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基于高通量测序的三种裂腹鱼微卫星引物 
筛选及其在遗传多样性分析中的应用 
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摘要：为了解祁连裸鲤（Gymnocypris chilianensis）、黄河裸裂尻鱼（Schizopygopsis pylzovi）和嘉陵裸

裂尻鱼（S. kialingensis）3 种高原裂腹鱼类不同群体间遗传分化程度和遗传多样性，采用高通量测序技

术对 3 种裂腹鱼基因组进行随机测序，筛选出微卫星位点设计引物，通过毛细管荧光电泳分型筛选出

21 对多态性较高的 3 个物种通用引物。利用 21 对通用引物对 16 个群体 309 尾个体的基因组 DNA 进行

扩增，其中，祁连裸鲤 5 个群体 110 尾个体，黄河裸裂尻鱼 6 个群体 72 尾个体，嘉陵裸裂尻鱼 5 个群

体 127 尾个体。祁连裸鲤黄羊群体遗传多样性最高（等位基因数 Na为 1.442，有效等位基因数 Ne为 1.314，

香浓指数 I 为 0.203，Nei’s 基因多样性指数 h 为 0.203，多态位点百分率 P 为 44.24%），张掖群体最低

（Na 1.042，Ne 1.042，I 0.029，h 0.021，P 4.24%）；黄河裸裂尻鱼祁连群体遗传多样性最高（Na 1.539，

Ne 1.193，I 0.206，h 0.127，P 53.94%），石门群体最低（Na 1.236，Ne 1.126，I 0.120，h 0.078，P 23.64%）；

嘉陵裸裂尻鱼石门群体遗传多样性最高（Na 1.351，Ne 1.152，I 0.147，h 0.094，P 35.15%），舟曲群体

最低（Na 1.181，Ne 1.089，I 0.088，h 0.057，P 18.18%）。总体来看，黄河裸裂尻鱼的遗传多样性高于

祁连裸鲤和嘉陵裸裂尻鱼。不同种内各群体间遗传参数差异相对较小，表明各群体间遗传多样性水平

相近。贝叶斯基因型聚类分析显示，黄河裸裂尻鱼（黄羊群体）和祁连裸鲤（黄羊群体）之间、黄河

裸裂尻鱼（石门群体）和嘉陵裸裂尻鱼（石门群体）之间存在种间基因渐渗现象。研究筛选出的微卫

星位点多态性较高，对 3 种裂腹鱼 16 个群体的遗传多样性进行评价，可以有效评估其种质资源状况，

为裂腹鱼类资源保护提供遗传数据依据。 
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Microsatellite Loci Isolation for Three Schizothoracine Species and 
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Abstract: [Objectives] To investigate the genetic diversity and differentiation among populations of 

Gymnocypris chilianensis, Schizopygopsis pylzovi, and S. kialingensis distributed in Gansu Province, 

microsatellite markers were screened and used to assess the conservation genetics of these three species. 

[Methods] From 2017 to 2022, 309 ind from 16 populations of the three fish species were collected from the 

Weihe, Taohe, and Daxia Rivers (Yellow River basin); the Bailongjiang River (Jialing River in the Yangtze 

Valley); and the Shule, Heihe, and Shiyang Rivers (inland river systems). These included 110 ind from 5 

populations of G. chilianensis, 72 ind from 6 populations of S. pylzovi, and 127 ind from 5 populations of S. 

kialingensis. High-throughput sequencing was conducted to identify microsatellite markers in the three 

species. Polymorphism at microsatellite loci was assessed using samples from the Schizothoracine species, 

and microsatellite polymorphism was detected by capillary fluorescence electrophoresis. GeneMaker 2.2.0 

was used to read the capillary electrophoresis test results. Data were calibrated according to the base repeat 

unit at each SSR site to obtain genotyping data. Genetic diversity statistics were calculated using PopGene 

1.32, including number of alleles (Na), effective number of alleles (Ne), Shannon’s index (I), Nei’s gene 

diversity (h), and percentage of polymorphic loci (P). Bayesian clustering analysis was performed using 

Structure software, with the length of the burn-in period parameter and the number of MCMC repeated 

sampling set to 1 × 105 and 1 × 106, respectively. The K values for the clustering group were set to 1﹣17, 

with each K value calculated 10 times. A UPGMA dendrogram was generated using Mega 7, with the 

bootstrap value set at 1 000. [Results] Capillary fluorescence electrophoresis identified 21 highly polymorphic 

primer pairs suitable for three species (Table 2). These 21 universal primer pairs were used to amplify 309 ind 

from 16 populations. Among the G. chilianensis populations, Huangyang population showed the highest 

genetic diversity (Na 1.442, Ne 1.314, I 0.203, h 0.203, P 44.24%), while Zhangye population had the lowest 

(Na 1.042, Ne 1.042, I 0.029, h 0.021, P 4.24%). For S. pylzovi, Qilian population had the highest genetic 

diversity (Na 1.539, Ne 1.193, I 0.206, h 0.127, P 53.94%), and Shimen population the lowest (Na 1.236, Ne 

1.126, I 0.120, h 0.078, P 23.64%). S. kialingensis showed the highest genetic diversity in the Shimen 

population (Na 1.351, Ne 1.152, I 0.147, h 0.094, P 35.15%), with the lowest in the Zhouqu population (Na 

1.181, Ne 1.089, I 0.088, h 0.057, P 18.18%) (Table 3). Overall, S. pylzovi exhibited higher genetic diversity 

than G. chilianensis and S. kialingensis. Genetic parameters indicated little intraspecific variation across 

different populations within species, suggesting comparable genetic diversity levels among populations. 

