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摘要: 针 对 鲤 ( Cyprinus carpio) 这 一 主 要 水 产 养 殖 品 种 设 计 了 靶 位 区 域 扩 增 多 态 性 ( target region

amplified polymorphism，TRAP) 分 子 标 记 的 反 应 体 系，对 影 响 TRAP 反 应 体 系 的 各 参 数，包 括 Mg2 +、

dNTPs、Taq DNA 聚合酶、模板 DNA 和 引 物 浓 度 进 行 了 优 化，建 立 了 适 合 鲤 的、稳 定、可 重 复 的 TRAP-

PCR 反应体系。在 15 μl PCR 反应体系中，Mg2 +
浓度为 1. 5 mmol /L、dNTPs 浓度为 0. 35 mmol /L、两个随

机引物浓度均为 3 pmol / L、固定引物浓度为 10 pmol / L、含 DNA 模板 60 ng、Taq DNA 聚合酶 1. 0 U。鲤的

TRAP 反应程序为:94℃ 4 min，1 个循环;94℃ 45 s，35℃ 45 s，72℃ 1 min，5 个循环;94℃ 45 s，53℃ 45 s，

72℃ 1 min，35 个循环;72℃ 10 min，1 个循环。这一优化体系的建 立 为 今 后 进 行 鲤 群 体 遗 传 多 样 性、种

质鉴定、遗传连锁图谱及亲缘关系分析等方面的研究提供了新的分子标记。
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Establishment and Optimization of Reaction System for TRAP
Markers in Common Carp (Cyprinus carpio)
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Abstract:The reaction system for TRAP makers of Common Carp (Cyprinus carpio) ，one of the major cultured
fishes，was designed. The factors of reaction system including Mg2 + ，dNTPs，Taq DNA polymerase，DNA
template and primer concentrations were optimized and a stable，repeatable TRAP-PCR system for Common Carp
was established. The PCR was performed with a final volume of 15 μl reaction solution containing 1. 5 mmol /L
of Mg2 + ，0. 35 mmol /L of dNTPs，3 mmol /L of each unlabeled 700- and 800- arbitrary primers，10 pmol / L of
the fixed primer，60 ng of DNA template and 1. 0 U Taq DNA polymerase. The TRAP reaction program
consisted of a pre-denaturing of template DNA at 94℃ for 4 min，followed by 5 cycles of denaturing at 94℃ for
45 s，annealing at 35℃ for 45 s，prolonging at 72℃ for 1min，35 cycles of denaturing at 94℃ for 45 s，annealing
at 53℃ for 45 s，prolonging at 72℃ for 1min，and a final prolonging at 72℃ for 10min. This optimized TRAP-
PCR reaction system provided a new molecular marker for the future study of genetic diversity，germplasm
identification，genetic linkage map construction and relationship analysis in Common Carp.
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鲤 (Cyprinus carpio) 是 世 界 上 养 殖 范 围 最

广的重要经济鱼类，在我国的淡水渔业生产中

也占据着重要地位。我国鲤品种( 品系) 众多，

有着丰富的遗传资源，构建鲤遗传连锁图谱将

为研究鲤基因组结构、经济性状 QTL 定位和分

子 标 记 辅 助 育 种 ( marker-assisted selection，

MAS) 提供有力工具。目前，淡水经济鱼类遗传

图谱构建的报道还较少，遗传标记辅助育种研

究还处于起步阶段。所以，足够量遗传稳定、多
态性高的分子标记的获得对于构建高密度遗传

连锁图谱是至关重要的。
2003 年，美国农业部北方作物科学实验室

Hu 与 Vick 开发了目标区域扩增多态性 ( target
region amplified polymorphism，TRAP) 或 叫 作 靶

位区域扩增多样性标记技术
［1］。TRAP 技术是

一个基于 PCR 的标记技术，它与 RAPD 技术一

样操作简单、易于建立，同时又具有重 复 性 好、
效率高、共 显 性 高 和 测 序 容 易 等 特 点。TRAP
标记技术在大多数的情况下，可在一个 PCR 中

