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摘 要 利用 l2对微卫星分子标记对大菱鲆 Scophthalmusmaximus 4个引进地理群体进行遗传 

多样性分析。结果表明，等位基因数 (A)为 2～l0个，平均等位基 因数为 4．3，有效等位基 因数(N ) 

为 1．6～6．1，平均有效等位基 因数为 2．7，各位点的杂合度观测值(H )为 0．000 0～0．562 5，杂合度 

期望值(H )为 0．382 3～0．841 6。各群体之间无偏倚杂合度期望值由小到大依次为丹麦群体、英国 

群体、法国群体、挪威群体，运用 SPSS软件对无偏倚杂合度期望值进行 Kruskal—wallis检验，其结果 

(H 4．438w厂一3，P一0．218)表明，4个群体的遗传多样性差并不显著。群体间平均遗传分化指数 

(F )为 0．111 7，各群体之间存在 中度遗传分化。用 UPGMA法进行聚类分析 ，4个群体聚为两类， 

挪威群体和丹麦群体聚为一类，法国群体和英 国群体聚为一类。结合 Hardy—Weinberg平衡和遗传 

偏离指数( )，4个群体都不同程度的偏 离平衡。4个群体具有一定的遗传分化 、较好的遗传 多样性， 

适合作 为大规模 家 系选 育的基础群体 。 

关键词 大菱鲆 地理群体 微卫星 遗传 多样性 

中图分类号 Q959．486；Q173 文献识别码 A 文章编号 1000—7075(2011)01 0016-08 

Analysis of genetic structure among four di fferent stocks of turbot 

Scophthalmus maximus using microsatellite technique 

HOU Shi—ying ，。 MA Ai-jun WANG Xin—an HUANG Zhi—hui 

XUE Bao—gui ， YANG Zhi QU J iang—bo。 

(。Qingdao Key Laboratory for Marine Fish Breeding and Biotechnology，Yellow Sea Fisheries Research Institute。 

Chinese Academy of Fishery Sciences，266071) 

(!College of Fisheries and Life Science．Shanghai Ocean University，201306) 

(。Yantai Tianyuan Aquatic Limited Corporation，264003) 

ABgTRACT Genetic diversities within and between four geographical stocks of turbot 
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tively．The observed heterozygosities(H。)and unbiased expected heterozygosities(H )ranged 

in 0．000 0～ 0．562 5 and 0．382 3～ 0．841 6 respectively．The rank of the H values for the four 

stocks in an increasing order was： Denmark< UK < France< Norway． A comparison by 

Kruskal—W allis test(SPSS software)(H 一 4．438，d厂一 3，P===0．218)revealed that there was no 

significant difference in genetic diversities of the four geographical stocks．Genetic diversity CO— 

efficient(F )was 0．1 1 1 7，which indicated that there was moderate genetic differentiation a— 

mong these four geographical stocks．The genetic distance of the four geographical stocks was 

calculated and the cluster analysis bv UPGM A method was carried out．The stocks were pooled 

into two groups：one goup of N orway and Denm ark stocks，the other group of France and UK 

stocks． Hardy—W einberg equilibrium and genetic deviation index (d) showed a reasonable 

