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摘要 应用ISSR分子标记技术对5种体色瓯江彩鲤(Cyprinuscarpiovar.color)(“全红”、“粉玉”、“粉花”、
“麻花”和“大花”)进行遗传多样性分析,筛选出的14条引物在5种体色瓯江彩鲤中共检测到125个位点,多态

位点比率达68%,有效等位基因数为1.4793,期望杂合度为0.2739,Shannon多样性指数为0.4010;5种不同

体色瓯江彩鲤间的平均遗传距离为0.3424,NJ法和 UPMGA法对它们进行聚类分析显示“粉玉”、“粉花”和
“全红”为一支,“麻花”和“大花”为另一支。应用引物848扩增的3个多态性位点构建了这5种不同体色瓯江彩

鲤的DNA指纹图谱,可为不同体色瓯江彩鲤种质鉴定提供快捷、准确的鉴定结果。
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  瓯江彩鲤(Cyprinuscarpiovar.color)是浙江

省瓯江流域广泛养殖的一种鲤科鱼类,因主要在稻

田中广泛养殖,故俗称“田鱼”。瓯江彩鲤目前有5
种基本体色[1]:“全红”、“大花”、“麻花”、“粉玉”和
“粉花”。

近年来,现代生物技术的应用带动了瓯江彩鲤

育种技术的快速发展,新养殖品系不断出现[2-3]。然

而瓯江彩鲤大多数形态性状易受环境因素的影响,
可描述的特征有限,仅依靠形态学特征进行分类难

以满足现代观赏鱼分类、种质鉴定、新品种选育的要

求。分子标记技术的出现为这一问题的解决带来了

契机。目前,RAPD、AFLP和SSR等分子标记在

鲤鱼遗传多样性分析[1,4-6]和种质鉴定[7]中得到广

泛应用。但是应用ISSR标记分析瓯江彩鲤的遗

传多样性尚属空白,仅见瓯江2种鱼骨的ISSR标记

分析[8]。
不同体色的瓯江彩鲤是进行观赏鱼新品系选育

研究的主要材料,也为不同体色瓯江彩鲤从遗传上

寻找本质差异提供研究素材,因此本研究采用ISSR
分子标记技术对选育的5种体色瓯江彩鲤进行遗传

变异分析,建立各体色的DNA指纹图谱,旨在建立

一套适合于不同体色瓯江彩鲤种质鉴定的分子标记

技术,为瓯江彩鲤分子标记辅助育种奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与引物

5种体色瓯江彩鲤(“全红”、“粉玉”、“粉花”、
“麻花”和“大花”)样本采自浙江省龙泉市省级瓯江

彩鲤原种场,均采用体杂交技术选育,分别采集每种

体色10尾瓯江彩鲤的尾鳍以备提取基因组DNA
用。

DNA提取所用生化试剂均购置于上海生工生

物工程有限公司,PCR扩增所需试剂均由大连宝生

物工程有限公司提供。所采用的引物依据加拿大哥

伦比亚大学设计的ISSR引物选取60条由上海生

工生物工程有限公司合成。
1.2 方 法

按照上海生工生物工程有限公司试剂盒操作说

明提取瓯江彩鲤的基因组DNA。使用琼脂糖凝胶

电泳和紫外分光光度计检测样品的纯度与浓度,每
种体色的10个样品DNA等量混合,构建5个Gene
Pool,用于后续的ISSR-PCR扩增。

1)ISSR分析。根据建立的唇鱼骨ISSR反应体

系参照文献[8]进行,并稍作调整。25μL反应体系

中含2.5μL10×PCRbuffer(包含2.0mmol/L
Mg2+),1μL (60ng/μL)DNA 模板、0.5μL(10
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mmol/L)dNTP、0.12μL(5U/μL)TaqDNA酶,

0.5μL(10μmol/L)引物和0.5μL去离子甲酰胺。

ISSR-PCR反应程序:94℃预变性5min,然后进行

5个循环:94℃变性30s,55℃退火45s,每个循环

降低1℃,72℃延伸1.5min,接着进行35个循环:

