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摘要$ 鲟形目"RB5O@:=@W5[.W3@=#鱼类是一类多倍体起源的鱼类!种间易于杂交!且由于存在大量微型染

色体!其染色体数目和倍性也难于确定& 到目前为止包括达氏鳇"M)&(5+)*#8)&#在内的一些鲟鱼物种基

因组大小和染色体倍性仍旧存在争议& 本实验采用微卫星遗传标记技术!通过观察 ( 个微卫星位点的

等位基因数目!发现达氏鳇在大部分位点中显示的倍性大于二倍性!同时利用多倍体分析软件

eVEm2RS推断了 ", 尾达氏鳇的个体倍性& 结果表明!", 尾达氏鳇中有 "# 尾显示为六倍体!占总数的

),K("L%& 尾显示为八倍体!占总数的 $+K%’L%" 尾显示为四倍体!占总数的 )K)(L& 因此!我们认为达

氏鳇应该为八倍体物种!结果中出现的四倍体和六倍体个体!是由于这些个体在我们选取的微卫星位点

中存在部分纯合等位基因!导致了多数个体显示为六倍体& 这一结论与近年来支持达氏鳇为进化性八

倍体物种的研究结果一致&

关键词!达氏鳇%微卫星%多倍体%倍性

中图分类号!Q(+%!文献标识码!R!文章编号!#"+#1%",%""#$%##&1+#)1#,

5%83#8%*&3 %9/,-% .),#$0,-./!"+".8"&23 I*($%/.)"88*)"
J"4")*(I.$K"$/

UPR-Ii54.1\5:%&!\Ri?1_4%!GTG@:1P?4’!EJE5:1\54.&!hP0-f5:1e5:;&!

% !(,,%/%(-6#&"%*#%&! M)+?"($/ @/*#8),3)*+,>$#G%*&#30! I)"+$!&%##)#%

& B)+$/5($/ <$3(4(,(/#8+,N$&3#3)3%JE()3" !"#$+ N$&3#3)3%(-<$5+$/%*%5 @$#4+,&! B)+$/?"()!+$#",#%

’ M%#,($/O#+$/ C#G%*6#&"%*0C%&%+*8" N$&3#3)3%(-!"#$%&%@8+5%40(-6#&"%*0E8#%$8%&! M+*:#$!$+##)#!!"#$+

<2/)$.()$ RB5O@:=@W5[.W3@ [5=>@= .W5;5:495:; [W.3 O.6ZO6.5AZ [5=> 4W@ @4=Z 9. ?:A@W;. 5:9@W=O@B5[5B

>ZXW5A5‘495.:/_?W9>@W3.W@! 9>@5W4X?:A4:935:51B>W.3.=.3@=34]@59>4WA 9.A@9@W35:@9>@5WB>W.3.=.3@

:?3X@W4:A O6.5AZ/2.[4W! W@O.W9=4X.?99>@;@:.3@=5‘@4:A B>W.3.=.3@O6.5AZ.[=.3@=9?W;@.: =O@B5@=

5:B6?A5:;l46?;429?W;@.: "M)&(5+)*#8)&#! 4W@=9566B.:9W.Y@W=546/J: 9>5==9?AZ! 35BW.=49@6659@;@:@95B34W]@W=

7@W@?=@A 9..X=@WY@9>@:?3X@W.[466@6@=.[:5:@35BW.=49@6659@6.B5! 4:A O6.5AZO499@W:=.[", l46?;4

5:A5Y5A?46=7@W@4:46Z‘@A 759> 9>@>@6O .[O.6ZO6.5AZ4:46Z=5==.[974W@eVEm2RS/G@[.?:A 9>493.=96.B5

=>.7@A ;W@49@W9>4: A5O6.5AZ! 759> "# .[", l46?;45:A5Y5A?46=7@W@>@a4O6.5A! & 5:A5Y5A?46=7@W@.B9.O6.5A!

