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摘  要 

胭脂鱼遗传多样性及其家系管理研究 

胭脂鱼（Myxocyprinus asiaticus）隶属于鲤形目亚口鱼科胭脂鱼属，为国家Ⅱ

级重点保护动物，是迄今所知亚口鱼科分布于我国的单型属和种，分布于长江和

闽江水系。近年来，由于无节制的捕捞、水域污染、水利工程建设等人为因素的

影响，其资源量急剧下降。闽江水系已经很难发现胭脂鱼的踪迹，分布于长江的

胭脂鱼可能是现存胭脂鱼的唯一野生种群，并且在长江中的分布区域也逐渐缩小，

主要集中于宜宾至重庆的川江江段、长江中下游集中于葛洲坝下游一带及部分支

流，已处于非常濒危的程度。鉴于该物种目前的资源量和所处的环境来看，以人

工增殖放流的方式增加其在长江中的资源量可能是避免其资源进一步减少及资源

量较快恢复的有效途径。 

增殖放流的目的除了需要不断增加放流物种的种群数量，还需保证物种自然

的野生种质资源遗传特征不被干扰，不影响放流水域的自然生态系统。本文通过

采集 5 个胭脂鱼养殖场内所有繁殖亲鱼以及部分长江野生胭脂鱼样本，利用分子

标记（mt-DNA 和 SSR）对养殖场内养殖群体和长江野生群体遗传多样性进行分析，

开发胭脂鱼亲子鉴定技术；建立胭脂鱼亲鱼谱系档案，对胭脂鱼增殖放流效果进

行评估，从而保护胭脂鱼种质资源、实现胭脂鱼的资源量恢复和增殖。主要研究

结果如下： 

1．胭脂鱼微卫星标记的开发 

利用生物素-磁珠富集法开发并得到 23 对胭脂鱼微卫星标记，使用该微卫星标

记对 24 尾万州胭脂鱼养殖个体进行了遗传多样性的初步研究，结果表明：等位基

因数目为 3~12 个；观测杂合度 0.292~0.958；期望杂合度 0.423~0.900；多样性指

数 0.356~0.869，其中微卫星标记 Mas2，Mas16，Mas17，Mas18 和 Mas20 显著偏

离哈德文平衡（P < 0.01）。其微卫星标记可应用于胭脂鱼遗传多样性分析、种质

鉴定及人工增殖放流效果评估等进一步研究。 
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2．建立胭脂鱼亲子鉴定技术及开发试剂盒 

将其中 17 对多态性高并且能稳定扩增的微卫星标记，分别在 F 正向引物标上

2 种常用的荧光引物（5-HEX 和 5-FAM），取 30 尾胭脂鱼个体作为子代群体，同

时选取繁殖亲本个体 30 尾作为候选亲本用于建立亲子鉴定体系。使用 Cervus 3.0

软件判定亲缘关系，在双亲未知时，17 个位点累积排除概率为 0.98746106；在双

亲之一已知的情况下，17 个位点累积排除概率为 0.99971843；在双亲都已知的情

况下，17 个位点累积排除概率为 0.9999988。30 尾子代个体均准确找到亲本，分

析结果证实这 17 对胭脂鱼微卫星标记用于建立胭脂鱼亲子鉴定技术是可行的，并

且开发了胭脂鱼亲子鉴定试剂盒。 

3．线粒体 DNA（d-loop 和 cyt-b）和微卫星标记对胭脂鱼遗传多样性评估 

线粒体 DNA：采集胭脂鱼样本 199 尾（养殖场 149 尾和长江胭脂鱼 50 尾），

线粒体 DNA 中 d-loop 和 cyt-b 拼接后得到 2047bp 碱基序列中平均各碱基比为

28.3T：26.2C：28.4A：17.1G，其中 88 个变异位点并且定义了 33 个单倍体型，单

倍型多样性指数 h 为 0.916，核苷酸多样性指数 p 为 0.01234，分子变异方差

（AMOVA）分析显示 6 个群体间变异指数 FST为 9.28%的遗传变异来自于种群间，

说明胭脂鱼群体间存在一定的遗传分化，进一步对群体间两两比较，发现引起遗

传分化的主要是长江采集群体和万州养殖群体。Network 结果显示胭脂鱼线粒体

DNA 存在 2 个明显分开的进化单元，为不同采样群体共享。 

微卫星标记：利用筛选的 11 个微卫星标记对 214 尾胭脂鱼（养殖场 149 尾和

长江采集胭脂鱼 65 尾）遗传多样性分析发现，长江群体等位基因数明显多于养殖

场群体（13~7.3），期望杂合度和观测杂合度度均为（Ho=0.771，HE=0.748）。分

子变异方差（AMOVA）分析显示养殖场群体和长江群体遗传分化指数 FST=0.028，

（P < 0.01）；Structure 分层分析和 Neighbor-Joining tree 建树均显示分为 2 个进化

单元，四川养殖种群为一个单独的进化单元，与养殖场内胭脂鱼存在遗传分化；

四川、宜宾和宜昌养殖群体在二段突变模型（T.P.M.）检测中发现存在“瓶颈效应”

并达到显著水平（P < 0.05）。 
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4．建立胭脂鱼繁殖亲鱼谱系档案 

利用微卫星标记建立了 5 个养殖场内全部繁殖亲鱼（149 尾）在 11 个基因座

的上所有座位谱系档案，评估了 5 个养殖场内全部个体间的遗传分化与亲缘关系，

包括家系间各种遗传距离、家系内个体间的遗传关系及亲缘系数，并利用 UPGMA

算法绘制出不同养殖场胭脂鱼亲本系统发育图。通过优先选取系统发育树分支个

体少的支系，以一雄配多雌的繁殖方式在 3 种遗传距离（小于 0.02，0.02~0.2，大

于 0.2）的亲本建立繁育家系 56 个，以期通过后代优势个体确定最适繁殖亲本的

遗传距离，防止近亲繁殖引起的遗传衰退，为胭脂鱼养殖场人工繁殖提供建议。 

5．胭脂鱼人工增殖放流效果评估 

利用 11 对多态性微卫星标记进行胭脂鱼增殖放流效果评估。结果表明，199

尾胭脂鱼样本（养殖场 149 尾和长江胭脂鱼 65 尾）中共观测到 140 个等位基因，

其平均观测杂合度和期望杂合度的平均值（范围）分别为 0.771（0.519~0.906）和

0.759（0.469~0.894），多态信息含量为 0.726（0.392~0.882）。通过软件 Cervus

运算统计，11 个微卫星座位累计排除率为 0.999983%，并且在长江采集的 65 个样

本中，11 个样本与养殖场内繁殖亲本确定存在亲子关系，据此我们确定这 11 尾为

增殖放流的胭脂鱼，并由此推算增殖放流的胭脂鱼对长江野生群体的贡献量为

16.92%；另外，我们利用线粒体 DNA 和微卫星标记对长江增殖放流胭脂鱼和野生

胭脂鱼遗传多样性分析，结果表明，人工增殖放流胭脂鱼还没有对长江胭脂鱼遗

传结构产生影响，因此，人工增殖放流胭脂鱼是可行的，能够有效避免其野生资

源进一步减少、或资源量较快的恢复，能够实现胭脂鱼增殖与保护。 

 

关键词：遗传多样性；家系管理；亲子鉴定；胭脂鱼 
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ABSTRACT 

Population genetic diversity and pedigree management of Chinese 

sucker (Myxocyprinus asiaticus) 
By Cheng Weiwei 

Directed by Wei Qiwei 
Chinese sucker (Myxocyprinus asiaticus) is a class II state-protected species in 

China. It is also as an endemic freshwater fish in China and the only representative of 

the Catostomidae family in Asia. Historically, M. asiaticus distributed in the Yangtze 

River and Minjiang River (Fujian Province), and was an important economical fish. 

However, due to over-fishing, water pollution, and dam construction, the numbers of M. 

asiaticus have declined sharply in nature in past few years. Fortunately, M. asiaticus has 

been artificially propagated successfully and juveniles were released in the Yangtze 

River to enhance the local stock recently. 

The conservation management of endangered species contains ensuring the extant 

populations and increasing their abundance and distribution, and it requires the 

knowledge of the behavior and ecology of this species, but also involves assessing 

genetic diversity of the populations, which can limit the adaptive potential of the species. 

Small or isolated populations represent limited genetic diversity due to the loss of 

alleles more susceptible at risk of extinction. Genetic variation is essential for securing 

the evolutionary potential of a species. Our study used Mitochondrial DNA (d-loop and 

cyt-b) and Microsatellite loci to assess population genetic diversity and pedigree 

management of M. asiaticus. 

1. We developed twenty-three polymorphic microsatellite loci in M. asiaticus. The 

observed and expected heterozygosity ranged from 0.292 to 0.958 and 0.423 to 0.900, 

respectively. The polymorphic information content ranged from 0.356 to 0.869, with a 

mean of 0.710. These microsatellite loci were expected to be useful for further studies 

of genetic diversity, population genetic structure, and assessments of the artificial 

propagation release effect of M. asiaticus. 

2. We used 17 mcrosatellite loci to establish paternity test technology, and marked 

two commonly used fluorescent labeled primers (5-HEX and 5-FAM) in F-primer. 
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Thirty younger fish (offspring) and thirty parent fish were used to establish paternity 

test technology. The combined non-exclusion probability (first parent) was 0.98746106; 

the combined non-exclusion probability (second parent) was 0.99971843; the combined 

non-exclusion probability (parent pair) was 0.9999988. All the offspring was correctly 

find their parents. And we also developed a mullet paternity test kit of M. asiaticus. 

3. The sequences of mitochondrial DNA control region (d-loop) and cytochrome b 

gene (cyt-b) were identified to evaluate its genetic diversity and population structure 

from five fish farms. One hundred and ninty-nine specimens were collected and 2047 

base pairs were surveyed. Eighty-eight polymorphic nucleotide positions were found, 

and 33 haplotypes were identified. High levels of haplotype diversity (0.916) were 

detected, with nucleotide diversity of 0.01234 (P<0.05). The median network analysis 

and neighbor-joining tree showed three clearly distinguishable clades, each of which 

were present in multiple populations and not limited to a single farm or region. Analysis 

of molecular variance indicated that 9.28% of the genetic variance occurred among 

populations, while 90.72% was contained within populations (P<0.01). 

We screened 11 microsatellite loci to assess potential genetic differentiation 

between wild and culture populations based on 214 individuals. We found the wild 

population had higher number of alleles compare to the culture population (13–7.3), and 

high levels of genetic diversity expressed as heterozygosity (Ho=0.771, HE=0.748) both 

in wild and cultured population. Significant differentiation was among wild and culture 

population (global FST=0.028, P < 0.001). The Structure analyze and Neighbor-Joining 

tree assignment models revealed three primary genetic clusters with moderate 

divergence between the clusters: the wild Yangtze population was a separate cluster, 

Sichuan cultured population was another cluster, the rest cultured population was the 

third cluster. Our analyses also revealed that 22 wild samples from Yangtze River were 

assigned to the cultured population, which proves the rearing and release of artificially 

propagated fish was the approachable way to avoid sharp reduction of M. asiaticus 

resources. Overall, these genetic data support the endangered status of M. asiaticus and 

suggest the future conservation management planning. 

4. Small populations are vulnerable to the consequences of breeding within closed 

groups, because the loss of genetic variability can lead to inbreeding depression. In this 

study, we used eleven microsatellite loci to establish the pedigree of all the cultured 
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population in five M. asiaticus farms, and evaluated the genetic differentiation and 

genetic relationship in the all individuals. We also using UPGMA method to map the 

different farms and individuals. To avoid inbreeding, we established thirty-nine familys. 

5. In this study, one hundred and forty-nine breeding parents and 65 recaptured 

fishes of M. asiaticus were collected, and 11 polymorphic microsatellite loci were used 

to assess the parentage relationship between them. A total of 140 alleles were obtained 

and the mean observed and expected heterozygosity was 0.771 and 0.759, respectively. 

The range of the non-exclusion probability was 0.356 to 0.890 and the combined 

non-exclusion probability (first parent) of 11 loci was 99.9983%. Eleven from 65 

recaptured fishes were assessed as offsprings of breeding parents (4 from 26 samples in 

2011, 3 from 16 samples in 2012, 4 from 23 samples in 2013). It indicated that the total 

contribution of the enhancement to natural population of M. asiaticus was 16.92% in the 

Yangtze River. 

 

Keywords: genetic diversity, pedigree management, paternity test, Myxocyprinus 

asiaticus
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第一章  引  言 

胭脂鱼为国家Ⅱ级重点保护动物，近年来，由于其自身原因（性成熟时间长）

和人为因素（无节制的捕捞、水域污染、水利工程建设）等，其资源量急剧下降，

闽江水系已经很难发现其踪迹，长江中的分布区也逐渐缩小，已处于非常濒危的

程度，因此，从分子水平上评价现存胭脂鱼的遗传背景十分重要。目前人工增殖

放流是避免其在长江中的资源量进一步减少、或资源量较快恢复的有效途径，人

工增殖放流除了需要不断增加放流物种的种群数量，还需保证物种自然的野生种

质资源遗传特征不被干扰，不影响放流水域的自然生态系统。 

为解决以上问题本论文开展了以下研究，首先综述了分子标记（主要是线粒

体 DNA 标记和微卫星标记）的种类和应用、亲子鉴定的原理和研究进展、种群遗

传多样性的研究进展和胭脂鱼的物种概况和研究进展（第二章）；其次是利用生

物素磁珠富集法开发胭脂鱼微卫星标记（第三章），构建微卫星富集文库，筛选

多态性高的微卫星标记用于后面胭脂鱼遗传多样性分析、亲子鉴定、家系管理以

及人工增殖放流效果的评估；以及建立胭脂鱼亲子鉴定技术和试剂盒的开发（第

四章）；第三本文分别利用分子标记线粒体 DNA（d-loop 和 cyt-b）和微卫星标记

对胭脂鱼遗传多样性进行分析（第五章）；利用微卫星标记辅助胭脂鱼家系谱系

档案建立（第六章），用于指导胭脂鱼全人工繁殖，防止近亲繁殖引起的遗传衰

退；最后对人工增殖放流的胭脂鱼效果进行评估（第七章），并估算其放流贡献

率，对比放流胭脂鱼与长江胭脂鱼遗传背景，以期实现胭脂鱼资源量的增殖与保

护。 

本论文开发了 23 对胭脂鱼微卫星标记；首次建立了胭脂鱼亲子鉴定体系和试

剂盒；为人工增殖胭脂鱼养殖场繁殖指导建议；并首次利用分子标记对胭脂鱼人

工增殖放流效果进行评估。 
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第二章  文献综述 

1 分子标记 

1.1 分子标记特点及其种类 

20世纪 80年代，诞生了直接从DNA水平上进行遗传分析的分子标记（即DNA

分子标记），DNA 分子标记是用于标定或追踪某一特殊染色体上某一特殊位点的

一段 DNA 序列，它可以是一个染色体位置或表型已知的基因，也可以是一段能够

对某一基因或性状的遗传进行研究的 DNA 序列，且必须是可遗传和可检测的（Zaid 

et a1，1999）。常见的分子标记有数十种，目前可以分为 4 类，以分子杂交为基础

的分子标记（RFLP、VNTR）、以 PCR 为基础的分子标记（DAF、RAPD、STS、

AP-PCR、SCAR、SSR、SSCP、SPAR、DdF）、PCR 与酶切相结合的标记（AFLP、

CAPS）和 DNA 芯片技术的标记（SNP）。 

DNA 分子标记作为一种新的遗传标记技术其主要特点如下： 

A）直接以 DNA 形式表现，在生物体各个组织、发育时期均可检测到，不会

受生物某些外在因素的影响，不存在表达与否的问题； 

B）多态信息含量高，数量丰富，遍布整个基因组，不需要另外创造遗传材料； 

C）大多数分子标记为共显性，能够鉴别出杂合和纯合基因型（Ganal et al，

1989），提供完整的遗传信息； 

D）大多数分子标记为“中性标记”，不会引起群体表现型的较大改变； 

E）没有上位效应和互隐性作用； 

F）检测手段简单、准确、迅速（郑敏和罗玉萍，1999；方宣钧等，2001）。 

分子标记这些特征奠定了其广泛的应用基础，极大的推动了生物科学的发展。

随着分子生物学的快速发展，分子标记的研究和应用也得到长足的发展，已广泛

应用于生物多样性分析、种质资源的分类演化、遗传育种、基因库构建、遗传图

谱构建、基因定位、物种亲缘关系鉴定和基因克隆等方面，并显示了其独特的优

势（黎裕等，1999；危文亮和赵应忠，2000；Sakamoto et al，2000；王凯等，2003；
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董世瑞，2006；初冠囡，2012；Ben Naceur et al，2012）。目前在水产动物鱼类研

究中可以选择的分子标记很多，本文以微卫星标记和线粒体标记作以简要概述。 

1.2 微卫星标记特点及其获取途径 

（1）微卫星标记的特点 

微卫星 DNA（microsatellite），又称为简单序列重复（Simple Sequence Repeats，

SSR）或短串联重复序列（Short Tandem Repeats，STR），一般由 1~6 bp 的核心

重复单位和重复区域两端的保守序列两部分组成，不同的重复数目和重复位置是

形成微卫星位点多态性的基础（Litt and Luty，1989），其优点表现在以下方面： 

A）微卫星标记遵循孟德尔遗传定律，为共显示遗传，能很好的区分纯合子和

杂合子，因此可以直接通过比较亲本和后代的基因型来区分自交后代和杂交后代，

在亲缘关系分析以及利用微卫星数据编制谱系档案是极为可靠的（倪小伟，2012）。 

B）广泛分布于真核生物基因组中且数量多，Tautz（1989）发现在真核生物

中每 5~10 kbp 序列中就存在一个重复序列，Hamada 等（1982）年发现真核生物基

因组中含大量的 dT-dG，同时证实了从酵母到人类基因组中均广泛存在微卫星序

列。 

C）微卫星多态性高且变异丰富，一个微卫星位点在不同的群体中能显示不同

的等位基因。一般微卫星核心序列的重复数越高，等位基因数目就越多，多态性

也随之越高（Ma et al，1996），可较好的应用于物种遗传多样性分析和基因资源

调查（Patricia et al，2012）。 

D）微卫星引物具有通用性，由于核心区域两侧序列在不同物种中保守性较

高，近缘物种的相度性更高，因此微卫星标记在近缘种、属间经常可以通用（曾

岩等，2000；骆慧，2013）。 

E）检测方法快速、简单。通常使用常规 PCR 方法、琼脂糖凝胶电泳技术、

聚丙烯酰胺凝胶电泳和毛细管电泳等方法读取等位基因大小值（高一龙等，2009），

其检测成本低、检测程序标准化、灵敏度高。 

微卫星分子标记在特定位点上按照孟德尔定律分离并且提供高度多态性的、

共显性的、选择中性的优点，因此广泛应用到分子生态和系统发育与进化研究中。
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其缺点需要是测定并找到两端的特异的单拷贝并设计引物，因此需要投入大量的

人力和物力。 

（2）获取微卫星标记的途径 

微卫星序列的获取是微卫星标记的基本前提，目前获得微卫星标记主要有以

下 3 种途径： 

A）从公共数据库和文献上查找微卫星标记 

GenBank、DDBJ（DNA Data Bank of Japan）、EMBL（European Molecular 

Biology Laboratory）等公共 DNA 数据库中包含部分物种的微卫星序列、引物、EST

或 DNA 序列，可以直接从中筛选或设计微卫星引物；此外，从已发表的文献中也

能查找到微卫星位点或引物，这是获得微卫星位点比较经济、快捷的方法，但受

数据库中数据量的限制，目前只有多数模式生物和经济作物能够实现。 

B）富集法 

大多数生物需要从基因组 DNA 中筛选微卫星标记，即建立微卫星文库进行标

记的筛选。富集法又分为引物延伸法（primer extension）、杂交选择法（hybridization 

selection）和 FIASCO（fast isolation by AFLP of sequences containing repeats）法 3

种，其中 FIASCO 应用的最多，该方法将 AFLP 技术与杂交技术相结合，利用磁

珠与 AFLP 片段中含有的微卫星序列进行杂交，然后将获得的微卫星序列的杂交

进行克隆后测序。已成功的筛选了多种鱼类的多态性微卫星标记，如濒危物种中

华鲟、达氏鲟、胭脂鱼等（张四明等，2000；Cheng et al，2013；Zhang et al，2013）。 

C）近缘物种交叉扩增 

利用近缘物种的通用性通过引物筛选获得微卫星标记，即利用微卫星核心重

复区的两侧保守区序列在近缘物种中具有高度保守性的特点，用近缘物种保守区

设计微卫星引物对目的 DNA 扩增以获取微卫星标记。该方法能较快的且有效的获

得微卫星位点，并且这种扩增方法在鱼类中也得到越来越多的应用（Lima et al，

2009；Pickles et al，2009；Luo et al，2013）。 

微卫星分子标记其诸多优点和巨大的应用前景，被广泛应用于各种生物学研

究中，在水产动物中主要应用群体遗传学、亲缘关系鉴定与个体识别、遗传图谱

的构建和分子标记辅助育种等方面。 
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1.3 线粒体 DNA 标记的结构特点及遗传规律 

