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漠斑牙鲆养殖群体微卫星遗传多样性的初步分析 
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摘要: 为评估养殖过程对漠斑牙鲆遗传结构的影响, 本研究利用微卫星标记对漠斑牙鲆(Paralichthys le-

thostigma)山东胶南养殖群体(子一代)和江苏南通养殖群体(子三代)的遗传结构进行分析比较, 结果表明

所使用的 14 对引物中, 11 对引物在所选取的群体中具有多态性, 两个群体中共检测出了 70 个等位基因

(42 个有效等位基因), 总群体的平均观察杂合度(Ho)和期望杂合度(He)分别为 0.36 和 0.60。两个群体的

Shannon’s 遗传多样性指数分别为 1.18 和 1.07, Nei’s 遗传多样性指数分别为 0. 56 和 0.51, 表明山东胶南

群体的遗传多样性显著高于江苏南通养殖群体。两个养殖群体间的两群体间的遗传分化系数 Fst 平均为

0.1246, 遗传距离(Ds)为 0.171, 遗传相似度为 0.8432, 表明两个群体中度分化。由此可以得出, 在中国随

着漠斑牙鲆累代养殖的开展, 其遗传多样性下降显著, 遗传结构已经出现了显著分化。因此, 在将来的繁

育过程中应制定合理的育苗规划以维持漠斑牙鲆的多样性水平并保障产业可持续发展。  
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漠斑牙鲆 (Paralichthys lethostigma), 又名南方
鲆, 是原产于美国的深海底栖鱼类。漠斑牙鲆不仅具
有食性杂、饲料系数低等优点[1], 而且对环境因子适
应能力较强, 可以在海水、半咸水甚至淡水中生存[2], 
并且具有广温性, 上述优点促使漠斑牙鲆养殖业迅
猛发展[3]。漠斑牙鲆于 21 世纪初从美国引种到中国
后, 其养殖规模逐步扩大, 经过近 10 年的养殖, 漠
斑牙鲆已经形成以工业化养殖和池塘养殖为主的养

殖模式, 前景十分广阔。 
由于鱼、虾、贝类等养殖群体容易受人为因素干

扰 , 导致群体遗传多样性水平下降 , 进而导致生长
率、抗病性和繁殖能力下降, 甚至危及种群的生存[4-7], 
因而从分子水平了解漠斑牙鲆群体的遗传资源现状

对于该养殖产业的发展具有重要意义。近几年国内

外学者对于漠斑牙鲆的遗传结构进行了研究: Blan-
don等[8]利用同工酶方法对美国漠斑牙鲆野生群体进

行了群体多态性分析; 李鹏飞等 [9]采用同工酶方法

对漠斑牙鲆引进种群进行遗传多态性分析; 李鹏飞
等[10-12] 还利用 RAPD、微卫星方法分别分析了漠斑
牙鲆引进群体子一代以及漠斑牙鲆养殖群体遗传多

样性; 然而 , 目前对国内漠斑牙鲆养殖群体间遗传
多样性研究相对较少。为探讨养殖过程对漠斑牙鲆

种质结构的影响, 本研究运用微卫星分子标记对中
国江苏南通和山东胶南两个养殖群体进行遗传多样

性和遗传结构进行了研究, 并与美国野生群体进行
对比分析, 以期通过对不同区域的养殖群体遗传结
构的比较, 对养殖过程中漠斑牙鲆遗传多样性降低
的风险评估工作以及种质资源保护提供依据  。 

1  材料和方法 

1.1 材料 
实验所用漠斑牙鲆养殖群体分别采集于山东省

胶南某养殖场和江苏省南通某养殖场。其中山东胶

南群体为利用从美国引进的野生群体所培育的子一

代个体 , 江苏南通群体为子三代个体 , 每个群体各
采集 30 个样本, 剪胸鳍保存于无水乙醇中运回实验
室, 并保存于−20℃冰箱。 

1.2  实验方法 
1.2.1  基因组 DNA提取 

使用海洋动物组织基因组 DNA 提取试剂盒
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(Tiangen)提取基因组 DNA。用 1%的琼脂糖凝胶电泳
检测基因组 DNA完整性, 紫外分光光度计测定其浓
度后稀释到 50 ng/µL, -20℃保存备用。 
1.2.2  引物筛选 

