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摘 要:用自行设计的16对徽卫星引物研究了野鲤、高寒鲤和荷包红鲤抗寒品系的群体内遗传变异及相E间

的关系。微卫星分析结果表明野鲤、高寒鲤和荷包红盹抗寒品系平均扩增条带分别为4.9L2.82和2.45，平

均杂合度观测值分别为0.64，0.40和0.3闹。 表明野埋的遗传多样性水平最高，高寒鲤次之，荷包红鲤杭寒品

系最低。 说明了人工繁育和养殖实践会造成物种遗传多样性的阵低c 本试验共发现了1个群体特异r，标记

2回峙，为进一步研究此标记与性状的连锁关系和分子标记辅助育种奠定了基础。 同时，还对王群体间的遗传

距离作了估算，并进行了聚类分析，结果重演了两选育品系的培育过程D
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Abs筐act: 16 pairs of microsatellite primer晒:re desi伊ed to characterize the影响lic diversìty刷刷n wild Cyprinus 

carpw and two cultivated stains，皿d血e genetic relationship amo咱也因m 咀le nncn削ellite data indj阻ted that由e

a、四age heterozy事JSÎty of three populations Îs O. 64， O. 40 and O. 38 respectively， demonstrating that the genetic 

c\iversity of wild common crup is the high田， and the frigid四平"mo陀diversified than cold-tolerant slraÎn of r回

回甲E田。回回 咀由reveled th刨出e artificial pro严伊锺on皿d selective hreeding mayhe decn沼se genetic diversity 

In this study， 。时间ulation speci:fic mar如209bp WIlE found， il laid出e founclation (，ω缸时回阻四时h

concentratmg on由e linkage betw回n the traits and the marker， and for molecularωsistant b附eding in fishη，e 

ge'由c distance of thr而IK'pulations w田calculated 皿d cl田，，，皿alysis was also carried out 四.e phylogeny 

reconstructed by the mÎcrosatell】tes data confonned to the artificial pro严gation吨JeratÍon of出e cultivated strains 

K町wo时S:flllCro国tellite; he阳rozygosl帘 c归m山皿甲ω

黑龙江水产所运用常规青种和雌核发育技术相结合，相继培育出了荷包红鲤抗寒品系和高靠鲤两

个晶罩。 它们无论在形态、 生任速度和抗性方面均优于亲本[1-3J。但是，人工杂交盲肺工作的开展和养

殖实践(主要是自然在体、养殖水体环境悲化)是否造成生态位单一，是否导致种群事夺性降低，是否会

• ""阿理育品系优良性状退化等。 目前，国内外对鲤科鱼类还没在这方面的研究报道。微卫星
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(Microsa险 llite)是指以少数几 个核昔酸(多数为 2ω5 个)为 单位多次串联重复的DNA序列。 棋卫星分析

