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微卫星标记分析乌江流域白甲鱼群体的遗传多样性
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摘要：以乌江流域白甲鱼（Ｏｎｙｃｈｏｓｔｏｍａｓｉｍａ）为材料，构建了白甲鱼微卫星富集文库。对乌江彭水电站坝上、坝
下种群进行ＰＣＲ扩增，得到５个多态位点，其等位基因数目３～６；多态信息含量０．４４６５～０．７１１６；观测杂合度
０４４４４～０．９３１０；期望杂合度０．４９０２～０．７６２４；ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡偏离指数 －０．４１７１～０．２３８０，各位点两两之
间不存在显著的连锁不平衡现象。实验初步表明：乌江流域白甲鱼的遗传多样性较为丰富，但彭水水电站的建立

已经对其造成了一定程度的影响。
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　　 乌江是长江右岸最大的支流，全长１０３７ｋｍ，
总落差２１２４ｍ，流域面积８７９２０ｋｍ２，于重庆涪陵
注入长江。乌江年径流量与黄河相当，是我国１２大
水电基地之一，被誉为“流着金子的河”。根据《乌

江干流规划报告》，乌江干流梯级开发包括普定、引

子渡、洪家度、东风、索风营、乌江渡、构皮滩、思林、

沙沱、彭水及银盘等１１级。电站建成运行后，各库
区江段由急流生境变为缓流生境，相应水生生物的

种类组成朝着适应缓流或静水生境的方向演替。坝

下生境条件也受到明显影响，下泄水水温的变化可

能较小，但气体过饱和的影响比较大。另外，径流调

节特别是电站日调峰运行所导致的水文条件的改变

对坝下江段水生生物及其生境的影响是十分显著

的。同时，电站的建立阻断了长江和坝下乌江江段

与库区及库区以上河段之间鱼类遗传上的交流，淹

没了库区产卵场，改变了坝下江段产卵场的水文条

件。为了减小乌江急流生态环境被分割对鱼类造成

的影响，国家采取了相应的保护措施，将影响区内的

国家ＩＩ级保护野生动物、重庆市重点保护的水生野
生动物作为重点关注对象，另将包括白甲鱼（Ｏｎｙｃｈ
ｏｓｔｏｍａｓｉｍａ）在内的在急流环境中产卵的５种经济
鱼类一并作为近期关注对象，在采取工程措施、栖息

地保护措施、渔政管理措施的同时，施以人工增殖放

流措施进行资源量的补充。根据渔获物监测结果显

示，白甲鱼野生种群数量减少，另外由于白甲鱼人工

繁殖已经取得成功，２００７年在乌江干流开展了白甲
鱼的人工放流。

人工繁殖放流是目前国际上比较普遍采用的珍

稀、濒危物种保护方法，前苏联持续多年对俄罗斯鲟

及欧洲鳇人工繁殖放流，使这些因水利工程建设导

致的濒危物种得以保存，其资源量逐步恢复（Ｂａｒ
ｒａｎｉｋｏｖａＩＡ，１９８７）。但是，因人工繁殖放流的鱼类
遗传背景单一，经过长期的放流后，物种自然种群的

遗传多样性将可能崩溃，遗传性状可能严重退化。

因此，在开展人工繁殖放流的同时，需对该种的遗传

多样性进行监测和分析，并且评估人工繁殖对相应

物种自然种群恢复的贡献率，评价人工增殖效果。

目前，微卫星（Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ）因其具有按照孟德尔方
式遗传、多态信息含量丰富、呈共显性遗传、能用于

简单快速的基因型检测等特点（ＷｅｂｅｒＪＬ，１９９０），
这种标记技术已经被广泛应用于遗传多样性分析、

遗传图谱构建、分子标记辅助育种以及亲子鉴定等

研究（徐宁迎等，２０００；屈彦纯等，２００２；韩春梅等，
２００５；汤青萍等，２００５；耿波等，２００６）。本文利用乌
江中白甲鱼样本构建微卫星文库，优化并筛选多态

