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黄鳝微卫星引物筛选及其在保护遗传学上的应用 
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摘要：研究了远缘种鲤的微卫星引物对黄鳝的适用性 结果显示，31对鲤微卫星引物中有 11对引物能对黄鳝 

DNA模饭扩增出特异性带谱 每埘引物扩增的等位基冈数在 3～13个，平均每个位点有 5．6个等位基因，显示 

J，较高的多态性 其中引物 P1最理想 ，其 PCR扩增产物能区分来自湖南 、广东和孟加拉 3个不同地域的黄鳝 

种群 应用微卫星技术对 3个 同地域的黄鳝基因组 DNA多态性分析结果显示，湖南、广东和孟加拉黄鳝群 

体内平均相似率依次为95．5％，95 8％和93．5％，平均变异度依次为0．045，0．042，0．063。群体问的相似率及变 

异度分析显示：湖南黄鳝和广‘东黄鳝群体问平均相似率为 91．0％，变异度为 0．045；湖南 黄鳝和孟加 拉黄鳝 

群体问平 均相似率 和变异度分别为 55．7％和 0．443；广东黄鳝和孟加拉黄鳝群体问平均相似率和变异度分 

别为 58．6％和0．414。综合微] 星分析结果、黄鳝的外形特征及地王甲位置，可以推测 ，广东黄鳝 与湖南黄鳝为l—J 
一

个牛物种的 同地理种群，mf孟加拉黄鳝为同属中另一个种。 
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Screening of microsatellite primer and its application 

to conservation genetics of Monopterus albus 
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Abstract：The applicability of microsatellite primers from C)prinus carpio to Monopte，1 cdbta~population was studied in the present 

paper．The results showed that 1 1 of the 3 1 pairs of microsatellite primers from “prin carpio could amplify Motmpterua fdbt DNA 

and produce spe cial allele panems．The allele numbers for each primer ranged 3 to 13，and a mean  of 5
．6 alleles were found for each 

locus，which indicated a higher polymorphism ．P1 was the most pe rfect primet among all these 1 1 pairs．which could distinguish the 3 

肘fJ，』f吖J r cdblLs populations collected from Hunan，Guangdong(China)and Beng~．The results ofthe polymorphisms of genetic DNA 

of MonoptertL~dbtLs po pulations from the 3 different loc ations showed that the average similarity of the 3 Mormpter~ 6z populations 

from Hunan，GuarIgdong an d Bengal was 95．5％ ，95．8％ and 93．5％ ，respectively，and the average variability was 0
． 045．0．o42 and 

0．063，respectively．The average similarity and variability between every tw o of the three po pulations were：9 1
． 0 ％ an d 0．045 

between Hunan and Guangdong populations，respectively，55．7％ and 0．44 3 between Hunan and Beng~ po pulations，respectively
． and 

58．6 ％ and 0．414 be twee n Guangdong and Beng~ po pulations， respe ctively．By summarizing all the data from mi crosatellite 

an alysis，morphological characteristics and geographic distribution，the authors could deduce that the Mormpter~ bus po pulations from 

Hunan an d from Guan gdong were the same spe cies，an d the po pulation from Bengal be longs to an other species
． 
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1．6 数据统计方法 

