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􀦋􀦋专题研究

利用微卫星标记对四带无须鲃不同种群
的遗传质量评价

陈晓虹，张新铖，刘春，王芳，李凯彬∗

（中国水产科学研究院珠江水产研究所，广州　 ５１０３８０）

　 　 【摘要】 　 目的　 分析四带无须鲃封闭群及近交群的遗传质量。 方法　 筛选多态性丰富的四带无须鲃微卫星

序列，通过构建两个多重 ＰＣＲ 反应体系再利用毛细管电泳技术进行分型，开展群体遗传多样性分析。 结果　 野生

群、ＷＴ 封闭群、ＢＴ 封闭群及近交群的平均等位基因数分别为 ６􀆰 ５８３３、３􀆰 １６６７、３􀆰 ０８３３ 和 ３􀆰 １８１８，平均多态信息含

量分别为 ０􀆰 ５９６９、０􀆰 ３７４８、０􀆰 ４１５９ 和 ０􀆰 ４２４１。 群体遗传质量检测分析表明：４ 个群体间遗传分化结果和近交群由野

生群、封闭群逐渐筛选获得的过程相符。 结论　 筛选的微卫星标记可用于四带无须鲃不同群体的遗传质量分析，
为其遗传质量控制及监测提供方法基础。
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　 　 鱼类为低等脊椎动物，其内分泌、神经、皮肤、
眼、血液循环等系统已具脊椎动物的基本模式，在

一定程度上可与人类的对应性状相类比；鱼类大多

体外受精、体外发育，饲养简单，养殖成本相对较
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低，作为高等动物的重要替代不失为经济且有效的

选择，已逐渐成为比较医学研究的重要材料。 大部

分鱼类在生命早期均呈透明状，但随着身体发育，
体表色素细胞的生长使光线难以透过身体，部分应

用优势逐渐丧失［１］，相关应用需依赖复杂仪器或连

续采样解剖，故鱼类的成体透明突变有更好的应用

空间。
四带无须鲃（Ｐｕｎｔｉｕｓ ｔｅｔｒａｚｏｎａ）具体型小、胚体

透明、繁殖快、易于获得等优点，为病原感染模型、
器官发育等相关研究的优良材料。 本实验室在四

带无须鲃种群中发现 １ 尾自发透明突变个体，该突

变全身透明，不论幼鱼或成体，其心脏、肝、肾、脊椎

等器官皆清晰可见，在不处死动物的情况下可对活

体动物进行连续观察，在同一动物身上能得到一系

列直观的动态试验数据，是活体研究少有的优良材

料。 在微孢子虫和诺卡菌的感染过程中，病原在鱼

体内的扩散及引起炎症反应、病理变化动态过程、
时空分布可直观观察和实时获得，有普通鱼类无法

比拟的应用优势，大大提高了研究效率并获得良好

的应用效果，在水生动物病害以及水环境污染物生

物效应等相关研究中有一定的应用前景［２ － ６］，或可

作为鱼类实验动物品系系统研究。
课题组分别选取黑体透明群体和白化且透明

双突变群体中健壮个体作为亲本培育四带无须鲃

封闭群，采用随机交配法进行繁殖，每代收集不少

于 １５ 对鱼产下的后代，选取健壮个体繁殖下一代。
黑体透明群体命名为 ＢＴ 封闭群，已繁育至第 ７ 代；

白化且透明群体命名为 ＷＴ 封闭群，已繁育至第 ８
代。 近交群最初来源于 １ 雌 １ 雄的 ２ 尾白化且透明

的四带无须鲃个体，采用连续近亲交配方式培育，
已繁育至第 ３ 代。 遗传质量是实验动物化的重要内

容。 在封闭群或近交系培育过程中，必要的遗传检

测必不可少，且成为实验动物培育和资源保存的重

要技术手段［７ － ８］。 生化标记分析法是国家标准的遗

传检测方法，通过检测酶类或异构蛋白的变化来推

测其基因型，具简便快速、经济实惠、检测位点明确

等优点，但存在检测位点少，多态性差、反映遗传变

异有限等不足［８ － ９］。 而微卫星标记 （ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｍａｒｋｅｒ）具有高度多态性，呈共显性遗传，重复性好，
易于自动化分析等优点，已广泛应用于物种遗传多

样性、群体遗传结构分析、遗传漂变和亲子鉴定等

方面［９ － １０］，是评价实验动物遗传质量的有效手段。
本研究在四带无须鲃微卫星位点筛选的基础上，建
立四带无须鲃的遗传检测方法，并应用于四带无须

鲃封闭群和近交群体的检测，为其实验动物化研究

提供基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验动物

四带无须鲃封闭群和近交群均取自珠江水产

研究所，ＢＴ 和 ＷＴ 封闭群皆为第 ７ 代个体，近交群

为按全同胞交配繁殖的第 ３ 代个体；野生群来自广

州地区。 野生群 ３０ 尾，其他种群各 ４０ 尾。 不同种

群外观表型见图 １。

注：Ａ． ＷＴ 封闭群；Ｂ． ＢＴ 封闭群；Ｃ． 近交群；Ｄ． 野生群。

图 １　 四带无须鲃的四个实验群体

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＷＴ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ． Ｂ． ＢＴ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ． Ｃ． Ｉｎｂｒｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ． Ｄ． Ｗｉｌｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｆｏｕｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｉｇｅｒ ｂａｒｂ

