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　　摘要：为探讨ＤＮＡ条形码在中华鳖不同地理群体鉴定上的可行性，以中华鳖 ＣＯⅠ基因全长序列为对象设计通
用引物，对中华鳖６个地理群体及鳖科不同属间进行了遗传多样性分析。结果发现，不同地理群体中华鳖的遗传距离
在０．０２０３～０．０４１７之间，群体内平均遗传距离在０．０１１３～０．０３３８之间，种间与种内的遗传距离没有形成有效的条
形码间隙，在基于个体遗传距离的ＮＪ树上，各群体间的个体并没有形成有效的分支。在对鳖科不同属进行分析时发
现属间及属内遗传距离形成了明显的差异间隙，在ＮＪ树上，不同鳖按照属的特性分别进行聚类，并具有较高的节点支
持率，聚类分析可信度高。因此，ＣＯⅠ基因作为ＤＮＡ条形码，能够有效地用于区分鳖科动物的不同属，但不适用于中
华鳖地理群体的分离鉴定。
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　　中华鳖（Ｐｅｌｏｄｉｓｃｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ）隶属于动物界（Ａｎｉｍａｌｉａ）脊
索动物门（Ｃｈｏｒｄａｔａ）脊索动物亚门（Ｖｅｒｔｅｂｒａｔａ）爬行纲（Ｒｅｐ
ｉｔｌｉａ）龟鳖目（Ｃｈｅｌｏｎｉａ）曲颈龟亚目（Ｃｒｙｏｔｏｄｉｒａ）鳖总科（Ｔｒｉ
ｏｎｙｃｈｏｉｄｅａ）鳖科（Ｔｒｉｏｎｙｃｈｉｄａｅ）中华鳖属（Ｐｅｌｏｄｉｓｃｕｓ），又称甲
鱼、水鱼、王八等，主要生活在淡水水域，为水陆两栖型动物。

中华鳖地理分布非常广泛，在我国主要分布于长江及黄河流

域等，国外主要分布于越南、日本和朝鲜等地［１］。一般认为，

中华鳖无明显的亚种分化，但是存在很多地理变异，如黄河流

域的黄河群体、浙江省宁波市姚江流域的姚江群体等。我国

因地域辽阔，南北纬度差异大，各地域的生态条件不尽相同，

所以，中华鳖在不同的地域所形成的基本形态也不尽相同，部

分鳖经过人工的定向选育甚至还形成了新的品系，如清溪乌

鳖。为保证中华鳖养殖业的稳定、健康和持续发展，进行良种

选育以改善中华鳖苗种的质量极为重要，同时，通过有效的方

法对不同地域中华鳖的种质进行鉴定和评价具有非常长远的

意义。目前，ＤＮＡ条形码作为一种成熟的 ｍｔＤＮＡ分子标记，
已被广泛应用于物种的鉴定，在龟鳖类［２－６］、鱼类［７－９］、鸟

类［１０－１１］、昆虫类［１２］、及甲壳动物［１３］等物种上均有相关报道，

但在中华鳖不同地理群体的研究上，尚未见报道。

ＤＮＡ条形码是Ｈｅｂｅｒｔ等于２００３年利用线粒体细胞色素
Ｃ氧化酶Ｉ亚基（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＩ，ＣＯＩ）构建物
种鉴别体系时首次提出的，利用一段短的基因序列作标记对

物种进行快速鉴定，并以此建立生物物种的个体与ＤＮＡ序列

一一对应的关系［１４］。Ｈｅｂｅｒｔ等比较分析了动物界９个门中
１３３２０个同属不同物种的 ＣＯⅠ 基因序列，发现种内的差异
基本上小于１％，种间的差异一般大于１１．３％。因此，Ｈｅｂｅｒｔ
提出，应用ＣＯⅠ基因作为条形码进行物种鉴定时，种间遗传
距离应为种内遗传距离的１０倍及以上，种间遗传距离以２％
为界［１５］。

本研究通过对中华鳖６个地理群体的１１１个个体线粒体
ＣＯⅠ基因序列进行比对分析，探讨ＣＯⅠ基因在中华鳖各群
体间及群体内的序列变异，并构建系统进化树，进而检验 ＣＯ
Ⅰ基因作ＤＮＡ条形码在中华鳖群体鉴定上的有效性，以期为
中华鳖地理群体的鉴定提供依据。同时，下载了鳖科不同属

