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摘　要：为研究本课题组筛选获得的长江、珠江和黑龙江草鱼优秀种质间完全双列杂交组合遗传多样性及遗
传结构的变化情况，采用多重ＰＣＲ技术对构建的６组杂交组合［珠江♀×黑龙江♂（ＺＨ）、黑龙江♀×珠江♂
（ＨＺ）、长江♀×珠江♂（ＣＺ）、长江♀×黑龙江♂（ＣＨ）、珠江♀×长江♂（ＺＣ）、黑龙江♀×长江♂（ＨＣ）〗和３
组自交组合［黑龙江♀×黑龙江♂（ＨＨ）、长江♀×长江♂（ＣＣ）及珠江♀×珠江♂（ＺＺ）〗共９个草鱼组合群
体进行微卫星遗传变异分析。结果显示，９个群体平均等位基因数（Ｎａ）为（５．７５～１２．３３），平均有效等位基
因数（Ｎｅ）为（３．８０７７～６．３０６５），平均观测杂合度（Ｈｏ）为（０．７６８２～０．９０３６），９个草鱼群体均显示出较高的
遗传多样性水平，平均期望杂合度（Ｈｅ）为（０．８３８５～０．６２１０），１２个草鱼微卫星位点的多态信息含量（ＰＩＣ）分
别为０．８９２、０．８２３、０．８５７、０．８９４、０．９２７、０．８５９、０．８５０、０．８５９、０．９０７、０．９２９、０．８７９和０．７４９，均表现为高
度多态位点（ＰＩＣ＝０．７４９～０．９２９）。基于不同群体的Ｎｅｉ’ｓ遗传相似性和遗传距离构建的ＵＰＧＭＡ系统发育
树显示，９个群体中黑龙江♀×珠江♂（ＨＺ）与长江♀×珠江♂（ＣＺ）首先聚类，表明两个组合亲缘关系更近，
珠江♀×黑龙江♂（ＺＨ）与黑龙江♀×长江♂（ＨＣ）组合遗传距离最远。本研究结果将为草鱼目前种质退化
现象提供解决思路，为草鱼优良品系的选育提供理论依据。
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　　草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ）是我国最重
要的大宗淡水鱼养殖品种，目前其产值、产量在

世界淡水养殖鱼类中位居第一。但近些年来由

于不注意亲鱼的选育与更新，甚至进行逆向选育

或近亲繁殖，其种质资源出现逐步衰退现象，亲

鱼后代主要经济性状严重退化。因此，对草鱼种

质资源的保护和开发工作亟待开展。微卫星

（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ）标记是均匀分布于真核生物基因
组中的简单重复序列，由２～６个核苷酸的串联
重复片段构成，由于重复单位的重复次数在个体

间呈高度变异性并且数量丰富，因此微卫星标记

的应用非常广泛［１］。目前微卫星标记已广泛应

用于多个物种的种质评价和遗传结构的分析。

袁吉贵等［２］采用１０对微卫星引物对广东省化州

光辉养殖场有限公司新选育的吉富罗非鱼第２１
代群体进行遗传多样性研究。傅建军等［３］利用

微卫星标记分析了草鱼长江和珠江群体及其人

工杂交后代的遗传结构，探究杂交后代与其亲本

间的遗传结构及多样性，旨在选育草鱼优良品

种。本研究于２０１７年开展了对筛选获得的长江、
珠江和黑龙江三水系的草鱼优秀群体完全双列

杂交试验，在初步获得９个组合的基础上，采用
本课题组自主研发的多重 ＳＳＲＰＣＲ体系对９个
草鱼组合群体的遗传多样性和遗传结构进行分

析，协助草鱼的繁殖和遗传改良，获得优良性状

的草鱼苗对促进水产养殖高产、优质、可持续健

康发展具有重要意义。
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１　材料与方法
１．１　实验材料与ＤＮＡ提取

本实验选用亲本分别来自于长江、珠江、黑

龙江筛选 Ｆ１群体
［４５］。本实验繁育所使用草鱼

亲本均在农业农村部草鱼遗传育种中心苏州申

航生态科技发展股份有限公司培育，并于２０１６年
底进行亲本分塘管理，以上草鱼优良亲本都进行

了ＰＩＴ电子标记进行个体识别。２０１７年５月初，
采用完全双列杂交方法人工配组繁殖产生了 ６
组杂交后代和３组自交后代，分别为珠江♀ ×黑
龙江♂杂交组合（ＺＨ）、黑龙江♀ ×珠江♂杂交
组合（ＨＺ）、长江♀×珠江♂杂交组合（ＣＺ）、长江
♀×黑龙江♂杂交组合（ＣＨ）、珠江♀ ×长江♂
杂交组合（ＺＣ）、黑龙江♀ ×长江♂ 杂交组合
（ＨＣ）、黑龙江♀ ×黑龙江♂自繁组合（ＨＨ）、长
江♀×长江♂自繁组合（ＣＣ）及珠江♀ ×珠江♂
自繁组合（ＺＺ），共９个草鱼组合群体。经过 ６０
日的饲养管理后，对本实验中的所需样品剪取草

