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规模育苗的要求，是打破多花黄精种子休眠的最佳方式；最佳

外植体处理方法７５％乙醇３０ｓ＋０．１％氯化汞５ｍｉｎ后并在
第２天重复的处理；优选的增殖培养基为 ＭＳ＋１ｍｇ／ＬＢＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ，生根培养基为ＭＳ＋２ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．１％ＡＣ；
炼苗移栽基质以泥炭 ∶沙 ＝２∶１最佳，成活率可达８３％以
上。本试验结果将为多花黄精规模化种子育苗、组培育苗和

中下游产业开发提供一定技术基础。
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基于线粒体 Ｃｙｔｂ基因和 Ｄ－ｌｏｏｐ区序列的洪泽湖
湖鲚遗传多样性分析
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　　摘要：利用线粒体细胞色素ｂ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ，简称Ｃｙｔｂ）基因和控制区（Ｄ－ｌｏｏｐ）序列作为分子标记，调查洪泽湖湖
鲚的遗传多样性。结果表明，Ｃｙｔｂ基因和Ｄ－ｌｏｏｐ区序列碱基 Ａ＋Ｔ含量均高于 Ｇ＋Ｃ含量，显示碱基组成具有偏倚
性。４０条Ｃｙｔｂ基因序列检出１４个变异位点，定义１３个单倍型，单倍型多样性和核苷酸多样性分别为０．７６２±０．０６７、
０．００１８２±０．０００２８，平均碱基差异数为２．０７３；４０条Ｄ－ｌｏｏｐ区序列检出５４个变异位点，定义１７个单倍型，单倍型多
样性和核苷酸多样性分别为０．７２７±０．０７８、０．００６１０±０．００１００，平均碱基差异数为７．３７８。１３个Ｃｙｔｂ基因单倍型之
间的遗传距离在０．００１～０．００４之间，１７个Ｄ－ｌｏｏｐ区单倍型之间的遗传距离在０．００１～０．０１８之间，邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－
ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，简称ＮＪ）系统进化树显示单倍型聚为１支。Ｃｙｔｂ基因和Ｄ－ｌｏｏｐ区序列中性检测ＴａｊｉｍａｓＤ和ＦｕｓＦｓ
结果产生的Ｄ和Ｆｓ值为负值，且Ｃｙｔｂ基因的Ｆｓ值统计结果有极显著差异（Ｐ＜０．０１）。同时，Ｃｙｔｂ基因序列的岐点分

布图呈现单峰型，均表明洪泽湖湖鲚近期经历了种群扩张。整体来看，洪泽湖湖鲚资源具有较高的遗传多样性，呈现

出高单倍型多样性和低核苷酸多样性的特征。
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从事湖泊渔业资源与环境研究。Ｔｅｌ：（０２５）８６５８１５７４；Ｅ－ｍａｉｌ：
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通信作者：潘建林，博士，研究员，主要从事鱼类遗传育种研究。Ｔｅｌ：
（０２５）８６５８１５７４；Ｅ－ｍａｉｌ：Ｊｉａｎｌｉｎｐａｎ２００６＠１２６．ｃｏｍ。

　　刀鲚（Ｃｏｉｌｉａｎａｓｕｓ）是一种具有重要经济价值的洄游性中
小型鱼类，隶属于鲱形

!

科（Ｅｎｇｒａｕｌｉｄａｅ）鲚属（Ｃｏｉｌｉａ）。近年
来，由于过度捕捞、环境污染及水利工程建设等因素，刀鲚天

然资源趋于枯竭，保护刀鲚资源刻不容缓［１－４］。湖鲚是刀鲚

的一种，为湖泊定居型，没有洄游习性，它已成为我国淡水湖

泊渔业资源的重要组成部分。研究表明，湖鲚和刀鲚在遗传

上没有显著差异，属于同一种类［５－６］。遗传多样性是生物多

样性的一个重要方面，决定了物种的进化潜能和对环境变化

的适应能力。掌握物种的遗传多样性水平是物种保护须要了

解的重要内容，可以为制定针对性的保护和管理策略提供科

学依据。
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鱼类线粒体ＤＮＡ是一种闭合、环状的双链ＤＮＡ分子，具
有结构简单、母系遗传、不发生重组及进化速度快等特征，使

