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摘　要：采用扩增片段长度多态性 （ＡｍｐｌｉｆｉｅｄＦｒａｇｍｅｎｔＬｅｎｇｔｈＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ�ＡＦＬＰ）技术对乌苏里江尖吻和钝
吻两种形态的细鳞鲑各10个个体进行了遗传多样性分析。结果显示�12对选择性扩增引物共扩增得到433
个位点�其中多态性位点322个�多态性百分比为74．36％。且在12对选择性扩增引物中�引物 Ｂ3的聚丙烯
电泳图谱显示�在130ｂｐ和136ｂｐ处�钝吻群体有两条特异性扩增条带产生。对2个群体的 Ｓｈａｎｎｏｎ多样性
指数�Ｎｅｉ氏基因多样性等各项参数进行了相关分析。尖吻和钝吻细鳞鲑个体 ＵＰＧＭＡ聚类树分为两个明显
的大分支�群体的遗传相似度为0．8367�遗传距离为0．1783�而钝吻细鳞鲑的各项多样性指数均略高于尖吻
细鳞鲑。
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ｔｈｅＢ．ｌｅｎｏｋｇｒｏｕｐ．
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　　细鳞鲑属 （Ｂｒａｃｈｙｍｙｓｔａｘ）鱼类隶属于鲑形目
（Ｓａｌｍｏｎｉｆｏｒｍｅｓ）鲑科 （Ｓａｌｍｏｎｉｄａｅ）�主要分布于
亚洲东北部的广大区域 ［1］�是我国北方一种重要
的经济鱼类 ［2］。自1866年 Ｇｕｎｔｈｅｒ确定细鳞鲑
属以来�多数学者认为细鳞鲑属的鱼类在中国只
有尖吻细鳞鲑 （Ｂｒａｃｈｙｍｙｓｔａｘｌｅｎｏｋ）一种 ［3－7］�但
是�随着水产科学研究人员对细鳞鲑的分布及分
类研究的逐渐深入�近些年�对细鳞鲑属鱼类的
分类问题开始出现争议。20世纪60年代开始的
细鳞鲑分类学研究多见于形态学、生态学等方
面 ［1�8－9］。随着分子手段的不断发展�越来越多
的分子生物学技术开始应用于辅助细鳞鲑鱼类

的分类研究上 ［10－11］。本文拟采用ＡＦＬＰ技术�进
一步从基因水平上对乌苏里江尖吻细鳞鲑和钝

吻细鳞鲑 （Ｂｒａｃｈｙｍｙｓｔａｘｔｕｍｅｎｓｉｓ）2种形态细鳞鲑
的遗传多样性及亲缘关系进行比较研究�以期对
2种细鳞鲑的分类地位、起源进化及其种质资源
保护提供一定的科学数据及理论依据。
1　材料与方法
1．1　实验材料及基因组ＤＮＡ的提取

实验用细鳞鲑群体样本�均采自中国水产科
学研究院黑龙江水产研究所渤海冷水性鱼类实

验站�为野生捕捞的亲本群体。各随机选取出10
个个体�按照 《分子克隆 （第三版 ）》［12］经典的酚
－氯仿提取法�提取组织中总ＤＮＡ。经紫外分光
光度计在260ｎｍ和280ｎｍ波长下测定其浓度和
纯度后�1．0％琼脂糖凝胶电泳检测。按比例将
ＤＮＡ稀释至100ｎｇ／μＬ�储存于－20℃备用。
1．2　ＡＦＬＰ分析方法

参照Ｖｏｓ等 ［13］的方法�实验用限制性内切酶
均购自 ｐｒｏｍｅｇａ公司�所有引物由上海生工生物
有限公司合成。
1．2．1　基因组ＤＮＡ双酶切及接头的制备、连接

用限制性内切酶ＥｃｏＲＩ（切点Ｇ／ＡＡＴＴＣ）和
Ｔｒｕ9Ｉ（切点Ｔ／ＴＡＡ）组合对样本基因组 ＤＮＡ进

行酶切。
用单链寡核苷酸制备接头 （接头序列见表

1）�混合每两组寡核苷酸�使 ＥｃｏＲＩ接头终浓度
为5ｐｍｏｌ／μＬ�Ｔｒｕ9Ｉ接头终浓度为50ｐｍｏｌ／μＬ。
95℃变性10ｍｉｎ�然后经过4ｈ缓慢冷却至10
℃�最终形成双链接头。

建立20μＬ的连接体系�其中包含5μＬ酶切
片段�1μＬＥｃｏＲＩ接头�1μＬＴｒｕ9Ｉ接头�6μＬＴ4
ＤＮＡ连接酶 （ＭＢＩ�ＵＳＡ）�于22℃水浴中连接4ｈ。
1．2．2　ＰＣＲ扩增

