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摘　要：利用ＡＦＬＰ分子标记技术对舟山近海海域野生亲代和人工繁育子一代 （Ｆ1）的 2个 鱼 （Ｍｉｉｃｈｔｈｙｓ
ｍｉｉｕｙ）群体遗传多样性进行分析研究。结果表明：8对选择性引物在2个群体60个个体中�共扩增出505条
清晰条带�其中多态片段为369条�总的多态位点比例为73．07％。亲代和Ｆ12个群体的多态位点数�多态位
点比率�Ｎｅｉ’ｓ遗传多样性指数和Ｓｈａｎｎｏｎ信息多样性指数分别为367、349、72．51％、68．86％、0．4222、0．413
9。两群体内遗传相似系数亲代为0．9876�子代为0．9715。 鱼亲代群体的Ｎｅｉ’ｓ遗传多样性指数、遗传相
似度和Ｓｈａｎｎｏｎ信息多样性指数比子代群体的都要高。群体间的遗传相似系数和遗传距离分别为0．9796、
0．0206；基因分化系数Ｇｓｔ为0．0223�群体间无显著遗传分化；经分子方差 （ＡＭＯＶＡ）分析�结果表明97．78％
的遗传变异来源于群体内个体间�群体间无显著遗传变异。
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　 　 鱼 （Ｍｉｉｃｈｔｈｙｓｍｉｉｕｙ） 属 鲈 形 目
（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）、石首鱼科 （Ｓｃｉａｅｎｉｄａｅ）、 鱼属

（Ｍｉｉｃｈｔｈｙｓ）�在我国沿海均有分布�但以东、黄海
较多 ［1］。其肉味鲜美�营养丰富�深受国内外消
费者的喜爱�尤其鳔俗称 “鱼肚 ”�为高级滋补品�
具有较高的食用和药用价值。有关 鱼的研究

主要集中在胚胎及仔稚鱼发育、人工育苗和养殖
等方面 ［2－4］。迄今未见在 鱼群体遗传学方面

的研究报道。由于其生长快、自然抗逆性强、市
场潜力大等优点�近年来其人工繁殖与养殖在我
国南方沿海正蓬勃发展�有望成为深水网箱养殖
的优良品种 ［5］。因此必须弄清野生 鱼群体的

遗传多样性和种质资源状况�从而促进 鱼的资

源保护和人工养殖的可持续发展。
ＡＦＬＰ作为一种新型的分子标记技术�由于

不受组织和器官种类、发育阶段、生境条件等诸
多因素的影响�在海洋生物中被广泛应用于遗传
多样性分析、基因定位、种质鉴定和遗传连锁图
谱的构建及仔稚鱼鉴定等方面的研究 ［6－22］�迄
今。国内已有关于真鲷 （Ｐａｇｒｏｓｏｍｕｓｍａｊｏｒ）、大黄
鱼 （Ｐｓｅｕｄｏｓｃｉａｅｎａｃｒｏｃｅａ）、褐牙鲆 （Ｐａｒａｌｉｃｔｈｙｓ
ｏｌｉｖａｃｅｕｓ）、紫红笛鲷 （Ｌｕｔｉａｎｕｓａｒｇｅｎｔｉｍａｃｕｌａｔｕｓ）
和黄姑鱼 （ＮｉｂｅａａｌｂｉｆｌｏｒａＲｉｃｈａｒｄｓｏｎ）等几种海水
鱼类遗传多样性的研究报道 ［6－7�10－11�13�19�23］。本
研究利用 ＡＦＬＰ技术对舟山黑 及其早繁 Ｆ1代
群体的遗传多样性进行分析�旨在为 鱼的苗种

