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　　摘要：采用线粒体ＣＯⅠ基因序列对我国长江中下游达氏!

天然种群的遗传变异进行研究。结果表明，达氏
!

不

同自然种群的遗传变异程度较低，基因多态性为０．４１２３，核苷酸多态性为０．００１１。各群体间特有单倍型较少，多数
个体分布于共享单倍型中。分子变异分析（ＡＭＯＶＡ）表明，达氏

!

野生群体间具有明显的遗传分化，群体间的变异为

３３．０９％，丹江口种群解释了群体间该遗传变异组成的７１．４７％，其余的达氏
!

群体间无明显分化，种群间存在一定的

基因流动。达氏
!

自然种群的遗传组成可能与不同群体所处的地理位置有关，水系间的相互连通，不同地理种群间存

在基因交流，可能减弱了由地理距离产生的种群间的遗传差异。
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　 　 达 氏
!

（Ｃｈａｎｏｄｉｃｈｔｈｙｓｄａｂｒｙｉ）隶 属 于 鲤 形 目
（Ｃｙｐｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ）鲤科（Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ），在我国广泛分布于江河、
湖泊、水库等水系，是我国内陆天然水体中重要的经济鱼

类［１］。达氏
!

是长江中下游湖泊鱼类群落的优势物种之一，

其个体较大、肉质细嫩、味道鲜美，富含多种氨基酸，具有较高

的营养价值［２］。此外，达氏
!

等
!

属鱼类还具有重要的生态

价值，可通过捕食水体中的小型鱼类，控制它们的种群密度，

从而保持水体生态系统稳定［１］，因而对于提高水产经济效益

具有不可忽视的作用。然而，由于过度捕捞和环境污染，自然

水体中
!

属鱼类资源急剧衰退。为弥补天然资源的不足和满

足市场需求，已对该属鱼种的人工繁育进行了相应的研

究［３］。但人工养殖时近亲繁殖概率增高及生态环境单一等

因素，可导致物种遗传多样性降低甚至种质退化［４－５］。另外，

由于养殖品种的逃逸，还可通过杂交、竞争和污染影响自然水

域中的野生种群［６］，最终对该鱼种整体遗传多样性水平产生

影响。水产原种、良种是重要的水产种质资源，是水产养殖业

结构调整和水产业持续健康发展的首要物质基础。因此，对

物种天然种群进行种质资源鉴定和遗传多样性评估，对促进

鱼种的研发和可持续利用具有重要的实践意义。

长江是我国重要的天然淡水鱼类种质资源基因库［７］，达

氏
!

是长江流域中重要的经济鱼类和优质鱼种，其生物学特

性、种群遗传多样性等方面已有相应的研究［８－９］，但基于

ＣＯⅠ 基因序列进行不同达氏
!

自然种群间遗传组成和鉴定

方面的研究较少［８］。因此，本研究对我国长江中下游流域不

同达氏
!

种群进行ＣＯⅠ 基因序列５′端测序，检测不同水域
达氏

!

种群间的遗传组成和遗传关系，以期为我国经济鱼类

种质资源的保护和可持续利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　样本采集
试验中达氏

!

样本于２０１１年５—１２月分别采自于长江
中下游流域的湖北省当阳市（ＤＹ）、湖北省东湖（ＤＨ）、湖北
省丹江口市（ＤＪ）、江西省宜春市（ＪＸ）和安徽省黄山市
（ＡＨ）。标本取肌肉样于９５％乙醇中固定，－２０℃保存。
１．２　样本ＤＮＡ的提取、ＰＣＲ扩增反应及测序

采用标准的酚／三氯甲烷法提取达氏
!

基因组 ＤＮＡ［１０］，
利用引物 ＦｉｓｈＦ１／ＦｉｓｈＲ２扩增 ＣＯⅠ基因序列［１１］。ＰＣＲ扩增
反应条件为９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃ ５０ｓ，５２℃ １．０ｍｉｎ，
７２℃ １．５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０．０ｍｉｎ。采用 Ｑｉａｇｅｎ
的ＱＩＡｑｕｉｃｋＰＣＲ产物纯化试剂盒进行回收纯化，在 ＡＢＩ３７７
ＤＮＡ测序仪上利用扩增引物进行双向测序。
１．３　数据分析

采用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３［１２］和 Ｓｅａｖｉｅｗ［１３］软件进行 ＣＯⅠ 基因
片段核苷酸组成和序列分析。从 ＧｅｎＢａｎｋ下载翘嘴

!

（Ｃｈａｎｏｄｉｃｈｔｈｙｓａｌｂｕｒｎｕｓ，序 列 号 ＡＰ０１２１０９、ＧＵ１９０３６２、
ＫＦ０３９７１９、ＫＭ０４４５００、ＫＸ２４４７６１、ＫＸ２４４７６２、ＫＸ８２９０２５－
ＫＸ８２９０２８），蒙古

!

