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摘要:从网上查询获得鳟微卫星标记 30 对, 并对乌苏里江哲罗鱼的基因组进行遗传多样性分析, 结果筛选出 10对

具多态性的微卫星标记。并用其中 6对微卫星引物对 17 尾乌苏里江哲罗鱼进行基因组 DNA 扫描检测。用 2%

的琼脂糖凝胶电泳检测微卫星标记的 PCR扩增产物, 并对扩增结果进行了统计分析,计算了 6 个基因座的等位基

因频率、杂合度等。结果表明 , 乌苏里江哲罗鱼等位基因频率为 0 . 0455~ 0. 7857, 多态信息含量 ( PIC )为

0. 2801~ 0. 6351, 杂合度( H)为 0. 3368~ 0. 6563。统计结果初步表明乌苏里江哲罗鱼的遗传多样性程度处于中等

偏下水平。同时,结合资源量下降的事实, 建议在保护遗传多样性的前提下对其采取人工繁殖和放流的方法增加

其种群数量。
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Genetic analysis for Hucho taimen in Wusuli River with microsatellites
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Abstract: Hucho taimen, a kind of cold water fish, is mainly distributed in Huma branch of Heilongjiang River,

upper reaches of Wusuli River and Hanasi Lake of Xingjiang Uighur Autonomous Region. In recent years, the

number of its population extremely decreased due to environmental deterioration, intense capture and so on. In a

word, this treasure species has been considered as one of the endangered species in China. So, it is very urgent for

researchers to protect this f ish with effective methods as soon as possible. However, the f irst thing should be done is

to learn about genetic diversity of its natural population, then, to take some valuable measures to restore its

population. Now, molecular markers are very useful tools in estimation of germplasm resources, variety

identification and preparation of genetic linkage map. 30 microsatellites derived from Oncorhynchus mykiss were

obtained from nucleotide web sites and designed primers ( Primer 3. 0) by their flanking sequences, then applied to

analyze the genetic diversity for Hucho taimen in Wusuli River by using PCR method. As a result, 10 microsatellite

markers were amplified polymorphisms for genomic DNA of Hucho taimen, and of which 6 markers were assessed
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genetic diversity for 17 individuals. The PCR products were electrophoresed by 2% agarose gel, and the data like

allelic frequencies and heterozygosities were calculated and analyzed by statistic method. As a consequence, the data

showed that allelic frequency ranges from 0. 0455 to 0. 7857, PIC value ( polymorphism information content) from

0. 2801 to 0. 6351, and heterozygosity f rom 0. 3368 to 0. 6563. All of these indices indicated that genetic diversity

of Hucho taimen was not inspiring at present. Therefore, considering the reduct ion of its populations, this research

aimed at attracting much attention to protecting its genetic diversity. According to the findings, it is suggestted to

enlarge its population naturally through artificially reproduced exiling. Meanwhile, make sure the size of effective

breeding population more than 200 individuals, in order to avoid the occurrence of genetic / bottle neck0.
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  哲罗鱼 (Hucho taimen Pallas)属高寒地区特产

