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摘　要：用30对微卫星引物对易捕性状人工选育鲤 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）的4个连续世代共计154个个体进行了
遗传分析。4个世代 （Ｆ1－Ｆ4）的平均等位基因数分别为7．7619、6．9189、5．0889、4．6667；平均多态信息含
量分别为0．6215、0．7512、0．7314、0．7431；平均观测杂合度分别为0．7730、0．7135、0．7593、0．7196�人工
定向选育已对群体的多样性造成了影响。Ｈａｒｄｙ-Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡的卡方检验及 Ｆ-检验数据显示人工累代选育
已经使群体的遗传结构发生了变化�并开始趋于稳定�表现为偏离平衡的位点逐代增加�相邻世代之间遗传分
化系数逐代减小。ＦＳＴ平均值0．0995提示出选育群体已处在中等分化水平�有90％的遗传变异来自于群体
内个体间。遗传距离及遗传相似性结果显示随着选育世代的增加�世代之间遗传距离越来越小�遗传相似性
越来越大�但与理论值仍有差距�说明还有育种潜力�应继续保持遗传效应�确保育种成功。
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　　鲤 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）是世界上主要养殖鱼类�
特别是在亚、欧两洲的鱼类养殖中占有极其重要
的地位。我国鲤的养殖历史悠久�如今它仍是我
国的主要养殖品种。但是�除了池塘养殖外�一
些大中型水库、湖泊的单产量均较低�原因是鲤
属于底层鱼类�逃网能力强�回捕率低�通过增加
放养量来提高养殖产量不能从根本上解决问题�
只会造成人力、物力和财力的更大浪费。黑龙江
水产研究所于1983年开始利用起捕率高的大头
鲤 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓｐｅｌｌｅｇｒｉｎｉｐｅｌｌｅｇｒｉｎｉ）和具有抗寒能力
的黑龙江野鲤 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｈａｅｍａｔｏｐｔｅｒｕｓ）及
生长快的德国镜鲤 （ＣｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏＬ．ｍｉｒｒｏｒ）3个
亲本进行杂交选育�以期获得起捕率高、抗寒性
强的鲤新品种。选育首先将德国镜鲤与大头鲤；
德国镜鲤与黑龙江野鲤的两组亲本杂交�获得两
组杂交子代�将这两组杂交子代杂交�获得一组
杂交子代�再将此杂交子代与大头鲤回交获得了
杂交第一代Ｆ1�Ｆ1自交后选择能越冬且易起捕的
为Ｆ2�如此选择直至Ｆ4。其他组合在选择过程中
均被淘汰。

微卫星标记技术�亦称简单重复序列 （Ｓｉｍｐｌｅ
ＳｅｑｕｅｎｃｅＲｅｐｅａｔｓ�ＳＳＲ）�具有简单易操作、快速、
重复性好、信息量大�且以孟德尔共显性方式遗
传的特点�已被广泛应用于生物学研究的各个领
域�在鲤遗传多样性研究方面的报道也较多 ［1－5］。
但对鲤连续选育世代微卫星标记分析尚未见报

道。本文利用微卫星分子标记技术对易捕鲤 Ｆ1
至Ｆ44个世代的遗传信息进行连续跟踪�揭示选
育群体的遗传变异�掌握其遗传结构的变化�从
而为选育工作提供可靠的理论基础�确保选育工
作顺利进行。
1　材料与方法
1．1　材料

4代的样品均采自黑龙江水产研究所松浦实
验站�其中Ｆ1、Ｆ2、Ｆ3均为经过起捕和抗寒程序选
择的群体�Ｆ4是未经过越冬的群体。剪取鳍条迅
速放于75％酒精中�带回实验室 －20℃保存待

用。所采样品信息见表1。基因组 ＤＮＡ的提取
采用常规酚／氯仿法�并将其浓度调至50ｎｇ／μＬ�
－20℃保存备用。

表1　样本信息
Ｔａｂ．1　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓ

样本 起捕率 （％ ） 越冬成活率 （％ ） 采集数量 （尾 ）
Ｆ1 89．26 72．71 21
Ｆ2 90．91 84．62 37
Ｆ3 96．49 98．28 45
Ｆ4 － － 51

