘阴县东湖渔场在红鲫和湘江野鲤的杂交后代中选育出来的四倍体鱼新种

群
[ 12- 13]

。运用RAPD技术对异源四倍体鲫鲤及其原始亲本红鲫和湘江野鲤进行遗传变异分析,不仅获

得了异源四倍体鲫鲤特异性的分子标记,而且为探讨鱼类远缘杂交的亲和性以及异源四倍体鲫鲤的起

源提供了分子生物学方面的证据。

1 材料和方法

1. 1 实验鱼

异源四倍体鲫鲤、红鲫和湘江野鲤均取自于湖南师范大学国家四倍体鱼种质资源保护基地,其中异

源四倍体鲫鲤为红鲫和湘江野鲤的杂交 F10。选取相同育龄的实验鱼各 1条提取基因组 DNA。

1. 2 方法

1. 2. 1 试剂和仪器

研究所用随机引物为上海 Sangon生物工程公司产品; Taq酶和 dNTPs为北京华美生物工程公司产

品。核酸蛋白测定仪为德国 Eppendorf 公司 Biophotometer, PCR 仪为美国 AB 公司的 GeneAmp PCR

System 2 700 ,凝胶成像分析系统为英国 UVP公司的 GDS 7 500 。

1. 2. 2 基因组 DNA的提取

参照夏德全等[ 4]的方法, 从实验鱼的尾静脉中取新鲜血液, 在血液中加入 1/ 6体积的酸性柠檬酸葡

萄糖溶液( ACD)作抗凝剂。将 50 L 全血加入450 L DNA抽提缓冲液( 10 mmol L - 1 Tris HCl, 5 mmol

L - 1 EDTA , 75 mmol L- 1 NaCl) ,混匀后依次加入 SDS和蛋白酶 K至终浓度为0. 5 %和200 ng mL- 1,然

后于 55 消化过夜;随后用苯酚、氯仿和异戊醇( 25 24 1)抽提, 将所得上清液加入 2. 5 mol L- 1 NaCl

(终浓度为 0. 2 mol L - 1)和预冷的 2倍体积的无水乙醇沉淀,用大口径的 Tip头将沉淀挑出, 70 % 乙醇

漂洗 2次后在室温下自然干燥, 待乙醇挥发后溶于 200 L 的灭菌双蒸水中, 置 4 冰箱备用。在核酸蛋

白测定仪上测定其纯度, 电泳估计其分子量。

1. 2. 3 RAPD检测

RAPD反应的总体积为 25 L,内含 2. 5 L l0 缓冲液, 2. 5 L 25mmol L- 1 MgCl2, 5 L 1. 0mmol

L - 1 dNTP, 1 L 引物 (约 15ng) , 1. 5 U 的 Taq 酶, 50~ 100 ng 核 DNA。RAPD 反应的扩增程序参照

Williams等[ 1]的方法, 94 预变性 4min,然后循环 40次( 94 , 1 min 36 , 1 min 72 , 2min) , 最后

72 延伸 10min。扩增产物在 1. 4 % 琼脂糖凝胶上(含 0. 5 g L - 1溴化乙锭)进行电泳, 用GDS 7500凝

胶成像分析系统进行扫描和分析。

1. 3 分析方法

统计时仅记录清晰稳定的扩增条带,根据 Lynch [ 14]提出的相似率分析公式进行数据分析。相似率
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Sxy= 2N xy / ( Nx + N y) 其中N xy表示个体x 和y 之间共有的DNA扩增片段的数目, Nx 和N y 分别是个体x