的其他鳖类的 ＣＯⅠ 基因序列，进行综合比对，探讨 ＤＮＡ条
形码在鳖科属间鉴定的可行性。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验采集了不同地理群体的中华鳖（其中，姚江群体编

号为Ｙ１～Ｙ３４，日本群体编号为 Ｒ１～Ｒ２１，太湖群体编号为
Ｔ１～Ｔ１７，黄河群体编号为 ＨＨ１～ＨＨ６，清溪乌鳖编号为
Ｗ１～Ｗ４和Ｗ６～Ｗ１９，清溪花鳖编号为ｈ１～ｈ１５），并结合从
ＮＣＢＩ上下载的相关鳖科动物 ＣＯⅠ 基因序列一起进行分析
（表１）。其中，印度鳖属的恒河鳖（Ｎｉｌｓｓｏｎｉａｇａｎｇｅｔｉｃｕｓ）、印度
孔雀鳖（Ｎｉｌｓｓｏｎｉａｈｕｒｕｍ）及黑鳖（Ｎｉｌｓｓｏｎｉａｎｉｇｒｉｃａｎｓ）的拉丁
名与蓝色动物学网（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｌｕｅａｎｉｍａｌｂｉｏ．ｃｏｍ／ｒｅｐｔｉｌｅ／
ｇｕｉ／ｂｉｅ．ｈｔｍ）的命名有异，此处不做更正，均以下载序列的命
名为准。

１．２　总ＤＮＡ的提取
中华鳖解剖前先置于 ０．０５％的高锰酸钾溶液中浸泡

１０ｍｉｎ杀菌后，颈部放血处死，按常规解剖步骤，迅速取前腿
肌肉，用液氮研磨成粉末。称取２５～３０ｍｇ研磨后的粉末，装
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于１．５ｍＬ灭菌离心管中，按样品信息编号，液氮速冻后于
－８０℃ 保存。采用 ＯＭＥＧＡ公司的 ＴｉｓｓｕｅＤＮＡＫｉｔ试剂盒
提取中华鳖总 ＤＮＡ（详见说明书）。用１．５％的琼脂糖电泳

检测ＤＮＡ提取的质量，并用分光光度计检测其吸光度及浓度
后，将符合要求的ＤＮＡ溶液稀释成约３０ｎｇ／μＬ，待用。

表１　中华鳖样本信息及相关鳖科动物序列信息

种名 拉丁名 登录号 采集地点

姚江群体 ＰｅｌｏｄｉｓｃｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓＹａｏｊｉａｎｇＲｉｖｅｒｓｔｒａｉｎ 浙江省余姚市明凤淡水养殖场

日本品系 ＰｅｌｏｄｉｓｃｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓＪａｐａｎｅｓｅｓｔｒａｉｎ 浙江省余姚市明凤淡水养殖场

太湖群体 ＰｅｌｏｄｉｓｃｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓＴａｉｈｕＬａｋｅｓｔｒａｉｎ 浙江省绍兴中亚工贸园有限公司

黄河群体 ＰｅｌｏｄｉｓｃｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓＹｅｌｌｏｗＲｉｖｅｒｓｔｒａｉｎ 浙江省绍兴中亚工贸园有限公司

清溪乌鳖 ＰｅｌｏｄｉｓｃｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓＱｉｎｇｘｉＷｕｂｉｅｓｔｒａｉｎ 浙江省清溪鳖业有限公司

清溪花鳖 ＰｅｌｏｄｉｓｃｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓＱｉｎｇｘｉＨｕａｂｉｅｓｔｒａｉｎ 浙江省清溪鳖业有限公司

