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摘要：采用１３对微卫星引物，对２个锦鲤（Ｏｒｎａｍｅｎｔａｌｃａｒｐ）人工养殖群体的遗传多样性进行了研究。结果表明，
锦鲤群体的遗传多样性水平较高；其平均等位基因数（Ａ）为７．８６和８．３７；２个群体的平均观测杂合度（Ｈｏ）为
０７９１１和０７９２８，平均期望杂合度（Ｈｅ）为０．６７３５和０．６７９２，平均多态信息含量为０．７１４５和０．７１９２。群体间的
遗传距离为０．１０５７，遗传相似度为０．９０１１。１３个微卫星位点可用于锦鲤群体的遗传学研究。
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　　锦鲤（Ｏｒｎａｍｅｎｔａｌｃａｒｐ）是一种体色鲜艳、斑纹
华丽的变种鲤鱼，目前世界上现存的锦鲤品种有

１００多种，其中我国常见的品种有红白、大正三色、
昭和三色、写鲤、浅黄、衣、金银鳞、变种锦鲤等１３个
品系。近年来锦鲤养殖技术日趋成熟，养殖者也逐

年增多，逐渐成为发展农村经济新的增长点；但经过

连续多年的人工繁殖，锦鲤养殖群体内由于近交而

导致锦鲤个体品质的下降。随着养殖规模的不断扩

大，如何最大限度地保持养殖群体的遗传多样性，维

持其优良的品质，已成为人们关注的焦点。

微卫星作为一种分子遗传标记，拥有较高的个

体特异性和可重复性（ＺｈｏｕＪｅｔａｌ，２００４），并且能够
提供丰富的多态位点及基因座位杂合度和纯合度等

的遗传信息（ＤｅｓｖｉｇｎｅｓＪＦｅｔａｌ，２００１），因而被广泛
应用于群体遗传多样性研究、遗传作图、亲子鉴定、

品种鉴定和群体进化研究等诸多研究领域（ＲａｎａＲ
Ｓｅｔａｌ，２００４；ＤｉｅｔｒｉｃｈＷ ｅｔａｌ，１９９２；ＲｏｑｕｅｓＳｅｔ
ａｌ，２００２；ＢＡＮＫＳＭＡｅｔａ１，２０００；林凯东和罗琛，
２００３）。本文采用微卫星标记技术，对２００２年以来
开始自繁培育的锦鲤后代群体和天津换新水产良种

场的锦鲤群体的遗传多样性进行了比较研究，以便

为锦鲤的遗传多样性评价提供基因组水平的直接证

据。

１　材料与方法

１．１　实验动物
分别从山东省淡水所２００２年后自繁培育的锦

鲤群体（记为ＺＦ）和天津换新水产良种场的锦鲤群
体（记为 ＨＸ）中各随机抽取３０尾，剪取少量尾鳍，
洗净后放入冰盒中带回实验室。

１．２　基因组ＤＮＡ提取
分别将采集的每尾锦鲤的尾鳍用蒸馏水冲洗３

遍，凉干，取０．１ｇ在含有液氮的研钵中研成粉末，加
入０．２ｍＬＤＮＡ裂解液［１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－Ｃｌ（ｐＨ
８０），０．１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８０），０．５％十二烷基肌
氨酸钠，２００μｇ／ｍＬ的 ＰｒｏｔａｉｎａｓｅＫ］，５０℃温育５～
６ｈ后，用等体积的苯酚：氯仿：异戊醇（２５∶２４∶１）
抽提２遍，离心，取上清，加入２倍体积的冷无水乙
醇沉淀ＤＮＡ，７０％的乙醇洗涤２遍，真空抽干，溶于
１００μＬ浓度为０．１×ＴＥ（ｐＨ８．０）中，电泳检测ＤＮＡ
质量，４℃保存（马洪雨等，２００５）。
１．３　微卫星ＰＣＲ扩增检测

ＰＣＲ反应体系：总体积为 ２５μＬ，含有 １０×
ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，Ｍｇ２＋（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＤＮＡ模板 １
μＬ；上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ｄＮＴＰｓ（各 ２
ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（Ｐｒｏｍｅｇａ）１Ｕ，加灭
菌双蒸水至终体积２５μＬ。

ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变性３０
ｓ，退火（温度见表１）５０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，３５个循环；
７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物用１０％的非变性聚丙
烯酰胺凝胶电泳分离，银染，拍照保存。

