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　 　 摘要:　 为了解中国不同地区牛蛙(Ａｑｕａｒａｎａ ｃａｔｅｓｂｅｉａｎａ)养殖群体的遗传结构特点ꎬ利用 ８ 个多态性较好的微

卫星位点ꎬ对 ５ 个牛蛙养殖群体(湖南省岳阳市湘阴县、湖南省长沙市长沙县、福建省漳州市东山县、广东省湛江市

遂溪县、湖北省荆州市监利县)的遗传多样性进行分析ꎮ 在 １６０ 个样本中共检测到９６.０００ ０个等位基因ꎬ开发的 ８
个微卫星位点中有 ５ 个微卫星位点具有高度多态性ꎮ ５ 个群体的观测等位基因数(Ｎａ)为６.６２５ ０~ ９.２５０ ０个ꎬ有效

等位基因数(Ｎｅ)为３.３５１ ４~４.５２５ ４个ꎬ观测杂合度(Ｈｏ)为０.５０４ ２~ ０.５６２ ５ꎬ期望杂合度(Ｈｅ)为０.５９９ ９~ ０.６７５ ０ꎬ
多态性信息含量(ＰＩＣ)为０.５６４ ９~０.６４９ １ꎬ表明各养殖群体均具有较高多态性ꎮ ５ 个群体间的遗传分化指数(Ｆｓｔ)
为０~０.０４９ ２ꎬ基因流(Ｎｍ)为４.８２９ ６~ ９ ９９９.０００ ０ꎬ说明群体间的基因交流频繁ꎮ 分子方差分析(ＡＭＯＶＡ)结果显

示ꎬ种群间的变异率仅为 ２％ꎬ种群内变异占总变异的 ９８％ꎮ 由结果可以看出ꎬ各牛蛙养殖群体具有较高的遗传多

样性ꎬ遗传分化水平较低ꎬ基因流较大ꎬ群体间的遗传距离较近ꎬ存在等位基因分布不均、杂合子缺失的情况ꎬ若继

续进行近缘交配ꎬ而不进行科学的良种繁育工作ꎬ将存在较大的种质退化风险ꎮ
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　 　 牛蛙(Ａｑｕａｒａｎａ ｃａｔｅｓｂｅｉａｎａ)隶属于两栖纲(Ａｍ￣
ｐｈｉｂｉａ)、无尾目(Ａｕｎｒａ)、蛙科(Ｒａｎｉｄａｅ)、蛙属(Ｒａ￣
ｎａ)[１]ꎬ其生长速度快、个体较大、适应性强、养殖成本