繁育和人工养殖提供遗传学基础资料。
1　材料与方法
1．1　材料

野生 鱼群体样品分别于2006年 4月捕捞
于舟山近海海域�体重0．55～1．50ｋｇ�活体运输

至舟山市水产研究所的养殖基地－－－浙江华兴
海水苗种有限公司�作为亲本进行养殖�经过人
工早繁育苗 （早繁 鱼是指将 鱼繁殖季节提前

至春、夏季进行产卵培育所得到的 鱼苗种 ）获
得Ｆ1代。剪取30条野生 鱼亲本尾鳍固定于

95％的酒精中�随机取2月龄仔鱼30尾去头和内
脏�－20℃冰箱冻存。
1．2　基因组ＤＮＡ的提取

ＤＮＡ提取参照 《分子克隆手册实验指南》
（第三版 ） ［24］。分别取亲鱼尾鳍�2月龄仔鱼 （去
头和内脏 ）50～80ｍｇ�充分剪碎后�采用裂解液�
蛋白酶Ｋ和苯酚／氯仿／异戊醇法抽提。溶于ＴＥ
ｂｕｆｆｅｒ�最后用 0．8％琼脂糖电泳检测和 ＤＮＡ／
ＲＮＡ定量仪 （ＧｅｎｅＱｕａｎｔＰｒｏ型 ＤＮＡ／ＲＮＡ定量
仪�ＡｍｅｒｓｈａｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司 ）进行 ＤＮＡ定量。
无菌超纯水稀释到100ｎｇ／μＬ�－20℃冰箱保存。
1．3　ＡＦＬＰ分析

ＡＦＬＰ分析参照 Ｖｏｓ ［25］和 Ｌｉ［26］的方法进
行�并做相应的修改。
1．3．1　基因组ＤＮＡ的双酶切和接头连接

取100ｎｇ基因组ＤＮＡ�用ＥｃｏＲＩ和ＭｓｅＩ进
行双酶切�酶切片段与ＥｃｏＲＩ和ＭｓｅＩ接头连接。
ＥｃｏＲＩ和ＭｓｅＩ接头序列见表1。酶切反应体系
位采用ＥｃｏＲＩ／ＭｓｅＩ于37℃酶切模板3ｈ�酶切
反应体系为40μＬ�包括：ＥｃｏＲＩ（10Ｕ／μＬ）0．4
μＬ�ＭｓｅＩ（20Ｕ／μＬ） 0．2μＬ�ＥｃｏＲＩｂｕｆｆｅｒ5
μＬ�10×ＢＳＡ0．5μＬ�其余用超纯水补齐。16℃
过夜连接。
1．3．2　限制性片段的扩增

酶切－连接产物用超纯水经1：5比例稀释
后�采用3’末端带1个选择性碱基的引物扩增限
制性片段 （引物序列见表1）。ＰＣＲ反应体系为
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25μＬ�包括：5μｍｏｌ／ＬＥｃｏＲＩ预扩增引物 2．0
μＬ；50μｍｏｌ／ＬＭｓｅＩ预扩增引物 2．0μＬ；10×
ＰＣＲ缓冲液2．5μＬ；2ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ2．5μＬ；Ｔａｑ

ＤＮＡ聚合酶 （ｐｒｏｍｅｇｏ）1．0Ｕ；酶切 －连接产物
5．0μＬ；25ｍｍｏｌ／ＬＭｇ2＋1．5μＬ�其余用超纯水
补齐。

表1　ＥｃｏＲＩ和 ＭｓｅＩ接头、预扩增与选择性扩增引物序列
Ｔａｂ．1　ＴｈｅＥｃｏＲＩａｎｄＭｓｅＩｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆａｄａｐｔｅｒ�ｐｒｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｖｅｐｒｉｍｅｒ

ＥｃｏＲＩ引物 序列 ＭｓｅＩ引物 序列

ＥｃｏＲＩ接头
Ｆ5’ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ’3
Ｒ5’ＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣＴＡＣ’3 ＭｓｅＩ接头

Ｆ5’ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧ’3
Ｒ5’ＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴ’3

