
　第５４卷　第 １期
２０１５年　１月

中山大学学报 （自然科学版）

ＡＣＴＡ　ＳＣＩＥＮＴＩＡＲＵＭ　ＮＡＴＵＲＡＬＩＵＭ　ＵＮＩＶＥＲＳＩＴＡＴＩＳ　ＳＵＮＹＡＴＳＥＮＩ
Ｖｏｌ５４　Ｎｏ１
Ｊａｎ　２０１５

　

ＤＯＩ：１０１３４７／ｊｃｎｋｉａｃｔａｓｎｕｓ２０１５０１０２１

用微卫星技术研究珠江流域三个野生
大眼鳜群体的遗传多样性
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摘　要：采用微卫星标记技术，探讨了广西右江、左江及红水河三江段野生大眼鳜群体的遗传多样性。采用生
物信息学方法，自主开发了４对大眼鳜微卫星ＤＮＡ引物，此外，还从２８对鳜属微卫星通用引物中筛选出１５对，
１９对标记均表现为高度多态性。对３２尾右江 （ＹＪ）、３５尾左江 （ＺＪ）及３６尾红水河 （ＨＳＨ）三地理群体野生
大眼鳜进行遗传多样性分析，总群体的固定指数Ｆｉｘ范围为０００１４～１０００，表明１９个位点在总群体内表现为
杂合子缺失，其对环境的应对能力有所下降。遗传参数统计结果表明，总群体观测等位基因数 （Ｎａ＝１９４７３
７）、香农指数 （Ｉ＝２３９９８）、平均杂合度 （ＡｖｅＨｅｔ＝０７２０６）、多态信息含量 （０４４７＜ＰＩＣ＜０９４７）均显示：
在哈温平衡下，大眼鳜３群体遗传多样性丰富；但３群体遗传多样性存在差异，红水河群体的遗传多样性比左
江群体、右江群体的遗传多样性丰富，左江和右江群体的遗传多样性水平较为接近。群体间遗传分化水平较大

（０１５＞群体间近交系数Ｆｓｔ＝０１５３９＜０２５），１５３９％的遗传变异来自于群体间，８４６１％的遗传变异来自于群
体内，群体内近交系数Ｆｉｓ为０５７６１，各座位的基因流 Ｎｍ分布范围较广 （０１４７４～８９０９１），平均 Ｎｍ值为
１３７４５，表明３群体间属于中等遗传分化水平，基因流基本顺畅，群体内的近交系数较高，容易引起遗传结构
的变化。基于Ｎｅｉｓ遗传距离的聚类分析显示左江群体与右江群体首先聚为一支，再与红水河聚为一支，符合其
在地理位置上的关系。
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　　大眼鳜 （Ｓｉｎｉｐｅｒｃａｋｎｅｒｉ）属鲈形目 （Ｐｅｒｃｉ
ｆｏｒｍｅｓ），鎠科 （Ｓｅｒｒａｎｉｄａｅ），鳜属 （Ｓｉｎｉｐｅｒｃａ），
俗称桂花鱼、白桂等，是一种具有重要经济价值的

凶猛肉食性鱼类，分布于中国长江及其以南水系，

为中国特有种［１］。由于经济的快速发展，大眼鳜

的野生种质资源受到了很大程度上的压迫，种质资

源呈现一定程度的下降趋势。近期研究表明，在广

东的东江、西江、北江等水系的干流，大眼鳜已成

偶见种，仅在一些大型湖泊和水库中还有一定的种

群数量，但大多已不能构成渔业产量［１－２］。为了保

护珠江水系中的大眼鳜种质资源和促进淡水渔业的

长久发展，需要摸清珠江水系中大眼鳜野生群体的

家底，对该物种的保护提供理论依据。

因大眼鳜为我国特有种，国外对其研究并不多

见，ＮＣＢＩ（ＴｈｅＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ，网 址 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／）仅１１篇文献关于大眼鳜的报道，无一研究
涉及其群体遗传。国内学者早期研究主要集中在形