（1）线粒体 DNA 的结构和特点 

线粒体 DNA（Mitochondrial DNA，mtDNA）是一种共价闭合环状双链 DNA

（Avise et al，1987），能够独立地进行复制和转录，是目前已知的唯一的母系遗

传核外 DNA 分子标记（Claytoo，1982）。 

Chen（2013）对胭脂鱼线粒体 DNA 全基因组进行了测定和基因重排，胭脂鱼

线粒体结构如图 2.1。胭脂鱼线粒体全长 16,636 bp，其中包括 13 个蛋白质编码基

因（Cytb 、COI、COII、COIII、NDI、ND2、ND3、ND4、ND4L、ND5、ND6、

ATPase6、ATPase8）、22 个 tRNA、2 个 rRNA 基因（12S rRNA、16S rRNA）和

一个长度为 944 bp 的控制区处于 tRNAPro 和 tRNAPhe 之间。 

 

图 2.1 胭脂鱼线粒体 DNA 结构图 

Fig 2.1 The structure of Chinese sucker Mitochondrial DNA 
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mtDNA 进化的主要特征是插入和缺失较少，主要是以碱基替换为主，控制区

（d-loop）进化最快，其次是细胞色素 b（cyt-b），蛋白质和 tRNA 居中，rRNA

最慢（朱雪莲等，2006；金菊，2011）。因此在研究分化时间较短的物种间亲缘

关系和遗传分化时，一般选择进化最快的 d-loop 和 cyt-b 基因。 

（2）线粒体 DNA 的遗传规律 

A）严格的母系遗传 

鱼类 mtDNA 一般呈母系遗传，虽然在鱼类受精过程中，有精子进入卵细胞，

但精子只有 100 个左右的 mtDNA 拷贝，而卵细胞内却含有 105~108 个以上的

mtDNA 分子拷贝，因此可以说鱼类线粒体 DNA 属于严格的母系遗传； 

B）无组织特异性（Fransisco，1979；Avise and Saunders，1984） 

C）分子量小 

分子大小只有 15.7~19.5 kb，处于限制性内切酶酶切范围内，线粒体基因组结

构紧凑，没有间隔区和重复序列，非编码序列也很少，编码区不含内含子； 

D）拷贝数多 

每个细胞中有 1000~10000 个拷贝，容易从组织中分离，重复性好； 

E）进化速度快且不同区域进化速度不同 

通过 DNA 序列研究表明，mtDNA 的进化速率比单拷贝核基因要高 5~10 倍

（Borwn et al，1979）；不同的区域进化速度存在差异，允许选择不同的区域进行

不同时间尺度的进化分析（桂建芳，1990；肖武汉和张亚平，2000）； 

F）编码效率高 

同基因组 DNA 相比，mtDNA 上的基因排列极其紧凑，且无内含子。 

目前 mtDNA 在水产动物中的应用，从 DNA 分子水平上认识到不同的品种和

个体上的遗传差异，通过特异性引物 PCR 扩增反应电泳和银染，检测出 DNA 区

域多态性反映群体的遗传特征、种群分化以及种属关系，已成为研究水产动物起

源进化、分子钟、基因流、系统发育、群体遗传多样性、近缘种杂交、种质鉴定

和濒危物种保护的重要方面。 
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2 亲子鉴定原理及其研究应用 

2.1 亲子鉴定原理及其种类 

亲子鉴定（Parentage identification）亦称亲权鉴定，在 DNA 分子水平利用分

子遗传学，生物学及医学的理论和技术判断亲代与子代是否具有血缘关系（Kashi et 

al，1990），即验证被检个体间单基因型遗传标记是否有某种亲缘关系。遵循的遗

传规律有常染色体基因座遗传、性染色体遗传和核外基因组遗传规律三种。 

亲子鉴定的内容包括以下几个方面：个体生父的确定；个体生母的确定；个

体生父、生母的确定；也包括生父、生母后代的确定。亲子鉴定技术最早应用于

司法鉴定领域，随着分析技术的发展，亲子鉴定的方法越来越多，可靠性也越来

越高。从早期的表型标记，系谱登记等传统方法，逐步发展到生理生化水平依据

血型、蛋白质多态性和同功酶等进行亲权关系鉴定，再到分子水平依据 DNA 分子

进行亲权鉴定（韩春梅等，2004；吴艳等，2004）。 

2.2 亲子鉴定操作流程 

微卫星分子标记具有较高的变异率和高度的遗传多样性，等位基因在任何两

个个体之间不可能一样（同卵双生除外），从而使得微卫星代替了人们最早使用

的血型、血液蛋白，其多态性在个体识别及亲缘关系鉴定方面成为重要的研究手

段。 

利用微卫星进行亲子鉴定过程主要有：1）采集血样、毛发或组织样品，并从

中提取基因组 DNA；2）筛选合适的微卫星多态性引物，合成荧光引物后对其进行

PCR 扩增，然后进行凝胶电泳分析；3）对实验结果进行分析，与谱系进行对照，

对亲缘关系概率进行估计并确定。 
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2.3 亲子鉴定的应用 

（1）亲子鉴定在家系管理的研究 

目前，亲子鉴定不仅在法医学上有特殊的用途，而且在动物遗传育种与繁殖

领域并且在濒危野生动物育种中也得到了广泛的应用。进行亲权鉴定和建立遗传

谱系，在现代保护生物学和动物管理中己显得越来越重要，特别濒危物种种群数

量小、近亲繁殖严重地威胁种群的扩大和发展，需要有一个详细、确切的谱系档

案才能做好繁殖管理。 

在水产养殖方面，亲子鉴定技术广泛应用于良种选育、系谱追踪等方面。亲

缘关系鉴定或子代个体识别是确定个体间准确的亲缘关系以及建立正确的家系谱

系档案的前提。正确的家系谱系档案可以有效的避免或减少近交，以此达到避免

近亲衰退现象，对于提高鱼类育种效率和生产实践有着重要意义。有效的减少近

亲繁殖威胁种群的扩大和发展，特别是对于某些种群数量较小的濒危物种如中华

鲟、达氏鲟、胭脂鱼。利用亲子鉴定原理确定一个详细、准确的种群谱系档案，

做好繁殖管理，避免后代中可能存在的近亲交配，严格控制小群体内的近交行为

导致群体的生存力下降，从而避免近交衰退和遗传多样性丢失。 

Kellogg 等（1995）利用微卫星标记研究罗非鱼的亲子关系时发现，由同一批

罗非鱼卵发育的后代大多数情况下存在着一种以上的血缘关系，甚至在实验中证

明其中某一窝卵的后代的父本是 7 条不同的雄鱼。Herbinger 等（1995）对来源于

不同种群的同一环境下饲养的 100 尾虹鳟（Oncorhynchus mykiss）幼鱼仅通过 4 个

基因位点准确鉴定了 91%个体的血缘关系。朱滨等（1999）利用 4 对湖鲟微卫星

引物对中华鲟随机个体样本构建 DNA 指纹图谱，研究表明，该指纹图谱能对 1999

年获得的中华鲟亲鱼样本进行有效的区分，且其中两对微卫星引物得到的等位基

因数较多，在个体间表现出较高的多态性，并可用于鉴定人工增殖放流个体和自

然繁殖个体。张春雷等（2010）通过 7 对微卫星标记，对哲罗鱼的微卫星亲子鉴

定准确率、亲子鉴定能力与候选亲本群体大小的关系作了研究。 

刘静霞等（2002）利用的 8 个微卫星 DNA 标记（Crooijmanset at a1，1997）

对从锦鲤（Cyprinus carpioL.）的红白、大正和昭和 3 个不同品系中所获得的 4 个
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不同人工雌核发育家系的 20 尾个体进行 PCR 扩增，进行了 1 代的人工雌核发育，

其家系内仅部分个体的部分座位出现纯合，所获得的人工雌核发育锦鲤为后续的

色素遗传调控机制研究提供了必要的实验材料。Jerry 等（2006）从斑节对虾

（Penaeus monodon）公开的微卫星标记中挑选出多态性含量较高的 7 个位点，对

13 个家系进行了亲权鉴定，结果表明全部子代个体都可以准确的找到相应的家系

中。杨国梁等（2008）为建立罗氏沼虾育种项目，2006 年利用罗氏沼虾 3 个群体，

通过巢式交配设计，实现了大规模构建罗氏沼虾父系半同胞家系，通过标准化培

育，最终建立了 123 个家系，其中含有父系半同胞家系 37 个，为建立罗氏沼虾全

同胞和半同胞家系提供了依据。陈松林等（2010）以半滑舌鳎渤海野生群体和人

工养殖群体为基础群体，建立了半滑舌鳎家系 18 个，对不同家系鱼苗进行荧光标

记后放在同池进行生长比较，结果表明不同家系鱼苗生长速度差异显著，筛选出

生长快速的家系 2 个，生长较快的家系 4 个，生长速度一般的家系 12 个，通过家

系选育方法可以筛选出生长速度快、抗病力强的半滑舌鳎优良家系，从而为半滑

舌鳎高产、抗病优良品种培育提供新的技术手段。Wang 等（2010）利用 16 重 PCR

复合体系对太平洋牡蛎（Crassostrea virginica）进行了亲子鉴定研究，结果发现

160 个子代个体可以全部成功的找到正确的家系。 

（2）亲子鉴定在人工增殖放流效果评估的应用 

渔业人工增殖放流是通过向天然水域投放鱼、虾、蟹、贝等各种渔业生物以

达到恢复或增加渔业资源种群数量和资源量的目的（邓景耀和叶昌臣，2001），

自 20 世纪 50 年代以来，我国在一些湖泊和沿海地区开展了以引种和增殖当地种

为主的增殖放流活动（张航利等，2012）。经过近几十年的努力，长江流域鱼类

人工增殖发展很快，不仅包括四大家鱼、鲤、鲫等重要经济鱼类，同时也包括中

华鲟、达氏鲟、胭脂鱼、岩原鲤等珍稀特有物种的人工增殖放流，这是渔业资源

增殖和鱼类资源保护的重要措施。 

将放流的渔业资源经过一定时间的增殖后进行回捕，回捕的个体数与总放流

个体数之比称为回捕率，回捕率可以准确直观的反映人工增殖放流效果（邓景耀

和庄志猛，2001）。目前回捕率计算法普遍采用的是统计标志回捕率，即根据放

流和野生群体的比例估算放流群体的回捕率，物理性的标志方法如剪尾鳍或挂牌，
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或用茜素络合物和盐酸四环素溶液浸泡仔鱼、稚鱼对耳石进行标记（李伟亚，

2012），或者采用可见植入荧光标记（VIE）和编码金属标（CWT）（杨晓鸽等，

2013），这些方法操作繁琐，费用昂贵，且标志容易脱落，从而不易区分放流和

野生个体（梁维波和于深礼，2007），另外放流个体的损害较大，容易造成不可

修复性损伤，导致个体放流后不适应放流环境，生活力的下降，死亡率上升，影

响放流回捕率的估算。 

利用微卫星分子标记经过亲子鉴定家系认证，进行放流回捕率的精确估算的

原理是同一个家系个体具备相同的、可识别的指纹图谱，且每一个放流个体中均

存在（张凯，2013）。具体做法是获得一个家系的分子指纹图谱信息后，将这个

家系或后代掺入放流群体中，实际上就是掺入了一种肉眼不可见的“荧光标记”，

在获得回捕个体后，就可以用仪器准确的检测出这种特殊的“荧光标记”。这种

内在的“荧光标记”即微卫星标记，具有以下特点： 

A）“荧光标记”是放流个体自身所携带的，并不是人为进行的物理标志，因

此不会对放流个体造成任何伤害，更不会影响放流“内标”个体的生活力，且在

放流后放流个体的标记不会丢失； 

B）分子标志符合孟德尔遗传定律，子代的遗传信息完全遗传父母本，因此在

放流前仅需要获得放流“内标”家系的亲本样本信息，放流回捕后，用 PCR 扩增

基因分型的方法即可快速检测放流“内标个体”； 

C）和生产性苗种繁育一样，“内标”个体可以大规模生产，满足人工放流总

量的需求； 

D）鉴于微卫星分子标记自身的特点，标记可以分布广泛，用以区分放流个体

和自然群体，以满足放流回捕后“内标”个体的鉴定； 

E）放流这种“内标”个体，不会对野生资源的结构造成破坏，从而保证了渔

业资源的可持续性发展。 

目前，利用微卫星分子标记亲子鉴定技术对人工增殖放流效果评估还未有较

多的报道，本文成功的运用胭脂鱼微卫星标记对人工增殖放流胭脂鱼的放流贡献

率和遗传结构方面进行了评估（成为为等，2013）。 



胭脂鱼种群遗传多样性及家系管理研究 
 

12 
 

3 种群遗传多样性研究应用 

3.1 种群遗传多样性定义 

生物多样性主要体现在四个层次：即物种多样性、遗传多样性、生态系统多

样性和景观多样性（马克平，1993）。物种多样性是生物多样性的中心，遗传多

样性是物种多样性的基础，而生态系统多样性则是维系物种多样性的保证。广义

的遗传多样性是指地球上所有生物携带的遗传信息的总和，而狭义的遗传多样性

亦称基因多样性是指种内基因的变化，包括同一群体中不同个体或生物种内不同

群体之间的遗传变异总和。 

遗传多样性最直接的表达形式就是遗传变异性的大小，但也包括遗传变异分

布格局，即群体的遗传结构。遗传多样性是重要的生物资源，其产生是由于遗传

信息在外界或内在的因素作用下，在复制过程中出现了 DNA 片段的倒位、易位、

缺失或转座等，从而导致不同程度的遗传变异。物种或群体的遗传多样性大小是

长期进化的产物，是其生存（适应）和发展（进化）的前提（Sotis et al，1991）。

一个群体（或物种）遗传多样性越高或遗传变异越丰富，对环境变化的适应能力

就越强，越容易扩展其分布范围和开拓新的环境。 

3.2 线粒体 DNA 和微卫星技术在鱼类种群遗传研究中的应用 

（1）线粒体 DNA 在鱼类种群遗传研究中的应用 

遗传多样性是生物多样性的一个重要组成部分。鱼类保护遗传学的一个重要

内容，就是保护物种的遗传多样性，保持物种种质及其进化潜力，防止等位基因

频率发生变化，特别是某些稀有等位基因的消失。mtDNA 在分析鱼类遗传结构有

较大优势，与其它物种一样，mtDNA 应用于鱼类种群遗传结构最初是对整个基因

组或部分基因进行限制性片段长度多态分析（RFLP），目前主要采用 DNA 测序

技术对 mtDNA 的部分序列，如控制区序列或细胞色素 b 进行序列分析。 
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童金苟等（2001）结合线粒体 16S rRNA 和 Cyt b 基因研究了鲤的 3 个品种，

结果发现，在 859bp 的 DNA 序列中 3 个鲤品种无差异，表明 3 个鲤品种可能在起

源上是独立的一支，并且分化低。Zhang 等（2003）用 mtDNA 的 d-loop 序列分析

中华鲟野生种群遗传多样性及有效雌性群体大小，认为中华鲟遗传多样性较贫乏，

据此推测中华鲟在历史上曾发生遗传瓶颈，估计 1995 – 1999 年中华鲟产卵的有效

雌性群体大小为 2500 – 3000 尾。黄种持等（2008）通过对中国南方 3 水系黑脊倒

刺鲃 cyt-b 基因的序列分析，发现黑脊倒刺鲃可能存在多个地理种群。梁宏伟等

（2009）通过 mtDNA d-loop 序列多态性探讨 3 种中国鲤的系统进化关系，研究结

果表明，荷包红鲤和兴国红鲤虽都原产于江西省，但 2 种鲤鱼最初是独立从野生

鲤鱼中通过体色变异分化而来的。 

（2）微卫星标记在鱼类种群遗传研究中的应用 

微卫星标记在鱼类研究上的应用始于 20 世纪 90 年代初（Goffetal，1992），

利用微卫星 DNA 具有孟德尔遗传模式及共显性的特征，不同的生物个体具有不同

的 DNA 碱基排列顺序，这种 DNA 分子差异形成了不同个体间的遗传变异，微卫

星标记高度多态性和准确基因型判别使其成为研究种群遗传结构的强有力的工具

（李琪，2006）。即根据多个微卫星位点在不同群体中的等位基因数、等位基因

频率、期望杂合度、观测杂合度、种群遗传分化指数和遗传距离等，来评估种群

遗传多样性和种群遗传结构的研究，分析进化历史和潜力，从而针对珍稀濒危稀

有物种提出合理的保护措施。 

Liu 等（2009）采用 10 对多态性微卫星标记对 5 个野生群体和 4 个养殖群体

的草鱼的遗传结构和遗传多样性进行了研究，结果表明我国的 5 个野生和 3 个养

殖群体都有较高的遗传多样性，而马来西亚这一个养殖群体则呈现较低的遗传多

样性，AMOVA 分析结果显示野生群体和养殖群体存在显著的遗传分化，其研究

结果可以为草鱼的种质改良提供遗传依据。Hulak 等（2010）利用 10 对鲤鱼微卫

星标记对 13 个野生和养殖鲤鱼群体的遗传多样性和遗传分化程度进行研究，结果

表明鲤鱼在人工饲养条件下鲤鱼繁殖群体的遗传多样性显著低于自然条件下随机

交配模式的群体。 
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4 胭脂鱼的研究概况 

胭脂鱼（Chinese sueker，Myxocyprinus asiaticus），在鱼类分类上属于硬骨鱼

纲（Osteichthyes）、鲤形目（Cypriniformes）、胭脂鱼科（Catostomidae），为国

家Ⅱ级重点保护动物（伍献文，1979）。 

 

图 2.2 胭脂鱼幼鱼 

Fig 2.2 Juvenile of Chinese sucker 

 
图 2.3 胭脂鱼成鱼 

Fig 2.3 Adult of Chinese sucker 
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4.1 胭脂鱼基础生物学研究 

胭脂鱼体侧扁，头后背部显著隆起，身体最高点为背鳍起点。头短，吻端圆；

口下位，呈马蹄状，唇发达，富肉质；眼侧上位，无须；下咽齿较细，单行，稍

侧扁，末端钝，略弯曲成钩状；背鳍没有硬刺，背鳍基颇长；尾柄细长，尾鳍叉

形；侧线完全；鳞圆形。 

胭脂鱼形态最大的特征是存在“转色和变态”的生理过程，在不同的生长阶

段，其体型、体色的变化差异非常大。在稚鱼时期，体色半透明或灰白色（如图

2.2）；稍大，转为灰褐色，并杂以红紫色彩晕；成鱼身体延长，增粗，背部隆起

不明显，背鳍低，体侧黑斑逐渐隐没，全身呈胭脂红色或黄褐色（如图 2.3）（饶

发祥，1993；李年文，1999a；李年文，1999b；张奇亚，2000；胡隐昌，2001；

万松良，2004；陈兆，2005）。 

4.2 胭脂鱼资源现状 

胭脂鱼科在全世界约有 14 属，近 80 种，大多数分布于北美洲（汪松，1998）。

在亚洲仅有亚口鱼（Catostomus catostomus）和胭脂鱼分布，胭脂鱼仅分布于我国

长江和闽江，为单型属、种。 

据统计，1958 年胭脂鱼占岷江渔获量的 13%以上（湖北省水生生物研究所，

1976）；20 世纪 70 年代，胭脂鱼资源量已经开始明显下降，只占到 2%左右（四

川省长江水产资源调查组，1975）；20 世纪 80 年代，胭脂鱼占长江上游渔获物已

经不足 1%，捕捞记录只能以尾为单位计算，特别是闽江流域胭脂鱼野生种群几乎

濒临绝迹，分布在长江的胭脂鱼可能是现存胭脂鱼的唯一野生种群（汪松，1998）。

蒋文华等（2003）指出造成胭脂鱼资源下降的原因主要与其自身繁殖力低、发育

时间长、过度捕捞、大型水利工程建坝截流、水体污染和江沙采挖等因素有关，

并提出人工增殖放流是恢复长江胭脂鱼资源的重要手段。 
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4.3 胭脂鱼全人工繁殖研究 

胭脂鱼成鱼体长最长能达到 1 m，由于其生长缓慢，发育成熟较晚，一般野生

雌性亲鱼性成熟年龄为 6 龄，雄鱼 5 龄以上（湖南省水产科学研究所，1980；邓

中群，1987），体重约 10 kg 左右。每年 2 月中旬（雨水节前后），性腺接近成熟

的亲鱼均要上溯到上游，于 3-5 月在急流中繁殖。 

我国水产工作者早在 20 世纪 70 年代便开始胭脂鱼全人工繁殖的研究工作，

1972 年，宜宾地区开始胭脂鱼人工繁殖技术的研究，主要是繁殖季节利用从长江

中收集成熟亲鱼进行人工催产。同时，部分单位在池塘、水库中进行试养。万州

水产研究所自 1973 年开始，对胭脂鱼进行移养驯化，攻克了移养驯化中的伤病、

饲料、池塘生态环境等诸多问题之后，并于 1979 年对性腺发育成熟的胭脂鱼进行

人工催产并获成功。1994 年万州水产所利用池塘繁殖的子代苗种，培育成亲鱼，

进行催产，成功获得了子二代鱼苗，首次实现了胭脂鱼的全人工繁殖（陈焜慈，

1999）。子二代繁育成功为胭脂鱼的繁殖、保护和开发利用，提供了可靠的技术

保证。 

4.4 胭脂鱼分子生物学研究 

20 世纪 80 年代开始，便有学者在分子生物学方面对胭脂鱼进行研究，李树深

等（1983）对中国胭脂鱼核型进行了研究；随后，熊全沫等（1985）对中国胭脂

鱼同工酶进行研究。 

曾青兰等（2001）采用在特定引物下 PCR 扩增，测序得到了大口胭脂鱼线粒

体 DNA 控制区的序列，经过对比分析，其序列全长为 920bp，并且成功地识别了

终止序列区（nt，1~235 处）、中央守区（nt，236~566 处）和保守序列区（nt，567~920

处），并找到了终止相关的序列 ETAS 以及保守 D（CBS-D）和保守序列 CSBl，

CSB2，CSB3。 

孙玉华等（2002）利用 PCR 扩增了采自长江宜昌江段和清江的 8 尾中国胭脂

鱼线粒体 DNA 控制区全序列，得到的 958 bp 的碱基序列中，检测出 32 个多态性

核苷酸变异位点，多态位点比例为 0.033，个体的变异在 0~1.36%之间，表现出较
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大的个体多态性差异，并且发现中国胭脂鱼的线粒体控制区的变异远大于美国胭

