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摘要:利用 RAPD 技术对由美国引进的漠斑牙鲆( Paralichthy s lethostigma)养殖子一代群体

的遗传多样性进行了研究。实验用漠斑牙鲆鱼苗于 2004 年 10 月取自山东莱州大华水产有

限公司,共 24 尾,全长平均为 16. 6 mm 1. 99 mm。活体取其肌肉, 用高盐法抽提获得总

DNA, 琼脂糖电泳检测, Beckman DU 6100 型紫外分光光度仪定量后用随机引物进行 PCR

扩增,从 25 个随机引物中筛选出 11 个用于群体遗传学分析, 共获得 77 条清晰重复性高的

DNA 片段,大小在 100~ 2 000 bp 之间, 多态谱带比例和群体平均杂合度分别为 66. 23%和

0. 352 6。
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漠斑牙鲆 ( Paralichthy s lethostigma )隶属硬骨

鱼纲( O steichthy s)、鲽形目 ( Peuronetifo rmes)、牙鲆

科( P aralichthydae)、牙鲆属 (P aralichthy s) , 又称南

方牙鲆。该鱼原产于美国, 分布于美国大西洋沿岸

佛罗里达州北部沿海和墨西哥湾沿海, 为底栖鱼类,

是美洲众多鲆鲽鱼类中个体最大的一种[ 1, 2]。漠斑

牙鲆肉质细嫩、鲜美, 在美国、日本、韩国倍受消费者

青睐。而且该鱼具有食性杂、适盐广、生长快、抗病

力强、较耐高温和易活运等特点, 属优良的养殖鱼

类,美国自 20 世纪 90 年代初开始研究漠斑牙鲆繁

育及养殖技术, 在生理、生态、人工繁殖及养殖技术

方面已取得突破, 并已成为美国迅速发展起来的一

个新兴养殖产业[3~ 5]。

漠斑牙鲆引入中国的时间较短 (在北方只有

2~ 3 a的历史) , 适合在中国北方、南方进行池塘、网

箱和工厂化养殖,该品种的引进, 为中国鱼类养殖又

增添了一个新的优良品种, 其养殖前景十分广阔。

在这种情况下, 开展漠斑牙鲆的遗传多样性研究就

具有十分重要的意义, 其研究结果对于进行该物种

的健康养殖、遗传改良、提高选育的效率和质量、构

建连锁图谱等方面都将有十分重要的应用价值。但

目前对于漠斑牙鲆的研究多局限在形态学、生理和

养殖方面[3, 6~ 9] , 其遗传多样性研究的正式报道只见

到美国学者对美国海区自然群体的同工酶群体遗传

分析[10]。

RAPD技术自 20 世纪 90年代出现后已被广泛

地应用于遗传多样性、种群遗传变异、种群间的基因

流动、种质资源研究、物种进化及品种鉴定、基因组

图谱构建、亲缘关系分析、遗传育种、特定基因的标

记、定位和分离等许多研究领域。也已经在许多鱼

种上开展了相关的遗传多样性研究[ 11, 12]。

通过使用 RAPD技术, 对引进漠斑牙鲆的养殖

子一代( F1)的遗传多样性进行了初步研究。期望能

够真实、全面地揭示漠斑牙鲆的遗传多样性, 为漠斑

牙鲆人工养殖业健康和可持续发展提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

漠斑牙鲆养殖群体样本于 2004年 10 月取自山

东莱州大华水产有限公司, 共 24 尾, 均为活体。每

尾鱼经过形态学测量解剖取其肌肉后放入样本袋,

立即置于- 70 保存至分析。所取样本平均全长为
16. 60 mm 1. 99 mm。
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1. 2 基因组总 DNA的提取与浓度测定

基因组 DNA 的提取参照汪永庆等[ 13] 的高盐

法,取漠斑牙鲆- 70 保存的肌肉组织 50~ 100 mg

入 1. 5 mL 离心管中 , 加入 400 L 组织匀浆液

( 10 mmol/ L T ris H Cl, pH 8. 0; 100 mmol/ L ED

T A, pH 8. 0; 100 mmo l/ L NaCl)。将样品剪碎混匀

后,加入 45 L 的 10% SDS( pH 7. 2)、10 L 的蛋白

酶 K( 20 g/ L )和 10 L Rnase ( 10 g/ L ) , 55  消化
3 h,每 20 m in 颠倒混匀, 至溶液澄清后加入 400 L

6 mol/ L NaCl, 充分振荡混匀, 12 000 r / min 离心

30 min,取上清液加入等体积的异丙醇, 轻轻混匀,

- 20  沉淀 1 h, 12 000 r/ min 离心 15 min,弃上清,

用 70% 乙醇洗涤 2 次, 通风橱内晾干, 适量 T E

( T r is H Cl 0. 01 mol/ L , EDT A 1 mmol/ L , pH 8. 0)