4:A 9>@W@345:5:;" 7@W@9@9W4O6.5A/S>@W@[.W@! l46?;4=9?W;@.: =>.?6A X@B64==5[5@A 4=.B94O6.5A =O@B5@=! 4:A

59=>@a4O6.5AZ4:A 9@9W4O6.5AZ35;>9X@4W@=?69.[O4W9546>.3.‘Z;.?=466@6@@a5=95:;5: 9>@6.B57@?=@A 5: =.3@

5:A5Y5A?46=/V?WW@=?69==?OO.W99>@W@B@:9.O5:5.: 9>49l46?;4=9?W;@.: X@6.:;=9.@Y.6?95.:4WZ.B94O6.5A ;W.?O/



(+#’!!( 动物学杂志 !"#$%&%’()*$+,(-.((,(/0 &’ 卷

="3 >%$&/$ l46?;429?W;@.: "M)&(5+)*#8)&#% \5BW.=49@6659@% e.6ZO6.5AZ% e6.5AZ

!!鲟鱼是一类古老的软骨硬鳞鱼类!具有巨大
的经济价值和科研价值& 鲟鱼为硬骨鱼纲
"V=9@5B>9>Z@=#辐鳍亚纲"RB95:.O9@WZ;55#鲟形目
"RB5O@:=@W5[.W3@=# 的 大 中 型 鱼 类! 有 鲟 科
"RB5O@:=@W5A4@#和白鲟科 "e.6Z.A.:95A4@# " 个
科!其 中! 鲟 科 包 括 鲟 属 "@8#2%$&%*#’ 鳇 属
"M)&(#’铲 鲟属 " E8+2"#*"0$8")&#’拟铲 鲟 属
"1&%)5(&8+2"#*"0$8")&# & 个属& 世界上所有的
野生鲟鱼从 $((’ 年 & 月 $ 日起都被联合国华盛
顿公约 +濒危野生动植物种国际贸易公约,
"hJS02#列入为濒临绝种的保护动物 "李融
"##’#& 目前世界上有鲟"鳇#鱼 %# 多种!我国有
’ 种& 我国在鲟类的生理学’遗传学’生态学上
均有大量研究"罗相忠等 "##$#!对于其染色体
数目和倍性的研究也很多"尹洪滨等 "##&!U>.?
@946/"#$$#& 鲟形目鱼类是一类多倍体起源的
鱼类!细胞水平的进化有别于其他鱼类!染色体
由大型染色体和微型染色体"小染色体#两部分
组成!由于鲟鱼类染色体数量多!存在微型染色
体等原因!其具体染色体数目难于确定"宋苏祥
等 $(()!张四明等 $(((#& 达氏鳇"MH5+)*#8)&#
是鳇属 " 种鲟鱼的一种!体型较大!为凶猛肉食
性鱼类!是我国特有的重要经济淡水鱼类!分布
于黑龙江流域!与施氏鲟"@H&8"*%$8L###一起作为
亲本生产的杂交后代被国内广泛养殖 "孙大江
等 "##%#!而达氏鳇染色体的倍性也一直存在争
议"E?A75;@946/"##$!尹洪滨等 "##&!o4=56)@Y
@946/"##(!U>.? @946/"#$$#&

微卫星遗传标记可以随机分布于物种的全
基因组中!具有多态性丰富’共显性遗传方式’
重复性好’ 分析方法简单等特点 "吴文化
"#$##!因此可以通过计算个体不同位点的等
位基因数目来估计该物种的倍性& E?A75;等
""##$#为了解鲟鱼的基因组复制事件!采用微
卫星遗传标记法!通过 , 个位点的等位基因对
"# 种鲟鱼共 (," 尾个体的多倍体倍性进行了
分析!其中对达氏鳇的倍性研究认为其应该属
于功能性二倍体物种!并且认为基因组重复在

鲟鱼的进化过程中反复出现%jW4?B> 等""#$$#
通过分析 ’ 个微卫星位点的等位基因!认为高
首鲟"@H3*+$&4($3+$)&#属于八倍体起源物种!
并揭 示 了 高 首 鲟 为 同 源 多 倍 体 物 种&
eVEm2RS软件是一款基于多倍体基因型分析
的软件!它可以分析同源多倍体和异源多倍体
物种!结合多个位点的基因型分析多倍体物种
的遗传多样性和遗传结构等!并且还可以估计
多倍体物种的倍性"h64W] @946/"#$$#&

本文采用微卫星遗传标记技术!利用
eVEm2RS软件推测达氏鳇的倍性!以便在细胞
学水平上探索达氏鳇的进化地位!为鲟鱼类种
质标准的建立’种质保存及合理开发利用提供
基础资料和科学依据&

