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摘　要：利用ＲＡＰＤ分子标记分析了江黄颡 （♀ ）和乌苏里拟鲿 （♂ ）及其杂交子代3个群体的遗传结构。18
个ＲＡＰＤ随机引物对每个群体8尾鱼的基因组ＤＮＡ进行扩增�共获得106个条带清晰且重复性较好的ＲＡＰＤ
标记�片段大小在200～2000ｂｐ之间�江黄颡 （♀ ）和乌苏里拟鲿 （♂ ）及其杂交子代3个群体的多态位点比
例分别为17．92％、18．87％和25．47％�平均遗传相似系数分别为0．9408、0．9368和0．9280�平均遗传距离
分别为0．0592、0．0632和0．0720�平均Ｎｅｉ’ｓ基因多样性指数 （Ｈ）分别为0．0754、0．0738和0．1036�平均
Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数 （Ｉ）分别为0．1087、0．1081和0．1501；亲缘关系树状图显示杂交子代与母本遗传距离较
近�而与父本遗传距离较远。结果分析表明：杂交子代继承了双亲的优良性状�但从母本中继承的遗传物质稍
多于父本；杂交子代群体内的遗传多样性高于两亲本群体�杂交一代基因杂合性增强�表现出一定的杂种优势。
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　　江黄颡 （Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｖａｃｈｅｌｌｉ）和乌苏里拟鲿
（Ｐｓｅｕｄｏｂａｇｒｕｓｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓ）分类上隶属于鲶形目
（Ｓｉｌｕｒｉｆｏｒｍｅｓ）、鲿科 （Ｂａｇｒｉｄａｅ）�前者为黄颡鱼属
（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓ）�后者为拟鲿属 （Ｐｓｅｕｄｏｂａｇｒｕｓ）。
两者均为鲿科重要经济鱼类�肉质鲜美�营养丰
富且个体体型较大�但生长速度和抗逆性存在差
异�江黄颡生长速度快�对环境的适应能力较差�
而乌苏里拟鲿生长速度慢�对环境的适应能力较
强。目前�江黄颡和乌苏里拟鲿的人工繁殖和苗
种生产技术已经较为成熟�国内利用江黄颡或乌
苏里拟鲿作为亲本进行杂交育种也已有一些研

究�如瓦氏黄颡鱼 （♀ ）和长吻 （♂ ） ［1］�黄颡鱼
（♀ ）和瓦氏黄颡鱼 （♂ ） ［2］�瓦氏黄颡鱼 （♀ ）和
黄颡鱼 （♂ ） ［3］�黄颡鱼 （♀ ） ×乌苏里拟鲿
（♂ ） ［4］�但未见利用江黄颡 （♀ ）和乌苏里拟鲿
（♂ ）杂交进行育种研究的报道。本研究尝试结
合江黄颡和乌苏里拟鲿各自的优点�通过对江黄
颡 （♀ ）和乌苏里拟鲿 （♂ ）进行杂交�旨在培育出
生长优势明显、抗逆性强的新品种。2008年以
来�对两种鱼进行杂交生产试验�两年中均成功
批量孵化出杂交幼苗�目前已养至商品规格�表
现出生长速度快、抗逆性好等优点。本研究采用
ＲＡＰＤ［5－10］分子标记技术对江黄颡 （♀ ）和乌苏里
拟鲿 （♂ ）亲本及其杂交后代的基因组ＤＮＡ进行
比较分析�探讨双亲遗传物质在杂交子代上的呈
现及对子代遗传结构的影响�为进一步研究鲿科
鱼类属间远缘杂交的遗传机理和杂交育种积累

基础资料。
1　材料与方法
1．1　实验鱼来源

江黄颡 （Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｖａｃｈｅｌｌｉ�用Ｊ表示 ）的母

本来源于江苏省常州水产技术指导站�乌苏里拟
鲿 （Ｐｓｅｕｄｏｂａｇｒｕｓｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓ�用Ｗ表示 ）父本来源
于江苏省淮安市水产技术指导站�亲本购回后均
养殖于江苏省淡水水产研究所禄口试验基地。
实验时�随机取出8尾用于ＲＡＰＤ分子标记分析。
1．2　江黄颡 （♀ ）×乌苏里拟鲿 （♂ ）杂交