Bayesian genotype clustering detected interspecies gene flow between S. pylzovi and G. chilianensis in the 
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Huangyang population, and between S. pylzovi and S. kialingensis in the Shimen population (Fig. 4). A 

UPGMA dendrogram of 16 Schizothoracine populations based on Nei’s genetic distance showed that S. 

pylzovi and S. kialingensis populations formed small branches before clustering into a larger branch. The 

Shiyang population of S. pylzovi and all G. chilianensis populations formed one distinct branch (Fig. 5). 

[Conclusion] The genetic diversity of 16 populations across three Schizothoracine species was evaluated, 

thereby providing valuable insights into their germplasm status and supporting future conservation strategies.  

Key words: Schizothoracine; Gymnocypris chilianensis; Schizopygopsis pylzovi; S. kialingensis; Genetic 

differentiation; Geographic group  

祁连裸鲤（Gymnocypris chilianensis）、黄

河裸裂尻鱼（Schizopygopsis pylzovi）、嘉陵裸

裂尻鱼 （ S. kialingensis ）隶属 于 鲤形目

（Cypriniformes）鲤科（Cyprinidae）裂腹鱼亚

科（Schizothoracinae），分别属于裸鲤属和裸

裂尻鱼属，均为高度特化等级的裂腹鱼类（王

香亭 1991，乐佩琦 2000，何德奎等 2007）。

祁连裸鲤仅分布在河西地区疏勒河、黑河、石

羊河等内陆河水系（李思忠等 1974，杨友桃等 

1991）。嘉陵裸裂尻鱼主要分布在嘉陵江上游支

流白龙江（伍献文 1964，王香亭 1991，王

太等 2017），在甘肃渭源县渭河流域石门水

库也采集到。黄河裸裂尻鱼是分布较广泛的

高原裂腹鱼类，自黄河兰州以上河段的干支

流及湖泊，以及内陆河水系均有分布（唐文

家 2008）。裂腹鱼类都具有生长缓慢、性成

熟晚及繁殖力低的特点（马宝珊等 2023），

加上水电开发、水体污染以及过度捕捞等人

类活动影响，许多裂腹鱼类种群数量减少且

分布范围缩减，同时，拦河筑坝阻隔了上下

游种群间的基因交流，因此进行遗传多样性

评估对其资源保护有重要意义。 

目前关于以上 3 种裂腹鱼的分子标记研

究主要集中在线粒体基因组（Wang et al. 

2016）、线粒体 DNA Cyt b（赵凯等 2006，Zhao 

et al. 2011，娄晋铭等 2019）、线粒体 DNA 控

制区（祁得林等 2008，王太等 2017）及线粒

体 DNA 其他基因（晁燕等 2011）。但由于线

粒体基因是母系遗传，用于分析遗传多样性不

够全面，需要开发微卫星等核基因标记来补充

相关研究。虽然微卫星标记（Microsatellite）

有数量多、多态性高、变异性强、灵敏度高且

操作简便等突出优点，并且已经被广泛应用到

水生动物亲子鉴定（何勇凤等 2019，李兰兰

等  2021）、增殖放流效果评估（冯晓婷等 

2019）、种群遗传多样性分析（黄承勤等 2020，

阮惠婷等 2020）、遗传图谱构建（宋文涛等 

2011）等研究。但由于裂腹鱼类均为多倍体类

型，等位基因确定复杂、分析软件缺乏等因素

导致有关裂腹鱼微卫星位点开发的研究较少

（刘峰林等  2023 ），仅青海湖裸鲤（ G. 
przewalskii ）（ 蒋 鹏 等  2009 ）、 扁 吻 鱼

（Aspiorhynchus laticeps）（郝卓然等 2012）、

厚唇裸重唇鱼（Gymnodiptychus pachycheilus）
（刘峰林等 2023）等少数裂腹鱼类有相关的报

道。因此，本研究对祁连裸鲤、黄河裸裂尻鱼

和嘉陵裸裂尻鱼基因组进行高通量测序，并基

于测序数据筛选出上述 3 种裂腹鱼通用的 21

对微卫星引物，并利用其对这 3 个物种 16 个群

体的遗传多样性进行评估，为 3 种裂腹鱼的保

护提供分子数据资料。 

1  材料与方法 

1.1  样本采集 

本研究所用 3 种裂腹鱼样本均在 2017 至

2022 年采自黄河流域的渭河、洮河、大夏河，

长江流域的嘉陵江支流白龙江，以及疏勒河、

黑河和石羊河等内陆河水系，共 16 个群体（图

1），309 尾（表 1）。取样本的部分右侧胸鳍保

存于 95%乙醇中用于后续 DNA 提取。 
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1.2  基因组 DNA 提取和引物设计 

