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基于微卫星标记的拟鲤遗传多样性
及群体遗传结构分析
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１．华中农业大学水产学院,武汉４３００７０;２．新疆维吾尔自治区水产科学研究所,乌鲁木齐８３００００

摘要　利用１６对多态性微卫星标记对新疆额尔齐斯河干流北湾河段、支流哈巴河以及乌伦古湖拟鲤(RuＧ
tilusrutilus)３个地理群体的遗传多样性及遗传结构进行了分析.结果显示,１６个微卫星位点的平均多态信息

含量PIC、期望杂合度 He 和等位基因数 AN分别为０．９０２９、０．９１６８和１８．９３７５,遗传参数均反映出３个群体较

高的遗传多样性水平.乌伦古湖群体的遗传多样性水平略低于哈巴河和北湾群体.主成分分析表明,影响乌伦

古湖群体与哈巴河和北湾群体间遗传多样性差异的主要因素可能为盐度.遗传分化指数和 UPGMA 聚类分析

显示３个群体间均未发生种群遗传分化.分子变异分析(AMOVA)显示个体间的变异贡献率为８８．４７％,仅少

部分变异来源于群体间(１．８３％),表明拟鲤３个群体间的遗传变异水平较低.
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　　拟鲤(Rutilusrutilus)隶属于鲤形目(CypriniＧ
formes)、鲤科(Cyprinidae)、雅罗鱼亚科(LeucisciＧ
nae)、拟鲤属(Rutilus),在北欧各水域分布广泛,在
我国原仅分布在新疆额尔齐斯河水域,是中国境内

额尔齐斯河水域２３种土著鱼类之一[１].在２０世纪

５０年代,额尔齐斯河干流渔获物的主要组成物种为

拟鲤和白斑狗鱼(Esoxlucius),２０世纪８０年代后,
外来入侵种欧鳊(Abramisbrama)逐渐成为绝对优

势种,渔获物占比高达８０％,而土著鱼类仅占１５％
左右[２Ｇ３].额尔齐斯河水域近几十年来受加剧的渔业

捕捞、引种移植、工农业生活污水排入等因素的影响,
其水生态环境发生变化,土著鱼类资源遭到了严重的

破坏,优势种更替明显,拟鲤作为土著渔业资源之一

也呈现衰退趋势[３].而在额尔齐斯河附属水系的乌

伦古湖,拟鲤的生长也呈现出一定的受阻趋势[４].
种内遗传多样性是影响种群长期生存能力的最

主要因素之一,也是种群进化的基础[５].而遗传多

样性受遗传漂变、基因突变等内因和环境变化、商业

开发等外因的影响,群体间基因流动受到限制.如

果仅考虑商业价值,过度开发而忽略生物资源内在

的遗传多样性及其保护,物种的遗传系统稳定性将

遭到破坏[６].因此,科学合理地开发利用鱼类资源

对于濒危鱼类的遗传多样性保护、经济鱼类的可持

续发展十分重要.近些年,关于拟鲤的报道中较多

关注生理生化、体内寄生虫分布等方面的研究[７Ｇ１０],
年龄、生长等普通生物学方面也有所涉及[４,１１],但对

其遗传背景方面的知识了解甚少.随着分子生物学

的快速发展,各类分子标记技术应运而生,微卫星分

子标记以其稳定性、高效性而被广泛应用于遗传图

谱构建、遗传多样性、指纹鉴定、遗传结构分析等研

究中.此外,拟鲤线粒体 DNA 核苷酸序列已完成

测序和组装[１２],转录组相关数据也已发表[１３],为本

研究查找分子标记及设计引物提供了数据支持.因

此,本研究筛选了１６对多态性微卫星标记,结合采

样点的水质数据分析拟鲤３个群体的遗传多样性水

平及遗传差异,探讨其与环境因子的相关性,以期为

该物种的资源利用、合理保护及分子标记辅助育种

等提供可靠的理论依据,同时对于额尔齐斯河及乌

伦古湖水生生态环境的保护和促进新疆渔业经济可

持续发展具有重要意义.

