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鳜属 5 种鱼类微卫星遗传多样性分析
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摘要　利用８对已发表的翘嘴鳜微卫星引物,对５种鳜属鱼类翘嘴鳜、大眼鳜、斑鳜、波纹鳜和暗鳜共１４７
个个体进行跨种扩增和遗传多样性的研究.结果发现,８个微卫星标记除位点 HW８在波纹鳜中无多态性外,其
他位点在５种鳜属鱼类中都具有较高的多态性.每个位点等位基因数为４~８个不等,平均等位基因数为６．１３;

在５个物种中分析的平均有效等位基因数为３．５８,平均观测和期望杂合度分别为０．７５和０．５９,平均多态性信息

含量０．５１,为高度多态,表明鳜属鱼类物种的遗传多样性比较丰富.采用 Nei’s遗传距离和遗传相似性系数分

析５种鳜属鱼类系统发育关系,并构建 UPGMA聚类图,结果显示翘嘴鳜和大眼鳜、斑鳜和波纹鳜分别有较近的

亲缘关系,斑鳜和暗鳜亲缘关系最远.
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　　鳜属(Siniperca)鱼类隶属于鲈形目(PerciＧ
formes),鳜亚科(Siniperinae),是一类淡水底栖凶

猛性鱼类,包括翘嘴鳜(S．chuatsi)、大眼鳜(S．kneＧ
ri)、斑鳜(S．scherzeri)、波纹鳜(S．undulata)和暗

鳜(S．obscura)等５个物种,主要分布范围有我国东

部、俄罗斯远东地区、朝鲜半岛,日本和越南等亦有

分布[１].鳜类因其肉质纯白细嫩,厚实无刺,味道鲜

美可口,营养价值丰富等特点而深受人们的青睐,其
中翘嘴鳜、大眼鳜和斑鳜已成为人工养殖的主要名

贵经济鱼类.目前对鳜属鱼类遗传背景的研究主要

集中在翘嘴鳜和斑鳜,且多见于 RAPD 技术,如杨

受保等[２]采用 RAPD 技术对长江水系３个水域的

翘嘴鳜群体的基因组进行了检测和遗传信息的分

析;方展强等[３]对翘嘴鳜野生群体和养殖群体的遗

传多样性进行了 RAPD分析;杨星等[４]对斑鳜、翘
嘴鳜及其杂交鳜进行 RAPD鉴定并分析了斑鳜种

内遗传多样性.但 RAPD 技术因其扩增结果重复

性差,无法鉴别纯合子与杂合子等缺点,导致其不能

满足更进一步的研究需要.
近年来,微卫星标记(microsatellitemarker)以

其数量多、分布广泛且均匀、共显性遗传、多态性高,

以及引物在种属间具有一定的通用性等特点[５],被
大量应用于水产动物的群体遗传结构分析、遗传多

样性分析等研究[６Ｇ８].梅秋兰等[９]利用２０对微卫星

引物对鳜原种群体和养殖群体进行遗传多样性分

析;朱滔等[１０]从翘嘴鳜的 EST 文库中开发并筛选

出２２对具有多态性的微卫星标记对翘嘴鳜３个野

生群体进行了遗传多样性分析;Cao等[１１]利用微卫

星标记对长江、鸭绿江、珠江及钱塘江流域的野生斑

鳜资源进行了遗传多样性分析.然而,在鳜属鱼类

的相关研究中,由于选用的微卫星标记不一样,且缺

乏相同类型的微卫星标记资源,目前还无法基于微

卫星标记对鳜属鱼类进行准确的遗传多样性和系统

发育关系分析.
因此,本研究利用在翘嘴鳜中已发表的微卫星

引物,在５种鳜属鱼类中进行PCR跨种扩增,以期

得到适用于该属鱼类种群遗传学研究的微卫星标

记;利用微卫星标记对５种鳜属鱼类的遗传多样性

及系统发育关系等进行分析,以期为进一步鳜类野

生资源的多样性检测和评估、种群遗传学研究和进

化关系分析等提供理论支持,也为鳜类优良种质资

源的合理保护和发掘利用奠定基础.
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1　材料与方法

1.1　样品的采集和 DNA 的提取

