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应用 RAPD 技术对 6 种玻璃鳗的
种质鉴定和遗传多样性分析
张新艳，樊海平，范斯敏，卓玉琛，林 煜，钟全福

( 福建省淡水水产研究所，福建 福州 350002)

摘要: 运用随机多态性扩增 DNA( random amplified polymorphic DNA，RAPD) 技术对日本鳗鲡( Anguilla japoni-
ca) 、欧洲鳗鲡( A． anguilla) 、美洲鳗鲡( A． rostrata) 、花鳗鲡( A． marmorata) 、莫桑比克鳗鲡( A． mossambica) 和

西里伯斯鳗鲡( A． celebesensis) 的遗传多样性进行研究，分析比较 6 种鳗鲡的种间特异性、种间相似性和遗传距

离。筛选出 14 个重复性好的 RAPD 随机引物，分别用于 6 种鳗鲡基因组 DNA 的分析，其中，引物 S21、S28、S42
在 6 种鳗鲡中所产生的条带均有所差异，可单独或组合作为 6 个鳗鲡品种鉴别的分子标记。应用 DPS 数据处

理系统中的聚类分析软件包分析 6 种鳗鲡的遗传差异和亲缘关系，结果表明，6 种鳗鲡群体间的遗传相似系数

在 0． 076 9 ～ 0． 461 5，差异显著( P ＜ 0． 05) ，美洲鳗鲡与欧洲鳗鲡之间的遗传距离最小，为 0． 538 5。依据群体

间的遗传距离，绘制鳗鲡遗传关系图谱，6 种鳗鲡分为 2 类，其中，美洲鳗鲡与欧洲鳗鲡首先聚类，西里伯斯鳗

鲡与这两种鳗鲡聚为一类; 同时，莫桑比克鳗鲡与花鳗鲡的亲缘关系较近，而与日本鳗鲡的亲缘关系渐远，这 3
种鳗鲡聚为一类。结果证实这 6 种鳗鲡进化分布主要受到地理结构和洋流的影响，而并非只是单纯的地理位

置上远近关系的影响，为鳗鲡品种的快速鉴定和种质资源的研究奠定基础。
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Identification of 6 Populations of Glass Eeland Genetic
Diversity Analysis by Means of Random DNA( RAPD)
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Abstract: RAPD( random amplified polymorphic DNA) markers were applied to detect the genetic diversi-
ty and molecular evolution of 6 populations of glass ell included Anguilla mossambica，A． japonica，A． marmo-
rata，A． rostrata，A． anguilla and A． celebesensis． 14 arbitrary primers screened out of 32 random primers were
adopted to analyze the polymorphism in RAPD profiles，the random primers S21，S28 and S42 produced differ-
ent bands in the 6 populations glass eel，which could be used to identify the stock． Total 89 markers were am-
plified in a range of 300 － 2 200 bp，which were distinguishable and reproducible，87 bands of them were poly-
morphic，about 97． 75% of the total bands． Genetic distance coefficient analysis of different bands was carried
out by statistical data software ( DPS ) ． The un － weighted pair － group method using arithmetic average
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( UPGMA) cluster analysis was used and dendrograms was protracted． The results showed as the following: the
polymorphic loci ratio in A． mossambica，A． japonica，A． marmorata，A． rostrata，A． Anguilla and A． celebe-
sensis were 34． 83%，26． 96%，22． 47%，26． 96%，13． 48% and 31． 46%，respectively． The mean genetic
similarity indexes of intra － species ( S) were 0． 901 1，0． 889 9，0． 803 8，0． 701 1 and 0． 788 7，respectively．
The mean genetic distances of intra － species( D) were 0． 098 9，0． 110 1，0． 196 2，0． 298 9 and 0． 211 3，re-
spectively． The mean genetic distances of inter － species ( Dxy ) were in a range of 0． 538 5 － 0． 923 3． The 6
populations glass ell were divided into 2 groups，the results confirmed the geographical distribution of the 6
glass eel，this can compensate the deficiency of the identification of the glass eel by shape．

Key words: RAPD; genetic markers; glass eel; genetic diversity; stock identification

