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　　摘要：华
!

（Ｓａｒｃｏｃｈｅｉｌｉｃｈｔｈｙｓｓｉｎｅｎｓｉｓ）是一种兼具食用和观赏价值的小型鲤科鱼类。采用Ｃｙｔｂ和Ｄ－ｌｏｏｐ２个线粒
体ＤＮＡ序列对洪泽湖、千岛湖和西湖３个群体的４５尾华

!

样本进行了遗传变异与遗传结构分析。结果显示，在长度

为４０４ｂｐ的Ｃｙｔｂ序列中，共检测出变异位点２２个（５．４％），定义了１０种单倍型；在９９８ｂｐ的Ｄ－ｌｏｏｐ序列中，变异位
点有４０个（４．０％），构成了７种单倍型。２个标记在华

!

群体中的平均单倍型多样性、核苷酸多样性和平均核苷酸差

异数分别为 ０．８４０±０．０３３、０．０１２±０．００２、４．７５９±１．６６０（Ｃｙｔｂ）和 ０．７５５±０．０３６、０．００６±０．００２、６．４３０±２．２４１
（Ｄ－ｌｏｏｐ），表现了较高的遗传多态性。遗传多样性大小顺序为洪泽湖＞西湖＞千岛湖，３个群体间基因交流较少，表
现出极大的遗传分化，此外，分子变异分析结果表明华

!

变异的主要来源为群体内变异。本研究结果将为了解我国东

部地区华
!

的遗传多样性现状提供基础资料，同时为华
!

种质资源保护与合理利用提供参考。
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　　华
!

（ＳａｒｃｏｃｈｅｉｌｉｃｈｔｈｙｓｓｉｎｅｎｓｉｓＢｌｅｅｋｅｒ），俗称
!

、石鲫、花石鲫、山鲫鱼、山鲤子等，隶属于鲤科

（Ｃｙｐｒｉｎｄａｅ）、 亚 科 （Ｇｏｂｉｏｎｉｎａｅ）、
!

属

（Ｓａｒｃｏｃｈｅｉｌｉｃｈｔｈｙｓ）［１－２］，广泛分布于我国平原地区
大部分江河、湖泊及其附属水体中［２］。华

!

不仅可

食部分含有率高，肌肉蛋白质含量高，且其风味氨

基酸和不饱和脂肪酸含量丰富，必需氨基酸含量均

衡，是一种高蛋白、低脂肪、低能量、味道鲜美的优

质食用鱼类［３］。此外，因其色泽鲜亮、体型小、易饲

养等优点，也具有较高的观赏价值，深受观赏鱼爱

好者喜爱［４－５］。

一直以来，华
!

被视为野杂鱼类，并未引起重

视，然而随着大型经济鱼类资源的日渐匮乏，包括

华
!

在内的小型鱼类已成为人们的主要捕捞对

象［６］。近年来，由于捕捞强度增加，水体污染，以及

人类活动造成的栖息地破坏，华
!

野生资源量锐

减［７－８］。目前，人们逐渐认识到了这种小型鱼类的

经济价值，并开展了一系列关于其人工驯化［８］、繁

殖生物学［９］、人工繁殖［４，１０］、生长［５］及胚胎发育［１０］

等研究工作。然而，关于华
!

遗传学及基因组学的

研究非常有限［１１－１３］，而针对其群体遗传结构分析的

研究尚未见报道。因此，本研究拟利用 Ｃｙｔｂ和
Ｄ－ｌｏｏｐ２个线粒体ＤＮＡ标记对我国东部地区３个
华

!

野生群体的遗传结构进行分析，以了解该地区

华
!

自然资源遗传多样性现状，并为今后华
!

种质

资源保护及优良苗种人工繁育提供参考。

１　材料与方法

１．１　样本采集及ＤＮＡ抽提
课题组于２０１５年４月至２０１７年８月在洪泽湖

（江苏省淮安市淮阴区韩桥乡）、千岛湖（浙江省杭

州市淳安县富溪乡）和西湖（浙江省杭州市西湖北

里湖）３个采样点各采集华
!