1　材料与方法

1.1　样本采集

２０１６年８月在乌伦古湖(UL,N４７．０３E８７．２３)
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采集拟鲤样本４０尾,２０１３年７月在新疆额尔齐斯

河干流北湾河段(BW,N４８．０２E８５．５５)和支流哈巴

河(HBH,N４８．１８E８６．４２)采集拟鲤样本共计１００
尾,采集网具为定置刺网(网目５cm)和流刺网(内
层网目１１cm,外层网目２３cm),部分样本从当地渔

民处购买.每个样本测量体长、体质量等基础生物

学数据后剪取新鲜尾鳍条,于９５％乙醇中４℃保存

备用.
1.2　总 DNA 的提取

取０．０５~０．１g尾鳍条,采用改进的醋酸铵提取

法提取DNA[１４].待提取的 DNA 自然干燥后加入

去离子水溶解,并将质量浓度稀释到１００ng/μL,用
超微量紫外分光光度计(ND２０００,美国nanodrop公

司)检测DNA质量和浓度后于－２０℃保存备用.
1.3　微卫星引物设计及筛选

基于 NCBI数据库中已发表的转录组数据[１３],
使用 MISA软件进行微卫星序列筛选[１５],按如下标

准筛选:不考虑单碱基重复;微卫星序列最小长度为

１２bp;二碱基重复次数在６次或６次以上;三碱基

及四碱基重复在５次或５次以上;五碱基及六碱基

重复次数在４次或４次以上.用Primer５．０设计微

卫星引物[１６],将设计好的引物序列送至武汉擎科伟

业生物科技有限公司合成.
本研究使用温度梯度PCR仪以２℃作为一个

温度梯度对９６对微卫星引物和哈巴河２４个个体

DNA进行总体系为２０μL 的 PCR 扩增[１７].PCR
扩增产物经１％琼脂糖电泳检测并在凝胶成像系统

(GDSＧ８０００,美国 UVP公司)中观察分析,检测目的

条带及最适退火温度,选择条带较亮、杂带较少且稳

定扩增出目的条带的退火温度作为最适退火温度.
1.4　微卫星标记多态性检测

将筛选得到的稳定扩增出目的条带的引物经

QIAxcel(Qiagen,Leipzig,Germany)毛细管电泳初

步检测多态性[１８],筛选出呈现多态性的引物,将其

用于拟鲤３个群体遗传多样性分析,同样经 QIAxＧ
cel毛细管电泳检测记录峰值、确定其基因型并保存

结果.
1.5　水质数据获取方法

参照文献[１９]及相关国家标准采集、测定水样,
使用水质分析仪 Potable WaterQualityAnalyzer
(gaportableAlalisMP３５００,Alalis,中国,上海)现
场测定水质参数值.

图１　乌伦古湖水质采样位点设置

Fig．１　SamplingsitesforabioticenvironmentalfeaturesintheUlungurLake

　　额尔齐斯河干流北湾河段、支流哈巴河水质数

据自２０１３年７月至２０１６年７月每个季度测定１
次.在乌伦古湖湖心区、主要进出水口、沿岸区等处

设置１２个采样点(图１),２０１６年７月、１０月和２０１７
年２月、５月春夏秋冬４个季度每个样点各测定一

次,取１２个样点水质参数平均值.

1.6　群体遗传多样性和遗传结构分析

经筛选保留的多态性微卫星引物用于拟鲤３个

地理群体样本DNA的PCR扩增,扩增产物经毛细

管电泳分型以计算群体遗传参数.用 POPGENE
(Version１．３１)[２０]统计分析以下指标:等位基因数

AN、主要等位基因频率MAF、观测杂合度Ho、期

３１１
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望杂合度 He、遗传分化指数Fst、Nei’s遗传距离

D[２１]、多态信息含量PIC、HardyＧWeinberg平衡,并
分析各基因座间连锁不平衡现象.多态信息含量

PIC利用PIC_CALC(version０．６)软件计算.使用

ARLEQUIN(version３．１１)软件进行分子变异分析

(AMOVA),计算各变异来源的贡献度并衡量种群

遗传 变 异 水 平[２２].基 于 Nei氏 遗 传 距 离,利 用

MEGA(Version６．０５)软件构建３个拟鲤群体的系

统树图(UPGMA 法)[２３].相关性分析及主成分分

析分别使用 R(version３．３．３)和 Origin(Version
９４E)软件进行.

