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摘要! 为有效管理和合理利用我国的泥鳅资源!用 7 个微卫星标记分析了安徽 "&+#$甘肃

"E*#$广东"E4#$广西"E9#$黑龙江"+'!#$江苏"!*#和重庆"-F#; 个泥鳅群体的遗传多样

性% 7 个微卫星摘自泥鳅微卫星连锁图谱!不存在连锁不平衡!在 +'!群体中处于哈代 6温伯

格平衡!适用遗传多样性分析% 结果发现!7 个微卫星共检测到 70 个等位基因!每位点 ; <17

个!有效等位基因数"!

C

#/=2 <4=4 个!观察杂合度为 2=323 <2=829!期望杂合度为 2=7;/ <

2=932!揭示的多样性信息含量"G)-#在 2=78/ <2=;07% 研究表明!; 个泥鳅群体遗传多样性

丰富% 群体间遗传分化系数 ""

H3

#达到 2=800!80=0I的变异可归于群体间差异!而 "

=H

在

2=17;<2=831!表明泥鳅群体存在较明显的近交或斑块化分布% 聚类分析显示 &+$E4$+'!

和 !*聚成一个分支!而 -F$E*和 E9聚为另一个分支% 研究表明我国泥鳅呈现东西向梯度

分布并在南北向可能存在扰动%

关键词! 泥鳅& 微卫星& 遗传多样性

中图分类号! F;94& *077185 文献标志码'&

55鳅属鱼类##$%&'()'%$栖息于平静或缓流(浅

且有泥底的淡水水体"如池塘(湖泊等"喜钻泥"耐

低氧"能直接吞空气辅助呼吸) 鳅属鱼类隶属于

鲤形目#->BJ=A=7/J;CH$(鳅科#-/K=3=D<C$(花鳅亚

科#-/K=3=A<C$"广泛分布于欧亚大陆(大巽他群岛

和非洲摩洛哥等地
%1&

) 鳅属鱼类地理分布有明

显区域性"如亚洲的中国(韩国和日本'西亚土耳

其'欧洲的希腊和西班牙) 除西藏自治区和云南

外"我国不同河流和湖泊(大小沟渠和池塘(稻田

等水域都有鳅属鱼类分布) 我国鳅属鱼类主要有

北方 泥 鳅 # #*+$,-(.$.'%$( 黑 龙 江 泥 鳅 # #*

/010$.2$和泥鳅##*-)&'$33$4-'5-.'%$/ 种) 北方

泥鳅主要栖息在黄河以北地区"黑龙江泥鳅主要

栖息在黑龙江水系"而泥鳅在我国各地均有分布)

我国鳅属鱼类形态十分相近"可相互杂交"杂交后

代可育"无生殖隔离#苗种繁育观察$) 本研究还

发现微卫星标记通用性非常高"据此"认为我国鳅

属鱼类可能是不同生态类型"并将收集的样品统

归为泥鳅进行多样性分析)

泥鳅近年来已形成规模养殖和国内外消费市

场"但我国对泥鳅遗传多样性和群落结构少有研

究) 我国泥鳅栖息环境受人类活动影响越来越

多"污染(河道筑坝等影响泥鳅自然分布) 天然苗

异地养殖(异地亲鱼育苗(养殖个体逃逸等干扰了

泥鳅群落结构和分布模式) 因此"客观描述我国

泥鳅遗传多样性和群落结构"是有效管控和合理

利用我国泥鳅资源的需要) 遗传多样性研究是避

免物种灭绝(遗传多样性丧失(生态系统功能弱化

或崩溃等重大的需要"遗传多样性的丰富程度不

仅关乎生物的适应进化"而且是遗传改良和生物

多样性保护的基础
%3&

)

微卫星#;=2J/H<3C00=3C$是共显性标记"变异丰
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富"基因组分布广泛"分型容易"被广泛用于生命

