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牙鲆 4个选择性繁育后代群体遗传结构的微卫星分析 
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( 上海海洋大学 生命科学与技术学院，201306) 

摘要 为了检测由 3个牙鲆基础群体组合交配建立的 4个选择性繁育后代群体的遗传 多样性水 

平，。本研究利用10对微卫星引物分析了其遗传结构信息。计算结果表明，等位基因数 3～10个，平均 

等位基因数 5．7个，有效等位基因数 1．357 1～4．597 9，平均有效等位基因数 2．983 2，各个位点的平 

均观测杂合度 0．208 3～ 1．000 0，平均 期望杂合度 0．208 1～0．795 6，多 态信 息含 量 0．167 1～ 

0．750 1，其中中度多态位点两个，高度多态位点 7个，各群体的多态信息含量从大到 小依 次为 日本亲 

鱼与抗病亲鱼杂交后代群体 、抗病 亲鱼 自繁后代群体 、抗病亲鱼与黄海野 生亲鱼繁殖后代群体、日本 

亲鱼自繁后代群体。分析结果表明，4个群体的遗传多态水平均较高，对 4个选择性繁育后代群体的 

平均观测杂合度值进行 x 检验表明，群体间遗传多样性差异不显著。日本亲鱼 自繁后代群体与中 

国海域 亲鱼繁育后代群体(抗病亲鱼 自繁后代群体和抗病亲鱼与黄海野生亲鱼繁殖后代群体)的遗传 

距离较远 ，分别为 0．272 4和 0．331 0。根据群体间的遗传距 离利用 NJ法构建系统树，抗病亲鱼 自繁 

后代群体和抗病亲鱼与黄海野生亲鱼繁殖后代群体聚为一支，日本亲鱼 自繁后代群体和 日本亲鱼与 

抗病亲鱼杂交后代群体聚为一支，对遗传偏 离指数的分析表明群体 间的遗传平衡差异很大。 
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ABSTRACT Genetic diversity among four selective offspring stocks obtained by mating a— 

mong three basic populations of Japanese flounder Paralichthys olivaceus was assessed using 

ten microsatellite loci．Results showed that the allele number(A)was 3～ 1 0，average allele 

number was 5．7，effective allele number(A，)was 1．357 1～ 4．597 9，average effective allele 

number was 2．983 2，average observed heterozygosity(H。)of each locus was 0．208 3～ 1．000 

0，average expected heterozygosity(H )of each lOCUS was 0．208 1～ 0．795 6，average polymor— 

phism information content(PIC)of each lOCUS was 0．167 1～ 0．7501，and polymorphism infor一 
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mation content of JRS，RRS，RYS and JJS followed a decreasing order．Moderate and high ge— 

netic diversity was found in JJS and the other three stocks，and X。test revealed that there was 

no significant difference in average observed heterozygosity of the four selective offspring 

stocks．Genetic distance between JJS and RRS or RYS was comparatively higher than that be— 

tween RRS and RYS．The genetic distance among the four stocks was used to construct NJ den— 

drogram via MEGA software．RRS and RYS were within one branch。and JJS and JRS within 

another branch．Genetic deviation index indicated a difference among stocks．These results indi— 

cated that these microsatellite 1OCi selected were very sensitive and could be used in further se— 

