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[摘要 ]  利用 AFLP分子标记技术对长江下游苏州段野生和野生 F1代人工养殖的 2个鳡鱼 (E lop ichthys bam bu-

sa )群体遗传多样性进行分析研究. 6对选择性引物在 2个群体 47个个体中,共扩增出 313个位点, 多态位点 47

个. 鳡鱼野生和野生 F1代人工养殖 2个群体的多态位点比率和 Shannon. s指数分别为 131 42%、8131% , 01054

4、01032 0;前者遗传多样性较后者略高. 基因分化系数 G
st
和 Shannon. s指数分析均显示 2个鳡鱼群体之间出现

一定遗传分化. 鳡鱼 UPGMA系统树有分支出现且依据群体分别聚类, 表现出一定的遗传趋异.结果分析表明,

鳡鱼群体的遗传多样性相对贫乏;野生 F1代人工养殖群体尚未形成自己独立的遗传结构,但 2个群体间已经产

生了一定的遗传分化, 经过较多世代的人工繁育有可能形成自己独立而稳定的遗传结构.
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Abstrac t: Genetic div ers ity o f aw ild populations and a cu ltured population o fElop ichthys bambusa w as investiga ted using

amp lified fragm ent length po lym orphism ( AFLP ). Thew ild popu lation w as co llected from Suzhou area of Yang tze R iver

and the cultured popu la tion w as hatche ry- reared o ffspr ing o f w ild caugh t ind iv idua ls from the sam e area. S ix EcoR I and

M seI prim er com bina tions produced 47 po lymo rph icma rkers out o f the tota l o f 313 bands am plified from 47 tota l ind iv id-

uals. The propo rtions of po lym orph ic loc i o f thew ild popu lation and the cu ltured population were 13142% and 8131% ,

respectiv ely. These Shannon. s inform ation index and average hete rozygosity w ere 01054 and 01 032, 01 341 and 01199,

respectiv ely. The resu lts show ed that there was a little differentiation in the genetic d ive rsity index o f these two popula-

tions. G st va lue and Shannon. s inform ation index indicated that there w as som e genetic differentiation be tw een popula-

tions. The UPGMA tree based on AFLP data suppo rted this resu lt. In th is pape r, the results of AFLP analysis ind ica ted

tha t two popu lations o f E. bam busa presented low er gene tic dive rs ity. M o reover, som e gene tic d iffe rentiation were

showed be tw een two populations, and the cu ltured population w illm aybe form stab le owe gene tic structure by mu lt-i g en-

e ration a rtific ia l breed ing.

K ey words:E lop ichthys bam busa, amp lified fragm ent length po lym orphism ( AFLP ), genetic d iversity
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  鳡鱼 ( E lop ich thy s bambusa )隶属于鲤形目 ( Cyprin iform es), 鲤科 ( Cyprin idae), 雅罗鱼亚科 ( Leuc isc-i

nae) ,鳡属 (E lop ichthys),生活于水域的中上层, 主要分布于我国长江中下游的江河湖泊中, 为江河、湖泊

中的大型经济鱼类之一
[ 1]
.鳡鱼活动迅速, 性猛贪婪,是凶猛的肉食性鱼类,能淘汰病弱及小型鱼类, 在保

持水体生态平衡中起着重要作用,又因其肉质鲜美, 被列入大型上等食用鱼类
[ 2]
. 近年来, 随着自然环境

的恶化、捕捞强度的增大, 鳡鱼资源遭到了严重的破坏, 种群数量急剧下降, 许多水域已经很难寻觅其踪
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影
[ 3]
,已被列入国家重点保护濒危及受威胁水生物种名录

[ 4]
.因此, 充分认识鳡鱼的种群遗传结构和遗传

多样性,对其种质保护、种群恢复和持续利用具有重要意义.

扩增片段长度多态性 ( amplified fragment leng th po lymorph ism, AFLP)技术具有多态性丰富、显性表达、

无复等位效应、灵敏度高、快速高效等优点,可在较短的时间内掌握大量遗传信息,在海洋生物中已被广泛

应用于遗传多样性分析、遗传连锁图谱的构建及仔稚鱼鉴定等方面
[ 5-7]
.迄今,对鳡鱼的研究主要集中在生

态、胚胎发育、繁殖习性和人工养殖等方面
[ 2, 3, 8-10 ]

,涉及鳡鱼遗传学方面的研究仅见于其染色体组型分

析
[ 11]
.本文利用 AFLP技术对我国长江鳡鱼野生和野生 F1代人工养殖 2个群体的遗传结构及遗传多样性

进行了研究,以期为鳡鱼的种质保护与管理提供一定的科学依据.

1 材料与方法

111 材料
  鳡鱼野生群体 (简称W群体 )样品于 2007年 5~ 10月期间捕于长江水域苏州段 ( N31132, E120162) ;
野生 F1代人工养殖群体 (简称 F1群体 )样品于 2007年 5月取于常熟市长江水产资源驯养保护示范基地

(N 31139, E120143).取样品尾部肌肉组织于无水酒精中 - 20e 保存备用, W 群体和 F1群体分别取 26尾

和 21尾用于 AFLP分析.