鱼尾鳍组织，每个群体各随机剪取３２尾鱼鳍，共
计２８８尾，保存于无水乙醇中，随后使用海洋动
物组织基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取基因组

ＤＮＡ，通过１％的琼脂糖凝胶电泳检测其完整性，
经ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００Ｃ分光光度计检测其纯度及浓
度，并将ＤＮＡ样品稀释成５０ｎｇ／μＬ，于#

２０℃
保存备用。

１．２　微卫星引物与ＰＣＲ扩增
本实验所用的１２对微卫星标记来自于本课

题组自行开发的多重 ＳＳＲＰＣＲ体系。引物由上
海迈浦生物科技有限公司合成，分别在上游引物

５′端加上ＦＡＭ和ＨＥＸ荧光标记（表１）。参照傅
建军等［６］反应体系 ＰＣＲ扩增体系为２０μＬ，包括
１０μＬＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×），上下游引物（１０
ｍｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ，５０ｎｇ／μＬＤＮＡ模板 ３μＬ，补充
ｄｄＨ２Ｏ５μＬ。所需试剂购于天根生化科技（北
京）有限公司。ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性 ２
ｍｉｎ；９４℃变性 ３０ｓ，５５℃－５８℃复性 ３０ｓ（各引
物反应复性温度见表），７２℃延伸 ３０ｓ，扩增３５
个循环；最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ，４℃保温。扩增
反应在Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５３４５ＰＣＲ仪上进行。反应产物
通过 ＡＢＩ３７３０ＸＬ全自动 ＤＮＡ测序仪分析，以
ＬＩＺ５００为分子量内标，以期基因型读数更加准
确［７］。

表１　１２对微卫星引物信息
Ｔａｂ．１　Ｄｅｔａｉｌｅｄｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｆｏｒ１２ｐａｉｒｓｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｐｒｉｍｅｒｓ

组别

Ｓｅｔ
位点

Ｌｏｃｕｓ
引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′）
复性温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｅｐｅｒａｔｕｒｅ／℃
重复序列

Ｒｅｐｅａｔｕｎｉｔ
长度范围

Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
ＳＥＴＡ ＣＩＤ０００１ Ｆ：ＨＥＸ－ＧＴＧＴＴＧＣＴＧＧＡＴＡＡＴＧＧＧＡ ５７．０ （ＡＣ）１６ １９７～２７１