Ｅ-Ａ 5-ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡ-3 Ｍ-Ｃ 5-ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣ-3
Ｅ-ＡＡＧ 5-ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＧ-3 Ｍ-ＣＡＴ 5-ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＡＴ-3
Ｅ-ＡＧＧ 5-ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＧ-3 Ｍ-ＣＴＴ 5-ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＴＴ-3
Ｅ-ＡＧＣ 5-ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＣ-3 Ｍ-ＣＣＡ 5-ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＣＡ-3
Ｅ-ＡＡＣ 5-ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＣ-3 Ｍ-ＡＣＧ 5-ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＡＧ-3

　　ＰＣＲ预扩增反应程序为：94℃30ｓ�56℃60
ｓ�72℃60ｓ�共30个循环；72℃延伸8ｍｉｎ。预
扩增产物1：10稀释后�用于选择性扩增。选择
性扩增引物3’端带有3个选择性碱基�引物序列
见表1�选取16种引物组合进行引物筛�ＰＣＲ反
应体系为25μＬ�包括：10ｐｍｏｌ／ＬＥｃｏＲＩ和ＭｓｅＩ
引物各 2．0μＬ；10×ＰＣＲ缓冲液 2．5μＬ；2
ｍｍｏｌ／Ｌ ｄＮＴＰｓ2．5 μＬ；ＴａｑＤＮＡ 聚 合 酶
（ｐｒｏｍｅｇｏ）1．0Ｕ；预扩增产物1．0μＬ；25ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｍｇ2＋1．5μＬ�其余用超纯水补齐。

ＰＣＲ选择性扩增程序为：94℃ 30ｓ�65℃
30ｓ�72℃ 60ｓ�然后每个循环复性温度降低
0．7℃�经13个循环后�退火温度降至56℃�再
进行30个循环的扩增�条件为：94℃ 30ｓ�56℃
60ｓ�72℃60ｓ。
1．3．3　凝胶电泳

选择性扩增产物通过6％的聚丙烯酰胺变性
胶 （含7．5ｍｏｌ／Ｌ尿素 ）在0．5×ＴＢＥ缓冲液中电
泳分离�75Ｗ�预电泳0．5ｈ�上样后电泳2ｈ。电
泳结束后进行银染�然后拍照和分析。
1．4　数据分析

首先将电泳图谱中扩增条带的有无转化为

0�1原始数据矩阵�依据原始数据矩阵统计总位
点数、多态位点数�计算显性基因型频率、Ｓｈａｎｎｏｎ
多样性指数。
　　多态片段比例 （％ ）＝（多态片段数量／检出
片段总数 ）×100。

个体间的遗传差异度或群体间的遗传距离

＝1－相似系数。相似系数按Ｌｙｎｃｈ的公式 ［26］计
算：

Ｓｉｊ＝2Ｎｉｊ／（Ｎｉ＋Ｎｊ） （1）
式中：Ｓｉｊ为相似系数�Ｎｉｊ为个体ｉ与ｊ共有片段的
数量�Ｎｉ、Ｎｊ分别为个体ｉ与ｊ各自具有片段的数
量。

Ｎｅｉ’ｓ遗传多样性指数 ｈ＝1－ΣＰ2ｉ�Ｐｉ为单
个位点上的等位基因频率。

利用Ｐｏｐｇｅｎ1．32计算Ｎｅｉ’ｓ遗传多样性指
数�Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数�基因分化系数 Ｇｓｔ用
Ｍｅｇａ3．0软件构建ＵＰＧＭＡ系统树。
2　结果
2．1　基因组 ＤＮＡ的酶切、预扩增和选择
性扩增结果
　　基因组 ＤＮＡ酶切后经预扩增引物初次扩

增�扩增产物的小片段较少�大片段较多。预扩
增产物再经选择性扩增�其产物是100～800ｂｐ
之间的弥散带 （图1）。

图1　引物Ｅ1Ｍ1�Ｅ1Ｍ2�Ｅ2Ｍ1选择性扩增产物
Ｆｉｇ．1　ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆｐｒｉｍｅｒＥ1Ｍ1�Ｅ1Ｍ2�Ｅ2Ｍ1