科学和医学研究领域
%/ 68&

"包括水产动物遗传多

样性分析和群体遗传结构解析
%4 69&

) 有关泥鳅遗

传多样性和群落结构的研究包括泥鳅隐含系甄

别
%0&

(遗传多样性分析
%12 611&

(日本四国岛泥鳅起

源
%13&

(日本佐渡岛泥鳅遗传结构
%1/&

(韩国濒危短

纹后鳍花鳅分化
%18&

(东欧大草原残遗种保护区沙

鳅系统地理结构(欧洲康斯坦茨湖须鳅种群遗传

结构
%14 617&

(我国长江流域(鄱阳湖区等水体泥鳅

种群遗传多样性等
%1; 619&

) 一些研究已用到微卫

星分析
%10 632&

) 本研究用 7 个微卫星研究了黑龙

江(黄河(长江和珠江四大流域 ; 个二倍体泥鳅群

体的遗传多样性"以期为我国泥鳅资源有效管理

和合理利用提供依据)

15材料与方法

!"!#取样和引物设计

泥鳅样品取自我国 ; 个区域"包括安徽

#&+$(甘肃#E*$(广东#E4$(广西#E9$(黑龙

江#+'!$(江苏 #!*$和重庆 #-F$) 取样地散布

黑龙江(黄河(长江(珠江四大流域"跨越一个海拔

梯级) 泥鳅耐低氧"若取样地离青岛较近"就活体

运回实验室"剪取尾部 #少许肌肉组织和尾鳍$"

置于 ;2I酒精和 42 ;;/05',4L&"B+9=2"室温

保存 1 D"转置 632 M保存) 若取样地遥远"就野

外剪取尾部"置 ;2I酒精和 42 ;;/05',4L&"

B+9=2 室温保存 1 <3 D"视样品多少可更换保存

液"然后倒掉保存液"乘公共交通工具运回实验

室) 7 个微卫星摘自泥鳅微卫星连锁图谱
%31&

"但

基于序列重新设计"引物长度 19 <34 碱基"尽可

能 32 碱基"扩增片段长度 122I</22 KB"便于电

泳分型"E-含量 82II<72I"复性温度 44I<

74 M

%33&

) 共设计了 82 多对引物"为满足等位基

因 12 个左右"电泳分型容易"无缺失等位基因"等

位基因频率分布均匀"取样易达饱和等条件"最终

选择这 7 个微卫星用于分析)

!"$#%&'提取"()*扩增和基因型分型

剪取少量尾鳍"置液氮中磨成粉"用蛋白酶 N

消解*苯酚氯仿抽提法提取基因组 4%&

%3/&

"溶

于双蒸水"并将浓度调到约 32 A?5

!

'备用) G-$

扩增 体 系 # 34

!

'$ 含 有 42 A? 模 板 4%&"

322 A;/0引物#每引物$"42

!

;/0D%LG#每种$"

1=4 ;;/0O?

3 >

"1 ?缓冲液和 1 单位6-7 4%&聚

合酶 #L<N<$<$) 热循环条件为 08 M预变性

/ ;=A"接 08 M变性 1 ;=A"44 M复性 1 ;=A";3 M

延伸 1 ;=A/2 个循环"再在 ;3 M延伸 4 ;=A)

G-$产物保存于 8 M) G-$产物经 1 022 .

G&E,分离"银染显示等位基因"分型个体
%38&

)

表 !#泥鳅样品来源地信息

+,-.!#/01,23045067 80,19#!"#$%&'((')#&*#+&,$

:0:;8,23045

流域

J=PCJ

政区

<D;=A=H3J<3=PC<JC<

政区名简写

<KKJCP=<3=/A

群体大小

A/1/7=AD=P=D@<0H

黑龙江

+C=0/A?6=<A? $=PCJ

黑龙江 +'! 82

黄河

QC00/R$=PCJ

甘肃 E* 82

长江

Q<A?3SC$=PCJ

重庆 -F 82

安徽 &+ 82

江苏 !* /;

珠江

GC<J0$=PCJ

广西 E9 82

广东 E4 82

!"<#数据分析

除二倍体外"泥鳅偶有多倍体出现) 分析时"

删除一个微卫星存在多于两个等位基因的个体)

用 G/B?CA /3 # T33B!55RRR1 HCCUK=/1 2/;5

4/RA0/<D$ 和 ECACB/B # T33B!55?CACB/B12@J3=A1

CD@1<@5$"在线计算等位基因频率(观察等位基因

数 #!

