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摘　要　　利用在生长激素（ＧＨ）、生长激素释放激素（ＧＨＲＨ）和垂体腺苷酸环化酶激活多肽

（ＰＡＣＡＰ）基因中发现的７个微卫星位点，分析了半滑舌鳎两个野生群体（渤海群体和黄海群体）和１

个养殖群体间以及各群体内雌雄个体间的遗传多态性差异。结果表明，７个位点中有４个位点表现

出多态性，在３个群体中的等位基因数的分布范围为２～３７，平均为９．５；有效等位基因数分布范围为

２～２８．９，平均为８．４。各位点的平均观测杂合度、平均期望杂合度和平均多态信息含量分布范围分

别为０．５１４５～０．７７３８、０．５６９０～０．８６７１和０．４８２９～０．８３１４。群体间的成对犉ＳＴ值及个体分配分

析的结果表明，半滑舌鳎野生群体和养殖群体之间存在显著性遗传差异，而在两个野生群体之间差异

不显著。此外，等位基因分布和双倍体基因型分布的差异性检测结果表明，这４个多态性位点在３个

群体的雌、雄性别间均不存在显著性差异。
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生长激素（Ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨ）、生长激素释放激素（Ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｒｅｌｅａｓｅｈｏｒｍｏｎｅ，ＧＨＲＨ）和垂

体腺苷酸环化酶激活多肽（Ｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｅｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａｓｅａｃｔｉｖａｔｉｎｇｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，ＰＡＣＡＰ）作为重要的神经内分泌

因子，在鱼类个体生长的内分泌调控系统中具有十分重要的作用。ＧＨＲＨ和ＰＡＣＡＰ作为有效的ＧＨ释放因

子，在垂体水平调节ＧＨ的分泌。而ＧＨ作为调节鱼体生长发育的主体激素，具有促进蛋白质合成及脂肪代

谢（Ｅｍｔｎｅｒ犲狋犪犾．　１９９０）、增加鱼类食欲和提高食物转化效率（Ｄｏｎａｌｄｓｏｎ犲狋犪犾．　１９７９）、影响鱼类渗透压（Ｂｏ

ｌｔｏｎ犲狋犪犾．　１９８７）等生理功能。

鱼类ＧＨ、ＧＨＲＨ和ＰＡＣＡＰ基因存在丰富的多态性，并与生长性状存在一定的相关性。Ｋａｎｇ等（２００２）

发现，不同体重褐牙鲆犘犪狉犪犾犻犮犺狋犺狔狊狅犾犻狏犪犮犲狌狊ＧＨ基因的单倍型和基因型频率存在显著的异质性。在红点鲑

犛犪犾狏犲犾犻狀狌狊犪犾狆犻狀狌狊中，ＧＨＲＨ／ＰＡＣＡＰ２的１个特定的ＳＮＰ等位基因与早期生长表现出显著的相关性（Ｔａｏ

犲狋犪犾．　２００３）。迄今已经在多种硬骨鱼类如尖吻鲈犔犪狋犲狊犮犪犾犮犪狉犻犳犲狉（Ｙｕｅ犲狋犪犾．　２００１）和浅色黄姑鱼犖犻犫犲犪

犮狅犻犫狅狉（Ｚｈａｎｇ犲狋犪犾．　２００９）的ＧＨ基因非编码区发现微卫星序列。另有研究表明，位于ＧＨ基因启动子区的

微卫星位点可以作为候选的遗传标记，可用于亲鱼培育和生长筛选（Ａｌｍｕｌｙ犲狋犪犾．　２００５）。此外，在红点鲑

（Ｓｔｅｉｎ犲狋犪犾．　２００２）和尼罗罗非鱼犗狉犲狅犮犺狉狅犿犻狊狀犻犾狅狋犻犮狌狊（Ｌｅｅ犲狋犪犾．　２００３）中还检测到与性别连锁的微卫星

标记。随后，在尼罗罗非鱼和虹鳟犛犪犾犿狅犵犪犻犱狀犲狉犻犻的ＧＨ基因上也发现了与性别连锁的微卫星标记（Ｂｌａｎｃｋ

犲狋犪犾．　２００９；Ｐｅｒｒｙ犲狋犪犾．　２００５）。由此可以推断，位于生长相关功能基因中的微卫星位点很可能与生长性

状和性别相关。

半滑舌鳎犆狔狀狅犵犾狅狊狊狌狊狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊，属鲽形目Ｐｌｅｕｒｏｎｅｃｔｉｆｏｒｍｅｓ、舌鳎科Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｉｄａｅ、舌鳎属犆狔狀狅犵犾狅狊