样本１５尾。剪取每尾
个体的尾鳍组织后浸泡于无水乙醇中，并于４℃冰
箱中保存备用。采用传统的苯酚 －氯仿法对各样
本基因组 ＤＮＡ进行抽提，ＤＮＡ质量采用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００微量紫外分光光度计进行检测。
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１．２　线粒体ＤＮＡ片段扩增与测序
本研究选取了线粒体细胞色素ｂ基因（Ｃｙｔｂ）和

控制区（Ｄ－ｌｏｏｐ）的部分片段作为遗传标记进行分
析。２片段的扩增引物均参考已发表的鲤科鱼类通
用引物，其中Ｃｙｔｂ引物序列为Ｆ：５′－ＧＡＣＴＴＧＡＡＡＡ
ＡＣＣＡＣＣＧＴＴＧ－３′，Ｒ：５′－ＣＣＴＣＡＧＡＡＧＧＡＴＡＴＴＴＧ
ＴＣＣＴＣ－３′［１４］；Ｄ－ｌｏｏｐ引物序列为Ｆ：５′－ＣＡＴＣＴＴ
ＡＧＣＡＴＣＴＴＣＡＧＴＧ－３′，Ｒ：５′－ＴＣＡＣＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣ
ＣＡＡＡＧＣ－３′［１５］。

ＰＣＲ扩增体系总体积为５０μＬ，其中包含１０×
ｒｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶４Ｕ（大连宝生
物），ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．６μＬ，上下游引物混合液
（２．５μｍｏｌ／Ｌ）１．６μＬ，ＤＮＡ模板８０～２００ｎｇ，灭菌
超纯水３６．５μＬ。ＰＣＲ反应在 ＢｉｏＲａｄ公司的 Ｔ－
１００型ＰＣＲ仪中进行，ＰＣＲ反应程序为：９４℃预变
性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５２℃退火４５ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，运行３７个循环；７２℃终延伸２０ｍｉｎ。ＰＣＲ产
物通过１．５％琼脂糖凝胶电泳后，利用回收试剂盒
ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（北京康为世纪）对目的片段进行
回收和纯化，纯化后的产物送往武汉艾康健生物科

技有限公司，利用ＡＢＩ３７３０测序平台进行测序。
１．３　数据分析

测序所得序列利用ＦｉｎｃｈＴＶ１．５软件进行查看
及人工矫正，之后将序列保存为 ｆａｓｔａ格式，并利用
ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３软件［１６］进行比对分析。比对分析完

成后将比对结果中５′端和３′端参差不齐的序列删
除，使各序列具有相同的长度。后利用 ＤｎａＳＰ
４５０３软件［１７］分析Ｃｙｔｂ和 Ｄ－ｌｏｏｐ序列中的多态
性核苷酸位点、平均核苷酸差异数（Ｋ）、核苷酸多态
性参数（π）、单倍型个数、单倍型多态性（Ｈｄ）及平
均基因流（Ｎｍ），此外，利用软件中的 ＴａｊｉｍａｓＤ和
ＦｕｓＦｓ检测法进行中性检测。

在 Ｍｅｇａ４．０软件［１８］中，利用 Ｋｉｍｕｒａ２－
ｐａｒａｍｅｔｅｒ遗传距离构建单倍型间的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
Ｊｏｉｎｉｎｇ（Ｎ－Ｊ）进化树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值设置为１０００，并
利用江西

!

（Ｓａｒｃｏｃｈｅｉｌｉｃｈｔｈｙｓｋｉａｎｇｓｉｅｎｓｉｓ）中相应同
源序列作为外类群，ＧｅｎＢａｎｋ号分别为 ＡＹ９５２９８４．１
（Ｃｙｔｂ）和ＫＹ７７９８５１．１（Ｄ－ｌｏｏｐ）。为分析群体间的
遗传差异和遗传距离，利用Ａｒｌｅｑｕｉｎ３．１１软件［１９］进

行分子变异分析（ＡＭＯＶＡ）和固定系数（Ｆｓｔ）计算。
此外，利用 ＩＢＤＷＳ３．２３软件（ｈｔｔｐ：／／ｉｂｄｗｓ．ｓｄｓｕ．
ｅｄｕ）中的Ｍａｎｔｅｌ检测法对各群体遗传距离和地理
距离间的关联性进行分析，参数设置均取默认值。

２　结果

２．１　华
!

Ｃｙｔｂ序列变异与群体遗传结构分析
华

!