2008年、2009年5月 －7月繁殖季节�挑选
性腺成熟度较好的雌雄亲鱼�暂养于池壁光滑的
大水族缸中�采用注射绒毛膜促性腺激素
（ＨＣＧ）、地欧酮 （ＤＯＭ）和促黄体释放激素二号
（ＬＲＨ－Ａ2）等药物的方法进行人工催产�经过12
～16ｈ左右的效应时间�将成熟的江黄颡鱼卵与
乌苏里拟鲿亲鱼精子进行干法人工授精�受精卵
均匀地布于消毒网片上�置于孵化缸中充气微流
水环境孵化�培育至鱼苗阶段后转到池塘培育。

杂交后代 （Ｊ♀ ×Ｗ♂�以 ＪＷ表示 ）为江黄
颡 （♀ ）和乌苏里拟鲿 （♂ ）的杂交 Ｆ1代�目前在
本实验室培育。实验时�随机取出 8尾用于
ＲＡＰＤ分子标记分析。
1．3　基因组ＤＮＡ的制备

采用从鱼体背部肌肉组织中提取ＤＮＡ的方

法�先加入适量的细胞裂解液 （50ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·
ＨＣｌ�ｐＨ＝9．0；100ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ；200ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ溶液 ）充分剪碎至匀浆状态�然后再加入
300μＬ细胞裂解液和5μＬ的蛋白酶 Ｋ（20ｍｇ／
ｍＬ）�充分混匀�于56℃金属浴消化约6～8ｈ至
溶液澄清�冷却后依次用等体积的酚、酚∶氯仿
（1∶1）、氯仿各抽提一次�无水乙醇沉淀 ＤＮＡ�去
离子超纯水溶解。电泳法检测 ＤＮＡ质量�核酸
仪测定基因组 ＤＮＡ浓度�定量后配成50ｎｇ／μＬ
的工作溶液备用。
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1．4　ＲＡＰＤ－ＰＣＲ反应
ＰＣＲ反应在ＢｉｏｍｅｔｒａＴ－ＧｒａｄｉｅｎｔＰＣＲ仪上

进行�采用经过优化的反应体系和条件。反应总
体积为20μＬ�其中10×Ｂｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ2＋ ）2．0μＬ�
ｄＮＴＰ（10ｍＭ）0．5μＬ�引物 （10μＭ）1μＬ�Ｔａｑ酶
（5Ｕ／μＬ�北京ＴｒａｎｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈ公司 ）�模板 （50
ｎｇ／μＬ）1μＬ�去离子水15．2ｍＬ。

反应条件：94℃预变性5ｍｉｎ�进入循环�94
℃变性40ｓ�37℃退火45ｓ�72℃延伸1ｍｉｎ�40
个循环后�72℃延伸7ｍｉｎ�4℃保存。

取6μＬＰＣＲ扩增产物与适量ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
混匀�用枪头吸入凝胶点样孔�经2％的琼脂糖凝
胶电泳分离�ＥＢ染色�在凝胶分析仪 （ＢｉｏＲＡＤ）
观察结果�拍照并分析。扩增片段的大小与大连
宝生物公司的ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ2000进行比较。
1．5　数据分析

观察在琼脂糖凝胶上出现的 ＤＮＡ条带�将
相同迁移距离的条带看作同一位点�统计条带总
数和多态性条带数。统计时先借助ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
软件对条带进行辅助标记�然后结合扩增产物的
实际电泳条带�在相同迁移位置按出现条带记为
1�不出现记为 0�转换成数字矩阵。在 Ｈａｒｄｙ-
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡状态下�利用 ＰｏｐＧｅｎｅ3．2软件计
算扩增产物的多态位点数、Ｎｅｉ′ｓ基因多样性指数
（Ｈ）和Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数 （Ｉ）。应用ＮＴＳＹＳ（2．0）
软件计算Ｎｅｉ′ｓ遗传距离和遗传相似系数。依据
所得到的遗传距离�按照非加权平均距离法
（ＵＰＧＭＡ）构建聚类关系图。
多态位点比例：Ｐ＝多态位点数／位点总数

×100％；
群体内个体间遗传相似系数参照 Ｌｙｎｃｈ［11］

的公式计算：Ｓｘｙ＝2Ｎｘｙ／（Ｎｘ＋Ｎｙ） （1）
则群 体 内 平 均 遗 传 相 似 系 数： Ｆ ＝

∑ 2Ｎｘｙ／（Ｎｘ＋Ｎｙ） ／ｎ （2）
式中：Ｎｘｙ是个体ｘ和ｙ的共有条带数；Ｎｘ和Ｎｙ分
别是个体ｘ和ｙ的扩增条带数�ｎ为个体间相比
较的两两配对数。相应的�个体间遗传距离为
Ｄ＝1－Ｓｘｙ。