2　结果与分析

2.1　微卫星引物设计及多态性引物的筛选

基于已发表的转录组数据(https://www．ncbi．
nlm．nih．gov/sra/登录号:SRR１７７６８７８),从微卫星

分布来看,单碱基重复到六碱基重复类型均有出现,
单碱基重复数量最多,随后依次为二碱基重复、三碱

基重复和四碱基重复,五碱基重复和六碱基重复数

量很少.利用primer５．０进行引物设计,挑选９６对

引物合成.以哈巴河２４个个体基因组 DNA 为模

板 ,９６对引物经PCR扩增,有３３对未扩增出目的

表１　拟鲤１６个多态性微卫星位点的相关信息

Table１　Characteristicsofthe１６polymorphicmicrosatellitelociisolatedfromR．rutilus

位点

Locus
引物序列 (５′Ｇ３′)

Primersequences(５′Ｇ３′)
GenBank号

GenBankNo．

重复类型

Repeat
motif

退火温度/℃
Annealing

temperature

产物/bp
Product
size

H４５
R:TAAATGGACTCCGGTTGGCC
F:TCTCGGTCTCGGGGAGATTT

MF３７２６８７ (GAG)７ ４８ ２４１~２７１

H７１
R:AGCACCTTGGAACTACGGTG
F:ACACAAATGGAGGTCTGGGA

MF３７２６９２ (TCGT)５ ４４ ２２２~２６２

H６４
R:CATCCGCCAACCGCTTAATG
F:TCAGCAAGGACAGGTTCAGT

MF３７２６９０ (TA)１０ ４４ ２３４~２９６

H８０
R:GCAGCTCTCTTTCCTCAGCA
F:GCAGTGGCACATCCCTTTTC

MF３７２６９３ (AG)１０ ４４ ２６７~３２１

H３８
R:GGGGCAGCTTTACTTTCCCA
F:TGAGTGTGTTTTGCTCTGGGT

MF３７２６８５ (TAT)７ ５６ ２４０~２７９

H９２
R:GAGAAGCAAACAGGCCGGAA
F:AGGAATGCACGGTGTGTTCT

MF３７２６９７ (GT)１０ ５６ １０７~１４５

H２０
R:ATGTCCACTACGGCAAGAGC
F:AACTCATCCCGGATCCCAGA

MF３７２６８４ (TTGC)６ ５６ ２５６~３００

H９１
R:GGAGAGAAACTGAGGCCGAG
F:AGTGGGAACGCAGAGTGAAG

MF３７２６９６ (TC)１０ ５６ １３７~１６９

H４４
R:ATGGCAACTGGGAGAATGCT
F:TCTGTGGCCTGCAAAAAGGA

MF３７２６８６ (TAC)７ ５６ ２３５~２６０

H５５
R:GGTATTTTGATGGATTGGGCGG
F:TGTCTGCCTTTCGAAAGTGC

MF３７２６８９ (GC)１０ ５６ ９２~１１８

H９４
R:TCAATACGGCGGCTGACTTT
F:AGAGAGAGACAGCGTGGACT

MF３７２６９８ (GA)１０ ５６ ２０８~２３６

H９６
R:ACGAGGGCGAATGTGAACTT
F:ACTGCATGACGTCACATCGT

MF３７２６９９ (GT)１０ ５６ ２６８~３１４

H５４
R:CTCTCCTTTCTCTCACGGCC
F:TGTGCTGTTTCTCTGTGTGTCT

MF３７２６８８ (GA)１０ ５６ １９５~２３３

H６５
R:AAAACAGCCTTCGGATTCGC
F:ACTCGCGTCTTTCTGATGGG

MF３７２６９１ (CATC)５ ５６ ２７９~３２３

H８６
R:TCAACATGTAAAGTAGCCTTGTGC
F:CCAAGCTAATCAGTGAGCGC

MF３７２６９４ (CT)１０ ５６ ２５２~２９２

H８９
R:CACCCAAGCTGATCAAACGC
F:CACCCGGAAGAGTTCGTTGT

MF３７２６９５ (AT)１０ ５６ ２７０~３１８

条带,存在不同程度的扩增失败.多态性的检测通

过 QIAxcel毛细管电泳得到的峰值图来判断.本

研究共获得稳定目的条带的引物有６３对,其中３０

对具有多态性,１６对呈现出高多态性,多态性微卫

星引物占据有效扩增引物的比例为４７．６％.高多态

性的１６对引物基本信息见表１,相关引物序列已上

４１１
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传至 GenBank数据库.
2.2　拟鲤群体遗传多样性分析

本试验利用经筛选得到的１６个多态性微卫星

标记对拟鲤３个地理群体总样本的多态信息含量

PIC、期望杂合度 He、等位基因数 AN、主要等位基

因频率 MAF、观测杂合度 Ho 以及 HardyＧWeinＧ
berg平衡 HWE进行了统计分析(表２).

