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提要 利用随机扩增多态性 DNA(RAPD)和微卫星两种分子标记技术分析了从法国(F)、英 

国(E)、西班牙(S)引进我国的三个大菱鲆群体 的遗传结构。20个 RAPD随机 引物对每个群体 

各20尾大菱鲆的基因组 DNA进行扩增，共获得 125个重复性好且谱带清晰的 RAPD标记，片 

段大小在 200--2500bp之间，三群体的多态位点比例在 12．80％一20．00％之间，Nei基 因多样 

性指数在0．0142—0．0352之间，Shannon多样性指数在0．0423—0．0720之间。微卫星引物的分 

析结果与RAPD一致。总体上，三个群体的遗传多样性均较低，其中西班牙群体遗传 多样性水 

平最高，英国群体次之，而法国群体最低。利用 Shannon多样性指数和 Nei多样性指数估算群 

体遗传 变异的来源，两者得 出一致的结论 ：群体 问遗传 分化很弱。AMOVA分析结果进 一步证 

实了Shannon多样性指数和 Nei基因多样性指数的分析结果：群体的遗传变异有97％以上是由 

群体 内个体 问的遗传变异引起的，遗传变异主要来 自于群体 内个体 间，显著性检验表 明群体 间 

的变异对总变异的影响不显著。实验结果证明我 国进 口大菱鲆群体 种质较单一。 
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大菱鲆(Scophthalmus maximus L．)英文名 Tur． 

bot，属硬骨鱼纲、鲽形目、鲆科 、菱鲆属，是一种适 

应低温的底层肉食性鱼类，自然分布于大西洋东 

侧欧洲沿岸，从北欧南部(冰岛和挪威)直至北非 

北 部 (摩 洛 哥 )，地 中海 和 黑 海 (Blanquer et al， 

1992)也有分布。大菱鲆具有生长迅速、性格温 

顺 、肉味鲜美 、易于适应养殖 环境 等特点 ，其养殖 

在欧洲已形成产业化，发展前景受到世界各国的 

重视(杜佳垠，2001)。我国于 1992年首次引进大 

菱鲆，自1999年突破生产性育苗技术以来，大菱 

鲆养殖在我国北方沿海得到迅速发展，逐渐成为 

我国重要的养殖品种(雷霁霖，2000；马爱军等， 

2002)。实践证明，大菱鲆在我国具有很大的养殖 

潜力。随着大菱鲆养殖规模的不断扩大，对苗种 

的需求量也越来越大(雷霁霖等，2003)。尽管国 

内近年来苗种生产能力不断上升，年产数百万乃 

至上千万尾，但是由于白化率高(朱杰等，2002)， 

质量较差，每年仍需从国外引进 100—150万尾优 

质原色苗种(雷霁霖，2002a，b)。然而在广泛引 

种过程中并没有对苗种的遗传品质引起重视。由 

于不了解引进苗种的遗传背景，因此在亲鱼的选 

留和配种时盲目性就很大，存在着近交衰退现象， 

导致养殖群体成活率 、孵化率低，死亡率、白化苗 

率高等系列问题。因此很有必要对我国引进的大 
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菱鲆群体进行遗传多样性研究。 

随机扩增 多态性 DNA(random amplified poly— 

morphic of DNA，RAPD)和微卫星多态性(Microsatel— 

lite Dolymorphisms，又称“简单序列重复”，simple se— 

quenee repeat，SSR)技术是近年来发展起来的 DNA 

标记技术，RAPD是一种高效的检测 DNA多态性的 

方法，在许多鱼种的遗传多样性研究上都有报道 

(尤锋等，1999；李明云等，2003)。微卫星 DNA 

(MicFOsatellite DNA)以 1—6bp的短核苷酸为基本单 

位，呈串联重复状广泛分布于生物体整个基因组， 

具有分布广泛 、多态性丰富 、易于检测 、呈孟德尔共 

显性遗传等特点，因此在测定种群的杂合度上将更 

加精确和高效。本研究中采用 RAPD和 SSR技术， 

对进口大菱鲆群体进行遗传分析，旨在从分子水平 

了解进口大菱鲆的遗传多样性背景，为有效地利用 

大菱鲆种质资源奠定基础，以推动我国大菱鲆养殖 

业的健康 、持续 、稳定发展。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 样本 3个大菱鲆(Scophthalmus，加 — 