狊狌狊，主要分布于渤海、黄海，是我国重要的名贵海水鱼类和理想的近海增养殖对象。但其同龄雌雄个体的大小

和生长速度存在显著差异，雌鱼的生长速度是雄鱼的２～３倍。半滑舌鳎这种雌雄个体大小和生长速度的差异

严重制约了其养殖产业化进程。通过对已克隆的半滑舌鳎ＧＨ、ＧＨＲＨ 和ＰＡＣＡＰ基因进行序列分析，在其

启动子和内含子区域发现了微卫星位点。因此本研究采集了渤海、黄海两个半滑舌鳎野生地理群体，与本实验

室前期建立的全同胞家系一并分析，用于比较生长轴相关基因ＧＨ、ＧＨＲＨ和ＰＡＣＡＰ在不同群体间及群体

内雌雄个体间的微卫星多态性差异，以期从种群水平探讨生长激素轴中关键神经内分泌因子的基因多态性与

性别之间是否存在相关性，为探明半滑舌鳎个体发育的性别差异奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

两个半滑舌鳎野生群体于２００７年分别采自渤海和黄海，渤海群体（ＢＳ）共７０尾；黄海群体（ＹＳ）共６１尾，

９１
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体重为７２．４～２１６．９ｇ。此外，选取一个养殖群体（ＨＳ）共９３尾样品，系２００９年取自本实验室构建的半滑舌鳎

全同胞家系，体重为０．９～８．６ｇ，其雌、雄亲鱼均为捕获于黄海的野生个体。上述群体样品取其背部肌肉保存

于酒精，在－３０℃冰箱保存。

１．２　方法

１．２．１　基因组总ＤＮＡ的提取

使用酚／氯仿抽提方法提取半滑舌鳎肌肉组织的基因组 ＤＮＡ（Ｓａｍｂｒｏｏｋ犲狋犪犾．　１９８９）。利用

ＮａｎｏＶｕｅＴＭ核酸定量仪（ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ）测定样品基因组ＤＮＡ的浓度和纯度，并将其浓度稀释至１００ｎｇ／μｌ，

于－２０℃保存备用。

１．２．２　遗传性别鉴定

利用雌性特异引物ＣｓｅＦ３８２Ｎ１和ＣｓｅＦ３８２Ｃ１（Ｃｈｅｎ犲狋犪犾．　２００７），采用ＰＣＲ方法鉴定半滑舌鳎样品的

遗传性别。ＰＣＲ扩增反应的体系及程序按上述文献中的优化条件，在Ｖｅｒｉｔｉ９６ｗｅｌｌ热循环仪（ＡＢＩ）上进行。

ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳检测。扩增出３５０ｂｐ雌性特异条带的个体，判定其遗传性别为雌，反之为

雄。此外，利用另一对在雌、雄个体均可扩增出特异性条带的引物检验上述结果的准确性（未发表）。

１．２．３　引物设计及微卫星分析

如表１所示，在半滑舌鳎ＧＨ、ＧＨＲＨ及ＰＡＣＡＰ基因启动子及内含子区域发现７个微卫星多态性位点，

在其两端保守区设计引物用于微卫星片段的扩增。ＰＣＲ扩增反应体系１５μｌ，包括０．３Ｕ犜犪狇酶（Ｐｒｏｍｅｇａ），

２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１．２μｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．２μｌ，１０×犜犪狇Ｂｕｆｆｅｒ１．５μｌ，２０μｍｏｌ／Ｌ的引物各０．６μｌ，模

板ＤＮＡ０．５μｌ，最后加灭菌ｄｄＨ２Ｏ补至１５μｌ。反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５５℃复性４５ｓ，

７２℃延伸４５ｓ，共３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物中加入等体积的甲酰胺变性剂，９５℃变性

