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摘要: 采用 RAPD 和 I SSR 分子标记技术对厦门近海横带髭鲷野生群体 46 个个体进行遗传多样性分析 .在 RAPD 分析

中筛选出 31 个随机引物, 共扩增产生 235 个可统计的条带, 其中多态性条带 106 个, 多态位点百分率为 45. 11% , Shan�

non�s 遗传多样性指数为 0. 243 0; 在 ISSR分析中筛选出 16个 ISSR 引物,共扩增产生 119 个可统计的条带, 其中多态性

条带76 个,多态位点百分率为 63. 78% , Shannon�s 遗传多样性指数为 0. 348 9. 与其它鱼类横向对比显示, 厦门近海横带

髭鲷野生群体的遗传变异处于中上水平,具有较高的遗传多样性.
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� � 横带髭鲷 H ap alogeny s m ucr onatus 隶属鲈形目

( Perciform s)、石鲈科( Pomadasyidae)、髭鲷属 ( H a�
p alog eny s) , 为暖温性中下层鱼类, 喜集群, 栖息于多

岩礁海区,以底栖甲壳类、鱼类及贝类等为食,主要分

布于北太平洋西部, 我国沿海、朝鲜、日本和菲律宾海

域均有分布[ 1] . 横带髭鲷不仅肉质鲜美, 而且体色艳

丽,既是港澳台、日本和东南亚地区较为畅销的食用鱼

类,也是人们喜爱的海水观赏鱼类.

横带髭鲷在我国沿海自然海区均可捕获,因其野

生资源总量偏小,渔获量不大. 迄今为止, 有关横带髭

鲷的基础研究报道较少
[ 2- 3]

.本文以厦门近海捕捞的

横带髭鲷野生群体为研究对象, 采用 RAPD 和 ISSR

分子标记技术评估了该群体的遗传多样性, 阐明了其

遗传背景,为横带髭鲷的资源保护与利用提供了重要

的理论依据.

1 � 材料和方法

1. 1 � 材料来源
横带髭鲷野生群体于 2003 年 6月至 9月间采自

福建厦门海区, 共 46尾.

1. 2 � 引物筛选
用于分析横带髭鲷遗传多样性的 RAPD 随机引

物购自上海生物工程公司生产的 S460~ S480与 S501

~ S520系列; ISSR 分析所用的引物核心序列参考梁

君荣[ 4] 以及 Genebank中石鲈科鱼类的微卫星序列设

计,锚定碱基按照 A、T、G、C 两两组合(除 AT 和 T A

组合) ,共设计出 ISSR 引物 52个, 由上海生工合成.

1. 3 � 实验方法
DNA 提取: 参考 Sambr ook 等的酚/氯仿抽提

法[ 5] .

PCR扩增和检测: 扩增反应均在 PE9700型 PCR

仪上进行,反应体积为 25 �L, 其中含 10  PCR buffer

2. 5 �L, 25 mmol/ L M g2+ 1. 5~ 2. 0 �L, 25 pmo l/ L 引

物 1 �L, 2. 5 mmol/ L dNTP 1 �L, DNA 模板 25 ng,

rT aq酶 0. 6 U,无菌重蒸水( ddw )补足 25 �L. ( M g2+

浓度和退火温度随引物不同而改变) .扩增程序经实验

优化后采用: 94 ! 5 min ∀ ( 94 ! 30 s ∀ 36 !

( RAPD) / 52~ 58 ! ( ISSR) 45 s ∀ 72 ! 2 m in)  38

cys ∀72 ! 7 min. RAPD和 ISSR的 PCR产物分别在

1. 5%和2. 0%的琼脂糖上电泳,之后于 0. 5 �g/ mL 的

EB 中浸泡 0. 5 h,在 GAS7001B凝胶成像分析系统上

观察和拍照.

1. 4 � 数据分析
将 RAPD、ISSR电泳图谱记录后进行人工读带,

同一引物扩增的电泳迁移率一致的条带被认为具有同

源性,属于同一位点的产物,按扩增阳性记为 1和扩增

阴性记为 0的格式输入计算机, 构成 RAPD、ISSR表

型数据矩阵.同一位点的扩增片段频率大于 0. 95的位

点为单态位点, 频率在 0. 05到 0. 95间为多态位点,频

率小于 0. 05的位点不纳入统计.对群体遗传参数的统

计基于以下两个假设: 1)横带髭鲷群体基本处于 H ar�
dy�Weinberg 平衡; 2)统计条带时认为电泳迁移率相

同的条带是扩增基因组上相同 DNA 片段的产物. 采

用 Popgene1. 32软件对厦门近海横带髭鲷野生群体



46个个体间进行遗传参数分析,分别计算其多态位点

百分率( PPB, Per centage o f Polymor phic Bands)、遗

传相似系数( S, genet ic similarity)、遗传距离( D , g e�
netic distance) 和 Shannon�s 信息指数( I , Shannon�s
informat ion index) .

