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不同倍性团头勤群体遗传变异的初步分析

唐首杰，李思发

(上海水产大学农业部水产种质资源与养殖生态重点开放实验室，上海 200090) 

摘 要:从鲤的微卫星 DNA 标记中筛选 4 对有效引物，进行不同倍性团头筋遗传变异的微卫星 DNA 分析。

结果表明: (I) 4 对引物中有 2 对能在不同倍性团头前五群体中探测到多态性，其等位基因数为 4 -6 个，大

小在 131 - 307 bp 之间。发现两个等位基因 (MFWI9 - 175 和 MFW19 - 256) 可作为异源 3n 特异的微卫星

DNA 标记。 (2) 不同倍性团头筋五群体内的 Shannon 多样性指数为 0.056 2 - 0.288 7 , Nei ' s 基因多样性指数

为0.0315 -0.196 9 ，平均遗传距离为 0.0395 -0.154 2 ，不同倍性团头筋群体存在较大的遗传变异。 (3) 反

交 3n 、异源 3n 、正交 3n 和同源、 4n -F，群体的 Shannon 多样性指数和 Nei' s 基因多样性指数均显著地高于 2n

群体(P <0. 05) 0(4)分子方差分析和聚类分析的结果表明:五群体分子系统树分成明显的两支，同源4n -F，、
正交 3n 、反交 3n 和异源 3n 为一支，2n 为另一支。
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Preliminary analysis of genetic variation of blunt snout 
bream (Megalobrama amblycephala) populations 

with different ploidy levels 
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Shanghai Fisheries University , Shanghai 200090 , China) 

Abstract: The molecular genetic variation of blunt snout bream ( Megαlobramααmblycephαlα) with different 

ploidy levels was investigated using 4 pairs of microsatellite primers. The results showed that: (1) In 4 

primers , only 2 primers were effective , and 4 - 6 alleles were detected by each primer , and the si吕e of alleles 

ranged from 131 bp to 307 bp. Meanwhile , two alleles (MFWI9 - 175 and MFW19 - 256) were found as 

specific microsatellite DNA markers to disti吨uish allo - 3n from the other four populations. (2) Shannon ' 5 

diversity index , Nei ' 5 gene diversity index and the average genetic distance within each population were 

0.0562 -0.2887 ,0.031 5 - 0.196 9 and 0.039 5 - 0.154 2 respectively , which was a good indication of 

high genetic variation in five populations of blunt snout bream with different ploidy levels. (3) Both Shannon' 

s diversity index and Nei' 5 gene diversity index from Negative 3n hybrid , Allo - 3n , Positive 3n hybrid and 

Auto-4n-F, were significantly higher than those of 2n population (P < O. 05). (4) Analysis of molecular 
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variance (AMOVA) and cluster analysis indicated that there was significant divergence among five populations 

of blunt snout bream with different ploidy levels. The phylogenetic tree has two independent evolutionary 

branches. Negative 3n hybrid , Allo - 3n , Positive 3n hybrid and Auto -4n-F1 shared a common group , while 2n 

was another independent evolutionary branch. 

Key words: blunt snout bream ( Megalobramααmblycephαlα) ; ploidy ; microsatellite ; genetic variation 

团头前( Megalobramααmblycephαlα) 系草食'性鱼类，2004 年的养殖产量达 51 万吨，为我国重要养殖

种类。上海水产大学通过 15 年的系统选育，育成了团头前良种"浦江 1 号" [1 ， 2] 并在此基础上，自 2000

年开始，通过大量人工诱导和快速筛选，建立了一个雌雄均可育的团头筋四倍体奠基群体[3] 。微卫星

DNA( Microsatellite DNA) ，又称为简单序列重复(Simple Sequence Repeats , SSR) ，是指以 1 -6 个核昔酸

为基本重复单位的串联重复序列，其长度大多在 100 bp 以内 O 微卫星序列广泛存在于各类真核生物基

因组中，具有很高的多态性，而且遵循孟德尔共显性遗传规律，在分析鱼类种群遗传结构[4-6] 、亲缘关系

鉴定与家系分析 [7 -9] 以及基因图谱构建 [10 ， 11] 等研究中得到了广泛的应用。我们使用微卫星 DNA 标

记来探讨不同倍性团头筋的遗传差异，以期为团头勘种质的进一步创新提供理论依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