扩增出多达 50 个以上的可统计片段，片段大小

在 50 ～ 900 bp 之间，产生出与 AFLP 技术相媲

美的图 谱。TRAP 技 术 是 在 向 日 葵 ( Helianthus
annuus) 中 开 发 的

［1］，目 前 已 成 功 应 用 于 水 稻

(Oryza sativa )、莴 苣 ( Lactuca sativa )、小 麦

(Triticum aestivum)、油 菜 (Brassica napus) 等 作

物的遗传图谱构建、重要性状分子标记筛选、种
质 资 源 多 样 性 研 究 和 标 记 辅 助 选 择 育 种

中
［2 － 6］。

目前 在 动 物 中，仅 在 草 鱼 ( Ctenopharyn-
godon idella) 上有 TRAP 应用的相关报道

［7 － 9］。
本研究将这一新型分子标记运用到鲤遗传育种

研究中，设计了鲤 TRAP 标记的反应体系，并对

影响这 一 体 系 的 Mg2 +、dNTPs、模 板 DNA、Taq
DNA 聚合酶及引物浓度等参数进行优化，建立

稳定的鲤 TRAP 标记反应体系，为鲤的遗传 学

及育种研究提供一种新的分子标记。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 实验材料 实验材料为荷包红鲤、黄河

鲤、建 鲤、兴 国 红 鲤 和 黑 龙 江 野 鲤 5 个 鲤 群 体

( 表 1) ，分别随机取 30 个个体，采集鱼血，提取

其基因组 DNA 作为 TRAP-PCR 反应体系的模

板 DNA。

表 1 实验鲤种类及其来源

Table 1 The varieties and their origins of

Common Carp in the current study

种类 Variety 来源 Origin

荷包红鲤 C. c. var. wuyuanensis 江西省婺源县良种场

黄河鲤 C. c. haematopterus 河南郑州黄河鲤良种场

建鲤 C. c. var. jian 淡水渔业研究中心试验场

兴国红鲤 C. c. var. singguonensis 江西省兴国县良种场

黑龙江野鲤 C. c. haematopterus 黑龙江黑河市野鲤良种场

1. 1. 2 试剂和仪器 用于 TRAP-PCR 反 应 体

系的 10 × PCR buffer、Mg2 +、dNTPs、Taq DNA 聚

合酶均购自 Takara 宝生物工程 ( 大连) 有限公

司;100 bp DNA ladder 购自上海申能博彩生物

科技 公 司; Takara 梯 度 PCR 扩 增 仪 由 日 本

Takara 公 司 生 产; UVP GelDoc-ItTM Imaging
System 由美国 UVP 凝胶成像系统公司生产。
1. 2 方法

1. 2. 1 DNA 的提取 参照 Takara 全血基因组

试剂盒说明进行 DNA 提取并检测 DNA 的质量

和浓度。
1. 2. 2 引 物 筛 选 依 据 Hu 等

［1］
固 定 引 物 设

计原理 设 计 了 4 个 固 定 引 物，随 机 引 物 参 照

Hu［10］
的 8 个随机引物( 表 2) ，用荷包红鲤的模

板对引物组合进行筛选。引物由南京力生生物

技术公司合成。
1. 2. 3 DNA 扩增 参考 Hu 等

［1］
的 PCR 反应

程序，略有改动。鲤的 TRAP 反应程序为:94℃
4 min;94℃ 45 s，35℃ 45 s，72℃ 1 min，5 个循

环;94℃ 45 s，53℃ 45 s，72℃ 1 min，35 个 循

环;72℃ 10 min，4℃ 保 存。在 100 V 电 压 下

8% 聚丙烯酰胺凝胶电泳 3 h，用 GoldView 染料

( 上 海 赛 百 盛 生 物 科 技 公 司 ) 染 色 15 min，在

UVP 凝胶成像系统照相并保存。
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表 2 实验所用的 4 个固定引物和 8 个

随机引物的序列

Table 2 Sequences of four fixed primers and eight

arbitrary primers used in the current study

引物 Primer 序列 Sequence (5′ － 3′)