2 � 结 � 果

表 1� 用于 RAPD扩增分析的随机引物序列及多态性

Tab. 1 � Pr imers used and polymo rphism of RAPD marker

引物 � � 序列 统计条带数 多态性条带数 多态位点百分率/ %

S461 GT AGCACTCC 9 3 33. 3

S462 TCGGCACGCA 4 1 25

S463 CTGAT ACGCC 5 3 60

S465 CCCCGGTAAC 13 8 61. 5

S466 GT GGGCTGAC 5 4 80

S467 GT CCATGCCA 11 7 63. 6

S468 ACAT CGCCCA 12 2 16. 7

S469 GT GGTCCGCA 7 5 71. 4

S470 TCCCGCCT AC 8 6 75

S471 AACGCGTCGG 11 8 72. 7

S474 CCAGCCGAAC 7 2 28. 6

S475 CCAAGCTGCC 7 0 0

S476 TGACCCGCCT 4 0 0

S480 GACCCT AGTC 11 9 81. 82

S501 TGCGGGTCCT 10 4 40

S503 ACACAGAGGG 8 2 25

S504 CCCGTAGCAC 8 3 37. 5

S505 GACCTAGTGG 5 3 60

S506 GT CT ACGGCA 4 3 75

S507 ACTGGCCTGA 10 5 50

S508 CCCGTTGCCT 6 4 66. 7

S509 TGAGCACGAG 8 2 25

S510 CCAT TCCCCA 8 3 37. 5

S511 GT AGCCGTCT 6 2 33. 3

S513 GGACGACAAG 8 2 25

S514 CAGGATT CCC 5 2 40

S515 GGACAACGAG 5 1 20

S516 CTCTGCGCGT 4 0 0

S517 CCGTACGTAG 13 10 76. 9

S519 CCT CCT CATC 3 1 33. 3

S520 ACGGCAAGGA 10 1 10

合 计 235 106 45. 11

� � 对提取的基因组 DNA 样品进行紫外吸收测定,

A 260 / A 280比值都在 1. 70~ 1. 90之间,说明其蛋白质和

RNA 含量很少,为 RAPD和 ISSR检测提供了良好的

模板条件.

2. 1 � 横带髭鲷遗传多样性的 RAPD分析

从 40个 RAPD 随机引物 ( S461~ S480, S501~

S520)中筛选出 31个扩增重复性好、带型清晰的引物

(表 1) , 对横带髭鲷厦门野生群体的 46个 DNA 的遗

传多样性进行 RAPD检测,图 1为引物 S480 和 S517

对该野生群体 46个个体 DNA样品的扩增结果. 31个

引物扩增出的条带数目 1~ 13不等, 片段大小在 0. 25

~ 2. 5 kb之间(图 1) . 共扩增产生了 235个可统计的

条带, 其中检测到106个多态位点, 多态位点百分率
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表 2 � 用于 ISSR 扩增分析的随机引物序列及多态性

Tab. 2 � Pr imers used and polymo rphism o f ISSR marker

引物 � � 序列 � � 统计条带数 多态性条带 多态位点百分率/ %

ISSR4 CCA( GT G) 4 9 3 33. 3

ISSR7 CCC( GT ) 7 6 6 100

ISSR8 GCG( AC) 6A 8 7 87. 5

ISSR13 C( CA ) 8 9 4 44. 4

ISSR14 ( CT ) 8A 11 6 54. 5

ISSR16 ( CT ) 8T 9 4 44. 4

ISSR17 ( CT ) 8GC 2 2 100

ISSR18 ( CT ) 8AG 8 6 75

ISSR19 ( CT ) 8GA 9 7 77. 8

ISSR20 ( TG) 7AC 8 6 75

ISSR23 ( TC) 7GT G 10 6 60

ISSR27 ( GA ) 7AG 6 6 100

ISSR29 ( GA ) 7CA 4 1 25

ISSR34 ( GA ) 7T A 5 4 80

ISSR47 ( GT ) 7CGC 11 8 72. 7

ISSR48 ( AC) 7GGG 4 0 0

合 计 119 76 63. 87

� 图 1� 引物 S480 和 S517 对横带髭鲷的 RAPD电泳图谱

M: DL2000 标记

Fig . 1 � RAPD patterns of w ild sto ck o f H apal ogeny s mucr onatus by S480 and S517

为 45. 11%. 基于 RAPD分析,横带髭鲷厦门野生群体

内个体间的遗传相似性系数 S 平均值为 0. 906 2, 群

体内平均遗传距离 D 为 0. 093 8, Shannon�s遗传多样

性指数 I 为 0. 243 0.