１．４　数据处理
统计分析锦鲤养殖群体在１３个微卫星位点上

的等位基因组成、基因频率及其分布，对多态位点进



行分析，应用ＬａｂＩｍａｇｅ（Ｖｅｒｓｉｏｎ２．７．２）软件辅助确
定基因型，并计算各等位基因的大小；利用 ＰＯＰ
ＧＥＮＥ３２（Ｖｅｒｓｉｏｎ１．３１）软件计算平均等位基因数
（Ａ）、平均观测杂合度（Ｈｏ）、平均期望杂合度（Ｈｅ）、
微卫星位点的多态信息含量（ＰＩＣ）和 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎ
ｂｅｒｇ偏离指数（ｄ）。根据 ＮｅｉＭ（１９７８）计算２个群
体的遗传距离。

Ａ＝（１／ｎ）∑Ｘｉ
Ｈｏ＝杂合子观测数／观察个体总数
Ｈｅ＝１－∑ｆｉ

２

ｄ＝（Ｈｏ－Ｈｅ）／Ｈｅ
ＰＩＣ＝１－∑ｆｉ

２－∑２ｆｉ
２·ｆｊ

２

式中：ｎ－等位基因总数；Ｘｉ－第 ｉ位点的等位
基因数；ｆｉ－位点第ｉ个等位基因的频率，ｊ＝ｉ＋１。

２　结果与分析

２．１　微卫星引物的筛选与等位基因组成
在５０对鲤的微卫星引物中，筛选出重复性好且

多态性信息含量丰富的１３对引物（上海生工生物
工程有限公司合成），用于２个锦鲤养殖群体的遗
传多样性分析。锦鲤在微卫星位点 ＭＦＷ１的电泳
图谱如图１所示。１３对微卫星位点的统计分析结
果如表１所示。

表１　锦鲤人工养殖群体的微卫星标记及其遗传多样性
Ｔａｂ．１　ＭｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｔｈｅａｒｔｉｆｉｃｉａｌｂｒｅｅｄＯｒｎａｍｅｎｔａｌｃａｒｐｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

位点

Ｌｏｃｕｓ

引物序列（５＇－３＇）
Ｐｒｉｍｅｒ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度／℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

