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基于微卫星标记的地理群体仿刺参

遗传结构判别分析模型的建立
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#大连海洋大学农业部北方海水增养殖重点实验室"辽宁 大连0228463$

摘要& 通过主成因判别分析法")(#31("(.,.*,.,&/#(#-+:1(.3(:,&3-":-.%.*!9CFD#建立仿刺参

个体水平地理亚群体来源的判别模型$ 实验运用了 64 个微卫星引物!对俄罗斯海参崴"P;#

和中国大连两个亚群"D62%D66#3 个仿刺参地理群体进行了产物扩增和标记分型!获得 3 个

地理群体分子标记表型数据$ 开创性地运用主成因分析和判别分析法建立判别模型!以研究

不同群体仿刺参个体水平上遗传背景及其群体来源$ 结果显示!运用 64 对微卫星引物在仿刺

参不同地理群体中稳定扩增的 238 个等位基因位点数据建立的判别模型可以准确判别刺参个

体的群体来源$ 用 19Y的原有数据集建立模型!剩余的 69Y数据对模型的准确度进行验证!3

个群体时模型准确率大于 :4Y!6 个群体时模型准确性超过 /4Y$ 传统的遗传多样性和遗传

结构分析显示!刺参的 3 个地理群体间存在中度的遗传分化!且遗传距离较近 ":

2

>452:!

:

6

>4529/#$ 传统分析方法和新方法结果良好的一致性表明!利用 9CFD和微卫星等位基因

信息建立的刺参地理群体判别模型!可以很好地用于未知遗传背景刺参种质的来源鉴别$

关键词& 仿刺参& 杂交育种& 遗传结构& 微卫星标记& 判别模型& 主成因判别分析

中图分类号& ;/885200000000000 文献标志码'C

00刺参#;1*)#-6%*1/)<(1*3-6/);%&%.8,$又称仿

刺参"隶属于棘皮动物门 #<3$(.-)%1",*,$%海参

纲#S-&-*$71-()%,$%手目#C#:()-3$(1-*,$"是一

种经济价值较高的海洋无脊椎动物"广泛分布于

太平洋西部的中国%俄罗斯%韩国与日本沿海"在

中国产于辽宁%山东%河北等北方沿海
)2*

& 目前

随着刺参增养殖技术的成熟和产业规模化"种质

遗传改良已经成为促使刺参养殖产业可持续性发

展的重要手段和任务& 其中地理远源杂交育种因

为更容易使后代个体获得杂种优势"已在许多水

产养殖品种改良中得到广泛应用
)6 ?3*

& D$,.0

等
)5*

培育的第一个刺参养殖品种,水院 2 号-具

有生长速度快"刺多等杂种优势& 因此"充分了解

刺参不同地理群体的遗传结构差异"对于刺参种

质资源评估和杂交育种工作具有重要意义& 近几

年"许多学者分别使用 M;;P%同工酶%微卫星遗传

标记%线粒体 96C等技术结合传统遗传学分析

对刺参的不同群体进行了遗传多样性分析
)9 ?1*

&

但这些研究仅仅是分析了群体水平的遗传多样

性"并未涉及到个体水平遗传距离的评估和个体

遗传背景的推断&

主成因分析是一种采用 ,降维-思想"将多

个变量结合成几个综合变量的分析方法& 将原

始变量重新转化成线性无关的新变量"按照协

方差成分的大小排序"选取能够解释大部分协

方差的变量作为主成因变量
):*

& 主成因分析广

泛应用于医学%化学和生态学等领域
)/ ?24*

& 将

主成因分析后获得的新变量作为因变量进行线

性判别分析的方法称为主成因线性判别分析"

