
第 46卷    第 2期 海  洋  与  湖  沼 Vol.46, No.2 
2 0 1 5 年 3 月 OCEANOLOGIA  ET  LIMNOLOGIA  SINICA Mar., 2015 

                                            

* 国家自然科学基金项目, 31372519号; 湖南省高校创新平台基金项目, 13K103号; 环洞庭湖水产健康养殖与加工湖南省重
点实验室项目, 2013—2014; 湖南省高校科技创新团队支持计划, 2011—2014。刘良国, E-mail: llg1818@126.com 

① 通讯作者: 杨品红, 教授, E-mail: yph588@163.com 
收稿日期: 2014-10-09, 收修改稿日期: 2014-11-12 

洞庭青鲫(Carassius auratus var. Dongtingking) 
与三个鲫品系群体遗传多样性的 ISSR分析* 

刘良国  杨品红①  谢春华  王晓艳  徐黎明 
(湖南省水产高效健康生产协同创新中心  动物学湖南省高校重点实验室  湖南文理学院生命科学学院  常德  415000) 

摘要    采用 ISSR分子标记技术, 对洞庭青鲫(Carassius auratus var. Dongtingking)、野生二倍体和
三倍体鲫(C. auratus)、彭泽鲫(C. auratus var. Pengze)4个鲫品系群体共 120个个体的遗传多样性进行
分析。9 个 ISSR引物在四个鲫品系群体中共获得 1637 个扩增位点, 其中多态位点 1572 个, 多态位
点比例为 96.03%。 4个鲫品系群体内的多态位点比例分别为 46.14%、65.40%、73.76%和 51.94%, 遗
传距离分别为 0.0905、0.1186、0.1351和 0.1056。在 4个鲫品系群体之间, 洞庭青鲫与彭泽鲫的遗传
距离最小(0.1191), 二倍体鲫和三倍体鲫的遗传距离次之(0.1336), 而洞庭青鲫、彭泽鲫与二倍体鲫的
遗传距离(分别为 0.1377、0.1367)略小于它们与三倍体鲫的遗传距离(均为 0.1378)。UPGMA 聚类结
果为洞庭青鲫与彭泽鲫聚成一个分支, 二倍体鲫与三倍体鲫聚成另一个分支。 结果表明, 洞庭青
鲫、彭泽鲫等养殖群体内的遗传多样性明显低于野生鲫群体; 四个鲫品系中, 洞庭青鲫与彭泽鲫的
亲缘关系较近, 二倍体鲫与三倍体鲫的亲缘关系较近, 推测洞庭青鲫、彭泽鲫、三倍体鲫均起源于二
倍体鲫。二倍体洞庭青鲫和二倍体野生鲫资源的保护必须引起重视。 
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洞庭青鲫(Dongtingking crucian carp, Carassius 
auratus var. Dongtingking, 暂命名)是近年来在洞庭
湖区澧水北民湖水域发现的天然二倍体鲫鱼(2N=100)
新品系(杨品红等, 2005a)。因其具有生长速度快、养
殖产量高、抗逆性强、原汁原味等综合性状优势, 深
受广大渔农和消费者青睐 , 具有极为广阔的生产应
用前景。在前期的工作中, 作者从形态特征、染色体
组型、生殖方式等方面对洞庭青鲫进行了研究(杨品
红等, 2005b, 2007; 吴珊等, 2006), 初步证实洞庭青
鲫是一个具有两性繁殖方式、形态性状和染色体数目

稳定的二倍体(2N=100)鲫鱼品系。与已报道的众多鲫
品系相比较, 洞庭青鲫与 2 个鲫品系性状较为相似: 
一是彭泽鲫, 二是普通的野鲫。彭泽鲫原产于江西省
彭泽县丁家湖、芳湖和太白湖等天然水域, 最初江西

