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摘要
:

利用 R A I
〕
D 技术定量分析了快速近交 (全同胞近交

,

雌核发育 )对团头鱿养育群体遗传结构的影响
。

经

群体遗传学分析软件 A R L EQ UIN 对 RA PD 图谱计算
,

在实测 17 1 个位点中
,

系统选育 7 代群体(B )
、

全同胞近

交 4 代群体(风)及雌核发育 2 代群体(q )的多态位点个数从大到小依次为 R (1 33) > 乳(1 17 ) > q (l 伪) ;位点

基因多样性从大到小依次为 B (0
.

30) > 风(0
.

2 8 ) > q (0
.

24 ) ;根据这两个指标
,

一代雌核发育对基因纯合的影

响力度为一代全同胞交配的 3
.

3 倍和 6 倍
。
3 群体的群体内方差 百分比为 邵

.

10 %
,

群体间方差百分比为

16
.

叩 %
,

固定性系数 式
,

(0
.

16 9 )的 尸 < 0
.

01
,

遗传差异极显著
,

证明同选育群体相 比
,

近交群体的基因型发生

了明显异化
。

通过试验估算的近交系数值低于理论上的近交系数值
,

应是环境影响的存在和作用所致
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近交
,

即近亲交配
,

指彼此有亲缘关系的个体 状(如繁殖和存活 )的群体平均值的降低以及隐性

之间的交配工
‘,

。

在近亲交配过程中
,

经常出现 以 有害基因的表达
,

也就是养殖过程中常见 的近交

下两种负面现象川
:
¹ 与适应性 ( fi tu es s )相关的性 衰退 ;º导致基因频率的变化和稀有基因的丢失

,
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即群体遗传多样性的丧失
。

国内外对近交问题的

研究也主要集中在这两个方面
:

一是近交衰退
,

二

是基因纯合
、〕

许多学者都对近交的产生
、

结果以

及危害进行过不 同程度的研究 ):‘一 ‘“j ; 另一反面
,

有的育种学家提醒我们
,

近交对纯种的选育潜力

巨大 { ”
,

’“一
)

总之
,

近交对于遗传学 家和育种学家

是
·

个长期困惑的带有双刃剑性质的问题
。

时至

今 日
,

我们对近交的正面的和负面的影响
,

尤其

是遗传机理的认识 尚非常肤浅
,

水产动物种质资

源的保护及苗种生产的产业化发展迫切需要提高

有关认
一

识
,

以利 于制定有效的防范或利用措施
。

本实验选用
“

L海水产大学 团头鱿选育课题

组
”

育成的团头鱿浦江 1 号〔’3 履(E
》

)的后代(B )
,

以

及育科
‘

过程中建 立的两种育种材料 (全同胞近交

群体
,

雌核发育群体 )
,

这些群体都有较为完整的

家i普和繁效记录
,

使得对他们近交效应的研究成

为lJJ 能 实验 于
‘

段方 面则选用 随机扩增多态性

D NA (ra n d o m arn Plifi e d p o lym o 甲hie D N A
,

R A p D )

技术 通过对这些具有不同遗传背景的团头鱿群

体的遗传结构的研究
,

希望从 I抓 A 水平 了解他们

在华因型 卜的差异
,

并定量地分析不同近交水平

所 浮致的杂合度 的变化
,

为鱼类种质的创新
、

养殖

群体 尤其是选 育群体的科学管理
,

以 及分子标记

辅助 台种提供理论依据

2 实验方法

基因 组 D N A 的提取 采用蛋 自酶 K

材料 与方法

1
.