difference within each stock． 

KEY W ORDS Turbot Scophthalmus maximus I ． Geographical stock 

Microsatellite DNA Polymorphic analysis 

大菱鲆 Scophthalrnus maximus L．是原产于欧洲的著名海水养殖品种 。因其具有生长迅速 、肉味鲜美 、耐 

低氧、食物转化率高等优点深受人们的喜爱 (雷霁霖 l983、2000)。中国水产科学研究 院黄海水产研究所于 

1992年“跨洋引种”将其引入我 国，1999年突破了大规模育苗的关键技术。 目前 已成为我国特别是北方地区的 

主要养殖品种 (雷霁霖 2001；马爱军等 2000)。近年来 ，由于盲 目引进以及对引进品种的遗传背景不清楚等 

原 L大J，导致孵化率和成活率降低、生长速度减慢、抗逆性变差、白化严重等系列种质退化现象不断发生 (雷霁霖 

等 2005；申雪艳等 2004)。因此，对大菱鲆进行遗传改 良已成为一项非常紧迫的任务。而要进行遗传改 良， 

首先要选择大量的基础群体 ，并对这些基础群体的遗传背景进行深入研究 。 

微卫星标记技术已广泛的应用于水产动物的种群鉴定 、选择育种 (朱 滨等 1999)，是一种较为理想的标 

记方法 。目前 ，有关利用微卫星标记对大菱鲆进行遗传背景分析的报道，普遍存在着利用微卫星位点数量较少 

的问题(申雪艳等 2004；Bouza et a1． 2002；Coughlan et a1． 1998；Nielsen f a1． 2004；Florin et a1． 

2007)，直接影响到标记 的准确性和精确性。因此 ，利用大量微卫星标记对大菱鲆进行相关分析 ，以期为精确地 

评估不同群体 的遗传背景 ，构建大规模家系选育所需的基础群体 已成为当务之急。 

作者运用 12对微卫星标记，比较分析引进挪威、丹麦、法国和英国4个不同地理群体大菱鲆的遗传结构， 

为进行大菱鲆 的大规模家系选育提供理论依据和技术支持。 

1 材 料 与方 法 

1．1 样 品 采集 

实验所用大菱鲆样本为烟台天源水产有限公司提供 ，其挪威群体为 2002年 6月 10日从挪威引进 的 5cm 

苗种；丹麦群体为 2003年 4月 4日引进丹麦群体的 5cm苗种 ；法 国群体 为 2003年 9月 22日从法 国引进的 

5cm苗种 ；英国群体为 2002年 8月 11日从英 国引进的约 5cm 苗种。每组样本数量 20尾 ，剪取尾鳍鳍条分装 

于液氮中，到达实验室后置于一80~C中保存 。 

1．2 总 DNA 的提取 

参照《分子克隆实验指南 》(萨姆布鲁等 1992)及 Aljanabi等(1997)的方法提取大菱鲆样品的 DNA，用 

1 的琼脂糖凝胶电泳 GENEVIEW 染色鉴定。GENEQUAN Tpro(Pharmacia Biotech Ltd)RNA／DNA分 

析定量仪定量 ，用超纯水稀释成 50ng／~l，一20~C保存备用 。 
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1．3 PCR反应 及 电泳结 果分析 

本研究所利用的微卫星引物 SmacO1、Smac02、Smac03、Smac06、Smac09、Smacl0以及 Smacl2来 自 Chen 

等(2007)。PCR反应体系为 25 l，包括 0．4／~mol／L引物，0．2mmol／I dNTP，1×PCR buffer，MgC12 1．5或 

2retool／L(表 1)，0．75U Taq酶，100ng模板 DNA。反应程序为 ：94℃预变性 4min；94℃ 30s，退火 50s(各引 

物的退火温度见表 1)，72℃ 50s，30个循环 ；72℃延伸 7min。微卫星引物 Sma uscl2、Sma—usc25、Sma—usc34、 

Sma usc35和 Sma—usc36来 自Pardo开发的大菱鲆微卫星引物(Pardo et a1． 2006)。PCR反应体系为 15儿l， 

包括 1／lmol／I 引物(表 1)，0．1mmol／L dNTP，1．5xPCR buffer，MgC12 1．5mmol／I ，0．5U Taq酶，30ng模板 

