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摘要 :利用 ISSR分子标记技术 ,对丹江口水库、青龙湖 (河南 )和宿鸭湖 3个野生赤眼鳟群体 90个个体的遗传多样

性进行分析。10个 ISSR引物共获得 96个扩增位点 ,其中多态位点 69个 ,多态位点比例为 71188%。3个群体的多

态位点比例分别为 68113%、64177%和 63122% ,遗传距离分别为 011885、011724和 011711, Nei基因多样性分别为

011509、011397和 011385, Shannon信息指数分别为 012575、012403和 012372。3个群体上述指标差异均不显著 ( p

> 0105)。丹江口水库与青龙湖群体遗传距离最远 (011581) ,丹江口水库与宿鸭湖群体次之 (011429) ,青龙湖和宿

鸭湖群体最近 (011344)。UPGMA聚类结果为青龙湖与宿鸭湖群体先聚在一起 ,其次是丹江口水库群体。结果表

明 : 3个赤眼鳟群体的遗传多样性均较丰富 ,但群体间地理遗传分化差异并不明显。
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　　赤眼鳟 (S qua liobarbus cu rricu lus)隶属于鲤形目

(Cyp riniformes)鲤科 ( Cyp rinidae)雅罗鱼亚科 (Leu2
ciscinae)赤眼鳟属 (Squa liobarbus) ,是广布中国主要

水系的野生经济鱼类 [ 1 ]。由于其具有适应性广、生

长速度较快、抗病力强、易于人工驯化养殖、适宜于

高密度养殖及混养等特点 ,因而极具开发价值 ,近年

来作为新的养殖品种越来越受到人们的重视。但国

内外对赤眼鳟的研究仅限于形态分类、地理分布、年

龄、生长和繁殖等生物学方面 [ 1—5 ] ,而对其遗传多样

性的研究未见报道。

ISSR ( Inter Simp le Sequence Repeat)是建立在

PCR反应基础上的一种新型的分子标记技术 [ 6 ]。

它结合了 SSR和 RAPD技术的优点 ,具有模板需要

量少、多态性丰富、实验成本低、操作简单、实验稳定

性较高等优点 ,现已广泛应用于物种的种质鉴定、亲

缘关系的分析和遗传多样性的检测 [ 7 ]。但在鱼类

中的研究较少 [ 8—11 ]。本研究利用 ISSR分子标记技

术 ,分析了丹江口水库、青龙湖与宿鸭湖 3个野生赤

眼鳟群体的遗传多样性 ,为进一步研究赤眼鳟不同

地理种群之间的遗传分化提供基础数据 ,同时也为

赤眼鳟种质资源的评价、保护和合理利用提供遗传

学上的依据。

1　材料与方法

111　材料　实验用赤眼鳟于 2006年 8、9月分别采集

丹江口水库 (汉江库区的肖川与丹江库区的香花和马

蹬 )、青龙湖和宿鸭湖 ,各 30尾 ,均为野生。取背部肌

肉用液氮保存运回实验室 , - 70℃保存备用。

112　基因组 DNA提取 　取 015g肌肉提取基因组

DNA,参考文献 [ 12 ]方法 ,略有改动。提取后用 018%

琼脂糖凝胶电泳检测其质量 ,用紫外分光光度计估算

浓度和纯度 ,调整浓度至 30ng/μL, 4℃保存备用。

113　 ISSR2PCR扩增 　实验所用 dNTPs和 Taq

DNA聚合酶购自上海生工生物工程技术服务有限

公司 , ISSR引物购自南京生兴生物技术有限公司。

PCR扩增在 B iometra PCR仪上进行。总反应

体积为 25μL,内含 10 ×Taq Buffer 215μL、25mmol/L

Mg
2 +

210μL、10mmol/L dNTPs 015μL、10μmol/L

Primer 1μL、5U /μL Taq酶 012μL、30ng/μL 模板

DNA 115μL,最终加灭菌双蒸水至 25μL。阴性对照

不加模板 DNA。扩增程序为 95℃预变性 5m in,接着

94℃变性 45s、52℃退火 40s、72℃延伸 90s共 38个循

环 ,最后在 72℃终延伸 7m in。扩增产物检测用含

015μg/mL溴化乙锭的 115%琼脂糖凝胶电泳进行 ,
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用 ChampGel21000凝胶图像处理系统观察、拍照。