冷水性鱼类,目前主要分布于黑龙江呼玛河、乌苏

里江上游及新疆哈纳斯湖。生长速度快,属凶猛肉

食性鱼类,有明显的季节洄游习性。近年来由于江

河污染、捕捞强度过大, 导致哲罗鱼的种群数量较

上世纪50 年代有明显下降趋势, 种群数量处于濒

危状态[ 1- 3]。因此,充分了解乌苏里江哲罗鱼的种

群结构、遗传多样性现状、栖息环境状况等,对今后

进行保护性开发具有重要意义。在真核生物的基

因组中广泛分布着许多简单重复的 DNA 片段,一

般每个重复单位仅有 1~ 4个碱基, 重复数为 10~

20次左右被称之为微卫星标记, 也称简单序列长

度多态性 ( simple sequence length polymorphism,

SSLP)。微卫星 DNA多态性( SSLP)的产生主要源

于不同的重复数, 这种标记具有种属保守性、共显

性遗传和多态性程度高等遗传特点。目前这一标

记已广泛应用于遗传连锁图谱的制备、基因定位、

品种鉴定等方面[ 4- 6] ,但应用 SSLP 标记技术分析

乌苏里江哲罗鱼的种内遗传多样性尚未见报道。

本研究应用鳟的 SSLP 标记分析了乌苏里江

虎头江段哲罗鱼基因组 DNA 样品, 计算了微卫星

基因座的等位基因频率、多态信息含量( PIC)及基

因杂合度,评估了它的遗传多样性程度, 初步探讨

了对其进行遗传多样性保护的必要性。

1  材料和方法

1. 1  鱼类鳍条样品的采集
2001年 10月 20- 30日,在乌苏里江上游虎头

江段的三层刺网渔获物中剪取 17尾乌苏里江哲罗

鱼鳍条,放入无水乙醇中固定保存。

1. 2  基因组 DNA的提取

将保存在无水乙醇中的鳍条样品在纯水中反

复清洗 3次, 在室温凉干使乙醇完全挥发,加入 10

倍于鳍条样品重量的 DNA 提取裂解液 ( 10mmol#

L
- 1
EDTA pH 8. 0; 200Lg#mL- 1

Protcinac K; 0. 5 %

Sarcosyl) , 50 e 消化 12h,用酚B氯仿B异戊醇( 25B24

B1)抽提 3 次, 无水乙醇沉淀, 真空干燥后溶解于

1/ 10 TE 中( 10mmol#L - 1 Tris-HCl pH8. 0, 1mmol#
L- 1 EDTA pH 8. 0) , 4 e 保存备用。

1. 3  PCR扩增

SSLP引物设计  网上查询 ( www . ncbi. nlm.

nih. gov/ entrez/ query )有关鳟微卫星的研究结果,

利用美国白头医学研究所的 PRIMER 3程序, 根据

虹鳟的微卫星序列在重复序列的上、下游设计 PCR

引物,上海生工生物工程公司合成 5 OD的鳟 SSLP

引物。本实验从 30对引物中筛选出 10对有稳定

扩增产物的引物对样品进行 PCR 扩增分析, 其序

列情况见表 1。

PCR反应体系  反应总体积为 25LL , 其中

模板 DNA 1. 5LL ( 10ng ) , 10 mmol # L- 1 Tris-

HCl ( pH8. 3 ) , 50mmol # L- 1
KCl, 15mmol# L - 1

MgCl2, 0. 001% 明胶, 0. 1% Tween- l00, dATP、

dGTP、dTTP、dCTP 各 2 mmol #L - 1, 引物为 0. 2

mmol#L- 1, Taq酶为 1. 5U。

PCR 反应程序  93 e 3min; 92 e 30s, 55 ~

60 e 30s, 72 e 30s, 38 个循环; 72 e 5min。在

PERKING Gene Amp PCR System 9700型 PCR仪上

进行反应。

1. 4  扩增产物的琼脂糖凝胶电泳

PCR扩增产物在 2%的琼脂糖凝胶(含 0. 5Lg#

mL
- 1
EB)和缓冲液为 0. 5 @ TBE 中电泳, 以 5V#

cm- 1电压下电泳 2~ 3h, 用 GDS8000凝胶成像仪

(UVP 公司)进行分析鉴定。并用 1Gelworks软件

包( 3. 0版本)对每个扩增带 DNA的分子量进行估

算,弱带 Peaks Intensity 不小于 48( DNA 含量介于

10~ 20ng之间)。
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1. 5  统计指标
按下列公式计算微卫星基因座的等位基因频

率( F)、多态信息含量( PIC)和基因杂合度(H )。

H = 1- E
n

i= 1
F i

2

PIC= 1- ( E
n

i= 1
F i
2
)- E

n - 1

i= 1
 E

n

j= i + 1
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其中 n为该位点的等位基因数; F i、Fj 分别为第 i