E1 ACTTGGCTTCTTTTCTGC

固定引物 E2 TCAGTTGTCCAGGTGAAA
Fixed primer E3 AGTGATTTCACACCAGCA

E4 CTCACCATTCCAGAGGTT
Ga3-800 TCATCTCAAACCATCTACAC
Ga5-800 GGAACCAAACACATGAAGA

Odd26-700 CTATCTCTCGGGACCAAAC

随机引物 Sa12-700 TTCTAGGTAATCCAACAACA
Arbitrary primer Trap03-700 CGTAGCGCGTCAATTATG

Trap04-700 CGTAGTGATCGAATTCTG
Trap13-800 GCGCGATGATAAATTATC
Trap14-800 GTCGTACGTAGAATTCCT

1. 3 鲤 TRAP-PCR 反应参数的优化 经过初

步筛选，E1 + Sa12-700 + Ga5-800 引物组合用于

TRAP 反应参 数 的 优 化 研 究。参 考 Hu 等
［1］

反

应体系，在保持体系中其他参数一致的条件下，

针对其中一个进行优化，从而找到各个参数最

佳反 应 量。用 荷 包 红 鲤 DNA 模 板 对 TRAP-
PCR 体 系 中 的 Mg2 +

浓 度、dNTPs 浓 度、Taq
DNA 聚合酶浓度、模板 DNA 浓度和引物浓度 5
个因素分别进行多水平的优化实验，以确定稳

定的鲤 TRAP 标记反应体系参数。最后用 5 个

鲤群体的基因组 DNA 进行验证。

2 结 果

2. 1 Mg2 +
浓度对鲤 TRAP 体系的影响 本实

验中 设 置 了 5 个 Mg2 +
浓 度:1. 0 mmol /L、1. 5

mmol /L、2. 0 mmol /L、2. 5 mmol /L 和 3. 0
mmol /L。从 扩 增 效 果 上 看，Mg2 +

浓 度 为

1. 0 mmol /L、1. 5 mmol /L 时 条 带 丰 富 且 清 晰，

多 态 性 好; Mg2 +
浓 度 为 2. 5 mmol /L、

3. 0 mmol /L 时条带很弱;当浓度为 2. 0 mmol /L
时条带比较细( 图 1)。考虑反应各因素的综合

作用，当 Mg2 +
浓 度 为 1. 5 mmol /L 时 扩 增 效 果

最好，条带清晰，带型丰富，多态性好。
2. 2 dNTPs 浓度对鲤 TRAP 体系的影响 本

图 1 不同 Mg2 +
浓度下的荷包红鲤 TRAP 扩增效果

Fig. 1 The TRAP patterns of Purse Red Carp

(C. carpio var. wuyuanensis)

based on different Mg2 + concentrations

M: 100 bp DNA 分子量标准; 1 ～ 5 泳道 Mg2 + 浓度:

1. 0 mmol / L、1. 5 mmol / L、2. 0 mmol / L、2. 5 mmol / L、

3. 0 mmol / L。

M: 100 bp DNA ladder; Mg2 + concentration of lane

1 － 5: 1. 0 mmol / L，1. 5 mmol / L，2. 0 mmol / L，

2. 5 mmol / L，3. 0 mmol / L.

实验中设置了 5 个 dNTPs 的浓度:0. 2 mmol /L、
0. 25 mmol /L、0. 3 mmol /L、0. 35 mmol /L 和

0. 4 mmol /L。从 图 2 中 可 以 看 出，dNTPs 浓 度

0. 2 ～ 0. 3 mmol /L 时，虽然条带逐渐清晰，但还

是 比 较 模 糊; 当 浓 度 0. 35 mmol /L 和

0. 4 mmol /L时，条带 清 晰 且 丰 富。考 虑 扩 增 效

果和成本，确定 dNTPs 浓 度 0. 35 mmol /L 为 最

佳水平。
2. 3 Taq DNA 聚合酶浓度对鲤 TRAP 体系的

影响 本 实 验 中 设 置 了 5 个 酶 浓 度: 在 15 μl

反应 体 系 中 分 别 含 Taq DNA 聚 合 酶 0. 5 U、
1. 0 U、1. 5 U、2. 0 U 和 2. 5 U。从图 3 可 以 看

出，PCR 产 物 扩 增 条 带 都 较 清 晰 稳 定 且 丰 富。

选择 Taq DNA 聚 合 酶 时 主 要 综 合 考 虑 扩 增 效

果和成本，所以最后确定 Taq DNA 聚合酶浓度

为 15 μl 反应体系中含 1. 0 U Taq DNA 聚合酶

较为合适。
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图 2 不同 dNTPs 浓度下的荷包红鲤 TRAP 扩增效果