近年来主成因线性判别分析逐渐成为遗传学领

域研究的有利工具& F,7&等
)22*

利用主成因判别

分析对芦苇的本土原种%引进种及其杂交种的



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

/ 期 高银雪"等!基于微卫星标记的地理群体仿刺参遗传结构判别分析模型的建立 00

遗传结构进行了研究"为杂交种的遗传背景提

供了有力的依据'J-"2,1*等
):*

利用流感病毒

S366 病原菌的 ;6F分子标记表型数据"运用该

方法对病原菌在时间上的遗传变化规律进行了

研究&

微卫星标记#"(31-#,*%&&(*%",18%1#$具有多态

性丰富%重复性好%共显性等特点"已被广泛地应

用于水产动物的亲本识别%遗传育种计划%遗传图

谱构建等研究领域
)26 ?23*

& 本研究运用开发的 64

对微卫星引物产生的多态性信息对刺参的两个地

理群体的遗传多样性进行相关分析"开创性地运

用主成因分析和线性判别法建立个体种质来源的

判别模型"以期为刺参人工养殖及良种选育提供

相关的遗传背景资料"同时也为刺参种质资源持

续利用提供相关的依据&

20材料与方法

D"D$实验材料

实验所用的刺参地理群体样品分别取自俄罗

斯海参崴 # 232599 <" 5354: 6$ 和中国大连

#262513 <"3/543 6'262563 <"3:518 6$"数量分

别为 :9%69%34 头& 分别取个体管足"液氮速冻后

保存于 ?:4 Z冰箱&

D"!$基因组 EFA的提取

按照 =MC6,": B,1(.%C.(",&#96CX(*#北

京天根$试剂盒说明书提取刺参基因组总 96C"

2Y琼脂糖凝胶电泳检测" ?64 Z保存备用&

D"#$微卫星扩增及产物大小判定

实验所用的微卫星引物来自本实验室通过

M&&7"(,测序构建的刺参转录组数据库"利用

F1("%1354 设计引物"送至上海生工生物公司合

成 #附表 2 $& FDP体系为 64

!

?! 96C模板

258

!

?" 24 ""-&!?上下游 引 物 各 258

!

?"

659 ""-&!?)6=F258

!

?"24 AFDPA7++%1#含

B0

6 B

$ 356

!

?"9 U!

!

?$(= 酶 #=,X,P,$ 4529

!

?"))S

6

Q补充至 64

!

?& FDP反应条件为 /5

Z预变性 3 "(.'/5 Z变性 34 #"84 Z退火 34 #"

16 Z延伸 34 #"6/ 个循环'最后 16 Z终延伸 24

"(.& FDP产物用 :Y非变性聚丙烯酰胺凝胶检

测"硝酸银染色"拍照& 以 =,X,P,公司的 94 2:

96C&,))%1为标准"利用 K%&4:1-36 凝胶图像处

理系统处理电泳图片"获得各个泳道中 FDP产物

的片段大小并输出数据&

D";$数据分析

基本遗传信息分析 !传统遗传结构分析"0

0利用 B(31-3$%38%1L65653

)25*

检测 64 个微卫星

位点在刺参不同地理群体中是否存在无效等位基

因"K%.C&<>

)29*

计算 64 个位点在 3 个群体中的

S,1)/4R%(.2%10 平衡指数%观测杂合度和期望杂

合度等遗传信息以及群体间的 #6%(+ #$遗传距

离"并进行了 CBQWC分析&

数据点转换00以 64 个微卫星位点产生的

238 个等位基因作为基本变量向量"将全部 254

个个体在变量中出现条带的情况作为数据点& 未

出现条带记为 4"将某等位基因位点出现条带且

为杂合的记为 459"将等位基因位点出现条带且

为纯合记为 2"共产生 238 A254 约 259 万个数

据点&

9CFD分析 0 0 采用 P软件平台"运行

,)%0%.%*数据分析模块"调用 (.21%%)(.0 和 #%::-:

命令对不同群体进行近交系数正态性检验'运用

贝叶斯信息参数 #A,/%#(,. (.+-1",*(-. 31(*%1(-."