使用磁珠法动物组织基因组 DNA 提取试

剂盒（天根生化科技有限公司）提取基因组

DNA，并用 2%琼脂糖凝胶电泳对 DNA 质量进

行检测，放置﹣20 ℃低温保存。 

随机选取祁连裸鲤、黄河裸裂尻鱼和嘉陵

裸裂尻鱼样本基因组 DNA 各 5 份混合为模板。

通过 HiSeq 2000 高通量测序仪（IIIumina，美

国）进行测序。测序结果经过滤掉接头、低质

量序列后进行组装。利用在线软件 MISA

（http:// pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/）搜索微卫

星位点。微卫星引物使用 Premier 5.0 软件进行

设计，共设计引物 100 对，记为 M01 ~ M100。

引物长度为 18 ~ 20 bp，产物长度预计为 150 ~ 

300 bp。 

1.3  PCR 扩增及微卫星位点初筛 

随机选择 3 种裂腹鱼各 2 尾个体的基因组

DNA 对合成的 100 对引物进行 PCR 扩增，反

应体系包括 2 × Taq PCR Master Mix 5 μl、

10 mmol/L 上下游引物各 0.5 μl、灭菌去离子水

3 μl。PCR 反应程序：预变性 95 ℃，5 min；

95 ℃变性 30 s，引物在各自退火温度下复性

30 s，72 ℃延伸 30 s，重复 32 个循环；最后

72 ℃，延伸 20 min。PCR 产物经 2%琼脂糖凝

胶电泳检测选出能稳定扩增出清晰目的条带的

引物。 

1.4  微卫星多态性检测 

将初筛的引物添加荧光标记羧基荧光素

（FAM），合成荧光引物，用其对随机选择的 3

个物种各 2 尾共 6 尾裂腹鱼进行 PCR 扩增，然 
 

 

 
图 1  3 种裂腹鱼 16 个群体的采样点 

Fig. 1  The sampling locations of 16 populations of three Schizothoracinae species 
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表 1  3 种裂腹鱼类的采样点信息 

Table 1  Sample information of 3 Schizothoracinae species 

物种 
Species 

采样点 

Sampling location 

水系 

Drainage 

个体数（尾） 

Number of individual (ind) 

经纬度 

Longitude and latitude 

昌马 Changma 疏勒河 Shulehe River 29 97°10′37″ E, 39°05′38″ N 

皇城 Huangcheng 石羊河 Shiyanghe River 7 101°40′08″ E, 37°53′05″ N

黄羊 Huangyang 石羊河 Shiyanghe River 37 102°28′35″ E, 37°24′22″ N

西大 Xida 石羊河 Shiyanghe River 35 101°16′44″ E, 37°55′10″ N

祁连裸鲤 

Gymnocypris 
chilianensis 

张掖 Zhangye 黑河 Heihe River 2 100°07′16″ E, 39°20′27″ N

祁连 Qilian 黑河 Heihe River 27 99°54′05″ E, 38°16′62″ N 

黄羊 Huangyang 石羊河 Shiyanghe River 8 102°28′35 E″, 37°24′22″ N

石门 Shimen 渭河（黄河）Weihe River (Yellow River) 7 104°15′02″ E, 35°08′37″ N

碌曲 Luqu 洮河（黄河）Taohe River (Yellow River) 6 102°19′41″ E, 34°36′10″ N

夏河 Xiahe 大夏河（黄河）Daxiahe River (Yellow River) 11 102°14′05″ E, 34°58′14″ N

黄河裸裂尻鱼 

Schizopygopsis 
pylzovi 

卓尼 Zhuoni 洮河（黄河）Taohe River (Yellow River) 13 103°06′19″ E, 34°39′33″ N

石门 Shimen 渭河（黄河）Weihe River (Yellow River) 33 104°15′02″ E, 35°08′37″ N

宕昌 Tanchang 27 103°52′08″ E, 33°59′24″ N

舟曲 Zhouqu 10 103°29′33″ E, 33°58′52″ N

腊子口 Lazikou 33 103°06′59″ E, 34°06′06″ N

嘉陵裸裂尻鱼 

S. kialingensis 

迭部 Diebu 

白龙江（嘉陵江） 
Bailongjiang River (Jialingjiang River) 

24 102°42′15″ E, 34°06′47″ N

  