分辨率高[州、信息量大[5J和具有较高的信息质量，非常适用于亲缘关系很近物种的遗传分析。 由于破卫

星分子遗传标记事态性离且具共显性遗传，因而通过它计算杂合度 可以较好地反映群体内的遗传变异。

1 材料和方严

1.1 材料

详见表10

1.2 基因组DNA的提取

取鱼肝脏，液氮研磨至粉束，加入
DNA提取液 (I0mm0J/L Tri;.HC1， pH 

8.0. 76 mmoVL NaCl， O. 5% 5DS， 

5nunollL EDTA)55 -65'(;温育3 h，加入

等体积酣/氯仿/异LIt醇(25'24' 1 )抽 提，

取上清，加入二倍体积的无水乙醇沉淀，

700毛乙 醇冲洗，自然风干，溶于适量的

表1 野盟和商量育晶系背景介绍

T曲.1 The�曲!'lCI'ÎPÖOO of oommon 四甲
刷XI'晒cultivated strain 

种 类 呆靠地点

黑龙江野鲤 黑龙江省
野生种 抚远县扭段

荷包红鲤抗事 黑龙江水产研究所
品系选育种 民富实验基地

高寒鲤选育种
黑龙汪水产研究所

松埔实验届

数最 越 踉

20 野生种群

20 
黑龙江野鲤、街包虹鲤的目

分离出的红鲤选育而成

却 黑龙江野鲤、荷包虹鲤、
德国镜梅和散鳞镜鲤选育而成

TE缓冲液(10nunoVL Tris-HCI， pH 8.0， O.lnunollL EDTA)中，置于 4'(;冰箱备用。

1.3 PCR反应及扩增产物的分离

优化的微卫星PCR反应最件为 25μL反应体系中古O. lng 基因组DNA，O.5μL(1ωmM) 3'和5'端引

物详且表2，1U Taq DNA粟合酶(上海生工生物工程公司)，1 8/.tLPCR缓冲液。 反应在PE97田型PCR扩

增仪上进行，先经94'(;预变性 3-5 min后，进行 25 个扩增循环，每 循环包括92"C45s .52"C458，72"'C 

45s，最后在 72'(;延伸5-7 mino扩增产物在3.0%的琼脂糖凝胶中电泳，EB染色 后 用GOS航削型凝胶

成惶革统(UVP公司)观察井拍照。 Mruker(分子量标记) 为 h咄咄公司的 l00bp DNA Laddero 

1.4 

位 点

MFWI 

MFW2 

MlW4 

MFW5 

MFW6 

MF飞盯

MF\W 

MlWI4 

褒2 微卫星引物序列及其退;k.温度

T曲.2 Mò回回.tellite p由曾因睡咽E回酣and its刷回国Iing 但呻......... 

引物序列 退火温度('t) 位 点 引物序歹u

GfCCAGA'口τTCATCAGGAG AAGfCACGAGCGGTGAAGC 
51 MF明21

巳AGσTGl'ACAcrGAGl'CACGC ATGCCTCA'口，'G1'CG口"GTCTA

TGCAAGCAGCCfGGG陀CCAG GTI'CfATAAACATACACGCI'G 
53 MFW22 

GATCrCAACITrCCGITi生= 已气AAAGGAACI巳AGCATAGr

τ'CCAAGTCAGI1TAATCACCG CCCTCAGATAGAAACCACCfG 
51.5 MFW26 

GGGAAGCGITGA巳AACAAGC CAC巳ATGCITGGATGιAAAAG

GAGATGCCfGGGGAAGrCAε GAτ'GrAAAATATGGTGrGTG 

AAAGAGA比国翩翩阻AG
52 '"\\"21 

CATAATGαCTCfCATIAATC 

σrr也AGATGACTCCTGf巳GG GATcccrrITGAATI'口TCTAG
52.5 MFW28 

ACGCACAGAAACGAAGAOGC ACAG丁"GAGGfCC-"，GAAGTCG

C皿ACAGAAACGAAGACOCA AGCGGTAGCTl口比ιιAACI'G
53 M>W29 

AAAAGCl巳AAGGCfAG生，CACG TCTGGAAATCCCTGAGCGAG 

GA=巴CAAGCATATCrGrCG GGfCAACA......GrAGTTGTGCAG 
51.5 MFW30 

ATCfGAAC口TGCAGCTCCTC CCA�ATTGCAACAG 

CAGAAGCITCI'GGAAATCI巳AG 巳ATfA1TAAACGAGTIGrACAC
到5 MFW22 

GCGAGAAGATTGATGGACAAC GATCCcr巳，AAcrITI巳AATGGCr.

数据统计方法

退火温度('tJ 

51.5 

5日

51 

50 

49 

52.5 

52 

52.5 

生物遗传多样性的分析将 微卫星分子遗传标记(电泳图谱中的每 条 DNA片段)作为等位基因处
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理。 本主计算了每一群体每一微E星位点的平均杂告度观测值Ho，平均杂告度期望值孔，以考察群体