全世界公认鳗鲡品种 19 种，除欧洲鳗鲡( Anguilla anguilla) 和美洲鳗鲡( A． rostrata) 分布于大西洋

外，其余品种均分布于印度洋—太平洋沿岸［1 － 3］。中国是世界上最大的鳗鲡养殖国度，养殖面积约 0． 7
万 hm2，年苗种需求总量约 100 t 以上，养殖的主要品种为日本鳗鲡( A． japonica) 和欧洲鳗鲡，另有少量

美洲鳗鲡和花鳗鲡( A． marmorata) 的养殖。苗种资源的匮乏严重制约了我国鳗鲡养殖业的发展。近年

部分养殖场开始引进美洲、澳洲以及东南亚( 菲律宾或印尼等产地的鳗苗) 产的鳗苗进行试养，鉴于商

业利益，苗种供应商常对养殖场保密苗种来源，导致试养品种的分类地位无法确定，试养品种的生物学

特性、生理生态等方面要求无法查阅相应参考文献，只能凭现有品种的养殖技术试养，新品种的养殖几

乎均以失败告终，给养殖者造成了一定的经济损失，也为新品种养殖技术的发展带来困难［4 － 7］。
玻璃鳗的传统鉴定方法主要根据产地、鳍型和脊椎骨数量等参数，产地是最重要的分类依据，根据

鳗鲡的地理分布种类，参照鳍型、尾部色素和脊椎骨数量即能定种［1］。随机扩增多态性 DNA 技术［8］

( random amplified polymorphic DNA，RAPD) 是建立于 PCR ( polymerase chain reaction) 基础之上，可对整

个未知序列的基因组进行多态性分析的分子技术，目前已经被广泛运用于遗传多样性检测、系统学研

究、动植物种类鉴定、遗传图谱构建、环境监测等领域，因此，RAPD 技术可拓展应用于水生动物品种鉴

别、种间遗传多样性和相似性比较。福建省淡水水产研究所近年收集了我国常见养殖和引进试养的玻

璃鳗品种，依据传统方法鉴定至种。本文将 RAPD 技术应用于玻璃鳗品种鉴定，以期筛选出适宜的遗传

标记，建立分子生物学的玻璃鳗品种快速鉴别方法，并对研究品种的种间特异性、种间相似性和遗传距

离进行分析。

1 材料与方法

1． 1 试验材料

1． 1． 1 玻璃鳗 日本鳗鲡、欧洲鳗鲡、美洲鳗鲡、花鳗鲡( 2 组) 、莫桑比克鳗鲡( A． mossambica) 、西里伯

斯鳗鲡( A． celebesensis) ( 2 组) 各 10 条，产地明确，由福建省淡水水产研究所水产动物病害控制研究室

收集，传统方法鉴定至种，－ 80 ℃贮存备用。
1． 1． 2 试剂 海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒( 离心柱型) 购自 TIANGEN 公司; 琼脂糖、rTaq
酶、dNTP Mixture、DNA Marker DL2000、250 bp DNA Ladder Marker 等均购自宝生物工程( 大连) 有限公

司; 随机引物［9］由鼎安测序公司合成。
1． 2 试验方法

1． 2． 1 鳗鲡基因组 DNA 的制备 剪取玻璃鳗尾部 10 ～ 20 mg，按照 TIANGEN 海洋动物组织基因组

DNA 提取试剂盒( 离心柱型) 说明书方法提取基因组 DNA，Libra S22 型紫外 /可见分光光度计定量和 10
g /L 琼脂糖凝胶电泳鉴定，－ 20 ℃贮存备用。
1． 2． 2 RAPD － PCR 反应 参照文献［10］的方法，反应在 Eppendorf mastercycler gradient PCR 仪上进

行。每个样品分别加入 10 × PCR buffer ( Mg2 + plus) 2． 5 μL，dNTP ( 2． 5 mmol /L) 1 μL，rTaq 酶( 5 U /
μL) 2 U，随机引物( 10 mmol /L) 2 μL，DNA ( 20 ～ 200 ng /μL) 1 μL ，用无菌超纯水补足反应体系至