1 实验材料

选育群体
,

是以 1呢5 一 19豁 年引进的原种为

奠基群
,

在数狱遗传理论指导下
,

群体选育与生物

技术集成获得的
“

浦江 1 号
”

良种 (玩 )的持续选育

的后代 (B )
,

简称 B

个同胞近交群体
,

是 19 89 年在选育群体第 3

代建 守的 1 对全同胞兄妹近交系
,

其子代均随机

留取
,

但仅 l 对鱼传代 本研究使用 的是全同胞

近交第 4 代
,

简称 s、

雌核发育群体
,

为 2( 功 年对团头鱿选育系第

厅代进行减数分裂雌核发育
,

200 2 年从雌核发育

群体中随机选取 一条成熟雌鱼再次进行减数分裂

雌核 发育的子代
,

即两代雌核发育鱼
,

简称 q
。

所有材料均取 自! 海水产大学南汇种质资源

实验场
,

每群体 随机取样 15 尾负
,

提取核 D N A
。

l() 碱基随机引物为 卜海
产

I:-工公司产品
,

共 20 个
、

化
,

酚 / 氯仿法 「“〕从新鲜或 一 20 ℃保存的鱼尾鳍提

取基因组 D NA
。

基 因 组 D N A 的 R A I〕l〕 分 析 参 少照

w illi am
sL’“」的方法 具体为

:

Pc R 反 应混合物 中

含 10 m m o l
·

L 一 ’ T r is
一

HC I
.

pHg
.

0
,

5 0 m m o l
·

L
一 ’

成 l
,

3
.

o
mm

o 一 L 一 ’ MgC 12
,

0
.

(x)l% 的明胶
,

()
.

1

m m o l
·

L
一 ’
每种 dNT p

,

引物浓度 为 0
.

2 2*。1 , ,I
·

L 一 ’,

约 12 5 n g 基因组 D N A
,

0
.

6 单位 7饭2 酶 (B io s ta r

产品 )
,

反应总体积 为 2 5 jll
,

加人 30 111 石蜡油
、

于 PE月名O PC R 扩增仪 卜反应
,

循环程序为
:

t)4 ℃

预变性 4 m in
,

接着叭 ℃ 4 5 5 ,

:36 ℃ 4 5 、 ,

72 ℃ 叩
S 。 4 5 个循环后

,

72 ℃延伸 l() m in 取 8 !tl 扩增

产物经 1
.

0 % 琼脂糖凝胶电泳
,

E B 染色于 Syn ge ne

凝胶成像系统中照相
、

分析
。

1
.

3 数据处理与分析

电泳获得的基 因组指纹图谱
,

在同
一

电泳迁

移位置土有扩增带 (显性 )的记为 l
,

没了J
‘

扛增带

(隐性 )的记 为 。
,

数据 经群体遗传 学 分析 软州
-

Ar leq uin 2
.

()网 处理
,

计算 3 个群体的多态位点数

(n u m b e r o f p o lym o rP hie site s)
,

成对 比较 井 异平均

数 (m e a n n u m b e r o f p airw is e d i讹re n e e 、) ’‘)
,

’丁 干时方

点基 l大I平 均 多样 性 (av e

ras
e g e n e d iv e rs ity ()v e r

lo ci)
‘“一 ‘“一; 并 用 这 一软件 进 行 分 广方 井 分析

(an alysss o f m o le e u lar V a‘a n e e
,

A MO V A )
,

iJ算群

体 I石J的遗传距离 (R eyn o ld s
’

d ista n c e ) ’‘, ,

不汗体 11,J

差异 显 著性通 过 固定 性 系 数 (fi xa ti on ind ex
,

从
,

) ‘5 判定
)

成对 比较差异平均数 (动 ,(), ’丁}

计算公式
:

一 人 ~

二 =

哥谷
尸

荆 (l)

式中 心表示由于 单倍型 i和 J 的分离出现突变数

目的估讨
一

K 表示 单倍型的数 11
,

尸
、

表示 单倍型

i 的频率
。

位点基因多样性 (二
n

) ’() 一 ’‘,
「

计算公式
:

艺艺尸尸冠
『

兀 一 =

一
一 (2 )

L
、一

‘

式中 L 表不位点数
,

余同式 (l )
_

遗传距离 (D )用 R eyn o 一d s
’

d ista n e e 公式 i}算
:

D = 一 in (1 一 P’c
,

) (:1)
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快速近交对团头鱿遗传结构的影响和近交效应的估算

式中 兀
,

为固定性指数 (fi x at io n in de x

)[
‘5〕

,

表示群

体间遗传分化程度
,

通过 A M〔〕V A 计算
。

2 结果

2
.

