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三峡库区长鳍吻?种群遗传多样性的初步研究
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摘要：用磁珠富集法构建了长鳍吻?（ＡＡＡＧ）ｎ富集文库，从中分离并鉴定得到１３个微卫星位点。对三峡库区重
庆江段的４０尾长鳍吻?群体进行了遗传多样性的初步研究，其中６个位点呈现多态性（１个位点为中度多态，５
个位点为高度多态），等位基因数目为４～１１个，观测杂合度在０．２０～０．８５。这些多态性位点将为长鳍吻?及其
近缘种的种群遗传研究提供有力的遗传学资料。
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　　 长鳍吻?（ＲｈｉｎｏｇｏｂｉｏｖｅｎｔｒａｌｉｓＳａｕｖａｇｅｅｔＤａｂ
ｒｙ），地方名土耗儿，隶属鲤科、?亚科、吻?属，是长
江中上游特有鱼类，主要分布于上江上游干、支流

（伍献文等，１９９７），是长江上游干流和乌江下游渔
获物中的重要组成部分，肉质鲜美，具有较高的经济

价值。长鳍吻?生活在河流底层，以底栖动物为食，

适应流水生活，在急流中产漂流性卵（周启贵等，

１９９２）。
长江上游渔获物主要由适应于较急水流条件的

种类组成，１９９０年代以来，各种大型水利工程的建
立，改变了江河原有的生态环境，在不同程度上影响

了鱼类的生长与繁殖，加之捕捞强度不断增加，水域

污染日渐加剧，长江上游主要的经济鱼类种类和数

量均显著减少，其中产漂流性卵的河道洄游性种类

如铜鱼、长鳍吻?等大幅减产，在渔获物中所占比例

下降（陈大庆等，２００２）。刘军（２００４）运用濒危系
数、遗传损失系数和物种价值系数对长江上游１６种
特有鱼类的优先保护顺序进行了定量分析，圆口铜

鱼、长鳍吻?等被列为低危鱼类，岩原鲤、圆口铜鱼、

长鳍吻?等９种特有鱼类达到三级急切保护标准。
三峡库区位于长江上游下段重庆市东部和湖北

省西部之间，有着丰富的鱼类资源。三峡大坝建成

后。库区形成１１５０ｋｍ２的水面，除航道外，仍有近
７００ｋｍ２水面，首尾落差１２０ｍ，河流水面加宽，流速

变缓，水径流量减少，洪峰减弱，水质变清，污染物沉

积增强，自净能力减弱（幸奠权等，２００６）。库区干
支流有鱼类１４０种，其中上游特有种４７种，经济鱼
类３０余种。建库后，由于上游环境的改变，约４０种
鱼类受到不利影响，其中２／５为上游特有鱼类，因栖
息地面积缩小约１／４，种群数量相应减少（中国科学
院环境评价部和长江水资源保护科学研究所，

１９９６）。与１９７０年代资料相比，库区主要经济鱼类
捕捞规格明显下降，渔获物中小型化、低龄化现象较

为严重，库区鱼类资源已呈衰退趋势，生态环境的变

迁和过度捕捞等因素是造成这种现象的主要原因

（段辛斌等，２００２）。为了更有效地保护和合理利用
鱼类资源，在遗传学水平上利用分子标记对生物种

群进行认识和分析起着极为重要的作用。

微卫星 ＤＮＡ（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡ），又称简单重
复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲ），是一类广泛
随机分布于基因组中的串联重复 ＤＮＡ。微卫星核
心序列一般为以１～６ｂｐ核苷酸为单位的重复序
列，侧翼序列大多是保守的单拷贝序列。微卫星位