随机挑选已采集的野生鳜样本:翘嘴鳜３０尾,
来自湖南怀化和常德;斑鳜３０尾,来自辽宁凤城和

湖北崇阳;大眼鳜３０尾,来自湖南怀化和常德;波纹

鳜２９尾,来自浙江衢州和江西余干;暗鳜２８尾,来
自湖南怀化.

所有样品剪取胸鳍少许,于９５％无水乙醇中固

定,按照 TIANampGenomicDNA 提取试剂盒(北
京天根生物科技有限公司)的说明提示获得样品的

基因组DNA.１．２％的琼脂糖凝胶电泳和核酸蛋白

酶标仪检测所提取 DNA 的质量和浓度,－２０℃下

保存备用.
1.2　引物来源

随机挑选已在翘嘴鳜群体中成功扩增的微卫星

序列[１２],合成相应的微卫星引物,共８对,名称和退

火温度等具体见表１.
表１　８个微卫星标记及等位基因数

Table１　Characterizationofeightmicrosatellitemarkersandtheobservednumberofalleles

名称

Name

登录号

GenBank
accessionNo．

引物序列(５′→３′)
Primersequence(５′→３′)

长度范围/bp
Sizerange

退火温度/℃
Annealing

temperature

等位基因数

Observed
number
ofalleles

HW１ JQ６８６８９４
F:TGTAAGTGTACAAAGAACTTTTCGC

１２１~１７８ ５６．０ ７
R:AGACAATGTAAAAGTTTGGTTCAGC

HW２ JQ６８６８９７
F:TTTCCTCCTCAGTCACAGCAGA

１５６~２１７ ５６．０ ６
R:TGGTTGCTTCAGATCAGTGCCA

HW３ JQ６８６８９８
F:GAATAGCAAATGTCCTCGCCG

１８１~２２５ ５６．０ ８
R:GCGGAAAGCCATTCTTCAGGA

HW４ JQ８０４７３５
F:GTCTGGTTTCCTGGTCTTGCTT

１４０~２８６ ５６．０ ５
R:GCACCATTCGTTGCTGAGAC

HW５ JQ８０４７３６
F:GCTTGAGATGTACGAGAGAGAGA

１５０~２２９ ５４．５ ５
R:AGGATTAGAGGTGTTCAGCC

HW６ JQ８０４７３７
F:ATCAGCTCAACCCCTCTGCAT

１３０~１７８ ５６．０ ４
R:GCATGGATGCCAGCGTGAG

HW７ JQ８０４７４９
F:GACTGACTGTGCCCTCTGTG

１４０~２７１ ５６．０ ８
R:ATGTGCCAAGCCTCACCAAT

HW８ JQ８０４７５１
F:AGCTTGTCTGAATCTGAATCATCCT

１８３~２７１ ５４．５ ６
R:TGCTCTAATGTGGGCAAAAGTCA

1.3　PCR 扩增反应的体系和程序

PCR反应体系的总体积为１２．５μL,内含 DNA
０．２５μL,１０×TaqPCRBuffer(含 Mg２＋ )１．２５μL,

dNTPs(２．５ mmol/L)０．２５μL,上 下 游 引 物 (１０

μmol/L)各 ０．２５μL,５ U/μLTaq DNA 聚 合 酶

０．１２５μL,去离子水１０．１２５μL.PCR扩增程序为:

９４℃预变性４min,然后按９４℃变性３０s,退火

４５s,７２℃延伸３０s进行３０个循环,循环结束后再

７２℃延伸１０min,４℃保存.
1.4　聚丙烯酰胺凝胶电泳检测和基因分型

PCR产物采用８％非变性聚丙烯酰胺凝胶进行

电泳检测,１０V/cm 低电压电泳２h.电泳结束后

银染法显色.用 AlphaInnotech４０２９４２凝胶成像

系统扫描记录,用 AlphaView SA 软件以 DNA
Marker(pBR３２２DNA/MspI)作为分子质量参照,
确定每个个体的基因型并估计等位基因大小.

