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摘要: 利用 12 个微卫星分子标记对长江下游 4 个放流鲢群体进行了遗传多样性分析。在 12 个基因座位中，共

检测到 56 个等位基因，每个座位检测到的等位基因数为 1 ～ 7 个，其中有 10 个基因座位具有多态性，多态位点

百分率为 83． 33%，4 个群体的平均等位基因数 A 为 3． 98，平均有效等位基因数 Ne 为 2． 384 0，观测杂合度 Ho

平均值为 0． 467 6，期望杂合度 He 平均为 0． 490 6，多态信息含量平均值为 0． 381 2。4 个鲢群体的遗传多样性

较丰富，与文献报道的下游野生群体大致相当，但明显低于上游野生群体; 放流鲢群体的平均观测杂合度均低

于各自相对应的平均期望杂合度，表现出一定程度的近交现象。4 个放流鲢群体间遗传相似系数为 0． 937 1 ～
0． 971 8，遗传距离为 0． 028 2 ～ 0． 062 8，基因分化系数 Fst为 0． 027 5 ～0． 050 6，表明群体间的遗传分化程度较弱。
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Abstract: Twelve microsatellite markers were used to analyze the genetic diversity of four artificially re-
leased populations of sliver carps in the lower reach of Yangtze River． A total of 56 different alleles were found
and the number of alleles in each locus ranged from 1 to 7． Ten loci ( 83． 33% ) were polymorphic． In the four
populations，the values of average alleles and valid alleles were 3． 98 and 2． 384 0． The values of average ob-
served and expected heterozygosity were 0． 467 6 and 0． 490 6 respectively，while the mean PIC was 0． 382 1．
The genetic diversity of the four artificially released populations was about the same as the lower reach wild
populations reported in past articles and significantly lower than that of the upper reach wild populations． The
mean observed heterozygosity was lower than the corresponding mean expected heterozygosity，which showed
inbreeding happened in some extent in the four silver carp artificially released populations． The genetic simi-
larity coefficient of the four populations was 0． 937 1 to 0． 971 8 ，and the genetic distance was 0． 028 2 to 0． 062 8．
Fst value ranged from 0． 027 5 to 0． 050 6，which indicated that the four populations were faintly differentiated．
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鲢( Aristichthys nobilis) 作为“四大家鱼”之一，在我国淡水渔业中占有极其重要的地位。已有研究

表明，长江四大家鱼的养殖性能明显优于其它水系［1］。近年来，由于水工建设、环境污染、酷鱼滥捕等

诸多原因，长江渔业资源受到严重冲击，四大家鱼资源量急剧下降［2］。20 世纪 60 年代鲢在长江水系四

大家鱼捕捞量中占 26． 1%，80 年代占 3． 9%［3］，而 1994—1999 年长江万州、巴南江段渔业资源监测结

果显示鲢仅占该江段渔获重量的 2． 68%［4］，长江水系野生鲢群体的产量急剧下降，其生长表现、抗病抗

逆性和遗传多样性等也有明显的降低［5］。为了保护、增殖包括四大家鱼在内的长江渔业资源，自 2002
年起长江干流实施了春季禁渔，2003 年将禁渔范围扩大到通江湖泊和一级支流，并在禁渔的同时对重

要经济鱼类实施了人工增殖放流。
对长江水系鲢群体的遗传多样性和种群结构已有不少报道。赵金良等［6］用同功酶方法研究了长

江中下游 4 个江段鲢群体的生化遗传变异，结果表明四江段鲢群体间的遗传距离都小于 0． 001，群体间

没有明显的遗传分化; 张四明等［3］采用 RAPD 技术对长江水系 4 个鲢群体的遗传多样性进行了研究，

发现长江水系鲢的遗传变异要高于草鱼，鲢 4 个地理群体的遗传分化度较弱; 李思发等［7］采用 mtDNA
RFLP 研究了长江中下游鲢群体多样性，认为鲢群体间有显著的差异。张四明等［8］选用 10 种限制性内