Ｒ：ＴＧＧＴＧＡＡＣＴＣＡＡＧＡＧＧＴＧＴＧ
ＣＩＤ００１２ Ｆ：ＦＡＭＡＣＡＧＴＧＣＴＡＡＡＣＣＴＧＣＣＡＧＴＣＡＧＴＧ ５５．０ （ＴＧ）１５ １２４～１９８

Ｒ：ＡＣＡＧＣＡＧＣＡＣＣＡＧＴＧＧＡＣＡＴＣＡＴ
ＣＩＤ００１７ Ｆ：ＦＡＭＣＴＧＧＣＣＣＣＧＧＡＧＧＡＧＡＣＧ ５８．０ （ＣＡ）２０ ３１８～３６８

Ｒ：ＡＧＣＡＧＣＧＡＣＣＧＣＡＧＡＡＧＡＴＧＡＴ
ＣＩＤ００４４ Ｆ：ＨＥＸＴＴＧＴＧＧＴＧＧＡＴＣＧＧＣＣＴＧＴＡＴＴＴ ５５．０ （ＧＴ）１６ ３５８～４１４

Ｒ：ＧＡＧＣＴＧＣＣＣＡＡＧＣＧＴＧＴＧＣ
ＳＥＴＢ ＣＩＤ０００２ Ｆ：ＦＡＭＧＣＡＧＧＣＴＧＣＴＧＡＡＧＡＡＴＡ ５６．０ （ＡＣ）２３ ２４４～３１４

Ｒ：ＡＡＣＴＴＡＣＴＧＡＣＣＣＣＡＡＡＣＣ
ＣＩＤ０００４ Ｆ：ＨＥＸＡＴＣＣＣＣＴＣＴＣＡＡＴＴＧＡＣＴＣＡＣＡＧＴＴ ５５．０ （ＴＧ）１８ １４４～２１４

Ｒ：ＧＣＴＧＧＣＡＴＣＴＡＴＴＴＴＧＡＡＴＴＣＴＴＡＴＴＧ
ＣＩＤ００３６ Ｆ：ＦＡＭＣＣＡＧＧＧＧＣＡＡＡＡＣＡＣＡＧＡＣＡＡＴＡＣＴＣ ５７．０ （ＣＡ）１８ １０１～１４９

Ｒ：ＡＧＧＡＡＧＣＣＡＴＴＣＴＴＴＧＧＡＴＣＴＣＡＴＴＡＧ
ＣＩＤ１５２８ Ｆ：ＨＥＸＧＣＴＧＧＴＴＴＡＡＡＣＡＧＧＣＡＣＡＣＣＴＴＣ ５５．０ （ＣＴ）１８ ３２３～３５９

Ｒ：ＴＴＧＧＧＡＣＧＧＡＡＡＧＣＴＧＣＴＣＴＧ
ＳＥＴＣ ＣＩＤ０９０９ Ｆ：ＨＥＸＣＡＴＧＴＡＧＴＣＣＡＣＣＧＣＣＴＧＡＴＧＡＴ ５５．０ （ＣＡ）１３ ３０８～３５２

Ｒ：ＧＡＡＧＧＧＧＣＡＧＣＴＴＧＡＡＡＴＣＣＡ
ＣＩＤ００５８ Ｆ：ＨＥＸＡＡＧＧＧＡＧＡＧＧＧＡＧＡＡＧＧＡＡＧＡＧＡ ５６．０ （ＴＧ）２１ １３６～２００

Ｒ：ＡＧＧＣＧＧＡＧＧＡＧＴＧＡＡＡＣＧＡＡ
ＣＩＤ１５２５ Ｆ：ＦＡＭＡＡＧＡＧＣＣＣＡＣＡＣＴＴＡＣＧＴＧＡＣＴＧＴ ５５．０ （ＧＡ）２６ ２２５～２６７

Ｒ：ＧＴＴＴＴＴＣＣＣＴＴＴＡＡＣＣＣＧＴＣＴＣＴ
ＣＩＤ１５２９ Ｆ：ＦＡＭＡＧＧＧＧＴＴＴＧＧＧＡＴＧＡＣＡＣＡＧ ５５．０ （ＧＡ）３１ ３９１～４５５

Ｒ：ＴＡＡＣＡＧＧＣＴＴＧＴＡＡＡＣＡＴＣＣＡＡＴＧ

６６８
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１．３　数据统计及分析
采用ＧｅｎｅｍａｐｐｅｒＶｅｒｓｉｏｎ３．５软件读取微卫

星扩增产物的分子量数据，利用 ＤａｔａＦｏｒｍａｔｅｒ软
件［７］，根据分子量数据确定个体各位点基因型，

采用ＰＯＰＧＥＮＥ（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．３２）软件包［８］，计算各

个群体的等位基因数（Ｎａ）、有效等位基因数
（Ｎｅ）、观测杂合度（Ｈｏ）、期望杂合度（Ｈｅ）、近交
系数（ｉｎｂｒｅｅｄｉｎｇｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，Ｆｉｓ）、群体间奈氏标
准遗传距离（ｓｔａｎｄａｒｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ，Ｄｎ）［９］。
采用 Ｃｅｒｖｕｓ３．０软件计算多态性信息含量
（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ，ＰＩＣ）［１０］。采用
Ｍｅｇａ７软件根据群体间奈氏标准遗传距离构建
ＵＰＧＭＡ系统发育树［１１］。

２　结果

２．１　微卫星位点多态性
采用１２对微卫星引物对 ９个草鱼群体共

２８８个个体进行了遗传变异分析，共得到３６６个
等位基因，平均每个位点得到３１个等位基因。

平均每个位点的Ｎａ为１５，Ｎｅ为７．８２９，Ｈｏ为
０．８４０，Ｈｅ为０．８６７，ＰＩＣ为 ０．８６９（表２），均属于
高度多态位点（ＰＩＣ＞０．５），１２个微卫星位点的
Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数平均值为２．２３４３，其中位点
ＣＩＤ０００２的 Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数最高 （Ｉ＝

２．４２８７），位点ＣＩＤ１５２９的Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数最
低（Ｉ＝１．８３０４）。
２．２　草鱼组合群体遗传多样性