Ｃｙｔｂ基因共测序获得全长４０４ｂｐ的有效
序列，片段中 Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ４种核苷酸的比例分别为
２７．５％、２８．９％、１７．０％和 ２６．６％，Ａ＋Ｔ含量
（５６．４％）明显高于 Ｇ＋Ｃ含量（４３．６％）。由表 １
可知，在Ｃｙｔｂ序列４０４个位点中共检测出变异位点
２２个（５．４％），其中单突变位点２个，简约信息位点
２０个，这些变异位点共构成了１０种单倍型，分别命
名为ｃ－Ｈａｐ１～ｃ－Ｈａｐ１０，其中除 ｃ－Ｈａｐ３、ｃ－
Ｈａｐ４和ｃ－Ｈａｐ１０为２个群体所共有之外，其余单
倍型均为群体特有类型。由表２可知，未检测到３
个群体共有的单倍型。在１０个单倍型中 ｃ－Ｈａｐ４
所占比例最高，为优势类型（３１．８％），其次为
ｃ－Ｈａｐ８（１５．９％），而 ｃ－Ｈａｐ１、ｃ－Ｈａｐ５、ｃ－Ｈａｐ６
和 ｃ－Ｈａｐ７均只在１个个体中检测到。
　　单倍型间的 Ｎ－Ｊ树（图１）显示，１０个单倍型
共分成３大分支，其中 ｃ－Ｈａｐ１０单独聚为 １支，
ｃ－Ｈａｐ１和ｃ－Ｈａｐ２聚为１支，剩余的７个单倍型
聚为１支。

表１　华
!

Ｃｙｔｂ序列单倍型的变异位点分布

单倍型
核苷酸变异位点（从５′端起）

１４ １７ ２１ ３２ ５３ １４３１５２１６４１６７１８８２２４２７２２７５２７８２８５３０２３０８３１１３１７３５３３８０３９２
ＧｅｎＢａｎｋ号

ｃ－Ｈａｐ１ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ｇ Ａ Ｇ ＭＫ０７６９９０
ｃ－Ｈａｐ２      Ｃ                 ＭＫ０７６９９１
ｃ－Ｈａｐ３ Ｔ   Ｔ Ｔ Ｃ  Ｔ    Ｔ Ｔ Ｔ    Ｃ Ｃ Ａ  Ａ ＭＫ０７６９９２
ｃ－Ｈａｐ４ Ｔ    Ｔ Ｃ  Ｔ    Ｔ Ｔ Ｔ    Ｃ Ｃ Ａ  Ａ ＭＫ０７６９９３
ｃ－Ｈａｐ５ Ｔ Ｔ   Ｔ Ｃ  Ｔ    Ｔ Ｔ Ｔ    Ｃ Ｃ Ａ  Ａ ＭＫ０７６９９４
ｃ－Ｈａｐ６ Ｔ  Ｔ   Ｃ  Ｔ    Ｔ Ｔ Ｔ Ａ   Ｃ Ｃ Ａ  Ａ ＭＫ０７６９９５
ｃ－Ｈａｐ７ Ｔ    Ｔ Ｃ  Ｔ    Ｔ Ｔ Ｔ Ａ   Ｃ Ｃ Ａ  Ａ ＭＫ０７６９９６
ｃ－Ｈａｐ８ Ｔ     Ｃ  Ｔ    Ｔ Ｔ Ｔ   Ａ Ｃ Ｃ Ａ  Ａ ＭＫ０７６９９７
ｃ－Ｈａｐ９ Ｔ     Ｃ  Ｔ Ｔ   Ｔ Ｔ Ｔ   Ａ Ｃ Ｃ Ａ  Ａ ＭＫ０７６９９８
ｃ－Ｈａｐ１０ Ｔ Ｔ    Ｃ Ａ  Ｔ Ｔ Ａ Ｔ    Ｔ  Ｃ  Ａ Ｇ Ａ ＭＫ０７６９９９
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表２　３个华
!

群体Ｃｙｔｂ序列单倍型分布情况

单倍型 洪泽湖 千岛湖 西湖 合计 百分比（％）
ｃ－Ｈａｐ１ １ １ ２．３
ｃ－Ｈａｐ２ ４ ４ ９．１
ｃ－Ｈａｐ３ １ ５ ６ １３．６
ｃ－Ｈａｐ４ ７ ７ １４ ３１．８
ｃ－Ｈａｐ５ １ １ ２．３
ｃ－Ｈａｐ６ １ １ ２．３
ｃ－Ｈａｐ７ １ １ ２．３
ｃ－Ｈａｐ８ ７ ７ １５．９
ｃ－Ｈａｐ９ ６ ６ １３．６
ｃ－Ｈａｐ１０ ２ １ ３ ６．８

优势单倍型（百分比） ｃ－Ｈａｐ４（４６．７％） ｃ－Ｈａｐ８（４６．７％） ｃ－Ｈａｐ４（５０％） ４４ —

　　群体遗传（表３）表明，３个群体间平均Ｈｄ、Ｋ和
π分别为０．８４０±０．０３３、４．７５９±１．６６０和０．０１２±
０．００２，其中洪泽湖群体各项遗传参数在３个群体中