小鳖 ▲Ｐｅｌｏｄｉｓｃｕｓｐａｒｖｉｆｏｒｍｉｓ ＦＲ８２２６０１．１
佛罗里达鳖 ▲Ａｐａｌｏｎｅｆｅｒｏｘ ＪＦ７００１８９．１
恒河鳖 ▲Ｎｉｌｓｓｏｎｉａｇａｎｇｅｔｉｃｕｓ ＫＣ３１１３７９．１
中南半岛大鳖 ▲Ａｍｙｄａｃａｒｔｉｌａｇｉｎｅａ ＫＣ３１１３８２．１
印度孔雀鳖 ▲Ｎｉｌｓｓｏｎｉａｈｕｒｕｍ ＫＣ３１１３８３．１
努比亚缘板鳖 ▲Ｃｙｃｌａｎｏｒｂｉｓｅｌｅｇａｎｓ ＨＱ３２９７７２．１
塞内加尔缘板鳖 ▲Ｃｙｃｌａｎｏｒｂｉｓｓｅｎｅｇａｌｅｎｓｉｓ ＨＱ３２９７７３．１
赞比亚圆鳖 ▲Ｃｙｃｌｏｄｅｒｍａｆｒｅｎａｔｕｍ ＨＱ３２９７７４．１
印度箱鳖 ▲Ｌｉｓｓｅｍｙｓｐｕｎｃｔａｔａ ＨＱ３２９７７５．１
缅甸箱鳖 ▲Ｌｉｓｓｅｍｙｓｓｃｕｔａｔａ ＨＱ３２９７７６．１
孔雀鳖 ▲Ｎｉｌｓｓｏｎｉａｆｏｒｍｏｓａ ＨＱ３２９７７９．１
黑鳖 ▲Ｎｉｌｓｓｏｎｉａｎｉｇｒｉｃａｎｓｓ ＪＮ４１６９９４．１
山瑞鳖 ▲Ｐａｌｅａｓｔｅｉｎｄａｃｈｎｅｒｉ ＨＱ３２９７８３．１
鼋 ▲Ｐｅｌｏｃｈｅｌｙｓｂｉｂｒｏｎｉ ＨＱ３２９７８４．１
幼河斑鳖 ▲Ｒａｆｅｔｕｓｅｕｐｈｒａｔｉｃｕｓ ＨＱ３２９７８６．１
斑鳖 ▲Ｒａｆｅｔｕｓｓｗｉｎｈｏｅｉ ＨＱ３２９７８７．１
砂鳖 ▲Ｔｒｉｏｎｙｘａｘｅｎａｒｉａ ＨＱ１１６６００．１

　　注：▲标记的为从ＮＣＢ上下载所得。

１．３　ＰＣＲ扩增和测序
采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０结合Ｏｌｉｇｏ７软件，以中华鳖线粒

体ＣＯⅠ 基因全长序列为对象，设计通用引物 ＲＣ１２２－Ｆ
（５′－ＣＣＡＧＴＧＡＣＴＴＴＡＡＣＣＣＧＴＴＧＡＴ－３′）和 ＲＣ１２２－Ｒ
（５′－ＧＡＧＡＡＡＧＡＡＡＣＡＴＧＡＡＧＧＴＣＡＴＧＴＧ－３′），均由华大
基因合成。

ＰＣＲ反应采用 ５０μＬ体系，包括２５μＬ康为 ＰＣＲＭｉｘ，
２μＬＲＣ１２２－Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ），２μＬＲＣ１２２－Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ），
１７μＬｄｄＨ２Ｏ，４μＬＤＮＡ模板。ＰＣＲ反应程序：９５℃ ３ｍｉｎ；
９４℃３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃９０ｓ，３３个循环；７２℃７ｍｉｎ。扩
增完成后，将ＰＣＲ产物全部吸入到１×ＴＢＥ缓冲液配制的１．
５％琼脂糖凝胶点样孔，用１００Ｖ恒压电泳检测，确认为所需
目的条带，进行割胶及目的条带回收，低温保存送至华大基因

进行双向测序。测序所用引物与ＰＣＲ引物相同。
１．４　数据分析

采用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅｖ５．０软件［１６］中的 ＳｅｑＭａｎ工具及 ＣＥｘ
ｐｒｅｓｓ软件，根据测序结果中的峰值，对测得的序列进行人工
拼接。利用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８５软件［１７］对测序所得序列进行排列

比对，并辅助以人工校正；用 ＤＮＡｓｐ５．１软件计算各群体的
单倍型数、多态位点数、单倍型多样性指数（Ｈｄ）、核苷酸多样
性指数（Ｐｉ）、平均核苷酸差异数（Ｋ）等参数；运用 ＤＡＭＢＥ软
件［１８］，以ＴＮ９３模型校正距离为横坐标，转换和颠换数为纵坐
标，做散点分布图，判断其散点变化趋势；将所有序列输入到

