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分析基因组 D N A 多态性的 R A P D 技术

在水产生物技术研究中的应用前景
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分子生物学技术不仅使生物科学 自身的发展进入了历史新纪元
,

而且还渗透到医学
、

农业
、

工业和环保等

诸多领域
,

带来了一场科学革命
。

水产养殖业作为我国大农业中的一个重要组成部分
,

已经建立了庞大的产业

结构
,

年水产养殖总产量已连续几年跃居世界榜首
。

但是我们还必须清醒地认识到
,

目前的水产养殖业始终未

能摆脱传统的产业模式
,

生物技术特别是分子生物学技术在水产养殖生产和研究中的应用还十分有限
,

其中

除了水产生物繁殖周期等本身生物学特性
、

研究基础薄弱和投入经费少等因素限制外
,

某些技术本身的高尖

端性和复杂性也影响了其推广和普及
。

因此
,

简便
、

快速和费用低的技术就明显具有更大 的优势和潜力
。

R A P D 技术正是这样一项分子生物学技术
,

尽管它的诞生时间不长
,

但在陆生动
、

植物以及人类的基础遗传学

和应用遗传学研究领域已得到广泛应用 [ B l a e k等
,

1 99 2 ; H u 等
,

一99 1 ; K l e in 一 L a n k h o r s t 等
,

1 99 1 ;W e l s h 等
,

19 9 0 ;
w il k e r s o n 等

,
2 9 9 3 ;王京兆等

,

19 95 ;李松涛等
,
1 9 9 5 ;张忠廷等

,
1 99 4 ;曹家树等

,

199 5 ]
,

而在水产生物技

术研究中的应用至今未见报道
。

本文拟对这一技术的原理与方法及其在水产生物技术研究中的应用前景作

一介绍和展望
,

期望引起水产同行们及有关专家的关注和兴趣
。

1 R A P D 技术的原理及方法学

R A P D ( R a n d
o m A m p li f i

e
d P o

ly m o r p h i
。 D N A ) 即随机扩增多态 D N A

。

这项 技术由美国 杜邦公司的

W i ll i
a m s

等 [ 2 9 9 0 ]首先命名并推出
,

因为它是在 D N A 聚合酶链式反应 ( P o
l y m e r a s e

C h
a in R

e a e t i o n
,
P C R )技

1 9 9 5一 6一1 3收到
。
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术的基础上发展起来的
,

故又称为 R A P D 一 P C R 技术
,

主要用于检测基因组 D N A 的多态性
。

与 CP R 技术的

原理相似
,

R A P D 技术也是利用 D N A 聚合酶
,

模仿细胞内 D N A 复制过程
,

在 D N A 模板
、
4种脱氧核搪核昔酸

及镁离子存在的条件下
,

由引物诱发的一系列聚合反应
,

具体包括模板 D N A 热变性
、

引物退火和引伸三个步

骤 (图1 )
,

但 P C R 用于体外扩增的引物是根据 目的基因两侧的已知序列设计的
,

因此具有特异性
,

而 R A P D

使用的引物则是随机设计的
,

即并非事先依据所要扩增的目的基因两侧已知核酸序列设计
,

故称随机引物
,

它

与模板 D N A 某一互补序列的结合完全是随机的
,

而且使用的引物仅一种核昔酸序列
,

即单个引物
,

与 P C R

中使用的上下游引物 (具有不同的核昔酸序列 )不同
。
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图 1 R A P D 技术原理示意图

T h
e s e

h
e m e o

f p r in e i p l e o f R A P D t e e h n iq u e

引物
,

— 模板 D N A ;

一扩增的 D N A 片段
。

如图 1所示
,

模板 D N A 双螺旋在高温 ( 94 ℃ ) 下被打开
,

双链 D N A 变性解离形成单链 D N A
,

退火时

( 36 ℃ )若某个引物的核昔酸序列与模板 D N A 两条链上各有一区段或几个区段的互补序列
,

引物分别结合到

模板 D N A 的两条不同的 D N A 链上
,

以引物为起点
,

进行 5’ ~ 31 方向的 D N A 链延伸
,

完成一个 CP R 循环
,

经
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过25 一 30 次循环
,

引物之间的 D N A 片断数量可扩增达到 2 x 1 0
6 一 ’

