
第 30 卷第 3 期
2009 年 7 月

华南农业大学学报
Joumal of South China Agricultural University 

西江野生接与养殖群体的遗传分析

张丹丹 l气郑光明 l ，朱新平l ，赵 建 l ，陈昆慈 l ，潘德博1

Vol. 30 , No. 3 
Jul. 2009 

(1中国水产科学研究院珠江水产研究所，广东广州 510380卢上海海洋大学水产与生命学院，上海 201306)

摘要:利用部分鲤科鱼类中具多态位点的 74 对微卫星引物对镀基因组 DNA 进行筛选扩增，其中 11 对引物可稳定

扩增且有较高的多态性，占总引物数的 14.86% ，并利用筛选的引物对西江段 3 个野生镀群体(深色群体、浅色群

体、西江群体)和 1 个养殖群体进行遗传多样性分析.结果显示 :l l 个引物扩增得到等位基因数为 4 -23 个，大小为

l∞ -374 峙，平均多态信息含量为 0.749 8 ，不同群体的观测杂合度为 O. 510 5 - O. 627 3 ，期望杂合度为 0.712 0 -

0.765 6 ，深色群体、浅色群体、西江群体和养殖群体的 Nei 氏基因多样度分别为 0.745 1 士 0.388 4 ,0.763 2 :J: 0.396 8 , 

0.708 1 土 0.371 2 ,0.739 2 :J: 0.385 2 ，野生群体与养殖群体相比，杂合度和遗传多样性水平基本一致.运用Genetix

软件计算得到 4 个群体间的基因分化系数为 0.026 8 - O. 0703. AMOVA 分析表明群体间的变异占总变异的

6.96% ，群体内个体间的变异占 93.04% ，固定系数为 0.06964 ，群体间具有一定程度的分化，但分化主要表现在野

生群体和养殖群体之间，而野生群体之间的分化不明显.
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Abstract : Seventy four pairs of microsatellite primers developed for other cyprinids were tested for amplifi­

cation in mud ca甲 ， Cirrhinα molitorellα. Eleven primers , 14. 869毛， which yielded stable and polymor­

phic products were used to detect the population genetic variation of C. molitorellα. Four populations , 

namely the green-color population , the yellow-color population , the Xijiang population and the cultured 

population , were analyzed respectively using the 11 microsatellite primers , 4 to 23 a11eles were amplified 

and the fragment sizes ranged from 100 bp to 374 bp , and the mean polymorphic information content 

(PIC) was O. 7498. The observed heterozygosity of the four populations ranged from O. 510 5 to O. 6273 

and the expected heterozygosity were O. 712 0 - O. 765 6. The average gene diversity loci for the four pop­

ulations were O. 745 1 :t 0.3884 ,0. 763 2 :t 0.396 8 ,0. 708 1 土 0.371 2 ,0. 739 2 土 O. 385 2 , respective­

ly. All the indices above indicated marked variations in the four populations and the genetic variation lev­

el of the cultured population was consistent with the wild populations , which meant a good genetic condi­

tion of the cultured population of C. molitorellα. The Gst between every two populations calculated with 

the Genetix software ranged from O. 026 8 to O. 070 3 , which indicated some differentiation between the 

populations. The AMOV A analysis also showed that the differentiation was 6. 969毛 variation among popu­

lations and 93. 04% variation within populations , and the fixation index was O. 069 64. But the differenti-
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ation mainly appeared between the wild population and the cultured population , and little differentiation 

appeared among wild populations. 

Key words: Cirrhinα molitorellα; wild population; cultured population; PCR amplificatioin; microsatel­