ＭＥＧＡ６．０软件中进行比对［１９］，计算各群体的碱基含量比、碱

基转换及碱基颠换等参数，采用 Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２ｐ）
模型计算其遗传距离，并采用Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）法构建
系统进化树。

２　结果与分析

２．１　中华鳖ＣＯⅠ基因的序列测定
采用自主设计的通用引物ＲＣ１２２－Ｆ、ＲＣ１２２－Ｒ，分别对

不同地理群体中华鳖的ＤＮＡ样品进行扩增后测序，所得序列
确定为ＣＯⅠ基因片段后，采用ＣｌｕｓｔａｌＸ及ＭＥＧＡ软件进行排
比核对，截取同源长度的序列为１５３４ｂｐ的片段（图１）。由图
１可知，扩增目的条带清晰、整齐，无其他非特异性杂带存在，
并且测序时采用双向测序程序，保证了测序结果的准确性。

２．２　基于 ＣＯ１基因对中华鳖不同地理群体的遗传多样性
分析

将截取排比后同源长度相同的序列输入到ＭＥＧＡ６．０软
件中，以中华鳖 ＣＯⅠ 基因全长序列作参考，比对后发现，中
华鳖ＣＯⅠ基因分为２个变异区间，靠近５′端４００～７００ｂｐ区
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域为主要的变异区间，大部分变异位点都集中于此，此区域内

的保守位点相对较少；靠近３′端８５０～１２５０ｂｐ区域范围内，
依稀存在部分变异位点，同时也包含大量保守位点区域。从

１５３４ｂｐ的序列中，共检测到 ９２８个保守位点（ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｓｉｔｅｓ，Ｃ）、３３７个简约信息位点（ｐａｒｓｉｍｏｎｙ－ｉｎｆｏｒｍａｔｉｖｅｓｉｔｅｓ，
Ｐｉ）、６０６个变异位点（ｖａｒｉａｂｌｅｓｉｔｅｓ，Ｖ）、２６９个自裔位点（ｓｉｎ
ｇｌｅｔｏｎｓｉｔｅ，Ｓ），分别占整个序列的 ６０．５０％、３９．５０％、
２１．９７％、１７．５４％。统计碱基的组成发现，各碱基平均含量为
Ａ＝３０．１０％、Ｔ＝３０．２７％、Ｃ＝２３．４１％、Ｇ＝１６．２２％，其中
Ａ＋Ｔ的含量（６０．３７％）明显高于 Ｃ＋Ｇ的含量（３９．６３％），
表现出明显的线粒体基因Ａ＋Ｔ碱基偏好性。各群体间的碱
基平均含量差异不大，其中碱基 Ａ、Ｔ的含量相当，Ｇ的含量

最少。Ａ＋Ｔ的含量在３个密码子位点中的含量均高于Ｇ＋Ｃ
的含量，其中以密码子第３位点的含量最高，达７０．２％。

运用ＤＮＡｓｐ５．１软件分析不同群体中华鳖遗传多样性
参数，结果（表２）显示，１１２个不同地理群体的中华鳖个体
中，共检出了１３３个单倍型，其中姚江群体的最多，达４１个，
黄河群体仅８个。视６个地理群体中华鳖为一个总群体，则
总群体的单倍型多样性指数（Ｈｄ）为０．９７３，碱基多样性指数
（Ｐｉ）为０．０１７１，平均核苷酸差异数（Ｋ）为２６．３１４。姚江群体
的单倍型多样性显示出最高水平，太湖群体和日本群体在单