AMD$得到最佳聚类数目与实际群体数目比较"用

以评定原始数据的可靠性& 使用主成因判别分析

法 # )(#31("(.,.*,.,&/#(#-+:1(.3(:,&3-":-.%.*"

9CFD$进行刺参群体的判别分析
)28*

& 利用 ),:3

命令进行主成因线性判别分析"设置参数为主成

因因子数 3

$

>?3#>为总的个体数$"使用 #3,**%1

命令得到判别分析的结果& 最后对建立的模型进

行准确性评估&

60结果

!"D$传统遗传多样性分析

刺参不同地理群体的遗传多样性指数显示"

在 3 个刺参群体中"64 个位点共检测出了 238 个

等位基因& 每个位点的等位基因数从 3 <23 不

等"其中 D2CU.(0%.%CABX566/92 位点等位基因

数最多"为 23 个"表现出高度多态性 #附表 6$&

俄罗斯刺参群体平均等位基因数与中国两个群体

的有所差别"分别为 855 #P;$%956 #D62$%9539

#D66$"总的平均等位基因数为 9589'P;群体的

平均观测杂合度#@

-

>45952$与平均期望杂合度

#@

%

>45892$最大"3 个群体总的平均观测杂合度

@

-

为 45936"平均期望杂合度 @

%

为 45833& 结果

显示"俄罗斯海参崴群体的遗传多样性在 3 个群

体中最高&

1632
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!"!$群体遗传结构分析

1:Y的遗传变异存于个体间"8Y存在群体

间"28Y变异来自群体内"平均的 A

#*

值为 45486

#!;45442$#表 2$& 基于 64 个微卫星位点的等

位基因频率计算刺参地理群体间的 6%(+#遗传距

离和遗传相似性系数 #表 6 $& P;刺参群体与

D62%D66 群体的遗传距离相近#:

2

>452:":

6

>

4529/$"遗传相似性系数分别为 45:39 和 45:93'

D62 与 D66 遗传距离最小#:>45415$"遗传相

似性系数最大#B>45/6/$&

表 D$刺参群体差异的 AGHIA分析

%&'"D$A/&-.2+24534-)=7-&*6&*+&/=)"AGHIA#&34/8 1417-&,+4/245.$/+,()*-0'

变异来源

#-713%-+L,1(,*(-.

自由度

)7

平方和

#7" -+#O7,1%#

方差组分

L,1(,*(-. -+3-":-.%.*#

变异百分比!Y

L,1(,*(-.

固化指数

+(>,*(-. (.)(3%#

!

种群间 ,"-.0 :-:7&,*(-.# 6 :25154 4556/ 8

种群内 '(*$(. :-:7&,*(-.# 231 2 43/5/59 25243 28

个体间 '(*$(. (.)(L()7,&# 254 1935/44 953:9 1:

总计 *-*,& 61/ 2 :1959:9 85/21 244

A

#*

!45486

45442

表 !$刺参不同群体的 F)+'2遗传相似性

"对角线上方#和遗传距离"对角线下方#

%&'"!$F)+'28)/),+=+0)/,+,."&'46)0+&84/&-#&/0

8)/),+=0+2,&/=)"')-490+&84/&-#+/

.$/+,()*-0'

群体

:-:7&,*(-.

俄罗斯海参崴

P;

中国大连 2

D62

中国大连 6

D66

P; 45:93 45:39

D62 4529/ 45/6/

D66 452:4 45415

!"#$判别分析

B(31-3$%38%1L65653 软件检测显示 64 个微

卫星标记在三个刺参群体中均不存在无效等位基

因& 利用 P软件对刺参不同群体的近交系数进

行评估#图 2$"俄罗斯群体近交系数符合正态分

布"中国大连群体偏正态严重"其中"中国大连群

体 6 呈现明显两极分化"表现出养殖行为对近海

刺参群体近交系数的影响&

判别分析时使用的主成分变量数目为 59"所

对应的累计方差变量组分为 :/53Y#图 64,$& 应

用 9CFD内置 <B 算法计算贝叶斯信息参数

#2,/%#(,. (.+-1",*(-. 31(*%1(-."AMD$"结果表明"

