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摘要 采用微卫星标记分析技术，用 5个多态性的微卫星标记对来 自3个不同国家(中国、日本和 

韩国)的牙鲆养殖群体进行了遗传多样性研究。研究结果表明，3个牙鲆群体平均等位基因在 4．8～ 

5．6之间，平均观 测 杂合 度(H。)在 O．391 7～O．564 3之 间，平 均期望 杂合 度(HE)在 O．598 1～ 

O．626 4之间。有多个位点在不同的群体中偏离哈代一温伯格平衡。遗传距离分析表明，中国群体与 

日本群体遗传距 离最近，韩国群体与 日本群体遗传距离最远 。分子方差分析(AMoVA)表明，群体 内 

遗传变异与群体间遗传变异分别占总遗传变异的 92．44％和 7．56 ，固定 系数( )为 O．O75 2(P< 

O．OO1)，表明牙鲆 3个养殖群体遗传分化显著。 
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ABSTRACT The genetic diversity of cultured Japanese f1ounder Pnr＆ ĉ s 0 耿2cP“s from 

three countries(China，Japan and Korea)was studied by using five microsatelhte markers． The 

results showed that the average number of alleles per population ranged between 4．8～ 5．6，and 

the mean observed heterozygosity(H。)was O．391 7～ 0．564 3，while the mean expected het— 

erozygosity(HE)was O．598 1～ O．626 4．Hard)卜W einberg Equilib rium (HWE)test revealed 

seVeralloci in some populations deviated significantly from HW E balance． Genetic distance a— 

na1ysis showed that the sma1lest distance was between Chinese and Japanese popu1ations and the 

】argest distance was between Korean and Japanese populations． The Fst values between popuIa— 

tions indicated that there was significant genetic differentiation among the three cultured popula— 

tions． 
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牙鲆 Pnr口z c矗 s oz nfe s主要分布于我国渤海 、黄海 、东海、南海及韩 国、日本 、俄罗斯远东沿岸海 区， 