１０ｍｉｎ，随后进行６％聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，银染后扫描保存图像。

１．２．４　数据分析

对照ＤＮＡ片段长度标准ｐＢＲ３２２／犕狊狆Ｉ（Ｔｉａｎｇｅｎ，北京）确定每个个体的基因型。使用 Ｇｅｎｅｐｏｐ４．０

（Ｒｏｕｓｓｅｔ犲狋犪犾．　２００８）统计各群体的等位基因数（Ａ）和基因丰富度（ＲＳ），计算各群体的表观杂合度（犎Ｏ）、

期望杂合度（犎Ｅ）和多态信息含量（ＰＩＣ），进行“哈迪·温伯格”（ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ）平衡测试和成对标记间连

锁不平衡检验，并利用“ｅｘａｃｔＧｔｅｓｔ”分别检测半滑舌鳎各群体内雌雄个体组之间等位基因分布和双倍体基

因型分布的差异；使用顺序Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法（ＳｅｑｕｅｎｔｉａｌＢｏｎｆｅｒｒｏｎｉｍｅｔｈｏｄ）（Ｒｉｃｅ犲狋犪犾．　１９８９）校正本研究中所

有多元统计的犘值；使用软件Ａｒｌｅｑｕｉｎ３．５（Ｅｘｃｏｆｆｉｅｒ犲狋犪犾．　２０１０）计算各群体间的固定指数（犉ＳＴ）（Ｗｅｉｒ犲狋

犪犾．　１９８４）。使用软件Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ２．３．３探索种群遗传结构并进行个体分配分析（Ｐｒｉｔｃｈａｒｄ犲狋犪犾．　２０００）。

２　结果与分析

２．１　群体的遗传多样性

本研究选取的７个微卫星位点均位于生长轴神经内分泌因子基因组序列中，其在基因中的具体位置见表１。

利用这些在基因启动子和内含子区域中检测到的微卫星位点分析半滑舌鳎野生群体和养殖群体的遗传多样

性。７个位点中，有３个位点在３个群体中均呈单态，其余４个位点（ＧＨＳＳＲ１、ＧＨＳＳＲ２、ＧＨＲＨＳＳＲ２和

ＰＡＣＡＰＳＳＲ）均显示出了不同水平的多态性。其中，ＧＨＳＳＲ１位点的多态性最高。４个多态性微卫星位点中

共检测到６０个等位基因，ＧＨＳＳＲ１位点检测到的等位基因最多，为３７个；而ＰＡＣＡＰＳＳＲ检测到的等位基因

最少，仅为５个等位基因。

如表２所示，４个位点在３个群体中的等位基因数（Ａ）的范围为２～３７，平均等位基因数为９．５；有效等位

基因数范围为２～２８．９，平均有效等位基因数为８．４。所有位点的有效等位基因数均小于或等于观察到的等位

基因数。此外，观测杂合度（犎Ｏ）的范围为０．４２７０～０．８８５２，平均值为０．６０８６；期望杂合度（犎Ｅ）的范围为

０．５０２３～０．９６９４，平均值为０．６７１９。各位点的平均多态信息含量（ＰＩＣ）的范围为０．３７４７～０．９６０１，平均值

０２
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为０．６０２８。根据Ｂｏｓｔｅｉｎ等（１９８０）的分类标准，ＰＡＣＡＰＳＳＲ位点属于中度多态位点（０．２５＜ＰＩＣ＜０．５），

而其余３个位点均为高度多态位点（ＰＩＣ＞０．５）。各位点在野生群体中的Ａ、ＲＳ、Ｈ犗、Ｈ犈和ＰＩＣ均高于养殖群

体。ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡检验结果表明，ＧＨＳＳＲ１、ＧＨＲＨＳＳＲ２和ＰＡＣＡＰＳＳＲ３个位点在养殖群体中的

犘值均小于０．０１２５，说明在养殖群体中上述３个位点显著偏离“哈迪·温伯格”平衡，而４个多态性位点在野

生群体中均通过“哈迪·温伯格”平衡检测。

表１　７对微卫星引物的序列及退火温度

Ｔａｂｌｅ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｔｈｅｉｒｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｓｅｖｅｎｐａｉｒｓｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｐｒｉｍｅｒｓ

微卫星位点

Ｌｏｃｕｓ

重复序列

Ｒｅｐｅａｔ

ｍｏｔｉｆ

基因

Ｇｅｎｅ

位置

Ｌｏｃａｔｉｏｎ

退火温度（℃）

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

引物序列

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）

ＧＨＳＳＲ１ （ＴＡＧＡ）３０ ＧＨ 第二内含子 ５５
Ｆ：ＴＴＴＡＴＴＴＴＡＣＡＴＴＡＧＣＴＧＡＧＡＣ

Ｒ：ＧＴＧＣＴＧＡＴＧＴＧＡＡＣＴＴＧＴＡＴ

ＧＨＳＳＲ１ （ＴＧ）１２
ＧＨ

第二内含子 ５５
Ｆ：ＡＣＡＴＡＣＡＡＧＴＴＣＡＣＡＴＣＡＧＣＡＣ

Ｒ：ＴＴＧＴＴＧＴＣＧＧＧＧＡＴＧＡＴＡ

ＧＨＲＨＳＳＲ１ （ＡＴ）５ ＧＨＲＨ 启动子区 ５３
Ｆ：ＴＧＴＡＴＧＣＣＴＡＡＴＴＡＴＣＣＴＡＡＴ

Ｒ：ＧＴＣＧＴＡＡＣＴＧＡＴＧＴＣＴＴＴＴＴＣ

ＧＨＲＨＳＳＲ２ （ＡＧ）１２ ＧＨＲＨ 启动子区 ５３
Ｆ：ＡＧＴＡＡＡＴＡＧＴＴＣＡＣＡＧＧＣＡＴＡＡ

Ｒ：ＴＡＧＴＣＡＣＴＣＣＣＡＣＡＴＣＡＣＡＴ

ＧＨＲＨＳＳＲ３ （ＴＣ）５ ＧＨＲＨ 第一内含子 ５５
Ｆ：ＣＣＴＴＣＴＡＡＴＣＣＴＣＴＣＴＡＴＴＴＣＣＣ

Ｒ：ＡＡＧＡＣＡＧＡＧＴＧＡＴＧＡＡＧＡＣＡＡＣＣ

ＧＨＲＨＳＳＲ４ （ＧＡ）７
ＧＨＲＨ

第二内含子 ５０
Ｆ：ＴＴＴＣＡＴＡＡＣＣＴＴＣＡＣＡＡＡＴＣＡ

Ｒ：ＡＡＴＧＴＣＡＣＴＣＴＧＧＴＡＣＡＧＣＡＣ

ＰＡＣＡＰＳＳＲ （ＡＴＴ）６
ＰＡＣＡＰ

第三内含子 ５５
Ｆ：ＡＴＧＡＣＡＧＴＴＣＧＴＧＣＡＧＧＧＴＡ

Ｒ：ＴＣＡＣＧＣＣＡＣＣＡＡＡＣＡＡＣＡ

２．２　群体间的遗传分歧

计算各个群体对之间的犉ＳＴ值并对其进行显著性检验（表３）。结果表明，渤海和黄海群体间不存在显著性

遗传差异（犘＝０．８３３），而养殖群体与渤海、黄海群体间均存在显著性遗传差异（犘＜０．００１），并且差异的程度

都很高（ＨＳ和ＢＳ间犉ＳＴ＝０．２４０８，ＨＳ和 ＹＳ间犉ＳＴ＝０．２５５４）。

２．３　个体分配分析

由半滑舌鳎各群体的个体分配图（图１）和个体分配表（表４）的结果可见，将种群数（Ｋ）设定为２时，两个

野生群体和养殖群体的分配图谱存在明显的差异，而渤海和黄海野生群体之间不存在明显的差异。这一结果

表明，两个野生群体之间没有显著的遗传差异，可以将其聚类为一个种群。

２．４　雌雄差异分析

遗传性别鉴定结果显示，７０尾渤海野生群体样品中有４２尾为雌性，６１尾黄海野生群体样品中有４２尾为

雌性，９３尾养殖群体样品中有５４尾为雌性。根据上述性别鉴定结果，人为地将３个群体各自划分为雌、雄两

组，并利用“ｅｘａｃｔＧｔｅｓｔ”对每个群体两组数据的等位基因及双倍体基因型分布进行了差异分析。结果如表５

所示，基于等位基因分布的差异分析的犘值范围在０．０６７４～１．００００之间，而基于双倍体基因型分布的犘值

１２
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范围在０．０５８６～１．００００之间，均未达到差异显著性分析中犘＞０．０５的标准。因此，４个微卫星多态性位点在

