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提要   应用 RAPD技术对大黄鱼岱衢洋选育群体和官井洋养殖群体的遗传差异进行研究,

选取 15条 10bp随机引物,共检测出 96个 RAPD位点。结果表明, 岱衢洋选育群体的多态位

点比例为 33133%,平均杂合度为 013008, Shannon多样性信息指数为 010879, 群体内个体间
平均遗传相似系数为 019079, 平均遗传距离为 010921; 官井洋养殖群体的多态位点比例为
43175%, 平均杂合度为 013298, Shannon信息指数为 011221,群体内个体间平均遗传相似系
数为 018784,平均遗传距离为 011216。大部分遗传变异 ( 93152% )存在于群体内,少部分遗

传变异 ( 6148% )存在于群体间。两群体间的 Ne i氏标准遗传距离为 010123。以上分析表明,

大黄鱼官井洋养殖群体的遗传多样性水平高于岱衢洋选育群体, 但两个群体都处于较低的遗

传多样性水平,需要对大黄鱼的种质资源进行科学管理和保护,以避免遗传多样性下降。
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  大黄鱼 (P seudosciaena crocea )属于鲈形目

( Perciformes)、石首鱼科 ( Sc iaen idae )、黄鱼属

(P seudosciaena) ,是我国特有的重要海水鱼类, 主

要产于福建 (官井洋 )、浙江 (岱衢洋 )海域, 曾为

我国四大海洋经济鱼类之一。由于对大黄鱼种

质资源保护的重视不足,其资源一直处于过度开

发利用状态,尤其是 20世纪 60年代实施敲快作

业以来, 大黄鱼资源受到严重破坏, 70年代末以

后不能形成渔汛, 80年代初资源已严重枯竭 (林

新濯, 1991)。为拯救大黄鱼这一濒临灭绝的物

种, 1985年闽东水产研究所率先突破官井洋大黄

鱼的人工育苗难关, 其后浙江省亦在岱衢洋大黄

鱼人工育苗方面获得成功,这些研究为大黄鱼的

人工养殖提供了基础和机遇, 促进了大黄鱼产业

化、规模化生产。但在大黄鱼的人工养殖过程

中,多代近交繁殖已造成严重的种质退化, 许多

经济性状出现衰退, 如病害频发、性成熟提早、成

鱼个体小型化、品质下降等, 因而岱衢洋大黄鱼

亟待进行品种选育和遗传改良。目前,浙江省水

产技术推广总站等单位已对浙江省的岱衢洋大

黄鱼进行选育。分析大黄鱼的遗传背景,评估其

遗传多样性现状并采取措施防止遗传多样性流

失,对于大黄鱼的品种选育和遗传改良、遗传多

样性保护及可持续利用等都具有重要的理论和

应用价值。自 1990年以来, 随机扩增多态性

DNA ( RAPD)技术广泛用于遗传多样性分析及生
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物进化研究,该技术采用随机引物扩增寻找多态