脂鱼的 0.016。 

孙玉华等（2003）采用 RAPD 和 PCR-RFLP 技术，分析了长江中游两个胭脂

鱼群体的遗传结构，结果表明，宜昌、金口群体内个体之间的遗传相似度分别为

0.9274，0.9313，群体之间遗传相似度为 0.9000，结果显示，长江中游两个胭脂鱼

群体遗传结构较为单一，群体之间表现了较为明显的遗传分化。 

Sun 等（2004）采用线粒体 DNA 分析了长江 4 个江段（宜宾、万州、武汉、

宜昌）野生胭脂鱼的遗传多样性，结果得到线粒体控制区全长序列为 920 bp，70

个样本中得到 223 个多态位点并定义了 39 个单倍型，4 个野生群体存在较大的遗

传分化。 

杨星等（2006）采用 PCR-RFLP 对长江中国胭脂鱼群体的遗传分化进行了研

究，分析了长江上、中游的宜宾，万州、宜昌和武汉金口 4 个江段的中国胭脂鱼

群体的遗传结构。结果显示，长江宜宾江段的中国胭脂鱼群体与其他 3 群体产生

了明显的分化现象，长江中、下游群体间的基因交流高于上游群体，中国胭脂鱼

群体内遗传结构比较单一，其群体的遗传多样性程度有减退的可能性。 

杨钟等（2010）运用微卫星分子标记对长江中、上游的 80 尾人工增殖放流的

子一代个体的遗传多样性和种群遗传结构进行了分析。在 18 个微卫星位点中其中

5 对引物呈现多态性，等位基因数目为 2~8 个；多态信息含量 0.2957~0.8038；

Shannon 多样性指数 0.5466~1.8840；观测杂合度 0.3056~0.7222；期望杂合度

0.3658~0.8381；Hard-Weinberg 遗传偏离指数（D）- 0.1818~0.4287，结果表明，胭

脂鱼人工放流子一代处于较高的遗传多样性水平，但很大程度上仍受到人类活动

的影响。 

张丽丽等（2011）测定了 3 尾胭脂鱼的细胞色素 b 基因序列，并结合 GenBank

上 5 条亚口鱼科鱼类的相应序列一并分析。构建的系统发育树显示，颈棱亚口鱼

属（Xyrauchen texanus）和吸口鱼属（Moxostoma robustum）构成 1 支，胭脂鱼属

（Myxocyprinus）、长背亚口鱼属（Cycleptus elongatus）和牛胭脂鱼属（Ictiobus）

构成另 1 分支。 
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郑凯迪等（2012）年测定了胭脂鱼胰蛋白酶 cDNA 全长为 912 bp，结果显示

胰蛋白酶活力的变化与 mRNA 水平的变化之间未呈现直接相关性。因此，胭脂鱼

胰蛋白酶合成可能是一个由多种因素共同调控的复杂过程。 

Cheng 等（2013）和 Li 等（2013）分别利用磁珠富集法和 454 测序法开发胭

脂鱼微卫星标记，结果显示，这些微卫星标记均能够提供丰富的遗传信息，可作

为有效的遗传标记用于胭脂鱼遗传多样性和亲子鉴定分析。 

祝东梅等（2013）采用植物血凝素、秋水仙素活体注射和肾细胞直接制片法

分析了胭脂鱼（Myxiocyprinus asiaticus）的染色体核型和 Ag-NORs 显带，并以胭

脂鱼血细胞为样本，鸡血细胞 DNA 含量为标准（2.50 pg），用流式细胞仪测定了

胭脂鱼的 DNA 含量。 

4.5 胭脂鱼其他方面研究 

近年来有关胭脂鱼的研究还有集中在营养需求（袁勇超，2011；林郁葱，2012；

Lin et al，2013；张颂等，2013；Yu et al，2013；Chu et al，2014；Liu et al，2014；

Yu et al，2014）、幼鱼的早期发育（张涛等，2002；Liu et al，2013；石小涛等，

2013）、病毒（李正秋和张奇亚，2001；张奇亚和李正秋，2001；阮红梅等，2002；

田飞焱等，2013）以及听觉阈值及其噪声影响（Liu et al，2013；刘猛，2013）等

方面。 

5 本研究的意义和技术路线 

胭脂鱼在鱼类系统分类和动物地理学上有着极为重要的意义，曾在长江和闽

江有过广泛的分布，具有较大经济价值，近几十年来资源量急剧下降，相关研究

保护工作亟待开展。从分子水平评价物种种质资源遗传多样性的水平是恢复自然

资源量的前提和基础，对于鱼类多样性的研究，重要的是调查物种种群间、种群

内的遗传结构和遗传分化，阐明其多样性衰退的程度，从而采取相应的保护对策。

本论文将以国家Ⅱ类野生保护动物----胭脂鱼（Myxocyprinus asiaticus）为研究对象，

采集胭脂鱼养殖场和长江胭脂鱼样本，从以下几个方面进行研究： 
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（1）通过构建胭脂鱼微卫星 DNA 富集文库，筛选多态性高的微卫星标记用

于遗传多样性、亲子鉴定、家系管理以及人工增殖放流效果的评估（第三章）。 

（2）利用筛选到的多态性微卫星标记合成荧光引物，建立胭脂鱼亲子鉴定技

术和试剂盒（第四章）。 

（3）基于微卫星标记和线粒体标记对养殖场和长江胭脂鱼的种群遗传多样性

进行分析，查清目前我国胭脂鱼人工增殖放流亲本状况以及野生种群遗传背景（第

五章）。 

（4）利用微卫星标记辅助胭脂鱼家系谱系档案建立，用于指导胭脂鱼全人工

繁殖，防止近亲繁殖引起的遗传衰退（第六章）。 

（5）对人工增殖放流的胭脂鱼效果评估，估计其放流贡献率，对比放流胭脂

鱼与长江胭脂鱼遗传背景，实现胭脂鱼资源量的增殖与保护（第七章）。
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技术路线： 

 
图 2.4 胭脂鱼种群遗传多样性及家系管理研究技术路线图 

Fig 2.4 Technical route for Population genetic diversity and pedigree management 

of Chinese sucker 
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第三章  胭脂鱼微卫星标记的开发 

1 前言 

微卫星（microsatellite）是原核生物和真核生物基因组中普遍存在的 1~6 个核

苷酸的简单串联重复序列（Zane et al，2002），作为新一代分子标记因其多态性

高、稳定性高、特异性高、共显性遗传和检测快捷等优点，在构建遗传连锁图谱

时备受青睐。 

用生物素包被的磁珠富集法（FIASCO）分离微卫星分子标记是一种简单高效

的方法。磁珠富集法首先是利用末端被生物素标记的核甘酸重复序列如（GA）n、

（CT）n 和基因组 DNA 中含有微卫星序列片段杂交，利用磁珠上包被有链霉亲和

素（Streptavidin）与探针上的生物素相结合，通过磁力将所需的微卫星 DNA 序列

隔离出来，然后利用磁力架将已杂交的磁珠从溶液中分离出来，随后经过松弛和

严谨的洗脱将微卫星片段从磁珠上洗脱下来，最后经过与菌落杂交测序查找已插

入的微卫星序列（图 3.1）。 

杨钟等（2009）利用生物素磁珠富集法构建了 18 个胭脂鱼微卫星文库，并且

将设计的这些微卫星标记用于人工放流子一代胭脂鱼遗传多样性研究，其中 5 对

引物呈现多态性。Chen 等（2010）利用（CA）n 和（GA）n 两种探针构建 14 个

新的微卫星文库。 

前面学者的研究结果表明利用生物素磁珠富集法构建胭脂鱼微卫星文库是切

实可行的，并且一旦建立了胭脂鱼微卫星文库，便可将这些微卫星标记应用到胭

脂鱼各个研究领域。因此本文通过利用两种新的探针（CT）n 和（AC）n 用于构

建微卫星文库，以期将这些建立的多态微卫星引物用于胭脂鱼群体遗传多样性分

析、亲子鉴定研究、家系谱系建立、增殖放流效果的评估等研究。 
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图 3.1 FISACO 法筛选微卫星标记的流程及原理图 

Fig 3.1 The method of FISACO for microsatellite DNA isolation 

2 材料和方法 

2.1 实验材料 

2010 年 2 月~2013 年 9 月，在长江中上游干流各江段和重庆、四川、湖北地

区 5 个养殖场内（即目前国内胭脂鱼增殖放流主要的苗种供应单位）采集胭脂鱼

鳍条样本 214 尾，所有样本均用无水乙醇浸泡于 4℃冰箱保存备用。 
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2.2 基因组 DNA 的提取 

采用经典的酚氯法（Sambrook et al，1989）提取胭脂鱼基因组DNA，具体操

作方法如下： 

（1）剪取0.5g左右的鳍条组织，用双蒸水清洗鳍条上残留的酒精，并于TE缓

冲液（2mM Tris-HCL PH=8.0，1mM EDTA PH=8.0）中浸泡1-2 h以充分置换组织

内残余的酒精； 

（2）将浸泡后的组织样本置于1.5ml离心管中，分别加入600 ul STE缓冲液

（5.85mM NaCl，1M Tris-HCL PH=8.0，2mM EDTA PH=8.0），40ul 10％ SDS，

10ul 20mg/ml蛋白酶K，充分混匀，于50℃~54℃培养箱中消化4h，消化过程中摇晃

离心管3~4次，直到组织消化完全为止； 

（3）加入等体积Tris酚-氯仿-异戊醇（体积比为25：24：1），机械缓慢混匀

20分钟，10000rpm离心10min（4℃），吸取上清液，重复该过程一次； 

（4）加入等体积氯仿-异戊醇（体积比24:1），机械缓慢混匀20分钟，10000rpm

离心10min（4℃），吸取上清液； 

（5）在上清液中加入2倍体积的无水乙醇（-20℃预冷）4℃保存12 h后10000rpm

离心10min（4℃），去上清液，留取沉淀于离心管并于空气中干燥； 

（6）加入50ul双蒸水溶解，于4℃保存备用。 

2.3 微卫星富集文库的构建 

胭脂鱼微卫星富集文库的构建参照生物素磁珠富集法 FIASCO（Fast Isolation 

by ALFP of Sequences Containing repeats）（Zane et al，2002） 

（1）混合基因组 DNA 的酶切 

为了满足文库的多样性，将不同地理种群的胭脂鱼 DNA 混合后构建胭脂鱼微

卫星文库，基因组 DNA 使用限制性内切酶 Mse I 酶切，总体积为 30 ul，包括 150ng

混合基因组 DNA，5 U Mse I 限制性内切酶（New England Biolabs，英国），1×BSA 

（New England Biolabs，英国）和 1×NBE Buffer，37℃酶切 4 h，1％琼脂糖电泳

检测酶切效果。 
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（2）Mse I 接头制作和连接反应 

接头采用的是寡核苷酸 Mse I 接头，其序列为：5’ - GACGATGAGTCCTGAG 

- 3’；3’ - TACTCAGGACTCAT - 5’，200 uM 的接头各 100 ul 于 94℃混合 3min，

室温 30 min 备用；连接反应总体积为 30 ul，包括 3 ul 1×ligation buffer，1 U T4 DNA

连接酶（New England Biolabs，英国），20 ul Mse I 酶切产物，20 uM Mse I 接头，

加双蒸水至 30 ul，16℃连接 12 h，4℃保存备用。 

（3）PCR 扩增及产物回收 

采用 Mse I 扩增引物 5’ - GATGAGTCCTGAGTAA - 3’，同时扩增 8 管 25 ul

扩增体系包括 1×PCR buffer，200 µM dNTPs，0.5 µM Mse I 引物，1.5 mM MgCl2，

0.5 U DNA Taq 酶，PCR 条件如下：94℃ 30 s，53℃ 1 min，72℃ 1 min，20 个

循环；72℃延伸 10 min。经 1%琼脂糖电泳检测扩增产物。 

（4）扩增产物与生物素探针杂交 

SSR 探针为生物素标记的寡核苷酸，将上述 PCR 产物 95℃水浴变性 5 min，

加入 25 uL 55℃预热的杂交缓冲液（20×SSC，10%SDS）和 5 uL 生物素标记探针

（上海生工生物工程有限公司合成），总体积为 100 uL 杂交反应体系，在 PCR 仪

中 58℃杂交 5 min，取出后，迅速冷却至室温（约 1 h）。 

（5）磁珠活化后与生物素探针复合体结合 

充分摇匀 Streptavidin MagneSphere®链霉亲和素磁珠（Promega），加入 1 mL 

TEN100 清洗磁珠 2 min，置磁性分离架中约 1 min，至所有磁珠沉淀后，弃上清；

重复洗涤 3 次后加入 40 uL TEN100 悬浮磁珠；将活化后的磁珠与杂交产物混合均

匀后加入 300 ul TEN100，室温放置 30 min，期间间断轻柔摇匀磁珠，防止沉淀。 

（6）松弛性洗涤和严谨性洗涤 

松弛性洗涤：用 400 uL TEN 1000 于室温下洗涤磁珠 3 次，每次 5 min，不时搅

动或吹打混合物。3 次漂洗后再用 400 uL 预热至 55℃的 TEN 1000 溶液洗涤 1 次。 

严谨性洗涤：用 400 uL 洗涤液（0.2×SSC，0.1%SDS）于室温下洗涤磁珠 3

次，每次 5 min，不时搅动或吹打混合物。用磁力架固定磁珠，移去洗涤液。 
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（7）富集 DNA 片段的洗脱 

将清洗好的磁珠悬浮于 50 ul TE 缓冲液中，用移液枪吹吸使磁珠重新悬浮，

于 100℃水浴 5 min 期间不时用移液枪轻轻吹打，避免磁珠沉到管底，用磁力架固

定磁珠后，迅速吸出上清液于 EP 管中，冻存于 4℃备用。 

（8）PCR 扩增片段的纯化 

将洗脱后的 DNA 片段进行 PCR 扩增并摸索扩增循环数，扩增体系和条件如

步骤 3，获得富含微卫星 DNA 序列的双链短基因组 DNA 片段，用 PCR 纯化试剂

盒（TakaRa）对 PCR 产物（200 - 800 bp 的片段）进行回收纯化。回收纯化具体步

骤参考 TakaRa（纯化试剂盒使用说明），纯化后使用 1%琼脂糖凝胶检测回收效

果。 

（9）PCR 扩增片段的克隆和阳性克隆的筛选 

将回收的 DNA 片段与 pMD18-T Vector 载体（Promega，美国）进行连接，连

接反应体系为 10 uL，其中包含 50 ng pMD18-T vector，1×ligation buffer，3 uL （约 

100 ng）的回收产物，3 U T4 DNA 连接酶（New England Biolabs，英国）。15℃

连接 8 h，然后电转化大肠杆菌感受态细胞，在固体培养基平皿上培养 12 h。挑取

平皿上单菌落于含有氨苄青霉素抗性的 LB 液体培养基中，进行扩大培养，PCR

检测阳性克隆，将含有插入片段并且大小在 150 - 800 bp 的阳性克隆菌液送测序公

司测序。 

（10）序列结果分析及微卫星引物的设计及筛选 

用软件 Chromas 观察测序峰图，去除 pMD18 - T 载体及 Mse I 接头序列，用

软件 SSRHunter 查找重复单元序列，并人工校对，记录重复次数较多、测序峰图

好且重复区域两翼具有足够长的序列。 

使用软件 Primer Premier 5（Vinay et al，1998）设计引物，引物长度在 18 - 25 

bp 之间，GC 含量（GC%）在 50~70%之间，退火温度在 45~68℃之间，扩增片段

长度在 150~500 bp 之间。将设计的引物序列送至上海生工公司合成。 

筛选引物 PCR 条件为：94℃预变性 5 min；94℃变性 45 sec，最适复性温度下

复性 45 sec，72℃延伸 1 min，共 30 个循环；之后 72℃延伸 10 min，4℃保存。最
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佳扩增结果为在琼脂糖电泳时产生与预计大小相符的清晰条带且没有杂带或杂带

相对较少的引物。 

2.4 群体分析 

将筛选出的扩增效率高、特异性好的胭脂鱼微卫星多态引物进一步对其多态

性进行筛选，随机选择万州养殖群体的 24 个胭脂鱼的 DNA 样本作为模板，利用

初筛的多态性引物进行扩增，在 1%的琼脂糖凝胶电泳检测后进行 8%的聚丙烯酰

胺凝胶电泳，PAGE 胶配制方法及步骤，以及具体染色步骤参考纪志宾（2010）硕

士毕业论文。 

2.5 基因型判定与数据分析 

用凝胶成像分析系统对聚丙烯酰胺凝胶（PAGE）图进行拍照，并用自带的软

件 JUNYI Gel-Analysis，读取 PAGE 胶图条带片段大小，判断条带的基因型，并辅

以人为校正基因型。利用软件 Pop-gen32 计算等位基因数、期望和观测杂合度以及

是否偏离哈德文平衡（Hardy-Weinberg equilibrium）等参数，利用软件 PIC_CALC

计算多台信息含量（PIC）。 
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3 结果 

3.1 胭脂鱼基因组 DNA 的提取 

采用经典的酚氯法提取高质量的胭脂鱼基因组 DNA，基因组具有较好的完整

性和较高的浓度且无降解现象（如图 3.2），为胭脂鱼微卫星文库的构建奠定了基

础。 

 

图 3.2 胭脂鱼基因组 DNA 

M：DL2000 bp DNA Marker；1 – 8：不同胭脂鱼个体 DNA 

Fig. 3.2 The extracted total genomic DNA from Chinese sucker 

M: DL2000 bp DNA Marker; 1 – 8: The extracted total genomic DNA from 

Chinese sucker 

3.2 酶切及目的基因片段的获得 

不同地理种群的胭脂鱼基因组 DNA 混合后，在 Mse I 内切酶作用下酶切后琼

脂糖凝胶电泳显示（图 3.3），DNA 片段在 150 – 800 bp 之间，符合后续构建胭脂

鱼微卫星文库的需要。 

250 bp 

2000 bp 

8      7      6      5    4      3    2      1    M 

1000 bp 
750 bp 
500 bp 

100 bp 
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图 3.3 胭脂鱼基因组 DNA Mse I 酶切结果 

M：DL2000 bp DNA Marker；1 – 4：Mse I 酶切后 DNA 片段 

Fig. 3.3 Restriction fragments from genomic DNA digested with restriction enzyme 

Mse I 

M: DL2000 bp DNA Marker; 1 – 4: Restriction DNA fragments digested with 

restriction enzyme Mse I 

3.3 菌落 PCR 阳性克隆检测及引物设计 

从构建的微卫星富集文库中挑选 558 个单菌落在液体 LB 培养基中扩大培养，

以菌液为模板 PCR 扩增，1%琼脂糖检测发现重复片段大小在 150 – 800 bp 之间（图

3.4），挑选出 100 个阳性克隆送交上海生工测序。 

2000 bp

100 bp

500 bp 
750 bp 

        4            3            2         1           M

1000 bp 

250 bp
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图 3.4 PCR 扩增检测阳性克隆 

M：DL2000 bp DNA Marker； 

Fig. 3.4 Examination of positive clones by PCR 

M: DL2000 bp DNA Marker； 

利用软件 SSRHunter 查找微卫星重复序列，所测阳性克隆中 88%含有微卫星

序列，如图 3.5 所示的一个含有微卫星重复序列的克隆测序图，该克隆中含有一个

GT 两碱基重复 15 次和 GA 两碱基重复 7 次（方框所示），且其上游和下游碱基

数均大于 200 bp，可用于胭脂鱼微卫星引物设计。 

 

图 3.5 典型的微卫星序列 

Fig. 3.5 A typical microsatellite sequence 

800 bp 

150 bp 

M
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3.4 多态引物筛选及微卫星标记特征 

用引物设计软件 Primer Premier 5.0 设计引物 69 对，将筛选出的胭脂鱼引物以

4 个不同地理种群胭脂鱼 DNA 为模板进行多态性验证，结果显示有 23 个位点可以

获得稳定的特异性扩增产物，且扩增条带大小与预期结果一致，扩增产物经聚丙

烯酰胺凝胶电泳和溴化乙锭染色显色分析，根据凝胶上出现不同条带位置确定其

多态性，如图 3.6 所示为 6 个不同微卫星引物在 4 个胭脂鱼 DNA 扩增的聚丙烯酰

胺凝胶电泳图。 

 

图 3.6 6 个微卫星位点在 4 个胭脂鱼个体扩增图谱 

M： DNA Marker；1 – 4：不同胭脂鱼个体 DNA 

Fig. 3.6 Amplification pattern of 6 microsatellite locus in 4 individuals of Chinese 

sucker 

M: DNA Marker; 1 – 4: The extracted total genomic DNA from Chinese 

为了进一步确定筛选出来的 34 对微卫星引物的稳定性及其各微卫星标记的特

征，将这些微卫星引物在 24 个万州胭脂鱼个体进行聚丙烯酰胺凝胶电泳以进行群

体多态的筛选，经实验分析其中 23 对能够稳定清晰的扩增，且多态性高，如图 3.7

微卫星标记 Mas10 所示。 
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图 3.7 微卫星位点 Mas10 在 24 个胭脂鱼个体扩增图谱 

M： DNA Marker；1 – 24：不同胭脂鱼个体 DNA 

Fig. 3.7 Amplification pattern of microsatellite locus M10 in 24 individuals of 

Chinese sucker 

M: DNA Marker; 1 – 24: The extracted total genomic DNA from Chinese 

将 23 对微卫星标记对胭脂鱼万州 24 个个体进行了遗传多样性的初步研究，

利用软件 Popgen 32 和 PIC_CALC 分析 23 个微卫星标记特征，结果如表 3.1 所示，

等位基因数目为 3~12 个；观测杂合度 0.292~0.958；期望杂合度 0.423~ 0.900；多

样性指数 0.356~0.869，其中微卫星标记 Mas2，Mas16，Mas17，Mas18 和 Mas20

显著偏离哈德文平衡（P < 0.01）。其微卫星标记可应用于胭脂鱼遗传多样性、种

质鉴定等进一步研究及人工增殖放流效果评估。 

 

1     2       3       4   M   5       6       7     8       9   10   11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
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表 3.1 23 个胭脂鱼微卫星标记特征 

Table 3.1 Characterization of 23 polymorphic microsatellite loci in the Chinese sucker 

 

标记 

Locus 

登录号 

Accession no.