lite marker; genetic variation 

镀 Cirrhina molitorella 俗称土镀、镀公，隶属鲤形

目，鲤科，野镀亚科，分布于闽江、九龙江、珠江、元

江、澜沧江水系及海南岛各水系[I]. 是中国华南地区

重要的经济鱼类，两广地区"四大家鱼"之一.具有饲

料来源广、抗病力强、肉质鲜美等优点，深受广大消

费者青睐.国内已有镀遗传方面的一些研究 [24] ，郑

光明等问利用随机扩增片段长度多态性 DNA( Ran­

dom amplified polymo甲hic DNA , RAPD) 对珠江流域

不同江段镀进行了遗传研究.程飞等[6J 和 Yang 等[ 7 J 

开展了矮的微卫星位点筛选和群体遗传多样性初步

分析.卫二建等[8J 对珠江干流西江肇庆段野生镀及

养殖群体进行了形态比较，研究表明不同群体在形

态上有一定的差异.微卫星或称简单序列重复( Sim­

ple sequence repeat , SSR)是由 1 -6 个碱基组成的短

串联重复序列，其座位高度丰富，变异率高并且散布

于整个真核生物基因组[9]. 微卫星具有丰富的多态

性和简单的孟德尔遗传方式，成为近年来广泛应用

的 DNA 标记技术.由于微卫星侧翼序列区为单拷

贝，在亲缘关系较近的物种间保守性较高，利用已报

道的鱼类微卫星引物可以在亲缘关系较近的物种中

获得成功扩增[ω]. 针对上述问题，在我们多年研究的

基础上，拟利用几种鲤科鱼的微卫星引物，对珠江干

流西江段不同野生群体及养殖群体的镀基因组进行

扩增，旨在研究不同群体矮的遗传多样性，分析镀群

体遗传结构，为镀遗传资源的保护利用、连锁图谱的

构建和分子标记辅助育种奠定基础.

1 材料与方法

1.1 材料

试验用野生镀均采自西江段，26 尾西江群体于

2004 年采自西江梧州段.30 尾浅色群体和 29 尾深

色群体由广东省镀良种场提供，为 2001 年和 2003 年

在珠江干流西江肇庆段捕获的野生镀夏花苗种.捕

获时发现存在 2 个不同颜色的类群，一个群体背部

绿色，颜色较深，另一群体背部黄色，颜色相对较浅，

同批同塘养殖至 2006 年，镀体色未发生变化.养殖

群体来自广东顺德一养殖场，共 30 尾.每尾取血液

或者肝脏置于无水乙醇中， -20 'c保存备用.

1.2 引物与试剂

参照文献 [11-15J 设计引物 74 对，由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成. TaqDNA 聚合酶、

MgCl2 、 10 x Buffer 、 dN'IPs ， pUC19 DNAI Msp 1 (峙αll)

Marker 为上海生工生物工程技术服务有限公司产

品，其他均为国产分析纯试剂. PCR 扩增仪为 Eppen­

dorf mastercycler ，电泳仪为 DYY-7C 垂直电泳仪.

1. 3 方法

1. 3. 1 基因组 DNA 提取 DNA 的提取参照《分子

克隆实验指南~[16J ， DNA 质量和浓度的检测参照周

莉等[η] 的方法.

1. 3. 2 PCR 扩增与引物筛选 PCR 反应总体系为

10μL，含有 10 x Buffer 1. 0 μL ， MgCl2 (25 mmollL) 

0.6μL ， dNTPs( 10 mmoIlL)O. 2μL，上、下游引物(10

μmoνL)各 0.4μL ， 14αq 酶 O. 1 U ，模板 DNA 50 ng 左

右. PCR 反应程序为 94 'c预变性 5 min , 94 'c变性

30 s ，各引物退火温度 52 - 68 "c ，退火时间 30 s , 72 

℃延伸 40 日， 23 - 26 个循环，最后 72 'C延伸 7 min. 

通过上述 PCR 程序，开展引物筛选，表 l 为能成功扩

增且有多态性的引物序列、反应条件及扩增等位基

因数和等位基因大小.

1. 3. 3 电泳与染色 PCR 产物用质量分数为 8%非

变性聚丙烯眈胶凝胶电泳分离，上样量为 3μL，电泳

缓冲液为 0.5 x TBE ，电压 230 V 电泳时间为 2 -3 h. 

DNA Marker 上样量为 0.5μL 电泳后进行银染，染

色方法参照霍金龙等[旭]的方法略加改进 :ddH20 漂
洗 5 s;加人 1 g/L AgN03 榕液，静置 2.5 min ，倒掉

AgN03 榕液;用少许 ddH20 洗 2 次，每次不超过 10

s;迅速加人 50 mL 显色液(NaOH 12 g , Na2C03 0.5 

g，质量分数为 40% 的 HCHO 3 mL，加 ddH2 0 水定容
至 500 mL) ，漂洗 2 次，振荡时间不超过 5 s;再加一

定量的显色液(须没过胶面) ，显色 3 -5 min. 待带型

清晰时，立即将胶取出，用 NIKON COOLPIX4500 数

码相机拍照，然后用 2 片玻璃纸做成于胶，长久保存.

1. 3. 4 数据统计与分析用 Alpha Ease FC 软件分

析微卫星条带大小.根据电泳图谱上 DNA 泳动距离

判断个体的基因型，就个体而言，如果电泳条带表现

为 1 条，则所检测的样本在该基因座位为纯合才日果

为 2 条则此样本在该座位为杂合，统计每个个体的

基因型后，用 Pop-gene ( Version 3. 2)计算等位基因频

率，观测杂合度和期望杂合度.参照 Botstein 等[川的
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方法计算多态信息含量 (Polymorphism information 

cont毗PIC):m=lF zpj-ZJZμpj ，用 Ge-

netix V. 4. 03 软件计算群体间遗传分化系数和群体

间的遗传距离，使用 Arlequin V. 3. 11 进行分子变异

分析和 Nei 氏基因多样度分析[20].