Fig. 2 The TRAP patterns of Purse Red Carp
based on different dNTPs concentrations

M: 100 bp DNA 分子量标准; 1 ～ 5 泳道 dNTPs 浓度:

0. 2 mmol / L、0. 25 mmol / L、0. 3 mmol / L、0. 35 mmol / L、
0. 4 mmol / L。

M: 100 bp DNA ladder; dNTPs concentration of lane
1 － 5: 0. 2 mmol / L，0. 25 mmol / L，0. 3 mmol / L，

0. 35 mmol / L，0. 4 mmol / L.

图 3 不同 Taq DNA 聚合酶浓度下的

荷包红鲤 TRAP 扩增效果

Fig. 3 The TRAP patterns of Purse Red Carp based

on different Taq DNA polymerase concentrations
M: 100 bp DNA 分子量标准; 1 ～ 5 泳道 Taq DNA 聚合

酶的量:0. 5 U、1. 0 U、1. 5 U、2. 0 U、2. 5 U。

M: 100 bp DNA ladder; Taq DNA polymerase amount of

lane 1 － 5: 0. 5 U，1. 0 U，1. 5 U，2. 0 U，2. 5 U.

2. 4 DNA 浓度对鲤 TRAP 体系的影响 本研

究中设定 5 个梯度的模板 DNA 量:在 15 μl 体

系中含有 30 ng、60 ng、90 ng、120 ng 和 150 ng
模板 DNA，从 扩 增 效 果 来 看，30 ～ 120 ng 模 板

DNA 的扩增效果都无明显的差异，条带都较清

晰和稳 定 ( 图 4 )。这 说 明 TRAP 标 记 对 模 板

DNA 浓度的 要 求 较 宽，最 终 确 定 DNA 浓 度 为

60 ng。

图 4 不同 DNA 模板浓度下的荷包红鲤 TRAP

扩增效果

Fig. 4 The TRAP patterns of Purse Red Carp

based on different DNA template

concentrations
M: 100 bp DNA 分子量标准; 1 ～ 5 泳道 DNA 模板的量:

30 ng、60 ng、90 ng、120 ng、150 ng。

M: 100 bp DNA ladder; DNA template amount of

lane 1 － 5: 30 ng，60 ng，90 ng，120 ng，150 ng.

2. 5 引物浓度对鲤 TRAP 体系的影响 参照

Hu 等
［1］，设 定 了 固 定 引 物 浓 度 与 随 机 引 物 浓

度比值分别为:100 ∶ 3、30 ∶ 1、10 ∶ 1和 10 ∶ 6。从

图 5 可见，当引物浓度比为 100 ∶ 3时，条带很少

且不清晰，但随着引物浓度比值的降低，扩增条

带逐渐 清 晰 且 丰 富，当 引 物 浓 度 比 值 为 10 ∶ 6

时，条带清晰且丰富。
2. 6 鲤 TRAP 反应体系的确定 以上述所确

定的条件，利用引物 组 合 E1 + Sa12-700 + Ga5-
800 对 5 个不同群体鲤的 DNA 进行扩增，以验

证鲤 TRAP 扩 增 反 应 体 系 的 效 果。由 扩 增 图
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图 5 不同引物浓度下的荷包红鲤 TRAP 扩增效果

Fig. 5 The TRAP patterns of Purse Red Carp based

on different primer concentrations
M: 100 bp DNA 分子量标准; 1 ～ 4 泳道固定引物浓度与

随机引物浓度比值: 100 ∶ 3; 30 ∶ 1; 10 ∶ 1; 10 ∶ 6。

M: 100 bp DNA ladder; Primer concentration ratio of

lane 1 － 4: 100 ∶ 3; 30 ∶ 1; 10∶ 1; 10 ∶ 6.