是东亚国家如中国、日本和韩国的主要海水养殖鱼类 。通常认为牙鲆成鱼的运动能力是 比较有 限的，因此 ，长 

达 25～5O d的卵及仔稚幼鱼期随海浪漂浮可能是造成其广泛分布的原 因(Ochiai Pf az． 1997)。有研究表 

明，由于地理隔离造成牙鲆在形态上和生物学特性方面发生了一些变化，例如仔稚幼鱼期时背部放射线数 目不 

同(Kinoshita 口z． 2OOO)以及 生长速度 和繁殖力 不 同(Minami 1997)。在遗传 结构方 面，Masashi等 

(2O01)利用微卫星标记分析了牙鲆 日本 7个不同地理群体的遗传结构 ，认为不同地理群体之间遗传结构水平 

不同。刘云国等(20O5)分析了牙鲆中国养殖群体的遗传结构，其遗传多样性明显低于自然群体(Sekino nz． 

2OO1)，这主要是由于人工养殖条件下 的封闭群体 比自然群体更容易发生瓶颈效应和近交衰退现象而加速种质 

的同质化 ，从而降低了群体的遗传多样性。为了保持牙鲆资源的可持续利用以及防止近交衰退 ，阐明牙鲆不同 

群体的遗传结构与遗传多样性是迫切需要的。在本研究中，作者从 Sekino等(2OOO)开发的牙鲆微卫星标记中 

选择了 5个多态位点 ，用以分析来 自中国、日本和韩国的 3个国家牙鲆养殖群体 的遗传结构与遗传多样性，以 

期揭示目前东亚国家的牙鲆遗传结构现状，为牙鲆自然资源的保护以及育种提供基础数据。 

l 材料和方法 

1．1 材料 

牙鲆 中国(CF)、日本(JF)与韩 国群体(KF)均取 自山东省海 阳黄海水产有限公司，体长 6～10cm，平均体 

重约 9．5g。其中 日本群体为从 日本千叶地 区引进野生群体的子一代个体，韩国群体为从韩国济州 岛引进野生 

群体的子一代个体，中国群体为黄海野生群体的子一代个体。每个群体各取 3O尾鱼，每尾鱼取少量鳍条组织 

分别保存于无水乙醇中。 

1．2 方法 

1．2．1 牙鲆基 因组 DNA 的提取 

基因组 DNA主要通过高盐法提取(Liao ￡nz． 2O07)，略有改动。取约 1O0mg组织，然后用剪刀尽量剪 

碎，加入 40O肚l TNES裂解液(1O mmol／L Tris—HCl，pH 7．5，4OO mmol／L NaCl，100 mmol／L EDTA，O．6 

SDS)和 5 l蛋白酶 K(2Omg／m1)。混匀后至于 55℃水浴消化直至组织消化完全，期间需不时振动。然后加入 

12O“l 6mol／L NaCl，混匀后 4℃，12 O0O r／min离心 3Omin。取上清加入 两倍体积一2O℃预冷的无水乙醇沉 

淀，然后用枪头将絮状沉淀挑出，用 70 酒精洗涤两次。待酒精挥发完全后 ，用 1O0 l TE(10 mmol／L Tris— 

HCl，1．0 mmol／L EDTA，pH 8．0)溶解。 

1．2．2 牙鲆基因组 DNA 的微卫星分析 

从Sekino等(20OO)开发的微卫星标记中选择了 5个多态位点，由上海博亚公司合成(表 1)。25 l PcR反 

应体系中，含 40ng基 因组 DNA，1Opmol引物 ，1O0 mo1／L dNTPs，1．5mmol／L的 Mg ，1×PCR缓 冲 

液 ，1 U 的 q DNA 聚合酶。PCR反应程序为 94℃预变性 5min，然后 94℃变性 45s，54～58℃退火 40s(表 

1)，72℃延伸 1min，共 35个循环 ；最后 72℃终延伸 5 min。反应在基因扩增仪(PTC一2OO)上进行 。 

PcR反应结束后 ，加入 12 l的甲酰胺变性剂 (98 甲酰 胺，1Ommol／L EDTA ，0．05 二 甲苯青 ， 

O．05 溴酚兰)于 95℃变性 5 min，然后立即冰浴。变性产物经 6 的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，通过与 

DNA分子量标准(pBR322DNA／M I)比较来判读等位基因大小。参考 Caetano—Anolles等(1997)报道 的方 

法银染显色。 

1．2．3 数 据统 计分析 
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利用 Popgene软件计算各群体多态位点等位基因数(A)、有效等位基因数(A )、预期杂合度(He)、观测 

杂合度(H。)、基因型数(G)以及平均 F 值 ，同时利用该软件测试 了每个群体各个位点的哈代一温伯格平衡 

(Hardy—weinberg EquiIibrium，HwE)。利用分子方差分析(Ana1ysis of Molecular Variance，AMOVA)方法 

(Excoffier Pf口z． 1993)计算群体遗传结构，其中总遗传变异被分成群体内遗传变异和群体间遗传变异。用 

Arlequin计算固定系数 、平均基因多样性指数以及 Nei’s遗传距离，并根据 Nei’s遗传距离用MEGA(Ver— 

sion 3．1)构建了 UPGMA(Unweighted Pair Group Method using arithmetic Average)系统树(图 1)。 

2 结果 

2．1 牙鲆 3个养殖群体微卫星位点的 

遗传多态性 

5个微卫星位点共扩增 出 29个等 

位基因，平均每个位点扩增 出约 6个等 

位基因。3个牙鲆群体平均等位基因数 

在 4．8～5．6之间。Po48位点扩增出的 

[二二二 三 兰 

图 1 基于Nei’s遗传距离构建的3个牙鲆养殖群体的 uPGMA树 

Fig．1 UPGMA dendrogram based on Nei’s genetic distance 

for three populations of Japanese flounder 

等位基因数最少(2个)，而 Po83位点扩增出的等位基因数最多(8个)，等位基因的大小在 13O～31Obp之间。 

平均等位基因数 目最多的位点是 Po89，为 5．5O个 ；平均等位基因数最少的位点是 Po48，为 1．34个。基因型数 

最少的位点是 Po48，为两个；最多的位点是 Po83和 Po89，均为 14个。3个牙鲆群体 的平均 F 值都显著的偏 

离平衡 0(P<O．O5)，有 3个位点(Po33、Po48和 Po89)检测到了杂合子缺失，两个位点(Po35和 Po83)检测为 

杂合子过剩(表 2)。 

2．2 群体内和群体间遗传变异 

通常认为遗传杂合度和等位基因多样性(每个位点的等位基因数 目)是度量群体内遗传变异 的重要参数 ， 

其值的大小反映群体遗传多样性的高低 (潭 杰等 2O07)。由表 3可知，每个群体的平均有效等位基因在 

2．75～3．28之间 ，平均观测杂合度(H。)在 O．391 7～0．564 3之间，平均期望杂合度(H )在 O．598 1～0．626 4 

之间。位点 Po33和Po48在所有 3个牙鲆群体中均符合 HwE(P>O．05)。位点 Po89在牙鲆中国群体和韩 

国群体符合 HwE(P>0．O5)，在日本群体中偏离 HwE。位点 Po83在韩国群体中符合 HWE(P>O．O5)，而 
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在其他两个群体中偏离 HwE。位点 Po35在 3个群体中均不符合 HwE(P<O．O5)。基于平均基 因多样性指 

数，韩国群体最高(KF一0．604 6±0．354 2)，而中国群体最低(cF一0．581 5±0．357 2)(表 3)。AMOvA分析 

结果显示，群体内的遗传变异占总遗传变异的 92．44 ，这表明所分析的牙鲆 3个不同养殖群体绝大部分遗传 

变异是 由群体内的遗传变异提供的。 

表 2 3个牙鲆养殖群体 的 5个微卫星位点上 的统计分析结果 

Table 2 The analys of five microsatellite loci in three populations of Japanese flounder 

