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南海斜带石斑鱼野生群体与人工繁殖群体的微卫星分析

骆 剑，黄宗文，陈国华，王 珺，杨 薇，郭仁湘
( 海南大学 海洋学院;热带生物资源教育部重点实验室;海洋生物国家级实验教学示范中心，海南 海口 570228)

摘 要: 为了评估我国斜带石斑鱼野生群体与人工繁殖群体的种质现状，采用 19 个微卫星标记对斜带石斑
鱼南海野生群体和海南人工繁殖群体进行遗传多样性研究。结果显示，在野生和人工繁殖群体中，19 个基
因座位的有效等位基因数( Ne ) 分别为 1． 135 0 ～ 4． 516 2 和 1． 00 0 ～ 3． 982 7;群体平均观测杂合度( Ho ) 分别

为 0． 706 1 和 0． 687 5;群体平均期望杂合度 ( He ) 分别为 0． 480 3 和 0． 421 5; 多态信息含量 ( PIC) 分别为
0． 547 5和0． 493 0; 2 个群体间的遗传相似系数( Gst ) 为 0． 979 4，遗传距离( D) 为 0． 020 8。这表明斜带石斑
鱼南海野生群体与人工繁殖群体的遗传多样性仍然比较丰富，人工繁殖群体没有出现明显的遗传分化和种

质退化的现象。
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斜带石斑鱼 ( Epinephelus coioides) 隶属鲈形目 ( Perciformes) 、鮨科 ( Serranidae) 、石斑鱼属 ( Epinephe-
lus) ，为世界性的经济鱼类，主要分布于西太平洋硫球群岛、澳大利亚与贝劳和菲济群岛的东部［1］。斜带
石斑鱼在我国主要分布于南海海域和台湾海峡

［2］。斜带石斑鱼因肉质鲜美而具有较高的商业价值。全
球每年约有 25 万 t野生斜带石斑鱼成鱼及数目巨大的幼鱼被捕捞，且斜带石斑鱼栖息地珊瑚礁和红树林
遭到大规模破坏，导致斜带石斑鱼资源量锐减［3］。2006 年的《世界自然保护联盟濒危物种红色名录》［4］

已将其评估为近危物种( NT，Near Threatened) 。我国是石斑鱼的养殖大国，福建、广东、海南等地已形成
大规模的石斑鱼养殖产业，但近年来幼苗死亡率高、疾病多发等因素困扰着养殖业的发展［5 － 12］，究其原
因，可能是因高密度养殖造成环境恶劣以及因亲本种质不佳导致幼苗体弱的结果。种苗的质量直接影响
成鱼阶段的养殖，因此，调查我国南繁育种地海南省人工繁殖的石斑鱼群体的遗传多样性并对其种质状

况进行评估，对人工繁殖石斑鱼种苗的遗传改良及种质监测具有重要的理论及应用价值。在斜带石斑鱼
种质资源及遗传多样性研究方面，Antoro等［13］对泰国及印尼的石斑鱼野生群体开展了种群遗传差异的研
究;王家祺等［14］对台湾及广东地区的石斑鱼人工繁殖群体开展了微卫星研究;董秋芬等［15］也对南海海域

多种石斑鱼野生群体的系统发生进行了调查。我国海南岛东部是南海斜带石斑鱼最主要的栖息地之一，
也是亲鱼资源补充地;同时海南岛也是斜带石斑鱼的主要人工繁殖及育苗产地。为合理评估和利用我国
南海斜带石斑鱼资源，笔者采用微卫星分子标记技术对南海斜带石斑鱼野生群体与海南人工繁殖群体进

行遗传多样性的调查。此次调查，一方面可以评估南海斜带石斑鱼自然资源的状况，为建立南海斜带石
斑鱼遗传多样性数据库提供基础资料;另一方面通过评价斜带石斑鱼人工繁殖群体的种质状况，为南海

