
动物学杂志 !"#$%&% ’()*$+, (- .((,(/0 !""#，$"（%）：& ’ ()
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摘要：用 从 !" 个 随 机 引 物 中 筛 选 出 的 * 个 引 物 对 泥 鳅（ 1#&/)*$)& +$/)#,,#2+)3+4)&）和 大 鳞 副 泥 鳅

（5+*+6#&/)*$)& 3+7*0+$)&）及其自交与杂交子代进行了 +,-. 遗传稳定性分析。结果表明，+,-. 谱带主

要呈孟德尔式遗传，该类带纹明亮稳定，在泥鳅子代中占 &&/((0；在大鳞副泥鳅子代中占 (""0；在杂交

子代中占 &&/)%0。也存在非孟德尔式遗传谱带，该类带纹较暗、稳定性差，在泥鳅子代中为 "/1&0；在

杂交子代中为 "/%$0；在大鳞副泥鳅中未见此类带纹。实验结果说明 +,-. 谱带具有很高的遗传稳定

性。
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随 机 扩 增 多 态 性 .;,（ N78R?M 7MSJ5L5BR
S?JKM?NS>5G .;,，+,-.）标记广泛应用于动植

物遗传育种中品种鉴定、分子标记的建立以及

种属间亲缘关系的探讨等方面［( ’ $］。然而由于

引物 的 随 机 性、序 列 较 短 及 退 火 温 度 低 等，

+,-. 技术的重复性和稳定性较差。研究人员

常常通过优化 .;, 扩增的条件和反应程序以

获得可重复的 +,-. 图谱，从方法上解决其稳

定性问题。那么，+,-. 谱带的遗传稳定性又

是如何呢？迄今有关方面的研究尚不多见。

泥鳅（1#&/)*$)& +$/)#,,#2+)3+4)&）和大鳞副

泥鳅（5+*+6#&/)*$)& 3+7*0+$)&）是常见的鲤形目

（9KSN585L?NMBH）、鳅科（9?I5F5R7B）鱼类，亲缘关系

较近，也具有一定的经济价值，常常被作为实

验材料。本文以泥鳅和大鳞副泥鳅为材料进行

+,-. 分析，探讨了随机扩增多态性 .;, 片段

""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

的遗传稳定性。



! 材料与方法

!"! 试验鱼 泥鳅和大鳞副泥鳅购自河南省

新乡市新市场。选择卵巢轮廓明显、外观呈纺

锤形的雌鳅，按 !"" #$%尾的量背部肌肉注射绒

毛膜促性腺激素（&’(，宁波第二激素厂），雄鳅

注射剂量减半。) * +" , 后，轻压雌鳅腹部将卵

收集于不同的培养皿中，干法授精。同时进行

种间杂交，室温孵化。

!"# 方法

!"#"! 基因组 -./ 的提取 对两种泥鳅亲本

采用断尾取血提取基因组 -./［0］。对两种泥鳅

的子代以及它们的杂交子代随机挑取 0 尾约 1
23幼鱼，采用全鱼液氮研磨分别提取基因组

-./。

!"#"# 4/5- 反 应 条 件 优 化 及 引 物 筛 选

4/5- 引物及 5’4 相关试剂均购于上海生工。

采用正交设计原理，从统计模型上优化 5’4 反

应体系。具体方法是：先以混合模板 -./ 的浓

度、引物浓度、671 8 浓度、9.:5 浓度等 ; 种因素

的各 < 个水平，采用 =>（;<）正交表作正交设计，

根据带的强弱及重复性作为取舍指标，选取最

佳组合。4/5-?5’4 反应条件循环参数为：首

轮 >;@变性 0 3AB，以后为 >;@ + 3AB，<C@ +
3AB，)1@ 1 3AB；0 个循环后提高复性温度至

<>@，共 ;" 个循环，循环结束后 )1@充分延伸

+" 3AB。

参照 -DEAF［C］等提出的混合 -./ 扩增方法

筛选引物，然后用筛选的引物分别对子代与其

相应亲本扩增。扩增产物经 +G0H琼脂糖凝胶

电泳后拍照。

!"#"$ 数据处理 假设 4/5- 标记为一对等

位基因按完全显性方式遗传，则具有某条谱带

的亲本在该位点上的基因型为 // 或 /D，而无

该谱带的亲本为 DD，由此推断该谱带在子代中

的理论分离。选择重复性好且稳定的谱带进行

统计分析，对每一个引物而言，把在特定位置上

出现强或弱但具重复性扩增带的记作“+”，未出

现或出现但弱且不具重复性扩增带的记作“"”，

并对结果进行统计分析。

# 结 果

#"! %&’( 反应体系的优化及引物筛选 采

用正交设计优化方案最终确定 10!I 4/5-?5’4
反应体系包括：9.:5 !"!3JI%=，4/5- 引物 "G!