省水产研究所认为彭泽鲫也是二倍体(2N=100)两性
生殖鱼类(傅永进, 1996), 但随后报道的彭泽鲫均为
染色体数目在 150 条左右的雌核发育鱼(Zhou et al, 
2002; 刘良国等, 2004)。洞庭青鲫与最初报道的彭泽
鲫一样, 也是行两性生殖方式的二倍体鲫鱼种群。另
外 , 作者对洞庭湖区普通野鲫的染色体组型进行研
究, 结果表明在洞庭湖区同时存在染色体数为 100和
150±而且在形态上无法区分的两种倍性野鲫群体
(刘良国等, 2012)。因此, 从洞庭青鲫的来源和染色体
倍性上看 , 它又与洞庭湖区的野鲫具有一定的相似
性。为了进一步了解洞庭青鲫这一新型鲫鱼品系的遗

传结构特征, 揭示不同鲫品系之间的遗传关系, 有必
要从分子生物学的角度对洞庭青鲫和三个与之性状

较为相似的彭泽鲫(C. auratus var. Pengze)、野生二倍
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体和三倍体鲫进行比较分析。 
ISSR (inter-simple sequence repeat, 单一的序列

重复区间)分子标记是在 SSR 标记基础上发展起来的
一种实验技术 (Zietikiewicz et al, 1994), 它结合了
SSR和 RAPD技术的优点, 具有模板需要量少、多态
性丰富、实验成本低、操作简单、实验稳定性较高等

优点, 现已广泛应用于物种的种质鉴定、亲缘关系的
分析、遗传多样性与进化等研究领域(Kojima et al, 
1998; Reddy et al, 2002; Jian et al, 2004; Ai et al, 
2006)。本实验采用 ISSR分子标记技术, 分析了洞庭
青鲫种群与其它鲫品系的分子遗传多样性 , 对于探
讨鲫鱼乃至脊椎动物多倍体的起源与进化机制具有

一定的理论意义 , 同时对二倍体洞庭青鲫种质资源
的保护及育种实践、养殖发展也具有指导意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
本实验所用洞庭青鲫(F6)和彭泽鲫取自大湖股份

湖南省水产工程技术研究中心实验基地 , 所用二倍
体和三倍体野鲫采自洞庭湖区的沅水和澧水水域。在

通过肾细胞染色体活体制片方法 , 确定不同鲫品系
的染色体倍性后, 每个鲫品系各取样 30 尾, 分别剪
其背部肌肉用 95%乙醇保存备用。 
1.2  基因组 DNA提取 

取 1.0g肌肉提取基因组 DNA, 参照常规的酚-氯
仿抽提程序进行。提取后的 DNA用 0.8%琼脂糖凝胶
电泳检测其质量 , 用紫外分光光度计估算浓度和纯
度, 调整浓度至 40ng/μL, 4°C保存备用。 
1.3  ISSR-PCR扩增 

采用加拿大 British Columbia大学公布的 ISSR引
物序列 , 由北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司合
成。PCR 反应体系为 25μL, 其中 40ng/μL DNA 模
板 2.0μL, 10μmol/L ISSR 引物 1.0μL, 2.5 mmol/L 
dNTPs 2.5μL, 10× PCR buffer 2.5μL, Taq DNA 
polymease 1.0μL (1U/μL), ddH2O 16μL。PCR扩增程序
为: 95°C 5 min, 接着 95°C 30 s, 52°C 45 s, 72°C 2 min, 
共 45个循环, 最后 72°C 10 min。扩增产物在 4%的
变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳(50 W恒功率 2.5 h), ABI 
PRISM 377测序仪扫描, 得到电泳图。并以 50—1000 
bp标准分子质量进行对照。 
1.4  数据统计 