利用本实验室刘智超等[13]开发的美国漠斑牙鲆

微卫星标记, 对江苏南通养殖群体和山东胶南养殖
群体的 60个样本进行多态性检测。PCR扩增体系为: 
10×Buffer 2.5 µL, 10 mmol/L dNTP 0.5 µL, 10 µmol/L
引物各 0.5 µL, 50 ng/µL 模板 2 µL, TaKaRa Taq 
(5 U/µL)0.2 µL , 加水到 25 µL。PCR反应程序为 94℃
预变性 10min, 94℃变性 1 min, 复性温度(表 1)复性
1 min, 72℃延伸 1 min, 循环 30次, 最后 72℃延伸
10 min。PCR扩增产物通过 6%变性聚丙烯酰胺凝胶
电泳进行检测 , 根据迁移速度对条带依次编号 , 迁
移最快的条带记为 A, 依次类推。 
1.2.3  江苏南通和山东胶南养殖漠斑牙鲆群体的遗

传多样性及遗传结构分析 
利用 Popgene32 软件[14]计算各微卫星位点在两

个群体及总群体的等位基因数(Na)、有效等位基因数
(Ne)、计算观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He), 利用
Botstein[15]等提供的方法 , 计算各位点的多态信息
含量(polymorphic index content,  PIC), 用 χ2检验

估计群体 Hardy-Weinberg 平衡偏离, 利用 genepop
软件 [16]在线分析各微卫星位点间是否处于连锁不平

衡状态, 显著性检验利用 Bonferroni correcting 进行
校正[17]。利用 Popgene 软件计算各个位点的固定指
数(Fit、Fis、Fst)及 Nei’s 标准遗传距离(Ds)来检测
群体的遗传分化程度。同时, 利用该软件计算各群体
及总群体的 Nei’s 指数和 Shannon’s 指数, 按照遗传
多样性(Ht)可分为群体内遗传多样性(Hwp)和群体间
遗传多样性(Hbp)两部分[18], 群体间的遗传分化(GD)
计算公式为 Hbp/Ht×100%的方法来计算两个群体的
遗传距离。 

2  结果 

2.1  微卫星位点的选择 
利用本实验室开发的 14对漠斑牙鲆微卫星引物[13]

在江苏南通和山东胶南两养殖群体中扩增, 琼脂糖电
泳结果显示 GA34位点在两个养殖群体中均没有扩增
产物, PAGE电泳结果显示GA12和GA13为单态性位
点, 因此利用 11 个具有多态性的微卫星位点对两个
群体的遗传多样性和遗传结构进行分析(表 1)。 

 

2.2  漠斑牙鲆养殖群体的遗传多样性分析 
由表 1可见, 对由 2个养殖漠斑牙鲆群体组成的

总群体, 11 个多态性位点共获得了 70 个等位基因, 
各位点扩增得到的 2~14 个等位基因, 平均每一个位
点的等位基因数目为 6.36 个, 平均有效等位基因数
为 3.82 个。11 个多态性位点中, 观测杂合度的范围
为 0.03~0.67, 平均的观测杂合度为 0.36, 期望杂合
度范围为 0.03~0.86, 平均的期望杂合度为 0.60, 总
群体的 Shannon’s遗传多样性指数为 1.31, Nei’s遗传
多样性指数为 0.59。而作为两个独立的群体进行遗
传多样性的统计结果看, 在山东胶南群体中, 11个位
点均表现出多态性, 11个位点共获得了 66个等位基
因, 各位点扩增得到的 2~13 个等位基因, 平均每一
个位点的等位基因数目为 6.3个, 平均有效等位基因
数为 3.50 个。11 个位点的观测杂合度的范围为
0.07~0.83, 平均的观测杂合度为 0.38, 期望杂合度
范围为 0.07~0.86, 平均的期望杂合度为 0.60, 群体
的 Shannon’s遗传多样性指数为 1.18, Nei’s遗传多样
性指数为 0.56; 而对于江苏南通养殖群体,  11 个位
点中只有 8个位点为多态性位点, BCA27位点在该群
体中无扩增产物, BCA65和 GA5位点在该群体中为
单态位点, 10个有扩增产物的位点共获得了 48个等
位基因, 各位点扩增得到的 1~8个等位基因, 平均每
一个位点的等位基因数目为 4.8个, 平均有效等位基
因数为 3.03 个。10 个位点的观测杂合度的范围为
0~0.83, 平均的观测杂合度为 0.32, 期望杂合度范围
为 0~0.84, 平均的期望杂合度为 0.52, 群体的 Shan-
non’s遗传多样性指数为 1.07, Nei’s遗传多样性指数
为 0.51。由数据可知, 山东胶南养殖群体多态性位点
数目、等位基因数、杂合度整体水平较江苏南通养

