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摘要：遗传多样性下降被认为是水产生物经济性状降低的常见原因。虎龙杂交斑作为养殖
规模最大的石斑鱼品种，近年来病害增多。为了探究是否是由于群体遗传多样性的改变而
影响虎龙杂交斑的养殖性状，本研究选用 27个 EST-SSRs标记，对苗种主产区 6个虎龙杂
交斑群体进行了遗传多样性和群体遗传结构分析。结果显示，6个群体其平均等位基因数
(Na)为 6.666 7~8.555 6，平均有效等位基因数 (Ne)为 3.511 6~3.959 0，平均观测杂合度
(Ho)为 0.764 6~0.794 3，平均期望杂合度 (He)为 0.709 1~ 0.750 4，平均多态性信息含量
(PIC)为 0.662 2~0.706 4。分子方差分析 (AMOVA)结果显示，5.70%的遗传变异来自群体
间，0.00%来自群体内个体间，94.3%来自所有个体间。主坐标分析 (PCoA)也显示差异主
要来源于个体。群体间遗传分化指数 (Fst)、遗传距离及聚类分析结果显示，HB和 XC群
体先聚为一支，再与翁田 (WT)群体聚为一支，感城 (GC)和桥头 (QT)群体聚为一支，冯
坡 (FP)群体为独立一支。遗传结构分析显示，所有样本被分为 5 (K=5)个理论群体，会文
博鳌 (HB)群体由 FP、WT、新村 (XC)和 GC群体集合而成。研究表明，杂交石斑鱼群体
仍具有较高的遗传多样性，具有清晰的分群，杂交品种受亲本近交影响而出现衰退的可能
性不高；病原生物的变异和养殖管理不规范可能是导致病害频发的原因。本研究为石斑鱼
种质管理和病害防控提供了理论依据。
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遗传多样性是物种生存和进化的基石，物种

遗传多样性越高，对环境变化的适应能力就越强[1] 。
对于多数水产动物而言，具备较高的遗传多样性

是种群生活力的保障。对草鱼 (Ctenopharyngodon
idella)[2]、大菱鲆 (Scophthalmus maximus)[3]、赤点

石斑鱼  (Epinephelus  akaara)  [4]、点带石斑鱼 (E.
malabaricus)[5]、 凡 纳 滨 对 虾 (Litopenaeus  vanna-
mei)[6] 的研究均表明，杂合度下降，会导致生长

性状、繁殖力、抗病性、抗逆性等性状的降低。

杂交育种利用了这一理论，在杂交石斑鱼 [E.
moar (♀)×E. lanceolaus (♂)][7]、杂交黄颡鱼 [Pelteo-
bagrus fulvidraco (♀)×P. vachelli (♂)][8]、杂交扇贝[Chl-
amys farreri  (♀)×Patinopecten yesoensis  (♂)][9] 等组

合中，获得了杂种优势，杂交子一代的生活力和

养殖性状均显著提高。

石斑鱼杂交优良新品种——虎龙杂交斑 (GS-
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02-005-2016)[E.  fuscoguttatus  (♀)  ×  E.  lanceolatus
(♂)]，综合了种间的遗传多样性，获得了多方面

的杂种优势[10]，目前占据石斑鱼养殖产量的 80%，

是市场占有率最高的品种[11]。然而，自 2016年审

定推广以来，该品种却普遍出现生活力降低的问

题，特别是苗种培育阶段“黑身”率、死亡率大大

提高。为探究是否由于群体遗传多样性的降低而

导致虎龙杂交斑养殖性状的下降，本研究采用前

期开发自杂交母本棕点石斑鱼 (E.  fuscoguttatus)
的 EST-SSR标记[12]，对采自繁殖产区 5个地区的

6个虎龙杂交斑养殖群体进行遗传多样性和遗传

结构分析，探讨杂交石斑鱼病害严重的原因，为

进一步开展石斑鱼遗传育种和病害防控提供理论

依据。 

1    材料与方法
 

1.1    样品采集和 DNA提取

实验材料为虎龙杂交斑，取自海南岛 5个县

市共 6个养殖群体。所取样品皆为幼鱼，其中冯

坡 (FP)群体 29 尾，翁田 (WT)群体  21尾，会文

博鳌 (HB)群体 29尾 (同一公司来源)，新村 (XC)
群体  33 尾，感城 (GC)群体 33尾，桥头 (QT)群
体 22尾，共计 167尾。每个群体的采样位置见