所有材料均取自上海水产大学南汇水产动物种质资源试验站。团头勤人工同源四倍体自繁

FI (4n - F1 ) 为 4n ♀ x4nδ 后代;正交同游、三倍体(正交 3n) 为 4n ♀ x2nδ 后代;反交同源三倍体(反交

3n) 为 2n ♀ x4nδ 后代;异源 3n 为团头筋 2n ♀ x (团头鲸♀ x 三角鲸δ)异源 4n Ô 后代;二倍体对照

(2n) 为团头助"浦江 1 号"。共 5 种倍性的鱼。下文分别用"同源 4n -F 1 " 、"正交 3n" 、"反交 3n" 、"异

游、 3n" 、 "2n"表示。

对所有实验鱼进行尾静脉抽血( < 5μL) ，采用 Coulter-Counter 颗粒分析仪( Beckman-Coulter 

Company , USA) 进行倍体检测l[l2] ，确定实验鱼的倍性后，剪取鳝条，959毛酒精固定。异源 3n 群体取样 9

尾，其余各倍性群体随机取样 10 尾，共 49 尾进行微卫星 DNA 分析。

1. 2 基因组 DNA 的提取

基因组 DNA 提取采用常规的"盼-氯仿"方法进行[ 13] 。

1. 3 微卫星引物的选择与来源

由于微卫星座位两侧的引物在亲缘关系相近物种之间具有很高的保守性，本研究所用的微卫星引

物来自 Crooijmans 等[14]从鲤(Cyprinus cαrpio L. )中分离出来的包含 CA 重复单元的 4 个微卫星 DNA 标

记。 4 对微卫星引物分别为 MFW1 , MFW2 , MFW19 , MFW20。引物均由上海生工生物工程技术服务有

限公司合成。

1. 4 PCR 扩增和检测

PCR 的扩增参照 Crooijmans 等问]的方法，产物经 8% 非变性聚丙烯酷胶凝胶电泳，用 Sambrook

等[町的银染法染色。用 Syngene 凝胶成像分析系统进行扫描摄像，并用 GeneTools 软件对每对微卫星

引物扩增的等位基因的分子量大小进行估算。

1. 5 PCR 扩增产物的序列鉴定

采用 Sa自由ook 等[口]的压碎与浸泡法从聚丙烯眈胶凝胶中回收 DNA 片段。然后以回收的 DNA 片

段为模板，进行二次 PCR 扩增，最后对扩增产物进行纯化。纯化后的产物用 pGEM@-T 载体连接，转化

到大肠杆菌 DH5α 上， PCR 法鉴定后在 ABI3700 测序仪上测序。
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1. 6 数据处理和分析

测序的序列结果用 BioEdit 软件[ ]5] 进行编辑，再用 SSRHunter 1. 3 软件搜索目的基因序列中是否含

有微卫星重复序列。用 POPGENE 1. 31 软件[叫计算香农多样性指数、 Nei' s 基因多样性指数和 Nei' s 

标准遗传距离。用 Arlequin 3. 01 软件[ 17] 进行分子方差分析(Analysis of Molecular Variance , AMOV A) 。

根据群体间的遗传距离，用 MEGA 3.0 软件包[ ]8] 中的"Nj" 和"UPGMA"程序对五种倍性团头鲸群体进

行聚类分析。

2 结果

2.1 不同倍性团头鲸微卫星位点的扩增特点

4 对引物均能在团头助基因组上得到扩增产物，但引物 MFW20 的扩增结果元多态性， MFW2 虽然

可以得到多态性的扩增产物，但是其等位基因的测序结果中不含微卫星重复序列。其余 2 对微卫星引

物(MFW1 ， MFW19)所扩增出的等位基因均含有 CA 重复单元，本研究中只使用这两对引物用于不同倍

性团头鲸五群体的遗传结构分析。

2 对微卫星引物在不同倍性团头筋群体中探测到的等位基因数为 4 -6 个，大小在 131 - 307 hp 之

间。引物 MFW1 在 2n 群体中检测到 5 个大小分别为 138 坤、 159 坤、186 hp 、268 hp 和 307 hp 的等位基

因，在其余四群体中检测到 6 个大小分别为 131 坤、 138 坤、 159 hp 、 186 坤、268 hp 和 307 坤的等位基

因。 MFW19 在 2n 群体、4n 群体、正交 3n 群体和反交 3n 群体中均检测到 4 个大小分别为 186 坤、

193 坤、221 hp 和 228 坤的等位基因，在异源 3n 群体中检测到 6 个大小分别为 175 坤、 186 坤、 193 坤、

221 hp 、228 hp 和 256 hp 的等位基因，个体之间有明显的多态性。

2.2 异源 3n 团头鲸特有的微卫星 DNA 标记

引物 MFW19 在异源 3n 群体中扩增的 175 hp 和 256 hp 的等位基因(分别命名为 MFW19 -175 和

MFW19 - 256) ，不仅是原始母本所没有的，而且也是其余群体所没有的，可以作为异源 3n 群体特异的

微卫星 DNA 标记(图 1) 。本研究对 MFW19 -175 片段单独进行克隆和测序，发现该片段中含有复合的

微卫星，其重复序列为(TC) 8 (AC) ]40 这两个等位基因可能来源于其原始父本(团头勘♀×三角妨δ)