用 GENESCAN3.1 软件打开由 ABI PRISM 377
测序仪扫描得到的电泳图, 对胶图进行数据提取, 得

到各片段大小的结果 , 导出结果并将结果保存为
XLS格式, 对 EXCEL表内数值进行 0/1赋值记带, 形
成由“l”和“0”组成的原始二元数据矩阵。 

根据 Apostol 等(1996)的假设, 将每个条带视为
一个位点进行多态分析, 多态位点比例(P) = 多态位
点数/总位点数×100%。由 Lynch(1990)的方法计算群
体内、群体间的遗传相似指数和遗传距离: 两个体间
的遗传相似指数 Sxy = 2Nxy / (Nx + Ny), 其中 Nxy表示

个体 x和 y之间共有的 DNA扩增片段数, Nx和 Ny分

别是个体 x 和 y 的 DNA 扩增片段数。群体内的遗传
相似指数 S 为群体内所有的两个体间遗传相似指数
的平均值, 群体内的遗传距离 D = 1－S; 群体间的遗
传相似指数 Sij为群体 i和群体 j中所有随机配对的两
个体间遗传相似指数的平均值 , 群体间的遗传距离
Dij = 1–Sij。 
1.5  聚类分析 

根据各样本之间的遗传距离, 用 MEGA4软件包
中的 UPGMA (unweighted pair-group methods with 
arithmetic means)方法进行聚类分析。 

2  结果 

2.1  ISSR-PCR扩增结果 
从 96个 ISSR引物中, 筛选出扩增结果稳定、多

态型高、重复性好的引物 9个。9个引物在四个鲫品
系群体中共检测到 1637 个扩增位点 , 片段大小在  
75—1000 bp 之间, 每个引物检测出的位点数 141—
232 个不等(图 1)。在 1637 个扩增位点中, 多态位点
数 1572 个, 多态位点比例 96.03%, 不同引物扩增出
的多态位点比例均在 90%以上(表 1), 表现出丰富的
多态性。 
2.2  群体内的遗传多样性 

对四个鲫品系群体内的扩增条带(位点)进行统
计分析 , 得到四个鲫品系群体的多态位点比例和遗
传距离(表 2)。从多态位点比例和遗传距离数据指标
来看 , 洞庭青鲫群体明显低于二倍体鲫和三倍体鲫
两个群体 (P<0.05), 而与彭泽鲫群体的差异不显著
(P>0.05)。表明洞庭青鲫、彭泽鲫等选育养殖群体的
遗传多样性明显低于野生鲫群体。而在野生鲫群体中, 
又以三倍体鲫群体的遗传多样性最高。 
2.3  群体间的遗传相似系数与遗传距离 

四个鲫品系群体间的遗传相似系数和遗传距离

见表 3。计算结果表明, 四个群体之间的平均遗传相
似系数在 0.8622—0.8809, 平均遗传距离为 0.1191— 
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图 1  引物(GA)8YT和(CTTCA)3对四个鲫品系群体的 ISSR扩增图谱 
Fig.1  The ISSR amplified results for the population of 4 strains of crucian carp by the primer (AG)8YT and (CTTCA)3 

M. ROX1000 Ladder marker; 1—7. 洞庭青鲫; 8—14. 二倍体野鲫; 15—21. 三倍体野鲫; 22—28. 彭泽鲫 

 
0.1378。其中洞庭青鲫与彭泽鲫的遗传相似系数最高
(0.8809), 遗传距离最小(0.1191); 而二者与三倍体鲫
的遗传相似系数最小(均为 0.8622), 遗传距离最远(均
为 0.1378)。 
2.4  聚类分析 

根据四个鲫品系群体间的遗传距离数据 , 采用
MEGA 4 软件包中的 UPGMA 方法进行聚类分析, 
得到四个鲫品系群体的 UPGMA 分支树状图(图 2), 
结果为洞庭青鲫与彭泽鲫聚成一个分支 , 二倍体鲫
与三倍体鲫聚成一个分支 , 然后两个分支再聚合在