双酶切组合的预扩增引物为：Ｅ＋Ａ（5’-ＧＡＣ
ＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣ＋Ａ-3’）和Ｔ＋Ｃ （5’-ＧＡＴ
ＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ＋Ｃ-3’）�预扩增ＰＣＲ反应
体系如下：模板为3μＬ连接产物�引物各1μＬ�
10×Ｂｕｆｆｅｒ2．5μＬ�2．5ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ2μＬ�5Ｕ／
μＬＴａｑ聚合酶 0．3μＬ�无菌超纯水补足至 25
μＬ。预扩增ＰＣＲ反应程序为72℃2ｍｉｎ；94℃2
ｍｉｎ；然后94℃ 30ｓ�56℃ 30ｓ�72℃ 2ｍｉｎ�30
个循环；最后72℃延伸10ｍｉｎ。

从64对ＡＦＬＰ选择性扩增引物中�选择了12
对扩增条带数目适中、清晰、多态性较高的引物
进行实验分析。ＥｃｏＲＩ引物用字母 Ａ到 Ｆ进行
编号�而Ｔｒｕ9Ｉ引物用数字1到4进行编号。每
对引物组合都由一个字母加一个数字组成 （例
如：Ｅ-ＡＧＣ／Ｍ-ＣＡＣ标记为引物 Ａ1）。选择性扩
增引物序列见表1�实验所用引物对分别为 Ａ1�
Ｂ1�Ｂ3�Ｃ1�Ｃ3�Ｄ1�Ｄ4�Ｅ1�Ｅ4�Ｆ1�Ｆ2�Ｆ3。
　　建立25μＬ反应体系�其中模版为3μＬ预扩
增产物�上下游引物各1μＬ�10×Ｂｕｆｆｅｒ2．5μＬ�
10ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ0．5μＬ�5Ｕ／μＬＴａｑ聚合酶
0．3μＬ�无菌超纯水补足 25μＬ。反应条件为
72℃2ｍｉｎ�94℃ 2ｍｉｎ；94℃ 30ｓ�退火 30ｓ�
72℃90ｓ�13个循环�每个循环的退火温度从65
开始逐次降0．7℃至55．9℃；然后�94℃ 30ｓ�
56℃30ｓ�72℃90ｓ�25个循环；最后72℃延伸
10ｍｉｎ。
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表1　用于ＡＦＬＰ分析的接头和引物序列
Ｔａｂ．1　ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆａｄａｐｔｏｒａｎｄｐｒｉｍｅｒｆｏｒＡＦＬＰａｎａｌｙｓｉｓ

内切酶 接头序列 （5’-3’） 选择性扩增引物序列 （5’-3’）

ＥｃｏＲＩ
ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ
ＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＣＡＧＴＣＴＡＣ

ＥＡ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＣ
ＥＢ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＧ
ＥＣ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＧＧ
ＥＤ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＣＧ
ＥＥ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＣＣ
ＥＦ：ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＣ

Ｔｒｕ9Ｉ ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧ
ＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴ

Ｔ1：ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＡＣ
Ｔ2：ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＴＴ
Ｔ3：ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＴＧ
Ｔ4：ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＡＴ

1．2．3　聚丙烯酰胺凝胶电泳
扩增产物经10％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
16～20ｈ（180Ｖ）�银染�扫描仪成像待分析。
1．3　数据分析

采用Ｇｅｌ-ＰｒｏＡｎａｌａｚｅｒ4．5软件分析获得的
ＡＦＬＰ电泳图谱�按电泳图上条带的有无�转化为
0�1矩阵�统计位点总数和多态性位点比例。假
设群体处于 Ｈａｒｄｙ-Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡�利用 Ｐｏｐｇｅｎｅ
3．2［14］版软件计算有效等位基因�Ｎｅｉ氏基因多
样性指数和Ｓｈａｎｎｏｎ氏指数。利用公式Ｓ＝2Ｎｘｙ／
（Ｎｘ＋Ｎｙ） ［15］计算个体之间的遗传相似性系数
（Ｎｘｙ为ｘ个体和ｙ个体所共有的位点数目�Ｎｘ、Ｎｙ
分别为ｘ个体和ｙ个体所具有的位点数目 ）�用公
式Ｄ＝1－Ｓ计算个体之间的遗传距离�得到个体
间的遗传距离矩阵。用 Ｐｈｌｉｐ3．6软件计算遗传
距离�并进行 1000次 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ检验�再由
ＭＥＧＡ3软件绘制系统树。采用分子方差分析
（ＡＭＯＶＡ）方法�对群体内及群体间的基因多样
性�基因流系数Ｎｍ�平均遗传分化系数Ｆｓｔ及其变
异来源进行分析。
2　结果与分析
2．1　ＡＦＬＰ扩增多态性