态［３］、食性［４］、年龄、生长［５］、养殖［６］、繁殖［７］

等基础生物学方面。有关其群体遗传多样性研究，

仅见赵金良等［８］、王伟伟等［９］和吴旭等［１０－１１］分别

应用线粒体 ＤＮＡ（ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ＭｔＤＮＡ）、

扩增片段长度多态性 （ＡｍｐｌｉｆｉｅｄＦｒａｇｍｅｎｔＬｅｎｇｔｈ
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）和微卫星标记 （ｓｉｍｐｌｅｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）技术进行了遗传结构分析，
均集中在长江流域的翘嘴鳜群体，而有关珠江流域

的大眼鳜群体，
!

未见报道。

微卫星遗传标记已经在渔业群体遗传学方面得

到广泛的应用［１２－１６］。本研究选取珠江水系西江干

流广西三江段 （右江、左江及红水河）野生大眼

鳜群体，利用微卫星分子标记技术进行遗传多样性

研究，比较三个地理群体的遗传多样性状况，旨在

查明大眼鳜的遗传多样性状况和群体遗传结构、分

析其遗传变异，为该物种多样性保护提供必要的遗

传背景资料和数据支持 （图１）。

１　材料与方法
１１　材料

广西右江大眼鳜３５尾采自白色市江段，左江
大眼鳜４０尾采自左江崇左市江段，红水河大眼鳜
野生群体 ３７尾采自合山市江段 （表 １），共 １１２
尾，均为野生群体。现场取背肌，无水乙醇固定，

置换３次，使其完全脱水，剩余组织福尔马林保存
备查。
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图１　珠江流域大眼鳜采集江段示意图 （３色代表不同江段，星形代表采集地点）
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＰｅａｒＲｉｖｅｒｆｏｒＳ．ｋｎｅｒｉｓａｍｐｌｅｄ．Ｔｈｒｅｅｃｏｌｏｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｗａｔｅｒａｒｅａｓ，ａｎｄｓｔａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅｐｌａｃｅｓｓａｍｐｌｅｄ

表１　实验样品采集信息
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍａｔｅｒｉａｌｓ

所属水系 采集地点（简称）样品数量 样品编号 采集时间

左江 崇左（ＣＺ） ４０ ＣＺ１－４０ ２０１２７
右江 白色（ＢＳ） ３５ ＢＳ１－３５ ２０１２７
红水河 合山（ＨＳ） ３７ ＨＳ１－３７ ２０１２７

１２　方法
基因组ＤＮＡ的提取参考文献 ［１７］的方法。

本实验利用传统的酚－氯仿法抽提大眼鳜肌肉组织
的基因组ＤＮＡ，所有抽提所得的基因组 ＤＮＡ都要
经过ｗ＝１％琼脂糖凝胶电泳检测基因组 ＤＮＡ的完
整性，并利用ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ２０００Ｃ分光光度计测定
Ａ２６０／２８０与Ａ２６０／２３０。

利用现代生物信息技术，通过ＮＣＢＩ网站 （ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／）查找大眼鳜的已
知相关序列，然后用微卫星序列搜索软件 ＳＳＲ
Ｈｕｎｔｅｒ来搜索具有微卫星位点的序列，最后利用引
物设计软件 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５０设计微卫星引物２１
对，以Ｓ命名；依据匡刚桥等［１８］报告鳜属鱼类的

微卫星引物，选取了其中１８对引物来筛选，以 Ｐ
命名；依据吴旭等［１０－１１］报告的翘嘴鳜微卫星 １０
对，利用１０对来筛选，以Ｃ命名。所有引物由ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。最终从４９对引物中筛选到 １９

