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摘要：评价了转大麻哈鱼（!"#$%&’"#&() -FGW1AN）生长激素基因鲤生态安全性问题及研究转基因鱼对天然野生鲤群体遗传污染

程度。通过 X%SQ 和 --*S 方法，用 !79 个 X%SQ 标记和 #9 对鲤的微卫星标记对受杂交鲤污染的哈尔滨江段黑龙江鲤群体、未

受污染的抚远江段黑龙江鲤群体及模拟转基因鲤占普通鲤群体的 8Y 和 8$Y 比例获得繁殖子代等实验群体的 Q.% 样本进行

全基因组扫描统计分析得出结论，即转基因鲤占普通鲤群体 8Y时对普通群体的基因污染程度是微乎其微的，远远低于杂交鲤

对野生群体基因污染，转基因鲤占普通鲤群体 8$Y时对普通鲤遗传背景的影响稍有升高，但仍然远远低于杂交鲤对野生群体

基因污染程度。总之，在现有的检测技术条件及有效的监控条件下，与杂交鲤相比转基因鲤对鲤野生群体的遗传背景的影响是

微弱的，而外来种和杂交种则对生态环境有严重威胁。
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生态安全 （G’!2!*+’(2 )(6#%3）是指一个生态系统的机构是否受到破坏，功能是否受到损害，一方面指生态

系统自身是否安全，另一方面是生态系统对人类是否安全［H］。转基因产品的生态安全问题倍受世人瞩目，成

为转基因技术及其产品能否获得足够的研究空间和良好开发市场的关键所在［@，I］。转基因鱼［J K L］较其它基

因改造过的产品更加倍受关注，到目前为止还没有转基因鱼类通过生物安全检查进行商业化生产，其根本原

因就是鱼类生活在一个开放的水体环境中，加之繁殖量很大（一尾鲤的繁殖量在十几至几十万之间），不仅标

志困难，而且很难追踪观察，一旦发生转基因个体逃逸导致发生基因污染后果将不堪设想［M，B］。因此各国政

府都采取了谨慎的态度，对其食用和生态安全进行全面细致的研究，力求使其负面影响降到最低。自 @? 世纪

B? 年代开始我室构建了转大麻哈鱼生长激素基因鲤，从食用和生态安全方面进行了多年的研究，从研究结果

看转基因鲤的食用是安全的［N］。但目前没有一个确切的可操作的方法从基因组 OP8 本身对转基因鱼生态安

全进行评价，为此，依据本课题组在鲤基因组方面的研究工作积累结合杂交鲤对江河中野生鲤群体遗传背景

的污染程度，开展了基因工程鲤生态安全评价研究，以评价转基因鲤成为入侵种的可能性及危害，建立模型分

析逃逸和扩散后对野生鲤群体的遗传污染程度。

)* 材料和方法

)7 )* 仪器与试剂

QR= 仪为 QG 公司的 S#"# 8-& QR= T3)%#- NM?? 和 S#"# 8-& QR= T3)%#- NL??；离心机为 CGRUV8P RTE
HW= R#"%$+65*#；凝胶成像系统为 XYQ ZF>G TRFGPRGT XZ;=8 YF[ZG; &$!/5’%)；=8QO 引物从北京北方同正公

司购买；TTZQ 引物由上海生物工程公司合成；"#$ OP8 聚合酶、/P;Q 购自上海 Q$!-#*( 公司。

)7 +* 鲤实验群体

转基因鲤实验群体由黑龙江水产研究所“BLI”课题组自行繁殖提供。为了模拟转基因鲤以不同比例逃

逸到野生鲤群体时对野生鲤群体基因组的污染情况，设计两组实验其中转基因鲤占普通鲤 H\和 H?\ 比例繁

殖子代及对照子代（不含转基因鱼的普通鲤群体），同时选用哈尔滨江段黑龙江鲤群体作为受杂交鲤污染的

鲤对照群体，选用松花江段黑龙江鲤群体及抚远江段黑龙江鲤群体作为野生鲤群体对照。即，实验群体包括

以下组合：H?\鱼苗对照组，H?\鱼苗实验组，H\对照组，H\实验组，H\非转基因鱼，哈尔滨江段黑龙江鲤群

体，松花江段黑龙江鲤群体，抚远江段黑龙江鲤群体。

?JHH ] 生] 态] 学] 报] ] ] @M 卷]