1.5　数据处理与分析

根据PCR扩增片段的变异范围和特征,对由扩

增条带的表现型获得的基因型,利用 Popgene３２
(Version１．３１)和数据转换软件进行统计分析.统

计的指标主要有各位点的等位基因数、有效等位基

因数、观察杂合度、期望杂合度、多态信息含量、标准

Nei’s 遗 传 距 离 和 遗 传 相 似 系 数 等;以 及 由

PHYLIP Version３．５ 软 件 中 的 类 平 均 聚 类 法

UPGMA和 MEGA５．１软件等构建系统发育树.

2　结果与分析

2.1　微卫星 PCR 扩增结果

８个微卫星位点在５种鳜属鱼类即翘嘴鳜、斑
鳜、大眼鳜、波纹鳜和暗鳜中进行PCR跨种扩增,均
能成功得到目的条带.除位点 HW８在波纹鳜中表

现为单态外,其他位点在５种鳜类中都表现为多态.

７７
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这些位点在５种鳜类中共检测出４９个等位基因,随
引物的不同,检测到的等位基因数分别为４~８个不

等,平均值为６．１３.引物 HW３和 HW７的等位基

因数最多,均为８个,引物 HW６的等位基因数最

少.其中,位点 HW１在暗鳜、位点 HW８在斑鳜和

波纹鳜为纯合子,而在其他鳜类中均为杂合子.
2.2　遗传多样性分析

５种鳜的平均有效等位基因数为３．５８,翘嘴鳜

最多为４．７５,大眼鳜、波纹鳜和暗鳜最少,均为３．００;
观察杂合度为０．６６~０．８５之间,平均值为０．７５,期
望杂合度为０．５２~０．６９,平均值为０．５９,其中波纹鳜

最低(０．５２),翘嘴鳜最高(０．６９).经计算５个物种

的多态信息含量 平 均 为 ０．５１,其 中 翘 嘴 鳜 最 高

(０．６３),波纹鳜和暗鳜最低(０．４５)(表２).
2.3　遗传距离和遗传相似性系数

不同物种间的遗传相似性系数在０．３０９６到

０．６２７８之间,遗传距离在０．４６５５到１．１７２４之间,

５个物种间存在一定的遗传变异.其中,物种间遗

传距离最小而相似性系数最大的是斑鳜和波纹

鳜,分别为０．４６５５和０．６２７８,说明这２种鱼的亲

缘关系 较 近;斑 鳜 和 暗 鳜 之 间 的 遗 传 距 离 最 大

(１．１７２４),其遗传相似性系数最小(０．３０９６),说
明这２个物种间的遗传变异程度最高,亲缘关系

最远(表３).
表２　５种鳜属鱼类群体８个微卫星标记基因位点的统计信息

Table２　Thestatisticinformationof８microsatellitemarkerslociinthefivespeciesofSiniperca

物种

Species

有效等位基因数

Effectivenumbers
ofallele

平均观测杂合度

Meanvalueof
observedheterozygosity

平均期望杂合度

Meanvalueof
expectedheterozygosity

平均多态信息含量

Averagepolymorphism
informationcontent

翘嘴鳜S．chuatsi ４．７５ ０．８３ ０．６９ ０．６３
大眼鳜S．kneri ３．００ ０．８５ ０．５９ ０．４９
斑鳜S．scherzeri ４．１３ ０．７０ ０．６２ ０．５５
波纹鳜S．undulata ３．００ ０．６６ ０．５２ ０．４５
暗鳜S．obscura ３．００ ０．７１ ０．５３ ０．４５