DNA。反应程序为 ：95℃预变性 10min；94℃ 45s，退火 50s(各引物的退火温度见表 1)，72℃ 50s，35个循环； 

72℃延伸 10min。各位点引物序列、退火温度及 GenBank登录号见表 1。 

表 1 引物序列及特异退火温度 

Table 1 Sequence and specific annealing tem perature of m icrosatellite primers 

PCR产物在 8 的变性聚丙烯酰胺凝胶中电泳分离，硝酸银染色。待凝胶干燥后使用扫描仪记录电泳图 

谱 ，根据每一个体产生的条带位置确定其基因型。用群体遗传学分析软件 Popgene 1．32进行数据处理。 

1．4 数 据分析 

通过计算每个位点的等位基因数(A)、有效等位基因数 (N )(Crow et a1． 1965)、平均观察杂合度(H。)、 

平均无偏倚杂合度期望值(H )，同时计算了各群体在各个位点的 Hardy—Weinberg遗传偏离指数 ( )、各群体 

间的遗传相似性系数(J)和遗传距离(D)(Nei et a1． 1975)，运用 F一检验(Wright 1978)和基于基因型的 P 

值(Levene 1949)等，进行遗传多样性分析 。采取 UPGMA方法对 4个群体进行聚类。上述参数均由群体遗 



第 1期 侯仕营等：大菱鲆 4个引进地理群体遗传多样性的微卫星分析 19 

传学分析软件 Popgene 1．32分析得到。参照 Botstein等(1980)的方法，计算了多态信息含量 PIC(Polymorphism 

Inf。rmation Content)。用 SPSS 13．0软件对各群体各位点的杂合度期望值(H )进行 Kruskal—Wallis检验。 

2 结果 

2．1 遗传 多样性 

对 12个 多态性 位点 进行 PCR扩 

增，共得到 52个等位基因。图 1所示为 

大菱 鲆 位 点 Smac03在 法 国 群 体 和 

Smac06在英 国群体的电泳图。 

应用 Popgene 1．32群体遗传学分 

析软件对大菱鲆群体进行遗传多样性分 

析 ，反应各个座位在养殖群体遗传多样 

性的参数 A、N 、H—H 、PIC列于表 2 

中。存所检测的 12个位点中，Smac01、 

图 1 大菱鲆位点 Smac03在 法国群体 和位点 Smae06在英 国群体的 电泳 

Fig．1 Ekctr。phoresis of m icrosatellite locus am plified by Smac03 in the 

France stock and by Smac06 in the U K stock of turbot S．maoclmus 

Smac02、Smac03、Smac06、Sma—USc34、Sma—use35、Sma—usc36呈 中度多态性(O．25<PIC<0．5)，其余位点均呈高 

度多态性(PIC>O．5)。12个位点的等位基因数为 2～10个 ，平均等位基因数为 4．3；有效等位基因数为 1．6～ 

6．1，平均有效等I"R~IN数为 2．7；各 位点的杂合度 观测值 (H )为 0．000 0～0．562 5，杂合度期望值 (H )为 

0．382 3～0．841 6；平均多态信息含量(PIC)为 0．334 8～0．815 7。 

表 2 大菱鲆引进4个不同地理群体在各位点的等位基因数、有效等位基因数、杂合度观测值、杂合度期望值、多态信息含量 

Table 2 Number of alleles(A)and effective alleles(N )，observed heterozygosity(H )，unbiased expected heterozygosity(H )and 

Polym0rphism Informa rion Content(PIC )at the】2 microsatellite loci of the four geographical stocks of turbot S． rimus 

表 3 大菱鲆 引进 4个不 同地理群体在 12个微 卫星座位的平均等位基因数、有效等位基 因数 、杂合度观测值、无偏杂合度期望值 、多态信息含量 

Table 3 Number of alleles(A)，effective alleles(N )．observed heterozyg0slty(H。)，unhiased expected heterozygos儿y(H )and 

PolyFD．O phism Information Contetit(PIC )in thc fo r】r imported geographical stocks of turbot S．m“ imu 

群体 Sloek 平均等位基因数 A 有效等位基阕数 杂合度观测值 H 无偏杂合度期望值 H 多态信息含量 PIC 

挪威 Norway 

丹麦 Denmark 

法 国 France 

英国 UK 

2．389 2 

1．907 7 

2．389 1 

2．453 1 

0．487 3 

0．340 8 

0．485 4 

O．472 7 

8  O  8  

5  2  1  4   ̈

O O O  0  

： 0 0 0u 

9  7  5  5  

O O  O  O  

7  7  O  3  

6  6  O  3  ==  ̈ 船 

3  2  3  3  
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各群体中，丹麦群体的遗传多样性最低，挪威群体的最高(表 3)。对 4个群体的无偏倚杂合度期望值(H ) 

