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半滑舌鳎有效群体大小估计
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摘要：为了解半滑舌鳎当前的群体遗传结构，探究半滑舌鳎有效群体大小(Ne)发展趋势
及现状，实验通过性别特异性分子标记随机鉴定了800尾半滑舌鳎的遗传性别，选取
297个遗传雌性半滑舌鳎样本进行简化基因组测序(2b-RAD)，获得了64 416个可用SNP标
记，利用这些标记进行全基因组范围的连锁不平衡分析得到各染色体上连锁不平衡分
布；根据标记间不同物理间距进行半滑舌鳎有效群体大小的估计，初步了解各历史世代
下有效群体规模；通过选择0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 Mb等7个不同染色体片段
大小反映出半滑舌鳎群体遗传结构经过自然与人工共同选择的历史发展趋势。结果显
示，半滑舌鳎有效群体大小随其连锁不平衡程度衰减而呈连续下降趋势，至2世代前其
有效群体大小仅为29尾左右。
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有效群体大小(effective population size, Ne)是
指理想群体中与实际群体具有相同基因频率方

差的繁殖个体数目，它反映了群体平均近交系

数增量的大小及群体遗传结构中基因的平均纯

合度。近交不利于种质资源的发展，最显著的

结果是造成子代某些性状的表型均值降低，即

发生近交衰退[1]。有效群体大小影响近交的程度，

较小时则表明，群体倾向于近交水平的增加 [2]。

因此，开展有效群体大小的相关研究对遗传育

种中的近交预测和控制，以及了解遗传漂变对群

体多样性的影响具有重要意义。

有效群体大小估计的具体方法最早由Wright[3]

提出，但是由于不同研究背景下的群体结构、群

体类型不同，有效群体大小的估计方法也并不

唯一 [4]。传统的有效群体估计方法是建立在群体

内相互独立的个体随机交配基础上，这在实际

研究中往往很难实现。早期禽畜育种研究中多

以系谱信息辅助估计，但由于禽畜家系往往都

比较复杂，很难避免由系谱信息发生错误而引

起的估计误差 [5]。随着微卫星、单核苷酸多态性

(single nucleotide polymorphism, SNP)分型方法的

不断优化和广泛普及，分子标记已经成为群体遗

传学研究的重要辅助手段，利用高密度分子标

记间的连锁不平衡(linkage disequilibrium, LD)可以

更准确地估计有效群体大小 [6]。水生动物育种研

究中也有利用连锁不平衡估计有效群体大小的

报道 [7]，但是由于其使用的分子标记仅为49个微

卫星，分布范围比较局限，容易造成较大的估

计误差。根据DNA序列的多态性估计有效群体

大小的方法原理比较简单，但是由于育种过程

中有效群体规模不断变化，导致其只能估计过

去很长一段时间内有效群体大小的平均变化 [8]。

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)是我国特有

的海水养殖珍品，分布范围主要为东海、黄海
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和渤海海域 [9]。受繁殖技术操作难度大又相对封

闭的局限，以及对养殖群体中亲本质量的严格

要求，导致育种群体规模相对较小，极易发生

近交衰退现象，进而降低优良性状表型均值。

半滑舌鳎具有明显的性别二态性，其雌性生长

速率约为雄性的4倍，并且自然状态下存在由雌

性到雄性的性逆转现象 [10-11]，这种性别差异生物

学特性的存在导致生产中只关注提高雌性率，

缺少严格科学系统的选育。因此，通过高密度

SNP标记间连锁不平衡(LD)来估计半滑舌鳎有效

群体大小具有一定的实际意义，将会为半滑舌

鳎保种及选育工作提供合理的配种方案。国内

外对有效群体大小的相关研究已经有诸多报道，

且主要集中在禽畜育种中 [4]，水生动物中主要以

贝类为主 [12-14]。张国范 [1]通过设置理论上的有效

群体大小梯度，对海湾扇贝(Argopecten irradias)
F1生长和存活的影响进行了深入探究。Hedgeocock
等[13]根据不同时期中性基因突变频率，对人工养

殖的长牡蛎(Crassostrea gigas)等多种贝类共16个
群体进行了有效群体大小估计，结果显示其Ne都

小于100甚至多数低于50(13个群体)。Rexroad等 [7]