００５
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１􀆰 ２　 基因组 ＤＮＡ 提取

剪取四带无须鲃尾鳍组织，用基因组模板一步

法制备试剂盒（南京尧顺禹生物公司）提取基因组

ＤＮＡ，１％ 琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 完整性。 ＤＮＡ
经分光光度计检测浓度后用去离子水稀释至 ４０ ｎｇ ／
μＬ， － ２０℃保存。
１􀆰 ３　 微卫星引物设计及筛选

从本实验室四带无须鲃转录组数据库中筛选

微卫星标记，用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 软件设计 ３８ 对微卫星引

物，由广州艾基生物公司合成。 参照文萍等［１１］ 的方

法每对引物的正向引物 ５′端添加相同的接头序列

（ＶＩＣ）。 利用野生群的 １０ 个样本进行 ＰＣＲ 筛选，从
中选出能稳定扩增、产物条带清晰、产物多态性丰

富的 １２ 对引物以构建多重 ＰＣＲ 体系。 １２ 对微卫星

引物序列信息见表 １。

表 １　 １２ 个多态性微卫星标记信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １２ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ
位点
Ｌｏｃｉ

引物序列（５′ － ３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

重复单元
Ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ

接头种类
Ｊｏｉｎｔ ｔｙｐｅ

Ｐ００１３ Ｆ － ＡＴＣＡＡＴＧＴＧＣＧＣＧＴＧＴＡＴＧＴ Ｒ － ＡＴＣＡＣＧＡＣＡＧＧＡＣＣＴＴＧＧＡＣ （ＴＧ）３０ ＶＩＣ

Ｐ１３２９ Ｆ － ＴＴＧＴＣＧＡＧＡＣＣＴＧＴＣＣＣＴＴＴ Ｒ － ＧＣＡＣＡＡＡＡＡＴＧＧＴＧＧＡＴＡＴＧＡＡ （ＡＧ）１９ ＦＡＭ

Ｐ１７０３ Ｆ － ＣＧＡＴＧＡＧＴＣＡＣＡＡＧＧＡＣＡＣＧ Ｒ － ＣＡＧＴＡＡＣＣＴＧＣＴＧＧＣＡＣＡＧＡ （ＴＧ）１８ ＮＥＤ

Ｐ０４３９ Ｆ － ＴＴＴＧＣＴＣＡＣＧＴＴＴＣＴＧＴＴＣＧ Ｒ － ＴＴＴＣＣＡＣＣＴＣＧＡＣＴＡＧＣＡＣＡ （ＡＣ）２３ ＦＡＭ

Ｐ０６６８ Ｆ － ＣＡＡＡＴＡＡＧＣＡＣＡＣＧＧＣＡＡＡＧ Ｒ － ＴＣＡＧＣＡＧＧＣＴＣＡＣＡＧＴＧＡＡＴ （ＣＡ）２４ ＦＡＭ

Ｐ０６７２ Ｆ － ＴＴＣＣＡＴＴＴＧＣＡＴＣＴＧＣＴＣＡＡ Ｒ － ＴＣＡＴＧＣＡＣＧＴＣＡＣＡＴＧＡＡＡＡ （ＴＣ）２５ ＦＡＭ

Ｐ０９３１ Ｆ － ＣＧＴＧＣＡＣＡＡＡＡＡＧＡＡＣＧＴＧＴ Ｒ － ＧＡＧＧＧＡＡＧＡＡＧＧＡＡＴＧＧＡＧＧ （ＴＣ）１７ ＦＡＭ

Ｐ１６６２ Ｆ － ＧＣＡＧＴＴＧＧＡＧＡＡＧＧＣＡＴＡＡＴＴＣ Ｒ － ＡＡＴＴＣＡＧＴＴＣＣＡＴＴＧＣＣＣＡＧ （ＧＡ）１８ ＦＡＭ

Ｐ０８３４ Ｆ － ＴＧＣＴＧＴＧＣＴＡＧＴＧＡＧＡＴＧＣＣ Ｒ － ＧＴＧＴＧＣＧＴＧＡＴＧＡＧＡＧＧＡＧＡ （ＴＧ）１８ ＦＡＭ

Ｐ１９６４ Ｆ － ＣＡＴＣＧＧＡＡＣＴＴＧＡＧＧＡＧＧＡＡ Ｒ － ＧＧＴＡＡＡＣＧＧＣＡＧＡＣＣＴＴＴＴＧ （ＡＧ）２７ ＮＥＤ

Ｐ０４７６ Ｆ － ＡＴＴＣＴＧＧＡＴＧＣＡＧＴＣＧＴＴＣＣ Ｒ － ＣＡＡＡＣＡＧＴＣＣＴＣＡＡＣＣＣＣＡＴ （ＧＴ）２０ ＶＩＣ

Ｐ１４１９ Ｆ － ＧＴＣＧＣＴＧＣＴＴＧＡＡＣＴＣＴＴＣＣ Ｒ － ＡＴＧＡＡＧＣＧＧＴＧＡＧＡＴＴＡＣＧＧ （ＧＴ）２４ ＶＩＣ

１􀆰 ４　 多重 ＰＣＲ 体系构建

根据 １２ 对引物的退火温度及其 ＰＣＲ 产物长度

范围进行引物组合，构建 ２ 个多重 ＰＣＲ 体系。 根据

添加同种接头的同一体系中其扩增产物不重叠原

则，合成引物时在正向引物 ５′端添加不同的接头序

列 （ ＶＩＣ： ５ ’⁃ＣＡＧＧＡＡＣＴＣＡＧＴＧＴＧＡＣＡＣＴＣ － ３ ’、
ＦＡＭ：５’ － ＡＧＣＴＣＧＡＣＣＡＧＴＧＡＧＴＣＡＧ － ３’、ＮＥＤ：
５’⁃ＣＧＡＣＡＧＡＣＡＧＴＡＡＧＧＴＣＴＣＴＧ － ３ ’）， 单 独 的

ＶＩＣ、ＮＥＤ、ＦＡＭ 分别以绿色、黄色、蓝色荧光进行标

记，合成荧光标记接头。
ＰＣＲ 总反应体积为 １０ μＬ，其中含 １ × ＡＢＩ

Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ５ μＬ，上下游引物按 １∶ ４０
比例混合，荧光接头按 ６⁃ＦＡＭ：ＶＩＣ：ＮＥＤ ＝１∶ １∶ １比例