倍型多样性（Ｈｄ）、碱基多样性指数（Ｐｉ）及平均核苷酸差异数
（Ｋ）上总体显示出较为突出的遗传多样性，而黄河群体和清
溪乌鳖则显示出较为贫乏的核苷酸多样性。

表２　中华鳖各群体ＣＯⅠ基因遗传变异参数统计

群体 样本数 多态位点数 单倍型数
单倍型多样性

（Ｈｄ）
碱基多样性指数

（Ｐｉ）
平均核苷酸差异数

（Ｋ）

清溪花鳖 １５ １２０ １９ ０．９７５±０．０１２ ０．０１５１±０．００１５ ２３．１５４
黄河群体 ６ ２６ ８ ０．９３９±０．０４８ ０．００５４±０．０００９ ８．３７８
日本群体 ２１ ２５４ ２１ ０．９７７±０．０１０ ０．０２７９±０．００２７ ４２．７９１
太湖群体 １７ ２５９ ２３ ０．９８０±０．０１０ ０．０２８５±０．００３４ ４３．８３６
清溪乌鳖 １９ ９８ ２１ ０．９７６±０．００９ ０．００９１±０．００１０ １３．９６５
姚江群体 ３４ ２１６ ４１ ０．９８８±０．００４ ０．０１６８±０．００１５ ２５．７５７

　　采用ＭＥＧＡ６．０软件，基于Ｋｉｍｕｒａ－２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２ｐ）
模型计算中华鳖不同地理群体间的遗传距离，结果（表３）显
示，中华鳖不同地理群体间的遗传距离在０．０２０３～０．０４１７
之间，其中遗传距离最大的为日本群体与清溪乌鳖，最小的为

日本群体与黄河群体。姚江群体与其他群体间的遗传距离均

大于０．０２。种内遗传距离在０．０１１３～０．０３３８之间，从大到
小的顺序依次为清溪花鳖 ＞清溪乌鳖 ＞太湖群体 ＞日本群
体＞姚江群体＞黄河群体。

表３　不同地理群体中华鳖基于ＣＯⅠ基因的种间、种内遗传距离

群体
种间遗传距离

清溪花鳖 黄河群体 日本群体 太湖群体 清溪乌鳖
种内遗传距离

清溪花鳖 ０．０３３８
黄河群体 ０．０３１７ ０．０１１３
日本群体 ０．０３７１ ０．０２０３ ０．０２７２
太湖群体 ０．０３２３ ０．０３２１ ０．０３７１ ０．０３０４
清溪乌鳖 ０．０３３７ ０．０３６４ ０．０４１７ ０．０３１６ ０．０３１８
姚江群体 ０．０２６０ ０．０２４５ ０．０２２９ ０．０２４２ ０．０２５７ ０．０１７４

　　根据表 ３中中华鳖不同地理群体间的遗传距离，用
ＭＥＧＡ６．０中的ＮＪ程序，构建基于群体间遗传距离的系统进
化树（图２），显示黄河群体与日本群体最先聚为一支，然后再

与姚江群体聚类，接着依次分别与清溪花鳖、太湖群体及清溪

乌鳖聚类。姚江群体与黄河群体、日本群体有相对较近的亲

缘关系，各群体中，黄河群体与日本群体间的亲缘关系最近。

　　根据不同个体 ＣＯⅠ 基因序列信息，采用 ＭＥＧＡ６．０软
件基于Ｋｉｍｕｒａ－２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２ｐ）模型构建分子进化树（图
３），由进化树可知，中华鳖各群体的个体散乱地聚于不同的
分支，聚类不具有种的特性。

２．３　基于 ＣＯⅠ 基因对鳖科动物不同属间的遗传多样性
分析

本研究从ＮＣＢＩ上下载了与中华鳖同源性相近的其他鳖
科动物的ＣＯⅠ 基因序列（表１），用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８５软件进行
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人工排比后，保留共有序列，最后所得片段长度为６５０ｂｐ。应
用ＭＥＧＡ６．０软件进行比对分析，结果显示，整个鳖科动物
ＣＯⅠ 基因碱基 Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ的平均含量分别为 ２９．３％、
２９３％、２５．２％、１６．３％，Ａ＋Ｔ含量（５８．６％）高于Ｃ＋Ｇ的含
量（４１．５％），所有鳖科动物中，核苷酸Ｇ的含量均较低，低于
１８％。统计各位点碱基使用情况，Ａ－Ｔ碱基在第２位密码子
的使用量最高，为７３．１％，而Ｃ－Ｇ碱基在第３位密码子的使
用量最高，为５０．４％，甚至超过了 Ａ＋Ｔ的含量，表现出明显
的碱基偏倚。

用ＭＥＧＡ６．０软件，基于 Ｋｉｍｕｒａ－２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ模型计
算不同鳖科动物间的遗传距离，发现鳖科动物各种间的遗传