imus L．)群体均为体长 4—5cm左右的商品幼鱼 

(人工繁殖苗种)，于 2002年 6月分别从法国 

France Turbot公司(用 F表示)、西班牙 Pescanova 

渔业集团(用 s表示)和英国 Mannin Seafarills公司 

(用 E表示)进口的大菱鲆中随机取样50尾，活体 

运至实验室后置于 一80℃冰箱中保存。 

1．1．2 试剂 20个 10bp RAPD随机引物、 

dNTPs、Taq DNA聚合酶均购自上海生工生物工程 

有限公司。4对微 卫星 引物均 是根据 Iyengar等 

(1999，2000)发表的序列 ，委托北京九发金生物有 

限公司合成 ，引物序列见表 1。 

1．2 实验方法 

1．2．1 基 因组 DNA提取方法 基因组 DNA的 

提取参照邹曙明等(2001)的方法，稍加改动。取 

约 150mg大菱鲆背部肌肉组织剪碎，放入 1．5ml 

Eppendorf管内，加入 540td STE缓冲液(30mmol／L 

Tris．HC1， pH 8．0， 200mmol／L EDTA， pH 8．0， 

50mmol／L NaC1)，々昆匀 后 加 入 SDS至终 浓 度 为 

1％ 、RNaseA至终浓度为 20／tg／ml，37 oC温浴 0．5h， 

加入蛋白酶 K至终浓度为 200#g／ml，45 oC水浴消 

化至溶液澄清。冷却后加入等体积的饱和酚(pH 

8．0)、酚：氯仿 ：异戊醇(25：24：1)、氯仿 ：异戊醇 

(24：1)，抽提后取上清，加入 2倍体积的乙醇 

(75％)沉淀 DNA，收集絮状沉淀，用 70％乙醇洗 

涤两 次，干燥后加入适量 TE(1Ommol／L Tris—HC1， 

pH 8．0；0．1mmol／L EDTA，pH 8．0)溶解。DNA定 

量通过 GENE QUANT proRNA／DNA定量分析仪和 

琼脂 糖电泳一EB染色的荧光强度双重测定。 

1．2．2 RAPD及其产物检测 PCR反应混合物 

中含 10 X PCR反应缓 冲液 2．5，Il(成分 ：lOOmmol／L 

Tris—C1， 500mmol／L KC1， 2．Ommol／L MgC12， 

1．3mg／ml BSA，0．01％ Gelatin，pH 8．4)，0．2mmol／ 

L dNTPs，0．25t~mol／L引物，约 20ng基因组 DNA， 

1U Taq酶(Promega)，反应总体积为 251d。反应程 

序为：94oC预变性 5min后进入 45个循环，每个循 

环包 括 94 oC 1min、37 oC 1min，72 oC 2min，最 后 在 

72℃延伸 lOmin。每次反应均设不含模板的空 白 

对照 。扩增产物 (取 61t1)用 1．5％的琼脂糖凝胶电 

泳分离 ，EB染色，用 Gel Doc 1000凝胶成像仪进行 

图像处理。 

表 1 微卫星座位 、引物序列和 PCR反应条件 

Tab．1 Four polymorphic dinucleotide microsatellite loci，including Primer sequence and reaction condition of PCR 
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1．2．3 微卫星及其产物检测 优化的微卫星 