异源 4n。

2.3 不同倍性团头筋的遗传变异水平

2.3.1 遗传多样性指数

不同倍性团头筋的群体内 Shannon 多样性指数和 Nei' s 基因多样性指数列于表 10 两指数均表现

为反交 3n 群体最高，2n 群体最低，大小顺序均为:反交 3n> 异源 3n> 正交 3n> 同源 4n - F] >2n。其中

反交 3n、异源 3n、正交 3n 和同源、 4n -F] 群体的 Shannon 多样性指数和 Nei' s 基因多样性指数均显著地

大于 2n 群体(P <0. 05) 。

2.3.2 遗传相似度和遗传距离

不同倍性团头筋的群体内和群体间遗传相似度和遗传距离列于表 2。群体内的遗传相似度大小顺

序依次为:同源 4n - F] >2n >正交 3n> 反交 3n> 异源 3n。三倍体(异源、 3n、反交 3n 和正交 3n) 的群体

内遗传距离显著大于 2n 和同源 4n -F] 群体(P <0.05) 。

2n 群体和正交 3n 群体之间的遗传相似度最小(0.6582) ，遗传距离最大(0.418 3) 。反交 3n 群体

和同源 4n -F] 群体间的遗传相似度最大(0.948 6) ，遗传距离最小(0.052 8) 。

2.3.3 分子方差分析(AMOVA)

对不同倍性团头勘群体微卫星标记分析的遗传变异进行分子方差分析(表 3) 表明，群体间的方差

组分占总变异的 53.879奋，群体内的方差组分占总变异的 46.13% ，五群体间总的遗传分化指数( Fst) 为

0.538 65 ，差异显著(P <0. 05) ，表明不同倍性团头前群体间出现显著的遗传分化。
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图 1 微卫星引物 MFW19 在不同倍性团头筋五群体中的电泳结果
Fig.l The electrophoresis results of microsatellite primer MFW19 in five populations 

of blunt snout bream with different ploidy level 
箭头示异源、 3n 特异的微卫星 DNA 标记(MFWI9 -175 和 MFW19 -256) 

1-5:2n;6- 1O:同源 4n - FI ;11 一 15 :正交 3n; 16 -20:反交 3n;

21 -25:异源 3n; M:pBR322 DNA/M,pI 

表 1 不同倍性团头勤群体的 Shannon 多样性指数和 Nei's 基因多样性指数 (Mean :t SD) 
Tab. 1 Shannon' s diversity index and Nei' s gene diversity index in flve populations of blunt 

snout bream with different ploidy levels (Mean :t SD) 

2n 同源 4n -F1 正交 3n 反交 3n 异源 3n

Shannon 多样性指数 0.0562 :t 0.1312 0.1146 :t 0.2676' 0.1878 士 0.2889' 0.2887 :t O.313 7' 0.2838 :t 0.308 6' 
N凹基因多样性指数 0.031 5 :t 0. 0735 0.0824 :t 0. 192γ 0.127 5 :t 0. 2008' 0.1969 :t 0. 218γ 0.192 3 :t 0.214 7 丰

*差异显著 P <0. 05 

表 2 不同倍性团头勤五群体内和群体间的遗传相似度(右上角)和遗传距离(左下角)
Tab.2 The genetic identities (right-upper diagonal) and genetic distances (Ieft-Iower diagonal) 

within populations and between populations of blunt snout bream with different ploidy levels 

