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基于 SNP 标记的团头鲂、黑尾近红鲌和

鲌鲂“先锋 2 号”群体遗传分析 
 

李佩, 陈见, 李清, 王贵英, 孙艳红*
 

武汉市农业科学院水产研究所, 湖北武汉 430207 

摘要: 研究应用 SLAF-seq 开发了团头鲂、黑尾近红鲌以及鲌鲂“先锋 2 号”的 SNP 标记并研究了群体遗传多样性和群体

遗传结构，结果显示 Rsa-I 的酶切效率为 90.11%，三种鱼共得到 181.13M reads。通过生物信息学分析，共获得 SLAF

标签 1,339,007 个，共得到 446,680 个 SNP，测序平均Q30 为 93.03%，平均GC 含量 37.79%，测得观察等位基因数（No）

为 2.0，期望等位基因数（Ne）为 1.63，观察杂合度（Ho）为 0.08，期望杂合度（He）为 0.36，遗传多样性指数（Genetic 

diversity index）为 0.41，香浓指数（Shnnon Wiener index）为 0.54，多态信息含量（PIC）为 0.29，次要等位基因型频

率（MAF）为 0.28，表明三种鱼群体遗传多样处于中等水平，这可能跟三种鱼长期的人工选育有关。三种鱼的遗传距

离显示鲌鲂“先锋 2 号”与团头鲂最近、与黑尾近红鲌次之、团头鲂和黑尾近红鲌最远，这也与形态学基本保持一致。 
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Genetic Analysis of Megalobrama amblycephala, 

Ancherythroculter nigrocauda and Bo Fang “Xianfeng 

No. 2” Based on SNP Markers 
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Abstract: The SNP markers of Megalobrama amblycephala, Ancherythroculter nigrocauda and Bo Fang “Xianfeng No. 

2” were developed by SLAF-seq in this study. Further analysis on genetic diversity and genetic population were also 

done in this paper. The results showed that the efficiency of Enzyme digestion was 90.11% and 181.13M reads were 

obtained from three fishes. 1,339,007 SLAF labels and 446,680 SNP markers were through bioinformatics analysis. And 

the Q30 of mean sequencing was 93.03%, the mean GC content was 37.79%. The results showed that the observed allele 

number (No) was 2.0, and the expected allele number (Ne) was 1.63. The observed heterozygosity (Ho) was 0.08, while 

the expected heterozygosity (He) was 0.36. The genetic diversity index was 0.41, the Shnnon Wiener index was 0.54, and 

the PIC was 0.29, the MAF was 0.28. These results suggest that the genetic diversity of three populations were in the 

medium level. It might be related to artificial selection. The nearest genetic distance was between Bo Fang “Xianfeng No. 

2” and Megalobrama amblycephala, and the furthest distance between was Megalobrama amblycephala and 
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Ancherythroculter nigrocauda, which were in accordance with their shapes. 

Keywords: Megalobrama amblycephala; Ancherythroculter nigrocauda; Bo Fang “Xianfeng No. 2”; SNP Marker; 

SLAF-seq; Genetic Diversity; Genetic Population 

 

