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摘要：乌江彭水水电站建成后形成阻隔，可能对生境连通性及坝上坝下鱼类的交流产生不利，影响到物种遗传多

样性和群体遗传结构。本研究通过磁珠富集法构建了泉水鱼（Ｐｓｅｕｄｏｇｙｒｉｎｃｈｅｉｌｕｓｐｒｏｃｈｅｉｌｕｓ）微卫星文库，建立了
泉水鱼微卫星ＤＮＡ分子标记体系，并利用这些微卫星分子标记初步评估了乌江彭水水电站对泉水鱼的遗传多样
性影响。用６对具多态性的引物对乌江中３５尾野生泉水鱼样本进行遗传多样性分析，结果显示，６个位点共检
测到２８个等位基因；每个位点平均杂合度为０．６５３６，平均多态信息含量为０．６０８５，平均 Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数为
１２７５２；卡方检验得出２个位点显著偏离Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡，且其中１个位点中出现了无效等位基因。实验
初步表明乌江流域泉水鱼的遗传多样性较为丰富，但可能受到了水电站阻隔的干扰。
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　　 随着中国经济建设的快速发展，对能源的需求
日趋旺盛。为缓解能源压力，中国的水电的开发速

度正逐步加快，很多河流都以追求最大限度地利用

水资源进行水能发电为目标。长江的干支流上因此

兴建了众多的水利工程，据统计，截至２００５年，在长
江干支流上，已建各类水坝 ４．８万座，占全国的
５０％。其中大型水坝１５７座，中型水坝１０２５座（贾
敬德，２００５）。乌江彭水水电站坝址位于重庆市彭
水县县城上游１１ｋｍ的乌江干流上，下距乌江河口
涪陵１４７ｋｍ，是乌江干流水电开发的第１０个梯级。

乌江是长江上游右岸的最大支流，流域面积广

阔，鱼类资源丰富，是许多经济鱼类的原种基地，作

为基因遗传是其他任何水系或人工方式所不能替代

的，在乌江建造的梯级电站可能对整个流域的生态

环境尤其是鱼类资源产生巨大的影响。河流被电站

阻隔，河流之间的物种基因的交流被阻断，导致物种

遗传多样性降低；同时，大坝的修建，使原有连续的

河流生态系统被分隔成不连续的环境单元，造成了

生境的破碎，生境破碎化使河流定居型鱼类种群被

分隔成相对孤立的、较小的异质种群（Ｈａｎｓｋｉ＆Ｇｉｌ

ｐｉｎ，１９９７；Ｃａｎｔｒｅｌｌｅｔａ１，２００２）。当生境因破碎化
而萎缩时，其生物承载量减小，残留种群减小，稳定

性降低，易受偶发环境因素的影响而剧烈变动甚至

于局域灭绝（王忠锁等，２００５）。
泉水鱼Ｐｓｅｕｄｏｇｙｒｉｎｃｈｅｉｌｕｓｐｒｏｃｈｅｉｌｕｓ（Ｓａｕｖａｇｅｅｔ

Ｄａｂｒｙ）属鲤形目、鲤科、野鲮亚科、泉水鱼属，俗称油
鱼。它是我国特有的一种鲤科鱼类，分布在宜昌以

上长江上游干流、长江在四川境内的支流和乌江中。

泉水鱼栖息于流速较大的水域的中下层，平时喜欢

生活于山溪和具流水的岩洞，以及江河有泉源的地

方，以舔刮在江底岩石上附着的底栖生物为食

（Ｚｈａｎｇ，１９９４）。泉水鱼是乌江当地重要经济鱼类
之一。乌江彭水电站建成后形成阻隔，对坝上坝下

鱼类的基因交流产生不利影响，从而可能对泉水鱼

的遗传多样性和种群结构造成相应影响。因此，为

评估这种阻隔效应和生境破碎化对其作用及其强

度，有必要对成库前后的鱼类遗传多样性进行监测

和评估。

目前，微卫星标记以其多态性丰富、稳定性和可

靠性倍受研究者的关注，在水生生物的种群遗传多

样性分析中得到了广泛的应用（Ｈｅｉｓｔ，２０００；Ｒｅｉｌｌｙ
ｅｔａｌ，１９９９）。本研究通过建立泉水鱼微卫星 ＤＮＡ
分子标记体系，积累和完善其群体遗传多样性和遗

