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　　摘要：基于ＡＦＬＰ分子标记技术对太湖流域中华鳖花鳖群体和普通群体进行了遗传多样性分析。结果表明，用６
对引物对 ２个群体 ５２个中华鳖个体进行检测，共获得 ３３５个位点，其中多态位点 ８８个，平均多态位点比例为
２６．２７％。普通群体和花鳖群体的Ｓｈａｎｎｏｎｓ指数分别为０．３７７９、０．２２９２，Ｎｅｉｓ指数分别为０．２５７３、０．１５１２，显示２个
群体遗传多样性处于同一水平；中华鳖花鳖群体和普通群体的种间遗传相似度为０．９４８３，遗传距离为０．５３１；通过
ＵＰＧＭＡ法对２个群体进行聚类分析显示，两者基本能够分别聚类，产生了一定的遗传趋异；太湖流域２个群体中华鳖
的遗传多样性相对贫乏，花鳖群体与普通群体产生了一定程度的遗传分化，可能分属于不同的亚种群。
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　　扩增片段长度多态性（ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）技术具有多态性丰富、显性表达、无复等位效
应、灵敏度高、快速高效等优点，可在较短时间内掌握大量遗

传信息，已被广泛应用于水生动物遗传多样性分析、种质鉴

定、遗传连锁图谱的构建及系统分类等方面［１－３］。中华鳖

（Ｐｅｌｏｄｉｓｃｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ）隶属于爬行纲（Ｒｅｐｔｉｌｉａ）、龟鳖目（Ｔｅｓｔｕ
ｄｏｆｏｒｍｅｓ）、鳖科（Ｔｒｉｏｎｙｃｈｉｄａｅ），别称甲鱼、团鱼、王八等。中
华鳖在我国分布广泛，除西藏、青海外的其他各省（市、区）均

有发现，长江流域和华南地区分布较多［４－５］。太湖花鳖属于

中华鳖的地方特色品种，主要生活在长江中下游特别是太湖

流域，因其背上有对称的黑色小圆花点，在野生环境中身体油

绿，裙边宽厚，腹部有灰黑色块状花斑，故此得名。太湖花鳖

野性十足，具有生长快、色泽艳、肉质好等特点，并因其独特的

风味和较高的营养价值深受消费者喜爱。江浙地区广泛养殖

太湖花鳖，市场前景良好。研究显示，中华鳖还没有明确的亚

种分类，但却存在一些不同的地理群体，其中太湖花鳖的分类

地位也没有明确论断［６］。本研究利用ＡＦＬＰ分子标记技术对
太湖流域中华鳖花鳖群体和普通群体进行遗传多样性分析，

判断２个群体是否有遗传分化，以期为太湖流域中华鳖不同
群体间的种质鉴定和分类地位提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　材料
２个中华鳖群体样品采集于２０１４年５—１０月期间，其中

花鳖群体采集于太湖流域的江苏省太仓地区（简称Ｔ，野生群
体，图１），普通群体采集于太湖流域的江苏省常州地区（简称

Ｃ，野生群体，图２）。以中华鳖腿部肌肉组织为材料，于无水
乙醇中－２０℃保存备用，分别取３０尾Ｔ群体、２２尾Ｃ群体用
于ＡＦＬＰ分析。

１．２　ＤＮＡ提取
中华鳖基因组ＤＮＡ的提取参照韩晓磊等的方法［７］。用

分光光度计（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＮａｎｏＤｒｏｐ２０００）测定基因组
ＤＮＡ的浓度，并通过凝胶成相系统（ＵＶＰＢｉｏｓｐｅｃｔｒｕｍ４１０）检
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测ＤＮＡ的完整性，置－２０℃保存备用。
１．３　ＡＦＬＰ分析

参照韩晓磊等的方法［７］构建ＡＦＬＰ图谱，引物、人工接头
由苏州金唯智生物科技有限公司合成，选择性扩增使用了３
种ＥｃｏＲⅠ引物、３种 ＭｓｅⅠ引物共９个引物组合，接头序列、
预扩增引物序列、选择性引物序列见表１。根据预试验结果，
从扩增带数目适中、多态性高的引物组合中选取了 Ｅ３８Ｍ５１、
Ｅ３８Ｍ５４、Ｅ４２Ｍ５１、Ｅ４２Ｍ５４、Ｅ４４Ｍ４８、Ｅ４４Ｍ５１等 ６组引物组
合。扩增产物在４．５％聚丙烯酰胺凝胶上进行６０Ｗ恒功率
高压电泳，对电泳结果进行银染检测。