PCR反应体系(25t~1)中含 10×PCR反应缓 冲液 

2．5ttl(成 分：100mmol／L riffs—C1，500mmol／L KC1， 

2．0mmol／L MgC12，1．3mg／nfi BSA，0．01％ Gelatin，pH 

8．4)，0．2mmol／1． dNTPs，0．25／mlol／I 引物 ，约 100ng 

基因 组 DNA，1U 酶 (Promega)，MgC1，1．5— 

2．5retool／L(因各个座位而异，其用量见表 1)采用 

“Touchdown”法建立 PCR热循环反 应程序：94cI=预 

变性 5min，94 c【=1min、复性 40s(此时 的退火温度 为 

起始退 火温 度 ，因 各个 座 位 而 异 ，见 表 1)，72cI= 

1min，进行 10个循环，每 1个循环降低一度，然后以 

10个循环后的温度为退火温度，进行 20个循环，最 

后在 72cI=延伸 lOmin，4cI=保存。每次反应均设不含 

模板的空 白对照。扩增产物采用 8％的变性 聚丙 

烯酰胺凝胶电泳 1h，银染方法显色分型。 

1．3 数据统计与分析 

对 RAPD数据进行统计 ，根据电泳结果 ，将每 

个条带看作是一 个位点 ，扩 增条带有且 清晰记 为 

1，否则记为 0，构建原始数据表征矩阵；在微卫星 

数据统计时，将微卫星分子遗传标记(电泳图谱中 

的每一条 DNA片段)作为等位基冈处理。RAPD 

扩增结果采用两类方法进行分析，其一是将标记 

视为表型性状 ，直接利用原始二元数据矩阵(表型 

矩阵 )进 行计算 ，如 Shannon信 息指 数及 AMOVA 

(Analysis of Molecular Variation，分子方差分析)分 

析；其二是将每一条带作为一个位点，进行 Hardy— 

Weinberg平衡假设 ，转换成 基 因频率 矩阵后进 行 

统计，如 Nei分析。本实验中对中国进口大菱鲆 

群体遗传结构的分析主要包括群体内遗传变异水 

平的检测以及群体问遗传分化程度的评价两个方 

面。统计的遗传学参数主要如下? 

1．3．1 多态位点比例 P P=多态位点数／位 

点总数 ×100％ 

1．3．2 Shannon多样性指数 H 群体内基因多样 

性指数： =一、、：Xi InXi／』v， 表示位点i在某一群 

体中的出现频率，Ⅳ表示该群体中检测到的位点总数 

n 个 不 同 群 体 内 的 平 均 多 样 性 ：H ： 

一 、、：H。／n，n为研究的群体数． 

群体多样性：HsP=一 > X lnX／n，x为位 

点 i在 n个群体中的总显性频率 

根据此计算，群体内及群体问遗传多样性所占的 

比例 ：HIJllIJ／HsP，(HsP—HI，IlP)／H P 

1．3．3 Nei基因多样性指数 和基因分化系数 

G H0=1一∑P；，P 为单个位点上的等位基因 
的频率。 

G ，是衡量群体间遗传分化的指标 ，为总群体 

平均杂合度(H )和各群体内平均杂合度(H )的 

函数 ，即 G =1一Hs／H 。 

H =1一J ；H =1一(∑ )／s。其中，S 
为群体数目；J，为第 i个群体内的基因一致性。 

1．3．4平均杂合度( ) =l∑(1一∑ )】／』v， 
其中 ，是第 i个等位基因出现的频率 ，』v为基因 

位点个数 。 

1．3．5 群体间的遗传相似度(，)和遗传距离(D) 