?@材料与方法

?A?@实验材料@", 尾达氏鳇分别采自于中国
水产科学院鲟鱼繁育工程技术中心" $ H$%#’
北京市水产研究所" $ H+#和杭州千岛湖鲟龙
科技开发有限公司" $ H’#& 所采集样品均为
外部形态容易鉴定的纯种成鱼&
?AB@实验方法
?ABA?!j-R提取!实验所用的 ", 尾达氏鳇
经外部形态确定为纯种达氏鳇后!剪其鳍条置
于 (+L 乙醇中保存& 用 j-@4=ZS5==?@l59
"Q54;@:#提取基因组 j-R!具体操作方法严格
参照试剂盒说明书&
?ABAB!微卫星 eĥ 扩增!本实验起初从文献
中挑选了 $+ 对在多种鲟鱼中容易扩增且多态
性较好的引物!送往生工生物工程"上海#股份
有限公司合成后!以达氏鳇基因组 j-R为模板
进行 eĥ 扩增& 扩增产物再用非变性聚丙烯
酰胺凝胶电泳检测!然后根据电泳结果从中筛
选出 ( 对在达氏鳇中容易扩增且多态性高的引
物& 把这 ( 对引物中的 _引物全部送往生工生
物工程 "上海#股份有限公司进行荧光标记&
最后用这 ( 对荧光引物再对达氏鳇基因组
j-R进行了 eĥ 扩增!荧光引物具体信息见表
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$& eĥ 反应的扩增体系为 $+ !6!其中含 $# :;
模板 j-R!浓度为 $# !3.6FE的正反引物各
#K+ !6!, !6AAP"V和 )K+ !6的 eW@35aK+A
"" g#& 反应条件为 (+N预变性 & 35:!循环设
置为 (&N变性 &# =!+# *+’N复性 %# ="表 $#!
)"N延伸 &# 35:!共 %+ 个循环!然后 )"N再延
伸 $# 35:!置于 &N冰箱保存&
?ABAC!微卫星数据分析!将荧光标记的 eĥ
产物送于生工生物工程 "上海#股份有限公司
进行基因分型!加内标进行毛细管电泳!以 RcJ
%)%#iE测序仪为依托用 I@:@\4OO@W&K# 软件
对其检测& 公司返回分型数据后自己再利用
I@:@\4W]@W$K, 软件读取!选取数据时参照
e46.O10=9@X4: 等 " "#$$ # 对 四 倍 体 勿 忘 草
"9#4($#)4$+*:($%$&%#等位基因的判断方法&
然后运用 eVEm2RS软件对达氏鳇不预设其倍
性!而是通过计算等位基因数目来对其进行倍
性分析"h64W] @946/"#$$#&

B@结@果

BA?@基于位点的达氏鳇倍性@( 对引物共扩

出 )% 个等位 基因! 多态 性最 好的为 引物
R2$##!共扩增出 $% 个等位基因%其次为 E2,’
和 PEf2i"&!分别有 $" 个和 $# 个%2eE$"# 和
2eE$,’ 均有 ( 个% 2eE$#, 有 ) 个% 2eE$$% 有
+ 个%E2$( 和 E2+& 最少!各有 & 个"表 "#& 这
( 个位点中大部分位点显示的达氏鳇倍性大
于二倍性!位点 E2,’ 甚至显示为八倍性& 图
$ 为用 I@:@\4W]@W$K, 软件读取其中 " 尾达氏
鳇个体在位点 E2,’ 和 PEf2i"& 的等位基因
峰图!图 $4中显示位点 E2,’ 在其中 $ 尾达氏
鳇个体中有 ’ 个等位基因!图 $X 中显示位点
PEf2i"& 在另外 $ 尾达氏鳇个体中有 + 个等
位基因&
BAB@基于个体的达氏鳇倍性@实验结果显
示!", 尾达氏鳇中有 "# 尾显示为六倍体!占
总数的 ),K("L%& 尾显示为八倍体!占总数
的 $+K%’L%" 尾显示为四倍体!占总数的
)K)(L& 这个结果中出现了三种倍性!八倍
体为最高倍性!四倍体为最低倍性!六倍体
虽处于中间倍性!但却是占个体总数最多的
倍性&

表 ?@本实验中所选微卫星具体信息
G.28"?@,-.$.()"$*/)*(/%9/)’$;"%41*($%/.)"88*)"1.$K"$/*4)-*//)’&3