2. 2 � 横带髭鲷遗传多样性的 ISSR分析

从 52个 ISSR 引物中筛选出了 16 个重复性好,

条带清晰的引物, 对横带髭鲷厦门野生群体的 46个

DNA 的遗传多样性进行 ISSR检测, 引物编号及其序

列见表 2.图 2为引物 ISSR14 和 ISSR23 对该野生群

体 46个个体 DNA 样品的扩增结果. 16个 ISSR引物

扩增出的条带数目 2~ 11不等, 片断大小在 0. 25~ 2

kb之间. 共扩增产生了 119个可统计的条带, 其中具

有多态性的条带 76 个, 多态位点百分率为 63. 78%.

基于 ISSR分析, 该群体个体间的遗传相似性系数 S

平均值为 0. 868 5, 群体内平均遗传距离 D 为

0. 131 5, Shannon�s遗传多样性指数 I 为 0. 348 9.

3 � 讨 � 论

本研究中所用 ISSR方法是由 Zietkiew icz等人于

1994 年创建的一种 DNA 标记技术 [ 6] , 其特性与
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� 图 2� 引物 ISSR14 和 ISSR23 对 46 个个体基因组 DNA 的 ISSR电泳图

M: DL2000 标记

Fig . 2 � SSR pat terns o f w ild stock of H apalogeny s mucr onatus by ISSR 23 and ISSR 23

RAPD技术有一定类似, 两者所用引物都无明显种属

特异性,扩增的条带符合孟德尔遗传规律.由于两者都

是显性标记,在进行群体遗传学评估时也采用同样的

遗传参数计算方法, 因此所得的遗传参数间有一定的

可比性
[ 7]

. 我们在横带髭鲷检测中发现 ISSR 具有比

RAPD更高的多态位点检出率以及较高的遗传变异

(表 3) , 这点在绝大多数研究中也得到证实 [ 8- 10] .这可

能是由于 ISSR技术检测的是位于反相排列的 SSR之

间的 DNA序列,不同于 RAPD技术检测整个基因组,

而且 SSR散布于整个真核生物基因组中, 且比非重复

序列具有较快的变异速率, 从而导致 ISSR 比 RAPD

检测到更多的基因组位点差异, 这也是 ISSR 标记技

术在物种遗传多样性、群体遗传学等方面更具有潜在

研究价值的一个主要原因. 此外, 由于 ISSR 对 PCR

反应的敏感性低于 RAPD,而在重复性和稳定性上均

强于 RAPD, 可以认为在鱼类遗传多样性分析中, IS�
SR较 RAPD技术具有一定的优越性.

表 3� 基于 RAPD 和 ISSR的横带髭鲷遗传多样性评估结果

Tab. 3� Genetic div ersity of H apalogeny s mucr onatus based on RAPD and ISSR data

多态位点百分率 P/ % 遗传距离 D 遗传相似系数 S Shannon 多样性指数 I

RAPD 45. 11 0. 0938 0. 9062 0. 2430

ISSR 63. 87 0. 1315 0. 8685 0. 3489

此外,我们将横带髭鲷 RAPD 和 ISSR检测数据

与部分鱼类的 RA PD、ISSR 分析数据进行类比 (表

4) .横向比较的结果显示:基于 RA PD的检测数据,横

带髭鲷的遗传多样性仅低于青海湖裸鲤和军曹鱼, 与

小带鱼和花鲈基本持平, 略高于唐鱼、刀鲚和斜带髭

鲷,显著高于表 4所列的其它鱼类; 基于 ISSR 的检测

数据,在表 4所列的种类中,横带髭鲷的遗传多样性最

高.综合以上比较结果可以看出,横带髭鲷种群的遗传

多样性仍处于较高的水平.

作为港澳台、日本和东南亚地区正在推广的新兴

食用鱼,横带髭鲷野生资源总量偏小.开展人工繁育的

研究是提高其产量, 进一步扩大经济效益的主要途径.

