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西昌华吸鳅的微卫星引物筛选及赤水河四个地理种群的

遗传多样性分析
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摘要: 采用高通量测序法对西昌华吸鳅(Sinogastromyzon sichangensis)基因组进行随机测序并筛选出符合条件

的微卫星位点, 设计可用于PCR扩增的引物, 筛选出29对具有多态性的引物, 平均等位基因数为14.5, 观测杂

合度(Ho)和期望杂合度(He)分别为0.620和0.882, 多态信息含量(PIC)为0.859。选取其中多态性较高的20对引

物在赤水河及其支流的4个地理种群中进行扩增, 分析不同地理种群的遗传多样性和种群分化情况。结果表

明, 赤水镇种群观测杂合度最高(0.669), 茅台镇种群观测杂合度最低(0.520); 习水河多态信息含量最高(0.868),
茅台镇种群多态信息含量最低(0.841)。赤水河干流的几个种群未出现显著分化, 而习水河种群与其他3个种

群的遗传分化程度较高。AMOVA分析显示遗传变异主要发生在群体内, 群体间遗传变异仅占3.33%, 群体内

遗传变异占96.67%。种群遗传结构分析表明, 赤水河干流整体遗传背景趋于一致, 而习水河种群则单独聚为

一个亚类群。研究为西昌华吸鳅的资源保护和种群遗传学研究提供了基础资料。
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西昌华吸鳅(Sinogastromyzon sichangensis)隶
属于鲤形目(Cypriniformes), 爬鳅科(Balitoridae), 华
吸鳅属(Sinogastromyzon), 是长江上游特有的一种

小型鱼类, 主要分布于长江上游干流及部分支流
[1]
。

赤水河为长江右岸一级支流, 流经滇、川、黔, 于四

川省合江县汇入长江, 全长466 km。西昌华吸鳅是

赤水河上、中游及部分支流的常见种
[2], 喜急流环

境, 利用腹鳍愈合成的吸盘栖息于溪流的砂石上
[3]
。

目前, 关于西昌华吸鳅的研究报道较少, 早期多见

于生物学研究
[4—6]

及保护生物学研究
[7—10]

。近年来,
随着分子生物学的发展, 相关类群的系统发育研究

逐渐展开
[11—13], 李小娟

[14]
基于线粒体Cyt b及核基

因(EGR2、BIRBP、Zic1)对华吸鳅属鱼类物种分

化进行了研究。但是西昌华吸鳅的种群遗传学研

究仍然缺乏。

微卫星DNA标记由于具有共显性、高度遗传

多态性和等位基因分型难度低等优点, 得到了广泛

的应用, 而高多态性的微卫星位点也已成为种群遗

传学研究的普遍选择
[15]

。本研究利用高通量测序

技术共筛选出西昌华吸鳅29对具有多态性的微卫

星引物, 并利用其中20对引物对赤水河4个地理种

群的遗传多样性、种群分化及遗传结构进行分析,
为长江上游特有鱼类的保护积累资料。

1    材料与方法

1.1    样品采集与总DNA提取

2016年5月至9月分别于赤水河源头云南水田

镇(ST), 上游四川赤水镇(CSZ), 中游贵州茅台镇

(MT)及赤水河支流习水河官渡镇(XS)河段采集西

昌华吸鳅样本(图 1), 每个地点各取30尾西昌华吸
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鳅剪取背部肌肉固定于95%乙醇溶液, 保存于中国

科学院水生生物研究所淡水鱼类博物馆。基因组

DNA的提取采用高盐抽提法
[16], 并用1.0%琼脂糖凝

胶电泳检测DNA提取质量, 置于–20℃保存备用。

1.2    高通量测序、微卫星位点挖掘及筛选

使用Illumina Miseq测序仪对西昌华吸鳅一个

个体的基因组DNA进行全基因组测序, 过滤掉接

头、低质量序列后先进行基因组组装, 之后通过

MISA软件(http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/)对微

卫星位点进行搜索。选取重复类型三碱基或四碱

基, 重复次数大于5且长度在70—500 bp的片段进行

引物开发, 引物设计在NCBI的Primer-BLAST网页

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)在
线完成

[17]
。

随机选取8尾西昌华吸鳅个体的基因组DNA尾

模板对设计的引物进行筛选并优化反应条件。

PCR反应体系包括100 ng模板DNA, 10 μL 2×Mas-
ter Mix (TSKINGKE), 上下游引物各1 μL并用灭菌

水补充至20 μL总体系。PCR反应程序为: 95℃预

变性5min; 95℃变性30s, Tm退火30s (表 1), 72℃延

伸45s,  以上程序30个循环重复 ;  最后72℃延伸

5min。反应产物采用30%非变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳检测, 经Ultra GelRed (Vazyme) 水溶液浸染后,
在GeneSnap (Syngene) 紫外成像系统下拍照保存。

