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“东海 1号”大黄鱼选育 F4代遗传多样性的 AFLP分析 
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（宁波大学 教育部应用海洋生物技术重点实验室,  浙江 宁波 315211） 

摘要: 应用扩增片段长度多态性(AFLP)技术对以岱衢洋野生大黄鱼为亲本、通过群体选育方法

获得的“东海 1号”大黄鱼选育系 F4代进行了遗传多样性分析. 结果显示: 16对 AFLP选择性扩

增引物组合在选育 F4代的 20 尾个体中共扩增出 736 个位点, 其中多态位点 292 个, 多态率为

39.67%; 各引物对的 Nei’s遗传多样性指数范围为 0.090 4~0.203 7, 平均值为 0.139 9; Shannon多

样性范围为 0.132 0~0.304 7, 平均值为 0.209 9; 其遗传多样性水平与原始亲本群体相当. 表明若

群体选育方法得当, 多代选育后仍能维持较好的遗传多样性水平. 
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大黄鱼(Larimichthys crocea)是我国近海主要

的经济鱼类, 为传统“四大海产”之一. 因 20世纪

中后期的毁灭性捕捞, 野生大黄鱼数量急剧减少[1], 

遗传多样性也明显低于正常水平[2]. 在刘家富等[3]

以捕自福建官井洋的野生大黄鱼为亲本突破了人

工繁育和养殖技术后, 近 20 年来我国大黄鱼养殖

产业不断扩大, 但逐渐出现了生长速度变慢、性成

熟提早等现象, 病害频发[4]. 究其原因, 除养殖规

模扩大和长期养殖造成的养殖水体环境变差[5]外, 

多代人工繁育和养殖后的种质退化也是一个重要

因素. 目前我国养殖的主要是福建官井洋大黄鱼, 

在野生群体资源崩溃、遗传多样性水平较低的背景

下, 加上育苗、养殖规模扩大的过程中对种质问题

重视不够, 繁养多代后养殖大黄鱼的遗传多样性

水平更低[4,6]. 生物多样性是遗传育种的基因源泉, 

因此有必要关注选育群体的遗传多样性状况. 

舟山岱衢洋曾是我国海捕大黄鱼的主产区 , 

岱衢洋大黄鱼群体最大、产量最高, 且体色、肉质

较好, 开发岱衢洋大黄鱼进行繁育和养殖将有利

于我国大黄鱼产业的发展[7]. 2000 年, 本课题组在

地方政府的支持和配合下, 从岱衢洋中采捕了野

生大黄鱼进行人工选育, 并于 2014 年获得国家水

产新品种, 定名为“东海 1 号”[8]. 鉴于岱衢洋大

黄鱼资源被破坏程度更大, 遗传多样性水平甚至

低于官井洋大黄鱼[9], 并且最初驯养存活的 138 尾

野生岱衢洋大黄鱼中仅有 4 尾达到性成熟用于繁

育子代, 因此我们在后续的人工繁育中通过增加

亲本数量、制定配组策略、扩大子代选育群体等措

施来避免近交衰退. 为了解选育系大黄鱼经多代

繁育后遗传多样性状况, 本研究使用扩增片段长

度多态性(Amplified Fragment Length Polymorphism, 

AFLP)技术对“东海 1号”大黄鱼选育 F4代进行了

扩增和遗传多样性分析, 以作为后续良种选育的

基础信息, 并可为大黄鱼及其他鱼类的种质资源

保护提供参考资料. 

1 材料与方法 

1.1  实验材料 
试验用鱼取自浙江省象山港湾水产苗种有限

公司, 是本课题组与该公司合作, 以 2 000 尾采捕

自浙江岱衢洋的野生大黄鱼为亲鱼, 经连续 4代选

育而得到的选育 F4代(繁育时间: 2008年). 于 2009

年 11月从海水养殖网箱中取 2龄成鱼 20尾, 雌雄

各半, 体重 378.58~540.31 g(平均 468.41 g), 体长
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29.98~35.62 cm(平均 33.51 cm), 剪取鳍条, 液氮速

冻后保存于-80℃冰箱中. 

1.2  大黄鱼基因组 DNA提取 
用改进的酚-氯仿法 [10]提取大黄鱼基因组

DNA, 1%琼脂糖凝胶电泳检测提取 DNA的完整性, 

测定 OD260、OD280值并计算纯度和浓度.  

 

1.3  AFLP扩增 
使用 AFLP 试剂盒(EcoRI/MseI 型, 北京鼎国

昌盛生物技术公司)进行 AFLP扩增, 步骤为:  

(1)采用 EcoR I和 Mse I进行双酶切, 利用 T4

连接酶为酶切片段加上接头, 进行酶切、连接反应, 

然后进行预扩增. 接头及引物序列见表 1. 