表１　ＡＦＬＰ分析所用的接头、预扩增和选择性扩增引物

引物类别 引物名称 序列

ＥｃｏＲⅠ Ｅ３８ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＣ－３′
Ｅ４２ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＡＧ－３′
Ｅ４４ ５′－ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＣＡ－３′

ＭｓｅⅠ Ｍ４８ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＡＧＧ－３′
Ｍ５１ ５′－ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＡＡ－３′
Ｍ５４ ５′－ＧＣＴＧＡＣＴＣＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＴ－３′

１．４　数据分析
将电泳图谱中同一位置上有无 ＡＦＬＰ条带情况进行统

计，有条带的记为“１”，无条带的记为“０”，得出“０，１”原始数
据矩阵。对 ＡＦＬＰ数据进行分析统计的遗传学参数主要
如下。

显性基因型频率Ｐｄ计算公式为：

Ｐｄ＝ｎｉ／ｎ； （１）
式中：ｎｉ为位点ｉ上有带的个体数，ｎ为总个体数。
　　多态位点比率Ｐ计算公式为：

Ｐ＝多态位点数／位点总数×１００％。 （２）
　　遗传相似系数Ｓｘｙ计算公式为：

Ｓｘｙ＝２Ｎｘｙ／（Ｎｘ＋Ｎｙ）； （３）
式中：Ｎｘｙ是个体ｘ和个体ｙ共有位点数；Ｎｘ、Ｎｙ分别是个体ｘ
和个体ｙ总位点数。
　　遗传距离Ｄ计算公式为：

Ｄ＝１－Ｓ； （４）
式中：Ｓ为相似系数。
　　利用ＰＯＰＧＥＮ３２软件计算遗传相似度和遗传距离等，利
用ＭＥＧＡ３．０软件构建ＵＰＧＭＡ系统树。

２　结果与分析

２．１　ＡＦＬＰ扩增结果
由表２可见，经筛选，用６对引物组合对Ｔ、Ｃ２个中华鳖

群体总计 ５２个样品 ＤＮＡ进行了 ＡＦＬＰ扩增，选取 １００～
２０００ｂｐ的清晰条带，共计３３５条，以上片段中多态性条带为
８８条，多态位点比例为２６．２７％。不同引物组合所扩增的位
点数、多态性位点数相差不大，扩增条带数为５０～５９条，多态
性条带为１２～１６条，多态位点比例为 ２４．００％ ～２８．５７％。
其中在Ｃ、Ｔ２个群体中分别扩增出７６、７５条扩增条带，平均
多态位点比例分别为 ２２．６９％、２２．３９％。图 ３为引物
Ｅ４４Ｍ４８在太湖流域中华鳖２个群体中的扩增图谱。

表２　６对引物的扩增结果

引物
位点数

（个）

多态位点数

（个）

多态率

（％）
Ｔ群体 Ｃ群体

多态性条带数（条） 多态位点比例（％） 多态性条带数（条） 多态位点比例（％）
Ｅ３８Ｍ５１ ５３ １４ ２６．４２ １３ ２４．５３ １１ ２０．７５
Ｅ３８Ｍ５４ ５０ １２ ２４．００ １０ ２０．００ １１ ２２．００
Ｅ４２Ｍ５１ ５６ １６ ２８．５７ １５ ２６．７９ １３ ２３．２１
Ｅ４２Ｍ５４ ５９ １６ ２７．１２ １１ １８．６４ １５ ２５．４２
Ｅ４４Ｍ４８ ５９ １５ ２５．４２ １３ ２２．０３ １２ ２０．３３
Ｅ４４Ｍ５１ ５８ １５ ２５．８６ １４ ２４．１４ １２ ２０．６９
合计 ３３５ ８８ ２６．２７ ７６ ２２．６９ ７５ ２２．３９