均最高，而千岛湖群体的则均最低，３个群体中，洪
泽湖群体的单倍型数目最多，其他２个群体数目相
同。而由表２可知，１０个单倍型中未发现３个群体
共有类型，洪泽湖与千岛湖群体间也无共有类型，

而ｃ－Ｈａｐ４和ｃ－Ｈａｐ１０为洪泽湖和西湖群体共有
类型，ｃ－Ｈａｐ３为千岛湖和西湖群体的共有类型；３
个群体的优势单倍型除千岛湖群体为 ｃ－Ｈａｐ８
（４６７％）外，其他２个群体中均为 ｃ－Ｈａｐ４；此外，
各群体特有单倍型较多，其中 ｃ－Ｈａｐ１、ｃ－Ｈａｐ２和
ｃ－Ｈａｐ５为洪泽湖群体特有单倍型，ｃ－Ｈａｐ６、ｃ－
Ｈａｐ８和ｃ－Ｈａｐ９为千岛湖群体特有类型，ｃ－Ｈａｐ７
为西湖群体特有单倍型。

表３　基于Ｃｙｔｂ序列所得３个华
!

群体的遗传多样性参数

群体 样本数 单倍型数 单倍型多样性 平均核苷酸差异数 核苷酸多样性

洪泽湖 １５ ５ ０．７３３±０．０８９ ７．０１０±２．６７０ ０．０１７±０．００３
千岛湖 １５ ４ ０．６５７±０．０８０ １．２９５±０．４９３ ０．００３±０．００１
西湖　 １４ ４ ０．６５９±０．０９０ ２．３５２±０．９０４ ０．００６±０．００３
总数　 ４４ １０ — — —

平均　 — — ０．８４０±０．０３３ ４．７５９±１．６６０ ０．０１２±０．００２

　　３个群体间的遗传分化系数 Ｆｓｔ结果（表４）表
明，千岛湖群体和西湖群体间的 Ｆｓｔ值最大，为
０．４７２７，而西湖和洪泽湖群体间的 Ｆｓｔ值最小，为
０．１９９０。基因流数据也表明西湖和洪泽湖群体间
的基因交流最多，而千岛湖群体和西湖群体的基因

交流最少，因而导致了不同的遗传分化程度。分子

变异分析结果（表５）显示，在总体遗传变异中，群体
间的变异占３２．５３％，其余６７．４７％为群体内变异，
总体遗传分化系数Ｆｓｔ＝０．３２５４（Ｐ＜０．０５），说明群
体内变异为主要变异来源。对３个华

!

群体进行了

中性检验，其中 ＴａｊｉｍａｓＤ值为 －０．６１６３（Ｐ＞
００５），ＦｕｓＦｓ值为２．０７８４（Ｐ＞０．０５），该结果说明
华

!

在这３个湖泊中未经历种群快速爆发或扩张事

表４　３个华
!

群体基于Ｃｙｔｂ序列的遗传分化系数（对角线下）

和基因流（对角线上）

群体 洪泽湖 千岛湖 西湖

洪泽湖  ０．８８８６ ２．０１２９
千岛湖 ０．３６０１  ０．５５７７
西湖　 ０．１９９０ ０．４７２７ 

表５　基于Ｃｙｔｂ序列的３个华
!

群体间遗传差异的分子方差分析

变异来源
自由度

（ｄｆ） 平方和 平方组分
方差比例

（％）

群体间 ２ ２８．８９９ ０．８６３５５ ３２．５３
群体内 ４１ ７３．４１９ １．７９０７１ ６７．４７
总变异 ４３ １０２．３１８ ２．６５４２６
Ｆｓｔ ０．３２５４（Ｐ＜０．０５）
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件。Ｍａｎｔｅｌ检测结果显示，各群体遗传距离和地理
距离间无显著关联性（Ｐ＞０．０５）。
２．２　华

!