较低ꎮ 作为一种食材ꎬ牛蛙营养丰富ꎬ具有高蛋白质含

量、低脂肪含量、低胆固醇含量等特点[２]ꎬ并且含有人

类必需的多种氨基酸[３]ꎮ 此外ꎬ蛙皮中含有大量生物

胺与活性多肽[４￣５]ꎮ 由此可见ꎬ牛蛙是中国一种重要的

水产品[６￣７]ꎮ 中国自从 １９５９ 年首次从古巴引入牛蛙以

来ꎬ分别将其放养于福建、湖南、天津等地ꎬ未进行人工

养殖ꎮ １９８０ 年起ꎬ人们用湖南省常德市汉寿县发现的

牛蛙开展人工繁养并取得成功ꎻ２０ 世纪 ９０ 年代起ꎬ牛
蛙养殖在中国南方多个省份得以推广ꎬ随后辐射至全

国ꎬ牛蛙产量呈暴发式增长ꎮ 目前ꎬ中国广东、福建、广
西、湖南、湖北、江西等地均有牛蛙养殖产业[８￣９]ꎮ 虽然

目前中国的牛蛙养殖产业仍不断发展ꎬ但牛蛙种源仍

是最早的古巴牛蛙ꎬ未引进过其他原种ꎬ并且几十年来

未进行过种质的更新ꎬ使得目前亲本退化、苗种质量下

降、抗病能力降低等问题日益严重[１０]ꎮ 与蛙类遗传多

样性有关的报道有棘胸蛙[１１]、中国虎纹蛙[１２]、东北林

蛙[１３]等ꎬ而与牛蛙相关的研究较少ꎬ如Ｗａｎｇ 等[１４]用微

卫星标记研究陆地与岛屿野生牛蛙群体的遗传进化情

况ꎬＺｈａｎｇ 等[１５]利用简单重复序列(ＳＳＲ)和单核苷酸多

态性(ＳＮＰ)２ 种分子标记比较了中国牛蛙和美国牛蛙

的遗传多样性ꎬ分析了中国入侵牛蛙的遗传多样性变

化ꎮ 目前ꎬ有关养殖牛蛙的种质评估及遗传分析的研

究较少ꎮ 随着牛蛙养殖业的规范化发展ꎬ进行牛蛙种

质创新、建立良种生产体系以解决行业难题等问题迫

在眉睫[１６]ꎬ开展中国养殖牛蛙种质及遗传相关研究ꎬ对
于进一步了解牛蛙的遗传多样性、提高牛蛙苗种生产

质量、促进牛蛙产业发展具有重要意义ꎮ
随机扩增多态性 ＤＮＡ 标记(ＲＡＰＤ)、限制性片

段长度多态性 ( ＲＦＬＰ )、扩增 片 段 长 度 多 态 性

(ＡＦＬＰ)、ＳＳＲ 等分子标记技术自发明以来就被广泛

应用于水产动物遗传研究等方面ꎮ ＳＳＲ 标记相对比

较保守ꎬ引物序列具有高度特异性ꎬ且多态性丰富ꎬ能
更深入准确地揭示物种的遗传结构、遗传分化程度ꎬ
被认为是种质鉴定、遗传多样性评估的优良分子标

记[１７￣１８]ꎬ被广泛应用于水产动物群体遗传多样性的分

析[１９]ꎬ如黑鲈[２０]、三角鲂[２１]、克氏原螯虾[２２]、尼罗罗

非鱼[２３]、鲢[２４]等ꎮ 有关牛蛙方面的研究工作主要集

中在养殖技术[２５]、染色体[２６]、同工酶[２７￣２８]、生长[３] 及

病害防治[２９]等多个方面ꎬ有关种质遗传方面的研究

较少ꎮ 本研究开发了牛蛙的微卫星标记ꎬ基于此对 ５
个不同地区牛蛙养殖群体开展遗传多样性的研究ꎬ以
期为评估牛蛙种质状况、遗传资源保护利用和牛蛙良

种良育等工作提供有价值的参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 样品采集

样本采集地区分别为湖南省岳阳市湘阴县

(ＸＹ)、湖南省长沙市长沙县(ＣＳＸ)、福建省漳州市

东山县(ＦＪ)、湖北省荆州市监利县(ＨＢ)、广东省湛

江市遂溪县(ＧＤ)ꎬ各采集 ３２ 只共 １６０ 只养殖牛蛙

样本ꎬ所有地区的样本均按照雌、雄各半的方式采

集ꎮ 分别剪取每只牛蛙的腿部肌肉 １ ｇꎬ置于 ９０％无

水乙醇中ꎬ于－２０ ℃保存备用ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１ 　 微卫星标记的筛选 　 提取脱氧核糖核酸

(ＤＮＡ)并检测无误后ꎬ于－２０ ℃保存备用ꎮ 在各地

区的 ３２ 个样本中随机选取 １０ 只牛蛙(雌雄比例为

１ ∶ １)的肌肉组织样本(５ 个地区共有 ５０ 个样本)ꎬ
交由上海派诺森生物科技公司进行简化基因组测

序ꎮ 按照双酶切限制性位点关联 ＤＮＡ(Ｄｏｕｂｌｅ ｄｉ￣
ｇｅｓｔ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ｄｄ￣
ＲＡＤ)测序方式进行建库ꎬ用二代测序技术对文库

进行双末端测序ꎬ根据简化基因组检测结果ꎬ使用微

卫星识别工具(Ｍｉｃｒｏ ｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｏｏｌꎬＭＩ￣
ＳＡ)在所有序列中对微卫星位点进行搜索ꎮ
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１.２.２ 　 引物及 ＰＣＲ 反应体系的设计 　 用 Ｐｒｉｍｅｒ３
ｖ２.３.６ 对上述搜索到的多态性>２ 的基因簇(Ｃｌｕｓ￣
ｔｅｒ)内的 ＳＳＲ 序列进行引物的批量设计ꎬ并按照如

下方法对引物进行筛选:(１)设计引物类型为非单

核苷酸重复模体、非复合重复模体ꎬ仅选取每条读长

(Ｒｅａｄ)上有 １ 个 ＳＳＲ 的 ＳＳＲ 类型设计引物ꎻ(２)引
物必须在某个 Ｃｌｕｓｔｅｒ 内ꎬ且 Ｃｌｕｓｔｅｒ 内 ＳＳＲ 的长度

多态性≥２ꎻ(３)每条引物在 Ｃｌｕｓｔｅｒ 中必须有 ２ 条不

同的 Ｒｅａｄ 同时覆盖该 ＳＳＲ 位点ꎬ并支持在该位置

设计引物ꎻ(４)去除完全相同的引物结果ꎮ
在设计的引物中随机挑选 ５０ 对引物进行初筛ꎬ在

５ 个不同地区的牛蛙 ＤＮＡ 样本中各随机选取 １ 个牛蛙

个体基因组 ＤＮＡꎬ等量混匀后将其作为混合 ＤＮＡ 模

板ꎬ用于后续研究ꎮ 利用随机挑选并合成的 ５０ 对引

物ꎬ以混合ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 聚合酶链式反

应(ＰＣＲ)产物通过琼脂糖凝胶电泳进行检测ꎬ以条带

是否清晰完整、基本无引物二聚体、大小与预期结果一

致为标准进行引物质量检测ꎮ 将符合条件的引物用于

下一步的 ＰＣＲ 扩增ꎬ并基于此确定最适退火温度ꎮ 在

经过初筛的引物 ５′端添加荧光标记羧基荧光素

(ＦＡＭ)ꎬ对 １６０ 个样本 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ２０􀆰 ０ μＬ
ＰＣＲ 反应体系为:１０􀆰 ０ μＬ ２×Ｔａｑ ＰＣＲ 混合物ꎬ０􀆰 ５ μＬ
模版 ＤＮＡꎬ各 ０􀆰 ５ μＬ 上下游引物ꎬ８􀆰 ５ μＬ 双蒸水

(ｄｄＨ２Ｏ)ꎮ ＰＣＲ 扩增程序为:９４ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ
最适退火温度 ３０ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ ５
ｍｉｎꎬ于 ４ ℃保存产物[３０￣３１]ꎮ 产物检测合格后ꎬ送至上

