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基于 AFLP 分析的乌江四川裂腹鱼种群 

遗传结构及多样性研究* 
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(1. 贵州大学动物科学学院  贵州  贵阳  550025；2. 贵州大学特种水产研究所  贵州  贵阳  550025) 

摘要    本研究采用扩增片段长度多态性(AFLP)分子标记技术，以筛选出的 7 对引物，对采自贵州

乌江的 30 尾四川裂腹鱼(Schizothorax kolzovi)的遗传结构和多样性进行分析。结果显示，用 7 对引

物获得的扩增片段数为 5~73，扩增片段长度范围为 69~500 bp，共检出扩增位点 856 个。其中，多

态位点 796 个，占扩增总位点数的 92.99%。该种群含 30 个基因型，其观测等位基因数(Na)、有效

等位基因数(Ne)、Nei 多样性指数(H)、Shannon 信息指数(I)平均值分别为 1.933 6、1.338 8、0.212 2

和 0.338 7。个体之间遗传距离为 0.169 1~0.531 9，平均为 0.306 8。根据遗传距离，采用 UPGMA

法和 NJ 法得到了拓扑结构相似的 30 个个体的系统树，该系统树由 2 个分支组成。其中，个体 1

为一个分支，而其余 29 个个体聚为另一个分支。乌江四川裂腹鱼种群具有较丰富的遗传多样性。

然而，受水电站建坝、河流污染和酷渔滥捕的影响，该种群分布区已缩小，种群数量减少，处于生

态受威胁状态，需要开展对乌江四川裂腹鱼种群及种质资源的保护。  
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裂腹鱼类是原始鲃类随着青藏高原隆升而分化

形成的一个自然类群，栖息于我国青藏高原及邻近地

区的河流、湖泊(乐佩琦, 2000; 王绪祯等, 2016)。四

川裂腹鱼(Schizothorax kolzovi)分布于我国长江水系

金沙江、雅砻江和乌江上游以及珠江水系北盘江等

(伍律, 1989; 乐佩琦, 2000)。 

遗传多样性是指种内个体之间或一个群体内不

同个体的遗传变异总和。遗传多样性是进化和适应的

基础，种群遗传多样性或变异性愈丰富，物种对环境

变化的适应能力愈强，其进化潜力也愈大(施立明 , 

1990)。生物种群遗传变异的大小与其进化速率成正

比，通过遗传多样性研究可以揭示物种或种群的进化

历史，也能为进一步分析其进化潜力和未来命运提供

资料(Soltis, 1991)。研究表明，气候变化、过度捕捞、

生境破碎化、人为干扰等一系列因素可影响物种种群

的遗传多样性，而种群遗传多样性的降低会影响其适

合度，进而加剧物种局域灭绝的风险(Fourtune et al, 

2016; Bertin et al, 2017)。 

扩增片段长度多态性(amplified fragment length 

polymorphism, AFLP)标记是近年来发展起来的一种

研究生物群体遗传多样性的技术，具有灵敏度高、重

复性好、信息量丰富、不需要预先了解物种基因组序
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列信息以及呈孟德尔式和共显性遗传等优点(王伟继