1 引言 

团头鲂（Megalobrama amblycephala），隶属鲤形

目（Cypriniformes）、鲤科（Cyprinidae）、鲌亚科

（Culterinae）、鲂属（Megalobrama），是中国重要的

淡水经济鱼类，广泛分布于各流域湖泊，因其食性广、

易捕捞、生长快、肉质细嫩而深受喜爱；黑尾近红鲌

（ Ancherythroculter nigrocauda ） ， 隶 属 鲤 形 目

（Cypriniformes）、鲤科（Cyprinidae）、鲌亚科

（Culterinae）、近红鲌属（Ancherythroculter），是长

江上游特有经济鱼类；其人工养殖成本低、性情温驯、

易捕捞、易活鱼上市。远缘杂交是目前育种的重要手

段之一，可以把亲本的优良性状结合在一起，笔者团

队将选育的 4 代团头鲂（♀）与选育的 4 代黑尾近红鲌

（♂）进行杂交，再经过 4 代以上的选育获得了体型与

团头鲂相近，生长快、抗应激能力强且在肉质方面上

具有优势的鲌鲂“先锋 2 号”，已于 2019 年被全国水产

原种和良种审定委员会审定为新品种。 

单 核 苷 酸 多 态 性 （ SNPs, single nucleotide 

polymorphisms）是基因组中常见的遗传变异形式，是

指在基因组水平上由单个核苷酸的变异引起的一种

DNA 序列多态性，是基因组中分布最广泛而稳定的点

突变；SNP 具有数量多、分布广泛、遗传稳定性好、

便于高通量、高度自动化检测分析等优点，通过研究

其在基因组中的分布能够全面的反映群体的遗传变异

水平。SLAF-seq （Specific-Locus Amplified Fragment 

Sequencing）技术是一种高通量、高分辨率的 SNPs 位

点识别和分型技术，可在短时间内以低成本筛选出大

量多态性 SNPs 标记，准确性高。 

本文采用 SLAF-seq 技术开发了三种鱼的 SNP 标

记，并进一步分析了三者的群体遗传多样性水平和遗

传结构，对三者作出遗传特性评价。 

2 材料与方法 

2.1 实验材料 

团头鲂（Megalobrama amblycephala, TTF）群体引

自 湖 北 省 梁 子 湖 野 生 群 体 ， 黑 尾 近 红 鲌

（Ancherythroculter nigrocauda, HWB）群体引自长江

上游野生群体，两者均经过了武汉市农科院水产所和

武汉先锋水产科技有限公司（先锋公司）4 代选育，将

选育的团头鲂（♀）与选育的黑尾近红鲌（♂）进行杂

交，再经过 4 代以上选育获得的鲌鲂“先锋 2 号”（Bo 

Fang “Xianfeng No. 2”, XF2）。目前三种鱼均在先锋公

司基地进行人工养殖。三种鱼各取 10 尾，分别剪尾鳍

保存于无水乙醇中，带回实验室于 4°C 冰箱中备用。 

2.2 基因组 DNA 制备 

采用传统酚-氯仿方法提取基因组 DNA [1]，采用琼

脂糖凝胶电泳和 Nanodrop2000 检测抽提并测算基因组

DNA的浓度。抽提的基因组DNA置于-20°C冰箱备用。 

2.3 SLAF-seq 文库构建及高通量测序 

根据 Sun [2]等的方法构建三种鱼的 SLAF-seq 文

库。选择翘嘴鲌基因组作为参考基因组进行基因组电

子酶切预测，内切酶的选择原则为：位于重复序列的

酶切片段比例尽可能低，酶切片段均匀分布于基因组

上，并使酶切片段数符合预期 SLAF 标签数[3]。根据

选定的最适酶切方案，对检测合格的各样品基因组

DNA 分别进行酶切实验。对得到酶切的片段进行 3’端

加 A 处理、连接测序接头、PCR 扩增、纯化、混样、

切 胶 选 取 目 的 片 段 ， 文 库 质 检 合 格 后 用

IlluminaHiSeq
TM 进行双末端测序。为评估建库实验的

准确性，选用日本晴水稻（Oryzasativa indica）作为对

照（Control）进行相同的处理参与建库和测序。 

2.4 SNP 标记开发 

根据序列的相似度，将聚类在一起的 Reads 定义

为一个 SLAF 标签。根据 SLAF 标签在不同样品间的等

位基因数和基因序列间的差异程度筛选多态性的

SLAF 标签，并以每个 SLAF 标签中测序深度最高的序
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列类型作为参考序列[3]。SNP 的检测工具主要使用