!3JI%=，67’I1 1 33JI%=，!"# -./ 聚合酶 1 $，基

因组 -./ C" B7。
以亲本与子代 -./ 混合为模板，以条带亮

且数量适中、重复性好为标准，最终选择 ) 个最

佳 引 物，即 其 编 号 和 序 列 依 次 为 K+1!1
（:’/’’(:(:’），K+1!<（:(:/(’’(:(），K+1!C
（’’’(/(/:’’），K+1!>（(/((:’’:/’），K+1>1
（/(’’(:’(//），K+1><（’:(/’::’’’）和 K+1>!
（::(’:’/’((）。

#"# 大鳞副泥鳅自交子代及其相应亲本的

%&’( 遗传稳定性 选用上述 ) 个引物对大鳞

副泥鳅自交子代与相应亲本 -./ 进行扩增，

结果统计如表 + 所示。) 个引物在父本中扩增

出 >C 条谱带，在母本中扩增出 >+ 条，双亲共

++C 条。0 尾子代个体分别扩增出 !>、+";、>>、

>> 和 >C 条谱带。父本 4/5- 标记在其子代中

的表现率（子代所具有的与父本相同的 4/5-
标记 占 子 代 标 记 的 比 例 ）分 别 为 !CG!+H、

><G;+H、>1G<+H、!>G"+H和 !)G>+H。母本谱

带 在 其 子 代 中 的 表 现 率 分 别 为 )!G+<H、

>+GC)H、!<G<<H、!>G0!H和 !CG;CH。亲本标

记在子代中的表现率均在 )!H以上，说明大部

分位点在亲本中为纯合（图 +）。

经对比分析，在大鳞副泥鳅 0 尾自交子代

个体中所扩增出的 4/5- 带纹均对应于亲本中

的 ++C 条谱带，无子代特异带纹出现，即均符合

孟德尔式遗传，不存在异常分离现象。

#"$ 泥鳅自交子代及其相应亲本的 %&’( 遗

传稳定性 上述 ) 个随机引物分别对泥鳅亲

本及其 0 个子代个体的基因组 -./ 进行随机

扩增，也获得了清晰的 4/5- 谱带，统计结果如

表 1 所示。在父本中共出现 !" 条谱带，母本中

出现 !" 条，共 +++ 条不同谱带。0 尾子代个体

中分别扩增出 !!、!)、!;、!C 和 !C 条谱带。父

本 4/5-标 记 在 其 子 代 中 的 表 现 率 分 别 为
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图 ! 引物 "!#$# 在大鳞副泥鳅自交子代

与相应亲本的扩增结果

%&’(! )*+ ,-./&0&1,2&34 5+67/26 30 .,5+426
,48 .53’+4&+6 &4 ! ( "#$%&#’() 392,&4+8

9: 76&4’ .5&-+5 "!#$#
!" !：大鳞副泥鳅雌性亲本；!"" ：大鳞副泥鳅雄性亲本；

# $ %：子代个体。

!" !：&’()*’ ! + "#$%&#’()；!"" ：()*’ ! + "#$%&#’()；

# , %：-./0’" 1023’.-’4+

5678%9、5%9、587%9、587%9 和 5:9，母 本

;<!= 标记在其子代中的表现率分别为 5:9、

5:9、5:9、587%9 和 5%9。此外，引物 >#858
在子代个体 ? 和 % 扩增出一条在父母本中均没

有的扩增带，但带纹较弱（图 8）。

假设 ;<!= 标记是完全共显性遗传，从理

论上讲，亲子代间谱带的分离方式应符合孟德

尔式遗传，即子代的 ;<!= 均应能在亲本中找

到对应的带纹。那些子代特有（子代有而双亲

无）的带纹为异常分离，不符合孟德尔式遗传。

在泥鳅自交子代中共扩增出 ##8 条谱带，其中

@@7##9为孟德尔式遗传。一条为子代特有带，

即非孟德尔式遗传 ;<!= 带纹占 :75@9。

#;< 泥鳅! = 大鳞副泥鳅"杂交子代及相应

亲本的 >?@A 遗传稳定性 A 个随机引物对泥

鳅!与大鳞副泥鳅"杂交子代与相应亲本的扩

增，结果列入表 ?。父本共扩增出 #:: 条谱带，

母本中@#条 ，共#%%条 不 同 谱 带 。%尾 子 代 个

表 ! 大鳞副泥鳅亲子个体间 >?@A 谱带特征

),9/+ ! )*+ >?@A 1*,5,12+5&62&16 30 .,5+426 ,48 .53’+4&+6 &4 ! ( "#$%&#’()