混合（２０ μｍｏｌ ／ μＬ）０􀆰 １ μＬ，基因组 ＤＮＡ ４０ ｎｇ，双蒸

水 ２􀆰 ３ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序为：９４℃，预变性 ４ ｍｉｎ；
９４℃变性３０ ｓ，退火４０ ｓ，７２℃延伸５０ ｓ，２８ 个循环，然
后再进行 ８ 个循环（９４℃变性 ３０ ｓ，５６℃退火 ４０ ｓ，
７２℃延伸 ３０ ｓ），７２℃再延伸 １０ ｍｉｎ，４℃保存。 通过

优化体系内各引物混合比例、退火温度、循环次数、荧
光接头混合物浓度等条件确定最佳 ＰＣＲ 扩增条件。

取 ＰＣＲ 扩增产物 １ μＬ，加入混有去离子甲酰胺

的分子量内标 ＧｅｎｅＳｃａｎＴＭ － ５００ＬＩＺＴＭ ９ μＬ 混匀，
９５℃变性 ５ ｍｉｎ，冷却后加样到 ＡＢＩ ３１３０ 遗传分析

仪（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国）中进行毛细管电泳检

测分型，原始峰图用 Ｐｅａｋ Ｓｃａｎｎｅｒ Ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖ１􀆰 ０ 基

因分型软件（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，美国）分析。
１􀆰 ５　 遗传统计分析

采用上述建立的微卫星多重 ＰＣＲ 体系对 ４ 个

群体的 １２ 个位点进行微卫星标记基因型检测，利用

Ｐｅａｋ Ｓｃａｎｎｅｒ Ｓｏｆｔｗａｒｅ Ｖ１􀆰 ０ 软件获取其基因型，为
保证等位基因分型结果的准确性，人工校对不能确

定基因型的样品，相同条件重复 ２ ～ ３ 次扩增和分

型。 利用 Ｐｏｐｇｅｎｅ３２ （Ｖｅｒｓｉｏｎ １􀆰 ３１） 软件统计分析

４ 个群体 １２ 个基因座的等位基因数（Ｎａ）、有效等

位基因数（Ｎｅ）、观测杂合度（Ｈｏ）、期望杂合度（Ｈｅ）
和 ｘ２ 检 验 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平 衡。 采 用 ＳＰＳＳ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １７􀆰 ０ 软件的方差分析 （ＡＮＯＶＡ） 方法对

ＷＴ 封闭群、ＢＴ 封闭群及近交群 ３ 个群体间的微卫

星基因座等位基因数（Ｎａ）和多态信息含量（ＰＩＣ）
进行差异性检验。 采用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ ３１１ 软件中的分子

方差分析 （ＡＮＯＶＡ） 方法估算群体间的遗传分化

指数 （ＦＳＴ），利用 ＵＰＧＭＡ 法构建四带无须鲃 ４ 个

１０５
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群体间的系统进化树。 根据 Ｂｏｔｓｔｅｉｎ［１２］ 等的方法计

算每个微卫星位点的多态信息含量（ＰＩＣ），计算公

式如下：

ＰＩＣ ＝ １ － 􀰐
ｎ

ｉ ＝ １
Ｐ２

ｉ － 􀰐
ｎ－１

ｉ ＝ １
􀰐

ｎ

ｊ ＝ ｉ＋１
２Ｐ２

ｉ Ｐ２
ｊ

式中，Ｐ ｉ、Ｐ ｊ分别为群体中第 ｉ 和第 ｊ 个等位基因频

率，ｎ 为某一基因座上等位基因数。

２　 结果

２􀆰 １　 多重 ＰＣＲ 体系构建

通过优化多重 ＰＣＲ 反应参数，建立了 ２ 组微卫星

多重 ＰＣＲ 体系，每组多重 ＰＣＲ 具体参数见表 ２。 多重

ＰＣＲ 体系 １、２ 在四带无须鲃中的扩增效果见图 ２。

表 ２　 两组微卫星多重 ＰＣＲ 体系特征

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｓｙｓｔｅｍｓ

多重 ＰＣＲ
Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ

位点
Ｌｏｃｉ

引物体积比
Ｖｏｌｕｍｅ ｒａｔｉｏ

循环数
Ｃｙｃｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

荧光接头浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（μｍｏｌ ／ Ｌ）

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

（℃）

产物大小
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｓｉｚｅ （ｂｐ）

体系 １
Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｓｅｔ １

Ｐ００１３ ０． ２ ２４６ － ２８９
Ｐ１３２９ ０． ３ ２８５ － ２９９
Ｐ１７０３ ０． ６ １５０ － ２１２
Ｐ０４３９ ０． ５ ２８ ２ ５６． ０ ２３１ － ２４７
Ｐ０６６８ ０． ４ ２７２ － ２８０
Ｐ０６７２ ０． ３ １６４ － １９４
Ｐ０９３１ ０． １５ ２１３ － ２２６