114　数据统计与分析　在琼脂糖凝胶电泳图谱上 ,

同一引物扩增产物中电泳迁移率一致的条带被认为

属于同一位点。统计各个样品的扩增带 ,有带记为

1,无带记为 0,建立 (0、1)数据矩阵 ,对下列指标进

行统计分析。

(1) 多态位点比例 P =多态位点数 /位点

总数 ×100%。

(2) 群体内和群体间的遗传距离 [ 13 ]
D = 1 - S。

S为遗传相似系数。个体间遗传相似系数 Sxy =

2N xy / (N x +N y )。N xy是个体 x和 y两个共有的带

数 , N x和 N y分别为个体 x和 y的扩增带数。群体内

遗传相似系数是群体内所有的两个个体间相似指数

的平均值。群体间遗传相似系数为两群体间任意两

个体的相似系数的平均值。

(3) Nei的基因多样性 H = 1 - ∑X i
2

(4) Shannon信息指数 I = - ∑X i Ln X i ,其

中 , X i为位点 i在某一群体中的出现频率。

以上分析采用 POPGENE Version1132软件进行

统计。用 SPSS1115 ( Statistical Package for Social Sci2
ences)统计软件中的方差分析 (ANOVA )对以上指

标进行显著性检验。

(5 ) 利用 TFPGA软件对 Nei遗传距离进行

UPGMA聚类分析。

2　结　果

211　 ISSR2PCR扩增结果

在供筛选的 77个引物中 ,有 10个引物扩增结

果稳定、多态型高、重复性好。共扩增出 96条带 ,多

态性带 69条 ,多态性比例 71188%。每个引物扩增

的条带数为 8—11条 (表 1 )。扩增片段大小在

200—2000bp之间 (图 1)。

表 1　筛选引物序列和扩增结果

Tab11　The sequence of p rimers elected and amp lification results

引物
Primer

序列 (5′—3′)
Sequence

总位点数
Total loci

多态位点数
Polymorphic loci

多态位点比例 ( % )

Ratios of polymorphic loci

ISSR232 (AG) 8AC 8 5 62150
ISSR233 (AG) 8AT 10 8 80100
ISSR234 (AG) 8AA 9 6 66167
ISSR257 (AG) 8 TG 10 6 60100
ISSR258 (AG) 8 GA 11 8 72173
ISSR259 (AG) 8 GC 10 7 70100
ISSR262 (AG) 8 CA 10 7 70100
ISSR263 (AG) 8 CT 11 10 90191
ISSR265 (AG) 8 CC 9 6 66167
ISSR275 (AGTG) 4 8 6 75100

Total 96 69 71188

图 1　引物 ISSR232和 ISSR257对赤眼鳟 3个群体的扩增图谱

Fig11　The amp lification patterns of p rimer ISSR232 and ISSR257 in three populations

M:分子标记 Marker; 1—9:丹江口水库个体 Danjiangkou Reservoir individuals; 10—18:青龙湖个体 Q inglong lake individuals; 19—27:

宿鸭湖个体 Suya lake individuals
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212　遗传多样性分析

3个赤眼鳟群体的多态位点比例、遗传距离、

Nei的基因多样性和 Shannon信息指数结果 (表

2)。

表 2　三个赤眼鳟群体的遗传多样性结果

Tab12　Results of genetic diversity of three populations

群体
Populations

丹江口水库
Danjiangkou Reservoir

青龙湖
Q inglong Lake

宿鸭湖
Suya Lake

F检验
F2test

总位点数

Total loci
91 88 87

多态位点数

Polymorphic loci
62 57 55

多态位点比例

Ratios of polymorphic loci ( % )
68113 64177 63122 F = 01386 < F0105 (2, 27) = 3135