lective and genetic breeding studies of Japanese flounder． · 

KEY WORDS Paralichthys olivaceus Cultured stocks Genetic diversity 

Microsatellite analysis 

牙鲆 Paralichthysolivaceus作为我国海水养殖鲆鲽鱼类的主导品种之一 ，其产值在我国水产业中占有相当大 

的比重。在我国，牙鲆的养殖依赖于驯化捕捞野生牙鲆作为亲本，产卵孵化鱼苗进行工厂化养殖。而目前在国 

内，牙鲆的鱼苗主要由几个主要的育苗公司来提供，而由于野生亲鱼的减少，亲鱼的补给困难，许多育苗场利用自 

繁后代留种作为亲鱼，因近亲繁殖而产生一系列的问题：繁殖力下降、遗传多样性降低、抗病力衰退以及白化率升 

高等。并且随着牙鲆养殖业的快速发展，养殖牙鲆病害频发，给牙鲆生产带来巨大的损失(周 丽等 1997)。 

微卫星作为一种重要的分子标记被广泛应用于分子标记辅助育种和探讨物种的遗传结构中。对于牙 

鲆，Sekino等(2002)利用微卫星和线粒体分析了日本野生群体和养殖群体的遗传信息；在国内一些学者(王 

伟等 2004；刘云国等 2006；Liu et a1． 2005)针对不同的养殖和野生群体利用微卫星等分子标记进行了 

遗传多样性的研究。但由于研究材料的限制，对牙鲆不同群体的杂交和自繁后代的遗传多样性的研究尚未 

见报道 。 

杂交和选育是当今鱼类改良的基本手段 ，通过不 同地理群体 问的杂交 ，获得杂交优势能够显著提高生长 

速度及抗病力等性状。本课题组利用经过自然选择和人工感染选择得到的牙鲆抗病群体(Rs)(Zhang et a1． 

2006)，引进的日本群体(JS)以及从黄海海域捕捞的野生的牙鲆黄海群体(YS)作为地理群体间杂交育种的基 

础群体。2007年 3月份在山东省海阳市黄海水产有限公司进行牙鲆的不同群体间的杂交和自繁育种(陈松林 

等 2008)。本研究以4个选择性繁育后代群体作为研究对象，利用微卫星标记分析其遗传结构和多样性，以 

期为后续的牙鲆育种工作提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 交配组合及样本采集 

群体 1(JJS)：日本群体亲鱼自繁后代；群体 2(RRS)：抗病群体亲鱼自繁后代；群体 3(JRS)：日本群体×抗 

病群体杂交后代；群体 4(RYS)：抗病群体×黄海野生群体繁殖后代。样品均为 6月龄鱼，体长为 15～18．2 

cm，体重为 11．1～68．1 g。每组样本为 30尾 ，群体 1取 自3个全同胞家系，群体 2、3、4分别取 自5个全同胞家 

系，剪取鳍条后保存于95 的乙醇中。 

1．2 DNA的提取及微卫星分析 

DNA提取参照刘云国等(2006)的方法进行。从 Sekino等(2002)及 Coimbra等(2003)开发的微卫星引物 

中选择了 10条微卫星引物，由上海博尚生物公司合成(表 1)。PCR反应体系为 15 l，包括 10×buffer 1．5td， 

0．2mmol／L dNTPs，0．2gmol／L引物，1U 的 Taq DNA聚合酶(Tiangen)。反应程序为 ：94℃预变性 4 rain，94 

℃30s，退火 45s，72℃延伸 30s，35个循环 ，最后 72℃延伸 7 min o反应在 PTC-200上进行 。 
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PCR反应结束后，加入等量的甲酰胺变性剂，95℃变性 6rain，迅速冰浴冷却。变性产物经 6 聚丙烯酰胺 

凝胶电泳后 ，银染显色 。 

表 1 10个微 卫星 引物的序 列及退火温度 

Table 1 Ten pairs of microsatellite sequence and their specific annealing temperature 

1．3 数据分析 

对照 PBR322分子量标准确定每个个体的基因型，利用 POPGENE软件计算 4个群体的平均等位基因数 

(A)、平均有效等位基因数(N )、最高等位基因频率(F)、低频等位基因数(L)、基因型数(G)、观测杂合度(H。) 