后进行毛细管荧光电泳进行等位基因分型。 

1.5  数据分析 

使用 GeneMaker 2.2.0 读取毛细管电泳检

测结果，并根据每个简单重复序列（simple 

sequence repeat，SSR）位点的碱基重复单元进

行数据校准，获得基因分型数据。使用软件

PopGene 1.32（Yeh et al. 1997）计算群体遗传

多样性参数，包括等位基因数（Na）、有效等位

基因数（Ne）、香浓指数（I）、Nei’s 基因多样

性指数（h）、多态位点百分率%（P），并计算

群体间 Nei’s 遗传距离和遗传相似度。根据群

体间 Nei’s 遗传距离，使用软件 Mega 7 画出

UPGMA 聚类树，Bootstrap 值设置为 1 000。利

用软件 Structure（Porras-Hurtado et al. 2013）进

行群体聚类分析，length of burn-in-period 参数

设为 1 × 105，MCMC 重复抽样次数为 1 × 106，

聚类分组 K 值（聚类分析中簇的数量）分别取

1 ~ 17，每个 K 值运算 10 次。通过计算连续 K

值和 ΔK 作折线图选择最佳 K 值，其中（L(K)）

为对数极大似然值， ΔK = mean(|L″(K)|)/ 

stedv[L(K)，|L″(K) |] = |L′(K + 1)﹣L′(K)|，L′(K) 

= L(K)﹣L(K﹣1)（Evanno et al. 2005）。 

2  结果 

2.1  微卫星引物筛选 

设计的 100 对引物中，有 55 对可稳定扩增

出条带。用毛细管电泳对初筛的 55 对引物进行

检测分型，获得 21 对扩增结果多态性较高的引

物（表 2）。以引物 M35 为例，电泳分型见图 2，

微卫星位点大小分别为 245 bp 和 254 bp、

245 bp 和 255 bp、240 bp 和 245 bp、245 bp 和

254 bp、244 bp、245 bp。碱基重复次数的多少

是微卫星位点大小不同的原因，不同个体之间

的差异直接反映出位点的多态性。从图 2 看出，

M35 位点在 3 物种的 6 个样品中表现出较高的

多态性。 
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表 2  21 个微卫星位点信息及 PCR 引物信息 

Table 2  Primer sequences and characteristics of 21 microsatellite loci 

位点 

Locus 

引物序列 

Primer sequence (5′－3′) 
重复单元 

Repeat motif 
退火温度（℃） 

Annealing temperature 
产物大小（bp） 

Product range 

M02 F: AGCAGCTGACTGAGATGGGT 

R: TCATCTTGTTTGGCCTCCTC 

(GCCCCT)5 56 274 

M08 F: TTTGTCACCATTTTCCCAAT 

R: CAGGGGTGGGATCTGATTCT 

(TTTG)5 55 156 

M11 F: CATCCCCTGACTCTGACACC 

R: AAATGCAGTTTCGGCTCAAC 

(TATT)5 57 101 

M18 F: GACCGATGCAGAATGGAAGT 

R: ACAGTGTGAGACCGCTTGTG 

(ACAG)5 55 145 

M23 F: TTTCTGCCATGCCTTTATCA 

R: CAGTGCAGATGCATTCGTTT 

(CATT)5 55 194 

M26 F: CAAGTGCTGTTGAGTTTCCG 

R: CCTCAAGCCATCCCAACTTA 

(TATG)5 56 122 

M35 F: ATCTGCTCCACACAGACGTG 

R: CAAGCACCATCACAAAAAGG 

(TTAT)5 55 276 

M38 F: TTTGAAATGAACGTCCCACA 

R: GGACATGCAACGAGCAGTAA 

(ATTT)5 55 210 

M43 F: GCGGAACCACTGTATGGACT 

R: TGCTGTTTGCTTTCAGGATG 

(CTTT)5 56 135 

M49 F: CATGAACCACCACACCAGAG 

R: AACAGGCCATAACATCAGGC 

(CGCA)5 55 168 

M55 F: CGCAGGCATATTAGCATTCA 

R: AATTGTGCCTTCCTGGTCTG 

(AAAT)5 55 193 

M58 F: CCAGCGAACGTTCAGTGTAA 

R: ACTCTCATTTGCCCTTTCCC 

(AACA)5 55 266 

M66 F: AAACAAGATCAGTGGACGGG 

R: GAGCTGACTGCACCATTGAA 

(GATG)5 54 131 

M72 F: CAATAGATGCATTGCGTTGG 

R: TGAAATGCAAATCACAATCG 

(TTTG)5 54 140 

M79 F: ATGTGCGATTGCATGTTTGT 

R: AGTGGGTGAGGGTGAAAGTG 

(GGAT)5 55 226 

M81 F: AGCTTCTTAGCTTCTGGGGG 

R: GAAAAGCCAACAGCAGATCC 

(GCTGGG)5 55 252 

M85 F: ACTGGGTATGCCACTTCCTG 

R: CTGTTCGTCCAATTGTCCCT 

(CTGATG)5 55 194 

M89 F: ATTCTGCATCAAACACTCGC 

R: TCTGCAAATGCACAGACTCC 

(CAGAT)5 54 124 

M90 F: ACGGTCAAAATTCGTATCGG 

R: CGCATGTGTGTGTCTGAGTG 

(ATTG)5 55 157 

M93 F: TGCTGTTTGCTTTCAGGATG 

R: GCGGAACCACTGTATGGACT 

(AAAG)5 54 135 

M98 F: CAGAAAAAGCTGTGTTTGTGC 

R: GGTGTGAGGCTTTGCATTTT 

(AAAC)5 55 205 

 

