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三种群银酬的RAPD分析初报
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摘 要 利用四个随机;1物对产于方正、彭泽和漠河地区的三个银脚种群进行了RAPD检测，结果显

示14个引物的扩增效果良好，单 引物扩增的DNA片段数在2- 13条之间，片段长度在3回- 4000bp之间u

根据RAPD结果，进行了银脚种群内、种群间的遗传差异分析。14个弓1物中，引物。，pv-盯、OPV - 14和O凹

-却等对三种群银嗣扩增出的指纹固谱差异显著，可作为银脚种群鉴定的分子标记。
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Preliminary report on the RAPD anaIysis of three populations 

of Carassius auratus gibelio 

Yao Jihua， Lou Yundong 
( Pi.ç/wies ω阳，s町，2旧曲)

ABSI'RACI' 币u'ee populations of也ra.�sius aumtus gibelw livoo in Fang:rheng County (Heilon自1皿g

Province)， Pengze County Oiang..i Province) and Qihe River (Henan Province)附陀叫yled by RAPD meth叫

出1吨tw制ty缸bitrary primers 回.e experiment ShOW8 that fourteen primers were dJ创tive， each primer gave 2 - 13 

国nds for the each individual. The le唔由of the fragment was 300 - 4αX'lbp. Accordíng to the patterns， genetic 

V扭曲ons of inter皿d intraJX月pulati咀8 of C αUra/;/M gîbelω were analy精d. Among three populatiOllS， the 

differences of finge叩rints obtaÎned by primers OPV - 07 .OPV - 14血d OPV-却were皿obviously that might be 

used to be molecular markers 

KEY飞iVORDS Camss阳αU，"ft眉目』巾，pop由tion. RAPD 

随机扩增多志DNA(RAPD)技术是近年发展起来的一 种DNA$在性 检测技术IE10 由于该方法操作
简便，多态性丰富，因此广泛同用于物种及种群之间的鉴定和遗传纯度的测定[2-4]、亲缘J:.系的重建[;1

及基因定位和分离等研究中[610 本主应用RAPD技术检测二 种群银脚(C�酬山 阳刚回 gibelw) 方
正银四、棋河脚和彭泽卸的基因组DNA多态性，据此分析银蝉 种群内和种群间的遗传差异。

1 材料和方法

1.1 材料

方正银脚来自黑龙江方正县双凤水库，彭泽脚为江西九江市水产研究所人工选育至第六代的鱼种，

本课题获农业部上禽水产大学培养殖牛态生理重点开放实验室资助，KFTl998 -4号。
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说河脚来自河南鹤壁市白龙庙段棋词。 每群体各 取 6尾，取肌肉组织，提取DNA，进行RAPD分析。

1.2 试剂
号|物 随机引物购自Openro"公司(KiJ- V);T"'l DNA 罪合晦购自加拿大 Biostar公.. j 0 

1.3 方法

DNA 的提取垂照Bemachez等[，描述的 方法c RAPD扩增反应在SA BC公司生产的PCH循环仪上进
行，反应混合液组成为·模板阴阳1!止(50- 1凶ng)，引物。再耐/L， 4d阳1'(各0.5mM) 2年L，10 x buffer 

2.5阵，Taq DNA 罪合酶忡，加ddH20至总体积25μLo 扩增条件为 94'C预变性2min;然后94'C变性
1 rnin ， 36 "c退火lmîn，72'C延伸1.5min，4S个循环，再于72'C下延伸5mino

扩增产物 在1.2%的琼脂糖凝胶中(吉适量EB) 电泳，电泳缓冲为0.5x TBE.电压4V/cm.电站Z 班

后，紫外灯下观察结果并拍照记录。

1.4 数据处理
两个体间的遗传相似性指数按公式S，歹= 2Nxy/(Nx + N，_)牵计算，N，和N，分别是个体X，Y的扩增

带数，N�是X， Y个体间的共享带数[吨群体内的相似性指数(别是种群内所有的两个体间相似性指数
的平均值。 群体间的遗传 相似性指数句为群体，中的个体和群体}中的个体随机组合所得相似性指数
的平均值。统计时仅记革清晰稳定的扩增条带。

2 结果

2.1 RAPD的扩增结果

所使用的 20个引物牛，14个弓l
物的扩增效果良好，单一引物扩增的
条带数由2-13 是不非(表1)，扩增片
段t主庄大多在 300- 4血泪bp之间。14
个引物共产生 149 个 DNA标记(是
带 )，其中彭泽睛 、主正银脚与棋 河酬