性位点，分析乌江白甲鱼群体遗传多样性，为评价乌

江干流电站对白甲鱼天然群体遗传结构的长期影响

及白甲鱼人工增殖的效果提供一定的理论基础。

１　材料和方法

１．１　实验材料
本研究所用的白甲鱼样本分别采自于乌江彭水

电站坝上坝下不同断面，武隆、彭水、万足、鹿角、洪

渡、淇滩，其中武隆、彭水位于坝下，其他位于坝上。



所采取的白甲鱼鳍条样本于室温保存在无水乙醇

中。

１．２　基因组ＤＮＡ提取与微卫星富集文库构建
采用蛋白酶 Ｋ酚氯仿法（ＳａｍｂｒｏｏｋＪｅｔａｌ，

１９８９）进行基因组 ＤＮＡ提取。按照 ＦＩＡＳＣＯ方法
（ＦａｓｔｉｓｏｌａｔｉｏｎｂｙＡＦＬＰｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｒｅ
ｐｅａｔｓ）（ＺａｎｅＬｅｔａｌ，２００２；ＺｈｕＢｅｔａｌ，２００５），采用
标有生物素的寡核苷酸探针（ＡＡＡＧ）ｎ构建微卫星
富集文库。

１．３　引物设计及ＰＣＲ条件的优化
用 ＴＡＮＤＥＭ ＲＥＰＥＡＴＳＦＩＮＤＥＲ（ＢｅｎｓｏｎＧ，

１９９９）软件分析所获得的序列，采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件
（张新宇和高燕宁，２００４）设计引物，共获得９对引
物。用高盐法（ＡｌｊａｎａｂｉＳＭ＆ＭａｒｔｉｎｅｚＩ，１９９７）提
取白甲鱼ＤＮＡ标本做模板优化ＰＣＲ条件。ＰＣＲ反
应在ＧｅｎｅＡｍｐ（ＡＢＩ９７００）仪中进行。１０μＬＰＣＲ
反应体系包括：２０～３０ｎｇ基因组 ＤＮＡ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，０．５ＵＴａｑＤＮＡｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ（东盛科技有限公司）。ＰＣＲ反应条件为：
９４℃预变性５ｍｉｎ；３５个循环包括９４℃４０ｓ，引物特
有的退火温度（表 １）４０ｓ，７２℃ ４０ｓ；７２℃延伸 １０
ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物检测：在１×ＴＢＥ的电泳液中，
用１０％的非变性聚丙烯酰胺凝胶在３５Ｗ下电泳３
ｈ，ｅｔｈｉｄｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ染色，再放入凝胶成像系统，拍
照并保存图片，根据电泳结果显示的条带位置的不

同确定其基因型，并用 ｐＢＲ３２２ＤＮＡ／ＭｓｐⅠｍａｒｋｅｒ
（ＴＩＡＮＧＥＮ）为对照。再将优化好的微卫星引物用
于坝上、坝下种群的１６个个体基因组 ＰＣＲ扩增，以
检测分离到的位点是否能用于种群研究。

１．４　数据分析
微卫星位点的有效等位基因数目及大小使用

ＱＵＡＮＴＩＴＹＯＮＥｖｅｒｓｉｏｎ４．６２（ＢｉｏＲａｄＬａｂ）进行分
析。期望杂合度、观测杂合度以及连锁不平衡（ＬＤ）
等参数使用ＰＯＰＧＥＮＥｖｅｒｓｉｏｎ１．３１（ＹｅｈＦＣｅｔａｌ，
１９９９）软件进行分析，ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡偏离指数
（Ｄ）按以下公式计算：Ｄ＝（Ｈｏ－Ｈｅ）／Ｈｅ（王长忠等，
２００８），式中 Ｈｅ为期望杂合度，Ｈｏ为观测杂合度。
多态信息含量按Ｂｏｓｔｅｉｎ等（１９８０）的公式计算：