Ｄ－ｌｏｏｐ序列变异与群体遗传结构分析
由表 ６可知，Ｄ－ｌｏｏｐ共获得有效序列长度

９９８ｂｐ，Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ４种核苷酸的比例分别为
３１．６％、３５．７％、１９．９％和 １２．８％，Ａ＋Ｔ的含量
（６７．３％）显著高于 Ｇ＋Ｃ的含量（３２．７％），碱基组
成偏倚性明显。遗传多样性分析结果显示，序列中

共检测出变异位点 ４０个（４．０％），其中 ４个为插
入／缺失位点，１个为单突变位点，３５个为简约信息
位点，这些多态位点共构成单倍型７个，分别命名为
ｄ－Ｈａｐ１～ｄ－Ｈａｐ７。由表７可知，未发现３个群体
共有的单倍型，除ｄ－Ｈａｐ１和ｄ－Ｈａｐ２为２个群体
共有类型之外，其余均为群体特有单倍型，在７个单
倍型中，ｄ－Ｈａｐ１所占比例最高，为优势类型
（３６．４％），其次为 ｄ－Ｈａｐ３（３１．８％），而 ｄ－Ｈａｐ４
和ｄ－Ｈａｐ６均仅存在于１个个体中。
　　由图２可知，７个单倍型的Ｎ－Ｊ树共包含３个
主要分支，其中 ｄ－Ｈａｐ５单独 １支，ｄ－Ｈａｐ６和
ｄ－Ｈａｐ７聚为１支，ｄ－Ｈａｐ１、ｄ－Ｈａｐ２、ｄ－Ｈａｐ３和
ｄ－Ｈａｐ４聚为１支。
　　利用Ｄ－ｌｏｏｐ对３个华

!

群体的遗传分析结果

（表８）显示，Ｈｄ、Ｋ和 π平均值分别为 ０．７５５±
００３６、６．４３０±２．２４１和０．００６±０．００２，与基于 Ｃｙｔｂ
序列的分析结果类似，洪泽湖群体的各项遗传参数

仍为３个群体中最高，而千岛湖群体由于只检测出
１个单倍型，即ｄ－Ｈａｐ１，因此各项遗传多样性参数
均为０，在３个群体中最低。而由表７结果可知，洪
泽湖群体中除 ｄ－Ｈａｐ３外，其他 ６种单倍型均包
含，而千岛湖群体和西湖群体则分别只包含１个和
２个单倍型。与 Ｃｙｔｂ序列分析结果不同的是，３个
群体的优势单倍型各不相同：在洪泽湖群体中为

ｄ－Ｈａｐ２（４６．７％），千岛湖群体中为 ｄ－Ｈａｐ１
（１００％），西湖群体中为 ｄ－Ｈａｐ３（９３．３％）。特有
单倍型方面，洪泽湖群体中有 ｄ－Ｈａｐ４、ｄ－Ｈａｐ５、
ｄ－Ｈａｐ６和ｄ－Ｈａｐ７，西湖群体中为 ｄ－Ｈａｐ３，而千
岛湖群体中无特有类型。

　　由表９可知，与 Ｃｙｔｂ序列的分析结果一致，千
岛湖和西湖群体间的Ｆｓｔ值最大，为０．９０３２，而西湖
和洪泽湖群体间的Ｆｓｔ值最小，为０．２９２６，基因流数
据也显示西湖和洪泽湖群体间的基因交流最多，而

千岛湖群体和西湖群体的基因交流最少。ＡＭＯＶＡ
分析结果（表１０）表明，群体间的变异占总体遗传变

书书书

表
６　
华

!

Ｄ
－
ｌｏ
ｏｐ
序
列
单
倍
型
的
变
异
位
点
分
布

单
倍
型

核
苷
酸
变
异
位
点
（
从
５′
端
起
）

３９
４４

４９
５１

５４
７１

８７
９４

９７
２５
８
２８
８
３０
６
３３
９
３５
０
３５
７
３５
９
３６
０
５６
７
６４
５
６５
１
６８
４
７０
１
７２
９
７３
３
７７
６
７７
７
７７
８
８２
８
８３
５
８４
２
８５
９
８７
８
８８
０
８８
２
９０
２
９２
２