９个草鱼组合群体的遗传多样性显示，６个
草鱼杂交群体各位点平均范围 Ｎａ为 ５．７５～
１２．３３（表３），Ｎｅ为３．２９１０～６．３０６５（表４），Ｈｏ
为０．７６８２～０．９０３６（表 ５），Ｈｅ为 ０．６２１０～
０．８３８５（表６），３个草鱼自繁群体各位点平均范
围Ｎａ为７．４２～８．９２，Ｎｅ为３．７３８７～５．１８５６，Ｈｏ
为０．８０７３～０．８５９４，Ｈｅ为０．６９４６～０．７９１３。９
个群体中，珠江♀ ×黑龙江♂（ＺＨ）组合的平均
等位基因数最多（Ｎａ＝１２．３３），珠江♀ ×长江♂
（ＺＣ）群体最少（Ｎａ＝５．７５）；珠江♀ ×黑龙江♂
（ＺＨ）组合的平均有效等位基因数最多（Ｎｅ＝
６．３０６５），珠江♀×长江♂（ＺＣ）群体最少（Ｎｅ＝
３．２９１０）；珠江♀×黑龙江♂（ＺＨ）组合的观测杂
合度最高（Ｈｏ＝０．９０３６），ＣＺ组合最低（Ｈｏ＝
０．７６８２）；珠江♀×黑龙江♂（ＺＨ）组合的期望杂
合度最高（Ｈｅ＝０．８３８５），珠江♀ ×长江♂（ＺＣ）
群体最低（Ｈｅ＝０．６２１０）。总体上，９个草鱼组合
群体均具有较高的遗传多样性，能直观从分子角

度体现各个草鱼群体间的遗传信息，遗传多样性

以珠江♀ ×黑龙江♂（ＺＨ）组合最高，珠江♀ ×
长江♂（ＺＣ）群体最低（表３）。

表２　１２个微卫星位点的等位基因数、有效等位基因数、杂合度及多态信息含量
Ｔａｂ．２　Ｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ（Ｎａ）ａｎｄｔｈｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ（ＰＩＣ）ｏｆ１２ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉ

位点

Ｌｏｃｕｓ
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）
多态信息含量

（ＰＩＣ）
ＣＩＤ０００１ １５ ６．４２０ ０．８７９ ０．８４６ ０．８９２
ＣＩＤ００１２ １６ ８．０１１ ０．９４８ ０．８７７ ０．８２３
ＣＩＤ００１７ １６ ６．９６６ ０．９６９ ０．８５８ ０．８５７
ＣＩＤ００４４ １４ ８．９００ ０．７５４ ０．８８９ ０．８９４
ＣＩＤ０００２ １４ １０．５２１ ０．９２４ ０．９０７ ０．９２７
ＣＩＤ０００４ １６ ５．０１０ ０．５００ ０．８０２ ０．８５９
ＣＩＤ００３６ ２１ ７．４６６ ０．８１９ ０．８６８ ０．８５０
ＣＩＤ１５２８ １６ ８．３１２ ０．８０９ ０．８８１ ０．８５９
ＣＩＤ００５８ １３ ９．１８０ ０．９７６ ０．８９３ ０．９０７
ＣＩＤ０９０９ １５ ９．５２２ ０．９３１ ０．８９７ ０．９２９
ＣＩＤ１５２５ １５ ８．５０１ ０．７５７ ０．８８４ ０．８７９
ＣＩＤ１５２９ ９ ５．１４３ ０．８１３ ０．８０７ ０．７４９
均值 １５ ７．８２９ ０．８４０ ０．８６７ ０．８６９
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表３　草鱼９个组合的遗传多样性参数
Ｔａｂ．３　ＴｈｅＧｅｎｅｔｉｃＤｉｖｅｒｓｉｔｙＰａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＮｉｎｅＣ．ｉｄｅｌｌａＰｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

群体

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
等位基因

Ｎａ
有效等位基因

Ｎｅ
观测杂合度

Ｈｏ
期望杂合度

Ｈｅ
ＺＨ珠江♀×黑龙江♂ １２．３３ ６．３０６５ ０．９０３６ ０．８３８５

ＨＺ黑龙江♀×珠江♂群体 ６．８３ ３．８０７７ ０．８６４６ ０．６９５０
ＣＺ．长江♀×珠江♂群体 ８．４２ ４．００８２ ０．７６８２ ０．６９１６
ＣＨ长江♀×黑龙江♂ ９．７５ ４．１３９７ ０．８３３３ ０．７２０７
ＺＺ珠江♀×珠江♂ ７．４２ ３．７３８７ ０．８５９４ ０．６９４６
ＺＣ珠江♀×长江♂ ５．７５ ３．２９１０ ０．７７６０ ０．６２１０
ＣＣ长江♀×长江 ８．５０ ５．１８５６ ０．８０７３ ０．７８７０