性 DNA片段作为分子标记, 具有快速、简便等特

点 (蒙子宁等, 2003; 申雪艳等, 2004)。本研究

利用这一技术对岱衢洋选育群体和官井洋养殖群

体的遗传差异进行研究,为大黄鱼种质资源评估、种

质鉴定、遗传改良以及种质资源管理提供依据。

1 材料与方法
111 材料

大黄鱼 (P seudosciaena crocea )个体均于 2004

年 12月采自宁波象山港养殖场。岱衢洋大黄鱼

个体为原代野生亲本经选优后的 F2代, 即: 按生

长快、活力强、个体大、体色金黄的标准从 300尾

野生岱衢洋大黄鱼中选出 56尾优良野生亲鱼

( F0 )进行人工繁殖, 所获 F1鱼经 4次选优共培

育出 98尾人工亲鱼 ( F1 )。随机选择 F1亲鱼所

产的后代 F2,共 20尾, 平均规格为全长 3018cm、
体重 355g。官井洋大黄鱼个体为象山港养殖场

按常规育苗方法获得的后代, 共 20尾,平均规格

为全长 3216cm, 体重 385g。所有活体用充氧塑

料袋运回实验室, 经形态学测量后, 取肌肉置于

115m l离心管中, 编号后直接放入超低温冰箱于

- 70e 保存至分析。
112 RAPD分析方法

11211 总 DNA提取   约 011g肌肉组织样品
经匀浆后, 悬浮于 500L l细胞裂解液 ( 10mmo l/L

Tris-HC ,l 1mmo l/L EDTA, 50mmo l /L N aC ,l

35mmol /L SDS, pH 810) ,按蛋白酶 K /酚 /氯仿抽

提法 ( Sambrook et al, 1989)制备总 DNA。

11212 DNA检测   以 112%琼脂糖凝胶电泳
检测所提 DNA的完整性。采用紫外光谱法测定

样品 DNA浓度,最后将 DNA原液稀释至 25ng /Ll

于 - 20e 保存备用。

11213 RAPD扩增   从 40条人工合成的随机

引物中筛选出 15条能稳定扩增出清晰条带的引

物,并利用筛选引物进行两个群体的 RAPD分

析。RAPD反应按李明云等 ( 2004)的方法并略做

优化。RAPD反应总体积为 25L ,l含 215L l 10 @
PCR反应缓冲液、25ng基因组 DNA、215mmo l/L

M gC l2、011mmo l/L dNTPs、1Lmo l/L引物、1U Taq

DNA聚合酶,用灭菌双蒸水补足体积。扩增程序

为 94e 预变性 3m in、94e 变性 45s、36e 复性
45s、72e 延伸 90s, 45个循环,最后在 72e 继续延

伸 7m in。RAPD反应结束后于 4e 保存。扩增产
物在 115%琼脂糖凝胶上进行电泳分离, 电压为

3) 4V /cm, 时间约 3h。电泳结束后用 Quant ity

EQ型生物凝胶成像仪进行凝胶观察、照像。

113 数据分析
只记录琼脂糖凝胶电泳图谱中稳定清晰的

DNA扩增带,每一条带均代表一个引物结合位点

即一个 RAPD位点。RAPD位点数按电泳图谱中

同一位置上条带的有无分别统计为 1和 0。根据

RAPD扩增结果,计算各群体遗传变异参数。

多态位点比例 P =多态位点数 /总位点数。

群体内的位点平均杂合度H e = r ( 1 - r x
2
i ) /N

(李红蕾等, 2002 ); Shannon遗传多样性信息指

数H o = - r xi lnxi (W ichita et al, 1995)。其中, xi

为第 i位点在群体中出现的频率, N 为此群体检

测到的位点总数。

用 H o来分析和计算群体内的平均遗传多态

度 ( Hpop ) 和总遗传多态度 (H sp )。H pop =

r H o /n, H sp = - r (X lnX ) /n, n为群体数, X为 n

个群体的综合表型频率。分别以Hpop /H sp和 (H sp

- H pop ) /H sp评估群体内和群体间的遗传变异比

例 (张国范等, 2002)。

个体间的遗传相似系数 (S )和遗传距离 (D )

根据下列公式计算 ( Ne iet al, 1979): S = 2X ab /(Xa

+X b ), D = 1- S。其中, X a和 Xb 分别为个体 a和

个体 b的位点总数, X ab为两个个体的共享位点数。

群体间的标准遗传距离根据 Ne i( 1972)的方

法计算: D s= - lnI, I= Jxy / ( Jx @Jy )
1 /2
, 其中 Jx、Jy

和 Jxy分别是所有位点上 jx、jy 和 jxy的算术平均

值, 且 jx = r X i, jy = r Yi, jxy = r X iYi, X i、Yi分别

是 X和 Y群体中第 i个等位基因的频率。

2 结果
211 RAPD扩增结果

随机选取两个大黄鱼群体 DNA样品各 5份,

利用 40条随机引物进行预扩增检测, 发现其中

25条随机引物的扩增效果不理想, 其余 15条引

物则能获得稳定、清晰、重复性好的扩增带, 可用

于进一步的分析。利用这 15条筛选引物对两群

体共 40份 DNA样品进行 RAPD分析,产生的扩

增带片段长度在 250) 2000bp之间,共 96条扩增

带,代表 96个可分析的 RAPD位点 (表 1), 每条

引物扩增出的平均条带数为 614。其中, 岱衢洋

大黄鱼群体的多态位点为 32个, 多态位点比例

为 33133% ;官井洋大黄鱼群体的多态位点为 42

个,多态位点比例为 43175%。由此可见,岱衢洋

和官井洋大黄鱼群体的多态性存在一定的差异。
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表 1 两个大黄鱼群体的 RAPD引物及扩增条带数