1.3    种群扩增与读带

选取20对多态性引物, 对赤水河4个不同地理种

群的西昌华吸鳅进行扩增, 反应体系和程序同上, 利

用pBR322DNA/MspⅠ和pUC18DNA/MspⅠ (Tiangen)
为参照以确定不同位点等位基因大小。利用

GeneSnap凝胶成像系统自动标记扩增的PCR片段并

辅以人工校正, 与pBR及pUC进行比较, 最后读取不

同等位基因大小。

1.4    数据处理与分析

原始数据通过CONVERT 1.31软件转化为各软

件所需格式
[18]

。利用MICRO-CHECKER软件检查

有无出现等位基因缺失、无效等位基因 (Null allele)
或者由于结巴带(Shutter)引起的错配等情况

[19]
。通

过GENEPOP检验微卫星位点是否符合哈迪温伯格

平衡
[20]

。利用Cervus 3.03软件计算几个不同地理

种群西昌华吸鳅的等位基因数(Number of alleles,
Na)、观测杂合度(Observed heterozygosity, Ho)和
期望杂合度(Expected heterozygosity, He)、多态信

息含量(Polymorphic information content, PIC)[21]
。

利用Arlequin3.5软件估算几个种群的遗传分化指

数(Fst)并进行分子变异分析方法(AMOVA)分析
[22]

。

通过Structure软件对西昌华吸鳅种群结构进行分

析
[23, 24]

。

2    结果

2.1    微卫星标记筛选

高通量测序共获得34401条存在微卫星位点的

序列。在检出的微卫星序列中, 二核苷酸占优势,
占全部微卫星序列的51.50%; 三核苷酸次之, 占总

序列的34.54%; 其次是四核苷酸, 为6.46%; 五、六
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图 1    赤水河流域采样图

Fig. 1    Sampling sites in Chishui River
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核苷酸最少, 合计占总序列的7.50%。根据微卫星

位点筛选要求和引物设计原则, 共设计144对引物,
其中52对引物成功扩增, 但只有29对引物显示了较

高的多态性, 引物基本信息详见表 1。

2.2    种群遗传多样性及遗传分化

选取20对多态性较高的引物对西昌华吸鳅4个
地理种群进行扩增, 种群遗传多样性结果如表 2所
示。西昌华吸鳅四个地理种群的等位基因数在

表 1    西昌华吸鳅微卫星位点及PCR引物信息

Tab. 1    Information of polymorphic microsatellite markers of S. sichangensis

位点Loci 引物序列Primer sequence (5′－3′) 重复单元
Repeat motif

片段大小
Size range (bp)

退火温度Tm
(℃)