表 1  AFLP酶切连接接头、预扩增引物序列 

引物名称 引物序列(5’-3’) 

EcoR I接头 1 CTCGTAGACTGCGTACC 

EcoR I接头 2 AATTGGTACGCAGTCTAC 

Mse I接头 1 GACGATGAGTCCTGAG 

Mse I接头 2 TACTCAGGACTCAT 

E预扩 GACTGCGTACCAATTCA 

M预扩 GATGAGTCCTGAGTAAC 

(2)根据预实验结果, 共使用由 5种 EcoR I引

物和 6种 Mse I引物(表 2)形成的 16对引物组合进

行选择性扩增. 25 μL反应体系配置和 PCR程序设

定均按照说明书进行. 

表 2  AFLP选择性扩增引物 

引物名称 引物序列(5’-3’) 

E-ACA GACTGCGTACCAATTC ACA 

E-ACC GACTGCGTACCAATTC ACC 

E-ACG GACTGCGTACCAATTC ACG 

E-ACT GACTGCGTACCAATTC ACT 

E-AGG GACTGCGTACCAATTC AGG 

M-CAA GATGAGTCCTGAGTAA CAA 

M-CAC GATGAGTCCTGAGTAA CAC 

M-CAG GATGAGTCCTGAGTAA CAG 

M-CTA GATGAGTCCTGAGTAA CTA 

M-CTC GATGAGTCCTGAGTAA CTC 

M-CTT GATGAGTCCTGAGTAA CTT 

(3)对选择性扩增产物进行 8%变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳, 硝酸银染色显示 DNA条带[11]. 

1.4  条带统计与数据分析 
用 GS-800 凝胶成像分析系统(Bio-Rad 公司)

获取凝胶成像, 用 Quantity One 4.62 (Bio-Rad公司)

统计同一位置上条带的有无后转化为 0、1 数据矩

阵(有标记的记为“1”、无标记的记为“0”), 将矩

阵数据导入 POPGEN 1.32软件统计多态性位点数

并计算多态率、Nei’s 遗传多样性指数和 Shannon

多样性指数 I. 
多态率=(多态性片段数量/检出的片段总数)× 

100%,  

Nei’s遗传多样性指数= 21 iP ,  

I=
1

ln
S

i ii
P P


 ,  

其中 S 为样本个体总数, Pi为第 i 个个体单个位点

上的等位基因频率[12]. 

杂合度计算: AFLP 为显性标记, 将每个扩增

条带视为 1个位点, 假定该位点无条带的个体为隐

性纯合体(基因型为 aa), 且符合遗传平衡, 统计各

位点隐性纯合体数量并计算隐性基因频率(a=隐性

纯合体数/个体总数)和显性基因 A 的基因频率

(A=1-a). 

2 结果 

2.1  大黄鱼基因组 DNA提取的质量 
提取的 F4代大黄鱼基因组 DNA经 1%琼脂糖

凝胶电泳显示大小都在 10 kb 以上, 无拖带(图 1), 

OD260/OD280值在 1.80~2.00之间, 表明提取的基

因组 DNA没有降解且纯度较高, 符合实验要求. 

      M    1     2    3     4    5 

 

10 kb 

M: 标准分子量; 1~5: 选育 F4代大黄鱼基因组 DNA. 

图 1  提取的选育 F4代大黄鱼基因组 DNA电泳图 

2.2  限制性酶切产物 
提取的选育 F4 代大黄鱼基因组 DNA 经过

EcoR I和Mse I双酶切和连接接头后, 经1%琼脂糖
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凝胶电泳检测, 条带大约 200~2 000 bp范围内呈弥

散状分布(图 2), 表明酶切完全, 符合实验要求. 

M 1  2  3  4  5  6  7  8  9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

 

 

M: 标准分子量; 1~18: 选育 F4代大黄鱼基因组 DNA酶切产物. 

图 2  选育 F4代大黄鱼基因组 DNA酶切产物电泳图 

2.3  AFLP遗传多样性 
经变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和硝酸银染色 , 

所用16对选扩引物组合均可得到清晰的条带, 图3

为引物组合 E-ACT/M-CAA的扩增条带电泳图谱. 

M  1  2  3  4  5  6  7  8  9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

 
M: 标准分子量; 1~20: 选育 F4代大黄鱼 AFLP选择性扩增产物. 