!! "# 鲤 "#$ 的提取［!!］

剪取新鲜的鲤尾鳍条 %&’ 加入 (! %&) 裂解液（(! %* 的十二烷基酸钠；+((!’ , &) 蛋白酶 -；(! (.&/) , 0
1"2$）于 %(3的恒温培养箱中消化 . 4 +5，并不时轻轻摇动至组织完全消化，加入等体积酚氯仿（苯酚6 氯仿

6 异戊醇 7 +%6+86.）抽提两次 .+((( 9 , &:;，83，%&:; 离心，! 轻轻吸出上清，加入 .&) 无水乙醇沉淀，.+(((9 ,
&:;，83，+(&:; 离心。去上清，沉淀用冷 <(*乙醇洗涤两次，室温干燥后，加入 .((!) . , .( 21 溶解，于 = +(3
保存备用。将各个群体的个体 "#$ 等比例混合成 "#$ 池。

!! $# >$?" 分子标记扫描基因组遗传背景

使用北京北方同正公司的 @?$ 4 @?A 系列随机引物对鲤实验群体的基因组 "#$ 进行 ?B> 扩增，反应体

系 +%!)，其中包括 "#$ 模板 .!)（+%;’ , !)），.C!) ?B> 缓冲液（含适量的 D#2?），.!)（(! .!’ , !)）随机引物，

.!) !"#"#$ 聚合酶（.E , !)），8!) DDF+@。其中，"#$ 模板来自实验群体混合 "#$ 池。

反应条件：G83H&:;，GH3.&:;，HI3.&:;，<+3+&:;，8% 个循环，<+3%&:;。反应产物经 .! 8* 琼脂糖凝

胶电泳及紫外凝胶成像系统观察并记录 ?B> 产物情况。

!! %# JJ0? 标记扫描基因组遗传背景

使用上海生物工程公司合成的 KLM 系列鲤微卫星引物对鲤实验群体的基因组 "#$ 进行 ?B> 扩增，反

应体系 +%!)，其中包括 "#$ 模板 .!)（+%;’ , !)），.C!) ?B> 缓冲液（含适量的 D#2?），引物各 .!)（(! .!’ , !)），

.!)!"# "#$ 聚合酶（.E , !)），H!) DDF+@。

反应条件：G83H&:;，GH3H(N，I(3H(N，<+3H(N，8% 个循环，<+3%&:;。反应产物经 +! (* 琼脂糖凝胶电

泳及紫外凝胶成像系统观察并记录 ?B> 产物情况。

图 .O >$?" 标记 @??8 和 @??% 检测

L:’! .O "PQPRQ:/; S:Q5 >$?" T9:&P9N @??8 U;D @??%

O 样品顺序 . 4 .( 依次为 .(* 鱼苗对照组，.(* 鱼苗实验组，.(*

亲本转基因鱼，.(*亲本正常鲤，.* 对照组，.* 实验组，.* 非转

基因鱼，黑龙江鲤哈尔滨江段群体样品，黑龙江鲤松花江段群体

样品，黑龙江鲤抚远江段群体样品；= 为不加模板引物阴性对照，

K 为 "0+((( 分子量标准O 25P NU&T)PN /9DP9 :N R/;Q9/) ’9/VT /W .(

* W9:PN，PXTP9:&P;QU) ’9/VT /W .( * Q9U;N’P;:R W9:PN，.( * TU9P;QU)

Q9U;N’P;:R RU9TN，.( * TU9P;QU) R/&&/; RU9TN，R/;Q9/) ’9/VT /W . *

W9:PN，PXTP9:&P;QU) ’9/VT /W . * Q9U;N’P;:R W9:PN，.* R/&&/; RU9TN，

FP:)/;’ >:YP9 RU9TN R/&:;’ W9/& FP:)/;’ >:YP9 :;N:DP FU9Z:;，FP:)/;’