斜带石斑鱼亲本的选择育种工作提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验样本 斜带石斑鱼人工繁殖群体( CP) 来源于海南省最大的斜带石斑鱼苗种产地万宁市;野
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生群体( WP) 来源于海南岛东部琼海 －万宁 －陵水的珊瑚礁海域。样品经鉴定［16］后剪取尾鳍，用 φ =
95%的酒精保存带回实验室，－ 80℃保存备用。每群体各准备 48 个样品用于分析。
1． 1． 2 微卫星引物 从 GenBank中搜索获得 48 对近缘种石斑鱼微卫星引物，筛选出 19 对条带清晰、重
复性好的引物由上海生工生物工程公司合成。
1． 2 方 法
1． 2． 1 基因组 DNA提取 用由天根公司生产的 DNA提取试剂盒提取，并使用琼脂糖凝胶电泳检测其完
整性，用分光光度计检测其浓度，－ 20 ℃保存。
1． 2． 2 PCR扩增及电泳 PCR反应体系为 20 μL，其中包括 2 μL 10 × PCR缓冲液，1． 5 μL 25mmol·L －1

MgCL2，1． 5 μL 2． 5 mmol·L －1 dNTP，0． 2 μL( 5 U·μL －1 ) 的 Taq DNA 酶，1 μL( 约 15 ng) 的正反引物，
50 ～ 100 ng基因组 DNA，加水至 20 μL。扩增程序: 94 ℃预变性 5 min; 94 ℃变性 30 s;退火 45 s( 各对引物
的退火温度见表 1) 72 ℃延伸 45 s;共 35 个循环，最后 72 ℃延伸 5 min。扩增产物采用天能电泳仪和上海
天能 VE － 180 垂直电泳槽，进行 φ = 8%的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳( PAGE) 检测，Goldview 染色，Al-
phamagerTM2200