SS010 TGACTGATGCATGACGGACT
GCAAAATGTGCTGCAAGACG (TGTA)22 223—310 55

SS017 CGTGATGAAAAACTGCTGCG
TCACTCGTTCGCTCATTCACT (TTCA)11 97—140 56

SS018 GCACCACCCATCTGTTGTTG
AATCCCACAGCTTTTTCACACA (ACAT)11 128—171 54

SS025 GTCCAAAATATCATTTAGCCCAGCA
AAGGTGGATGGAGGGAAATCTG (CTGT)21 74—157 53

SS030 ATCCTGAGCTGTCGCCTTAC
CAGCGTGCGCCCTAGTTTTA (AACA)10 263—302 60

SS036 TGCAGAATGAGGTGGACACA
ATCAAACTCACAGCTAGGCAG (TGTT)9 248—283 55

SS042 GTTTGGCACAGATCTCGGTT
AAAGTCATAAATCCTGGACAGTT (TTCT)28 164—275 53

SS045 CACCCGTCTCACAACATGAC
ATGCAGCTTTGGCATTGCAC (GAT)14 161—202 55

SS050 CACGTGTGATCGCAGACAAA
GGGAAGGCTTGCTTTACCTTCT (ATA)10 84—113 58

SS051 AGGTTTGGGATAAGTTCAGGGAC
TAACAGATTCCATCCAGGGCT (ACA)10 252—281 55

SS053 AGCTCTTAAATAGGCCAAGTGTT
AAGGTGGTGGTGTTAAGGTGT (GATA)23 134—225 55

SS055 AAAACCCTACACACCCTGCTT
GGCTGCTCATGCAAACCAAT (GATA)22 109—196 55

SS061 TTAAACTGACCGGCGAGCAA
TGTATGTGCAGGATGAGAGCG (TCC)11 119—151 56

SS063 GTGCGCCTCGTTGATCTTCT
AAAAACAGCGTGACGTGGATG (GAA)11 151—183 55

SS064 CTATATATAAGCGACGCCGAGC
ACTGCTCTTTACGTCCTCTGG (AGA)26 105—182 57

SS066 TTGCGGCTGTACGCAGAAT
CGGGATGCGGATGACTACAG (CAA)12 73—108 56

SS073 TGATTGCCCAGGTGTGTGTT
ACACCTGTTCAGTGAATCATCC (AAT)11 195—227 51

SS075 GCAGAAAGGTCAGTGTAAGGGA
CCACAGACTGCACTTGCACA (AAT)11 181—213 54

SS080 TGTTAATCTGCTGCCGTGGG
GGAGCGGGTTAAGAAGACACT (GCGT)9 174—209 55

SS083 GCTGATACCTGTTTAGCTGTTGC
TCCACTCCGTTAGATGAGGTC (GATA)44 125—300 57

SS090 GCAGTAGGCAATTTGCAATAAGT
ATCCACACACACACGACTGG (TATC)41 95—258 53

SS091 GACATTCCCTGATGCGGACA
TTGCCACAGTCAAAGTGGGT (CTGT)10 124—163 58

SS108 GTTTGCGCTTTCTGTGCTGA
AAGCAACGTCTTTCGGATGC (GACA)9 205—240 55

SS109 TCGTTGTCGTGTAAACAGCC
CCGTACAGGTGCATGTGACT (TAT)10 73—102 58

SS110 GCAGAATGTGCACCTTGGAAA
ATTGCTGCACATTAGAAGTGG (ATAC)11 128—171 53

SS112 ACTTTCATGGCATGTGGTGTG
TCACACGAAGTGAACTGCCA (ATCT)12 83—130 51

SS116 GTCTCTGCTGAGGCAATTCG
CGCCCATCACTACCGATAACT (TGA)14 204—245 55

SS129 TGTGCTGGACAAACATGCTG
AGGTCAAAGGTTAGTGTTGGGT (TCA)20 211—258 53

SS144 CAGCACAAGTGGAAGAACACTTT
AAAGACCAGTTTAATGGGAGCA (ATAG)12 79—126 54

注: 全部位点信息已上传至GenBank, 登录号为MH745718—MH745746
Note: Information of all loci was submitted to GenBank (Accession numbers: MH745718—MH745746)
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7—28; 赤水镇种群平均观测杂合度最高, 为0.669;
水田镇种群的期望杂合度最高, 为0.890; 茅台镇种

群观测杂合度和期望杂合度最低, 分别为0.520和
0.867; 习水河种群平均多态信息含量最高为0.868。
4个种群分别有2到8个位点偏离哈迪温伯格平衡,
所有地理种群西昌华吸鳅的平均多态信息含量均

大于0.86, 表明西昌华吸鳅几个种群的遗传多样性

处于较高水平。

对西昌华吸鳅4个地理种群进行遗传分化指数

计算并进行显著性检验(表 3), 结果显示, 水田镇、

赤水镇、茅台镇三个种群间无显著分化, 而习水河

种群与其他3个种群均存在显著差异(Fst全部大于

0.25, P<0.01)。分子方差分析显示(表 4), 遗传变异

主要来源于群体内(96.67%), 群体间的遗传变异仅

为3.33%。

2.3    种群遗传结构

利用Structure软件进行种群结构分析, 计算得

出K=2是比较理想的种群亚型类群数目, 即4个种群

120尾西昌华吸鳅个体可分为两个亚类群, 如图 2所
示 ,  不同灰度分别代表不同的亚类群 ,  其中水田

镇、赤水镇及茅台镇种群的遗传背景整体趋于一

致, 而习水河种群则单独聚于另外一个亚类群, 与
遗传分化分析结果相一致。

3    讨论

3.1    微卫星引物筛选

传统的微卫星分离技术包括小片段DNA克隆

法和微卫星富集文库法
[25]

。随着二代测序技术的

发展, 具有通量大、成本低、周期短特点的高通量

测序对基因组进行随机测序即可获得大量的微卫

星序列, 相比传统方法在获取微卫星序列方面展现

出了突出的优势
[26, 27]

。特别是对于西昌华吸鳅这

类DNA序列数据较为贫乏的物种, 利用高通量测序

获取微卫星序列的技术难度减小且效率大幅提

高。因此, 高通量测序法必将逐步取代传统方法,
成为微卫星标记开发领域的主流。

3.2    西昌华吸鳅种群遗传学特征

生物多样性包括遗传多样性、物种多样性和

生态系统多样性, 其中遗传多样性既是物种多样性

和生态系统多样性的基础, 也是生物多样性的核心

和重要组成部分。杂合度是描述群体遗传学上的

群体多态性, 当杂合度在0.5到0.8之间即可认为该

群体具有较高的多样性
[28]