和期望杂合度(H )。同时计算了各群体的遗传相似指数( )、遗传距离(D)、近交系数(Fis)、遗传分化指数 

( )和基因流(N )。并根据 Botstein等(1980)的分类方法计算位点多态信息含量(PIC)，并进行 了 Hardy— 

weinberg遗传偏离指数( )的计算。利用 MEGA3．0软件采用 NJ法构建 4个群体 的系统树 。 

2 结果与分析 

2．1 微卫星位点的多态性 

1O个微卫星位点中有 9个在 4个选择性繁育群体中均显示出了多态性，而 Po52位点在 JJS群体中仅发 

现 1个等位基因。位点不同，检测到的遗传变异水平也不同(表 2)。在 1O个微卫星位点中共检测到 57个等 

位基因，等位基因最多的是 Po83和 Po91位点，分别为 9和 10个等位基因，而 Po33和 Po52等位基因最少，各 

为3个等位基因，平均等位基因数 5．7个，有效等位基因数为 1．357 1～4．597 9，平均有效等位基因数 2．983 2，所 

有位点的有效等位基因数都小于观察到的等位基因数。在所检测的 10个微卫星位点中，Po52位点的多态性 

最低，Po26和 Po33位点的多态性也较低，其余 7个位点均呈现出较高的多态性。在 1O个微卫星位点中，平均 

观测杂合度在 0．208 3～1．000 0之间，而平均期望杂合度在 0．208 1～0．795 6之间。基因型数最少 的位点是 

Po52，4个群体的平均值为2．25，最多的位点是 Po83，4个群体的平均值为 9。1O个位点在 4个群体内的平均 

多态信息含量 (PIC)在 0．167 1～O．750 1之间 。根据 Bostein等(1980)的分类标准 ，只有 Po52位点属于低度 

多态位点(PIC％O．25)，Po25和 Po33位点属于中度多态位点(0．25<P c<0．5)，而其余 7个位点均为高度 

多态位点(P C>0．5)。 
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表2 l0个徽卫星位点在 4个牙鲆群体中的分析结果 

Table 2 Allelic variability at ten microsatellite loci in Japanese flounder 

注；A表示等位基因数 目，A 表示有效等位基因数，F表示最高频率等位基因的频率，L表示低频等位基因数( <O．05)，G表示基因型数，H 

表示期望杂合度，H。表示观测杂合度，PIC表示多态信息含量，P值表示偏离 Hardy-Weinberg平衡检验，d表示遗传偏离指数 
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2．2 各群体 的遗传 多样性 

及群体遗传分化分析 

4个群体 1O个位点的 

遗传分化 系数 (F )及 基 因 

流 (N )见 表 3。从 表 3中 

可以看出在各个群体间存在 

轻度遗传分化的位点(F < 

0．05)只有 Po25A，存 在 中 

度遗传分化的位点(0．05< 

F <0．15)有 7个 ，Po42位 

点存在高度的遗传分化，而 

Po52遗传分化极高。各个 

位点的平均遗传分化指数为 

0．107 4，说明处于中等遗传 

分化水平 ，也表 明约 10 的 

遗传分化来 自于群体之间， 

约 90 的遗 传分化来 自于 

群体内。基因流(N )越大， 

表明遗传分化程度越低，因 

此 同样说 明 Po25A 位点在 

各群体间的遗传分化程度最 

低 。 

从杂合度的观测值来 

看 ，本研究 中 4个繁育后代 

群体的遗传多样性水平均较 

高(表 4)。10个微卫星位点 

只有在 日本亲鱼 自繁后代群 

体 (JJS)中包 含 的多态信息 

含量 较低 (0．446 7)。对 4 

个群体的期望杂合度(H ) 

表 3 10个微卫星位点在 4个牙鲆群体 间的遗传分化信 息 

Table 3 Genetic differentiation in ten microsatellite loei among four selective 

offspring stocks of Japanese flounder 

表 4 牙鲆 4个选择 繁育后 代群体在 10个微卫星基 因座上的平均等位基 因数 (A)、 

有效等位基因数(A )、观测杂合度(H。)、期望杂合度(H )以及多态信息含量(PIC) 

Table 4 Average number of alleles(A)，number of effective alleles(A )，observed 

heter0zygosity(H。)，expected heterozygosity(H )and polymorphism information 

content(PIC)in 10 loci among 4 selective breeding stocks of Japanese flounder 

表5 4个选择性繁育群体的遗传距离及相似性指数 

Table 5 Nei S genetic identity and genetic distance in 4 selective offspring stocks of Japanese flounder 

