
书书书

侯新远，张洪伟，尹绍武，等．利用 ＳＲＡＰ分子标记研究河川沙塘鳢群体的遗传多样性［Ｊ］．江苏农业科学，２０１４，４２（１０）：３７－４０．

利用 ＳＲＡＰ分子标记研究河川沙塘鳢群体的遗传多样性
侯新远，张洪伟，尹绍武，张丽娟，胡亚丽

（南京师范大学生命科学学院／江苏省生物多样性与生物技术重点实验室，江苏南京２１００２３）

　　摘要：利用相关序列扩增多态性ＳＲＡＰ分子标记对 ３个河川沙塘鳢（Ｏｄｏｎｔｏｂｕｔｉｓｐｏｔａｍｏｐｈｉｌａ）自然群体［安徽省当
涂（ＤＴ）群体、浙江省余姚 （ＹＹ）群体、江苏省太湖东西山（ＤＸＳ）群体］进行了遗传多样性分析。从１９６对引物组合中
筛选出 １１对扩增条带清晰、稳定的引物组合对３个群体进行扩增，共获得７１个位点；３个群体内多态位点占比为
６９０％～２４．１４％，其中ＤＴ群体多态位点占比为６．９０％，ＹＹ群体多态位点占比为２４．１４％、ＤＸＳ群体多态位点占比为
２４．１４％；群体的Ｎｅｉｓ基因多样性指数（Ｈ）为０．０３３０～０．０９３９［ＤＴ（００３３０）＜ＹＹ（０．０７８４）＜ＤＸＳ（０．０９３９）］，群体
Ｓｈａｎｎｏｎｓ多样性指数（Ｉ）为 ０．０４６３～０．１３６８［ＤＴ（０．０４６３＜ＹＹ（０．１２０６）＜ＤＸＳ（０．１３６８）］。可见ＤＸＳ群体、ＹＹ群
体的多态位点占比、Ｎｅｉｓ基因多样性、Ｓｈａｎｎｏｎｓ多样性指数均稍高于ＤＴ群体。研究还发现，３个群体间的Ｎｅｉｓ无偏
遗传距离为０．０３６３～０．２８６７，遗传相似度为０．７５０７～０．９６４４，ＤＸＳ群体与ＹＹ群体的遗传距离最小（０．０３６３），遗传
相似度最大（０．９６４４），亲缘关系最近。采用 ＵＰＧＭＡ法对３个群体进行聚类分析显示，ＹＹ群体和 ＤＸＳ群体聚为１
支，ＤＴ群体聚为单独的１支。综合试验结果表明，３个河川沙塘鳢自然群体的遗传多样性较低。
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　　河川沙塘鳢（Ｏｄｏｎｔｏｂｕｔｉｓｐｏｔａｍｏｐｈｉｌａ）属鲈形目（Ｐｅｒｃｉ
ｆｏｒｍｅｓ）虾虎鱼亚目（Ｇｏｂｉｏｉｄｅｉ）沙塘鳢科（Ｏｄｏｎｔｏｂｕｔｉｄａｅ）沙塘
鳢属（Ｏｄｏｎｔｏｂｕｔｉｓ），广泛分布在我国长江中下游（湖北荆州至
上海江段 ）及其沿江各支流、钱塘江水系、闽江水系，为我国

小型淡水底栖肉食性鱼类［１－２］。河川沙塘鳢营养价值高，深

受人们喜爱，是一种很有开发前景的小型经济鱼类。在２０１２
年世界自然保护联盟（ＩＵＣＮ）红色名录中，河川沙塘鳢被评级
为信息缺乏物种。近年来，由于过度捕捞、环境破坏及人类其

他活动，导致其自然资源受到极大的破坏，从而对其种群遗传

结构产生一定影响。国内外关于河川沙塘鳢的报道多集中在

其人工繁殖、生物学特性、病害防治等方面［３－１３］，关于其种质

资源利用和资源保护等方面的报道较少，仅有 Ｈｏｕ等采用线
粒体ＤＮＡ（Ｄ－ｌｏｏｐ）序列对河川沙塘鳢的群体进行遗传多样
性研究［１４］，李妍等采用 ＩＳＳＲ分子标记对江苏常熟河川沙塘
鳢个体大小不一的２个群体遗传差异性进行研究［１５］。相关

序列扩增多态性（ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＳＲＡＰ）是一种新型的旨在扩增开放阅读框（ＯＲＦｓ）的分子标
记技术［１６］，该分子标记具有简单、高效、稳定、重复性高、产率

高和多态性较丰富等特点，目前广泛应用于植物种质鉴定、基

因定位、遗传多样性分析和图谱构建［１７－２０］。目前在水产研究

中已用于罗氏沼虾［２１］、海南沼虾［２２］、草鱼［２３］、暗纹东方

［２４］、团头鲂［２５］、彩鲤［２６］、乌苏里拟
!