等, 2005; 叶宁等, 2017)。该技术用少量引物组合即可

检测到大量多态位点，获得丰富的遗传信息，是研究

基因组 DNA 变异的有效方法，现已被广泛用于水生

动物遗传多样性研究。Sharifi 等(2015)利用 7 对 AFLP

引物对波斯湾乌鲳(Parastromateus niger)进行了遗传

多样性研究，检测到阿巴斯港、布什尔港和阿巴丹沿

海水域乌鲳群体多态性条带数占总条带数比例分别

为 73.61%、91.30%和 84.78%。叶宁等(2017)对凡纳

滨对虾(Litopenaeus vannamei)引进群体与养殖群体

遗传多样性的 AFLP 分析中，用筛选出的 7 对引物共

计扩增了 90 个多态位点，多态位点数占总位点数比

例达 85.71%。 

乌江位于贵州境内，为长江上游右岸最大的支

流，河流落差大，鱼类多样性丰富(史方, 2010)。四

川裂腹鱼为乌江上游重要野生经济鱼类。迄今，有关

四川裂腹鱼的研究主要集中在对其生理生化特性、生

物学特征、核型、基因克隆以及基于线粒体 DNA 测

序的种群遗传多样性等方面(代应贵等, 2010; 张晓杰

等, 2011; 李忠利等, 2015; He et al, 2016; 何勇凤等, 

2017; Dai et al, 2018)，而采用 AFLP 分子标记基于全

基因组信息的四川裂腹鱼种群遗传结构及多样性研

究尚未见报道。本研究采用 AFLP 技术对乌江上游六

冲河四川裂腹鱼种群进行遗传结构及多样性检测和

分析，旨在深入揭示其种群遗传多样性的现状，为其

种群保护以及种质资源的开发利用提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

2010 年于乌江上游支流六冲河赫章、大河、维

新、金龙等采样点(图 1)，用刺网采集的四川裂腹鱼

样品数分别为 7、8、10、5，共计 30 尾。解剖取其

背部肌肉样品，用酒精固定，带回实验室于–20℃冰

箱保存备用。 

1.2  模板 DNA 提取 

采用北京天根生化科技有限公司提供的动物组

织 DNA 提取试剂盒及方法提取基因组 DNA。用 1%

的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的完整性和纯度。用无

菌双蒸水溶解，4℃保存备用。 

1.3  AFLP 分析 

AFLP 分析所用的接头和引物由上海生工生物工

程技术服务有限公司合成。AFLP 实验过程包括基因

组 DNA 双酶切(EcoRⅠ和 MseⅠ)。酶切连接一步进

行，其连接产物用于后续的预扩增和选择性扩增反

应。预扩增反应体系为 25 μL，含模板 DNA 2 μL，

Pre-Amp Mix 1 μL，dNTPs 1 μL，10×PCR buffer 

2.5 μL，Taq DNA polymerase 0.5 μL，H2O 18 μL。离

心数秒，其 PCR 反应程序：94℃变性 2 min，94℃变

性 30 s，56℃复性 30 s，72℃延伸 80 s，72℃延伸

5 min，循环 30 轮。经预扩增实验筛选出形成清晰条

带的选择性扩增引物组合，对 30 尾四川裂腹鱼个体

进行选择性扩增。将预扩增产物按 1∶20 稀释，作为

选择性扩增反应的模板。选择性扩增反应体系为

25 μL，含预扩增稀释样品 2 μL，10×PCR buffer 

2.5 μL，dNTPS 0.5 μL，EcoRⅠ引物 1 μL，MseⅠ引

物 1 μL，Taq 酶 0.5 μL，H2O 17.5 μL。混匀，离心数

秒，PCR 反应程序：94℃ 30 s，65℃ 30 s，72℃ 80 s 

(每轮循环温度递减 0.7℃，12 轮)，94℃ 30 s，55℃ 

30 s，72℃ 80 s，循环 23 轮。PCR 产物 4℃保存。 
 

 
 

图 1  乌江四川裂腹鱼样品采集点 
Fig.1  Map of the sampling sites for S. kolzovi  

in the Wujiang River 

 
采用贝克曼库尔特公司 CEQ8000 遗传分析系

统，运用荧光标记技术和毛细管电泳分离技术，使

PCR 产物在毛细管中电泳分离，以激光激发荧光采集

数据，电泳结果通过软件自动统计分析并转换成“0、

1”矩阵，保存于 Excel 表格供数据处理。 

1.4  数据处理及计算 

用 Popgene 1.32 软件统计位点总数、多态位点

数，计算观测等位基因数(Na)、有效等位基因数(Ne)、

Nei 多样性指数(H)、Shannon 信息指数(I)和多态位点

比例(PPL)等遗传参数。利用 NTSYS 2.10 软件计算个

体间遗传相似性系数 S，采用公式 D=l–S 计算遗传距

离，并用 MEGA 6.0 软件基于遗传距离构建个体间的
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UPGMA、NJ 系统树。 

2  结果 

2.1  不同 AFLP 引物组合的扩增结果 

通过预扩增实验筛选，获得了形成扩增条带丰

富、图谱分布清晰的 7 对引物(表 1)。用该 7 对引物

对 30 尾四川裂腹鱼基因组 DNA 进行选择性扩增，形

成了条带清晰的电泳指纹图谱(图 2)。 

在 30 尾四川裂腹鱼中，用 7 对引物共计扩增到

856 个片段，代表 856 个扩增位点。其中，多态位点

为 796 个，多态位点数占总位点数的比例为 92.99% 

(表 1)。该 7 对引物扩增的片段数在 5~73 之间，片段

长度为 69~500 bp，总位点数为 84~155，多态位点数

为 83~141 个。以引物组合 E-AGG/M-CTA 扩增的多

态位点最多，达 155 个；引物组合 E-AAC/M-CAC 扩

增的多态位点最少，仅 83 个。 

由表 1 可知，该群体中 7 对引物检出的基因型

数与样本数相同，均为 30，即基于每对引物每个个

体的扩增电泳图谱与其他个体都不相同，表明 30 尾

四川裂腹鱼个体之间在 DNA 序列上存在差异，并且

用每对引物均能检测出个体之间的遗传差异。 
 

表 1  乌江四川裂腹鱼种群 7 对引物扩增片段多态性指标 
Tab.1  Polymorphic indices of amplification fragment with 7 primer pairs for S. kolzovi population in the Wujiang River 