图 1，详细采集地点和数量见表 1。
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图 1    海南省 6个虎龙杂交斑养殖群体的采样点

Fig. 1    Sampling sites of 6 cultured groups of hybrid grouper in Hainan Province

表 1    6个养殖虎龙杂交斑群体的采样信息

Tab. 1    Sample information of 6 hybrid grouper cultured populations

种群代号
population code

位置
locations

取样时间
time

经度
longitude

纬度
latitude

样本数/尾
number of sample

冯坡
Fengpo, FP

文昌市冯坡镇
Fengpo Town, Wenchang City

2 018-07-16 110°47′2″E 19°57′53″N 28

翁田
Wengtian, WT

文昌市翁田镇
Wengtian Town, Wenchang City

2 018-07-16 110°52′33″E 19°56′1″N 20

会文
Huiwen, HW

文昌市会文镇
Huiwen Town, Wenchang City

2 018-07-17 110°44′48E 19°28′28″N 17

博鳌
Boao, BA

琼海市博鳌镇
Boao Town, Qionghai City

2 018-07-23 110°34′10″E 19°6′57″N 11

新村
Xincun, XC

陵水县新村镇
Xincun Town, Lingshui City

2 018-07-24 109°58′2″E 18°24′51″N 32

感城
Gancheng, GC

东方市感城镇
Gancheng Town, Dongfang City

2 018-07-27 108°38′40″E 18°51′6″N 32

桥头
Qiaotou, QT

临高县桥头镇
Qiaotou Town, Lingao City

2 018-07-28 109°58′17″E 19°56′9″N 27
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剪取鳍条保存于 95%乙醇中，−20 ℃ 保存。

参照天根海洋动物组织 DNA提取试剂盒说明书提

取 DNA ，使用 1%琼脂糖凝胶电泳检测 DNA质

量，使用超微量紫外可见光分光光度计 (Ther-
moFisher Nanodrop 2000C)检测 DNA浓度和纯度。

DNA于−20 ℃ 保存备用。 

1.2    多态性 EST-SSR筛选、扩增和分型检测

所选用的 30对棕点石斑鱼 EST-SSR引物由

本课题组自主研发，PCR反应体系和条件参照文

献[12]，引物由武汉天一辉远生物科技有限公司进

行合成。具体的引物信息见表 2。从 6个虎龙杂

交斑养殖群体中随机选择 1个样本，对 30对引物

进行通用性检验，剔除多态性低的引物。 

1.3    数据分析

根据各个群体在不同位点的基因型，使用

POPGENE 3.2[13] 软件计算各微卫星位点的等位基

因数 (Na)、有效等位基因数 (Ne)、观测杂合度 (Ho)、
期望杂合度 (He)、Nei氏标准遗传距离；Hardy-
Weinberg平衡遗传偏离指数  (D)=(Ho−He)/He；使

用 Cervus 3.0.7软件[14] 计算多态性信息含量 (PIC)；
使用 Arlequin  version  3.5.2.2软件 [15] 基于 Pairwise
differences方法计算各群体的遗传分化指数 (Fst)
并进行分子方差分析 (AMOVA)；使用 Excel插件