切酶对扩增出的 mtDNA ND5 － ND6 基因进行酶切，从鲢中共检出 18 种单倍型，在草鱼中只有一种单倍

型，证实了长江鲢的遗传多样性比草鱼丰富; 姬长虹等［9］采用微卫星分子标记，对长江、珠江和黑龙江

的 5 个鲢群体的观测杂合度、期望杂合度、多态信息含量和有效等位基因数等进行了遗传检测，发现长

江不同地理群体的遗传多样性有差异，但差异不显著。不论是最初的同工酶［6，10 － 11］、RAPD［3］、线粒体

DNA( mtDNA) RFLP 分析［7 － 8］还是最近的微卫星分子标记［9，12 － 14］，这些研究主要集中在野生群体，对放

流鲢群体遗传多样性的研究还未见报道。
微卫星( Microsatellite) 标记具有按照孟德尔方式分离、突变快、多态信息含量丰富、呈共显性遗传等

特点，在 DNA 指纹分析，定位功能基因、种质资源鉴定和遗传多样性的评估等方面广泛应用。放流鲢群

体的遗传多样性如何? 各江段( 湖泊) 放流鲢群体遗传多样性是否有差异? 为了寻求答案，2010 年中

科院淡水渔业研究中心资源室在参加下游鱼类标志放流活动时现场采集了 4 个放流鲢群体( 洪泽湖、
巢湖、长江无为段、蠡湖) 的样本。本文利用筛选的 12 对微卫星引物，对这 4 个放流鲢群体的种质资源

特征进行了分析和研究，以期为长江水系鲢的增殖放流及种质资源保护提供一定的理论依据。

1 材料和方法

1． 1 样品来源

2010 年 1 月 11 日、1 月 31 日、3 月 14 日、6 月 29 日，蠡湖、巢湖、洪泽湖和长江无为江段依次实施

了四大家鱼人工增殖放流活动，研究中心资源室进行了放流鲢群体的现场采样。其中，蠡湖和洪泽湖放

流苗种来自江苏吴江四大家鱼原种场，巢湖和长江无为的苗种来自江苏邗江长江四大家鱼原种场。每

个群体随机各取 30 尾，剪取鳍条放入分析纯乙醇中固定，带回实验室备用。
1． 2 基因组 DNA 提取

取约 0． 1 g 鳍条用双蒸水冲洗，用滤纸吸干放入 1． 5 mL 的离心管，加入 450 μL STE ( 150 mmol /L
NaC1，50 mmol /L Tris，1 mmol /L EDTA ) 缓 冲 液，12． 5 μL 的 体 积 分 数 的 20% SDS，5 μL 蛋 白 酶 K
( 30 mg /mL) 混匀，56 ℃ 消 化 过 夜，用 苯 酚、氯 仿 及 酚 /氯 仿 各 抽 提 一 次，2 倍 体 积 的 冰 乙 醇 沉 淀，

12 000 r /min 离心 15 min，沉淀用体积分数为 70%的乙醇清洗 2 次，再用 100 μL 灭菌双蒸水溶解，8 g /L 的

琼脂糖凝胶( EB 染色) 电泳检测 DNA 的质量和浓度。
1． 3 SSR 引物序列

引物设计参照文献［12］，上海申能博彩生物工程公司合成。最后筛选 12 对鲢微卫星引物，引物编号

及序列见表 1。
1． 4 PCR 反应及电泳

PCR 仪为 ABI 2720 型 PCR 扩增仪。反应的程序为: 首先进行 94 ℃变性 3 min; 然后 94 ℃变性 30 s，
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表 1 微卫星座位及其引物

Tab． 1 SSR locus and primers used in the article

微卫星标记

Locus
引物序列( 5' － 3')