溶解。1% 琼脂糖凝胶电泳检测, Beckman 紫外分光

光度计测定浓度,稀释至一定浓度, - 20 保存备用。

1. 3 PCR

PCR反应体系均为 25 L , 包括: 1 ! PCR 反应

缓冲液, 100 mol/ L 的 dNTPs, 2. 0 mmol/ L 的

Mg2+ , 0. 4 mo l/ L 的随机引物, 1 u 的 Taq DNA 聚

合酶, 50 ng 的模板 DNA。PCR 反应条件为: 94 
变性5 min;之后 45 个循环,每个循环包括94 变性
1 min, 退火 1 m in, 72  延伸 2 min;最后72  再延

伸10 min。PCR 扩增在本实验室 Eppendor fTM Mas

ter cycler PCR 扩增仪上进行, 每次 PCR均设有空白

对照。PCR产物于 2% 的琼脂糖凝胶中进行电泳检

测, Pharmacia Biotech 的 ImageMaster VDS 紫外凝

胶成像系统观察成像。每次电泳都有分子标记

Marker 做标记。

1. 4 引物的筛选

通过 PCR, 以扩增产物谱带的有无、强弱、个体

内一致性等为标准对 25 个 10 碱基的随机引物 (由

上海生工生物工程有限公司合成)进行筛选, 最终选

择扩增谱带清晰、个体内一致性强、重复性强的引物

用于常规群体分析。

1. 5 数据统计与分析

在电泳谱带中相同的迁移位置,将 DNA 片段的

有和无定为 1 和 0。统计 PCR 产物谱带总数、多态

谱带数及每条多态谱带在每个群体的分布频率 ,多

态谱带比例、群体平均杂合度 ( H ) 的计算公式如

下[14] :

多态谱带比例= 总多态谱带数/总谱带数

H = ( 1-
n

i= 1
X i

2 ) / n, 其中X i为该群体第 i 条谱

带出现的频率, n 为所检测的该群体的个体数。

2 实验结果

2. 1 引物的筛选

经过筛选, 25 个随机引物中有 11 个能够得到

清晰、稳定和可重复的扩增谱带, 被选取用于实验,

其余 14 个引物的扩增谱带不是很清晰而未被选做

群体分析(见表 1)。

表 1 经筛选用于分析的 RAPD随机引物及其序列

Tab. 1 The selected RAPD primers and their sequences

引物 引物序列( 5∀ 3∀ ) 引物 引物序列( 5∀ 3∀)

S17 AGGGAACGAG S133 GGCTGCAGAA

S85 CTGAGACGGA S134 TGCT GCAGGT

S86 GT GCCTAACC S145 T CAGGGAGGT

S89 CT GACGTCAC S189 T CCTGGTCCC

S94 GGAT GAGACC S199 GAGTCAGCAG

S128 GGGA TAT CGG

2. 2 群体遗传多样性分析

漠斑牙鲆养殖群体筛选出 11 个随机引物进行

分析, 共扩增出 77 条带, 多态谱带数为51,谱带大小

在 100~ 2 000 bp 之间, 每个引物扩增谱带数为 2 到

11条, 平均为 7 条。多态座位比例 (P )和 H 分别为

66. 23% 和 0. 386 2。图 1 为用随机引物扩增的

RAPD谱带。

图 1 漠斑牙鲆养殖群体 RAPD 的电泳图谱

Fig. 1 RAPD elect roph oregram in cultured s tock of

P . l ethost igma gen erated

1 1. 引物 S133; 1 2.引物 S145; m :分子标记( DL2000)

1 1. S133 primer; 1 2. S145 primer; m: marker( DL2000)

