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鲮原种群体的AFLP分析
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摘要：运用AFLP技术，对广东鲮鱼原种场保存的鲮原种2个子群体(子群体h、q)各29个个体进行遗传多样

性分析。25对AFLP引物组合中的6对引物扩增共产生173条条带，其中多态位点数为72，多态位点比例为

41．5％。在6对引物产生的173条扩增条带中，有一条扩增条带在子群体h中的出现频率远远高于其在子群体q

中的出现频率(72．4％>20．6％)，编号为E2M4．1。遗传多样性分析结果表明，子群体h的遗传多样性指数高

于子群体q(0．1367>O．0998)。该研究为筛选鲮原种群体2个子群体间的特异性分子标记做了初步尝试。
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Abstract：Amplified丘agrnent leng【lI polymorphism(AFLP)technique was applied to硒se8s tlIe genetic variatio璐0f tlle面西nal p叩一

ulation collected舶m 0ri百nal Species Field of C衲fn獬mDz加以k in Gu锄gdong Pmvince．．11Ie studied s锄ples coⅡtaimd sIlb-s眦k
h aIld sub-stock q，29 indiViduals respectively．灿11plificati∞s witlI 6 pai玛0f primers gave 173陀pmducihle曲d stable白lgnlem8，of

which 72 were polymorphic．There w鹊∞e b蛐d whose f南nquency w鹕nmch lli曲er in sub喝tock h tll粕tlIat w鹊in sub-stock q

(72．4％>20．6％)．We n锄ed it鹊E2M4—1．Based on AFLP da诅，We fo硼d that&删ic divefsi哆《sub—s眈k h W鹪hi曲er
tIlan sub—stock q(O．1367>O．0998)．弧is study is a preliminary mtempt for special molecuIar marker sele萌ng 0f tlle tw0证1d sIlb·

stocks．

Key啪rds：mud c唧；a以in琳脚Z妇ore讹；锄pl进ed hgnlent 1engtlI polyInorphism(AFLP)；genetic diversity

鲮(ci珊讯潞舢zi幻阳ff8)，属鲤科(cyprinidae)、野鲮

亚科(Labeoninae)，是两广地区的四大家鱼(鳙、草、鲢、

鲮)之一，在广东省的淡水养殖业中占有重要的地位。四

大家鱼繁殖成功以来，普遍存在的近亲繁殖使得亲鱼性成

熟提前、个体越变越小、鱼苗病害增多、生长减慢等问题

出现¨J，养殖群体遗传多样性下降。因此，收集保存野生

原种，了解其遗传多样性状况并从中筛选出具有优良性状

的个体或群体进行苗种生产对于水产养殖业的持续稳定发

展具有重要意义。

AFLP技术首先由荷兰科学家zABEAu和V0s提

出口。J，此项技术兼具了RAPD和RFLP的优点，既有前者

的简便灵敏和高效性也有后者的可靠性，是迄今为止最有

效的分子标记之一。广东鲮鱼原种场2000和2003年先后2

次从西江流域肇庆段采捞野生鲮鱼苗，作为鲮原种保存。
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饲养过程中发现该批鲮原种存在体色及生长速率差异。为

了比较该批原种2个不同体色的子群体间的遗传差异，我

们采用AFLP方法对其进行了研究。

1 材料

1．1实验用鱼

2005年7月，从广东鲮鱼原种场取保种样品，

不同的2个子群体(体色青，q；体色淡黄，h)各取29

尾，共58尾，分别编号为q1—29、h1～29。剪尾鳍保存于

95％的乙醇中，4 h后更换1次95％的乙醇，保存用于总

DNA抽提。

1．2 AFLP分析中使用的接头及引物序列

参照V0s等∞1方法并稍作修改进行AFLP分析，研究

对体色 中使用的接头及引物序列见表1。

表1 A朗擅分析的寡核苷酸接头和引物序列

Tab．1砸地0n扣nud∞僦e adapto璐粕d pdmers u∞d for the An』P粕砌ysis

注：‘E．NNN’和‘M．NN(N)’各自代表一条引物序列，其中的一个‘N’代表一个选择性碱基。‘NNN’为引物‘E-NNN’的选

择性碱基，而‘NN(N)’为引物‘M-NN(N)’的选择性碱基

Note：‘E—NNN’鞠d‘M—NN(N)’陀pre∞nted a四mer sequence瑚pectively，曲d aIl‘N’Iepresented彻e selective nucleotideint}le埘meL
‘NNN’was the selective nucleotides￡DrtlIe pdmer‘E-NNN’，whe陀鹊‘NN(N)’fbr the primer‘M—NN(N)’．