GenAlEx 6.5进行 Hardy-Weinberg 平衡的卡方检

验、基于群体和个体间两两遗传距离进行主坐标分

析 (principal  coordinates  analysis， PCoA)分析 [16]；

表 2    27对 EST-SSR的引物信息

Tab. 2    27 pairs of EST-SSR primer information

位点
locus

正向引物序列
forward primer sequence

反向引物序列
reverse primer sequence

重复单元
repeat unit

条带大小/kb
size range

退火温度/°C
annealing temperature

P02 GACTGTGAAGCATTTGTTTTAGC AAAATTCAGTACCTTGTGCTCCA TG(2*21) 145~183 58

P03 AAAAACCTAAGATGCATGCCC GCAAGGGATTAGTTTAGTTGCCT TG(2*25) 124~152 60

P04 GTGATTTCATGTCTCTGCTGTTG ACTGAGAGCACGAACAATCACTC TG(2*21) 171~179 60

P05 GGCAAAAACACATGTCAAGTTCT TCTCCTTCTCCACTGTTACATTCA GT(2*22) 152~180 60

P06 GAGGGGCTCAGATGTAACAGAC CTCAACCCTGCCTTTGTTAATG CA(2*20) 153~169 60

P09 ATGGTGAACATTAACAGAGGCAC CCAGATCCCATACTAAACGTCTG CA(2*20) 137~149 60

P14 ACACATTTCCATCGCTGCTT TCTTGTTCCCACGAAAACCTAC CA(2*19) 165~183 60

P15 ATTGATGGTTTTGGCCTTTTTAT GGCAAACCTTGATTTGTAAAAGA GT(2*19) 158~170 60

P17 ATAAAGTTTCTGCAGGACGACAA TTTGTTGATCTATCAGCAGAGGG GT(2*19) 171~177 61

P18 ATTGAATGACACCAACGTTCTTC CAGTCCAGTAGGATCCTCTCCTT TG(2*18) 119~149 60

P20 CCTGACCCTTAACACACCTGAC GCAAACTTTGAATTGTATCTGTGG AC(2*21) 141~167 60

P22 TCCAAGATCATGTCAACACACTG GCTGTACTTGAAGACAACCTTGC GA(2*17) 137~153 60

P23 CTCTATCAGCTGGTCCTTGTTGT GTCTCTGTCTGATGTCATGTCCA AGAC(4*8) 150~174 60

P25 ACTTCTGTAGGTGGAGAGGAAGG GTTGTCTCAGAGCAATCGTCC AC(2*23) 156~172 60

P29 GTTCATGATGGCTACAGAGTCCT CACGTAACTCTGACTGTTTGCAG CTG(3*13) 149~177 59

P32 TGCTGACTGTAAGTTAGGAGCAA GGTCTGTACAACACCAAGGAGAG AC(2*16) 174~200 60

P33 AAGATGGAAGTTAAAGTCGCTCA GCATGTGACAGCATGTAGAAGAA TG(2*21) 146~178 61

P35 ATAACAGTTGAGACAAGCCAGG TCATAGACTTTGTTATCAGGGCA AC(2*20) 145~183 60

P38 CATCGTCAAAGTCTGGAAGTGA CTGTCTCAATCCATCACAGATCA CA(2*21) 129~161 62

P39 CATACATGTCCTTTGGGAATCAT TGTGTAATTGGCTGCATAAGAGA CA(2*38) 121~145 60

P44 TAGGGTTAACCTGAACTCCTCGT GGTCTGAGTGTTTGTCCATCAGT TG(2*19) 161~185 60

P45 TCCACCAAGTGGCACTAGAGTAT GTCTCTGGAGTGAAAGGAGCA GT(2*39) 135~175 60

P49 TTGGATGTAAAGCACTGATTCAA CAATACAGACAGCAGTGAGACGA ATG(3*13) 151~199 60

P50 GTACAGACAACCTCTGTGCTGGT ATGTCCCTATTTCAAAGGCCTAA GT(2*23) 157~177 60

P51 TGATACAGTCACCACTGACAAGG TGTCTGACAAGTACATACGCACA TG(2*16) 139~167 59

P56 AACAATGAGCCACAATCTTCAAT GATCCCATACTAAACGTCTGTGC CA(2*20) 155~167 60

P59 GAGTGTGTATCTGACACCACGAG CGTCCTACAAGTGCCAATGAG CA(2*16) 134~150 60
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基 于 Nei氏 遗 传 距 离 ， 使 用 MEGA-X  version
10.1.8软件[17] 构建群体间的 UPGMA[18] 进化树。

使用软件 Structure  Selector[19] 基于 Mean  ln
P(K)[20]、ΔK[21] 2个指标分析群体遗传结构并得到

最合适 K值，并根据集成的 CLUMPAK程序生成

结果图。 

2    结果
 

2.1    位点多态性和群体遗传多样性

30对棕点石斑鱼 EST-SSR引物中有 27对在

虎龙杂交斑中扩增效果良好，通用率为 90%。采

用筛选出的 27对微卫星引物对 6个虎龙杂交斑

群体的遗传多样性进行分析，FP、WT、HB、XC、
GC和 QT群体分别得到 228、 180、 188、 162、
212、231和 217个等位基因。Na 分别为 8.444 4、
6.666 7、8.740 7、7.851 9、8.555 6和 8.037 0 (表 3)，
Ne 分别为 3.959  0、 3.511  6、 4.416  0、 3.684  4、
3.901 5和 3.818 8。检测的 162个数据中 (6个群

