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摘　要:用 8对微卫星对草鱼长江群体和珠江群体的 2个自繁组合:长江♀ ×长江♂ (YY) 、珠江♀ ×珠江♂

( ZZ), 1个杂交组合:长江♀ ×珠江♂ (YZ), 进行遗传多样性和遗传结构分析。 8个微卫星位点的等位基因

数为 2 ～ 6个,并具有较好的多态性, 可以用于遗传变异分析。有效等位基因数 、观测杂和度 、期望杂合度 、多

态性息含量均以 YZ组合最高, 分别为 2.811 1、 0.984 3、 0.639 9、0.559 8;ZZ组合最低, 分别为 2.675 1、

0.865 0、0.612 9、0.528 3;YY组合介于两者之间。基于 Nei' s遗传距离构建的 UPGMA和 NJ系统树揭示 YZ

组合与 YY组合亲缘关系更近。组合间遗传分化分析 (Fst) 及 AMOVA分析表明, YY组合与 ZZ组合间达到

中等遗传分化水平 (Fst=0.086 0, P<0.01) 。结果表明:杂交后代遗传变异水平显著提高, 具有较高的选育

潜力;长江与珠江水系草鱼存在一定程度的遗传分化。
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Abstract:Themicrosatelliteprimersof8 pairswereusedtostudygeneticvariationofthegrasscarp

( Ctenopharyngodonidella) inthreeprogenygroups:YZ( YangtzeRiver♀ ×ZhujiangRiver♂), YY

( YangtzeRiver♀ ×YangtzeRiver♂) andZZ ( ZhujiangRiver♀ ×ZhujiangRiver♂ ) from the

populationsofYangtzeRiverandZhujiangRiver.Theresultsuggestedthenumberofallelesgeneratedfrom

eachlocusrangedfromtwotosixattheeightassessedlociwhichshowedrichpolymorphism.These

microsatelliteprimerscouldbeusedasgoodmolecularmarkersforthegeneticvariationstudyofthegrass
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carps.Thenumberofeffectivealleles( Ne), observedheterozygosity( Ho), expectedheterozygosity( He)

andpolymorphicinformationcontentwereallthehighestinYZgroupas2.811 1, 0.984 3, 0.639 9,

0.559 8 respectively.Meanwhile, ZZgrouphadthelowestvalues:2.675 1, 0.865 0, 0.612 9 and0.528 3

respectively.TheUPGMAandNJtreesbasedongeneticdistancedemonstratedthatYZgroupwasgenetically

neartoYYgroup.Fst andAMOVAanalysisofallgroupsandlociindicatedthattherewasmoderate

divergencebetweenYYgroupandZZgroup.ThehighestgeneticdiversitythatexistedinYZindicatedthis

hybridhadthehighpotentialforfurtherbreeding.TherewasobviousdivergencebetweenYangtzeRiverand

ZhujiangRiverpopulationsofgrasscarp.

Keywords:Ctenopharyngodonidella;hybrid;microsatellite;geneticvariation

　　草鱼 ( Ctenopharyngodonidella) , 广泛分布于

我国北起黑龙江 、南至珠江的江河湖泊中, 主要

集中在长江 、珠江 、黑龙江水系
[ 1]

, 因其草食性 、

生长快 、肉质鲜美等特点, 在淡水水体中得到了

广泛养殖, 是目前世界上养殖产量最高的鱼类。

培育草鱼新品种是我国水产工作者一直在探索

的工作 。

杂交作为遗传育种的重要手段,能有效提高

生长率 、转移优良性状及提高耐受力, 进而培育

新品种
[ 2]

。国内外开展了大量的鱼类杂交育种

研究
[ 3-5]

, 证实杂交对于选择育种方向 、分析育种

效果 、提高育种值等具有积极作用
[ 6-8]

。水产工

作者对草鱼开展过一些杂交实践
[ 9]