Tab1 1 Sequences o f random prim ers and the num be r o f the resulting bands in RAPD ana ly sis of

twoP1 crocea popu lations

引物编号 序列 ( 5p) 3p) 扩增条带数 岱衢洋群体条带数 官井洋群体条带数

S11 GTAGACCCGT 11 5) 8 5) 9

S36 AGCCAGCGAA 6 6 6

S47 TTGGCACGGG 3 3 3

S109 TGTAGCTGGG 8 4) 5 3) 6

S120 GGGAGACATC 7 4) 6 5) 6

S121 ACGGATCCTG 7 6) 7 5) 7

S122 GAGGATCCCT 6 4) 6 4) 6

S125 CCGAATTCCC 6 2) 4 2) 5

S128 GGGATATCGG 4 2) 3 2) 4

S132 ACGGTACCAG 3 2) 3 2) 3

S133 GGCTGCAGAA 9 2) 7 3) 7

S136 GGAGTACTGG 5 3) 4 3) 5

S140 GGTCTAGAGG 10 8) 9 7) 9

S290 CAAACGTGGG 4 2) 4 2) 3

S405 GGGAACGTGT 7 7 7

总数 96 70) 78 65) 78

212 大黄鱼群体的遗传多样性

根据所检测到的表型频率计算各群体的平

均杂合度 (H e )和 Shannon多样性信息指数

(H o ) , 用于评估群体水平上的遗传多样性。分

析显示,岱衢洋和官井洋大黄鱼群体的平均杂

合度分别为 013008和 013298 (表 2 )。岱衢洋

大黄鱼群体的 Shannon多样性指数在 010598)

011325之间, 平均值为 010879; 官井洋大黄鱼
群体的 Shannon多样性指数则 在 010593)
011782之间, 平均值为 011221; 两群体的 H o 值

经 t检验显示具有差异显著性 ( P = 010066)。
以上结果表明, 官井洋大黄鱼群体的遗传多样

性高于岱衢洋大黄鱼群体, 但两个群体的遗传

多样性均处于较低水平。

表 2 两个大黄鱼群体的遗传多样性分析

Tab1 2 Genetic d ive rsity in two populations o fP1crocea

群体 个体数 多态位点数 多态位点比例 P H
e

H
o

选育群体 20 32 33133% 01 3008 01 0879

养殖群体 20 42 43174% 01 3298 01 1221

213 大黄鱼群体的遗传变异

利用 Shannon多样性指数可分析群体内和群

体间的遗传多样性, 从而揭示遗传变异在群体内

和群体间的分布。由表 3可知, 大黄鱼群体内的

总遗传多态度 (H sp )为 011120,群体内的平均遗传
多态度 (Hpop )为 011050。遗传多样性在群体内的

分布比率 (Hpop /H sp )约为 0194, 在群体间的分布
比率 (H sp-Hpop ) /H sp约为 0106。由此可见,两个

大黄鱼群体的绝大部分 (约 94% )遗传变异来自群

体内,只有极少部分 (约 6% )遗传变异发生在群体

间。此外,实验结果还显示利用引物 S132和 S36

可分别检测到群体内和群体间的最大遗传变异。



44   海   洋   与   湖   沼 37卷

表 3 大黄鱼遗传多样性在群体内和群体间的分布

Tab13 Partition ing of the gene tic diversity w ithin and between the twoP1 crocea popu la tions

