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尼罗罗非鱼与萨罗罗非鱼回交子代

遗传变异的微卫星分析

李腾云，李思发

(上海海洋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:用 6 对微卫星引物对尼罗罗非鱼、萨罗罗非鱼及其正反杂交鱼的正反回交子代共 6 种遗传型

( genotype) 罗非鱼进行了遗传变异分析，探讨回交的遗传效应。结果表明: (1 )6 对引物均有较好的多态性，可

用于这 6 种罗非鱼的遗传变异分析; (2) 6 个微卫星位点在 6 种鱼中的平均杂合度为 O. 562 - O. 731 ，其中正

因交鱼萨尼×尼罗最高(0.731) ，原始亲本尼罗最低 (0.562) ;多态信息含量为 0.510-0.685 ，也是萨尼 x 尼

罗最高 (0.685) ，尼罗 (0.510)最低;有效等位基因范围是 2.71-3.85 ，也是萨尼 x 尼罗(3 .85 )最高，原始亲本

尼罗最低(2.7 1) 0 (3) 两种反回交子代的 Nei' s 遗传距离都与亲本尼罗接近，采用 UPGMA 和 NJ 法构建的聚

类图表明，回交种与原始母本尼罗罗非鱼为一组，原始父本萨罗罗非鱼为另一组。萨尼 x 尼罗群体内遗传变

异水平最高，是最有育种潜力的回交种;母本尼罗对回交子代的遗传影响大于父本萨罗，回交子代表现了一定

的母本效应。
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Microsatellite marker analysis of genetic variation 
in the backcross progenies from Oreochromis niloticus 

and Sarotherodon melanotheron 
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Abstract : 6 pairs of microsatellite primers were used to study genetic variation of Oreochromis nilotic山，

Sarotherodon melαnotheron and their reciprocal backcross progenies. The results indicated: (1) Six pairs of 

primers showed rich polymorphic , which can be used as good genetic markers for the genetic variation study of 

these tilapias. (2) The average heterozygosity (H) was O. 562 - O. 731 , the highest value was in 

(5. melαnotheron ♀ x O. niloticus δ) ♀ x O. niloticus Õ (0. 6727) , the lowest existed in O. niloticω. The 

average polymorphism information content (PIC) was O. 510 - 0.685 , the highest existed in (5. melanotheron 

♀ x O. niloticus Õ )♀ x O. niloticus (0. 685) and the lowest was in the O. niloticus (0. 51 ). The effective 

收稿日期 :2007-12-07

基金项目:因家科技支撑计划专题(2006BAD01 A1203) 

作者简介:李腾云 (1982 一) ，男，河北邢台人，硕士研究生，专业方向为水产动物种质资源与种苗工程。 E-mai1: tyli@ stmai l. shou. 

edu. cn 

通讯作者:李忠发，Tel:021 -65710333 , E-mail:sfli@shou.edu.cn 



4 期 李腾云，等:尼罗罗非鱼与萨罗罗非鱼回交子代遗传变异的微卫星分析 397 

numbers of alleles was 2. 71 - 3. 85 , the highest value existed in (5. melαnotheron ♀ x O. niloticus Õ ) 

♀ x O. niloticus δ( 3. 85) , the lowest existed in O. niloticus (2. 71 ). (3) Both negative backcross 

progenies have the closest genetic distance with O. niloticus; UPGMA and NJ trees showed that the backcross 

progenies and O. niloticus were grouped together , S. melαnotheron comprised the other clade. The result that 

the highest genetic diversity existed in (5. melαnotheron ♀ x O. niloticus δ) ♀ x O. niloticus Õ indicated this 

cross has the largest potential for further breeding; The maternal line of O. niloticus has made more genetic 

impact on the backcross progenies than the paternal line of S. melαnotheron. The backcross progenies showed 

obvious maternal effect. 