图 3  AFLP选择性扩增电泳图谱(引物组合: 

E-ACC/M-CAG) 

16 对选择性扩增引物组合共扩增出 736 个不

同的片段, 每对引物组合的扩增片段数在 28~66之

间, 平均每个引物的扩增片段 46.73 个; 多态性片

段比例为 39.67％(共 292个); 各引物组合可扩增到

7~27个多态性片段(平均 18.73个)(表 3). 

引物组合 E-ACG/M-CAC 扩增到的多态性片

段最多, 有 27个; E-ACA/M-CAG引物组合的多态

性片段最少, 为 7 个; E-ACA/M-CAG 引物组合多

态性片段的比例最小, 为 25.00%; E-ACT/M-CAA

引物组合多态性片段的比例最高, 占 56.25%(表 3). 

所检测选育 F4代大黄鱼群体的Nei’s遗传多样

性指数范围为 0.090 4~0.203 7, 平均值为 0.139 9; 

Shannon 多样性指数范围为 0.132 0~0.304 7, 平均

值为 0.209 9(表 3). bp 
501 
331 
190 

表 3  选育 F4代大黄鱼 AFLP扩增结果及遗传多样性分析 

引物组合 

多态性

片段

数/个

总片

段数/

个

多态

率/% 

Nei’s遗

传多样

性指数 

Shannon

多样性

指数

杂合度

E-ACA/M-CAA 11 35 31.43 0.111 5 0.165 5 0.109 4

E-ACA/M-CAC 21 56 37.50 0.153 1 0.225 5 0.154 6

E-ACA/M-CAG 7 28 25.00 0.133 7 0.192 0 0.106 5

E-ACA/M-CTC 12 47 25.53 0.092 0 0.136 8 0.120 7

E-ACC/M-CAC 19 39 48.72 0.172 7 0.259 2 0.168 8

E-ACC/M-CAG 13 31 41.94 0.156 8 0.236 9 0.148 4

E-ACC/M-CTT 16 40 40.00 0.173 7 0.254 0 0.160 1

E-ACG/M-CAA 19 49 38.78 0.135 4 0.204 4 0.139 9

E-ACG/M-CAC 27 59 45.76 0.132 1 0.206 0 0.160 0

E-ACG/M-CAG 22 49 44.90 0.151 2 0.227 2 0.128 5

E-ACG/M-CTA 21 41 51.22 0.171 4 0.257 6 0.168 8

E-ACG/M-CTC 12 32 37.50 0.100 5 0.157 9 0.099 5

E-ACT/M-CAA 27 48 56.25 0.203 7 0.304 7 0.273 3

E-ACT/M-CAC 24 50 48.00 0.152 1 0.231 3 0.159 8

E-AGG/M-CTA 17 66 25.76 0.090 4 0.132 0 0.111 7

E-AGG/M-CTC 24 66 36.36 0.108 2 0.167 2 0.100 6

总数 292 736 - - - - 

平均值 18.73 46.73 39.67 0.139 9 0.209 9 0.144 4

bp 
501 
 
404 

 
331 
 
 
 
242 
 
 
 
190 
 
 

 
147 
 
 
 

 
111 

3 讨论 

AFLP 标记可获得丰富的谱带, 但需酶切、连

接、预扩张、选择性扩增等多步反应, 对基因组

DNA 完整性和纯度要求较高[13]. 使用改进的酚-

氯仿法从大黄鱼鳍条中提取基因组 DNA, 在完整

性和纯度上均能满足 AFLP反应的要求, 且得率较

高, 酶切完全、条带弥散度好, 选择性扩增条带丰

富. 常规酚-氯法和试剂盒提取的基因组 DNA 也

都可用于 AFLP反应[14-15], 但无论使用哪种方法都

要注意样品的保存和提取中的实验操作, 以避免

基因组 DNA 的降解和污染. 进行遗传多样性分析
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需要较丰富的信息量, 就 AFLP标记而言一般认为

位点数至少应在 200个以上[16]. 在官井洋大黄鱼、

鲤鱼、香鱼等鱼类群体遗传多样性的 AFLP分析中

都扩增到了 500个以上的位点[14,17-18]; 本研究用 16

对 AFLP选扩引物组合在“东海 1号”大黄鱼选育

F4代中共扩增到 736 个位点, 其中多态性位点 292

个, 多态比例为 39.67%, 为准确估算选育群体遗

传多样性提供了足够丰富的信息量. 