引物名称
E.B?=

引物序列
eW53@W=@8?@:B@="+Db%D#

核心序列
h.W@=@8?@:B@=

荧光标记
_6?.W@=B@:9AZ@

退火温度"N#
R::@465:;
9@3O@W49?W@

参考文献
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表 B@L 个微卫星位点在达氏鳇中所观察到的等位基因数
G.28"B@G-"4’12"$%9.88"8"/>"$"(.8(’8.)"&*44*4"1*($%/.)"88*)"8%(*/"8"()"&9%$/,-% .),#$0,-

位点
E.B?=

等位基因范围
4̂:;@.[466@6@
=5‘@=

等位基因总数
S.946:?3X@W.[

466@6@=

个体最少等位基因数
E@4=9:?3X@W.[466@6@=

.[5:A5Y5A?46=

个体最多等位基因数
IW@49@=9:?3X@W.[466@6@=

.[5:A5Y5A?46=

推断倍性
J:[@WW@A O6.5AZ

6@Y@6

2eE$#, "$+ *")( ) $ % p":
2eE$$% ",( *%#( + $ " ":
E2$( $$( *$"’ & $ % p":
PEf2i"& $’, *"$’ $# $ , p&:
2eE$"# ",% *%#% ( $ + p&:
E2,’ $"( *"#$ $" & ’ ’:
2eE$,’ "#" *",, ( " & &:
E2+& $+$ *$’) & $ % p":
R2$## $)$ *"&$ $% $ % p":

图 ?@J"4"I.$K"$?AF 软件读取等位基因峰图
M*;N?@G-""8"()$%#-"$%;$.1#".K/&*99"$*4; *4/*O"9$%1 %4"*4&*+*&’.8>"$"$".&23 J"4"I.$K"$?AF /%9)>.$"
4/位点 E2,’ 在其中 $ 尾达氏鳇中所扩增的等位基因峰图!有 ’ 个等位基因!分别为 $&$ XO’$&+ XO’$&( XO’$+% XO’$+) XO’$,$

XO’$,+ XO’"#$ XO%红色峰表示噪音值!黑色峰表示等位基因大小& X/位点 PEf2i"& 在另外 $ 尾达氏鳇中所扩增的等位基因峰

图!有 + 个等位基因!分别为 $(# XO’$(, XO’"#& XO’"$# XO’"$, XO%蓝色峰表示等位基因大小&

4/05;>9466@6@=! $&$ XO!$&+ XO!$&( XO!$+% XO!$+) XO!$,$ XO!$,+ XO!"#$ XO! 9>49[.?:A 5: 9>@@6@B9W.O>@W.;W43O@4]=.[E2,’ [W.3

.:@5:A5Y5A?46% @̂4A O@4] 5:A5B49@=:.5=@! X64B] O@4] 5:A5B49@=466@6@=5‘@/X/_5Y@466@6@=! $(# XO! $(, XO! "#& XO! "$# XO! "$, XO!

9>49[.?:A 5: 9>@@6@B9W.O>@W.;W43O@4]=.[PEf2i"& [W.34:.9>@W5:A5Y5A?46% X6?@O@4] 5:A5B49@=466@6@=5‘@/
!

C@讨@论

通过测定鲟鱼类的 j-R含量来确定其倍
性的方法主要有显微分光光度计法和流式细胞
仪法两种"张四明等 $(((!尹洪滨等 "##&#!但
也有运用微卫星遗传标记法来确定鲟鱼倍性的
研究"E?A75;@946/"##$!jW4?B> @946/"#$$#&
研究表明!同种鲟鱼不同的研究方法得出的染
色体数目会有细小差别!比如!有研究表明高首
鲟的染 色 体数 目是 "%# 条 "P@AW5B] @946/
$(($#!也有研究报道为 ""&’ M’ #条 "_.:94:4
$((&#!还有研究结果为 "), 条 "0@:@::443@9

46/$((’#!这可能主要与鲟鱼类普遍存在微型
染色体有关& 根据染色体数目或核 j-R含量!
现存的鲟形目可以分为三类倍性水平$"$#功
能性二倍体或进化性四倍体物种!染色体数目
约为 $"# 条!j-R含量为 %K" *&K, O;%""#功
能性四倍体或进化性八倍体物种!染色体数目
约为 "+# 条!j-R含量为 ,K$ *(K, O;%"%#功
能性六倍体或进化性十二倍体物种!j-R含量
约为 $% *$& O;"_.:94:4@946/"##’#& 据此!达
氏鳇应该属于第二种&