>:YP9 RU9TN R/&:;’ W9/& J/;’5VU >:YP9，FP:)/;’ >:YP9 RU9TN R/&:;’

W9/& FP:)/;’ >:YP9 :;N:DP LV[VU;；= &PU;N ;P’UQ:YP R/;Q9/) S:Q5/VQ

"#$ QP&T)UQP；K &PU;N "#$ "0+(((&U9\P9，下同 Q5P NU&P ZP)/S

&# 结果

使用 +I% 个 >$?" 标记和 H% 个鲤微卫星标记对受杂交鲤污染的哈尔滨江段黑龙江鲤群体、未受污染的

松花江段黑龙江鲤群体及模拟转基因鲤占普通鲤群体的 .*和 .(*比例获得繁殖子代等实验群体的 "#$ 样

本，进行全基因组扫描统计分析，结果转基因鱼占普通鲤群体 .* 时对普通群体的基因污染程度是微乎其微

的，远远低于杂交鲤对野生群体基因污染，转基因鲤占普通鲤群体 .(* 时对普通鲤遗传背景的影响稍有升

高，但仍然远远低于杂交鲤对野生群体基因污染程度。

&! !# >$?" 检测

本研究使用检测引物共 +I% 个，其中有 G8 个引物

未扩增出明显条带，有 .<. 个引物扩增出清晰条带，其

中有 8G 个引物在不同样品之间可扩增出特异性条带具

有多态性。见图 . 表 .。结果发现哈尔滨江段黑龙江

鲤群体 "#$ 多态性较高，出现了许多其它鲤群体中不

具有的 "#$ 分子标记；其次是转基因鲤占普通鲤 .(*
实验群体和未受污染的松花江段黑龙江鲤群体；抚远江

段黑龙江鲤群体多态性和 .* 的实验群体多态性比上

述群体低。

&! &# JJ0? 检测

本实验中共使用微卫星检测引物 H% 对，< 对未扩

增出明显条带，+C 对引物扩增出明显条带，其中 .% 对

引物在不同样品之间可扩增出特异性条带具有多态性。

见图 +、表 +。检测结果与 >$?" 检测结果一致，即哈尔

滨江段黑龙江鲤鲤群体的多态性是最高的。
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图 !" ##$% 标记 &’() 和 &’(!* 检测

’+,- !" ./0/10+23 4+05 ##$% 67+8/79 &’() :3; &’(!*

!- "# 统计分析

通过一元二项式分布（<+328;+90）对杂合基因出现

概率和相关性进行统计分析，结果见表 =。! 检验相关

性（>5+0/90）分析：转基因群体与杂合基因出现概率相关

系数为 ?- ?!?@A?。根据一元二项式分布统计结果可看

出，黑龙江哈尔滨江段群体杂合基因出现频率为 !A，"
值为 ?- ?B 明显大于 ?- ?C 差异显著说明其 .DE 多态性

是较高的。转基因群体的杂合基因出现概率远远低于

?- ?C，亦远远低于哈尔滨江段黑龙江鲤群体。另外，通

过相关性分析可知，转基因鲤群体与杂合基因出现概率相关系数为 ?- ?! 小于 ?- ?C，说明相关性不显著，转基

因与杂合基因不十分相关。

表 $# 多态性的 %&’( 引物

)*+,- $# ).- /0,1203/.45 %&’( /342-36

引物 %7+8/7 序列 CFG=F#/HI/31/ 引物 %7+8/7 序列 CFG=F#/HI/31/ 引物 %7+8/7 序列 CFG=F#/HI/31/ CFJ =F