体×27个 EST-SSR)，共 7个数据表现为等位基因

数缺失 (Na<4)，其中 WT群体 1个 (P23)、HB群

体 4个 (P09、P23、P33、P56)、XC群体 2个 (P23、
P33)。Ho 分别为 0.777 8、0.777 3、0.789 2、0.779 8、
0.764  6和 0.794  3，He 分别为 0.725  8、 0.709  1、
0.750 4、0.709 1、0.728 5和 0.717 1。PIC 分别为

0.684  1、 0.653  8、 0.706  4、 0.662  2、 0.686  4和

0.672 4，检测的 162个数据中，有 151个数据具

有高多态性 (PIC>0.5)，11个数据具有中等多态

性 (0.5>PIC>0.25)。Hardy-Weinberg平衡的卡方检

验结果显示，在检测的 162个数据中，有 50个表

现为极显著的遗传连锁不平衡 (PHWE<0.01)，  13
个表现为显著的遗传不平衡 (PHWE<0.05) (表 4)。
FP、WT、HB、XC和GC、QT群体各位点的Hardy-
Weinberg平衡遗传偏离指数 (D)分别为 0.071 6、
0.096 2、 0.069  0、 0.099 7、 0.049 6和 0.107 7，种

群平均遗传偏离指数均为正值，表明此种群有较

丰富的杂合子。

  

2.2    虎龙杂交斑群体遗传分化关系

对 6个虎龙杂交斑群体分子进行方差分析

(AMOVA)，结果显示 5.70%的遗传变异来自群体

间，0.00%来自群体内个体间，94.30%来自所有

个体间，表明群体间的遗传变异来自所有个体间

(表 5)。FP、WT、HB、XC、GC和 QT群体间的

Nei氏遗传标准距离 (Ds)为 0.140 9~0.312 8，属于

种间遗传 [22](0.1<Ds<2.0)。遗传分化指数 (Fst)为
0.731 4~0.868 6，所有群体均处于中等程度分化

(0.05<Fst<0.15)(表 6)。 

2.3    遗传结构聚类分析

本研究基于 PCoA法和结构法获得虎龙杂交

斑群体结构的信息。基于群体间遗传距离的主坐

标分析 (PCoA) 散点图显示群体的差异性 (图 2-a)。
WT群体为一类，FP群体为一类，HB群体为一

类，XC和 QT群体聚为一类，GC群体单独为一

类且与 QT和 XC群体较近。基于个体间遗传距离

的主坐标分析 (PCoA) 结果显示，6个虎龙杂交斑

养殖群体内的个体间遗传差异较小 (图 2-b)。依

据 Nei氏遗传距离的 UPGMA 聚类树 (图 3)，HB

表 3    虎龙杂交斑群体的遗传多样性指数和 Hardy-Weinberg遗传偏离指数

Tab. 3    Genetic diversity indices and Hardy-Weinberg genetic deviation indices in groups of hybrid grouper

群体
group Na Ne Ho He PIC D

冯坡
Fengpo

4~12
(8.444 4)

1.544 5~6.480 9
(3.959 0)

0.000 0~1.000 0
(0.777 8)

0.359 2~0.861 6
(0.725 8)

0.335 0~0.829 0
(0.684 1)

−1.000 0~0.487 4
(0.071 6)

翁田
Wengtian

2~10
(6.666 7)

1.994 5~6.016 7
(3.511 6)

0.000 0~1.000 0
(0.777 3)

0.512 1~0.856 3
(0.709 1)

0.374 0~0.815 0
(0.653 8)

−1.000 0~0.569 1
(0.096 2)

会文、博鳌
Huiwen & Boao

5~13
(8.740 7)

2.048 5~9.135 1
(4.416 0)

0.154 0~1.000 0
(0.759 3)

0.522 0~0.908 0
(0.750 4)

0.443 0~0.881 0
(0.706 4)

−0.816 4~0.522 1
(0.069 0)

新村
Xincun

2~12
(7.851 9)

1.811 5~6.537 4
(3.684 4)

0.129 0~1.000 0
(0.779 8)

0.455 3~0.860 9
(0.709 1)

0.348 0~0.829 0
(0.662 2)

−0.822 6~0.522 5
(0.099 7)

感城
Gancheng

4~15
(8.555 6)