Primers sequence( 5' － 3')
大小 /bp
Size

重复序列

Repeat sequence
退火温度 /℃

Annealing temperature

SCM04
F: ATTACGCCAGCTATTTAGG
R: CTCTTCTGCGGAGTGTTG

242 ( GT) 11 52． 6

SCM05
F: GCAGAAGAGGAGCAGAAA
R: GACTCATTATAGGGCGAATT

220 ( GT) 11 53． 2

SCM07
F: TTACGCCAGCTATTAGG
R TGCGGAGTATTTCCAGAC

285 ( GT) 16 51． 7

SCM08
F: AGACATGATTACGCCAGCTA
R: CACGCACATAGACCGACA

243
( GT) 9( GA) 5

( GT) 13
52． 7

SCM09
F: CTGGAGACGCAGTCAAAGC
R: GTACCGCAGACGCAACAT

274 ( CA) 12 52． 1

SCM10
F: AGACATGATTACGCCAGCTA
R: ACCGCCTTAAACGAGACA

307 ( GT) 47 54． 2

SCM11
F: TCTGCCACCGAATCCTCC
R: CGACGGCCACTCACTTGTA

262 ( CA) 13 57． 1

SCM14
F: GCTGCACAGCTCGCTTGT
R: GCGTCCATTCGCCATTCA

313 ( GT) 17 56． 9

SCM15
F: ATTACGCCAGCTATTTAGG
R: ATCAGAGGTTCACCCACA

244 ( GT) 22 51． 6

SCM18
F: ATGATTACGCCAGCTATT
R: GATGAGGTGGGAAAGAAC

297 ( CA) 29 51． 2

SCM19
F: TTACGCCAGCTATTTAGG
R: TAGTGGAAGGTTGGGAAC

258 ( GT) 13 52． 0

SCM20
F: ACATGATTACGCCAGCTATT
R: CCTCCACCAAACACGACA

292 ( CA) 22 54． 2

Tm 复性 40 s，72 ℃ 延伸 50 s，反应进行 35 个循环; 最后 72 ℃ 延伸 10 min。产物经 20 g /L 琼脂糖凝

胶电泳检测后，再以 pBR 322 DNA /MspI 为分子量标记，用体积分数 9． 0% 非变性聚丙烯酰胺凝胶，1 ×
TBE 缓冲液，5 V /cm 低电压电泳分离。PAGE 电泳采用 DYCZ － 24B 型双垂直电泳槽( 北京六一仪器

厂) 。电泳结束后银染拍照，记录。
1． 5 数据统计与分析

将电泳谱带中的每一条 DNA 片段作为该座位的一个等位基因来处理，分析各位点的等位基因数，

依据等位基因片段长度从小到大依次标为 A、B、C 等。微卫星位点的等位基因数( A) 、有效等位基因数

( Ne ) 、基因观测杂合度( Ho ) 、基因期望杂合度( He ) 、遗传距离( D) 、遗传相似系数( 1 － D) 和基因分化

系数( Fst ) 等参数使用 Popgene 32 软件进行统计分析。
多态信息含量( PIC) 按 BOTSTEIN 等［15］计算。

PIC = 1 － ∑
m

i = 1
pi

2 － ∑
m － 1

i = 1
∑
m

j = i + 1
2pi

2pj
2 ( 1)

( 1) 式中: Pi 和 Pj 分别为第 i 和第 j 个等位基因在群体中的频率; m 为等位基因数。

2 结果与分析

2． 1 电泳结果

筛选的 12 对引物在 4 个放流鲢群体 120 个个体中经特异性扩增、非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳后均
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M: pBR322 DNA/Msp1 分子量标准。
图 1 微卫星基因座 SCM10 在 4 个放流鲢群体的扩增结果

Fig． 1 PCR result of SCM10 locus in four artificial releasing populations of silver carp

可以表现出清晰的条带及一定的多态性。部分引物扩增电泳结果见图 1。
2． 2 微卫星标记的遗传多样性

4 个放流鲢群体各位点的等位基因数( A) 、有效等位基因数( Ne ) 、观测杂合度( Ho ) 、期望杂合度

( He ) 、多态信息含量( PIC) 统计结果见表 2。12 个微卫星位点上共检测到 56 个等位基因。其中蠡湖群

表 2 4 个放流鲢群体的遗传多样性参数

Tab． 2 Genetic diversity parameters of four artificial releasing populations of silver carp

基因座或群体 Locus /population A Ne Ho He PIC

SCM04 4 3． 401 2 0． 412 6 0． 437 8 0． 176 4

SCM05 4 2． 131 2 0． 551 7 0． 613 2 0． 310 7

SCM07 4 1． 384 9 0． 571 3 0． 684 1 0． 3418

SCM08 5 4． 107 8 0． 481 7 0． 523 3 0． 367 8

SCM09 1 1． 000 0 0． 000 0 0． 000 0 0． 000 0

SCM10 7 4． 102 5 0． 788 1 0． 813 6 0． 614 2

SCM11 5 3． 190 7 0． 590 0 0． 611 2 0． 423 1

SCM14 6 3． 614 7 0． 416 2 0． 454 3 0． 441 3

SCM15 6 3． 241 2 0． 761 7 0． 803 0 0． 592 4

SCM18 7 4． 072 7 0． 561 7 0． 688 4 0． 642 1

SCM19 1 1． 000 0 0． 000 0 0． 000 0 0． 000 0

SCM20 6 3． 667 7 0． 476 1 0． 484 3 0． 510 7

蠡湖 Lihu lake 4 2． 243 1 0． 478 6 0． 501 3 0． 384 3

巢湖 Chaohu lake 3． 92 2． 576 8 0． 464 9 0． 473 2 0． 376 3

洪泽湖 Hongze lake 4． 08 2． 301 7 0． 472 1 0． 521 7 0． 392 1

长江无为 Wuwei section 3． 92 2． 414 3 0． 454 7 0． 466 1 0． 371 9

平均 Mean 3． 98 2． 384 0 0． 467 6 0． 490 6 0． 381 2
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体、巢湖群体、洪泽湖群体、长江无为群体分别具有 48，47，49，47 个等位基因，45 个等位基因为 4 个群

