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摘　要:应用随机扩增 DNA多态性 (RAPD) 技术对唐鱼野生与养殖群体的遗传多样性进行了分析。 从 40个

10bp引物中选取 15个用于群体遗传多样性分析 , 共检测出 93个位点 , 其中 46个 (49. 46%) 呈多态;两群体

的多态位点比例分别为 43.01%和 41. 94%;用香农指数量化的遗传多样性指数 , 野生群体 (0.23) 略高于养殖

群体 (0.20), 平均遗传多样性指数为 0. 22, 群体内和群体间的遗传变异比例分别为 85%和 15%;群体的遗传

相似度高达 0. 96, 彼此间的遗传距离仅为 0. 04。研究表明 , 唐鱼目前的种质资源状况令人堪忧 , 恢复唐鱼有效

种群大小 、 丰富物种遗传多样性是资源保护的基础。
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　　唐鱼 Tanichthys a lbonubes Lin为我国特有的热

带 鱼 类 , 隶 属 鲤 形 目 Cypriniform es、 鲤 科

Cyprinidae、 鱼丹 亚科 Danjoninae、 唐鱼属 Tanich thys,

有白云山鱼 、红尾鱼和金丝鱼等俗称 。作为一种著

名的观赏鱼类 , 唐鱼在香港 、 东南亚 、 北美 、 西

欧 、非洲等国家和地区均有饲养。野生群体据记载

原分布于我国广州白云山和东 、北江小溪流狭小区

域
[ 1]
, 近代人类活动使分布区的生态环境发生了

很大变化 , 加上该物种本身种群小 、 繁殖能力弱 ,

在自然界中罕见踪迹。 1998年版的 《中国濒危动

物红皮书》标明唐鱼的濒危等级为绝迹 , 同年颁

布的 《野生动物保护法》将其列为国家二级保护

动物
[ 2]
。

目前唐鱼的研究大多集中在养殖 、胚胎发育 、

亲缘关系等方面 , 涉及遗传多样性的研究尚未见报

道
[ 3 - 5]

。现代遗传学观点认为 , 一个物种的遗传多

样性高低与其适应能力 、 生存能力和进化潜力密切

相关 , 遗传变异是有机体适应环境变化的必要条

件
[ 6]
。因此 , 研究物种的遗传结构和遗传分化 ,

揭示其遗传多样性水平是生物资源恢复和持续利用

的前提和基础。

2003年唐鱼野生群体再发现为研究该物种种

质资源和保护利用提供了一个很好的契机
[ 7]
。本

文利用随机扩增多态 DNA (RAPD)对唐鱼野生和

养殖群体的遗传多样性进行比较分析 , 研究其遗传

背景 , 以期为唐鱼的资源保护和管理提供理论依

据。

1　材料和方法

1.1　材　料

唐鱼野生群体采自广州从化 , 养殖群体购自广

州芳村花鸟市场。每群体各 18尾 , 在 - 180 ℃液

氮罐中保存 , 运回实验室后转入 - 80 ℃超低温冰

箱备用。

1.2　DNA提取和 PCR扩增

基因组 DNA的提取参照 Samb roo (1989)的

方法
[ 8]
。 PCR反应总体积为 25 μL, 包括:10 ×

Taq Bu ffer 2.5 μL、 25 mmol /L M gC l2 1.5 μL、 2.5

mmo l /L dNTP (MBI) 1 μL、 5 μmo l /L引物 (上海

博亚 ) 1 μL、 5 U Taq DNA聚合酶 (MB I) 0.2

μL、以及 10 ng /μL基因组 DNA 2 μL, 其余用超

纯水补足 。反应在 PTC-100扩增仪上经 95 ℃预变

性 5m in后经过 45个循环 , 每个循环包括 94 ℃ 1

m in, 36 ℃ 1m in, 72℃ 2m in, 最后 72℃延伸 10

m in。 RAPD产物用含有溴化乙锭的 w =1.5%琼脂

糖凝胶电泳分离 , 于 Bio-RAD G el Doc 2000自动成

像仪上观察。

1.3　数据分析

电泳图谱中的每一条带记为一个位点 , 只记录
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那些电泳后可辨认的条带 , 当某一扩增带出现时记

为 1 , 缺失则记为 0 , 从而建立原始谱带矩阵 , 并

据此统计位点总数 、 多态位点数和每个多态位点在

群体中的分布频率。

群体的多态位点 P =该群体的多态位点数 /位

点总数 ×100%

参考W achira (1995)的公式
[ 9]
, 用香农指数

来量化各群体的遗传多样性 H0 , 平均群体内的遗

传多样性 Hpop , 以及所研究的种类 n个群体的遗传

多样性总量 Hsp , 计算公式如下:

