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摘要: 为了解长江野生暗纹东方鲀群体遗传多样性现状，采用已发表的 16 对红鳍东方鲀微卫星引物对暗纹东

方鲀基因组 DNA 进行 PCR 扩增，结果有 10 对微卫星引物( 占总数 62． 5% ) 能扩增出特异性条带。利用这 10
对微卫星引物对采自长江常熟江段 30 尾暗纹东方鲀群体进行扩增分析，共获得 51 个等位基因，每个位点等位

基因数在 2 到 10 之间，平均为 5． 1。10 个位点平均观察杂合度( Ho) 为 0． 820 0，平均期望杂合度( He) 为 0． 692 8，

平均多态信息含量( PIC) 为 0． 630 0。8 个位点表现为高度多态( PIC ＞ 0． 5) ，2 个位点表现为中度多态( 0． 25 ＜
PIC ＜ 0． 5) 。研究结果表明，长江野生暗纹东方鲀群体遗传多样性较丰富，种群结构比较合理。
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Abstract: To investigate the genetic diversity of Takifugu obscurus in Yangtze River，16 microsatellite loci
of Takifugu rubripes were analyzed for Takifugu obscurus． It was found that 6 loci failed to be amplified and 10
loci ( about 62． 5% ) were amplified with specific products successfully and a total of 51 alleles were detected
in the 10 polymorphic microsatellite loci． The allele numbers for each primer ranged from 2 to 10 and a mean
of 5． 1 alleles were found for each locus． The average observed heterozygosity ( Ho) ，average expected het-
erozygosity ( He) ，polymorphism information content ( PIC) of 30 individuals were 0． 820 0，0． 692 8 and 0．
630 0 respectively． Eight of which were of high polymorphic ( PIC ＞ 0． 5) while two of which were of middle
polymorphic ( 0． 25 ＜ PIC ＜ 0． 5) ． These results indicates that the population of Takifugu Obscurus in Yangtze
River is of high genetic diversity and reasonable population structure．
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暗纹东方鲀( Takifugu obscurus) 俗称河鲀，隶属于硬骨鱼纲( Osteichthyes) 鲀形目( Tetraodontiformes)
鲀科( Tetraodontidae) 东方鲀属( Fugu) ，是江海洄游性鱼类，每年春末夏初性成熟的亲鱼由东海进入长

江中下游产卵，幼鱼在淡水中育肥，第 2 年春天回归海中［1］。其肉味腴美，营养价值高，是享誉国内外的

“长江三鲜”之一［2］。除此之外，从暗纹东方鲀中提取的河豚毒素( TTX) 是致命的生物毒素，同时也是

一种强效麻醉药和戒毒良药［3］。暗纹东方鲀历来是我国长江中下游重要的渔业资源，但是由于环境恶

化、过度捕捞和沿江沿河大坝等水利工程的修建导致其自然资源量急剧下降，在长江入海口及通江湖泊

中很少能捕获野生暗纹东方鲀［4］。为了保护、修复长江暗纹东方鲀资源，近年来，在春季禁渔的同时长

江下游每年都进行了暗纹东方鲀大规模人工增殖放流，但这是否会导致其野生种群遗传多样性下降，引

起种质混杂并造成种质退化，这些问题尚未见到针对性的研究报道。因此，有必要对了解长江野生暗纹

东方鲀遗传结构背景，为保护和利用这一自然资源提供可靠的理论依据。
微卫星作为第二代分子标记技术，具有共显性遗传、多态性高、重复性强和操作简单等特点，已广泛

应用于水产动物遗传多样性研究、遗传图谱构建、种质资源鉴定和系统进化分析等方面［5 － 6］。但是迄今

为止，有关微卫星标记在暗纹东方鲀遗传研究方面的报道较少，这制约了其在暗纹东方鲀遗传学研究中

的应用。利用微卫星标记的关键是微卫星位点的分离和微卫星引物的设计［7］。微卫星引物的获得有

多种方法，而传统的微卫星分离方法必须构建基因组文库，费用高，时间长且效率低［8］。但是由于微卫

星位点其侧翼序列不同物种间具有保守性，利用近源物种微卫星引物进行跨种扩增成为可能［9］。
本研究利用已发表的红鳍东方鲀微卫星引物对暗纹东方鲀进行跨种 PCR 扩增，从中筛选出合适的