1－2�3－4�5－6分别为引物
Ｅ2Ｍ1�Ｅ1Ｍ2�Ｅ1Ｍ1选择性扩增产物。
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实验所用选择性扩增引物系从16对引物组
合中筛选出了8对结果稳定、多态性丰富的引
物�编号及选择性碱基为 Ｅ1Ｍ1 （Ｅ＋ＡＡＧ�Ｍ＋
ＣＡＴ）�Ｅ1Ｍ2 （Ｅ＋ＡＡＧ�Ｍ＋ＣＴＴ）�Ｅ2Ｍ1 （Ｅ＋
ＡＧＧ�Ｍ＋ＣＡＴ）�Ｅ2Ｍ2（Ｅ＋ＡＧＧ�Ｍ＋ＣＴＴ）�Ｅ3Ｍ1
（Ｅ＋ＡＧＣ�Ｍ＋ＣＡＴ）�Ｅ3Ｍ2（Ｅ＋ＡＧＣ�Ｍ＋ＣＴＴ）�
Ｅ4Ｍ1（Ｅ＋ＡＡＣ�Ｍ＋ＣＡＴ）�Ｅ4Ｍ2（Ｅ＋ＡＡＣ�Ｍ ＋
ＣＴＴ）。图1为引物 Ｅ1Ｍ1�Ｅ1Ｍ2�Ｅ2Ｍ1选择性扩
增产物。所有引物的选择范围都在100～800ｂｐ
之间。
2．2　ＡＦＬＰ多态标记检测结果
　　利用筛选出的8对选择性引物�在两个群体
共60个个体中共产生505条清晰条带�不清晰的
不计。其中多态片段为369条�总的多态位点比
例为73．07％ （表2）。在亲代和子代两群体中分
别扩增出367个和349个多态位点�平均多态位

点比例分别为72．51％和68．86％。不同引物的
扩增结果间存在差异�产生的扩增条带从48到
86不等�扩增出的多态条带范围为34～76条�多
态检出率范围为61．18％～88．37％。
2．3　亲代与子代 鱼群体的遗传多样性

比较
　　 鱼亲代群体的 Ｎｅｉ’ｓ遗传多样性指数和
Ｓｈａｎｎｏｎ信息多样性指数比子代群体的都要高

（表3）�两群体内遗传相似系数亲代为0．9876�
子代为0．9715�亲代遗传相似度要比子代群体
的稍高。群体间的遗传相似系数和遗传距离分
别为0．9796、0．0206；基因分化系数 Ｇｓｔ为

0．0223�群体间无显著遗传分化；经分子方差分
析 （ＡＭＯＶＡ）结果表明97．78％的遗传变异来源
于群体内个体间 （表4）�表明群体间无显著遗传
变异。

表2　8对不同引物的扩增结果
Ｔａｂ．2　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｅｉｇｈｔｐａｉｒｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

引物组合
总扩增

位点数

总的多态

位点数

总的多态

位点比例

多态位点数

Ｐ1 Ｆ1
多态位点比例

Ｐ1 Ｆ1
Ｅ1Ｍ1 86 76 88．37％ 75 68 87．21％ 79．07％
Ｅ1Ｍ2 85 52 61．18％ 52 50 61．18％ 58．82％
Ｅ2Ｍ1 65 46 70．77％ 46 45 70．77％ 69．23％
Ｅ2Ｍ2 60 42 70．00％ 41 40 68．33％ 66．67％
Ｅ3Ｍ1 57 41 71．93％ 41 39 71．93％ 68．42％
Ｅ3Ｍ2 53 42 79．25％ 42 40 79．25％ 75．47％
Ｅ4Ｍ1 51 36 70．59％ 36 35 70．59％ 68．63％
Ｅ4Ｍ2 48 34 70．83％ 34 32 70．83％ 64．59％
合计 505 369 73．07％ 367 349 72．51％ 68．86％