。在本研究中, 西昌华吸

鳅在赤水河及其支流的4个种群的观测杂合度值均

大于0.5, 表明各种群遗传多样性现状均处于较高水

平。多态信息含量也是衡量基因片段多态性的理

想指标, Botstein等[29]
认为当PIC>0.5时, 该位点即为

高度多态位点。本实验中各种群PIC均大于0.5, 表
明西昌华吸鳅各种群遗传多样性高, 说明这些种群

种质资源良好, 具有一定的种群稳定性。

3.3    西昌华吸鳅种群分化与遗传特征

遗传分化指数Fst是揭示种群间遗传分化程度

的重要参数。Wright[30]
认为: 若种群间Fst<0.05, 则

表明种群间无分化; 若0.05<Fst<0.15, 则表明种群间

存在中度分化; 若0.15<Fst<0.25, 则为高度分化。在

本研究中, 赤水河干流水田、赤水镇、茅台种群间

遗传分化指数均小于0.05, 表明干流种群间无显著

分化; 而习水河种群与干流种群Fst均大于0.25, 存
在高度分化。种群遗传结构分析结果同样与上述

结果一致, 习水河种群单独聚为一个亚类群, 而干

流种群遗传背景趋于一致, 聚为另一个亚类群。

西昌华吸鳅与四川华吸鳅相似, 产微黏性卵,
在自然条件下常黏附于河流激流砾石滩上完成胚

胎发育过程, 由于黏性较弱, 受水流冲击后常脱离

表 3   西昌华吸鳅4个种群间的遗传分化系数

Tab. 3   Pairwise Fst estimates 4 populations of S. sichangensis

种群
Population 水田镇ST 赤水镇CSZ 茅台镇MT 习水河XS

水田镇ST — 0.461    0.267    0.000*
赤水镇CSZ 0.02349 — 0.062    0.000*
茅台镇MT 0.02468 0.02749 — 0.000*
习水河XS 0.30812 0.37156 0.26641 —

注: 下三角表示种群间遗传分化系数(Fst); 上三角代表P值,
*表示显著分化

Note: Fst in below diagonal; P-value in above diagonal, * P-
value<0.01

表 4   赤水河西昌华吸鳅分子变异分析

Tab. 4   Analysis of molecular variance (AMOVA) for S.
sichangensis

变异来源
Resource

平方和
Sum of
squares

变异组合
Variance

components

变异百分数
Percentage
variation

群体间Among
populations     80.765 0.30840   3.32635

群体内个体间Among
individuals within
populations

2058.491 8.96312 96.67365

合计Total 2139.256 9.27152
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图 2   西昌华吸鳅种群结构分析

Fig. 2   Population structure of S. sichangensis
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基质顺水漂流
[31]

。习水河与赤水河交汇于赤水河

下游近河口处, 与赤水河上游和中游种群难以进行

基因交流, 进而逐渐分化成独立的亚群。

西昌华吸鳅是我国长江上游地区的特有类群, 具
有重要的遗传价值和生态价值。近年来野外调查也

发现西昌华吸鳅的种群规模呈下降趋势。因此, 在今

后的管理中仍应加大赤水河水质的保护力度, 为长江

上游特有水生生物资源提供良好的栖息环境。
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ISOLATION OF MICROSATELLITE LOCI AND GENETIC DIVERSITY
ANALYSIS OF SINOGASTROMYZON SICHANGENSIS

ZHANG Zhi1, 2, YU Dan1, LIU Fei1 and LIU Huan-Zhang1

(1. The Key Laboratory of Aquatic Biodiversity and Conservation, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences,
Wuhan 430072, China; 2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China)

Abstract: Sinogastromyzon sichangensis is a small-size fish endemic to the upper Yangtze River mainly distributed in
main stream and tributaries. Twenty-nine polymorphic microsatellite loci of the S. sichangensis were isolated by next-
generation sequencing techniques. Four wild populations in Chishui River were amplified by 20 loci with mean alleles
14.5. The mean observed (Ho) and expected (He) heterozygosity were 0.620 and 0.882, respectively and the mean poly-
morphic information content (PIC) was 0.859. The Ho ranged from 0.520 (Maotai Town) to 0.669 (Chishui Town) and
PIC ranged from 0.841 (Maotai Town) to 0.868 (Xishui River). The Fst value and analysis of population structure re-
vealed a genetic differentiation between populations from Xishui River and the main stream of Chishui River. AMOVA
showed that the genetic variation was 3.33% among populations while it was 96.67% within populations. These novel
loci could use to investigate the population genetics and biological resource conservation strategy in S. sichangensis.
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