根据聚丙烯酰胺凝胶上 DNA条带的迁移距 

离，参照 Marker的分子量标记，统计 3个黄鳝品 

系表现出的多态性带的数 目及碱基对数。根据 

Lynch法计算相似率 6J。 

群体内(间)相似率 (M)(％)=(2×Nab)／ 

(Na + Nb)×lO0 

其中，Nab为个体 Cl,和个体 b之间共有的 DNA扩 

增片段数 目，Na为个体Cl,具有的DNA扩增片段 

总数，，v6为个体b具有的DNA扩增片段总数。 

群体内(间)变异度(即遗传距离 D)按公式 

D=l—M计算。 

2 结果与分析 

2．1 微卫星引物初筛 

实验参考 Crooijmans等l J筛选的 31对长度 

为18～24 bp的鲤微卫星引物对黄鳝的基因组 

DNA模板进行 PCR扩增，经电泳检测，初步选定 

其中有较明显扩增产物的14对微卫星引物(其碱 

基序列见表 1)，并对黄鳝 DNA进行系统研究。 

表 1 14对微卫星引物碱基序列 

Tab．1 Sequences of the 14 pairs of microsateUite primers 

2．2 l4对引物对黄鳝不同群体 DNA 中微卫星 

产物扩增 

将初筛得到的 14对微卫星引物对 3个不同 

地域黄鳝 DNA模板进行 PCR扩增。经检测，引 

物 P4、PI7、PI8扩增带非常弱难分辨，引物 P3、 

Pll、PI9扩增的带谱中 DNA多态性较弱(只 3条 

带)，其余 8对引物都能对黄鳝 DNA模板产生各 

自特有的、清晰的微卫星带谱，电泳图谱的条带 

多，能较灵敏地反映黄鳝 DNA的多态性，如图2、 

3所示的引物 P1、P6对 3个不同地域的部分黄鳝 

DNA模板的扩增产物，充分显示了黄鳝微卫星 

DNA丰富的多态性。 

2．3 区分 3个地域黄鳝种群的 DNA分子标记 

筛选的 11对引物对 3个地域黄鳝种群进行 

PCR扩增 ，产生的等位基因潜系差异显著。表 2 

列出了能区分 3个不同地域黄鳝种群的等位基因 

谱。引物 P1的扩增产物中，有能区分 h、g和 m 

的特征性 DNA带：PI一364，PI一325，PI一217，PI一 

137，PI一129为孟加拉黄鳝所特有；PI一112和 P1— 

391分别为湖南黄鳝和广东黄鳝所特有；引物 P2、 

P3、P6、P7、PI4、P2I的 PCR扩增产物中有区分孟 

加拉黄鳝种群的特征性带；引物 P2的扩增产物中 

有分辨广东黄鳝的特征性带；引物 P6、PI2和 PI4 

的PCR扩增产物谱系中有区分湖南黄鳝的特征 

性带；引物 P3、P8、P11和 PI9的扩增产物谱分辨 

率相对较低，条带较少，只能区分孟加拉黄鳝和湖 

南、广东黄鳝，而湖南黄鳝和广东黄鳝之间的差异 

没有显示。因此，P1是最理想的引物，其 PCR扩 

增产物能区分来 自湖南、广东和孟加拉 3个不同 

地域的黄鳝种群。 
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广东黄鳝种群之间的相似率最高，平均相似率为 