1．2　微卫星引物
微卫星引物 ＭＦＷ系列来自 Ｃｒｏｏｉｊｍａｎｓ［6］和

Ｔａｎｃｋ［7］的文献�ＨＬＪ系列来自侯宁 ［8］的文献�对
部分引物的退火温度做了调整。30对引物均由
上海生工生物工程技术服务有限公司合成。
1．3　微卫星ＰＣＲ扩增及产物的检测

反应体系：10×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ1．5μＬ�10ｍｍｏｌ／
ＬｄＮＴＰ0．3μＬ�上下游引物各0．5μＬ�ＴａｑＤＮＡ
聚合酶0．075μＬ�50ｎｇ／μＬＤＮＡ模板1μＬ�加灭
菌双蒸水至总体积15μＬ。

ＰＣＲ反应程序：94℃3ｍｉｎ�94℃30ｓ�53～
63．7℃ （视引物退火温度调整 ）30ｓ�72℃ 30ｓ�
25个循环后�72℃ 5ｍｉｎ。反应在德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ
公司的ＴＧＲＡＤＩＥＮＴ型ＰＣＲ仪上进行。

产物的检测：扩增产物在8％非变性聚丙烯
酰胺凝胶上电泳�银染后再显色�扫描�保存电泳
图谱�利用凝胶成像系统进行图像分析处理。
1．4　数据统计分析

根据电泳图谱来分析微卫星多态性变化。
利用 Ｐｏｐｇｅｎｅ32软件计算群体平均观测杂合度
（ＨＯ）、平均期望杂合度 （ＨＥ ）、χ2检验 Ｈａｒｄｙ-
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡、遗传相似性指数 （ＩＤ）、Ｎｅｉ’ｓ遗传
距离 （Ｄ）、近交系数 （ＦＩＳ） ［9］、遗传分化指数
（ＦＳＴ）。多态信息含量 （ＣＰＩ）由Ｂｏｔｓｔｅｉｎ等 ［10］提供
的方法计算。
1．5　聚类分析

根据各世代间的Ｎｅｉ’ｓ遗传距离�用ＭＥＧＡ4．1
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软件包 ［11］构建4个世代的ＵＰＧＭＡ聚类图。
2　结果
2．1　ＰＣＲ结果与群体的遗传多态性

30对微卫星引物对人工选育鲤4个连续世
代共计154个个体进行了遗传分析�由于各个世
代的样本数不等�因此计算了能表征各个世代的
等位基因丰富度的平均等位基因数 （Ｎ）：Ｆ1为
7．7619�Ｆ2为6．9189�Ｆ3为5．0889�Ｆ4为4．6667�
从而用来表征各个世代的等位基因丰富度�等位
基因片段长度在110～426ｂｐ之间。图1为4个
世代在位点 ＨＬＪ379的扩增图谱。表2显示�所
用30个微卫星标记4个连续世代的平均ＣＰＩ值分
别为0．6215、0．7512、0．7314、0．7431�平均观
测杂合度分别为 0．7730、0．7135、0．7593、
0．7196�平均期望杂合度分别为 0．6847、

0．7872、0．7714、0．7802。Ｈａｒｄｙ-Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡
的卡方检验结果为：随着选育世代的增加�偏离
平衡的位点数也在增加�Ｆ1有7个位点偏离平
衡�Ｆ2有10个�Ｆ3有11个�Ｆ4有18个。
2．2　世代间群体遗传变化

群体的Ｆ-检验数据由表2和表3显示�随着
选育世代的增加�群体间的ＦＳＴ值逐渐减小�从开
始的中等分化水平0．0986到最后的弱分化水平
0．0398说明群体间的遗传分化在逐代减小�群
体的遗传结构趋于稳定�且从ＦＳＴ平均值 （0．0995）
来看�群体间的大部分遗传变异来自于群体内。
ＦＩＳ值

［12］ （近交系数�值大于零表示观测杂合子缺
失�值小于零表明杂合子过剩�值等于1时表明
杂合体完全缺失 ）的计算结果表明�就平均数而
言4个世代除 Ｆ1代表现杂合度过剩外其它世代
均表现为一定程度的杂合子缺失。

图1　位点ＨＬＪ379在4个世代的扩增图谱
Ｆｉｇ．1　ＤｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｕｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＨＬＪ379ｐｒｉｍｅｒｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