H0 =-∑X i lnX i (X i为位点 i在某一群体中的

出现频率);

Hpop =∑H 0 /n (n为所研究的群体数);

Hsp =-∑X lnX N/ (X为群体的综合表型频率 ,

N为位点总数);

以 Hpop /H sp和 (H sp -H pop) /H sp分别计算和比

较遗传多样性在群体内和群体间的分布 。利用

POPGENE1.32软件计算群体间的遗传相似度 F和

遗传距离 D
[ 10]
。

2　结　果

实验选取 40个随机引物 (BA0360 ～ BA0400)

中的 15个产生稳定的扩增结果用于唐鱼野生和养

殖群体的遗传多样性分析 , 共检测出 93个位点 ,

呈多态的有 46个 (49.46%)。每个引物均能检测

到多态位点 (1 ～ 5个), 多态位点百分率 (20% ～

83.3%)因引物而异。野生群体在 40个位点上呈

多态 , 多态位点比例达 43.01%;养殖群体则存在

39个多态位点 , 多态位点比例为 41.94% (表 1)。

图 1列举了引物 BA0367对所有个体扩增产物的电

泳图谱。

表 1　选取的 15种随机引物扩增产物的数量

Tab. 1　Num be r o f am plifica tion produc ts gene ra ted w ith 15 a rbitra ry prim e rs

引物引物 序列(5‘ ～ 3’ ) 总位点数 变异位点总数
扩增产物变异位点数

野生群体　养殖群体
检测的多态百分率

BA0367 AGCGAGCAAG 6 2 　1 1 33. 3

BA0368 GAACACTGGG 7 3 　3 3 42. 9

BA0370 GTGCAACGTG 6 3 　2 3 50. 0

BA0372 TGGCCCTCAC 5 1 　1 0 20. 0

BA0373 GGTTGTACCC 7 4 　4 2 57. 1

BA0374 CCCGCTACAC 5 3 　3 3 60. 0

BA0377 CCCAGCTGTG 4 2 　2 2 50. 0

BA0388 AGCAGGTGGA 5 3 　3 3 60. 0

BA0391 ACGATGAGCC 6 4 　3 4 66. 7

BA0393 ACCGCCTGCT 7 3 　3 2 42. 9

BA0394 GTGACAGGCT 6 5 　5 5 83. 3

BA0396 AGGTTGCAGG 9 5 　4 5 55. 6

BA0397 AGCCTGAGCC 6 4 　4 4 66. 7

BA0398 ACCACCCACC 8 2 　2 1 25. 0

BA0399 GAGTGGTGAC 6 2 　0 1 33. 3

合计 93 46 40 39

多态比例 /% 49. 46% 43. 01% 41. 94%

图 1　引物 BA0367对唐鱼野生和养殖群体 RAPD图谱

F ig. 1 RAPD pro file o f w ild and cu ltiva ted popu la tion o f T. albonubes w ith prime r BA0367

M:DL2000;野生群体:1 ～ 18;养殖群体 B:19 ～ 36;C:空白对照
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表 2　由 Shannon多样性指数估计的遗传多样性在唐鱼群体内和群体间的分布

Tab.2　Pa rtition of the genetic diversity w ithin and am ong popu lations of T. a lbonubes estim ated by Shannon index