引物序列 

Primer sequence (5'-3') 

退火温度 

Tm (°C) 

片段范围值

Size range 

(bp) 

等位基因数

Na 

多态性指数

PIC 

观测杂合度

Ho 

期望杂合度

He 

哈德文指数 

P-HWE 

Mas1 CCGACATGGAATGGATAGA 45 180-210 7 0.685 0.500 0.745 0.505 

JX855137 TAGCTCCTCCTCACTGGAC        

Mas2 ATTCCGAACATAGCCAGAG 42 350-400 6 0.759 0.542 0.808 0.001 

JX855138 AAGGACAGAGCGTCTACCA        

Mas3 AGACCAGACCCACCTTTAC 50 249-280 12 0.869 0.750 0.900 0.941 

JX855139 GAACTGCTGAATCACCCTC        

Mas4 CCGACTTACAGCTACAAA 51 220-250 3 0.581 0.750 0.669 0.244 

JX855140 GTCAAATAACGCGGGACT        

Mas5 GAAGTGAATAGTAGCAGGTG 50 140-160 8 0.742 0.542 0.786 0.037 

JX855141 AAGCAAGATAAATGGAGA        

Mas6 CTGCCAGGAAACTCTAAA 45 100-120 8 0.818 0.833 0.856 0.299 

JX855142 TTCTTACTGCATAGTCTTTA        

Mas7 TAGCGTCTGCCCATTTAGC 52 230-300 9 0.812 0.875 0.851 0.019 

JX855143 TACGAGCCGTTCACCACTT        

Mas8 ACAATGAAAGCCCACAGAG 51 205-260 7 0.723 0.875 0.769 0.554 

JX855144 TGGTAGTTACAAGGCAGAATA        
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Mas9 GAGTAATAACAAGGAGGGC 50 165-220 7 0.692 0.875 0.745 0.048 

JX855145 TGTAAGTGGCAACATCTAA        

Mas10 CCTGAGTAACTGATGCCCTAA 50 230-270 10 0.858 0.833 0.890 0.456 

JX855146 ATGTAGCCGTCTGAAGCAA        

Mas11 AACCACCAGACTCAAACA 49 240-270 9 0.806 0.833 0.846 0.074 

JX855147 GGTTATGCCCTCCTGAAA        

Mas12 GCAGCCATTGAACAAGTAC 59 450-500 4 0.541 0.667 0.618 0.623 

JX855148 AATCGTGCCAGGGTTAGAC        

Mas13 ATGAATAGTTTGACAAGCAG 50 190-275 11 0.846 0.917 0.879 0.823 

JX855149 GGGGAAACAATAACAATAA        

Mas14 ACTTCTAACTTCCAACTACA 50 200-250 5 0.749 0.958 0.801 0.073 

JX855150 TCTGGCCTGAAACCTCAT        

Mas15 AGACATTTGTGCCGAAGT 49 285-370 6 0.659 0.708 0.723 0.766 

JX855151 TCAGTGGAAAGAGGGAAG        

Mas16 AAAATGGAAGAGGGAGAT 51 270-300 3 0.356 0.458 0.423 0.005 

JX855152 ACCGAGGTGGTACTAAAA        

Mas17 GTTATCGTACAAGCGGAGAC 51 290-340 5 0.706 0.292 0.762 0.000 

JX855153 TATGCAACCACAAGAGGG        

Mas18 ATCCCAAAGACCACAATG 50 380-410 4 0.617 0.792 0.684 0.000 

JX855154 TTCCGGGTTCAATACAAG        

Mas19 ATCAACGCACCAAATACA 49 270-285 4 0.493 0.625 0.566 0.553 

JX855155 TGGAAGGCAGCATAAGTC        

Mas20 GTTAGGTTTAGGAGTAGGGTTA 42 200-250 7 0.631 0.458 0.681 0.007 
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JX855156 CCTGAATGTGGAGGGTAG        

Mas21 GAGTAACTGATGCCCTAA 50 220-270 7 0.763 0.750 0.810 0.438 

JX855157 AGCCGTCTGAAGCAATAT        

Mas22 AAATCCCAAAGACCACAA 51 230-270 10 0.838 0.882 0.879 0.881 

JX855154 GTCGTATTACCACGCACA        

Mas23 GAGTAACAGCACAGGAAC 50 200-250 8 0.781 0.824 0.831 0.834 

JX855158 ATCACAGAAACGGTCATC        
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4 讨论 

4.1 DNA 的提取与探针选择 

获得高质量的基因组 DNA 是实验成功的基础，采用酚氯法提取胭脂鱼基因

组 DNA，在消化过程中应摇晃混匀使蛋白酶 K 充分发挥作用而将胭脂鱼鳍条消

化完全，从而减少基因组 DNA 的丢失，提高 DNA 的溶度和质量。另外 STE 缓

冲液在使用前必须测试 PH 值，过酸和过碱都会使 DNA 产生降解，影响后续的

酶切效果；在琼脂糖凝胶电泳检测后应选择 DNA 分子量大、无降解、不存在的

拖尾现象的 DNA 用于后续实验，同时，我们可以通过混合几个不同地理种群的

胭脂鱼 DNA 以此来筛选多态性更高的微卫星标记。 

微卫星以 2 - 3 个核苷酸重复单位最多，如（AT）n、（GA）n 和（GAA）n

等，Toth 等（2000）对 9 个物种的 SSR 进行了实验，结果显示 SSR 主要分布在

外显子、内含子和基因间的区域，其中二核苷酸重复次数较多，其中（AC）n、

（AT）n、（AG）n 是主要成份。为避免由于重复次数过短，造成筛选出的微卫

星引物多态性比例过低而造成实验重复浪费，本实验通过选择（AC）n 和（CT）

n 这两种探针进行胭脂鱼富集文库的构建。 

4.2 微卫星位点的多态性 

如表 3.1 所示，所筛选的 23 个微卫星多态位点的等位基因数均在 3 个以上，

其中 Mas3、Mas10 和 Mas13 均在 10 以上；观测杂合度是观测到的杂合子在每

个微卫星位点的比例，期望杂合度是杂合子在每个微卫星位点的比例的期望值，

这些是常用的衡量种群遗传变异的指标，它所包含的信息可以反映生物群体的某

种生命现象的离散性，即多样性，多样性指数越大表明群体的离散性越高，进而

表明群体的遗传多样性越丰富，这些指标的高低反映了群体的遗传一致性程度:

值越高，表明该群体的遗传一致度越低，遗传多样性越高，如表 3.1 所示，这 23

个胭脂鱼微卫星标记均表现出较高的遗传多样性。 
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多态信息含量（PIC）描述微卫星位点的变异程度，在所筛选选的 13 个位点

中，除 Mas16 和 Mas19 表现为中度多态外（0.25 ≤ PIC ≤ 0.5）以外，其余在万州

群体中均表现为高度多态（PIC ≥ 0.5）。 

本研究成功的构建了胭脂鱼微卫星文库，对于开展胭脂鱼微卫星研究具有十

分重要的理论和实践意义。后续工作可以在获得的 23 对胭脂鱼微卫星引物从中

筛选出鉴别能力较强的微卫星位点，经有效性检验后，应用于种质鉴定和遗传结

构分析以及家系谱系建立等研究。 
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第四章  胭脂鱼 SSR 荧光标记亲子鉴定技术的建立及试剂

盒的开发 

1 前言 

随着胭脂鱼野生种群急剧下降，野外生存的个体数量己相当稀少，为保护这

些濒危物种不至于灭绝，对其进行人工饲养繁殖和半自然的保护是一种有效的途

径，各科研所和养殖场开始胭脂鱼全人工繁殖工作，于 1991 年首次获得成功，

随后，各个胭脂鱼养殖场逐步实施胭脂鱼全人工繁殖，并且通过人工增殖放流工

作以期增加胭脂鱼的资源量，实现胭脂鱼的增殖与保护。但是各个养殖场普遍存

在种群数量过少，遗传资源不丰富而产生严重的近亲繁殖现象，近亲繁殖可导致

繁殖率、存活率下降，后代适应能力降低、对疾病和灾害的抵抗力减弱（Pante et 

al，2001；Arkush et al，2002）以及死亡率上升。 

为防止胭脂鱼养殖场内近亲交配，特别是胭脂鱼子二代子三代性成熟导致近

亲交配的加剧，急需建立胭脂鱼亲子鉴定技术，对养殖场内胭脂鱼个体进行亲缘

关系鉴定，建立可靠的胭脂鱼谱系，并且实施有效的遗传管理方案以最大限度地

保存养殖场胭脂鱼群体的遗传多样性，同时保证人工增殖放流的胭脂鱼不影响长

江野生胭脂鱼的遗传结构，为胭脂鱼增殖放流效果评估提供基础。 

微卫星亲子鉴定是将一个新兴发展起来的分子标记应用于亲子鉴定技术，其

原理是在形成配子细胞时，成对的等位基因彼此分离，分别进入各自的配子细胞，

精、卵细胞受精形成子代，子代的两个基因组一个来自母本,一个来自父本，因

此在同对的两个等位基因中，一个来自母本，一个来自父本，即亲本与子代符合

孟德尔遗传规律，则不排除存在亲子关系；当使用的微卫星座位数增加时，若亲

本与子代有 1 个或多个基因座不符合孟德尔遗传规律，则排除亲子关系。 

微卫星亲子鉴定相比其它亲子鉴定方法，微卫星 DNA 标记有杂合度高、多

态性好等优点，而且在样品釆集和统一检测标准方面更为方便，血液、组织、毛

发以及福马林保存样品等均是很好的原材料（晏鹏等，2003）。同时检测快速、

规模化操作且不受年龄和环境等因素的影响，特别在法医学领域中用于个体识别

和亲子鉴定时，被认为是准确性最好的一种检测方法（管峰等，2003）。其诸多
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优点广泛应用在法医学鉴定、家畜系谱鉴定和重要经济动物和濒危动物种群的系

谱鉴定中（朱滨等，1999；张于光等，2003；张志和等，2003；Thitaram et al，

2008；Tian et al，2008；冯俊伟等，2009）。 

本研究通过 30 组已知亲缘关系的胭脂鱼，通过微卫星标记建立胭脂鱼亲子

鉴定技术试剂盒。微卫星亲子鉴定前提是筛选到合适的多态性高的微卫星引物，

然后采集研究对象的血液、毛发或者毛发组织等样本提取基因组 DNA，合成不

同颜色的带有荧光标记的微卫星标记，随后在合适的退火温度下进行 PCR 扩增，

产物纯化测取等位基因大小值，最后根据结果分析确定和排除亲子关系。利用胭

脂鱼亲子鉴定试剂盒操作简单且快速。 

2 材料和方法 

2.1 实验材料 

2011 年 2 月底胭脂鱼繁殖期间，在万州水产研究所将 1 组胭脂鱼亲本的受

精卵带回实验室分别进行单独孵化，出膜后待全长大约 2 cm 长时取 30 尾用无水

乙醇固定。另外剪取 30 尾繁殖亲本的鳍条同样用无水乙醇 4℃冰箱保存备用。 

2.2 基因组 DNA 的提取 

基因组 DNA 的提取采用经典的酚氯法（Sambrook et al，1989），具体实验

步骤参照第三章 2.2 的实验步骤。 

2.3 微卫星标记的筛选和合成荧光标记 

在选定的 17 对胭脂鱼微卫星引物（13 对来自第三章群体分析得到的微卫星

多态性标记，4 对选自 Li 等（2013）通过 454 测序得到的微卫星标记），分别

在 F 正向引物末端标记上 2 种常用的荧光引物（5-HEX 和 5-FAM）（上海生工

合成）。 
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2.4 PCR 扩增和检测 

PCR 扩增反应体系如下表 4.1，PCR 扩增程序：94℃预变性 5min；94℃变性

45s，在各自引物的退火温度下退火 45s，72℃延伸 90s，35 个循环；72℃再延伸

10 min，4℃保存 PCR 产物。然后经 1%琼脂糖凝胶电泳初步检测后，将每 2 对

引物扩增的 PCR 产物混合之后在 ABI 3730 测序仪测取等位基因值。 

表 4.1 PCR 反应体系 

Table 4.1 The reaction systems of PCR 

反应物（Reactant） 体积(μL)Volume 

10×PCR Buffer（15 mM Mg2+） 3.0 

Mg2+（25 mmol/L） 0.5 

dNTPs（10 mM） 1.0 

Primer（F.R） 各0.5 

rTaq Enzyme（5 U/μL） 0.4 

Template（1000 ng/μL） 1.0 

ddH2O 18.1 

Total 25 

2.5 亲子鉴定分析 

利用软件 GeneMarker V1.5（David et al，1998）读取等位基因大小值，使用

Cervus 3.0（Kalinowski et al，2007）软件统计等位基因数、杂合度（Ho）、期

望杂合度（HE）、多态信息含量（PIC）、平均排除概率、以及累积排除概率，

通过这些参数建立亲子鉴定体系。 
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3 结果 

3.1 筛选的微卫星标记特征 

通过软件 Popgene 32 计算各微卫星的等位基因数（K），观测杂合度（HO），

期望杂合度（HE），使用 PIC - CALC 计算多态信息含量（PIC）。筛选出 17 对

胭脂鱼微卫星标记用于建立胭脂鱼亲子鉴定体系，各微卫星标记特征如表 4.2。 

表 4.2 17 对胭脂鱼微卫星标记特征 

Table 4.2 Polymorphic parameters for the 17 microsatellite loci of Chinese 

sucker 

标记 

Locus 

登录号 

Accession no. 

引物序列(5' -3') 

Primer sequence (5'-3') 

退火

温度

Tm

片段 

范围值 

Size 

range 

多态信 

息含量 

PIC 

观测 

杂合度 

HO 

期望 

杂合度

HE 

Mas1 CCGACATGGAATGGATAGA 45 180-210 0.685 0.500 0.745 

JX855137 TAGCTCCTCCTCACTGGAC      

Mas2 ATTCCGAACATAGCCAGAG 42 350-400 0.759 0.542 0.808 

JX855138 AAGGACAGAGCGTCTACCA      

Mas3 AGACCAGACCCACCTTTAC 50 249-280 0.869 0.750 0.900 

JX855139 GAACTGCTGAATCACCCTC      

Mas10 CCTGAGTAACTGATGCCCTAA 50 230-270 0.858 0.833 0.890 

JX855146 ATGTAGCCGTCTGAAGCAA      

Mas11 AACCACCAGACTCAAACA 49 240-270 0.806 0.833 0.846 

JX855147 GGTTATGCCCTCCTGAAA      

Mas13 ATGAATAGTTTGACAAGCAG 50 190-275 0.846 0.917 0.879 

JX855149 GGGGAAACAATAACAATAA      

Mas14 ACTTCTAACTTCCAACTACA 50 200-250 0.749 0.958 0.801 

JX855150 TCTGGCCTGAAACCTCAT      

Mas15 AGACATTTGTGCCGAAGT 49 285-370 0.659 0.708 0.723 

JX855151 TCAGTGGAAAGAGGGAAG      
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Mas20 GTTAGGTTTAGGAGTAGGGTTA 42 200-250 0.631 0.458 0.681 

JX855156 CCTGAATGTGGAGGGTAG      

Mas21 GAGTAACTGATGCCCTAA 50 220-270 0.763 0.750 0.810 

JX855157 AGCCGTCTGAAGCAATAT      

Mas22 AAATCCCAAAGACCACAA 51 230-270 0.838 0.882 0.879 

JX855154 GTCGTATTACCACGCACA      

Mas23 GAGTAACAGCACAGGAAC 50 200-250 0.781 0.824 0.831 

JX855158 ATCACAGAAACGGTCATC      

Mas9 TCTTCATTCAAGCCTTCC 50 170-210 0.732 0.801 0.822 

JX855160 AAACATCTGATGTGCCTA      

M5 AGCACCCTGACAATCCTTC 54 200-240 0.740 0.600 0.780 

KC012952 ATCAAGTCCAGAGGCGAG      

M11 TGGACAAGGAGCCCAGAAG 52 210-250 0.790 0.880 0.830 

KC012954 CCTGTCACTGTTTCTCCCAT      

M23 CTGGCATTTCAGAACACCTCC 53 200-220 0.800 0.750 0.830 

KC012959 GTTTCCAGTCGTTTCCACGT      

M46 ACGCTGTAACAATGCTGGC 52 190-210 0.780 0.740 0.820 

KC012966 TGCCTATTGTCCTTGGTCG      

3.2 荧光标记微卫星亲子鉴定结果 

使用 Cervus 3.0 软件统计等位基因数、杂合度（Ho）、期望杂合度（He）、

多态信息含量（PIC）、平均排除概率和累积排除概率如表 4.3，部分微卫星测序

图如图 4.1�4.9。 
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表 4.3 微卫星标记亲子鉴定参数 

Table 4.3 Parameters for the 17 microsatellite loci in paternity test 

位点 

Locus 

等位 

基因数 

k 

观测 

杂合度 

Ho 

期望 

杂合度 

He 

多态信 

息含量 

PIC 

双亲均不知

排除概率 

NE-1P 

单亲不知 

排除概率 

NE-2P 

双亲均知

排除概率

NE-PP 

Mas1 3 0.700 0.562 0.456 0.846 0.743 0.615 

Mas2 3 1.000 0.531 0.411 0.863 0.781 0.670 

Mas3 6 1.000 0.747 0.696 0.666 0.490 0.303 

Mas10 6 0.900 0.644 0.565 0.784 0.638 0.474 

Mas11 4 1.000 0.66 0.594 0.769 0.607 0.435 

Mas13 7 0.667 0.527 0.464 0.856 0.716 0.559 

Mas14 5 0.925 0.648 0.578 0.777 0.621 0.451 

Mas15 7 0.538 0.603 0.520 0.810 0.675 0.517 

Mas20 4 0.650 0.556 0.491 0.846 0.702 0.548 

Mas21 6 0.975 0.646 0.57 0.781 0.632 0.466 

Mas22 4 0.700 0.640 0.556 0.796 0.654 0.502 

Mas23 4 0.650 0.636 0.554 0.799 0.656 0.503 

Mas9 7 0.975 0.723 0.664 0.704 0.533 0.355 

M5 5 0.632 0.630 0.551 0.796 0.651 0.49 

M11 7 0.775 0.680 0.634 0.73 0.55 0.354 

M23 9 0.697 0.695 0.643 0.721 0.544 0.353 

M46 10 0.650 0.709 0.649 0.714 0.545 0.363 
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图 4.1 引物 Mas1 测序图（依次为亲本 5487，非亲本 5478，子代 Z1） 

Fig 4.1 Genotype of microsatellite loci Mas1（parent 5487, non-parent 5478, 

offspring Z1） 

 

图 4.2：引物 Mas2 测序图（依次为亲本 5487，非亲本 5478，子代 Z1） 

Fig 4.2 Genotype of microsatellite loci Mas2（parent 5487, non-parent 5478, 

offspring Z1） 

 
图 4.3：引物 Mas10 测序图（依次为亲本 5487，非亲本 5478，子代 Z1） 

Fig 4.3 Genotype of microsatellite loci Mas10（parent 5487, non-parent 5478, 

offspring Z1） 
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图 4.4：引物 Mas20 测序图（依次为亲本 5487，非亲本 5478，子代 Z1） 