进行 Kruskal wa1lis检验 ，结果(H一4．438，df=3，P一0．218)说 明，各群体 的遗传 多样性虽有差异 ，但并没 

有达到统计上的显著水平 。 

2．2 群体的 遗传 分化 

4个群体间遗传分化指数( )和基因流(N )见表 4，各群体之间存在轻度遗传分化(F d0．05)的位点有 

3个 ；有中度遗传分化(0．05< d0．15)的位点有 6个；有较大遗传分化(O．15< d0．25)的位点有 1个 ；有 

极大遗传分化(F >O．25)的位点有两个。表明各群体间存在一定程度的遗传分化。各群体的平均遗传分化 

指数为 0．111 7，各群体之间存在中度遗传分化。由表 5两两群体间的 平均值可知 ，英国群体与法国群体问 

的遗传分化程度最低 ，法国群体与丹麦群体之间的分化程度最高 ，但总体上各群体间遗传分化程度较弱，说明 

遗传变异主要来 自群体内个体之间。N， 与F 是负相关的，因此基因流所反映的群体遗传分化与遗传分化指 

数是相似的。根据基因流的大小在群体间遗传分化较小 (N >4)的位点有 Smac01、Smac06、Sma—usc34和 

Sma—usc35；在群体间存在较大分化(N <1)的位点有 Smac02和 Smacl0；其余 6个位点在各群体之间存在一 

定程度的分化。 

根据 Nei(1978)的计算方法计算了各群体问的遗传相似性系数(J)和遗传距离(D)(表 6)。英国和法国的 

遗传距离最近(O．069 1)，法国和挪威的遗传距离最远(O．238 8)。 

表 4 大菱鲆引进 4个不同地理群体各位点的遗传分化指数 ( )和基因流 fⅣ ) 

Table 4 Genetic diversity coefficient(Ft)and gcne flow(Nm)among the four imported geographical stocks of turbot S．zTta2ciTntt$ 

位点I OCU8 遗传分化指数 基因流 N 位点 Locus 遗传分化指数 F 基因流 N 

Smac0l 0．049 0 4．857 1 Sma LISC12 0．081 6 2．81 3 8 

Smac02 0．259 2 0．71 4 7 Sma usc25 0．165 2 1．262 9 

Smae03 0．085 4 2．676 7 Sma—use34 0．054 6 4．331 4 

Smac06 0．025 1 9．725 0 Sma usc35 0．036 8 6．541 9 

SmacO9 0．1l2 6 1．969 4 Sma use36 0．118 8 1．853 8 

SmacJ0 0．264 5 0．695 1 M ean 0．111 7 1．932 7 

Smacl 2 0．088 1 2．588 7 

表5 大菱鲆引进4个不同地理群体各群体间配对比较的 值 

Table 5 Genetic diversity eoeffieient(Fn)between the four 

imported geographical stocks of turbot S．maximus 

群体 Stock 挪威 Norway丹麦 Denmark 法 国 France英 国 UK 

表 6 遗传相似性系数及距离 

Table 6 Nei s unbiased measures of genetic 

identity(D and genetic distance(D) 

群体 Stock 挪威 Norway丹麦 Denmark 法 国 France英 国 UK 

挪威 Norway 0．847 3 0．787 6 0．809 1 

丹麦 Denmark 0．1 65 7 0．795 0 0．852 0 

法国 France 0．238 8 0．229 5 0．933 3 

英国 uK 0．2ll 8 0．160 2 0．069 l 一 

注：对角线以上为遗传相似性 系数 ；对角线以下为遗传距离 

Note：Above the diagonal is the genetic distance and below is the 

根据各群体之间的遗传距离 ，对 4个地理群体进行聚类 (图 2)。4个群体主要分为两类 ，挪威和丹麦聚为 

一 类 ，法 国和英 国聚为一类 。 

2．3 Hardy—Weinberg平衡 

对 12个微卫星位点的等位基 频率与 Hardy—Weinberg平衡的 。显著性检验(P)与各位点遗传偏离指 

数( )，结果见表 7。 

4个群体中偏离 Hardy—Weinberg平衡的位点，挪威群体有 7个 ；丹麦群体有 6个；法国群体有 1O个 ；英 国 
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群体有 8个 。挪威群体表现出杂合子缺失的位点较多 ， 