表３　Nei’s遗传距离(左下角)和遗传相似性系数(右上角)

Table３　Nei’sgeneticdistances(abovediagonal)andgeneticidentities(belowdiagonal)

物种 Species 翘嘴鳜S．chuatsi 斑鳜S．scherzeri 波纹鳜S．undulata 暗鳜S．obscura 大眼鳜S．kneri
翘嘴鳜S．chuatsi ∗∗∗∗ ０．５８３４ ０．３５９３ ０．６１３６ ０．６２３９
斑鳜S．scherzeri ０．５３８９ ∗∗∗∗ ０．６２７８ ０．３０９６ ０．３７４０
波纹鳜S．undulata １．０２３７ ０．４６５５ ∗∗∗∗ ０．３２６７ ０．４９８７
暗鳜S．obscura ０．４８８３ １．１７２４ １．１１８７ ∗∗∗∗ ０．６１３２
大眼鳜S．kneri ０．４７１８ ０．９８３４ ０．６９５７ ０．４８９１ ∗∗∗∗

　 　 根 据 以 上 结 果 构 建 ５ 种 鳜 的 系 统 发 育 树

(图１),从图１中可看出翘嘴鳜和大眼鳜的亲缘关

系最近,并与暗鳜较近,斑鳜与波纹鳜亲缘关系

较近.

图１　５种鳜属鱼类的UPGMA聚类图

Fig．１　 UPGMAclusterdendrogramofthefive

speciesofSiniperca

3　讨　论

微卫星DNA是由１~６个碱基组成的简单串

联重复序列,其组成结构是位于中心的核心重复序

列(corerepeat)及其两边的侧翼序列(flankingreＧ
gion),通常情况下亲缘关系较近的物种间微卫星的

侧翼序列具有很高的同源性.因此,利用 GenBank
数据库资源和已经被发表的微卫星位点,通过优化

相近物种的微卫星引物PCR反应条件,来获得适用

于所研究物种的微卫星标记是一条简捷有效的途

径[１３].如 用 铲 鲟 (Scaphirhynchusplatorynchus
Rafinesque)微卫星分子标记对中华鲟(Acipenser
sinensisGray)进行种间多态性检测获得成功[１４].
本文利用已发表的８个翘嘴鳜微卫星标记,对包括

翘嘴鳜在内的鳜属其他鱼类,即大眼鳜、斑鳜、波纹

鳜和暗鳜共５个物种进行PCR跨种扩增,结果获得

了单一稳定性良好的目标产物.８对引物共获得４９
个等位基因,等位基因数在４~８之间,平均６．１３
个;有效等位基因数在２．６４~６．２８之间,平均每个

８７
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位点检测到３．５８个有效等位基因.根据以上结果,
笔者认为基于翘嘴鳜转录组获得的这８个微卫星标

记能较好地用于鳜属其他鱼类的遗传多样性分析研

究.结果也说明鳜属鱼类微卫星侧翼序列在同属内

不同种间具有保守性,再次印证了鱼类的微卫星引

物在同属其他鱼类具有一定的通用性.
一般用有效等位基因数、杂合度及多态信息含

量等指标来衡量遗传标记的多态性程度及其应用价

值[１５].杂合度是群体在多个基因座上的遗传变异

的表现,被认为是评价群体的遗传变异的一个最适

参数[１６].本研究中５种鳜群体的平均观测杂合度

和平均期望杂合度分别为０．７５和０．５９,按照哈代温

伯格定理,杂合度在随机交配群体中不能大于０．５,
本研究中这５种鳜类群体的杂合度均偏高,表明它

们的遗传多样性比较丰富,在自然环境中发生近交

的可能性不大,含有非常丰富的遗传育种和遗传改

良潜力.多态信息含量(PIC)一般用来表示突变位

点多态性的高低.PIC＜０．２５为低度多态,０．５０＞
PIC＞０．２５为中度多态,PIC＞０．５为高度多态[１７].
本研究发现,５种鳜的PIC值平均为０．５１,大于０．５,
仅波纹鳜和暗鳜为０．４５,说明５个物种间遗传变异