注：对角线以下为遗传距离，对角线以上为遗传相似性指数 

和观察杂合度(H。)进行 x 检验，差异均不显著(P一1．0)，说 

明4个群体的遗传多样性指数没有显著差异。 

利用 POPGENE软件计算了群体间的遗传距离和遗传相 

似度(表 5)，从表 5中可以看出RYS群体与 JJS群体的遗传距 

离最大为 0．331 0，而 JJS群体与 JRS群体遗传 距离最小 

为 0．158 6，另外 JJS群体与 RRs群体也存在较大的遗传距离 

(0．272 4)。根据各群体间的遗传距离，利用 MEGA3．0软件对 

JJS 

RYS 

图 1 采用 NJ法构建的 4个牙鲆群体的系统树 

Fig．1 NJ dendrogram showing the polylogenetic 

relationship among four stocks of flounder 

4个分析群体进行系统聚类分析(图 1)。4个群体在系统进化树上分为两支，RRS和 RYS群体作为一支，JJS 

和JRS作为一支，JJS群体在系统树中与其他分支的距离最远。 

2．3 Hardy-Weinberg平衡检验 

对 10个微卫星位点的等位基因频率进行了 Hardy-Weinberg平衡检验，并计算了各位点在不同群体内的 
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遗传偏离指数( )。从表 1中可以看出，4个牙鲆群体中，RYS群体中有 3个位点偏离 Hardy—Weinberg平衡， 