海派森诺生物科技股份有限公司进行基因分型ꎮ
１.２.３　 数据统计与分析　 用 Ｇｅｎｅ Ｍａｐｐｅｒ ４.１ 对峰

图进行分析ꎮ 对于峰图中信号值在 ４００ 以上、在同

一个位点可以检测到其他相似峰型且无其他杂峰干

扰的数据予以采纳ꎮ 用 １６０ 个样本数据建立数据矩

阵ꎬ用于后续分析ꎮ
遗传多样性分析ꎮ 用 Ｐｏｐｇｅｎ ３２、ＧｅｎＡｌＥｘ ｖｅｒ￣

ｓｉｏｎ ６.５０１ 软件[３２] 分析各项遗传多样性指标ꎬ包括

观测杂合度(Ｈｏ)、期望杂合度(Ｈｅ)、遗传分化指数

(Ｆｓｔ)等[３３]ꎬ综合判断不同地区牛蛙的遗传多样性ꎮ
遗传结构分析ꎮ 根据 Ｅｖａｎｎｏ 等[３４] 的方法计算

最适 Ｋ 值ꎬ判断 ５ 个种群的来源ꎮ 使用非加权组平均

法(ＵＰＧＭＡ)建立群体的聚类树ꎮ 使用贝斯模型ꎬ基
于 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｖｅｒｓｉｏｎ ２.３.３ 软件分析群体的遗传结构ꎮ

分子方差分析与基因流的估算ꎮ 基于以上分析

结果ꎬ参照文献[３１]的方法计算各群体间和群体内

的变异、分化情况并进行显著性检验[３５]ꎮ 用 Ｇｅ￣
ｎｅｔｉｘ 计算群体间的遗传分化指数、基因流ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 微卫星筛选与引物多态性检测

得到下一代 ＤＮＡ 测序技术(Ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ＮＧＳ)测序数据后ꎬ通过数据质控处理进

行过滤ꎬ获得１０６ ２４３ ７０６条高质量 Ｒｅａｄꎬ占原始

Ｒｅａｄ 的 ９９􀆰 １６％ꎻ 高 质 量 Ｒｅａｄ 的 碱 基 数 为

１５ ２９４ ６５１ ６３１个ꎬ占原始碱基总数的 ９９􀆰 １３％ꎮ 结

果显示ꎬ质控后的测序结果具有较高的质量[质量

数大于 ２０ 的碱基所占百分比(Ｑ２０)≥９８􀆰 ４０％ꎬ 质

量数大于 ３０ 的碱基所占百分比(Ｑ３０)≥９５􀆰 ９２％]ꎬ
Ｇ＋Ｃ 含量为 ４１􀆰 ２８％ꎬ数据质量符合要求ꎮ

在文库的所有序列中搜索 ＳＳＲ 位点ꎬ共搜索到

１ ９７６ ０８７个 ＳＳＲꎬ其中以复合形式存在的 ＳＳＲ 数量

为２６６ ２９８个ꎮ 在搜素结果中随机挑选 ５０ 个 ＳＳＲ 标

记用于设计引物ꎬ从而进行初筛ꎮ 从 ５０ 对引物中初

步筛选出能获得清晰、完整、无二聚体的产物ꎬ且条

带大小与预期结果一致的 １８ 对引物ꎮ 在初筛的 １８
对引物的 ５′端添加荧光标记(ＦＡＭ)ꎬ用已经添加了

荧光标记的引物分别与所有牛蛙样本个体进行

ＰＣＲꎬ产物经检测无误后进行分型ꎮ 最终获得多态

性高、峰形较好的 ８ 对引物ꎬ引物具体信息见表 １ꎮ

表 １　 用于本研究的微卫星引物相关信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ

位点 重复序列　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 退火温度
(℃)

ＹＧ０８ (ＴＣＴＡ) １９ Ｆ:ＧＡＴＴＣＡＡＣＧＴＧＡＴＧＡＣＡＣＧ ５８

Ｒ:ＧＣＣＴＴＧＡＧＧＡＡＴＧＧＡＧＴＴＧＡ

ＹＧ１０ (ＴＡＴＣ) １５ Ｆ:ＡＧＧＡＣＴＴＧＣＡＣＡＧＣＴＧＡＣＣＴ ５８

Ｒ:ＡＡＧＧＡＧＡＴＣＣＧＣＡＡＴＣＡＣＡＧ

ＹＧ１１ (ＴＡ) ２３ Ｆ:ＣＡＡＴＧＴＡＡＡＴＧＴＧＣＧＧＣＴＴＧ ５８

Ｒ:ＴＡＧＣＡＴＴＴＴＴＧＧＣＴＧＡＧＧＣＴ

ＹＧ１５ (ＴＴＡ) １６ Ｆ:ＣＣＣＣＡＴＧＴＴＣＡＣＡＧＴＴＣＴＣＣ ５８

Ｒ:ＧＡＴＴＧＧＧＡＧＡＧＴＧＡＡＧＴＴＣＣＡ

ＹＧ２０ (ＴＧＴＡ) ５ Ｆ:ＴＣＡＡＡＧＴＧＴＣＴＴＧＧＧＣＧＧ ５８

Ｒ:ＡＣＣＴＡＣＣＴＴＣＴＧＧＴＴＴＧＧＧＣ

ＹＧ３６ (ＴＴＣＴＡ) １０ Ｆ:ＧＴＣＴＴＧＴＡＧＣＣＣＡＴＴＣＣＡＧＣ ５８

Ｒ:ＣＴＧＡＴＴＴＣＣＴＴＣＣＡＡＧＡＣＴＧＴＧ

ＹＧ３７ (ＡＴＴ) １２ Ｆ:ＧＣＣＴＡＴＧＴＣＣＡＧＧＡＡＣＧＴＧＴ ５８

Ｒ:ＧＣＴＴＧＡＧＡＡＣＴＣＡＴＴＣＡＴＴＣＡＧＧ

ＹＧ５０ (ＴＡＴ) １４ Ｆ:ＣＴＣＴＡＡＴＧＣＣＣＣＡＣＣＡＣＡＧＴ ５８

Ｒ:ＣＣＡＡＧＡＡＡＴＣＣＣＡＧＡＧＧＡＣＡ
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　 　 检测结果表明ꎬ１６０ 个样本中共检测到９６.０００ ０
个等位基因ꎮ 由表 ２ 可以看出ꎬＹＧ￣５０ 的观测等位