Key words: Oreochromis niloticus; 5αrotherodon melαnotheron; backcross; microsatellite markers; genetic 

vanatlOn 

微卫星 DNA 具有分布广泛、多态性丰富、呈共显性遗传和检测方便快速等特点 [IJ 在水生经济动

物的良种培育、群体遗传分析、亲子鉴定、遗传图谱构建、系统发育等方面表现出了广泛的应用价

值[2 -5J 。尼罗罗非鱼( Oreochromis niloticus) 是我国主要淡水养殖鱼类，生长快，但耐盐能力一般;萨罗罗

非鱼(Sarotherodon melαnothero叫耐盐能力强，适合咸水养殖，而生长较慢。为了培育出既耐盐又生长'快

的罗非鱼新品种，本实验室用尼罗和萨罗进行杂交，杂交种的耐盐能力较尼罗有了提高，但生长速度比

尼罗慢;为了进一步提高其生长速度，又用杂交种与尼罗回交。本文是以 4 种正、反回交鱼及其原始亲

本为材料，用 6 对微卫星引物对它们进行遗传变异分析，评价回交的遗传效应，以期为耐盐罗非鱼新品

种的选育提供依据。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

原始亲本:尼罗罗非鱼(以下简称"尼罗" )、萨罗罗非鱼(以下简称"萨罗" ) ; 

正反回交子一代:

①(尼罗♀ x 萨罗 õ )♀×尼罗 õ ，简称"尼萨×尼罗"

②尼罗♀ x (尼罗♀×萨罗 õ ) õ ，简称"尼罗×尼萨"

③(萨罗♀×尼罗 δ) ♀×尼罗 δ ，简称"萨尼×尼罗"

④尼罗♀ x (萨罗♀×尼罗 δ) õ ，简称"尼罗×萨尼"

上述 2 个原始亲本和 4 种正反回交鱼(共 6 个遗传型群体) ，均采自河北沧州|中捷农场罗非鱼良种

场。每群体随机选取 30 尾(共 180 尾) ，剪尾鳝放入 950毛酒精保存，然后进行微卫星 DNA 分析。

1. 2 DNA 提取

DNA 提取采用传统的盼/氯仿法[6J ， TE(pH8.0) 府解备用。

1. 3 微卫星引物

根据文献[7 -9J 提供的微卫星引物序列，在上海生物工程有限公司合成(表1) 0

微卫星标记

UNH216 
UNH129 
GM532 
GM155 
GM354 
GM559 

表 1 6 对微卫星引物序列、特异退火温度

Tab. 1 Sequence ,specific annealing temperature of six microsatellite primers 

上游序列 下游序列

GGGAAACTAAAGCTGAAATA TGCAAGGAATATCAGCA 
AGAAGTCGTGCATCTCTC TGTACATCATCTGTGGG 
CACAGATGCATAGTCCTCACG GACTTTACATATGCATATTTCTG 
CCCACTCATATAAACACAGCA CGACTGACATTTCCACACTC 
CGGGAGAGCAGGTCAG CACGTTCAGGGTTACTGTGTT 
GCACCATTTTTAACCAGTGCT ATTTTCCACCGAGCTCACCT 

退火温度( "c ) 

56.0 
51. 6 
50.7 
59.2 
55.4 
60.0 
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1. 4 PCR 扩增及产物检测

每一样品的反应总体积 25μL，含 2.5μL 10 x buffer (含 100 mmoVL Tris-HCl , pH 9. 5 ,500 mmoVL 

KCl ,30 mmoVL MgC12 ,0. 001 %明胶， pH =9.0) ，2μL dNTP 混合液(每种 dNTP 的终浓度 0.2 mmoνL) , 

正、反向引物各 lμL(终浓度 0.2μmoVL) ， 2μL 基因组 DNA( 约 50 -150 ng) ， 0.5μL T，αq DNA 聚合酶

(1.25 单位) ， 16μL 去离子水，加人 20μL 石腊油。 PCR 扩增反应在 Eppendorf Maste叫cler Gradient 

PCR 仪上进行。

参照 Crooijmans 等(1997) 的方法[IOJ ， PCR 反应程序为 :94 "c预变性 5 min , 94 "c变性 30 s ,49 -70 "c 