内的遗传变异水平。井通过计算群体间等位基因的频率计算出群体间的遗传距离D。 用这些垂数来考

察群体间的遗传变异水平o有关的计算公式为

群体的平均杂合度期望值He二 主(1-
J
ZYP/n，其中，刊群体中第z个位点第J个等位基因的频

率，n为所测位点总数。

遗传相似性系数I= PPlmPHddp市百可mι
遗传距离D= -lnl， 其中，ι为第m位点的第z个等位基因，Pjmi是种群1第m个位点第a干等

位基因的频率，m为测定的位点且数。

事态位点比例p=多态性扩增片段数/扩增片段总数 。

1.5 聚类分析

距离法分析果用PHYllP3.5C版本软件包中的"四GMA"程序进行章类。

2 结果

2.1 微卫星 PCR结果

选择合成的16对微卫星引物(表纱，有11对可以扩增出 较好的谱带，其中有7对引物的扩增产物

在三个群体间有多态性。扩增产物的大小范围为47町扭6峙， 等位基因大小差异范围为199bp(表3)。

另外，引物MFWLMFW4、MFW9、MFW14和MFW28扩增出了较为复杂的带(4- 6条) ，这可能与其对应

的微卫阜位点具有较长的重复序列有关;其他引物扩增出的谱带 较为一致。 在MFW26位点(图1)发现

一长2拥峙的特异片段与高靠鲤和荷包红鲤紧密连锁，因微卫厚是特异型扩增，因此，该标记具有进一

步研究的必要。

表3 野鲤和两个鲤鱼选育品系的遗传多样性

T曲.3回le genetic div四世ty ofromm扭曲叩描咀阳orol曲--画

种群
MFWI MfW4 

野鲤

A 5 6 

B 52-156 61-175 

C 0.7012 0.7120 

D 0.6778 0.7432 

荷包虹鲤抗事品系

A 4 4 

B 55 -181 57 -156 

C 0.7附2 0.7'咽25

D 0.66 0.6750 

高寒鲤

A 

B 
C 
D 

5 5 

47 -181 56 -165 

0.7975 0.6545 

0.755 O.70Xl 

做E星位点

MFW5 MFW9 MFWI4 MF飞/22 M"皿6 MFW.!7 MFW28 MFW30 

5 8 7 6 3 2 7 4 

48-ω 104 -183 101 -142 223阳242 182 -199 2皿-203 111-150 57-71 

0.71 0.87 。阪�2 0.7吨 0.6290 0.32 0.'泪。 0.72 

0.76 0.86 0.7咆 。节6 0.64 0.32 0.84 0.70 

E 5 2 4 3 2 3 

ω 132呻243 179 - 187 234月246 191-2ω 2Jl睬 139-144 76-87 

。 0.6125 0.5 0.665<) 0.325 。 。.4320 0.652 

o 0.66 0.5 0.64 。" 。 0.42 0.64 

2 5 4 2 3 3 2 2 

57 -60 114 -218 148 _ 187 242-剖.(j 145-209 203-2臼139-144 71-76 

0.25 。但5 0.59 。咱2Jl1主 。.33 。.458 0.31妇 0.3285 

0.32 0.81 。" 0.18 0.34 0.46 0.32 0.32 

平均
MFWJ2 

6 4.国NI

49-67 

0.74 0.6436 

0.76 0.6512 

2 2.4545 

76-81 

0.310 0.3817 

0.32 0.3但3

3 2.8182 

67 -76 

0.45 。矗401

0.46 。.416

注A代表"等位羞民数1日代表"等位基因大小(bp)"jC代表"杂合度观测值(H.)";D代表"杂合度期望值(Ho)"。

2.2 遗传多样性分析

三群体的平均等位基因数、 平均杂告度观测值与期望值见费3。微卫星分析结果表明:黑龙江野

鲤、高寒鲤和荷包红鲤抗寒品系平均等位基因数分别为4.9L2.82和2.45，平均杂告度观测值分别为
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0.64、0.40和0. 38，平均杂合度期望值分别为0.6 5、0.42和0. 3 5(图2)。 黑龙江野鲤、高寒鲤和荷包虹

鲤抗靠品革的事态位点比例分别为0 . 3 9，0. 30、0 .28，茬明野鲤的遗传多样性水平最 高，高寒鲤次之，荷

包红鲤抗寒品革最低。

'.0 
0.8 

E 捕0.6 
0.4 
。2

。

MFW26 

E野炮 .离审蚓 口 缸鲤

145 '82 '" "9 
非位品问

图t 引物阳w26的扩增结果

问1咽le PCR resu1t of prin阳MFW26

2.3 聚类分析

0.7 
0.6 
O. ， 

0.4 
0.4 
0.2 
O. ， 

。
2咱9 野"

• AOH 口ATH .P'l> 

高寒鲤 红鲤

圄 2 多态性比暨
Fig.2 Polymor抖，-帽吨皿咽

根据黑龙江野鲤、 高寒鲤和荷包红鲤抗寒晶�三群体各个微卫星位点的等位基因频率进行了遗传

相似性指数(1)及遗传距离(D)的估算。 三群体等位基因频率见图 3。 三群体遗传相似性指数和遗传

距离见者4，由此表明兰种群的遗传分化程度不高。 用软件PHYUC 进行噩类分析，结果如图4所示。

0.6 

0.5 

将0.4
曝 . ，
喜0.2

O. ， 

0 

MF'II11 

.野鲤 • ，ìi，'j卑" 口红佛

101 108 114 120 127 140142 148 163171 179 lB7 

等位摹因

固3 部分点佳的等位基因频率

Fig.3 四、，，，.略企酬"""'" m田�=cr咀酣】i恒Ioci

3 讨论

生物群体的遗传多样性 是评价物种资源状
况的 个重要依据，它是物种适应多变的环境条

件、维持长期生存和进化的遗传基础。 目前，检
测水生物种种质资源遗传多样性的手段主要来

用同工酶技术和分子遗传标记技术。 同工酶技

斗
O. Z4(1( 

遗传距离
" ，捕。 也'""