12对选择性扩增引物组合在2个群体中共
扩增得到433个位点�其中多态性位点322个�多
态性位点比例为74．36％。各引物组合所扩增的
位点数有一定差异�扩增平均位点数为47个�其
中Ａ1（Ｅ-ＡＧＣ／Ｔ-ＣＡＣ）扩增位点数最少�为 30
个；而Ｃ4（Ｅ-ＡＧＧ／Ｔ-ＣＡＴ）扩增位点数最多�为49
个�扩增片段主要分布于100～600ｂｐ之间。而

扩增的多态性位点数差异较大 （Ｐ＜0．05）�平均
为36个�多态性片段主要分布在100～400ｂｐ。

图1　引物Ｂ3的聚丙烯电泳图谱
Ｆｉｇ．1　ＴｈｅＰＡＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｇｒａｍｏｆｐｒｉｍｅｒＢ3

　　尖吻细鳞鲑群体与钝吻细鳞鲑群体的多态

性位点数与多态位点百分比相差较大�其中尖吻
群体的多态性位点为147个�多态性位点百分比
为33．95％；而钝吻群体的多态性位点为258个�
多态性百分比为59．58％。在12对选择性扩增
引物中�引物 Ｂ3（Ｅ-ＡＡＧ／Ｍ-ＣＴＧ）的聚丙烯电泳
图谱显示�在130ｂｐ和136ｂｐ处�钝吻细鳞鲑群
体有两条特异性扩增条带产生�而尖吻细鳞鲑群
体没有。
2．2　各群体遗传结构及遗传多样性分析

将0／1矩阵输入 Ｐｏｐｇｅｎｅ3．2软件进行分
析�得到各群体扩增数据的比较结果见表2。
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表2　尖吻细鳞鲑与钝吻细鳞鲑群体的遗传结构
Ｔａｂ．2　ＴｈｅｇｅｎｅｔｉｃｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＢ．ｌｅｎｏｋａｎｄＢ．ｔｕｍｅｒｎｓｉｓｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

种名
平均等位基因数目

ｎａ
平均有效等位基因数

ｎｅ
平均基因多样性
（杂合度 ）ｈ 平均香农熵Ｉ

尖吻细鳞鲑 1．3395±0．4741 1．2442±0．3735 0．1364±0．2011 0．1985±0．2874
钝吻细鳞鲑 1．5958±0．4913 1．4506±0．4051 0．2510±0．2157 0．3631±0．3069

　　由表中数据可以看出�钝吻细鳞鲑群体�在
平均等位基因数 ｎａ�平均有效等位基因 ｎｅ�Ｎｅｉ
氏基因多样性ｈ和香农熵Ｉ与多态位点比率各项

统计参数上均高于尖吻细鳞鲑群体�且两个群体
的Ｉ值均大于ｈ值。

用Ｎｅｉ氏分子遗传学进化方法 ［16］对不同种
源遗传变异分析表明�两个群体的Ｎｅｉ’ｓ总基因
多样性Ｈｔ为0．2604±0．0343；群体内基因多样
性Ｈｓ为0．1937±0．0248；群体间的基因多样性
Ｄｓｔ（Ｄｓｔ＝Ｈｔ－Ｈｓ）为0．0667。基因分化系数Ｇｓｔ
（Ｇｓｔ＝Ｄｓｔ／Ｈｔ）为0．2561�群体内的基因多样性占
总群体的74．39％�群体间基因多样性占总群体
的基因多样性的25．61％。而基因流系数 Ｎｍ为
1．4521�表明各群体间存在较高的基因流动。
2．3　群体间遗传相似度及遗传距离分析

经计算 ［17］可知�尖吻细鳞鲑和钝吻细鳞鲑群
体的遗传相似度 （Ｉ）为0．8367�而遗传距离 （Ｄ）
为0．1783。

将Ｐｏｐｇｅｎ32软件根据 Ｎｅｉ’ｓ生成的遗传距
离数据带入ＭＥＧＡ软件�利用 ＵＰＧＭＡ法构建的
群体遗传关系聚类图如图2所示。

由图2可以看出�尖吻细鳞鲑 （图中以Ｌ-ｎ标
记 ）和钝吻细鳞鲑 （图中以Ｔ-ｎ标记 ）群体分别聚
类为一个单独的分支�聚类分支内偶有遗传距离
稍远的个体�但没有出现混入其他聚类分支的异
常个体。而尖吻细鳞鲑分支内又分为两个较大
的亚分支。
2．4　群体间遗传多样性来源的分子方差
（ＡＭＯＶＡ）分析
　　应用分子方差分析 （ＡＭＯＶＡ） ［18］对2个群体
的遗传多样性来源分析表明：33．08％的变异来
自于群体间�而群体内的变异占66．92％。
2个群体的平均遗传分化系数 Ｆｓｔ为