fo r 15 random prim ers estim ated by Shannonps Index

引物 选育群体 H o 养殖群体 H o Hpop H sp Hpop /H sp (H sp -Hpop ) /H sp

S11 011042 011693 01 1368 01 1514 01 9036 010964

S36 010750 010593 01 0671 01 0782 01 8581 011419

S47 011074 011153 01 1114 01 1253 01 8891 011109

S109 010909 011241 01 1075 01 1168 01 9204 010796

S120 010672 011295 01 0984 01 1021 01 9638 010362

S121 010912 011361 01 1137 01 1282 01 8869 011131

S122 010724 010725 01 0725 01 0821 01 8830 011170

S125 011082 011333 01 1208 01 1295 01 9328 010672

S128 011325 011770 01 1548 01 1583 01 9779 010221

S132 011281 011782 01 1532 01 1468 11 0436 - 010436

S133 010634 011162 01 0900 01 0912 01 9868 010132

S136 010598 010618 01 0608 01 0702 01 8661 011339

S140 010806 011118 01 0962 01 0946 11 0169 - 010169

S290 010725 011534 01 1130 01 1267 01 8919 011081

S405 010645 010937 01 0791 01 0786 11 0064 - 010064

平均值 010879 011221 01 1050 01 1120 01 9352 010648

214 遗传相似性和遗传距离

根据 RAPD分析中获得的扩增带, 按 N ei等

( 1979)方法进行计算,获得了大黄鱼群体的遗传

相似性和遗传距离。岱衢洋大黄鱼群体内的遗

传相似系数在 018652) 019437 之间, 平均为

019079,遗传距离平均为 010921; 官井洋大黄鱼
养殖群体内遗传相似系数在 018392) 019252之
间,平均为 018784,遗传距离平均为 011216。相

比之下,官井洋大黄鱼群体内个体间的遗传距离

较远, 表明该群体有较高遗传多样性, 这与上述

分析结果完全一致。两群体间的 Ne i氏标准遗传

距离 (D s)较小,仅为 010123,进一步证实两个大
黄鱼群体之间的遗传分化处于较低的水平。

215 特异性标记的筛选

从图 1可以发现, 在所有的扩增片段中, 没

有仅出现于某一群体的特异性 RAPD分子标记。

图 1 引物 S11对大黄鱼两群体的扩增结果

F ig11 RAPD patterns from the tw oP1crocea populations using random prim er S11

1) 8为岱衢洋大黄鱼选育群体的 8个个体; 9) 16为官井洋大黄鱼养殖群体的 8个个体;

M为 M arker 2000分子量标记
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其中, 引物 S11扩增出的一条 432bp片段在两群