最佳的聚类数为 6 <3 #AMD>6::53/: 5"AMD>

6:/548: /"图 642$&

64 个等位基因位点在不同群体间的频率分

析显示"位点 D2 C U.(0%.%C ABX529999% D2 C

U.(0%.%CABX58561%=2 CU.(0%.%CABX526/85%

D2 C U.(0%.%C ABX515:5% D2 C U.(0%.%C ABX5

95169 和 D2CU.(0%.%CABX58:84 的贡献率较大"

其中 =2 C U.(0%.%C ABX526/85% D2 C U.(0%.%C

ABX515:5 及 D2CU.(0%.%CABX58:84 的贡献率

均在 4548 以上"为模型的建立提供了重要的理论

基础#图 3$&

图 D$刺参不同群体近交系数分布图

#,$中国群体 2"# 2$中国群体 6"#3$俄罗斯海参崴群体

J+8"D$A6)*&8)+/'*))0+/8 =4)55+=+)/,2+/0+55)*)/,

1417-&,+4/245.$/+,()*-0'

#,$D62"# 2$D66"#3$P;

:632
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图 !$主成分判别分析遗传结构的主成分和聚类结果

#,$累计方差组分变化趋势表明最佳的主成分变量为 59 个"# 2$贝叶斯标准值显示遗传聚类数目为 6 <3

J+8"!$<CA&/0KLC*)27-,272+/8 ,:)EA<C,4 +/6)2,+8&,)8)/),+=2,*7=,7*)

#,$=$%-:*(",&:1(.3(:,&3-":-.%.*,"-7.*+-7.) +-1*$%,.,&/#(#',#59 2,#%) -. 37"7&,*(L%L,1(,.3%3-":-.%.*371L%"# 2$=$%AMD

#A,/%#(,. M.+-1",*(-. D1(*%1(-.$ L,&7%#3-11%#:-.)(.0 *- )(++%1%.*0%.%*(33&7#*%1#,1%#$-'.

图 #$!M 个等位基因在仿刺参不同群体中的贡献率

贡献率大于 4549 的等位基因在不同群体间的频率已在图中标出

J+8"#$C4/,*+'7,+4/245!M &--)-)245.$/+,()*-0'+/0+55)*)/,1417-&,+4/2

=$%,&&%&%#*$,*3-.*1(27*(-.#,2-L%4549 $,L%2%%. ",18%)

009CFD分析结果表明"将遗传聚类数设为 3

时"绝大部分刺参个体通过 9CFD方法都可以被

准确分类到原始群体#图 54,$& 特别是在俄罗斯

群体中"244Y的个体被正确地判别到俄罗斯海参

图 ;$仿刺参群体主成分判别分析散点图"&&)N#%'&)N!#

J+8";$O=&,,)*1-4,245,:)EA<C54*.$/+,()*-0'"&&)N#%'&)N!#

/632
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崴群体'中国大连两个群体分析结果显示"有部分

刺参被聚类到了与其遗传距离较近的群体'而遗

传聚类数为 6 时"该方法几乎可以对所有刺参个

体进行完全的判别#图 542$&

!";$判别模型验证

随机抽取原有数据集的 19Y建立判别模型"