点多位于基因非编码区域或基因内含子中，具有多

态性丰富、杂合度高、重组率低和共显性遗传等特

点，已被广泛应用于群体遗传结构分析、遗传图谱的

构建、亲子鉴定和分子标记辅助育种等方面的研究

（朱滨等，１９９９）。鲁双庆等（２００５）应用微卫星分子
标记对鲫４个群体的遗传结构及亲缘关系进行了分
析，结果显示４个鲫群体的遗传多样性总体水平较
高，白鲫和红鲫亲缘关系较近。Ｐａｌｔｉ等（２００２）利用
微卫星标记与有害等位基因的连锁，对罗非鱼近交

系中所产生的有害等位基因给予了鉴定和消除。

ＬｉａｏＸＬ等（２００６；２００７）等用 ＦＩＡＳＣＯ法分离出 ９



个铜鱼的多态性微卫星位点和２０个圆口铜鱼的多
态性微卫星位点。

目前关于吻?属的微卫星位点还没有相关报

道。本研究通过建立长鳍吻?微卫星富集文库，从

中分离得到６对具有多态性的微卫星位点。该位点
将为长鳍吻?及其近缘物种的种群遗传结构分析和

遗传多样性研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　长鳍吻?
８尾长鳍吻?采自长江上游水系不同江段，４０

尾采自重庆朝天门江段。均取鳍条保存于无水乙醇

中。

１．２　方法
１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取　用于构建基因组文库
的ＤＮＡ提取自８尾采自长江上游水系不同江段的
长鳍吻?个体，其鳍条混合剪碎后采用酚 －氯仿抽
提法，经ＲＮＡ酶消化。用于引物检验和筛选的群体
为采自长江重庆朝天门江段的４０尾长鳍吻?群体，
采用高盐法提取每个个体的ＤＮＡ（Ａｌｊａｎａｂｉ，１９９７）。
１．２．２　微卫星富集文库的构建及阳性克隆的筛选
　利用ＦＩＡＳＣＯ（ＦａｓｔＩｓｏｌａｔｉｏｎｂｙＡＦＬＰｏｆＳｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｒｅｐｅａｔｓ）法（Ｚａｎｅｅｔａｌ，２００２）经过部分修
改（ＺｈｕＢｅｔａｌ，２００５）后的方案建立（ＡＡＡＧ）ｎ富集
文库。将含有插入片段且大小合适（２００～８００ｂｐ）
的阳性克隆送出测序。

１．２．３　序列分析及引物设计　用 ＴＡＮＤＥＭＲＥ
ＰＥＡＴＳＦＩＮＤＥＲｖｅｒｓｉｏｎ４．０（Ｂｅｎｓｏｎ，１９９９）在测序结
果中查找重复序列。针对所得到微卫星的侧翼序

列，用 ＰＲＩＭＥＲＰＲＥＭＩＥＲ５．０（张新宇等，２００４）设
计引物。

１．２．４　引物检验及微卫星位点筛选　每对引物预
先在３尾长鳍吻?个体中检验并优化 ＰＣＲ反应条
件。得到有效扩增产物的引物在４０尾长鳍吻?个
体中依照优化的反应条件进行扩增。１０μＬＰＣＲ反
应体系包括：１０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ，５０ｍＭＫＣｌ，０．５Ｕ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶（东盛生物科技），２μＭ引物对，
１５ｍＭ ＭｇＣｌ２和 每种 ｄＮＴＰ（Ｂｉｏｍｅｄ）０．２ｍＭ。
ＰＣＲ反应在 Ｔ－ＧｒａｄｉｅｎｔＡｍｐＣｙｃｌｅｒ（Ｂｉｏｍｅｔｒａ）中进
行。反应条件如下：９４℃ 预变性５ｍｉｎ；３５个循环
包括：９４℃ 变性４０ｓ，５０～６４℃ 退火４０ｓ，７２℃ 延
伸５０ｓ；７２℃ 最后延伸１０ｍｉｎ。扩增产物在１０％
的非变性聚丙烯酰胺凝胶中电泳检测。电泳产物用