表3　 鱼群体的遗传学参数
Ｔａｂ．3　ＰａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｆｏｒｔｗｏｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＭｉｉｃｈｔｈｙｓｍｉｉｕｙ

遗传多样性参数
群体内

亲代群体 子代群体
群体间

Ｎｅｉ’ｓ遗传多样性指数 0．2909 0．2862
Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数 0．4222 0．4139
群体遗传相似系数 0．9876 0．9715 0．9796
群体遗传距离 0．0124 0．0285 0．0206
基因分化系数 （Ｇｓｔ） 0．0223

表4　 鱼群体的ＡＭＯＶＡ分析数据
Ｔａｂ．4　ＤａｔａｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍＡＭＯＶＡｏｆＭｉｉｃｈｔｈｙｓｍｉｉｕｙ

变异来源 自由度ｄｆ 变异组分 所占比例

群体间 1 0．732 2．22
群体内 58 32．308 97．78
总计 59 33．040 100．00
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2．4　亲代与子代 鱼群体的聚类分析

利用ＭＥＧＡ3．0软件构建了 鱼60个个体
的ＵＰＧＭＡ系统树�1～30个体为野生亲本�31～
60个体为Ｆ1代 （图2）�2个群体没有出现明显的
遗传分化。

图2　 鱼60个个体的ＵＰＧＭＡ系统树
Ｆｉｇ2　ＵＰＧＭＡｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆ60ｉｎｄｉｖｄｕａｌｓ

ｏｆＭｉｉｃｈｔｈｙｓｍｉｉｕｙ

1～30个体为野生亲本�31～60个体为Ｆ1代

3　讨论
ＡＦＬＰ技术在水产动物遗传多样性分析中已

有广泛应用�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。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 ［27］。本文利用 ＡＦＬＰ技术�8
对选择性引物在 鱼60个个体中共扩增出505
条清晰条带�其中多态片段为369条�总的多态
位点比例为73．07％�通过比较 鱼群体的扩增

多态位点数、平均多态位点比率、遗传相似系数、
香侬信息等指标发现�野生亲本群体要高于Ｆ1群
体。此结果很好地说明：在世代繁殖过程中�其
遗传多样性呈逐渐降低的趋势。从统计结果来
看差异不显著�处于同一水平。

和已知鱼类ＡＦＬＰ数据比较发现� 鱼群体

的多 态 位 点 比 例 仅 低 于 呼 玛 河 哲 罗 鱼

（84．43％ ） ［27］�高于岱衢族大黄鱼 （55．8％ ） ［13］
以及青岛和厦门黄姑鱼 （分别为 51．7％�
51．99％） ［19］。说明 鱼的遗传多样性比较丰富。
Ｆ1群体一些位点的丢失和减少�说明 Ｆ1群体的
遗传多样性会略低于亲本群体。Ｆ1群体的遗传
基础来自于亲本群体�因而2个群体遗传多样性
没有明显的差异�处于同一水平上。Ｆ1群体在人
工繁殖过程中由于亲本数量的限制�遗传漂变的
结果会导致一些稀有位点和多态位点的丢失�隐
性纯合位点数的增加�使其遗传多样性有所降
低�因此在以后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

适当检测�以减少或避免人工选育和累代人工繁
殖造成的近交和隐性基因的纯合。但对于鱼类
这种高繁殖力和死亡率的生物类群来说�随着世
代繁衍�难免会出现近交衰退的现象。

从群体间的遗传相似系数 （0．9796）、遗传
距离 （0．0206）；基因分化系数 Ｇｓｔ（0．0223）来
看�群体间无显著遗传分化；分子方差分析
（97．78％ ）表明2群体的遗传变异主要来源于群
体内个体间�群体间无显著遗传变异。但Ｆ1群体
内个体间的遗传距离比野生亲本群体大�说明Ｆ1
群体在遗传结构上有所变化�随着世代间隔将会
出现遗传分化的趋势。
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