Fig 4.4 Genotype of microsatellite loci Mas20（parent 5487, non-parent 5478, 

offspring Z1）

图 4.5：引物 Mas21 测序图（依次为亲本 5487，非亲本 5478，子代 Z1） 

Fig 4.5 Genotype of microsatellite loci Mas21（parent 5487, non-parent 5478, 

offspring Z1）

图 4.6：引物 M5 测序图（依次为亲本 5487，非亲本 5478，子代 Z1） 

Fig 4.6 Genotype of microsatellite loci M5（parent 5487, non-parent 5478, 

offspring Z1） 
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图 4.7：引物 M11 测序图（依次为亲本 5487，非亲本 5478，子代 Z1） 

Fig 4.7 Genotype of microsatellite loci M11（parent 5487, non-parent 5478, 

offspring Z1） 

   

图 4.8：引物 M23 测序图（依次为亲本 5487，非亲本 5478，子代 Z1） 

Fig 4.8 Genotype of microsatellite loci M23（parent 5487, non-parent 5478, 

offspring Z1） 

  
图 4.9：引物 M46 测序图（依次为亲本 5487，非亲本 5478，子代 Z1） 

Fig 4.9 Genotype of microsatellite loci M46（parent 5487, non-parent 5478, 

offspring Z1） 



胭脂鱼种群遗传多样性和家系管理研究 

46 
 

以 30 个个体作为子代群体，假设 30 尾候选亲本均为这 30 个子代个体的亲

本，用筛选出的 17 个胭脂鱼微卫星进行模拟亲子鉴定，抽样 10000 次，以父母

本均不知进行建模分析，同时选取其他繁殖亲本个体 30 尾作为候选亲本用于建

立亲子鉴定体系，分别以母本或父本已知、父母本均已知和父母本均未知建模进

行亲子鉴定分析，初步结果显示，在双亲未知时，17 个位点累积排除概率为

0.98746106，在双亲之一已知的情况下，17 个位点累积排除概率为 0.99971843，

在双亲都已知的情况下，17 个位点累积排除概率为 0.9999988。30 个子代个体均

准确找到亲本，其亲子鉴定结果如表 4.4 所示。 

表 4.4 30 尾子代胭脂鱼亲子鉴定结果 

Table 4.4 Paternity test of 30 Chinese sucker offspring 

子代 ID 

Offspring 

ID 

第一候选亲本 ID 

First Candidate  

Mother ID 

检测标记数

Number of

 test loci 

错配座位数

Pair loci  

mismatching

似然率对数值 

Pair LOD 

score 

自信度 

Pair 

confidence 

Z1 5487 17 0 2.85E-01 + 

Z2 5487 17 0 8.34E-01 + 

Z3 5487 17 0 1.91E+00 * 

Z4 5487 17 0 6.93E-01 * 

Z5 5487 17 0 2.60E+00 * 

Z6 5487 17 0 7.23E-01 + 

Z7 5487 17 0 6.87E-01 + 

Z8 5487 17 0 2.06E+00 * 

Z9 5487 17 0 2.57E+00 * 

Z10 5487 17 0 1.24E+00 + 

Z11 5487 17 0 1.66E+00 * 

Z12 5487 17 0 7.07E-01 + 

Z13 5487 17 0 4.69E-01 + 

Z14 5487 17 0 1.08E+00 + 

Z15 5487 17 0 2.77E+00 * 
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Z16 5487 17 0 5.66E-01 + 

Z17 5487 17 0 3.49E-01 + 

Z18 5487 17 0 1.28E+00 * 

Z19 5487 17 0 2.79E+00 * 

Z20 5487 17 0 8.05E-01 + 

Z21 5487 17 0 2.13E+00 * 

Z22 5487 17 0 1.70E+00 * 

Z23 5487 17 0 2.79E+00 * 

Z24 5487 17 0 2.05E+00 * 

Z25 5487 17 0 2.21E+00 * 

Z26 5487 17 0 3.51E+00 * 

Z27 5487 17 0 4.17E-01 + 

Z28 5487 17 0 6.11E-01 + 

Z29 5487 17 0 6.90E-01 + 

Z30 5487 17 0 2.59E+00 * 

上述 30 个个体亲子鉴定结果如表 4.4 所示，其中 LOD 值为亲子指数

（paternity index）的对数值，LOD 大于 0 的意义是，与任意亲本相比，候选亲

本最有可能是真实的亲代，且在置信区间内没有错配座位。上述结果显示 30 个

个体均准确的找到了真正的亲本 5487，以上分析结果证实这 17 个胭脂鱼微卫星

标记用于胭脂鱼亲子鉴定是可行的。 

3.3 胭脂鱼亲子鉴定试剂盒 

上述实验证明应用 17 个微卫星标记可以建立胭脂鱼亲子鉴定技术，因此用

这 17 个胭脂鱼微卫星标记组成用于胭脂鱼亲子鉴定的试剂盒。试剂盒（100 次

规格）包括一下试剂如表 4.5。 
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表 4.5 胭脂鱼亲子鉴定试剂盒 

Table 4.5 Paternity test kit of Chinese sucker 

Type 

名称 

Concentrations 

浓度 

Dose（ul） 

剂量（ul） 

10×PCR Buffer 10mM/L 300 

MgCl2 25 mmol/L 50 

dNTPs 10 mM/L 100 

17个微卫星标记（F.R） 10 mM/L 50 

rTaq Enzyme 5 U/μL 40 

ddH2O  2000 

按上述剂量对试剂盒中的各组分分别进行包装组成胭脂鱼亲子鉴定试剂盒，

便可对胭脂鱼进行准确快速的亲子鉴定分析工作。 

4 讨论 

4.1 亲子鉴定可靠性及所选微卫星位点 

在亲子鉴定中，利用累积非亲排除率（CPE）是否达到一定的标准来衡量是

否可以用于亲子鉴定。赵茂桐等（1988）提出亲权鉴定中累积非亲排除率在

99.73%及以上，就可以认定存在亲子关系；若累积非亲排除率在 99%-99.73%时，

极有可能有亲子关系；累积非亲排除率在 95%-99%时，是有可能有亲子关系；

当累积非亲排除率在 80%及以下就不能肯定有亲子关系，需要进一步进行检测分

析。本论文中，所用的 17 个胭脂鱼微卫星位点累积非亲排除率为 99.99988%，

因此我们可以认定存在亲子关系。 

我们利用 cervus 软件中的 Parentage analysis 模块检测了 30 个胭脂鱼子代个

体与 30 个可疑亲本之间的亲子关系，结果与记录已知亲子关系一致，所有子代

个体均在 95%置信区间内 LOD 值大于 0 且没有座位不匹配的现象（LOD 值越大，

越可能是真实的父母本），均准确的找到了所属的亲本，与实际情况一致，因此

我们认定这 17 个微卫星标记能够用于建立胭脂鱼亲子鉴定体系。 
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第五章  胭脂鱼遗传多样性的研究 

1 前言 

胭脂鱼幼鱼和成鱼在体形和体色上存在着较大差异，曾被定为不同的亚种，

随着研究工作的不断深入和研究水平的不断提高，目前较为一致的看法是胭脂鱼

为一个单型种为我国也是亚洲特有种，在鱼类系统分类和动物地理学上有着极为

重要的研究价值。胭脂鱼曾在长江和闽江有过广泛的分布，并有较大的产量，近

年来由于过度捕捞、水域污染、水利工程建设等人为因素的影响，资源量急剧下

降，特别是一些原分布地的天然种群已经绝迹，闽江水系已经很难发现胭脂鱼的

踪迹，长江胭脂鱼可能是现存的中国胭脂鱼唯一的野生种群，1998 年胭脂鱼被

列入我国重点保护野生动物名录，并被定为国家Ⅱ类野生保护动物（张春光等，

2000）。 

物种保护之目的是尽最大可能维持种内遗传变异水平和物种进化潜力，种质

资源的保护就是保护物种的遗传多样性，遗传多样性愈丰富，物种对环境变化的

适应能力愈强，其进化的潜力也就愈大，越有助于保护物种的多样性，减慢由于

适应和进化所导致的灭绝。保护胭脂鱼这一濒危动物的关键是保护物种的遗传多

样性，制定切实有效的保护策略和措施必须建立在对濒危物种遗传多样性水平和

种群遗传结构充分了解的基础上。国内在对胭脂鱼保护遗传学和分子生态学方面

的研究有了一定的基础，但仍缺乏系统性和完整性，尤其是缺乏近几年长江胭脂

鱼种群的遗传变异资料。 

线粒体 DNA 和微卫星标记其显著的优点被在遗传学上有重要的价值，越来

越多地被应用于遗传多样性的评估和种群遗传结构的研究。本研究利用线粒体

DNA 进化速率最快的控制区（d-loop）和细胞色素 b（cyt-b）以及已筛选的 11

对胭脂鱼微卫星标记，对长江中上游 5 个胭脂鱼养殖场和长江采集的野生胭脂鱼

样本进行遗传多样性和遗传结构分析，为胭脂鱼保育遗传策略和保育管理提供分

子水平的科学依据。 
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2 材料和方法 

2.1 实验材料和采样地点 

胭脂鱼实验样本分为长江采集样本和养殖场采集样本，长江样本来自长江中

上游各江段（如图 5.1），养殖场样本来自长江中上游 5 个胭脂鱼养殖场（如图

5.1），各地详细的样本数见表 5.1。所有样本均用无水乙醇 4℃冰箱保存备用。 

 

图 5.1 胭脂鱼采样点分布图 

Fig 5.1. Map of the sampling sites of Myxocyprinus asiaticus 

：胭脂鱼养殖场位置； ：胭脂鱼长江采样点 

：The position of the Chinese sucker farm; : the monitoring sites of Chinese 

sucker in the Yangtze River 
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表 5.1 胭脂鱼采集样本信息 

Table 5.1 Information of samples in Chinese sucker 

采样地点 

Sample location 

代码 

Number 

纬度/经度 

Latitude/longitude 

线粒体 DNA 

样本数 

Samples of 

mt-DNA 

微卫星标记 

样本数 

Samples of 

SSR 

四川水产研究所 SC 28°44'21.91''/104°35'02.08'' 14 14 

武汉水产引种中心 WH 30°28'47.96''/114°19'44.70'' 28 28 

万州水产研究所 WZ 30°52'42.81''/108°25'17.75'' 85 85 

宜宾珍稀水生保护动物 YB 28°45'23.97''/104°40'40.23'' 13 13 

宜昌三江渔业有限公司 YC 30°42'27.53''/111°17'34.62'' 9 9 

长江中上游江段 YZ  50 65 

共计   199 214 

 

2.2 基因组 DNA 提取和 PCR 扩增 

基因组 DNA 的提取采用经典的酚氯法（Sambrook et al，1989），具体实验

步骤参照第三章 2.2 的实验步骤。 

PCR 扩增引物采用两种分子标记线粒体 DNA（控制区 d-loop 和细胞色素 b

基因 cyt-b）标记和微卫星分子标记进行扩增。 

（1）线粒体 DNA 标记：线粒体 DNA 控制区 d-loop 扩增引物为 MitDL - F

（5'-CACCCYTRRCTCCCAAAGCYA-3'）和 MitDL-R

（5’-GGTGCGGRKACTTGCATGTRTAA-3'）（黄志坚等，2009），细胞色素 b

基因 cyt-b 扩增引物为 L14724（5'-GACTTGAAAAACCACCGTTG-3'）和 H15915

（5'-CTCCGATCTCCGGATTACAAGAC-3'）（Xiao et al，2001）。按照如下体

系（表 5.2）进行 PCR 扩增。将反应混合物加入灭菌离心管中，最后加 Taq 聚合

酶，整个过程保证准确量取和加样，振荡、离心，并混匀后放入 PCR 仪中，进

行扩增反应。扩增程序：94℃预变性 5min；94℃变性 30s，50℃退火温度下退火

30s，72℃延伸 90s，35 个循环；72℃再延伸 5 min，4℃保存 PCR 产物。 
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表 5.2 PCR 扩增体系 

Table 5.2 PCR system 

反应物 

Reactant 

体积（μl） 

Volume 

ddH2O 补水至50 

10×buffer (Mg2+) 5 

dNTPs (10 mM) 1.0 

Primer (F, R) (10 μM) 各1 

Taq Enzyme (2.5 U) 0.2 

Template 1 

总计 50 

（2）微卫星标记：胭脂鱼微卫星标记利用 11 对多态性高的胭脂鱼荧光标记

（FAM 和 HEX）微卫星标记（Cheng et al，2013：Mas3，Mas11，Mas13，Mas15，

Mas21，Mas22，Mas23；Peng et al，2013：M5，M11，M23，M46），PCR 反

应体系和扩增程序参照第三章 2.3。 

2.3 产物检测和数据分析 

（1）线粒体 DNA 标记 

PCR 产物经纯化试剂盒纯化后，在自动测序仪 ABI 3730XL 上测取扩增序列

峰值，利用以下软件进行数据分析： 

A）使用软件 Seqman 拼接序列，截至相同长度，除去重复片段后的 2 段片

段进行拼接，软件 Lasergene（Megalign）比对序列（Thompson，1994）； 

B）使用软件 MEGA 5.1（Tamura et al，2007）统计碱基组成，变异位点数

以及多态位点转化和颠换比； 

C）利用 DNASP v5（Rozas，2009）进行种群分组中性检验，单倍型在各群

体中的分布，计算突变位点数、单倍型数（number of haplotypes）、核苷酸多样

性指数（nucleotide diversity）、单倍型多样性指数（haplotype diversity）等数据； 
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D）利用软件 MEGA 5.1 基于 Kimura 2-Parameter（K-2P）双参数模型计算

各基因片段单倍型间遗传距离，并采用NJ法构建进化树进行聚类分析（1000次）；  

E）使用 Arlequin 3.5（Excoffier et al，2010）程序进行分子变异方差分析

（AMOVA），计算群体间遗传分化指数（FST），并检测 FST的显著性（重复次

数为 1000 次）； 

F）使用 Network 4.6（Bandelt et al，1999）程序构建单倍型网络结构图，对

各个单倍型进行对应关系分析。 

（2）微卫星标记 

利用 DNA 测序仪（ABI 3730XL）对经过琼脂糖电泳初步检测 PCR 产物进

行毛细管电泳，使用软件Genemapper v.4.0以分子内标Rox-500读取等位基因值，

利用以下软件进行数据分析： 

A）使用软件 GenAIEx v6.4 （Peakall and Smouse，2006）统计等位基因数

（Allele）、观测杂合度（Ho）、期望杂合度（HE）、多态信息含量（PIC）等

遗传多样性参数； 

B）使用在线软件 Genepop 4.0.10 （Raymond and Rousset，2003）对每个微

卫星位点和每个地理种群检测是否偏离哈迪 - 温伯格平衡（Hardy - Weinberg 

equilibrium，HWE）（Guo and Thompson，1992）和连锁不平衡（Linkage 

disequilibrium，LD）检测（Barton and Slatkin，1986）； 

C）使用软件 Microchecker ver. 2.2. （Van Oosterhout et al，2004）微卫星数

据进行无效等位基因（Null alleles）是否存在。 

D）使用软件 Arlequin 3.5 计算各种群之间中的分子方差分析（AMOVA）

（Analysis of Molecular Variance）（Weir and Cockerham，1984）和两两种群间

的遗传分化程度 Fst（Weir et al，1984），通过 10000 次迭代检验 FST值的显著

性，深入了解种群的遗传变异分布以及种群内和种群间的变异程度； 

E）使用软件 Structure 2.3.2（Falush et al，2007）进行群体遗传结构划分，

通过以贝叶斯模型为基础对每一个推断类别值 K（可能的遗传聚类群数目）重复

运行 Structure 程序 10 次，计算各个 K 值 10 次重复 LnP（D）的平均值，以 lnP

（D）（±SD）达到最大值时的 K 值（2－6），作为该群体的类群数（Falush et al，

2003） 
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F）使用软件 Geneclass（Piry et al，2004）分析检测种群间基因流，利用贝

叶斯模型为基础对所有样本从个体水平进行个体归属地分析（Rannala and 

Mountain，1997）。 

G）利用软件 Poptree 2（Naoko et al，2010）的邻接法（Neighor-joining，NJ）

基于 Nei’s 遗传距离对归属地分配后的 5 个地理种群进行聚类分析和聚类图绘

制。 

H）使用软件 Bottleneck（Cornuet and Luikart，1997）胭脂鱼种群是否偏离

突变 - 漂变平衡，即是否经历了近期的瓶颈效应，通过逐步突变模型 SMM（the 

more conservative stepwise mutation model）和无限等位基因模型 IAM（the less 

conservative infinite allele model）（Luikart and Cornuet 1998；Maudet et al，2002）

来测验观测杂合度（Ho）偏离突变 - 漂移模型的显著性（P=0.05)，从而判断种

群是否经历瓶颈效应。 

3 结果 

3.1 基于线粒体 DNA 核苷酸及单倍型多样性分析 

经过比对后得到胭脂鱼线粒体 DNA（d-loop 和 cyt-b）总长为 2047 bp，平均

T、C、A、G 的含量分别为 28.3%、26.2%、28.4%、17.1%，A+T 含量(56.7%)

明显高于 G+C 含量(43.3%)。 

在 199 尾胭脂鱼线粒体 DNA 序列中发现 88 个变异位点（表 5.3），定义了

33 个单倍体型，平均单倍型多样性指数和核苷酸多样性指数分别为 0.916 和

0.01234，从表中我们可以看到长江采集群体无论是单倍型多样性指数和核苷酸

多样性指数均低于 5 个养殖场群体。 
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表 5.3 胭脂鱼 6 个群体线粒体 DNA 遗传多样性 

Table 5.3 Genetic diversity analysis for Chinese sucker in six populations 

based on mt-DNA 

群体 

Population 

样本量 

Samples size 

多态位点数 

Polymorphic size

单倍型

Haploid

核苷酸多样性 

Pi 

单倍型多样性

Hd 

四川（SC） 14 70 7 0.01012 0.846 

武汉（WH） 28 80 14 0.00904 0.939 

万州（WZ） 85 85 20 0.01461 0.844 

宜宾（YB） 13 70 7 0.01283 0.872 

宜昌（YC） 9 74 6 0.00966 0.917 

长江（YZ） 50 80 17 0.00779 0.844 

合计/平均 199 88 33 0.01234 0.916 

单倍型分布在各地理种群分布见表 5.4，其中 45%的单倍体型为混合单倍体

型，另外 28%单倍体型为万州养殖群体（WZ）所独有，16%的单倍体型为长江

采集群体（YZ）所独有；Hap 9 和 Hap 15 均为 6 个地理种群共享。 

表 5.4 胭脂鱼单倍体型分布及频率 

Table 5.4 Haplotype frequency of Chinese sucker 

单倍体型 

Haplotypes 

长江 

YZ 

万州 

WZ 

宜昌 

YC 

武汉 

WH 

宜宾 

YB 

四川 

SC 

频率 

Frequency

Hap 1 3 11 2 3  1 0.1005 

Hap 2 1      0.0050 

Hap 3 5 1  2   0.0402 
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Hap 4 18 2  1  1 0.1106 

Hap 5 1      0.0050 

Hap 6 1 2  3 4 3 0.0653 

Hap 7 7 18 1 2   0.1407 

Hap 8 1 6  1   0.0402 

Hap 9 2 26 1 1 1 2 0.1658 

Hap 10 1 1     0.0101 

Hap 11  2     0.0101 

Hap 12  1     0.0050 

Hap 13 1 1     0.0101 

Hap 14      1 0.0050 

Hap 15 2 3 2 1 3 5 0.0804 

Hap 16   2 3   0.0252 

Hap 17 2   5 2  0.0452 

Hap 18  3 1 2   0.0302 

Hap 19  2     0.0101 

Hap 20  1     0.0050 

Hap 21  1     0.0050 

Hap 22  1     0.0050 

Hap 23  1     0.0050 

Hap 24  1     0.0050 

Hap 25    1  1 0.0101 

Hap 26     1  0.0050 

Hap 27     1  0.0050 

Hap 28 2   2 1  0.0252 

Hap 29 1      0.0050 

Hap 30 1      0.0050 

Hap 31 1      0.0050 

Hap 32    1   0.0050 
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Hap 33  1     0.0050 

Total 50 85 9 28 13 14 1.0000 

3.2 基于微卫星标记种群遗传多样性分析 

11 个微卫星标记对 6 个不同地理种群 214 个胭脂鱼个体进行遗传多样性分

析，共检测得到 215 个等位基因，每个群体平均有效等位基因数 6.7~13.0 不等，

观测杂合度 0.738~0.804，期望杂合度 0.714~0.767，从表 5.5 中显示，长江采集

群体有效等位基因数（13.0）显著高于 5 个养殖群体（7.3），但观测杂合度均比

养殖群体低。 

表 5.5 胭脂鱼群体遗传多样性参数检测 

Table 5.5 Genetic diversity analysis for Chinese sucker 

群体 

Population 

样本数 

N 

等位基因数 

Na 

观测杂合度 

HO 

期望杂合度 

HE 

四川（SC） 14 7.0 0.769 0.726 

武汉（WH） 28 10.1 0.766 0.767 

万州（WZ） 85 11.5 0.784 0.758 

宜宾（YB） 13 8.5 0.804 0.767 

宜昌（YC） 9 6.7 0.768 0.714 

平均(culture) 31 7.3 0.783 0.730 

长江（YZ） 59 13.0 0.738 0.758 

平均 35.3 9.5 0.771 0.748 

3.3 不同种群 DNA 分子变异分析 

（1）基于线粒体 DNA 分子变异分析 

通过 AMOVA 分析显示，胭脂鱼线粒体 DNA 的控制区和细胞色素 b 中遗传

变异主要来源于胭脂鱼种群内（90.72%）（表 5.6），9.28%遗传变异来至于种

群间，说明胭脂鱼群体间存在一定的遗传分化。 
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表 5.6 胭脂鱼群体遗传变异方差分析（AMOVA） 

Table 5.6 Results of analysis of molecular variance testing genetic structure 

（AMOVA） of Chinese sucker 

变异来源 

Source of variation 

自由度 

d.f. 