拷贝
。

当基因组的 D N A 某些区域发生片断

插入
、

缺失或碱基突变时
,

引物与模板 D N A 链的结合位点分布发生相应变化
,

从而导致 P C R 产物在数量和

分子量上随着相应改变
,

这种改变通过琼脂糖凝胶 电泳和澳乙锭染色
,

即可直接于紫外灯下检测出来
,

从而可

用于基因组 D N A 多态性分析
。

由于 R A P D 使用的是单个随机引物
,

故引物在 D N A 模板链上的结合位点及其之间的距离是事先无法确

定的
,

倘若两个结合位点之间距离过长 (大于 3 k b )
,

超出 P C R 所能扩增的有效长度范围
,

扩增就难以实现
。

一

般来讲
,

只有引物结合位点之间距离在小于 3 k b 范围内才是有效的
。

此外倘若引物仅与模板 D N A 双链中的

一条链上具有一段互补核昔酸序列
,

即引物只能与一条 D N A 模板链结合
,

则 P C R 第 1次循环合成的新链就

不可能存在与引物互补的核昔酸序列
,

新链就无法成为模板而进行第 2次 P C R 循环
,

从而失去了 P C R 扩增本

意
,

经30 次循环后仅能合成 3 0条链
,

达不到指数式扩增的 目的 (电泳无法检测出来 )
。

以上两个因素似乎限制了

D N A 片断的扩增
,

但 R A P D 通过缩短引物长度 ( 10 b p )和采用一系列序列各不相同的引物 (20 一 2 00 个 )
,

从而

大大增加了引物与模板 D N A 结合的概率
,

既保证了扩增的实现
,

又使检测区域扩大到几乎覆盖整个基因组
,

从而提供了更为丰富的 D N A 多态性
。

2 R A P D 技术在水产生物技术研究中的应用前景

2
.

1 水产生物墓因组 D N A 遗传多态性检测

自本世纪 7 。年代以来
,

鱼类
、

虾类和 贝类等水产生物的遗传多态性检测主要采用蛋白质电泳分析技术
,

特

别是等位基因酶 ( al loz y m e )技术在水产生物的群体遗传学
、

品系鉴定及育种学等方面得到广泛应用 [ A vi se
,

1 9 7 4 ; A ll e n
,

J r
.

等
,
1 9 82

;

aB i l
e y 等

,
1 9 7 0 ;

aD
n d

o ,
1 9 7 4 ; F i

s
h

e r

等
,
1 9 8 0 ; L e s t e r ,

1 9 7 9 ; 朱蓝菲
,
1 9 8 2 ;朱蓝菲等

,

1 9 8 3〕
。

蛋白质电泳技术虽然反映了 D N A 水平的差异
,

但它仅仅是对基因产物的分析
,

即检测的是基因的表

型
,

在转录和转译区域上的小序列变化不可能改变蛋白质的功能或电泳的迁移率
,

故对于等位基因杂合度

h( et er oz gy os it y )低
,

亲缘关系较近的类群
,

利用蛋白质电泳分析难以测定出遗传差异
,

而且要获得可靠的群

体统计数据
,

必须检测大量样品
,

因此在应用上有它的局限性
。

随着分子生物学技术的发展
,

使直接测定基因

组 D N A 的差异成为可能
,

不仅结果直接可靠
,

而且灵敏度高
。

在 R A P D 技术推出之前
,

基因组 D N A 多态性检

测主要采用如下二种方法
:

① D N A 序列多态性 ( s e q u a n e e p o l y m o r p h i s m ) ;②限制性片段长度多态性 ( r e s t r i e
-

t io n f
r a g m e n t 一e n g t h p o l y m o r p h i

s m
,
R F L p )

。

方法①中的 D N A 测序工作繁琐
,

费时费力
,

费用也昂贵
,

故未被

广泛应用
;
R F L P 技术利 用限制性内切酶酶切位点的不同而产生不同长度的酶切片断 ( R F L P s

)
,

若基因组中

核昔酸序列发生变化
,

酶切位点随之相应改变
,

R F L P
s

在数 目和长度上的变化通过探针杂交便可检测出来
。

目前在鱼类研究中报道得最多的是线粒体 D N A ( m t D N A )的 R F L P
s

分析 [ G
r a v e s

等
,

19 5 4
;
T h o m a s

等
,
1 9 8 6 ;