2.152 3~6.537 4
(3.901 5)

0.032 3~1.000 0
(0.764 6)

0.544 2~0.860 9
(0.728 5)

0.494 0~0.831 0
(0.686 4)

−0.940 6~0.512 9
(0.049 6)

桥头
Qiaotou

4~13
(8.037 0)

1.644 8~6.500 0
(3.818 8)

0.307 7~1.000 0
(0.794 3)

0.399 7~0.862 7
(0.717 1)

0.373 0~0.829 0
(0.672 4)

−0.628 1~0.603 3
(0.107 7)

注：Na.等位基因数，Ne.有效等位基因数，Ho.观测杂合度，He.期望杂合度，PIC.多态性信息含量，D.遗传偏离指数，括号内为平均值
Notes: Na. number of alleles, Ne. number of effective alleles, Ho. observed heterozygosity, He. expected heterozygosity, PIC. polymorphism information
content, D. Hardy-Weinberg genetic deviation indices, average value in brackets
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和 XC群体聚为一支，再与 WT群体聚为一支，

GC和 QT群体聚为一支，FP群体为一支，与遗

传距离、Fst 和主坐标分析 PCoA 结果基本一致。

在虎龙杂交斑群体遗传结构分析中， Mean
ln P(K)、Δ K随着亚群数 K的增加而变动，K=
5时，Mean ln  P(K)出现最大拐点和 ΔK最大值

表 4    虎龙杂交斑群体的 Hardy-Weinberg平衡卡方检验

Tab. 4    Hardy-Weinberg equilibrium chi-square test in groups of hybrid grouper

位点
locus

群体
groups

冯坡
Fengpo

翁田
Wengtian

会文、博鳌
Huiwen & Boao

新村
Xincun

感城
Gancheng

桥头
Qiaotou

P02 0.775 4 0.999 0 1.000 0 0.020 9* 0.118 2 0.000 2**

P03 0.827 4 0.697 9 0.999 8 1.000 0 0.986 1 1.000 0

P04 0.392 2 0.434 2 0.011 2* 0.241 5 0.645 9 0.593 1

P05 0.999 9 0.870 8 0.730 9 0.646 3 0.999 6 0.950 7

P06 0.002 6** 0.002 9** 0.004 5** 0.005 0** 0.184 8 0.344 0

P09 0.329 2 0.004 2** 0.013 7* 0.136 1 0.026 8* 0.100 4

P14 0.992 2 0.223 0 0.551 7 0.931 6 0.993 5 0.911 6

P15 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0**

P17 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0**

P18 0.964 0 0.337 3 0.578 6 0.000 1** 0.000 9** 0.000 3**

P20 0.756 5 1.000 0 0.997 9 0.993 1 0.999 8 1.000 0

P22 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0**

P23 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0** 0.008 1** 0.000 0** 0.000 1**

P25 0.011 5* 0.000 3** 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0** 0.000 0**

P29 0.518 2 0.040 3* 0.038 0* 0.000 6** 0.317 1 0.038 0*

P32 0.478 4 0.991 1 0.315 0 0.924 3 0.764 6 0.122 5

P33 0.241 3 0.881 8 0.568 6 0.004 3** 0.020 9** 0.063 5

P35 1.000 0 0.999 9 1.000 0 0.917 5 0.999 3 0.939 6

P38 0.020 6* 0.154 5 0.074 5 0.000 1** 0.208 2 0.251 0

P39 0.987 2 0.913 0 0.181 2 0.863 0 0.695 1 0.977 3

P44 0.994 3 0.802 9 0.000 3** 0.588 7 0.072 3 0.792 8

P45 0.985 3 0.898 1 0.170 4 0.367 2 0.000 3** 0.988 8

P49 0.697 7 0.838 4 0.805 3 0.049 8* 0.207 0 0.987 5

P50 0.860 9 0.926 1 0.755 1 0.504 9 0.073 7 0.663 6

P51 0.890 5 0.040 3* 0.890 5 0.008 8** 0.705 2 0.890 5

P56 0.005 0** 0.000 0** 0.002 7** 0.008 3** 0.000 0** 0.038 0*

P59 0.049 4* 0.436 0 0.061 2 0.870 3 0.494 6 0.999 9

注：*.表示显著偏离Hardy-Weinberg平衡(P<0.05)，**. 表示极显著偏离Hardy-Weinberg平衡(P<0.01)
Notes: *. indicates a significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (P<0.05), **. indicates very significant deviation from Hardy-Weinberg
equilibrium (P<0.01)