［２７］、文蛤［２８］的遗传多

样性研究。本研究采用ＳＲＡＰ分子标记对３个群体的河川沙
塘鳢遗传多样性进行分析，以期了解河川沙塘鳢种质资源现

状及其种群间的遗传分化情况，为河川沙塘鳢种质资源保护

和开发利用提供参考资料。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验所用样品分别采自安徽省当涂县运粮河流域（简称

ＤＴ，３１°２５′３７″Ｎ，１１８°４２′５９″Ｅ）、浙江省余姚市姚江流域（简称
ＹＹ，３０°０′１６．４９″Ｎ，１２１°３′６．３３″３１°２５′３７″Ｅ）、江苏省太湖靠近
东西山侧水域（简称ＤＸＳ，３０°５９′５８．１６″Ｎ，１２０°２７′２１．０２″Ｅ），每
个种群采集８尾，将尾鳍保存于无水乙醇中（－２０℃）备用。
１．２　基因组ＤＮＡ提取

采用常规苯酚 －氯仿抽提法［２９］从鳍条组织中提取基因

组 ＤＮＡ。用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ质量，放入
－２０℃ 冰箱储存备用。
１．３　ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应

根据已发表的 ＳＲＡＰ通用引物，由生工生物工程（上海）
股份有限公司合成正、反向引物各１４个（表１），将它们随机
配对构成１９６对不同引物组合，用于 ＰＣＲ扩增，筛选出带型
清晰、稳定、多态性较好的引物组合用于进一步试验。２５μＬ
ＳＲＡＰ－ＰＣＲ反应体系为：１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ（含 Ｍｇ２＋），
２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２．５μＬ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ正／反向引物各 ０．５μＬ，
５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ酶０．２μＬ，基因组 ＤＮＡ１μＬ，不足部分用
灭菌双蒸水补齐。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
变性 １ｍｉｎ，３５℃ 退火 １ｍｉｎ，７２℃延伸 ２ｍｉｎ，５个循环；
９４℃ 变性１ｍｉｎ，５３℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循
环；７２℃延伸７ｍｉｎ。
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表１　用于河川沙塘鳢遗传多样性分析的ＳＲＡＰ引物序列

引物

编号

正向引物序列

（５′→３′）
引物

编号

反向引物序列

（５′→３′）
Ｆ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ Ｒ１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ
Ｆ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ Ｒ２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ
Ｆ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ Ｒ３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ
Ｆ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ Ｒ４ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ
Ｆ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ Ｒ５ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ
Ｆ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ Ｒ６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＧ
Ｆ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＣ Ｒ７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡ
Ｆ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ Ｒ８ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＧＣ
Ｆ９ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＣ Ｒ９ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ
Ｆ１０ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＧ Ｒ１０ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＧＡ
Ｆ１１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＡ Ｒ１１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ
Ｆ１２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＴ Ｒ１２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ
Ｆ１３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＡ Ｒ１３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＧＴ
Ｆ１４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＣＴＡ Ｒ１４ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＴＣ

１．４　数据分析
根据ＳＲＡＰ扩增电泳图谱，将每条带视为１个位点，对每

个样品ＳＲＡＰ扩增带的有无进行统计，有带记为１，无带记０，
将电泳图谱转换成数字矩阵。采用ＰＯＰＧＥＮＥ１．３２计算群体
的Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数（Ｉ）、Ｎｅｉｓ基因多样性（Ｈ），统计不同引
物组合对不同群体的多态位点百分率（Ｐ），计算 Ｎｅｉｓ无偏遗
传距离（Ｄ）和遗传相似度（Ｓ），并根据遗传距离构建３个群
体的ＵＰＧＭＡ聚类图。

２　结果与分析

２．１　ＳＲＡＰ引物的筛选及扩增图谱
利用河川沙塘鳢３个群体的 ＤＮＡ对１９６对 ＳＲＡＰ引物

组合进行筛选，其中 １１个引物组合（Ｆ２Ｒ３、Ｆ２Ｒ８、Ｆ２Ｒ１２、
Ｆ３Ｒ３、Ｆ３Ｒ５、Ｆ３Ｒ１０、Ｆ４Ｒ４、Ｆ６Ｒ９、Ｆ９Ｒ１１、Ｆ１１Ｒ１２、Ｆ１２Ｒ８）得
到稳定、可重复、多态性好的扩增图谱（图１、图２、表２）。