群体间遗传相似性系数 ［12］根据 Ｎｅｉ的方法
计算：∑ （ＸｉＹｉ）／∑ （Ｘｉ）2∑ （Ｙｉ）2 1／2 （3）
式中：Ｘｉ�Ｙｉ分别为Ｘ和Ｙ组合第ｉ个位点的基因

频率。相应的�群体间 Ｎｅｉ’ｓ遗传距离为 Ｄ＝
1－Ｉ。
2　结果与分析
2．1　ＲＡＰＤ引物扩增

从35个 ＲＡＰＤ随机引物中进行筛选�筛选
出18个条带清晰且重复性较好的引物。 18个引
物共扩增出106条带�且对3个群体都出现了特
异性条带�每个引物扩增的位点从3到10个不
等�平均每个引物扩增约6条带�扩增片段大小
在250～2000ｂｐ之间。 不同引物扩增出的多态
性位点数有较大差别�多态性位点百分比在
33．3％～100％ 之间。 其中 Ｓ176�ＯＰＭ09和
ＯＰＭ173个引物的扩增位点均具有多态性�多态
位点百分比为100％；而ＯＰＭ18的3个扩增位点
中只有1个具有多态性�多态百分比仅为33．3％。
引物信息及扩增结果见表1�引物编号中字母ＢＡ
表示引物由上海英骏生物技术有限公司合成�字
母Ｓ为上海生工生物工程技术服务有限责任公

司合成�ＯＰＭ和 ＯＰＪ为南京生兴生物技术有限
公司合成。

多态位点比例是评价鱼类种群遗传变异的

重要参数之一 ［13］�其值的大小反映了群体遗传
多样性的高低。 在106个扩增位点中�其中江黄
颡母本中扩增出多态性标记19个�多态位点百
分比为17．92％�乌苏里拟鲿父本扩增出多态性
标记20个�多态位点百分比为18．87％�杂交子
代多态位点27个�多态位点百分比为25．47％。
这表明杂交子代群体的遗传多样性较两亲本要

高。
2．2　杂交子代与亲本的ＲＡＰＤ扩增图谱

从18个ＲＡＰＤ引物扩增图谱的整体情况来
看�杂交子代出现的谱带都能在亲本中找到�有
的来源于父本�有的来源于母本�有的是两者基
因型的综合�符合典型的孟德尔遗传规律。 此
外�各引物对两亲本和杂交子代的扩增条带图谱
存在明显差异�同一引物对两亲本和杂交子代的
扩增位点也存在多样性。 图1为引物ＢＡ0004对
两亲本及其杂交子代的扩增带谱。
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表1　ＲＡＰＤ引物序列及扩增结果
Ｔａｂ．1　ＲＡＰＤｒａｎｄｏｍｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｔｈｅｉｒａｍｐｌｉｆｉｅｄｒｅｓｕｌｔｓ

引物编号 序　列 扩增总位点数 总多态性位点数 总多态位点比例

ＢＡ0004 ＧＧＡＣＴＧＧＡＧＴ 10 7 70％
ＢＡ0022 ＴＧＣＣＧＡＧＣＴＧ 8 7 87．5％
ＢＡ0023 ＡＧＴＣＡＧＣＣＡＣ 5 4 80％
ＢＡ0045 ＴＧＡＧＣＧＧＡＣＡ 6 4 66．7％
ＢＡ0062 ＧＴＧＡＧＧＣＧＴＣ 7 6 85．7％
Ｓ11 ＧＴＡＧＡＣＣＣＧＴ 7 6 85．7％
Ｓ166 ＡＡＧＧＣＧＧＣＡＧ 6 4 66．7％
Ｓ176 ＴＣＴＣＣＧＣＣＣＴ 6 6 100％
Ｓ183 ＣＡＧＡＧＧＴＣＣＣ 6 4 66．7％
ＯＰＪ01 ＣＣＣＧＧＣＡＴＡＡ 5 4 80％
ＯＰＪ12 ＧＴＣＣＣＧＴＧＧＴ 7 4 57．1％
ＯＰＪ17 ＡＣＧＣＣＡＧＴＴＣ 7 5 71．4％
ＯＰＭ03 ＧＧＧＧＧＡＴＧＡＧ 4 2 50％
ＯＰＭ04 ＧＧＧＧＧＴＴＧＴＣ 7 5 71．4％
ＯＰＭ09 ＧＴＣＴＴＧＣＧＧＡ 4 4 100％
ＯＰＭ17 ＴＣＡＧＴＣＣＧＧＧ 3 3 100％
ＯＰＭ18 ＣＡＣＣＡＴＣＣＧＴ 3 1 33．3％
ＯＰＭ20 ＡＧＧＴＣＴＴＧＧＧ 5 4 80％
合计 － 106 80 75．5％