陈关君等
,
1 9 8 4 ,张四明等

,
1 9 9 2 ,宋 平等 ; 1 9 9 4 ;晏 勇等

,

19 9 4 ;樊连勇等
,
1 9 9 4 ]

,

因为线粒体基因组小
,

分

子量仅 15 一 18 kb
,

故其限制性内切酶片段数量相对较少
,

易于通过电泳分离
,

在紫外灯下便可检测出来
,

用于

构建 m t D N A 限制性内切酶酶切物理性图谱
,

但限制性酶类价格比较昂贵
,

而且 m t D N A 的进化速度比同工

酶慢
,

短期间引起 的基因频率的变化在 m t D N A 水平上不一定反映得出来〔李思发
,
1 9 9 3〕

。

而采用基因组

D N A 的 R F L P s

分析
,

因基因组比较庞大
,

一个基因组利用限制性内切酶酶切片产生的 D N A 片段可达几百

万个
,

在电泳凝胶上的 D N A 片段大小排列是一系列连续的斑点
,

即不能被直接检测出来
,

目前已获得的鱼类

D N A 克隆及其探针还十分有限
,

无法应用探针杂交法进行 D N A 指纹图谱 (D N A f/ in g er rP i nt in g )分析
,

近年

来使用哺乳类的重复序列
、

噬菌体 M
; 3
核酸探针以及人工合成的寡聚核昔酸片段探针进行 D N A 指纹图分析

[F i
e ld 等

,
1 9 5 9 ; G

e o r g e s

等
,
1 9 5 5 ;

w i r g in 等
,
1 9 9 1 ; 方盛国等

,

1 9 9 3 ]
,

取得 T 一定的进展
,

但要在大群体中检

测出大量的 R F L P s

或寡聚核昔酸片段 (O P s )
,

成本非常昂贵
,

而且需要使用同位素标记
,

操作不便
。

制作程序

包括 D N A 分离
、

酶切消化
、

电泳
、

oS ut her n 印渍
、

杂交和放射 自显影
,

既费时
,

劳动强度又大
。

而采用基因组

D N A 的 R A P D 分析技术不需要知道基因组本身的特异核昔酸序列
,

D N A 多态片段经 P C R 扩增后
,

直接通过

电泳分离后在紫外线下便可识别
,

不需要制备同位素探针
,

省去了 oS ut her n 印渍和分子杂交过程
,

降低了成
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本
,

同时 R A P D 技术由于使用了一系列随机引物
,

使多态性更加丰富
,

克服了同工酶位点偏少的缺点
,

只需少

量组织 D N A (纯度要求不高 )作为模板
,

即可通过 P C R 技术扩增出多态性片段
,

这对于研究稀有种
,

濒危种以

及取样困难的种类具有更大适用性
。

因此 R A P D 技术与其它同类技术相比较具有简便
、

快速
、

费用低和实用

性强等优点
,

值得在水产生物技术研究中推广应用
。

2
.

2 养殖品系的鉴定
、

遗传选育及杂交亲本的选择

品种的优劣
,

直接关系到水产养殖生产的产量和质量
.

与世界其它国家一样
,

我国目前水产养殖种类大多

是没有经过系统遗传选择的
,

传统的选育工作周期长
,

主要依靠表现型来判断基因型
,

杂交育种也是选用亲代

性状的遗传标记 (孟德尔式遗传标记 )作为后代获得遗传性状的依据
,

但许多个体的表现型和性状因受到环境

因素的影响
,

并不能很好代表基因型〔楼允东等
,
1 9 8 9 ]

,

故必须根据连续几代的表现型才能确定被选遗传性状

的可靠性
。

生化标记技术 (蛋白质
、

等位基因酶标记技术 )的引入使选育工作前进了一步
,

但在应用上尚有一定

局限性 (如 2
.

1所述 )
。

基因组 D N A 的 R A P D 技术提供了丰富的 D N A 多态性
,

通过 P C R 扩增的 D N A 多态性

片断完全遵循孟德尔式遗传规律
,

从而为在短时间内建立个体及群体间的 D N A 分子遗传标记提供了方便
,

利用分子标记可以区分不同基因型的个体和群体
。

缩短了年年重复选育的工作周期
,

同时若能找到不同基因

型与某些经济性状的相关性
,

即可直接选出经济性状优 良的个体和群体
,

从而大大减少了工作量
。

节省了选育

时间
。

同样在杂交亲本的选择中
,

野生种群与养殖种群的识别以及杂交后代的鉴定亦可通过分子标记来完成
。

2
.