RAPD分析计算公式 ：据 Nei(1978)的方法计 

算。，=2N ／(N +』v )；D=1一，。其中 』v 和 

』v 分别为群体 和 Y的扩增多态 DNA片段数； 

』v 为两群体间相同的片段数。 

微卫星分析计算公式：，=∑(x~E)／(∑ ； 

∑l， ) ；D=一InI。其中 、Yi分别为 和Y 

群体第i个等位基因频率。 

1．3．6 AMOVA分析群体遗传结构 由 AR— 

LEQUIN软件中的 AMOVA方法 ，计算群体间及群 

体内的方差组分 。 、 期望值，分别计算群体间 

和群体内变异对总遗传变异 ：的贡献率。相应 

的 一statistics( ，)由以下公式计算 ： 

“= 。 ／a 

，反映群体间的遗传分化，同时检验群体问及群 

体内变异对总遗传变异影响的显著性水平。 

2 结果 

2．1 DNA提取 

提取的大菱鲆 基因组 DNA电泳带整齐无 

RNA杂质、无拖 尾、无降解，分 子量 大于 20kb。 

DNA产量为2—5 g，OD26() 0值在 1．8—1．9之间。 

2．2 RAPD扩增结果 

20个随机 引物均可 以扩增 出清晰稳 定 的谱 

带，其中 1 1个引物在所有的受试个体问呈现单 

态，其余 9个引物产生多态(图 1示引物 S120和 

引物 S198的单态和多态现象)。共获得了 125条 

清晰的条带，每个引物扩增的 RAPD条带数 目在 

3— 10之间 ，平均为 6．2条 ，DNA扩增 片段 大小分 

布在 0．2—2．5kb之间。所用引物的 DNA序列及 

RAPD的扩增片段数，如表 2所示。 
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表 2 不同引物序 殛 RAPD-PCR扩增结果 

r“I 2 Pritu~‘r ‘Ilit Ill ll̈ h· I l_I IIIP aml’Im⋯I、 lIII ol㈨ ⋯ -I II~HI L Iliff,fl·rlI I,riIIl1．’ 

q【物 序列{5 3’) R̂  点数 I枷 rt：列-5’ 3 ) Ibm．P̈ 似 效 

Sl【 t̂ ̂  L， mC Ĉ 5 173 I(，I 【，I ( 兀 ̂  5 

S J( ●．c ̂ 【̂；【 t，( 乙 _l7S n，( (．(．̂I，【： ’ 9 

J ， rA(，I n，(；t 3 S183 I A【，A I l ( C( 8 

Sl l3 ACt (．Ĉ  AC 5 SI85 n n， ，c C r 6 

Sl】5 Ân GCCCAt 4 SI88 11l1：A( I C1'4 (； 

剐 l8 ‘，AA1 G(： A 5 SI89 T【 ( n；G'PCCC 8 

1 20 L，( ．ad CA1、C 6 SI93 【；I'C{．f I CI’(， q 

S J26 t ( t ̂ Arl、 6 I A Â【，(， r，rIt 6 

SI30 C ‘rCTA 4，̂ ．C 5 I98 l̈．I t：̂ A l’ 7 

Sl71 ACA PGCC{；n 7 、l99 I r ，ll1 ； Af： ⋯ 

2．3 微卫星扩增结果 

4对微卫 引物 在 3个大菱鲆群体 中均可 

扩罐出清晰稳定}}勺暗带 ．扩增 片段呐人 、范陶为 

147—333 f部 讣扩增结 果如 2所 示 ) 其 中 

s 2n 一03有 4十等忧垡 s M 。04有 2个等他旗 

固 BI 8-11 CA ．有9个等似基因、T／lI'C1 8有 3个 

等他基『珂 根据个体基因 计算3个群体中每一 

微卫星座他的等 位莲幽频率 发现 m“一04住 

班牙群体中表现多态．在英同、法『 群体中表现 

态； ’／1 TC1 8往法国群体【}1挺现单志．在英国、西 

班圩群悼qI表现 多志(丧3) 

2．4 群体内遗传变异 

2．4．1 多怎伍点 比例 20个 R̂ ) 1物共扩 

增}fj 125个f 点 ，总的 多态 n丹牢为 24，0O％ 西 

班牙群体榆 刮的多态位点最 多．为 25个；法 

群怍多态f 点 比例持小，为 【2 80+X+ 大菱孵各排 

体之问的多态恤点百抒比庄 I2 80％一2O％之佰J 

诎卫晕数据揭小的多忿他 比静l R̂ PI+基章 一 

致 法 群悼多志似点比例最小， 小牙群体多态 

位点比例最大(表4) 
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图 2 三群体在微卫星座位 Smax．03的部分扩增结果 