K%E* >ELL>>>MM> K%’!? LLM>MELELL K%&) LL>LLMMLM>

K%EB LMLE>LMELL K%L= LEL>>>M>>E K%&C LLLEE>LMLM

K%E** >EEM>L>>LM K%LC >MLELE>LLE K%&*= LLMLLM>EEL

K%E*! >LL>LEMEL K%LA LML>>MEE>> K%&!? ELLM>MMLLL

K%E*B ELLMLE>>LM K%L*@ LM>ELLL>EE K%D@ ML>>LL>MML

K%<* LMMM>L>M>> K%N* LLM>LLELEE K%D*A EEL>LE>>ML

K%<! MLEM>>>MLL K%N! M>LLE>LMLE K%D*B LLMLELLM>E

K%<= >EM>>>>>ML K%N= ELE>LM>>E> K%D*@ LM>>LME>ML

K%<C ML>L>>>MM> K%N*) E>>ELLMMLL K%D!? LLML>M>>LM

K%<*? >ML>MLLLE> K%N*A M>M>EL>MLL K%%) LMLM>M>ELL

K%<** LMELE>>>LM K%O* E>>MLLE>E> K%%C >>>>LLMEE>

K%<*! >>MMLE>L>E K%OA EELL>LL>EL K%%@ LMLLM>>L>E

K%<*C LLELLLMLMM K%P) >>L>>>EEE> K%%*? M>>>L>>ME>

K%<*Q ELLLEE>LEL K%PA >E>>MMM>>> K%%** EE>L>LM>LL

K%>* MM>LEL>>EL K%PQ EL>LEL>EEL K%%*C LLEEL>>EE>

K%>! LMLELL>LM> K%P@ >>>ME>>LE> K%%*A >>EEL>ML>>

K%’*A LLELME>MLL

"# 讨论

本研究利用 RE%. 和 ##$% 方法对未受污染的黑龙江鲤及模拟转基因鲤占野生鲤群体的 *S和 *?S比例

获得繁殖子代等实验群体的 .DE 样本，进行全基因组扫描，以研究转基因鲤对天然野生鲤群体的遗传污染程

度以及天然群体在混有一定比例转基因鱼时遗传背景的变化。其中设计的 *?S 和 *S 实验组分别模拟高比

例和低比例的转基因鲤逃逸到天然群体中时产生的后代，同时设两组对照 *?S对照和 *S对照只含有正常鲤

鱼苗，这两组对照群体与实验组来自同一父母本，以去除或减少由于个体间差异造成的遗传多样性。在松花

江哈尔滨江段水域中含有许多从人工池塘养殖逃逸的杂交鲤及放养的外来鱼种，对该水域中原有的鲤群体基

因组造成了一定程度上的遗传污染，因此选用该江段的鲤群体作为模拟转基因鲤对野生鲤群体的遗传污染的

阳性参考指标。同时，松花江段及抚远江段黑龙江鲤群体由于没有受到人工池塘养殖的杂交鲤的污染较好的

保持了原有的野生基因组资源，可以作为模拟实验的阴性参考指标。

!)** " 生" 态" 学" 报" " " !Q 卷"