表 1 51物反应条件及扩增等位基因数和片断大小

Tab. l R回ction conditions of primers , aIlele number and size 

位点 引物序列

MFW1 F :GTCCAGAC冗π'CATCAωAG

R:GAGGTGTACACl日GTCACGC

MFW15 F:CTCCTGππuπTIGT巳AAA

R:GTTCACAAGGTCATTTCCAGC 

MFW17 F,CAACTACAGAGAAATTTCATC 

R,GAAATGGTACATGACCTCAAG 

MFW19 F,GAATCCTCCATCATGCAAAC 

R: CAAACTCCACA TTGTGCC 

MFW24 F:CTCCAGATTGCACATTATAG 

R:TACACACAC饥CAGAGCcm

MFW26 F: CCTGAGATAGAAACCACT巳

R: CACCATGCTTGGTGCAAAAG 

Cc7 F ，TGGCπ节℃π'GAAGCCCTA

R,GAGmAAGCCCTGTTCCCC 

Bgon22 F: TCTTGTTGA TCACACGGACG 

R:ACAGATGGGGAAAGAGAGCA 

R.3r F: TATTCACCCCAAATCCATTA 

R:GACCCTTGTGCATAAGACC 

Lr3 F:ATCTGGCTGCCTATTCACC 

R:CATCGGCGACTGCACTGGA 

HIJ19 F : ACTGCTGGCTCAGGAACA 

R,AGAGCAAAGATGGTAGCTC 

2 结果

2.1 PCR 扩增结果

退火温 等位等位基因大小
循环数

度/'C 基因数 /bp 

62 23 15 173 N 220 

58 25 17 154 N 197 

54 24 6 183 唰 208

54 23 9 197 N223 

54 24 23 169 - 256 

54 26 21 116 什62

61 24 22 200 唰 374

58 23 4 107 -115 

52 23 11 1创)斗68

68 25 14 135 -179 

56 23 7 174 句 186

74 对引物中能稳定扩增且有多态性的引物共

11 对，占总引物数的 14.86% .引物 MFWl 、 MFW19 、

MFW24 的扩增图谱见图 1 - 3. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415 M 1617181920212223242526272829 

1 -29 为养殖群体

图 1 引物 MFWl 在养殖群体中扩增的电泳图谱

Fig. 1 Electrophoregram of microsatellite primer MFWl ampli­

fied in cultured population of Cirrhina rrwlitorella 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 日 1415 M 161718192021222324252627282930 

1 -30 为养殖群体

图 2 引物 MFW19 在养殖群体中扩增的电泳图谱

Fig.2 Electrophoregram of microsatellite primer MFW19 ampli­

fied in cultured population of Cirrhina rrwlitorella 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 日 14 15M 161718192021222324252627282930 

1 - 15 为浅色群体， 16 - 30 为西江群体

图 3 引物 MFW24 在部分个体中扩增的电泳图谱

Fig.3 Electrophoregram of microsatellite primer MFW24 ampli­

fied in Cirrhina rrwlitorellα 

2.2 西江野生镀及人工繁殖群体的遗传多样性
西江野生镀及人工繁殖群体的平均凹C 为

O. 749 8 , Botstein 等[ 19] 认为，当 PIC > 0.5 时，该位点

为高度多态位点，当 O. 25 < PIC < O. 5 时，该位点为

中度多态位点;当 PIC <0.25 时，该位点为低度多态

位点.据此划分， 11 个位点中 MFWl 、 MFW15 、

MFW17 、 MFW19 、 MFW24 、 MFW26 、 R-3r 、 Cc7 、

Lr3 , HIJ19 为高度多态位点，占 90.9%; Bgon22 为

中度多态位点，占 9. 1 %.说明镀群体 PIC 整体水平

较高，遗传多样性丰富.

平均观测杂合度为 0.510 5 -0.6273 ，期望杂合

度为 0.7120 -0.765 6( 表 2) ， Nei 氏基因多样度分

析计算得深色群体为 0.745 1 +0.3884 ，养殖群体为

O. 739 2 :t O. 385 2 ，浅色群体为 O. 763 2 + O. 396 8 ，西

江群体为 0.708 1 +0.371 2 ，表明不同群体遗传多样

性基本一致，杂合度水平相差不大.