1－21．Ｆ1；22－58．Ｆ2；59－103．Ｆ3；104－154．Ｆ4；Ｍ．Ｍａｒｋｅｒ（ｐＢＲ322／ＭＳＰＩ）。
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表2　4个世代的遗传多态性
Ｔａｂ．2　ＰａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄＦ-ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｆｏｒｔｈｅｆｏｕｒｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

Ｆ1 Ｆ2 Ｆ3 Ｆ4
Ｎ 7．7619 6．9189 5．0889 4．6667
ＨＥ 0．6847 0．7872 0．7714 0．7802
ＨＯ 0．7730 0．7135 0．7593 0．7196
ＣＰＩ 0．6215 0．7512 0．7314 0．743
ＦＩＳ平均值 －0．1585 0．0866 0．0081 0．0726
ＦＳＴ所有群体 0．0995

表3　4个世代间ＦＳＴ值比较
Ｔａｂ．3　ＦＳＴｖａｌｕｅｓｏｆｐａｉｒｗｉｓｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｍｏｎｇｔｈｅｆｏｕｒｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

群体 Ｆ1 Ｆ2 Ｆ3 Ｆ4
Ｆ1
Ｆ2 0．0986
Ｆ3 0．0943 0．0470
Ｆ4 0．0908 0．0461 0．0398

注：0＜ＦＳＴ＜0．05为弱分化水平；0．05＜ＦＳＴ＜0．15为中等分化水平。

　　采用Ｎｅｉ’ｓ方法计算4个群体间校正遗传距
离和遗传相似性�结果如表4所示。随着选育世
代的增加�群体间的遗传距离逐代减小�从Ｆ1与
Ｆ2间的0．8001到Ｆ3与Ｆ4间的0．3027；遗传相

似性逐代增大�从0．4493增加到0．7388。利用
遗传距离数值对4个群体进行聚类分析�发现Ｆ4
先与Ｆ3聚为一支后再与Ｆ2聚合�最后与Ｆ1聚合
（图2）。

表4　4个世代间的遗传距离 （对角线下方 ）和遗传相似性
Ｔａｂ．4　Ｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ（ｂｅｌｏｗｄｉａｇｏｎａｌ）ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｉｄｅｎｔｉｔｙｉｎｔｈｅｆｏｕｒｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ
群体 Ｆ1 Ｆ2 Ｆ3 Ｆ4
Ｆ1 0．4493 0．4978 0．5065
Ｆ2 0．8001 0．6849 0．6814
Ｆ3 0．6975 0．3784 0．7388
Ｆ4 0．6801 0．3837 0．3027

图2　4个世代间的ＵＰＧＭＡ聚类图
Ｆｉｇ．2　ＵＰＧＭＡｃｌｕｓｔｅｒｇｒａｐｈｏｆｔｈｅｆｏｕｒｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ

3　讨论
3．1　群体的遗传多样性

尽可能地维持种内遗传多样性�是持续利用
种质资源的前提和基础�人工选育更要设法保证
选育群体的遗传多样性�以保证选育工作顺利进
行和获得高质量的选育新品种。Ｎ、ＨＯ和 ＨＥ都
是体现群体的遗传多样性的量度�数值越大基因

丰度越高。从本实验的结果来看�4个世代选育
群体多样性都处于较高的水平�这是选育工作的
必备前提�以使选育工作能够顺利进行�但随着
选育世代的增加�由平均等位基因的计算结果显
示�群体的遗传多样性有所下降。这提示人工选
育的压力已经对选育群体的多样性造成影响�要
保证选育工作的顺利进行�须完善选育措施�保
证选育群体有足够的数量�从而使选育群体能够
保持较高的遗传多样性水平。本研究4个群体
中平均多态信息含量从0．6215到0．7512�均大
于Ｂｏｓｔｅｉｎ等 ［10］提出衡量基因变异程度高低的多
态信息含量指标值0．5�属于高度多态性座位�因
此所得ＣＰＩ数据可以提供较为全面可靠的遗传信

息供研究分析。
3．2　群体的遗传变化

人工定向选育是一个复杂的过程�累代选育
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的人工压力及人控环境势必会造成群体遗传水

平的波动�因此要保证选育工作的顺利进行必须
保持群体有足够的遗传变异水平 ［13］。意大利在
引入日本对虾 （Ｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）后由于有效群
体过小导致近交几率增加�使得第一代至第六代
的杂合度下降了61．8％ （同工酶检测 ） ［14］。中国
水产科学研究院黄海水产研究所 ［15］在对中国对
虾 （Ｆｅｎｎｅｒｏｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）的定向选育时为避
免类似情况发生采取了一定措施保证足够大的