表 5    基于 27个微卫星标记分子方差分析结果

Tab. 5    Result of AMOVA based on 27 microsaltellite markers

变异来源
source of variation

自由度
df

平方和
sum of squares

方差组分
variance components

方差比例/%
percentage of variance

群体间　among populations 5 213.988 6 0.636 3 5.70

群体内个体间　among individual within populations 154 1 388.170 7 0.000 0 0.00

个体间　between individuals 160 1 683.000 0.00 10.518 8 94.30

总数　total 319 3 285.159 4 11.155 1 100.00
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(图 4-a)，因此认为 K=5是最可能的模型，推测

6个种群可以分为 5个亚群，即 FP、WT、XC、

GC和 QT。其中，HB群体由 FP、WT、XC和

GC群体集合而成 (图 4-b)。 

3    讨论
 

3.1    虎龙杂交斑遗传多样性分析

物种间亲缘关系越近，EST-SSR跨种通用性

越高[23]。本研究采用前期人工雌核生殖棕点石斑

鱼开发的 30对 EST-SSR引物在虎龙杂交斑上进

行了检测，结果显示 27对多态 EST-SSR引物扩

增性良好，通用率为 90%，高多态性位点 (PIC>
0.5)比率为 93.21% (表 2)，说明这些微卫星位点

适用于虎龙杂交斑群体遗传学研究。

Na、Ho、He 和 PIC 越大，说明种群内等位基

因越丰富，遗传变异越大。通常有效等位基因越

接近观测到的等位基因的绝对值，说明等位基因

在群体中的分布越均匀 [24]，在本研究中，Na 为

2~15  (平均 8.049  4)， Ne 为 1.544  5~  6.537  4  (平
均 3.805 7)，说明所检测到的等位基因在虎龙杂交

斑群体中分布不均。在虎龙杂交斑群体中，Ho 为

0.000  0~1.000  0  (平 均 0.778  6)， He 为 0.359  2~
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图 2    虎龙杂交斑群体和个体基于遗传距离的

主坐标分析图

(a)虎龙杂交斑群体基于遗传距离的主坐标分析图，第一和第二主

坐标分别占总方差的 31.39%和 26.52%。(b)虎龙杂交斑个体基于

遗传距离的主坐标分析图，第一和第二主坐标分别占总方差的

5.01%和 4.59%

Fig. 2    Principal coordinates analysis results based on
Nei's genetic distance among groups and individuals of

hybrid grouper
(a)  principal  coordinates  analysis  results  based  on  genetic  distance
among  groupers,  the  first  and  second  principal  coordinates  account  for
31.39% and 26.52% of the total variance. (b) principal coordinates ana-
lysis  results  based  on  genetic  distance  among  grouper  individuals,  the
first  and  second  principal  coordinates  account  for  5.01% and  4.59% of
the total variance
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图 3    虎龙杂交斑群体基于 Nei氏遗传距离构建的

UPGMA聚类图

Fig. 3    UPGMA dendrogram based on Nei's genetic
distance among the groups of hybrid grouper

表 6    虎龙杂交斑群体间的遗传分化指数 Fst 和 Nei氏遗传距离

Tab. 6    Matrix of pair-wise Fst values (above diagonal) and Nei’s genetic distance (below diagonal)
between groups of hybrid grouper

群体
groups

冯坡
Fengpo

翁田
Wengtian

会文、博鳌
Huiwen & Boao

新村
Xincun

感城
Gancheng

桥头
Qiaotou

冯坡　Fengpo 0.740 0 0.839 6 0.775 2 0.777 3 0.737 5

翁田　Wengtian 0.301 1 0.849 4 0.781 0 0.761 4 0.731 4

会文、博鳌　Huiwen & Boao 0.174 8 0.163 2 0.868 6 0.832 3 0.779 9

新村　Xincun 0.254 6 0.247 2 0.140 9 0.787 7 0.823 1

感城　Gancheng 0.251 9 0.272 6 0.183 5 0.238 6 0.805 4

桥头　Qiaotou 0.304 5 0.312 8 0.248 5 0.194 6 0.216 5

注：对角线以上为遗传分化指数Fst；对角线以下为Nei氏遗传距离
Notes: above diagonal. genetic differentiation index Fst; below diagonal. Nei’s genetic distance
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0.862 7 (平均 0.716 4)，高于黄业胜[25] 利用微卫星