凝胶成像分析系统进行扫描，并保存图像。

表 1 微卫星位点及序列

位点 引物序列 序列号 退火温度 /℃ 等位基因范围

Mbo029 F-GAGCACGCACACTGAGCAAC
R-TGCCAGTAAGGCAAAGTGGTC AF325162 58． 0 110 ～ 190

Mbo048 F-CAACGTTGTCATAATCTGAGCAT
R-CGTGGATGATGTTAACTTTGGTG AF325164 56． 0 67 ～ 110

Mbo061 F-TGAAGAATGTCAGATATTTTGTGGTG
R-TCCCAAGAGTGTTGAAGTTATAGG AY063512 56． 0 110 ～ 190

Mbo066 F-CGCATGTTTGTAAGAACAGGAAG
R-GCTTCACTCTTGGGTTGTTGG AF325163 58． 0 89 ～ 110

Em-3 F-ATTACGGACACACGCACA
R-GAACACGACCCCTGCTAA ——— 54． 0 150 ～ 154

CT-1 F-AGCAAGAGCACAATAGCCAGAA
R-CCATATGACAAAATGAGACATAAG AF539611 54． 0 140 ～ 142

GAA-1 F-GGAGTGTTAAATATGCCCACCA
R-CAGAAATCGCTGAGGACAAGAG AF539612 56． 0 190 ～ 242

GAG007 F-CTGTAATAGACAACCCACTGTAC
R-CCTGTAGCATCTTCACTAGCTG AF182200 56． 0 120 ～ 190

GAG01 F-CTAGAGGATCATTTGACAATGTAG
R-CCTGACTAATCCACAGTAATTGC AF183141 54． 0 89 ～ 110

GAG049 F-ACTCTAATCTACAGCATATTCT
R-CAGCTCGCCTGAAAGACT AF184960 48． 0 80 ～ 110

D463-1 F-GAGCCACGACGACTGTTT
R-GTCTGCACTTACTCTTTCTGTT DQ914902 54． 0 96 ～ 124

D493 F-TAATTGGGGATATGTGAC
R-CATTTCTTCTTGCTTCG DQ914901 50． 0 92 ～ 120

D496 F-TTACTGGCAGCAATGGAC
R-GATGTATGACTACGAATGG DQ914905 50． 0 143 ～ 230

Pm12 F-AGAAAAAGCTCCACAACACAACAA
R-GAGCCCCAGTCCCAAATATTG EU117134 54． 0 160 ～ 242

Pm02 F-GATCAGCCTGTTAGCCCTGGATAA
R-CCCCCTGGCCAAGTCACAG EU117133 56． 0 147 ～ 190

RH_CA_002 F-CTCGTTACCACATCGGGACT
R-AACACTGGCTGGTTTGCACT EU117136 58． 0 110 ～ 170

RH_CA_004 F-GAGAACGACATTCCAGCACA
R-TGTGTGACCAGAAACCAGGA EU117137 56． 0 150 ～ 242

RH_CA_007 F-CAGAAACATCTCCCCCAAAA
R-CTGGCAGAGCAATTAGAGGC EU117138 54． 0 250 ～ 353

RH_CA_008 F-AGTTGCCCAGGTTACACGAG
R-TTGGGTCCTGGCATTTAGAG EU117139 58． 0 190 ～ 242

注: F为正向引物; R为反向引物
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1． 2． 3 统计分析 计算电泳条带中的每一条带的相对分子质量，按照相对分子质量的大小，转化成 AA，
AB等格式，用 PopGen32 统计等位基因数 Na，有效等位基因数 Ne，观测杂合度 Ho，期望杂合度 He，群体间

的遗传相似性系数，遗传距离并计算其多态信息含量( PIC) 等。

2 结果与分析

2． 1 PCR扩增结果 海南近海斜带石斑鱼的野生和人工繁殖群体的微卫星 PCR 扩增结果见表 1 和图
1。微卫星 PCR扩增结果表明，在 19 对扩增稳定重复性好的微卫星中，多态位点有 15 个，单态位点有 4

个，多态位点比例为 78． 95% ;共检测到 75 个等位基因，平均每对引物获得 3． 95 个等位基因。在斜带石
斑鱼野生和人工繁殖群体中，19 个基因座位的等位基因( A) 平均数分别为 4． 928 6 和 3． 785 7，每个基因
座位有效等位基因数( Ne ) 分别为 1． 135 0 ～4． 516 2和 1． 00 0 ～3． 982 7，平均数分别为 3． 010 1和 2． 513 3。

野生群体( WP)

人工繁殖群体( CP)

图 1 斜带石斑鱼野生与人工繁殖群体在位点 GAG007 的部分聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱
( 从右到左: M，1 ～ 12 号个体; Marker: PUC18 DNA/MspI)

2． 2 遗传多样性指标 杂合度( H) 又名基因多样度，反映种群在基因位点上的变异程度。群体杂合度

越低，表明该群体遗传一致性越高;反之，杂合度越高，表明该群体的遗传多样性越高。斜带石斑鱼南海

野生群体与海南人工繁殖群体平均观测杂合度 ( Ho ) 分别为 0． 706 1 和 0． 687 5; 群体平均期望杂合度

( He ) 分别为 0． 480 3 和 0． 421 5。

多态信息含量( PIC) 是等位基因频率和数目变化的函数，是衡量片段多态性的较好指标。当 PIC ＞

0． 5时，该基因座位为高度多态基因座位;当 PIC在 0． 25 ～ 0． 5 时，为中度多态基因座位;当 PIC ＜ 0． 25 时，

则为低度多态基因座位
［17］。表 2 显示，人工繁殖群体除了单态基因座位外，有 7 个高度多态基因座位和 6

个中度多态基因座位;野生群体除了单态基因座位外，有 9 个高度多态基因座位，5 个中度多态基因座位。

群体平均多态信息含量( PIC) 分别为 0． 547 5 和 0． 493 0; 2 个群体间的遗传相似系数( Gst ) 为 0． 979 4，遗

传距离( D) 为 0． 020 8。

对野生和人工繁殖 2 个群体每个位点的 Hardy-Weinberg P 值进行无偏离估计，大部分位点均偏离平

衡状态( P ＜ 0． 001) 。由表 2 的 FIS值可以看出，除了纯合性状的绝大部分基因座位杂合子基本都处于过

剩状态，只 Mbo048 和 Mbo061 存在杂合子缺失，这说明可能存在无效等位基因。通过 F －检验得到 2 个

群体的 Fst值为 0． 015 7，表示总遗传变异有 1． 57%来自各群体之间，98． 43%来自群体之内，这说明 2 群

体间的分化较小。
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表 2 斜带石斑鱼人工繁殖与野生群体 19 个微卫星座位的观察杂合度(Ho)、期望杂合度(He)、

多态信息含量(PIC)及各位点的固定指数

基因座位
人工繁殖群体 CP

Ho He PIC FIS

野生群体 WP
Ho He PIC FIS

Mbo029 1． 000 0 0． 629 3 0． 558 3 － 0． 589 0 1． 000 0 0． 756 3 0． 719 5 － 0． 322 2