表２　河川沙塘鳢不同ＳＲＡＰ引物组合的多态性位点数

引物组合
位点总数

（个）
引物组合

位点总数

（个）

Ｆ２Ｒ３ １１ Ｆ４Ｒ４ ６
Ｆ２Ｒ８ ６ Ｆ６Ｒ９ ５
Ｆ２Ｒ１２ ６ Ｆ９Ｒ１１ ５
Ｆ３Ｒ３ ７ Ｆ１１Ｒ１２ ６
Ｆ３Ｒ５ ４ Ｆ１２Ｒ８ ８
Ｆ３Ｒ１０ ７

　　记录扩增出的在 １００～７５０ｂｐ之间的条带数（即位点
数），发现每对引物组合扩增的位点数为 ４～１１个。扩增位
点最多的引物组合是 Ｆ２Ｒ３，扩增位点数为１１个；扩增位点最
少的引物组合是Ｆ３Ｒ５，扩增位点数为４个。

２．２　群体遗传多样性分析
表２中１１对引物组合在２４尾河川沙塘鳢个体中共扩增

出７１个位点，由表３对各群体遗传参数的比较发现：ＹＹ群体
和ＤＸＳ群体多态位点占比最大，为２４．１４％；ＤＴ群体最小，为
６．９０％。此外还可看出，Ｎｅｉｓ基因多样性（Ｈ）由大到小依次为
ＤＸＳ群体（０．０９３９）、ＹＹ群体（０．０７８４）、ＤＴ群体（０．０３３０）；
Ｓｈａｎｎｏｎｓ多样性指数 （Ｉ）由大到小依次为 ＤＸＳ群体
（０１３６８）、ＹＹ群体（０．１２０６）、ＤＴ群体（０．０４６３）。整体结
果可以看出，ＤＸＳ群体、ＹＹ群体的多态位点占比、Ｎｅｉｓ基因
多样性和 Ｓｈａｎｎｏｎｓ多样性指数均稍高于ＤＴ群体。
２．３　群体遗传距离和遗传相似度

依据Ｎｅｉ的方法由各位点等位基因频率计算河川沙塘鳢
３个群体间的Ｎｅｉｓ无偏遗传距离（Ｄ）、遗传相似度（Ｓ），结果
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表３　河川沙塘鳢３个群体ＳＲＡＰ扩增位点的多态性和遗传多样性参数

群体
多态位点

占比（％）
Ｎｅｉｓ基因
多样性（Ｈ）

Ｓｈａｎｎｏｎｓ
信息指数（Ｉ）

ＤＴ ６．９０ ０．０３３０ ０．０４６３
ＹＹ ２４．１４ ０．０７８４ ０．１２０６
ＤＸＳ ２４．１４ ０．０９３９ ０．１３６８

见表４。可以看出，ＤＴ群体与 ＹＹ群体间的遗传距离最大
（０２８６７），遗传相似度最小（０．７５０７）；ＤＸＳ群体与ＹＹ群体
的遗传距离最小（０．０３６３），遗传相似度最大（０．９６４４）。
ＵＰＧＭＡ聚类图显示，ＹＹ群体和ＤＸＳ群体聚为１支，ＤＴ群体
单独聚为１支（图３）。

表４　河川沙塘鳢群体间的Ｎｅｉｓ无偏遗传距离Ｄ
（对角线下方）和遗传相似度Ｓ（对角线上方）

群体 ＤＴ ＹＹ ＤＸＳ
ＤＴ ０．７５０７ ０．７６５７
ＹＹ ０．２８６７ ０．９６４４
ＤＸＳ ０．２６７０ ０．０３６３

３　讨论与结论

遗传多样性作为生物多样性的重要组成部分，是物种多

样性、生态系统多样性和景观多样性的基础，也是生命进化和

适应的基础；种内遗传多样性越丰富，物种对环境变化的适应

能力也越大。通常认为多态位点比率、Ｎｅｉｓ基因多样指数和
Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数是衡量群体遗传多样性的常用指标。本
研究中３个河川沙塘鳢群体的多态位点占比在 ６．９０％ ～
２４１４％间，Ｎｅｉｓ基因多样指数为 ０．０３３０～０．０９３９，
Ｓｈａｎｎｏｎｓ信息指数在０．０４６３～０．１３６８间。与其他水产动
物的ＳＲＡＰ数据比较发现，３个群体的多态位点占比低于程
长洪等研究的暗纹东方群体（５４．９８％～５８．８７％）［２４］，冉玮
等研究的３个地理群体团头鲂（２９．０７％～５８．１４％）［２５］，贾永
义等 研 究 的 翘 嘴 红