, 主要是利用

远缘杂交, 由于存在胚胎发育困难 、杂种不育及

基因污染等问题
[ 10-11]

, 在生产推广上受到一定

的限制 。而种内杂交不存在以上问题,可操作性

强,容易推广
[ 12 -13]

, 对产业的发展贡献更大, 因

此种内杂交是目前杂种优势利用和遗传改良的

重要途径之一。

各种遗传标记中,微卫星 (microsatellite)标记

因符合孟德尔遗传规律, 呈共显性遗传 、多态性

高 、易操作 、重复性好等特点受到研究者的青睐,

被广泛应用于鱼类种质资源和遗传育种研

究
[ 14-15]

,在草鱼遗传多样性研究方面也有报

道
[ 16-17]

。本研究利用不同水系的草鱼获得 1组

杂交后代及 2组自繁后代,采用微卫星标记进行

遗传结构分析,探索其遗传多样性及遗传结构特

点,以期为草鱼的杂交利用和育种研究提供分子

遗传学基础资料 。

1　材料与方法

1.1　试验材料及试验设计

试验于 2008年 5月至 11月开展。试验用亲

本均为长江 、珠江原种,长江群体于 2006年 12月

收集于国家级邗江四大家鱼原种场, 珠江群体于

2008年 3月从珠江水产研究所获得 。亲本培育

于吴江市水产养殖有限公司四大家鱼良种场。

为尽量保证实验条件的一致性, 控制各组的

亲本数相同, 挑选个体大小相近 、年龄相同的亲

本,同步进行催产。考虑草鱼亲本个体大 、人工

操作困难等因素,试验中各选择长江和珠江草鱼

2尾雌鱼 、2尾雄鱼, 人工挤出精 、卵, 各自混合,

分成 2份,分别进行配组授精, 倒入孵化桶孵化。

因孵化过程管理不当, 珠江♀ ×长江♂杂交组合

(ZY)全部死亡。最终获得长江♀ ×珠江♂杂交

组合 ( YZ) 、长江♀×长江♂自繁组合 ( YY)及珠

江♀×珠江♂自繁组合 ( ZZ)。鱼苗点腰平游后

进行网箱培育至夏花, 分别采样 。样品用无水乙

醇固定, 保存于 4 ℃, 经常更换酒精以保证样品

质量。

1.2　基因组 DNA提取

各组合取 48个样用于提取基因组 DNA, 剪

取 30 ～ 50 mg鱼苗尾部组织, 参照 《现代分子生

物学实验手册》的组织 /培养细胞中 DNA的小量

提取方法
[ 18]

。抽提过程略有改动, 最终溶解于

100 μL无菌水中, 通过紫外分光光度计对 DNA

浓度进行定量, 取出部分溶液稀释成 50 ng/μL的

使用液,保存于 -20 ℃备用。

1.3　微卫星引物

研究所用草鱼微卫星引物由本实验室自行

开发
[ 19]

。挑选文中报道等位基因较多的 11对微

卫星,用 12个野生草鱼 DNA样品检验多态性及

退火温度, 筛选了 8对扩增效果较好的引物用于

3个组合的遗传分析 。引物由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成,详细信息见表 1。
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表 1　8对微卫星引物序列及退火温度

Tab.1　Sequenceandannealingtemperatureof8 pairsofmicrosatelliteprimers

位点 引物序列 ( 5' -3' ) 退火温度 ( ℃ )