结果 显 示,１６ 个 位 点 的 等 位 基 因 数 范 围 为

１２~３４,平均为１８．９４,观测杂合度和期望杂合度范

围分别为０．５７１４~０．９７２２和０．８６０４~０．９５９４,平
均为 ０．８２３０ 和 ０．９１６８,多 态 信 息 含 量 范 围 为

０．８３９４~０．９５０５,平均为０．９０２９.位点 H８０多态

性最高,位点 H２０多态性最低,遗传多样性参数均

表明额尔齐斯河水系拟鲤群体遗传多样性丰富.在

Bonferroni校正后检测等位基因型是否偏离 HarＧ
dyＧWeinberg平衡(标准P＝０．００３),结果显示其中

４个位点(H７１、H６４、H３８和 H９６)显著偏离 HardyＧ
Weinberg平衡(表２).１６个微卫星位点均未发现

连锁不平衡.
将剩余１２个多态性位点用于群体遗传多样性

分析,哈巴河、乌伦古湖、北湾群体的多态信息含量

分别为０．８８、０．８７和０．８８.比较而言,乌伦古湖拟

鲤群体的多态信息含量相对较低,结合３个采样点

的水质数据(表３)做了主成分分析(图２),结果表明

电导率(COND)、总溶解固体(TDS)和盐度(SAT)
可能是影响乌伦古湖群体与哈巴河、北湾群体之间

遗传差异的主要因素.１２个位点在３个群体中均

表现出高效性,其遗传多样性指标见表４.
表２　拟鲤１６个微卫星位点的多态性信息

Table２　Characteristicsofthe１６polymorphicmicrosatellitelociintheR．rutilusspecimens

fromthethreepopulations(Xinjiang,China)

位点

Locus
样本量

Samplingsize
MAF AN He Ho PIC HWE

H４５ ７０ ０．１４２９ １３ ０．８９８０ ０．８５７１ ０．８８１５ ０．２６２８

H７１ ７２ ０．２１５３ １３ ０．８７５５ ０．８１９４ ０．８５６０ ０．００００∗

H６４ ６８ ０．１０２９ ２８ ０．９５０７ ０．８０８８ ０．９４０９ ０．０００２∗

H８０ ７０ ０．１１４３ ３４ ０．９５９４ ０．７５７１ ０．９５０５ ０．００８６

H３８ ６９ ０．１２３２ ２３ ０．９３５６ ０．５７９７ ０．９２４３ ０．０００８∗

H９２ ７１ ０．２１８３ １７ ０．８８７１ ０．８７３２ ０．８６９８ ０．６３０３

H２０ ７０ ０．２６４３ １３ ０．８６０４ ０．５７１４ ０．８３９４ ０．１６５１

H９１ ６７ ０．１７１６ １６ ０．９０７９ ０．９１０４ ０．８９３０ ０．１７４５

H４４ ６５ ０．１０７７ ２２ ０．９４４１ ０．８７６９ ０．９３３２ ０．５９４１

H５５ ６５ ０．２１５４ １４ ０．８８２８ ０．９３８５ ０．８６３８ ０．０７３５

H９４ ７０ ０．１４２９ １５ ０．９２１４ ０．８１４３ ０．９０８５ ０．０１１３

H９６ ７２ ０．０９７２ ２３ ０．９４９１ ０．８７５０ ０．９３９５ ０．００００∗

H５４ ７２ ０．１６６７ １７ ０．９２１１ ０．８７５０ ０．９０８６ ０．０５５８

H６５ ７２ ０．１５９７ １２ ０．８９０７ ０．７７７８ ０．８７３２ ０．０８５３

H８６ ７２ ０．１３８９ １９ ０．９３１４ ０．９７２２ ０．９２００ ０．００７０

H８９ ７２ ０．０８３３ ２４ ０．９５２８ ０．８６１１ ０．９４３５ ０．００８０

平均值 Mean ６９．８１２５ ０．１５４０ １８．９３７５ ０．９１６８ ０．８２３０ ０．９０２９ －

　注:∗表示在Bonferroni校正后显著偏离 HardyＧWeinberg平衡.Note:∗Locusshowedsignificantdeviationsfrom HardyＧWeinbergeＧ

quilibrium,afterBonferronicorrection．

表３　３个采样点的水质参数信息

Table３　Someindicatorsofwaterqualitydataofthethreesamplingsites

采样点

Samplingsite
温度/℃
Tem． pH

溶氧量/
(mg/L)