使用49个微卫星标记，分析了虹鳟(Oncorhynchus
mykiss)的连锁不平衡程度并利用部分染色体进行

了有效群体大小估计，在一定程度上反映了虹

鳟的遗传结构受到了不同强度的选择。由于测

序技术的迅速发展，禽畜育种中陆续出现利用

高密度的SNP标记进行有效群体大小估计的报

道 [15-17]，水产动物育种研究中至今未见相关方法

的应用。因此，通过高密度SNP标记进行水生动

物的有效群体大小估计具有重要意义。

1    材料与方法

1.1    实验对象

实验对象为采自山东潍坊和河北黄骅的

800尾4月龄半滑舌鳎，均来自随机交配的养殖群

体后代，通过性别特异性分子标记[18]鉴定所有样

本的遗传性别，其中遗传性别为雌性且符合质

量标准的297尾半滑舌鳎DNA样本用于建库和

分型。

1.2    基因型测定

提取DNA后，建立2b-RAD[19]文库，使用Illu-
mina HiSeq 2500平台对全部个体进行单末端测序。

测序后共产生1 582 669 040个reads，平均每样本

5 328 852个reads。最小等位基因频率小于0.05，

样本检出率(call rate)小于0.90及染色体位置未知的

直接剔除。最后使用RADtyping v1.5进行2b-RAD
分型，共获得64 416个SNP，并借助SOAP2[20]将

其定位于半滑舌鳎基因组[21]。

1.3    有效群体大小估计

依据Sved[22]提出的连锁不平衡与有效群体大

小之间关系的公式：

E
¡
r2¢ ¼ 1=(®+ K N e c) (1)

式中，r2为不同标记间的连锁不平衡程度，Ne为

有效群体大小，c为标记间的遗传距离，单位为

摩尔根(M)，α取值为1时表示不考虑突变，α为
2时则考虑突变 [23]，K的取值与染色体类型有关，

常染色体为4，性染色体为2。
目前大多数研究都采用无突变模型进行高

密度SNP估计有效群体大小 [6]，本研究也选取无

突变模型进行分析。根据公式(1)，估计有效群

体大小必须先获得标记间遗传距离(c)和连锁不

平衡程度(r2)。

1.4    连锁不平衡程度度量

LD的度量有多种指标，其中常用的为D′和
r2，但D′受群体影响较大，中小群体容易出现偏

差，r2则对群体大小敏感性不强 [24]，本研究因此

使用r2作为LD的度量指标。对于2个SNP标记，

其等位基因分别为A、a和B、b及相应的等位基

因频率为PA、Pa、PB、Pb，等位基因间形成的

4个单倍型频率分别为PAB、PAb、PaB、Pab，2个
标记间的r2计算公式：

r2=
(PABPab ¡ PAbPaB)

2

PAPaPBPb
(2)

采用HaploView软件 [25]进行连锁不平衡分析

并获得各SNP标记间的r2值。

1.5    标记间遗传距离

对于高密度SNP标记，目前还无法直接通过

连锁图谱获得各标记间的遗传距离，通常是根

据物理距离近似换算[17]。

(cM) =
(cM)
(Mb)

£ (Mb)
(3)