体所共有。每个座位检测到的等位基因数 1 ～ 7 个不等，其中引物 SCM09，SCM19 为单态座位，其余 10
对引物在 4 个放流鲢群体中均表现为多态。洪泽湖群体的期望杂合度( 0． 521 7) 和多态信息含量( 0． 392 1)

最高，而观测杂合度最高的是蠡湖群体( 0． 478 6) 。4 个群体的多态位点百分率均为 83． 33%。
2． 3 群体间的基因分化系数( Fst)、遗传相似系数( 1 －D) 与遗传距离( D)

群体间的 Fst值( 表 3) 表明 4 个群体间遗传分化程度较弱，蠡湖与洪泽湖群体间遗传分化最弱，洪

泽湖与长江无为群体间遗传分化最强。
表 3 4 个放流鲢群体间的 Fst值

Tab． 3 Fst value of four artificial releasing populations of silver carp

群体 Populations 蠡湖 Lihu lake 巢湖 Chaohu lake 洪泽湖 Hongze lake 长江无为 Wuwei section

蠡湖 Lihu lake — 0． 043 1 0． 027 5 0． 048 2

巢湖 Chaohu lake — 0． 046 3 0． 036 5

洪泽湖 Hongze lake — 0． 050 6

长江无为 Wuwei section —

利用 Popgene 32 软件计算了 4 个群体间的 Nei’s 遗传距离与相似系数( 表 4) 。由表 4 可以看出，

巢湖与洪泽湖群体之间的遗传距离最大，蠡湖和洪泽湖群体间的遗传距离最小。
表 4 4 个放流鲢群体的 Nei’s 遗传距离和遗传相似系数

Tab． 4 Genetic simi1arity coefficient and genetic distance of four artificial releasing populations of silver carp

群体 Populations 蠡湖 Lihu lake 巢湖 Chaohu lake 洪泽湖 Hongze lake 长江无为 Wuwei section

蠡湖 Lihu lake — 0． 037 3 0． 028 2 0． 035 7

巢湖 Chaohu lake 0． 962 7 — 0． 062 8 0． 057 9

洪泽湖 Hongze lake 0． 971 8 0． 964 3 — 0． 059 2

长江无为 Wuwei section 0． 937 1 0． 942 1 0． 940 8 —

对角线以上为遗传距离; 对角线以下为遗传相似系数。
Values above the diagonal are genetic distance，values under the diagonal are genetic similarity．

3 讨 论

3． 1 放流鲢群体的遗传多样性

遗传多样性，是生物适应环境的基础和物种进化动力． 对一个物种来说，其遗传多样性越高，则其对

生存环境变化所产生的适应能力越强，进化的潜力也越大。因此，长江水系鲢鱼的遗传多样性研究对于

鲢物种的保护和整个长江生态系统的稳定都有着重要的意义。
多态信息含量( PIC) 是衡量位点遗传多样性的一种较好的指标。依据 BOTSTEIN［15］的划分标准，

当 PIC ＞ 0． 5 时该位点表现为高度多态; 当 0． 25 ＜ PIC ＜ 0． 5 时该位点表现为中度多态; 当 PIC ＜ 0． 25 时

该位点表现为低度多态。王长忠等［14］对长江监利、万州 2 个鲢群体的研究表明，多态微卫星位点的

PIC 为 0． 077 ～ 0． 865，平均为 0． 617，所选位点 PIC 较高。本研究中 4 个放流鲢群体多态微卫星位点的

PIC 为 0． 176 4 ～ 0． 642 1，平均为 0． 381 2，低于上游野生鲢群体; 但在 4 个放流鲢群体的 10 个多态位点

中，4 个位点表现为高度多态性; 5 个位点表现为中度多态性; 1 个位点表现为低度多态性，说明所选微

卫星座位较适合放流鲢群体遗传多样性研究。
基因杂合度表示群体在某座位杂合子的比例，普遍认为它是度量群体遗传变异的又一个适宜参数。

姬长虹等［9］的研究表明，长江、珠江、黑龙江水系 5 个野生鲢群体平均等位基因为 4． 67，平均有效等位

基因 2． 948 9。5 群体平均观测杂合度为 0． 329 ～ 0． 461 9，平均期望杂合度为 0． 500 2 ～ 0． 552 9。本研

究发现: 4 个鲢放流群体的平均等位基因为 3． 98，平均有效等位基因为 2． 384 0，观测杂合度平均值为
0． 454 7 ～ 0． 478 6，平均期望杂合度为 0． 490 6，有效等位基因数和期望杂合度平均值低于三江水系野