变异百分比 

Percentage of variation

P 值 

P-value 

群体间 5 9.28 0.0000 

群体内 193 90.72  

总和 198   

进一步对群体间两两比较（表 5.7），发现引起遗传分化的主要是长江采集

群体和万州养殖群体，长江采集群体与处于长江上游四川、宜宾和万州养殖群体

存在显著的遗传分化，而与处于中下游的武汉和宜昌养殖群体分化不明显；万州

养殖群体除了与宜宾养殖场群体不存在显著分化外与其他采样群体分化明显。 
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表 5.7 胭脂鱼群体两两间 FST 值（下）和 FST 值的 P 值（上） 

Table 5.7 Pairwise FST (below) and P-values (above) among populations of 

Chinese sucker 

 四川（SC） 武汉（WH） 万州（WZ） 宜宾（YB） 宜昌（YC） 长江（YZ）

四川（SC）  0.38739 
+-0.0490 

0.09009 
+-0.0271 

0.82883 
+-0.0354 

0.57658 
+-0.0411 

0.07207 
+-0.0227 

武汉（WH） -0.01232  0.01802 
+-0.01218 

0.29730 
+-0.0333 

0.81081 
+-0.0429 

0.15315 
+-0.0385 

万州（WZ） 0.07248 0.11725  0.19820 
+-0.0521 

0.11712 
+-0.0194 

0.00000 
+-0.0000 

宜宾（YB） -0.05570 0.00867 0.02075  0.36937 
+-0.0515 

0.03604 
+-0.0148 

宜昌（YC） -0.03405 -0.04907 0.07448 -0.01266  0.18919 
+-0.0163 

长江（YZ） 0.05385 0.02491 0.15078 0.08691 0.03417  

（2）基于微卫星标记分子变异分析 

另外通过微卫星等位基因频率计算胭脂鱼群体间遗传分化程度，遗传变异主

要来源于胭脂鱼种群内（97.67%）（表 5.8），2.33%遗传变异来至于种群间。 

表 5.8 胭脂鱼群体遗传变异方差分析（AMOVA） 

Table 5.8 Results of analysis of molecular variance testing genetic structure 

（AMOVA） of Chinese sucker 

变异来源 

Source of variation 

自由度 
d.f. 

变异百分比 

Percentage of variation

P 值 

P-value 

群体间 5 2.33 0.0000 

群体内 208 97.67  

总和 213   
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群体间两两比较（表 5.9），未发现有哪两个群体间发生显著的遗传分化。 

表 5.9 胭脂鱼群体两两间 FST 值（下）和 FST 值的 P 值（上） 

Table 5.9 Pairwise FST (below) and P-values (above) among populations of 

Chinese sucker 

 
四川（SC） 武汉（WH） 万州（WZ） 宜宾（YB） 宜昌（YC） 长江（YZ）

四川（SC） 
 0.03604 

+-0.0148 
0.00000 
+-0.0000 

0.10811 
+-0.0297 

0.00000 
+-0.0000 

0.00000 
+-0.0000 

武汉（WH） 
0.01598  0.00000 

+-0.0000 
0.19820 
+-0.0297 

0.02703 
+-0.0139 

0.00000 
+-0.0000 

万州（WZ） 
0.02200 0.01261  0.03604 

+-0.0148 
0.24324 
+-0.0305 

0.00000 
+-0.0000 

宜宾（YB） 
0.01144 0.00434 0.00896  0.06306 

+-0.0237 
0.00000 
+-0.0000 

宜昌（YC） 
0.03918 0.01578 0.00140 0.01635  0.00000 

+-0.0000 

长江（YZ） 
0.02626 0.02476 0.03432 0.03133 0.04706  

3.4 基于线粒体 DNA 单倍型网络结构图 

Network 网络结构分析 33 个单倍体型被分为 2 个进化单元：Clusters 1 和

Clusters 2，其中 8 个单倍体型共 44 个个体组成了进化单元 Clusters 1，另外 25

个单倍体型 155 个个体组成了进化单元 Clusters 2，并且这些进化单元并不为某

一种群或某一地理种群所独有（图 5.2）。 

 

 

图 5.2 胭脂鱼单倍体型 network 网络结构图 

长江采集样本（YZ），万州养殖群体，武汉养殖群体，宜昌养殖群体，宜宾养

殖群体，四川养殖群体，分别用红色，黄色，蓝色，绿色，粉色和黑色显

Clusters 2 Clusters 1 
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示，红色小圆代表的是潜在的单倍体型，数字代表突变步骤 

Fig 5.2. Median joining network of all the Chinese sucker haplotypes.  

Samples from Yangtze river（YZ）population and WZ culture population, WH 

culture population and YC culture population, YB culture population and 

SC culture population are shown in red, yellow, blue, green, pink and black, 

respectively. Red dots represent a potential mutation site. Numbers are the 

mutation step. 

3.5 基于微卫星标记 Sturcture 聚类分析 

为了进一步比较各群体间的聚类和分化情况，利用 Sturcture 进行遗传结构

分析，结果显示，当 K=2 时，似然率的峰值为最高，此时 6 个群体 214 个个体

明显聚为两大类，78.3%的长江采集群体聚为第一大类 Clusters 1，另外 5 个养殖

场群体绝大部分个体聚为另一类 Clusters 2（表 5.10；图 5.3）；当 K=3 时，四川

和宜昌养殖群体聚为 Clusters 1，武汉、万州和宜宾养殖群体聚为 Clusters 2，而

长江采集群体还是单独聚为 Clusters 3（表 5.10；图 5.3）。 

表 5.10 胭脂鱼群体在聚群比例 

Table 5.10 Proportion of membership of each pre-defined population in each of 

the clusters of Chinese sucker 

 K=2 K=3 

 Clusters 1 Clusters 2 Clusters 1 Clusters 2 Clusters 3 

四川（SC） 0.468 0.532 0.414 0.305 0.281 

武汉（WH） 0.326 0.674 0.329 0.453 0.218 

万州（WZ） 0.248 0.752 0.420 0.455 0.125 

宜宾（YB） 0.243 0.757 0.313 0.516 0.171 

宜昌（YC） 0.175 0.825 0.595 0.355 0.050 

长江（YZ） 0.783 0.217 0.176 0.160 0.664 
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图 5.3 基于贝叶斯算法的个体分配分析（K=2 至 K=6） 

不同的颜色代表不同的聚类群（K 值），每个胭脂鱼个体用一个竖条表示，竖

条的颜色代表其被分配到该类群的比例 

Fig 5.3 Individual Bayesian assignment probabilities for K=2 to k=5 

Each individual snail is represented by a single vertical bar divided into K 

colours, where K is the number of clusters assumed. Each colour represents 

one cluster, and the length of the coloured segment shows the individual’s 

estimated proportion of membership in that cluster. 
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3.6 基于微卫星标记胭脂鱼个体分配分析 

运用 Geneclass 软件的贝叶斯概率理论对胭脂鱼种群中可能为迁入（即个体

被各个原种群排除的个数）的个体数进行分析。在分析的 214 个胭脂鱼个体中，

共有 92 个个体被鉴定为迁移个体（表 5.11）。5 个养殖群体大多数为迁移个体

（5 个个体来自四川养殖群体，15 个个体来自武汉养殖群体，34 个个体来自万

州养殖群体，12 个个体为宜宾养殖群体，宜昌养殖群体全部为迁入个体）；长

江采集个体也存在部分个体归属地属于养殖场。 

表 5.11 基于贝叶斯概率理论胭脂鱼种群个体的分配分析 

Table 5.11 Results of assignment tests (self-classification) based on the Bayesian 

method of Chinese sucker individuals 

种群 分配至 

Assigned to 

population 
四川（SC） 武汉（WH） 万州（WZ） 宜宾（YB） 宜昌（YC） 长江（YZ）

四川（SC） 9 1 2 0 0 2 

武汉（WH） 2 19 6 2 3 2 

万州（WZ） 4 10 52 5 10 4 

宜宾（YB） 0 3 2 5 2 1 

宜昌（YC） 0 3 6 0 0 0 

长江（YZ） 5 6 4 5 2 37 

Correctly 

assigned (%) 
0.64 0.59 0.61 0.39 0 0.63 

3.7 基于微卫星标记 Poptree 聚类分析 

利用 Poptree 软件的邻接法基于 Nei’s 遗传距离对胭脂鱼 5 个地理（除去宜

昌养殖群体）种群进行聚类分析（图 5.4）。结果显示，5 个地理种群可分为三

大类群，四川养殖群体归为一个类群，宜宾、武汉和万州养殖群体归为另一个类
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群，长江采集群体为一个单独的类群。 

 
图 5.4 胭脂鱼 6 个地理种群的 NJ（Neighbour-Joining）图 

Fig. 5.4 Neighbor-Joining tree of 6 populations of Chinese sucker 
YB：宜宾珍稀濒危水生保护动物研究所；WZ：重庆市万州区水产研究所；SC：

四川省水产研究所（宜宾）；WH：武汉水产引种中心；YC：宜昌三江渔

业有限公司；YZ：长江采集种群 

 YB: Yibin Rare Aquatic Animal Research Institute; WZ: Wanzhou Fisheries 

Research Institute; SC: Sichuan Fisheries Research Institute (Yibin); WH: 

Wuhan Aquatic Restocking Center; YC: Yichang Sanjiang Fisheries Co，

Ltd；YZ: Yangtze River population 

3.8 基于微卫星标记不同群体瓶颈效应分析 

基于无限等位基因模型（IAM）、双向突变模型（TPM）和逐步突变模型

（SMM）3 种突变模型对胭脂鱼 6 个群体进行 Wilcoxon 符号秩次检验（见表

5.12）。结果表明，四川、宜宾和宜昌养殖群体在二段突变模型（T.P.M.）检测

中发现存在“瓶颈效应”并达到显著水平。 
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表 5.12 在三种模型（无限等位基因模型，双向突变模型和逐步突变模型）下胭

脂鱼 6 个种群的“瓶颈效应”检验 

Table 5.12 BOTTLENECK tests in 6 Chinese sucker populations under the 

infinite allele models (LA.M), two phase models (T.RM) and stepwise 

mutation models (S.M.M) 

群体 样本量 威尔科克森符号秩检验 

Population Samples size I.A.M． T.P.M． S.M.M． 

四川（SC） 14 0.026 0.019 0.001 

武汉（WH） 28 0.148 0.104 0.003 

万州（WZ） 85 0.230 0.173 0.004 

宜宾（YB） 13 0.000 0.000 0.000 

宜昌（YC） 9 0.000 0.000 0.000 

长江（YZ） 65 0.074 0.518 0.000 

4 讨论 

4.1 胭脂鱼遗传多样性分析 

（1）线粒体 DNA 标记 

核苷酸多样性指数（Pi）和单倍型多样性（Hd）是衡量群体内遗传变异程度

的高低的重要指标，其值越大，遗传多样性就越大，对一个物种来说，其遗传多

样性越高，则其对生存环境变化所产生的适应能力越强，进化的潜力也越大。本

实验的六个群体核苷酸多样性指数在 0.00779~0.01461 范围内，单倍型多样性指

数在 0.844~0.939 范围内，其中长江采集群体无论是 Pi 值还是 Hd 值都低于 5 个

养殖场群体，说明长江胭脂鱼遗传多样性低于养殖场内养殖亲本胭脂鱼的遗传多

样性，一方面可能是长江采集样本的局限性，在样本采集过程中，多数样本体长

范围为 15 cm~20 cm，我们推测这些胭脂鱼很有可能为增殖放流的胭脂鱼；另外
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一方面，目前记录的误捕量、出现频度和分布情况看，胭脂鱼在长江已处于非常

濒危的程度（张春光等，2000），导致了长江胭脂鱼处于较低的遗传多样性。 

（2）微卫星标记 

一般认为，杂合度越高，等位基因数越多，物种遗传多样性越丰富，对生活

环境适应的潜能越大，等位基因数（Na）和杂合度被认为是度量物种遗传多样

性 2 个较好的指标。Na 是研究遗传变异度的基础，等位基因数目的多少反映了

物种在该区域的变异程度，而多个微卫星位点的变异情况能反映种群的总体遗传

变异水平，但等位基因数的大小在一定范围内会受到样本量大小的影响，因此在

微卫星遗传多样性的研究中单个群体的样本量最好在 30 个个体以上（闫路娜等，

2004）；本研究中的 6 个胭脂鱼群体中有 3 个胭脂鱼养殖场（SC、YB、YC）的

样本量不足 30 尾，且其等位基因数并未呈明显偏低的现象；且杂合度的检测不

受样本数量的影响，因此被认为是评价群体遗传变异水平的最适参数，杂合度结

果显示和线粒体 DNA 结果一致，也是长江采集群体观测和期望杂合度均低于 5

个养殖场。 

多态信息含量（PIC）是衡量等位基因片段多态性的理想指标，当 PIC > 0.5

时，为高度多态位；0.25 < PIC < 0.5 时，为中度多态位点；PIC < 0.25 时，为低

度多态位点。本研究中 11 个微卫星位点在各群体的 PIC 都大于 0.5，说明选择的

这 9 个位点都处于高度多态水平，可以准确用于胭脂鱼遗传多样性评估。 

4.2 胭脂鱼不同群体遗传分化和遗传结构 

物种不同种群间的遗传分化的程度常用遗传分化指数 Fst 来进行判别，如果

Fst < 0.05，则表示群体间几乎没有遗传分化；如果 0.05 < Fst < 0.15，则表示群

体间的分化程度较低；若 0.15 < Fst < 0.25，则表示群体间为中度分化；若 Fst > 

0.25 时，表明群体间分化程度很高（Wright，1965）。本实验线粒体 DNA 和微

卫星标记结果均显示遗传变异主要发生在种群个体内，只有线粒体 DNA 结果分

析各个种群间存在较低的遗传分化（Fst = 0.0928，P < 0.001），微卫星标记结果

显示各群体间几乎没有遗传分化（Fst = 0.0233，P < 0.001），这可能与这两种分

子标记的分子进化速率不同、在环境因素变化的情况下基因突变速率不同及对自

然选择的反应不同有关，一般情况下，mt-DNA 比单拷贝核 DNA 具有更快的进
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化速率，因此，在分析不同地理种群间的遗传分化水平时更加灵敏。 

Network 网络结构图和 Structure、Poptree 聚类分析结果均显示这 6 个胭脂鱼

种群被分为 2 个进化单元，四川养殖群体为一个进化单元，另外 5 个种群为一个

进化单元。通过 Geneclass 我们还发现一半以上的个体都属于迁入个体，在胭脂

鱼养殖场实际繁殖过程中，确实也存在繁殖期亲本交换情况，通过交换性成熟的

雄鱼和雌鱼来进行繁殖，这也是导致单倍体型 Network 网络结构途中每一个进化

单元都不为某一采样群体或某一地域采样群体所独有的原因。另外长江采集的样

本有 22 尾被分配至另外 5 个养殖场，这很有可能是来自人工增殖放流的胭脂鱼，

在第七章作详细分析。 

在种群遗传瓶颈分析中，由于无限等位基因模型（I.A.M.）不能充分的解释

微卫星数据，尤其是微卫星的长度为什么不能发展到无限长等问题，而只有少数

微卫星位点的突变是完全符合逐步突变模型（S.M.M.），因此，相比而言微卫星

数据更符合二阶突变模型（T.P.M.），这也使得很多以微卫星为分子标记的研究

都更偏向相信二阶突变模型对种群遗传瓶颈检测的结果。本次实验也选择二阶突

变模型对胭脂鱼 6 个种群进行瓶颈效应分析，结果 3 个养殖种群（SC、YB、YC）

出现瓶颈效应，在这 3 个养殖场内胭脂鱼个体数较少，并且繁殖效率并不高，因

此急需采取有效的措施对这些胭脂鱼进行保护和增殖。 

4.3 对比长江野生胭脂鱼遗传多样性以及遗传结构分析 

Sun 等（2004）利用线粒体 DNA 控制区（d-loop）对长江（宜宾、万州、宜

昌、武汉）采集的 70 尾野生胭脂鱼遗传多样性及遗传结构分析，我们通过对比

分析 d-loop 发现，在我们采集的 199 尾胭脂鱼中变异位点数和单倍体数都远小

于 Sun 等（2004）分析的野生胭脂鱼（表 5.13）；利用我们 d-loop 区得到的 21

个单倍体型和 Sun 等 AMOVA 分析发现存在显著的遗传分化（Fst = 0.3081，P < 

0.005），NJ 系统进化数显示 Sun 等进化单元 Clusters B（宜宾野生群体）在我

们的采样群体中并没有出现（图 5.5），宜宾野生群体与其他 3 个野生群体存在

明显分化，并且遗传多样性最低，由于繁殖期间选择性的亲本交换和近亲繁殖导

致 Clusters B 进化单元的消失以及其他稀有单倍体型的消失。 
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表 5.13 Sun 等（2004）和本实验对比结果 

Table 5.13 Compare with Sun et al（2004）and our result 

 采集样本（d-loop） 

Sample（d-loop） 

Sun等，2004 

Sun et al，2004 

样本数 199 70 

变异位点数 86 223 

单倍体数 21 39 

种群间变异 7.81 60.29 

进化单元 Clusters A Clusters A and Clusters B 



第五章    胭脂鱼遗传多样性的研究 

69 
 

 
图 5.5 Sun 等 2004 的 39 个单倍体型和我们的 21 个单倍体型 NJ 系统进化数 

所有的单倍体型 Sun (2004)为(sunhap 1-sunhap 39)和我们的 21 个单倍体型

(Hap 1-21) 

Fig. 5.5 Neighbour-joining tree estimated among 39 haplotypes of Sun (2004) 

and 21 haplotypes of Chinese sucker. 