<

$(有效等位基因数 # !

C

$(期望杂合度

#8

C

$(观察杂合度#8

/

$和群体间 %C=氏遗传距离

#E4$

%34&

"检验哈代 6温伯格平衡 #+V,$) 用

G)- @ -&'- 2=7 # T33B!55T=1 K<=D@1 2/;5

0@<AHTCA?13305=3C;5/27914137D49C/<87CDCD4<8 $

计算多样性信息指数#G)-$) 用公式 4A#8

/

6

8

C

$ 58

C

计算遗传偏离系数#4$

%37&

) 用 #GEO&

方法和 O,E& 7=2 # T33B!55GJ/3CT1KHD1@CT=C<?/1

CD@5H/73R<JC1T3;0$ 进 行 聚 类 分 析) 用

*L$#-L#$,11 # T33B!55BJ/32T1KHD1@2T=2<?/1

CD@5H/73R<JC1T3;0$推导最可能自由交配组数)

35结果

$"!#遗传多样性

+'!群体可能受到的人为干扰非常小"7 个

微卫星至少在 +'!群体处于哈代 6温伯格平衡

#+V,$平衡"这些标记来源连锁图谱不存在连锁

不平衡) 另外"这些微卫星标记扩增容易(分型

清晰)
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表 $#本研究使用的微卫星及其相关信息

+,-.$#=31>05,2?8832?5;5?@34293552;@A ,4@29?3>,55013,2?@3460>B,2304

座位

0/2@H

等位基因长度 5KB

'CA?3T /7<00C0CH

引物

BJ=;CJ#4+ 6/+ $

复性温度5M

L;

序列号

<22CHH=/A A/1

#-412/ 340 <3;/ (!E&&-&-LE&-&E-&E--&&& 4/=9 &:/2/8/7

$!EE&-LELE-E&ELELE&&&&

#-4110 118 <197 (!LLE-&LL-EE-&&LELLLL& 44=0 &:/2/882

$!&L-&E-LL&E--L----&-L

#-4178 3;0 <30/ (!-LL&-LE--&-&E-&E&-&E& 44=8 &:/2/842

$!L-LE-EE&LE&-&E&&&-LE

#-4102 337 <347 (!-&-LE-&&-&&E-&LLE-&L& 44=8 &:/2/844

$!LLLL&-----&&&LEE&L-&

#-44/0 104 <324 (!LE&&LELE-&&E&E-LEL 43=0 &:/2/49;

$!EL&LE&E-LEEE-LLLEE

#-47;9 327 <332 (!&E&-E-&-&LE-LL-LL&-- 48=9 &:/2/882

$!E&L&-&E-&--L---&LL--

55全部样品中"7 个微卫星位点上共存在 70 个

等位基因"各位点等位基因数为 ; <17"平均 11=4

个" #-412/ 存 在 最 多 等 位 基 因 # 17 个 $" 而

#-47;9 等位基因数最少#; 个$) 安徽群体#&+$

存在最多等位基因#/8 个$) 各群体观察杂合度

为 2=823 <2=1/7"平均 2=30;'期望杂合度为

2=7/2 <2=174" 平 均 2=819) 9:; 为 2=78/ <

2=;07"平均 2=;/9"表明泥鳅群体遗传多样性较

高) :/3H3C=A 等
%3;&

指出当一个基因位点的 9:;B

2=34 时"该位点为低度多态位点'2=34 B9:;B

2=4 时为中度多态位点'9:;C2=4 时为高度多态

位点) 7 个微卫星位点的 9:;均大于 2=4) 因此"

7 个微卫星位点均为高度多态位点"群体遗传多

样性丰富#表 /$)