微卫星引物，并对长江暗纹东方鲀群体进行了遗传多样性分析，旨为暗纹东方鲀的资源保护及苗种选育

提供科学依据。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂

实验所分析的 30 尾暗纹东方鲀于 2010 年 7 月份采自长江常熟江段，保存于无水乙醇( － 20 ℃ ) 备

用。Taq 酶和 dNTPs 等试剂均购自上海生物工程技术服务有限公司; 微卫星引物参考郝君等［10］发表的

文献设计 16 对，由上海生物工程技术服务有限公司合成。
1． 2 基因组 DNA 的提取与检验

基因组 DNA 提取参考 Sambrook 等［11］的方法( 略作修改) 进行。取 100 mg 左右的肌肉组织置于

Eppendorf 离心管中剪碎，加入 450 μL 组织裂解液( 50 mmol /L Tris － HCl，pH 9． 0，100 mmol /L EDTA，

200 mmol /L NaCl) ，在加入 40 μL 10% SDS 和 10 μL 20 mg /mL 蛋白酶 K，56 ℃消化过夜。加入等体积

饱和酚抽提，12 000 r /min 离心 10 min，取上清液加入等体积酚 /氯仿( V酚 ∶ V氯仿 ∶ V异戊醇 = 25∶ 24∶ 1) 抽提

2 次，加入 2 倍无水乙醇沉淀，70%乙醇洗涤 2 次。室温干燥后，加 100 μL 灭菌双蒸水溶解，用 0． 8% 琼

脂糖凝胶电泳检测其质量，核酸蛋白仪检测其浓度，最后稀释到 50 ng /μL，放入 4 ℃冰箱里储存备用。
1． 3 微卫星 PCR 反应和电泳检测

采用 20 μL 反应体系包括: 10 × PCR buffer( 含 Mg2 + ) 2 μL，10 mmol /L dNTPs 0． 4 μL，10 μmol /L
引物各 0． 5 μL，5 UTaqDNA 聚合酶 0． 2 μL，50 ng /μL 的 DNA 模板 2 μL，ddH2O 补足 20 μL。PCR 反

应条件为: 94 ℃预变性 5 min，94 ℃45 s，退火 30 s( 表 1) ，72 ℃45 s，30 个循环，72 ℃延伸 8 min，4 ℃
保存。PCR 扩增产物采用质量分数为 8% 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分离，电泳缓冲液为 1 ×
TBE，200 V 电泳 2 ～ 2． 5 h。电泳完毕后，银染显色，最后在白炽灯箱上拍照、保存。
1． 4 数据分析

采用 Gel － Pro Analyzer 4． 5 对图片进行分析，计算各个微卫星位点扩增产物的大小。利用 POP-
GENE1． 32 统计每个位点的等位基因数 ( A) 、观测杂合度 ( Ho) 、期望杂合度 ( He) 和多态信息含量

( PIC) 。
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M: 标准分子量 pBR322 DNA/Msp1; 1 － 30: 30 个个体样本。
M: Marker pBR322 DNA/Msp1; 1 － 30: 30 individuals。

图 1 微卫星位点 F0002 在暗纹东方鲀中的扩增电泳图

Fig． 1 The electrophoresis pattern amplified by primer F0002

M: 标准分子量 pBR322 DNA/Msp1; 1 － 30: 30 个个体样本。
M: Marker pBR322 DNA/Msp1; 1 － 30: 30 individuals。

