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摘要:为了解浙江(宁波)养殖岱衢族大黄鱼与福建闽粤东族大黄鱼群体的遗传差异,利用５对 AFLP引物和１４
对微卫星(SSR)标记对宁波２个岱衢族大黄鱼养殖群体与福建官井洋野生和养殖群体进行了比较研究．研究发

现:AFLP选择性扩增引物在４个群体中共扩增出２４４个清晰的条带,岱衢族养殖群体(NBB)的多态位点比例最

低,为５４５１％,其余３个群体则均在６３％左右．微卫星引物分析出４群体平均等位基因数在６００~８３６之间,

观测杂合度为０６８~０７８,期望杂合度只有岱衢洋野捕群体的 F１ 代(NBA)群体为０７５,其余群体均大于０８０．

基于 AFLP和SSR数据 计 算 群 体 间 遗 传 相 似 系 数 和 遗 传 距 离 进 行 聚 类 分 析,结 果 均 显 示,官 井 洋 野 生 群 体

(GJY)与养殖群体(FJ)在遗传上最为相似,聚类为一支,宁波养殖的２个群体(NBA,NBB)聚类为另外一支．综

合４群体的各方面遗传差异参数可知,福建２个群体的遗传多样性比宁波２个养殖群体的略高．观察其三维散点

聚类图和最小进化树均可发现,NBA群体的遗传结构与其他３个群体明显不同,并发现福建野生群体中有２个

个体应属于福建养殖群体后代．
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大黄鱼(Larimichthyscrocea)作为我国主要的海洋经济鱼类,在上世纪七十年代以前曾是我国近海捕

捞量最大的鱼类,也是现今育苗养殖量最大的海洋鱼类,素有“海水国鱼”之称,营养丰富、肉质鲜美,其耳

石、鳔、精巢等均是重要药物和制药原料[１－２]．但过度捕捞导致大黄鱼野生资源急剧减少,而产业化养殖在

创造巨大的社会效益和经济效益的同时也带来了种质退化和疾病频发等一系列问题[３],因而遗传改良和遗

传资源管理工作日显重要．AFLP与微卫星(SSR)标记因其数量多、多态性高,不受发育时期、季节和环境

条件影响等优点,在水产生物中得到广泛应用,也成为鱼类群体遗传多样性和遗传差异分析的最有效手段

之一[４]．有研究者利用不同分子标记技术对大黄鱼群体遗传多样性、遗传结构进行了一些分析和研究,如

王志勇等[５]利用 AFLP技术分析了官井洋野生和养殖大黄鱼群体的多态性;丁诗华等[６]研究了岱衢洋和官
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井洋养殖群体的遗传差异;Wu等[７]运用微卫星标记分析了浙江和福建的野生和养殖大黄鱼群体间的遗传

结构差异．２００７年,浙江省宁波市海洋与渔业研究院从岱衢洋捕捞了一批野生大黄鱼,经驯养,部分个体

(４雌４雄)得以存活并经人工繁殖获得了子代,形成了一个新的养殖群体(NBA)．但对其遗传多样性以及

与其他养殖群体的遗传关系尚缺乏研究．本文利用 AFLP和SSR这２种分子标记技术,对该群体以及由宁

波大学于２００１年从岱衢洋采捕野生大黄鱼经过多代人工繁育的养殖群体(NBB),与福建闽－粤东族养殖

群体和野生群体进行研究比较,以期更全面了解现有养殖大黄鱼遗传资源情况,为进一步有效开展大黄鱼

良种选育、人工增殖放流和遗传资源管理保护提供理论依据．

１　材料与方法

１１　样品来源及基因组DNA的提取

NBA群体系为宁波市海洋与渔业研究院２００７年在岱衢洋采捕的野生大黄鱼人工繁育的 F１ 代(２２
尾);NBB是宁波大学２００７年提供的“岱衢族”大黄鱼养殖群体标本(１０尾);GJY群体是２００８年采捕自官

井洋东冲口外海区(三沙湾)的野捕大黄鱼标本(１５尾);FJ群体则为本课题组采集的福建养殖大黄鱼(宁
德,福鼎,连江)标本(１５尾)．采用北京天根生化科技有限公司的试剂盒(TIANampGenomicDNAKit血

液/细胞/组织基因组DNA提取试剂盒)和常规酚/氯仿法从固定于９５％乙醇的鳍条提取基因组 DNA,提

取的基因组DNA保存在 TE中,置于４℃待用．
１２　AFLP指纹图谱的构建和微卫星标记的反应

AFLP指纹图谱利用 GIBCOBRL的 AFLP分析试剂盒(AFLPTM Analysissystem Ⅰ)构建,具

体操作方法与反应试剂详见文献[８－９]．依据 Ning等[９]的研究设计引物,对６种EcoRⅠ引物和６
种 MseⅠ引物,共３６个引物组合进行筛选,选择扩增条带清晰,多态性高的引物５对选择性扩增