３个群体的雌雄性别间均不存在显著差异。

表２　４个微卫星位点在３个半滑舌鳎群体中的分析结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｏｕｒｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉｉｎｔｈｒｅｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆ犆狔狀狅犵犾狅狊狊犲犪狊狊犲犿犻犾犪犮狏犻狊

微卫星位点

Ｌｏｃｕｓ

群体

Ｓａｍｐｌｅ
Ｎ Ａ ＲＳ Ｈ犗 Ｈ犈 ＰＩＣ 犘

ＧＨＳＳＲ１

ＢＳ ７０ ３７ ２８．９ ０．８８５２ ０．９６９４ ０．９６０１ ０．０１９６

ＹＳ ６１ ２８ ２８．０ ０．８２７６ ０．９６５５ ０．９４６５ ０．０３３８

ＨＳ ９３ ３ ３．０ ０．６０８７ ０．６６６５ ０．５８７７ ０．００００

平均Ａｖｅｒａｇｅ ２３ ２０．０ ０．７７３８ ０．８６７１ ０．８３１４

ＧＨＳＳＲ２

ＢＳ ７０ ６ ５．８ ０．６６００ ０．６８６７ ０．６２９５ ０．３０３８

ＹＳ ６１ ６ ５．７ ０．４５６５ ０．６０８２ ０．５２６３ ０．１０１７

ＨＳ ９３ ２ ２．０ ０．４２７０ ０．５０２３ ０．３７４７ ０．２０３８

平均Ａｖｅｒａｇｅ ５ ４．５ ０．５１４５ ０．５９９１ ０．５１０２

ＧＨＲＨＳＳＲ２

ＢＳ ７０ ９ ６．８ ０．７５００ ０．６７４９ ０．６０９６ ０．２１９２

ＹＳ ６１ ７ ５．７ ０．６４７１ ０．６６２８ ０．６０２８ ０．７２３５

ＨＳ ９３ ４ ３．６ ０．４２８６ ０．６１９３ ０．５４７９ ０．００００

平均Ａｖｅｒａｇｅ ７ ５．４ ０．６０８６ ０．６５２３ ０．５８６８

ＰＡＣＡＰＳＳＲ

ＢＳ ７０ ５ ４．８ ０．６５５７ ０．６０３７ ０．５２０２ ０．０３５７

ＹＳ ６１ ４ ３．９ ０．５２５０ ０．５７５０ ０．４７４１ ０．３１２３

ＨＳ ９３ ３ ３．０ ０．４３１２ ０．５２８２ ０．４５４５ ０．００２１

平均Ａｖｅｒａｇｅ ４ ３．９ ０．５３７３ ０．５６９０ ０．４８２９

　　注：Ｎ表示样本量，Ａ表示等位基因数，ＲＳ表示等位基因丰富度，Ｎ犈表示有效等位基因数，Ｈ犗表示表观测杂合度，Ｈ犈表示期望杂合度，ＰＩＣ

表示多态信息含量，犘表示 “哈迪温伯格平衡”检验犘值（校正犘值 ＝０．０１２５）， 表示位点背离“哈迪温伯格平衡”