染色体物理距离和遗传距离可以分别从半

滑舌鳎基因组 [21]和半滑舌鳎高密度连锁图谱 [26]中

获得。
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1.6    不同世代下有效群体大小

Hayes等[27]提出遗传距离为c的染色体片段可

以近似反映出前1/(2c)世代的有效群体大小。因

此，根据公式(1)、(3)，可通过不同物理间距的

SNP标记间的连锁不平衡，估计不同世代下的有

效群体大小。本实验选取0.1、0.2、0.5、1.0、
2.0、5.0和10.0 Mb等7个不同SNP间距，通过对这

些不同间距SNP标记之间连锁不平衡程度分析，

估计半滑舌鳎在相应前128、64、26、13、7、3
和2世代下的有效群体大小。

在本研究中，除LD程度值r2之外，其余数

据都使用R语言[28]进行整理和分析。

2    结果

2.1    SNP在全基因组上的分布

参考半滑舌鳎基因组序列，对获得的SNP标
记进行定位，确定其在全基因组中分布情况。质

量控制前后SNP分布变化结果显示，质量控制

后，样本个数保持不变，SNP则由64 416个减少

为31 241个，平均间距约为14 kb(图1)。

2.2    LD分布规律

从半滑舌鳎全基因组上不同SNP间距LD分

布的整个趋势上看，随着物理距离增大，LD逐

渐减小，但在某些距离较远的点之间也会出现

比较强的LD(图2)。这表示基因组上的某些突变

之间可能存在不受物理距离影响的连锁不平衡，

这与其他物种中出现的情况类似 [29]。同时，SNP
间距较小时其LD变异程度较大，而间距较大的

SNP间LD的变异程度则相对较小(图2)。

2.3    有效群体大小估计

半滑舌鳎有效群体大小呈逐渐下降的趋势，

从128世代前的2 869尾连续降至2世代前的29尾
(表1，图3)。并且，即使相同的SNP间距，不同

SNP标记间连锁不平衡程度也有差异(图2)，因此

有效群体大小估计也会有所差异。如在2世代时，

间距为10 Mb的不同SNP标记间估计的半滑舌鳎

有效群体大小为17~40尾(表1)。
连锁不平衡程度的差异也反映在不同染色

体上。不同染色体估计的有效群体大小具有很

大差异，如前2世代时，半滑舌鳎有效群体大小

差异为17~40尾(表1)，而在全部染色体中来看，

其数值应为18~192尾(表2)。同时，根据性染色

体上的连锁不平衡估计的有效群体大小已经达

到其相同世代下常染色体的数倍以上，以致无

法在图中显示128、64世代的具体数值，但从前

5个世代的增长趋势不难发现这一规律(图3)。造

成这种差异的原因是不同染色体在相同片段大

小的情况下，连锁不平衡程度较高的染色体估

计的有效群体偏小，反之，染色体具有较小的连

锁不平衡程度，其有效群体估计值则偏大。如1和
14染色体估计的有效群体较大，其对应连锁不平

衡程度(r2)就比较小，第3和19染色体上结果则恰

好相反(表3)。对不同染色体上相同间距估计的

有效群体大小进行方差分析可知，各染色体间

的差异显著(P<0.05)。同时，有效群体大小由远

世代至近世代的衰减趋势(表2)，与全基因组中

连锁不平衡程度的衰减趋势基本一致(图2)。
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图 1    质量控制前、后半滑舌鳎全基因组上SNP分布

Fig. 1    SNP distribution of whole genome
before and after quality control
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图 2    半滑舌鳎全基因组连锁不平衡(r2)分布

Fig. 2    Distribution of whole genome linkage
disequilibrium (r2) distribution of

C. semilaevis

4 期 王伟峰，等：半滑舌鳎有效群体大小估计 999

 

http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


3    讨论

近年来，半滑舌鳎的市场需求不断扩大，导

致繁殖方式愈发追求时效，模拟自然环境和人

工授精等技术的不断成熟，使其选择进程大大

超越了自然选择的历程。且其育种区域主要分

布在渤海沿岸，分布范围相对集中。这些因素

都会导致半滑舌鳎近交选择的程度逐渐加重，

有效群体大小也很难维持在较高水平。根据本

研究的估计，半滑舌鳎有效群体大小在2世代前

仅为20~46尾。

根据标记间不同间距分析所得连锁不平衡

程度有一定差异。在标记间距较小时，LD程度

偏大，而随着标记间距增大LD程度逐渐衰减。

从公式(1)、(3)能看出，r2与Ne应为正相关关系。

表 1    半滑舌鳎根据常染色体SNP标记估计的各世代有效群体大小

Tab. 1    Effective population size for each generation estimated by the autosomal SNP markers

SNP间距/kb　SNP spacing

100 200 500 1 000 2 000 5 000 10 000

遗传距离　genetic distance 0.004 0.008 0.019 0.039 0.078 0.19 0.374

世代　generation 128 64 26 13 7 3 2

SNP对数　number of SNPs 7 589 14 685 34 286 64 381 116 923 211 314 286 691

Ne (mean±SD) 2 869.25±1 155.94 1 434.62±578.00 573.84±231.13 286.91±115.58 143.46±57.74 57.39±23.07 28.69±11.48

表 2    由不同染色体估计的半滑舌鳎有效群体大小

Tab. 2    Estimates of effective population size of C. semilaevis by different chromosomes

染色体号

　chromosome

世代数　generations

128 64 26 13 7 3 2

1 5 838.483 2 919.410 1 167.720 583.800 291.952 116.778 58.391

2 2 114.623 1 056.534 422.583 211.281 105.665 42.263 21.130

3 1 968.275 984.166 393.615 196.779 98.405 39.361 19.682

4 4 303.107 2 151.578 860.414 430.339 215.146 86.059 43.030

5 2 588.190 1 293.850 517.656 258.822 129.404 51.767 25.883

6 2 447.223 1 224.058 489.715 244.780 122.386 48.962 24.481

7 2 138.462 1 068.990 427.474 213.766 106.867 42.751 21.379

8 3 917.491 1 958.167 783.355 391.725 195.852 78.341 39.170

9 2 074.835 1 037.932 415.060 207.540 103.781 41.511 20.755

10 3 328.829 1 664.410 665.848 332.884 166.446 66.582 33.289

11 2 485.219 1 242.911 497.405 248.609 124.338 49.731 24.865

12 2 513.340 1 256.754 502.718 251.365 125.668 50.272 25.134
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图 3    半滑舌鳎各历史世代(前128~前2世代)