体系 ２
Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｓｅｔ ２

Ｐ１６６２ ０． ４ １２９ － １５４
Ｐ０８３４ ０． ４ ２５８ － ２９７
Ｐ１９６４ ０． ４ ２６ ２ ５５． ０ １８４ － ２３０
Ｐ０４７６ ０． ４ ２０３ － ２４４
Ｐ１４１９ ０． ４ ２６３ － ２９５

注：箭头所指为不同引物扩增产物的指示峰。 Ｐ０８３ 位点统计时发现部分个体等位基因带型不一致，在后续分析时未采用。

图 ２　 多重 ＰＣＲ 体系 １（Ａ）、体系 ２（Ｂ）中各微卫星位点的毛细管电泳图

Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ａｒｒｏｗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ． Ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｂａｎｄｉｎｇ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｌｌｅｌｅ ｉｎ ｓｏｍｅ ｓａｍｐｌｅ， ｔｈｅ
Ｐ０８３ ｌｏｃｕｓ ｗａｓ ｒｅｍｏｖｅｄ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ａｆｔｅｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＰＣＲ （ｓｅｔ １ ａｎｄ ２）

２􀆰 ２　 四带无须鲃野生群体遗传质量检测

统计各位点的 ＳＳＲ 分型结果，转换成基因型，计
算遗传参数。 １２ 个位点在野生群３０ 个样本中共检测

到 ７９ 个等位基因，平均每个位点检测到 ６􀆰 ５８３３ 个等

位基因。 １２ 个位点检测到平均等位基因数（Ｎａ）和平

均有效等位基因数（Ｎｅ）分别为 ６􀆰 ５８３３ 和 ３􀆰 ２４８３，平
均观测杂合度（Ｈｏ）和平均期望杂合度（Ｈｅ）分别为

０􀆰 ５３３３ 和 ０􀆰 ６４８６， 平 均 多 态 信 息 含 量 （ ＰＩＣ） 为

０􀆰 ５９６９。 野生群 ２０８Ｆ 位点呈低度多态性 （ＰＩＣ ＜
０􀆰 ２５），２２７Ｆ 位点呈中度多态（０􀆰 ２５ ＜ ＰＩＣ ＜ ０􀆰 ５），其

２０５
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他位点都呈高度多态性（０􀆰 ５ ＜ ＰＩＣ）。 对野生群 １２ 个

位点进行 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡 ｘ２ 检验，结果 ２５８Ｆ、
２５５ Ｖ、１３７ Ｎ、１２３Ｆ、２７２Ｆ、１９９ Ｖ、２６６ Ｖ 和 １９４ Ｎ ８ 个

位点偏离平衡（Ｐ ＜０􀆰 ０５），见表 ３。
表 ３　 四带无须鲃野生群体 １２ 个微卫星位点的遗传参数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ １２ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｔｉｇｅｒ ｂａｒｂ
位点
Ｌｏｃｉ

野生群 Ｗｉｌｄ ｇｒｏｕｐｓ
Ｎａ Ｎｅ Ｈｏ Ｈｅ ＰＩＣ

Ｐ

１６２Ｆ ４． ００００ ２． ３３１６ ０． ５３３３ ０． ５８０８ ０． ５１９１ ０． ０６３２
２０８Ｆ ４． ００００ １． ２７２１ ０． ２３３３ ０． ２１７５ ０． ２０９０ ０． ９９８８
２２７Ｆ ５． ００００ １． ７６６４ ０． ３３３３ ０． ４４１２ ０． ４０３０ ０． １１５７
２５８Ｆ ５． ００００ ３． ５９２８ ０． ３３３３ ０． ７３３９ ０． ６７２２ ０． ００００
２８０Ｆ ６． ００００ ２． ９６０５ ０． ５３３３ ０． ６７３４ ０． ６２１９ ０． １０６８
２５５Ｖ ９． ００００ ３． ６９６１ ０． ５６６７ ０． ７４１８ ０． ６８９４ ０． ００００
１３７Ｎ ７． ００００ ４． ８３８７ ０． ２０００ ０． ８０６８ ０． ７６３１ ０． ００００
１２３Ｆ ６． ００００ ４． １９５８ ０． ７３３３ ０． ７７４６ ０． ７２２９ ０． ００００
２７２Ｆ ７． ００００ ２． ５０００ ０． ７６６７ ０． ６１０２ ０． ５２４１ ０． ００００
１９９Ｖ ９． ００００ ５． ２９４１ ０． ７６６７ ０． ８２４９ ０． ７９１２ ０． ００００
２６６Ｖ ６． ００００ ２． ５３１６ ０． ６３３３ ０． ６１５３ ０． ５２６５ ０． ００００
１９４Ｎ １１． ００００ ４． ００００ ０． ７６６７ ０． ７６２７ ０． ７２０８ ０． ０２８１
Ｍｅａｎ ６． ５８３３ ３． ２４８３ ０． ５３３３ ０． ６４８６ ０． ５９６９ ０． １０９４

表 ４　 四带无须鲃封闭群体 １２ 个微卫星位点的遗传参数

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ １２ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｃｌｏｓｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｉｇｅｒ ｂａｒｂ
位点
Ｌｏｃｉ