３　讨论

３．１　生长轴神经内分泌因子基因序列的多态性

鱼类ＧＨ基因的非编码区存在丰富的多态性，而其编码区具有较高的同源性。Ｇｒｏｓｓ等（１９９５）首先在鲑

科鱼类中检测到ＧＨ基因多态性，随后又在淡水鱼类欧白鱼犃犫狉犪犿犻狊犫狉犪犿犪中检测到多态性（Ｇｒｏｓｓ犲狋犪犾．　

１９９６）。有报道，ＧＨ基因可作为候选基因并已实际应用于遗传变异与多种生长数量性状间的相关性研究（Ｄｅ

Ｓａｎｔｉｓ犲狋犪犾．　２００７）。

在鱼类中，ＧＨ及其相关基因的ＤＮＡ多态性被指与体重等生长性状相关。Ｋａｎｇ等（２００２）选取了６０尾的

褐牙鲆养殖群体样品，并根据体重将其分为３组，比较分析了其ＧＨ基因结构，发现在不同组别间ＧＨ基因在

单倍型和基因型频率存在显著的异质性。此外，ＧＨＲＨ多态性是影响菜牛产量的一种重要遗传因子（Ｃｈｅｏｎｇ

犲狋犪犾．　２００６），并与猪平均日增重和脂肪厚度具有相关性。国内有关于鱼类ＧＨ基因微卫星多态性的研究报

道较少。刘　峰等（２００９）对３种鳜属主要经济鱼类的ＧＨ基因进行了序列长度及微卫星多态性检测，并进一

步确认了基因差异与生长性状之间存在联系。上述研究进一步证实了ＧＨ及其相关基因多态性在生长性状

相关研究及标记辅助选育中的潜在功能（Ｆｒａｎｃｏ犲狋犪犾．　２００５）。

２２
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表３　半滑舌鳎３个群体两两间犉犛犜值（对角线下）

和对应的显著性检验犘值（对角线上）

Ｔａｂｌｅ３　犉ＳＴｖａｌｕｅｓ（ｔｈｅｂｅｌｏｗｄｉａｇｏｎａｌ）ａｎｄ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ犘ｖａｌｕｅｓ（ｔｈｅｕｐｐｅｒｄｉａｇｏｎａｌ）ｆｏｒｔｈｅｐａｉｒｗｉｓｅ

ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｏｆ犆．狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ＨＳ ＢＳ ＹＳ

ＨＳ － ＜０．００１ ＜０．００１

ＢＳ ０．２４０８ － ０．８３３３

ＹＳ ０．２５５４ ０．００１８ －

　　　　注：表示群体间的差异极显著

　　　　Ｎｏｔｅ：ｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

表４　半滑舌鳎３个群体在两个假设种群（犓＝２）中的个体分配百分比

Ｔａｂｌｅ４　Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆｔｈｒｅｅ犆．狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊

ｓｏｌｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｉｎｔｗｏｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

假定种群１

Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ１（％）

假定种群２

Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ２（％）

样本量

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

ＢＳ ０．０１１ ０．９８９ ７０

ＹＳ ０．０１７ ０．９８３ ６１

ＨＳ ０．９８２ ０．０１８ ９３

３．２　基于生长相关基因微卫星位点的群体遗

传结构分析

　　迄今，已从半滑舌鳎ＲＡＰＤ扩增产物、ｃＤ

ＮＡ文库中筛选出大量微卫星位点（Ｌｉｕ犲狋犪犾．

２００８ａ；Ｓｈａ犲狋犪犾．　２０１０）。此 外，Ｌｉａｏ 等

（２００７）从半滑舌鳎基因组（ＧＴ）ｎ微卫星富集文

库中获得５７个微卫星位点并从中开发出１７个

多态性标记。Ｚｈｏｎｇ等（２００９）开发了１２个微

卫星标记并在测试群体中对这些标记的种群遗

传学属性进行了检测。结果表明，这些标记可

以应用于种群遗传结构分析。尽管已获得大量

微卫星标记，但利用这些微卫星位点分析半滑

舌鳎种群遗传结构的研究却鲜有报道，仅见

徐营等（２０１１）利用微卫星标记分析半滑舌鳎养

殖群体和减数分裂雌核发育群体的遗传多样

性。

养殖群体由于有效群体大小的减小导致等

位基因缺失，因而表现出较低的遗传多样性

（Ｎｏｒｒｉｓ犲狋犪犾．　１９９９）。Ｌｉｕ等（２００８ｂ）利用

ＩＳＳＲ技术比较了半滑舌鳎４个野生群体（莱

州、威海、日照和青岛）和１个养殖群体的遗传

多样性。结果显示，养殖群体具有最低的遗传多样性水平，并且在４个野生群体中，两两群体之间大多存在显

著的差异（Ｌｉｕ犲狋犪犾．　２００８ｂ）。本研究对ＰＡＣＡＰ、ＧＨＲＨ和ＧＨ３个基因中获得的微卫星位点多态性的分析

结果表明，在所有的位点中野生群体与从全同胞家系中采集的养殖群体相比，均具有较高的遗传多样性水平。

尽管在野生群体和养殖群体之间存在显著的遗传差异，但野生群体之间未见显著的遗传差异。本研究选取渤

海、黄海两个半滑舌鳎主要地理分布群体及一个养殖群体，保证每个群体足够的样本量，确保研究结果具有代

表性和可信性。上述研究结果进一步补充了利用微卫星技术分析半滑舌鳎种群遗传结构的研究资料。

表５　半滑舌鳎群体内雌雄个体组间等位基因分布和双倍体基因型分布的差异检测

Ｔａｂｌｅ５　犘ｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｆｅｍａｌｅａｎｄｍａｌｅ犆．狊犲犿犻犾犪犲狏犻狊ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆａｌｌｅｌｅｓａｎｄｄｉｐｌｏｉｄｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

