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摘要：采用随机扩增多态ＤＮＡ（ＲＡＰＤ）技术对李仙江流域景东、国庆和大寨长石爬鎣（Ｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｌｏｎｇｕｓ）种群
的遗传多样性进行了分析。从１００条ＲＡＰＤ随机引物中筛选出２０条引物，对长石爬鎣３个地理种群进行了分
析；共检测到５８个有效位点，其中多态位点３６个，多态位点达６２．０７％，Ｎｅｉ基因多样性指数为０．２３７８，Ｓｈａｎｎｏｎ
信息指数为０．３５０１。３个群体未检测到各自特有的扩增带。ＡＭＯＶＡ分析结果显示，大多数（７３．０６％）的遗传变
异由群体内不同个体间的遗传差异造成，２６．９４％的遗传变异来自于群体间。种群间的遗传分化系数（Ｇｓｔ）为
０．２１０４，基因流Ｎｍ为１．８７６２。根据个体间遗传距离进行的ＰＣｏＡ分析显示，３个群体基本分开。
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　　石爬鎣属（Ｅｕｃｈｉｌｏｇａｎｉｓ）隶属于鲇形目（Ｓｉｌｕｒｉ
ｆｏｒｍｅｓ）、鎣科（Ｓｉｓｏｒｉｄａｅ），多生活在江河或山涧多砾
石的急流河滩处，属底栖中小型淡水鱼类，在中国局

限分布在金沙江和岷江水系（周伟和李明会，

２００６）。该属鱼类游泳能力弱，对水文特征和水质
变化极为敏感，可作为模型动物间接反应环境及气

候变化对水生动物资源的影响。近年来的调查显

示，红河水系也有分布，且为该属中的新种，被命名

为长石爬鎣（Ｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｌｏｎｇｕｓ）（Ｚｈｏｕｅｔａｌ，
２０１１）。石爬鎣属鱼类的肉嫩味美、高蛋白质、低脂
肪，为重要的野生经济物种，市场价值较高（潘艳云

等，２００９；唐文家和李柯懋，２０１１）。２０１０年以来，由
于云南地区的连续干旱及酷鱼滥捕、水库修建、水电

站建设，长石爬鎣种群数量及分布区域急剧减少。

因此，对其开展种质资源研究十分必要。迄今，有关

石爬鎣属鱼类的研究主要集中于系统发育分析、分

类、地理分布、繁殖生物学、血液学指标、血细胞分

类、肌肉营养和系统发育等方面（黄寄夔和杜军，

２００３；郭宪光等，２００４；周伟等，２００５；潘艳云等，
２００９；唐文家和李柯懋，２０１１）。用分子标记技术检
测石爬鎣属鱼类遗传多样性水平变化，评估其资源

状况的研究尚未见报道。

随机扩增多态 ＤＮＡ（Ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒ
ｐｈｉｃＤＮＡ，ＲＡＰＤ）技术具有相对简单、易于操作、省
时省力、无需专门设计引物、产物遗传多样性丰富等

优点，是极为方便有效的 ＤＮＡ遗传标记系统之一，
该技术已广泛应用于物种遗传多样性、群体遗传、亲

缘关系鉴定、特定基因的标记和定位等许多研究领

域（郑伟等，２００７；王广银等，２０１１；曾珍等，２０１２；
刘宏毅等，２０１２）。本研究应用 ＲＡＰＤ技术对分别
采自景东磨腊、江城国庆和江城大寨的长石爬鎣群

体进行遗传多样性和差异性分析，旨在获得李仙江

流域长石爬鎣不同地理群体的遗传多样性、遗传结

构和遗传变异程度，为该物种的种质资源保护和合

理利用提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　试验材料
长石爬鎣样品分别采自景东磨腊、江城国庆和