2.2  群体遗传多样性分析 

对3种裂腹鱼16个群体进行遗传多样性分

析（表 3），3 个物种中，黄河裸裂尻鱼的遗传

多样性整体高于祁连裸鲤和嘉陵裸裂尻鱼。比

较 3 个物种内不同群体，祁连裸鲤黄羊群体遗

传多样性水平最高，张掖群体最低；黄河裸裂

尻鱼祁连群体遗传多样性水平最高，石门群体

最低；嘉陵裸裂尻鱼石门群体遗传多样性水平
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最高，舟曲群体的最低。 

2.3  群体遗传分化分析 

利用软件 Structure 进行群体聚类分析，

当 K = 2 时，ΔK 出现峰值（图 3）对 3 种裂

腹鱼类分群是最佳的，因此把所有群体分为 2

个理论群（图 4a），但是由于所有种群属于 3

个物种，因此我们也将 K = 3 的结构图进行绘

制分析（图 4b）。从图 4 可以看出，同域分布

的祁连裸鲤黄羊群体与黄河裸裂尻鱼黄羊群

体之间存在种间基因渐渗现象，嘉陵裸裂尻

鱼石门群体与黄河裸裂尻鱼石门群体之间也

存在种间基因渐渗现象。 
 

 
 

图 2  6 个裂腹鱼个体在 M35 位点的毛细管电泳峰图 

Fig. 2  Capillary gel electrophoresis of the primer M35 in six Schizothoracine individuals 

a. 黄河裸裂尻鱼；b. 嘉陵裸裂尻鱼；c. 祁连裸鲤。a. Schizopygopsis pylzovi; b. S. kialingensis; c. Gymnocypris chilianensis. 
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表 3  16 个裂腹鱼群体的遗传多样性参数 

Table 3  Genetic diversity parameters in 16 populations of Schizothoracine 

物种 
Species 

群体 
Population 

等位基因数 

Number of alleles 
(Na) 

有效等位基因
Effective number of 

alleles (Ne) 

香浓指数
Shannon’s 
indes (I) 

Nei's 基因多样性

指数 Nei’s gene 
diversity (h) 

多态位点百分率（%）

Percentage of 
polymorphic loci (P) 

昌马 Changma 1.345 1.101 0.113 0.068 34.55 

皇城 Huangcheng 1.261 1.168 0.146 0.099 26.06 

黄羊 Huangyang 1.442 1.214 0.203 0.131 44.24 

西大 Xida 1.297 1.127 0.120 0.077 29.70 

祁连裸鲤 

Gymnocypris 
chilianensis 

张掖 Zhangye 1.042 1.042 0.029 0.021 4.24 

祁连 Qilian 1.539 1.193 0.206 0.127 53.94 

黄羊 Huangyang 1.303 1.191 0.166 0.111 30.30 

石门 Shimen 1.236 1.126 0.120 0.078 23.64 

碌曲 Luqu 1.351 1.192 0.183 0.120 35.15 

夏河 Xiahe 1.436 1.206 0.202 0.129 43.64 

黄河裸裂尻鱼 

Schizopygopsis 
pylzovi 

卓尼 Zhuoni 1.424 1.192 0.192 0.122 42.42 

石门 Shimen 1.351 1.152 0.147 0.094 35.15 

宕昌 Tanchang 1.272 1.093 0.099 0.061 27.27 

舟曲 Zhouqu 1.181 1.089 0.088 0.057 18.18 

腊子口 Lazikou 1.327 1.105 0.113 0.069 32.73 

嘉陵裸裂尻鱼 

S. kialingensis 

迭部 Diebu 1.224 1.083 0.084 0.052 22.42 

 

2.4  群体间遗传距离分析 

3 个物种的不同群体间 Nei’s 遗传相似度

和遗传距离分析见附录 1。嘉陵裸裂尻鱼的群

体内，白龙江水系的宕昌群体和黄河水系的

石门群体的遗传相似度最低（0.908），遗传距

离最大（0.097）；白龙江水系的迭部和舟曲两

个群体遗传相似度最高（0.994），遗传距离最

小（0.006）。黄河裸裂尻鱼的群体内，洮河水

系的卓尼群体和碌曲群体遗传相似度最高

（0.983），遗传距离最小（0.017）；渭河水系

的石门群体和内陆河水系的黄羊群体遗传相

似度最低（0.901），遗传距离最大（0.104）。

祁连裸鲤的群体内，黑河水系的张掖群体和

疏勒河水系的昌马群体的遗传相似度最高

（0.975），遗传距离最小（0.025）；石羊河水

系的皇城群体和黑河水系的张掖群体的相似

度最低（0.904），遗传距离最大（0.101）。 

根据群体间 Nei’s 遗传距离基于 UPGMA

法对 3 个物种的 16 个群体聚类分析（图 5），

黄河裸裂尻鱼和嘉陵裸裂尻鱼聚为一个大

的分支，又各自聚为一个小的分支；祁连裸

鲤和黄河裸裂尻鱼的黄羊河群体聚为一个

分支。 

 

 
 

图 3  Structure 分析中 ΔK 值与 K 值的关系 

Fig. 3  Change of ΔK with the changes of K by 

structure analysis 
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图 4  16 个裂腹鱼群体贝叶斯基因型聚类分析 