一起。 

3  讨论 

3.1  ISSR分子标记技术在不同鲫品系遗传多样性研
究中的应用 
采用 ISSR 分子标记对种群遗传多样性进行分析

时, 由于 ISSR 引物可以与整个基因组内多个位点进
行杂交, 因此可以获得大量的遗传信息, 在同一物种
内的不同品系或群体的遗传多样性研究中 , 是一种
非常有效的手段(Kol et al, 2007)。鲫(C. auratus)是一 
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表 1  ISSR 引物在四个鲫品系群体中检测的多态位点数

及多态位点比例 
Tab.1  Number of polymorphic loci and the percentage in the 
population of the 4 strains of crucian carp with a single primer 

by ISSR analysis 

引物 总位点数 多态位点数 多态位点比例(%)

(AG)8T 227 218 96.03 

(AG)8C 160 153 95.63 

(AG)8G 154 148 96.10 

(GA)8T 195 190 97.44 

(AG)8YA 149 139 93.29 

(GA)8YT 195 193 98.97 

(CTTCA)3 232 217 93.53 

(GGAGA)3 184 180 97.83 

VDV(CT)7 141 134 95.04 

合计 1637 1572 96.03(平均) 

Y = (C, T); D = (A, G, T); V = (A, C, G) 

个分布广泛、适应性强、多样性高、遗传背景复杂的

类群(肖俊等, 2010), 采用 ISSR分子标记技术对不同
鲫种群的遗传多样性研究已有报道: 如 Liu 等(2009)
利用 12个 ISSR引物对异源四倍体鲫鲤及其原始亲本
红鲫和鲤鱼群体进行分析 , 高丽霞等(2011)用 8 个
ISSR 引物对淇河鲫和两个野生鲫鱼群体进行扩增 , 
均检测出非常丰富的遗传多样性。 

本实验采用 9个 ISSR引物对四个鲫品系群体进
行扩增, 在四个鲫品系群体中, 平均每个 ISSR 引物
扩增的位点数为 182, 多态位点为 175。9个 ISSR引
物共扩增出 1637 个条带, 其中单态位点只有 65 个, 
其余 1572个为多态位点, 多态位点比例高达 96.03%, 
高于 Zhou 等(2000)用 RAPD 技术研究银鲫、刘良国
等(2008)用 RAPD 技术研究彭泽鲫的结果, 也高于 

表 2  四个鲫品系群体内的遗传多样性 
Tab.2  The genetic diversities within the population of 4 strains of crucian carp 

群体 洞庭青鲫 二倍体鲫 三倍体鲫 彭泽鲫 

总位点数 661 740 785 695 

多态位点数 305 484 579 361 

多态位点比例(%) 46.14 65.40 73.76 51.94 

遗传距离 0.0905 ± 0.0100 0.1186 ± 0.0228 0.1351 ± 0.0123 0.1056 ± 0.0178 

表 3  四个鲫品系群体间的遗传相似系数(对角线上方)和遗传距离(对角线下方) 
Tab.3  The genetic similarities (above diagonal) and genetic distances (below diagonal) among the 4 strains of crucian carp 

群体 洞庭青鲫 二倍体鲫 三倍体鲫 彭泽鲫 

洞庭青鲫 — 0.8623 ± 0.0046 0.8622 ± 0.0057 0.8809 ± 0.0178 

二倍体鲫 0.1377 ± 0.0046 — 0.8664 ± 0.0140 0.8633 ± 0.0049 

三倍体鲫 0.1378 ± 0.0057 0.1336 ± 0.0140 — 0.8622 ± 0.0057 

彭泽鲫 0.1191 ± 0.0178 0.1367 ± 0.0049 0.1378 ± 0.0060 — 

 

 

图 2  四个鲫品系群体的 UPGMA聚类图 
Fig.2  UPGMA dendrogram for the 4 strains of crucian carp 

1. 洞庭青鲫, 2. 二倍体鲫, 3. 三倍体鲫, 4. 彭泽鲫 

 
Liu等(2009)、高丽霞等(2011)用琼脂糖凝胶电泳和紫
外光检测淇河鲫、野鲫和红鲫的 ISSR 研究结果。本
实验结果表明 , 在对不同鲫品系群体进行遗传多样
性分析时, 采用 ISSR 技术比 RAPD 技术更为高效, 
更能揭示它们之间的遗传差异 , 这与两种标记的检
测位点不同有关, RAPD 标记是对生物基因组的随机