ci03
F:CATACTTGTTCCACAGCCTCTC 60

R:CATTCCTTCACCGTTGTATCAT

ci04
F:ATAGGCATGGAATGGACTG 60

R:GCTCCTGCTTATTTTATTTACC

ci05
F:TATGGCCTTGATTTACATGCAAACTA 60

R:TCATTCTGTGAGACCCACACCTCT

ci08
F:AATGCGTCGGTTTGGTTGAGT 58

R:AGCGCTTACCTCGCCTGTTC

ci09
F:TGGCCTTCACTACCATCACTT 60

R:AATGTCCCCACAATTCATAAAA

ci10
F:AATGCTTCCCATCTCACTGC 58

R:TCAGAGCCACACCAACAATG

ci12
F:AACCCCCTCCATTCTTGTCT 60

R:AGCCCATTCATTTCTTCTCTATTC

ci15
F:TGTCCCGCTCTACTGGGGTATG 60

R:AAGGGGGATCCGCATCTGAC

1.4　PCR扩增及产物检测

15 μL反应体系:2×TaqPCRMasterMix(天

根生化科技有限公司 ) 7.5 μL, 上下游引物 ( 20

μmol/L)各 0.5 μL, 50 ng/μLDNA模板 1 μL, 无

菌水 5.5 μL。

PCR反应程序:94 ℃预变性 3 min;94 ℃变

性 30 s, 复性 30 s(各引物反应复性温度见表 1),

72 ℃延伸 30 s, 共 25个循环;最后 72 ℃延伸 10

min。在 Eppendorf5345 PCR仪上进行扩增。

产物的检测:8%非变性聚丙烯酰胺 (丙烯酰

胺与甲叉双丙烯酰胺体积比为 29∶1)凝胶电泳分

离 PCR反应产物, 电泳液为 1 ×TBE缓冲体系,

电压 100 V,电泳 5 ～ 6 h(北京六一仪器厂 DYY-

6C型电泳仪, DYCZ-24A型电泳槽 ) , 0.1%硝酸

银染色,利用扫描仪 ( Hpscanjet2400)成像 。

1.5　数据统计分析

利用 Gel-ProAnalyzer4.5软件分析凝胶照

片,用 Popgene32 ( Version1.31)软件统计分析

微卫星基因座的等位基因数 (Na) 、有效等位基因

数 ( Ne) 、观测杂合度 ( Ho)、期望杂合度 ( He)、χ
2

检验 Hardy-Weinberg平衡及 Nei' s标准遗传距离

( Ds)
[ 20]

。利用 Arlequin3.11
[ 21]
计算遗传分化指

数 F-统计量 ( F-statistics, Fst)及分子方差分析

( AMOVA)。根据 Botstein等
[ 22]
计算每个微卫星

位点的多态信息含量 ( CPI), 计算公式如下:

CPI=1-∑
n

i=1
-∑

n-1

i=1
∑
n

j=j+1
2Pi

2
Pj

2
( 1)

式中:Pi、Pj分别为第 i和第 j个等位基因的频

率, n为等位基因数目。根据 Popgene32 ( Version

1.31)计算出各位点的等位基因频率,基于 Nei' s

标准遗传距离 ( Ds), 利用 Dispan
[ 23]
构建组合间

的 UPGMA及 NJ系统树, 以分析亲缘关系。

2　结果

2.1　微卫星 PCR结果

8对微卫星引物在 3个组合共 144个个体中

扩增出 34个等位基因,等位基因大小范围在 109

bp到 249 bp之间;各个微卫星位点出现 2 ～ 6个

等位基因,平均等位基因数为 4.25,有效等位基

因数为 2.992 4。各位点表现较高的观测杂合度

( 0.750 0 ～ 0.993 1)和期望杂合度 ( 0.499 3 ～

0.780 1) ,各微卫星位点多态性信息含量较丰富,

ci03 、ci04 、 ci05 、 ci08 、 ci09 、 ci10 及 ci12 位点的

CPI>0.5, 属高度多态, ci15 位点, 0.25 <CPI<

0.5,属中度多态 。

2.2　组合间遗传多样性分析

微卫星扩增产物表现较高多态性,并在 3个

组合中表现特异性扩增, ci03位点在 YZ组合出

现 YY组合和 ZZ组合没有的特异条带 (表 2 ),

ci04 、ci08 、ci09及位点在 YZ组合和 ZZ组合间出

现特异性条带差异 (图 1) 。YZ组合 、YY组合及

ZZ组合的有效等位基因数 、期望杂合度 、观测杂

合度 、平均多态信息含量表明 3个组合的遗传多
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样性水平表现一定差异, YZ组合的遗传多样性