1 遗传多样性的变化

R A p D 实验共采用 45 个随机引物
,

选取其中

2 0 个谱带清晰
,

重复性佳的引物
。

引物序列如表

1
。

以这些 引物 的实验结 果分析
,

分析结果如表

2
。

多态位点数
、

成对比较差异平均数及位点基因

多样性 3 个指标均一致表明
,

选育群体 (卜)的遗

传多样性高于全同胞近交群体(54 )和雌核发育群

体(q )
,

而 q 群体的遗传多样性最低
。

2
.

2 群体间差异

从方差的百分 比(即对差异 的贡献率 )来看
,

群体间方差百分比达 16
.

90 %
,

群体内方差百分

比为 8 3
.

10 %
。

如表 3
。

经 t 检验
,

群体间方差组分 (:
。

)及 凡
,

的 尸 值

均小于 0
.

01
,

表明群体间差异极显著
。

表 1 稳定扩增的 10 碱基随机引物序列

Tab
.

1 撇Iu e
nce

s of th e s ta b ly 田1 1PI苗ed
r

an
‘10 11. 10

.
】砚沈 p r in le rs

引物序 号 5
,
一 3 序列 引物序号 5

厂 一 3 ,

序列

Pri m er no
.

5
,
一 3 ‘

Seq
u en e e

Pn me
r

NO
.

5 , 一 3
,
s e (Iu e n e e

58 G I C CA〔〕、C〔汇牙 53 3 C A G C A (:CC A C

5 13 们义二CC C C G C 】 S3 4 T (汀〔;T(〔TG 〔;

S 14 T〔!C G C r〔汗(兀 1 53 5 T T(!C G A A CCC

5 18 C C A〔冰CC 了、〔;T 54 1 A C (XX 义〕A A G C

SZ I C 了、〔议工!C (刃
,

】℃ Ssl A (托二以二CA T TG

52 3 A G TC A G C C
z、C 5 1的 IU T A G C f(张义〕

52 4 A A T (!(兀试〕(汗(3 5 1 13 ( ;A CG C CA C A C

52 5 A G (义 X〕1亡1’I’G S 133 G (五了1丫王( A (孙气A

52 8 G l( ;A C G T A〔K 3 5 2 (鱿1 C A A (;〔托兀几入〔玉A

53 2 TC〔汇汪1 1入T A G 5 2咫 A A C (义江: (二A C A

表 2 团头鱿选育群体 (尽 )
、

全同胞近 交群体 (S4 )和雌核发育群体 (q )的遗传多样性

T ab
.

2 (;e lle di ve rsi ty of se lec ted , 甲 u la ti on (妈 )
,

ful 卜si b inb
r ed po Plllati on (民)

,

幻, (唱e n es ls 侧甲u 】ati on (场 ) of 几介卯勿b朋
”a al nb lyc印h。阮

引物数
11 11 1】11〕e f o f

Pr lm e f S

实测基因位点数
o b se rv ed

n u n ll〕e r o f loc i

多态位点数
n u n ll〕盯 o f

po lymo rp hle s lte s

成对 比较差异平均数
n 】e田】n ll n lb e r o f

位点基因平均多样性
a ve l习g e 罗n e

Pai阴
se d ifl七I℃n c e s d ivers

lty o v e r

n le 出1 土 SE ) loc l(me an 士 SE )

沁
t

9 8 士 2 4
.

15 0
.