Mbo048 0． 000 0 0． 000 0 ＊＊＊＊ ＊＊＊＊ 0． 041 7 0． 118 9 0． 115 1 0． 649 6

Mbo061 0． 104 2 0． 098 7 0． 093 9 － 0． 054 9 0． 416 7 0． 423 2 0． 390 2 0． 015 4

Mbo066 1． 000 0 0． 510 2 0． 390 2 － 0． 960 0 1． 000 0 0． 649 3 0． 586 3 － 0． 540 1

Em － 3 0． 000 0 0． 000 0 ＊＊＊＊ ＊＊＊＊ 0． 000 0 0． 000 0 ＊＊＊＊ ＊＊＊＊

CT － 1 0． 958 3 0． 499 1 0． 374 6 － 0． 920 0 1． 000 0 0． 558 2 0． 459 8 － 0． 791 6

GAA － 1 0． 000 0 0． 000 0 ＊＊＊＊ ＊＊＊＊ 0． 000 0 0． 000 0 ＊＊＊＊ ＊＊＊＊

GAG007 1． 000 0 0． 748 9 0． 703 1 － 0． 335 3 1． 000 0 0． 778 4 0． 743 3 － 0． 284 6

GAG01 1． 000 0 0． 520 0 0． 404 7 － 0． 923 2 0． 958 3 0． 520 0 0． 404 7 － 0． 843 1

GAG049 1． 000 0 0． 677 3 0． 616 0 － 0． 476 4 1． 000 0 0． 663 0 0． 607 6 － 0． 508 3

D463 － 1 0． 000 0 0． 000 0 ＊＊＊＊ ＊＊＊＊ 0． 000 0 0． 000 0 ＊＊＊＊ ＊＊＊＊

D493 1． 000 0 0． 500 0 0． 375 0 － 1． 000 0 1． 000 0 0． 500 0 0． 375 0 － 1． 000 0

D496 1． 000 0 0． 664 5 0． 601 5 － 0． 504 9 1． 000 0 0． 774 5 0． 738 8 － 0． 291 1

Pm12 1． 000 0 0． 650 8 0． 586 2 － 0． 536 5 1． 000 0 0． 539 5 0． 433 1 － 0． 853 6

Pm02 1． 000 0 0． 520 4 0． 405 2 － 0． 921 6 1． 000 0 0． 706 6 0． 652 9 － 0． 415 2

RH_CA_002 1． 000 0 0． 675 3 0． 615 3 － 0． 480 7 1． 000 0 0． 729 2 0． 682 4 － 0． 371 4

RH_CA_004 1． 000 0 0． 737 2 0． 692 1 － 0． 356 5 1． 000 0 0． 721 4 0． 674 0 － 0． 386 3

RH_CA_007 0． 000 0 0． 000 0 ＊＊＊＊ ＊＊＊＊ 0． 000 0 0． 000 0 ＊＊＊＊ ＊＊＊＊

RH_CA_008 1． 000 0 0． 576 4 0． 4853 － 0． 734 9 1． 000 0 0． 687 1 0． 629 4 － 0． 455 5

平均值 0． 687 5 0． 421 5 0． 4930 ——— 0． 706 1 0． 480 3 0． 547 5 ———

3 讨 论

石斑鱼属的大多数种类都是渔业捕捞的对象。根据 IUCN的调查结果［3］，已有 20 余种石斑鱼被列入

濒危、易危或近危名录，因此，加强对石斑鱼资源的调查与多样性评估显得尤为重要。Rhodes 等［18］使用

微卫星分子标记技术对 E． polyphekadion 群体的遗传结构进行了分析，结果显示其杂合度为 0． 457 ～

0． 988。Zatcoff等［19］用微卫星标记分析了 E． morio的种群结构，得到该群体的平均 He 为 0． 540 ～ 0． 928，

群体平均多态信息含量( PIC) 分别为 0． 547 5 和 0． 493 0。尹绍武等［20］在采用微卫星技术对点带石斑鱼

养殖和野生群体进行分析中发现，养殖群体和野生群体的平均杂合度均处在较高的水平，分别为 0． 833 7

和 0． 790 4。蒙子宁等［21］的研究得到斜带石斑鱼养殖群体遗传多样性逐代出现显著降低的结果。董秋芬

等
［15］
分析了 9 种石斑鱼的遗传多样性数据，9 种石斑鱼的观测杂合度为 0． 461 5 ～ 0． 623 9。本研究获得

的南海野生斜带石斑鱼群体的观测杂合度为 0． 706 1。以上研究结果显示某些石斑鱼群体的遗传多样性

水平较高，某些石斑鱼群体则出现多样性降低的情况。由于石斑鱼寿命较长( 20 年以上) ［3］，其种群数量

减少而导致的遗传多样性丧失不会在短期内显示出来，其遗传多样性在检测上往往具有滞后性，因此，通

过对斜带石斑鱼自然资源的定期监测来评价其遗传多样性的变化是很有意义的。

Antoro等［13］分析了泰国及印尼斜带石斑鱼( E． coioides) 群体在 4 个微卫星位点上的多样性情况，得

到泰国及印尼斜带石斑鱼( E． coioides) 群体的平均杂合度范围为 0． 36 ～ 0． 55;董秋芬等［15］利用 13 对微卫

星引物得到的南海斜带石斑鱼野生群体的杂合度为 0． 512 8;王家祺［14］利用 5 对引物对斜带石斑鱼台湾