DO

盐度/
(g/L)
SAT

总溶解固体/
(g/L)
TDS

电导率/
(mS/cm)
COND

总氮/
(mg/L)

TN

总磷/
(mg/L)

TP

哈巴河 HBH １２．４９ ７．５８ １１．７３ ０．０４ ０．０６ ０．０９ ０．５０ ０．０６

北湾 BW １３．７６ ７．６７ １０．９２ ０．０７ ０．１０ ０．１４ ０．６４ ０．０８

乌伦古湖 UL １０．３０ ８．８４ ７．９９ ２．０７ １．８９ ３．３４ １．０６ ０．０３
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　箭头代表原始变量,其中方向代表相关性,长度代表贡献度.Thearrowsimplyprimitivevariables,ofwhichthedirectionsrepresent

correlationandthelengthrepresentedcontributiontotheprincipalcomponent．

图２　影响遗传多样性主要环境因子的主成分分析

Fig．２　PCAplotofenvironmentalfactorsandPICofthethreepopulations

表４　拟鲤３个群体的遗传多样性参数信息

Table４　DetailsofdiversityparametersforthethreegroupsofR．rutilus

位点

Locus

哈巴河 HBH

SS MAF AN He Ho PIC

乌伦古湖 UL

SS MAF AN He Ho PIC

北湾BW

SS MAF AN He Ho PIC

H４５ ２４ ０．１７ １０ ０．９０ １．００ ０．８７ ２３ ０．１７ １１ ０．８９ ０．７８ ０．８６ ２３ ０．１５ １１ ０．９１ ０．７８ ０．８８

H８０ ２４ ０．２１ １９ ０．９２ ０．８３ ０．９０ ２３ ０．１３ １１ ０．９１ ０．７０ ０．８８ ２３ ０．１３ １６ ０．９３ ０．７８ ０．９１

H９２ ２４ ０．２９ １１ ０．８７ ０．８８ ０．８４ ２４ ０．１５ １１ ０．９１ ０．８８ ０．８８ ２３ ０．２４ １２ ０．８８ ０．８７ ０．８５

H２０ ２４ ０．２３ ９ ０．８６ ０．７９ ０．８２ ２４ ０．２７ ９ ０．８５ ０．４２ ０．８２ ２２ ０．３０ １２ ０．８７ ０．５０ ０．８４

H９１ ２３ ０．１３ １３ ０．９２ ０．９６ ０．８９ ２３ ０．２４ １１ ０．８７ ０．８７ ０．８４ ２１ ０．１４ １４ ０．９３ ０．９０ ０．９０

H４４ ２１ ０．１９ １２ ０．９０ ０．９０ ０．８７ ２２ ０．１４ １４ ０．９３ ０．８６ ０．９０ ２２ ０．２３ ８ ０．８７ ０．８６ ０．８３

H５５ ２１ ０．１７ １１ ０．９０ ０．９５ ０．８６ ２２ ０．３０ １１ ０．８４ ０．８６ ０．８０ ２２ ０．２０ １２ ０．９０ １．００ ０．８６

H９４ ２４ ０．１７ １４ ０．９２ ０．８３ ０．８９ ２４ ０．１９ １３ ０．９１ ０．８３ ０．８８ ２２ ０．１６ １２ ０．９１ ０．７７ ０．８８

H５４ ２４ ０．２３ １３ ０．９０ ０．９２ ０．８７ ２４ ０．１５ １３ ０．９３ ０．９２ ０．９０ ２４ ０．１５ １６ ０．９４ ０．７９ ０．９１

H６５ ２４ ０．１７ １１ ０．９１ ０．７９ ０．８８ ２４ ０．１９ １０ ０．８９ ０．８３ ０．８６ ２４ ０．２５ ９ ０．８７ ０．７１ ０．８３

H８６ ２４ ０．１５ １５ ０．９３ １．００ ０．９０ ２４ ０．１５ １４ ０．９３ １．００ ０．９０ ２４ ０．１３ １５ ０．９４ ０．９２ ０．９１

H８９ ２４ ０．１３ １８ ０．９５ ０．８３ ０．９２ ２４ ０．１５ ２０ ０．９５ ０．８３ ０．９２ ２４ ０．１３ １９ ０．９４ ０．９２ ０．９２
平均值