一
a邸创" 

荷包红'显抗霉品系
离事，里
费髓

队侃X地
a 

图4 野鲤和两个选育品系的亲缘关系聚类圄

Fig.4 The COæIrUCted phyl唱... ， 岛国""""" " � 晒p
"'" t响culti�回"'，萨回幽幽ing mîcrosatel且也"田.1.

襄4 野鲤和两个理鱼选育晶系的"，"110组11专距离
τ"'.4 回旨Nel's genetle CIIStm:耻""""盟国创黯皿...圃'

回阳，由脑回国-

种类 野鲤 高寒鲤 荷包红鲤锐寒品系
野鲤

高寒鲤
荷包红鲤
抗寒品系

。 α))()
0.1885 

0.2鸡74

0.8282 
oαm 
0.0851 

0.7航海
0.9176 

o α))() 

注上三角短阵(0仅四对角线)为平均同缘性短阵" 三角
短阵(0α阳对角线)为N咽民遗传距离。
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术可以检测的事态位点较少，在很大程度上低估了整个基因组的遗传变异水平。 如S=田ltadìnata和
Tan耶chi[6]分别在 167尾锦鲤和 167尾相应野生型鲤 鱼酶蛋白位点只能平均扩增出1 .261 和1 . 171个等

位基因，其同工酶的异质性分别是0.04 7和0.042。 而Aliah等['J仅用 3 个微卫星位点对 10尾锦鲤和24

尾相应野生型鲤鱼扩增，分别平均出现了2 . 3和6.0个等位基因，其微卫星的异质性分别是 0.482 和
0.924。

王 强等用同工酶技术检测了黑龙江水系的不同野鲤群体的等位基因变异，发现野鲤的平均杂合

度仅有0.1 355{8]，而微卫星分析结果野鲤的平均杂告度为0.64.两者之间不但没有矛盾，恰恰证明了同

工酶技术在检测种群异质性方面的不足之处。

从高靠鲤和荷包红鲤抗寒品革的培育过程来看，似乎两者的平均杂告度应该远远高于野鲤，而微

卫星分析结果却表明两者的平均杂告度太太低于野鲤的杂告度0.64.分别为0.40和0. 38， 这至少有

两方面的原因 是 高事鲤和荷包红鲤抗寒品亘在人工培育过程造成了两者的异质性降低。 因为在杂

主组合配组和杂种选育配组的人工繁育过程中，无论在作亲本配合力实验筛选杂交优势组合或品种

(品系)选育中都只选取少量优劳亲本，还是在对杂种后代选育或品种t品系)罩代选育中都筛选具有典

型性状的少量后代，这样就不可避免的造成了后代的多态 性降低。 二是长期的人工养殖实践，有可能

造成 生在位单一，导致原来具有多种遗传资源的高靠鲤和荷包红鲤抗寒品罩，在人为实践干预的单

单方向选择或简单的生态环境下(池塘养殖矗件)，维持生存和生长过分的依赖于环境而导致多志性降
低和特定 性状的丢失。 本研究发现的MFW26位点的209峙的特异分子标记和微E星分析得出的高寒

鲤和荷包红鲤抗事品革亲缘关罩较近都表明 在两者之间具高共同的遗传基础，从DNA 分子水平上重演

了高寒鲤和荷包红鲤抗寒品系的培育过程。 不少学者如沈俊宝和刘明华[3]、楼允东[9J已在鱼类育种方

面做了很多工作，为用分子标记辅助育种奠定了基础。 因此利 用先进的微卫星分子标记技术，在DNA

分子水平上鉴别平同的遗传差异和种群结构，高利于制定更加切实可行的育种路线，为数量 性状的基

因定位、为最终实现分子标记辅助育种提供便捷之路。

本研究的大部分工作是在中国水产科学研究院黑龙江水产研究所农业部北方鱼类生物工程育种重点实验室克成

的，得到孙孝文和沈俊宝研究员等的热情指导，谨致谢忱。
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