表 !" 检测具有多态性的 ##$% 引物

&’()* !" &+* ,-)./-0,+12 ##$% ,01/*03

引物

!"#$%"
&’序列

&’(%)*%+,%
-’序列

-’(%)*%+,%

./01 23,,424,323,43,42242 2422234,4,32423,4,2,

./05 3,,4423,42333443,4,,2 222442,23324,44,442,

./0& 242432,,322224423,4, 44424242,222234442242

./011 2,43332,,332432233232 3,23,322333424232,32,

./016 333433424434433443342,4 243424423,243224423,,

./015 ,42442,33,3224443,3242 2,242442433243224,44,

./01& ,3,,32333323333232444 233,4,44223,4333,,42,

./017 23,,,322342324232423 2,23324,3323333434,342

./068 ,4232424,24334,,3322 23242,42,,,4,433244,

./061 ,44344,432,42,42,3232 ,44224424,,44342,4,32

./065 2,3,,424332,4,4334342 ,34,4,4,4,2,4242,,333,

./06& 433232442,43,2234432, 34,33243332,3433224,

./069 ,,,32424342444,,4,32 ,4,,432,3322432,44442

./06: 243,3444434322323232 ,434432,,3,3,433443,

./0-8 223,44,44234233232,42 ,,43,3,323,4332,44,42

; ; 由于松花江段水域鲤种群受到了人工养殖种群、

杂交种以及外来种群的污染，基因杂合度明显偏高，

因此在检测过程中，出现了许多特异的条带与其它鲤

群体不同。另外，松花江段鲤群体及抚远江段黑龙江

鲤群体由于远离外来种群的入侵及杂交鲤的污染，较

好的保持了野生形态，基因组内保存了许多野生型基

因，所以基因杂合性稍高。混有 18<转基因鱼的鱼苗

实验组基因杂合度高于 1< 鱼苗子代，但远远低于转

基因鱼的杂合度，且在基因变化频率的允许范围内，

说明转基因鲤对鲤种群的基因污染程度远远低于杂

交鲤对野生型鲤基因型的污染。另外，18< 亲本转基

因鱼的基因变化频率很低，出现的特异基因并没有遗

传到下一代（中试 18< 鱼苗实验组），说明转基因鱼

体内的外源基因并不会改变鲤原有的基因型。另外，

中试 18<鱼苗实验组出现的稍高的基因变化频率极

有可能是鲤个体之间的差异造成的，同时也说明混有

高比例的转基因鲤对鲤群体遗传背景的影响会增高，

但仍然低于杂交鲤对野生鲤群体的遗传背景的污染。

表 4" 转基因生态安全检测杂合基因频率及 ! 值统计结果

&’()* 4" &+* 35’5135123 0*36)5 -7 5+* -22600189 70*:6*82. -7 +*5*0-512 9*8* ’8; ! <’)6* -7 5+* *2-)-912’) 3’7*5. ;*5*251-8 -7 50’839*812 2’0,

实验群体

=>?%"#$%+34@ 2"A*?
杂合基因出现频率

BC% A,,*""#+2 D"%)*%+,E AD C%3%"A3#, 2%+%
一元二项式分布 ! 值

F#+A$G#(3 ! H4@*%

18< 鱼苗对照组 ,A+3"A@ 2"A*? AD 18 < D"E 16 8I 88687

18< 鱼苗实验组 %>?%"#$%+34@ 2"A*? AD 18 < 3"4+(2%+#, D"E 61 8I 8858:

1<对照子代 JA+3"A@ 2"A*? AD 1 < D"E 17 8I 888-1

1< 实验子代 =>?%"#$%+34@ 2"A*? AD 1 < 3"4+(2%+#, D"E 15 8I 8878

黑龙江鲤哈尔滨江段群体 K%#@A+2 L#H%" ,4"?( #+(#G% K4"M#+ (%,3#A+ 69 8I 875-6

黑龙江鲤松花江段群体 K%#@A+2 L#H%" ,4"?( #+(#G% NA+2C*4 L#H%" 17 8I 888-1

黑龙江鲤抚远江段群体 K%#@A+2 L#H%" ,4"?( #+(#G% /*E*4+ (%,3#A+ 1& 8I 889:5

任何外来基因或物种都会对野生种群产生或多或少的影响。在有效的监控下，可以将转基因鱼对自然生

态环境的影响降到最低，同时由于天然野生鲤鱼群体拥有的复杂巨大的遗传资源背景，也可以减轻或稀释转

基因的影响［11］。而外来种和杂交种则对生态环境有严重威胁。随着科技的发展，外来种的入侵以及新品种

的出现等原因导致天然野生生物群体基因产生巨大的变化，这种变化在短期内是检测不出对物种及环境和人

的影响，但必须经长期的观察监测以减轻其负面影响，并尽量保持物种的野生状态。在美国、欧洲、俄罗斯等

国家和地区，均强调保护野生动物，开发养殖资源，有些湖泊河流不许捕捞以破坏生态环境。目前为止，转基

因生物与外来生物入侵相比造成的危害并不明显，但由于人口的增长及资源的匮乏，高产、优质的转基因产品

的商品化势在必行，怎样最大程度地发挥其优势减少或降低其负面作用，还需长期深入的研究，也需要政府的

正确调控指导［16，1-］。

=*7*0*82*3：

［1 ］; O*A J P，04+2 Q N，/4+2 P .I =>A3#, (?%,#%( #+H4(#A+ 4+G %,A@A2E#,4@ (4D%3EI RA*"+4@ AD S4+T#+2 /A"%(3"E U+#H%"(#3E（S43"*4@ N,#%+,%( =G#3#A+ ），

688-，6:（6）：:- :7I
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