遗传距离

Genetic distance
011885 ±010717 011724 ±010531 011711 ±010588 F = 01892 < F0105 (2, 434) = 3102

Nei基因多样性

Neiπs gene diversity
011509 ±011132 011397 ±011109 011385 ±011142 F = 01327 < F0105 (2, 263) = 3104

Shannon信息指数

Shannonπs information index
012575 ±011855 012403 ±011846 012372 ±011890 F = 01311 < F0105 (2, 263) = 3104

　　结果表明 , 3个赤眼鳟群体的多态位点比例、遗

传距离、Nei的基因多样性和 Shannon信息指数都较

高 ,丹江口 >青龙湖 >宿鸭湖。这说明 3个赤眼鳟

群体内个体间均具有较大的遗传差异 ,且丹江口水

库群体相对突出。但方差分析表明群体间的差异不

显著 ( p > 0105)。

3个赤眼鳟群体间的遗传相似系数和遗传距离

(表 3)。结果显示 ,群体间的遗传距离较小 ,均小于

群体内的遗传距离 (表 2)。

表 3　三个赤眼鳟群体间的遗传相似系数 (对角线上方 )和遗传距离 (对角线下方 )

Tab13　Genetic sim ilarity ( above diagonal) and genetic distance ( below diagonal) among three populations

群体
Populations

丹江口水库
Danjiangkou Reservoir

青龙湖
Q inglong Lake

宿鸭湖
Suya Lake

丹江口水库

Danjiangkou Reservoir
018538 018669

青龙湖

Q inglong Lake
011581 018742

宿鸭湖

Suya Lake
011429 011344

213　聚类分析

根据 Nei遗传距离将 3个群体进行 UPGMA聚

类 (图 2)。结果为青龙湖群体与宿鸭湖群体先聚在

一起 ,其次是丹江口水库群体。

图 2　三个赤眼鳟群体的 UPGMA聚类图

Fig12　UPGMA dendrogram of the three populations of

Squaliobarbus curriculus

3　讨　论

311　赤眼鳟群体内的遗传多样性比较

生物群体的遗传多样性是评价生物资源状况的

一个重要依据 ,是物种适应多变的环境条件、维持长

期生存和进化的遗传基础。对种群内和种群间遗传

多样性的认识在进行种质鉴定和亲本选择时具有重

要的现实意义 [ 14 ]。但基于 ISSR技术所反映的物种

遗传多样性的定性迄今还没有一个明确的定量标

准 ,也没有系统的研究记录可作比较。与相同技术

对小黄鱼 [ 8 ]、牙鲆 [ 9 ]和刀鲚 [ 10 ]的研究结果比较 ,丹

江口水库、青龙湖和宿鸭湖的野生赤眼鳟群体的多

态位点比例、遗传距离、Nei的基因多样性和 Shan2
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non信息指数均较高 ,说明 3个野生赤眼鳟群体的