2.3 鳝群体遗传分化

运用 Genetix 软件计算得到 4 个群体间的基因

分化系数和群体间遗传距离，AMOVA 分析显示群体

间的变异占总变异的 6.969毛，而群体内个体间的变

异占 93.04% ，固定系数为 0.0696 ，说明镀群体间有

一定程度的分化.养殖群体与深色群体、浅色群体、

西江群体的分化系数分别为 0.062 5 ,0.049 8 ,0.070 3 , 

这也表明镀野生群体与镀养殖群体之间有一定的遗

传分化，深色群体与浅色群体，西江群体的分化系数

分别为 0.029 3 和 0.0271 ，浅色群体与西江群体的

分化系数为 0.0268 均小于 0.05 ，表明 3 个野生群体

只存在轻微分化，分化主要表现在野生群体和养殖

群体之间.

养殖群体与深色群体、浅色群体、西江群体的遗

传距离分别为 0.446 、O. 351 、0.463 ，而 3 个野生群体
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由于微卫星座位两侧的序列在亲缘关系相近物

种之间具有很高的保守性，因此，微卫星的一个潜在

价值是从一个物种产生的引物可应用于相关的物

种[21]. 全迎春等问]用 6072 对斑马鱼引物在鲤鱼中

扩增，其中多态性位点为 563 个，占 9.279毛.梁利群

等[23 J证明蹲的微卫星标记可用于乌苏里江哲罗鱼基

因组 DNA 遗传多样性分析，说明借用同科、同属鱼

的微卫星标记开展基因组遗传多样性检测分析可

行.本文利用部分鲤科鱼类中 74 对多态性的微卫星

引物对镀基因组进行扩增，其中 11 对能够获得稳定

的多态性条带，占总筛选引物的 14.869毛.本研究所

获得的 11 个微卫星引物均可用于镀遗传多样性和

种群分化等研究.

遗传多样性最普通的评价标准是杂合度、等位

基因多样性和多态座位比例[组].样本大小与所检测

出的微卫星 DNA 位点的等位基因数及整体基因丰

富度均呈正相关，而与表现杂合度元显著相关，与期

望杂合度不相关[25].Nei[24]也指出，期望杂合度是

度量种群基因多样性程度的优良指标，在小种群中

使用观测杂合度不太适宜. Nei 氏基因多样度即群

体的期望杂合度， 4 个群体中最低的西江群体为

0.7120 ，最高的浅色群体为 0.765 6 ，平均观测杂合

度为 O. 510 5 - O. 627 3 ，均高于 DeWoody 和 Avise[施]

基于 13 种淡水鱼类统计而得出的平均杂合度 0.46 ，

表明珠江流域西江段镀遗传多样性较为丰富.这与

郑光明等[5J 利用 RAPD 方法所做的研究结果有一定

的差异， RAPD 研究的结果是镀的遗传多样性偏低.

野生群体中，深色群体和浅色群体为 2001 年和 2∞3

年采集的样品，西江群体则为 2004 年采集的样品，

研究表明西江群体的 Nei 氏基因多样度比深色群体

和浅色群体有所降低，这可能是由于镀捕捞过度导

致种群数量减少，从而遗传多样性降低.

遗传分化系数是表征群体间遗传分化程度的重

要参数，当该参数在 0-0.05 时，群体间遗传分化较

弱;在 0.05 - 0.15 时，遗传分化中等; O. 15 - 0.25 

时，遗传分化较大;当大于 0.25 时，表示群体间分化

极大.本研究结果表明镀野生群体与镀养殖群体之

间有→定的遗传分化，野生群体中的深色群体、浅色

群体、西江群体之间只存在轻微分化，也可以认为群

体间无遗传分化，养殖群体和野生群体遗传多样性

基本一致，说明本试验中所采集镀养殖群体繁殖基

数较大，具有一定的群体稳定性.

讨论3 
间的遗传距离分别为 O. 190 、O. 147 、0.149 ，表明养殖

群体与野生群体间的遗传距离大于野生群体间的遗

传距离，遗传变异主要表现在养殖群体和野生群体

间，这与计算遗传分化系数的结果一致.

表 2 4 个群体在 11 个座位的遗传多样性

Genetic diversity of 4 populations of Cirrhin鸣 moli­

ωrella at 11 loci 

0.88746 

0.748 82 

0.709 51 

0.695 25 

0.78680 

0.86820 

0.89542 

0.501 88 

0.864 84 

0.29767 

观测及期望

杂合度 (HoIHe)

0.793 1/0.876 0 

0.8α) 0/0. 873 5 

0.7ω0/0.898 3 

0.576 9/0. 840 9 

0.5862/0.8808 

0.733 3/0.862 2 

0.833 3/0. 盯18

0.461 5/0. 844 7 

0.344 8/0.275 3 

0.133 3/0.245 8 

0.133 3/0.524 9 

0.153 9/0.144 8 
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1) G: 深色群体.C: 养殖群体.Y: 浅色群体.W:西江群体
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