ＷＴ 封闭群 ＷＴ ｃｌｏｓｅｄ ｇｒｏｕｐ
Ｎａ Ｎｅ Ｈｏ Ｈｅ ＰＩＣ Ｐ

１６２Ｆ ２􀆰 ００００ １􀆰 ５３５５ ０􀆰 ４５００ ０􀆰 ３５３２ ０􀆰 ２８７９ ０􀆰 ０７５７
２０８Ｆ ３􀆰 ００００ ２􀆰 ０５２６ ０􀆰 ８７５０ ０􀆰 ５１９３ ０􀆰 ４０４５ ０􀆰 ００００
２２７Ｆ ２􀆰 ００００ １􀆰 ０９５０ ０􀆰 ００００ ０􀆰 ０８８８ ０􀆰 ０８３０ ０􀆰 ００００
２５８Ｆ ３􀆰 ００００ ２􀆰 ３６３６ ０􀆰 ３８４６ ０􀆰 ５８４４ ０􀆰 ５０１１ ０􀆰 ０００２
２８０Ｆ ３􀆰 ００００ １􀆰 ８６８１ ０􀆰 ４７５０ ０􀆰 ４７０６ ０􀆰 ４１９３ ０􀆰 ６４６５
２５５ Ｖ ７􀆰 ００００ ３􀆰 ９９００ ０􀆰 ７２５０ ０􀆰 ７５８９ ０􀆰 ７１５２ ０􀆰 ０９９０
１３７ Ｎ ２􀆰 ００００ １􀆰 １０５０ ０􀆰 ００００ ０􀆰 ０９６２ ０􀆰 ０９０５ ０􀆰 ００００
１２３Ｆ ４􀆰 ００００ ２􀆰 ９２７７ １􀆰 ００００ ０􀆰 ６６６８ ０􀆰 ５９５８ ０􀆰 ００００
２７２Ｆ ４􀆰 ００００ ３􀆰 ０１６０ ０􀆰 ５７５０ ０􀆰 ６７６９ ０􀆰 ５９７９ ０􀆰 ００００
１９９ Ｖ ２􀆰 ００００ １􀆰 １０５０ ０􀆰 １０００ ０􀆰 ０９６２ ０􀆰 ０９０５ ０􀆰 ７７４５
２６６ Ｖ ３􀆰 ００００ ２􀆰 ０４３０ ０􀆰 ４８７２ ０􀆰 ５１７１ ０􀆰 ３９２６ ０􀆰 ７９０９
１９４ Ｎ ３􀆰 ００００ １􀆰 ５９４４ ０􀆰 ４７５０ ０􀆰 ３７７５ ０􀆰 ３１９５ ０􀆰 ３０２５
Ｍｅａｎ ３􀆰 １６６７ ２􀆰 ０５８０ ０􀆰 ４６２２ ０􀆰 ４３３８ ０􀆰 ３７４８ ０􀆰 ２２４１
位点
Ｌｏｃｉ

ＢＴ 封闭群 ＷＴ ｃｌｏｓｅｄ ｇｒｏｕｐ
Ｎａ Ｎｅ Ｈｏ Ｈｅ ＰＩＣ Ｐ

１６２Ｆ ２􀆰 ００００ １􀆰 ７２４１ ０􀆰 ５５００ ０􀆰 ４２５３ ０􀆰 ３３１８ ０􀆰 ０５９２
２０８Ｆ ２􀆰 ００００ １􀆰 ９６９２ ０􀆰 ８７５０ ０􀆰 ４９８４ ０􀆰 ３７１１ ０􀆰 ００００
２２７Ｆ ３􀆰 ００００ １􀆰 ８２７８ ０􀆰 ２６３２ ０􀆰 ４６５１ ０􀆰 ４０９４ ０􀆰 ００１９
２５８Ｆ ２􀆰 ００００ １􀆰 ９２３１ ０􀆰 ８０００ ０􀆰 ４８６１ ０􀆰 ３６４８ ０􀆰 ００００
２８０Ｆ ２􀆰 ００００ １􀆰 ５０３１ ０􀆰 ４２５０ ０􀆰 ３３８９ ０􀆰 ２７８７ ０􀆰 ０９９４
２５５ Ｖ ５􀆰 ００００ ４􀆰 ６５１２ １􀆰 ００００ ０􀆰 ７９４９ ０􀆰 ７４９９ ０􀆰 ００００
１３７ Ｎ ２􀆰 ００００ １􀆰 ０２５３ ０􀆰 ０２５０ ０􀆰 ０２５０ ０􀆰 ０２４４ １􀆰 ００００
１２３Ｆ ２􀆰 ００００ １􀆰 ９０３６ ０􀆰 ７７５０ ０􀆰 ４８０７ ０􀆰 ３６２０ ０􀆰 ０００１
２７２Ｆ ６􀆰 ００００ ３􀆰 ７５５９ ０􀆰 ８２５０ ０􀆰 ７４３０ ０􀆰 ６８９５ ０􀆰 ０００１
１９９ Ｖ ２􀆰 ００００ １􀆰 ９８８８ ０􀆰 ９２５０ ０􀆰 ５０３５ ０􀆰 ３７３６ ０􀆰 ００００
２６６ Ｖ ６􀆰 ００００ ２􀆰 ５６８２ ０􀆰 ９０００ ０􀆰 ６１８４ ０􀆰 ５３３７ ０􀆰 ００００
１９４ Ｎ ３􀆰 ００００ ２􀆰 ３５１２ ０􀆰 ８２５０ ０􀆰 ５８２０ ０􀆰 ５０２４ ０􀆰 ０００５
Ｍｅａｎ ３􀆰 ０８３３ ２􀆰 ２６６０ ０􀆰 ６８２３ ０􀆰 ４９６８ ０􀆰 ４１５９ ０􀆰 ０９６８