3 墓因定位与克隆

鱼类等水产生物的基因定位与克隆工作进行得很少
,

对其基因组结构的认识还相当肤浅
,

已分离的有价

值 的鱼类基因屈 指可数 仁D
a v ie s

等
,
一9 8 4 ; Y u a n L in 等

,

一9 8 1
;
朱作言等

,

1 9 9 0 ;
蒋耀青等

,
1 9 9 0 ;

宋诗铎等
,

1 98 9
,

199 幻
。

对许多有重要经济价值的基因位置和结构等现仍一无所知
,

应用常规的克隆方法因 D N A 探针

数量有限而使其工作进展缓慢
,

倘若能用非整倍性材料 (单倍体或三倍体 )的剂量效应
,

以 R A P D 的多态性片

段作为分子标记
,

找到它们与某些有价值基因的连锁关系
,

制作基因连锁遗传图
,

便可将这些基因定位于染色

体上
,

采用染色体定位克隆技术就有望克隆到这些富有经济价值的基因
,

从而为基因克隆开辟了新途径
,

特别

是抗病基因的克隆
,

对于从本质上防治鱼病和虾病具有重要意义
。

2
.

4 物种分类与分子进化

许多水产生物分类及系统演化关系间题至今仍悬而未决
。

形态上差别甚小的物种仅依靠形态学特征很

难把它们相互区别开来
,

故在分类学上常引起争议
,

其次是某些水产生物的幼体
,

如对虾幼体
,

其外部形态也

没有显著差异
,

难以把不同种的幼体分开
,

这给水产养殖生产及幼体的资源数量监测和预报工作带来了困难
。

近年来
,

利用 m t D N A 分析技术对金枪鱼属 (hT un nu
: )内的不同物种及蓝鳃鱼 (乙己户om

i : m ac h cor h i ur
, )亚种之

间进行了分类研究 〔A vi
s e

等
,
1 9 8 4〕取得了一定效果

。

然而必须指出的是
,

m t D N A 与维持生殖隔离的基因是

没有密切关系的
,

即 m t D N A 能突破分类学上物种的屏障
,

因此使用 m t D N A 进行分类必须十分慎重 I最好根

据细胞核基因来确定物种
。

R A P D 技术通过分析核基因组 D N A 的多态性
,

应用于分类学研究结果可靠
,

同时

可避免形态分类中趋同进化的干扰
,

对于从 D N A 分子水平揭示物种之间的系统演化关系研究分子进化具有

十分重要的意义
。

3 结语

综上所述
,

基因组遗传图谱的构建无论在遗传学
、

育种学还是在分类学和生物进化等研究中都具有重要

应用价值
。

近年来许多国家投入大量人力物力
,

利用 R F L P 技术对陆生农业经济作物进行了基因组遗传图谱

的构建工作
,

一些有重要经济价值的基因得以定位和克隆
,

为加快优良品种培育和分子育种打下了基础
。

相比

之下
,

水产生物特别是经济价值大的水产养殖对象的基因组遗传图谱研究工作尚属空白
,

表现型性状与分子

标记相关性的研究也未见报道
。

其原因是可供 R F L P 基因作图的探针太少
,

R A P D 技术的诞生
,

将不仅可为

检测基因组 D N A 多态性带来方便
,

而且其扩增的 D N A 多态性片段还将有可能作为 R F L P 分析用的探针
,

进

行基因组作图
,

同时为 R F L P 作图提供了更为丰富的标记
.

因此
,

如果说 R F L P 标记作为第一代分子标记
,

使
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人类对物种遗传变异的研究从传统的基因表型水平上升到直接检测基因组 D N A 序列差异水平
,

那么 R A P D

作为新一代的分子标记
,

以其简便
、

快速和费用低的独特优势
,

将把基因组 D N A 分析扩展到分子遗传背景知

之甚少的所有物种
,

加速其遗传图谱的构建进程
,

这是其它同类技术难以 比拟的
,

它在水产生物技术研究中的

应用也将越来越广泛
。

本研究获得上海市高等学校青年教师学术基金资助
。
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