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和广东群体进行微卫星检测，得到 2 个群体平均杂合度为 0． 672 1 和 0． 682 6。这些研究结果存在着一定

的差异，这可能是他们采用的微卫星位点存在差异所致。笔者综合了以上研究报道的引物，在本研究中

检测了较多的的位点( 19 个) ，得到南海野生群体的平均观测杂合度( Ho ) 为 0． 706 1。排除掉引物差异对

结果的影响，与已有报道的其他地理群体相比，本研究检测的斜带石斑鱼南海野生群体的遗传多样性水

平较高。此外，海南人工繁殖群体平均观测杂合度( Ho ) 为 0． 687 5，多态信息含量、FIS值、Fst值等遗传参

数的比较分析结果均表明，斜带石斑鱼海南人工繁殖群体的遗传多样性仍然较高，且未出现明显的遗传

分化。

本研究得到的结果显示，斜带石斑鱼南海群体依然拥有较高的异质度; 海南人工繁殖群体的遗传多

样性仅比前者稍低，没有出现明显的遗传分化和种质退化。不过，渔业的过度捕捞与石斑鱼栖息地的破

坏将不可避免地导致斜带石斑鱼资源量的减少，因此，实行渔业配额制度，尤其是加强禁渔期对石斑鱼幼

苗聚集地红树林的保护是石斑鱼渔业可持续发展的重要手段。同时，为了保持斜带石斑鱼人工繁殖群体

遗传多样性，也需要维持一定规模的亲鱼数量。
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Microsatellite Analyses of Wild Population and Cultivation Artificial
Propagation Population in Orange-Spotted Grouper
( Epinephelus coioides) in the South China Sea．

LUO Jian，HUANG Zong-wen，CHEN Guo-hua，WANG Jun，YANG Wei，GUO Ren-xiang
( College of Ocean，Hainan University; Key Laboratory of Tropic Biological Resources of Ministry of Education，

Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstract: Microsatellite makers were used to evaluate genetic variations of Orange-Spotted Grouper ( Epinephelus

coioides) in the South China Sea wild population and the Hainan cultivation artificial propagation population ，and

48 individuals in each stock were assessed at 19 SSR loci． The result showed that the wild population ( WP) and

cultivation artificial propagation population ( CP) ，the number of effective alleles ( Ne ) were 1． 135 0—4． 516 2

and 1． 00 0—3． 982 7 respectively; values of mean observed heterozygosity ( Ho ) were 0． 7061 and 0． 687 5 re-

spectively; expected heterozygosity ( He ) was 0． 480 3 and 0． 421 5 respectively; polymorphic information con-

tent ( PIC) were 0． 547 5 and 0． 493 0 respectively; genetic similarity coefficient ( Gst ) ，genetic differentiation

coefficient ( Fst ) and genetic distance ( D) between WP and CP were 0． 979 4，0． 015 7 and 0． 020 8 respective-

ly． These genetic parameters suggested that the genetic variations in the South China Sea wild population of

E． coioides were well conserved and the genetic differentiation and degradation were not obvious in Hainan culti-

vation artificial propagation population．

Key words: Epinephelus coioides; wild population; cultivation artificial propagation population; microsatellite an-

alyses．
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