殖群体略高, 其遗传多样性也显著高于江苏南通养
殖群体(P＜0.05)。 

根据总群体的 PIC 值结果判定 , 8 个位点
(BCA27、BCA52、BCA50、BCA68、BCA70、BCA83、
BCA84、GA94)为高度多态位点(PIC>0.5), 1 个位点
(GA31)为中度多态位点 (0.25<PIC<0.5), 2 个位点
(BCA65、GA5)为低度多态位点(PIC<0.25)。 

利用 Genepop软件对总群体的 11个位点进行连
锁不平衡分析, 结果表明: 所分析的 11 个多态性位
点均没有表现出显著的连锁不平衡(P＞0.05)。另外
对 11 个微卫星位点进行哈德-温伯格平衡(HWE)分
析, 利用连续性 Bonferroni 方法对多重检验的显著 
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表 1  漠斑牙鲆江苏南通养殖群体和山东胶南养殖群体在 11 个微卫星位点的遗传多样性 
Tab. 1  The genetic diversity indices of 11 microsatellite DNA markers for the two populations 

位  点 
BCA27 BCA52 BCA50 BCA65 BCA68 BCA70 BCA83 BCA84 GA5 GA31 GA94 平均

序列号(#代表 JF5020) 
#35 #40 #39 #41 #42 #44 #45 #46 #48 #53 #58  

温度(℃) 

项  目 

57 57 54 54 57 54 57 57 54 57 54  
Na 0 8 8 1 4 5 6 5 1 3 7 4.8 
Ne 0 5.57 5.96 1 1.79 2.88 5 3.06 1 1.41 2.66 3.03
Ho 0 0.48 0.25 0 0.50 0.47 0.43 0.83 0 0.07 0.13 0.32
He 0 0.84 0.85 − 0.45 0.66 0.81 0.68 0 0.30 0.64 0.52
PIC − 0.80 0.81 − 0.40 0.61 0.77 0.61 − 0.27 0.60 0.61
Shannon’s 0.00 1.84 1.91 0.00 0.82 1.30 1.68 1.21 0.00 0.56 1.38 1.07
Nei’s 0.00 0.82 0.83 0.00 0.44 0.65 0.80 0.67 0.00 0.29 0.62 0.51

江 
苏 
南 
通 
群 
体 

p − 0.00* 0.00* − 1 0.05 0.00* 0.04 − 0.00* 0.00* − 

Na 9 6 8 2 5 6 7 5 2 3 13 6.3 
Ne 5.31 4.94 3.89 1.07 2.62 2.26 6.25 3.12 1.07 1.69 6.35 3.50
Ho 0.45 0.18 0.30 0.07 0.67 0.83 0.53 0.50 0.07 0.17 0.39 0.38
He 0.83 0.84 0.76 0.07 0.63 0.57 0.85 0.69 0.07 0.41 0.86 0.60
PIC 0.79 0.77 0.71 0.06 0.58 0.49 0.82 0.62 0.06 0.35 0.83 0.55
Shannon’s 1.94 1.69 1.61 0.15 1.20 1.04 1.88 1.28 0.15 0.68 2.15 1.18
Nei’s 0.81 0.80 0.74 0.06 0.62 0.56 0.84 0.68 0.06 0.41 0.84 0.56