2方法

2．1鲮总DNA的提取及定量

采用本实验室改进的嘶s．饱和酚法进行鲮总DNA抽

提H J。在德国Biome啦核酸定量仪上测定基因组DNA的吸

光值，测定核酸浓度。选取光密度0D猢／0D：80比值在1．8

～2．0之闯的基因组DNA，将其浓度稀释至50 ng·止～，

一20℃保存备用。

2．2总DNA的消化、连接、扩增

实验方法及操作过程参照夏军红瞪1博士论文并稍做修

改进行。所做修改如下，在DNA样品限制性消化中，DNA

用量为250 ng，+l／+1 PcR预扩增中，+1引物用量为

loo ng，+3／+3 PCR选择性扩增中，+3引物用量为150

ngo

2．3 PAGE电泳

+3／+3循环结束后，1．5％A圆rose胶检测扩增结果。

等体积2×上样缓冲液终止反应，点样，6％变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离，银染法显色(Premega银染试剂盒操作说

明书)，数码相机拍照记录。

2．4数据分析

银染之后得到的谱带应用软件‰image(Ver 2．6，by
K印el锄)分析，相对于分子量标记100 bp DNA ladder确定

等位基因大小。数据统计所有清晰可见的条带，有带记为

l，无带记为O，获得O～1矩阵。利用P0pgene(Ver．3．1)

进行数据分析∞1。

3结果与分析

3．1 AFLP引物筛选及扩增图谱

从25对AFLP引物组合(表1)中选取6对扩增条带

丰富、带型清晰、有差异性条带的AFLP引物用于进一步分

析。引物组合为E1M3、ElM4、E2M4、E4M3、E5M1、

E5M2。以上6对AFLP引物对子群体h和子群体q共58个

个体进行PCR扩增，共产生173条扩增条带，分子量范围
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图1 引物组合E2M4对原种群体的扩增图谱

q1—29．子群体q；h1～29．子群体h；M 100 bp分子量标准

Fig．1 AFLP-PCR pattem 0f研mer pair E2M4 on 0Ii舀nal poplllaiionq

1～29．gub-stock q；hl～29．sub一8tock h；M．100 bp DNA ladder

在50—400 bp之间，平均每对引物产生29条扩增条带，其

中多态性条带数为72条，多态位点比例为41．5％。子群体

q、h的多态位点数分别为61和70，多态性片段的比例分

别为35．1l％、40．43％。在6对引物产生的173条扩增条

带中，有1条编号为E2M4．1的条带在子群体h中的频率远

远高于在子群体q中的出现频率，该条带在2个子群体间

的出现频率差别很大，子群体h中的出现频率为72．4％，

而子群体q中的出现频率仅为20．6％。图1为引物E2M4

扩增的AFLP图谱，从图谱中可以看出鲮个体间的差异。标

注位点为子群体h的高频位点。

3．2鲮原种群体的遗传多样性分析

对所取鲮原种群体进行遗传多样性分析结果，鲮原种

群体的遗传多样性指数为0．1254，其子群体h与子群体q

的遗传多样性指数分别为O．1367和o．0998，子群体h的遗

传多样性指数远高于子群体q。

4讨论

本研究采用AFLP方法对广东鲮鱼原种场的鲮原种群

体进行了遗传多样性分析。对鲮原种群体2个子群体遗传

多样性分析表明，子群体h的遗传多样性水平高于子群体q

(0．1367>O．0998)，2个子群体间的遗传分化较为明显。这

一结果与笔者此前采用RAPD方法研究的结果”J一致。广

东鲮鱼原种场在对该批鲮原种的饲养观察中已发现，子群

体h的生长性能优于子群体q，因而获得子群体h相对于子

群体q的特异性分子标记对于培育具有生长优势的鲮优良

品系具有重要意义。AFLP标记能够提供大量且高密度的信

息位点，因此，有可能在表型不同的2个鲮原种子群体间

筛选出具有群体特异性的分子标记。夏军红等"1采用AFLP

方法从36对引物组合中筛选到一对长江江豚性连锁分子标

记的引物组合，找到一个与性别相关的标记性位点。本研

究从25对引物组合中选取了6对扩增中显示出有差异条带
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的引物组合对该批鲮原种的2个子群体进行扩增，获得了1

条在子群体h中的出现频率绝对高于子群体q的条带

E2M4-1(72．4％>20．6％)。体色是由多基因控制的性状，

条带E2M4—1有可能与控制体色的某基因位点呈不完全连

锁。进一步扩大筛选范围，采用更多引物组合做进一步研

究有希望获得2个子群体间的特异性分子标记。
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