Fig．2 Eleetrophonesis of PCR products of the microsatellite 

marker Smax-03 from three populations 

2．4．2 群体内遗传多态度 由Shannon多样性 

指数估算的遗传多态度的统计结果见表4。RAPD 

分析得出各群体遗传多样性的高低依次为：S > 

E>F。进口大菱鲆群体种内总的多样性指数为 

0．0744，由 Shannon多样性指数估算的遗传变异有 

91．24％存在于群体内，8．74％的变异存在于群体 

问。微卫星的分析得出的各群体遗传多样性的趋 

势结果与 RAPD结果一致，Shannon多样性指数估 

算的遗传变异有 86．79％遗传变异存在于群体内， 

13．21％的变异存在于群体问。 

2．4．3 Nei基 因多样性指数 根据 RAPD分 

析，大菱鲆 群体 Nei基 因多样 性指 数 分别 为 

0．0352(S)、0．O142(F)、0．0265(E)，基 因多样性 的 

表 3 三群体在 4个微卫星座位的等位基因频率 

Tab．3 Allele frequencies of 4 microsatellites loci in the three populations 

排列顺序与 Shannon多样性指数完全一致，西班 

牙群体基因多样性最高(0．0352)，法国群体基因 

多样性最低 (0．0142)，结果 见表 4。由 Nei指数统 

计的大菱鲆群体内遗传多样性平均为0．0354。 

2．4．4 平均杂合度 对微卫星扩增结果进行 

分析，统计各个群体的等位基因组成，计算了各微 

卫星座位等位基因分别在三个群体的基因频率 

(表2)并计算每个微卫星位点的平均杂合度期望 
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值 He。三群体平均杂合度的排列顺序为 S>E> 果一致(表4)。 

F，与 RAPD分析得出的 Nei基 因多样性指数 的结 

表4 大菱鲆 3个群体的遗传多样性参数 

Tab．4 Parameters of genetic diversity for 3 populations of S．，nn ， t 

2．5 群体 间遗传分化 

2．5．1 遗传分化系数 G 和 根据 Nei指数 

及 AMOVA分析估算的群体间的遗传分化系数 

G 和 列于表 5。由表可 以看 出，由 RAPD和微 

卫星分析得出的大菱鲆 3个群体的遗传分化系数 

是一致的，整体分化系数较小。其中，英国和法国 

两群体间遗传分化系数最小，西班牙和法国群体 

间的遗传分化系数最大。 

2．5．2 三群体间遗传相似系数和遗传距离 

Nei(1978)遗传相似系数和无偏遗传距离见表 6， 

通过此矩阵可以看出大菱鲆 3个群体之间的遗传 

距离较小，其中英国和法国群体间的遗传距离最 

小，相似性系数最高；西班牙和法国群体的遗传距 

离最大。此结果与遗传分化系数 G 和 相一致。 

表 5 大菱鲆 3个群体间的遗传分化系数 

Tab．5 Genetic diversity index among three populations of S．maximus 

注：对角线以下为 RAPD分析得出的数值，对角线以上为微卫星分析得出的数值 

表6 大菱鲆 3个群体间的 Nei遗传相似度和遗传距离 

Tab．6 Genetic similarity and genetic distance among three populations of S．maximus 

注：对角线以下为遗传距离(D)，对角线以上为遗传相似度(，) 