最高, YY组合次之, ZZ组合遗传多样性最低 。具

体结果见表 2。

对各组合每个位点进行 Hardy-Weinberg平

衡的 χ
2
检验, 除 YY组合中的 ci03位点外, 3个

组合其他位点的检验结果均表现出明显的平衡

偏离;对各位点进行多群体检测 ( Multi-group

test)发现,各位点都表现明显的平衡偏离 (表 2) 。

表 2　3个组合的遗传多样性及 Hardy-Weinberg平衡检验

Tab.2　GeneticdiversityandChi-squarevaluesofthreegroups

组合 参数
位点

ci03 ci04 ci05 ci08 ci09 ci10 ci12 ci15
平均

杂交

YZ

Na 6 3 3 3 4 4 5 2 3.750
Ne 3.555 6 2.359 4 2.359 4 2.760 9 2.804 6 2.248 9 4.401 1 1.999 1 2.811 1

He 0.726 3 0.582 2 0.582 2 0.644 5 0.650 2 0.648 1 0.780 9 0.505 0 0.639 9

Ho 0.958 3 1.000 0 1.000 0 0.979 2 1.000 0 0.978 7 0.979 2 0.979 2 0.984 3
C
PI 0.670 9 0.486 4 0.486 4 0.563 9 0.574 7 0.585 1 0.736 1 0.374 9 0.559 8

P 0 0 0 0 0 0 0 0 0

长江

YY

Na 5 3 3 4 4 4 5 2 3.750 0

Ne 3.361 1 2.084 1 2.336 7 3.229 2 3.084 5 2.787 4 3.580 4 1.999 1 2.807 8

He 0.709 9 0.525 7 0.578 1 0.697 6 0.683 4 0.561 2 0.728 3 0.505 0 0.623 7

Ho 0.645 8 0.979 2 0.958 3 1.000 0 0.955 6 0.916 7 1.000 0 0.979 2 0.929 4

CPI 0.648 6 0.404 8 0.478 3 0.629 1 0.612 5 0.465 7 0.674 9 0.374 9 0.536 1

P 0.333 6 0 0 0 0 0 0 0 0.041 7

珠江

ZZ

Na 4 4 3 3 3 3 5 2 3.375 0

Ne 2.584 4 2.639 2 2.554 3 2.205 8 2.457 2 2.546 4 4.467 1 1.945 9 2.675 1
H

e 0.619 5 0.627 6 0.614 9 0.552 4 0.599 4 0.613 8 0.784 5 0.491 2 0.612 9

Ho 0.979 2 0.979 2 0.958 3 1.000 0 0.297 9 0.936 2 0.936 2 0.833 3 0.865 0

CPI 0.536 2 0.553 1 0.528 1 0.443 9 0.518 3 0.539 2 0.739 2 0.368 0 0.528 3

P 0 0 0 0 0 0 0 0 0

所有

个体

Na 6 5 3 4 5 4 5 2 4.250 0

Ne 3.714 1 2.418 6 2.638 7 2.908 1 3.176 4 2.600 6 4.492 3 1.990 4 2.992 4

He 0.733 3 0.588 86 0.623 2 0.658 4 0.687 6 0.617 7 0.780 1 0.499 3 0.648 5

Ho 0.861 1 0.986 1 0.972 2 0.993 1 0.750 0 0.943 7 0.972 0 0.930 6 0.926 1
CPI 0.686 2 0.501 8 0.546 2 0.586 5 0.637 0 0.552 2 0.742 1 0.373 8 0.578 2