江城大寨，３个群体共３６个样品。样品采集相关信
息见图１和表１。获得标本后，采用９５％酒精浸泡，
运回实验室后放入－２０℃冰柜备用。
１．２　试验方法

取出冰冻保存的长石爬鎣样品，剪取约５０ｍｇ
肌肉组织，采用常规酚 －氯仿抽提法提取基因组
ＤＮＡ。０．８％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ的完整性，
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ分光光度计测定ＤＮＡ纯度与浓度。

ＲＡＰＤ方法参照 Ｗｉｌｌｉａｍｅｓ等（１９９０）的反应条
件并稍作改动。ＰＣＲ反应总体系为２０μＬ，其中１０



×ＰＣＲ缓冲液 ２．０μＬ，ＭｇＣｌ２３．０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｄＮＴＰ
０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，引 物 ０．２ｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＤＮＡ 聚 合 酶

１．０Ｕ，模板 ＤＮＡ约２０ｎｇ。为防止水分蒸发，加入
１０μＬ石蜡油。反应在ＢｉｏＲａｄ扩增仪上进行，循环
参数为９４℃预变性７ｍｉｎ，后接４５个循环，每循环
为９４℃变性１ｍｉｎ，３７℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ；
７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应产物在４℃下保存。１．５％
琼脂糖电泳检测 ＰＣＲ产物，经溴化乙锭染色后，凝
胶成像，获得电泳图后进行后续分析。

图１　李仙江流域长石爬鎣采样点
Ｆｉｇ．１　ＳａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓｏｆＥｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｌｏｎｇｕｓ

表１　长石爬鎣的采集信息
Ｔａｂ．１　ＣｏｌｌｅｃｔｅｄｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＥｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｌｏｎｇｕｓ

采集时间 采集地点 群体编号 样品数／个

２００３－１１－０１ 景东磨腊 ＪＤ １２
２００４－１２－０８ 江城国庆 ＧＱ １２
２０１２－０１－２０ 江城大寨 ＤＺ １２

１．３　数据分析
电泳图谱中的每条ＤＮＡ谱带记为１个位点，只

记录电泳后可辨认的条带。当某一扩增带出现时记

为１，缺失记为０，从而建立原始谱带矩阵。
采用软件 ＰＯＰＧＥＮＥ１．３１（Ｙｅｈｅｔａｌ，１９９７）分

析长石爬鎣群体遗传多样性，包括多态位点比例

（Ｐ）、平均杂合度（Ｈ）和 Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数（Ｉ）
等。具体计算公式如下：

Ｐ＝多态位点数／位点总数×１００％；
Ｈ＝Σ（１－ΣＰ２ｉ）／ｎ；
Ｉ＝－∑πｉｌｎπｉ／ｎ；

式中：Ｐｉ为第 ｉ个基因的频率，πｉ为某一条带
在群体中出现的频率，ｌｎ为自然对数，ｎ为群体总的
位点数。

用ＧｅｎＡＬＥｘ６．４１（Ｐｅａｋａｌｌ＆Ｓｍｏｕｓｅ，２００６）对
ＲＡＰＤ数据进行分子方差分析（ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｖａｒｉａｎｃｅ；ＡＭＯＶＡ），分析遗传变异在种群内和种群
间的分布，计算群体间遗传分化系数，并计算概率

值，用于分析差异显著性情况。通过 ＧｅｎＡＬＥｘ６．４１
软件对个体间遗传距离进行主坐标分析（Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ＣｏｏｒｄｉｎａｔｅＡｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ），将个体间遗传距离可视
化。

２　结果

２．１　ＲＡＰＤ引物筛选
从３个群体中各选１份 ＤＮＡ样本，制成 ＤＮＡ

混合模板，对上海生工合成的１００条随机引物（Ｓ１６１
～Ｓ１８０，Ｓ４４１～Ｓ５００，Ｓ１０２１～Ｓ１０４０）进行筛选；最后
以扩增条带清晰、重复性、稳定性好、扩增条带数较