ＰＩＣ＝１－∑
ｍ

ｉ＝１
Ｐｉ
２－∑

ｍ－１

ｉ＝１
∑
ｍ

ｊ＝ｉ＋１
２Ｐｉ

２Ｐｊ
２

其中Ｐｉ和Ｐｊ分别为第ｉ和第ｊ个等位基因在群
体中的频率，ｍ为等位基因数。

无效等位基因使用 ＭＩＣＲＯＣＨＥＣＨＥＲ（Ｏｏｓｔｅｒ
ｈｏｕｔＣＶｅｔａｌ，２００４）软件来检测。

２　结果

在所设计的９对引物中，５对引物扩增出了清
晰并且具有多态性的 ＰＣＲ产物。这５对引物共扩
增出２１个等位基因，每个位点的等位基因数目３～
６个不等，平均等位基因数目 ４．２；多态信息含量
０４４６５～０．７１１６，平均值０６０２７。每个位点的观测
杂合度０．４４４４～０．９３１０，平均值０．６２５３；期望杂合
度０．４９０２～０．７６２４，平均值 ０．６６６９。ＨａｒｄｙＷｅｉｎ
ｂｅｒｇ遗传偏离指数（Ｄ）－０．４１７１～０．２３８０，位点
ＯＳ２出现了杂合子过剩现象，而位点 ＯＳ１１、ＯＳ２１出
现了缺失。所有位点中没有检测到连锁不平衡。位

点的引物序列、重复单元以及其他信息见表１。

表１　白甲鱼５个微卫星位点的特性
Ｔａｂ．１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ５ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉｉｎＯ．ｓｉｍａ

位点

Ｌｏｃｕｓ

核心序列

Ｒｅｐｅａｔ
ｍｏｔｉｆ

引物序列

ＰｒｉｍｅｒＳｅｑｕｅｎｃｅ
（５′～３′）

等位基因数　
Ｎｏ．ｏｆ
ａｌｌｅｌｅｓ

产物大小／ｂｐ
Ｓｉｚｅｏｆ
ｒａｎｇｅ

多态信

息含量

ＰＩＣ

观测

杂合度

Ｈｏ

期望

杂合度

Ｈｅ

偏离

指数

Ｄ

退火温

度／℃
Ｔｍ

ＯＳ１ （ＡＣ）１３
Ｆ：ＧＧＣＴＧＣＡＴＣＣＴＣＴＴＣＴＴＣ
Ｒ：ＴＡＴＣＡＣＴＣＧＴＧＴＣＧＣＴＣＣ ４ １７９～１９８ ０．４４６５ ０．５１６１ ０．４９０２ ０．０５２８ ５６

ＯＳ２ （ＡＣ）１４
Ｆ：ＴＣＴＴＡＣＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＣＡ
Ｒ：ＧＧＡＴＧＴＧＡＧＧＣＴＴＣＴＧＴＧ ５ １７４～２１３ ０．６９６３ ０．９３１０ ０．７５２０ ０．２３８０ ５７

ＯＳ９ （ＴＴＴＣ）６
Ｆ：ＡＡＴＡＴＧＴＡＡＡＣＧＧＡＣＡＧＡ
Ｒ：ＡＡＴＧＣＴＴＡＴＧＡＡＧＡＡＧＡＴ ３ ３６２～３７４ ０．５８５３ ０．７１８８ ０．６７０１ ０．０７２７ ５２

ＯＳ１１（ＧＡ）１４（ＧＡＡＡ）５
Ｆ：ＧＣＧＴＣＣＡＴＧＴＡＴＡＡＴＧＣＴ
Ｒ：ＣＴＡＡＣＣＧＣＣＧＡＴＣＣＧＴＣＴ ６ １８０～２２６ ０．７１１６ ０．４４４４ ０．７６２４ －０．４１７１ ５２

ＯＳ２１ （ＡＧＡＡ）８
Ｆ：ＧＧＣＡＣＡＧＡＴＡＡＣＡＧＴＡＡＧ
Ｒ：ＴＡＴＧＡＧＧＣＡＡＡＡＧＡＡＧＡＣ ３ １８６～２０２ ０．５７３９ ０．５１６１ ０．６６００ －０．２１８０ ５２

３　讨论

本文初步探讨了微卫星标记在分析白甲鱼群体

遗传结构方面的应用。实验共获得了５个具有多态
性的微卫星位点，分析了各位点的等位基因数、观测

杂合度、期望杂合度、ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡偏离指
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数、连锁不平衡以及无效等位基因等，为白甲鱼群体