2．5．3 AMOVA分析群体遗传变异来源 用 

AMOVA进行遗传变异方差分析，将三个群体分为 

一 组，分别计算群体内和群体间变异对总遗传变 

异 的贡献率(表 7)。RAPD和 SSR分析分别揭 

示有 98．95％、97．35％的变异来 自于群体内个体 

间。 值显著性检验表明：群体间的变异对总遗 

传变异影响不显著。 
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3 讨论 

3．1 大菱鲆群体 的遗传结构 

大菱鲆的遗传多样性，是海水养殖界共同关注 

的问题之一。同工酶、RAPD以及微卫星(Iyengar et 

al，1999，2000)等技术均已被应用于其遗传多样性 

的研究。Blanquer等(1992)~1]用同工酶电泳技术研 

究了覆盖全部大菱鲆分布范围的 11个不同地理群 

体的遗传结构，13种同工酶的 17个位点的研究结 

果显示：只有爱琴海的大菱鲆在 hlh一2位点上出现 

多态性，但其与不同的地理种群的大菱鲆群体的遗 

传距离却非常小，仅为0．002<D<0．003，不同地理 

种群的野生大菱鲆群体的生化遗传变异水平非常 

低。Coughlan等(1996)从大菱鲆基 凶组中分离到 4 

个微 卫 星 位点 Smax一1、S．u,x一2、Smax一3、Smax一4， 

1998年 Coughlan等 利 用 等 位 基 因 数 目丰 富 的 

Smax一1、Smax一2和 Smax一4三个位 点分 析爱 尔兰、 

挪威的野生和养殖大菱鲆群体遗传多样性，结果表 

明：野生群体问遗传差异很小，几乎没有地理分化。 

据 Blanquer等(1992)、Bouza等(1997)和 Coughlan等 

(1998)的研究报道，野生大菱鲆群体遗传多样性低 

可能有以下几方面的原因：(1)大菱鲆整个分布范 

围内种质来源单一，推测为冰期后从单一的避难处 

分散开(例如：地中海群体为来 自于大西洋冰河期 

后的近代大菱鲆 自南向北迅速扩散定居所致)。 

(2)群体问存在基因交流(大菱鲆在浮游阶段持续 

的基因流动)。(3)由于气候条件的恶化，大菱鲆 

数量迅速大 量减少，产生瓶颈效 应(Nei et al， 

1975)。 

邹曙明等(2001)对乳山养殖场从英国引进大 

菱鲆人工繁殖的第一代进行 RAPD分析，结果表 

明：个体间遗传相似度 F=0．945，遗传距离D= 

0．045，说明了我国引进的大菱鲆遗传多样性水平 

低，并建议要重视近交衰退问题。 

本实验中利用微卫星和 RAPD两种分子标记 

技术分析中国进 口3个大菱鲆群体的遗传多样 

性。实验结果表明：西班牙群体遗传多样性水平 

最高，英国群体次之，而法国群体最低。但总体 

上，由 Shannon多样性指数 H、Nei基因多样性指 

数 【1(Nei，1978)以及平均杂合度 等几种基因 

多样性指数分析均得出三个进口大菱鲆群体的遗 

传多样性均较低，群体内个体间的遗传变异非常 

小，有些个体间的遗传相似度很高，达到 1．000，亲 

缘关系很近。这一结果 与邹曙明等(2001)得 出的 

实验结论一致。基于 Nei分析 (Nei，1973)和基 于 

AMOVA分析的遗传分化系数 G 和 都表明群 

体问的遗传分化很弱。利用 Shannon多样性指数 

和 Nei基因多样性指数估算群体遗传变异的来 

源，两者得出一致的结论 ：群体问遗传分化很弱。 

同时 AMOVA分 析结果验证 了 Shannon多样性指 

数和 Nei基因多样性指数对遗传变异来源的分析 

结果：总群体的遗传变异有 97％以上是由群体内 

个体间的遗传变异引起的，即遗传变异主要来 自 

于群体内个体问，显著性检验表明群体间的遗传 

变异对总遗传变异的影响不显著。以上实验结果 

充分证明我国进口大菱鲆群体内遗传多样性水平 

低 ，群体间遗传分化很弱。 

3．2 我 国 进 口大 菱 鲆 群 体 遗 传 多样 性 低 的 

原因 

杂合度又称基因多样度，反映各群体在 n个 

座位上的遗传变异，一般认为它是度量群体遗传 

变异的一个最适参数 (牛荣等，2001)。Coughlan 

等(1998)用 3个微卫星座位研究爱尔兰、挪威野 
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生和养殖大菱鲆群体遗传多样性，得出各群体平 