25 μL。扩增反应参数为: 94 ℃ 预变性 5 min，然后再 94 ℃ 变性 1 min，35 ℃ 退火 1 min，72 ℃ 延伸

2 min，反应循环 45 次，72 ℃延伸 10 min。PCR 反应均设置不含 DNA 的空白对照。PCR 产物在 10 g /L
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琼脂糖凝胶中电泳分离，用柯达凝胶成像系统记录分析。
1． 2． 3 数据处理 统计在琼脂糖凝胶上出现的 DNA 片段，同一电泳凝胶上，迁移率相同的都视为同一

位点，无论强度明亮与否，只要清晰可见的都采用，按出现的记为“1”，不出现的记为“0”进行统计，将电

泳图转化为 0，1 矩阵［11］。
个体间的遗传相似系数的计算公式［12］:

S =
2Nxy

Nx + Ny
( 1)

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。
群体内的遗传距离计算公式［13］: D = 1 － S。
群体间的遗传距离的公式［14］，采用 DPS 数据处理系统进行计算，遗传相似系数:

I =
∑( xiyi )
∑( xi

2yi
2 )

( 2)

式中，xi，yi 表示第 i 条带分别在群体 x，y 中出现的频率。
群体间的遗传距离: D = － lnI。
群体内及群体间平均遗传相似系数、平均遗传距离及多态座位比例用 t － 检验予以比较。
基于遗传距离 D，采用 UPGMA( un － weighted pair group method using arithmetic average) 方法对 6 个

鳗鲡群体进行聚类分析［15］。

2 结 果

2． 1 RAPD 扩增结果及分子标记

分别以 6 种鳗鲡基因组 DNA 为模板进行 RAPD 引物筛选，共选出多态性高、条带清晰、重复性好、
稳定性高且具有种间特异性引物 14 条( 表 1) ，共扩增出条带 89 条，其中具多态性的条带有 87 条，每条

引物产生的条带 1 ～ 9 条不等，产生的条带大小在 300 ～ 2 200 bp。
表 1 适用于鳗鲡鉴定的随机引物序列

Tab． 1 Sequences of random primers screened out for RAPD analysis of eels

引物编号

Primers code
序列

Sequence( 5’→ 3’)

引物编号

Primers code
序列

Sequence( 5’→ 3’)

S6 TGC TCT GCC C S28 GTG ACG TAG G

S7 GGT GAC GCA G S29 GGG TAA CGC C

S21 CAG GCC CTT C S30 GTG ATC GCA G

S23 AGT CAG CCA C S42 GGA CCC AAC C

S24 AAT CGG GCT G S45 TGA GCG GAC A

S25 AGG GGT CTT G S46 ACC TGA ACG G

S27 GAA ACG GGT G S49 CTC TGG AGA C

将统计得到的 0 － 1 矩阵用 DPS 软件分析，计算各品种群体内平均遗传相似系数( S) 和平均遗传距

离( D) 。表 2 表明，6 个群体的群内遗传相似系数在 0． 701 1 ～ 0． 901 1，说明随机选取的群体具有丰富

的遗传多样性，可用于 RAPD 的研究。
试验获得了 6 种鳗鲡基因组 DNA 的 RAPD 图谱，图 1 － 图 4 为 S21 对部分鳗鲡的扩增结果。其中

S21、S28、S42 在各个鳗鲡群体产生的分子标记具有明显的种间特异性，可单独或组合用于鳗鲡品种鉴

定( 表 3) 。
2． 2 6 种鳗鲡的遗传多样性及聚类分析

参照 Nei［16］的方法，计算出 6 种鳗鲡在 14 个引物中各群体间的遗传相似度和遗传距离( 表 4) 。结

果表明，6 种鳗鲡群体间的遗传相似系数在 0． 159 5 ～ 0． 583 3，差异显著( P ＜ 0． 05) ，美洲鳗鲡与欧洲鳗

鲡之间的遗传距离最小，为 0． 417 4，西里伯斯鳗鲡与欧洲鳗鲡的遗传距离最大，为 0． 840 5。
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表 2 14 条随机引物在 6 个鳗鲡品种群体中 RAPD － PCR 扩增结果