传结构本底资料，最终对工程阻隔可能造成的群体

遗传多样性影响进行初步评估。



１　材料与方法

１．１　实验材料
实验用泉水鱼由乌江干流及支流８处采样断面

采样获得。各采样断面为彭水、白马、鹿角、万足、沿

河、洪渡、淇滩、黑獭，其中彭水和白马位于彭水水电

站坝下，其余采样断面均位于坝上（图１）。

图１　乌江泉水鱼采样断面
Ｆｉｇ．１　ＳａｍｐｌｅｌｏｃａｔｉｏｎｓｏｆＰｓｅｕｄｏｇｙｒｉｎｃｈｅｉｌｕｓ

ｐｒｏｃｈｉｌｕｓｉｎＷｕｊｉａｎｇＲｉｖｅｒ

１．２　实验方法
１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取　富集文库所用的泉水
鱼ＤＮＡ采用酚 －氯仿抽提法经 ＲＮＡ酶消化提取
（Ｓａｍｂｒｏｏｋｅｔａｌ，１９８９）；微卫星引物有效性和多态
性检验所用的泉水鱼ＤＮＡ采用高盐法提取（Ａｌｊａｎａ
ｂｉ＆Ｍａｒｔｉｎｅｚ，１９９７）。
１．２．２　微卫星文库的构建　参见 ＺｈｕＢ等（２００５）
的方法进行，该方法在 Ｚａｎｅ等（２００２）的磁珠富集
法上略有一些改动。实验使用了２种鱼类常用的生
物素探针进行杂交，分别是Ｂｉｏｔｉｎ－（ＧＡＴＡ）８和Ｂｉ
ｏｔｉｎ－（ＡＡＡＧ）７。２种探针杂交温度均为５５℃，磁
珠洗脱温度均为５０℃。
１．２．３　微卫星序列分析和微卫星位点的获得　使
用软件ＴａｎｄｅｍＲｅｐｅａｔｓＦｉｎｄｅｒ（Ｂｅｎｓｏｎ，１９９９）从得
到的序列中查找出含有重复单元的微卫星序列。记

录下重复次数较多并且重复区域两翼具有足够保守

区的序列作为有效的微卫星位点。用在线引物设计

软件 Ｐｒｉｍｅｒ３（ｈｔｔｐ：／／ｆｏｋｋｅｒ．ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／ｐｒｉｍｅｒ３／
ｉｎｐｕｔ．ｈｔｍ）设计引物，然后在 Ｏｌｉｇｏ６和 Ｐｒｅｍｉｅｒ
ｐｒｉｍｅｒ５里检测各项干扰的能值，以优化得到最合
适的引物（张新宇等，２００４）。设计得到的微卫星引

物由北京三博远志公司合成。合成后的引物先初步

在３个泉水鱼个体中扩增以确定其最佳退火温度。
１．２．４　微卫星标记检验泉水鱼遗传多样性　 使用
得到的泉水鱼微卫星引物对 ３５个泉水鱼基因组
ＤＮＡ模板进行 ＰＣＲ扩增。反应体系如下：模板
ＤＮＡ１μＬ（２０ｎｇ／μＬ），正反向引物各 １μＬ（１０
ｐｍｏｌ／μＬ），０．１μＬＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ，东盛），１μＬ１０
×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（东盛），０．６μＬＭｇ２＋（２５μｍｏｌ／μＬ，东
盛），０．６μＬｄＮＴＰｓ（２．５μｍｏｌ／μＬ，东盛），用灭菌双
蒸水补足至１０μＬ。扩增程序为９４℃预变性５ｍｉｎ；
９４℃变性４０ｓ，引物最佳退火温度复性４０ｓ，７２℃延
伸５０ｓ，３５个循环；最终 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。每次
ＰＣＲ反应均设不含模板 ＤＮＡ的空白对照。扩增产
物经１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳，溴化乙锭染色，之
后在凝胶成像系统（Ｓｙｎｇｅｎｅ）中扫描。通过软件
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６．２（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）分析电泳图，判定等
位基因大小和数量。在 ＰｏｐＧｅｎｅ１．３２（Ｙｅｈｅｔａｌ，
１９９９）中计算等位基因频率、Ｎｅｉ遗传杂合度（Ｎｅｉ，
１９７３）、Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数 （Ｓｈａｎｎｏｎ＆Ｗｅａｖｅｒ，
１９４９）和进行 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡的卡方检验并
计算Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ遗传偏离指数（王长忠等，
２００８）。之后，利用得到的等位基因频率在 ＰＩＣ＿
ＣＡＬＣ０．６（中国水产科学研究院黄海水产研究所
种质资源与工程育种室）中计算多态信息含量。