随着水产养殖业的发展, 如何保护其野生资源的可持

续利用,最大限度地保持养殖群体的遗传多样性, 已成

为人们关注的问题.本研究结合 RAPD 和 ISSR 2种

分子标记方法, 分析了横带髭鲷厦门近海野生群体遗

传多样性水平, 研究结果为横带髭鲷的遗传背景研究

奠定了基础,为其未来的人工繁育和野生资源的保护

提供理论依据和科学指导.
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表 4 � 横带髭鲷与其它鱼类的遗传多样性比较

Tab. 4 � Comparison o f the genet ic diversit y of H ap alogeny s mucr onatus w ith o ther s fishes

种类 基于 RAPD的 Shannon�s 信息指数 基于 ISSR 的 Shannon�s 信息指数

青海湖裸鲤 Gymnocyp r is p rz ew alski i 0. 4861[ 11]

军曹鱼 R achy centr on canadum 0. 4498[ 12]

小带鱼 E up leur ogrammus muticus 0. 2565[ 13]

花鲈 Lateol abrax j ap onicu: 日照群体

厦门群体

0. 2479[ 14]

0. 2431[ 14]

唐鱼 Tanichthy s albonubes 0. 23[ 15]

江豚 Neophocaena phocaenoides :长江群体

渤海群体

0. 2223[ 16]

0. 2059[ 16]

刀鲚 Coilia ectenes :群体 1

群体 2

群体 3

0. 2044[ 17]

0. 1863[ 17]

0. 2238[ 17]

0. 1366[ 17]

0. 1196[ 17]

0. 1156[ 17]

斜带髭鲷 H ap alog eny s nitens 0. 2127[ 18] 0. 2719[ 18]

青鱼 Mylopharyngodon p iceus :金口群体

瑞昌群体

湘江群体

0. 2057[ 19]

0. 1483[ 19]

0. 1821[ 19]

带鱼 T r ichiurus lep turus 0. 1575[ 13]

文昌鱼 B ranchiostoma balcher i 0. 1519[ 20] 0. 06~ 0. 51[ 21]

牙鲆 P aralichthy s lethos tigma 0. 1120[ 22] 0. 1432[ 23]

小黄鱼 P seudosciaena polyactis 0. 69[ 24] 0. 1888[ 25]

黄颡鱼 P elteobagrus f ul vidraco : A群体

B 群体

0. 0918[ 26]

0. 0670[ 26]

鲢 H ypophthalmichthy s molitr ix 0. 0624[ 27]

大弹涂鱼 B oleop hthalmus p ectiniros tr is 0. 0592[ 28]

鳙 A r istichthy s nobilis 0. 0532[ 29]

草鱼 Ctenop haryngodon idel lus 0. 0466[ 30]

中华鲟 A cip enser sinensis 0. 0334[ 31]

横带髭鲷 H ap alog eny s mucr onatus (本研究) 0. 2430 0. 3489
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Study on the Genetic Structure of the Wild Stock of

Hapalogenys mucronatus in Xiamen Bay

WANG Shi�feng, DU Jia�ying, SU Yong�quan, DING Shao�x iong, WANG Jun*

( Co lleg e of Oceanog r aphy and Env ironmental Science, Xiamen Univ ersity , Xiamen 361005, China)

Abstract: H apalogeny s mucr onatus is a bottom associat ed fish gener ally found in warm t em perat e seas. It is mainly distr ibuted in

the w estern Nor th Pacific Ocean, including the coasts of China, Korea, Japan and Philippines. A s an excellent food fish, H ap alogeny s

mucr onatus is highly valued in the lo cal markets, and has a g reat potential for farm rear ing and reproduction. To prov ide t he genet ic

informat ion of this species, the genetic div ersity of 46 indiv iduals fr om the w ild stock o f H ap alogeny s mucr onatus in Xiamen bay w as

investig ated by using the int er�simple sequence repeat ( ISSR) and randomly�amplified polymo rphic DNA ( RAPD ) markers. Of the

random pr imers screened, 31 pr imers produced highly r epr oducible RAPD bands. A t otal o f 235 discernible DNA f ragments wer e de�

tected, of w hich 106 being polymo rphic. The percentag e of po lymorphic loci was 45. 11% and Shannon�s index was 0. 243 0. Of the

pr imers screened, 16 pr imers produced highly reproducible ISSR bands. A to tal of 119 discernible DNA fragments w ere detected, o f

which 76 being polymorphic. The percentage of polymorphic lo ci w as 63. 78% and Shannon�s index w as 0. 348 9. Compared w ith oth�

er fishes, the genet ic diversit y of H . mucr onatus in Xiamen is above the middle lev el, w ith a higher g enetic diver sity .

Key words: H apalogeny s mucronatus ; g enet ic diversit y; RAPD; ISSR
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