注： 为每个群体个数；A为等位基因；A 为有效等位基因；G为基因型数；HE为预期杂合度；H0表示观测杂合度；P值表示对 Hardy_wein 

berg平衡的显著性检验；F；。表示近交系数 

研究表明，遗传距离是衡量群体间遗传变异程度的可靠参数。群体间亲缘关系越近，则遗传变异性越低， 

相似系数值越大，遗传距离越小(P10sky 8￡口z． 1993)。牙鲆 3个养殖群体间的遗传距离见表 4。其 中，群体 

间遗传距离最大的为日本群体与韩国群体(O．198 2)，说明这两个群体间遗传差异最大；中国群体与日本群体 

的遗传距离最小(0．O73 4)。图 1是基于 Nei’s遗传距离构建的 UPGMA树 ，其 中中国群体与 日本群体首先聚 

在一起，然后才与韩国群体聚在一起。AM0VA分析结果表明，群体间的遗传变异占总遗传变异的7．56 9／6(表 

5)，牙鲆 3个群体固定系数(F )为 O．O75 2(P<0．O01)，其 中牙鲆 中国群体和 日本群体 固定系数(F )最小为 

0．O34 9(P<O．001)，说明群体间分化程度显著 (表 4)。 
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注：JF为 日本群体；CF为中国群体 ；KF为韩 国群体 

3 讨论 

杂合度作为一个反映群体遗传变异的重要参数 ，其大 

小可以反映群体遗传变异的高低 ，从遗传学的角度来讲 ，遗 

传瓶颈的发生首先就表现为等位基因尤其是稀有等位基因 

的消失，随着“瓶颈”的加剧就会表现出平均杂合度的降低 ， 

继而会造成物种生长速度 和抗病力 的下降 (王 伟等 

2O04)。本研究中的 3个牙鲆群体间的平均观测、期望杂合 

度相差不大，但 日本群体、中国群体与韩国群体的平均等位 

基因数 目分别为 4．8个、5．2个和 5．6个，明显低于 Sekino 

等(2O01)报道的 16．5个 ，这可能跟所检测的个体数量较少 

有关 ，但最主要原因可能跟牙鲆养殖群体经历了严格的人 

工选择 ，有效亲本数量较少，导致 了稀有等位基因的丢失， 

遗传多样性降低。日本群体的平均等位基因数 目最少 ，这 

可能与 日本对牙鲆进行长期高强度的遗传选育有关 ，长期 

表 4 牙鲆每两个群体之间的 Nei’s遗传 

距离和 固定系数(F ) 

Table 4 Nei’s genetic distances and FST between 

populations of Japanese f1ounder 

注：数字矩阵对角线以下的数表示群体问的遗传距离， 

其中 *表示为表中的遗传距离的最小值；数字矩阵 

对角线以上的数表示群体间的固定系数，**表示 

P< O．0O1 

多代的人工选择过程导致了牙鲆的部分等位基因逐渐丢失。在 5个微卫星位点中，位点 Po83和 Po89至少在 

1个群体 中偏离 HwE，而位点 Po35在 3个群体中均不符合 HWE。造成这种现象的原因有很多，通常认为有 

人工选择、随机突变和迁移等原因(Shao nz． 2O08)。平均基因多样性指数是衡量遗传多样性的重要指标 

之一。在 3个群体的平均基因多样性指数 中，韩国群体平均基因多样性指数要高于中国群体平均多样性指数 

和日本群体平均多样性指数，说明牙鲆韩国群体多样性水平优于中国群体和 日本群体，蕴涵着 比较丰富的育种 

和遗传改良能力(鲁双庆等 2O05)。 

表 5 牙鲆 3个养殖群体的 AM0VA分析结果 

Table 5 AMOVA analysis 0f three populati0ns 0f Japanese flounder 

聚类先后顺序反映了种群间亲缘关系的远近(邢荣莲等 2O03；孙昭宁等 2O07)。牙鲆 中国群体与 日本 

群体首先聚成一支，然后才与韩国群体聚在一起，这说明牙鲆中国群体与日本群体亲缘关系最近，而与韩国群 
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体关系较远。牙鲆 3个群体固定系数( )为 O．O75 2(P<0．OO1)，表明群体间分化程度显著 ，其 中中国群体和 

日本群体固定系数( )最小为 0．O34 9(P<0．OO1)，说明中国群体和 日本群体遗传分化最小 ，这与聚类分析结 

果一致 。总体来说，牙鲆 3个养殖群体的遗传多样性水平和遗传变异能力相对 自然群体都有所降低 (Sekino ￡ 

n￡． 2O01)。因此，在实际生产中，为了避免牙鲆遗传多样性的降低 ，不仅要从繁殖策略上人手，如提高有效亲 

本的数量、防止人工繁育过程中遗传背景相似品系交配等 ，而且有必要引进 国外野生群体 ，提高牙鲆遗传多样 

性 ，对牙鲆养殖产业持续发展具有重要意义。 
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