引物
H0

野生群体　　养殖群体
HPOP HSP HPOP /HSP (HSP-HPOP) /HSP

BA0367 0. 02 0. 02 0. 02 0. 02 0. 87 0. 13

BA0368 0. 29 0. 27 0. 28 0. 28 0. 98 0. 02

BA0370 0. 14 0. 28 0. 21 0. 24 0. 89 0. 11

BA0372 0. 10 0. 00 0. 05 0. 06 0. 78 0. 22

BA0373 0. 33 0. 16 0. 24 0. 27 0. 90 0. 10

BA0374 0. 33 0. 20 0. 26 0. 28 0. 93 0. 07

BA0377 0. 27 0. 32 0. 30 0. 30 0. 99 0. 01

BA0388 0. 40 0. 36 0. 38 0. 41 0. 94 0. 06

BA0391 0. 25 0. 40 0. 33 0. 35 0. 92 0. 08

BA0393 0. 16 0. 06 0. 11 0. 13 0. 88 0. 12

BA0394 0. 46 0. 38 0. 42 0. 46 0. 92 0. 08

BA0396 0. 26 0. 31 0. 28 0. 30 0. 96 0. 04

BA0397 0. 28 0. 20 0. 24 0. 27 0. 89 0. 11

BA0398 0. 17 0. 04 0. 10 0. 14 0. 74 0. 26

BA0399 0. 00 0. 07 0. 04 0. 16 0. 22 0. 78

均值 0. 23 0. 20 0. 22 0. 24 0. 85 0. 15

利用 Shannon多样性指数对 15个引物所检测

到的表型频率进行遗传多样性分析 (表 2), 野生

群体的遗传多样性 (H0)为 0.23, 高于养殖群体

的 0.20。两群体平均遗传多样性 (Hpop)为 0.22,

遗传多样性总量 (H sp)为 0.24。由 Hpop /H sp比值

可见 , 引物 BA0377和 BA0399分别检测出群体内

的最大和最小遗传变异 (H pop /H sp分别为 0.99和

0.22), 群体内的遗传变异 H pop /Hsp均值为 0.85;

而群体间的遗传变异 (H sp -Hpop) /H sp平均为

0.15。

结果显示 , 唐鱼两群体的遗传距离为 0.04,

彼此间的遗传相似度为 0.96。

3　讨　论

分析比较野生和养殖群体的遗传多样性对于反

映人类活动对鱼类基因库的影响程度具有重要的参

考价值 。随机扩增多态 DNA (RAPD)技术具有快

速 、灵敏 、 简便等特点 , 已被广泛应用于遗传多样

性检测以及品系鉴定等方面
[ 11 -13]

。本文利用

RAPD技术对唐鱼野生和养殖群体的遗传多样性进

行了研究 , 15个随机引物共检测到 93个位点 , 其

中多态位点 46个 , 多态位点百分率达 49.46%,

这充分说明了 RAPD检测方法的灵敏性。对于类似

研究 , 已有报道在稀有鮈鲫 Gobiocypris rarus
[ 14]
、

梭鱼 Liza haematocheila
[ 15]
、 真鲷 Pagrus major

[ 16]
、

牙鮃 Para lichthys olivaceus
[ 17]
、 鮸状黄姑鱼 N ibea

m iichthioies
[ 18]
等鱼类以及其它水生生物 (如对虾 、

贝类等)
[ 19, 20]

野生与养殖群体的 RAPD分析 。

通过横向比较 RAPD检测到的稀有鮈鲫 、 梭鱼

等其他鱼类的多态位点比例 , 得出它们的遗传多样

性:梭鱼 >真鲷 >稀有鮈鲫≈唐鱼 >牙鲆 >鮸状黄

姑鱼 。孟宪红等认为真鲷较高的遗传变异度与真鲷

生命周期较长 、野生群体年龄组成复杂有关;唐鱼

与稀有鮈鲫均属分布区较窄 、生境狭小的低等鲤科

鱼类 , 遗传多样性相似;牙鲆较低的遗传多样性水

平可能是因其为冷水性底层鱼类 , 洄游距离短 , 不

同地理群体难以远交 (ou tbreeding)之故 。此外 ,

作者在研究小黄鱼遗传多样性时也发现小黄鱼较高

的多态位点比例可能与小黄鱼的广分布性及其栖息

地多样性有关
[ 21]
。综上所述 , 不同鱼类遗传多样

性的差异除物种内在特定遗传结构差异外 , 可能还

与其分布环境 、生活史等有关。除此之外 , 鱼类的

遗传多样性大小还与该物种是否历经人工养殖或种

苗放流增殖有关 , 这些过程往往会因奠基者效应
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( founder effect)、 遗传漂变 (genetic drift)和近交

( inbreed ing)等因素而造成种群遗传多样性降

低
[ 22, 23]

, 在以上用于比较的鱼类中 , 梭鱼的遗传

多样性最高 , 鮸状黄姑鱼最低就是最直接的例证。

表 3　用 RAPD方法研究不同鱼类的多态位点

百分率的结果比较

Tab.3　Comparison of percen tage o f po lymo rph ic loci ( P )

am ong d iffe rent fish species by RAPD study

种名
多态位点百分率 /%

野生群体　 养殖群体
参考文献

唐鱼 43. 01 41. 94 本研究

稀有鮈鲫 45.8 ～ 50 6. 47 王剑伟 , 等

梭鱼 85. 71 83. 93 权洁霞 , 等 [ 15]