２􀆰 ３　 四带无须鲃封闭群遗传质量检测

１２ 个位点在封闭群 ８０ 个样本中共检测到 ４１
个等位基因，平均每个位点检测到 ３􀆰 ４２ 个等位基

因。 ＷＴ 和 ＢＴ 封闭群的平均 Ｎａ 值分别为 ３􀆰 １６６７
和 ３􀆰 ０８３３，平均 Ｎｅ 值分别为 ２􀆰 ０５８０ 和 ２􀆰 ２６６０，平
均 Ｈｏ 值分别为 ０􀆰 ４６２２ 和 ０􀆰 ６８２３，平均 Ｈｅ 值分别

３０５
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为 ０􀆰 ４３３８ 和 ０􀆰 ４９６８，平均 ＰＩＣ 值分别为 ０􀆰 ３７４８ 和

０􀆰 ４１５９。 ＷＴ 封闭群中，除去 ２２７Ｆ、１３７ Ｎ、１９９ Ｖ ３
个低态性位点，其余位点均为中度或高度多态，高
度多态位点 ４ 个；ＢＴ 封闭群中，低度多态位点 １ 个，
高度多态位点 ４ 个，中度多态位点 ７ 个。 对封闭群

１２ 个位点进行 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡检验，结果 ＷＴ
封闭群中 ２０８Ｆ、２２７Ｆ、２５８Ｆ、１３７ Ｎ、１２３Ｆ 和 ２７２Ｆ ６
个位点偏离平衡。 ＢＴ 封闭群中 ２０８Ｆ、２２７Ｆ、２５８Ｆ、
２５５ Ｖ、１２３Ｆ、２７２Ｆ、１９９ Ｖ、２６６ Ｖ、１９４ Ｎ ９ 个位点偏

离平衡，见表 ４。
２􀆰 ４　 四带无须鲃近交群体遗传质量检测

１２ 个位点在近交群 ４０ 个样本中共检测到 ３５
个等位基因，平均每个位点检测到 ３􀆰 １７ 个等位基

因，位点 ２２７Ｆ 在近交群中缺失。 近交群平均 Ｎａ 和

Ｎｅ 值分别为 ３􀆰 １８１８ 和 ２􀆰 ２８０６，平均 Ｈｏ 和 Ｈｅ 值分

别为 ０􀆰 ６４５５ 和 ０􀆰 ５４４８，平均 ＰＩＣ 值为 ０􀆰 ４２４１。 除

２２７Ｆ 位点，其余位点均为中度或高度多态。 对近交

群 １２ 个位点进行 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡检验，２０８Ｆ、

２８０Ｆ、２５５ Ｖ、１３７ Ｎ、１２３Ｆ、２７２Ｆ、１９９ Ｖ、１９４ Ｎ ８ 个位

点偏离平衡。 运用方差分析（ＡＮＯＶＡ） 分别对 ＷＴ、
ＢＴ 封闭群及近交群三个群体间的各微卫星基因座

Ｎａ 值和 ＰＩＣ 值的差异性检验进行两两比较，ＬＳＤ 及

Ｄｕｎｃａｎ 多重比较分析表明，ＷＴ 封闭群、ＢＴ 封闭群

与近交群两两间的 Ｎａ 值和 ＰＩＣ 值均无显著性差异

（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），见表 ５。
２􀆰 ５　 四带无须鲃 ４ 个群体遗传结构分析

４ 个群体的遗传分化系数 ＦＳＴ 表明，２ 个封闭

群间遗传分化较小（ＦＳＴ 为 ０􀆰 ０５０８），ＷＴ、ＢＴ 封闭

群和近交群的遗传分化为中等程度（ ＦＳＴ 分别为

０􀆰 １０７８、０􀆰 １３８１），野生群和 ＷＴ、ＢＴ 封闭群及近交

群间遗传分化较大 （ ＦＳＴ 分别为 ０􀆰 １７７７、０􀆰 １５６５、
０􀆰 １５９９）。

４ 个群体的遗传相似率和遗传距离显示 ２ 个封

闭群的遗传相似率较高（见表 ６）。 采用 ＵＰＧＭＡ 法

构建 ４ 个群体的系统进化树（见图 ３），由图可见，２
个封闭群首先聚为一支，然后再与近交群聚为一支。

表 ５　 四带无须鲃近交群体 １２ 个微卫星位点的遗传参数

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ １２ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｂｒｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｇｅｒ ｂａｒｂ
位点
Ｌｏｃｉ