生鲢群体，这和对鲍［16］、大西洋鲑［17 － 18］的研究结果是类似的。这些研究认为养殖群体遗传多样性下降
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的原因在于养殖群体繁殖亲本数太少从而导致遗传漂变加剧，养殖群体等位基因丢失的主要原因在于

建群者效应。在 4 个放流鲢群体中，平均观测杂合度最高的为蠡湖群体，而平均期望杂合度最高的为洪

泽湖群体，但平均观测杂合度均低于各自相对应的平均期望杂合度，表明 4 个群体中纯合子个体所占的

比例较大，存在着一定程度的近交现象。
从多态信息含量( PIC) 、杂合度及有效等位基因数来看，放流鲢群体的遗传多样性较丰富，与长江

下游的安庆、九江等野生鲢群体的遗传多样性［13］相当，但明显低于长江上游的万州鲢群体。
3． 2 群体内及群体间的遗传分化

基因分化系数是表征群体间遗传分化程度的重要参数，当 Fst为 0 ～ 0． 05 时，群体间遗传分化较弱;

为 0． 05 ～ 0． 15 时，遗传分化中等; 为 0． 15 ～ 0． 25 时，遗传分化较大; 大于 0． 25 时，表示群体间分化极

大。关于长江中下游野生鲢群体的遗传分化有 2 种不同的结论: 赵金良等［6］利用同工酶分析长江中下

游鲢种群分化认为，长江中下游地区的鲢为一个遗传分化不显著的群体。李思发等［7］采用 mtDNA
RFLP 分析了长江中下游鲢群体的多样性，认为鲢群体间有显著的差异。而基于遗传距离的群体间聚

类关系推断长江中下游鲢可能存在 2 个祖先群体［13］。本研究中，4 个放流鲢群体间基因分化系数为 0． 027 5
～0． 050 6，表明绝大部分的遗传变异来自于群体内，群体间的遗传分化程度较弱，笔者推测可能这 4 个

放流群体来源于同一个原( 良) 种厂，或者它们的野生亲本来源于同一个江段，本身遗传差异就不大。
FRITZNER 等［19］研究表明，为避免人工增殖鱼群与野生鱼群的基因库混杂，在实施人工增殖时，

应对人工放流鱼群的遗传背景进行评估，以确保野生鱼群遗传结构的稳定。本研究采用微卫星标记研

究不同放流鲢群体的遗传多样性及遗传差异，为下一步探讨人工增殖放流群体和野生群体遗传结构的

差异及人工增殖群体对野生群体遗传结构的影响打下基础。
3． 3 客观评价鲢增殖放流效果需要解决的问题

鲢属于江湖半洄游性鱼类，在长江干流繁殖，在湖泊育肥。对于封闭的湖泊来说，因为鲢群体不能

在水体中自然繁殖，所以封闭湖泊中的鲢全部为放流鲢。但是对通江湖泊和长江干流来说，水体存在

一定的野生自然群体。因此，要有效评估鲢人工放流增殖效果，前提条件是能够准确区分水体中的野

生自然鲢和人工放流鲢。在中华鲟的保护放流中，通过微型编码金属标 ( coded wire tag，CWT) 对人工

放流鲟进行标志、跟踪［20］。但由于每年鲢的放流量很大，标志率( 标志鱼所占比例) 较低，因而标志法也

不能准确判断回捕鲢是野生自然个体还是人工放流个体。由于具有较高的变异率和高度的遗传多态

性，微卫星在法医鉴定和个体识别中找到了其价值所在; 对野生及人工饲养动物进行个体识别和亲缘关

系鉴定，不仅可以有助于对这些动物进行保护管理，并且可以为某些动物行为生态学理论提供实际依

据［21］。目前这方面的研究仅限于人类的个体识别、亲子鉴定以及大熊猫、黑猩猩等动物的保护管理，在

鱼类上还不多见。因此，找到能准确识别野生个体和人工放流个体的微卫星位点，是客观评价鲢增殖放

流效果的关键，也是我们下一步工作努力的方向。
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