２．２　２个中华鳖群体的遗传多样性和遗传距离分析
由表３可见，中华鳖花鳖群体和普通群体的Ｓｈａｎｎｏｎｓ指

数分别为 ０．３７７９、０．２２９２，Ｎｅｉｓ指数分别为 ０．２５７３、
０．１５１２，可见花鳖群体的遗传多样性略低于普通群体，２个
群体遗传多样性处于同一水平。花鳖群体、普通群体的种间

遗传相似度为０．９４８３，遗传距离为０．０５３１。
２．３　聚类分析

通过Ｐｏｐｇｅｎ３２软件用ＵＰＧＭＡ方法构建了５２个太湖流
域中华鳖个体的系统树（图４）。中华鳖普通群体、花鳖群体
基本能够分别聚类，出现了明显的遗传分化。

３　结论与讨论

３．１　遗传多样性分析
本研究选用６对引物对太湖流域中华鳖花鳖群体和普通

群体共计５２个个体进行 ＡＦＬＰ检测，共获得３３５个位点，其
中多态位点８８个，平均多态位点比例为２６．２７％，与已报道

的其他水生动物ＡＦＬＰ数据［７－１０］对比发现，太湖流域中华鳖

群体的遗传多样性处于较低水平。通过分析Ｓｈａｎｎｏｎｓ指数、
Ｎｅｉｓ指数，得出了同样的结论。中华鳖花鳖群体、普通群体
的平均多态位点比例、Ｓｈａｎｎｏｎｓ指数、Ｎｅｉｓ指数均无明显差
异，判定两者遗传多样性处于同一水平。

自古以来中华鳖就是名贵的食物和药材，近代中华鳖的

人工养殖发展非常迅速［１１］。随之而来的是野生甲鱼被捕获

用于食用与养殖，导致了自然种群混杂，群体多样性不断降

低，中华鳖种质严重退化，野外个体数量不断减少［１２］。日前

世界自然保护联盟（ＩＵＣＮ）发布的最新版全球濒危物种红色
名录，已将中华鳖列入濒危物种名单［１３］。基于以上情况，必

然导致中华鳖野外种群形成小群体，加速了繁殖群体的日益

缩小，增加了近交频率的发生，容易出现小群体效应，最终造

成２个中华鳖群体遗传多样性处于较低水平，这也从基因水
平说明了其处于濒危状态的现状，因此开展对中华鳖野生群

体遗传多样性的保护工作势在必行。

—２０１— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１２期



表３　中华鳖群种内及群体间Ｓｈａｎｎｏｎｓ指数和遗传多样性指数

群体 Ｓｈａｎｎｏｎｓ指数 Ｎｅｉｓ指数
Ｃ ０．３７７９ ０．２５７３
Ｔ ０．２２９２ ０．１５１２
Ｃ－Ｔ ０．３８５２ ０．２６４６

３．２　群间遗传分化分析
Ｔｈｏｒｐ研究认为，种群间的遗传距离为０．０３～０．２０（遗传

相似度是０．８０～０．９７）［１４］。本研究中，中华鳖２个群体的遗
传距离为０．０５３１，表明花鳖群体、普通群体之间的遗传分化
处于群间差异，还未达到种间水平。聚类分析表明，中华鳖２
个群体分别聚类，已经存在明显歧化，揭示花鳖群体与普通群

体已经形成各自独立的遗传结构，两者产生了明显的遗传分

化。太湖花鳖属于中华鳖的地方特色品种，与中华鳖普通品

种在形态上存在较大不同，本研究中两者遗传分化程度虽然

还没有达到种间水平，但已经产生了明显的遗传趋异，可能分

属于不同的亚种群，这与研究关于不同群体中华鳖形态多样

性分析结果一致。当然，中华鳖花鳖群体与普通群体之间分

类关系的确定，除了分子和形态方面的研究，还有赖于器官组

织和细胞水平方面的研究予以论证。

参考文献：

［１］张海英，许　勇，王永健．分子标记技术概述（下）［Ｊ］．长江蔬
菜，２００１，２（３）：１５－１６．

［２］ＺａｂｅａｕＭ，ＶｏｓＰ．Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ：ａ
ｇｅｎｅｒａｌｍｅｔｈｏｄｆｏｒＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ：ＥｕｒｏｐｅａｎＰａｔｅｎｔＯｆｆｉｃｅ，