94℃变性30s,50℃退火45s,72℃延伸1.5min,
循环结束后72℃延伸7min。PCR产物经1.5%琼

脂糖凝胶电泳分离,以DNAMarker-G作为标准分

子质量对照,BIO-RAD(USA)紫外自动成像仪照

相。

2)数据分析。数据以电泳后扩增条带的清晰

度、可重复性为标准用于ISSR的标记分析。将每

个样品电泳图谱扩增结果转换成0/1矩阵,然后应

用POPGENE1.31[9],在假定标记位点处于 Har-
dy-Weinberg 平 衡 状 态 下,进 行 多 态 位 点 比 例

(PPB)、遗传相似系数(GS)和遗传距离(GD)、平均

每个位点的观察等位基因数(Na)、有效等位基因数

(Ne)、期望杂合度(h)和Shannon多样性指数(I)等
参数分析。

3)聚类分析。根据遗传距离计算结果,采用

MEGA4.0软件中的NJ法和UPGMA法进行聚类

分析[10]。

4)指纹图谱构建。按照谢潮添等[11]构建指纹

图谱的方法,构建5种体色的瓯江彩鲤 DNA指纹

图谱。通过谱带的有/无转换为1/0标识,从而把

DNA指纹图谱转化为计算机可以识别的数码指

纹。

2 结果与分析

2.1 ISSR 分析结果

在ISSR扩增试验中,以提取5种体色的瓯江

彩鲤基因组DNA为模板进行引物筛选,结果从60
条ISSR引物中筛选出14条引物,可以扩增出清晰

稳定、重复性好,多态性高的条带(部分引物扩增结

果见图1)。这14条引物共扩增出125个位点,其
中85个位点具有多态性,多态位点百分率(PPB)为

68%。5种体色瓯江彩鲤的PPB按照大小排列:大
花(56.8%)<麻花(58.4%)<粉花(60%)<粉玉

(60.8%)<全红(61.6%)。每个引物扩增的位点数

为6~14个,平均每个引物扩增的位点数为8.9个。
扩增的条带大小在200~2500bp之间。引物序列

及其扩增结果见表1。
2.2 不同体色瓯江彩鲤的遗传相似性

将扩增出的DNA条带记录在1/0矩阵中,通
过Nei的方法,分别计算得到的遗传相似系数(GS)
和遗传距离(GD)见表2。5种体色瓯江彩鲤的遗传

距离在0.2720至0.4000之间,平均为0.3424。

5种体色瓯江彩鲤的遗传变异分析结果:它们之间

有效等位基因数(Ne)为1.4793±0.3795,期望杂

合度(h)为0.2739±0.1999,Shannon多样性指数

(I)为0.4010±0.2853。

 M:分子质量标记 DNAmarker-G;1~5:分别为全红、粉玉、麻花、粉花和大花的瓯江彩鲤 No.1-5represent5colorpatternsofOu-

jiangcolorcarp.

图1 部分引物(A:UBC834;B:UBC842;C:UBC848;D:UBC854)ISSR扩增结果

Fig.1 ISSRamplificationproductsofpartialprimers(A:UBC834;B:UBC842;

C:UBC848;D:UBC854)obtainedfrom5colorpatternsofOujiangcolorcarp
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表1 ISSR引物、序列及扩增后产生的不同带型数1)

Table1 ISSRprimers,sequencesanddifferentbandsafteramplification

引物名称

Primers
引物序列(5′-3′)
Sequences

总位点数

Totalbands
多态位点数

Polymorphicbands

ISSR扩增位点BandsofISSRamplification

WR WW RSB WB RLB

810 (GA)8T 6 4 5 3 4 2 4

811 (GA)8C 7 4 6 5 4 5 5

834 (AG)8YT 9 4 5 6 7 5 7

835 (AG)8YC 13 9 7 10 8 9 5

836 (AG)8YA 9 6 4 6 5 4 5

840 (GA)8YT 10 7 6 5 5 6 7

841 (GA)8YC 6 4 6 4 2 2 5

842 (GA)8YG 6 3 4 3 4 5 4

844 (CT)8RC 9 5 5 7 7 7 5

845 (CT)8RG 7 6 4 5 3 3 2

848 (CA)8RG 8 5 7 5 6 6 4

854 (TC)8RG 12 8 7 6 8 8 9

861 (ACC)6 9 7 6 5 5 7 4

868 (GAA)6 14 13 5 6 5 6 5

合计 Total 125 85 77 76 73 75 71

 1)WR、WW、RSB、WB、RLB分别代表全红、粉玉、麻花、粉花和大花瓯江彩鲤。下表同。

WR,WW,RSB,WBandRLBrepresentthepatternsofwholered,wholewhite,redcolorwithsmallblackspots,whitecolorwith

largeblackpatches,redcolorwithlargeblackpatches.Thesameasbelow.