基因数最少ꎬ只有７.０００ ０个ꎬＹＧ￣８、ＹＧ￣１０ 的观测等

位基因数最多ꎬ均为１７.０００ ０个ꎬ各位点的平均观测

等位基因数为 １２.０００ ０ 个ꎮ 有效等位基因数在

１.７４２ ６个(ＹＧ￣３７)和８.９８８ ８个(ＹＧ￣１０)之间ꎮ 各个

位点的有效等位基因数平均值为４.１０４ ０个ꎬ不同个

体间的等位基因数有一定差异ꎮ 香农指数( Ｉ)在

０.９７１ ７(ＹＧ￣３７)和２.４２９ １(ＹＧ￣１０)之间ꎬ平均值为

１.５５４ ８ꎮ 用多态性信息含量(ＰＩＣ)值来判断 ＳＳＲ 位

点的多态性ꎬ 结果显示ꎬ 所选位点的 ＰＩＣ 值在

０.４０８ １(ＹＧ￣３７)和０.８７８ ９(ＹＧ￣１０)之间ꎬ平均值为

０.６３６ １ꎬ均大于０.２５０ ０ꎬ具有较高的多态性ꎬ可以用

于后续研究ꎮ 具有高度多态性(ＰＩＣ≥０􀆰 ５００ ０)的位

点有 ＹＧ￣８、ＹＧ￣１０、ＹＧ￣１１、ＹＧ￣２０、ＹＧ￣５０ꎻ具有中度多

态性(０.２５０ ０≤ＰＩＣ<０.５００ ０)的位点有 ３ 个ꎬ分别

为 ＹＧ￣１５、ＹＧ￣３６ 和 ＹＧ￣３７ꎮ 观测杂合度在０.２８７ ５
(ＹＧ￣３７) 和 ０.９２５ ０ ( ＹＧ￣１０) 之间ꎬ期望杂合度在

０.４２７ ５(ＹＧ￣３７)和０.８９１ ５(ＹＧ￣１０)之间ꎬ平均值分别

为０.５３７ ７、０.６６５ ８ꎮ

表 ２　 微卫星位点的遗传多样性参数

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ

位点　 观测等位基因数
(个)

有效等位基因数
(个)

香农指数
( Ｉ)

多态性信息含量
(ＰＩＣ)

观测杂合度
(Ｈｏ)

期望杂合度
(Ｈｅ)

哈迪￣温伯格
平衡指数

ＹＧ￣８ １７.０００ ０ ７.０７６ ７ ２.１８８ ３ ０.８４３ ７ ０.８５６ ２ ０.８６１ ４ ０∗∗∗

ＹＧ￣１０ １７.０００ ０ ８.９８８ ８ ２.４２９ １ ０.８７８ ９ ０.９２５ ０ ０.８９１ ５ ０.００８ ２∗∗

ＹＧ￣１１ １２.０００ ０ ４.４３０ ６ １.７４０ ４ ０.７４３ ０ ０.３４３ ８ ０.７７６ ７ ０∗∗∗

ＹＧ￣１５ １１.０００ ０ １.８２２ ０ １.１３０ ３ ０.４４０ ８ ０.３４３ ８ ０.４５２ ６ ０∗∗∗

ＹＧ￣２０ １２.０００ ０ ３.６４１ ８ １.５８９ ５ ０.６８１ ７ ０.４７５ ０ ０.７２７ ７ ０∗∗∗

ＹＧ￣３６ １０.０００ ０ ２.０３１ ４ １.１１３ １ ０.４７７ ６ ０.４２５ ０ ０.５０９ ３ ０∗∗∗

ＹＧ￣３７ １０.０００ ０ １.７４２ ６ ０.９７１ ７ ０.４０８ １ ０.２８７ ５ ０.４２７ ５ ０∗∗∗

ＹＧ￣５０ ７.０００ ０ ３.０９８ ０ １.２７６ １ ０.６１５ １ ０.６４５ ６ ０.６７９ ４ ０.９９９ ７ｎｓ
∗∗表示极显著偏离(Ｐ<０.０１)ꎬ∗∗∗表示极显著偏离(Ｐ<０.００１)ꎬｎｓ 表示不偏离(Ｐ>０.０５)ꎮ

２.２　 牛蛙群体的遗传多样性分析

由表 ３ 可知ꎬ牛蛙各群体的观测等位基因数为

６.６２５ ０~ ９.２５０ ０个ꎬ有效等位基因数为 ３.３５１ ４~

４.５２５ ４个ꎬ Ｈｏ 为 ０.５０４ ２~ ０.５６２ ５ꎬ Ｈｅ 为 ０.５９９ ９~
０.６７５ ０ꎬＰＩＣ 为 ０.５６４ ９~ ０.６４９ １ꎮ 各群体的 ＰＩＣ>
０.５００ ０ꎬ为高度多态性群体ꎮ

表 ３　 牛蛙群体的遗传多样性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｂｕｌｌｆｒｏｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

群体
观测等位基因数

(个)
有效等位基因数

(个)
香农指数

( Ｉ)
观测杂合度

(Ｈｏ)
期望杂合度

(Ｈｅ)
多态性信息含量

(ＰＩＣ)