多为选择标准，共选择 ２０条引物用于本研究（表
２）。对选定引物扩增后的电泳图进行统计分析，发
现２０条引物检测到的位点数在２～６，选取大小在
２００～２０００ｂｐ的电泳条带进行统计。

表２　研究所用ＲＡＰＤ引物
Ｔａｂ．２　ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒＲＡＰＤａｎａｌｙｓｉｓ

引物 引物序列５′→３′ 引物 引物序列５′→３′

Ｓ１６３ ＣＡＧＡＡＧＣＣＣＡ Ｓ４７３ ＧＧＡＧＴＧＣＣＴＣ
Ｓ１７３ ＣＴＧＧＧＧＣＴＧＡ Ｓ４７５ ＧＧＡＡＧＣＣＡＡＣ
Ｓ４５２ ＣＡＧＴＧＣＴＧＴＧ Ｓ４７６ ＣＣＡＡＧＣＴＧＣＣ
Ｓ４５４ ＡＧＣＡＴＧＧＣＴＣ Ｓ４７７ ＴＧＡＣＣＣＧＣＣＴ
Ｓ４５５ ＴＧＧＣＧＴＣＣＴＴ Ｓ４９０ ＴＧＴＧＣＣＣＧＡＡ
Ｓ４５９ ＧＧＴＧＣＡＣＧＴＴ Ｓ４９４ ＧＧＡＣＧＣＴＴＣＡ
Ｓ４６１ ＧＴＡＧＣＡＣＴＣＣ Ｓ４９６ ＡＧＴＧＣＡＧＣＣＡ
Ｓ４６３ ＣＴＧＡＴＡＣＧＣＣ Ｓ１０２３ ＧＧＧＴＣＣＡＡＡＧ
Ｓ４６６ ＧＴＧＧＧＣＴＧＡＣ Ｓ１０２６ ＴＧＣＣＧＣＡＣＴＴ
Ｓ４７１ ＡＡＣＧＣＧＴＣＧＧ Ｓ１０３９ ＴＣＧＣＴＧＧＴＧＴ

２．２　群体遗传多样性
２０条引物对３个群体３６个个体进行扩增，共

扩增出条带５８条，即存在５８个有效位点，其中多态
位点有３６个，占６２．０７％。景东（ＪＤ）群体遗传多样
性为３９．６６％；国庆（ＧＱ）群体遗传多样性最高，达
到５１．７２％；大寨（ＤＺ）群体为 ３９．６６％。遗传多样
性高低顺序为：国庆（ＧＱ）＞景东（ＪＤ）＞大寨
（ＤＺ）。群体遗传多样性分析结果见表３。图２列
举了引物Ｓ１０２３对３个群体样品的扩增结果。

Ｎｅｉ′ｓ基因多样性（Ｈ）与 Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数（Ｉ）
均属于遗传多样性参数，可指示群体遗传多样性的
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高低。从表３可以看出，这２个参数的变化趋势一
致，３个群体的遗传多样性由高到低，依次为：国庆
（ＧＱ）＞景东（ＪＤ）＞大寨（ＤＺ）。

图２　引物Ｓ１０２３对长石爬鎣群体的扩增电泳图
Ｆｉｇ．２　ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆＲＡＰＤＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｎＥｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｌｏｎｇｕｓ
ｕｓｉｎｇｐｒｉｍｅｒＳ１０２３

表３　长石爬鎣种群遗传多样性参数
Ｔａｂ．３　Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｐａｒａｍｅｔｅｒｓｗｉｔｈｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

Ｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｌｏｎｇｕｓｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

群体编号 Ｈ Ｉ 多态位点 比例／％

景东（ＪＤ） ０．１６９２ ０．２４４８ ２３ ３９．６６
国庆（ＧＱ） ０．２２９８ ０．３２８１ ３０ ５１．７２
大寨（ＤＺ） ０．１６４１ ０．２３７２ ２３ ３９．６６
总　　计 ０．２３７８ ０．３５０１ ３６ ６２．０７