表2 5种体色瓯江彩鲤的遗传相似系数GS
(对角线上方)和遗传距离GD(对角线下方)

Table2 Geneticsimilarity(abovediagonal)andgenetic

distances(belowdiagonal)matrixbetweenthe

5colorpatternsofOujiangcolorcarp

体色Color WR WW RSB WB RLB

WR **** 0.688 0.600 0.664 0.632

WW 0.312 **** 0.672 0.656 0.608

RSB 0.400 0.328 **** 0.728 0.712

WB 0.336 0.344 0.272 **** 0.616

RLB 0.368 0.392 0.288 0.384 ****

2.3 不同体色瓯江彩鲤的聚类分析

根据不同体色瓯江彩鲤之间的Nei遗传距离进

行NJ和 UPGMA聚类分析,结果见图2。从图2
可以看出,NJ和UPGMA的聚类结果一致,这5种

体色瓯江彩鲤可以分为2群,粉玉、粉花和全红聚合

为一支,麻花和大花聚为另一支。
2.4 指纹图谱构建

14条引物中,有 UBC810、UBC835、UBC840、

UBC848、UBC861或UBC868的任何1条引物就足

以将随机选取的5种体色瓯江彩鲤群体分开(扩增

 WW,WB,WR,RSB,RLB同表2。WW、WB、WR、RSB、RLB
arethesameasTable2.

图2 5种体色瓯江彩鲤基于Nei的

遗传距离的NJ(A)和UPGMA(B)聚类结果

Fig.2 DendrogramofNJ(A)andUPGMA(B)

clusteranalysisbasedofNei’sgeneticdistances
amongthe5colorpatternsofOujiangcolorcarp

图谱见表3),但根据使用最少引物、最少条带,能将

所有供试样品完全分开的原则,以及选取的条带要
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求具有稳定性和重复性良好、多态性高的特点,从

UBC848引物扩增出来的8条带中选取了3个条带

用于构建这5种体色瓯江彩鲤的 DNA 指纹图谱

(图3),转化后全红、粉玉、麻花、粉花和大花的数码

指纹分别为:111,110,001,101和010,便于计算机

的识别处理。
表3 5种瓯江彩鲤ISSR-PCR扩增位点和图谱

Table3 BandsandprintingsofISSR-PCRamplificationof5Oujiangcolorcarp

体色

Color
UBC810

A B C D E F
UBC835

A B C D E F G H I J K L M
WR 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0
WW 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0
RSB 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
WB 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1
RLB 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0
体色

Color
UBC840

A B C D E F G H I J
UBC861

A B C D E F G H I
WR 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1
WW 0 0 0 1 1 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1
RSB 0 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1
WB 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1
RLB 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 0 1
体色

Color
UBC848

A B C D E F G H
UBC868

A B C D E F G H I J K L M N
WR 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0
WW 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1
RSB 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0
WB 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 0
RLB 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0

WR,WW,RSB,WB,RLB:同图2ThesameasFig.2.

图3 基于ISSR分析的5种体色瓯江彩鲤指纹图谱

Fig.3 DNAfingerprintingof5colorpatternsofOujiangcolorcarpbasedonISSRdata

3 讨 论

3.1 ISSR 分子标记技术在不同体色瓯江彩鲤鉴定

中的应用

  ISSR对 PCR反应的稳定性受到引物浓度、

Mg2+浓度、退火温度等因素的影响,试验条件的优

化和采用统一的 PCR 反应条件是非常必要的。

Don等[12]指出,使用“降落PCR”法可使引物在其最

佳熔解温度时得到优先扩增。本研究结果证实了

“降落PCR”法在瓯江彩鲤ISSR研究中的可行性。
从试验结果中可以看出,不同体色瓯江彩鲤

ISSR扩增结果存在着较为丰富的多态位点,125个

位点中只有40个单态位点,其余85个为多态性位

点,多态性比率达68%,高于王成辉[1]采用RAPD
技术 研 究 瓯 江 彩 鲤 的 结 果,说 明ISSR 技 术 比

RAPD技术更能高效分析鲤的遗传背景,寻找它们

之间的差异。其原因是2种标记的检测位点不同,

RAPD标记是对生物整个基因组的选择扩增,而

ISSR标记则是检测基因组内微卫星DNA片段及

间隔区DNA[13]。
此外,在指纹图谱构建中,发现只使用1条引物

的情况下就能将5个供试样品完全分开,各体色都

具有独特的DNA指纹,由此表明ISSR分子标记技

术可以作为瓯江彩鲤种质鉴定的有效技术手段。而
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且基于ISSR技术本身具有的稳定性高、重复性好