为保护已遭破坏的野生大黄鱼资源, 各级部

门采取了休渔保护、限制捕捞及增殖放流等多项措

施 , 但仍未能恢复 [1], 不仅采捕数量少 , 并且

RADP、AFLP 等标记分析均显示无论是官井洋还

是岱衢洋野生大黄鱼的遗传多样性均处于较低水

平[2,4,19], 明显低于 鱼、鳗鲡、蓝圆 等海水鱼类

野生群体[20-21]. 并且人工繁育养殖鱼类群体的遗

传多样性可能会进一步降低, 在大黄鱼、半滑舌鳎

等养殖鱼类中都已出现过这种情况[6,22]. 但也有证

据表明在适当的选育方法下也可以有效保持人工

繁育群体的遗传多样性, 例如: 山西长治地区的党

参(Codonopsis pilosula)由于过度采挖致使野生群

体遗传多样性较低, 陇西地区从山西长治引种后

进行人工选育栽培, 40 a后陇西栽培党参仍保持了

山西长治地区党参的遗传多样性水平[23]; 1962 年

引入日本的约 200 尾尼罗罗非鱼 (Oreochromis 

niloticus)经过20 a人工选育后遗传多样性水平甚至

要高于非洲的野生群体[24]. 本研究所用“东海1号”

大黄鱼选育系 F4代的原始亲本是 2000年采捕自浙

江岱衢洋的野生大黄鱼, 但驯养存活的 138尾中仅

有 4 尾达到性成熟并用于繁育子代. 董闻琦[25]对

2001~2002 年采集的野生岱衢洋大黄鱼按照采捕

时间和耳石形态分为 I型和 II型, AFLP分析显示二

者的遗传多样性水平都不高, 其中多态性条带比

例 I 型和 II 型分别为 54.81%和 40.86%(平均为

47.84%), Nei’s遗传多样性指数 I型和 II型分别为

0.180 7和0.129 0(平均为0.154 9). 因此在由仅数尾

野生亲本繁育出 F1 代后如何避免近交衰退和遗传

多样性降低显得尤为重要. Templeton 等[26-27]在濒

危动物斯氏瞪羚中的研究证实: 即使原始亲本数

量极少, 只要亲本间有较大的遗传差异, 也能有效

避免近交衰退, 并且经过 2~3代繁育后子代群体的

遗传多样性会有所恢复. 据此, 我们在原始亲本群

体基数不大、遗传多样性水平不高的情况下, 在选

育过程中一方面通过加大选择群体数量(F1代 6 万

尾, F2~F4代 15万尾~30万尾), 提高选择压力(F1代

为 1.4%, 之后每一代均为 0.6%)选留性状优良个体, 

另一方面在繁殖中通过亲鱼优化配组等方法降低

近亲繁殖几率[8], 因此经过连续选育后F4代的群体

遗传多样性水平(F4 代多态性位点比例为 39.67%, 

Nei’s遗传多样性指数为0.139 9)仍基本保持与原始

亲本群体一致, 表明科学合理的育种方法可避免

连续多代选育后遗传多样性的降低. 本课题组以

岱衢洋野生大黄鱼为亲本选育而来的国家水产新

品种“东海 1号”大黄鱼具有生长速度快、耐低温

能力强的特点[8], 获得了养殖单位、市场的认可和

好评, 特别是采用仿生态分阶段养殖新模式养出

的大黄鱼达到了拟野生的品质和口感[28]. 本研究

显示其选育 F4 代仍保持了较好的遗传多样性, 可

作为继续对大黄鱼进行遗传选育的良好育种材料. 
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The genetic diversity of F4 generations of “Donghai No.1” large yellow 
croaker (Larimichthys crocea) analyzed by AFLP 

HOU Hong-hong, MIAO Liang, LI Ming-yun*, MU Fang-shen, XU Yu-min 
( Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology of Ministry of Education,  Ningbo University,  Ningbo 315211,  China ) 

Abstract: Amplified fragment length polymorphism (AFLP) technique was used to analyze the genetic 
diversities of the 4th generation (F4) of “Donghai No.1” large yellow croaker (Larimichthys crocea) breeding 
line. The breeding line was derived from the wild large yellow croaker that captured from Daiquyang in Zhejiang 
Province. Using 16 AFLP selective primer-pairs, a total of 736 loci were detected from 20 individuals, of which 
292 loci were polymorphic. The percentage of polymorphism was 39.67%. The range of Nei’s genetic diversity 
and Shannon genetic diversity index were 0.090 4-0.203 7 (mean 0.139 9) and 0.132 0-0.304 7 (mean 0.209 9), 
respectively. The genetic diversity of F4 was at the similar level compared to original parents. It indicates that the 
genetic diversity would not decrease significantly after several generations with proper mass selection method. 
Key words: Larimichthys crocea; amplified fragment length polymorphism (AFLP) technique; genetic diversity 
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