91％。其变异度相应地最小，为 0．09。孟加拉黄 

鳝与湖南 、广东黄鳝种群问的相似率小，分别为 

55．7％和 58．6％。其变异度也就相对较大，分别 

为0．443和0．414。可以推测 ，黄鳝种群问遗传相 

似率与种群地理区域有关联。 

表2 不同地域黄鳝种群的微卫星分子标记 

Tab．2 Molecular markers reproduced 

by PCR from microsatellite primers 

含有该标 

locus 

鼢  弧
igui sh ng 

。 s train
s

alleles for distinguishing different strains 1 l二 

注：Mx—Y表， jI物 X扩增的黄鳝含 y时碱毖的等位基冈 

Notes：Mx—Y indicates the allele which has Y pairs of base amplified by 

primer X 

3 讨论 

3．1 远缘物种间微卫星引物的适用性 

由于微卫星核甘酸序列的保守性，使一物种 

的微卫星引物一『能适用于相邻物种。以往的研究 

多集中于微卫星引物在相邻种及业种问采用。本 

实验材料鲤和美鳝分属于鲤形 日和合鳃目，在鱼 

类中它们的亲缘火系较远。似实验结果显示，部 

分鲤微 DNA引物适用于黄鳝=31对鲤微卫 

星引物中，有 11对引物能对黄鳝 DNA模板进行 

PCR扩增，并产生特异性带谱。引物 P1的扩增产 

物能作为区别湖南 、广东和盂加拉 3个不同地域 

的黄鳝种群的分子标记。 

3．2 黄鳝微卫星位点多态性分析 

根据 Tajima的 DNA序列抽样分布理论，采 

用 10个体的样本数量就具备充分的代表性l7 J。 

本实验采用的每个样本的数量为 20个，其结果具 

有较好的代表性。 

微卫星 DNA本身重复单位数的变异是形成 

微卫星位点多态性的基础。从理论上来说，每一 

个位点经 PCR扩增后的等位基因数应小于或等 

于其倍数。但本项研究发现一对引物可以扩增出 

多条带现象。筛选的 11对引物，共扩增出 90个 

等位基因，每对引物扩增等位基因数在 3～13条 

之间(表 3)，平均每个位点有 5．6个等位基因。 

其他学者 的研究结 果也出现 了类似现 象，如 

Spruell等l8j研 究 强 壮 红 点 鲑 (Salveli凡 

coatiltentths)的4个微卫星位点时发现每个微卫星 

位点的等位基因数有 2～10个；Meldgaard等[。]发 

现茴鱼(Thymallu~thyrnllu~)微卫星 DNA每一位点 

的等位基因在 4～10，种群特异性等位基因的频 

率 <5％；Daemen等E J研 究 欧洲 鳗 (Anguilla 

anguilla)的 5个微卫星位点也发现，每一个样品 

每一个位点的等位基因数为 9．6～12．4个，平均 

每一个位点的等位基因数为 16．6个；Nielsen和 

Sage|】ll发现虹鳟 (Oncorhynehus mykiss)的每个微 

卫星位点的等位基因数在 1～20个的区间变动， 

这一现象出现的原因尚需进一步研究。 

3．3 黄鳝种群间遗传多样性 

微卫星分析结果(表3～表 5)显示，群体间的 

相似率以湖南黄鳝与广东黄鳝最高(91％)，孟加 

拉黄鳝与湖南 、广东黄鳝的相似率都低(孟加拉黄 

鳝与广东黄鳝相似率为 58．6％，孟加拉黄鳝与湖 

南黄鳝之问的相似率为 55．7％)。从变异度差异 

米看，群体 变异度(即遗传距离)以湖南黄鳝与 

广东黄鳝最低(0．09)，广东黄鳝 与盂加拉 黄鳝 

次之(0．41)，湖南黄鳝与孟加拉黄鳝之问的 

变异 度 最 高 (0．44)。据 Meldgaard等 采用 

Shaklee提出的鱼类在属 、种和种群三级水平 E的 

遗传距离(D值)分别为 0．90，0．30和 0．05，广东 

黄鳝与湖南黄鳝为同种生物不同种群问的差异 

(0．3>D=0．09<0．05)，而孟加拉黄鳝与湖南、广 

东黄鳝为同属的不同种间的差异(0．9>D值 > 

0．3)。 
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表3 3个黄鳝种群 l1个位点扩增的等位基因结构 

Tab．3 Ailelic structures for II microsatellite loci amplified in 3 populations of Monopterus albus 

注：h、g、iTt：分别表永来自湖南、广东和盂加拉的黄鳝种群的扩增的等位基因数；h／g／m：湖南 、广东和盂加拉的黄鳝 3个种群扩增的 

共同等化基凶数；h／g：湖南和广东黄鳝种群的相同等位基因数；ICm：湖南黄鳝和孟加拉黄鳝种群的相同等位基因数；g／m：广东黄鳝和孟 

加拉黄鳝种群的相同等位基因数 

Notes：h，g．m．-amplified alleles of Monoptertas 6 from Hunan，Guangdong or Bengal，respectively；IVg／m：mutual alleles of Monopterus 

albth~from Hunan．Guangdong and Bengal；h／g：mutual alleles of Monoptertas 6 from Hunan and Guangdong；h／m：mutual alleles of Monopterus 

olb~$from Hunan and Bengal；g／m：mutual"alleles of MonopterusⅡ 6 from Guangdong and Bengal 

表4 3个群体内遗传相似率和变异度值 

Tab．4 Genetic similarity and variability in the 3 populations 

表 5 3个群体间遗传相似率和变异度值 

Tab．5 Genetic similarity and variab~ity between the 3 populations 

从个体的大小和外形来看，湖南美鳝和广东 

黄鳝十分相似的，而湖南、广东黄鳝与盂加拉黄鳝 

的形态相差较大。在外形上，湖南 、广东黄鳝的个 

体较小，外形相似：鳃退化，背鳍、臀鳍退化成低皮 

褶，体黄褐色布满黑色小斑点；m盂加拉黄鳝个体 

较大，』工外形差异也大：头部呈_|角形，鳃部向外 

突出不完全退化，体色呈淡黄或黄 色，无偶鳍， 

背鳍、臀鳍退化成低皮褶。从地理位置来说，湖南 

和广东的位置相邻，而孟加拉离这两地的距离较 

远。Olsen等 对银大马哈鱼 9个微卫星位点研 

究也发现：银大马哈鱼种群间的基因距离与其栖 

息地的距离存在着强烈的一维线性关系。 

综合本研究的微卫星分析结果、外形特征及 

地理位置，可以推测：广东黄鳝与湖南黄鳝为同一 

个生物种的不同地理种群，而孟加拉黄鳝为同属 

中另一个种。 
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3．4 微卫星分子标记在鱼类种质资源研究中的 

意义 

微卫星技术是建立在 PCR基础上 的常用 

DNA多态性分析方法，微卫星 DNA本身重复单 

位数的变异是形成微卫星位点多态性的基础，经 

过精确设计的特异性引物，PCR扩增的条带互不 

重叠 ，微卫星扩增产物采用聚丙烯酰胺凝胶电 

泳分离，银染方法染色，条带清晰，多态性信息准 

确；微卫星技术重复性强，且在同一胶片上的序列 

梯度能提供分辨率达 1 bp的微小差异l ，n J，使微 

卫星结果精确度高，易于进行比较，充分显示微卫 

星技术的优越性。因此微卫星技术在鱼类种质资 

源的研究中也具有重要的应用前景。Spruell等_8 J 

采用 3种不同方法研究强壮红点鲑 (Salvelinus 

co觚uentus)种群遗传多样性时证实，微卫星分析 

结果与鲑异构酶分析及线粒体 DNA分析的结果 
一 致。 
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