Fig. 4  Bayesian genotype clustering results for K-value of 16 Schizothoracine populations 

a. K = 2，两种颜色表示两个理论群；b. K = 3，三种颜色表示三个理论群；某些个体由两种或多种颜色组成说明此个体可能是从两个祖

先亚群杂交而来，存在基因渐渗现象。Q1. 祁连裸鲤昌马群体；Q2. 祁连裸鲤皇城群体；Q3. 祁连裸鲤黄羊群体；Q4. 祁连裸鲤西大群

体；Q5. 祁连裸鲤张掖群体；H1. 黄河裸裂尻鱼祁连群体；H2. 黄河裸裂尻鱼黄羊群体；H3. 黄河裸裂尻鱼石门群体；H4. 黄河裸裂尻

鱼碌曲群体；H5. 黄河裸裂尻鱼夏河群体；H6. 黄河裸裂尻鱼卓尼群体；J1. 嘉陵裸裂尻鱼石门群体；J2. 嘉陵裸裂尻鱼宕昌群体；J3. 嘉

陵裸裂尻鱼舟曲群体；J4. 嘉陵裸裂尻鱼腊子口群体；J5. 嘉陵裸裂尻鱼迭部群体 

a. K = 2, two colors represent the two theoretical groups; b. K = 3, three colors represent the three theoretical groups; The fact that some 

individuals are composed of two or more colors indicates that the individual may have interbred from two ancestral subgroups, and there is 

introgression of genes. Q1. Changma population of Gymnocypris chilianensis; Q2. Huangcheng population of G. chilianensis; Q3. Huangyang 

population of G. chilianensis; Q4. Xida population of G. chilianensis; Q5. Zhangye population of G. chilianensis; H1. Qilian population of 

Schizopygopsis pylzovi; H2. Huangyang population of S. pylzovi; H3. Shimen population of S. pylzovi; H4. Luqu population of S. pylzovi; H5. 

Xiahe population of S. pylzovi; H6. Zhuoni population of S. pylzovi; J1. Shimen population of S. kialingensis; J2. Tanchang population of S. 

kialingensis; J3. Zhouqu population of S. kialingensis; J4. Lazikou population of S. kialingensis; J5. Diebu population of S. kialingensis 

 

 
 

图 5  基于 Nei’s 遗传距离构建的 3 种裂腹鱼类 16 个群体的 UPGMA 聚类树图 

Fig. 5  UPGMA dendrogram of 16 Schizothoracini populations based on Nei’s genetic distance 
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3  讨论 