其成为分子群体遗传学和分子系统学研究的重要分子标

记［７］。细胞色素ｂ（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ，简称 Ｃｙｔｂ）基因的结构和功
能在ｍｔＤＮＡ的１３个蛋白质编码基因中是被了解得最为清楚
的，且其进化速度适中［８－９］。线粒体 ＤＮＡ控制区（Ｄ－ｌｏｏｐ）
为非编码区，因缺乏编码的选择压力而比其他线粒体基因的

进化速率更快，富含系统发育信息［１０］。因此，Ｃｙｔｂ基因和
Ｄ－ｌｏｏｐ区序已成为鱼类种群遗传结构与遗传多样性研究中
常用的２个分子标记。

洪泽湖面积为１５９７ｋｍ２，是江苏省第二大淡水湖泊，也
是我国第四大淡水湖泊，具有渔业生产、工农业及生活用水、

航运、旅游、泄洪行洪等多种功能［１１］。洪泽湖渔业资源丰富，

对湖区经济、社会的发展有重要作用［１２］。最近调查发现，洪

泽湖有 ６３种鱼类，刀鲚在洪泽湖渔业产量的占比超过
５０％［１３］。受江湖阻隔、过度捕捞和生境破坏等多种因素的影

响，洪泽湖渔业的可持续发展受到严重威胁［１３］。到目前为

止，尚无有关洪泽湖湖鲚遗传多样性水平的研究报道。本研

究采用Ｃｙｔｂ基因和Ｄ－ｌｏｏｐ区序列作为分子标记，对洪泽湖
湖鲚遗传多样性开展研究，这不仅有利于丰富洪泽湖鱼类的

分子生物学数据，而且可以为湖鲚种质资源保护及合理利用

提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　样本收集和处理
于２０１６年１２月在洪泽湖用刺网捕获湖鲚，随机取４０尾

湖鲚样本。用无水乙醇固定，带回实验室并且置于－２０℃冰
箱中保存。

１．２　ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及测序
取湖鲚肌肉组织用于基因组 ＤＮＡ的提取。采用 Ｔａｋａｒａ

公司的ＤＮＡ提取试剂盒提取总 ＤＮＡ，将 ＤＮＡ溶于灭菌超纯
水，保存于－２０℃冰箱中备用。

扩增 Ｃｙｔｂ基因序列的上游引物为 Ｌ１４７２４（５′－
ＧＡＣＴＴＧＡＡＡＡＡＣＣＡＣＣＧＴＴＧ－３′），下游引物为Ｈ１５６３４（５′－
ＣＴＣＣＧＡＴＣＴＣＣＧＧＡＴＴＡＣＡＡＧＡＣ－３′）［１４］；扩增Ｄ－ｌｏｏｐ区序
列的上游引物为ＤＦ１（５′－ＣＴＡＡＣＴＣＣＣＡＡＡＧＣＴＡＧＡＡＴＴＣＴ－
３′），下游引物为 ＤＲ２（５′－ＡＴＣＴＴＡＧＣＡ－ＴＣＴＴＣＡＧＴＧ－
３′）［２］。引物均由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

ＰＣＲ体系均为５０μＬ，包括２×Ｔａｑ酶混合液（１．２５ＵＴａｑ
酶，０．２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋）２５μＬ，各 １μＬ
（１０μｍｏｌ／Ｌ）上、下游引物，１μＬＤＮＡ模板，２２μＬ灭菌超纯
水。ＰＣＲ反应条件为 ９４℃预变性 ４ｍｉｎ；９４℃变性 ４０ｓ，
５３℃ 退火（Ｃｙｔｂ）或 ５５℃退火（Ｄ－ｌｏｏｐ）５０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃条件下保存。
　　ＰＣＲ产物纯化后送生工生物工程（上海）股份有限公司
进行双向测序，测序引物与扩增引物相同。

１．３　数据分析
采用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３软件［１５］对获得的Ｃｙｔｂ基因和Ｄ－ｌｏｏｐ