标记技术对虎龙杂交斑群体遗传多样性研究的结

果  (平均 Ho 为 0.470，平均 He 为 0.385)，平均观

测杂合度低于周翰林等[26] 利用微卫星标记技术研

究子一代虎龙杂交斑的结果  (平均 Ho 为0.940 0)，
也可能是所用 EST-SSR位点多态性较低所致；

而平均 He 为 0.716 4，高于周翰林等 [26] 研究中的

0.629 7，说明本研究中的虎龙杂交斑群体的遗传

多样性仍然较为丰富。Botstein等 [27] 将 PIC 分为

低度多态性、中度多态性和高度多态性位点，本

研究中，PIC 为 0.335 0~0.881 0 (平均为 0.677 6)，
除了 P33位点呈中度多态性 (0.5>PIC>0.25)，其他

位点均表现为高度多态性 (PIC>0.5)，均大于黄业

胜[25] 和周翰林等[26] 在虎龙杂交斑中开发的微卫星

位点的 PIC (平均 PIC 分别为 0.360 0和 0.542 6)。
Hardy-Weinberg平衡的卡方检验结果显示，在检

测的 189个数据中，有 50个表现为极显著的遗传

连锁不平衡 (PHWE<0.01)，13个表现为显著的遗传

连锁不平衡 (PHWE<0.05)，其 Hardy-Weinberg平衡

偏离常数发生较多偏离，可能是由于虎龙杂交斑

是采用人工交配的杂交后代所致。 

3.2    虎龙杂交斑群体遗传结构分析

本研究主坐标分析与 Nei氏遗传距离的

UPGMA聚类树分析中表现出较强的一致性。利

用 Structure软件[21] 对虎龙杂交斑群体的种群遗传

结构进行检测，采用 ΔK方法推测 K=5是可能的

模型，即 6个虎龙杂交斑种群可以分为 5个亚群，

说明养殖幼鱼群体来源较多。其中 HB群体由 FP
群体、WT群体、XC群体和 GC群体集合而成，

反映出这些虎龙杂交斑几乎都来自不同的亲本群体。 

3.3    杂交石斑鱼性状退化原因分析

遗传多样性高被认为是维持水产生物经济性

能的保障。石斑鱼养殖性能降低、病害频发被怀

疑是遗传多样性降低而导致。然而，本研究的结

果表明，虎龙杂交斑各个群体在保持较高的遗传

多样性的同时，其亲本来源也较多样。虎龙杂交

斑作为优良新品种，其杂种优势显著，但由于不

同繁育公司制种亲本来源的多样和差异，使得其

子代杂交优势的程度参差不齐。本研究的数据和

微卫星工具能够为加强杂交父母本群体、杂种子

代的种质评价和管理提供分析方法。

目前病害神经坏死病毒在石斑鱼苗种阶段

频繁暴发，已成为石斑鱼育苗产业的主要病害之

一[28-30]。优良品种虎龙杂交斑由于生长、耐高温、

抗病、抗逆能力强，从而得到广泛的养殖应用，

但近年来，神经坏死病毒 (nervous necrosis virus，
NNV)导致的幼鱼死亡可达 90%以上 [31]，且具有

明显的季节性 [32]。神经坏死病毒为 RNA病毒 [33]，

具有多种基因型和亚型 [34-35]，变异丰富。由于石

斑鱼开放的养殖环境，与病毒有长期接触，可能

导致新的高致病性毒株。石斑鱼神经坏死病的重

新流行也提示需要针对流行病学开展系统调查研

究。同时，应加强无毒亲本筛选、养殖水体和病

鱼的管理，切断病毒的垂直传播和水平传播途径，

才能实现有效的病害防控。

梁业松与张维炜为共同第一作者。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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图 4    在不同 K假设下，6个虎龙杂交斑群体中个体的

遗传结构分析

(a) ln P(K)和 ΔK 的曲线变化，Δ K达到最大值时或似然值 ln P(K)
达到最大值时对应的 K值分别为 5，暗示着虎龙杂交斑群体存在

5个亚群， (b) 每个竖条代表一个个体，不同的颜色代表每个 K基

因进化簇对每个个体基因型的贡献，1. 冯坡，2. 翁田，3. 会文、

博鳌，4. 新村，5. 感城，6. 桥头

Fig. 4    STRUCTURE analysis of individuals from the
groups of hybrid grouper under different K