All the haps contain haps from Sun (2004) (sunhap 1-sunhap 39) and 19 

haps from culture farms (Hap 1-21)
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第六章  胭脂鱼家系档案的建立 

1 前言 

胭脂鱼为我国特有鱼类，国家Ⅱ类野生保护动物。20 世纪 70 年代以前，胭

脂鱼曾是长江上游大型重要经济鱼类之一，在渔获物中占有较大的比例，分布于

长江和闽江。从目前记录的误捕量、出现频度和分布情况显示胭脂鱼在长江水系

中的资源量明显减少（陈春娜，2008），在长江中的分布区也逐渐缩小，在长江

胭脂鱼主要集中于宜宾至重庆的川江段及部分支流，中下游集中于葛洲坝下游一

带，已处于非常濒危的程度，闽江胭脂鱼种群几近绝迹。 

孙玉华等（2003）和杨星等（2006）均指出胭脂鱼群体内遗传结构比较单一，

其群体的遗传多样性程度有进一步减退的可能性。胭脂鱼自身性成熟晚、成活率

低，短期内依靠自然增殖使资源得以很快恢复的可能性不大，目前胭脂鱼所处的

环境和资源状况，采用人工放流的增殖方式是胭脂鱼野生资源得以恢复或增殖的

有效途径，目前胭脂鱼养殖场繁殖工作并没有考虑遗传背景，普遍采取盲目的随

机的交配方式，以 1997 年万州水产研究所胭脂鱼人工繁殖结果为例，对当年 5

尾雌性亲鱼进行人工繁殖，共获得受精卵 5169 万余粒。其中 2 尾亲鱼的受精卵

发育至开口期全部死亡；另两尾的合计成活率为 0.18%；只一尾成活率稍高，但

也只有 8.25%（张春光等，2000），小群体内近亲交配不仅不能增加胭脂鱼野生

资源，反而会加剧遗传多样性丢失，小群体遗传多样性丢失则可能导致种群灭绝。 

本文中，我们搜集长江中上游 5 个养殖场内所有胭脂鱼亲鱼样本，利用线粒

体 DNA（d-loop 和 cyt-b）和微卫星标记对这些亲鱼建立分子谱系档案，做好繁

殖管理，有效的避免或减少近交，正确的家系谱系档案可以对于鱼类育种效率的

提高和生产实践有着重要意义，特别是对于某些种群数量较小的如中华鲟、达氏

鲟、胭脂鱼，近亲繁殖严重威胁种群的扩大和发展。利用分子标记制定一个详细、

准确的种群谱系档案，以此达到避免近亲衰退现象。 
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2 材料和方法 

2.1 实验材料鱼 

家系谱系档案建立样本来自 5 个胭脂鱼养殖场内所有繁殖亲本，共计 149

尾，具体采样地点如图 5.1 和表 5.1，样本均用无水乙醇 4℃冰箱保存备用。 

2.2 基因组 DNA 提取及 PCR 扩增和测序 

基因组 DNA 的提取采用经典的酚氯法（Sambrook et al，1989），具体实验

步骤参照第三章 2.2 的实验步骤。 

PCR 扩增引物和测序具体步骤参照第五章 2.2 的实验步骤。 

2.3 数据分析 

PCR 产物经纯化试剂盒纯化后，在自动测序仪 ABI 3730XL 上测取扩增序列

峰值，利用以下软件进行数据分析，GeneMarker V1.5、Cervus vs 2.0、GenAlex

及 Poptree、Geneclass vs 2.0： 

软件 GeneMarker V1.5（David et al，1998）用于读取微卫星等位基因大小值，

使用软件 Cervus 3.0（Kalinowski et al，2007）和软件 GenAlex 统计等位基因数

（K）、杂合度（Ho）、期望杂合度（He）、多态信息含量（PIC）、平均排除

概率、以及累积排除概率，通过这些参数建立亲子鉴定体系。 

软件 Poptree 用于评价了 5 个养殖场内所有个体间的遗传分化关系与亲缘关

系，包括家系间各种遗传距离、家系内个体间的遗传关系及亲缘系数，并利用

UPGMA 算法绘制出不同养殖场胭脂鱼亲本系统发育图。 

软件 Geneclass（Piry et al，2004）基于多位点基因型数据，对分配或排除作

为双倍体或单倍体个体起源以及每组个体起源的参照群体，可以探测第一世代迁

移者。 
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3 结果 

3.1 微卫星位点多态性 

运行 Cervus2.0 中 Allele Frequency Analysis 程序和软件 GenAlex 中 Allele 

Frequency Date Parameters 程序，对微卫星位点和养殖群体遗传参数分析，具体

信息见表 6.1-6.2。 

如表 6.1 所示，所选用的 11 微卫星位点等位基因数均在 5 以上，在 5 个养

殖群体中共检测到 118 个等位基因，观测杂合度和期望杂合度均大于 0.5 属于高

度多态，多态信息含量除基因座 Mas23 属于中度多态外（P < 0.5）其他的均为高

度多态，除基因座 Mas23 和 M5 偏离哈德文平衡外其他位点均不偏离。 

表 6.1 11 个微卫星引物的主要多态性参数和 Hardy-Weinberg 检测结果 

Table 6.1 Main polymorphic parameters for the 11 microsatellite loci and 

Hardy-Weinberg 

基因座 

Locus 

等位基因数 

K 

观测杂合度 

HO 

期望杂合度

HE 

多态信息含量

PIC 

Hardy-Weinberg 检测

HW 

Mas22 7 0.521 0.579 0.537 NS 

Mas23 5 0.733 0.503 0.416 *** 

Mas21 10 0.842 0.809 0.781 NS 

Mas3 10 0.842 0.833 0.809 NS 

Mas11 4 0.616 0.615 0.533 NS 

Mas13 15 0.910 0.894 0.881 NS 

Mas15 11 0.859 0.810 0.788 NS 

M5 15 0.842 0.771 0.738 * 

M11 10 0.795 0.780 0.750 NS 

M23 15 0.828 0.854 0.835 NS 

M46 16 0.870 0.865 0.847 NS 

平均 10.7 0.787 0.756 0.720  

*：偏离 Hardy-Weinberg 平衡；***：显著偏离 Hardy-Weinberg 平衡；NS:不

显著偏离 Hardy-Weinberg 平衡 

*：means deviation from Hardy-Weinberg equilibrium；***：means significant 

deviation Hardy-Weinberg equilibrium；NS：Not significant deviation 

Hardy-Weinberg equilibrium 
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如表 6.2 所示，5 个胭脂鱼养殖场等位基因数都在 6 以上，观测杂合度、期

望杂合度以及多态信息含量都不存在显著性差异，且都不偏离哈德文平衡。 

表 6.2 5 个胭脂鱼养殖场主要多态性参数和 Hardy-Weinberg 检测结果 

Table 6.2 Main polymorphic parameters for the 5 cultured population of 

Chinese sucker and Hardy-Weinberg 

种群 

Population 

等位基因数 

K 

观测杂合度

HO 

期望杂合度

HE 

多态信息含量

PIC 

Hardy-Weinberg 检测

HW 

四川（SC） 6.091 0.786 0.704 1.486 NS 

武汉（WH） 7.818 0.786 0.747 1.664 NS 

万州（WZ） 8.727 0.785 0.739 1.634 NS 

宜宾（YB） 7.545 0.804 0.755 1.691 NS 

宜昌（YC） 6.182 0.768 0.701 1.487 NS 

NS:不显著偏离 Hardy-Weinberg 平衡 

NS：Not significant deviation Hardy-Weinberg equilibrium 

3.2 胭脂鱼亲本亲缘关系鉴定 

微卫星位点的排除概率越高说明该位点的亲权鉴定能力越强。通过分析位点

在胭脂鱼养殖群体中的排除概率表明，当双亲均不知时，11 个微卫星座位的单

位点排除概率（NE-1P）在 0.362~0.873（表 6.3），微卫星位点数为 11 个时累积

排除概率（CE-1P）可以达到 0.997805（达到国际标准 99.73%）；当双亲信息已

知其一时，排除概率（NE-2P）在 0.220~0.769，微卫星座位数达到 8 个时，累积

排除概率（CE-2P）为 0.997361 以上；当双亲信息都知道时，排除概率（NE-PP）

在 0.076~0.646，微卫星座位数仅达到 6 个时，累积排除概率（CE-PP）为 0.998433，

11 个位点排除率接近 100%，以上所选用的微卫星座位的累积非亲排除概率都在

99%以上，说明所使用 11 个胭脂鱼微卫星标记进行的亲权鉴定结果可以认定是

否具有亲缘关系。 
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表 6.3 11 个微卫星标记在胭脂鱼养殖群体的排除概率 

Table 6.3 The exclusion probability calculated over the 11 microsatellite loci in 

cultured population of Chinese sucker 

基因座 双亲均不知 已知一个亲本 双亲均知 

Locus 
排除率 

NE-1P 

累积排除率 

CE-1P 

排除率 

NE-2P 

累积排除率

CE-2P

排除率 

NE-PP 

累积排除率

CE-PP 

Mas23 0.873  0.769  0.646  

Mas22 0.816 0.712368 0.647 0.497543 0.464 0.299744 

Mas11 0.806 0.574169 0.671 0.333851 0.519 0.155567 

M5 0.604 0.346798 0.426 0.142221 0.233 0.036247 

M11 0.596 0.206692 0.415 0.059022 0.224 0.008119 

Mas21 0.553 0.114300 0.376 0.022192 0.193 0.001567 

Mas15 0.531 0.060694 0.355 0.007878 0.165 0.000259 

Mas3 0.506 0.030711 0.335 0.002639 0.159 0.000041 

M23 0.458 0.014066 0.295 0.000779 0.127 0.000005 

M46 0.431 0.006062 0.273 0.000213 0.110 0.000001 

Mas13 0.362 0.002195 0.220 0.000047 0.076 0.000000 

利用软件 Cervus 判定 5 个胭脂鱼养殖场所有亲本的亲缘关系，既有养殖场

内部存在亲缘的亲本也有养殖场之间存在亲缘关系（表 6.4）的亲本，由此我们

判定这些亲本在繁殖过程中不宜同时选择成为一对父母本进行繁殖，应选择亲缘

关系较远的亲本进行繁殖。 

表 6.4 5 个养殖场采集的胭脂鱼亲缘鉴定结果 

Table 6.4 Paternity test of 5 cultured population of Chinese suckers 

雌性个体 

Female 

雄性个体 

Male 

错配座位数 

Loci mismatching

LOD 值 

LOD score 

置信区间 

Confidence 

SC1 SC14 0 9.96E+00 * 

SC3 WZ67 1 2.19E+00 * 
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WH1 SC10 1 4.02E+00 * 

WH10 WZ74 0 6.02E+00 * 

WH10 WZ71 1 2.60E+00 * 

WH14 SC13 0 6.05E+00 * 

WH3 WH18 0 1.06E+01 * 

WH6 WH17 2 2.41E+00 * 

WH7 WZ82 0 5.65E+00 * 

WH9 WH17 1 6.17E+00 * 

WH9 WH23 1 2.05E+00 * 

WH9 WZ60 1 3.40E+00 * 

WZ12 WZ82 0 6.02E+00 * 

WZ13 WZ67 1 3.67E+00 * 

WZ16 WZ70 1 4.16E+00 * 

WZ18 YC7 0 5.01E+00 * 

WZ22 YB13 2 1.14E+00 * 

WZ23 WZ66 1 4.92E+00 * 

WZ28 WZ64 1 4.14E+00 * 

WZ29 WZ72 1 4.51E+00 * 

WZ30 WZ83 0 6.71E+00 * 

WZ31 WZ59 1 6.17E-02 + 

WZ31 WZ73 1 3.17E+00 * 

WZ36 WZ74 0 3.64E+00 * 

WZ45 WZ85 0 6.50E+00 * 

WZ46 WZ82 0 4.36E+00 * 

WZ50 WZ63 1 3.35E+00 * 

WZ52 WZ77 0 7.06E+00 * 

WZ53 WZ82 1 6.77E-01 * 

YB1 WZ57 1 3.43E+00 * 

YB2 WZ69 1 2.92E+00 * 
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YB7 YB12 1 7.81E+00 * 

YB9 WH20 1 1.80E+00 * 

YC1 WZ77 1 1.28E+00 * 

YC3 YC7 0 3.20E+00 * 

YC3 WZ81 0 3.02E+00 * 

YB：宜宾珍稀濒危水生保护动物研究所；WZ：重庆市万州区水产研究所；SC：

四川省水产研究所（宜宾）；WH：武汉水产引种中心；YC：宜昌三江渔

业有限公司 

YB: Yibin Rare Aquatic Animal Research Institute; WZ: Wanzhou Fisheries 

Research Institute; SC: Sichuan Fisheries Research Institute (Yibin); WH: 

Wuhan Aquatic Restocking Center; YC: Yichang Sanjiang Fisheries Co，

Ltd 

3.3 胭脂鱼不同家系系统进化树 

基于标准遗传距离在 Poptree 中采用 UPGMA 算法构建系统进化树，所有 5

个胭脂鱼养殖场亲本被分为 6 个大支（遗传距离大于 0.04）（图 6.1）。从图 6.2

中可以看出多数亲本个体具有相似的遗传背景，在同一节点处 149 个个体分为大

小不同的 27 个小分支，分支内含的个体数在 2~31 个不等，有 11 个个体以不同

大小的遗传距离聚到大分支之外。因此我们建议养殖场亲本个体的繁殖可以依据

雌、雄亲本的遗传距离及聚类图，按照养殖场内雄性个体多于雌性个体的情况下，

选取亲本 3 种遗传距离（小于 0.02、0.02-0.2 和大于 0.2），处于不同分支的组合

建立 1 对 1 或者 1 对多的繁育亲本家系，优先选择稀有单倍体型个体或分支处较

少的亲本个体，同时应避开具有亲缘关系的个体。 
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图 6.1 基于标准遗传距离的胭脂鱼亲本个体聚类图 

Fig 6.1 Dendrogram of Chinese sucker individuals based on standard genetic 

distance using UPGMA 



第六章    胭脂鱼家系档案的建立 

79 
 

 

图 6.2 基于标准遗传距离的胭脂鱼亲本个体聚类图 

Fig 6.2 Dendrogram of Chinese sucker individuals based on standard genetic 

distance using UPGMA 

3.4 世代迁移者 

按照胭脂鱼养殖场谱系记录显示养殖场内亲本基本上均是全人工繁殖子一

代个体，只有极少数为存活至今的长江采集野生个体，基于 Geneclass 分析显示

5 个养殖场均有迁移个体，具体迁移个体所属养殖场见表 6.5，这些迁移个体在

养殖场内属于第一代迁移个体，并且正好符合养殖场在繁殖期间交换缺少雄鱼或

雌鱼作为后备亲鱼来进行胭脂鱼全人工繁殖工作。 
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表 6.5 基于贝叶斯概率理论胭脂鱼养殖种群个体的分配分析 

Table 6.5 Results of assignment tests (self-classification) based on the Bayesian 

method of cultured population of Chinese sucker individuals 

 

种群 

population 
分配至 

Assigned to 

SC WH WZ YB YC 

SC 9 1 2 0 0 

WH 2 19 6 2 3 

WZ 4 10 52 5 10 

YB 0 3 2 5 2 

YC 0 3 6 0 0 

3.5 胭脂鱼家系谱系建立 

基于胭脂鱼养殖场内遗传距离和亲缘关系，我们选取亲本间遗传距离大于

0.2，两亲本间不存在亲缘关系，择优选取系统发育树分支个体少的支系，以一

雄配多雌的繁殖方式在遗传距离大于 0.2 建立家系 28 个（WZ 养殖群体 13 个、

WH 养殖群体 8 个、SC 养殖群体 5 个、YB 养殖群体 2 个）；遗传距离在 0.02-0.2

之间建立家系 19 个（WZ 养殖群体 9 个、WH 养殖群体 4 个、YB 养殖群体 2 个、

YC 养殖群体 4 个）；遗传距离小于 0.02 建立家系 9 个（WZ 养殖群体 3 个、

WH 养殖群体 2 个、SC 养殖群体 1 个、YB 养殖群体 2 个、YC 养殖群体 1 个）

共计 56 个不同遗传距离家系（图 6.3-6.10）。 
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图 6.3 胭脂鱼万州养殖群体 WZ64 家系谱系图 

红色线条遗传距离大于 0.2；紫色线条遗传距离 0.02-0.2 之间；绿色线条遗传距

离小于 0.02 

Fig 6.3 Family tree of WZ64 family in WZ cultured population of Chinese sucker 

Red line means the genetic distance is greater than 0.2；Rurple line means the 

genetic distance is between 0.02 and 0.2；Green line means the genetic 

distance is less than 0.02 

 
图 6.4 胭脂鱼万州养殖群体 WZ85 家系谱系图 

红色线条遗传距离大于 0.2；紫色线条遗传距离 0.02-0.2 之间；绿色线条遗传距

离小于 0.02 

Fig 6.4 Family tree of WZ85 family in WZ cultured population of Chinese sucker 

Red line means the genetic distance is greater than 0.2；Rurple line means the 

genetic distance is between 0.02 and 0.2；Green line means the genetic 

distance is less than 0.02 



胭脂鱼种群遗传多样性和家系管理研究 

82 
 

 

图 6.5 胭脂鱼万州养殖群体 WZ61 家系谱系图 

红色线条遗传距离大于 0.2；紫色线条遗传距离 0.02-0.2 之间；绿色线条遗传距

离小于 0.02 

Fig 6.5 Family tree of WZ61 family in WZ cultured population of Chinese sucker 

Red line means the genetic distance is greater than 0.2；Rurple line means the 

genetic distance is between 0.02 and 0.2；Green line means the genetic 

distance is less than 0.02 

 
图 6.6 胭脂鱼武汉养殖群体 WH26 家系谱系图 

红色线条遗传距离大于 0.2；紫色线条遗传距离 0.02-0.2 之间；绿色线条遗传距

离小于 0.02 

Fig 6.6 Family tree of WH26 family in WH cultured population of Chinese sucker 

Red line means the genetic distance is greater than 0.2；Rurple line means the 

genetic distance is between 0.02 and 0.2；Green line means the genetic 

distance is less than 0.02 
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图 6.7 胭脂鱼武汉养殖群体 WH24 家系谱系图 

红色线条遗传距离大于 0.2；紫色线条遗传距离 0.02-0.2 之间；绿色线条遗传距

离小于 0.02 

Fig 6.7 Family tree of WH24 family in WZ cultured population of Chinese sucker 

Red line means the genetic distance is greater than 0.2；Rurple line means the 

genetic distance is between 0.02 and 0.2；Green line means the genetic 

distance is less than 0.02 

 

图 6.8 胭脂鱼四川养殖群体 SC10 家系谱系图 

红色线条遗传距离大于 0.2；绿色线条遗传距离小于 0.02 

Fig 6.8 Family tree of SC10 family in SC cultured population of Chinese sucker 

Red line means the genetic distance is greater than 0.2；Green line means the 

genetic distance is less than 0.02 
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图 6.9 胭脂鱼宜宾养殖群体 YB12 家系谱系图 

红色线条遗传距离大于 0.2；紫色线条遗传距离 0.02-0.2 之间；绿色线条遗传距

离小于 0.02 

Fig 6.9 Family tree of YB12 family in YB cultured population of Chinese sucker 

Red line means the genetic distance is greater than 0.2；Rurple line means the 

genetic distance is between 0.02 and 0.2；Green line means the genetic 

distance is less than 0.02 

 

图 6.10 胭脂鱼宜昌养殖群体 YC9 家系谱系图 

紫色线条遗传距离 0.02-0.2 之间；绿色线条遗传距离小于 0.02 

Fig 6.10 Family tree of YC9 family in YC cultured population of Chinese sucker 

Rurple line means the genetic distance is between 0.02 and 0.2；Green line means 

the genetic distance is less than 0.02 
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4 讨论 

4.1 胭脂鱼养殖群体的遗传潜力评估 

目前，中国主要养殖鱼类的苗种多数来源于野生群体驯化和引种后的人工繁

殖，胭脂鱼亦是如此，受生产规模的限制，各个胭脂鱼养殖场保存的亲鱼数量不

多（宜宾、宜昌、四川养殖群体），且相对个体数较多的万州养殖群体也是大部

分选于自繁后代，由于生殖隔离和近交繁殖，引起了养殖性状不同程度的退化。

通过与 Sun 等（2004）结果对比显示（第四章 4.3），相比于胭脂鱼长江野生群

体，养殖群体平均有 30%变异位点数和单倍体型丢失，长江野生群体遗传分化大

部分由发生在种间演变为在养殖场内分化不明显。这表明，胭脂鱼养殖个体遗传

多样性急剧减少，某些位点少数等位基因的富集较为严重，特别是某些稀有单倍

体型的丢失，表现出明显的人工选择趋向，对优良种质资源的保护和持续利用是

极为不利的。养殖群体遗传多样性明显下降致使遗传潜力的降低。因此，在品种

建立和保持过程中如何利用分子标记来避免近亲繁殖带来的种质衰退并使所选

育的品种遗传本质和生产性能不断提高是水产育种学家必需解决的课题（鲁翠云

等，2008）。 

4.2 微卫星辅助家系建立及选育体系构建及效应评估 

水产动物的生长环境较农作物难以控制，物理标志如剪取鳍条标记的方法入

大池养殖后，不易区分。微卫星分子标记直接反映的是亲本间基因组水平上的遗

传差异，能够在一定程度上预测后代杂交优势的产生，家系选育作为传统的选择

育种手段，在鱼类育种中发挥着重要的作用。运用大规模家系选育不断进行遗传

改进，不仅避免了在养殖过程中某些性状的衰退现象，而且还使性状获得了不断

地改进。家系建立及选育的成功很大程度上取决于选配组亲本的选择，如亲本性

状互补，亲缘关系及地理条件相距较远等，作为选配亲本的原则。本研究选用胭

脂鱼微卫星标记辅助进行家系亲本的选配，通过微卫星标记揭示胭脂鱼亲本个体

之间的遗传差异，选择个体遗传距离大于 0.2、0.02-0.2 和小于 0.02，并且处于不

同聚类分支的亲本建立家系 56 个。 
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4.3 微卫星辅助胭脂鱼家系选育下一步计划 

微卫星分子标记辅助进行家系的建立及选育，从基因组水平上评估了亲本个

体的遗传差异，最大限度地避免了近亲繁育，对现有种质资源的遗传改良和保护

具有重要意义。本研究基于家系亲本间的亲缘关系遗传距离指导胭脂鱼全人工繁

殖，避免近亲繁殖，目前只停留在选育阶段，后面可以通过子代的生长、遗传结

构以及遗传分化等方面评估微卫星辅助家系选育的效果，通过数代的选育达到对

现有良种进行遗传改良的目的，证实微卫星标记指导亲本选配能够大幅度地避免

近交衰退、加快家系选育。 
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第七章  胭脂鱼增殖放流效果评估 