近交群 Ｉｎｂｒｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
Ｎａ Ｎｅ Ｈｏ Ｈｅ ＰＩＣ

Ｐ

１６２Ｆ ２． ００００ １． ５６７９ ０． ４７５０ ０． ３６６８ ０． ２９６６ ０． ０５６３
２０８Ｆ ２． ００００ ２． ００００ １． ００００ ０． ５０６３ ０． ３７５０ ０． ００００
２２７Ｆ ０． ００００ ０． ００００ ０． ００００ ０． ００００ ０． ００００ １． ００００
２５８Ｆ ２． ００００ １． ５０３１ ０． ４２５０ ０． ３３８９ ０． ２７８７ ０． ０９９４
２８０Ｆ ３． ００００ ２． ６２０８ ０． ７２５０ ０． ６２６３ ０． ５４８９ ０． ０１６２
２５５Ｖ ３． ００００ ２． ８９８６ ０． ５０００ ０． ６６３３ ０． ５８０５ ０． ００００
１３７Ｎ ３． ００００ １． ９４６５ ０． ００００ ０． ４９２４ ０． ３８９９ ０． ００００
１２３Ｆ ４． ００００ ２． ９１７０ ０． ９７５０ ０． ６６５５ ０． ５９４２ ０． ００００
２７２Ｆ ４． ００００ １． ９４５３ ０． ６０００ ０． ４９２１ ０． ４０８３ ０． ００００
１９９Ｖ ４． ００００ ２． ７８５０ ０． ９２５０ ０． ６４９１ ０． ５７１７ ０． ００００
２６６Ｖ ３． ００００ ２． ２２０７ ０． ６２５０ ０． ５５６６ ０． ４９０５ ０． １０７０
１９４Ｎ ５． ００００ ２． ６８２３ ０． ８５００ ０． ６３５１ ０． ５５４９ ０． ００５３
Ｍｅａｎ ３． １８１８ ２． ２８０６ ０． ６４５５ ０． ５４４８ ０． ４２４１ ０． １０７０

表 ６　 四带无须鲃野生群、封闭群、近交群的遗传相似率和遗传距离

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｗｉｌｄ， ｃｌｏｓｅｄ ａｎｄ ｉｎｂｒｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｉｇｅｒ ｂａｒｂ
群体

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
ＷＴ 封闭群

ＷＴ ｃｌｏｓｅｄ ｇｒｏｕｐ
ＢＴ 封闭群

ＢＴ ｃｌｏｓｅｄ ｇｒｏｕｐ
ＷＴ 群

Ｗｉｌｄ ｇｒｏｕｐ
近交系

Ｉｎｂｒｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

ＷＴ 封闭群
ＷＴ ｃｌｏｓｅｄ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ９１０５ ０􀆰 ５２１５ ０􀆰 ７３７０

ＢＴ 封闭群
ＢＴ ｃｌｏｓｅｄ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ０９３７ ０􀆰 ５２３３ ０􀆰 ７４２２

ＷＴ 群
Ｗｉｌｄ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ６５１０ ０􀆰 ６４７７ ０􀆰 ５４３１

近交系
Ｉｎｂｒｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ０􀆰 ３０５２ ０􀆰 ２９８２ ０􀆰 ６１０５

注：对角线上的数字表示群体间的相似性率，对角线以下的数字表示群体间的相对遗传距离
Ｎｏｔｅ． Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｏｎａｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｒａｔｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｂｅｌｏｗ ｔｈｅ ｄｉａｇｏｎａｌ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ．

４０５
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图 ３　 四带无须鲃野生群、封闭群、近交群聚类图

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ， ｃｌｏｓｅｄ ａｎｄ ｉｎｂｒｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｉｇｅｒ ｂａｒｂ