引物组合 
Primer pair 

扩增片段数 
Number of  
amplified 
fragment 

扩增片段长度
Length of 
amplified 

fragment /bp

总位点数 
Total number 

of loci 

多态位点数 
Number of 

polymorphic 
loci 

多态位点比例 
Percentage of  

polymorphic loci 
/% 

基因型数
Number of 
genotypes

E-AAC/M-CAC 5~39 70~447 84 83 98.81 30 

E-AAG/M-CAG 14~55 69~498 95 89 93.68 30 

E-AGC/M-CAA 41~70 71~460 134 122 91.04 30 

E-AGC/M-CTG 12~69 71~492 136 129 94.85 30 

E-AGG/M-CAC 16~68 72~499 124 117 94.35 30 

E-AGG/M-CAG 19~66 69~498 128 115 89.84 30 

E-AGG/M-CTA 42~73 70~500 155 141 90.97 30 

总计 Total – – 856 796 92.99 30 

平均值±标准差 
Mean±SD 

– – 122±22 114±19 93±3 30 

 

 
 

图 2  乌江四川裂腹鱼种群 AFLP 扩增结果 
Fig.2  Results of AFLP amplification of S. kolzovi 

population from the Wujiang River  

引物组合 E-AGG/M-CTA。1~30 表示样品编号； 

M 为 DNA marker 
Primer pair E-AGG/M-CTA. 1~30 represent sample  

numbers, and M represents DNA marker 

2.2  乌江四川裂腹鱼种群的遗传多样性 

基于 30 尾四川裂腹鱼扩增的 856 个 AFLP 位点，

计算了每个引物组合扩增的遗传多样性参数(表 2)。

该 7 对引物对应的观测等位基因数(Na)、有效等位基

因数(Ne)、Nei 多样性指数(H)和 Shannon 信息指数(I)

平均值分别为 1.933 6、1.338 8、0.212 2 和 0.338 7。 

2.3  乌江四川裂腹鱼种群遗传结构及聚类分析 

基于 7 对引物的扩增结果，30 尾裂腹鱼个体之

间的遗传距离为 0.169 1~0.531 9，平均值为 0.306 8。 

根据遗传距离构建的 30 尾四川裂腹鱼 NJ、

UPGMA 系统树拓扑结构相似，均由 2 个分支构成。

其中，个体 1 为一个分支，而其余 29 个个体聚为另

一个分支(图 3)。 

3  讨论 

检测和评价生物种群遗传变异及多样性的分子
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标记方法主要有两类：一类是在特定条件下，以基因

组 DNA 为模板扩增出不同长度的 DNA 片段，经电

泳获得不同的指纹图谱，进而分析其遗传多样性；另

一类是对基因组特定 DNA 片段进行直接测序，检测

其碱基序列的变异。基于 DNA 扩增片段长度多态性

的分子标记常采用 RAPD、RFLP、AFLP 以及 SSR

等技术(马召腾等, 2011)。其中，AFLP 分子标记技术

兼有 RFLP 技术高重复性和 PCR 技术简便快捷等优

点，却克服了 RFLP 技术复杂和 RAPD 稳定性差的缺

点(刘祥芳等, 2017)。AFLP 检测位点真实性高且扩增

的条带丰富(卢建峰等, 2010)。韩志强等(2007)采用

AFLP、RAPD 和 Cytb 等标记对半滑舌鳎(Cynoglossus 

semilaevis)群体遗传变异研究表明，以 AFLP 标记对

半滑舌鳎群体间遗传差异的检测最为灵敏。本研究

中，用 7 对引物进行 AFLP 分子标记，共检测到乌江

四川裂腹鱼种群 856 个位点，其中，多态位点 796 个

(表 1)，从而较好地反映了群体的遗传结构并显示该

种群有较丰富的遗传变异。 

 
表 2  乌江四川裂腹鱼种群遗传多样性参数 

Tab.2  Parameters of genetic diversity for S. kolzovi population in the Wujiang River 