２　结果

２．１　生物素探针杂交结果及阳性克隆情况
本实验使用的２种鱼类常用的生物素探针Ｂｉｏ

ｔｉｎ－（ＧＡＴＡ）８和 Ｂｉｏｔｉｎ－（ＡＡＡＧ）７均为四碱基重
复探针。其中Ｂｉｏｔｉｎ－（ＧＡＴＡ）８探针杂交后测序获
得１个含微卫星序列，阳性克隆率仅为５％；而 Ｂｉｏ
ｔｉｎ－（ＡＡＡＧ）７探针杂交后测序阳性克隆率则达到
了５８．７％。
２．２　获得的微卫星序列情况

本实验共获得 １６条完全不同的微卫星序列。
其中６条缺乏足够的上游侧翼或者下游测序序列、
不能用于引物设计，能设计出微卫星引物的序列为

１０条。
根据Ｗｅｂｅｒ（１９９０）提出的标准，微卫星序列总

体上可分为３类：完美型（ｐｅｒｆｅｃｔ），非完美型（ｉｍｐｅｒ
ｆｅｃｔ）和混合型（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）。此次１６条微卫星序列
中为完美型１３个、非完美型１个、混合型２个，所占
的百分比分别为８１．２５％、６．２５％和１２．５０％。其中
完美型和非完美型的微卫星序列均为四碱基重复；
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混合型微卫星序列１条为四碱基重复，另１条为四
碱基重复和二碱基重复混合。

２．３　泉水鱼野生群体遗传多样性水平检验
在３５个野生泉水鱼个体中的扩增情况表明，１０

对微卫星引物中有６对具多态性，１对呈单态，其余
３对无扩增产物或无法稳定扩增。具多态性的６个
微卫星分子标记的等位基因数、多态信息含量和遗

传杂合度等统计结果分别见表１。
Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡卡方检验值表明，有２个

微卫星位点（ＳＰ－３和 ＳＰ－１４）显著偏离 Ｈａｒｄｙ－
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡（Ｐ＜０．０５）。利用软件 Ｍｉｃｒｏ－
Ｃｈｅｃｋｅｒ２．２．３（Ｏｏｓｔｅｒｈｏｕｔｅｔａｌ，２００４）对这２个位
点进行检验，发现位点 ＳＰ－１４在９５％的置信区间
内有无效等位基因出现的迹象。

表１　６个微卫星标记在３５个乌江泉水鱼个体中的特征
Ｔａｂ．１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｉｘｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓｆｒｏｍ

Ｐｓｅｕｄｏｇｙｒｉｎｃｈｅｉｌｕｓｐｒｏｃｈｉｌｕｓｉｎ３５ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｆｒｏｍＷｕｊｉａｎｇＲｉｖｅｒ

微卫星标记

Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ

ｍａｒｋｅｒｓ

退火温

度／℃

Ｔｍ

核心序列

Ｒｅｐｅａｔ

ｍｏｔｉｆ

等位基因

数／个

Ｎｏ．ｏｆａｌｌｅｌｅｓ

产物大

小／ｂｐ

Ｓｉｚｅｒａｎｇｅ

多态信

息含量

ＰＩＣ

遗传杂

合度

Ｈ

Ｓｈａｎｎｏｎ多样

性指数

Ｉ

Ｈａｒｄｙ－

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ

平衡卡方

检验值Ｐ

Ｈａｒｄｙ－

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ

遗传偏离

指数Ｄ
ＳＰ－３ ６４．０ （ＴＴＴＣ）１２ ６ ２１６～２８４ ０．７８３５ ０．８１１０ １．７１６１ ０．０１０６ ０．０７６４
ＳＰ－４ ５８．０ （ＡＡＧＡ）６ ２ ２１０～２２６ ０．２４３７ ０．２８４１ ０．４５８１ ０．２４４０ ０．１８９８
ＳＰ－６ ６２．０ （ＧＡＡＴ）１２ ３ ２３１～２５５ ０．５９０８ ０．６６４９ １．０９５９ ０．２４０４ ０．１０１４
ＳＰ－１４ ５４．０ （ＡＡＡＧ）１０ ５ １７１～２１１ ０．６５２４ ０．６９８８ １．３７１２ ０．００００ －０．６５８４
ＳＰ－１６ ５４．０ （ＡＧＡＡ）１２ ８ １３６～１９６ ０．７８９６ ０．８１１８ １．８４２７ ０．１４８１ ０．０７５４
ＳＰ－１９ ６０．０ （ＡＧＡＡ）９ ４ １８５～２０９ ０．５９１２ ０．６５１０ １．１６６８ ０．００００ －０．０９１６