3 0 士 () ] 6

4 7
.

93 士 2 2
.

72 0
.

2 8 士 0
.

15

3了31
1.‘

1
选 育群体(R )

、eleeted l) 叹〕ula tlo n

个同胞近交群体(54 )

fo 11
一
s ib in b喇 po Pu la tio n

雌核发育群体(q )

gyn o g e n e sis 】” 1〕u la tio n
叨

.

56 士 19
.

2 8 0
.

2 4 士 0
.

13

表 3 团头鱿选育群体 (玛 )
、

全同胞近交群体 (凡)和雌核发育群体 (q )的分子方差分析

Ta b
.

3 z
抓4O V A of se lec ted 侧甲u l浦ons (玛 )

,

n山
一
si b in b r以I , 甲山a tio n (凡 ) 出

1(l

爵”峨〕g en es is 侧甲u lati on (q ) of 几众卯切b彻
刀a an 功乃

, c

ePI 川白

方
‘

差来源

so u rc e o f v田 l ation

白由度

df

平方和
su m o f Sq u

are
s

方差组分
v an an c e c o lnlx 〕nen ts

占总方差的百分 比

pe rc e n tag e o f v an at io n

群体间

alno
n g l℃p u la tjon s

群体内

们th in 」侧粗x lla tion s

4
.

72 9 (
, 夕。

)

2 3 2 44 (
: 。)

叨%

10 %

1内了l462

总和 to tal 7曲 6 7

固定性系数(6 x atio n In d e、) 卢
’ s = 0

.

1的

3 讨论

在动植物的养殖生产中
,

近交对生产力造成

负面影响远大于正面影响
。

在实验所用 3 个群体

中
,

两个通过快速近交手段产生的群体
,

即全同

胞近交群体(5 4 )和雌 核发育群体 (q )
,

可认为属

典型的近交群体
,

其近交效应必然在它们的基 因

型上有所反映
,

主要表现应是基因组纯合度的提
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关又汀受了又汪石开月00000们504q一253750阴阶00000

升
’

3 ,
·

“’〕 这 一提升有多大
,

其大小同近交方法有

何关系 ? 还有
,

许多研究者认为
,

由于环境因素的

影响
,

近交所导致 的杂合度的降低程度的理论计

算值往往 高于实际值〔““一纵
,

这一偏 差又有多 大

呢 ? 依据上述实验结果
,

作如下探讨
。

3
.

1 近交与基因纯合度

团头鱿选育群体 (耳)
、

全同胞近交群体 (5 4 )

和雌核发育群体(q )的多态位点个数从大到小依

次为 耳(1 33 ) > 凡(11 7) > q (106 ) ;位点基因多

样性从大到小依次为 E (0
.

30 ) > 风(0
.

2 8 ) > q

(20
.

24 )
,

两者 一致
,

证明全同胞累代交配或雌核

发育都能 导致基因组的快速纯合
。

本试验所用全

同胞近交群体
,

是 l呢9 年在选育群体第 3 代建立

的 l对个同胞兄妹近交 系
,

累代近交产生 的第 4

代
,

其 l呢9 基础群体 (F , )已不存在 ;雌核发育群

体
,

为 2似)年对团头鱿选 育系第 5 代进行减数分

裂雌核发育
,

其子代再次进行减数分裂雌核发 育

的 广代
,

其基础群体〔玩 )也 已不存在
。

故此
,

本实

验仍 以 卜 为对照
。

同 耳 相比
,

4 代全同胞近交共

使多态位点个数减少 了 12 %
,

平均每近交一代减

少 3 % ; 2 代雌核 发育共使多态位点 个数减少 了

2() %
, 、

犷均每雌核 发育 代减 少 10 % ;雌核发育
一

代对基因纯合的影响为全同胞交配 一代的 3
.

3

倍 在对位点墓 因多样性 的影响方面
,

平均每近

交 代使之减少 0
.