(根据引物的退火温度进行调整)退火 45 s , 72 "c延伸 60 s 0 35 个循环后，72 "c延伸 10 mino 扩增产物

在 8% 的非变性聚丙烯眈胶电泳分离，电压为 8 V/cm ，电泳后进行银染，用扫描仪扫描电泳图谱。

1. 5 数据统计分析
由 POPGENE1.32 软件计算六个群体的等位基因频率，等位基因数(A) ，有效等位基因数( Ne) 。群

体平均杂合度( H) 按公式(1) [IIJ 多态信息含量( PIC) 按公式(2) [12J 计算。

(1)群体平均杂合度 (H) H = 1 - (三百)

(2) 多态信息含量(PIC)

月C=142pf) 一(三百)-(tEJ主 ?P7P:)
式中 P; 、Pj 分别为第 E 和第j 个等位基因的频率， n 为等位基因数日 O

1. 6 遗传距离及聚类分析

计算出 6 个群体间的 Nei's 标准遗传距离( Nei' s standard genetic distance , Ds) [叫和 Nei's 遗传距离

( N ei' s genetic distance , D A ) [14 J 。采用 UPGMA 和 NJ 法构建群体间的系统树[15 J 。

2 结果与分析

2.1 微卫星 PCR 结果

用筛选出的 6 对微卫星引物对 6 种遗传型罗非鱼进行 PCR 扩增，都能扩增出相应的产物，部分微

卫星引物扩增产物的电泳结果见图 10 在 6 个基因座位中共检测出 31 个等位基因，平均为 5.17。扩

增产物片段的大小在 93 -270 bpo 

2.2 群体的遗传多样性

6 个群体的遗传多样性指标列于表 2 ，尼萨×尼罗的平均等位基因数最大(4.83) ，萨尼×尼罗的有

效等位基因数最大(3 .85) ;尼罗的平均等位基因数(3.33 )和有效等位基因数(2.71) 都最小。平均遗传

杂合度期望值最高的是萨尼×尼罗 (0.73) ，最低的是尼罗 (0.56)0 PIC 平均值均大于 0.5 ，其中最高的

为萨尼×尼罗 (0.65) ，最低的为尼罗 (0.51)0

由表 3 可以看出，6 个引物在 6 群体的多态信息含量平均值在 0.532-0.694 ，其中尼罗在 GM532

位点最低(0.129) ，萨尼×尼罗在 GM532 位点最高(0.755) 0 

2.3 遗传距离和聚类分析

尼罗×尼萨与尼罗遗传距离最小，萨尼×尼罗与尼罗遗传距离最大，具体见表 4 。

采用 Nei's 遗传距离 DA 进行 UPGMA 和 NJ 聚类分析的结果见图 2 、图 3。从聚类图中可以看出:因

交种与尼罗罗非鱼聚为一支，萨罗罗非鱼另聚为一支。
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图 l 引物 UNH129 (上)和 UNH216( 下)的部分个体电泳结果

Fig. 1 The electrophoresis profiles in some individuals amplified by the primers UNH129 (up) and UNH216 (down) 
1 -4:尼罗罗非鱼 ;5 -8 尼罗×尼萨 ;9 一 12 尼罗×萨尼; 13 -16: 萨罗罗非鱼 ;17 -20:尼萨×尼罗 ;21 -24: 萨尼×尼罗 ;M:分子标

记(PBR322/ MSP 1 ) 

表 2 6 种遗传型罗非鱼的有效等位基因数、多态信息含量(PIC) 和群体平均杂合度 (H)