均杂合度分别为：爱尔兰野生群体 0．66-4-0．08，养 

殖群体 0．66-4-0．05；挪威野 生群体 0．71-4-0．08，养 

殖群体 0．68-4-0．06。本实验 中用 4个微卫星座位 

测得的 3群体平均杂合度分别为 0．4822、0．3019、 

0．4719，显著低于 Coughlan等(1998)的实验结果。 

从各群体的等位基因组成可以评价其遗传背 

景(牛荣等，2001)。本实验中4个微卫星座位在 

3个群体中共检测到 18个等位基因，平均每个座 

位为 4．5个，等位基 因最 多的为 座位 B18一Ⅱ 

CA70，共发现 9个等位基因，其他三个座位等位 

基因数 目很少 ，法 国群 体在 Smax一04位点上仅有 

一 个等位基因(即这一群体所有个体均为同一基 

因纯合)，远远少于 Coughlan等(1998)所测得的等 

位基因数目，说明我国引进的大菱鲆群体丢失了 

大量的等位基因。而平均杂合度的下降、等位基 

因的大量丢失与长期人工繁育及近交有着十分直 

接和密切的关系(牛荣等，2001)。 

根据本实验结果结合已有的研究报道推测我 

国进口大菱鲆群体遗传多样性水平低的原因可能 

是：目前，欧洲是世界上最大的大菱鲆生产基地， 

其中法国大菱鲆公司是大菱鲆苗种最大的生产企 

业，欧洲大多数大菱鲆养殖企业(西班牙、英国、葡 

萄牙、丹麦等)均用该公司生产的苗种(杜佳垠， 

2001)，所以欧洲主要养殖地区的大菱鲆大多是间 

接引进的，引进的群体数量一般较小，在商业化生 

产中，由于野生大菱鲆群体本身的遗传多样性较 

低，而且几乎没有地理分化(即进行大规模商业化 

生产的大菱鲆的基础群遗传多样性本身就很低)， 

在长期的人工繁育过程 中就不可避免的会产生近 

交现象，群体中不断淘汰不利基因，纯化有利基 

因，使群体基因型趋于一致和纯合，从而导致了遗 

传基因多样性的水平越来越低，使我国进口的大 

菱鲆群体内遗传多样性水平低。目前，我国主要 

从英国、法国、丹麦等国进口大菱鲆苗种进行养成 

和繁殖(杜佳垠，2001)，引进的大菱鲆苗种来 自 

10多个国家，表面看来非常广泛，但是对这些苗 

种均未做遗传背景分析，很可能都是来 自同一个 

地理分布区，所以我国进 口的大菱鲆群体间遗传 

分化表现很弱。 

3．3 我 国进 口大 菱 鲆 种 质 资 源 的 有 效 开 发 

与利用 

我国自 1999年突破大菱鲆连续大批量苗种 

生产技术 以来，育苗产量连年大 幅度上升，至 

2003年全国年产量已达 1000万尾(雷霁霖 ，2000； 

2002a，b)，但是由于对引进 的原种 和国内选 留的 

繁殖群体均未进行过任何遗传背景的考察和分 

析，每年只是依靠简单的传统方法选择育种，所以 

对我国目前大菱鲆种质处于何种状态依然是一个 

未知数，近亲交配的结果不可避免地会导致孵化 

率低、成活率低、生长速度慢、白化严重等系列种 

质退化现象的不断发生。 

为保证我国大菱鲆养殖产业持续、健康、稳定 

的发展，今后，既要注重引进苗种的种质控制，更 

要加强我国现有大菱鲆种质资源的调查研究，制 

定切实可行 的利用方案 ，采取科 学的选种育种方 

法。只有运用传统的遗传育种技术与现代生物技 

术相结合培育出优质、健康 、抗逆性强的新品种， 

才有可能确保大菱鲆这一优良种质在我国得到持 

续利用。 
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PoPULATIoN GENETIC STRUCTURE ANALYSIS 0F THE IM PoRTED TURBoT 

SEEDLINGS CDPH 日_A ￡ MA ， ￡ L．USING RAPD AND 

MICRoSATELLITE TECHNIQUE 

SHEN Xue—Yan，GONG Qing—Li’，LEI Ji．Lin ，KONG Jie ，ZHAI Jie．Ming’’，LI Bo’’’ 