Ｂｉｏｒｅｄ（Ｂｉｏｔｉｕｍ）染色并在紫外凝胶成像系统（Ｓｙｎ
ｇｅｎｅ）中拍照。等位基因大小用软件 ＱＵＡＮＴＩＴＹ
ＯＮＥ４．６．２估计，观测和期望杂合度在软件 ＰＯＰ
ＧＥＮ１．３２中计算。多态信息含量（ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎ，ＰＩＣ）用软件ＰＩＣ－ＣＡＬＣ０．６计算。

２　结果与分析

２．１　测序结果及引物设计
得到８６个阳性克隆测序结果，其中３４个包含

微卫星序列。根据这些序列利用软件设计并挑选出

１５对引物。
２．２　引物检测及微卫星位点筛选

在检测的１５对引物中，１３对能在长鳍吻?个
体中产生有效的目的条带。这１３对引物在４０尾长
鳍吻?个体中进行扩增，其中６个位点呈现出多态
性，各含有４～１１个等位基因，并呈现出较高的期望
杂合度（表１）。６个微卫星位点中，除ＲＶ－１５为中
度多态（０．２５＜ＰＩＣ＜０．５）外，其它５个位点均显示
出高度多态性（ＰＩＣ＞０．５）（Ｂｏｔｓｔｅｉｎｅｔａｌ，１９８０）。

表１　长鳍吻?微卫星位点特征
Ｔａｂ．１　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉｉｎＲｈｉｎｏｇｏｂｉｏｖｅｎｔｒａｌｉｓ

位点 重复单元 引物序列
片段大小／
ｂｐ

退火温度

Ｔａ／℃
等位基因

数Ｎａ／个
观测杂合

度ＨＯ
期望杂

合度ＨＥ
多态信息

含量ＰＩＣ

ＲＶ－０１ （ＣＴ）１７
Ｆ：ＡＡＧＧＴＴＡＣＴＣＣＣＴＣＣＣ
Ｒ：ＣＴＴＡＣＣＣＡＣＡＧＴＴＣＡＴＴＴ １０８－１３２ ５８ ７ ０．７５ ０．８１ ０．７７

ＲＶ－０７ （ＡＡＡＧ）１８
Ｆ：ＴＧＡＡＧＧＡＡＧＣＡＡＡＡＣＡ
Ｒ：ＧＴＣＴＧＡＧＴＧＡＣＧＡＧＧＣ １９７－２３３ ５６ ７ ０．８５ ０．８０ ０．７６

ＲＶ－０９
（ＣＴＴＴ）２ＣＣＣＴＴ
Ｔ（ＣＴＴＴ）５

Ｆ：ＧＡＧＴＴＡＣＡＧＣＣＡＣＡＧＧ
Ｒ：ＧＴＣＴＧＣＡＡＡＴＧＡＧＣＡＡ １０５－１４５ ６２ １１ ０．７３ ０．７９ ０．７５

ＲＶ－１２ （ＴＴＣＴ）１１
Ｆ：ＣＣＡＡＴＣＡＴＴＣＧＧＧＡＴＡ
Ｒ：ＧＧＡＡＡＧＧＡＧＧＡＡＧＧＴＡＡ ２０２－２４２ ５０ ７ ０．７８ ０．８２ ０．７８

ＲＶ－１３
（ＴＴＴＣ）１８ＴＣＴＴ
Ｔ（ＣＴ）１３

Ｆ：ＣＣＴＴＴＣＣＡＴＴＴＣＣＧＴＴＧＡ
Ｒ：ＴＧＡＣＣＴＧＣＣＣＴＣＣＡＣＴ １５６－２１６ ６４ ８ ０．６０ ０．８２ ０．７８

ＲＶ－１５ （ＴＴＴＣ）１１
Ｆ：ＣＡＧＴＡＡＡＣＧＧＡＧＡＴＡＧＧＡ
Ｒ：ＴＣＡＧＧＧＴＣＡＧＣＡＴＣＡＡ ２０７－２３１ ６２ ４ ０．２０ ０．５６ ０．４６
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３　讨论