ＨＣ黑龙江♀×长江♂ １２．００ ６．２５２８ ０．８０４７ ０．８２１５
ＨＨ黑龙江♀×黑龙江♂ ８．９２ ５．１１８１ ０．８５４２ ０．７９１３

２．３　群体间的遗传分化
９个群体间的遗传距离和 Ｎｅｉ’ｓ遗传相似性

如表 ４所示。利用 Ｐｏｐｇｅｎｅ（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．３２）软
件［１２］进行分析，９个群体间的 Ｎｅｉ’ｓ遗传相似系
数范围为 ０．３１０５～０．６３１４，珠江♀ ×长江♂
（ＺＣ）与珠江♀×７珠江♂（ＺＺ）的遗传相似系数
最低为０．３１０５，黑龙江♀ ×珠江♂（ＨＺ）与长江

♀ ×珠江♂ （ＣＺ）的遗传相似系数最高为
０．６３１４；遗传距离变化范围为 ０．４５９９～
０．９６９６，遗传距离最小的是黑龙江♀ ×珠江♂
（ＨＺ）与长江♀ ×珠江♂（ＣＺ），珠江♀ ×黑龙江
♂（ＺＨ）与黑龙江♀ ×长江♂（ＨＣ）组合的遗传
距离最大。

表４　不同群体的Ｎｅｉ’ｓ遗传相似性（对角线上方）和遗传距离（对角线下方）
Ｔａｂ．４　Ｎｅｉ＇ｓｇｅｎｅｔｉｃｉｄｅｎｔｉｔｙ（ａｂｏｖｅｄｉａｇｏｎａｌ）ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ（ｂｅｌｏｗｄｉａｇｏｎａｌ）

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

ＺＨ
珠江♀×
黑龙江♂

ＨＺ
黑龙江♀×
珠江♂

ＣＺ
长江♀×
珠江♂

ＣＨ
长江♀×
黑龙江♂

ＺＺ
珠江♀×
珠江♂

ＺＣ
珠江♀×
长江♂

ＣＣ
长江♀×
长江♂

ＨＣ
黑龙江♀×
长江♂

ＨＨ
黑龙江♀×
黑龙江♂

ＺＨ ０．４９５６ ０．４５４６ ０．４５９８ ０．５０１７ ０．３５３１ ０．４４１３ ０．４８７５ ０．５３４７
ＨＺ ０．７０２０ ０．６３１４ ０．４９３８ ０．５１０１ ０．３２３７ ０．５５０１ ０．４７０４ ０．４２３０
ＣＺ ０．７８８２ ０．４５９９ ０．４５７３ ０．３７５５ ０．３５６６ ０．５５１１ ０．３９０４ ０．３７３１
ＣＨ ０．７７７０ ０．７０５７ ０．７８２４ ０．５９６３ ０．３３２５ ０．４３９９ ０．４９０３ ０．５１６６
ＺＺ ０．６８９８ ０．６７３１ ０．９７９６ ０．５１７０ ０．３１０５ ０．４３７６ ０．３５２４ ０．４７７７
ＺＣ １．１６９６ １．１２８１ １．０３１３ １．１０１１ １．０４１１ ０．４６０９ ０．４１８７ ０．３８９８
ＣＣ ０．８１８１ ０．５９７６ ０．５９５８ ０．８２１２ ０．８２６４ ０．７７４７ ０．４６５９ ０．４６８６
ＨＣ ０．７１８５ ０．７５４２ ０．９４０５ ０．７１２６ １．０４２９ ０．８７０７ ０．７６３９ ０．５４７８
ＨＨ ０．６２６０ ０．８６０４ ０．９８６０ ０．６６０４ ０．７３８７ ０．９４２１ ０．７５８０ ０．６０１８

　　根据奈式标准遗传距离为基础构建的９个
群体间的ＵＰＧＭＡ系统发育树（图１），基于９个
草鱼群体间奈式遗传距离，构建 ９个群体的
ＵＰＧＭＡ系统发育树，结果表明，黑龙江♀ ×珠江
♂（ＨＺ）与长江♀ ×珠江♂（ＣＺ）首先聚类，表明
两个组合亲缘关系更近，然后与长江♀ ×长江♂
（ＣＣ）聚为一支，其次长江♀ ×黑龙江♂（ＣＨ）与
珠江♀ ×珠江♂（ＺＺ）聚类，黑龙江♀ ×长江♂
（ＨＣ）与黑龙江♀ ×黑龙江♂（ＨＨ）聚类形成一
支再与珠江♀×黑龙江♂（ＺＨ）聚为一类，其中９
个草鱼群体中，珠江♀ ×长江♂（ＺＣ）与黑龙江
♀×长江♂（ＨＣ）组合遗传距离最远。 图１　基于Ｎｅｉ’ｓ标准遗传距离构建的９个草鱼