有 7个 ，丹麦群体和英 国群体均有 4个位点表现出杂合 

子缺失现象 ，法国群体表现出杂合子缺失的位点较少，有 

3个 。 

3 讨论 

群体的遗传 多样性每丧 失 1O ，就会对 其繁 育能 

力 、存活率 、生长等重要性状产生很 大的负面影 响(A1 

lendorf et。 ． 1987)。群体 内和群体间 的遗传多样性 

从长期来看被认为是决定该物种进化 和适应性 ，短期来 

看是 用来 加强个 体 的适应 性 (Hedrick et a1． 1992； 

挪威群体 N 

丹麦群体 D 

法国群体 F 

英 国群体 u 

图 2 大菱鲆引进 4个 地理群体 的 UPGMA 聚类 

Fig．2 U PGM A cluster analysis of the four imported 

geographical stocks of turbot S．rnaccirnus 

Thorpe et a1． 1995)。本 研究所 使用 的 12对微 卫 星分 子标 记 中 ，5个位 点 呈 高度 多 态性 ，7个 位 点呈 中度 多 

态性 ，总体表现为较好的多态性 ，可以用于遗传结构和系谱分析。在 4个群体中平均 PIC由小到大依次为丹 

麦群体(0．340 8)、英国群体(0．472 7)、法国群体(o．485 4)、挪威群体(0．487 3)，各群体均表现为中度多态性 ， 

表明这 4个地理群体种群内遗传变异中等。 

表 7 显著性检验 (P)与遗传偏离指数 (d) 

Table 7 Chi—square test for Hardy—W einberg equilibrium and heterozygote deficiency or excess 

遗传杂合度又称基因多样度，反映各群体在几个位点上的遗传变异 ，认为它是度量群体遗传变异的一个最 

适参数(Nei et a1． 1975)。观测杂合度值越接近期望杂合度值，表明该品种受外来选择及近交等凶素的影响 

越小，群体处于遗传平衡状态 。Bouza等(2002)检测到野生群体 的无偏 杂合度期望值(0．77)明显高于养殖群 

体(O．68)。Stefdnsson等(2001)也检测到养殖群体与距离最近的野生群体之间无偏杂合度期望值存在较大差 

异 。本研究中4个群体的平均无偏倚杂合度期望值由小到大为 ：丹麦群体(0．412 O)、英国群体(0．544 8)、法 国 

群体 (0．561 1)、挪威群体(0．565 8)。对各群体各位点的无偏倚杂合度期望值运用 SPSS软件进行 Kruskal 

Wallis检验 ，其结果 (H--4．438， 厂一3，P===0．218)没有达到统计学 的显著水平 ，表 明各群体的遗传多样性程 

度尚处于同一水平。多态信息含量(PIC)和杂合度(H)是衡量群体 内遗传变异的指标 ，其值直接反映群体 内 

个体的均匀度 ，数值高则遗传变异大 ，反之则变异小(廖信军等 2006)。本研究结果表明 4个地理群体 内的遗 

传多样性较好，各群体问具有一定 的遗传分化。 

遗传分化指数(F )是衡量群体间遗传分化程度的重要指标 ，其值在 0～1之间，数值越大表明群体间存在 
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的遗传分化越大。Coughlan等(1998)利用 3个微卫星位点对爱尔兰和挪威的野生与养殖大菱鲆群体进行 了 