雌雄差异分析的犘值

犘ｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｆｅｍａｌｅａｎｄｍａｌｅ

ＧＨＳＳＲ１ ＧＨＳＳＲ２ ＧＨＲＨＳＳＲ２ ＰＡＣＡＰＳＳＲ Ｇｌｏｂａｌ

等位基因分布

Ａｌｌｅｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

ＢＳ ０．５１１３ ０．６２４７ ０．０６７４ ０．１４８３ ０．１７５７

ＹＳ ０．２０６６ ０．７８８８ ０．６２４９ ０．２８５６ ０．５３０６

ＨＳ ０．１６７１ １．００００ ０．１６４２ ０．８０６２ ０．１６５７

双倍体基因型分布

Ｄｉｐｌｏｉｄｇｅｎｏｔｙｐｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

ＢＳ ０．６０９６ ０．６３３７ ０．０５８６ ０．１７０８ ０．１９５９

ＹＳ Ｎ／Ａ ０．８１２７ ０．６３２６ ０．３５０２ ０．７５５３

ＨＳ ０．２１７４ １．００００ ０．０８２１ ０．７４９３ ０．２１６８

３２
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图１　半滑舌鳎３个群体的个体分配概率（犓＝２）

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｔｈａｔａｎｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｂｅｌｏｎｇｓ

ｔｏｏｎｅｏｆｔｗｏｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

３．３　基于生长相关基因微卫星位点的性别关联分析

有研究表明，在鲑鱼中发现了雄性特异的ＧＨ基

因和假基因（Ｄｕ犲狋犪犾．　１９９３；Ｄｅｖｌｉｎ犲狋犪犾．　２００１）。

此外，在红点鲑和尼罗罗非鱼中均检测到与性别连锁

的微卫星标记（Ｓｔｅｉｎ犲狋犪犾．１９９３；Ｌｅｅ犲狋犪犾．　２００１）。

本研究分析了生长轴相关基因的微卫星多态性在性别

之间的差异，结果表明，在检测的半滑舌鳎３个群体的

雌雄个体之间没有显著的遗传差异，即ＧＨ及相关基

因的微卫星多态性与性别无显著相关性。迄今为止，未见生长相关基因的微卫星多态性与性别相关的报道。

为了验证在半滑舌鳎ＧＨ、ＧＨＲＨ和ＰＡＣＡＰ基因中检测到的多态性微卫星位点是否与性别存在关联，

本研究选取了两个主要地理分布群体及一个养殖群体进行多态性分析，以期探讨雌雄性别间的多态性差异，获

得与性别相关的微卫星标记，但并未获得预期结果。推测其原因，可能是由于本研究利用特异性分子标记鉴定

遗传性别，而在半滑舌鳎发育过程中，其性别决定除了受遗传因素影响外，还受到温度等各种外部环境因素及

种群内部因素的影响。即具有雌性特异标记的个体也可发育为雄性表型（邓思平等　２００７）。因此，这种性别

表型的变化对核苷酸多态性的雌雄差异分析造成了一定的影响。但本研究对研究半滑舌鳎的生长的性别二态

性的调控机制仍具有重要的意义，另外，得到的微卫星标记也可作为检验半滑舌鳎种群遗传结构的有效标记。

ＧＨ相关基因在鱼类生长调控中具有重要作用。此外，Ａｌｍｕｌｙ等（２００８）发现ＧＨ基因第一内含子中的小

卫星位点在调控ＧＨ基因表达方面发挥了重要的作用。因此，进一步开展ＧＨ及相关基因微卫星多态性与生

长性状的相关性研究，并分析这些微卫星位点在基因表达调控中的作用，对于从种群水平探讨雌、雄半滑舌鳎

生长速度差异悬殊的特殊发育模式具有十分重要的作用。
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