和 y 的DNA扩增片段的数目。用公式 D= 1- S 计算群体间的遗传距离。

2 结果

2. 1 RAPD扩增的结果

在所使用的 100个随机引物中,有 60个引物(引物序列见表 1)的扩增效果良好,每个引物在每种鱼

中均能扩增出 6~ 20条稳定清晰的条带, 扩增片段长度大多在 200~ 3 500 bp之间。筛选出的 60个引物

共产生1 554条带,其中异源四倍体鲫鲤、红鲫和野鲤分别扩增出 563、483和 508条带,平均每个引物可

扩增出9. 38、8. 05和 8. 47条带。

表 1 筛选出的随机引物及其序列

Tab. 1 Selected primers and their sequence

引物
primer

序列( 5 3 )
sequence

引物
primer

序列( 5 3 )
sequence

引物
primer

序列(5 3 )
sequence

S2 TGATCCCTGG S39 CAAACGTCGG S101 GGTCGGAGAA

S5 TGCGCCCTTC S47 TTGGCACGGG S102 TCGGACGTGA

S6 TGCTCTGCCC S48 GTGTGCCCCA S103 AGACGTCCAC

S7 GGTGACGCAG S51 AGCGCCATTG S104 GGAAGTCGGC

S8 GTCCACACGG S53 GGGGTGACGA S105 AGTCGTCCCC

S10 CTGCTGGGAC S54 CTTCCCCAAG S107 CTGCATCGTG

S12 CCTTGACGCA S61 TTCGAGCCAG S108 GAAACACCCC

S17 AGGGAACGAG S62 GTGAGGCGTC S109 TGTAGCTGGG

S18 CCACAGCAGT S64 CCGCATCTAC S112 ACGCGCATGT

S20 GGACCCTTAC S65 GATGACCGCC S113 CACGCCACAC

S27 GAAACGGGTG S66 GAACGGACTC S114 ACCAGGTTGG

S28 GTGACGTAGG S67 GTCCCGACGA S115 AATGGCGCAG

S29 GGGTAACGCC S68 TGGACCGGTG S118 GAATCGGCCA

S30 GTGATCGCAG S70 TGTCTGGGTG S120 GGGAGACATC

S31 CAATCGCCGT S71 AAAGCTGCGG S121 ACGGATCCTG

S32 TCGGCGATAG S73 AAGCCTCGTC S122 GAGGATCCCT

S35 TTCCGAACCC S74 TGCGTGCTTG S123 CCTGATCACC

S36 AGCCAGCGAA S75 GACGGATCAG S129 CCAAGCTTCC

S37 GACCGCTTGT S79 GTTGCCAGCC S130 GGAAGCTTGG

S38 AGGTGACCGT S80 ACTTCGCCAC S134 TGCTGCAGGT

2. 2 异源四倍体鲫鲤、红鲫和野鲤之间的遗传相似率和遗传距离

从扩增的结果来看(图1) ,异源四倍体鲫鲤既有和原始母本红鲫相同的条带, 也有和原始父本野鲤

相同的条带。其中异源四倍体鲫鲤和红鲫共有的 DNA 片段为 363 条, 和野鲤共有的 DNA 片段为 341

条,而红鲫和野鲤相互间共有的DNA片段为209条。统计分析表明(表2) ,异源四倍体鲫鲤和红鲫的相

似率为 69. 41 %, 和野鲤的相似率为 63. 87 %, 说明异源四倍体鲫鲤与原始母本红鲫的相似性稍大一

些。而红鲫和野鲤之间的相似率相对较小, 为 42. 18 % ,这种相似率的差异与红鲫和野鲤同为鲤科鱼

类但不同属的亲缘关系是一致的。

2. 3 异源四倍体鲫鲤、红鲫和野鲤三者之间共有的 DNA 扩增片段

在检测中我们发现, 筛选的60个随机引物中有 49个引物的扩增产物可以看到 1~ 6条由异源四倍

体鲫鲤、红鲫和野鲤相互间共有的 DNA扩增带。三者之间共有的DNA扩增片段多达 102条,占所有扩

增片段总数的 6. 56 % 。这些共有的DNA扩增片段可能是异源四倍体鲫鲤、红鲫和野鲤 3种不同的鲤
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科鱼类之间的相同遗传物质部分。
表 2 异源四倍体鲫鲤、红鲫和野鲤之间的遗传相似率和遗传距离

Tab. 2 Genetic similarity index and genetic distances among allotetraploid, red crucian carp and wild common carp

样 品 sample 异源四倍体 allotetraploid 红 鲫 red crucian carp 野鲤 common carp

异源四倍体 allotetraploid

红 鲫 red crucian carp

野 鲤 common carp

563

0. 3059

0. 3613

0. 6941

483

0. 5882

0. 6387

0. 4218

508

注:表中对角线以上的数字表示遗传相似率,对角线以下的数字表示遗传距离,对角线上的数字表示总RAPD 带数

Notes: f igures above the diagonal represent the genetic similarity index , below the diagonal represent the genetic distances and f igures on the

diagonal represent total of RAPD bands of each f ish

2. 4 异源四倍体鲫鲤特有的 DNA扩增片段

在检测中, 还发现有的引物在异源四倍体鲫鲤中扩增出非亲本带,即这些带是原始亲本红鲫和野鲤

都没有的, 是异源四倍体鲫鲤所特有的。经过多次重复和设置阴性对照实验, 发现在 60个引物的扩增

产物中有4个引物扩增的一些片段是异源四倍体鲫鲤所特有的,非亲本带谱率达0. 72 % 。如图1中的

S39引物就扩增出了 1条大小为 1 259 bp的特有片段, 根据夏德全等的方法命名[ 4, 11] , 将此片段称为

S391259。另外,引物 S8、S28、S121分别扩增出了 1条片段大小为 900~ 1 600 bp的非亲本带。这 4条非

亲本带可以作为异源四倍体鲫鲤的特异性分子标记。

图 1 引物 S36、S37、S38、S39 对 3种模板的 RAPD 扩增图谱

Fig. 1 RAPD patterns of allotetraploid, red crucian carp and

wild common carp produced by primers S36, S37, S38 and S39

注:黑色箭头表示 3种鱼相互间共有的DNA扩增带,白色箭头表示异源四倍体鲫鲤特有的带, 1、2、3分别

代表异源四倍体鲫鲤、红鲫和野鲤

Notes: the black arrow s showing the shared DNA bands among allotetraploid ( 1 ) , red crucian carp ( 2) and wild