3.1  微卫星引物筛选 

随着低成本、时间短、通量大等特点的高

通量测序技术的普遍应用，随机进行基因组测

序越来越方便。通过软件搜索获取微卫星序列

（张智等 2019，刘峰林等 2023），比微卫星富

集文库法和小片段 DNA 克隆法等传统的微卫

星分离方法（孙效文等 2005）有更大的优势，

已逐渐成为微卫星标记筛选的主要方法。尤其

是针对较珍贵、缺乏分子数据的高原裂腹鱼类，

通过高通量测序进行微卫星数据分析更容易且

效率高。由于超过三碱基重复类型微卫星位点

不容易发生滑带和等位基因丢失，在毛细管电

泳分型时杂峰少，等位基因差距明显，读数较

准确（Hoffman et al. 2009，刘峰林等 2023）。

有许多研究认为，拥有相似重复次数的四碱基

微卫星比二、三碱基重复微卫星的突变率更高

（Weber et al. 1993，Eckert et al. 2000），长重

复序列的、更多变异的四碱基重复微卫星在鱼

类中是较为普遍的（Brooker et al. 1994，Greig et 

al. 2003），Liao 等（2006）对圆口铜鱼（Coreius 
guichenoti）的研究中发现，四碱基重复的微卫

星有更高的等位基因多样性，认为筛选四碱基

重复微卫星标记可能更适合鱼类分子群体遗传

分析。因此本研究在筛选微卫星引物时优先选

择了以 4 碱基为主要重复类型的位点，以保证

能够获取高质量微卫星位点。与其他裂腹鱼类

如斑重唇鱼（Diptychus maculates）（葛锐等 

2023）、花斑裸鲤（G. eckloni）（贺彩霞等 2024）

相似，碱基数量越多的微卫星重复次数越少，4

碱基微卫星以重复 5 次为主。 

3.2  3 种裂腹鱼种群遗传多样性 

有效等位基因数（Ne）是分析微卫星分子

标记多态性的重要指标，与观测等位基因数

（Na）越接近，表明筛选的微卫星标记越准确

（Kimura et al. 1971）。本研究 3 种裂腹鱼的有

效等位基因平均值（1.142）占观测等位基因平

均值（1.314）的 87.0%，比同是鲤科鱼类高原

鳅属的叶尔羌高原鳅（Triplophysa yarkandensis）
的 60.5%（赵文浩等 2023）和鲤科 亚科的飘

鱼（Pseudolaubuca sinensis）的 60.6%（阮惠婷

等 2020）要高，表明本研究筛选的微卫星标记

具有较高的多态性，可有效分析 3 种裂腹鱼类

种群间的遗传关系。多态位点百分率（P）是

评估遗传多样性的重要指标，可以反映种群内

遗传变异程度。3 种裂腹鱼的多态位点百分率，

黄河裸裂尻鱼的平均值最大（38.18%），祁连

裸鲤和嘉陵裸裂尻鱼的值接近，分别是 27.76%

和 27.15%。虽然多态位点百分率容易受样本大

小的影响（徐敏 2013），但是本研究黄河裸裂

尻鱼在样本量最少（72 尾）的情况下多态位点

百分率最高，说明其遗传多样性较高，与 Cyt b
研究结果一致（娄晋铭等 2019）。香浓多样性

指数（I）和 Nei’s 基因多样性指数（h）也都显

示，黄河裸裂尻鱼遗传多样性高于祁连裸鲤和

嘉陵裸裂尻鱼，但都低于同是裂腹鱼类的塔里

木裂腹鱼（Schizothorax biddulphi，I 0.426，h 

0.286）（杨天燕等 2014），可能是由于微卫星

重复类型的不同导致。 

相关研究表明（闫路娜等 2004，包文斌等 

2007，鲁翠云等 2008，牛东红等 2010，林婷

婷 2017），在用微卫星做群体遗传多样性分析

时，每个群体 30 ~ 50 个样本为较合适的样本

量，样本量过多会增加工作量，样本量太少会

影响实验效果。由于本研究样本全部为野生群

体，采集数量随机性较大，不符合前人研究的

最适样本量。但从黄河裸裂尻鱼样本量最少，

且群体内分布也不均匀的情况下遗传多样性指

数均最大、遗传多样性最高来看，样本数量不

是微卫星分析的决定因素，而主要与群体本身

遗传特征有关。3 个物种中黄河裸裂尻鱼的遗

传多样性相对较高，可能是其相对于其他 2 个

物种的分布范围比较广，且本研究的样本采自

黄河不同的支流，互相之间杂交的可能性小，

不同支流群体之间变异较大。嘉陵裸裂尻鱼的

遗传多样性水平相对最低，原因可能是样品大

多采自嘉陵江支流白龙江，由于白龙江上水电
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工程密集，阻断了鱼类在上下游之间基因交流，

使得不同河段嘉陵裸裂尻鱼之间由交配产生的

遗传变异降低，从而适应环境能力下降，最终

其种群数量减少，种质资源变得更加脆弱。 

3.3  3 种裂腹鱼种群分化 

采用 21 对 SSR 引物对 3 种裂腹鱼 16 个群

体的 309 尾样品进行遗传结构分析，祁连裸鲤

黄羊群体与黄河裸裂尻鱼黄羊群体存在较明显

的基因渐渗，黄河裸裂尻鱼黄羊群体更趋于是

祁连裸鲤和黄河裸裂尻鱼的杂交种。基于 Nei’s 

遗传距离的 UPGMA 聚类树也显示，二者亲缘

关系较近。同时，嘉陵裸裂尻鱼石门群体与黄

河裸裂尻鱼石门群体也存在基因渐渗，聚类树

上也先聚到一个小分支。鱼类由于具有体外受

精、通过竞争才能获得有限产卵场等特征，是

脊椎动物中最容易发生基因渐渗的类群（罗雯 

2016），所以在鱼类中出现杂交渐渗的现象比较

多。同属物种之间存在基因渐渗，如涂著池

（2011）研究发现，雅罗鱼属的准噶尔雅罗鱼

（Leuciscus merzbacheri）与贝加尔雅罗鱼（L. 
baicalensis）之间存在基因杂交渐渗，Laakkonen

等（2015）研究的鲱属大西洋鲱（Clupea 
harengus）和太平洋鲱（C. pallasii）之间存在

基因渐渗现象。在不同属物种之间基因渐渗也

普遍存在，姚敏（2019）研究发现，直口鲮属

的直口鲮（Rectoris posehensis）、蓝鲮属都安蓝

鲮（Lanlabeo duanensis）和卷口鱼属的卷口鱼

（Ptychidio jordani）3 个物种呈现网状的基因

渐渗现象。罗雯（2016）在研究中发现华鳊属

的四川华鳊（Sinibrama taeniatus）与部分鲂属

鱼类存在基因渐渗。黄河裸裂尻鱼繁殖时间在

7 和 8 月份，嘉陵裸裂尻鱼和祁连裸鲤繁殖时

间均在 6 和 7 月份，黄河裸裂尻鱼与嘉陵裸裂

尻鱼、祁连裸鲤产卵时间存在一定重叠，在同

一水域的两种鱼之间则可能发生杂交、基因交

流，进而可能发生基因渐渗。 

总体上，本研究 3 个物种种内群体间遗传

距离大小与其地理分布基本一致，来自洮河水

系的黄河裸裂尻鱼碌曲群体和卓尼群体、来自

石羊河的祁连裸鲤皇城群体和西大群体有更近

的遗传距离。在嘉陵裸裂尻鱼种群，都属于嘉

陵江流域的腊子口、宕昌、舟曲和迭部 4 个群

体之间遗传距离较小，4 个群体在 UPGMA 聚

类树也聚到一支。腊子口群体和迭部群体的地

理距离最近，但 2 群体之间的遗传差异相对较

大，说明对于嘉陵裸裂尻鱼来说，除地理隔离

外，大量梯级电站的修建将白龙江分段成不连

续水体，大坝阻隔了上下游鱼类的基因交流，

导致了遗传分化。这与王太等（2017）基于线

粒体控制区对嘉陵裸裂尻鱼种群遗传结构研究

的结果一致。 
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附录 1  16 个群体间的遗传距离（对角线以下）和 Nei’s 遗传相似度（对角线以上） 