群体ＵＰＧＭＡ系统发育树
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＵＰＧＭＡｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｔｈｅｎｉｎｅ
Ｃ．ｉｄｅｌｌａｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｂａｓｅｄｏｎＮｅｉ’ｓｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ
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３　讨论

杂交育种手段能够显著提升水生生物的经

济性状，尤其是经人工繁育的多代物种［１３］；通过

多方位评估杂交后代的生长性状，能够对选育方

案提供参考依据［１４］。经杂交选育产生的后代通

常更具优势［１５］。双列杂交设计（ｄｉａｌｌｅｌｃｒｏｓｓ
ｄｅｓｉｇｎ）育种作为水产育种工作者广泛应用的近
交系杂交实验方案［１６］，即１套品种既做父本又做
母本，彼此进行所有可能的交配组合，可以产生４
种后代。这种育种手段所产生的后代具备完备

整齐的遗传信息，较适合分子结构遗传分析，广

泛受到研究人员的青睐。对双列杂交后代遗传

多样性和遗传结构的系统分析是进行杂交育种

的重要手段。苏胜彦等［１７］针对完全双列杂交选

育手段产生的１７月龄鲤的主要经济性状进行分
析，并结合其遗传信息研究表明，建鲤与黄河鲤、

黑龙江野鲤产生的杂交后代生长优势更显著。

生长性状关联的基因差异表达在一定程度上影

响各组合间的生长状况［１８１９］。由此可见，鱼类的

完全双列杂交具有科学的遗传育种价值，有助于

解决目前我国草鱼种质退化，种质混杂等现象，

有良好的应用前景，通过草鱼的完全双列杂交技

术手段，以期得到更多杂种优势的良种［１７］。

目前，微卫星技术已被广泛应用于水产动物

的杂交研究［２０２１］。多态性信息含量、等位基因

数、杂合度等遗产信息通常作为群体遗传多样性

的评价标准［２２］。李思发等研究表明杂交后代相

比于亲本更显杂种优势，且遗传信息更具多态

性［２３］。本实验课题中，９个群体均提取样本数量
相同的个体进行微卫星分析，结果显示，９个群体
平均等位基因数（Ｎａ）为５．７５～１２．３３，平均有效
等位基因数（Ｎｅ）为 ３．８０７７～６．３０６５，参考
Ｂａｒｋｅｒ对微卫星的筛选标准，平均具有４个以上
的等位基因能够更好的评估遗传多样性［２４］。

本实验课题中 ９个组合群体的平均等位基
因数（Ｎａ）均高于界定标准，此结果显示，经过完
全双列杂交得出的９个草鱼群体均表现显著遗
传多样性，另一方面也表明本实验室自行研发的

多重 ＳＳＲＰＣＲ体系内的各微卫星标记具有多态
性［３］。衡量遗传变异的另一重要参数是杂合

度［２５］，其能较直观体现群体的遗传结构变异程

度。９个草鱼群体的平均观测杂合度（Ｈｏ）为

０．７６８２～０．９０３６，９个草鱼组合群体均显示出较
高的遗传多样性水平，平均期望杂合度（Ｈｅ）为
０．８３８５～０．６２１０，高杂合度说明所选用的微卫
星可以提供丰富的多态信息，可以作为探究遗传

多样性的有力参考。６个草鱼杂交组合的平均期
望杂合度普遍高于３个自繁组合，体现出一定的
杂交优势，说明杂交手段能够有利的改善草鱼遗

传结构变异，丰富遗传多样性［３］。１２个草鱼微卫
星位点的多态信息含量（ＰＩＣ）分别为 ０．８９２、
０．８２３、０．８５７、０．８９４、０．９２７、０．８５９、０．８５０、０．８５９、
０．９０７、０．９２９、０．８７９和０．７４９，均表现为高度多态
位点（ＰＩＣ＞０．５０００），进一步说明遗传多样性的
有效提高。综上，６个杂交草鱼群体相较于３个
自繁群体在遗传多样性上体现出一定的优势。