5 % ;
平均每雌核发育一代使

之减少 3 %
,

即雌核 发 育一代对基因纯合的影响

为个同胞交配一代的 6 倍
。

如果选育系从 B 到

民到 卜期问的遗传多样性也有所降低的话
,

则上

述数据 可能更大一止匕
。

3
.

2 近交系数的估算

近交系数是度量近交效应的主要指标之 一

找们在研究中发现
,

由于计算方法不同
,

所得近交

系数值会有较大差异
、

现就理沦近交系数和实际

近交系数的训算进行 讨论

(l )理沦近交系数的计算
:

个同胞近交者
: F , = l/4 (l 十 Z F , _ l + F , _ 2 ) ‘

雌核发 育者
: 式 = 1/ 2( 1 + F , 一 1 ) ’

式中 汽
_ }

、

F , _ 2
分别是 卜 1

、

卜 2 代的近交系数
,

F 二 l/2 刀
。 ,

N e
为繁育群体有效大小

。

储明星 [’}把 上面两类近交系数 同近交世代数

的关系整理如表 4 所示 :

表 4 全同胞繁育
、

自体受精繁育的近交 系数

与世代的关系
T a b

.

4 Re la tio llsh iP be t研伙n in b r eed illg eoe ffi e ien t

川】d ge ne
r a tion in 甸l

·sib b r et 泪 in g 出ld

se件fe rti li za tion b r eed ing
t廿代 全同胞近交 自体受精

gen e
rat io n fu ll

一 sib bl℃e(lin g se lt- fe rt 一]12爪lo n b rc ed ln g

{ ) o f)

在本实验所用 3 个群体中
,

全同胞近交群体

(5 4 )和雌核发育群体(q )是人为设计产生的近交

群体
。

若把减数分裂雌核发育视为近似 于自体受

精
,

则由上表
,

全同胞近交群体 4 代的理论近交系

数为 0
.

5叭
,

雌核发育群体 (q )的理论近 交系数

为 0
.

75 0
。

(2) 实际近交系数的计算
:

在没有人为选择等因素干扰情 况 卜
,

近 交系

数可通过平均杂合度计算
“‘飞 :

_ H
‘、
一 H

厂 =

一一H (-

式 表示第
乙
世代的近交系数 ; 私)

表小从础群体的实

测平均杂合度
; 私 表示 日计代的实测平均杂合度

则及以基因平均 多样性代林平 均 杂 合度
’几一

尽
、

5 4 及 q 的平均杂合度分别 为 0
.

:3()
、

()
.

2 8

0
.

2 4
〔、

假设 尽近似于 5 4 群体与 Gl 群体 的基础群

体
,

由此计算得 5 4 的实际近交系数为 F 二 0
.

(晰
,

是理论近交系数 (0
.

5 94 )的 11 % ; q 的实际近交

系数为0
.

20
,

是理论近交系数的 27 %

在鱼类
,

1 代雌 核发 育 的理 论近 交 系数 为
0

.

5 5 一 0
.

79
“5 一 “7〕

,

数值的大小 因负的种类 和实

验方法而有差异
。

T av e 2() 把 这一差异 吵!因 护减

数分裂雌核发育的细胞学机制的差异 本实验雌

核发育 二代 的理论近交系数是 0
.

7 5
,

实测近 交系

数是 0
.

2 5 ; R u m ba ll 等〔“8 」推测雌核 发育理论近交

系数为 0
.

75 时
,

实测近交系数为 0
.

6 5
、

对 于这种

理论讨
一

算值较高
,

而实测值较低的现象
,

Mitt( )n 州

等归其原因于 自然选择总是倾向 于杂合
。

也就是

说
,

由 于环境影响的存在和作用
,

近交所份致的杂

合度降低
,

会遭到一定程度 的缓冲
〔

在估算和J友

用近交系数时
,

环境影响要予以考虑
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