Tab. 2 Effective allele numbers , polymorphism information content and 

mean heterozygosity in 6 genotypes of tilapias 

群体 平均等位基因数 有效等位基因数
多态信息含量

PIC 
群体平均杂合度

H 

尼罗

尼罗×尼萨

尼罗×萨尼

萨罗

尼萨×尼罗

萨尼×尼罗

3.33 
4.17 
4.33 
4.17 
4.83 
4.50 

2.71 
2.86 
3.05 
3.00 
3.44 
3.85 

0.510 
0.560 
0.608 
0.576 
0.650 
0.685 

表 3 6 个微卫星基因座在 6 种遗传型罗非鱼的多态信息含量(PIC)

0.562 
0.611 
0.669 
0.637 
0.700 
0.731 

Tab.3 Polymorphism information content for six microsatellite loci in 6 genotypes of tiIapias 

尼罗 尼罗×尼萨 尼罗×萨尼 萨罗 尼萨×尼罗 萨尼×尼罗 均值

GM532 0.129 0.558 0.638 0.447 0.663 0.755 0.532 
GM155 0.691 0.714 0.593 0.716 0.723 0.724 0.694 
GM354 0.427 0.419 0.653 。 .643 0.607 0.679 0.571 
GM559 0.677 0.718 0.578 0.704 0.731 。 .704 0.686 
UNH129 0.511 。 .555 0.539 0.539 0.564 0.553 0.544 
UNH216 0.638 。 .397 0.649 0.406 0.610 0.694 0.566 

表 4 6 种遗传型罗非鱼的 Nei's 遗传距离 (DA ，对角线上方)和 Nei's 标准遗传距离 (Ds ' 对角线下方)
Tab.4 Nei' s genetic distance (above diagonal) and Nei' s standard genetic 

distance (below diagonal) between 6 genotypes of tilapias 

尼罗 尼罗×尼萨 尼罗 x 萨尼 萨罗 尼萨×尼罗 萨尼×尼罗

尼罗 0.125 0.211 0.606 0.183 0.245 
尼罗×尼萨 0.144 0.129 0.248 。 .031 0.154 
尼罗 x 萨尼 0.232 0.152 0.149 0.066 0.130 

萨罗 0.625 0.270 0.173 0.146 0.221 
尼萨×尼罗 0.206 0.062 0.094 0.172 0.097 

萨尼×尼罗 0.271 0.182 0.160 0.250 0.130 
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「干~ c尼罗×尼萨尼萨×尼罗

尼罗×萨尼
萨尼×尼罗
尼罗
萨罗

O. 12 O. 10 O. 08 O. 05 O. 04 O. 02 O. ∞ 

图 2 基于 Nei' s 遗传距离 (DA ) 的 6 个遗传型

罗非鱼群体间的 UPGMA 聚类图

Fig. 2 UPGMA tree from 6 genotypes of tilapias 

based on Nei' s genetic distance (DA ) 

3 讨论

尼罗

尼罗×尼萨

尼萨×尼罗

尼罗×萨尼

萨尼×尼罗

萨罗

图 3 基于 Nei' s 遗传距离(DA ) 的 6 个遗传型

罗非鱼群体间的 NJ 聚类图

Fig. 3 NJ tree from 6 genotypes of tilapias 

based on Nei' s genetic distance (D A ) 