ＣＳＸ ７.０００ ０ ３.７０８ ４ １.３９９ ２ ０.５６２ ５ ０.６５２ ２ ０.６１６ ２

ＦＪ ６.６２５ ０ ３.３５１ ４ １.２６４ ６ ０.５２７ ３ ０.５９９ ９ ０.５６４ ９

ＧＤ ７.２５０ ０ ３.６７４ ５ １.４０６ ２ ０.５０４ ２ ０.６４８ ７ ０.６１４ ６

ＨＢ ９.２５０ ０ ４.５２５ ４ １.５７５ １ ０.５３９ １ ０.６７５ ０ ０.６４９ １

ＸＹ ７.８７５ ０ ３.８８８ ５ １.４５１ ５ ０.５５４ ７ ０.６５６ ４ ０.６２４ ８
ＸＹ:湖南省岳阳市湘阴县ꎻＣＳＸ:湖南省长沙市长沙县ꎻＦＪ:福建省漳州市东山县ꎻＨＢ:湖北省荆州市监利县ꎻＧＤ:广东省湛江市遂溪县ꎮ

２.３　 种群遗传变异分析

由表 ４ 可以看出ꎬＧＤ 和 ＦＪ 牛蛙群体之间的遗

传分化指数(Ｆｓｔ)值最低(０)ꎬ而 ＨＢ 和 ＣＳＸ 牛蛙

群体之间的 Ｆｓｔ 值最高(０.０４９ ２)ꎬＣＳＸ 牛蛙群体

与其他 ４ 个牛蛙群体之间的 Ｆｓｔ 值形成局部高点ꎬ
均大于０.０３０ ０ꎮ ５ 个牛蛙群体之间的 Ｆｓｔ 值为０ ~

０.０４９ ２ꎬ平均值为０.０２３ ９ꎬ说明 ５ 个牛蛙群体之间

的整体遗传变异不显著ꎬ遗传分化程度较低ꎮ 基

因流(Ｎｍ)与 Ｆｓｔ 值呈负相关ꎬ同时 ＧＤ 牛蛙群体与

ＦＪ 牛蛙群体之间的 Ｎｍ值最高ꎬ为９ ９９９.０００ ０ꎬ而
ＨＢ 牛蛙群体与 ＣＳＸ 牛蛙群体之间的 Ｎｍ值最低ꎬ
为４.８２９ ６ꎮ
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表 ４　 群体间的基因流和遗传分化结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅ ｆｌｏｗ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
群体 ＣＳＸ ＦＪ ＧＤ ＨＢ ＸＹ

ＣＳＸ ６.９３３ １ ６.７７４ ３ ４.８２９ ６ ５.４６０ ９

ＦＪ ０.０３４ ８ ９ ９９９.０００ ０ １９.２３９ ３ １１.０７９ ２

ＧＤ ０.０３５ ６ ０ １４.０２３ ３ ９５.２５６ ５

ＨＢ ０.０４９ ２ ０.０１２ ８ ０.０１７ ５ １１.９５７ ７

ＸＹ ０.０４３ ８ ０.０２２ １ ０.００２ ６ ０.０２０ ５
右上方数据为群体间的基因流(Ｎｍ)ꎬ左下方数据为遗传分化指数(Ｆｓｔ)ꎮ
ＸＹ:湖南省岳阳市湘阴县ꎻＣＳＸ:湖南省长沙市长沙县ꎻＦＪ:福建省漳州市
东山县ꎻＨＢ:湖北省荆州市监利县ꎻＧＤ:广东省湛江市遂溪县ꎮ

　 　 由表 ５ 可以看出ꎬ种群间的遗传变异占遗传变

异总量的 ２％ꎬ种群内个体间的遗传变异占遗传变

异总量的 ９８％ꎮ 说明 ５ 个牛蛙群体的主要变异来自

种群内ꎮ

表 ５　 种群分子方差分析(ＡＭＯＶＡ)结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＡＭＯＶＡ) ｏｆ ｐｏｐ￣
ｕｌａｔｉｏｎｓ

变异来源　 自由度 平方和 方差分量
变异百分比

(％)

种群间 ４ ４４.４９４ ０.１５２ ２

种群内个体间 １５５ ９７０.０３１ ６.２５８ ９８

总计 １５９ １ ０１４.５２５ ６.４１０ １００

２.４　 群体遗传结构分析

２.４.１　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 分析 　 在 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｓｅｌｅｃｔｏｒ 中根据

Ｅｖａｎｎｏ 等[３４] 的方法对 ５ 个不同地区牛蛙养殖群体

的遗传结构进行分析ꎬ设定分组数为１~ １０ꎬ依据群

体的亚群数(Ｋ 值)与△Ｋ 的变化趋势绘制关系图ꎮ
由图 １ 可以看出ꎬ当Ｋ＝ ３ 时ꎬ△Ｋ 最大ꎬ表明在 ５ 个

群体中存在 ３ 个基因库ꎮ Ｋ＝ ３ 时 ５ 个群体的 Ｓｔｒｕｃ￣
ｔｕｒｅ 结果见图 ２ꎮ

Ｋ 值:群体的亚群数ꎮ
图 １　 基于 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 分析的△Ｋ 方法绘制的 Ｋ 值变化情况

Ｆｉｇ.１　 Ｋ￣ｖａｌｕｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｃｈａｒｔ ｄｒａｗｎ ｂｙ ｔｈｅ △ Ｋ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｔｈｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳＴＲＵＣＴＵＲ

ＸＹ:湖南省岳阳市湘阴县ꎻＣＳＸ:湖南省长沙市长沙县ꎻＦＪ:福建

省漳州市东山县ꎻＨＢ:湖北省荆州市监利县ꎻＧＤ:广东省湛江市

遂溪县ꎮ
图 ２　 Ｋ＝３ 时 ５ 个群体的 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 结果

Ｆｉｇ.２ 　 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎｆｅｒｒｅｄ ｆｒｏｍ
ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｔ Ｋ＝３

２.４.２　 遗传距离与聚类分析　 由表 ６ 可以看出ꎬ５
个牛蛙群体间的遗传距离为０.０２４ ９~ ０.１０３ ５ꎬ遗传

相似度为０.９０１ ６~ ０.９７５ ４ꎬ其中 ＣＳＸ 牛蛙群体与

ＨＢ 牛蛙群体间的遗传距离最大ꎬ为０.１０３ ５ꎬＧＤ 牛

蛙群体与 ＦＪ 牛蛙群体间的遗传距离最小ꎬ 为

０.０２４ ９ꎮ 此外ꎬＣＳＸ 牛蛙群体与 ＨＢ 牛蛙群体间的

遗传相似度最小ꎬ为０.９０１ ６ꎻＧＤ 牛蛙群体与 ＦＪ 牛

蛙群体间的遗传相似度最大ꎬ为０.９７５ ４ꎮ 根据上述

分析结果ꎬ构建群体的非加权组平均法(ＵＰＧＭＡ)
树ꎬ由图 ３ 可以看出ꎬＦＪ 牛蛙群体和 ＧＤ 牛蛙群体间

的遗传距离最近ꎬ汇聚成 １ 支ꎬ与 ＨＢ 牛蛙群体汇聚

后ꎬ再与 ＸＹ 牛蛙群体汇聚为 １ 支ꎬ最后 ４ 个牛蛙群

体与独立 １ 支的 ＣＳＸ 牛蛙群体汇聚ꎮ

表 ６　 群体间的遗传相似度和遗传距离

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

群体　 ＣＳＸ ＦＪ ＧＤ ＨＢ ＸＹ

ＣＳＸ ０.９３６ ６ ０.９２３ ２ ０.９０１ ６ ０.９１３ ８

ＦＪ ０.０６５ ５ ０.９７５ ４ ０.９５８ ４ ０.９４９ ３

ＧＤ ０.０７９ ９ ０.０２４ ９ ０.９４１ １ ０.９６１ ９

ＨＢ ０.１０３ ５ ０.０４２ ５ ０.０６０ ７ ０.９３７ ２

ＸＹ ０.０９０ ２ ０.０５２ ０ ０.０３８ ９ ０.０６４ ９
ＸＹ:湖南省岳阳市湘阴县ꎻＣＳＸ:湖南省长沙市长沙县ꎻＦＪ:福建省漳
州市东山县ꎻＨＢ:湖北省荆州市监利县ꎻＧＤ:广东省湛江市遂溪县ꎮ

２.４.３　 主成分分析 　 基于 Ｎｅｉ 氏遗传距离ꎬ对 １６０
个牛蛙样品进行主成分分析ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ５ 种不

同图例分别代表 ５ 个不同地区的养殖牛蛙样本ꎬ５
种图例在图中的分布较为均匀ꎬ说明 ５ 个地区牛蛙

样本间的差异性较小ꎬ关联性较大ꎬ不同种群之间的

基因交流较多ꎬ没有明显区别ꎮ
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ＸＹ:湖南省岳阳市湘阴县ꎻＣＳＸ:湖南省长沙市长沙县ꎻＦＪ:福建

省漳州市东山县ꎻＨＢ:湖北省荆州市监利县ꎻＧＤ:广东省湛江市

遂溪县ꎮ
图 ３　 ５ 个种群的非加权组平均法(ＵＰＧＭＡ)聚类结果

Ｆｉｇ.３ 　 Ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎ
(ＵＰＧＭＡ) ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

ＸＹ:湖南省岳阳市湘阴县ꎻＣＳＸ:湖南省长沙市长沙县ꎻＦＪ:福建

省漳州市东山县ꎻＨＢ:湖北省荆州市监利县ꎻＧＤ:广东省湛江市

遂溪县ꎮ
图 ４　 １６０ 个样品的主坐标分析(ＰＣｏＡ)结果

Ｆｉｇ. ４ 　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ( ＰＣｏＡ) ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １６０
ｓａｍｐｌｅｓ