Mean
２３．４２ ０．１８ １３ ０．９１ ０．８９ ０．８８ ２３．４２ ０．１８ １２．３３ ０．９０ ０．８２ ０．８７ ２２．８３ ０．１８ １３ ０．９１ ０．８２ ０．８８

2.3　群体间遗传分化

拟鲤３个群体间 Nei氏遗传距离D 及遗传分

化指数Fst见表５.从表５可以看出乌伦古湖和哈

巴河群体间遗传距离最大(D＝０．３８５１),哈巴河和

北湾群体间遗传距离相对较小 (D ＝０．２８２２).

Wright[２４]建立的FＧ统计方法(FＧstatistics)用遗传

分化指数Fst描述种群间遗传变异以及分化程度,３

个群体间Fst的值均小于０．０５,说明３个群体间均未

发生种群遗传分化,３个群体属于同一个种群.相

关性分析表明(图３),SAT、COND、TDS和pH 均

与Fst呈正相关关系,DO、TP和温度则与Fst呈负

相关关系.基于 Nei氏遗传距离的 UPGMA 聚类

分析显示(图４),哈巴河和北湾群体聚为一支,乌伦

古 湖群体独立为一支,３个群体最终形成了一簇.
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表５　拟鲤３个群体间的遗传分化指数(对角线上)

及遗传距离(对角线下)

Table５　PairwiseFst(onthediagonal)andgenetic

distancevalues(underthediagonal)amongthe

threegroupsofR．rutilus

采样点

Samplingsite
哈巴河

HBH
乌伦古湖

UL
北湾

BW
HBH ０ ０．０２６８ ０．０１２０
UL ０．３８５１ ０ ０．０２２３
BW ０．２８２２ ０．３１００ ０

　红色代表负相关,蓝色代表正相关,颜色和填充面积的饱和度代

表相关性的大小.BlueindicatespositivecorrelationswhileredinＧ

dicatesnegative．Thesizeandgradationofthecolorarearepresent

thesignificanceofcorrelation．

图３　３个群体间遗传分化与环境因子的相关性分析

Fig．３　CorrelationanalyzingoftheFstandwater

qualitydataamongthethreepopulations

图４　拟鲤３个群体的UPGMA聚类分析

Fig．４　PhylogeneticdendrogramofthethreegroupsofR．rutilus
basedontheNei’sgeneticdistancebytheUPGMAcluster

AMOVA分析显示(表６),个体间的变异贡献率达

到８８．４７％,仅少部分变异来源于群体间(１．８３％),
不同群体间均未出现种群遗传分化,表明拟鲤３个

地理群体间的遗传变异水平较低.

3　讨　论

3.1　微卫星分布特点及多态性引物筛选

在真核生物基因组中,排除单碱基重复类型,多
数物种的微卫星重复类型都是以二碱基重复为

主[２５].除单碱基重复类型,本研究转录组序列中得

到的二碱基重复类型的微卫星数量也为最多,且二

表６　分子方差分析(AMOVA)

Table６　Analysisofmolecularvariance(AMOVA)