平均等

位基因数

Ａ

观测杂

合度

Ｈｏ

期望

杂合度

Ｈｅ

多态信

息含量

ＰＩＣ

遗传偏

离指数

ｄ

ＭＦＷ１ Ｆ：ＧＴＣＣＡＧＡＣＴＧＴＣＡＴＣＡＧＧＡＧ
Ｒ：ＧＡＧＧＴＧＴＡＣＡＣＴＧＡＧＴＣＡＣＧＣ ５６ １３ １．００００ ０．７３４１ ０．６９２３ ０．３６２

ＭＦＷ３ Ｆ：ＧＡＴＣＡＧＡＡＧＧＴＡＣＡＧＡＧＡＡＧ
Ｒ：ＣＣＴＴＡＣＡＧＡＡＡＡＣＣＴＧＴＴＴＧＣ ５５ １０ ０．６８３３ ０．７７２０ ０．７９８６ －０．１１５

ＭＦＷ４ Ｆ：ＴＣＣＡＡＧＴＣＡＧＴＴＴＡＡＴＣＡＣＣＧ
Ｒ：ＧＧＧＡＡＧＣＧＴＴＧＡＣＡＡＣＡＡＧＣ ５７ ８ ０．８１６７ ０．７０８７ ０．６７３４ ０．１５２

ＭＦＷ６ Ｆ：ＡＣＣＴＧＡＴＣＡＡＴＣＣＣＴＧＧＣＴＣ
Ｒ：ＴＴＧＧＧＡＣＴＴＴＴＡＡＡＴＣＡＣＧＴＴＧ ５７ １０ ０．６５００ ０．６７１６ ０．６５３６ －０．０３２

ＭＦＷ１３ Ｆ：ＡＴＧＡＴＧＡＧＡＡＣＡＴＴＧＴＴＴＡＣＡＧ
Ｒ：ＴＧＡＧＡＧＡＡＣＡＡＴＧＴＧＧＡＴＧＡＣ ５５ ５ ０．８７５０ ０．７８１２ ０．７７６７ ０．１２０

ＭＦＷ１４ Ｆ：ＣＡＧＡＡＧＣＴＴＣＴＧＧＡＡＡＴＣＴＧＡＧ
Ｒ：ＧＣＧＡＧＡＡＧＡＴＴＧＡＴＧＧＡＣＡＡＣ ５３ １１ １．００００ ０．８９８９ ０．８７２９ ０．１１２

ＭＦＷ１６ Ｆ：ＧＴＣＣＡＴＴＧＴＧＴＣＡＡＧＡＴＡＧＡＧ
Ｒ：ＴＣＴＴＣＡＴＴＴＣＡＧＧＣＴＧＧＡＡＡＧ ５５ １０ １．００００ ０．８８９３ ０．８６１４ ０．１２５

ＭＦＷ１８ Ｆ：ＧＴＣＣＣＴＧＧＴＡＧＴＧＡＧＴＧＡＧＴ
Ｒ：ＧＣＧＴＴＧＡＣＴＴＧＴＴＴＴＡＴＡＣＴＡＧ ５６ ４ ０．５７５０ ０．６１１７ ０．６０６１ －０．０６０

ＭＦＷ１９ Ｆ：ＧＡＡＴＣＣＴＣＣＡＴＣＡＴＧＣＡＡＡＣ
Ｒ：ＧＣＡＣＡＡＡＣＴＣＣＡＣＡＴＴＧＴＧＣＣ ５５ ５ ０．６８７５ ０．６９３７ ０．６８２６ －０．００９

ＭＦＷ３０ Ｆ：ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＧＴＡＧＴＴＧＴＧＣＡＧ
Ｒ：ＣＣＡＴＣＴＣＴＧＴＣＡＴＴＧＣＡＡＣＡＧ ５７ ８ ０．６２５０ ０．６３３５ ０．６２１７ －０．０１３

ＨＬＪ００６ Ｆ：ＴＣＡＧＴＴＣＣＴＣＡＧＡＡＴＣＣＡＴＣＧ
Ｒ：ＧＧＴＣＣＣＣＡＴＴＧＡＣＴＴＣＣＡＴＡ ５４ ７ ０．７７５０ ０．７３２１ ０．７２３６ ０．０５９

ＨＬＪ０１０ Ｆ：ＴＡＧＴＧＧＧＣＡＣＴＧＣＡＡＣＴＧＴＣ
Ｒ：ＣＡＴＴＣＡＴＴＧＴＣＡＴＴＴＴＧＡＧＡＡＡＧＧ ５２ ９ ０．８８７５ ０．６８２５ ０．６２６３ ０．３００

ＨＬＪ０１１ Ｆ：ＴＴＡＧＣＣＡＧＣＣＡＧＡＧＡＣＡＡＧＣ
Ｒ：ＣＡＣＴＧＣＣＡＣＡＡＡＣＣＣＡＴＣＴＡ ５６ ７ ０．７２５０ ０．７９７２ ０．７５６１ －０．０９１

ＺＦ ７．８６ ０．７９１１ ０．６７３５ ０．７１４５ ０．０６６
ＨＸ ８．３７ ０．７９２８ ０．６７９２ ０．７１９２ ０．０９７
平均值 ８．１２ ０．７９２０ ０．６７６４ ０．７１６９ ０．０８２

　　注：Ｆ－正向引物；Ｒ－反向引物；Ａ－平均等位基因数；Ｈｏ－观测杂合度；Ｈｅ－期望杂合度；ＰＩＣ－多态信息含量；ｄ－遗传偏离指数；ＺＦ－自
繁的锦鲤群体；ＨＸ－天津换新良种场的锦鲤群体。

Ｎｏｔｅ：Ｆ－Ｆｏｒｗａｒｄ；Ｒ－Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ；Ａ－ｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ；Ｈｏ－ｏｂｓｅｒｖｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；Ｈｅ－ｅｘｐｅｃｔｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；ＰＩＣ－ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔｓ；ｄ－Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｇｅｎｅｔｉｃｄｅｖｉａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ．ＺＦ－ＯｒｎａｍｅｎｔａｌｃａｒｐｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｏｆＡｒｔｉｆｉｃｉａｌＰｒｏｐａｇａｔｉｏｎ；ＨＸ－Ｏｒｎａｍｅｎ
ｔａｌｃａｒｐｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｏｆＴｉａｎｊｉｎＨｕａｎｘｉｎＨｉｇｈＱｕａｌｉｔｙＡｑｕａｔｉｃＦａｒｍ．

　　由图１可知，锦鲤群体在微卫星位点 ＭＦＷ１有
１３个等位基因，其大小在１００～３００ｂｐ。

由表１可知，在１３个微卫星位点上共检测出
１０７个等位基因，每个位点的等位基因数从４～１３
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个不等，大小在 １００～４００ｂｐ。微卫星位点 ＭＦＷ１
的等位基因数最多，为 １３个；微卫星位点 ＭＦＷ１８
的等位基因数最少，为４个。２个群体的平均等位
基因数分别为７．８６个和８．３７个。
２．２　微卫星位点的遗传多样性分析