体内的分布频率存在特别显著的差异。在来自

岱衢洋大黄鱼选育群体的 20个个体中,只有 2个

个体出现 432bp扩增带, 出现频率为 10%; 而官

井洋大黄鱼养殖群体的 20个个体则全部出现此

扩增带,出现频率 100%。虽然这一片段具有相

对的特异性,但并不能作为准确鉴别这两个大黄

鱼群体的分子标记。

3 讨论
RAPD技术广泛用于基因组 DNA的多态性

分析, 扩增产物片段的多态性反映了基因组相应

区域的 DNA多态性, 大量的引物在理论上可以

覆盖全部基因组, 从而获得足以用于分析的

RAPD分子标记。由于 RAPD标记由一条随机核

苷酸引物扩增获得, 因此扩增过程比较敏感, 可

能存在重复性问题。影响重复性的主要因素为

基因组的大小、模板 DNA 长度和含量。在本实

验中, 大黄鱼的基因组远远高于 115M b的临界

值,且模板 DNA均在 100) 150kb之间,又采用了

最适模板含量 1ng /L ,l故实验结果具有较高的

RAPD标记重复性。利用 RAPD技术可寻找用于

种质鉴定的特异性分子标记。通常,种属之间遗

传分化程度越高,就越容易获得区分种属的特异

性分子标记,而要获得区分同一物种不同种群的

特异性分子标记则相对困难。本研究利用随机

引物对岱衢洋和官井洋大黄鱼群体的 DNA样品

进行 PCR扩增, 未发现仅存在于某一群体的特异

性 RAPD标记。

对岱衢洋选育群体和官井洋养殖群体的遗

传多样性进行 RAPD分析表明, 无论从多态位点

比例、平均杂合度、Shannon多样性信息指数, 还

是从群体内个体间的遗传距离来看,官井洋大黄

鱼养殖群体都保持了相对较高的遗传多样性, 而

岱衢洋大黄鱼选育群体的遗传多样性则处于较

低水平。但总体而言,本研究中检测的岱衢洋大

黄鱼选育群体和官井洋大黄鱼养殖群体在遗传

多样性方面并不丰富, 这与有效亲本数量不够,

定向选择增强,导致种质资源衰退可能有一定的

关系。应尽快采取管理保护措施, 有效避免近亲

杂交、遗传漂变和瓶颈效应, 从而保持乃至提高

大黄鱼现有的遗传多样性水平。

在大黄鱼人工育苗过程中, 若选择体质健壮

的大黄鱼作为亲本进行苗种繁育, 则其子代的生

长速度快,不易患病, 死亡率低; 未经亲本选择而

获得的子代生长较缓慢,在养殖过程中易患病,

尤其是在寒流经过之后, 死亡率特别高。可见,

科学地开展大黄鱼的人工繁育是十分必要的, 这

在其他动物已得到证实,如饲养于北美的斯氏瞪

羚 ( Gazella sp ekei)。在饲养当初, 其亲本仅为一

雄三雌 4个个体,在常规饲养中产生了严重的近

交衰退,但在执行了以遗传管理为指导的繁育计

划之后,斯氏瞪羚无论在数量上还是在体质上均

有很大提高 ( K alinow sk i et al, 2000)。Basiao等

( 1984)的研究也表明,日本 1963年引进的尼罗

罗非鱼经过二十多年的养殖后仍能保持较高的

遗传变异水平,科学而严格的遗传管理起了重要

作用。虽然目前岱衢洋大黄鱼选育群体遗传多

样性水平低, 但只要今后加强遗传管理, 尽快设

立岱衢洋大黄鱼原种场和保护区, 坚持不断地收

集野生岱衢洋大黄鱼作为亲鱼, 选择遗传变异高

的个体进行人工繁殖, 扩大遗传变异度, 降低近

交系数,仍然有可能保持乃至提高人工繁育岱衢

洋大黄鱼的遗传变异水平。
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ANALYSIS OF GENETIC DIVERSITY IN BREEDING AND CULTIVATED

POPULATIONSOF PSEUDOSCIAENA CROCEA
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Co llege of Aquaculture andH yd ro logy, Sou thw est Un iversity, Chongq ing, 400716)


(Zhejiang F isheries Technical Ex ten sion Center, H angzhou, 310012)

Abstract  Large yellow croaker P seudosciaena crocea, a commercia lly impo rtant marine fish, d istr ibutes

ma in ly in nearshore and o ffshore areas o f Zhe jiang and Fu jian Prov inces, in southeastern China. In past tw o

decades, the f ish resources w ere under serious threat due to over- fish ing andmarine po llut ion. The production

of w ild fish of the species has decreased dram atica lly since the 1980s w hereas the fish farm ing deve loped

quick ly by successfu l artificia lm ass production. The seeds for aquacu lture w ere from the stra ins in tw o local-i

t ies of Fujian and Zhe jiang. Th is study is to c larify the popu lation genet ic structures of the strains and to assess

the genet ic d ifferences betw een the stra ins fo r gene tic potent ial and bettermanagem ent o f breeding resource in

future. The random amplified po lymo rph ic DNA ( RAPD) technique w as applied to study the genetic diversity

in the breed ing population and cu lt ivated popu lation o fP. crocea respective ly. A ll o f the RAPD markers w ere

generated from 20 index samples each in the tw o populations. F ifteen of forty random decamer primers, w hich

produced clear and po lymorph ic band patterns, w ere selected to detect the RAPD bands. Tota l 96 RAPD

bands, each representing a RAPD locus, w ere obtained in experimen.t Among them, 32 RAPD loc i ( accoun-t

ing for 1 /3) w ere polymorphic in the breed ing populat ion, w hile 42% or 43. 75% were found in the cu ltiva-t

ed populat ion. The average heterozygosity and Shannonps Informat ion Index w ere 0. 3008 and 0. 0879 in the

breed ing populat ion and 0. 3298 and 0. 1221 in the cultivated populat ion, respectively, indicating very low-

level genetic variat ions in the tw o populations. Itw as found that 93. 52% o f the genetic variat ion ex isted w ith in

the populat ions in contrast to on ly 6. 48% betw een the populat ions. The average genet ic sim ilarity ( S ) and ge-

netic d istance (D ) calcu lated byN ei and L ips ( 1979) statist icm ethod w ere 0. 9079 and 0. 0921, and 0. 8784

and 0. 1216, respectively in the two popu la tions, suggesting a sma ll genet ic variation in bo th populat ions. The

low inter-popu lation genet ic differentiation w as further revea led by N eips ( 1972) standard genetic d istance

(D s) at 0. 0123 betw een the tw o popu lations. The populat ion genetics parameters ind icated that although the

breed ing population disp layed a greater genet ic diversity than the cultivated one, the genetic diversity w ith in

or betw een the tw o populat ions w as very low. A ppropriate measurements must be taken to pro tect the germ-

plasm o fP. crocea from the reduction in genet ic d iversity.

Key words  P seudosciaena crocea, Genet ic d iversity, RAPD analysis, Genetic conservation