的遗传多样性分析提供了一定的信息。

遗传标记的多态性程度及其应用价值一般可用

杂合度（Ｈ）、多态信息含量（ＰＩＣ）来衡量。根据
Ｂｏｓｔｅｉｎ等（１９８０）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，该基因座为高
度多态基因座；当０．２５＜ＰＩＣ＜０．５时，为中度多态
基因座；当ＰＩＣ＜０．２５时，则为低度多态基因座。本
实验结果显示ＯＳ２、ＯＳ９、ＯＳ１１、ＯＳ２１等４个位点多
态信息含量ＰＩＣ＞０．５，为高度多态性，在白甲鱼群
体遗传学研究领域中能提供确切的遗传信息。

基因杂合度表示群体在某位点杂合子的比例。

Ｎｅｉ（１９７８）将其视为度量群体遗传变异的一个最合
适参数，位点平均杂合度近似反映遗传结构变异程

度高低，杂合度越大表明群体的遗传变异越多，群体

遗传多样性越高，对环境适应能力越强。本研究中

白甲鱼群体平均杂合度，即平均期望杂合度（Ｈｅ）为
０．６６６９，平均观测杂合度（Ｈｏ）为０．６２５３，说明白甲
鱼遗传多样性较高。位点 ＯＳ２的杂合度≥０．７，依
据Ｇｉｌｌ（１９９６）提出的杂合度≥０．７的基因座具有高
鉴别力的标准，表明 ＯＳ２的杂合度已经达到高度多
态性遗传标记位点指标。

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传偏离指数（Ｄ）反映了 Ｈｏ
和Ｈｅ２者之间的平衡关系，Ｄ值越接近０，基因型的
分布越接近于平衡状态，Ｄ值为正时反映杂合子过
剩，Ｄ值为负时则处于杂合子缺失状态（李鹏飞等，
２００６）。本研究中的 Ｄ值 －０．４１７１～０．２３８０，同时
出现了杂合子过剩（１个位点）与缺失（２个位点）现
象，位点ＯＳ１１的基因型分布偏离了ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ
平衡。杂合子过剩现象一般出现在研究对象为相对

小的群体或者封闭群体，如一个养殖群体里面的子

代群体是由有限的亲本所产生，创造者效应（Ｆｏｕｎｄ
ｅｒｅｆｆｅｃｔ）和瓶颈效应（Ｂｏｔｔｌｅｎｅｃｋｅｆｆｅｃｔ）会导致连锁
不平衡现象（刘云国等，２００５），从而导致杂合子过
剩。杂合子缺失除了与无效基因和研究样本范围大

小有关外，还可能由种群退化、性别比例不均衡、亲

缘近交和人为干扰程度大等导致稀有碱基的丢失所

致（ＡｎｔｏｒｏＳｅｔａｌ，２００６）。本研究所用的白甲鱼样
品采自于乌江彭水电站坝上坝下等６个不同地点，
实验样本数达到了３２尾，且９对引物中有５对引物
的扩增产物都清晰稳定。由此本实验的杂合子过剩

和缺失与种群本身的结构有密切的关系，可能是由

于彭水电站的建立导致水文情势变化、生境破碎及

阻隔、过度捕捞等干扰使其种群结构和性别比例受

到影响。

以上遗传参数表明乌江的白甲鱼群体多态性水

平较高，遗传多样性丰富，但是种群结构和种质资源

一定程度上受到了人类活动的影响。

志谢：感谢张轶超、杨志、朱迪、陶江平、冯瑞萍、

王翔、万力、郑海涛、蔡玉鹏等为本实验采集样品。
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