距离在０．０１３１～０．２６８８之间，其中以黄河鳖与小鳖间的遗
传距离最小，为 ０．０１３１，而努比亚缘板鳖（Ｃｙｃｌａｎｏｒｂｉｓｅｌｅ
ｇａｎｓ）与清溪乌鳖间的遗传距离最大，达０．２６８８。中华鳖不
同群体相互间的遗传距离在０．０１３１～０．０４８３之间，均低于
０．０５０。与中华鳖属遗传距离相对较近的为我国南方特有品
种———砂鳖（Ｔｒｉｏｎｙｘａｘｅｎａｒｉａ），其与中华鳖各地理群体的遗
传距离在０．０４８７～０．０６６９之间。

利用 ＭＥＧＡ６．０软件中的 Ｔａｍｕｒａ３－ｐａｒａｍｅｔｅｒｍｏｄｅ
（Ｔ９２）＋ＧａｍｍａＤｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ（Ｇ）的组合模型进行计算，采用ＮＪ
法构建系统进化树（图４），以１０００次自展分支检验（Ｂｏｏｔ
ｓｔｒａｐｓｔｅｓｔ）可靠性。由图４可知，不同鳖科动物按照其属的特

性相互聚类，其中，中华鳖属（Ｐｅｌｏｄｉｓｃｕｓ）的７个地理群体（姚
江群体、清溪乌鳖、清溪花鳖、太湖群体、日本群体、黄河群体

及小鳖）相互聚为一个大支，节点支持率为９７％；鳖属（Ｔｒｉ
ｏｎｙｘ）的砂鳖（Ｔｒｉｏｎｙｘａｘｅｎａｒｉａ）独自占有一支，并与中华鳖属
的分支聚在一起，节点支持率为９９％；山瑞鳖属（Ｐａｌｅａ）的山
瑞鳖（Ｐａｌｅａｓｔｅｉｎｄａｃｈｎｅｒｉ）独自占有一支；印度鳖属（Ａｓｐｉ
ｄｅｒｅｔｅｓ）印度孔雀鳖（Ｎｉｌｓｓｏｎｉａｈｕｒｕｍ）及黑鳖（Ｎｉｌｓｓｏｎｉａｎｉｇｒｉ
ｃａｎｓ）相互聚类，节点支持率为 ９６％，并与缅甸孔雀鳖属
（Ｎｉｌｓｓｏｎｉａ）的缅甸孔雀鳖（Ｎｉｌｓｓｏｎｉａｆｏｒｍｏｓａ）汇聚，然后再与
恒河鳖（Ｎｉｌｓｓｏｎｉａｇａｎｇｅｔｉｃｕｓ）聚类，节点支持率为９５％，提示
印度鳖属可能与缅甸孔雀鳖属同系。亚洲鳖属（Ａｍｙｄａ）的中
南半岛大鳖（Ａｍｙｄａｃａｒｔｉｌａｇｉｎｅａ）独为一支；斑鳖属（Ｒａｆｅｔｕｓ）
的幼河斑鳖（Ｒａｆｅｔｕｓｅｕｐｈｒａｔｉｃｕｓ）和斑鳖（斯氏鳖）（Ｒａｆｅｔｕｓ
ｓｗｉｎｈｏｅｉ）相互聚为一支，节点支持率为９２％；缘板鳖属（Ｌｉｓｓｅ
ｍｙｓ）的印度箱鳖（Ｌｉｓｓｅｍｙｓｐｕｎｃｔａｔａ）和缅甸箱鳖（Ｌｉｓｓｅｍｙｓｓｃｕ
ｔａｔａ）相互聚为一支，节点支持率为９５％；盘鳖属（Ｃｙｃｌａｎｏｒｂｉｓ）
的努比亚盘鳖（Ｃｙｃｌａｎｏｒｂｉｓｅｌｅｇａｎｓ）和塞内加尔盘鳖（Ｃｙｃｌａ
ｎｏｒｂｉｓｓｅｎｅｇａｌｅｎｓｉｓ）相互聚类，并与圆鳖属（Ｃｙｃｌｏｄｅｒｍａ）的赞比
亚圆鳖（Ｃｙｃｌｏｄｅｒｍａｆｒｅｎａｔｕｍ）聚为一个大支。缘板鳖属、盘鳖
属及圆鳖属３个属共同聚为一个大支，节点支持率为９９％，
提示这３个属间亲缘关系较近。