有效亲本数量�基础群体至第六代的杂合度只下
降了3．5％ （微卫星检测 ）�有效防止了近交。本
实验杂合度的数据变化情况显示�选育群体并没
有出现近交及瓶颈效应。从开始的Ｆ1观测杂合
度就保持了较高的基数0．7730�到 Ｆ4 降至
0．7196�只下降了6．9％。

通过对各个位点 Ｈａｒｄｙ-Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡的卡
方检验发现�基因频率的观测值与理论值差异偏
离平衡显著 （0．01＜Ｐ＜0．05）的位点由Ｆ1的12
个递增到Ｆ4的20个�偏离极显著 （0＜Ｐ＜0．01）
的位点也呈现逐代增加的趋势�由Ｆ1的8个递增
到Ｆ4的18个�这种逐代加强的变化趋势除了人
工选择压力的原因外也可能是由于样本量逐代

增多导致采到的近缘个体增加的缘故�但这种偏
离的结果可以表明选育群体的基因型频率发生

了改变�说明经过人工定向4代的选育�群体的
遗传结构已经发生了变化�体现了一定的人工定
向选育效应�还发现有些位点在4代选育中都偏
离平衡极显著�这可能就是与定向选育性状相关
的分子标记�还有待进一步研究。群体遗传结构
的改变还体现在微卫星图谱上一些位点的基因

频率和基因型频率在4个世代中存在差异�还有
一些位点低频等位基因的丢失。另外�在对各代
ＦＳＴ值配对比较后发现随着选育世代的增加�相邻
世代之间的遗传分化系数呈明显的减小趋势�说
明经过累代选育�选育群体的遗传结构趋于稳
定�体现了人工定向选育的效应。ＦＳＴ平均值
0．0995提示出选育群体处在中等分化水平�且得
出群体90％的遗传变异来自于群体内个体间�表
明遗传结构的改变主要来自于人工选择的压力�
这与选育的世代较短有关�也与选育过程中采取
的措施有关。

一般而言�随着选育的进行�多代选育群体
与初代群体间的遗传分化会越来越大。但本文

Ｆ1与Ｆ3及Ｆ4间的分化指数和遗传距离�反而小
于与Ｆ2间的分化指数和遗传距离�随着选育的进
行�后代群体与初代群体的遗传相似性越来越
高。分析原因这主要是由于实验样本量小造成
的�例如Ｆ1的样本量小直接导致Ｆ1的多样性观
测值低于Ｆ2的。

Ｔｈｏｒｐ［16］指出同种群体间遗传距离在0．03～
0．2之间�遗传相似性在0．8～0．97之间。张天
时等 ［15］报道中国对虾群体经过6代选育�微卫星
检测偏差校正后的遗传距离和遗传相似性分别

为0．0377～0．2166和0．8093～0．9630表明了
5个世代间遗传分化程度较低�而当安丽等 ［17］用
ＡＦＬＰ对中国对虾群第9、10代选育群体检测后
发现�两群体间的无偏遗传距离已降至0．0031�
得出群体间出现趋同现象。颉晓勇等 ［18］用微卫
星检测了吉富品系尼罗罗非鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ
ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）9代选育群体�测得偏差校正的遗传距
离和遗传相似性指数分别为0．0581～0．0775和
0．9254～0．9435�并指出群体间存在一定的遗
传分化。本实验数据显示�随着逐代定向选择�
遗传距离呈现逐代下降的趋势�从Ｆ1与Ｆ2之间
的最大值0．8001降至 Ｆ3与 Ｆ4之间的最小值
0．3207。遗传相似性呈现逐代递增的趋势�由Ｆ1
与Ｆ2之间的最小值0．4493增至Ｆ3与Ｆ4之间的
最大值0．7388。两者的变化趋势与理论推断完
全吻合�但是�数值显示选育的结果与Ｔｈｏｒｐ指出
的数值还有差距�说明还有育种潜力�因此应继
续保持遗传效应�保证育种成功。另外�经过
ＵＰＧＭＡ聚类的结果也可以清楚地看到4个世代
的聚类情况：随着选育世代的增加�世代之间遗
传距离越来越小�亲缘关系越来越近。进一步证
明选育的结果是富有成效的。
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