有效群体大小

Fig. 3    Effective population size of C. semilaevis in
historical generations (ancestor

generations from 128 to 2)

1000 水    产    学    报 43 卷

 

http://www.scxuebao.cn

http://www.scxuebao.cn


表 3    各染色体不同物理间距的r2分布情况

Tab. 3    r2 distribution of different physical distances of each chromosome

染色体号

chromosome

SNP间距/kb　SNP spacing

100 200 500 1 000 2 000 5 000 10 000

1 0.032±0.091 0.029±0.092 0.029±0.085 0.027±0.078 0.026±0.072 0.020±0.054 0.017±0.045

2 0.035±0.114 0.040±0.111 0.031±0.085 0.031±0.082 0.027±0.072 0.024±0.064 0.020±0.052

3 0.033±0.096 0.042±0.110 0.031±0.087 0.032±0.089 0.027±0.078 0.022±0.064 0.018±0.050

4 0.041±0.115 0.035±0.102 0.035±0.096 0.031±0.086 0.032±0.088 0.025±0.070 0.019±0.048

5 0.038±0.115 0.036±0.102 0.030±0.084 0.034±0.089 0.027±0.073 0.023±0.061 0.018±0.051

6 0.033±0.095 0.037±0.108 0.033±0.096 0.027±0.071 0.030±0.083 0.024±0.064 0.021±0.063

7 0.038±0.103 0.033±0.087 0.033±0.093 0.031±0.088 0.028±0.080 0.027±0.081 0.016±0.046

8 0.035±0.090 0.038±0.110 0.034±0.094 0.030±0.080 0.028±0.079 0.020±0.052 0.017±0.043

9 0.032±0.087 0.027±0.075 0.032±0.095 0.026±0.071 0.025±0.071 0.023±0.064 0.020±0.054

10 0.033±0.091 0.035±0.097 0.032±0.090 0.03 ±0.083 0.026±0.069 0.023±0.066 0.022±0.061

11 0.033±0.088 0.044±0.119 0.033±0.089 0.029±0.079 0.025±0.073 0.023±0.065 0.019±0.051

12 0.045±0.130 0.033±0.089 0.029±0.078 0.029±0.083 0.027±0.079 0.025±0.070 0.018±0.050

13 0.030±0.092 0.033±0.094 0.029±0.083 0.025±0.065 0.023±0.070 0.024±0.070 0.021±0.059

14 0.030±0.074 0.030±0.084 0.031±0.088 0.025±0.069 0.029±0.084 0.022±0.062 0.019±0.052

15 0.029±0.072 0.035±0.097 0.029±0.073 0.027±0.084 0.026±0.074 0.024±0.066 0.021±0.057

16 0.037±0.102 0.035±0.102 0.031±0.086 0.030±0.077 0.030±0.081 0.025±0.065 0.021±0.021

17 0.032±0.080 0.031±0.087 0.033±0.090 0.028±0.074 0.026±0.071 0.024±0.062 0.018±0.046

18 0.044±0.119 0.024±0.062 0.034±0.099 0.030±0.084 0.025±0.068 0.026±0.072 0.020±0.053

19 0.041±0.124 0.039±0.113 0.030±0.085 0.025±0.069 0.025±0.072 0.023±0.066 0.021±0.057

20 0.028±0.080 0.039±0.114 0.034±0.084 0.027±0.080 0.026±0.073 0.023±0.064 0.021±0.064

Z 0.002±0.001 0.012±0.017 0.015±0.027 0.014±0.024 0.014±0.032 0.009±0.016 0.013±0.024

·续表2·

染色体号

　chromosome

世代数　generations

128 64 26 13 7 3 2

13 2 741.621 1 370.449 548.172 274.071 137.051 54.820 27.408

14 4 691.834 2 346.305 938.398 469.258 234.614 93.850 46.926

15 2 870.811 1 434.950 573.820 286.916 143.467 57.380 28.693

16 2 798.959 1 400.340 560.097 280.017 140.013 56.014 28.005

17 2 426.055 1 212.762 485.047 242.516 121.246 48.503 24.248

18 2 145.696 1 073.167 429.389 214.582 107.331 42.930 21.467

19 1 829.483 915.006 365.982 182.942 91.491 36.596 18.298

20 2 162.551 1 080.635 432.421 216.119 108.108 43.240 21.620

Z 19 255.65 9 642.976 3 864.520 1 930.672 963.903 385.633 192.952
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这表明，随着标记间距离不断增大，连锁不平