引物组合 
Primer pair 

观测等位基因数 
Observed number  

of alleles (Na) 

有效等位基因数 
Effective number  

of alleles (Ne) 

Nei 多样性指数 
Nei diversity  

index (H) 

Shannon 信息指数 
Shannon information 

index (I) 

E-AAC/M-CAC 1.988 1 1.279 6 0.180 3 0.299 6 

E-AAG/M-CAG 1.936 8 1.384 7 0.234 9 0.368 3 

E-AGC/M-CAA 1.910 4 1.348 1 0.218 5 0.347 1 

E-AGC/M-CTG 1.948 5 1.327 3 0.204 7 0.327 4 

E-AGG/M-CAC 1.943 5 1.327 9 0.208 1 0.334 0 

E-AGG/M-CAG 1.898 4 1.331 5 0.210 8 0.337 0 

E-AGG/M-CTA 1.909 7 1.372 2 0.228 2 0.357 7 

平均值±标准差 
Mean±SD 

1.933 6±0.028 0 1.338 8±0.031 0 0.212 2±0.016 0 0.338 7±0.020 0 

 

 
 

图 3  30 尾乌江四川裂腹鱼种群 NJ (左)和 UPGMA (右)系统树 
Fig.3  NJ phylogenetic tree (on the left) and UPGMA phylogenetic tree (on the right) based on genetic  

distance between the 30 individuals of S. kolzovi from the Wujiang River 
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丰富的遗传多样性意味着物种具有较高的适应

生存潜力、蕴藏着较大的进化潜能以及较丰富的育种

和遗传改良的潜力，而种群贫乏的遗传多样性则会给

物种生存、进化及种质资源的保护和利用带来不利影

响(季维智等, 1999)。多态位点比例(PPL)、有效等位

基因数(Ne)、Nei 多样性指数指数(H)、Shannon 信息

指数(I)是衡量群体遗传多样性的常用指标。本研究

中，乌江四川裂腹鱼种群的 PPL、Ne、H 和 I 平均值

分别为 93.36%、1.338 8、0.212 2 和 0.338 7 (表 2)，

与塔里木裂腹鱼(Schizothorax biddulphi)塔什库尔干

河群体(PPL=90.62%、H=0.376 2、I=0.544 3) (杨天燕

等, 2012)和齐口裂腹鱼(Schizothorax prenanti)野生种

群(PPL=87.28%) (宋昭彬, 2005)处于同一水平，高于

已被证实遗传多样性较低的野生哲罗鱼(Hucho taime)