Tab． 2 Number of bands amplified by 14 random primers in 6 populations of ell

玻璃鳗品种

Species of
glass eel

多态性条带数 /条
Polymorphism

bands

多态座位比例 P /%
Percentage of

polymorphism loci

平均遗传相似系数 S
Mean genetic
similarity index

平均遗传距离 D
Mean genetic
distances

莫桑比克鳗鲡

( A． mossambica)
31 34． 83 0． 901 1 0． 098 9

日本鳗鲡

( A． japonica)
24 26． 96 0． 863 1 0． 136 9

花鳗鲡

( A． marmorata)
20 22． 47 0． 889 9 0． 110 1

美洲鳗鲡

( A． rostrata)
24 26． 96 0． 803 8 0． 196 2

欧洲鳗鲡

( A． anguilla)
12 13． 48 0． 701 1 0． 298 9

西里伯斯鳗鲡

( A． celebesensis)
28 31． 46 0． 788 7 0． 211 3

M: DL 2000 DNA Marker; 0: 空白对照;

1 ～ 10 莫桑比克鳗鲡; 11 ～ 20 日本鳗鲡。
M: DL 2000 DNA Marker; 0: blank control;

1 ～ 10: A． mossambica; 11 ～ 20: A． japonica．
图 1 S21 在莫桑比克鳗鲡、日本鳗鲡的扩增结果

Fig． 1 The electrophoresis patterns by primer S21
in A． mossambica and A． japonica

M: DL 2000 DNA Marker; 1 ～ 10: 美洲鳗鲡;

11 ～ 20: 欧洲鳗鲡。
M: DL 2000 DNA Marker;

1 ～ 10: A． rostrata; 11 ～ 20: A． anguilla．
图 2 S21 在美洲鳗鲡、欧洲鳗鲡的扩增结果

Fig． 2 The electrophoresis patterns by primer S21
in A． Rostrata and A． Anguilla

表 3 用于鉴别 6 种鳗鲡的 RAPD － PCR 标记

Tab． 3 RAPD － PCR makers for identification of 6 populations eel

引物编号

Primers code
莫桑比克鳗鲡

A． mossambica
日本鳗鲡

A． japonica
花鳗鲡

A． marmorata
美洲鳗鲡

A． rostrata
欧洲鳗鲡

A． anguilla
西里伯斯鳗鲡

A． celebesensis

S21 1 000，800，550，400 550，400 1 000，600 800，700 1 000，800 1 800

S28 1 500，1 000 1 000 1 500 750 1 000，700 750，400

S42 2 000，1 200，1 000，750 2 000，1 200，750 1 200，1 000 1 800，1 200 1 200 2 200，1 600，1 200

根据遗传距离，利用 DPS 数据处理系统最短距离法、类平均法( UPGMA) 进行聚类分析，图 5 为 UP-
GMA 方法聚类图。
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M: DL 2000 DNA Marker; 1 ～ 10: 花鳗鲡。
M: DL 2000 DNA Marker; 1 ～ 10: A． marmorata．

图 3 S21 在花鳗鲡中的扩增结果

Fig． 3 The electrophoresis patterns by primer S21
in A． marmorata

M: DL 2000 DNA Marker; 1 ～ 10: 西里伯斯曼丽。
M: DL 2000 DNA Marker; 1 ～ 10: A． celebesensis．

图 4 S21 在西里伯斯鳗鲡中的扩增结果

Fig． 4 The electrophoresis patterns by primer S21
in A． celebesensis

图 5 6 种鳗鲡聚类分析图谱

Fig． 5 Culster relationship of 6 populations in eel by UPGMA method
based on Nei’s genetic distance

表 4 6 种鳗鲡群体间遗传相似系数及遗传距离

Tab． 4 Genetic similarities and genetic distance between 6 populations of ell

莫桑比克鳗鲡

A． mossambica
日本鳗鲡

A． japonica
花鳗鲡

A． marmorata
美洲鳗鲡

A． rostrata
欧洲鳗鲡

A． anguilla
西里伯斯鳗鲡

A． celebesensis

莫桑比克鳗鲡

A． mossambica
0． 476 2 0． 490 5 0． 195 2 0． 226 2 0． 252 4

日本鳗鲡

A． japonica
0． 523 8 0． 433 3 0． 273 8 0． 333 3 0． 283 3

花鳗鲡

A． marmorata
0． 509 5 0． 566 7 0． 242 9 0． 266 7 0． 426 2

美洲鳗鲡

A． rostrata
0． 804 8 0． 726 2 0． 757 1 0． 583 3 0． 297 6

欧洲鳗鲡

A． anguilla
0． 773 8 0． 666 7 0． 733 3 0． 416 7 0． 159 5

西里伯斯鳗鲡

A． celebesensis
0． 747 6 0． 716 7 0． 573 8 0． 7024 0． 840 5

对角线右上方为遗传相似系数，对角线左下方为遗传距离。
The figures right above the diagonal represent genetic similarities，left below the diagonal represent genetic distance．