３　讨论

３．１　泉水鱼微卫星文库的构建
微卫星文库的构建是获得微卫星分子标记的关

键。磁珠富集法分离微卫星分子标记是一种简单高

效的方法，在一些植物和动物微卫星分子标记的分

离方面已得到广泛应用（邓欣等，２００８；全迎春等，
２００６）。由于微卫星探针的使用，目的微卫星也有
很强的针对性，获得的微卫星序列一般较长。本实

验中测序获得的１６个微卫星位点，重复次数在１０
以上的有１１个（６８．７５％），最高重复次数为１９次，
且所有位点均为四碱基重复，这与所使用的四碱基

生物素探针的微卫星针对性相符。较高重复数的微

卫星序列的获得，有利于开发更多多态性微卫星分

子标记。

本实验中２种探针杂交得出的结果差异很大，
这可能是由于探针杂交和磁珠洗脱温度较低、非特

异性结合较多的原因。

３．２　微卫星分子标记的筛选
Ｂｏｓｔｅｉｎ等（１９８０）首先提出的多态信息含量

（ＰＩＣ）是衡量微卫星分子标记多态性的良好指标。
当 ＰＩＣ＞０．５时，该座位为高度多态性位点；０．２５＜
ＰＩＣ＜０．５时，为中度多态性座位；ＰＩＣ＜０．２５时，为
低度多态性位点。本实验所得到的６个微卫星位点
的等位基因数为２～８个，平均为４．７个；ＰＩＣ值在
０２４３７～０７８９６，平均为０．６０８５。此结果表明有５

个位点为高度多态性位点，表现出较为丰富的信息

含量，尤其是引物ＳＰ－３和ＳＰ－１６标记。这些具有
高多态性的位点在进一步的群体遗传结构和多样性

分析中有很好的应用价值。

３．３　泉水鱼的遗传多样性水平评估
群体遗传多样性水平是评价生物资源的重要指

标，其值的高低与种群适应生存能力大小密切相关。

遗传杂合度（Ｈ）又称基因多样度，反映各群体在 ｎ
个位点上的遗传变异，它与等位基因数量、多态信息

含量等均为衡量群体内的遗传多样性的通用指标

（Ｎｅｉｅｔａｌ，１９７５）。同时，Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数也是
衡量群体遗传多样性高低的一个有用参数

（Ｓｈａｎｎｏｎ＆Ｗｅａｖｅｒ，１９４９）。这些指标的高低反应了
群体的遗传一致性程度：值越高，表明该群体的遗

传一致度越低，遗传多样性越高。本实验中６个微
卫星标记在３５个个体的野生泉水鱼群体中共检测
到２８个等位基因，平均４．７个，处于较高的水平；６
个位点平均杂合度Ｈ为０．６５３６，平均多态信息含量
为０．６０８５，平均 Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数１．２７５２，这说
明该群体遗传多样性水平较高。Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ
遗传偏离指数（Ｄ）反映了观测杂合度和期望杂合度
两者之间的平衡关系，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。本研究中卡方检

验得出２个位点显著偏离 Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡，
且其中１个位点（ＳＰ－１４）中出现了无效等位基因，
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该位点的Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ遗传偏离指数（Ｄ）值也
显示出杂合子严重缺失的现象。这种情况可能由多

种原因导致，比如样本范围大小、种群退化、亲缘近

交和人工选择等；对于泉水鱼，这可能是彭水水电站

的工程阻隔造成种群基因流被阻断、种群结构和性

别比例受到影响所致，建议开展建设过鱼设施等恢

复鱼类坝上坝下通道的相关研究。

志谢：张轶超、郑海涛、杨志、陶江平、朱迪、冯瑞

萍、万力、蔡玉鹏等对本实验样品采集给予无私帮

助！
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