GATK 软件工具包实现。根据测序 Reads 在参考基因组

上的定位结果，GATK 进行局部重比对、GATK 变异检

测，samtools 变异检测，取 GATK 和 samtools 两种方

法得到的交集变异位点，以保证检测得到的 SNP 的准

确性，并得到最终的 SNP 位点集。 

2.5 群体遗传多样性分析 

采用 Genemarker 录入每个微卫星位点各个个体的

等位基因数据。 

对获取的 SNP 位点进行筛选，标准为次要等位基

因频率（Mimor allele frequency, MAF）大于 0.05、完

整度大于 0.8。使用符合条件的 SNP 用于三个群体遗传

多样性和遗传结构分析。 

使用 Power-Marker V3.25 软件计算观测等位基因数

（Observed allele number, No）、期望等位基因数（Expected 

allele number, Ne）、观测杂合度（Observed heterozygosit, 

Ho）、期望杂合度（Expected_heterozygosity, He）、遗传

多样性指数（Genetic diversity index）、香浓指数（Shnnon 

Wiener index ） 、 多 态 性 信 息 含 量

（Polymorphysm_information_content, PIC）、次要等位基

因频率（MAF）。 

2.6 群体遗传结构分析 

使用 Admixture [4]软件分析三种鱼的群体遗传结

构，使用 MEGA5 与 Neighbor-Joining 算法构建个体间

的进化关系分析以及群体遗传距离[5]。 

采用软件 Poptree V2 和 MEGA X 基于等位基因频

率与遗传距离建立代表群体遗传关系的聚类树；

PCoA-GenALEx v6.5 基于遗传距离来分析群体间的遗

传关系。 

3 结果 

3.1 SLAF 酶切方案及建库分析 

通过对翘嘴鲌基因组进行酶切预测，选择 RsaI 内切

酶组合酶切鲌鲂“先锋 2 号”基因组、团头鲂、黑尾近红

鲌，目标酶切片段长度为 414-494bp，预测可获得 120304

个 SLAF 标签。测序获得水稻（Control）数据量为 382M 

reads，与参考基因组比对，Paired-end mapped reads、

single-end mapped reads 和 unmapped reads 占总 reads 的

比例分别为 87.77%、4.87%与 7.36%；由此可知，双端

比对效率较高，比对结果较好。另外，水稻测序 reads

插入片段中残留酶切位点的比列为 9.89%，酶切效率为

90.11%，表明酶切效果较好。上述数据显示本研究的

SLAF-seq 测序文库构建正常。从所有样本中共获得

181.13 百万序列（MReads）数据，平均 Q30（测序正确

率为 99.9%的碱基比例）为 93.03%，平均 GC 含量为

37.79%，表明测序质量较高，测序结果可靠。 

3.2 SNP 标记开发 

从 30 个样本中共获得 1,339,007 个 SLAF 标签，

平均测序深度为 25.91x，从 SLAF 标签中共鉴别

446,680 个 SNP 标记，每个样本获得到 85,159-225,683

个 SNP标记，平均每个样本获得 163,570个SNP标记，

在团头鲂群体中得到 168,242 个 SNP，在鲌鲂“先锋 2

号”群体中得到 161,395 个 SNP，在黑尾近红鲌群体中

得到 161,072 个 SNP。样本中 SNP 位点的杂合率为

9.48%-17.34%，平均杂合率为 12.01%。根据选择标准，

从获得 SNP 标记中选择 446,680 个有效 SNP 进行群体

遗传多样性分析。 

3.3 群体多样性分析 

根据 SNP 计算各遗传多样性参数的平均值，得到的

统计结果是观测等位基因数（No）为 2.00，期望等位基

因数（Ne）为 1.63，观测杂合度（Ho）为 0.08，期望杂

合度（He）为 0.36，多样性指数（Genetic diversity index）

为 0.41，香浓指数（Shnnon Wiener index）为 0.54，多

态性信息含量（PIC）为 0.29，次要等位基因频率（MAF）

为 0.28。每个群体的多样性参数见表 1，其中黑尾近红

鲌的多样性最高，其次是鲌鲂“先锋 2 号”，团头鲂最低。 

3.4 群体聚类与遗传距离分析 

三个群体间遗传距离见表 2，鲌鲂“先锋 2 号”和团

头鲂的遗传距离小于鲌鲂“先锋 2 号”和黑尾近红鲌的

遗传距离，表明杂交鲌鲂“先锋 2 号”与母本团头鲂的亲

缘关系更近，遗传上更偏向于母本，这与杂交选育过

程中表现出来的形态分析结果相一致，表明团头鲂对

杂交子代的贡献率大于父本黑尾近红鲌。 

Neighbor-joining (Kimura 2-parameter 模型，1000

次 bootstrap) [6]进化树显示 30 尾鱼样本分为 3 个类群

（图 1）。 
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图 1 遗传进化树，进化树上的数字代表置信度，T 代表团头鲂，XF2 代表先锋鲂，HWB 代表黑尾近红鲌 