图 2 微卫星位点 F0005 在暗纹东方鲀中的扩增电泳图

Fig． 2 The electrophoresis pattern amplified by primer F0005

表 1 经筛选的 10 对暗纹东方鲀微卫星引物

Tab． 1 Ten SSR primers available to PCR amplification in Takifugu obscurus

位点

Locus
引物序列( 5' － 3')

primer sequences( 5' － 3')
退火温度 /℃

Annealing temperature
产物长度范围 /bp

Product size

F0001 ACCCAATCTCACCTCCTG AACCCAAAGTTTGACCCT 58 217 ～ 261

F0002 AAACACCAAAGAAAGCCACT ATTACCGCACTCCCTACC 56 130 ～ 181

F0003 CCTTGCCCTGTCCTTTAC AGCCACCTACATCCTTCAC 56 201 ～ 260

F0005 TCTCCCTTACACCAAACG TTCCCACTGCTGAAGACC 54 220 ～ 238

F0006 TTTCCATCGTGGCTTTGT CGTTGCTCATTTCCTGCT 55 200 ～ 242

F0012 GAAGGGCTGGCAGAACAC CCCGCTTAGAATCCTGTT 58 123 ～ 180

F0013 CACTCGGCATAGCAGACC TATCAGGCACCGCAAGAA 56 162 ～ 242

F0015 CCCGCCTGTGGTTTGTTC TGTGGGTATGATGTGATGC 56 231 ～ 236

F0019 CCATCTAACTGCGGGTAA TGAGACTCTGCCTTCGTG 52 115 ～ 150

F0020 ACAATGAGGCGTGGAAGT GTGAATGGATGTGGAGCA 56 135 ～ 160

2 结果与分析

2． 1 微卫星引物筛选

在所选的 16 对红鳍东方鲀微卫星引物中，通过体系优化，调整退火时间，最终有 10 对引物( 表 1)

在暗纹东方鲀群体中能扩增出多态性产物，占引物总数的 62． 5%。图 1 和图 2 分别为微卫星位点

F0002 和 F0005 在暗纹东方鲀群体中的扩增电泳图。
2． 2 10 个微卫星位点遗传多样性分析

将筛选的 10 对微卫星位点对长江常熟江段暗纹东方鲀群体( 共 30 尾) 进行扩增分析，其等位基因

数、有效等位基因数、观测杂合度、期望杂合度和多态信息含量如表 2。在 10 个微卫星位点中，共检测
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到 51 个等位基因，每个位点平均等位基因数为 5． 1，平均有效等位基因数为 3． 6。位点 F0012 的等位基

因最多( 10 个) ，而位点 F0015 和 F0020 的等位基因最少( 2 个) 。
10 个微卫星位点观测杂合度为 0． 566 7 ～ 1． 000 0，期望杂合度为 0． 413 0 ～ 0． 841 8，多态信息含量

为 0． 323 6 ～ 0． 805 2，平均观测杂合度为 0． 820 0，平均期望杂合度为 0． 692 8，平均多态信息含量为 0． 627 6。
在这 10 个位点中有 8 个位点表现为高度多态( PIC ＞0． 5) ，2 个位点表现为中度多态( 0． 25 ＜PIC ＜0． 5)。

表 2 暗纹东方鲀群体微卫星分析结果

Tab． 2 Summary of statistics for Takifugu obscurus population with microsatellite analysis