和操作简单等优点,其在瓯江彩鲤种质鉴定中的应

用,可以提供比RAPD、AFLP和SSR等更为快捷、
稳定、准确的鉴定结果。笔者根据谢潮添等[11]描述

的转换方法,将不同体色瓯江彩鲤的DNA指纹图

谱转化成了计算机可以识别的数码指纹,使得在实

际进行种质鉴定时,只要对待鉴定样品进行指定引

物的ISSR扩增,获得其DNA数码指纹,然后将每

个样品的数码指纹输入电脑,可立即判定该样品是

否为已建库品系的某一个。一旦出现在库中无法查

找的问题,计算机将对该材料进行相似系数换算并

纳入该库,这样可非常方便地进行瓯江彩鲤的分子

鉴定,实现种质资源库的电子化管理。
3.2 不同体色瓯江彩鲤间的遗传变异

本研究中,以“全红”瓯江彩鲤的PPB最高,达

61.6%,而“大花”PPB最低(56.8%),由此表明瓯

江彩鲤体色多样性亦是遗传多样性的表现形式之

一。本文中NJ和UPGMA聚类结果(图2)支持将

瓯江彩鲤分为2群,这与其体色分布是一致的。“粉
玉”和“粉花”的主要体色均为粉白色,“麻花”与“大
花”同样以红色为主体色,而“全红”则与“粉花”、“粉
玉”聚为一支,说明它们的基因组相似性较高。王成

辉[1]提出“全红”体色由R 和b2个基因控制,基因

型包括RRbb和Rrbb,而“粉玉”体色由r和b2个

基因控制,其基因型为rrbb,从这一点也可看出,
“全红”和“粉玉”的基因型相似,自然聚为一支。

Shannon多样性指数(I)可评价种群内和种群

间遗传多样性的高低,指数越大,表明种群的遗传多

样性越高。本研究中5种不同体色瓯江彩鲤间的平

均遗传距离0.3424,有效等位基因数为1.4793,期
望杂 合 度 为 0.2739,Shannon 多 样 性 指 数 为

0.4010,表明5种体色彩鲤之间存在着较高的遗传

多样性水平,具有较强的适应能力和进化潜力,可为

后续的瓯江彩鲤选育新品系提供丰富的遗传变异

位点。
3.3 瓯江彩鲤中微卫星 DNA 序列比较

基因组中SSR一般为2~6个寡聚核苷酸,在

ISSR5′或3′端所锚定的二核苷酸、三核苷酸、四核

苷酸重复序列通过4~8次重复,每条ISSR引物的

长度在20bp左右,保证了PCR扩增中的稳定性。
邹喻苹等[14]认为ISSR引物的5′或3′端一般锚定

1~4个碱基数目,其目的是引起特定位点退火,使引

物与相匹配SSR的一端结合,而不是中间,从而对

基因组中特定片段进行扩增与检测。试验中发现,

UBC810、UBC811、UBC834~ UBC836、UBC840~
UBC845、UBC848和UBC854等在3′端所锚定2个碱

基的引物均能扩增出较多的多态性条带,而锚定3
个碱基的引物(UBC861和 UBC868)较少。说明扩

增结果与引物序列和加锚位置有密切关系,3′端锚

定的2个碱基的二核苷酸引物最适合于瓯江彩鲤的

ISSR扩增反应,即鲤科鱼类基因组中含有这些引物

相对应的微卫星 DNA 序列如(GA)n、(AG)n、
(CT)n、(TC)n、(CA)n、(GAA)n和(ACC)n,这与

吕耀平等[8]、吴兴兵[15]和Crooijmans等[16]研究结

果一致。

参 考 文 献

[1] 王成辉.中国红鲤遗传多样性研究[D].上海:上海水产大学图

书馆,2002.
[2] 王成辉,项松平,王剑,等.“红-白”体色瓯江彩鲤的生产方法:

中国,200810104627.6[P].2008-04-22.
[3] 王成辉,项松平,王剑.一种“红-白-黑”三色瓯江彩鲤的生产方

法:中国,200810182603.2[P].2008-12-09.
[4] LUDANNYIRI,KHRISANFOVAGG,VASI’EVVA.Ge-

neticdiversityanddifferentiationofRussiancommoncarp
(Cyprinuscarpio L.)breedsinferredfrom RAPD markers
[J].Genetika,2006,42(8):1121-1129.