较大,信息含量较高,属于中度及高度多态,蕴含着

较大的物种进化潜力.
理论上来说,微卫星引物在进化分类系统越接

近的物种间的通用性也更高[１８].群体间的遗传关

系一般以两两群体间基于等位基因频率等指标获得

的遗传距离来衡量,而以微卫星标记得到的群体间

遗传距离被认为是比较真实可信的[１９].本文采用

Nei’s遗传距离和遗传相似性系数及构建 UPGMA
聚类图分析５种鳜的系统发育关系,结果显示,翘嘴

鳜与大眼鳜亲缘关系较近,并与暗鳜聚为一支,斑鳜

与波纹鳜亲缘关系较近并聚为另一支,斑鳜和暗鳜

亲缘关系最远,与赵金良等[２０]基于线粒体细胞色素

b基因序列对东亚鳜类系统发育关系的研究结果基

本一致.
本研究结果证明,利用翘嘴鳜微卫星引物对同

属其他４种鳜进行PCR跨种扩增的方法,来获得适

用于该属鱼类种群遗传性研究的微卫星标记是可行

的.同时,利用微卫星标记对５种鳜类进行遗传多

样性及系统发育分析的结果也比较可靠,这些鳜类

的遗传多样性程度较高,种间遗传变异较大,这可能

与它们适应不同的生存环境有关.由于地域差异比

较大,且在自然条件下近交和外来压力较小,５种鳜

类均蕴涵着比较大的进化潜能和较为丰富的遗传育

种和遗传改良潜力.随着鳜类野生资源保护和可持

续开发利用的力度加大,以微卫星标记手段的不同

鳜类的遗传多样性以及系统进化关系研究,对进一

步鳜类野生资源的多样性检测和评估、种群遗传学

研究和进化关系分析等研究提供了一定的理论支

持,同时对鳜类优良种质资源的合理保护和发掘利

用具有重大意义.
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Analysisofgeneticdiversityandphylogeneticrelationshipsoffive
Sinipercaspeciesbasedonmicrosatellitemarkers

ZHAOCheng　LIANGXuＧfang　TIANChangＧxu　YANG Min
DOUYaＧqi　GUO WenＧjie　SONGYi

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/

KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,MinistryofAgriculture/

FreshwaterCollaborativeInnovationCenterofHubeiProvince,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Byusingeightmicrosatelliteprimerpairs,crossＧspeciesamplificationandgeneticdiversity
analysiswerecarriedoutfromatotalof１４７individualsamongfivespeciesofSiniperca,namelyS．
chuatsi,S．kneri,S．scherzeri,S．undulataandS．obscura．TheresultsshowedthatexceptforlociHW８
ofS．undulate,eightmicrosatellitelociinthefivespeciesofSiniperca werehighlypolymorphic．The
numbersofallelesperlocusrangedfrom４to８,andthemeanallelenumberswas６．１３．TheaverageeffecＧ
tivenumberofallelesofthefivespecieswas３．５８,withtheaverageobservedandexpectedheterozygosity
being０．７５and０．５９,respectively．Theaveragepolymorphisminformationcontentwas０．５１．Allthesedata
showedthattheeightmicrosatellitemarkershadhighsensibility,andcouldbeusedforspeciesidentificaＧ
tionandanalysisinthesinipercinefishes．UsingNei’sgeneticdistanceandgeneticsimilaritycoefficient,

theUPGMAclusteringshowedthatthegeneticrelationshipbetweenS．chuatsiandS．kneri,S．scherzＧ
eriandS．undulatawererelativelycloser,whilegeneticrelationshipbetweenS．scherzeriandS．obscuＧ
rawasthefurthest．

Keywords　Siniperca;microsatellitemarker;polymorphism;geneticdiversity;phylogeneticrelaＧ
tionships
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