87



海洋科学/ 2006年/第 30卷/第 2期

3 讨论

本实验是采用高盐法提取样品鱼总 DNA 的。

该方法省去了常规方法中酚仿抽提的烦琐步骤 ,所

需时间短,通常 5~ 6 h 就能完成, 产率也较高, 获得

的 DNA 片段在 20 kb 以上。而且,提取所用的试剂

为常规试剂,不需要使用氯仿、酚等有毒试剂, 不会

对实验人员的健康产生危害。但缺点是所得的

DNA 片段略小,只有 20 kb 以上, 可能不能满足进

行 DNA 文库建立等要求较高的研究工作, 但完全可

以符合进行 RAPD 实验分析的要求。

由于漠斑牙鲆是近二三年前才由美国引进, 因

此,国内外相关文献多集中在生物学特性、分布和养

殖特性方面,遗传多样性研究不是很多。美国学者

Blandon [10]曾采用同工酶方法 ,研究分布在大西洋西

北部和墨西哥湾北部的漠斑牙鲆 8 个群体之间的分

化程度,共分析了 46 种同工酶的 68 个基因座位,其

多态座位比例分别为 4. 41% ~ 10. 29% ( 99% ) , 平

均杂合度在 0. 03~ 0. 12 之间。而徐建鹏也曾对引

自美国的漠斑牙鲆养殖子代,进行同工酶分析, 发现

漠斑牙鲆养殖群体的遗传变异很低, 在所分析的 22

个基因座位中仅检测到一个多态座位, 其多态座位

比例和观察杂合度为3. 9%和 0. 001,甚至该摘要中

大菱鲆养殖群体在所检测的 22 个座位中全部是单

态。作者采用 RAPD 方法也对 2002 年引自美国的

野生漠斑牙鲆在大华水产有限公司繁殖培育的养殖

子一代群体进行了群体遗传多样性分析,该群体的

多态谱带比例和群体平均杂合度分别为 66. 23%和

0. 352 6, 比上述作者用同工酶获得的结果明显偏

高。同工酶作为一种成熟的种群遗传变异分析技

术,其结果具有明显的特异性, 实验条件的改变只能

是带出现与否, 而不能改变带型; 为共显性, 可清楚

地区分纯合子和杂合子;所有等位基因同等表达;由

此分析获得的数据准确性高可靠性强; 是稳定的遗

传标记。但同工酶电泳图谱的状况会受到基因表达

过程中转录、翻译和生物发育时期及外界因子的影

响,还有, 其信息量比较低, 也即同工酶所能分析的

座位比较有限,所以其分析结果具有一定的局限性,

在国外往往加大其检测的样品数 ( 50~ 100 尾 )、同

工酶数和基因座位数(至少 30 个以上, 一般都超过

50 个,有的超过 100 个 )来降低其负面效应, 如此其

工作量比较大。而 90 年代发展起来的 RAPD 分析

技术格外引人注目,虽然其为显性的,不能分辨出是

纯合性还是杂合性[15] , 也很难确定是否反映了等位

基因的有或无; 可是它所显示的多态性要比同工酶

的高得多, 因为大部分的 RAPD的变异是源于非编

码区和重复 DNA, 可以说遍布整个基因组[ 16]。由

此, 本实验结果与大多数学者的结果类似: RAPD分

析要比同工酶分析获得的遗传变异参数值高, 充分

显示了 RAPD 在遗传变异分析中的高效性。这也是

该项技术前几年已成为种的鉴别和种群遗传结构研

究的有力工具的原因。

本实验结果与亲缘关系较近的同属于牙鲆属的

牙鲆养殖群体遗传分析结果进行比较发现也偏高,

Exadacty los 等[ 17]用 11 种酶编码的 14 个基因座位

对欧洲 7 种鲆鲽鱼类 17 个种群进行同工酶分析, 其

中鳎 ( Solea solea ) 和大菱鲆 ( Scophthalmus max i

mus )的多态座位比例分别为 71. 4% ~ 85. 7% ,

21. 4% , 平均观察杂合度分别为 0. 046 ~ 0. 165 和

0. 045,虽然多态座位比例鳎的比较高, 但其杂合度

也都明显低。邹署明[18]对山东牙鲆一个养殖群体

RAPD遗传变异分析的结果是其多态座位比例仅为

15. 4%、平均遗传相似度是 0. 905, 但其样品较少,只

有 8 尾, 不能满足群体分析的要求。黎中宝[19]应用

聚丙烯酰胺凝聚电泳技术研究了牙鲆福建和山东养

殖群体( F1 代)的生化遗传结构, 其多态座位比例为

14. 29% ~ 23. 81% , 观察杂合度为 0. 099 ~ 0. 104。

尤锋[ 20, 21]等利用同工酶技术得到的牙鲆养殖群体多

态片段比例为 24. 1% 和 34. 9% , 平均杂合度为

0. 078 8和 0. 225 5。本实验结果偏高的原因可能

是, 中国牙鲆的养殖已经开展了近 20 a了 ,其养殖群

体亲本的数量往往较少, 并且很少做到定期补充野

生亲本, 从而导致了近交衰退, 使其遗传多样性下

降; 而作者实验中所选取的漠斑牙鲆样品为从美国

引进的野生漠斑牙鲆的子一代, 其遗传多样性尚未

发生明显下降。

通过分析, 获知该漠斑牙鲆养殖群体的遗传多

样性水平, 今后应该加强其未来养殖中亲本群体的

遗传管理, 切实维持育苗亲本的适当大小、定期从原

产地美国的自然海区更换亲鱼、进行必要的提纯复

壮等科学措施, 使其养殖业能够健康和可持续发展。
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Abatract: The genetic diver sity of a cultured stock in Paralichthy s lethostigma which the parental stock intro

duced from America w as studied as r evealed by RAPD markers. Fish samples ( 24 individuals) wer e collected from

Dahua Fishing Limited Company o f Laizhou in October, 2004. Their total DNA was extracted from muscle tissue of

sample using high salty method. The main r esults show as follows: 11 from 25 random primers were selected to use

fo r stock experiment. Seventy seven clear repeatable RAPD bands ranged from 100 to 2 000 bp w ere recorded sepa

rately, and an average of 7 bands was gained by per primer. The mean percentage of polymorphic loci (P ) of this

stock was 66. 23% and the average heterozygosity ( H ) of it was 0. 352 6.
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