表 <#总样本微卫星遗传多样性

+,-.<#+9?C?4?231@3D?>532A 0629?202,85,B:8?5,2E B31>05,2?8832?5?,19

座位

0/2@H

第一等位基因

1H3J=2TCH3<00C0C

第二等位基因

3AD J=2TCH3<00C0CH

等位基因数

A/1/7<00C0CH

多样性信息指数

9:;

遗传偏离系数

<

#-4110 2=/;/ 2=1/9 1/ 2=;91 62=747

#-447/ 2=/0; 2=10; 13 2=;42 62=;/0

#-412/ 2=/23 2=348 17 2=;7/ 62=897

#-4178 2=/2/ 2=1;7 12 2=;07 62=701

#-44/0 2=430 2=173 11 2=78/ 62=712

#-47;9 2=/7; 2=379 ; 2=70; 62=800

$"$#群体分化

稳定系数#7=W<3=/A =ADCWCH$"

H3

和 "

=H

分别揭示

群体间遗传分化程度和总样本杂合子缺失或过剩

状态) 按 照 :<00/@W 等
%39&

的 标 准" 2 <2=24(

2=24 <2=14(2=14 <2=34 分别是低(中(高遗传分

化"本实验的平均 "

H3

达到 2=800#表 8$"表明群体

间遗传分化水平极高) 这样的遗传分化亦体现在

各个微卫星位点上"最低 2=/9; ##-47;9$"最高

2=497##-447/$) "

=H

在 2=17;##-412/$和 2=831

##-447/$之间变化"但都大于零"杂合子严重缺

失"表明群体内近交现象严重) 或许这是人类活

动#如农业生产(大小水域隔离等$导致的遗传资

源分布逐步斑块化的结果"值得深入研究) 杂合

子缺失也反映在遗传偏离系数#<$上#表 /$) <

远小于零"杂合子缺失严重)

无偏 %C=氏遗传距离构建的 #GEO&和 %!

4/81
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系统树表明"+'!(E4(!*和 &+群体聚为一个分

支"而 E9(E*和 -F群体聚为一个分支"这说明

我国泥鳅遗传资源呈现一定的地势梯级分割"梯

级上下分化显著#图 1$) 两种系统树树形略有不

同"但 +'!群体处在分支底层"其他群体逐步融

入) 这表明 +'!可能是遗传多样性丰富区域)

四大流域并未呈现南北地理位置聚类顺序)

即使是四大流域东部盆地区"南北顺序也不显著"

至少 #GEO&系统树没有呈现地理顺序) 这说明

人类活动或现有养殖行为可能在一定程度上扰动

了泥鳅遗传资源分布) 不过"两个系统树树形不

完全一致"%!系统树仍显现南北地理群体依次聚

类的特点)

; 个泥鳅群体间遗传距离差别较大) 其中"

+'!和 E*间遗传距离最大 #8=;10$"其次为 !*

和 E*间 #/=31/$和 &+和 E*间 #/=11;$) E9

和 +'!间群体 #3=72/$( &+和 -F间 #3=813$(

E4和 E*间 #3=379$(E9和 !*间 #3=38/$(-F

和 +'!间#3=332$(-F和 !*间#3=29/$的遗传距

离介于 3 和 /"其余群体间的遗传距离均小于 3)

E4和 +'!间的遗传距离最小#2=3;3$) 各群体

间平均遗传距离为 1=704)

表 F#E 个微卫星位点的稳定系数

+,-.F#G3H,230434@?H?506E B31>05,2?8832?5

遗传座位 0/2@H

"

=H

"

H3

#-4110 2=389 2=4;0

#-447/ 2=831 2=497

#-412/ 2=17; 2=819

#-4178 2=//7 2=4;2

#-44/0 2=//4 2=847

#-47;9 2=3/8 2=/9;

OC<A 2=302 2=800

图 !#基于无偏 &?3氏遗传距离的 I(J='#,$和 &K#-$树

G3C.!#I(J=' #,$ ,4@&K #-$ @?4@>0C>,B5067 !"#$%&'((')#&*#+&,:0:;8,23045

$"<#L/K 和 KM群体结构比较

两个系统树都显示 +'!和 !*两个群体存在

关联) &+和 E4两个群体与 +'!的关联与 !*

与 +'!的关联类似) *L$#-L#$,分配分析表

明"当 =A3 时"