引物(EＧAAC/MＧCAA,EＧAGC/MＧCAA,EＧACG/MＧCTT,EＧACC/MＧCAT,EＧAGA/MＧCAC)进行

AFLP分析．
本研究使用的微卫星引物均由本实验室开发[９－１１],引物序列、退火反应条件等见表１．反应使用的试

剂、操作流程及反应条件详见文献[１０－１１]．
１３　数据分析

使用POPGENVersion１３２软件统计各群体、各座位的遗传参数[１２],利用等位基因频率的数据在

PIC_CALC程式中计算多态信息含量(PIC),利用 Neis无偏估计方法计算遗传距离、遗传相似系数,再以

UPGMA算法进行群体聚类分析[１３]．根据 AFLP计算的遗传距离数据在 MEGA４０中进行以个体为单位

的聚类分析[１４]．另外利用 Genetix程序对微卫星标记数据进行因子相关分析(FCA分析)构建所有个体三维

立体分布图[１５]．

２　结　果

２１　群体遗传多样性差异分析

所选５对AFLP选择性扩增引物在４个群体６２个个体中共扩增出２４４个清晰的片段,大小在８８~３５０
bp之间;各群体检出的片段数量、多态性位点比例等指数如表２所示．从表２可知,４个群体中遗传多样性

以 NBB群体最低,GJY群体的遗传多样性最为丰富,如 NBB群体多态位点比例只有５４５１％,其余３个

群体均在６３％左右．
１４对微卫星引物在４个群体中共扩增出１７４个等位基因(条带),片段大小在７１~２８４bp之间;每个位

点等位基因数为７~１７．４个群体平均等位基因数为６００~８３６,平均观测杂合度在０６８~０７８之间,以

NBB群体最低,FJ群体最高;平均有效等位基因数为４１５~５６２,平均期望杂合度和平均多态信息含量

则是 NBA群体最低,GJY群体最高(表３)．
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２２　群体间的亲缘关系与遗传分化

根据 AFLP和SSR检测结果计算的群体间相似系数与遗传距离分别见表４和表５．如表所示,

GJY群体与 FJ群体最为相似,遗传距离最小,宁波２个群体与福建２个群体之间的基于SSR标记的

遗传距离(＞０５１)均明显大于两地区内群体间的遗传距离(＜０４８)．４个群体间 AFLP相似系数变

化在０９３０９~０９５３５之间,遗传距离为００４７７~００７１６．基于 Neis遗传距离构建的 UPGMA 亲缘

关系图结果显示(图１,图２),４个大黄鱼群体聚成２支,NBA与 NBB聚成一支,GJY与FJ聚成一支．
利用SSR的结果对４个群体进行因子相关分析(FCA分析)构建的散点图显示(图３),NBA与 NBB