区序列进行多重比较，并人工校对。采用 Ｍｅｇａ５．１软件［１６］

分析序列碱基组成和变异位点，利用Ｋｉｍｕｒａ双参数（Ｋｉｍｕｒａ－
２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ）模型计算单倍型之间的遗传距离，采用邻接法

（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，简称ＮＪ）构建系统进化树。利用
ＤｎａＳＰ５．０软件［１７］获得群体序列遗传多样性参数，包括单倍

型数（Ｎ）、单倍型多样性（ｈ）、核苷酸多样性（π）、平均核苷酸
差异数（Ｋ）。采用 ＴａｊｉｍａｓＤ和 ＦｕｓＦｓ中性检验，同时结合
核苷酸不配对分布分析检验湖鲚种群历史动态。

２　结果与分析

２．１　Ｃｙｔｂ基因和Ｄ－ｌｏｏｐ区序列碱基组成
本研究获得４０条１１４１ｂｐ的 Ｃｙｔｂ基因序列，共检出１４

个变异位点，其中有９个简约信息位点、５个单一信息位点，
没有插入和缺失位点。４种碱基的平均含量分别为 Ａ
（２７．８％）、Ｔ（３０．６％）、Ｇ（１４．５％）、Ｃ（２７．１％），Ａ＋Ｔ的含量
（５８．４％）明显高于Ｇ＋Ｃ的含量（４１．６％）（表１）。在第２、第
３位点，碱基Ｇ的含量最低，表现出明显的碱基组成偏向性。

表１　Ｃｙｔｂ基因序列碱基组成

位点
碱基含量（％）

Ａ Ｔ Ｇ Ｃ
第１位点 ２３．４ ２６．２ ２６．８ ２３．６
第２位点 ２０．３ ４１．０ １３．７ ２５．３
第３位点 ３９．９ ２５．０ ３．０ ３２．３
合计 ２７．８ ３０．６ １４．５ ２７．１

　　本研究获得 ４０条 Ｄ－ｌｏｏｐ区序列，其长度为 １２１４～
１２９０ｂｐ，其中２６条长度为１２５２ｂｐ，占比６５．０％；１２条长度
为１２９０ｂｐ，占比３０．０％；１条长度为１３２８ｂｐ，占比２．５％；１
条长度为１２１４ｂｐ，占比２．５％。经比对发现，Ｄ－ｌｏｏｐ区序列
有４处长度为３８ｂｐ的插入或缺失序列。４种碱基的平均含
量分别为Ａ（３３．３％）、Ｔ（３３．５％）、Ｇ（１４．２％）、Ｃ（１９．０％），
Ａ＋Ｔ含量（６６．８％）明显高于 Ｇ＋Ｃ含量（３３．２％），表现出
明显的碱基组成偏倚性。Ｄ－ｌｏｏｐ区序列共检出５４个变异位
点，其中２７个简约信息位点，２７个单一信息位点。
２．２　种群遗传多样性参数

４０条Ｃｙｔｂ基因序列共定义１３个单倍型（Ｈｂ１～Ｈｂ１３），
单倍型Ｈｂ６的数量最多（１９个），占比４７．５％；单倍型Ｈｂ４和
Ｈｂ８各有４个，均占比１０．０％；单倍型Ｈｂ１、Ｈｂ３、Ｈｂ１０各有２
个，均占比５．０％；单倍型 Ｈｂ２、Ｈｂ５、Ｈｂ７、Ｈｂ９、Ｈｂ１１、Ｈｂ１２、
Ｈｂ１３的数量均为１个，占比２．５％。单倍型多样性为０．７６２
±０．０６７，核苷酸多样性为０．００２７０±０．０００２８，平均核苷酸
差异数为 ２．０７３。４０条 Ｄ－ｌｏｏｐ区序列共定义１７个单倍型
（Ｈｄ１～Ｈｄ１７），单倍型Ｈｄ１１数量最多（２１个），占比５２．５％；
单倍型Ｈｄ３、Ｈｄ８、Ｈｄ１６的数量均为２个，均占比５．０％；单倍
型Ｈｄ２、Ｈｄ４～Ｈｄ７、Ｈｄ９～Ｈｄ１５、Ｈｄ１７的数量均为１个，均占
比２．５％；单倍型多样性为０．７２７±０．０７８，核苷酸多样性为
０．００６１０±０．００１００，平均核苷酸差异数为 ７．３７８。整体来
看，洪泽湖湖鲚种群遗传多样性呈现出高单倍型多样性和低