3.1 回交种及其原始亲本的群体内遗传变异分析

17 卷

目前，国内已将 SSR 技术运用于畜禽杂交种、回交种遗传多样性的研究[16 -17J 但对水产动物的杂

交种、回交种的 SSR 分析报导很少。本研究采用 6 对微卫星引物对尼罗罗非鱼和萨罗罗非鱼以及它们

回交子代进行遗传多样性研究，6 对引物在六种鱼的扩增带型都出现了差异。通过电泳发现六对微卫

星引物扩增的等位基因数在 3 -6 ，平均值为 5.17 ，可以用于群体遗传变异的分析。

度量群体遗传变异大小的一个重要指标是有效等位基因数，它反映了基因座等位基因间的相互作

用，通常检测到的等位基因数往往大于有效等位基因数。本研究中的结果也是如此，这是由于一般把

所检测到的等位基因都作为相同效应来分析，但实际上这是不可能的，因此出现了有效等位基因数小

于等位基因数的现象。本研究检测到的等位基因数平均为 5.17 ，有效等位基因数平均为 3.54 ，两者

有一定差距，这有可能是所检测的基因座的等位基因的分布不均匀。

杂合度是度量群体变异的另一个重要参数。平均杂合度的大小反映群体遗传结构变异程度的高

低。杂合度越高，表明该群体的遗传多样性越高;反之，说明群体的遗传一致性越高。本研究得出的 6

种鱼平均杂合度在 0.562 -0.731 ，其中尼罗最低，萨尼×尼罗最高，这说明萨尼×尼罗的遗传多样性最

丰富O

多态信息含量( PIC)是衡量等位基因片段多态性的理想指标。按 Bostein 等[ 18J 提出的衡量基因变

异程度高低的多态信息含量指标，当 PIC :;;::0.5 时该座位为高度多态性座位，0.25 "，三 PIC<0.5 时为中度

多态性座位， PIC <0.25 时为低度多态性座位。本实验的 6 个微卫星座位的平均多态性大于 0.5 ，均为

高度多态性，可以提供较为丰富的遗传信息，可以作为遗传分析的有效工具。在一个群体中，多态信息

含量越大，表明该座位杂合子比例越大，提供的遗传信息越多。在本研究中 6 个罗非鱼种在 6 个微卫星

座位的平均多态信息含量在 0.510-0.685 ，为高度多态，其中尼罗最低，萨尼×尼罗最高，可见 PIC 的

高低与群体平均杂合度的研究结果基本一致。

3.2 回交种及其原始亲本的群体间遗传距离及聚类关系

群体间遗传关系一般表现为以等位基因频率计算的两两群体间的遗传距离，微卫星 DNA 具有高度

多态性，加上目前大量公布的可供选择的微卫星序列，使得我们可以用微卫星来测定群体间的遗传距离

并能得到较为准确的结果。在本实验中采用 DA 和 Ds 两种遗传距离进行分析，两种遗传距离得出一致

的结果，其中尼罗和萨罗的遗传距离最大，在回交种中尼罗×尼萨与尼罗最小，萨尼×尼罗与尼罗最大。

Tkahashi [19J 和 Nei 等[20J 通过计算机模拟对各种遗传距离进行研究，证明在分析物种内群体间的遗

传变异时，运用矶和 Ds 遗传距离是获得准确系统发育树的最有效方法。本研究分别采用 DA 遗传距
离进行 UPGMA 和 NJ 聚类分析，得出了相同的结果，萨罗独自为一支，回交种与尼罗为另一支。本试验

室用 6 对微卫星对尼罗、萨罗及其正反杂交后代的聚类结果表明，杂交后代与萨罗为一支(结果待发
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表)。这表明，萨罗对杂交种的遗传影响大于尼罗，而通过回交，尼罗的遗传影响开始大于萨罗 O

3.3 回交效应的遗传分析

401 

回交是指杂交后代与双亲之一进行再次杂交。其目的在于加强轮回亲本的优良性状。为了提高杂

交种的生长性能，我们以尼罗为轮回亲本进行杂交。结果发现，在两个杂交种与尼罗的正反回交子代

中，都是反回交子代(尼罗×尼萨、尼罗×萨尼)的遗传距离与其尼罗亲本接近，这表明母本对回交子代

遗传的影响略大于父本，回交表现了一定的母本效应。在回交子代中，尼罗×尼萨的各遗传指标与尼罗

亲本最接近，萨尼×尼罗的有效等位基因数、平均杂合度、多态信息含量等遗传指标比其他回交种高，表

明其群体内遗传变异水平较高，因此其还具有一定的回交选育潜力。本研究的结果将对耐盐罗非鱼进

一步的选育具有积极的指导意义。
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