1 前言 

自 20 世纪 80 年代以来，通过向长江放流胭脂鱼鱼种，以增加其长江中的野

生资源。据统计，2011 年-2013 年间，在四川宜宾江段和重庆万州江段放流胭脂

鱼 8 万余尾（2011 年和 2012 年各 2 万余尾，2013 年 4 万余尾），其体长范围在

10cm-50cm 之间。以该物种目前所处的环境和资源量来看，以人工增殖放流的方

式增加其在长江中的资源量可能是避免其资源进一步减少、或资源量较快的恢复

有效的途径（Song et al，2007）。 

放流效果评估普遍采用的是统计标志回捕率，既根据捕获标志个体数在放流

群体的比例估算放流群体的回捕率，目前对胭脂鱼的标志主要有用茜素络合物和

盐酸四环素溶液浸泡胭脂鱼仔、稚鱼对耳石标记（付自东等，2005），或者采用

可见植入荧光标记（VIE）和编码金属标（CWT）（杨晓鸽等，2013），这些方

法存在操作繁琐，费用昂贵，对鱼体有伤害，且标志容易脱落，从而不易区分放

流和野生个体（李伟亚，2012），胭脂鱼增殖放流效果目前还没有准确评估的手

段和方法。此外，对于增殖放流效果的评估往往在放流个体进入渔业阶段后就停

止了，而无法得到完全的评估结果，缺乏对野生群体遗传多样性和生态系统平衡

的负面影响等方面的评价内容（梁维波和于深礼，2007）。微卫星分子标记符合

孟德尔遗传规律，多态性高且为共显性遗传，是一种极具应用价值的遗传分子标

记，利用微卫星分子标记位点的多态性，以多个微卫星位点的在群体中的等位基

因的频率为基础，计算排除率来进行亲子鉴定和谱系鉴定（吴继法和吴登俊，

2001；Abigail et al，2012），近年来在濒危动物种群特别是保护遗传学上得到越

来越多的应用（Raquel et al，2012；Rotheray et al，2012）。如微卫星遗传多样

性检测（Hulak et al，2010）、个体/家系溯源（Borrell et al，2011；Arabnezhad et 

al，2011）、遗传图谱构建（Ruan et al，2010）等。 

子代等位基因只会来源于父本和母本，每对繁殖的父母本的后代均会携带一

定的基因座既 DNA 分子指纹，且该分子指纹会随着个体维系一生并且用于区别

个体或家系。依据分子指纹的特异性，以亲本基因型为参照，便可从混合群体中

精确的识别出该家系的后代，即亲子鉴定技术。利用微卫星标记进行亲子关系鉴
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定，能准确区分人工增殖放流鱼和长江野生鱼，是评估增殖放流效果的一种可行

方法，且标记无需任何形式的物理标志或者是对鱼体有伤害如剪尾处理等，并且

终生存在而不影响鱼类正常生活史。通过基因组 DNA 获取放流个体和亲本的遗

传信息，便可对增殖放流效果进行评估和追踪。因此，本研究利用微卫星标记依

据胭脂鱼亲子鉴定技术判定亲缘关系，从而估算人工增殖放流胭脂鱼对长江胭脂

鱼的贡献率，对增殖放流效果进行评估，另外一方面，通过对比胭脂鱼养殖场样

本和长江样本的遗传结构和遗传分化，来评估放流胭脂鱼是否会对长江胭脂鱼遗

传产生影响。 

2 材料和方法 

2.1 实验材料鱼 

2011 年~2013 年胭脂鱼繁殖期间，采集 5 个胭脂鱼的养殖场所有的繁殖亲鱼

149 尾，其部分后代用于人工增殖放流，其中重庆市万州区水产研究所 85 尾，

四川省水产研究所（宜宾）14 尾，宜宾珍稀濒危水生保护动物研究所 13 尾，宜

昌三江渔业有限公司 9 尾，武汉水产引种中心 28 尾。另外，2011 年 2 月~2013

年 9 月，从长江中上游各个江段采集野外胭脂鱼 65 尾作为混合子代群体，长江

干流 13 个采样点 2011 年 26 尾（宜宾 9 尾、南溪 3 尾、巴东 2 尾、万州 5 尾、

武汉 6 尾、合江 1 尾），2012 年 16 尾（合江 11 尾、巴东 1 尾、宜昌 4 尾），

2013 年 23 尾（宜宾 1 尾、南溪 1 尾、泸州 6 尾、弥陀 13 尾、江津 2 尾）3 年共

采集 65 尾胭脂鱼鳍条样本（图 7.1）。 
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图 7.1 胭脂鱼采样点分布图 

Fig 7.1 Map of the sampling sites of Myxocyprinus asiaticus 

：胭脂鱼养殖场位置； ：胭脂鱼长江采样点 

：The position of the Chinese sucker farm; : the monitoring sites of 

Chinese sucker in the Yangtze River 

2.2 基因组 DNA 的提取及 PCR 扩增和测序 

所有采集样本均剪取鳍条并用无水乙醇保存备用，DNA 提取采用经典的酚

氯法（Sambrook and Russell，2001），经 1%琼脂糖凝胶电泳检测后稀释到约 100 

ng/uL用于PCR扩增。利用 11对多态性高的胭脂鱼微卫星标记（Cheng et al，2013：

Mas3，Mas11，Mas13，Mas15，Mas21，Mas22，Mas23；Peng et al，2013：M5，

M11，M23，M46）合成荧光引物（FAM 和 HEX），在各自特定的退火温度下

进行 PCR 扩增，PCR 扩增体系和反应程序参照李小芳等（2012）的优化体系。

PCR 产物经自动测序仪 ABI Prism3730 xl（Rox-500 standard）测序并在软件

GENEMAPPER v. 4.0（Sourav and Lior，2006）读取等位基因大小。 

2.3 亲子关系鉴定及增殖放流效果评估 

利用软件 Cervus 2.0（Kalinowski et al，2007）分析各个基因座上的等位基

因频率，观测杂合度 HO和期望杂合度 HE，多态信息含量 PIC 以及非亲排除率
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（NEP）和累计非亲权排除率（CEP），检测微卫星位点是否符合 Hardy-Weinberg

平衡及各位点无效等位基因频率，再以父母本双盲建模（simulation）模拟运行

10000次得到Delta分布值，以每个候选父母的LOD（The Nature log of The Overall 

Likelihood Ratio）值进行亲权鉴定分析（Marshall et al，1998）。 

分子标记对增殖放流效果评估（胭脂鱼养殖群体和长江群体遗传结构）软件

使用参照第五章 2.3。 

3 结果 

3.1 微卫星位点多态性 

11 个微卫星标记分析检测得到 140 个等位基因。其中等位基因数最少的为

座位 Mas23 和 Mas11，均只有 5 个等位基因；最多的为座位 M46，检测到 21 个

等位基因（如表 7.1），其中座位 M23 和座位 M46 的微卫星测序图如图 7.2。其

观测杂合度 0.519~0.906（平均值为 0.771），期望杂合度 0.469~0.894（平均值为

0.759），多态性信息含量为 0.392~0.882（平均值为 0.726），另外座位 Mas22、

M5、M11 偏离 Hardy-Weinberg 指数，座位 Mas23 显著偏离。微卫星标记主要多

态性参数见表 7.1，非亲排除率（NEP）和累积非亲权排除率（CEP）见表 7.2。 

表 7.1 本研究所用的 11 个微卫星引物的主要多态性参数和 Hardy-Weinberg 检

测结果 

Table 7.1 Main polymorphic parameters for the 11 microsatellite loci and 

Hardy-Weinberg applied in this study 

基因座 

Locus 

等位基因数 

K 

观测杂合度

HO 

期望杂合度

HE 

多态信息含量

PIC 

Hardy-Weinberg 检测 

HW 

Mas22 7 0.519 0.562 0.519 * 

Mas23 5 0.636 0.469 0.392 *** 

Mas21 14 0.860 0.828 0.806 NS 

Mas3 12 0.832 0.825 0.801 NS 

Mas11 5 0.654 0.640 0.569 NS 

Mas13 15 0.906 0.893 0.881 NS 

Mas15 12 0.833 0.819 0.798 NS 

M5 16 0.794 0.746 0.709 * 
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M11 17 0.762 0.831 0.811 * 

M23 16 0.808 0.838 0.816 NS 

M46 21 0.874 0.894 0.882 NS 

平均 12.73 0.771 0.759 0.726  

*：偏离 Hardy-Weinberg 平衡；***：显著偏离 Hardy-Weinberg 平衡 

*: means deviation from Hardy-Weinberg equilibrium; ***: means significant 

deviation Hardy-Weinberg equilibrium 

 

图 7.2 胭脂鱼微卫星座位 M23（绿色）和 M46（蓝色）基因分型结果 

Fig 7.2 Genotype of the microsatellite loci M23 (green) and M46 (blue) in 

Chinese sucker 

表 7.2 非亲排除率（NEP）和累积非亲权排除率（CEP） 

Table 7.2 Non-exclusion probability (NEP) and Combined non-exclusion 

probability (CEP) 

基因座 

Locus 

GenBank 

登录号 

无效等位基因频率

F(Null) 

非亲排除率 

NEP 

累积亲权排除率 

CEP 

M46 KC012966 0.01 0.356  

Mas13 JX855149 -0.0087 0.363 0.589772 

M23 KC012959 0.0152 0.490 0.790784 

M11 KC012954 0.041 0.494 0.894137 

Mas21 JX855157 -0.0237 0.511 0.948233 

Mas15 JX855151 -0.0147 0.517 0.974996 

Mas3 JX855139 -0.0039 0.519 0.987973 

M5 KC012952 -0.0389 0.641 0.995682 

Mas11 JX855147 -0.0109 0.785 0.999072 

Mas22 JX855154 0.0296 0.829 0.999841 

Mas23 JX855158 -0.1592 0.890 0.999983 
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3.2 亲子关系鉴定结果 

通过 Cervus 2.0 软件对长江干游中上游采集的 65 尾胭脂鱼与 149 尾候选亲

本进行亲子关系分析，结果显示，11 个微卫星座位累计排除率为 99.9983%，共

有 39 尾在置信区间（95%）LOD 值大于零（数据未列出）。其中 28 尾中有 1

个微卫星座位与候选亲本不匹配，只有 11 尾子代个体与第一候选亲本 11 个基因

座均没有错配座位（表 7.3），因此，可以确定 11 尾子代胭脂鱼来自 149 尾候选

亲本。 

表 7.3 于长江中上游采集的 11 尾胭脂鱼亲子鉴定结果 

Table 7.3 Paternity test of 11 Chinese suckers collected from the Yangtze River 

自然群体 采集时间 候选亲本 错配座位数 似然率对数值 Delta 值 自信度 

Offspring 

Sample 

time 
Candidate 

mother 

Pair loci  

mismatching

Pair LOD 

score 

Pair top  

LOD 

Pair 

confide

nce 

YZ57 2011 YB2 0 8.56 8.56E+00 * 

YZ11 2012 SC13 0 8.34 8.34E+00 * 

YZ8 2012 SC2 0 8.20 8.20E+00 * 

YZ27 2013 SC13 0 7.94 7.94E+00 * 

YZ30 2013 SC2 0 6.96 6.96E+00 * 

YZ51 2011 YB6 0 6.49 6.49E+00 * 

YZ7 2011 WZ22 0 5.66 5.66E+00 * 

YZ44 2013 SC2 0 5.65 5.65E+00 * 

YZ12 2012 WZ70 0 5.49 5.49E+00 * 

YZ4 2011 WZ70 0 4.62 4.62E+00 * 

YZ48 2013 WZ82 0 3.57 3.57E+00 * 

YB：宜宾珍稀濒危水生保护动物研究所；WZ：重庆市万州区水产研究所；SC：

四川省水产研究所（宜宾）；WH：武汉水产引种中心；YC：宜昌三江渔

业有限公司 

YB: Yibin Rare Aquatic Animal Research Institute; WZ: Wanzhou Fisheries 

Research Institute; SC: Sichuan Fisheries Research Institute (Yibin); WH: 

Wuhan Aquatic Restocking Center; YC: Yichang Sanjiang Fisheries Co，

Ltd 
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3.3 增殖放流效果贡献率评估 

在采集的 65 尾长江胭脂鱼样本中，确定 11 尾来自养殖群体的后代，占总采

集样本的 16.92%（表 7.4），其中 2011 年 26 尾样本中有 4 尾来自万州水产研究

所（2 尾）和宜宾珍稀水生动物保护研究所（2 尾）繁殖亲本后代，占当年采集

样本 15.39%（表 7.4）；2012 年 16 尾样本中有 3 尾来自万州水产研究所（1 尾）

和四川水产研究所的繁殖后代（2 尾），占当年采集样本 18.75%（表 7.4）；2013

年 23 尾样本中有 4 尾来自万州水产研究所（1 尾）和四川水产研究所的繁殖后

代（3 尾），占当年采集样本 17.39%（表 7.4）。 

表 7.4 2011 年-2013 年胭脂鱼人工增殖放流贡献率评估 

Table 7.4 The release effect of Chinese sucker from 2011 to 2013 

采集年份 

Sample year 

采集样本数 

The number of samples

养殖场亲本后代个数 

The number of offspring from farm 

贡献率 

Contribution 

2011 26 4 15.39% 

2012 16 3 18.75% 

2013 23 4 17.39% 

总计 65 11 16.92% 

3.4 增殖放流对野生群体的遗传影响 

利用线粒体 DNA（d-loop 和 cyt-b）和微卫星标记对胭脂鱼养殖场群体和长

江群体遗传多样性和遗传分化比较发现，无论是线粒体 DNA 标记还是微卫星标

记显示胭脂鱼养殖场群体和长江群体个遗传多样性指数却别不大（表 7.5 和表

7.6），线粒体 DNA 分子变异分析显示两个群体间存在一定的遗传分化，但 92.1%

的变异来自个体间（表 7.7）；微卫星标记分子变异分析显示两个群体间不存在

遗传分化（表 7.7）。 
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表 7.5 线粒体 DNA 标记分析胭脂鱼养殖场和长江群体遗传多样性 

Table 7.5 Genetic diversity analysis for Chinese sucker in cultured populations 

and Yangtze River population based on Mitochondria DNA 

 
养殖场群体 

Cultured population 

长江群体 

Yangtze River population 

样本数 149 50 

多态位点数 86 80 

单倍体个数 28 17 

单倍体多样性指数 0.905 0.844 

核苷酸多样性指数 0.01332 0.0079 

表 7.6 微卫星标记分析胭脂鱼养殖场和长江群体遗传多样性 

Table 7.6 Genetic diversity analysis for Chinese sucker in cultured populations 

and Yangtze River population based on microsatellite 

 
养殖场群体 

Cultured population 

长江群体 

Yangtze River population 

样本数 149 50 

等位基因数 10.8 10.0 

观测杂合度 0.753 0.738 

期望杂合度 0.755 0.744 

多态信息含量 1.729 1.704 

Hardy-Weinberg 检测   

表 7.7 胭脂鱼群体遗传变异方差分析（AMOVA） 

Table 7.7 Results of analysis of molecular variance testing genetic structure 

（AMOVA） of Chinese sucker 

变异来源 

Source of variation 

自由度 

d.f. 

变异百分比 

Percentage of variation

P 值 

P-value 

群体间 1 7.99 0.00391 

群体内 197 92.1  
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群体间 1 2.78  

群体内 213 92.22  

4 讨论 

4.1  亲子鉴定中对微卫星座位的选择 

等位基因数越多，多态性越丰富，杂合度越高表明该遗传标记在个体识别中

的应用价值也就越大。多态信息含量（PIC）是衡量位点多态性的重要指标，一

般认为当 0.25 < PIC < 0.5 为中度多态，PIC > 0.5 即为高度多态（Botstein et al，

1980），11 个微卫星标记除座位 Mas23 为中度多态外其他所有的座位均表现为

高度多态（表 1），且平均观测杂合度和期望杂合度均在 0.75 以上，说明这 10

个微卫星座位能够提供丰富的遗传信息，可作为有效的遗传标记用于胭脂鱼亲子

鉴定分析。 

非亲排除率（NEP）与 PIC 值成反比关系，PIC 值越高，NEP 值越低，这与

其他学者的研究也是一致的，既非亲排除率基于微卫星座位的多态性（周磊等，

2011）。累积非亲排除率（CEP）亲子鉴定的重要标准，一般以达到 95%为最低

标准（李桐茂，1987）。本文中当座位数达到 6 个时，累积排除概率（CEP）即

达到了 97.50%，座位数达到 9 个时，CEP 值为 99.91%，座位数为 10 时，CEP

为 99.98%，11 个座位的排除率达到了 99.9983%（表 7.2），进一步确定了这 11

个座位用于亲子鉴定的准确性。 

4.2 亲子鉴定在胭脂鱼增殖放流效果评估中的应用 

确定存在亲子关系必须同时满足以下 3 个条件，LOD 值大于零、所有的座

位完全匹配（即每一个座位中，亲代和子代至少共享一个等位基因）以及在 95%

置信区间下显著。通过软件的模拟分析，65 个子代个体中（长江中上游捕获样

本）39 个 LOD 值大于零，但只有其中 11 个在 95%置信区间内没有错配座位，

另外 28 尾与候选亲本均存在 1 个错配座位，判定该 28 尾个体与候选亲本不存在

亲子关系。因此，长江中上游捕获的 65 尾胭脂鱼中有 11 尾属于养殖场繁殖亲鱼

的子代，是人工增殖放流胭脂鱼，占捕获样本总数的 16.92%，据此我们可以推
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算放流胭脂鱼对长江中上游胭脂鱼的贡献量为 16.92%。跟据长江中上游各江段

监测点渔民样本采集统计，已经很少能捕获较大个体的野生胭脂鱼，渔获物一般

为 15~25 cm 的 1 龄鱼，有些渔获物上还能发现显著的荧光标志或者挂牌标志，

且放流后较放流前捕获量显著增加，可能原因是刚放流个体适应能力偏弱，并且

较为集中，容易被渔民捕获。 

4.3 胭脂鱼种质资源保护 

据统计，1958 年胭脂鱼占岷江渔获量的 13%以上；20 世纪 70 年代，胭脂鱼

资源量已经开始明显下降，只占到 2%左右；20 世纪 80 年代，胭脂鱼占长江上

游渔获物已经不足 1%，捕捞记录只能以尾为单位计算（朱滨等，2009）。65 尾

长江胭脂鱼样本来自 13 个监测点 2011 年 2 月~2013 年 9 月的渔获物，样本量少

且不易获得。人工增殖放流是目前世界各国增殖渔业资源的普遍方法，也是恢复

和重建濒危物种的重要手段。增殖放流的目的除了需要不断增加放流物种的种群

数量，还需保证物种自然的野生种质资源遗传特征不被干扰，不影响放流水域的

自然生态系统。因此我们应该严格执行国家和省市有关繁殖和保护渔业资源的法

律、法规，科学加大人工增殖放流胭脂鱼的力度，进一步做好放流管理工作。 

在生态系统方面同时也要避免长江野生胭脂鱼的遗传结构不被改变，我们利

用线粒体 DNA 和微卫星两种分子标记对长江增殖放流胭脂鱼和野生胭脂鱼遗传

多样性分析，尽管目前人工增殖放流胭脂鱼还没有对长江胭脂鱼遗传结构产生显

著影响，但考虑到当前长江胭脂鱼资源量较少，以及亲子鉴定分析中显示增殖放

流对长江胭脂鱼资源具有较高的贡献量，今后应加强对繁殖场人工繁殖行为和增

殖放流活动进行遗传监测和管理，建立人工繁殖群体的遗传档案，科学有序地开

展人工繁殖和增殖放流，以保证长江胭脂鱼种质资源得到充分保护和可持续利

用。 
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结  论 

本文利用分子标记对胭脂鱼种群遗传多样性和家系管理进行研究，主要有以

下结论： 

1.开发了 23 对新的多态性高的胭脂鱼微卫星标记，用于胭脂鱼或近缘物种

亲子鉴定、遗传多样性分析、家系管理和增殖放流效果评估。 

2.利用微卫星标记建立了胭脂鱼亲子鉴定技术及其试剂盒，17 个胭脂鱼微卫

星位点累积非亲排除率为 99.99988%，所建立的亲子鉴定体系同样也可用于指导

家系管理和人工增殖放流效果评估。 

3.分别利用线粒体 DNA（d-loop 和 cyt-b）和微卫星标记对养殖场 5 个种群

和长江采集群体遗传多样性和遗传分化进行研究，结果发现 6 个种群被分为 3

个进化单元，长江种群为一个单独的进化单元，四川养殖种群为一个单独的进化

单元，与养殖场内胭脂鱼存在遗传分化；四川、宜宾和宜昌养殖群体在二段突变

模型（T.P.M.）检测中发现存在“瓶颈效应”并达到显著水平。通过与 Sun 等（2004）

长江 4 个野生群体比较发现，30%的变异位点数和单倍体型都消失，并且由于繁

殖期间选择性的亲本交换和近亲繁殖导致 Clusters B 进化单元的消失以及其他稀

有单倍体型的消失。 

4.利用微卫星标记建立了 5 个养殖场内所有繁殖亲鱼 149 尾在 11 个基因座

上所有座位谱系档案，评价了所有个体间的遗传分化关系与亲缘关系，包括家系

间各种遗传距离、家系内个体间的遗传关系及亲缘系数，并利用 UPGMA 算法

绘制出不同养殖场胭脂鱼亲本系统发育图，建立繁育家系 56 个。 

5.利用 11 对多态性微卫星标记对胭脂鱼增殖放流效果评估。并且在长江采

集的 65 个样本中，11 个样本与养殖场内繁殖亲本确定存在亲子关系，据此我们

确定这 11 尾为增殖放流的胭脂鱼，并由此推算增殖放流的胭脂鱼对长江野生群

体的贡献量为 16.92%；线粒体 DNA 和微卫星两种分子标记对长江增殖放流胭脂

鱼和野生胭脂鱼遗传多样性分析发现，人工增殖放流胭脂鱼并没有对长江胭脂鱼

遗传结构产生影响，人工增殖放流胭脂鱼是避免其野生资源进一步减少、或资源

量较快恢复的有效途径，能够实现胭脂鱼增殖与保护。
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