２．３　群体间的遗传分化
假设群体处于 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡，根据 Ｎｅｉ′

的总基因多样度（Ｈｔ）和种群内的基因多样度（Ｈ）测
得种群问的分化系数（Ｇｓｔ）为０．２１０４，即总的变异
２１．０４％存在于种群间。由 Ｇｓｔ估算的种群间基因
流Ｎｍ为１．８７６２。分子方差分析（ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒｖａｒｉａｎｃｅ，ＡＭＯＶＡ）结果显示，总的遗传分化指
数为０．２６９４，２６．９４％的变异存在于种群间，大部分
变异为种群内变异（７３．０６％），概率值Ｐ＝０．０１０，表
示存在显著差异，尚未达到极显著水平。

２．４　遗传距离
基于Ｎｅｉ′ｓ无偏遗传距离，群间遗传距离范围

为０．０２８５～０．１３５８（表４）；其中，景东与大寨群体遗
传距离最大，达０．１３５８，景东与国庆群体遗传距离
最小，为 ０．０２８５。国庆与景东群体的相似性高达
９７．１９％。大寨群体和国庆群体的 相 似 性 为
９０．９１％。

表４　群体间ＮＥＩ′Ｓ（１９７８）无偏距离及相似性
Ｔａｂ．４　ＮＥＩ′Ｓ（１９７８）ｕｎｂｉａｓｅｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅａｎｄ

ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙａｍｏｎｇｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

群体编号 ＪＤ ＧＱ ＤＺ

ＪＤ ９７．１９％ ８７．３０％
ＧＱ ０．０２８５ ９０．９１％
ＤＺ ０．１３５８ ０．０９５３

　　对个体间的 Ｎｅｉ′ｓ遗传距离进行主坐标分析
（ＰｒｉｎｃｉｐａｌＣｏｏｒｄｉｎａｔｅＡｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ），并构建散点
图３。从图３可以看出，国庆部分个体与大寨、景东

的个别个体均存在一定的混合，而景东、大寨群体的

个体所处位置相对集中。

（ＪＤ：１－１２；ＧＱ：１３－２４；ＤＺ：２５－３６）

图３　基于长石爬鎣个体间遗传距离的主坐标
分析（ＰＣｏＡ）散点图

Ｆｉｇ．３　Ｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｏｆｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ′ｓａｎａｌｙｓｉｓ
（ＰＣｏＡ）ｆｏｒｅａｃｈｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｏｆＥｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｌｏｎｇｕｓ

３　讨论

３．１　长石爬鎣种群的遗传多样性
多态位点比例可以反映物种的遗传多样性情

况。ＲＡＰＤ方法检测到鲇形目几种鱼类的多态位点
比例，怀头鲇（Ｓｉｌｕｒｕｓｓｏｌｄａｔｏｖｉ）、鲇（Ｓｉｌｕｒｕｓａｓｏｔｕｓ）、
黄颡鱼（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌｖｉｒｉｄｒａｃｏ）和乌苏里拟

!

（Ｐｓｅｕｄｏｂａｇｒｕｓｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓ）群 体 介 于 ２０．２９％ ～
４１．７７％ （李超，２００８）；西江斑

"

（Ｍｙｓｔｕｓｇｕｔｔａｔｕｓ）
为４４．９％（焦宗篧等，２００７）；长吻鎨（Ｌｅｉｏｃａｓｓｉｓｌｏｎ
ｇｉｒｏｓｔｒｉｓ）为４１．７５％（莫艳秀等，２０１０）；野生大鳍

"

（Ｍｙｓｔｕｓｍａｃｒｏｐｔｅｒｕｓ）高达７２．６６％（周丽，２００８），但
各地理群体的多态位点比例在２３．７４％ ～３９．５７％；
长江中上游７个江段的南方鲇（Ｓｉｌｕｒｕｓｍｅｒｉｄｉｏｎａｌｉｓ）
为７８．２９％，而各地理群体则介于２８．７５％ ～４８．６２％
（单红等，２００７）。本研究测得长石爬鎣野生种群的
多态位点比例为６２．０７％，３个地理群体的多态位点
比例在 ３９６６％ ～５１７２％；与鲇形目其他鱼类相
比，长石爬鎣物种水平多态位点比例虽然低于野生

大鳍
"

和南方鲇，但高于怀头鲇、鲇、黄颡鱼、乌苏里

拟
!