位点 Locus 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

F0001 6 4． 699 7 0． 866 7 0． 800 6 0． 757 2

F0002 6 4． 205 6 0． 966 7 0． 775 1 0． 726 6

F0003 4 3． 290 7 0． 800 0 0． 707 9 0． 648 3

F0005 4 2． 627 7 0． 633 3 0． 629 9 0． 547 4

F0006 4 3． 015 1 0． 866 7 0． 679 7 0． 617 5

F0012 10 4． 931 5 0． 800 0 0． 810 7 0． 769 3

F0013 8 5． 806 5 0． 800 0 0． 841 8 0． 805 2

F0015 2 2． 000 0 1． 000 0 0． 508 5 0． 375 0

F0019 5 3． 973 5 0． 900 0 0． 761 0 0． 705 7

F0020 2 1． 683 8 0． 566 7 0． 413 0 0． 323 6

平均值 Means 5． 1 3． 623 4 0． 820 0 0． 692 8 0． 627 6

3 讨 论

3． 1 红鳍东方鲀微卫星引物对暗纹东方鲀的适用性

暗纹东方鲀的近缘物种红鳍东方鲀是研究动物的模式生物，目前 GenBank 数据库中存在着大量红

鳍东方鲀微卫星位点，而有关发表的暗纹东方鲀微卫星位点很少，不足以进行其种群遗传结构分析。微

卫星位点在种间具有的保守性是其得以广泛应用的原因之一，因此，从 GeneBank 数据库和已发表的文

章中筛选微卫星引物是一条简捷有效的途径［12］。在鱼类种群遗传研究中，常见报道利用近源物种微卫

星引物进行遗传多样性研究。夏军红等［13］利用 23 对鲸种微卫星引物对一个长江江豚群体进行了微卫

星扩增，结果表明其中有 7 对引物扩增产物是稳定且多态的。牟希东等［14］采用 50 个尼罗罗非鱼特异

性的微卫星分子标记对 48 个布氏罗非鱼个体进行遗传分析，结果表明有 27 对引物能获得稳定的特异

性条带。本研究从 16 对红鳍东方鲀微卫星引物中筛选到 10 对( 占总数 62． 5% ) 能稳定扩增出特异性

条带。这一研究结果与崔建洲等［15］将红鳍东方鲀微卫星引物应用于假睛东方鲀进行遗传多样性分析

结果相近，说明红鳍东方鲀和暗纹东方鲀微卫星标记具有较好的通用性。
3． 2 暗纹东方鲀群体遗传多样性分析

多态信息含量( PIC) 是衡量片段多态性的较好指标，其反映出基因变异程度的大小。Botstein 等［16］

认为，当 PIC ＞ 0． 5 时，该位点为高度多态性位点，0． 25 ＜ PIC ＜ 0． 5 时为中度多态性位点，PIC ＜ 0． 25 是

为低度多态性位的。本研究所筛选的 10 个微卫星位点中，8 个位点表现为高度多态( PIC ＞ 0． 5 ) ，2 个

位点表现为中度多态( 0． 25 ＜ PIC ＜ 0． 5) ，平均 PIC 为 0． 6，可见 10 个位点在暗纹东方鲀群体中 PIC 整

体水平较高，表现出丰富的遗传多样性水平。
杂合度是度量种群遗传变异程度的一个最适参数，平均杂合度越高，遗传多样性就越丰富。王长忠

等［17］采用 39 对微卫星标记对长江中上游 2 个鲢群体进行遗传多样性分析，结果表明 2 个群体的平均

观测杂合度在 0． 775 ～ 0． 834。崔建洲等［15］采用 9 对红鳍东方鲀微卫星引物对野生红鳍东方鲀和野生

假睛东方鲀两个地理种群进行遗传结构分析，结果显示这两个群体的平均观测杂合度分别为 0． 866 1、
0． 827 2。本研究中，10 个微卫星位点的平均观测杂合度为 0． 820 0，与前人的研究结果相一致，而高于

DeWoody 等［18］基于 13 种淡水鱼微卫星标记统计得到的平均观测杂合度约为 0． 46 的结论。以上研究
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结果表明，长江野生暗纹东方鲀群体遗传多样性较丰富，种群结构比较合理。这对于长江中下游暗纹东

方鲀资源量的恢复起着关键的作用，因此要加大保护暗纹东方鲀丰富的遗传多样性，避免遗传瓶颈的出现。
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