选择扩增, 而 ISSR 标记是检测基因组内广泛存在的
微卫星 DNA片段和间隔区 DNA (Mattioni et al, 2002); 
同时 , 扩增片段的不同电泳检测方法也直接影响到
遗传多样性结果。本实验的 ISSR 扩增片段是在 4%
的变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳后 , 再采用 ABI 
PRISM 377 自动测序仪对胶图上的条带进行扫描检
测(可以检测出两个碱基差异大小的片段), 与琼脂糖
凝胶电泳和普通的紫外光电泳检测相比 , 检测出的
基因片段数目更多、多态性更为丰富。综上所述, 采
用本实验方法 , 能够更加高效地对同为一个物种的
不同鲫品系群体遗传多样性进行检测。 
3.2  不同鲫品系群体的遗传关系和资源保护 

洞庭青鲫是从天然水域中选育的二倍体鲫鱼新

品系, 经过连续 7 代的人工选育, 其遗传性状已趋于
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稳定。从表 2 可见, 在四个鲫品系群体中, 洞庭青鲫
群体内的多态位点比例、遗传距离值均为最低, 说明
了其遗传性状的相对稳定。彭泽鲫也是人工养殖的群

体, 其种群内的遗传多样性只略高于洞庭青鲫, 这可
能与其在雌核生殖的过程中 , 彭泽鲫卵子接受了少
量异源精子基因有关。与洞庭青鲫、彭泽鲫品系相比, 
野生鲫品系的遗传多样性明显偏高 , 其中三倍体鲫
的遗传多样性又高于二倍体鲫 , 这可能与野生鲫品
系采自洞庭湖水系天然水体 , 不同个体或物种之间
存在基因交流有关。笔者曾经对洞庭湖水系两种不同

倍性野鲫的数量和生殖方式进行研究 (刘良国等 , 
2012), 发现二倍体鲫所占比例(15%)远小于三倍体鲫
(85%), 认为三倍体鲫是一种行雌核发育生殖方式的
鲫, 其卵子无论是与同源还是异源精子结合, 都能产
生正常的三倍体鲫后代 ; 而二倍体鲫是行两性生殖
方式的鲫, 其卵子只有与二倍体鲫的精子结合, 才能
产生正常的二倍体后代。由于三倍体鲫在生殖过程中

存在异精雌核发育的现象, 因此, 本实验检测出三倍
体鲫的遗传多样性高于二倍体鲫。 

Thorp(1982)的研究认为 , 不同物种间的遗传相
似系数 I = 0.2—0.8 (遗传距离 D = 0.2—0.8), 同科属
群体间 I = 0.1—0.5 (D = 0.5—0.9), 同种群体间 I = 
0.8—0.97 (D = 0.03—0.2)。本实验研究表明, 四个鲫
品系群体之间的遗传相似系数在 0.8622—0.8809 (遗
传距离为 0.1191—0.1378), 符合同种群体间的遗传
相似系数范围 , 说明四个鲫品系仍然属于同一个物
种 C. auratus。四个鲫品系群体间的遗传距离和聚类
分析表明, 洞庭青鲫和彭泽鲫之间、二倍体鲫和三倍
体鲫之间的亲缘关系较近, 而洞庭青鲫、彭泽鲫与二
倍体鲫、三倍体鲫的亲缘关系相对较远。洞庭青鲫与