变异来源

Source
ofvariation

平方和

Sumof
squares

方差组分

Variance
components

变异比例/％
Percentage
ofvariation

群体间

Amongpopulations
２１．０５６ ０．０９９ １．８３

群体内个体间

Amongindividuals
withinpopulations

４００．１６７ ０．５２１ ９．７０

个体间

Withinindividuals
３４２．５００ ４．７５７ ８８．４７

总变异

Total
７６３．７２３ ５．３７７ １００．００

碱基重复微卫星标记的筛选效率及多态性高于三、
四碱基重复,这也与房祖业等[２６]的结果相一致.蔡

磊等[２７]提出,在微卫星分子标记研究中,尽量选取

重复次数较高的微卫星标记,更有可能检测出较为

丰富的多态性和较高的杂合度.本研究挑选的微卫

星标记中二碱基重复次数≥１０次、三碱基重复次

数≥７次、四碱基重复次数≥５次,以便提升微卫星

开发效率.
导致本研究转录组微卫星引物３４．４％的扩增失

败率的原因可能是引物存在与非目的位点错配、测
序错误以及引物设计的质量等.有研究[２８]表明,由
于同聚物序列链的划移、前端和后端读取错误等原

因,Illumina和 NGS等测序平台难免发生测序错

误.另外一个重要的原因是由于转录组序列中引物

结合区可能包含内含子.微卫星位点在编码区和非

编码区均有分布[２９],若引物结合区包含内含子,会
导致引物扩增失败.
3.2　群体遗传多样性分析

遗传多样性是评估种群资源状况的重要依据,
与该物种的生存能力、适应能力和进化潜能密切相

关[３０].多态信息含量PIC、观测杂合度 Ho、等位基

因数 AN、期望杂合度 He 等都是反映群体遗传多

样性及遗传变异的主要参数,这些遗传参数的数值

与遗传多样性、基因丰富度呈正相关[３１].PIC反映

了微卫星位点所提供的遗传信息容量,当PIC大于

０．５时,表示该位点为高度多态性位点[３２].微卫星

标记筛选结果表明,本研究筛选得到的１６个微卫星

标记均为高多态性位点.位点 H３８的Ho 和He 差

异较大,可能是该位点上的无效等位基因(nullalＧ
lele)所导致的[３３].若无效等位基因不被识别,在

PCR扩增时会导致纯合子过剩或杂合子缺失,从而

导致 Ho 和 He 出现偏差.群体PIC、He 和 Ho 等

遗传学参数表明,我国额尔齐斯河水系３个群体的
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拟鲤种群受环境影响相对较小、遗传多样性水平高、
遗传变异丰富.主成分分析结果显示,水体盐度可

能是影响乌伦古湖群体同额尔齐斯河群体２个群体

间遗传多样性差异的主要因素.水体温度及盐度影

响遗传多样性或遗传变异的研究对于一些水生植

物、水生动物较为常见[３４Ｇ３５].盐度是影响鱼类生长

的重要环境影响因素之一,Naddafi等[３６]研究了伊

朗北部不同盐度水体环境中拟鲤种群的生长特性,
结果发现低盐度水体中的拟鲤生长较优.乌伦古湖

蒸发量较大,只有进水口无出水口,特别是近年来,
出水量的锐减直接导致水位上升,湖区盐度持续上

升[４].而拟鲤起源于淡水[８],生境的转换可能导致

生存和竞争压力提升,群体中部分个体以及携带的

遗传信息遭到淘汰的机率增大,因而遗传多样性水

平随之降低,这一点也有待于进一步的工作证实.
3.3　种群遗传分化

微卫星 DNA 遵循孟德尔遗传定律,具有共显

性特征,因此,可以根据微卫星位点在不同群体间或

个体间表现出的遗传差异进行种间鉴别及亲缘关系

鉴定[３７].UPGMA聚类分析和遗传分化指数表明,
拟鲤３个地理群体间未出现明显分化,各群体间的

遗传变异不明显,可作为区域性地理种群对待,地理

上的距离对拟鲤３个群体遗传多样性影响较小.分

析３个拟鲤群体的来源可知,起初,在中国拟鲤仅分

布于额尔齐斯河水域,直至１９６６年被人工引种到乌

伦古湖,后随着“引额济海”引水渠竣工,随渠道大量

流入并成为乌伦古湖重要的经济鱼类之一[３８].因

此,各群体间生境是连续的,时间及空间间隔不大,
各群体间存在一定的基因交流,故我国境内拟鲤群

体未出现明显的遗传分化.此外,哈巴河与北湾同

处额尔齐斯河连续且相对更近的水体中,拟鲤的溯

游能力以及产漂流性卵保证了两个群体间的基因交

流,因而遗传距离相对更近.
盐度是水环境的主要参数之一,水体盐度的变

化会对生物体的生理机能造成严重影响.刘彩

霞[３９]对鲚属(Coilia)鱼类进行系统学研究,结果显

示凤 鲚 (Coilia mystus)和 九 龙 江 鲚 (C．jiuＧ
longjiangensis)种群遗传分化显著,导致鲚属物种

分化的可能原因是不同地域的鲚属祖先所受的水温

及盐度差异.电导率(COND)的大小主要取决于水

体所含离子浓度,盐度(SAT)反映水中所含溶解的

盐类物质的量,水体矿化度(TDS)反映水中所含无

机矿化物成分的总量,三者均是水体含盐量指标,因

此COND、TDS和SAT 在同一水域存在一定的正

相关关系.乌伦古湖 TDS平均质量浓度达到１．８９
g/L,根据 TDS大小可将水体划分为中度咸水(３~
１０g/L)、稍咸水(１~３g/L)和淡水(小于１g/L)
等,结合水质数据可知,乌伦古湖为稍咸水水体.乌

