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我国引进萨罗罗非鱼群体的 AFLP 遗传指纹
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摘 要:应用 AELP 技术初步分析了我国引进的萨罗罗非鱼群体的遗传指纹特征， 8 对选择性引物在 25 个个

体中共检测到 247 个扩增片段，每对引物扩增出的片段数目为 27 -34 ，平均扩增片段数目为 30.9。群体的平

均多态位点比例为 16.6% 。共检测出 25 个基因型，每个个体含有独自的基因型。群体内个体间的遗传相似

度为 0.929 - 0.995 ，群体遗传变异较小。本研究结果可为我国萨罗罗非鱼的种质保存与管理提供科学依据。
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Abstract: The genetic fingerprinting of the introduced stock of 5arotherodon melαnotheron in China was 

analyzed using AFLP technique. A total of 247 fragments were detected in the 25 samples using eight primer 

pairs , the numher of fragments produced hy each pair of primers were 27 - 34 , the average fragments was 

30.9 , the average polymorphic loci of this stock were 16. 6%. 25 genotypes were found with each sample 

owning one genotype. The genetic similarities of the introduced stock of 5. melanotheron varied form 0.925 to 

0.995. These results could he served as genetic hase for its management and conversation. 
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萨罗罗非鱼(5αrotherodon melanothern Rüppell) 又称黑颊罗非鱼，原产于西非海岸泻湖 [1] 。因具有

极强的耐盐性[2] 成为培育耐盐品种的育种材料。在成功引进我国的基础上，李学军[3] 对萨罗罗非鱼

耐盐生态、生理及相关基因做了较系统的研究。然而，关于萨罗罗非鱼的遗传特性研究仅见有血液学指

标[4] 、同工酶[5 -8] 、微卫星 [3] 方面的少量报道。扩增片段长度多态性技术(AFLP) [9] 以重复性好、信息
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量大成为遗传多样性研究的最佳手段，已在水产生物的遗传指纹图谱研究中得到应用[10 叫。本文应用

AFLP 技术初步分析我国新引进萨罗罗非鱼的 DNA 遗传指纹，了解引进群体的遗传特征，为萨罗罗非鱼

的种质保存、管理及遗传改良提供科学依据和指导。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

实验用鱼取自河北省中捷罗非鱼良种场保种基地。新鲜的肌肉组织以 959毛乙醇固定， - 20 "c冷藏

备用。

1. 2 基因组 DNA 的提取

总 DNA 的提取参照《分子克隆实验指南} ，取 20 -30 mg 酒精固定的尾鳝，剪碎。待酒精完全挥发

后，用蛋白酶 K(20 mglmL)56 "c消化 10 h ，酣-氯仿法提取总 DNA。

1. 3 AFLP 实验

AFLP 实验步骤参照 Vos 等 [9] 的方法进行。总 DNA 用 6 碱基 EcoR 1 和 4 碱基 Mse 1 限制性内ÞJ]酶

进行双酶酶切 4 h，酶切产物先与人工接头连接 12 h。采用 E +AlM +C 引物组合进行预扩增。预扩增

产物稀释 100 倍后作为选择性扩增的模板进行选择性扩增，PCR 反应条件为 :94 "c预变性 2 min ;94 "c 

变性 30 s ,65 "c (以后每循环降低 1 "C)退火 30 s ,72 "c延伸 80 s 进行 10 个循环;然后 94 "c 30 s ,55 "c 30 s , 

72 "c 60 s ， 23 个循环 ;72 "c延伸 10 min;4 "c保存。接头、引物、接头序列均由上海生工生物工程有限服

务公司合成。限制性内切酶和连接酶购自 New England Biolab 公司 ，1ìαq DNA 聚合酶和 dNTP 购自北京

天为时代公司。

选择性扩增产物用 6% 聚丙烯酌胶变性凝胶进行电泳分离。电泳结束后，采用银染技术染色和显

色， 10% 冰醋酸固定。用 159毛甘油溶液浸泡的玻璃纸包胶，室温下自然干燥。

1. 4 数据统计与分析

统计各样品中清晰和稳定的扩增条带，以 "1 ， 0" 分别表示扩增带的有或元。计算依照 Lynch 的公

式[川，计算个体间的遗传相似系数(5)05=2Nx/(Nx +Ny ) ， 其中， N叮为个体 X 和个体 Y 共有的片段

数 ， Nx 为 X 个体所扩增的片段总数 ， Ny 为 Y 个体所扩增的片段总数。

2 结果

利用筛选的 8 对 AFLP 引物扩增了 25 尾萨罗罗非鱼样品，每对引物均获得了比较清晰的条带，共

计 247 条带(仅统计 150 -600 bp 区域间的清晰片段) (表 1 )。每对引物扩增出的片段数目为 27 -34 

不等，平均 30.9。每对引物检测出的多态性片段数目为 3 -8 个， E-AAG/M-CTC 引物的多态位点比例

最高(25.9%) ， E-AAC/M-CTC 引物的最低 (9.7%) ，平均多态位点比例为 16.6% 0 E-AAG/M-CTC 引

物扩增的结果见图 1 。

表 1 8 对选择性引物扩增萨罗罗非鱼的条带数和基因型数

Tab.l Number of fragments and genotypes obser咽d in S. melanotheron using 8 pairs of primers 