衡程度逐渐衰减，估计所得有效群体大小理论

上应随之降低。根据历史世代的1/2c[26]理论，即

染色体在不同片段大小下能够反映不同世代的

有效群体大小，短染色体片段可以估计远世代

有效群体大小，而长染色体片段可以估计近世

代有效群体大小。

相同标记间距时分析所得连锁不平衡程度

同样表现出很大差异。这种差异可能是重组率

差异、杂合度、遗传漂变和选择效应等因素综

合反映的结果。本研究中也选择了标记距离更

短的50 kb及距离更长的15 Mb时进行分析。前者

所得LD程度值约为0.5，这表明标记间完全自由

重组，此时的连锁为连锁平衡状态；15 Mb时连

锁程度估计值与10 Mb时几乎相同，这表明标记

间距离过大时LD程度估计很容易出现偏差，因

而其对应的有效群体大小可能不够准确。鉴于

此，本研究选取了0.1与10 Mb之间7个不同长度

的染色体片段大小进行LD程度分析和有效群体

大小估计。

半滑舌鳎为ZZ(♂)/ZW(♀)型 [30]性染色体系

统，其中W染色体长度过小，测序所得的少量

SNP标记难以对有效群体大小进行准确估计，故

本实验不对W染色体进行分析。根据性染色体连

锁不平衡估计的有效群体大小与常染色体之间

具有明显差异，这可能是由于性染色体估计方

法不同造成的，也可能与养殖群体中长期高强

度人工选择高雌性性别比例群体有关。为了避

免由性染色体带来的统计误差，实验在各世代

有效群体大小估计时仅采用常染色体进行分析。

有效群体大小与连锁不平衡之间关系密切，

而基因组范围内的连锁不平衡能够用于推断祖

先的有效群体大小。本研究中半滑舌鳎的有效

群体大小随世代进化呈逐渐减少的趋势，而有

效群体的不断减少势必导致遗传变异也越来越

小，最终将导致遗传进展受到极大影响。因

此，通过连锁不平衡程度分析和有效群体大小

的估计，进而合理控制半滑舌鳎有效群体规模

具有重要意义。本研究中采用高密度SNP标记分

析虽然能在一定程度上反映半滑舌鳎全基因组

连锁不平衡程度，但是受研究对象的样本规模

较小、分布范围比较集中及数据分析软件本身

的局限等因素影响，最终结果可能不够准确，

但从估计结果所反映出的有效群体大小变化趋

势来看，半滑舌鳎近年的选育工作已经显现了

近交程度的加剧。

在今后的水产育种工作中，育种工作者应

当借鉴相关研究成果，采取有效措施合理控制

有效群体大小，避免因其有效群体规模过小导

致遗传结构产生不利改变而影响遗传进展。同

样，在进行其他水产养殖品种的保种和育种工

作时，也应当采用合适的有效群体估计方法进

行相关探究，从而掌握物种当前的群体遗传结

构、估计当前或近代的有效群体规模，以避免

近交等因素造成的不利影响。
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Abstract: To understand the current population genetic structure of half-smooth tongue sole and explore the trend
and status of effective population size (Ne) in half-smooth tongue sole, in this paper, 800 4-month-old half-smooth
tongue sole were identified by gender-specific genetic markers, and 297 genetic females were selected. Then
64 416 SNP markers were obtained by simplified genome sequencing method (2b-RAD). The genome-wide
linkage disequilibrium (LD) was used to obtain the linkage disequilibrium distribution on each chromosome. The
effective population size was calculated based on the different physical distances between the markers for each
historical generation. In order to analyze the genetic structure of the population of half-smooth tongue sole selected
by natural and artificial means, the sizes of 7 different chromosomal fragment lengths were detected. And the
results showed that the effective population size two generations ago was only about 29. The high-throughput 2b-
RAD sequencing method was first applied to the estimation of the effective population size of aquatic animals,
which provided a reference for the breeding work of other aquatic species. The effective population sizes decreased
when the historical generation was closer. It is important for half-smooth tongue sole breeding and conservation to
estimate the effective population size for current generation.

Key words: Cynoglossus semilaevis; simplified genome sequencing (2b-RAD); linkage disequilibrium; effective
population size
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