３　 讨 论

３.１　 牛蛙各养殖群体的遗传多样性水平

遗传多样性是物种多样性的基础ꎬ物种和种群

的遗传多样性决定了物种对环境的适应能力ꎮ 分析

物种的遗传多样性ꎬ可以从本质上了解物种的变异、
进化情况ꎬ并可以评估物种的种质资源[３６]ꎮ 已有的

基于微卫星数据对群体遗传多样性的分析中ꎬ常通

过等位基因数、杂合度和多态性信息含量等指标来

评价群体遗传多样性[３７]ꎮ 在本研究中ꎬ８ 个微卫星

位点的 ＰＩＣ 值全部大于０.２５０ ０ꎬ其中有 ５ 个高度多

态性位点ꎬ３ 个中度多态性位点ꎬ符合位点遗传多样

性的分析要求ꎮ
杂合度是衡量个体或种群中基因的不同形式的

比例ꎬ可以很好地反映遗传多样性水平ꎬ可用于推测

物种或种群的基因流动性ꎬ帮助分析种群的遗传结

构和演化历史[３８]ꎮ 杂合度较高ꎬ意味着群体的同质

性较低ꎬ种群具有更高的遗传变异ꎬ可以更好帮助物

种适应环境变化[３９]ꎮ 当 Ｈｏ大于 Ｈｅ时ꎬ说明杂合子

较多ꎬ反之则说明杂合子缺失[４０]ꎬ而近缘交配会使

杂合子缺失ꎮ ２０２２ 年魏朝宇等[１１] 分析了棘胸蛙的

遗传多样性ꎬ结果显示ꎬＨｏ、Ｈｅ 的平均值分别为

０􀆰 １８２、０􀆰 ５８９ꎮ ２０２４ 年乔芬等[１２]对中国虎纹蛙的遗

传多样性分析结果显示ꎬ Ｈｏ、 Ｈｅ 分别为 ０􀆰 ４６０、
０􀆰 ５８２ꎮ ２０１７ 年吕广祺[１３]对东北林蛙的遗传多样性

分析结果显示ꎬ东北林蛙的 Ｈｏ、Ｈｅ分别为０􀆰 ２８４ ２、
０􀆰 ６４７ ５ꎮ 在本研究中ꎬ牛蛙群体的 Ｈｅ 的范围为

０􀆰 ５９９ ９~０􀆰 ６７５ ０ꎬ而 Ｈｏ的范围为０􀆰 ５０４ ２~０􀆰 ５６２ ５ꎬ
反映牛蛙的遗传多样性与其他物种相比较高ꎮ 但

是ꎬ５ 个群体的遗传相似度较高ꎬ差异不明显ꎮ 根据

样本溯源结果ꎬ从理论分析角度看ꎬ自繁养殖场牛蛙

样本的遗传多样性应出现降低趋势ꎬ但是由于自我

繁育时间较短ꎬ对遗传多样性的影响较小ꎬ因此并未

在数据上得以体现ꎮ
等位基因数决定了某一基因座上遗传变异的丰

富程度ꎬ是构成遗传多样性的基础ꎮ 种群中某个基

因座上的等位基因数越多ꎬ表明该基因座上的遗传

变异越丰富ꎬ在进化过程中该位点的突变活跃程度

越高ꎬ遗传多样性也越高[４１]ꎮ 有效等位基因数

(Ｎｅ)与观测等位基因数(Ｎａ)越接近ꎬ物种的等位基

因分布就越均匀[４２￣４３]ꎮ 在本研究中ꎬ观测等位基因

数为 ６􀆰 ６２５ ０~ ９􀆰 ２５０ ０ 个ꎬ 有 效 等 位 基 因 数 为

３􀆰 ３５１ ４~４􀆰 ５２５ ４个ꎬ各个群体中的等位基因数量较

多ꎬＮｅ与 Ｎａ的差异均较大ꎬ说明所有群体均出现了

等位基因数量不均的情况ꎮ
３􀆰 ２　 牛蛙养殖群体与野生群体的遗传多样性比较

Ｗａｎｇ 等[１４]在 ２０１９ 年对 ３ 个陆地野生牛蛙群

体和 １４ 个岛屿野生牛蛙群体的遗传多样性进行了

分析ꎬ结果表明ꎬ３ 个陆地野生牛蛙种群的期望杂合

度(Ｈｅ)、观测杂合度(Ｈｏ)分别为０􀆰 ５２~０􀆰 ５６、０􀆰 ５６~
０􀆰 ６７ꎻ岛屿野生牛蛙群体的期望杂合度(Ｈｅ)、观测

杂合度(Ｈｏ)分别为０􀆰 ４９~ ０􀆰 ７３、０􀆰 ５０~ ０􀆰 ７６ꎻ陆地牛
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蛙群体的平均观测等位基因数(Ｎａ)为３􀆰 ７８~ ４􀆰 ３３
个ꎬ岛屿牛蛙群体的平均观测等位基因数(Ｎａ )为

４􀆰 ２２~６􀆰 ７８ 个ꎮ ２０２４ 年 Ｚｈａｎｇ 等[１５]对中国牛蛙、美
国牛蛙的遗传多样性分析结果表明ꎬ中国野生牛蛙

种群的期望杂合度(Ｈｅ)和观测杂合度(Ｈｏ)分别为

０􀆰 ５７±０􀆰 ０３ 和０􀆰 ６９±０􀆰 ０４ꎬ观测等位基因数(Ｎａ)为

(４􀆰 ７９±０􀆰 ４３)个ꎮ 与上述关于牛蛙遗传多样性的报

道相比ꎬ本研究所测牛蛙群体的遗传参数都存在期

望杂合度(Ｈｅ)、观测等位基因数(Ｎａ)整体上升但观

测杂合度(Ｈｏ)下降的情况ꎬ并且早期野生种群的观

测杂合度(Ｈｏ)等于或高于期望杂合度(Ｈｅ)ꎮ 这通

常是非随机交配(如近交)后杂合子过剩的表现ꎬ可
能由于种群建立时的瓶颈效应和随后的快速扩张ꎮ
但是ꎬ在当前研究的养殖群体中ꎬ观测杂合度(Ｈｏ)
普遍低于期望杂合度(Ｈｅ)ꎬ表明群体中可能存在近