P 0 0 0 0 0 0 0 0 0

图 1　3个组合 ci04引物的电泳图谱

Fig.1　Electrophoretogramofci04 locusof3 groups
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2.3　遗传距离和聚类分析

基于等位基因频率, 对 3个组合进行 Nei' s

遗传距离分析 、遗传分化指数 (Fst)分析及遗传变

异的 AMOVA分析。如表 3所示, YY组合与 ZZ

组合间遗传距离最远 ( Ds=0.163 4) , YZ组合与

YY组合间的遗传距离最近 ( Ds=0.050 8), YZ

组合与 ZZ组合间的遗传距离居中 ( Ds =

0.104 4);YY组合与 ZZ组合间的遗传分化指数

最大 (Fst=0.086 0), 而 YZ组合与 YY组合间的

遗传分化指数最小 (Fst=0.023 2), YZ组合与 ZZ

组合间的遗传分化指数居中 ( Fst=0.047 1) , 组

合间的遗传分化差异极显著 (P<0.01)。 3个组

合间的遗传变异 AMOVA分析结果如表 4所示,

组合间遗传变异占总变异的 5.25%,且达到极显

著水平 ( P<0.01) 。

根据各位点的等位基因频率,基于 Nei' s标

准遗传距离 ( Ds)构建组合间的 UPGMA及 NJ系

统树。聚类结果显示, YZ组合先与 YY组合先聚

到一支再与 ZZ组合聚合 (图 2) , 由此可见, 杂交

组合与长江自繁组合亲缘关系更近 。

表 3　3个组合 F-统计量 (Fst, 对角线上 )及 Nei' s遗传距离 ( Ds, 对角线下 )

Tab.3　PairwiseFstestimates(abovediagonal) andgeneticdistance(belowdiagonal) amongthreegroups

组合 杂交组合 ( YZ) 长江组合 ( YY) 珠江组合 ( ZZ)

杂交组合 ( YZ) 0.023 2 0.047 1

长江组合 (YY) 0.050 8 0.086 0

珠江组合 (ZZ) 0.104 4 0.163 4

表 4　3个组合分子方差分析

Tab.4　AMOVAanalysisamongthreegroups

变异来源 自由度 平方和 方差组分 方差比例 ( % )

群体间 2 31.080 0.136 28 5.25

群体内个体间 285 700.365 2.457 42 94.75

总变异 287 731.444 2.593 70

图 2　3个组合的 UPGMA及 NJ聚类图

Fig.2　UPGMAandNJclustergraphsofthreegroups

3　讨论

目前,微卫星技术已被广泛应用于水产动物

的杂交研究
[ 24-27]

。本研究采用 8对微卫星引物

对长江与珠江草鱼群体的 1个杂交组合及 2个自

繁组合进行遗传多样性及遗传结构分析。

有效等位基因数作为度量遗传变异的一个

重要指标, 能反映基因座等位基因间的相互作

用 。本研究中, 每个微卫星位点出现 2 ～ 6个等

位基因, 平均等位基因数为 4.25,平均有效等位

基因数为 2.992 4,等位基因数与张志伟等
[ 16]
及

廖小林等
[ 17]
研究结果相似。杂交组合的平均等

位基因数和有效等位基因数都高于自繁组合, 而

且 ci03位点在杂交组合中出现自繁组合中没有

的特异性条带,这种现象在罗非鱼的杂交研究中

也有报道
[ 28-29]

, 可能是由于基因重组所致 。研

究表明杂交能有效提高等位基因数和增加遗传

变异。

杂合度是度量遗传变异的另一个重要参数,

反映群体遗传结构变异程度的高低。本研究中,

各微卫星位点表现较高的平均期望杂合度 (He),

在 0.499 3到 0.780 1之间, 与张志伟等
[ 16]
应用

微卫星对野生与养殖草鱼群体遗传变异分析时

得到的平均期望杂合度 ( 0.500 0 ～ 0.802 7)基本

一致,高于廖小林等
[ 17]
对草鱼长江水系不同群体

的微卫星分析时 获得的平均期望 杂合度

( 0.386 8 ～ 0.681 5)。杂合度高说明所选微卫星

能提供较丰富的多态性信息, 是研究遗传多样性

的理想工具
[ 30]