、西江斑
"

和长吻鎨，处于相对较高水平。在居

群水平上，长石爬鎣与鲇形目其他群体接近，甚至偏

高。

遗传多样性是指生物种内和种间的遗传变异

度，是生物适应环境与进化的基础。依据群体遗传

学理论，遗传多样性的降低或丧失，会导致生物对

环境的适应能力减弱，这对于生活在多变环境中的

野生群体构成极大威胁。掌握物种的遗传多样性信

息，可为有效保持种内遗传多样性水平，维持物种进

化潜力、可持续利用物种的种质资源提供重要依据。

本研究中，长石爬鎣国庆、景东、大寨群体的遗传多
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样性参数均较高，显示其遗传多样性较为丰富，但长

石爬鎣目前的境况不容乐观。长石爬鎣因味道鲜

美，售价远高于其他野生鱼类，造成了当地渔民对其

资源的掠夺性捕杀。长石爬鎣的生境非常有限，随

着水利工程建设，其栖息地日渐萎缩。尽管现在长

石爬鎣遗传多样性水平较高，但仍应该引起足够的

重视。

３．２　长石爬鎣群体的遗传结构与遗传分化
本研究Ｎｅｉ′ｓ无偏遗传距离结果显示，景东与

大寨长石爬鎣群体遗传距离最大，达０．１３５８，景东
与国庆的群体遗传距离最小，为０．０２８５；而３个群
体间的地理距离是景东与大寨相聚最远，国庆与大

寨距离最近。景东与大寨群体遗传距离与地理距离

相关，但景东与国庆遗传距离与地理距离联系不强。

景东地区为李仙江支流———把边江的流经区域，而

国庆为李仙江干流区域，推测造成此现象的原因可

能同属一个流域。虽然大寨群体也属于李仙江流

域，但当地的溪流在土卡河直接注入李仙江干流

（国庆后面），这可能造成大寨与国庆群体虽然地理

距离最近，但遗传距离不是最小的现象。

对个体间聚类结果进行主坐标分析（ＰＣｏＡ），从
构建的散点图３可以看出，国庆与大寨、景东群体均
存在一些混合，而景东、大寨群体所处位置相对集

中。推测国庆可能是衔接大寨和景东的中间过渡群

体。

本研究长石爬鎣群体间遗传距离在０．０２８５～
０．１３５８，这与Ｔｈｏｒｐｅ（１９８２）认为同一物种的居群间
遗传距离为０．０３～０．２０、遗传相似度为０．８０～０．９７
的观点一致；然而，群体的遗传分化系数（Ｇｓｔ）达
０．２１０４，基于海岛模型（ｉｓｌａｎｄｍｏｄｅｌ）和 Ｗｒｉｇｈｔ′ｓ关
于基因流的计算公式，本研究得到长石爬鎣群体间

的基因流Ｎｍ为１．８７６２。基因流是影响群体内部和
群体之间遗传变异程度的重要因素。根据群体遗传

学理论，忽略居群大小，如果基因流 Ｎｍ＜１，则由于
遗传漂变导致种群间出现明显的遗传分化；当居群

间的基因流Ｎｍ＞１时，则能发挥均质化作用，即能
有效抑制由遗传漂变而引起的遗传分化（Ｗｒｉｇｈｔ，
１９３１）；本研究中长石爬鎣群体间居群间过去可能
存在着一定程度的基因交流，且遗传漂变不是影响

居群分化的主要因素。

志谢：感谢西南林业大学动物学专业硕士研究
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