山 
东 
胶 
南 
群 
体 

p 0.00* 0.00* 0.00* 1 0.42 0.01 0.00* 0.03 1 0.00* 0.00* − 
Na 9 8 8 2 5 6 7 6 2 3 14 6.36
Ne 5.31 6.51 6.93 1.03 2.21 3.83 5.71 3.34 1.03 1.56 4.55 3.82
Ho 0.45 0.38 0.27 0.03 0.58 0.65 0.48 0.67 0.03 0.12 0.26 0.36
He 0.83 0.86 0.86 0.03 0.55 0.75 0.83 0.71 0.03 0.36 0.79 0.60
PIC 0.79 0.83 0.84 0.03 0.51 0.69 0.80 0.65 0.03 0.33 0.76 0.57
Shanon’s 1.94 1.94 2.00 0.08 1.09 1.46 1.81 1.39 0.08 0.66 2.00 1.31
Nei’s 0.81 0.85 0.86 0.03 0.55 0.74 0.83 0.70 0.03 0.36 0.78 0.59

总 
群 
体 

p 0.00* 0.00* 0.00* 1 0.77 0.00* 0.00* 0.00* 1 0.00* 0.00* − 
注: p. 哈德-温伯格平衡检验; *.Bonferroni校正后显著偏离哈德温伯格平衡 

 
性标准进行校正, 结果显示, 在总群体中只有 3个位
点(BCA65、BCA68 和 GA5)符合哈德-温伯格平衡, 
江苏南通养殖群体中只有 3个位点(BCA68、BCA70
和 BCA84)符合哈德-温伯格平衡, 山东胶南群体中
有 5 个位点(BCA65、BCA68、BCA70、BCA84 和
GA5)符合哈德-温伯格平衡(HWE), 其余位点均偏离
哈德-温伯格平衡, 这些偏离平衡的位点均由杂合体
缺失导致, 这可能是由于无效等位基因、大等位基因
缺失或其他标记本身缺陷造成。 

2.3  漠斑牙鲆养殖群体间的遗传变异分析 
由于 BCA27 位点在江苏南通群体中无扩增产 

 

物, 因此选取其余 10 个多态性位点对两个群体的遗
传结构和遗传变异进行分析,结果见表 2。在基于等
位基因频率计算的 Nei’s基因多样性上, 江苏漠斑牙
鲆养殖群体的基因多样性指数为 0.51, 山东胶南漠
斑牙鲆养殖群体基因多样性指数为 0.56,两个养殖群
体内遗传多样性(Hwp)为 0.54, 群体间遗传多样性
(Hbp)为 0.04, 两个群体间的遗传分化平均为 6.17%; 
在基于基因型频率计算的香农氏信息指数上, 江苏
南通漠斑牙鲆养殖群体的基因多样性指数为 1.07, 
山东胶南漠斑牙鲆养殖群体基因多样性指数为 1.18。
两个养殖群体内遗传多样性(Hwp)为 1.13, 群体间遗 
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表 2  漠斑牙鲆江苏南通养殖群体和山东胶南养殖群体的遗传多样性和遗传分化 
Tab.2  Genetic diversities and genetic differentiation of the two cultured populations 

Shannon’s信息指数 Nei’s基因多样性 
基因座 

南通群体 胶南群体 总群体 Hwp Hbp GD(%) 南通群体 胶南群体 总群体 Hwp Hbp G(%)
BCA52 1.83 1.69 1.94 1.79 0.15 7.57 0.82 0.8 0.85 0.81 0.03 3.96
BCA50 1.91 1.61 2 1.77 0.23 11.73 0.83 0.74 0.86 0.79 0.07 7.87
BCA65 0 0.15 0.08 0.07 0.01 13.86 0 0.06 0.03 0.03 0 1.83
BCA68 0.82 1.2 1.09 1.01 0.08 7.47 0.44 0.62 0.55 0.53 0.02 3.09
BCA70 1.3 1.04 1.46 1.17 0.29 19.66 0.65 0.56 0.74 0.6 0.13 18.17
BCA83 1.68 1.88 1.81 1.78 0.03 1.84 0.8 0.84 0.83 0.82 0 0.61
BCA84 1.21 1.28 1.39 1.25 0.14 10.13 0.67 0.68 0.7 0.68 0.02 3.42

GA5 0 0.15 0.08 0.07 0.01 13.86 0 0.06 0.03 0.03 0 1.83
GA31 0.56 0.68 0.66 0.62 0.03 5.31 0.29 0.41 0.36 0.35 0.01 2.92
GA94 1.38 2.15 2 1.75 0.25 12.48 0.62 0.84 0.78 0.73 0.05 6.45
平均 1.07 1.18 1.25 1.13 0.13 10.05 0.51 0.56 0.57 0.54 0.04 6.17