"

=可取最大值#图 38<$ "+'!和

!*两群体的个体可以明确分为两组) 14=3I的

+'!个 体 和 04=0I 的 !*个 体 进 入 分 组 1"

98=9I的 +'!个体和 8=1I的 !*个体进入分组

3#图 38K$ "+'!群体只混杂极少数 !*群体的个

体"而 !*群体里存在大量 +'!群体的个体 #图

382$ ) 江苏泥鳅养殖业较发达"育苗时可能用

+'!泥鳅作父本) 这人为弱化了两群体地理隔

离"扰动了泥鳅自然资源分布模式)

/5讨论

本实验用 7 个微卫星分析我国 ; 个泥鳅地理

群体的遗传多样性"发现我国泥鳅遗传多样性丰

富"且东西地理梯级两侧分化显著"南北群体间可

能存在一定的扰动) 这些认知将有助于合理管理

和适度利用我国泥鳅资源) 遗传多样性研究合理

取样不易"本实验仅涉及 ; 个地理群体"尚属初步

研究) 相比其他鱼种"泥鳅养殖规模有限"遗传资

源人为干扰还较少"宜尽早开展遗传资源调查和

遗传多样性分析"以实现资源的科学管理和合理

利用)
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图 $#黑龙江和江苏两个泥鳅群体分配分析

#<$ =值与统计量
"

=的关系'# K$ +'!和 !*个体分配三角聚类图'#2$ +'!和 !*个体分配) 红色代表 +'!个体"绿色代表 !*

群体)

G3C.$#%352>3-;23040629?34@3D3@;,8534L/K ,4@KM:0:;8,23045

#<$ 3TCJC0<3=/AHT=B KC3RCCA =P<0@C<AD

"

=H3<3=H3=2H' # K$ 3J=<A?0CR=3T =AD=P=D@<0H/7+'!#JCD$ <AD !*# ?JCCA$ <33TC2/JACJH' #2$

D=H3J=K@3=/A /73TC=AD=P=D@<0H=A +'!<AD !*"JCHBC23=PC0>1

55"

=H

可揭示杂合子是否过剩"所用微卫星的

"

=H

在 2=17; 和 2=831 之间变化"远高于零"这反

映群体内存在较多近交"可能的原因是人类活

动干扰了泥鳅分布"如农业生产(大小水体零散

分布可能使泥鳅遗传资源分布斑块化"群体间

分化严重#"

H3

A2=800$ ) *T<A 等
%19&

发现长江中

下游泥鳅 8 群体 "

H3

达到 2=3"而 NT<A 等
%30&

发现

88 个日本泥鳅群体 "

H3

达到 2=;;8 #同工酶标

记$ "这些都佐证泥鳅群体间遗传分化严重) 不

过"这也为泥鳅杂交育种(杂种优势利用提供了

很好的资源基础) 很多原因可导致泥鳅遗传分

化严重"但我们认为人类活动导致的基因漂变

可能是最主要原因)

尽管聚类分析将 ; 个泥鳅群体分成了两个

组"与东西向第一个地势梯级相符"但四大流域

东部盆地各群体遗传距离却与地理距离没有明

确的关联性) *T<A 等
%19&

对长江中下游泥鳅和

NT<A 等
%30&

对日本泥鳅遗传多样性研究也获得

相似的认知"也不排除是群体个体数所导致"因

此"后续相关研究应当加大群体样本)