核苷酸多样性的特征。

２．３　单倍型系统树
基于Ｋｉｍｕｒａ双参数模型估算湖鲚单倍型之间的遗传距

离，结果表明，Ｃｙｔｂ基因单倍型之间的遗传距离在 ０．００１～
０．００４之间，Ｄ－ｌｏｏｐ区序列单倍型之间的遗传距离在０．００１～
０．０１８之间。

以凤鲚（Ｃｏｉｌｉａｍｙｓｔｕｓ，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＦ０５６３２２．１）
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表２　洪泽湖湖鲚种群的遗传多样性参数

种群 数量（条） ＤＮＡ序列 变异位点数（个） 单倍型数（个） 单倍型多样性 核苷酸多样性 平均碱基差异数

湖鲚 ４０ Ｃｙｔｂ １４ １３ ０．７６２±０．０６７ ０．００１８２±０．０００２８ ２．０７３
Ｄ－ｌｏｏｐ ５４ １７ ０．７２７±０．０７８ ０．００６１０±０．００１００ ７．３７８

为外群，采用ＮＪ法构建单倍型系统进化树，结果表明，Ｃｙｔｂ基
因Ｄ－ｌｏｏｐ区序列单倍型聚为一支（图１、图２）。

２．４　种群历史动态
基于Ｃｙｔｂ基因和Ｄ－ｌｏｏｐ区序列的中性检验结果（表３）

表明，ＴａｊｉｍａｓＤ和ＦｕｓＦｓ中性检验产生的 Ｄ和 Ｆｓ均为负
值，其中仅Ｃｙｔｂ基因中性检验产生的 Ｆｓ值统计有极显著差
异（Ｐ＜０．０１），说明 Ｃｙｔｂ基因序列进化显著偏离中性进化。
Ｃｙｔｂ基因序列核苷酸不配对分布呈单峰类型（图 ３），而
Ｄ－ｌｏｏｐ区序列核苷酸不配对分布成多峰型（图４）。因此综
合来看，洪泽湖湖鲚可能经历了近期种群扩张事件。

３　结论与讨论

遗传多样性即基因多样性，是指种内不同群体间或一个

群体内不同个体的遗传变异的总和。它不仅是生物多样性的

重要组成部分，也是物种多样性和生态系统多样性的基础，更

是生命进化和物种进化的基础。一个物种的遗传多样性与其

适应能力、生存能力、进化潜力等密切相关［１８－１９］。物种的遗

表３　湖鲚种群的中性检测结果

种群 基因
ＴａｊｉｍａｓＤ ＦｕｓＦｓ

Ｄ Ｐ Ｆｓ Ｐ
湖鲚 Ｃｙｔｂ －１．１６８０７ ０．１１１００ －５．３１８７０ ０．００７００

Ｄ－ｌｏｏｐ－１．５３７００ ０．１１５７０ －２．２９６１７ ０．０８４２０

传变异越丰富，对环境变化的适应能力越强，反之，更容易受

到环境变化的影响［９］。单倍型多样性和核苷酸多样性是衡

量物种遗传多样性的２个常用参数。本研究采用线粒体Ｃｙｔｂ
基因和Ｄ－ｌｏｏｐ区序列作为分子标记，分析洪泽湖湖鲚的遗
传多样性。结果表明，基于Ｃｙｔｂ基因的湖鲚单倍型遗传多样
性和核苷酸多样性分别为 ０．７６２±０．０６７、０．００１８２±
０．０００２８，平均碱基差异数为２．０７３；基于 Ｄ－ｌｏｏｐ区的湖鲚
单倍型遗传多样性和核苷酸多样性分别为 ０．７２７±０．０７８、
０．００６１０±０．００１００，平均碱基差异数为７．３７８，显示出较高
的遗传多样性。与基于Ｃｙｔｂ基因序列相比，基于 Ｄ－ｌｏｏｐ区
序列湖鲚种群的遗传多样性相对较高，这是因为鱼类线粒体