差异谱带数

=-&&’0’.B /)."4

一致谱带数 C"’.B-D)* /)."4

!"! !"" !"!"# !"!"8 !"!"? !"!"E !"!"%

!"! A# A% 55 5: 56 5?
!"" E% A@ 5% 5E 5# 5:
!"!"# ?% 88 5E 5# 5: A6
!"!"8 8E 8% 8% @# @: @:
!"!"? ?E 8# 8% 8: 5% 56
!"!"E 8? 85 85 8? 86 5E
!"!"% 86 8A ?? 8: 88 8A

!"：大鳞副泥鳅；!"!"：大鳞副泥鳅自交子代。

!"：! + "#$%&#’()；!"!"：4’*&F/0’" 1023’.-’4 2& ! + "#$%&#’() +

表 # 泥鳅亲子个体间 >?@A 谱带特征

),9/+ # )*+ >?@A 1*,5,12+5&62&16 30 .,5+426 ,48 .53’+4&+6 &4 * ( #’+(,--,.#("#/()

差异谱带数

=-&&’0’.B /)."4

一致谱带数 C"’.B-D)* /)."4

G)! G)" G)G)# G)G)8 G)G)? G)G)E G)G)%
G)! 68 ?E ?% ?E ?E ?%
G)" E@ ?E ?% ?E ?% ?%
G)G)# 6E 6@ ?# 85 8? ?#
G)G)8 6E 65 A8 ?? 8@ ?8
G)G)? 6E 66 A? 6@ 8E 8?
G)G)E 66 66 A% A8 A? 8%
G)G)% 65 6E A8 A# AE AE

G)：泥鳅；G)G)：泥鳅自交子代。

G)：* + #’+(,--,.#("#/()；G)G)：4’*&F/0’" 1023’.-’4 2& * + #’+(,--,.#("#/() +
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图 ! 引物 "#!$! 在泥鳅自交子代

与相应亲本的扩增结果

%&’(! )*+ ,-./&0&1,2&34 5+67/26 30 .,5+426 ,48
.53’+4&+6 &4 ! ( "#$%&’’&("%)"*%+
392,&4+8 9: 76&4’ .5&-+5 "#!$!

!"!：泥鳅雌性亲本；!"" ：泥鳅雄性亲本；

# $ %：子代个体；箭头所示为子代特有扩增弱带。

!"!：&’(")’ ! * "#$%&’’&("%)"*%+；
!"" ：(")’ ! * "#$%&’’&("%)"*%+；

# + %：,-./’0 1/23’-,’4；
"//25 ,-0,6"7’4 78’ 41’6,&,6 9:;< 47/,1’ ,- 1/23’-,’4*

体中分别扩增出 #=>、#?@、###、#=A 和 ##@ 条谱

带，父本 <B: 谱带在其子代个体中的表现率

依 次 为 A%C、D?C、EDC、EDC 和 ADC，母 本

9:;<标记在其子代个体中的表现率依次为

AFGEFC、D%GA#C、DFG%?C、AEG>?C和 AEG>?C。

杂交亲本 9:;< 标记在子代中的表现率明显低

于自交亲本中相应的比率，但仍大于 %=C，说

明在两种泥鳅中部分 9:;< 位点是相同的。另

外，引物 H#?DE 在后 F 个子代中分别扩增出一

条特异带，且带纹较弱（图 F）。

图 ; 引物 "#!$< 在杂交子代与

相应亲本的扩增结果

%&’(; )*+ ,-./&0&1,2&34 5+67/26 30 .,5+426 ,48
*:95&8 .53’+4&+6 &4 ! ( "#$%&’’&("%)"*%+ ,48
, ( )"-./"#%+ 392,&4+8 9: 76&4’ .5&-+5 "#!$<

!"!：泥鳅雌性；;0" ：大鳞副泥鳅雄性；

# $ %：泥鳅和大鳞副泥鳅的杂交子代；

箭头所示为非孟德尔式遗传扩增弱带。

!"!：&’(")’ ! * "#$%&’’&("%)"*%+；;0" ：(")’ , * )"-./"#%+；
# + %：8I./,0 1/23’-,’4；

"//25 ,-0,6"7’4 78’ 41’6,&,6 9:;< 47/,1’ ,- 1/23’-,’4*

表 ; 两种泥鳅杂交亲子个体间 =>?@ 谱带特征

),9/+ ; )*+ =>?@ 1*,5,12+5&62&16 30 .,5+426 ,48 *:95&8 .53’+4&+6 &4 ! ( "#$%&’’&("%)"*%+ ,48 , ( )"-./"#%+