彭泽鲫均起源于天然水域的二倍体鲫 , 因其都具有
优良的经济生长性状而被多代人工选育 , 因而在遗
传性状上二者可能也具有较大的相似性 , 表现出亲
缘关系较近 ; 野生二倍体和三倍体鲫生活于相同的
水体, 二者在形态上很难区分, 据刘良国等(2012)报
道 , 三倍体鲫的来源可能是由于二倍体鲫因环境因
素(如温度的剧变等)产生二倍体的卵子, 这些二倍体
卵子再与正常的单倍体精子杂交形成 , 本实验得出
二者亲缘关系较近与之相符。有报道表明(沈俊宝等, 
1983; 王蕊芳等, 1988), 由于环境急变或天然杂交等
原因, 二倍体鲫可以特化成三倍体鲫, 由于三倍体鲫
行雌核发育, 具有较强的繁殖力和适应性, 因而种群
上具有较强的优势 , 这可能就是天然水域中三倍体

鲫的比例远大于二倍体鲫的原因。最初发现的二倍体

彭泽鲫现在都是行雌核发育的三倍体 , 也可能与上
述原因有关。据此推测, 二倍体洞庭青鲫一旦遭遇急
剧的环境变化 , 其中部分个体也有可能特化为行雌
核发育生殖方式的三倍体, 进一步通过人工选育, 就
有可能导致新的三倍体洞庭青鲫种群的形成和二倍

体洞庭青鲫种群的消失。因此, 自然界中, 二倍体洞
庭青鲫和二倍体野生鲫的存在就显得尤为珍贵 , 对
二倍体鲫种质资源的保护必须引起重视。 
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GENETIC DIVERSITY OF DONGTINGKING CRUCIAN CARP AND OTHER  
THREE STRAINS OF CRUCIAN CARP REVEALED BY ISSR ANALYSIS 

LIU Liang-Guo,  YANG Pin-Hong,  XIE Chun-Hua,  WANG Xiao-Yan,  XU Li-Ming 
(Collaborative Innovation Center of the Aquatic Efficient Health Production in Hunan province, Key Laboratory of Zoology in Hunan 

Higher Education, College of Life Science, Hunan University of Arts and Science, Changde 415000, China) 

Abstract    To realize the genetic diversity of different strains of Carassius auratus, inter-simple sequence repeat (ISSR) 
molecular marker was applied from the Dongtingking crucian carps, the diploid and triploid wild crucian carps, and Pengze 
crucian carps. Nine ISSR primers were used to analyze the four strains. A total of 1637 reproducible DNA fragments were 
amplified from all the 120 individuals, in which 1572 fragments were polymorphic, and the percentage of polymorphic loci 
was 96.03%. The percentages of polymorphic loci of the four strains were 46.14%, 65.40%, 73.76%, and 51.94%, and the 
genetic distances were 0.0905, 0.1186, 0.1351, and 0.1056, respectively. The shortest genetic distance (0.1191) occurred 
between Dongtingking crucian carp and Pengze crucian carp; and the longest ones were between the diploid and triploid 
crucian carp (0.1336), and between the Dongtingking crucian carp or Pengze crucian carp, and the diploid crucian carp 
(0.1377 and 0.1367, respectively) were slightly smaller than that between the Dongtingking crucian carp or Pengze crucian 
carp and the triploid crucian carp (both were 0.1378). The unweighted pair-group methods with arithmetic means (UPGMA) 
cluster analysis shows that Dongtingking crucian carp and Pengze crucian carp population gathers one group, and the 
diploid and triploid crucian carp population assembled to another. The results indicate that the genetic diversity of 
intrapopulation of the Dongtingking crucian or Pengze crucian carp was obviously lower than that of wild crucian carps. 
Among the four strains, the Dongtingking crucian carp was closely related with Pengze crucian carp, and so did the diploid 
and the triploid ones. It is speculated that the Dongtingking crucian carp, Pengze crucian carp, and triploid crucian carp 
were originated from a diploid wild crucian carp. Therefore, it is necessary to enhance conservation of the diploid 
Dongtingking crucian carp and wild crucian carp. 
Key words    Carassius auratus var. Dongtingking;  strains of crucian carp;  genetic diversity;  ISSR 
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