根据杂种优势的理论基础，杂交手段能够改善后

代的遗传组合，丰富基因多样性。基因型与环境

的有机结合能够改善杂交后代的生长性状等重

要的遗传特性［２６］。

根据等位基因频率得出的群体间遗传距离

能够直观的体现群体间遗传关系。通常使用微

卫星分析群体间的遗传距离能够得出可靠结

果［３］。本实验课题使用９个草鱼组合群体的奈
式遗传距离构建聚类 ＵＰＭＧＡ系统发育树，其结
果显示：９个群体间的 Ｎｅｉ’ｓ遗传相似系数范围
为０．３１０５～０．６３１４，珠江♀ ×长江♂（ＺＣ）与珠
江♀×珠江♂ （ＺＺ）的遗传相似系数最低为
０．３１０５，黑龙江♀ ×珠江♂（ＨＺ）与长江♀ ×珠
江♂（ＣＺ）的遗传相似系数最高为０．６３１４；遗传
距离变化范围为０．４５９９～０．９６９６，遗传距离最
小的是黑龙江♀ ×珠江♂（ＨＺ）与长江♀ ×珠江
♂（ＣＺ），珠江♀ ×长江♂（ＺＣ）与黑龙江♀ ×长
江♂（ＨＣ）组合的遗传距离最大。以奈式标准遗
传距离为基础构建的９个群体间的 ＵＰＧＭＡ系统
发育树（图１），以９个草鱼群体间奈式遗传距离
为基础，构建 ９个群体的 ＵＰＧＭＡ系统发育树。
结果表明：黑龙江♀ ×珠江♂（ＨＺ）与长江♀ ×
珠江♂（ＣＺ）首先聚类，表明以珠江水系草鱼作为
母本的亲缘关系更近，然后与长江♀ ×长江♂
（ＣＣ）聚为一支；其次长江♀ ×黑龙江♂（ＣＨ）与
珠江♀ ×珠江♂（ＺＺ）聚类，黑龙江♀ ×长江♂
（ＨＣ）与黑龙江♀ ×黑龙江♂（ＨＨ）聚类形成一
支再与珠江♀×黑龙江♂（ＺＨ）聚为一类，其中９
个草鱼群体中，珠江♀×长江♂（ＺＣ）与黑龙江♀

９６８
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×长江♂（ＨＣ）组合遗传距离最远。综上，草鱼
长江水系、珠江水系、黑龙江水系遗传距离与地

理距离存在微小差异，其原因可能是不同水系的

亲本选择关系与选育世代较短，同时不同水系间

的人工迁移也对研究结果有影响［２７］。分化结果

处于中等水平，说明此次完全双列杂交获得的９
个草鱼群体仍具备进一步选育价值［７］。

本研究采用多重 ＰＣＲ技术对产生的６组杂
交后代（珠江♀×黑龙江♂（ＺＨ）、黑龙江♀ ×珠
江♂（ＨＺ）、长江♀×珠江♂（ＣＺ）、长江♀×黑龙
江♂（ＣＨ）、珠江♀×长江♂（ＺＣ）、黑龙江♀×长
江♂（ＨＣ））、和３组自繁后代（黑龙江♀ ×黑龙
江♂（ＨＨ）、长江♀ ×长江♂（ＣＣ）及珠江♀ ×珠
江♂（ＺＺ））共９个草鱼群体进行了微卫星序列遗
传变异分析。研究结果显示，采用完全双列杂交

方案得出的９个草鱼组合群体，其中杂交群体遗
传多样性与遗传分化信息普遍高于自交群体，可

以说明总体的选育效果较为显著，目前阶段筛选

的草鱼优秀群体具有一定意义的选育价值，不同

地理来源的草鱼群体杂交能够更好地体现杂交

优势，这为今后草鱼选育工作提供参考价值，为

进一步草鱼的品种更新和遗传改良打下基础，同

时为草鱼目前种质退化现象提供解决思路，为草

鱼优良品系的选育提供理论依据。
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ＳＳＲ分析［Ｊ］．中国水产科学，２００８，１５（２）：１８９１９７．
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ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｃａｌｃｕｌａｔｏｒ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２００７，
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Ｒｅｓｅａｒｃｈ，２００６，２７（２）：１８９１９６．