３　讨论

３．１　基于ＣＯⅠ基因对不同地理群体中华鳖的遗传差异性
分析

６个中华鳖地理群体中ＣＯⅠ基因序列的Ａ、Ｔ、Ｃ、Ｇ碱基
平均含量为３０．１０％、３０．２７％、２３．４１％、１６．２２％，其中以碱
基Ｇ的含量最低，这是线粒体 ＤＮＡ的一个显著特点［２０］，Ａ＋
Ｔ的含量（６０．３７％）明显高于 Ｃ＋Ｇ的含量（３９．６３％），表现
出明显的线粒体碱基偏好性。密码子各位点的Ａ＋Ｔ含量均

高于Ｇ＋Ｃ的含量，其中以第３位点的含量最高，达７０．２％。
Ｄｅｓａｌｌｅ等指出，ＤＮＡ进化过程中，近缘物种间ＤＮＡ编码区序
列因较多发生同义突变，序列中转换发生的频率一般较颠换

高［２１］。本研究中的转换／颠换比为１．４，表明 ＣＯⅠ基因序列
的突变没有达到饱和，可以进行系统发育树的构建分析。

视６个地理群体中华鳖为一个总群体，则总群体的单倍
型多样性指数为０．９７３，碱基多样性指数为 ０．０１７１。Ｇｒａｎｔ
等认为，当单倍型多样性＞０．５，核苷酸多样性 ＞０．００５时，则
该物种具有相对较高的遗传多样性［２２］。由此可以看出，本研
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究中的６个不同地理群体的中华鳖均具有较高的遗传多样
性，这为我国中华鳖种质资源的保护奠定了基础。

在种群遗传距离分析上，杜启艳等认为，物种在科、属、种

３个水平上遗传距离的差别若小于２％，则可确定为同一物
种［２３］。本研究中，６个不同地理群体中华鳖间的遗传距离在
２．０３％～４．１７％之间，种间平均遗传距离为２．５８％，各群体
间的遗传距离均大于２％，其中黄河群体与日本群体间的遗
传距离（２．０３％）最小。Ａｎｄｅｒｓｏｎ指出，物种在长期地理分隔
以后，再发生杂交行为，可能会产生渐渗杂交的现象，从而降

低物种的种间遗传距离［２４］。日本群体中华鳖是早年从我国

引种过去，经过长期的性状改良，再从日本引入我国的一个地

理群体，作为一个改良后的新品系，备受养殖户及消费者的喜

爱，其养殖面积及区域也日益扩增，在养殖过程中难免存在与

其他中华鳖群体杂交的情况，产生渐渗杂交的现象，从而造成

其与黄河群体或其他群体间的遗传距离相对较小。因此，按

照杜启艳等的标准［２３］，本研究中的６个地理群体中华鳖均达
到了种的分化水平。

３．２　ＣＯⅠ 基因作为 ＤＮＡ条形码在鳖类鉴定中的有效性
分析

ＣＯⅠ基因是线粒体基因组中常用的作为ＤＮＡ条形码的
标记基因［２５］，其５′端区域的一段序列既包含有大量的保守区
以进行通用引物的扩增，又包含有效的变异区可进行不同物

种的区分，并且在大多数动物中，ＣＯⅠ 基因都存在显著的基
因变异，因此，动物界中的物种鉴定通常选择 ＣＯⅠ基因来作
为ＤＮＡ条形码［７，１４，２６］。Ｈｅｂｅｒｔ等提出，利用线粒体 ＣＯⅠ 基
因作ＤＮＡ条形码对不同物种进行鉴定时，最关键的是种群的
种间遗传距离必须大于种内遗传距离，并且差距在１０倍及以
上，其中种间的遗传距离以２％为界［１５］。

本研究对中华鳖不同地理群体进行遗传差异性分析时发

现，种间遗传距离在０．０２０３～０．０４１７之间，均已达到２％以
上种的分化水平，种内平均遗传距离在０．０１１３～０．０３３８之
间，种间与种内的遗传距离并没有形成１０倍的有效差异，相
反，个别群体中，种内的平均遗传距离甚至大于种间，如清溪