对用于本研究大眼鳜ＳＳＲ分析。
然后利用ＰＣＲ技术，按２５μＬＰＣＲ反应体系，

其中：ＴａｑＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ（２５Ｕ／μＬ）０２５μＬ，上游
引物和下游引物 （１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，２×ＰＣＲ
ＲｅａｃｔｉｏｎＭｉｘ１２５μＬ，模板 ＤＮＡ（２５ｎｇ／μＬ）２
μＬ，无离子超纯水８２５μＬ。扩增条件为：９４℃
预变性５ｍｉｎ，然后进入４０个循环 （９４℃ ３０ｓ、
退火温度 ５０ｓ、７２℃ １ｍｉｎ），最后７２℃延伸１０
ｍｉｎ。每次ＰＣＲ反应均设不含模板 ＤＮＡ的空白对
照。ＰＣＲ结束后，用ｗ＝１％的琼脂糖凝胶电泳及
ｗ＝６％的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＰＡＧＥ），漂
洗、银染、显色、终止显色、扫描记录６个步骤得
到最终的微卫星ＤＮＡ电泳图。
１３　数据分析

根据 ＰＡＧＥ电泳图，利用图片分析软件 Ｇｅｌ
ｐｒｏ３２结合人工判断对１９个位点在３个群体１０３
尾大眼鳜的微卫星片段大小进行分析；并利用软件

ＰＯＰＧＥＮＥ１３２和软件 ＰＩＣＣＡＬＣ计算３个群体的
遗传多样性数据，从而得到１９个位点在总群体及
３个群体的遗传结构进行分析并计算得出遗传参
数：总群体观测等位基因数 （Ｎａ）、多态信息含量
（ＰＩＣ）、观测等位基因数 （Ｎａ）、有效等位基因
数 （Ｎｅ）、ＳｈａｎｎｏｎｓＩｎｄｅｘ（Ｉ）、观测纯合子
（Ｏｂｓ＿Ｈｏｍ）、观测杂合子 （Ｏｂｓ＿Ｈｅｔ）、期望纯合
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子 （Ｅｘｐ＿Ｈｏｍ）、期望杂合子 （Ｅｘｐ＿Ｈｅｔ）、
Ｎｅｉ期 望 杂 合 度 （Ｎｅｉ ）、遗 传 杂 合 度
（Ａｖｅ＿Ｈｅｔ）、群体内近交系数 （Ｆｉｓ）、总近交系数
（Ｆｉｔ）、群体间分化系数 （Ｆｓｔ）、基因流 （Ｎｍ）、
遗传距离 （Ｄ）。并采用 Ｎｅｉｓ遗传距离进行 ＵＰＧ
ＭＡ聚类分析。

２　结果和分析
２１　基因组ＤＮＡ

部分大眼鳜样品基因组 ＤＮＡ在 ｗ＝１％琼脂
糖凝胶电泳见图２，可见，各泳道条带均在１５０００
ｂｐ以上，基因组ＤＮＡ纯度高、完整无剪切，进一
步采用了分光光度计测定Ａ２６０／Ａ２８０为１８～２０，Ａ２６０／

Ａ２３０为２３～２４，确定该基因组 ＤＮＡ可用作后续
微卫星ＤＮＡ分析 （表２）。

图２　部分大眼鳜基因组ＤＮＡ琼脂糖电泳图谱
Ｆｉｇ２　Ａｐｏｒｔｉｏｎｏｆｔｈｅａｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｇｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡｏｆＳｋｎｅｒｉＬａｎｅＭｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄＤＮＡｍａｒｋｅｒ，
ａｎｄｔｈｅｒｅｓｔｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｏｆＳ．ｋｎｅｒｉ

（Ｍ为ＤＮＡ相对分子质量标准ｍａｒｋｅｒ，其余为大眼鳜ＤＮＡ）

表２　１９对可用引物名称、引物序列、微卫星重复序列及ＰＣＲ反应退火温度
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ，ｐｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄａｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆ１９ｐａｉｒｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓａｄｏｐｔｅｄ

引物名称 引物序列 重复序列 退火温度／℃
Ｐ４＋
Ｐ４－

５′ＧＣＴＡＧＴＣＣＣＴＧＴＴＧＧＣＴＴＴ３′
５′ＣＣＡＡＡＴＧＴＧＧＣＡＧＡＧＴＧＡＣ３′

（ＴＣＴＧ）６ ５３

Ｐ１５＋
Ｐ１５－

５′ＣＣＧＴＣＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣＴＧＴＧＴ３′
５′ＣＣＧＴＣＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣＴＧＴＧＴ３′