［２７］　郑国栋，陈杰，蒋霞云，等．长江草鱼不同群体ＥＳＴＳＳＲ

多态性标记的筛选及其遗传结构分析［Ｊ］．水生生物学

报，２０１５，３９（５）：１００３１０１１．

ＺＨＥＮＧＧＤ，ＣＨＥＮＪ，ＪＩＡＮＧＸＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ
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Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆｄｉａｌｌｅｌｈｙｂｒｉｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆ
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（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅａｎｄＲｕｒａｌＡｆｆａｉｒｓ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＣｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＦｉｓｈＢｒｅｅｄｉｎｇａｎｄＨｅａｌｔｈＣｕｌｔｕｒｅ
ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＧｅｒｍｐｌａｓｍＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＳｕｚｈｏｕＳｈｅｎｈａｎｇＥｃｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔＬｉｍｉｔｅｄＣｏｍｐａｎｙ，Ｓｕｚｈｏｕ　２１５２２１，Ｊｉａｎｇｓｕ，
Ｃｈｉｎａ；３．ＪｉａｎｇｘｉＡｑｕａｔｉｃＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｒｏｍｏｔｉｏｎＳｔａｔｉｏｎ，Ｎａｎｃｈａｎｇ　３３００４６，Ｊｉａｎｇｘｉ，Ｃｈｉｎａ；４．ＨａｎｇｚｈｏｕＡｃａｄｅｍｙｏｆ
ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ　３１００２４，Ｚｈｅｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｓｅｌｅｃｔｅｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｔｈｒｏｕｇｈｃｏｍｐｌｅｔｅｄｉａｌｌｅｌｃｒｏｓｓｉｎｇｉｎＳａｎｊｉａｎｇＲｉｖｅｒｓｙｓｔｅｍ，ｓｉｘｇｒｏｕｐｓｏｆｈｙｂｒｉｄＰｒｏｇｅｎｉｅｓ（ＰｅａｒｌＲｉｖｅｒ♀ ×
ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＲｉｖｅｒ♂（ＺＨ），ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＲｉｖｅｒ♀×ＰｅａｒｌＲｉｖｅｒ♂（ＨＺ），ＹａｎｇｔｚｅＲｉｖｅｒ♀×ＰｅａｒｌＲｉｖｅｒ♂
（ＣＺ），ＹａｎｇｔｚｅＲｉｖｅｒ♀×ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＲｉｖｅｒ♂（ＣＨ），ＰｅａｒｌＲｉｖｅｒ♀ ×ＹａｎｇｔｚｅＲｉｖｅｒ♂（ＺＣ），Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ
Ｒｉｖｅｒ♀×ＣｈａｎｇｊｉａｎｇＲｉｖｅｒ♂（ＨＣ），ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＲｉｖｅｒ♀ ×ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＲｉｖｅｒ♂（ＨＨ），ＹａｎｇｔｚｅＲｉｖｅｒ♀
×ＹａｎｇｔｚｅＲｉｖｅｒ♂（ＣＣ）ａｎｄＰｅａｒｌＲｉｖｅｒ♀ ×ＰｅａｒｌＲｉｖｅｒ♂（ＺＺ））．Ｔｈｅｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅｇｅｎｅｔｉｃ
ｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆ９ｇｒａｓｓｃａｒｐｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｖｅｒａｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ
（Ｎａ）ｗａｓ（５．７５１２．３３），ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅａｌｌｅｌｅｓ（Ｎｅ）ｗａｓ（３．８０７７６．３０６５），ｔｈｅａｖｅｒａｇｅ
ｏｂｓｅｒｖｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ（Ｈｏ）ｗａｓ（０．７６８２０．９０３６），ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｅｘｐｅｃｔｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ（Ｈｅ）ｗａｓ
（０．８３８５－０．６２１０），ａｎｄｔｈｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ（ＰＩＣ）ｏｆ１２ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉｉｎ９
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐｗａｓｈｉｇｈ．Ｔｈｅｙｗｅｒｅ０．８９２，０．８２３，０．８５７，０．８９４，０．９２７，０．８５９，０．８５０，
０．８５９，０．８５９，０．９０７，０．９２９，０．８７９，０．７４９ａｎｄ０．８６９ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｓｈｏｗｉｎｇｈｉｇｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｌｏｃｉ（ＰＩＣ
ｉｓｆｒｏｍ０．７４９ｔｏ０．９２９）．ＵＰＧＭＡｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎＮｅｉ＇ｓｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｏｆ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｍｏｎｇ９ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ，ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＲｉｖｅｒ♀ ×ＰｅａｒｌＲｉｖｅｒ♂ （ＨＺ）ａｎｄ
ＹａｎｇｔｚｅＲｉｖｅｒ♀×ＰｅａｒｌＲｉｖｅｒ♂（ＣＺ）ｃｌｕｓｔｅｒｅｄｆｉｒｓｔ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｗａｓｃｌｏｓｅｒ，ａｎｄｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎＰｅａｒｌＲｉｖｅｒ♀ ×ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＲｉｖｅｒ♂（ＺＨ）ａｎｄ
ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＲｉｖｅｒ♀×ＣｈａｎｇｊｉａｎｇＲｉｖｅｒ♂（ＨＣ）ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｗａｓｔｈｅｆａｒｔｈｅｓｔ．Ｔｈｅｐｕｒｐｏｓｅｏｆｔｈｉｓｓｔｕｄｙｉｓ
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