( 图 6) 可以看出，扩增条带多，多态性和稳定性

较好。
因 此 ，综 合 以 上 分 析 结 果 ，最 终 确 定 鲤

TRAP 标记最优扩增反应体系如下:15 μl 反应

总体系中，含 60 ng 模板 DNA、1. 5 μl 10 × PCR
buffer、1. 5 mmol /L Mg2 +、0. 35 mmol /L dNTPs、
1. 0 U Taq DNA 聚 合 酶，两 个 随 机 引 物 浓 度 均

为 3 pmol /L，固定引物浓度 10 pmol /L，固定引

物与随机引物浓度比值为 10 ∶ 6。

3 讨 论

TRAP 标记的原理是利用生物信息工具和

表达序列标签数据库信息，对目标候选基因序

列区进行扩增产生多态性分子标记。由于目前

已获得许多物种基因组序列的丰富信息，从而

可以利用生物信息学工具和 NCBI 等生物信息

数据库产生许多目标候选基因序列的 TRAP 多

态性标记，而且极易将性状与标记关 联。分 子

标记重复性的好坏在某种程度上决定了一个分

子标记的应用潜能，TRAP 技术使用了比 RAPD
更长的引物，因而具有较好的重复性。它 采 用

两个 18 个核苷酸引物，一个为固 定 引 物，依 据

公用数据库中的靶 EST 序列设计;另一个为随

机引物，是一段富含 GC 或 AT 核 心 区、可 与 内

含子或外显子区配对的任意序列。Hu 等
［4］

对

莴苣的 53 个栽培品种和 45 株 RⅠ系及它们的

图 6 5 个不同鲤群体的 TRAP 扩增图

Fig. 6 The TRAP patterns of 5 different Common Carp (Cyprinus carpio) populations
M: 100 bp DNA 分子量标准; 1 ～ 3: 荷包红鲤; 4 ～ 6: 黄河鲤; 7 ～ 9: 建鲤; 10 ～ 12: 兴国红鲤; 13 ～ 15: 黑龙江野鲤。

M: 100 bp DNA ladder; Lane 1 － 3: Purse Red Carp; Lane 4 － 6: Yellow River Carp; Lane 7 － 9:

Jian Carp; Lane 10 － 12: Xingguo Red Carp; Lane 13 － 15: Heilongjiang Carp.
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亲本扩增的 结 果 显 示，TRAP 标 记 具 有 很 好 的

重复性。Hu 等
［11］

对 38 份 来 自 美 国 不 同 地 区

的菠菜 ( Spinacia oleracea) 种质和 10 份商用的

杂合体菠菜进行遗传多样性分析，12 对 TRAP
引物的组合共产生了 492 个片 段，其 中 多 态 性

条带 有 96 条 (19. 5% ) ，且 可 以 完 全 区 分 开 群

体内 48 份样品，平均每对引物产生的遗传系数

(Dice) 是 57. 5%。这 个 研 究 初 步 说 明，TRAP
分子标记技术在遗传多态性的分析方面是一种

高效的 方 法。另 外，TRAP 标 记 能 与 其 他 类 型

的标 记 如 SARP、SSR、AFLP 等 标 记 很 好 地 整

合，在构建遗传图谱、重要性状的分子 标 记、种

质资源的多样性研究和标记辅助选择育种等研

究中发挥着重要的作用
［12 － 14］。

本实验 设 计 优 化 了 鲤 TRAP 标 记 扩 增 体

系，并 对 其 中 几 个 重 要 参 数 进 行 修 正、优 化。
Mg2 +、dNTPs、引物和 Taq DNA 聚合酶都是 PCR
反应 体 系 中 重 要 的 影 响 因 素