分别呈独立分布,GJY与FJ混合分布(图３ＧA),只有在三维立体图(图３ＧB)中 GJY与 FJ才可区分,但

GJY群体中有２个个体明显分布在FJ群体的立体空间中．以４个群体的个体间 AFLP遗传距离构建最

小进化树(图４),其结果也是 GJY群体有２个个体聚到FJ群体内,其余个体均以所在群体为单位聚类

到同一区域．
表１　１４个大黄鱼微卫星标记核心序列、引物序列和退火温度

引物名称 核心序列 引　物　序　列 退火温度/℃

LYC０００２ (TG)２(AC)２(AC)１０(AC)５
F:ACCTCCAGTGGGATGTGA

R:GGCTGTTTGTTATAATTTGTG
５０

LYC０００９ (GT)１０TTA(TG)４CTG
F:GTCAATCACGTCTGTCTCTGC

R:TCAGCCATTGTCTGTGAGGT
６０

LYC００１０ (TG)１９
F:GTCTCAGCTGACTCCTGCTTC

R:ATGGCTCTAAACATGGTAGG
５５

LYC００１１ (TG)１１
F:CTTTTATTGGCTCCGTATGA

R:CACTCACACTAGCACGCAC
５５

LYC００１３ (GT)２８
F:GCTGCGAGCTACTTTACTCAT

R:AACTCACAAACATGCAC
５０

LYC００１５ (AC)７(AC)２
F:ACAGTCTAAAGCTGCCAGCA

R:TGAGACCAACCACATTTCTGT
５５

LYC００１６ (GT)３(GT)１１A(TG)４
F:GAGCCTTGTGTGGTGAGCA

R:GAAAACCCAGACCGTATTGT
５５~５０

LYC００８２ (TG)１９
F:GCAACAACCCTCCTCTGA

R:AGCGAGTCCAGCCACTAA
５５

LYC００８８ (AAG)２０
F:TAAGTAGTACCTGAAGGCAACA

R:GCAGGAAATAATGGAGGC
６０

LYC０１３４ (CA)２２
F:CGGGAAATGTCATTAGCA

R:GAGCGAAATTGAAAGTAG
５１

LYC０２００ (AC)１６
F:GAGATGAGGGATAAGTGC

R:ATAGTTCCCATTAGGATACA
５５

LYC０４０１ (AGA)９
F:TCCGAGATGAAGTAAAGTC

R:ACTCCTTCGAGTCCATAA
５８

LYC０４０６ (AC)７G(CA)８
F:TCTCGGGCAAATTGGTTT

R:CTGTGGGCAGGAAGAAAA
５４

LYC０４１４ (TG)２８
F:CCTTCAGAATAAAGTGGGTT

R:AAGGGGTCAGCACAACAC
５２
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表２　５对AFLP选择性扩增引物检出的４个大黄鱼群体的遗传多样性参数

群体
样本数/

尾
检出片段

多态位点

比例/％

Nei遗传多

样性指数

Shannon多

样性指数

NBA ２２ ２２５ ６３１１ ０２０ ０３１

NBB １０ ２０６ ５４５１ ０１８ ０２７

GJY １５ ２２１ ６３９３ ０２１ ０３２

FJ １５ ２１８ ６３１１ ０２１ ０３２

Mean ２１７５ ６１１７ ０２０ ０３１

表３　４个大黄鱼群体的微卫星遗传多样性参数

群体
样本数/

尾

平均等位

基因数 Na

平均有效等位

基因数 Ne

平均观测

杂合度 Ho

平均期望杂

合度 He

平均多态信

息含量PIC

NBA ２２ ７８６ ４１５ ０７２ ０７５ ０７０

NBB １０ ６００ ４３９ ０６８ ０８０ ０７２

GJY １５ ７８６ ５６２ ０７３ ０８３ ０７８

FJ １５ ８３６ ５３６ ０７８ ０８２ ０７７

表４　４个大黄鱼群体基于AFLP检测的Nei遗传相似性系数及遗传距离

群体 NBA NBB GJY FJ

NBA ∗∗∗∗ ０９５１１ ０９５３１ ０９４５８

NBB ００５０２ ∗∗∗∗ ０９４２４ ０９３０９

GJY ００４８０ ００５９３ ∗∗∗∗ ０９５３５

FJ ００５５７ ００７１６ ００４７７ ∗∗∗∗

　　注:∗对角线以下为遗传距离数;∗对角线以上为相似系．

表５　４个大黄鱼群体基于SSR检测的Nei遗传相似性系数及遗传距离

群体 NBA NBB GJY FJ

NBA ∗∗∗∗ ０６２２２ ０５８３０ ０５９８５

NBB ０４７４５ ∗∗∗∗ ０５２４９ ０５７１０

GJY ０５３９６ ０６４４６ ∗∗∗∗ ０７８３４

FJ ０５１３３ ０５６０３ ０２４４１ ∗∗∗∗

　　注:∗对角线以下为遗传距离数;∗对角线以上为相似系．

图１　基于AFLP构建的

４个大黄鱼群体的UPGMA树

图２　基于SSR标记构建的

４个大黄鱼群体的UPGMA树
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图３　依据３个主要影响因子构建的大黄鱼个体间三维聚类图

图４　基于５对引物AFLP遗传距离的最小进化树(ME)

３　讨　论

群体遗传多样性可以影响群体的适应性和

选育潜力,大黄鱼官井洋野生和养殖群体以及

宁波大学选育的岱衢族养殖群体(NBB群体)的

遗传多样性此前均有研究报道[５,７],只有 NBA
群体的遗传多样性情况则尚未研究．从本研究

结果看,对４个群体样品用５对 AFLP选择性

引物进行检测,多态位点比例均在５４％以上;