。本研究中,杂交组合的平均观测

杂合度和平均期望杂合度均高于两个自繁组合,

说明杂交能有效地增加遗传结构变异,提高遗传

多样性 。
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多态信息含量是衡量等位基因多态性的理

想指标,多态性息含量越大, 表明杂合子比例越

大,能提供更多的遗传信息 。根据 Botstein等
[ 22]

提出的衡量标准,本研究中各微卫星位点具有较

高的多态信息含量, 其中 7个位点属高度多态

( 0.501 8 ～ 0.742 1) , 1个位点属中度多态

( 0.373 8),说明这些位点能提供较丰富遗传信

息,可以作为有效的分子标记适用于草鱼遗传多

样性分析。对 3个试验组合的平均多态信息含

量比较发现, 杂交组合的平均多态信息含量

( 0.559 8)高于 2个自繁组合 ( 0.536 1、0.528 3),

进一步说明杂交组合在遗传多样性和遗传信息

方面的有效提高 。

通过以上对等位基因数 、杂合度及多态性息

含量 3个方面的分析, 发现杂交组合的遗传多样

性明显高于 2个自繁组合 。根据杂种优势的显

性学说,杂交能改变后代的基因组合, 增加基因

的杂合性,当基因型和环境之间获得一种相互平

衡时, 就能提高杂种的生活力 、生长速度等重要

遗传性状
[ 16]

。笔者
[ 31]
在研究这 3个组合生长性

能时发现, 1龄阶段杂交组合的生长性能最佳, 本

研究恰好为杂交组合 1龄阶段表现出较强杂种

优势提供了遗传学解释 。因此这个杂交组合具

有进一步扩大生产利用和研究的价值 。

群体间遗传关系一般表现为以等位基因频

率计算的群体间遗传距离, 因微卫星的诸多优

点,被用来测定遗传距离能得到较准确的结果。

本研究利用组合间各微卫星位点的等位基因频

率计算出 Nei' s遗传距离 ( Ds) ,并依此构建聚类

UPMGA和 NJ系统树。聚类结果显示,杂交组合

先与长江自繁组合聚于一支, 再与珠江自繁组合

聚类。遗传分化分析也显示, 杂交组合与长江自

繁组合间的遗传分化较弱 。这说明长江水系草

鱼作为母本来源表现出更强的遗传影响。

有关学者采用同工酶
[ 32]

、RAPD
[ 33]
等方法研

究过三江水系草鱼的遗传多样性, 本研究获得相

似结果,发现长江与珠江水系草鱼存在一定程度

遗传变异。研究发现, 2个自繁组合在等位基因

特异性 、等位基因数量 、杂合度及多态信息含量

方面均表现出不同程度差异;2个自繁组合间的

Nei' s遗传距离 ( Ds=0.163 4) ,比廖小林等
[ 17]
报

道的长江水系不同群体间的 Nei' s遗传距离大;

遗传分化指数 ( Fst=0.086 0)达到中等分化水

平
[ 34]

, AMOVA分析也表明, 组合间的遗传变异

达到极显著水平 ( P<0.01) ,可见长江与珠江水

系草鱼存在一定的遗传分化。长江与珠江水系

草鱼受长期地理隔离和近交繁殖影响,在遗传过

程中稀有等位基因出现缺失, 基因频率产生差

异,最终导致种群间分子遗传差异 。通过杂交可

以综合不同来源的遗传信息, 使不同等位基因重

组,增加遗传变异, 这正是杂交组合表现出遗传

多样性特点及杂种优势的生物学基础。
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