交现象ꎬ由此导致杂合子数量减少ꎮ
从理论上看ꎬ野生牛蛙群体的遗传多样性应略

高于养殖群体ꎬ但是研究结果显示ꎬ养殖群体在 Ｈｅ、
Ｎａ较高的情况下ꎬＨｏ下降ꎬ表明产业内跨地区的种

源流通有效扩大了群体的遗传基础ꎮ 但是ꎬ较高的

Ｎａ、Ｈｅ并非自然恢复的结果ꎬ而是由于产业为应对

种质退化而进行跨地区人工引种ꎬ通过人为干预提

高了遗传潜力ꎮ 然而ꎬ从明显降低的 Ｈｏ看出ꎬ目前

牛蛙养殖中繁殖群体规模过小、选择压力过大和近

交现象较为普遍ꎮ 因此ꎬ通过人工引种来扩大群体

的遗传基础虽然可以使部分遗传参数提高ꎬ但是高

强度的人工选择、未进行科学良种繁育和普遍存在

的近交现象才是导致中国牛蛙养殖业面临种质退化

问题的关键ꎮ
３􀆰 ３　 牛蛙养殖群体间的遗传分化

遗传分化指数(Ｆｓｔ)通常用来判断群体的遗传

分化程度ꎬ是分析物种遗传结构和进化历史的重要

工具[４４]ꎮ Ｂａｌｌｏｕｘ 等[４５]提出ꎬ当 Ｆｓｔ 大于 ０􀆰 ２５ 时ꎬ说
明遗传分化程度极大ꎻ当 Ｆｓｔ 小于 ０􀆰 ０５ 时ꎬ说明遗

传分化程度极小ꎬ可以忽略不计ꎻ当 Ｆｓｔ 为０􀆰 ０５~
０􀆰 ２５ 时ꎬ属于中度分化ꎮ 在本研究中ꎬＦｓｔ 的平均值

为０􀆰 ０２３ ９ꎬ说明 ５ 个牛蛙养殖群体间的遗传变异不

显著ꎬ遗传分化程度较低ꎮ 从分子方差分析结果来

看ꎬ９８％的遗传变异均来自种群内个体间ꎬ种群间的

遗传变异极小(２％)ꎬ这与遗传分化指数得出的结

果一致ꎮ
基因流(Ｎｍ)与 Ｆｓｔ 呈负相关ꎬ两者之前存在一

种动态平衡ꎬ基因流能够促进种群间的基因交流ꎬ可
以降低遗传分化程度ꎮ 而遗传分化指数则反映了种

群间的遗传差异ꎬ是基因流作用结果的一种体现ꎮ
基因流和遗传分化指数之间存在复杂的相互作用ꎬ
共同影响着种群的遗传结构和进化历程[４６]ꎮ ５ 个

牛蛙群体间的 Ｎｍ范围为４􀆰 ８２９ ６~９ ９９９.０００ ０ꎬ表明

５ 个牛蛙群体间基因交流频繁、遗传分化小ꎮ 导致

这一现象的原因主要是牛蛙于 ２０ 世纪 ５０ 年代末进

入中国ꎬ２０ 世纪 ８０ 年代湖南、福建地区初步尝试养

殖牛蛙ꎬ之后的 ２１ 世纪初ꎬ全国从福建引种牛蛙并

辐射至全国ꎮ 由于各地的牛蛙养殖时间都较短ꎬ加
上大部分养殖户没有完全掌握育种技术ꎬ选择直接

买进蝌蚪后以成蛙卖出ꎬ导致全国养殖牛蛙种源流

动频繁[４７￣４８]ꎬ造成不同地区养殖牛蛙群体没有出现

明显遗传分化ꎮ
遗传距离反映了不同群体间的亲缘关系ꎬ可以

很好地体现群体间的遗传结构ꎮ 其中ꎬ湖南省长沙

市长沙县和湖北省荆州市监利县牛蛙群体间的遗传

距离最大(０􀆰 １０３ ５)ꎬ广东省湛江市遂溪县和福建省

漳州 市 东 山 县 牛 蛙 群 体 间 的 遗 传 距 离 最 小

(０􀆰 ０２４ ９)ꎮ 湖南省长沙市长沙县和湖北省荆州市

监利县牛蛙群体间的遗传相似度最小(０􀆰 ９０１ ６)ꎬ广
东省湛江市遂溪县和福建省漳州市东山县牛蛙群体

间的遗传相似度最大(０􀆰 ９７５ ４)ꎮ ＵＰＧＭＡ 树结果

显示ꎬ福建群体与广东群体汇聚后与湖北群体汇聚ꎬ
然后与湘阴群体汇聚为 １ 支ꎬ而长沙县群体则独立

为 １ 支ꎮ 根据 ５ 个养殖地区的牛蛙溯源情况ꎬ长沙

县样本是养殖场自我繁育的第 ４ 代ꎬ湘阴样本是自

我繁育的第 ３ 代ꎬ福建和广东的牛蛙样本均来源于

当地ꎬ湖北的牛蛙样本是购买了福建的蝌蚪养成成

蛙后进行采集的ꎮ 由此可见ꎬ样本溯源情况与遗传

距离基本可以匹配ꎬ福建和广东地区间样本的遗传

距离较近ꎬ遗传相似度较大ꎮ

４　 结 论

本研究通过简化基因组测序开发了部分微卫星

分子标记ꎬ并利用开发出的多态性较好的 ＳＳＲ 标记

对中国的不同牛蛙养殖群体进行遗传多样性、遗传

结构研究ꎮ 结果显示ꎬ５ 个养殖群体的遗传多样性

较高ꎬ遗传分化水平较低ꎬ遗传距离较近ꎬ等位基因

分布不均ꎬ杂合度较高ꎬ且群体间的基因流值较大ꎬ
说明牛蛙种质的地域差异不明显ꎬ存在较多的近缘

５１４２李兆薇等:基于微卫星标记的养殖牛蛙群体遗传多样性分析



交配现象ꎬ牛蛙种质有进一步退化的趋势ꎮ 研究结

果填补了国内关于大范围牛蛙种群遗传学研究的空

白ꎬ可为牛蛙选种育种、牛蛙种质资源保护提供一定
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