群体 2n 同源的 FI 正交 3n 反交 3n 异源 3n

2n 0.955 6 
0.7352 0.658 2 0.7323 0.7035 0.0444 

同源 4n -F1 0.3076 0.9605 
0.9162 0.9486 0.7478 

0.0395 

正交 3n 0.4183 0.0875 
0.9200 

0.9369 0.8362 
0.0800 

反交 3n 0.311 6 0.0528 0.0652 
0.8764 

0.837 7 
0.1236 

异源 3n 0.3516 0.2906 0.1789 0.177 1 0.8458 
0.1542 

表 3 不同倍性团头筋群体间遗传差异的分子方差分析(AMOVA)
Tab. 3 Analysis of molecular variance (AMOVA) among flve populations of 

blunt snout bream with different ploidy levels 

变异来源 自由度 平方和 方差组分 方差比例(% ) 

群体间 4 37.839 0.888 05 53.87 
群体内 44 33.467 0.76061 46.13 
总变异 48 71. 306 1. 648 66 100 

遗传分化指数 Fst = 0.538 65 
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2.3.4 栗类分析

用 MEGA 3.0 软件中的 UPGMA 法和 NJ 法构建

的不同倍性团头筋五群体的分子系统树基本一致

(图 2) 。聚类结果显示，团头勘五群体明显分成两|

支，同源 4n - F，、正交 3n 、反交 3n 和异源 3n 为一 l

支，2n 为另一支。 该结果表明经过染色体加倍和倍

间杂交，增加了不同等位基因交换和组合的频率，而

且，同源 4n 在形成 2n 配子过程中可能存在较频繁

的连锁互换，以及四倍体鱼在传代过程中的等位基」

因自由组合度增加，也可能导致基因频率和基因型发 l 

生一些改变。这使团头筋多倍体群体(同源4n -F，、
正交 3n 、反交 3n、异源 3n) 与二倍体群体聚为明显

的两支O
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图 2 不同倍性团头妨群体的聚类关系

( NJ 树和 UPGMA 树)

3 讨论

3. 1 鲤微卫星引物对团头筋基因组分析的

适用性

微卫星侧翼序列在物种进化过程中具有相对保

守性，使得微卫星标记在亲缘关系相对较近的物种问具有引物通用性，这二点，已为许多学者证实并利

Fig. 2 Dendrograms of five populations of blunt 

snout bream with different ploidy levels 

by NJ and UPGMA method 

用[I9M]O

目前，各种 DNA 数据库中尚无团头前的微卫星资料可资利用。而鲤和团头前，同为鲤科鱼类，分属

不同亚科。鲤为鲤亚科( Cyprininae )鲤属( Cyprinus) ，团头街为鲍亚科( Culterinae) 勘属( Megalobrama) , 

两者有较近的亲缘关系 [251 其微卫星侧翼序列应该有一定的同源性。从初步筛选的结果来看，尽管所

用样本数目不多，但在本研究所选用的 4 对鲤微卫星引物中，仍有 2 对(占 50% )引物在不同倍性团头

前基因组中扩增出相应的多态性条带。与邹曙明 [26J 的结果相似。表明鲤的微卫星引物经过筛选后，有

一些可以用于团头前基因组的研究。扩大引物筛选的范围，肯定能找到更多的可用于团头筋基因组分

析的鲤微卫星引物。

3.2 关于不同倍性团头鲸群体的遗传变异

在本研究中，反交 3n 、异源、 3n 、正交 3n 和同源 4n - F，群体的遗传变异水平显著地高于 2n 群体。

这与邹曙明白6J从核基因组的 RAPD 和微卫星标记得出的研究结果相似。由于同掘 4n -F，以及正反倍
间杂交 3n 均为同源、旬的后代，异源 3n 为异源铀的后代，同源 4n 和异源 4n 在形成 2n 配子过程中可

能存在较频繁的连锁互换;另外，四倍体鱼在传代过程中的等位基因自由组合度增加，导致基因频率、基

因型及杂合度均可能发生二些改变。

Nei' s 基因多样性指数是种群遗传学领域中最常用的基因多样度指标之一。它类似于生态学领域

的辛普森指数(Simpson index) ，强调等位基因频率而非个数的差异，受样本大小(种群大小)影响较小。

因此，在本研究中，尽管取材有限，但各群体的 Nei' s 基因多样性指数( Nei ' s gene diversity index) 在

0.031 5 -0. 196 9之间，这说明不同倍性团头勘五群体内存在较大程度的遗传变异，尤其是多倍体团头

助群体(反交 3n、异源 3n 、正交 3n 和同源 4n -F，群体)的遗传变异水平比较高，这为团头前四倍体基因

库的繁殖、保护和种群复壮提供了一些有价值的信息，也为不育团头前的研制、推广以及遗传改良提供

了很好的参考资料。

在实验和数据处理过程中得到王成辉副教授的帮助，谨表谢忱。
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