2@W@XWZ4].Y4"$()"#最早分析得到达氏鳇
的染色体数为 ": H,#!这是对达氏鳇染色体倍
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性的最早研究!之后对达氏鳇的倍性研究逐渐
增多& c?W9‘@Y等"$(),#测得达氏鳇染色体为
$"# 条%c5W=9@5: 等"$((%#利用流式细胞仪测得
达氏鳇 j-R含量为 %K)& *%K’$ O;!推测其染
色体数目为 $"# 条%E?A75;等""##$#采用微卫
星遗传标记法!通过 , 个位点的等位基因数推
断达氏鳇为四倍体"&:#%尹洪滨等""##&#采用
流式细胞仪法测得达氏鳇的体细胞 j-R含量
为 &K)) O;!推断其属于四倍体类型!上述这些
研究都认为达氏鳇应该被归类为功能性二倍体
或进化性四倍体物种& 但是随着研究方法的不
断发展!近年来也出现了与以前不同的观点!
o4=56)@Y等""##(#测得达氏鳇染色体为"",’ M
&#条%U>.? 等""#$$#测得达氏鳇的 j-R含量
为 ’K% O;!推测染色体数目为 "+# 条!这些研究
均认为达氏鳇应该被归类为功能性四倍体或进
化性八倍体物种& 从线粒体 j-R系统发育树
来看!王巍等""##(#用 j16..O 全长基因构建了
部分鲟鱼的系统发育树!发现达氏鳇与达氏鲟
"@H5+:*0+$)&#’施氏鲟和高首鲟聚为一枝!已
知达氏鲟’施氏鲟和高首鲟为八倍体物种 "张
四明等 $(((!jW4?B> @946/"#$$#!因此从这种
进化关系中我们也可以推测达氏鳇可能属于八
倍体物种& 本实验选取了 ( 个微卫星位点!结
果表明大部分位点显示达氏鳇倍性大于二倍
性!位点 E2,’ 甚至显示达氏鳇为八倍性!而运
用 eVEm2RS软件对每个达氏鳇个体的倍性进
行分析!),K("L的达氏鳇个体显示为六倍体!
$+K%’L个体显示为八倍体!)K)(L个体显示为
四倍体& 因此我们认为达氏鳇应该为八倍体物
种!而其中的四倍体’六倍体个体是由于这些个
体在所选取的微卫星位点中存在部分纯合等位
基因!导致了多数个体显示为六倍体& 由于微
卫星具有高多态性!随机分布于核基因组中!且
遵循孟德尔遗传方式等特点!因此可以通过计
算不同位点的等位基因数目来估计该物种的倍
性!假设每个位点的等位基因数目反映了该物
种的最低倍性水平"E?A75;@946/"##$#!再结
合最新的多倍体分析软件得出达氏鳇为八倍体
物种!可靠性强!而且这一结论与近年来支持达

氏鳇为进化性八倍体物种的研究结果一致
"o4=56)@Y@946/"##(!U>.? @946/"#$$#&

在鱼类中普遍存在着多倍体现象!而且多
倍体在鱼类进化中起了重要作用!大量研究表
明鲟形目存在多倍体进化 "P4Y@6]4@946/
"#$$#& 从过去到现在的研究中可以发现!达
氏鳇的染色体数目和 j-R含量在不断的增多!
这种基因组大小的变化可能是达氏鳇自发地发
生了多倍体进化"o4=56)@Y@946/"#$##& 目前
对鲟鱼的自发性多倍体个体的产生机制尚无定
论!但抑制减数分裂’未减数配子和多精入卵被
认为是导致这种倍性自然进化的三个可能原因
"U>.? @946/"#$$#& 另外!鱼类也普遍存在基
因组重复!与其他鱼类类群的单基因组复制事
件相比!基因组的复制在鲟鱼进化过程中反复
出现!基因沉默’染色体重排’转座事件在鲟鱼
基因组的形成中发挥着重要作用"E?A75;@946/
"##$!U>.? @946/"#$$#& 基因组重复已经永久
地塑造了许多高等真核生物基因组的结构和功
能"E@@@946/"#$%#& 多倍体化和基因组重复
在鲟形目鱼类的进化及物种形成过程中扮演着
重要的角色!因此测定达氏鳇的倍性可以更好
地了解其在细胞学水平上的进化地位!也可以
为种质资源的保护和鲟鱼养殖业的规范提供科
学依据&
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