遗传多样性较为丰富。虽然由于鱼类的分类地位及

海洋鱼类与淡水鱼类在基因交流方面的不同 ,可能

导致它们彼此之间在遗传分化水平上存在差异 ,但

上述比较 ,在一定程度上能够间接反映出赤眼鳟的

遗传多样性水平。

本研究的 3个赤眼鳟群体均为野生 ,目前尚无

增殖放流史 ,因而避免了近亲交配等因素对群体遗

传多样性的不利影响 ,遗传结构多样性保存完好 ,可

能有比较高的适应生存的能力 ,蕴藏着比较大的进

化潜能及比较丰富的育种潜力。因此 ,应采取合理

措施保护野生赤眼鳟资源 ,为其持续开发利用和选

择育种提供保证。

312　赤眼鳟群体间的遗传距离比较

丹江口水库与青龙湖群体间的遗传距离为

011581,与宿鸭湖群体间的遗传距离为 011429,青

龙湖与宿鸭湖群体间的遗传距离为 011344,表明青

龙湖与宿鸭湖群体亲缘关系较近 ,丹江口水库群体

与青龙湖和宿鸭湖群体亲缘关系较远。但由于群体

间的遗传距离较小 ,均小于群体内的遗传距离

(011711—011885) ,且 3个群体间的遗传距离差异

均不显著 ,说明 3个赤眼鳟群体间遗传差异不明显。

不同地理群体生物间现有的分布格局可能是由

于地质变化、自然地理环境和气候条件差异等导致

的 [ 15 ]。用于本实验的 3个赤眼鳟群体分别采集于

丹江口水库、青龙湖和宿鸭湖。丹江口水库主要分

布于湖北省丹江口市和河南省淅川县 ,是亚洲第一

大人工水库 ,水域面积 750km2 ,属长江流域汉江水

系。青龙湖位于河南省封丘县境内 ,是河南、山东沿

黄流域最大的一处自然湖 ,与黄河仅一堤之隔 ,湖水

面积 115km
2

,属黄河水系。宿鸭湖水库位于河南省

汝南县境内 ,是亚洲最大的平原人工水库 ,总面积

420km
2

,属淮河流域洪汝河水系。三地之间直线距

离最大约为 380km,最小约为 220km。由于 3个赤

眼鳟群体所处的水系不同 ,地理隔离完全 ,也未有引

种记录 ,故几乎不存在种群间基因交流的可能。但

由于它们所处的地理距离较近 ,同属古北界华北区

与东洋界华中区南北过渡地带 ,气候属亚热带和温

带的过渡类型 ,自然地理环境和气候条件差异不明

显。因此 ,尽管 3个赤眼鳟群体的遗传多样性较为

丰富 ,但群体间的地理分化特征并不明显。
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GENETIC D IVERSITY OF THREE GEOGRAPHICAL POPULATIONS OF SQUAL IOBARBUS

CURR ICULUS REVEAL ED BY ISSR ANALY S IS

YANG Tai2You
1
, GUAN Jian2Yi

2
and CHEN Hong2Xi

1
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Abstract: To assess the genetic diversity of the wild Squaliobarbus curricu lus, Inter2Simp le Sequence Repeat ( ISSR) mo2
lecular marker was app lied from Danjiangkou Reservoir, Q inglong Lake and Suya Lake. Under p redeterm ined op timal reac2
tion conditions, 10 ISSR p rimers were selected from 77 ones. A total of 96 rep roducible DNA fragments were amp lified by

the 10 ISSR p rimers from all the 90 individuals, in which 69 fragments were polymorphic, and the percentage of polymor2
phic loci was 71. 88%. The percentages of polymorphic loci of three wild populations were 68. 13% , 64177% and

63122% , respectively. The genetic distances were 0. 1885, 0. 1724 and 0. 1711, respectively. The Neiπs gene diversity was

011509, 011397 and 011385, respectively. Shannonπs information indices were 012575, 012403 and 012372, respectively,

which have no significant differences among the three populations ( p > 0105 ). The genetic distances of inter2population

were 011581, 011429 and 011344, respectively. The farthest genetic distance occurred between Danjiangkou Reservoir and

Q inglong Lake populations, and the nearest between Q inglong Lake and Suya Lake. Unweighted pair2group method with

arithmetic averages (UPGMA) cluster analysis based on Neiπs genetic distances showed that Q inglong Lake and Suya Lake

population assembled to one group firstly, and then did Danjiangkou Reservoir population. The results indicated that the

percentages of polymorphic loci, the genetic distances, the Neiπs gene diversity and Shannonπs information indices of three

populations of Squaliobarbus curricu lus were higher. The inter2population genetic distances were low, and lower than the

intra2population genetic distances. It showed that the three populations have high genetic diversity, but geographical genetic

differentiation was not obvious among inter2population. The results also p rovided basic information for the p rotection and

utilization of natural resource of Squaliobarbus curriculus.
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