微卫星在所有测序结果中所占比例为３９．５％，
显示插入序列包含了大量非目的片段，可能与磁珠

在杂交和洗脱时的温度控制有关，适当地提高温度

有助于增加针对目的微卫星序列的特异性。２对引
物没有扩增出条带或者扩增产物模糊，可能是引物

设计时没有设计出合适的引物对。１３对成功扩增
的微卫星位点中，多态性位点占４６．２％，有７个位
点仅扩增得到１条目的条带或者在所有个体中都得
到２条相同的条带，这些位点在这４０个长鳍吻?个
体的群体中呈现单态性。杂合度和多态信息含量分

别是评价群体遗传多样性和衡量微卫星位点变异程

度高低的重要指标。ＣＨＥＮＧＦ等（２００７）用鲤科鱼
类微卫星引物在鲮中进行扩增，筛选得到了１１对具
有较高多态性的微卫星位点，等位基因数在 ２～７
个，进而利用这些位点进行了群体遗传多样性初步

分析，结果显示：鲮野生群体的平均等位基因数为

５２个；观测杂合度在０．２５～０．８，平均观测杂合度
是０６１，平均期望杂合度是０．８，群体座位平均多态
信息含量为０．７２；相比之下，养殖群体的平均观测
杂合度和平均期望杂合度都低于野生群体。本研究

结果显示，平均等位基因数为７．３，平均观测杂合度
为０６５，平均期望杂合度为０．７７，平均多态信息含
量为０．７２。本研究所得到的多态性微卫星位点呈
现出较高的多态性，将用于长鳍吻?及其近缘种的

种群遗传结构和遗传多样性分析，进而对物种保护

和鱼类资源合理开发利用起到重要作用。

微卫星作为新型的遗传标记技术，为鱼类遗传

学研究提供了有力工具。由于微卫星 ＤＮＡ的孟德
尔遗传特性及共显性的特征，因而可以根据多个微

卫星位点在不同群体中出现的等位基因频率计算杂

合度、遗传距离等，从而描述群体的遗传结构和确定

种群的遗传变异（郭宝英等，２００７）。遗传多样性研
究已日益成为自然科学研究的热点之一，物种保护

的根源就是保护遗传多样性，微卫星ＤＮＡ标记技术
已成为检测物种遗传多样性的一个重要手段，这对

种质资源的评估、分子标记辅助育种等方面都具有

重要意义。

大型水利工程的建设对鱼类资源产生了重大影

响。大坝阻隔了原有连续的河流生态系统，造成生

境破碎化，使得鱼类种群被分割成小群体，导致基因

交流障碍和遗传分化，从而使种群遗传多样性的维

持能力降低。长江上游干流葛洲坝和三峡大坝以及

乌江下游彭水水电站的建设，都使得这２个江段长
鳍吻?的群体发生分割。评估坝体上下种群遗传分

化、破碎种群间基因交流程度等对鱼类资源的保护

有着重要意义，而分子生物学研究无疑是最有力的

手段。利用多态性微卫星位点进行群体遗传分析，

将为上述研究提供丰富的遗传学数据。大坝蓄水改

变了库区江段原有的河流自然生态环境，对鱼类生

活环境产生了重大影响，尤其对于像长鳍吻?一样

适应流水生活、产漂流性卵的鱼类；水库淹没导致的

水域生境层次简化，使流水性鱼类的关键生境消失，

水体流速变缓，使鱼类在上游所产的卵没有足够的

距离进行漂流发育，增加它们的早期死亡率（常剑

波等，２００６）。利用微卫星标记技术，通过物种群体
遗传结构和多样性分析、分子遗传图谱的构建等研

究，能够对鱼类种质资源进行有效的保护。
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