呼玛河、海青、虎头、抓吉群体(PPL=43.6%~55.64%、

Ne=1.254 1~1.335 3、H=0.148 0~0.195 3、I=0.221 5~ 

0.291 3) (佟广香等 , 2009)、长江合江江段岩原鲤

(Procypris rabaudi) 种 群 (PPL=46.89%) ( 宋 君 等 , 

2005)。AFLP 标记的遗传符合孟德尔定律(王伟继等, 

2005; 叶宁, 2017)，因此，在数据分析中可将 1 个扩

增位点视为 1 个基因，1 个个体的全部扩增位点组合

即为该个体的基因型。本研究中，基于 30 个个体，

用 7 对引物共计获得了乌江四川裂腹鱼种群 30 个基

因型(表 1)，即每个个体均具有各自独特的基因型。

因此，乌江四川裂腹鱼种群具有较丰富的遗传多样

性。除 AFLP 标记外，线粒体 DNA 分子标记也常用

于鱼类种群遗传多样性研究(韩志强等, 2007; 刘滨等, 

2013; 黄镇宇等, 2019)。代应贵等(2010)基于 mtDNA

控制区 464 bp 不完全序列的测序结果分析了乌江四

川裂腹鱼种群遗传多样性，结果表明该种群遗传多样

性较低。这可能低估了乌江四川裂腹鱼种群遗传多样

性的水平。可见，本研究采用 AFLP 标记比采用线粒

体 DNA 分子标记检测出了该种群更丰富的遗传变异

和多样性。乌江四川裂腹鱼种群丰富的遗传多样性表

明，四川裂腹鱼在乌江上游水域生境具有较强的适应

能力、生存能力和进化潜力，乌江四川裂腹鱼种群具

有较好的种质资源价值。  

四川裂腹鱼在乌江水系仅分布于乌江上游(伍律, 

1989)。乌江上游为位于化物基村上游的乌江河段，

主要有六冲河、三岔河 2 条支流。其中，六冲河少部

分河段为喀斯特地表下浅层伏流。三岔河沿岸为煤矿

分布区(郭振春, 2004) (图 1)，受煤矿污染河水常年乌

黑浑浊，野生鱼类资源贫乏，本研究未能在该支流采

集到四川裂腹鱼样品。乌江蕴藏着丰富的水力资源，

是国家梯级水电开发的重要基地。乌江中、上游先后

规划修建了普定电站、引子渡电站、洪家渡电站、东

风电站和索风营电站，至 2005 年已全部截流蓄水(郭

艳娜等, 2010; 沛吉, 2003) (图 1)。这些电站大坝的修

建，改变了河流的水流情势，使河流环境由急流变为

缓流乃至静水，阻断了鱼类的洄游路径，导致该河流

中适应原急流环境的土著鱼类分布区缩小。目前，四

川裂腹鱼主要分布于洪家渡电站大坝以上的六冲河

河段(詹会祥等, 2009)。另一方面，多年来六冲河沿

岸渔民的酷渔滥捕已使该支流中四川裂腹鱼种群数

量急剧减少，个体呈现出明显低龄化的特点(李忠利

等, 2015)。可见，受水域污染、水电站建坝和过度捕

捞等的影响，四川裂腹鱼在乌江上游分布区已缩小，

种群数量减少，处于生态受威胁状态。因此，尽管乌

江四川裂腹鱼种群仍保存着较丰富的遗传多样性，但

仍需开展对乌江四川裂腹鱼种群及种质资源的保护。 

研究表明，进行 DNA 扩增片段长度多态性分析

中，当用于群体遗传多样性研究的样本量不少于 30

时，基于不同样本数量获得的群体遗传多样性参数值

差异不显著(戴习林等, 2017)。本研究中，乌江四川

裂腹鱼种群样本量为 30，刺网捕捞采样设置的 4 个

采样点覆盖了乌江上游六冲河的全部河段，采集的四

川裂腹鱼标本样品代表性强。因此，本研究获得的乌

江四川裂腹鱼种群遗传多样性参数结果具有较高的

可信度。然而，今后仍需结合 DNA 测序分析技术和

扩增片段长度多态性分析技术，在乌江设置更多的采

样点，并在每个采样点采集更多的四川裂腹鱼个体，

增加样本量，开展进一步的实验分析，以更加全面、

深入地了解乌江四川裂腹鱼种群的遗传背景、遗传结

构及多样性，为乌江四川裂腹鱼种质资源的开发利用

与保护提供科学依据。 
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AFLP Analysis of Genetic Structure and Diversity in Population 
 of Schizothorax kolzovi from the Wujiang River 
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(1. College of Animal Sciences, Guizhou University, Guiyang, Guizhou  550025, China;  
2. Special Fisheries Research Institute, Guizhou University, Guiyang, Guizhou  550025, China) 

Abstract    Schizothorax kolzovi, which belongs to Cypriniformes, Cyprinidae and Schizothoracinae, is 
a wild fish species of high economic value, distributed in the Jinsha, Yalong, and upper Wujiang Rivers of 
the Yangtze River system and the Beipan River in the Pearl River system in China. To assess the genetic 
diversity and germplasm resources of S. kolzovi in the Wujiang River, Guizhou, the genetic structure and 
diversity were analyzed in the 30 individuals of the species from the river by the methods of amplified 
fragment length polymorphism (AFLP). With 7 pairs of selected primers through the pre-experiment, 
5~73 DNA fragments were amplified in the 30 individuals, ranging from 69 to 500 bp. A total of 856 loci 
were detected, including 796 polymorphic loci accounting for 92.99% of the total. The population 
contained 30 genotypes, and the mean values of the observed number of alleles (Na), effective number of 
alleles (Ne), Nei diversity index (H), and Shannon information index (I) were 1.933 6, 1.338 8, 0.212 2, 
and 0.338 7, respectively. The genetic distance between individuals ranged from 0.169 1 to 0.531 9, with 
an average of 0.306 8. The unweighted pair group method with arithmetic mean (UPGMA) and 
neighbor-joining (NJ) phylogenetic trees of the 30 individuals contained 2 branches and had the similar 
topological structure. The S. kolzovi population in the Wujiang River contained rich genetic diversity. 
However, hydropower station dams, river pollution, and overfishing have reduced the distribution of 
S. kolzovi, and its population size has declined. Therefore, this species is ecologically threatened, and the 
population and germplasm resources of S. kolzovi in the Wujiang River needs to be protected.  
Key words    Wujiang River; Schizothorax kolzovi; Population; AFLP; Genetic diversity 
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