(College of Marine，J Sciences and Technology，Ocean University of Ch ina，Qingdao，266003；l@y Lab of 

Sustainable Utilization of Marine Fisheries Resources，Ministry of Agricuhare，Yellow Sea Fisheries Research 

Institute，Chinese AcademY of Fisher)Sciences，Qingdao，26607 1) 

。(College of Matine，J Sciences and Technology，Ocean University of China，Qingdao，266003) 

”(K y Lab of Sustainable Utilization of Marine Fisheries Resources，Ministry ofAgriculture，Yellow Sea 

Fisheries Research Institute，Ch inese Academy of Fishery Sciences，Qingdao，26607 1) 

” (Laizhoa Mingbo Aquatic Pr0ducts C0．，Ltd．．Lai h0“．261400) 

Abstract Random amplified polymorphic DNA (RAPD)and simple sequence repeat(SSR)molecular markers 

were used to detect genetic diversity，genetic structure and genetic divergency among three populations of Scophthal— 

m￡ ，， m￡ L．imported from England，France and Spain(June 2002)．Genetic DNA was extracted from muscle of 

the 60 S．，凇 西n￡‘ L．Inter—stock genetic similarity and intra—stock genetic similarity was then analyzed．Thirty ran— 

dom primers were used for analysis of nuclear DNA polymorphism of the three populations．Results showed that twen— 

ty primers were effective．20 RAPD primers together produced 125 reproducible bands ranging from 200bp to 

2500bp．Th e mean percentage of polymorphic loci of the three populations ranged from 1 2．80％一 20．00％ ．while 

Nei’s gene diversity was between 0．0142 and 0．0352．Th e average Shannon’s indices of population phenotype 

ranged from 0．0423 to 0．0720．All these polymorphic indices revealed genetic diversity between the populations dif— 

feting from each other．Shannon indices suggested that differentiation of S．maximus L．were divided into two parts， 

1．05％ from inter—populations and 98．95％ from intra—populations． Hierarchy analysis of the population verified 

Shannon indices，98．8 1％ of the variance was from intra—populations．Concurrently．results of Analysis of Molecular 

Variation(AMOVA)revealed that the variance of inter-population hadn’t significantly affected the total variance of 

S．maximus L．AMOVA(Analysis of Molecular Variation)analysis verified Shannon indices and Nei’s gene diver— 

sity，over 97％ of the variance was from intra—populations．At the same time．results of AMOVA revealed that the 

variance of inter—populations did not affect the total variance of S．maximus L．Results of SSR analysis including 
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mean percentage of polymorphic loci．Nei’S gene diversity and average Shannon’S indices of phenotypic were all con— 

sistent with the results of RAPD revealing low genetic diversity of S．maximus L．populations．The lowest genetic di— 

versity was in French population while the highest was in Spanish．Genetic distance of the three populations by RAPD 

analysis was 0．01 24 to 0．01 92 consistent with results of SSR．By comparing the results of RAPD and those of SSR， 

SSR was found to be more sensitive than RAPD in revealing polymorphism．SSR can reflect a higher level of genetic 

diversity than RAPD．In terms genetic similarity and distance，differences were seen between the results obtained 

from each method．Genetic diversity revealed by SSR was higher than that obtained by RAPD．As a whole．the re— 

sults for population genetic structure detected by RAPD and SSR were consistent，yet a slight difference appeared with 

in intra—population genetic diversity，mainly due to differences in genetic variance detection abilities of the two tech— 

niques．All results here suggest that genetic diversity of imported turbot populations was very low．Th us，measures 

must be taken to avoid inbreeding depression of S．iTlaximl3~L．in domestic populations in China
． 
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征集《海洋与湖沼》封面彩色图片 

为了使《海洋与湖沼》期刊封面能更好地与国际期刊接轨，又能体现出其学科特色，起到美化封面的 

效果，自2004年第 1期开始，拟定每期更换一个彩色封面图片，故向广大海洋湖沼科技工作者组约附有 

较高学术价值的质优彩色图版的稿件，一旦选用 ，稿件优先发表。欢迎积极投稿。 
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