由图 5 可知，6 种鳗鲡被分为 2
大类，美洲鳗鲡与欧洲鳗鲡首先聚类;

同时，莫桑比克鳗鲡与花鳗鲡的亲缘

关系较近，而与日本鳗鲡、西里伯斯鳗

鲡的亲缘关系渐远，这 4 种鳗鲡聚为

一类。

3 讨 论

本文选取我国现有的养殖品种欧

洲鳗鲡、日本鳗鲡、美洲鳗鲡、花鳗鲡

以及新引进品种莫桑比克鳗鲡和西里

伯 斯 鳗 鲡 的 玻 璃 苗 为 材 料，运 用
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RAPD 技术，筛选出能简便、快速鉴别 6 个鳗鲡品种的种间特异性片段引物。从 6 种鳗鲡的指纹图谱可

以看出，不同的引物、不同的模板都能表现出不同的特异性图谱，并且有各自的特征性，经对品种扩增引

物和扩增带数的综合分析，品种间在不同引物下的扩增产物、扩增带数以及扩增带的位点有很大差异，

用于区分玻璃鳗品种是可行的。通过对这些指纹图谱的统计分析，可以获得大量的遗传进化资料，由于

操作上的简化和快捷，因此，在遗传和进化研究分析方面，RAPD 技术具有很大的优势［17］。Qiu 等［10］应

用 RAPD 技术对日本鳗、欧洲鳗和海鳗( Muraenesox cinereus) 基因组 DNA 进行分析比较，并筛选得到鉴

别 3 种鳗鱼的分子标记; 杨弘等［9］对日本鳗、欧洲鳗和美洲鳗进行了种质鉴定; 胡庚东等［18］则对澳洲

鳗、日本鳗和欧洲鳗做了初步的分析比较; 研究结果显示了该技术的可靠性和便利性。
聚类分析显示欧洲鳗鲡与美洲鳗鲡亲缘关系最近，首先聚为一类; 花鳗鲡与莫桑比克鳗鲡有较近的

亲缘关系，日本鳗鲡与之也较接近，而西里伯斯鳗鲡关系稍远，这 4 种鳗鲡聚为一类。本结果说明鳗鲡

亲缘关系与鳗鲡的地理分布密切相关，欧洲鳗鲡与美洲鳗鲡均分布于大西洋，其亲缘关系最近; 花鳗鲡

分布于南北半球的印度洋和太平洋，分布最为广泛，莫桑比克鳗鲡分布于南半球的印度洋，均属热带种

类，其亲缘关系接近; 日本鳗鲡分布于北半球的太平洋、西里伯斯鳗鲡分布于北半球的印度洋和南北半

球的太平洋，遗传距离与上述品种均较大，亲缘关系较远。由此证实了这 6 种鳗鲡的遗传进化，除受地

理分布关系外，还受洋流的影响。
利用 RAPD 分析中的一些种类特征性片段( 图 1 － 图 4) ，协助玻璃鳗的形态特征鉴别品种，为玻璃

鳗品种快速鉴定提供了重要手段，避免了形态相似品种的误判; 另外，将所筛选引物对养殖的欧洲鳗鲡、
美洲鳗鲡和日本鳗鲡盲检结果显示，引物能正确鉴定出品种。每个引物在每种鳗鲡中扩增的图谱均不

相同，可称之为“RAPD 的指纹图谱”，这些特异的分子标记还可以转化为稳定的 SCAR 标记，将为鳗鲡

的品种鉴别提供可靠依据，也可以为鳗鲡的人工繁育技术提供分子遗传背景支持。
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