对１４个SSR位点检测的结果、三群体平均多

态信息含量、平均期望杂合度、平均观测杂合

度均与王文文等[１６]的研究结果基本一致．NBA
群体 AFLP 多态位点比例为 ６３１１％,高于

NBB群体,与FJ群体相当;１４个SSR位点的

平均多态信息含量为０７０,平均期望杂合度为

０７５,略低于 NBB 群体,平均观测杂合度为

０７２,高于 NBB群体．表明 NBA 群体也具有

良好的遗传多样性,具有较大的选育潜力,可以单独进行选育形成独特的品系．总体上,无论是 AFLP检

测结果还是SSR检测结果,福建群体的遗传多样性均高于宁波群体,显示福建２个群体的选育潜力要高于

宁波２个群体．
目前福建省、广东省和浙江省养殖的大黄鱼苗种绝大部分来自福建,其奠基亲本均来自官井洋外海域

(三沙湾)．尽管这些群体已是经过连续多代人工繁育的后代,但从本研究结果看,其与近期从三沙湾采捕

的野生标本(本研究中的 GJY群体)仍然保持着最近的亲缘关系,相似系数最大,遗传距离(代表着遗传分

化)最小,在利用 AFLP与SSR标记分析的结果中,均首先聚为一支;而 NBA和 NBB这２个群体则聚合

为另外一支(图１－图４)．NBA群体与NBB亲缘关系最近,但利用AFLP与SSR数据都可以将２个群体的

每个个体明确分群(图３－图４);而与福建的养殖与野捕群体则都具有较大的遗传差异．因此在管理上,可

将 NBA和NBB分别独立管理;在育种中,可考虑将FJ,NBA,NBB３个群进行杂交,特别是宁波群体与福

建群体之间的杂交,可能获得较好的效果．
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本研究５对 AFLP引物在官井洋野生与养殖大黄鱼群体多态片段比例(分别为６３９３％和６３１１％)均

低于王志勇等[５]在２００２年报道的官井洋野生和养殖群体的多态片段比例(７６６％和６９９％),表明其遗传

多样性都在下降,与之相一致的是,近年来福建养殖大黄鱼发病率持续上升,养殖成活率显著下降．因此,

对福建(官井洋)野生大黄鱼应该加强保护工作,对福建养殖大黄鱼进行繁育时,应注意从不同群体选择具

有异质性的亲本进行混合繁殖．另一方面,本研究结果显示(表３),４个群体平均观测杂合度均低于平均期

望杂合度,说明４个群体都有不同程度的杂合子缺失,尤其以 NBB群体为甚．杂合子缺失通常是由于部分

基因位点纯合固定导致,可能与其连续多代较高强度的人工选育以及每个世代繁育时使用的亲本数量较少

有关．严重的杂合子缺失,会导致后续繁殖中一些等位基因的丢失,影响到群体的适应性及继续选育的潜

力,因此在选育工作中需要引起注意．此外,本研究结果显示(图３,图４),无论是在SSR还是 AFLP数据

聚类分析中,GJY群体中有２个个体(GJY４和 GJY５)与FJ群体个体之间具有很高的遗传相似性,显然,

这２个个体很可能是来源于FJ群体,即福建养殖大黄鱼群体中的逃逸或放流个体．近年来大黄鱼人工放流

受到国家和福建省与浙江省政府的高度重视,但由于放流的大黄鱼难以进行物理标识追踪,使得人工放流

效果的评价成为一个难题．本研究结果表明,AFLP与SSR技术均可以用于对大黄鱼进行准确的来源群体

识别和对人工放流大黄鱼进行分子追踪分析,因而可以用于大黄鱼人工放流效果评价的工作．
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Abstract:Inordertounderstandthegeneticresourcesofculturedlargeyellowcroaker(LarimichthyscroＧ
cea)andprovideusefulinformationforimprovingitsbreedingefficiency,AFLP (amplifiedfragment

lengthpolymorphism)andSSR (simplesequencerepeat)markerswereemployedtostudytwocultured

populationsofDaiQuofthisspecies(NBAandNBB)inZhejiangprovinceandfarmedandwildstocksMinＧ

Yue(GJYandFJ)inFujianprovince．TwohundredandfortyＧfourdistinctfragmentswereamplifiedfrom

thefourpopulationsintotal,usingfiveprimercombinations．NBBpopulationhadthelowestproportionof

polymorphicloci(５４５１％),whiletheproportionofpolymorphiclocioftheothergroupswasabout６３％．

SSRanalysisshowedthattheaverageallelenumber(Na)ofthefourpopulationsrangedfrom６００to

８３６,withanaverageheterozygosity(Ho)of０６８to０７８．Meanwhile,theaverageexpectedheterozygosＧ

ity(He)ofNBAwasonly０７５,anditwaslargerthan０８intheotherpopulations．AUPGMAdendroＧ

gramwasconstructedbyemployingtheAFLPandSSRdataandallresultsshowedthatGJYandFJwere

mostcloselyrelatedtoeachotherand,therefore,clusteredintoonegroup．Meanwhile,NBAandNBB

wereclusteredintoanothergroup．Takingintoconsiderationthevariousgeneticparametersofthefour

populations,thetwoFujianpopulationshadslightlygreatergeneticdiversitythanthetwoculturedpopulaＧ

tionsin Ningbo．Accordingtothe minimum evolutionarytreeandthefactorcorrespondenceanalysis
(FCA),weconcludedthatthegeneticstructureofNBA wasobviouslydifferentfromthatoftheother

populations．Interestingly,wefoundtwoindividualsinthewildpopulationofFujianprovincewhichwere

clusteredtogetherwiththeirfarmedcounterparties．

Keywords:Larimichthyscrocea;AFLP;SSR;geneticdiversity
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