Ｇｅ
ｎＢ
ａｎ
ｋ

登
录
号

ｄ
－
Ｈ
ａｐ
１
Ｔ

Ｔ
Ｔ

Ｔ
Ｇ

Ｇ
Ｃ

Ｔ
Ｔ

Ｔ
Ｔ
Ｇ

Ｃ
Ｔ
Ａ

Ｃ
Ｔ

Ｃ
Ａ

Ｔ
Ｔ
Ａ

Ｃ
Ａ

Ａ
Ｔ
Ａ

Ｔ
Ｃ

Ａ
Ｇ

Ｇ
Ｔ
Ａ

Ｃ
Ｔ

Ｍ
Ｋ０
７６
９８
３

ｄ
－
Ｈ
ａｐ
２



























Ｇ












Ｃ









Ｔ


Ｍ
Ｋ０
７６
９８
４

ｄ
－
Ｈ
ａｐ
３
































Ｇ


















Ｔ


Ｍ
Ｋ０
７６
９８
５

ｄ
－
Ｈ
ａｐ
４





























Ｃ


Ｇ


















Ｔ


Ｍ
Ｋ０
７６
９８
６

ｄ
－
Ｈ
ａｐ
５









Ｇ

Ａ


Ｇ
Ｇ

Ａ


Ｃ
Ｔ
Ａ

Ｃ
Ｔ



Ｇ

Ｇ
Ｔ

Ｔ






Ｔ
Ｇ

Ａ


Ａ
Ｔ

Ｔ
Ｃ

Ｍ
Ｋ０
７６
９８
７

ｄ
－
Ｈ
ａｐ
６
Ｃ

Ｃ
Ｃ

Ａ
Ａ

Ａ



Ａ

Ｇ
Ｇ


Ｔ









Ｃ





Ｔ
Ｔ
Ａ

Ｔ
Ｃ

Ｔ


Ｔ
Ａ

Ｇ


Ｔ
Ｃ

Ｍ
Ｋ０
７６
９８
８

ｄ
－
Ｈ
ａｐ
７
Ｃ

Ｃ
Ｃ


Ａ
Ａ



Ａ

Ｇ
Ｇ


Ｔ









Ｃ





Ｔ
Ｔ
Ａ

Ｔ
Ｃ

Ｔ


Ｔ
Ａ

Ｇ


Ｔ
Ｃ

Ｍ
Ｋ０
７６
９８
９
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表７　３个华
!

群体Ｄ－ｌｏｏｐ序列单倍型分布情况

单倍型 洪泽湖 千岛湖 西湖 总数 比例（％）
ｄ－Ｈａｐ１ １ １５ １６ ３６．４

ｄ－Ｈａｐ２ ７ １ ８ １８．２

ｄ－Ｈａｐ３ １４ １４ ３１．８

ｄ－Ｈａｐ４ １ １ ２．３

ｄ－Ｈａｐ５ ２ ２ ４．５

ｄ－Ｈａｐ６ １ １ ２．３

ｄ－Ｈａｐ７ ３ ３ ６．８
优势单倍型（百分比） ｄ－Ｈａｐ２（４６．７％） ｄ－Ｈａｐ１（１００％） ｄ－Ｈａｐ３（９３．３％） ４５ —

表８　基于Ｄ－ｌｏｏｐ序列所得３个华
!

群体的遗传多样性参数

群体 样本数 单倍型数 单倍型多样性 平均核苷酸差异数 核苷酸多样性

洪泽湖 １５ ６ ０．７６２±０．０９６ １３．３７１±５．０９４ ０．０１３±０．００２

千岛湖 １５ １ ０．０００±０．０００ ０．０００±０．０００ ０．０００±０．０００

西湖　 １５ ２ ０．１３３±０．１１２ ０．４００±０．１５２ ０．０００４±０．０００３

总数　 ４５ ７ — — —

平均　 — — ０．７５５±０．０３６ ６．４３０±２．２４１ ０．００６±０．００２

异的３７．０２％，群体内变异占６２．９８％，总体遗传分
化系数Ｆｓｔ＝０．３７０２（Ｐ＜０．０５），说明主要变异来源
为群体内变异。中性检验结果显示，ＴａｊｉｍａｓＤ值为
－０．２６７５（Ｐ＞０．０５），ＦｕｓＦｓ值为 ２．２６０３（Ｐ＞
００５），说明３个湖泊中的华

!

并未经历种群扩张事

件。Ｍａｎｔｅｌ检测也未发现各群体遗传距离和地理距
离间的显著关联性（Ｐ＞０．０５）。

表９　３个华
!

群体基于Ｄ－ｌｏｏｐ序列的遗传分化系数

（对角线下）和基因流（对角线上）

群体 洪泽湖 千岛湖 西湖

洪泽湖  ０．９８８７ １．２０９０
千岛湖 ０．３３５９  ０．０５３６
西湖　 ０．２９２６ ０．９０３２ 

表１０　基于Ｄ－ｌｏｏｐ序列的３个华
!

群体间

遗传差异的分子方差分析

变异来源 自由度ｄｆ 平方和 平方组分
方差比例

（％）

群体间 ２ ４５．０６７ １．３４９ ３７．０２

群体内 ４２ ９６．４００ ２．２９５ ６２．９８

总变异 ４４ １４１．４６７ ３．６４４

Ｆｓｔ ０．３７０２（Ｐ＜０．０５）

３　讨论

３．１　华
!