利用剩余的 69Y数据对模型的准确度进行验证&

将原有数据分为 3 个群体的模型"验证准确率大

于 :4Y'而对两个群体的模型准确性达到了 /4Y

以上"这说明了本研究建立的模型具备较高的稳

定性和准确性&

30讨论

作为种间遗传研究的一种标记方法"微卫星

分子标记已在刺参种间研究中具有一定的适用

性& 在本研究之前"X,..- 等
)9*

在仿刺参基因组

中筛选出 64 个微卫星分子标记并用于分析日本

沿海不同颜色仿刺参群体的遗传结构'孙国华

等
)21*

建立了从 <;=文库中筛选仿刺参微卫星分

子标记的方法& 本实验设计并筛选了 64 对微卫

星引物"在 3 个刺参群体中均可稳定地扩增"产生

了 238 个等位基因位点& 这 64 个微卫星位点在

刺参种内具有很好的遗传多样性和可信度&

等位基因数目#>

,

$%遗传杂合度#@

%

$等遗传

参数均可反映群体的遗传多样性
)2:*

& 种群内遗

传多样性程度是进行种质资源分析的基础& 本实

验中 P;%D62 和 D66 刺参群体的平均等位基因

数为 956 <855"平均期望杂合度为 4586 <45892&

基因固定指数#A

#*

$常用于评价群体遗传分

化程度"其标准为低度分化!A

#*

;4549"中等分

化!4549 ;A

#*

;4529"高度分化! 4529 ;A

#*

;

4569"极高度分化!4569 ;A

#*

;2544

)2/*

& 本实验

利用 64 个微卫星多态位点的数据分析了 3 个不

同刺参地理群体的 A

#*

"其平均值为 45486"即刺参

的 3 个地理群体间存在中度的遗传分化& 利用

CBQWC对刺参不同地理群体的遗传分化分析表

明"有 8Y的遗传变异来自种群间"同时俄罗斯海

参崴群体与中国两个群体间的遗传距离较近& 这

与潘传燕等
)64*

利用微卫星标记对中国%韩国%俄

罗斯等不同地理仿刺参群体进行遗传多样性水平

和遗传结构分析的研究结果一致&

判别分析与主成分分析都是通过将多个变量

转化为几个综合变量的统计方法"已广泛地应用

到水产动物的形态差异%生长体征等方面的研究

中
)62 ?66*

& 主成因分析法在群体遗传结构分析中

主要分析个体间的遗传变异"而判别分析则能够

对群体间变异进行区分"结合以上两种分析的优

点产生了主成因判别分析& 9CFD和微卫星

96C多态性"即以微卫星 96C在不同群体中等

位基因频率的不同为基础"通过将不同位点的等

位基因频率转化成若干代表各等位基因非线性组

合的主成分"从而通过分析个体的基因频率便可

进行个体遗传背景的判别& 9CFD从遗传学角度

来分析群体遗传结构"是一种快速灵活的方法&

近几年"已有很多研究把 9CFD作为一种分析群

体遗传学和系统发育学的工具"并且在海洋生物

中已有应用& 如 B-10,. 等
)63*

利用 9CFD分析了

在澳大利亚塔斯马尼亚海区分布的龙虾 #C()/)

+0D('0)--$的群体遗传结构'W(0.,7) 等
)65*

通过微

卫 星 标 记 对 黑 鳍 礁 鲨 # &('6%('%-3/)

4+2(3*1#+'/)$进行了遗传结构分析"该研究表明

利用 9CFD进行群体鉴别效率较高&

本实验使用 64 对微卫星引物对刺参不同地

理群体进行 FDP扩增"获得 3 个群体的分子标记

表型数据"开创性地应用 9CFD方法对群体进行

判别分析"从而对个体遗传背景进行分析"进而建

立对其群体来源进行判别的有效方法& 9CFD判

别分析显示"刺参不同地理群体分为 6 个群体"其

中中国群体又可分为 6 个亚群"两个中国群体与

俄罗斯群体的遗传距离几乎相同& 模型判定准确

度验证结果也证明"9CFD对刺参个体的群体来

源判别具有很高的准确性和可靠性&

综上所述"本实验利用 9CFD和 64 个微卫星

标记数据对刺参群体的等位基因信息进行分析"可

用于未知遗传背景的刺参群体鉴别& 该方法的建

立可以为刺参的种质资源保护和养殖种类的遗传

改良提供重要的理论基础和实际应用价值&
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附表 D$微卫星引物的相关信息