 
传多样性(Hbp)为 0.13, 两个群体间的遗传分化平均
为 10.05%。 

利用 Popgene32 软件对漠斑牙鲆江苏南通养殖
群体和山东胶南养殖群体在各座位的 F统计量结果
见表 3, 利用 11 个位点计算群体内的近交系数 Fis
平均为 0.3663, 为正值, 说明所研究的群体处于杂
合子缺失状态 , 存在不同程度的近交现象; 群体间
的遗传分化系数 Fst平均为 0.1246(0.05＜Fst＜0.15), 
说明江苏南通漠斑牙鲆养殖群体和山东胶南漠斑

牙鲆养殖群体呈中等遗传分化。两个群体间的 Nei’s
标准遗传距离(Ds)为 0.171, 遗传相似度为 0.8432 
(表 4)。 
 
表 3  漠斑牙鲆江苏南通养殖群体和山东胶南养殖群体在

11 个微卫星位点的 F-统计量 
Tab. 3  Effective number of Fixation index (F) of 11 

microsatellite DNA markers in two populations 
卫星位点 Fit Fis Fst 
BCA27 0.765 0.4476 0.5742 
BCA52 0.61 0.592 0.0451 
BCA50 0.681 0.6532 0.0788 
BCA65 −0.02 −0.0345 0.0169 
BCA68 −0.07 −0.1001 0.031 
BCA70 0.121 −0.0749 0.1817 
BCA83 0.414 0.4106 0.0061 
BCA84 0.048 0.0144 0.0341 

GA5 −0.02 −0.0345 0.0169 
GA31 0.675 0.6656 0.0294 
GA94 0.664 0.6413 0.0643 
平均数 0.445 0.3663 0.1246 
 
 

表 4  漠斑牙鲆江苏养殖群体和山东养殖群体的遗传距离

和相似性指数 
Tab. 4  Genetic identity and genetic distance in Jiangsu 

and Shangdong cultured populations 
群体 南通群体 胶南群体 

南通群体 **** 0.8432 
胶南群体 0.171 **** 

注: 对角线以下数据为遗传距离, 对角线以上数据为相似性指数 

3  讨论 
在漠斑牙鲆遗传多样性分析方面, Blandon[8]和

李鹏飞 [9]利用同工酶的方法分别对美国漠斑牙鲆野

生群体和漠斑牙鲆在中国的引进群体进行了群体多

样性分析, 表明群体的杂合度范围为 0.03~0.12, 这
与同工酶标记的等位形式少有关。相对于同工酶, 微
卫星具有多态性高, 符合孟德尔遗传等优点被广泛
应用于遗传多样性检测中, 尤峰等[11]采用跨物种扩

增的方法利用牙鲆微卫星引物对漠斑牙鲆养殖群体

遗传多态性进行分析, 检测到漠斑牙鲆养殖群体等
位基因数为 2~6个, 观察杂合度值为 0. 291 7~0. 958 3, 
期望杂合度值为 0. 405 3~0. 755 3; 多态信息含量
PIC为 0. 353~0. 746。Shao等[19]开发了 10个漠斑牙
鲆微卫星位点并对养殖群体进行了遗传分析, 等位
基因数范围是 2~9, 观测杂合度范围是 0.250~0.900, 
期望杂合度范围是 0.4469～0.8514。刘智超等[13]利用

FIASCO 方法开发了 14 个漠斑牙鲆多态性微卫星分
子标记,尤峰等[11], Shao等[19]开发了 10个漠斑牙鲆微
卫星位点并对养殖群体进行了遗传分析 ,  范围是
2~9, 观测杂合度范围是 0.250~0.900, 期望杂合度范 
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围是 0.4469~0.8514。开发的标记分析了漠斑牙鲆野
生群体和养殖群体的遗传多样性, 结果显示所使用
的微卫星标记的等位基因范围是 2~16, 观察杂合度
为 0~0.65(平均 0.36), 期望杂合度为 0.07~0.90, 利用
所分离的 14个多态性微卫星标记检测到美国野生群
体的 Shannon’s遗传多样性指数为 1.33, Nei’s遗传多
样性指数为 0.57。本研究利用刘智超[13]等所开发的