Appendix 1  Genetic distance (below diagonal) and Nei’s genetic identity (above diagonal)  

of 16 populations of Schizothoracinae 

 Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 H1 H2 H3 H4 H5 H6 J1 J2 J3 J4 J5 

Q1  0.915 0.926 0.914 0.975 0.894 0.913 0.869 0.903 0.904 0.901 0.879 0.851 0.851 0.854 0.858

Q2 0.089  0.972 0.965 0.904 0.911 0.956 0.899 0.907 0.912 0.917 0.906 0.846 0.851 0.841 0.851

Q3 0.077 0.028  0.959 0.919 0.941 0.988 0.916 0.934 0.936 0.943 0.923 0.866 0.876 0.865 0.878

Q4 0.090 0.035 0.042  0.911 0.879 0.951 0.873 0.886 0.877 0.887 0.881 0.839 0.848 0.837 0.844

Q5 0.025 0.101 0.085 0.094  0.875 0.902 0.855 0.875 0.886 0.884 0.862 0.829 0.833 0.840 0.839

H1 0.112 0.094 0.061 0.129 0.134  0.927 0.963 0.968 0.977 0.982 0.964 0.911 0.918 0.911 0.921

H2 0.091 0.045 0.012 0.050 0.104 0.075  0.901 0.916 0.920 0.925 0.909 0.856 0.862 0.856 0.868

H3 0.141 0.107 0.088 0.136 0.156 0.038 0.104  0.955 0.953 0.963 0.994 0.913 0.925 0.916 0.927

H4 0.103 0.098 0.068 0.121 0.134 0.033 0.088 0.046  0.968 0.983 0.958 0.917 0.929 0.920 0.930

H5 0.101 0.092 0.066 0.131 0.122 0.024 0.083 0.048 0.033  0.980 0.957 0.911 0.915 0.911 0.919

H6 0.105 0.087 0.058 0.120 0.124 0.019 0.078 0.038 0.017 0.020  0.964 0.926 0.934 0.925 0.935

J1 0.129 0.098 0.080 0.127 0.149 0.037 0.095 0.006 0.043 0.044 0.036  0.908 0.918 0.910 0.920

J2 0.161 0.168 0.143 0.176 0.187 0.094 0.155 0.091 0.086 0.093 0.077 0.097  0.987 0.971 0.988

J3 0.161 0.162 0.133 0.165 0.183 0.086 0.148 0.078 0.0741 0.089 0.068 0.086 0.013  0.981 0.994

J4 0.158 0.173 0.145 0.178 0.174 0.093 0.155 0.088 0.084 0.093 0.078 0.095 0.029 0.019  0.979

J5 0.153 0.161 0.131 0.169 0.175 0.082 0.141 0.076 0.073 0.085 0.067 0.084 0.013 0.006 0.021  

Q1. 祁连裸鲤昌马群体；Q2. 祁连裸鲤皇城群体；Q3. 祁连裸鲤黄羊群体；Q4. 祁连裸鲤西大群体；Q5. 祁连裸鲤张掖群体；H1. 黄

河裸裂尻鱼祁连群体；H2. 黄河裸裂尻鱼黄羊群体；H3. 黄河裸裂尻鱼石门群体；H4. 黄河裸裂尻鱼碌曲群体；H5. 黄河裸裂尻鱼夏河

群体；H6. 黄河裸裂尻鱼卓尼群体；J1. 嘉陵裸裂尻鱼石门群体；J2. 嘉陵裸裂尻鱼宕昌群体；J3. 嘉陵裸裂尻鱼舟曲群体；J4. 嘉陵裸

裂尻鱼腊子口群体；J5. 嘉陵裸裂尻鱼迭部群体 

Q1. Changma population of Gymnocypris chilianensis; Q2. Huangcheng population of G. chilianensis; Q3. Huangyang population of G. 

chilianensis; Q4. Xida population of G. chilianensis; Q5. Zhangye population of G. chilianensis; H1. Qilian population of Schizopygopsis pylzovi; 

H2. Huangyang population of S. pylzovi; H3. Shimen population of S. pylzovi; H4. Luqu population of S. pylzovi; H5. Xiahe population of S. 

pylzovi; H6. Zhuoni population of S. pylzovi; J1. Shimen population of S. kialingensis; J2. Tanchang population of S. kialingensis; J3. Zhouqu 

population of S. kialingensis; J4. Lazikou population of S. kialingensis; J5. Diebu population of S. kialingensis 