Ｄ－ｌｏｏｐ区序列受到的选择压力较小、进化速率快，而Ｃｙｔｂ基
因作为线粒体编码基因，其进化速度相对较慢［７］。已有文献

报道，基于Ｃｙｔｂ基因的洞庭湖（ｈ：０．６４３３，π：０．００２６）、鄱阳
湖（ｈ：０．９５００，π：０．００３４）、太湖（ｈ：０．８５７０，π：０．００２１）和
巢湖（ｈ：０．９０１５，π：０．００２）湖鲚的遗传多样性水平［２０］。可以

得出，洪泽湖湖鲚种群的遗传多样性水平高于洞庭湖湖鲚种

群，低于鄱阳湖、太湖、巢湖湖鲚种群。因此，洪泽湖湖鲚种群

的遗传多样性水平有待进一步提高。与湖鲚相比，基于 Ｃｔｙｂ
基因的刀鲚遗传多样性高于湖鲚［８］。同样，基于 Ｄ－ｌｏｏｐ区
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序列的刀鲚遗传多样性也高于湖鲚［２－４］。这是因为湖鲚是刀

鲚的陆封型群体，由于奠基者效应等因素的影响，其遗传多样

性水平应低于刀鲚［８］。

整体来看，基于Ｃｙｔｂ基因和 Ｄ－ｌｏｏｐ区序列的洪泽湖湖
鲚遗传多样性呈现出高单倍型多样性和低核苷酸多样性的特

征。有研究者根据单倍型多样性和核苷酸多样性标准，将鱼

类进化情景分为４种类型（低 ｈ和低 π、高 ｈ和低 π、低 ｈ和
高π、低ｈ和低π）［２１］。可以看出，洪泽湖湖鲚遗传多样性属
于第２种类型。湖鲚种群的遗传多样性现状被认为可能是小
的有效种群经过一段时间的稳定后发生了扩张，种群快速增

长有利于提高对新突变的保持力从而导致核苷酸多样性降

低。已有文献报道，湖鲚多个地理种群的遗传多样性水平均

具备这一特征［２０］。从种群历史动态来看，ＴａｊｉｍａｓＤ和 Ｆｕｓ
Ｆｓ中性检验产生的Ｄ和Ｆｓ均为负值，且Ｃｙｔｂ基因的Ｆｓ值统
计结果具有显著性差异，表明 ＤＮＡ进化偏离了中性选
择［２２－２３］。同时，Ｃｙｔｂ基因序列岐点分布图呈现为单峰型，表
明洪泽湖湖鲚近期经历了种群扩张［２４］。

基于Ｋｉｍｕｒａ双参数模型Ｃｙｔｂ基因单倍型之间的遗传距
离在０．００１～０．００４之间，Ｄ－ｌｏｏｐ区单倍型之间的遗传距离
在０．００１～０．０１８之间。整体来看，单倍型之间的遗传距离较
小，说明洪泽湖湖鲚个体之间的基因交流不受限制。这是因

为湖鲚运动能力较强，个体间基因交流不存在地理隔离限制。

从单倍型组成来看，１３个 Ｃｙｔｂ基因单倍型中有１９个优势单
倍型Ｈｂ６，占比４７．５％，１７个Ｄ－ｌｏｏｐ区单倍型中有２１个优
势单倍型Ｈｄ１１，占比５２．５％，大多数仅有１个单倍型。由此
可以看出，洪泽湖湖鲚单倍型组成具有不均匀性。一方面优

势单倍型的个体适应能力强，拥有更大的繁殖群体，而低频率

的单倍型则因环境适应能力差，拥有的繁殖群体较小，更容易

对整个种群的遗传多样性造成不利影响。因此，须要持续加

强对湖鲚种质资源的保护力度，通过控制捕捞强度、改善水体

生态环境以及加强资源动态变化监测等措施增加湖鲚资源

量，提高其遗传多样性水平，改善种群遗传结构，从而有利于

湖鲚资源的可持续发展。
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