（ＡＡＴＣ）１０ ５６

Ｐ７＋
Ｐ７－

５′ＴＴＡＣＡＣＴＣＡＣＣＡＧＧＣＣＡＡＴＣ３′
５′ＡＴＧＧＡＣＴＡＴＧＧＧＴＣＴＧＧＡＡＡ３′

（ＡＴＣＡ）６ ６１

Ｐ１０＋
Ｐ１０－

５′ＧＣＧＴＣＡＧＣＡＴＴＴＣＴＴＴＧＧ３′
５′ＴＴＧＴＴＣＴＴＧＣＣＧＣＴＴＴＣＡ３′

（ＧＡＴＴ）８ ５５

Ｐ１３＋
Ｐ１３－

５′ＣＡＣＡＡＧＡＡＡＴＣＣＣＣＴＣＧＴＴ３′
５′ＣＡＣＴＣＡＣＧＴＴＧＴＣＡＧＴＴＴＡＴＣＡＣ３′

（ＡＧＡＴ）１８ ５５

Ｐ１８＋
Ｐ１８－

５′ＧＣＡＧＴＴＴＣＣＴＧＧＴＴＡＣＴＣＣＴＣ３′
５′ＧＣＴＴＴＧＣＴＧＡＧＴＧＧＴＴＡＧＡＧＴ３′

（ＧＴ）１１ ５６

Ｐ２０＋
Ｐ２０－

５′ＴＣＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＧＣＴＧＴＴＡ３
５′ＴＴＣＣＧＧＴＴＣＡＧＡＣＡＡＧＣＴ３′ （ＧＡ）１１…（ＧＴ）… （ＧＡ）６ ５３

Ｃ１＋
Ｃ１－

５′　ＣＣＡＧＴＧＡＡＣＡＴＴＧＧＴＧＣＡＧＴ　３′
５′ＧＧＡＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＡＴＴＴＧＴ３′

（ＧＴ）１３ ６０

Ｃ２＋
Ｃ２－

５′ＴＧＧＴＧＧＴＧＴＧＴＴＴＴＣＴＣＡＧＣ３′
５′ＡＡＣＡＣＡＣＡＣＧＡＧＣＡＡＴＡＣＧＣ３′

（ＴＧ）１３ ５８

Ｃ３＋
Ｃ３－

５′ＡＡＣＣＴＴＣＣＴＣＣＣＡＧＣＴＣＡＣＴ３′
５′ＴＧＴＧＧＴＧＡＡＡＣＴＴＴＧＧＧＡＣＡ３′

（ＧＴ）１５ ５８

Ｃ４＋
Ｃ４－

５′ＣＡＧＡＣＧＴＣＣＧＡＴＴＡＣＣＣＡＧＴ３′
５′ＡＡＣＴＴＣＣＣＣＣＴＴＡＧＣＴＣＣＴＧ３′

（ＧＴ）１１３ ６０

Ｃ５＋
Ｃ５－

５′ＴＧＡＧＡＡＡＡＡＴＡＡＣＴＣＧＡＣＴＧＡＡＣＡＡ３′
５′ＣＡＣＴＧＣＣＴＴＣＡＧＣＴＣＡＣＡＧＡ３′

（ＧＴ）１４ ５５

Ｃ６＋
Ｃ６－

５′ＧＧＴＧＣＡＧＡＡＡＣＡＧＧＴＣＣＡＡＴ３′
５′ＣＣＣＣＡＧＴＧＡＧＡＣＧＡＣＡＧＡＡＴ３′

（ＣＡ）１４ ５８

Ｃ９＋
Ｃ９－

５′ＣＣＴＴＧＣＣＴＣＴＣＣＡＡＧＡＡＣＡＧ３′
５′ＴＧＧＴＣＴＧＴＡＡＣＣＡＧＡＣＡＣＣＴＴＧ３′

（ＣＡ）２５ ５８

Ｃ１０＋
Ｃ１０－

５′ＴＧＴＴＧＴＴＣＣＣＴＣＴＣＧＣＴＴＣＴ３′
５′ＣＣＴＧＡＣＡＣＣＴＣＣＴＣＣＡＣＡＣＴ３′

（ＣＡ）１７ ５８

Ｓ３＋
Ｓ３－

５′ＣＡＣＴＧＧＴＴＧＧＧＧＴＡＡＴＧＧＴＣ３′
５′ＧＧＧＴＧＧＴＧＴＧＴＴＴＴＡＴＧＧＧＴＡ３′

（ＡＣ）９ ５３

Ｓ５＋
Ｓ５－

５′ＡＣＡＣＡＣＡＴＣＡＴＴＡＴＴＧＣＴＴＴＣＣＣ３′
５′ＣＴＣＧＣＣＴＣＡＧＴＣＣＴＧＣＣＴＣＣ３′

（ＡＣ）３９ ５２

Ｓ８＋
Ｓ８－

５′ＧＴＡＴＴＣＴＣＡＧＣＣＴＣＴＣＧＴＴＴ３′
５′ＡＣＣＴＣＣＴＴＡＣＴＴＧＣＴＴＴＴＣＡ３′

（ＣＡ）１３ ４９

Ｓ１５＋
Ｓ１５－

５′ＧＣＡＧＣＡＡＡＡＡＴＣＡＣＴＴＣＧＣＡ３′
５′ＴＣＣＴＣＧＴＣＴＴＧＧＴＣＣＣＴＣＴＣ３′

（ＡＧＧ）８ ５３
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２２　微卫星ＤＮＡ引物筛选
从４９对引物中筛选出了１９对适用于本实验的

微卫星引物，其中：１８个座位的核心序列是完全
型，有５个座位点的核心序列是四碱基重复序列；
１个座位点的核心序列是三碱基重复；１２个座位点
的核心重复序列是两碱基重复；有１个座位点核心
序列是复合型，即为 （ＧＡ）１１… （ＧＴ）… （ＧＡ）６；
最佳退火温度范围在４９～６１℃之间。引物信息见
表２。
２３　群体遗传参数

１９个微卫星位点总群体的等位基因数范围在５
～３３个之间，一共检测到３７０个等位基因，１９个
位点的 ＰＩＣ值范围在０４４７～０９４７之间。３个群
体１９个微卫星位点的等位基因数范围在２～２６个
之间，１９个位点的ＰＩＣ值范围在０１２０２～０９３９３
之间，绝大部分是属于高度多态位点 （ＰＩＣ＞
０５）。

大眼鳜总群体１９个位点的观察杂合度范围的
平均观测等位基因数、平均有效等位基因数及平均

香农指数分别为１９４７３７、１０５００７、２３９９８；总
群体的平均观测纯合子、平均观测杂合子、平均期

望纯合子、平均期望杂合子、平均 Ｎｅｉ期望杂合
度、平均遗传杂合度分别为 ０６９２７、０３０７３、
０１４３１、０８５６９、０８５１８、０７２０６，表明大眼鳜
总群体１９个微卫星位点的遗传多样性较为丰富。
比较大眼鳜３个群体 １９个位点观测等位基因数、
香农指数Ｉ、平均观测杂合度均为红水河群体 ＞左
江群体＞右江群体；平均期望杂合子度、Ｎｅｉ期望
杂合度和平均遗传杂合度均为红水河群体＞右江群
体＞左江群体。３群体１９个位点的平均遗传参数
比较结果表明，红水河群体的遗传多样性比较丰富

（Ａｖｅ＿Ｈｅｔ＝０７７１５），而左江群体和右江群体相
对较低，并且二者之间遗传多样性水平较为接近

（０６９２１、０６９８３）。
总群体固定指数表明：大眼鳜总群体在１９个

基因作为表现为杂合子严重缺失，显著偏离Ｈａｒｄｙ
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡。而大眼鳜左江群体、右江群体及红
水河群体在某些位点上存在杂合过剩，而在大部分