伦古湖盐度平均值为２．０７g/L,与 TDS表现出相似

的含量规律.相比较而言,乌伦古湖拟鲤群体同哈

巴河、北湾群体之间的遗传距离相对较大,其主要原

因可能是乌伦古湖的含盐量指标较高,而哈巴河与

北湾之间所在的干流属于拟鲤相对更适应的淡水

水体.
3.4　微卫星标记在渔业资源监测和保护中的应用

鲤科鱼类种类繁多,是我国淡水养殖鱼类的主

体,在渔业生产中占据重要地位.近年来我国水产

科学研究者已筛选出红鳍原鲌(CultrichthyserythＧ
ropterus)[４０]、厚 颌 鲂 (Megalobrama pellegriＧ
ni)[４１]、东北雅罗鱼(L．waleckii)[４２]等鲤科鱼类的

微卫星标记,拟鲤“种”级水平微卫星标记的遗传多

样性 及 种 群 遗 传 结 构 分 析 尚 不 清 楚.Zhigileva
等[４３]采用同工酶标记方法对鄂毕河－额尔齐斯河

水域拟鲤与另２种鲤科鱼类的群体遗传结构进行了

比较分析,而微卫星标记手段对拟鲤群体遗传结构

的研究还比较欠缺,这与其作为我国区段额尔齐斯

河水域重要土著经济鱼类的地位是不相称的.
微卫星标记能够区分不同群体间的亲缘关系远

近及其遗传差异,为跨区域引种奠定基础.本研究

利用微卫星标记对拟鲤３个地理群体进行了遗传多

样性和群体遗传结构分析,结果表明我国额尔齐斯

河水系拟鲤遗传多样性丰富、多态性水平高,显示了

当前额尔齐斯河水域及乌伦古湖拟鲤群体遗传现

状,不但丰富了拟鲤微卫星序列数据库,而且可以为

进一步开展拟鲤种群的种质鉴定、遗传变异分析、遗
传育种和亲缘物种的遗传多样性评估等提供理论依

据,也将为构建遗传连锁图谱最终实现分子标记辅

助育种提供便捷之路.
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GeneticdiversityandpopulationgeneticstructureofRutilusrutilus
basedonmicrosatellitegeneticmarkers

LIKe１　MAXufa１　XIEPeng１　GAO Meng１　GUOYan２　XIECongxin１　HOUJie１

１．CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．FisheriesScienceInstituteofXinjiangUygurAutonomousRegion,Urumqi８３００００,China

Abstract　Sixteenmicrosatellitemarkerswereusedtoanalyzethegeneticdiversityandpopulation
structureofRutilusrutilusfromtheBeiwansectionofthemainstream,HabaheRiverandUlungur
LakeintheIrtyshRiverbasin．Theexpectedheterozygosity,averagenumberofallelesandpolymorＧ
phisminformationcontentwere０．９１６８,１８．９３７５and０．９０２９,respectively,suggestinghigherlevelof
geneticdiversity．ThegeneticdiversityoffishinUlungurLakewasrelativelylowerthanthatinIrtysh
River．TheprincipalcomponentanalysisshowedthatsalinitymightbethemajorfactorforgeneticdiverＧ
sitybetweenUlungurLakeandtheothertwosamplingsites．FstandUPGMAclustershowedthatthe
threepopulationswerealmostnonＧdifferentiated．AMOVAanalysisrevealedahighgeneticvariation
withinindividuals(８８．４７％),whilethegeneticvariationamongpopulationswaslow (１．８３％),indicaＧ
tinglowervariationlevelsamongthethreepopulations．

Keywords　Rutilusrutilus;microsatellitemarker;geneticdiversity;populationgeneticstructure
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