引物

E-AAC/M-CTC 

E-AAG/M-CTC 

E-ACAlM-CTC 

E-ACT/M-CTG 

E-ACC/M-CTA 

E-ACG/M-CTG 

E-ACG/M-CTT 

E-AGC/M-CAG 

检出片段 多态位点数 多态位点比例 基因型数

31 3 9.7% 4 

27 7 25.9% 10 

34 8 23.5% 10 

32 6 18.8% 7 

.33 . 5 15.2% 6 

31 4 12.9% 5 

30 7 23.3% 7 

29 6 20.7% 8 
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每对引物中观察到 4 -10 种不同基因型。将

所有引物的基因型合并一起统计，25 尾样品中共有

25 个基因型，即每尾鱼的基因型均不相同。表 2 显

示了在多态位点上不同个体的表型。

群体内个体间的遗传相似度最高为 0.995 ，最

低为 0.922 ，平均遗传相似度为 0.969 0

__ 600 bp 
-- 500 bp 
唱一- 400 bp 

- ___ 300 bp 
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萨罗罗非鱼引物 E-AAG/M-CTC 的 AFLP 扩增图谱

Fig. 1 AFLP fingerprinting of S. melanotheron 

by prirners E-AAG/M-CTC 

".,-:;. 

讨论

本研究利用 8 对 AFLP 引物共检测出 247 个扩

增片段，每对引物的扩增片段数目为 27 -34 个，多

态性片段为 3 -8 个，表明了 AFLP 技术具有较高的

信息位点的检测效率与灵敏度 ;25 个样品中，共检

测出 25 种基因型，这表明使用多对引物组合即可较图 l
好地获得萨罗罗非鱼个体的遗传指纹，可为萨罗罗

非鱼的遗传监测和种质管理提供了可靠的依据。

3 

表 2 萨罗罗非鱼多态位点的表型

Phenotypes of polymorphic loci observed in S. melanotheron 

表型

0101000100 0001011100 0110000010 0101100010 000001 
0101000100 0000011101 11100011000000000011 100111 

0101000100 0000010000 0101111100 0000001010 100001 
0101000000 0000011000 0110000000 0100000010 000000 
0101000100 00010100000110000000 0100000010010001 

01010001110011111101 1111101111 1100000111 111011 
0101000100010011000001101010000100000010 000001 
0101000000 00011110 1 0 0110 10 1000 0000000000 000001 

0101000111 1011111101 1110011111 1011101111 101011 
0101000000 0000011101 11100111100000001111 100001 
0101000000 0001111010 0100001100 0000010010 000001 
0101000111 11111111000011101111 1111111011 111001 

0100000000000001100001101010000000000010000001 
010 1 000000 0000011000 011 0 10 1100 0000000010 000001 
0101000000 0001111010 0110∞0000 0001100000 000001 
0101000100 0001111000 0100000000 0000000010 000001 

1110 111000 0000011000 0110000000 0100000010 000001 
010 1 0001 00 0000010000 011000 11 00 0100000000 000001 

10100001000000011010 0110000000 0000000000 000001 
11101110∞ 0001001010 0100000000 0100000010 000001 
1011111000000101100111100000000000000000000001 

0001111100 00000110 10 0110000000 0000000010 000001 
0100000000 0000011000 0110000000 0000000010 000001 

1110111100000101100001100000000000000000000001 
1111000000 0000011000 0110000000 0100000010 010001 

Tab.2 
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Pouyaud 等 [8] 利用同工酶技术研究了萨罗罗非鱼西非(科特迪瓦、加纳、卡比亚)7 个群体的遗传结

构，28 个检测座位中发现有 11 个多态位点，认为该种的遗传杂合性较高。而李学军[3] 利用微卫星技术

得出我国引进萨罗罗非鱼群体的有效等位基因数、平均杂合度期望值和多态信息含量值分别为1. 812 、

0.331 和 0.326 ，低于我国引进的尼罗罗非鱼、以色列红罗非鱼、台湾红罗非鱼、奥利亚罗非鱼、齐氏罗非

鱼等其他群体。本研究结果表明，我国引进的萨罗罗非鱼群体平均多态位点比例为 16.6% ，群体内个

体间的平均遗传相似度为 0.922 - 0.995。这说明我国引进的萨罗罗非鱼群体的遗传变异不高，可能与
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多次引进(加纳一美国一中国)过程中，存在一定的瓶颈效应或奠基群效应有关。此外， Pouyaud 等问]

研究不同栖息水域萨罗罗非鱼群体的遗传变异中发现泻湖型群体的遗传多样性明显低于江河型群体;

进一步研究发现在泻湖环境中，萨罗罗非鱼具有明显的同族相聚与近交现象，可能是泻湖型群体杂合性

低下的主要原因。

与我国已引进的其他罗非鱼品种相比，新引进的萨罗罗非鱼具有以下特征: (1)耐盐性最优，高于

尼罗罗非鱼、奥利亚罗非鱼、莫桑比克罗非鱼、红罗非鱼等[町，使其成为耐盐罗非鱼品种选育的最佳育
种材料。 (2)生长速度较慢，平均日增重率仅为 0.5 -0.7 g[16

l ，使其养殖推广受到一定限制。 (3) 孵化

方式为雌、雄亲鱼皆营口腔孵化，尤以雄鱼占优势[ 17] 不易与其他种类罗非鱼进行交配繁殖而混杂，种

质保存与管理相对简单，但也增加了利用属间杂交手段改良品种的难度。
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