花鳖及日本群体。在基于个体 ＣＯⅠ 基因差异的 ＮＪ进化树
上，相同群体的不同个体并没有按照种的特性进行聚类，而是

零散地聚于各个分支，个别个体甚至单独成支。这可能与近

缘物种的杂交有关。传统分类法通过斑点、体色等外部特征

将中华鳖的不同地理群体区分开来。而中华鳖因相似的生活

环境，缺乏有效的隔离机制，特别是近些年来，大量的引种、倒

种及种间杂交，以期培育出优良性状（生长性能及表型性能）

的品种，致使中华鳖不同群体间杂交紊乱，使得群体间基因的

渗透概率较高。ｍｔＤＮＡ呈母系遗传，杂交子代的 ｍｔＤＮＡ几
乎全都来自母本，而控制物种表型性状的基因可能来源于核

ＤＮＡ。因此，基于ＣＯⅠ基因作ＤＮＡ条形码对近缘杂交地理
群体的鉴定可能存在一定程度的缺陷，需要结合核ＤＮＡ的相
关鉴定才能得到比较真实可靠的结果。根据种间与种内遗传

距离差异度及进化树分析，本研究认为，ＣＯⅠ 基因不能将中

华鳖的不同地理群体鉴定开来。

在对鳖科不同属间的遗传差异性分析时发现，属间遗传

距离在 ０．０６３９～０．２４４６之间，属内平均遗传距离在
０．０３８５～０．１３６７之间［２７］，属间与属内之间形成了明显的差

异空隙，非常适用于ＤＮＡ条形码的鉴别。在鳖科不同属的ＮＪ
进化树上，不同鳖按照属的特性分别进行聚类，并具有较高的

节点支持率，聚类分析可信度高。因此，本研究认为，ＣＯⅠ基因
作为ＤＮＡ条形码，能够有效地用于鳖科不同属间的鉴定。
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　　甜菜（Ｂｅｔａｖｕｌｇａｒｉｓ），别称蘈菜，二年生草本，是除甘蔗外
的主要糖源。近年来，很多研究都致力于发掘植物对磷的吸

收、利用潜能，如小麦［１］、玉米［２］、大豆［３］等。研究认为多项

作物在受低磷胁迫时，会促进根、根表面积以及侧根形态指数

的扩大［４］。由于目前对甜菜品种的培育较多，利用指纹图谱

对多个品种的鉴定及筛选有着显著意义。常用的 ＳＳＲ［５］、
ＲＡＰＤ［６］方法的检测位点有限，难以对品种大量鉴别，因此选
用ＡＦＬＰ这种更可靠、更高效的方法构建指纹图谱。目前，对
甜菜的研究大多集中于形态学中，但对于高抗低磷这类可广

泛应用市场品种鉴定的指纹图谱少有报道。本研究将对４０
个甜菜品种进行聚类分析，选出高抗低磷的甜菜品种，并对其

进行 ＡＦＬＰ指纹图谱构建，为我国甜菜品种种质的鉴别提供
依据，为更广泛地应用提供有力的理论支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验于２０１０年９月至２０１１年６月在黑龙江大学进

行。通过对４０个品种的甜菜种子进行常规育苗，培养至子叶
完全展开，获得４０个子叶完全展开的甜菜品种作为试验对
象。试验采用的甜菜品种及来源见表１。
１．２　试验方法
１．２．１　试验设计　对 ４０个品种的甜菜苗用半倍 Ｈｏａｇｌａｎｄ
营养液培养，并用浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ的高磷对３０株苗进行
处理，对另外３０株用浓度为１μｍｏｌ／Ｌ进行低磷处理，并在出
现真叶时进行数据采集。

　　ＤＮＡ提取：称取０．１ｇ粉末样品，加入ＣＴＡＢ提取液［７］混

匀，６５℃水浴３０ｍｉｎ；加入１０μＬ１０ｍｇ／Ｌ的ＲＮａｓｅＡ，３７℃水
浴２０ｍｉｎ；加入５００μＬ“酚∶三氯甲烷∶异戊醇＝２５∶２４∶１”
混合液混匀；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清液７００μＬ加入
等体积的“三氯甲烷 ∶异戊醇＝２４∶１”混匀；１２０００ｒ／ｍｉｎ离
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