Ｃｙｔｂ和Ｄ－ｌｏｏｐ碱基组成与变异程度
在鱼类群体遗传研究中，线粒体ＤＮＡ因具有分

子量小、进化速度快、母系遗传和复制相对独立等
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优点［２０］，在多种鱼类群体遗传结构和遗传多样性分

析中得到广泛应用。在线粒体基因组中，不同区域

之间的进化速率存在较大差异，一般编码蛋白质的

基因序列进化较慢，而不编码蛋白的Ｄ－ｌｏｏｐ区域，
由于所受选择压力较小，一般比其他线粒体基因的

进化速率快２．８～５．０倍［２１］，是线粒体基因组中进

化最快的区域［２２］，因此，Ｄ－ｌｏｏｐ包含了更为丰富的
遗传多样性信息，在水产动物遗传分析中普遍应

用。线粒体ＤＮＡ上结构和功能解析最为透彻的蛋
白质编码基因中的Ｃｙｔｂ基因进化速度适中，在水产
动物种群水平差异检测及种间和种内遗传分化研

究中也被广泛应用。在水产动物种群遗传分析研

究中，为确保遗传数据的可靠性，研究人员一般会

选择２个以上的线粒体ＤＮＡ片段作为遗传标记，其
中利用进化速度快的Ｄ－ｌｏｏｐ序列和进化速度适中
的Ｃｙｔｂ序列作为标记的研究较多［２３－２５］。鉴于此，

本研究选取Ｄ－ｌｏｏｐ和Ｃｙｔｂ序列作为分析华
!

群体

遗传结构的标记，以便更加全面地反映华
!

群体遗

传结构现状。

在动物线粒体基因组中，Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ４种碱基的
分布具有明显的偏倚性，表现为 Ａ、Ｔ２种碱基含量
明显高于Ｇ、Ｃ含量［２６］。本研究获得的 Ｃｙｔｂ和 Ｄ－
ｌｏｏｐ序列中，Ａ＋Ｔ含量均高于 Ｇ＋Ｃ含量，这与多
种已报道鱼类中的比例［２１，２３－２４，２７］类似。插入、缺失

位点在华
!

Ｃｙｔｂ基因序列中未检测出，而在 Ｄ－
ｌｏｏｐ序列中共检测出４个，这也反映出２个序列在
进化过程中承受了不同选择压力，Ｃｙｔｂ基因由于编
码蛋白质，插入、缺失突变极易造成移码突变而造

成蛋白合成障碍，因此，发生这类突变的个体往往

被淘汰［２６］；而 Ｄ－ｌｏｏｐ序列由于不编码蛋白，承受
的选择压力相对较小，因此，插入、缺失突变在自然

选择过程相对较容易保留下来。正因如此，在已报

道鱼类中，Ｄ－ｌｏｏｐ序列的多态位点比例一般均比
Ｃｙｔｂ序列的高［２３－２４］，然而，本研究却得到与之相反

的结果：Ｄ－ｌｏｏｐ序列的多态位点比例（４．０％）低于
Ｃｙｔｂ序列中的比例（５．４％），最终导致基于 Ｄ－ｌｏｏｐ
序列分析所得的单倍型数（７）、单倍型多样性
（０．７５５±０．０３６）和核苷酸多样性（０．００６±０．００２）
均小于基于Ｃｙｔｂ序列所得数据（依次为１０、０．８４０±
０．０３３、０．０１２±０．００２）。在另外一种鲤科鱼类拉氏
（Ｐｈｏｘｉｎｕｓｌａｇｏｗｓｋｉｉ）中，也得到了与本研究类似

的结果［２７］，可见，虽然总体而言线粒体基因组中

Ｄ－ｌｏｏｐ序列的变异程度高于蛋白编码基因序列，但

也存在相反情况，而造成这种变化的原因有待进一

步研究。

３．２　华
!

遗传多样性与群体遗传分化

遗传多样性与生物的生存能力、适应能力和进

化潜力密切相关［２８］，物种的遗传多样性越高，其对

环境变化的适应能力越强。而Ｈｄ和 π是衡量物种
或种群线粒体 ＤＮＡ遗传多样性程度的２个重要指
标，并且有学者以Ｈｄ＝０．５和 π＝０．００５为界限，将
鱼类种群分为分为４种类型：低 Ｈｄ低 π型（Ｈｄ＜
０．５，π＜０．００５）、高 Ｈｄ低 π型（Ｈｄ＞０．５，π＜
０．００５）、低Ｈｄ高π型（Ｈｄ＜０．５，π＞０．００５）和高Ｈｄ
高π型（Ｈｄ＞０．５，π＞０．００５）