比较，挪威的野生群体和爱尔兰的野生群体之间分化程度最低(F 一0．009)，挪威的养殖群体和爱尔兰的养殖 

群体之间遗传分化程度最高(F 一0．037)；Coughlan等(1998)认为造成这一现象的原因是产卵场内等位基因 

的 自由交换和养殖群体人工选择。Bouza等(2002)用同工酶和微卫星标记分析两个野生大菱鲆群体，表明群 

体之间遗传变异较小 ，遗传分化主要来 自群体内个体之间。Nielsen等(2004)用 8个微卫星位点对从比斯开湾 

到波罗的海范围内 8个不同地理位置的大菱鲆进行 了遗传结构分析也得到遗传分化主要来 自群体内个体之 

间，两两间比较遗传分化指数(F )最大值为 0．032(北海和波罗的海北部两个群体之间)。申雪艳等 (2004)利 

用 RAPD引物和 4对微卫星引物对大菱鲆引进 3个地理群体进分析 ，得遗传分化系数 (G )在 0．033 2～ 

0．067 32：间。本研究 中由遗传分化指数 (F )和基因流(N )可知，英国群体与法国群体问的遗传分化程度最 

低 ，法国群体与丹麦群体之间的分化程度最高 。各群体的平均遗传分化系数为 0．111 7，表明变异有 11．17 

来 自群体之间，88．83 来 自群体内个体之间，遗传变异主要来 自群体 内个体之问 ，这 与 Bouza等(2002)和 

Nielsen等(2004)的研究结果一致。 

群体间的遗传关系可由所有微卫星位点上的所有等位基因的接近程度来衡量，遗传距离可准确体现这 

种程度的大小 。遗传距离是研究物种遗传多样性 的基础 ，它反映 了所研究群体的系统分化 。一般认为 ，群 

体分化时间越短 ，遗传距离越小 。Blanquer等(1992)用 同工酶技术得出不同地理群体问的的遗传距离仅 为 

0．()O2<D<0．003；邹曙明等(2001)对乳山养殖场从英国引进大菱鲆人]一繁殖的第一代进行 RAPD分析，结果 

表明，遗传距离 D一0．045；申雪艳等(2004)利用 RAPD引物和 4对微卫星引物对从法国、英国、西班牙引进的 

3个大菱鲆群体进行分析做出的遗传距离分别为 0．012 4～0．019 2和 0．068 2～0．120 5。本研究中得到各群 

体问的遗传距离为 0．069 1～O．238 8。作者分析，由于较同工酶和 RAPD方法微卫星标记具有更高的多态性 

(Tautz 1989；Weber et a1． 1989；Jeffreys et a1． 1988；Hamada et a1． 1982)，申雪艳等(2004)利用同一 

批样品实验结果微卫星标记分析出的遗传距离明显高于用 RAPD方法得出的结论，所 以本实验得到的遗传距 

离要高于 Blanquer等(1992)、邹曙明等(2001)、申雪艳等 (2004)得到的结果。申雪艳等(2004)用微卫星标记 

得到的遗传距离为 0．068 2，与本研究 中得到的英国、法国两群体之问的遗传距离为 0．069 1极为相近，进一步 

验证了英国、法国两个群体之间遗传距离是小的。 

Crawford等(1998)曾指出若要保存尽量多的遗传多样性 ，必须有可靠的方法对品种 问的遗传分化进行测 

定 ，微卫星等位基因频率的分析是 目前最佳的方法之一 ，由微卫星得 出的遗传距离更能反映分化时问的长短， 

以及品种问的遗传变异和分化。本研究所利用的微卫星位点多态信息含量较好，对大菱鲆引进 4个地理群体 

用 UPGMA法所得到的聚类结果与马爱军等(2008)用数量遗传学方法得到的结果一致 ，且基本符合 4个地理 

群体的地域分布。本实验反映出各群体之问存在一定的遗传分化，各群体内部遗传多样性较好，存在一定的育 

种潜力，适于作为大规模家系选育的基础群体。本实验也为以后大菱鲆的遗传育种以及引种T作提供 了技术 

参数 ，尽量同时引进遗传关系较远的群体(如挪威群体和法国群体)，选择具有一定遗传分化的群体之间进行交 

配，以取得优势群体。 

马爱军 ，陈四清 ，雷霁霖 ，胡建成 ，孙宗哲，贺知德 

马爱军，王新安，雷霁霖 ，杨 志 ，曲江波，许 可 

(1)：24～29 

申雪艳 ，宫庆礼，雷霁霖 ，孔 杰 ，翟介明，李 波 
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