0．33084。其中尖吻细鳞鲑群体的Ｆｓｔ为0．35160�
稍大于钝吻细鳞鲑群体的0．30008。

图2　根据遗传距离绘制的尖吻细鳞鲑及
钝吻细鳞鲑的20个个体ＵＰＧＭＡ聚类图

Ｆｉｇ．2　ＩｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｏｆＢｒａｃｈｙｍｙｓｔａｘｌｅｎｏｋ
ａｎｄＢｒａｃｈｙｍｙｓｔａｘｔｕｍｅｎｓｉｓｂｙＵＰＧＭＡｍｅｔｈｏｄ

ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｉｒｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓ

注：尖吻细鳞鲑标记为Ｌ�钝吻细鳞鲑标记为Ｔ。

3　讨论
3．1　群体遗传多样性分析
　　目前�分子标记技术常被用于研究物种的群
体遗传多样性�本实验采用ＡＦＬＰ方法�对乌苏里
江尖吻细鳞鲑、钝吻细鳞鲑群体的遗传差异及遗
传多样性进行了分析�结果表明�两个群体的多
态性位点百分比较高�而与尖吻细鳞鲑相比�钝
吻细鳞鲑表现出更高的遗传多样性水平。

乌苏里江尖吻和钝吻细鳞鲑的平均杂合度ｈ

值和有效等位基因数ｎｅ值都表现出丰富的遗传

多样性水平�但是尖吻细鳞鲑的遗传多样性水平
略低于钝吻细鳞鲑�与马波等 ［11］用微卫星方法对
乌苏里江尖吻细鳞鲑和钝吻细鳞鲑的研究结果

相符。
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3．2　群体间的亲缘关系比较
　　马波等通过微卫星方面研究指出：尖吻细鳞
鲑和钝吻细鳞鲑在群体遗传多样性上差异显著�
亲缘关系很远�物种间可能存在生殖隔离�遗传
分化程度远达到种以上的分类水平 ［11］。而本文
研究的乌苏里江尖吻及钝吻细鳞鲑野生群体之

间遗传相似度Ｉ＝0．8367（Ｄｓ＝0．1783）表明
乌苏里江的尖吻细鳞鲑及钝吻细鳞鲑有较丰富

的遗传多样性水平�且引物对Ｂ3的扩增图谱中�
在130ｂｐ和136ｂｐ处�钝吻细鳞鲑有两条清晰的
扩增产物条带�而尖吻细鳞鲑在这个片段大小没
有扩增产物产生。这两个分子标记�可以用来作
为乌苏里江尖吻细鳞鲑和钝吻细鳞鲑的区分标

记。在个体聚类图中也可以清楚的看到�尖吻细
鳞鲑及钝吻细鳞鲑聚类为两个明显分支�互不参
扰�应为两个明显分化群体。
3．3　遗传结构与基因流

用Ｎｅｉ氏分子遗传学进化方法对不同种源遗

传变异进行分析时�群体内基因多样性 Ｈｓ大于
群体间的基因多样性Ｄｓｔ�表明群体内具有较高的
基因多样性�遗传变异多来源于群体内�只有较少
部分存在于群体间�Ｎｅｉ氏遗传多样性分析方法与
分子方差分析 （ＡＭＯＶＡ）得出的结论一致�群体内
遗传变异 （66．92％）远远大于群体间 （33．08％）。
这样的结果也许与马波等报道的尖吻细鳞鲑及

钝吻细鳞鲑之间存在一定的生殖隔离有关。具
体数据与证据还需要进一步实验来获取。

本实验研究的乌苏里江的尖吻细鳞鲑和钝

吻细鳞鲑群体间的基因流系数Ｎｍ为1．4521�根
据Ｗｒｉｇｈｔ等对群体基因流系数Ｎｍ的说明

［19］�两
个群体间存在一定的基因流动�也存在一定程度
的遗传分化 （基因分化系数Ｇｓｔ为0．2561）。
3．4　遗传多样性保护

本文研究结果表明我国乌苏里江流域尖吻

和钝吻两种形态的细鳞鲑群体具有较高的群体

遗传多样性。随着群体数量日益减少及人工养
殖的逐渐推广�在以提高群体数量为目的而进行
的人工繁殖过程中�不同区域的个体�不同形态
的个体之间进行异位杂交将严重降低群体的适

应潜能�而且也将改变这些地理群体的独特进化
轨迹 ［10］�应该注意对尖吻和钝吻两种形态的细鳞
鲑的分别保护。
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