112 DNA提取
基因组 DNA的提取参照 Sambrook等 5分子克隆试验指南 6[ 12] . 用 Am ersham B iosciences U ltrospec

2100紫外分光光度计测定 DNA浓度,并通过琼脂糖凝胶电泳检测 DNA的完整性,置 - 20e 保存备用.

113 AFLP分析
表 1 AFLP分析所用的接头、预扩增和选择性扩增引物

Table 1 Adaptor and prim er sequences used in AFLP ana ly sis

引物 Prim er 序列 S equ ence

接头

Adap ters

E coRI接头 5c-CTCGTAGACTGCGTACC-3c

5c-AATTGGTACGCAGTCTAC-3c

M seI接头 5c-TACTCAGGACTCAT-3c
5c-GACGTGAGTCCTGAG-3c

预扩增引物

Pre-am p lification p rim er

E coRI+ 1 5c-GACTGCGTACCAATTC-3c

M seI+ 1 5c-GATGAGTCCTGAGTAA-3c

选择性扩增引物

Select ive am plification p rmi er

E coRI+ 3

E 35 5c-GACTGCGTACCAATTCACA-3c

E 38 5c-GACTGCGTACCAATTCACT-3c

E 39 5c-GACTGCGTACCAATTCAGA-3c

M seI+ 3

M 47 5c-GATGAGTCCTGAGTAACAA-3c

M 49 5c-GATGAGTCCTGAGTAACAG-3c

M 59 5c-GATGAGTCCTGAGTAACTA-3c

M 61 5c-GATGAGTCCTGAGTAACTG-3c

参照 Vos等
[ 13]
的方法构建 AFLP图谱, 引物人

工接头由上海生工合成, 选择性扩增使用了 8种

EcoR I引物和 12种 M seI引物共 96个引物组合,接

头序列、预扩增引物序列和选择性引物序列 (表 1) .

根据预实验结果,从扩增带数目适中,多态性高的引

物组合中随机选取了 E35M 47, E35M 59, E35M 61,

E38M 61, E39M 49, E39M 61共 6组引物组合.扩增产

物在 415%聚丙烯酰胺凝胶上进行 60W恒功率高

压电泳,电泳结果参照 [ 12]进行银染检测.

114 数据分析
将电泳图谱中同一位置上 AFLP条带的有无进

行统计,有条带的记为 1,无条带的记为 0, 得出 0, 1

原始数据矩阵.对 AFLP数据进行分析统计的遗传

学参数主要如下:

显性基因型频率Pd = n i /n,其中: ni为位点 i上

有带的个体数, n为总个体数.

多态位点比率 P = 多态位点数 /位点总数 @

100%

遗传相似系数 Sxy = 2N xy / (N x + N y ), 其中 N xy

是个体 x和个体 y共有位点数, N x和 N y分别是个体 x和个体 y总位点数.

遗传距离 D = 1 - S,式中 S为相似系数.

利用 POPGEN1132计算遗传相似度和遗传距离等, MEGA310软件构建 UPGMA系统树.

2 结果

211 AFLP扩增结果
  所选用的 6对选择性引物, 从W和 F1 2个群体共计 47尾鳡鱼的 DNA样品中共检出了 313个不同长
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度的扩增片段 ( 60~ 700 bp) .对 313个位点进行统计发现, 在 2个群体中显性基因型频率为 100%的位点

有 266个 ( 84198% ),这些位点为 2个群体共有的 AFLP标记.不同引物的扩增结果间存在差异,产生的扩

增条带从 42到 64不等,扩增出的多态条带范围为 4~ 12条, 多态位点比率范围为 8116% ~ 23109% (表

2) .表 2可见各引物组合的总位点数差异不显著 (P> 0105) .图 1显示了引物 E39M 49在鳡鱼群体中的扩

增图谱.
表 2 不同引物的扩增结果

Table 2 Num ber of bands generated by prim er combinations

引物组合

Prim er

comb in at ion

总扩增位点数

n. of total

am p lified loci

总多态位点数 (多态位点比率 )

n. of total polym orph ic loci

( p. of all polymorph ic loci)

多态位点数 (多态位点比率 )

n. of polym orph ic loci ( p. of a ll polym orph ic loci)

W F1

E35M47 64 9 ( 14106% ) 7( 10194% ) 6 ( 9138% )

E35M59 57 9 ( 15179% ) 7( 12128% ) 6 ( 10153% )

E35M61 42 5 ( 11190% ) 4( 9152% ) 4 ( 9152% )

E38M61 52 12 ( 23109% ) 12( 23108% ) 7 ( 13146% )

E39M49 49 4 ( 8116% ) 4( 8116% ) 1 ( 2104% )

E39M61 49 8 ( 16133% ) 8( 16133% ) 2 ( 4108% )

总计 total 313 47 ( 15102% ) 42( 13142% ) 26( 8131% )