Figure 1 The phylogentic tree, the numbers on phylogenetic tree represent confidence level, T represents Megalobrama amblycephala, XF2 

represents Bo Fang “Xianfeng No. 2”, HWB represents Ancherythroculter nigrocauda 
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表 1 三个群体的遗传多样性 

Table 1 The genetic diversity of three populations 

 

SNP 个数 
平均 

杂合率 

观察 

杂合度 

期望 

杂合度 
多样性指数 香浓指数 

多态信

息含量 

平均次要等位

基因型频率 

SNP num 
Heter 

ratio (%) 
Ho He Nei_diversuty_index Shnnon_Wiener_index PIC Average_MAF 

TT 168,242 9.29 0.07 0.19 0.22 0.29 0.15 0.25 

XF2 161,395 11.65 0.09 0.22 0.26 0.33 0.18 0.3 

HWB 161,072 15.08 0.12 0.24 0.27 0.35 0.19 0.3 

表 2 三种鱼间的遗传距离 

Table 1 Genetic distance among the three populations 

群体 Population 团头鲂 TTF 鲌鲂“先锋 2 号”XF2 黑尾近红鲌 HWB 

团头鲂 TTF    

鲌鲂“先锋 2 号”XF2 0.34   

黑尾近红鲌 HWB 5.99 0.69  

 

3.5 群体遗传结构分析 

群体遗传结构分析能够提供个体的血统来源及其

组成信息，是一种重要的遗传关系分析工具。基于 SNP，

通过 admixture 软件，分析样品的群体结构，分别假设

样品的分群数（K 值）为 1-10，进行聚类。并对聚类

结果进行交叉验证，根据交叉验证错误率的谷值确定

最优分群数。K 值为 1-10 的聚类情况及各个 K 值对应

的交叉验证错误率见下图 2 和图 3，结果显示 K=2 时

交叉验证错误率的数字小，表明最优分群数为 2，推测

鲌鲂“先锋 2 号”与亲本群体间存在混合现象。 

 

图 2 样品聚类结果 

Figure 2 Samples clustering results 



 农业与林业 2023, 2(3): 68-75 73 

 

http://www.agrforestry.com 

 