位点上存在杂合子缺失。

１９个位点３群体间的遗传分化指数 （０１５＞
Ｆｓｔ＝０１５３９＜０２５）属于中等遗传分化水平，群
体内杂合子缺失严重，群体内的近交系数 Ｆｉｓ为
０５７６１；各座位的基因流分布范围较广 （０１４７４
～８９０９１），平均Ｎｍ值为１３７４５。Ｃ１座位有最
大的基因流，Ｎｍ＝８９０９１，而座位 Ｐ１８有最小的

基因流，Ｎｍ＝０１４７４。
通过软件ＰＯＰＧＥＮＥ１３２，采用Ｎｅｉ′ｓ遗传距离

进行ＵＰＧＭＡ聚类分析，由表３可知：右江群体和
左江群体之间遗产距离最小 （１０９５４），其次是右
江群体和红水河群体的遗传距离 （１１），遗传距
离最远的是左江群体和红水河群体之间 （１４９）。
遗传相似度也同样表明了３个不同地理群体之间的
遗传关系。由图３可知：左江群体和右江群体首先
聚为一支，再与红水河群体聚为一支，结合３群体
的地理位置分布，３群体的遗传距离和遗传相似度
跟３个群体的地理位置息息相关。

表３　３个群体间Ｎｅｉｓ氏遗传距离 （对角线下方）和

遗传相似度 （对角线上方）

Ｔａｂｌｅ３　ＴｈｅＮｅｉｓｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓ
（ｌｏｗｅｒｔｒｉａｎｇｌｅ）ａｎｄｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ（ｕｐｐｅｒｔｒｉａｎｇｌｅ）ｏｆ
ＳｋｎｅｒｉｆｒｏｍｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｔｅｒａｒｅａｓｉｎＰｅａｒｌＲｉｖｅｒ

群体Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ 左江（ＺＪ） 红水河（ＨＳＨ） 右江（ＹＪ）

左江（ＺＪ） ／ ０２２５４ ０３３４４
红水河（ＨＳＨ） １４９００ ／ ０３３２９
右江（ＹＪ） １０９５４ １１０００ ／

图３　３个不同水域大眼鳜ＵＰＧＭＡ分子系统树
Ｆｉｇ３　ＴｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＳｋｎｅｒｉ
ｆｒｏｍｔｈｒｅｅｗａｔｅｒａｒｅａｓｉｎＰｅａｒｌＲｉｖｅｒｂｙＵＰＧＭＡ
ｍｅｔｈｏｄｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＮｅｉｓｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓ

３　讨　论
利用生物信息学方法，自行设计了２１对大眼

鳜微卫星ＤＮＡ引物，通过筛选获得了４对可应用
于本实验的引物。４对引物对应的微卫星 ＤＮＡ的
重复序列均为完全型，其微卫星 ＤＮＡ的重复序列
分别为 （ＡＣ）９、（ＡＣ）３９、（ＣＡ）１３、 （ＡＧＧ）
８；重复序列次数最高达３９次，最低也有８次；４
个微卫星 ＤＮＡ的 ＰＣＲ最适退火温度范围是 ４９～
５３℃，相对于通用引物的退火温度，自行设计的引
物退火温度较低；根据ＰＩＣ结果可知，本实验所开
发的４个针对大眼鳜总群体的微卫星 ＤＮＡ标记属
于高度多态性位点。与其他研究者所采用的获得微

卫星引物方法相比较［１０－１１，１８－２０］，本实验采用生物

信息学获得微卫星 ＤＮＡ引物的方法，可大大降低
实验成本及提高实验效率。

７０１
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１９个微卫星位点的总群体固定指数Ｆｉｘ范围为
０００１４～１００００，表明１９个位点在总群体内表现
为杂合子缺失，其对环境的应对能力有所下降。遗