图1　引物ＢＡ0004对两亲本及其杂交子代的ＲＡＰＤ电泳图谱
Ｆｉｇ．1　ＲＡＰＤｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｐｒｉｍｅｒＢＡ0004ｔｏｔｗｏｐａｒｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｉｒｈｙｂｒｉｄｓ

Ｍ．Ｍａｋｅｒ；Ａ－Ｈ．江黄颡♀ （Ｊ）；Ｉ－Ｐ．乌苏里拟鲿♂ （Ｗ ）；Ｑ－Ｘ．Ｊ♀×Ｗ♂ （ＪＷ ）；ａ�ｅ�ｈ�ｉ为Ｊ�Ｗ和 ＪＷ的共有片段；ｂ�ｄ为 Ｊ特有
片段；ｇ为Ｗ特有片段；ｃ为Ｊ和ＪＷ共有片段；ｆ�ｊ为Ｗ和ＪＷ共有片段。
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2．3　杂交子代群体内及其与亲本的遗传
多样性
　　根据18个引物的扩增带谱进行统计分析�
计算两亲本及其杂交子代群体内的平均遗传相

似系数、平均遗传距离、平均Ｎｅｉ’ｓ基因多样性指
数和平均Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数等参数�结果见表2�
群体间的遗传相似性指数和相对遗传距离结果

见表3。
表2　各群体内遗传多样性比较

Ｔａｂ．2　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
多态位点数

（Ｐ百分比 ）
平均遗传相似系数

（Ｓ）
平均遗传距离

（Ｄ）
平均Ｎｅｉ基因多样性指数

（Ｈ）
平均Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数

（Ｉ）
江黄颡 19（17．92％ ） 0．9408 0．0592 0．0754 0．1087

乌苏里拟鲿 20（18．87％ ） 0．9368 0．0632 0．0738 0．1081

杂交子代 27（25．47％ ） 0．9280 0．0720 0．1036 0．1501

表3　亲代及杂交子代个体间的遗传相似
性指数和相对遗传距离

Ｔａｂ．3　Ｉｎｄｅｘｏｆｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｇｅｎｅｔｉｃ
ｄｉｓｔａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｐａｒｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｉｒｈｙｂｉｄｓ

Ｊ♀ Ｗ♂ Ｊ♀×Ｗ♂
Ｊ♀ － 0．4577 0．7299
Ｗ♂ 0．7816 － 0．7218
Ｊ♀×Ｗ♂ 0．3148 0．3260 －
注：Ｊ代表江黄颡鱼 （♀ ）�Ｗ代表乌苏里拟鲿 （♂ ）；表格中�对角
线以上的数字表示群体间的相似性指数�对角线以下的数字表示
群体间的相对遗传距离。

由表2可以看出�杂交子代群体多态位点的
百分比为25．47％�高于两亲本群体�表明杂交子
代群体的遗传多样性高于两亲本群体；江黄颡母
本、乌苏里拟鲿父本和杂交子代群体内的平均遗
传相似性指数分别为 0．9408、0．9368和
0．9280�均处于较高水平�一方面显示当前两个
亲本地理群体种质资源状况良好�具有较好的育
种前景�另一方面�杂交子代群体的平均遗传相
似系数小于两亲本群体�进一步表明杂交子代群
体的遗传多样性较两亲本丰富。表中3个群体
的平均遗传距离、平均Ｎｅｉ’ｓ基因多样性指数和
平均Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数等参数也证明了这一点。
　　由表3可以看出�杂交子代与母本间的相似
性指数为0．7299�大于与父本间的相似性指数
0．7218�但差距不大；杂交子代与母本的遗传距
离为0．3148�小于与父本间的遗传距离0．3260�
说明杂交子代与母本的亲缘关系较近�但与父本

的亲缘关系相差不大。这也说明杂交子代基因
组既来源于母本�也来源于父本�但继承于母本
来源的遗传物质稍多于父本。
2．4　聚类分析

基于Ｎｅｉ’ｓ遗传距离�用ＵＰＧＭＡ方法�构建
各群体的亲缘关系树状图 （图2）。由图中可以看
出�杂交子代明显地与江黄颡鱼母本聚合在一起
后�再与父本乌苏里拟鲿聚合�这进一步说明了
杂交子代与两亲本群体的遗传差异是不对等的�
稍偏向其亲本中的母本。