[5] DAVIDL,RAJASEKARANP,FANGJ,etal.Polymorphism

inornamentalandcommoncarpstrains(CyprinuscarpioL.)

asrevealedbyAFLPanalysisandanewsetofmicrosatellite

markers[J].MolecularGeneticsandGenomics,2004,26(3):

353-362.
[6] LIAOXL,YUXM,TONGJG.Geneticdiversityofcommon

carpfromtwolargestChineselakesandtheYangtzeRiverre-
vealedbymicrosatellitemarkers[J].Hydrobiologia,2006,568:

445-453.
[7] 周建峰,王忠卫,吴清江.鲤鱼3个亚种线粒体DNAND5/6区

段的PCR-RFLP分析及亚种间分子标记的确立[J].科学通

报,2003,48(2):167-170.
[8] 吕耀平,胡则辉,叶丽平.瓯江2种鱼骨的ISSR分析优化和自然

种群遗传多样性的研究[J].水生生物学报,2008,32(4):67-

73.
[9] YEHFC,YANGRC,BOYLET.Microsoftwindow-based

freewareforpopulationgeneticanalysis(POPGENE),version

1.31[J].Genetics,1999,147:245-251.
[10]TAMURAK,DUDLEYJ,NEIM,etal.MEGA4:molecular

evolutionarygeneticsanalysis(MEGA)softwareversion4.0
[J].MolecularBiologyandEvolution,2007,24:1596-1599.

[11]谢潮添,纪德华,陈昌生,等.ISSR标记在坛紫菜不同色泽丝状

体种质鉴定中的应用[J].水产学报,2007,31(1):105-111.

532



  华 中 农 业 大 学 学 报 第31卷 

[12]DON R H,COXPT,WAINWRIGHTBJ,etal.‘Touch-
down’PCRtocircumventspuriousprimingduringgeneampli-
fication[J].NucleicAcidsRes,1991,19(14):4008.

[13]MATTIONIC,CASASOLIM,GONZALEZM,etal.Compar-
isonofISSRandRAPDmarkerstocharacterizethreeChilean

Nothofagusspecies[J].TheoreticalAppliedand Genetics,

2002,104:1064-1070.

[14]邹喻苹,葛颂,王晓东.系统与进化植物学中的分子标记[M].
北京:科学出版社,2001:36-97.

[15]吴兴兵.7种重要养殖鱼类的同工酶和ISSR分析[D].南京:南

京师范大学图书馆,2006.
[16]CROOIJMANSRPM A,POELJJ,GROENEN M A M,et

al.Microsatellitemarkersincommoncarp(Cyprinuscarpio

L.)[J].AnimalGenetics,1997,28:129-134.

ApplicationofISSRmarkeringermplasmidentification
ofcolorpatternsofOujiangcolorcarp

LÜYao-ping1 HUZe-hui2 XIANGSong-ping3 HUANGPei-pei1

1.CollegeofChemistryandLifeSciences,LishuiUniversity,Lishui323000,China;

2.MarineFisheriesResearchInstituteofZhejiangProvince,Zhoushan316100,China;

3.ProvincialFarmofOujiangColorCommonCarpinZhejiang
Province,Longquan323700,China

Abstract Inthispaper,theinter-simplesequencerepeat(ISSR)techniquewereappliedtoanalyze
thegeneticdiversityamong5colorpatternsofOujiangcolorcarp,designatedaswholered,wholewhite,

redcolorwithsmallblackspots,whitecolorwithlargeblackpatches,redcolorwithlargeblackpatches,

fourteenspecificandstableprimerswerescreenedfrom60primersandatotalof125lociweregenera-
ted,ofwhich85loci(68%)werepolymorphic.Theresultsindicatedthateffectivenumberofalleles
(Ne),expectedheterozygosity(h)andShannon’sinformationindex(I)were1.4793,0.2739and
0.4010,respectively.Geneticsimilarity(GS)andgeneticdistances(GD)werecalculatedbyusingNei’s
matchingcoefficient,theaverageGDamong5colorpatternsofOujiangcolorcommoncarpis0.3424.
WhenNJandUPGMAclusteranalysiswereapplied,Oujiangcolorcarpweredividedintotwogroups,

namedwholewhite,whitecolorwithlargeblackpatchesandwholeredinonegroup,redcolorwithsmall
blackspotsandredcolorwithlargeblackpatchesintheothergroup.Subsequently,the3polymorphic
bandsamplifiedfromtheprimer848wereemployedtoconstructtheDNAfingerprintsofthe5color
patternsofOujiangcolorcarp.AmongtheconstructedDNAfingerprints,eachcolorpatternofOujiang
colorcarphaditsuniquefingerprintingpatternandcouldbeeasilydistinguishedfromeachother.Taken
together,theresultsinthisstudyshowthattheISSRmarkerisausefultechniqueforidentificationof
Oujiangcolorcarp,offeringthemorecorrectandquickerresults.

Keywords Cyprinuscarpiovar.color;ISSRmarker;geneticdiversity;germplasmidentification;

fingerprint
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