图 3 Admixture 各个 K 值的交叉验证错误率 

Figure 3 The error of admixture K value by cross validation 

4 讨论 

4.1 LAF-seq技术在SNP分子标记开发中

的可行性 

SLAF-seq 是一种高通量的 SNPs 位点识别和分型

技术，是基于生物信息学进行的高度自动化的对特定

酶切片段进行双端测序的一种测序方法。由于 SNP 在

DNA 中呈现出分布均匀、广泛的特点，因此通过设置

预酶切方案，对目的片段酶切测序后可实现候选功能

区定位，且此方法具有较高的重复性，使研究者们能

够轻易的找出所需 SNP。由于该技术具有全自动的特

点，大大降低了成本。目前该技术已经高效、低成本

的开发出大量的标记用于群体遗传分析[2]，遗传连锁

图谱构建和重要性状分子标记定位[7-8]。在水产领域，

SLAF-seq 技术已经应用到了多种鱼类的 SNP 开发，如

李光华等采用 SLAF-seq 技术开发了 777082 个短须裂

腹鱼的 SNP 标记，证明了 SLAF-seq 技术能够较好的

开发 SNP [2]；Qiu 等通过 SLAF-seq 技术对中华绒螯蟹

进行了 SNP 位点的筛选，最终筛选出 127,677 个 SNP

候选位点用于后续试验[7]；蒋寿佳对 60 份大黄鱼进行

SLAF-seq 技术测序，获得了 151,253 个 SLAF 标签与

153,406 个 SNP 位点，最终筛选了 6 个与全体长相关的

SNP 用作后续研究[9]。本课题组利用 SLAF-seq 技术成

功构建了黑尾近红鲌的遗传连锁图谱并发掘了跟生长

相关的多个QTL位点[10]。经过大量的相关试验证明，

SLAF-seq 技术由于其具备稳定可重复、准确率高、成

本较低等特点已经成为了一种开发特异分子标记的理

想手段被应用到分子研究领域的各个相关专业当中。 

本研究利用 SLAF-seq 技术对鲌鲂“先锋 2 号”、团

头鲂、黑尾近红鲌共 30 个样本进行了 SNP 的开发，共

获得了 1,339,007 个多态性的 SLAF 标签，以及分别在

母本团头鲂群体中开发出 168,242 个 SNP 位点，在父

本黑尾近红鲌群体中开发出 161,072 个 SNP 位点，在
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鲌鲂“先锋 2号”群体中开发出了161,395个SNP位点，

所获得的数据量足够用来进行特异性的 SNP 标记的开

发与利用。 

4.2 基于 SNP 位点的遗传多样性分析 

本研究采用 SNP 标记的方式对鲌鲂“先锋 2 号”以

及其父母本进行群体遗传分析，开发出了 446,680 个

SNP 位点，遗传多样性分析结果表明，本研究中 PIC

值为 0.29，表明所选的位点均为中度多态性位点，多

态信息含量（PIC）反映了位点在群体中的多样性状况，

一般认为 PIC>0.5 时为高度多态性位点，0.25<PIC<0.5

时为中度多态性位点，PIC<0.25 时为低度多态性位点

[11, 12]。Na 值为 2.00，Ne 值为 1.63，表明其等位基因

分布均匀，适合遗传多样性研究。杂合度的高低反映

了群体遗传一致性的程度，基因杂合度又称为基因多

样度，是度量群体遗传变异的最合适参数之一，其位

点的平均杂合度近似反映了群体遗传变异程度的高低

[13, 14]，杂合度高的群体变异越大，对环境的变化和

自然选择的适应能力会越强[15, 16]。本研究 Ho 数值在

0.07 至 0.12 之间，He 数值在 0.19 至 0.24 之间，相对

野生群体的鱼类多态性较低，表明三种鱼都是经过了

长期的人工选育，群体变异降低，这与许多经过选育

的经济鱼类相似[17, 18]。多样性指数是指群落丰度的

指标，指标越高，该群落越稳定；香浓指数是用来反

应群体的多样性的高低，指数越大，多样性越高。本

研究的三种鱼多样性指数在 0.22 至 0.27 之间，香农指

数在 0.29至 0.35之间，说明所选鲌鲂“先锋 2号”群体、

团头鲂群体及黑尾近红鲌群体的变异程度不高，多样

性偏低。 

4.3 基于 SNP 位点的亲缘关系分析 

从群体结构层次来分析，由于在传统的选育过程

中，杂交子代的选择以形态学上接近母本团头鲂的个

体为主，通过对样本间遗传距离分析，能够清晰的显

示出三种经济鱼类遗传关系的远近，并且结合聚类分

析结果能够清晰的显示出杂交子代鲌鲂“先锋 2 号”更

接近母本团头鲂，与父本黑尾近红鲌相距较远。前期

我们利用微卫星标记也对三种鱼做过遗传分析[19]，与

本研究的分析结果基本一致，但是基因高通量测序获

得的 SNP 标记数量多，相对于传统分子标记，能够更

好反映全基因的遗传信息，因此具有更高的准确性和

稳定性。 

5 结论 

本文应用 SLAF-seq 开发了鲌鲂“先锋 2 号”、团头

鲂及黑尾近红鲌的 SNP 标记并研究了群体遗传多样性

和群体遗传结构，结果表明，所选鲌鲂“先锋 2 号”群体、

团头鲂群体、黑尾近红鲌群体遗传多样性处于中等水

平。三种鱼的遗传距离显示鲌鲂“先锋 2 号”与团头鲂最

近、与黑尾近红鲌较远，本研究与前期基于 SSR 标记

对鲌鲂“先锋 2 号”、团头鲂、黑尾近红鲌三种鱼进行的

群体遗传分析，结果保持一致。 
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