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张家口坝上高背鲫鱼ＲＡＰＤ遗传多样性研究

韩青动１，　吴江立２，　陈　力３
（１．河北农业大学 海洋学院，河北 秦皇岛０６６００３；

２．河北大学 生命科学学院，河北 保定０７１００２；

３．河北省海洋与水产科学研究院，河北 秦皇岛０６６００５）

摘要：采用ＲＡＰＤ技术从４０个随机引物中筛选出１７个引物对张家口坝上高背鲫鱼水泉淖群体的遗传多样性

进行研究，结果共检测出７１个位点，其中多态位点２５个，多态位点比例（Ｐ）为３５．２％，平均每个引物提供的标

记为４．２个；利用ＮＴｓｙｓｐｃ２．１软件获得该水库野生鲫鱼群体２０个个体间的遗传距离，个体间遗传距离（Ｄ）在

０．００７　２～０．１４０　７之间，平均为０．０６３　５；个体间遗传相似系数（Ｓ）在０．８５９　３～０．９９２　８之间，平均遗传相似系数

为９３．６５％；研究表明，张家口坝上野生高背鲫鱼群体由于环境封闭，没有外来品种引起的杂交现象，基因纯和

程度较高，种群内遗传多样性低。
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　　遗传多样性是种群遗传结构变化的信息参数。

通过对其进行研究可以为鱼类基因多样性的保护，

防止鱼类天然基因库的破坏，保护鱼类种质资源，提
供理论依据。目前ＲＡＰＤ技术在鱼类遗传图谱构

建、种质鉴定等方面得到广泛应用［１　１４］。

张家口坝上高背型鲫鱼，俗称“高背鲫”，是名贵
的土著鱼类品种，与普通鲫鱼相比，体高与体长比明
显大，头小，尾柄短。该鲫鱼生长速度快、抗病力强、

个体较大、肉质鲜美，且对生态条件适应性强，具有
耐寒、耐低氧、食性广、繁殖力高等特点，能自然
繁殖，群体数量补充快、可塑性强，主要分布在海
拔１　４００ｍ以上的河流、淖泊等天然水体及部分水
库，是自然形成的三倍体鲫鱼，品种性状稳定，是一
种优质的增养殖品种。目前国内外对张家口坝上野
生高背鲫鱼的相关研究报道较少，只有少量生物学

测量及养殖方面的研究报道［１５　１６］，本文采用ＲＡＰＤ
技术对张家口坝上野生高背鲫鱼种群的遗传多样性

进行分析研究，为该鲫鱼的种质资源评价和开发利
用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

试验鲫鱼取自张家口沽源县水泉淖。

试剂：４０条引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，ＰＣＲ
所用试剂购自ＴａＫａＲａ公司

１．２　方法

１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取　将肌肉组织放入灭
过菌的匀浆器中，每２５～５０ｍｇ组织中加入１ｍＬ
ＤＮＡｉｓｏ　Ｒｅａｇｅｎｔ；使用匀浆器反复匀浆，直至没有
明显块状组织沉淀；将裂解液转移至离心管中；组织
裂解液经１０　０００×ｇ室温离心１０ｍｉｎ，将上清液转
移至新的离心管；加入ＤＮＡｉｓｏ　Ｒｅａｇｅｎｔ　１／２体积量
的无水乙醇，反复颠倒混匀１～３ｍｉｎ，４　０００×ｇ室
温离心２ｍｉｎ沉淀ＤＮＡ；缓慢地沿着离心管壁加入

１ｍＬ７５％的乙醇，１２　０００×ｇ离心５ｍｉｎ后小心弃
去乙醇；将除去乙醇后的基因组ＤＮＡ沉淀在室温
下干燥５～１５ｓ，缓慢加入适量的灭菌双蒸水溶解基
因组ＤＮＡ，最后保存于－２０℃。

１．２．２　ＲＡＰＤ分析　ＰＣＲ反应及其产物的检测：

ＰＣＲ扩增反应总体积为２５μＬ，含有２．５μＬ的１０×
ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　２μＬ，引物

１μＬ，Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶０．２５μＬ，模板ＤＮＡ　２μＬ，

灭菌双蒸水１７．２５μＬ。ＤＮＡ扩增仪为ＢＩＯＥＲ　ＸＰ，

ＰＣＲ条件为９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，３６℃
退火４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，８个循环之后，９４℃变
性３０ｓ，３６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３２个循
环，ＰＣＲ产物以０．２％的琼脂糖电泳分离，Ｇｏｌｄｖｉｅｗ
染色，凝胶成像系统成像，观察并拍照。

ＲＡＰＤ引物的删选：随机引物采用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司Ｓ系列引物，经３次预试验选择扩增产物稳定，

重复性好的引物，用于所有鲫鱼的随机扩增多态性
分析。

１．２．３　数据处理　根据电泳图谱的条带分布情况，

用ＮＴｓｙｓｐｃ　２．１软件计算样品之间的遗传距离Ｐ，

任意２个个体或种群间的遗传相似率Ｓ根据遗传
距离来计算：Ｓ＝１－Ｐ 。

２　结果与分析

２．１　ＲＡＰＤ扩增结果

研究采用４０个１０ｂｐ的随机引物对该鲫鱼的

ＤＮＡ进行扩增，结果筛选出１７个引物能够得到清
晰、稳定和可重复的条带用于数据分析。试验中的

１７个引物共计扩增出７１条谱带，每个引物的扩增
带数为１～７条（表１），谱带大小在１００～２　０００ｂｐ
之间。

表１　随机引物序列及扩增结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ｒａｎｄｏｍ　ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｔｉｄｅ　ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ａｎｄ

ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

名称

Ｎａｍｅ
引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

带数

Ｎｏ．ｏｆ
ｂａｎｄｓ

名称

Ｎａｍｅ
引物序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

带数

Ｎｏ．ｏｆ
ｂａｎｄｓ

Ｓ０３ ＡＡＣＧＣＧＴＣＧＧ　 ５ Ｓ２３ ＣＡＧＣＧＡＣＡＡＧ　 １
Ｓ０７ ＡＣＡＴＣＧＣＣＣＡ　 ７ Ｓ２９ ＡＡＧＣＣＴＣＣＣＣ　 ５
Ｓ０９ ＧＧＣＡＴＡＣＣＧＡ　 １ Ｓ３１ ＧＴＧＡＣＣＴＣＡＧ　 ４
Ｓ１１ ＡＣＣＣＧＧＴＣＡＣ　 ５ Ｓ３２ ＧＴＣＧＡＴＧＴＣＧ　 ３
Ｓ１４ ＧＧＧＧＴＧＡＣＧＡ　 ６ Ｓ３４ ＴＣＣＡＣＧＧＡＣＧ　 ５
Ｓ１６ ＴＣＡＧＴＣＣＧＧＧ　 ２ Ｓ３６ ＣＴＧＴＣＣＡＧＣＡ　 ４
Ｓ１７ ＣＡＧＣＣＴＡＣＣＡ　 ４ Ｓ３８ ＣＴＧＡＡＧＣＧＧＡ　 ３
Ｓ２０ ＡＧＴＣＧＴＣＣＣＣ　 ５ Ｓ２２ ＧＧＧＡＣＧＴＴＧＧ　 ６
Ｓ２１ ＣＴＧＣＧＣＴＧＧＡ　 ５

２．２　高背鲫鱼的遗传相似性与遗传距离
本试验采用了１７个引物对２０尾高背鲫鱼进行

了遗传多样性的初步分析，１７个引物共扩增出７１
条带，部分引物的扩增条带见图１，平均每个引物提
供的标记为４．２个，其中多态位点数２５个，占总检
出位点数的３５．２％。

根据表２统计的平均值，该鲫鱼个体间遗传距离
在０．００７　２～０．１４０　７之间，平均遗传距离为０．０６３　５，
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平均遗传相似率为９３．６５％，在这２０尾鲫鱼中，遗传
相似率最大值和最小值分别为９９．２８％和８５．９３％。

多态位点多少即遗传相似率可以反映种群的遗传多

样性，而遗传距离则反映种群内亲缘关系的远近程

度，是从不同角度对种群遗传性状的研究。从多态
位点数和平均遗传相似率的初步分析看，鲫鱼种群
内的遗传多样性低，可能是由于所取的鲫鱼均来自
同一个水域，没有外来品种引起的杂交现象。

图１　高背鲫鱼种群的ＲＡＰＤ图谱

Ｆｉｇ．１　ＲＡＰＤ　ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ　ｏｆ　ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｃｒｕｃｉａｎ
表２　高背鲫鱼个体间的遗传距离

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｇｅｎｅｔｉｃ　ｄｉｓｔａｎｃｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ　ｃａｒｐ
１　 ２　 ３　 ４　 ５　 ６　 ７　 ８　 ９　 １０　 １１　 １２　 １３　 １４　 １５　 １６　 １７　 １８　 １９　 ２０

１　０．０００　０　０．９５２　３　０．９３９　４　０．９０３　５　０．９４３　２　０．９１８　４　０．９１０　９　０．９２６　１　０．９４７　５　０．９１３　３　０．９４１　７　０．９０６　１　０．９１６　４　０．９１３　３　０．９０１　１　０．９０１　１　０．９２４　３　０．９２６　１　０．９２８　０　０．９２２　９

２　０．０４７　７　０．０００　０　０．９２６　８　０．９５４　３　０．９６１　１　０．９５３　５　０．９３０　０　０．９４５　１　０．８９９　８　０．９６２　５　０．９４４　５　０．９５５　３　０．９２０　１　０．９６２　５　０．９３７　５　０．９５３　５　０．９４４　５　０．９２８　９　０．９７７　２　０．９７０　６
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３　讨论

多态位点多少即遗传相似率高低与群体遗传纯

度有一定关系，张家口坝上高背鲫鱼群体由于环境
封闭，没有外来品种引起的杂交现象，近亲繁殖，

基因纯和程度较高，种群内遗传多样性低也就不
足为奇。

遗传多样性与种群的适应能力、生存能力和进
化潜力密切相关，一般认为种群的遗传多样性越丰
富，其适应能力、生存能力和进化潜力就越大；遗传
多样性的降低可导致其适应能力、生存能力降低，物
种退化，极端情况下甚至威胁物种生存［１７　１８］，但三
倍体鲫鱼是其对特殊环境的一种适应结果［１９　２０］。
该试验鲫鱼是一种三倍体鲫鱼，其为适应张家口坝

上冬季冰封期长达５～６个月的高寒环境，进化出调
节生理活动的特殊机制（如在结冰１ｍ深的水面下
极其缺氧的环境条件下仍能存活；生长快；群体补充
迅速等等），封闭的环境使在特殊环境下进化得到的
优良品质得以保存。因此，在良种选育时可以利用
不同水域的品种进行基因的杂交优选，既保留原种
的优良品种，又能增加适应能力、生存能力。

本次调查发现，由于环境变化、过度捕捞等因
素，张家口坝上高背鲫鱼的资源量呈明显下降趋势，

群体组成出现低龄化现象，本研究为其遗传多样性
受多因素影响程度的分析研究提供了原始数据。为
了有效保护和合理利用张家口坝上高背鲫鱼的种质

资源，应采取适当措施，保护其幼鱼和产卵群体，使
该鱼自然资源尽快恢复。
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