［15 － 16］。Mg2 +
是

Taq DNA 聚 合 酶 的 激 活 剂，同 时 又 与 dNTP 和

模板结合，Mg2 +
浓度过高，反应特异性降低，出

现非特异扩增，浓度过低会降低 Taq DNA 聚合

酶的活性，使反应产物减少。Mg2 +
还影响引物

与模板的结合效率、模板与 PCR 产物的解链稳

定性及产物的特异性和引物二聚体的形成等。
dNTPs 是 PCR 反应扩增的原料，必须达到一定

的浓度才能 满 足 要 求，dNTPs 浓 度 过 高 会 对 扩

增反应起到抑制作用，而浓度过低又会影响扩

增产率。引物浓度较低时，降低与模板 DNA 结

合效率，产物的产量就会受到影响。引 物 浓 度

偏高会引起错配和非特异性扩增，增加引物之

间形成二聚体的机会。Taq DNA 聚合酶是 PCR
反应重要的影响因素，酶浓度过高会引起非特

异性扩增，浓度过低则合成产物量减少
［16］。通

过优化影响鲤 TRAP 体系各组分浓度，最终 确

立在 15 μl PCR 反 应 体 系 中，Mg2 +
浓 度 为 1. 5

mmol /L、dNTPs 浓度为 0. 35 mmol /L、两个随机

引物浓度 均 为 3 pmol /L、固 定 引 物 浓 度 为 10
pmol /L、含 DNA 模 板 60 ng、Taq DNA 聚 合 酶

1. 0 U。该 反 应 体 系 在 Mg2 +
浓 度、dNTPs 浓 度

和引物浓度 上 与 草 鱼 TRAP 体 系
［7］

均 有 不 同，

尤其是在固定引物和随机引物的浓度及其比例

上的差异 较 大，表 明 不 同 种 鱼 进 行 TRAP-PCR
扩增时的反应体系可能是不相同的，不能简单

地相互套用。草鱼和鲤虽然同属鲤科 鱼 类，但

它们在基因组 DNA 含量上有较大的差异，草鱼

的染色 体 数 目 2n = 48，而 鲤 染 色 体 数 目 2n =
100［17］，这可能 是 造 成 两 者 在 TRAP-PCR 反 应

体系上有较大差别的原因。鲤 TRAP 反应体系

PCR 产物可统计片段大小大约在50 ～ 900 bp之

间，而 草 鱼 PCR 产 物 可 统 计 片 段 大 小 大 约 在

100 ～ 500 bp 之间
［7 － 8］，依据 Hu 等

［1］
的理论研

究，这可能说明鲤比草鱼更适合使用 TRAP 标

记进行相关方面的研究。通过引物浓度配比预

实验，确定一条固定引物与两条随机引物浓度

比值，运用 这 一 反 应 体 系，以 E1 + Sa12-700 +
Ga5-800 为引物 组 合 对 5 个 群 体 的 鲤 DNA 进

行扩增，条 带 清 晰 稳 定 且 丰 富，多 态 性 好。另

外，本实验采用核酸染料 GoldView 染色方法对

扩增产物进行检测，虽不及荧光标记放射自显

影方法灵敏
［1］，但相比银染方法

［7］
检测灵敏度

有所提高。
一般来说，扩增程序对扩增 效 果 影 响 也 较

大
［16］。TRAP 反应条 件 采 用 复 性 变 温 法，开 始

5 个循环采 用 非 严 谨 退 火 温 度，复 性 温 度 设 为

35℃ ，主要是考虑到低的复性温度 能 确 保 两 个

引物与靶 DNA 部分配 对，允 许 一 些 错 配，便 于

引物与靶 DNA 的 结 合，后 35 个 循 环 采 用 严 谨

退火温 度，复 性 温 度 升 到 53℃ ，保 证 了 扩 增 产

物的特异性，使得前 5 个循环的扩增产物可在

余下循环中进行指数式扩增;如果复性温度在

40 个循环中都保持在 35℃ ，则扩增片段重复性

将很低。
TRAP 技术具有操作容易，重复性好，多态

性丰富，效率高等特点，这一新的分子标记技术

随着大规模测序技术的到来，必将具有广阔的

应用前景。本实验通过优化影响 TRAP 体系扩

增效果的 各 组 分 因 素 (Mg2 +、dNTPs、Taq DNA
聚合酶、模 板 DNA 和 引 物 浓 度) ，建 立 了 稳 定

的鲤 TRAP 标记反应体系，为今后鲤种群遗 传

多样性研究和遗传图谱的构建提供了一种新的
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分子标记。
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