而在JJS、RRS和JRS群体中分别有 5，8和 7个位点偏离 HW 平衡，偏离平衡的位点较多，这一结果与刘海金 

等(2008)研究的结果一致。Hw 遗传偏离指数( )反映了 Ho和He之间的平衡关系。本研究中 d值变化较 

大，从一0．539 1到 0．564 0。在各个群体均表现出杂合子缺失的位点，在 JJS群体 中分别有 1个位点出现杂合 

子缺失，在JRS和RYS群体中各有 3个位点杂合子缺失，而在 RRS群体中有 8个位点杂合子缺失，其中Po— 

li144TUF位点在 4个群体中均表现出杂合子缺失。群体问的杂合子缺失和过剩存在很大的差异。 

3 讨论 

微卫星具有等位基因数目多、多态性高、共显性以及孟德尔遗传方式等特点，它作为一种优异的分子标记 

广泛应用于揭示各种物种的遗传多样性、构建连锁图谱和 QTL定位辅助育种等研究工作。因此，目前在水产 

动物的分子标记研究中首选的就是微卫星标记。刘云国等(2005、2006)利用 10个微卫星位点分析了牙鲆 3个 

选择性养殖群体的遗传多样性；王 伟等(2004)利用 10个微卫星位点分析了山东近海牙鲆自然和养殖群体的 

遗传多样性。另外刘海金等(2008)利用 16个微卫星位点分析了牙鲆 5个养殖群体的遗传多样性 ，探讨 了各群 

体的遗传分化及亲缘关系。遗传多样性的高低对繁育能力、抗病抗逆和生长等性状有很大的影响，特别是亲本 

群体和预留做种的鱼苗，必须保证一定的遗传多态水平，才能在自然交配和家系建立中维持较远的遗传距离和 

较大的遗传差异。本研究首次利用牙鲆 3个基础群体进行群体内自繁和群体间的杂交，以4个选择性繁育后 

代群体作为研究材料，分析了各个群体的遗传多样性水平，探讨了群体问的遗传分化水平和亲缘关系，研究结 

论有助于进一步的牙鲆育种工作 ，根据繁育后代群体的遗传结构来判断后代的遗传多样性指数 ，以确定是否适 

合进一步的留种和选育工作。 

在本研究中所采用的 1O个微卫星位点中，仅有 Po52、Po26和Po33位点多态水平较低，其余 7个位点在 4 

个群体中均表现出高度多态(PIC~0．5)。因此这些位点可以用于后续的牙鲆遗传信息分析。10个微卫星位 

点在 4个群体中有 7个位点处于中度遗传分化水平，0．107 4的平均遗传分化指数表明遗传分化约有 90 来 

自群体内，约 10 来 自于群体间。杂合度是表征群体遗传多样性 的一个重要的指标 ，理论上在没有近交选择 

和外来因素影响的前提下，观测杂合度趋向于接近期望杂合度。本研究发现 4个选择繁育后代群体的观测杂 

合度水平均较高，说明 4个群体的遗传多样性水平均较高。从表 4中可以看出JJS群体的平均等位基因数 

(A)、有效等位基因数(A )、期望杂合度(H )以及多态信息含量(PIC)均低于其他 3个群体，但观测杂合度 

(H。)也达到了0．625 4。在 4个群体中，10个微卫星位点的 PIC值由大到小分别为 JRS、RYS、RRS和 JJS， 

H。值由大到小分别为 JRS，RYS，JJS和 RRS，从 中可以看到 ，JRS多态性水平最高 ，极有 可能是 由于两个地理 

群体的杂交造成的后代群体的高度遗传多态性 ，RYS群体多态性水平较高可能是由于黄海野生捕捞群体的高 

度遗传多态遗传给后代，虽然与之交配群体同是中国海域的抗病选育群体，但是由于野生遗传资源的优势，后 

代仍然呈现了较高的遗传多态水平。JJS和 RRS两个群体较低的遗传多态水平在很大程度上应该归因于同 

一 地理海域的群体内交配，近缘亲本的交配以及缺少外来基因的渗人造成了这两个群体的稍低的遗传多态。 

同时JJS群体的 PIC值要低于其他 3个群体，可能是由于引进的日本亲鱼已经经过较高强度的选择，虽然生 

长性能较好，但其遗传背景比较窄，遗传差异不大，同时也可能是由于日本亲鱼基础群体的数量较少所致。 

Sekino等(2O02)利用 11个微卫星标记对 日本的3个养殖群体进行分析，其杂合度为 0．59～0．71，刘海金等 

(2008)利用 16个微卫星位点分析了5个养殖群体，其观测杂合度为 0．506 3～0．635 4，PIC值为0．527 4～ 

0．597 1。本研究采用 10个微卫星位点分析的 4个群体的观测杂合度为 0．584 9～O．687 8，PIC值为 0．446 7 
～ O．577 9，与刘海金等(2008)研究结果相比，遗传多态性差异不大，但与王 伟等(2004)发现养殖群体的杂合 

度为0．731 0相比要低，可能与采用的微卫星位点的多态性程度差异有关，也可能与其采集的样本遗传基础比 

较广泛所致。本研究发现 4群体的遗传多样性均处于较高的遗传多态水平，可以考虑进一步的选择留种以及 

家系选育工作 。 

从 4个群体间的遗传距离和遗传相似性指数看，JJS群体与中国海域亲鱼繁育后代群体(RRS和 RYS)的 

遗传距离较远，分别为0．272 4和 0．331 0，而与存在日本亲鱼遗传信息的JRS群体的遗传距离仅 0．158 6，与 
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遗传距离成负相关的相似性指数也体现了这一结果。中国海域亲鱼交配产生 的繁育群体 (RRS和 RYS)之间 

的遗传距离较小。从系统树上也可以看 出RRS和 RYS首先聚成一支 ，而后亲缘关系较近的为JRS杂交群体 ， 

JJS群体则与 RRS和 RYS群体亲缘关系最远，只有与存在共同遗传背景的 JRS群体才聚在一支。上面这些 

结果都说明了不同地理种群的牙鲆具有较大的遗传差异，遗传距离较远，而杂交优势的体现正是利用了具有差 

异较大遗传背景的亲本交配以产生杂种优势 。 

10个微卫星位点在 4个群体中的平均遗传分化系数(F )为 0．107 4，按照一般评判标准属于中等分化，刘 

海金等(2008)分析 的 5个养殖群体 的平均遗传分化系数为 0．099 1，You等(2002)利用 RAPD技术发现山东 

野生群体与养殖群体的遗传分化系数为 0．119，本研究结果与其他学者的研究结果类似，说明牙鲆不同群体间 

的遗传分化和遗传变异的程度是比较接近的。 

选择留种和培育亲本必须保存较高的遗传多态，因此在选择亲本及评价群体的遗传结构时需要对其遗传 

多样性和遗传距离等信息利用分子标记进行评测。微卫星分析结果表明，本研究选择的4个选择性繁育后代 

群体遗传多态水平较高，此研究结果反映了 4个选择性繁育后代群体的遗传多样性比较丰富，适合在这些群体 

中进行进一步的选择育种 ，同时在选育中还要考虑到不同地理群体交配产生的杂种优势效应。 
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