差异谱带数

<,&&’/’-7 ."-04

一致谱带数 J0’-7,6") ."-04

!"! ;0" !";0# !";0? !";0F !";0@ !";0%

!"! FE EA AD AE A= A=
;0" ##> A% D? ED ED AD
!";0# EE %> #=# DA D? D>
!";0? %> E= ?# >A >@ >D
!";0F %= A@ @% E= >? >=
!";0@ %D A# @? @? FF D>
!";0% E% %D @E F> @@ @F

!"：泥鳅；;0：大鳞副泥鳅；!";0：两种泥鳅杂交子代。

!"：! * "#$%&’’&("%)"*%+；;0：, * )"-./"#%+；!";0：8I./,0 1/23’-,’4*

在杂交组合中，杂交子代中有 #%% 条谱带

是孟德尔式遗传，即 >>GFEC 子代完全符合孟

德尔式遗传；非孟德尔式遗传的条带仅存在一

条，即约 =GE@C谱带是异常分离。

; 讨 论

9:;< 技术简单方便，但由于其引物的随

机性、序列较短及退火温度低等特点，对反应

条件非常敏感，许多因素稍有变化就会导致扩
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增结果的改变。因此优化反应体系中各组分以

提高其重复性和稳定性，是进行 !"#$ 研究必

须解决的首要问题［%］。本次实验中，通过正交

设计优化 #&! 反应的各组分，最终确定适合泥

鳅和大鳞副泥鳅 !"#$’#&! 最优反应体系。

在所 有 关 于 !"#$ 的 研 究 中，首 先 假 定

!"#$是孟德尔共显性遗传，每个谱带代表着

一个等位基因，且每条谱带都是由单一序列组

成，不存在由于序列差异但大小相同而形成的

同一谱带的情形。即使存在这种情形，由于不

经序列测定难以发现，也一律视为同一基因位

点，这就涉及到一个 !"#$ 实验研究中一个最

根本的问题，即 !"#$ 的遗传稳定性。在本实

验中，通过泥鳅和大鳞副泥鳅自交与杂交组合

的 !"#$ 分析，发现 !"#$ 标记具有非常高的

遗传稳定性，即有 (()以上的子代带纹均可在

亲本中找到对应的带纹。部分子代个体具有少

数特有带纹，在亲本中找不到对应的带纹，即

!"#$标记中存在异常分离现象，所占比例较

少。在泥鳅自交组合中存在 *+,() 异常分离

谱带，在杂交组合中有 *+-.) 谱带为异常分

离。这类异常分离的带纹有一个共同的特征，

即带纹较暗稳定性差。其产生原因可能有以下

几方面，首先可能受染色体在 $/" 水平上的重

排、缺失、插入或突变等的影响。在减数分裂或

有丝分裂过程中，他们改变了两个引物结合位

点间的距离，进而影响了 #&! 模板使扩增结果

异常；第二，由于基因突变使得出现新的引物结

合位点或原有位点消失；第三，线粒体 $/" 的

影响。代谢活跃的组织中线粒体 $/" 含量相

应较高。在基因组 $/" 的提取过程中，可能存

在少量的线粒体 $/"，而线粒体 $/" 的存在或

突变或断裂均可造成异常分离现象的产生。因

此为了防止此类带纹的出现，分析样品应尽可

能取自同一组织。第四，可能受实验操作和条

件的 影 响。如 在 基 因 组 $/" 的 提 取 过 程 中

$/" 的断裂或污染、#&! 操作过程中试剂或模

板等的污染亦可影响扩增结果。产生异常分离

现象的原因多种多样，在实验过程中应尽可能

减少非实验因素的影响，使实验结果更为精确。

!"#$ 分子标记技术已广泛应用于生命科

学研究的各个领域，目前尽管存在着重复性欠

佳等不足，但其遗传稳定性相当高，加之简便、

快捷、代价低廉和多态性丰富等优点是其他分

子标记无法比拟的。在动物遗传育种、群体遗

传分析、遗传性状标记选择等领域，!"#$ 技术

已经成为一种常规的分子标记手段。为了提高

分析的精度，必须十分注意 !"#$ 的遗传稳定

性和重复性，那些明亮且稳定出现的谱带应当

作为首选的对象使用。随着分子生物学技术的

发展，!"#$ 技术将克服这些缺陷，今后也将随

着这项技术的进一步完善发挥其更大的作用。
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