３　 讨论

四带无须鲃于野生群体中发现透明突变，引入

白化基因后形成 ＷＴ 封闭群，该群 １ 对个体经全同

胞交配繁殖，形成近交群体，这过程可能导致某些

基因和位点的纯合或丢失。 本研究发现野生群中

存在 ２２７Ｆ 位点，２ 个封闭群部分个体该位点缺失，
而近交群个体该点均缺失，这结果与封闭群和近交

群的筛选过程一致。
各位点等位基因数及全部位点等位基因平均

数是表示遗传多态性的重要参数［８］。 有效等位基

因数（Ｎｅ）是基因纯合度的倒数，反映等位基因的相

互影响，Ｎｅ 值和检测到的等位基因数越接近说明等

位基因在群体中分布越均匀［１３］，可作为群体遗传变

异的一个指标。 本研究四带无须鲃 ４ 个群体的平均

Ｎａ 和 Ｎｅ 值范围分别为：３􀆰 ０８３３ ～ ６􀆰 ５８３３ 和 ２􀆰 ０５８
～ ３􀆰 ２４８３，各群体内的等位基因分布较均匀，品系

内遗传较稳定。
Ｂｏｔｓｔｅｉｎ 等［１２］提出的多态信息含量（ＰＩＣ）是衡

量微卫星基因座位变异程度高低的重要指标。 本

研究 ４ 个 群 体 平 均 ＰＩＣ 值 范 围 为 ０􀆰 ３７４８ ～
０􀆰 ５９６９，野生群的平均 ＰＩＣ 大于 ０􀆰 ５，表明野生群的

遗传多样性较其余三个群体丰富。 ２ 个封闭群和近

交群的平均 ＰＩＣ 含量均小于 ０􀆰 ５，１２ 个位点平均呈

中度多态水平，可能是群体长期封闭繁殖导致 ＰＩＣ
值降低，使遗传多样性偏低。 有研究者认为群体

ＰＩＣ 值偏低可能与采样群体部分等位基因发生缺失

或选用微卫星位点检测到的等位基因数偏少

有关［１４］。
Ｈｏ 和 Ｈｅ 反映群体遗传多样性。 前者反映群体

中实际杂合比例，而后者是假定各基因座位符合

Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡而得到的杂合度，常被用来度

量群体遗传多样性，其高低可反映群体遗传一致性

程度，Ｈｅ 值越高，所在群体遗传多样性越丰富。 野

生群平均 Ｈｏ 和 Ｈｅ 值分别为 ０􀆰 ５３３３ 和 ０􀆰 ６４８６，低

于一些野生鱼类 Ｈｏ 和 Ｈｅ 平均值［１５ － １６］。 这可能是

实验野生群来自人工养殖群体，一直养殖在封闭环

境，和其他群体无基因交流所致。 Ｈｏ 和 Ｈｅ 值体现

群体间相对的遗传纯合度，由于本研究利用野生群

筛选多态性好的微卫星标记，多态性差的标记大多

被剔除，使得实验获得的杂合度比实际情况低。 在

某种程度上，Ｈｏ 和 Ｈｅ 值是群体间相互比较的量的

体现，本研究选择的野生群遗传均一性较好，故封

闭群和近交群或有更好的遗传纯度。 ＷＴ 封闭群的

平均 Ｈｏ 值为 ０􀆰 ４６２２，Ｈｏ 值偏低，可能是杂合子缺

失导致 ２２７Ｆ 和 １３７ Ｎ 的 Ｈｏ 值为 ０，而杂合子缺失

与近亲繁殖、样本量大小、无效等位基因及人为因

素等有关［１７］。 ４ 个群体的 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡检

验结果显示大部分位点均显著和极显著偏离平衡

状态，导致这一现象的原因除无效等位基因外，大
部分的偏离可能是群体内近交所致。 这种 Ｈａｒｄｙ⁃
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 偏离平衡现象在实验动物封闭群的繁育

研究中多有报道［１８ － １９］。 以上结果表明本研究使用

的微卫星位点可提供充足的遗传多样性信息，可满

足群动物遗传背景检测的要求。
遗传分化系数 ＦＳＴ 表示种群间遗传分化程度。

４ 个群体的 ＦＳＴ 分析表明，２ 个封闭群间遗传差异

最小，遗传变异主要存在于群体内。 封闭群和近交

群遗传差异为中等程度，野生群和其他群体间均出

现较大遗传差异。 遗传相似率和进化树都表明两

封闭群间的遗传相似度最高和遗传距离最小，亲缘

关系最近，其次是封闭群和近交群亲缘关系较近，
野生群和其他群体的相似度最小、遗传距离最远，
亲缘关系较远，这些结果和近交群由野生群、封闭

群逐渐筛选的过程相符。 ＷＴ、ＢＴ 封闭群与近交群

间的 Ｎａ 和 ＰＩＣ 值的差异性检验均为 Ｐ ＞ ０􀆰 ０５，说明

封闭群和近交群无显著差异，可能是选择的微卫星

位点显著偏离平衡，影响了群体间的比较；也可能

是近交群为第三代繁殖群体，遗传分化程度较小，
与种群间 ＦＳＴ 的结论一致。

５０５
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ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ
［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，２０１５，２３（１）：５７ － ６２．

［１５］ 　 赵程，梁旭方，田昌绪，等． 鳜属 ５ 种鱼类微卫星遗传多样性

分析 ［Ｊ］ ． 华中农业大学学报， ２０１５，３４（５）：７６ － ８０．
Ｚｈａｏ Ｃ，Ｌｉａｎｇ ＸＦ，Ｔｉａｎ ＣＸ，ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｆｉｖｅ Ｓｉｎｉｐｅ ⁃ｒｃａ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ａｇｒ Ｕｎｉｖ，２０１５，３４（５）：
７６ － ８０．

［１６］ 　 傅建军，李家乐，沈玉帮，等． 草鱼野生群体遗传变异的微卫

星分析 ［Ｊ］ ． 遗传，２０１３，３５（２）：１９２ － ２０１．
Ｆｕ ＪＪ，Ｌｉ ＪＬ，Ｓｈｅｎ ＹＢ，ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｗｉｌｄ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｒａｓｓ ｃａｒｐ （ Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｉｄｅｌｌａ ） ｕｓｉｎｇ
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ［Ｊ］ ． Ｈｅｒｅｄｉｔａｓ，２０１３，３５（２）：１９２ － ２０１．

［１７］ 　 Ｓｕｃｉ Ａ，Ｕｔｈａｉｒａｔ ＮＮ，Ｗｏｒａｗｕｔ Ｋ． Ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ
ｏｒａｎｇｅ ｓｐｏｔｔｅｄ ｇｒｏｕｐｅｒ，Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ ｃｏｉｏｉｄｅｓ ｆｒｏｍ Ｔｈａｉｌａｎｄ ａｎｄ
Ｉｎｄｏｎｅｓｉａ ｕｓｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ［ Ｊ ］ ． Ｍａｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，
２００５，８：１７ － ２６．

［１８］ 　 Ｄｅｇｏｒｇｅ Ｊ． Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｕｔｈｒｅｄ ｒａｔｓ ［ Ｃ］． Ｉｎ：Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ
Ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｒａｔｓ． Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ
ｔｈｅ １９９９ ＵＳ ／ Ｊａｐａｎ Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ，２０００，４７ － ５０．

［１９］ 　 Ｋｌｏｔｉｎｇ Ｉ， Ｎｉｔｓｃｈｋｅ Ｃ， Ｖａｎ ｄｅｎ Ｂｒａｎｄｔ Ｊ． Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ
ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ： ｏｕｔｂｒｅｄ ｖｅｒｓｕｓ ｗｉｌｄ ｒａｔｓ ［ Ｊ］ ．
Ｔｏｘｉｃｏｌ Ａｐｐｌ Ｐｈａｒｍａｅｏｌ，２００３，１８９（１）：６８ － ７１．

［收稿日期］ 　 ２０１８ － ０６ － ０４
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