图2　亲代与杂交子代间的亲缘关系树状图
Ｆｉｇ．2　Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

ｂｅｔｗｅｅｎｐａｒｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｉｒｈｙｂｉｄｓ

3　讨论
3．1　杂种优势预测

根据杂种优势的显性学说�杂交改变了杂交
后代的基因组合�增加了基因的杂合性�改变了
不同位点上基因互作�在绝大多数基因型和环境
之间获得一种相互协调的平衡�因而提高了杂种
的生活力、繁殖力和生长速度等重要遗传性
状 ［8］。实践研究表明�杂种优势的遗传基础是杂
交种基因型的杂合性�而要增加杂交种基因型的
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杂合性�杂交亲本间要具有较大的遗传差异 ［7�14］。
本研究中对江黄颡鱼母本和乌苏里拟鲿父本群

体计算结果表明�两个群体间遗传相似性指数为
0．4577�遗传距离为0．7816�这说明两个亲本群
体间的遗传差异较大�初步具备了产生具有杂种
优势的杂交后代遗传基础。

在ＲＡＰＤ分析中�同一物种某个群体内的遗
传距离反映了该群体的遗传多样性�数值越大�
表明该群体遗传多样性丰富程度就越高�适应环
境的能力就越强 ［15］�遗传距离指标可以为选配杂
种优势较强的亲本组合提供依据 ［16］。本试验结
果得到的江黄颡母本、乌苏里拟鲿父本和杂交子
代各群体内的平均遗传距离 （Ｄ）分别为0．0592�
0．0632和0．0720�由此可知�杂交子代的遗传多
样性高于双亲�初步表明杂交子代继承了双亲的
优良性状�江黄颡 （♀ ）×乌苏里拟鲿 （♂ ）可以作
为育种生产实践中获得具有较强杂种优势的杂

交组合。
本研究对两亲本及其杂交子代用18个引物

随机扩增的多态性条带作对比分析�结果表明�
江黄颡鱼特有的26条扩增条带中有20条在杂交
子代呈现�特征带的表现率为76．92％�遗传率为
73．94％；乌苏里拟鲿特有的31条扩增条带中有
22条在杂交子代中呈现�特征带的表现率为
70．97％�遗传率为68．28％。由此可见�父母本
的特有扩增片段在杂交子代中的遗传表达都较

高�这进一步证明了杂交子代继承了双亲的优良
性状。由于杂交�子代的基因组 ＤＮＡ产生了更
为丰富的多态性�基因杂合性增强了�而且这些
多态性的形成既源于双亲的遗传又源于杂交后

遗传性的变异�这是杂种优势得以形成的重要分
子生物学基础 ［8］。
3．2　远缘杂交在鲿科鱼类中的应用

杂交可以使已有的基因进行重新组合�是增
加生物多样性的一个重要方法。远缘杂交是杂
交育种中应用较多的一种获得具有优良经济性

状杂交后代的方式�它是指种间、属间乃至亲缘
关系更远的生物类型之间的杂交 ［17］。远缘杂交
可显著地扩大和丰富鱼类育种的基因库�促进个
体间基因交流�提高杂种优势的利用。种间杂交
是鱼类育种中使用最多且最成熟的一种方法�有
时可以获得具有双亲性状的杂种鱼�有时也可发
生雌核发育 ［18］。本研究对江黄颡鱼母本、乌苏里

拟鲿父本及其杂交子代的 ＲＡＰＤ标记分析结果

表明子代与母本的遗传相似指数为0．7299�与
父本的遗传相似指数为0．7218�子代与父母本
的遗传相似指数差异很小�这说明杂交子代同时
具有了父本和母本的遗传性状�江黄颡鱼母本和
乌苏里拟鲿父本的属间远缘杂交结果是发生了

真正的精卵结合�且父本乌苏里拟鲿的遗传物质
较多地掺入到了受精卵中�乌苏里拟鲿的精子不
是只起着刺激卵子发育的作用�使得杂交子代具
有双亲性状 ［5］。由此推断�江黄颡母本和乌苏里
拟鲿父本的杂交是正常的两性杂交�排除了雌核
发育的可能 ［19］。这与草鱼和鳊鱼的杂交 ［18］结果
一致�但本试验中获得的杂种一代是否可育还有
待于下一步研究。

此前有研究表明�鲤科、鲷科鱼类不同属间
远缘杂交也能获得杂种后代 ［20－22］�本试验通过
杂交繁殖和培育�获得了生长性状稳定的杂种后
代�这也证明了鲿科鱼类的属间远缘杂交及其育
苗生产是可行的。
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