９２４０２６２９．７［Ｐ］．１９９３－１０－０５．
［３］陈省平．ＡＦＬＰ标记在扇贝种质鉴定及其遗传结构分析中的应用
［Ｄ］．青岛：中国海洋大学，２００４．

［４］ＧｏｌｕｂｔｓｏｖＡＳ，ＢｅｒｅｎｄｚｅｎＰＢ．Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｅｖｉｄｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｏｃｃｕｒ
ｒｅｎｃｅｏｆｔｗｏｅｌｅｃｔｒｉｃｃａｔｆｉｓｈ（Ｍａｔａｐｔｅｒｕｒｕｓ）ｓｐｅｃｉｅｓｉｎｔｈｅＷｈｉｔｅＮｉｌｅ
ａｎｄＯｍｏ－Ｔｕｒｋａｎａｓｙｓｔｅｍｓ（ＥａｓｔＡｆｒｉｃａ）［Ｊ］．ＪＦｉｓｈＢｉｏ，１９９９，５５

（３）：４９２－５０５．
［５］ＧｉｂｓｏｎＡＲ，ＢａｋｅｒＡＪ，ＭｏｅｅｄＰ．Ｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎｉｎｔｒｏ
ｄｕｃｅｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｃｏｍｍｏｎｍｙｎａ（Ａｅｒｉｄｏｔｈｅｒｅｓｔｒｉｓｔｉｓ）：ａｎ

ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｊａｃｋｋｎｉｆｅｔｏｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．
ＳｙｓｔｅｍａｔｉｃＺｏｏｌｏｇｙ，１９８４，３３（４）：４０８－４２１．

［６］唐　伟．姚江水系中华鳖种质特征研究［Ｄ］．上海：上海海洋大

学，２０１５．
［７］韩晓磊，徐建荣，李小蕊，等．

!

鱼群体遗传多样性的 ＡＦＬＰ分析
［Ｊ］．南京师大学报：自然科学版，２００９，３２（１）：１１０－１１４．

［８］匡友谊，佟广香，尹家胜，等．呼玛河哲罗鱼遗传多样性的 ＡＦＬＰ

分析［Ｊ］．中国水产科学，２００７，１４（４）：６１５－６２１．
［９］陈　炼．中国水域江豚和中华白海豚的保护遗传学研究［Ｄ］．南
京：南京师范大学，２００９．

［１０］ＷａｎｇＷ，ＣｈｅｎＬＱ，ＹａｎｇＰ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｅｓｓｉｎｇｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆｔｏｐｍｏｕｔｈｃｕｌｔｅｒ（Ｃｕｌｔｅｒａｌｂｕｒｎｕｓ）ｉｎＣｈｉｎａｕｓｉｎｇ
ＡＦＬＰｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＳｙｓｔｅｍａｔｉｃｓａｎｄＥｃｏｌｏｇｙ，２００７，３５

（１０）：６６２－６６９．
［１１］ＣｈｕＢ．Ｔｈｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆｕｓｉｎｇｇｒｏｕｎｄｈｅａｔｆｏｒｓｏｆｔ－ｓｈｅｌｌｅｄｔｕｒｔｌｅ

ｏｖｅｒｗｉｎｔｅｒｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］． Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆｔｈｅ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ＳｙｍｐｏｓｉｕｍｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，１９８９，８９：９９３－９９４．
［１２］ＥｉｓｅｎｈｏｕｒＤＪ．ＳｙｓｔｅｍａｔｉｃｓｏｆＭａｃｒｈｙｂｏｐｓｉｓｔｅｔｒａｎｅｍａ（Ｃｙｐｒｉｎｉ－

ｆｏｒｍｓ；Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ）［Ｊ］．Ｃｏｐｏｉａ，１９９９（４）：９６９－９８０．

［１３］ＩＵＣＮ．Ｔｈｅ２０１６ＩＵＣＮｒｅｄｌｉｓｔｏｆｔｈｒｅａｔｅｎｅｄｓｐｅｃｉｅｓ［ＤＢ／ＣＤ］．２０１６．
［１４］ＴｈｏｒｐＪＰ．Ｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｏｃｋｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ：ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，

ｇｅｍｅｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，ａｎｄｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆ
ＥｃｏｌｏｇｙＳｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ，１９８２，１３（１）：１３９－１６８．

—３０１—江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１２期