common carp( 3) , white arrow show ing the specif ic DNA band of allotetraploid

3 讨论

日本学者认为, 鲫鲤杂交子一代的雄性是完全不育的[ 15] ,而刘筠等在红鲫和湘江野鲤的杂交子一

代( F1)的雄性中发现了 4. 67 % 完全能育型个体[ 16] ,并用 F1 自交获得了 F2, F2 自交又产生了 F3, 在 F3

中发现了雌雄可育的四倍体鱼, 而且它们能自然繁殖, 目前已经繁殖到 F12。通过染色体数目、核型和

DNA含量以及红细胞核大小等方面的实验, 一致证实 F3 以后为遗传性状稳定的四倍体鱼
[ 12, 13, 17, 18]。

异源四倍体鲫鲤种群的获得, 不仅有力地证明了松井佳一等提出的鲫鲤杂交后代雄性完全不育的理论

不能继续存在, 而且填补了国内外在脊椎动物中没有发现直接形成异源四倍体群体的空白[ 12]。关于鱼
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类远缘杂交的不亲和性, 王祖熊等
[ 19]
认为, 鱼类属间杂交不亲和性产生的重要原因是双亲基因组间的

矛盾,并提出染色体组相似者亲和性较大。虽然红鲫和野鲤属于鲤科鱼类中两个不同的属,但是从红鲫

和野鲤两者的基因组来看,两者的染色体数目均为 100, 而且两者的染色体组型基本相同, 所以红鲫和

野鲤的杂交具有较大的亲和性。龙良启等[ 6]认为,在群体遗传研究中, 一级亲缘关系的相似系数在 0. 5

左右。本实验用 RAPD技术对异源四倍体鲫鲤和它们的原始亲本红鲫和野鲤进行的遗传变异分析表

明,红鲫和野鲤的相似系数为 0. 4218,接近 0. 5, 进一步从分子水平上证明红鲫和野鲤亲缘关系较近,基

因组成有较大相似性,因而在杂交中具有较大的亲和性。

从RAPD的分析结果可以看出, 异源四倍体鲫鲤和原始母本红鲫的相似率稍大一些,说明异源四倍

体鲫鲤接受原始母本的遗传物质要多一些,这样它的生长发育过程受到原始母本红鲫的影响可能大一

些,这与异源四倍体鲫鲤个体较小、生长速度缓慢的性状分析结果是一致的[ 18]。当然生物的性状是基

因协同表达的综合效应, 由于异源四倍体鲫鲤同时也接受了原始父本野鲤的许多遗传物质,所以它的绝

大部分形态性状如脊椎骨、下咽齿、鳃耙和侧线鳞数目等介于红鲫和野鲤之间[ 18]。通过RAPD 分析,一

方面说明, 红鲫和野鲤杂交后代的遗传物质并非均等来自原始双亲,而是偏向于原始母本红鲫; 另一方

面也从分子水平上证明了这种四倍体鱼是异源四倍体,而不是同源四倍体,它们是通过杂交而来的,而

不是通过雄核发育或雌核发育而来的。另外,叶玉珍和吴清江
[ 20]
获得的人工四倍体鲤鲫也是通过人工

复合三倍体鲤鱼作母本和红鲫作父本杂交产生的。由此可以推测, 自然界中某些天然多倍体的形成可

能是通过远缘杂交而产生的。

研究结果还发现,异源四倍体鲫鲤具有 4条非亲本带, 经过多次重复和对照实验, 排除了样品或试

剂污染产生假带的原因, 因此,这些带可以作为异源四倍体鲫鲤的特异性分子标记。异源四倍体鲫鲤具

有的非亲本带可能是由于红鲫和野鲤染色体之间的交换重组而产生的,也有可能是由于异源四倍体鲫

鲤的基因组发生变异而产生的。因为异源四倍体鲫鲤染色体数目加倍( 4N= 200)以后,基因数目增多,

而基因数目增多则为基因的变异和新基因的产生提供了基础[ 12]。异源四倍体鲫鲤所特有的这些 DNA

扩增片段究竟是如何产生的, 还有待于今后进一步研究。
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