"

群 体 （５０．００％）、团 头 鲂 群 体
（４６３２％）［３０］，张志伟等研究的江苏南通文蛤（５７．８１％）［２８］；
周劲松等研究的罗氏沼虾（５５．６％～６４．１％）［２１］；张慧研究的
大麻哈鱼（７３７５％）［３１］，可见河川沙塘鳢的遗传多样性目前
仍处于比较低的水平，与 Ｈｏｕ等用 Ｄ－ｌｏｏｐ基因序列研究不
同群体的河川沙塘鳢遗传多样性结果［１４］一致。这可能与第

四纪冰川有关，冰期使得很多淡水鱼都遭受了灾难性毁灭，河

川沙塘鳢也难逃厄运，受到严重的破坏，只有少数幸存下来。

除了历史原因，近年来环境恶化、生态栖息地被破坏、水利修

建、人类过度滥捕等因素也导致河川沙塘鳢数量锐减。

遗传相似度和遗传距离从一定程度上衡定了种群间遗传

差异程度［３２］。本研究对各群体进行遗传结构分析结果表明，

ＤＴ群体与 ＹＹ群体间的遗传距离最大（０．２８６７），遗传相似
度最小（０．７５０７），ＤＸＳ群体与 ＹＹ群体的遗传距离最小
（００３６３），遗传相似度最大（０．９６４４），亲缘关系最近，同时
ＵＰＧＭＡ聚类图显示ＹＹ群体和 ＤＸＳ群体聚为１支，ＤＴ群体
聚为单独的１支，与 ｍｔＤＮＡ控制区序列分析得出的 ＤＸＳ群
体与ＹＹ群体的遗传距离最小的结果一致［１４］。从地理位置

上看，ＤＸＳ群体的地理位置与ＹＹ群体的地理位置较近，客观
上增加了２个群体的遗传相似度。

本研究结果显示，河川沙塘鳢的遗传多样性低，为了恢复

河川沙塘鳢渔业资源，在加强对其保护、保护其产卵场和改善

水域环境条件的同时，应该严格设立禁捕期、限制捕捞器械规

格，同时加强人们对渔业资源保护的意识，在明确遗传结构的

基础上，加强河川沙塘鳢人工养殖的研究和推广，从而减轻人

类对野生资源的捕捞压力，缓解市场需求。同时应选择等位

基因数多、杂合度较高、亲缘关系接近天然个体的群体进行人

工放流，从而恢复野生河川沙塘鳢资源。
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　　含有乳酸菌的发酵剂，如乳杆菌、乳球菌等，对于很多食
物如牛奶、肉类、蔬菜、谷类的发酵起重要作用。这些菌种发

酵主要产生有防腐作用的乳酸，影响产品的风味及质地［１－３］。

乳酸菌在发酵中还有其他重要的功能，人们在不同的环境中

发现了各种特性的菌种［４－６］。随着乳酸菌基因组数据的公

布，生物信息学对乳酸菌功能特性研究作用越发重要。本研

究介绍了乳酸菌ＤＮＡ序列分析与功能基因研究现状，旨在为
开发利用乳酸菌资源提供依据。

１　基因组、质粒

乳酸菌全基因组大小相对一致，约为１．８～２．６Ｍｂ，植物
乳杆菌全基因组大小约为３．３Ｍｂ。过去２０年，分子遗传学
家一直青睐的不含质粒的Ｌ．ｌａｃｔｉｓｓｓｐ．ＣｒｅｍｏｒｉｓＭＧ１３６３测序
已经完成。通过将其与 Ｌ．ｌａｃｔｉｓｓｓｐ．ＬａｃｔｉｓＩＬ１４０３染色体共
线性绑定，以非常相近的菌种或菌种的全基因组为模板完成

原核基因组定位。对ＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｂｒｅｖｉｓＫＢ２９０的９个质粒测
序分析表明，Ｌ．ｂｒｅｖｉｓＫＢ２９０有很好的稳定性［７］。乳酸菌特

别是乳球菌也含有多种质粒，大小为２～１３０ｋｂ。所有已知的
乳酸菌质粒的详细信息都可以在质粒数据库中找到。一些乳

酸菌特别是链球菌有很多转座子复杂的结构，意味着更高的

遗传学可塑性。含有很长的相似重复片段的大质粒的出现为
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