２个群体的平均多态性信息含量 ＰＩＣ分别为
０７１４５和０．７１９２，所有微卫星位点都表现出了较高
的杂合性和多态性，表明这些位点在锦鲤群体中都

具有较高的多态信息含量。

杂合度可以反映出群体在各个位点上的遗传变

异，是度量群体遗传变异的一个最适参数，Ｈｏ和 Ｈｅ
量化了基因的遗传多样性（马洪雨等，２００５）。从表
１可知，２个锦鲤养殖群体的平均观测杂合度（Ｈｏ）
分别为０．７９１１和０．７９２８，平均期望杂合度（Ｈｅ）分
别为０．６７３５和０．６７９２。ＭＦＷ１、ＭＦＷ１４和 ＭＦＷ１６
位点在群体中的观测杂合度均达到了１．００００。但
ＭＦＷ３、ＭＦＷ６、ＭＦＷ１８、ＭＦＷ１９、ＭＦＷ３０和 ＨＬＪ０１１
位点的Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ遗传偏离指数（ｄ）为负值。
ｄ值反映了Ｈｏ和Ｈｅ的平衡关系。ｄ值越接近０，表
明基因型分布越接近平衡状态。

注：Ｍ为ＤＮＡ分子量标记ｐＢＲ３２２／ＢｓｕＲＩ；

１～１３分别为１３个锦鲤个体。

图１　锦鲤在微卫星位点ＭＦＷ１的电泳图谱
Ｎｏｔｅ：ＭｉｓｔｈｅｐＢＲ３２２／ＢｓｕＲＩｍａｒｋｅｒ；

１～１３ｉｓｔｈｅｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｏｆＯｒｎａｍｅｎｔａｌｃａｒｐ

Ｆｉｇ．１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｌｏｃｕｓＭＦＷ１ｉｎＯｒｎａｍｅｎｔａｌｃａｒｐ

２．３　遗传距离和遗传相似度
根据ＮｅｉＭ（１９７８）计算了２个锦鲤人工养殖群

体间的遗传距离和遗传相似度，群体间遗传距离为

０．１０５７，遗传相似度为０．９０１１。

３　讨论

通过统计分析２个锦鲤人工养殖群体中随机采
取的各３０个个体的１３个微卫星位点的平均等位基
因数，计算得到了它们的多态性信息含量，当 ＰＩＣ＞
０．５０时，该位点为高度多态；当 ＰＩＣ＜０．２５时为低
度多态；当０．２５＜ＰＩＣ＜０．５０时为中度多态。实验
结果表明，这１３个微卫星位点均为高度多态位点。
这些微卫星位点适合用来进行锦鲤的遗传多样性研

究（ＣｒｏｏｉｊｍａｎｓＲＰＭＡｅｔａｌ，１９９７）。
从实验结果所获得的多态座位和平均杂合度等

遗传参数的数值来看，２个人工养殖群体的多样性
水平尚在一个合理状态，但也发现 ＭＦＷ３、ＭＦＷ６、
ＭＦＷ１８、ＭＦＷ１９和 ＭＦＷ３０位点的 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎ
ｂｅｒｇ遗传偏离指数（ｄ）为负值，这可视为杂合子缺
失，即实际纯合子过量，由此看来，该养殖群体的遗

传多样性现状也不能过于乐观。为保证锦鲤养殖产

业持续、健康、稳定的发展，需要重视亲鱼的种质控

制，加强种质资源的跟踪检测，维持育苗亲本的适当

大小，定期更换亲鱼，采取科学的选种育种方法。可

以将传统的遗传育种技术与现代生物技术相结合，

培育优质、健康、抗逆性强的新品种。

本研究中，２个人工养殖群体的平均观测杂合
度值在 ０．７９１１和 ０．７９２８，平均期望杂合度值在
０６７３５和 ０．６７９２，表现出了较高的遗传变异水平
（ＩｓｔｖａｎＬｅｔａｌ，２００５）。

遗传相似性指数和遗传距离是衡量群体间亲缘

关系的重要的指标。一级亲缘关系的个体间遗传相

似指数为０．５０，二级亲缘关系为０．２５。研究结果表
明，２个人工养殖的锦鲤群体间的亲缘关系较近，遗
传距离较小。
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