三种群的DNA标记数分别为96、125
和102个，其中 61条带(419毛)虫三个
银四种群所共有，88条带(59% )具有

表1 14个引物的DNA序列且其扩增效果

T曲E 鼠呻跚跚 ... 温a咂盗'" dl'i西"'"时伽14 priml宫冒

号l物 序列 扩增条带数 "物 序州 tn曾'"带数
。阿- 01 TGACGCATGG 4月13 OPV -12 ACCCCCCACf 3 - 11 
OF'V -02 AGIT..ACYCC 3阳12 OPV -14 AGA'τ'CCCGCC 2.' 
OPV -03 crcCCIGιAA 2 - \0 OPV -15 CAGTtλ:CGCT 2.5 
OPV -剧巳，CCCfCACGA 2句6 OPV-16 ACA巳，CCCACA 3町7
üPV -06 ACGCCCAGGT 4- 12 OPV - l7 ACCGGCITGT 3.6 
ÜPV -(J7 GAAGCCA('ÆC 2 - 10 。PV -18 TGGfGGCGIT 4.8 
üPV -10 GGACf('.cI'G 2.' OPV -20 CAGCATGGfC 2-9 

群体或个体特异性，显示了丰富的多在性。 14个引物中， O P V-肝、0凹 14和OPV - 20等 扩增的三种
群的DNA 指纹图谱差异非常明 显(圈1-A 、B、C)。 图1 表明，在OPV - 07的扩增产物中，泯河种群中有

800bp左右的特异片段(图1-A );在OP V- 14的扩增产物中，棋河种群高一特异片段，长度为42剧'bp
(罔1-时，在OPV-2日的扩增产物中，方正与彭泽种群各有一特异片段，长度分别为统10与730峙， 而棋
河种群有二个特异片段，-!(度为18固和 1950bp(图1- C)。 这6个片段都具有种群的特异性，因此可作

为鉴定这三种群的分子际记。

2.2 种群内和种群间的相似性指数
二银蝉 种群内和种群间相似性指数见在2.
相似性指数 表明:二种群内，以彭洋酬 种群的遗

传差异最小(0.816)，方正银蝴其次(0.791)，而泯河
蝉的遗传杂告度较大(0.762);对于种群间，则是 彭

泽田与方正银酬较为相似(0.619)，方正银蝉与漠M
拥次之(0.614)，彭泽饵与琪河睛之间的差异较大
(0.543)。

表2 银匍种群肉和种群闸的相似性指数

T由.2 In勤�皿K1缸阳2院职血凰刷画皿larity in血立

of C. aurotus g曲曲

种群名称 彭泽细

彭洋侧 0.816 
方E银侧 0.619 

漠河饵 0.543 

方正银倒 漠河卿

0.791 
0.614 0.7民62
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图1 三种群银睛在引物OPV 凹，OPV- 14和O凹-皿扩增的RAPD结果(箭头示特异带)

FIg.l The RAPD restÙ恼of C. U1JTl1JJ1S giheLW阴d∞ed by OPV-啊，0凹- [4皿dO凹-20

(Anu晒，[抽wpopcl础。卧specific bands) 
A，臼和C分别为OPV-07，OPV-14和op\' - 20扩增的产物

M:WNν四indill +EcoRI; a-f方曰:银卸 ，【I乡泽饵 m- ， 涣河师。

13 

我们采用RAPD方法对三个地区的银脚 种群内及 种群闻的遗传差异进行研究，结踱显示，对于三 种
群银圃，以彭泽珊 种群内遗传差异最小(0，816)，方正银拥次之(0.791)，而棋河脚 种群的遗传差异较大

(0.762) ，这 结论与 mtDNA RF1P分析的结果相吻合[9;与理论上的分析也相一致，事实上，银酬 种群
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内部的遗传差异与它们的生活环境密切相Jç漠河调生活于天然河道中，受环境影响较大，方正银醉生

存于水库，相对较为封闭，而彭泽酬则为人工养殖且经多代选育，因而三种群内的遗传差异以棋向四最

大，方正银脚次之，彭泽鄙最小。

本试验的随机扩增多态结果进一步显示了RAPD方法具有良好的分辨率和丰富的事态性，由于引

物数原则上可以任意增加，因此有可能找到任何 个个体的特异RAPIl标记。 在本次试验中，引物

。PV 啊，OPV-14及OPV-20对三个种群扩增的DNA指纹图谱差异极大，且中有6个片段具种群的特

异性，因此可作为工银脚种群鉴定的分子标记。

黑龙江水产研究所沈俊宝老师提供部分样品，1回9届毕止生游学明、夏建宏和周英伦参加了部分工作，照片的摄制

由本院张敏同志完成，深表感谢c
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