212 群体的遗传多样性
在 313个扩增片段中, 多态片段为 47条, 多态位点比率为 15102%. 在W和 F1 2个群体中分别扩增出

42个和 26个位点,平均多态位点比率分别为 13142%和 8131%. W群体的平均杂合度和 Shannon. s指数

均比 F1群体略大 (表 3) ,两群体间的 Shannon. s指数为 010892.
213 2个群体内及群体间的遗传距离和遗传分化
群体内扩增位点的遗传相似度W群体为 01981 3, F1群体为 01989 1, 前者遗传相似度低于后者; 2群

体间遗传相似度和遗传距离分别为 01987 9和 01012 1.由 Shannon. s指数估算的遗传变异有 85107%存在
于群体内个体间, 14193%存在于群体间;基因分化系数 G st估算群体间的变异占总体变异的 13116% (表

3) .
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表 3 群体内及群体间的遗传相似度、遗传距离及遗传多样性指数

Table 3 The genetic sim ilaritiesw ithin and betw een popula tions and the genetic distances

and Shannon. s index betw een the tw o popula tions

W F1 W - F1

遗传相似度 Gen et ic sim ilarity

群体间遗传距离 º

Shannon. s指数 Shannon. s index

平均杂合度 »

基因分化系数 G st¼

平均值 Average

最大值 M ax imum

最小值 M in im um

标准差 ¹

01981 3

01995 0

01967 5

01005 1

/

01054 4

01034 1

/

01989 1

01998 3

01976 5

01004 5

/

0. 032 0

01019 9

/

019835

019983

019675

010057

010121

010892

010574

011316

    注: ¹ S tandard deviation º G enetic distance b etw een popu lat ion s» Average heterozygos ity ¼ C oeff icient of gene d ifferen tiations

214 2个群体的遗传结构和聚类分析
将 313个扩增位点的显性基因型频率以 10%为单位

划分区间, 0设为一个单独的区间,由于显性基因型频率为

100%的位点数都在 275( 87186% )左右, 远大于其他区间

上的位点数,所以没有将 100%作为一个区间, 这样划分为

11个区间,统计显性基因型频率位于各区间内的位点数

(图 2) .结果显示, 2个群体的显性基因型频率分布波动较

大, 但除了少数几点外其大体走势还是相一致的. 利用

MEGA310软件构建了鳡鱼 47个个体的 UPGMA系统树

(图 3) ,鳡鱼 2个群体分别聚类,有明显歧化.

3 讨论

311 遗传多样性水平
  生物群体的遗传多样性是评价生物资源状况的一个重要依据,它是物种适应多变的环境、维持长期生

存和进化的遗传基础.一般认为,平均多态位点比率和平均杂合度是衡量生物群体遗传多样性高低的参

数
[ 14]
,本文通过比较鳡鱼群体的扩增位点数、平均多态位点比率和平均杂合度发现, W群体同 F1群体的

遗传多样性处于相同水平上,且W群体要稍高于 F1群体,同其他已研究鱼类 AFLP数据
[ 5, 6]
比较发现,鳡

鱼群体的遗传多样性相对贫乏.通过 Shannon. s指数分析也得出了以上结论.显性基因型频率分布显示,
F1群体一些位点的丢失和减少,同样说明 F1群体的遗传多样性会略低于W群体.
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近年来,水体污染、产卵场被破坏以及捕捞量增大等因素,造成鳡鱼野生群体的数量急剧下降,繁殖群

体日益减少
[ 4, 10]

,且由鳡鱼 UPGMA系统树 (图 3)部分个体聚类成紧密分支可以看出鳡鱼群体发生了较强

的近亲交配;加之鳡鱼个体大、性成熟晚, 又处于食物链的高层,致使其种群恢复能力较差, 很容易面临濒

危.基于上述因素导致鳡鱼群体遗传多样性水平偏低,因此我们有必要重视对鳡鱼野生群体遗传多样性的

保护. F1群体 (野生 F1代人工养殖群体 )遗传基础来自于W群体, 因而 2个群体遗传多样性不会有明显

的差异,处于同一水平上. F1群体在人工繁育过程中亲本数量的限制,遗传漂变的结果会导致一些稀有位

点和多态位点的丢失,低频位点数的减少,隐性纯合位点数的增加,使其遗传多样性有所降低,因此在未来

的养殖过程中有必要加大选育亲本的数量并对选育群体的遗传多样性情况予以适时检测, 以减少或避免

人工选育和累代人工繁殖造成的近交和纯合化.

312 群体遗传分化分析
鳡鱼 2个群体的遗传相似性很高,遗传距离很小,群体遗传结构相似,但 F1群体内个体间的遗传距离

较W群体有所减少,说明 F1群体虽然没有形成自己独立而稳定的遗传结构,但已经出现了遗传分化的趋

势.本文利用 Gs t和 Shannon. s指数 2种方法估算鳡鱼群体内和群体间的遗传变异情况, 进一步说明鳡鱼 2

个群体间出现了一定的遗传分化;鳡鱼 UPGMA系统树有分支出现并依据群体分别聚类,也说明 2个群体

间产生了一定的遗传分化.由以上结论得出, F1群体经过较多世代的人工繁育可能形成趋于稳定的自己

独立的遗传结构.
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