微卫星标记分析了引入中国的漠斑牙鲆子一代和子

三代养殖群体的遗传多样性, 显示, 14个微卫星标记
中, GA34引物在南通养殖群体和胶南养殖群体中均
未有扩增产物, BCA27 标记在江苏南通群体中没有
扩增产物 , 但在胶南养殖群体中有扩增产物 , 这或
许是因为在美国漠斑牙鲆群体和国内的漠斑牙鲆养

殖群体存的微卫星位点存在差异, 在引物序列处可
能有个别碱基的突变、缺失等情况, 这可能是长期养
殖驯养而造成, 也可能是位点在漠斑牙鲆中的保守
性较低造成。GA12和 GA13在所检测的两个群体中
为单态性位点, 所使用的 11 个多态性标记在总群体中
等位基因范围是2~14个等位基因观测杂合度的范围为
0.03~0.67, 平均的观测杂合度为 0.36, 期望杂合度范
围为 0.03~0.86, 平均的期望杂合度为 0.60, 总群体的
Shannon’s遗传多样性指数为 1.31, Nei’s遗传多样性指
数为 0.59。而将两个养殖群体分别进行分析, 山东胶南
养殖群体的多态性(PIC 指数)、等位基因数、杂合度
整体水平均高于江苏南通养殖群体, 根据遗传多样性
指数(Shannon’s 指数和 Nei’s 指数)可以看出, 山东胶
南群体的遗传多样性指数显著高于江苏南通群体, 但
两者的遗传多样性指数都低于美国野生群体, 由此可
以得出, 漠斑牙鲆群体引入中国后, 经过多代苗种繁
育和养殖, 其遗传多样性在逐步降低。在中国水产养
殖过程中, 养殖群体遗传多样性降低的现象在多个养
殖品种中均有报道[20-24]。 

依据 Shannon’s 多样性指数和 Nei’s 多样性指数
计算江苏南通养殖群体和山东胶南养殖群体间的中

的遗传分化分别为 6.17%和 10.05%; 两群体间的遗
传分化系数 Fst 平均为 0.1246(0.05＜Fst＜0.15), 说
明江苏南通漠斑牙鲆养殖群体和山东胶南漠斑牙鲆

养殖群体呈中等遗传分化。由上数据数可推知漠斑

牙鲆引入中国后, 子三代群体已经出现了显著的遗
传分化。上述现象的产生可能是由于受养殖过程的

生产条件和生产规模的限制, 繁育亲本多样性较低
所致。在养殖过程中, 养殖群体的遗传多样性下降将
导致养殖产量、群体适应环境能力和抗病性下降[25], 

因此为了能可持续的利用漠斑牙鲆这一优质养殖品

种, 作者在育苗过程中尽可能的保证各个环节的科
学性和合理性, 定期向养殖群体中补充一定数量的
外来亲本。  
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Abstract: In this study, the genetic variation and genetic structure of the first filial generation (Jiaonan cultured 

stock) and the third filial generation (Nantong cultured stock) of Paralichthys lethostigma were investigated using 

microsatellite DNA techniques. Of the 14 microsatellite DNA markers, 11 loci were polymorphic. A total of 70 al-

leles (42 effective alleles) were detected at the 11 loci in the total populations. The number of alleles per polymor-

phic loci ranged from 2 to 14 with an average of 7.3, the average observed and expected heterozygosities of the 11 

polymorphic loci were 0.36 and 0.6, respectively. The Shannon’s index of Jiaonan and Nantong populations was 

1.18 and 1.07, and the Nei’s index of the two populations was 0.56 and 0.51, respectively. The results showed that 

the genetic diversity of the Jiaonan population was higher than that of the Nantong population. The genetic similar-

ity coefficient and the genetic distance between the two populations was 0.8432 and 0.171, respectively. The value 

of the Fst (0.1246) indicated that the genetic differentiation between the two populations was moderate. It can be 

concluded that the genetic diversity of the southern flounder population degenerated dramatically and genetic 

structure had differentiated significantly after several generations of cultivation in China. Thus, the scientific and 

reasonable broodstocks mating and seedling production strategies should be carried out in the future to maintain the 

genetic diversity level of Chinese farmed population of southern flounder. Moreover, selective breeding program 

should be in process soon in order to ensure sustainable development of farming industry of southern flounder in 

China.  
 

                                                                       (本文编辑: 谭雪静) 
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