:<JUCJ

%/2&

指出"每群体 34 个体以上可满足微

卫星遗传多样性分析) 本实验每群体取样 82 个

左右个体"符合取样要求) 研究发现"+'!群体遗

传多样性丰富"人类活动干扰小) 基于这一较理

想群体进行哈代 6温伯格检验"发现 7 个微卫星

均处于 +V 平衡状态) 另外这些微卫星间隔摘

自泥鳅微卫星连锁图谱"肯定不存在紧密连锁关

系"从而更适用于遗传多样性分析
%/1&

) 除了容易

电泳分型"等位基因数适中(分布均匀也是选取微

卫星标记的要素) 等位基因太多不易区分"且取

样难以饱和) 本实验发现"7 个微卫星位点上的

等位基因中没有只出现 1 次的情形"群体大小适

合) 本实验只涉及 ; 个泥鳅地理群体"能获得的

认知有限"但测定了 7 个微卫星位点检测到的所

有等位基因的序列"列出了微卫星位点所有等位

基因在 ; 个群体中的频率"也给出了各群体个体

数#图 /"表 4$) 这使本实验获得的数据成为开

放性数据"便于不同研究者(不同时间数据的整合

和再分析#;C3<8<A<0>H=H$)
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表 N#微卫星等位基因及频率

+,-.N#'88?8?5,4@29?3>6>?O;?413?5,2E B31>05,2?8832?8013347 80,19:0:;8,23045

座位

0/2@H

等位基因

<00C0C

群体 B/B@0<3=/A #个体数 A/1/7=AD=P=D@<0H$

+'!#82$ E*#82$ -F#82$ &+#82$ !*#/;$ E9#82$ E4#82$

#-4110 & 2=2;4

: 2=17/

- 2=21/

4 2=974 2=21/

, 1=222 2=139 2=02/ 2=734

( 2=2/9 2=281 2=218 2=422

E 2=/29 2=291 2=29/ 2=/1/

+ 2=17;

) 2=/94 2=217 2=21/

! 2=999 2=283

N 2=1/0

' 2=111

O 2=29/

#-447/ & 2=2;4 2=703

: 2=1;7

- 2=999 2=/87 2=278

4 2=278

, 2=2/9 2=873 2=2/0

( 2=243 2=181

E 2=237

+ 2=21/ 2=291

) 2=;81

! 2=031 2=21/ 1=222 2=32; 2=729

N 2=237 2=34;

' 2=21/ 2=248

#-412/ & 2=21/

: 2=2134

- 2=218

4 2=12/

, 2=911 2=21/ 2=30; 2=134 2=4;;

( 2=12/ 2=21/ 2=87/ 2=773 2=242

E 2=1/4 2=8/9 2=218 2=334 2=241

+ 2=218 2=148 2=21/ 2=218 2=27/

) 2=781 2=042 2=2/9 2=8/7

! 2=234 2=217 2=234

N 2=281 2=234 2=234 2=17;

' 2=234

O 2=21/ 2=21/

% 2=237

" 2=148

G 2=21/

#-4178 & 2=288

: 2=8// 2=234 2=342

- 2=37; 2=142 2=342 2=234

4 2=31; 2=/42 2=331

, 2=29/ 2=/34 2=101 2=71/

( 2=2;4 2=230

E 2=214

+ 1=222 2=099 2=21/

) 2=27/ 1=222 2=2;4

! 2=21/ 2=399

#-44/0 & 2=2/2 1=222 1=222 2=24; 2=2;9 2=099 2=/29

: 2=21/

- 2=2;1

4 2=131 2=297 2=27/ 2=3/1

, 2=487 2=/4; 2=304

( 2=122 2=147

E 2=18/ 2=199 2=2;;

+ 2=399 2=41; 2=202

) 2=24;

! 2=214 2=218

N 2=118
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续表 1

座位

0/2@H

等位基因

<00C0C

群体 B/B@0<3=/A #个体数 A/1/7=AD=P=D@<0H$

+'!#82$ E*#82$ -F#82$ &+#82$ !*#/;$ E9#82$ E4#82$

#-47;9 & 2=287 2=21/ 2=/42

: 2=87/ 2=21/ 2=1/7 2=91/ 2=;31 2=31/ 2=334

- 2=099 2=8/0 2=234 2=81/

4 2=87/ 2=/;0 2=11/ 2=374 2=/34

, 2=2/9 2=/7/

( 2=21/ 2=214

E 2=2/9 2=234 2=234 2=299

图 <#E 个微卫星位点的核心序列

G3C.<#+9?B023650629?E B31>05,2?8832?5;5?@34293552;@A
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