位点

&-37#

引物序列

:1("%1#%O7%.3%#9[43[$

重复序列

1%:%,*"-*(+

基因片段大小!2:

#(N%1,.0%

温度!Z

$

"

D2CU.(0%.%CABX529822 @!KCC=KC=K==DDCKDDD==K #KC$8 239 <623 84

P!KKKDD===DCDCDCKCKCKC

D2CU.(0%.%CABX529999 @!CCDD=D=DKCK=DC==D=DDC #D=$24 261 <2// 84

P!KCKKKCCKCKCDDCDDKC=C

D2CU.(0%.%CABX58959 @!KKK==K==K=CCKDDCCKKC #CCK$9 249 <251 84

P!KKKCKCKCKCCKDCDC==DK

D2CU.(0%.%CABX5:561 @!DD=DD=DD=DDCD==D==DC #==D$9 283 <2:5 84

P!=KK=KK=KD=====DC=DCK

D2CU.(0%.%CABX536485 @!KCDDKK=CCKKKKC=KC=== #KC$8 225 <235 84

P!D=DK=DD==DD=D=DCDDCD

=2CU.(0%.%CABX559:3: @!CCKKDD=KKCCCKKK=CKCD #KC$8 255 <2/6 84

P!=DDDCKK==DDKCCDCD=CC

=2CU.(0%.%CABX5/363 @!=DD==KK=KKKK==K====C #DCC$9 221 <2:/ 84

P!KCC=K====KK=DKKDCCK=

D2CU.(0%.%CABX569/61 @!CD=DKKKCCKD==KC=D=KC #==D$9 2:8 <685 84

P!C=K=CKKCD=KKCKDDK=DC

=2CU.(0%.%CABX526/85 @!CCC=DKCCCKCCK=KCDDKCC= #CCK$9 248 <23/ 84

P!DC=K=DCKD=DDC===KD=K

=2CU.(0%.%CABX525912 @!DKKCC=KKDCCD==KCKCC= #KCC$9 298 <212 84

P!=K=K=KD=DCK=DCCK=K=KC

D2CU.(0%.%CABX552181 @!DCDKKK=C=K==CCDCD=KD== #=CC$: :6 <24/ 84

P!C===KDKDDC=KCCDC==D=

D2CU.(0%.%CABX51:15 @!CD=DDKD====KCKKCKKCD #K=$1 :9 <24/ 84

P!CCDDCDCC=CKCDDKDC=DD

D2CU.(0%.%CABX566/92 @!=DKCD=K==DC==KKC==CDDC #=K$8 268 <216 84

P!DC=K===DKKKKDCC=CD==

D2CU.(0%.%CABX595169 @!C=DDDDC=DDDD=D===CDC #CCK$9 23: <219 84

P!DKKC=DKD=D====KC==D=

D2CU.(0%.%CABX524864 @!K=KDDDCK==KCKC=KK=== #KC$8 :: </: 84

P!KCKDCCKDKKCD=DC=DCCD

D2CU.(0%.%CABX53252 @!==D=CDDDCKC==DKDDCD= #=CC$8 /5 <262 84

P!CCCDCKKKD=D=KD===KCC

=2CU.(0%.%CABX531:/ @!DCDCKCKDDKC=C====KD== #CK$1 :3 <// 84

P!CCDCKD==K==CDKKKKD=C

D2CU.(0%.%CABX58:84 @!CDDK==CKCCCKKDK=KC=K #KC$8 25: <2:4 84

P!C=KKK==K=DDCCCD=DK=D

=2CU.(0%.%CABX591/8 @!DC=KKC=DDCDD=KKK=CK= #C=$: 214 <2:5 84

P!DCCDC==KK=DDCCKDD===

=2CU.(0%.%CABX53211 @!DCDK===CDC=KD=KK==KK #==K$9 23/ <295 84

P!KKD=DD=CDDDDD=CKCD===
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