和第j 个等位基因在群体中的频率, j= i+ 1。

表 1  SSLP 引物序列和重复序列

Tab. 1 Sequence of SSLP primers and motifs

引物
primer

序列
sequence

重复序列
mot if s

AF346680
ccagtgctaccgacactgaa
gctgtccttggagagactgg

( tc) 12

AF346694
cagcctaatgggagtcctgt
ccctccctgtgagacttcaa

( taga) 18

AF346679
ctccccagagatcagacagg
cctcaacatcggtgaatagtga

( ga) 21

AF346676
tgcccccatgagtaaacata
tctctctccttt cctctctcca

( ga) 15

AF346673 cttctggggacagatggaaa
cagagaacagcaggagtcca

( ca) 14

AF346686
tcggactggcttgttgtattc
agcccaccatctccatccta

( tatc) 18

G73807
atggctccactttgaggatg
tcacagctcaccaggatacg

( ac) 49

AF346695
gctgacaacacagacacagaca
ttactgcatgcccacacatt

( gata) 15

AF346693
ggcacaagttgcaaagatga
ttaacgccaagggatttctg

( tcta) 11

AF346691
gtgggttgtgtcatgttgga
cccataaccctaaaccaaacc

( tg) 12

2  结果与讨论

2. 1  DNA扩增结果
选用 30对鳟的 SSLP引物对 17尾乌苏里江哲

罗鱼 DNA样品进行 PCR扩增,有 10对 SSLP 引物

扩增出清晰的条带,共产生125个扩增片段(图1) ,

平均每对引物扩增出 12. 5条。这一结果证明鳟的

SSLP 标记可用于乌苏里江哲罗鱼基因组 DNA遗

传多样性分析。也说明借用同属、同科鱼的 SSLP

标记开展基因组遗传多样性检测分析可行。

2. 2  遗传多样性分析

根据微卫星引物的扩增结果, 选其中6对引物

的扩增数据进行等位基因频率和多态信息含量等

统计分析 (表 2)。在乌苏里江哲罗鱼中检测到

AF346680有 3 个复等位基因, 等位基因频率最高

为0. 5455。AF375053 有 3 个复等位基因, 等位基

因频率最高为 0. 6364。AF346686有 2个复等位基

因,等位基因频率最高的为 0. 7857。AF346694有 2

个复等位基因, 等位基因频率最高为 0. 6250。

AF346673有3 个复等位基因, 等位基因频率最高

为 0. 4000。AF346676有 2个复等位基因, 等位基

因频率最高为 0. 6000。微卫星的多态性能够反应

物种的进化史,群体中等位基因频率最高的是该物

种中最原始、最保守的。其它的等位基因是进化过

程中等位基因突变形成的。我们推测 AF346680基

因座的 120bp等位基因、AF346676基因座的 139bp

等位基因、AF346694 基因座的 137bp 等位基因、

AF346686基因座的 163bp 等位基因、AF346673 基

因座的 368bp等位基因、AF375053基因座的 112bp

等位基因可能是乌苏里江哲罗鱼最原始的等位基

因。

图 1  微卫星引物 AF346680对乌苏里江

哲罗鱼基因组 DNA PCR扩增产物电泳图

Fig . 1 PCR result of genomic DNA of

H . taimen obtained by primer AF346680

M为分子量标准     M:molecular marker

多态信息含量反映了基因座位在群体中的多

样性情况( PIC> 0. 5说明基因座为高度多态基因

座, 0. 2< PIC< 0. 5 为中度多态基因座) [ 7]。经过

推算乌苏里江哲罗鱼的 PIC 值的范围在 0. 2801~

0. 6351之间, AF346673引物为高度多态基因座, 其

它为中度多态基因座。

杂合度又称基因多样度,反应群体在多个基因

座上的遗传变异。普遍认为它是度量群体遗传变

异的一个最适参数。本研究计算了乌苏里江哲罗

鱼的基因杂合度, 其范围在 0. 3368~ 0. 6563之间,

群体平均杂合度为 0. 4980。AF346673基因座的遗

传变异最大( 0. 6563) , AF346686最小( 0. 3368)。说

明乌苏里江哲罗鱼群体的遗传多样性程度处于中

等偏下水平, 故应加强对其遗传多样性进行保护。

分子遗传多样性是指种内个体间表现在分子

水平的遗传变异度和遗传多态性程度,而物种的遗

传多样性是生命进化和适应的基础, 因此, 保护物

种特别是濒危物种的遗传多样性非常必要[ 8, 9]。
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表 2  乌苏里江哲罗鱼 6个微卫星基因座统计学指标

Tab. 2 Statistic indicies of 6 microsatellite loci for H. taimen

基因座
locus

等位基因
allele

基因频率
gene f requency

基因纯合度
gene homogeneity

杂合度
heteroz ygosity

多态信息含量
polymorphism informat ion content

AF346680 120 0. 4091 0. 4671 0. 5329 0. 4333

 190 0. 5454

253 0. 0455

AF375053 112 0. 6364 0. 4871 0. 5129 0. 4526

168 0. 2727

341 0. 0909

AF346686 156 0. 2143 0. 6632 0. 3368 0. 2801

163 0. 7857

AF346673 201 0. 2571 0. 3437 0. 6563 0. 6351

368 0. 4000

587 0. 3429

AF346694 137 0. 6250 0. 5312 0. 4688 0. 3590

155 0. 3750

AF346676 139 0. 6000 0. 5200 0. 4800 0. 3468

157 0. 4000

  目前哲罗鱼已被列入濒危物种(鱼类)。结合

群体数量日趋减少的现状,采取人为的方法对其进

行人工繁殖,定期向江河、溪流中投放鱼种对扩大

其种群数量,避免种群遗传多样性减少, 减缓其灭

绝速度是非常有意义的。但进行人工繁殖和放流

切记繁殖群体的数量要保持在 200~ 500尾以上,

这样可避免遗传/瓶颈0现象的出现。

种内的遗传多样性是一个物种对人为干扰进

行成功反应的决定因素, 经过漫长的进化历程野生

鱼类对环境的适应能力及所具有的遗传多样性对

人类具有不可替代的潜在价值。因此保护野生鱼

类的遗传多样性, 将为人类提供广泛的选择余地,

以应付未来环境的变化。鱼类品种很少是永远不

变的, 利用野生鱼类资源的遗传特性, 并对其加以

保护改良,对支持和改进渔业生产, 保障渔业可持

续发展是非常必要的。
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