(a) the changing curve for ln P(K) and ΔK over the prior group num-
bers (K). ΔK and ln P(K) and are maximum when K is five. (b) this
trend  indicates  that  hybrid  grouper  groups  will  be  divided  into  5
homogeneous subsets  Each  vertical  bar  represents  a  single   indi-
vidual  and  different  colors  represent  the  contribution  of  each  K
genetic cluster to each specimen’s genotype, 1. Fengpo, 2. Wengtian,
3. Huiwen & Boao, 4. Xincun, 5. Gancheng, 6. Qiaotou
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Genetic diversity and genetic structure analysis of aquaculture groups of
hybrid grouper [Epinephelus fuscoguttatus (♀) × E. lanceolatus (♂)]

using microsatellite markers

LIANG Yesong 1,     ZHANG Weiwei 1,     SONG Feibiao 1,     ZHANG Xian 1,     LIU Yifan 1,    
LIU Xiaochun 2,     LIN Haoran 1,2,     LUO Jian 1*

(1. State Key Laboratory of Marine Resources Utilization in South China Sea, Hainan Aquaculture Breeding Engineering
Research Center, College of Marine Sciences, Hainan University, Haikou    570228, China;

2. School of Life Science, Sun Yat-sen University, Guangzhou    510275, China)

Abstract: Genetic diversity is the cornerstone of species survival and evolution. For most aquatic animals, keep-
ing the high genetic diversity is the guarantee of population life ability. Groupers are important economic fishes for
mariculture due to delicious taste and rich nutrition. With the rapid development of grouper breeding technology,
the artificial culture of grouper has become the second marine fish industry of China in 2019. The hybrid grouper
[Epinephelus  fuscoguttatus(♀)× E.  lanceolatus(♂)]  is  the  maximum yield  aquaculture  grouper  with  heterosis  of
growth and disease resistance. In recent years, more and more culture groups showed growth phenotypes variation
and frequent diseases. The decline of genetic diversity and inbreeding depression are considered to be the common
reasons for the decline of aquaculture bio-economic traits. In order to explore whether the decrease of population
genetic  diversity  leads  to  the  decrease  of  breeding traits  of  hybrid  grouper,  in  this  study,  27  EST-SSRs markers
were used to analyze the genetic diversity and population genetic structure of 6 groups of the hybrid grouper in the
main seed production area. The results showed that, the average number of alleles (Na) ranged from 6.666 7 to 8.555 6,
the average number of effective alleles (Ne) from 3.511 6 to 3.959 0, and the average observed heterozygosity (Ho)
ranged from 0.764 6 to 0.794 3, the average expected heterozygosity (He) from 0.709 1 to 0.750 4, average poly-
morphism information content (PIC) ranged from 0.662 2 to 0.706 4. The results of molecular analysis of variance
(AMOVA) showed that  the variances among the groups,  individuals  within the group,  and all  individuals  of  the
cultured groups of hybrid grouper were all at a significant level (P<0.01), and principal coordinate analysis (PCoA)
showed the difference mainly came from the individual. Fst between groups, genetic distance and cluster analysis
showed that the HB and XC groups first clustered together, then clustered together with WT and HW groups, GC
and  QT  groups  first  clustered  together,  FP  groups  were  independent.  Genetic  structure  analysis  showed  that  all
samples were divided into 5 theoretical groups (K=5). HB group was composed of FP, WT, XC and GC groups.
The  results  of  this  study  showed  that  the  hybrid  grouper  population  still  had  high  genetic  diversity,  with  clear
grouping. The possibility of decline of hybrid varieties affected by parental inbreeding was not high. The variation
of pathogenic organisms and irregular breeding management may be the causes of frequent diseases. Therefore, it
is necessary to strengthen the management of non-toxic parent screening, aquaculture water and diseased fish, and
cut off the vertical and horizontal transmission of viruses to achieve effective disease prevention and control. This
study provides a theoretical basis for further genetic breeding and disease control of grouper.

Key words: hybrid grouper [Epinephelus fuscoguttatus (♀) × E. lanceolatus (♂)]; EST-SSR; genetic diversity;
genetic structure
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