传参数统计结果表明，总群体观测等位基因数

（ｎａ＝１９４７３７）、香农指数 （Ｉ＝２３９９８）、平均
杂合度 （Ａｖｅ＿Ｈｅｔ＝０７２０６）、多态信息含量
（０４４７＜ＰＩＣ＜０９４７）均显示：在哈温平衡下，
总体遗传多样性水平较为丰富。但３个群体的遗传
多样性存在差异，红水河群体的遗传多样性最丰富

（Ａｖｅ＿Ｈｅｔ＝０７７１５），而左江群体和右江群体相
对较低，并且二者之间遗传多样性水平较为接近

（０６９２１、０６９８３）。动植物的遗传多样性受其生
活史特性、繁育方式、地理分布、居群生境、物种

的进化地位等很多因素的影响，统计分析表明，长

寿命、广域分布、远交、动物取食传播的物种具有

较高的遗传多样性［２１］。可能因为左江和右江地区

地质结构类似，且相对复杂，鱼类生活环境较差，

均属于珠江流域干流上的支流［２２］，与外源群体间

的基因交流缺乏，左江、右江群体较高的近交系数

也证明了这点；而红水河水域位于广西省自然保护

区内，稳定性较好，基因库资源丰富，人为干扰因

素少，渔业自然资源保存较好，且处于珠江的干

流［２２－２３］，便于与其他群体进行基因交流。

大眼鳜３群体间遗传分化指数 Ｆｓｔ为０１５３９，
介于０１５和０２５之间，属于中等遗传分化水平，
有１５３９％的遗传变异来自于群体间，８４６１％的
遗传变异来自于群体内，说明不同群体之间的差异

主要来自群体个体间的变异。遗传分化指数与基因

流呈负相关，遗传分化程度越低，表明基因流越顺

畅［２４］。根据Ｈａｍｒｉｃｋ等［２５］和Ｓｌａｔｋｉｎ［２６］的观点，若
每代迁入个体数 Ｎｍ＞１，基因流就足以抵制遗传
漂变的作用，也同时防止了种群分化的发生；若

Ｎｍ＜１，基因流不足以抵制群体内因漂变引起的遗
传分化，即有限的基因流可以促使群体发生遗传分

化［２５－２６］。本研究各座位的基因流 Ｎｍ分布范围较
广 （０１４７４～８９０９１），平均 Ｎｍ值为 １３７４５，
表明基因流基本顺畅，但群体内近交系数较高

（Ｆｉｓ＝０５７６１），容易引起遗传结构的变化。Ｎｅｉｓ
遗传距离的聚类结果表明左江群体与右江群体首先

聚为一支，再与红水河聚为一支。３个群体的聚类
分析表明，大眼鳜微卫星分子标记的群体聚类与群

体的地理分布呈现相关性：左江和右江的地理距离

较近，且在南宁境内相连，两群体交流频繁，不存

在地理隔离导致的生殖隔离，同为一个小群体，但

相对左江和右江，红水河水域相对独立，与左江和

右江无近缘水网相交联，另外，大眼鳜属定居性鱼

类，其自然群体可以在近缘水体中自然繁殖，故红

水河大眼鳜群体与左江和右江群体因地理隔离而导

致了相应的生殖隔离［２７］，体现出了适度的遗传距

离和遗传分化。

人类对珠江流域的利用极大地改变了河流水

文，而地理环境的被迫改变必将影响鱼类种质资源

的遗传多样性。李向阳等［２８］在珠江水电开发对河

流生态的影响及对策研究中，表明河流水文改变会

对生物多样性产生直接影响。本实验所选取的３个
江段修建的水电站对大眼鳜３个群体遗传多样性的
影响不容忽视。对此，在进行水电站建设的同时，

设计水电站鱼类增值放流站，增设鱼类洄游游道、

建设相应的库区自然保护区等措施［２９－３０］，降低水

电站对库区鱼类资源造成的地理隔离、群体自交严

重或基因交流匮乏的现象。

下一步的研究，有必要对珠江各流域大眼鳜进

行更加全面深入地资源调查和群体遗传多样性研

究，以期为大眼鳜种质资源的保护和合理利用提供

更加可靠的科学依据。
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