［２９］。本研究中，洪泽

湖群体基于２个线粒体序列的分析结果均为高 Ｈｄ
高π型；西湖群体基于Ｃｙｔｂ时为高Ｈｄ高π型，基于
Ｄ－ｌｏｏｐ序列时为低 Ｈｄ低 π型；千岛湖群体基于
Ｃｙｔｂ时为高 Ｈｄ低 π型，基于 Ｄ－ｌｏｏｐ序列时为低
Ｈｄ低π型。以上分析结果显示，洪泽湖群体的遗传
多样性最丰富，而千岛湖群体的遗传多样性最低，

这从Ｃｙｔｂ和Ｄ－ｌｏｏｐ序列在３个群体中的单倍型数
目也可反映出（单倍型数目：洪泽湖 ＞西湖 ＞千岛
湖）。虽然千岛湖和西湖华

!

群体的遗传多样性较

低，但就本研究所取华
!

的总体样本而言，遗传多

样性参数仍处于较高水平，这可能是由于不同湖泊

的环境因子对华
!

种群的影响与选择压力不同所

致。千岛湖和西湖２个群体基于Ｄ－ｌｏｏｐ序列的核
苷酸多样性指数均处于低水平，说明栖息环境破

坏、过度捕捞及人类活动等因素已影响了这２个湖
泊华

!

种群规模恢复，急需加强种质资源保护工

作。本研究结果与杨培民等在拉氏 中所得的研究

结果［２７］极为类似。

在群体遗传分化研究中，常用遗传分化指数Ｆｓｔ
来衡量２个群体间的分化程度［３０］。在表示群体间

的遗传分化程度时，若Ｆｓｔ介于０～０．０５，表示遗传分
化极小；若Ｆｓｔ介于０．０５～０．１５，表示遗传分化中等；
若Ｆｓｔ介于０．１５～０．２５，表示遗传分化较大；若Ｆｓｔ大
于０．２５，表示遗传分化极大［３１］。本研究中，洪泽湖

和千岛湖华
!

群体间、千岛湖和西湖间均表现为极

大的遗传分化，而洪泽湖与西湖群体间利用 Ｃｙｔｂ序
列的分析结果为中度分化，而基于 Ｄ－ｌｏｏｐ序列时
则为极大分化。此外，尽管千岛湖与西湖均位于浙

江省，洪泽湖位于江苏省，但千岛湖与西湖华
!

群

体间的遗传分化程度高于与洪泽湖群体间的分化

程度，这可能是由于地形与地势等环境因素影响了
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千岛湖和西湖华
!

群体间的基因交流，从而表现出

的地理距离与遗传距离间无显著关联关系。总体

而言，华
!

３个群体间遗传分化程度较大，群体间基
因交流较少，形成了各自的群体特征，其中较多的

群体特异性单倍型就是一个直观的反映。尽管如

此，Ａ－ＭＯＶＡ分析结果显示，华
!

的主要变异来源

仍然来自群体内部，这与先前报道的绝大多数鱼类

的分析结果［２３－２５］相似。利用 Ｃｙｔｂ和 Ｄ－ｌｏｏｐ序列
进行中性检验的结果表明，华

!

未发生近期的群体

扩张事件，其群体处于较稳定状态。
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ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｌｉｎｅａｇｅｓｏｆＭａｒｉｎｅｆｉｓｈｅｓ：Ｉｎｓｉｇｈｔｓｆｒｏｍｓａｒｄｉｎｅｓａｎｄ

ａｎｃｈｏｖｉｅｓａｎｄｌｅｓｓｏｎｓｆｏｒｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｅｒｅｄｉｔｙ，

１９９８，８９（５）：４１５－４２６．

［３０］ＫｉｒｋＨ，ＦｒｅｅｌａｎｄＪＲ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓａｎｄｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆｎｅｕｔｒａｌ

ｖｅｒｓｕｓｎｏｎ－ｎｅｕｔｒａｌｍａｒｋｅｒｓｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｃｏｌｏｇｙ［Ｊ］．Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１１，１２（６）：３９６６－３９８８．

［３１］ＢａｌｌｏｕｘＦ，Ｌｕｇｏｎ－ＭｏｕｌｉｎＮ．Ｔｈｅｅｓｔｉｍａｔｉｏｎｏｆｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｃｏｌｏｇｙ，

２００２，１１（２）：１５５－１６５．

—６５— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第５期