真鲷 62. 6 54. 47 孟宪红 , 等 [ 16]

牙鮃 43. 2 34. 9 You Feng, e t al[ 17]

鮸状黄姑鱼 16. 5 15. 7 丁少雄 , 等 [ 18]

遗传变异有一定的大小和分布格局 , 种内遗传

变异可以分为群体内和群体间的变异 , 保持这两种

变异可以最大限度地降低地理群体的灭绝几率 , 维

持物种的稳定
[ 24]
。本文对这两种变异进行了分析 ,

从遗传多样性的分布可见 , 有 85%的遗传变异源

于群体内 , 15%源于群体间 。张四明等 (2001)

用 Shannon多样性指数对与唐鱼同属于鲤科鱼类的

长江水系的鲢鱼 Hypophthalm ichthys molitrix和草鱼

Ctenopharyngodon idellus 4个地理群体的 RAPD资料

分析表明 , 鲢鱼 87.7%的遗传多样性来源于群体

内 , 12.3%来源于群体间 , 群体间的遗传分化很

小;草鱼 82.5%的遗传多样性来源于群体内 , 群

体间的遗传分化略高于鲢 , 为 17.5%
[ 25]
。另一方

面 , 塘鱼群体间的遗传相似度高达 0.96, 而遗传

距离仅为 0.03。因此 , 根据塘鱼遗传多样性的分

布以及群体间的遗传相似度和遗传距离不难看出 ,

塘鱼野生群体与养殖群体属于亲缘关系很近的两个

不同的地理群体 。

从遗传学角度 , 一个物种的遗传多样性高低与

其适应能力 、生存能力和进化潜力密切相关。遗传

多样性的降低可导致其适应能力降低 、有害隐性基

因表达增加及经济性状衰退 , 最终导致物种退化 。

丰富的遗传多样性则意味着比较高的适应生存能

力 , 蕴涵着比较大的进化潜能以及比较丰富的育种

和遗传改良能力 。本研究中 , 塘鱼养殖种群的多态

位点比例和香农多样性指数 (41.94%, 0.20)只

略低于野生群体 (43.01%, 0.23), 似乎养殖群

体的遗传多样性并没有显著降低。造成这种结果的

可能原因是:人工养殖过程对塘鱼的遗传多样性 、

种质资源并没有造成明显影响;人类活动影响唐鱼

的生存环境 , 造成塘鱼生境破碎化 , 导致近亲繁

殖 , 影响塘鱼的遗传多样性;这个有趣的问题还有

待于深入研究 。但值得指出的是 , 塘鱼野生群体近

20 a罕见踪迹 , 濒于灭绝 , 种群生态学认为 , 种群

数量 的 急 剧 下 降 使 种 群 历 经 一 个 瓶 颈

(bo ttleneck), 大大降低残留种群和未来种群的遗

传多样性 。因此 , 我们有理由认为目前唐鱼的种质

资源状况令人堪忧 , 在这个具有较高观赏价值的珍

稀物种尚未出现如受精率下降或对环境变化的适应

力下降等近交衰退特征时 , 应大力开展唐鱼种质资

源研究 , 加强对现有资源的科学管理和保护;恢复

唐鱼有效种群大小 (effective popu lation size)、 丰

富物种遗传多样性是资源保护的基础。
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The Genetic D iversity ofW ild and Cultivated Population ofTan ichthys

albonubes by Random Amp lified Polymorphic DNA (RAPD)Method
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Abstract:Random amplified polymorphic DNA (RAPD) technique w as employed to analy ze the gene tic diversity

betw een w ild popu lation and cultivated population o f Tan ichthy s albonubes. Using 15 out of 40 decamer random

primers, a to tal of 93 RAPD loc iwe re detected, o fwh ich 46 loci(49.46%)we re po lymorphic. The propo rtion o f

po lymo rphic loci o f two populations w as 43. 01% and 41. 94%, respectively. Gene tic dive rsity quantified by

Shannon index o fw ild popu lation (0.23) is slightly higher than cultured popu lation (0.20) w ith an average o f

1.93;Partition of gene tic va riab ility indicated that 85%was distributed w ithin, and 15% among populations. The

gene tic sim ilarity be tw een populations w as high up to 0.96 and genetic distance w as just 0.04. Results of RAPD

analysis suggested the germplasm resource o fT. albonubes is in the poo r condition, and it's essentia l fo r resource

pro tection to recover effective popula tion size and enrich species gene tic dive rsity.

Key words:Tan ichthy s a lbonube;genetic diversity;RAPD
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