（Ｃ．ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ，序列号 ＫＦ８２６０８７、ＮＣ＿
００８６８３、ＫＣ７０１３８５、ＡＰ００９０６０）、海南

!

（Ｃ．ｒｅｃｕｒｖｉｃｅｐｓ，序列号
ＫＪ６０９１８１、ＮＣ＿０２４２７７），拟尖头

!

（Ｃ．ｏｘｙｃｅｐｈａｌｏｉｄｅｓ，序列号
ＫＹ４０４０１４），以及鲤属鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ，序列号 ＫＪ５１１８８３）
和东方高原鳅（Ｔｒｉｐｌｏｐｈｙｓａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ，序列号 ＫＪ６３１３２３）的线
粒体ＤＮＡ全序列，与其他

!

属鱼类的ＤＮＡ序列进行比对，识
别ＣＯⅠ序列并进行不同鱼种的比较分析。以 Ｋｉｍｕｒａ双参
数法（Ｋｉｍｕｒａ－２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ）为替代模型，采用ＭＥＧＡ６．０软
件［１４］中的ＮＪ法（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ）构建不同物种间的聚类
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树，分支的置信度采用自引导法（ｂｏｏｔｓｔｒａｐａｎａｌｙｓｉｓ）重复检测
１０００次。用Ａｒｌｅｑｕｉｎ３．５［１５］进行遗传多样性、群体的分子方
差分析（ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｖａｒｉａｎｃｅ，ＡＭＯＶＡ）、遗传分化指
数（Ｆｓｔ）和基因流（Ｎｍ）值的计算。

２　结果与分析

２．１　达氏
!

ＣＯⅠ基因片段核苷酸组成特点及单倍型组成
对不同种群达氏

!

的线粒体 ＣＯⅠ 序列进行排列和比
对，获得ＣＯⅠ基因５′端长度为６４８ｂｐ的同源序列，无插入或
碱基缺失。该序列中相对碱基频率分别为 Ａ＝０．２５９３，Ｔ＝
０．２８４２，Ｇ＝０．１８２３，Ｃ＝０．２７４１，碱基 Ｇ的含量最低，表现
出明显的碱基偏倚性，但碱基组成在达氏

!

不同种群间无明

显差异。在达氏
!

ＣＯⅠ 基因序列的所有位点中，共发现４
个碱基变异位点，其中，３个位点发生了碱基转换，１个位点发
生颠换，但翻译后所有氨基酸组成均相同，表明 ＣＯⅠ基因编
码在达氏

!

鱼类中的保守性。这些变异共组成了５种单倍
型，各单倍型在达氏

!

种群间的分布见表１。除单倍型１和３
在超过２个种群间共享外，其余单倍型均为单个种群所特有。

表１　达氏
!

不同种群ＣＯⅠ基因序列的单倍型分布

采样点 种群
单倍型分布

Ｈａｐ１ Ｈａｐ２ Ｈａｐ３ Ｈａｐ４ Ｈａｐ５
湖北省当阳市 ＤＹ ３ １０
湖北省东湖 ＤＨ ２ １ ７ １
湖北省丹江口市 ＤＪ ３
江西省宜春市 ＪＸ １０
安徽省黄山市 ＡＨ ９ １

２．２　不同达氏
!

种群的遗传多态性

对达氏
!

不同地理种群的遗传多态性进行检测，由表２
可知，所有达氏

!

个体的基因多态性（Ｈ）为０．４１２３，核苷酸
多态性（π）为０．００１１。不同种群间遗传多态性存在一定差
异，种群间的基因多态性和核苷酸多态性最高为东湖种群

（ＤＨ），而丹江口（ＤＪ）和宜春（ＪＸ）种群仅有一种单倍型，遗
传多样性指数值均为０。

表２　达氏
!

种群的基因多态性和核苷酸多态性

种群
样本量

（ｎ）
基因多态性

（Ｈ）
核苷酸多态性

（π）

ＤＹ １３ ０．３８４６ ０．００１２
ＤＨ １１ ０．６０００ ０．００１５
ＤＪ ３ ０ ０
ＪＸ １０ ０ ０
ＡＨ １０ ０．２０００ ０．０００３

２．３　达氏
!

种群的遗传结构与分化

对达氏
!

两两种群之间的 ＦＳＴ值和基因流 Ｎｍ值进行检
测，由表３可知，成对 ＦＳＴ值大小变化在 －０．０７４５～１．００００
之间，其基因流大小变化于０～４．２８２４之间。统计分析表
明，除ＤＪ群体与其他群体间的 ＦＳＴ值存在显著差异外（Ｐ＜
００５），其余的群体间无明显差异，种群间存在一定的基因
流动。

　　对达氏
!

不同种群进行了分子变异分析，结果表明，遗传

变异主要发生在种群内为 ６６．９１％，而不同种群间为
３３．０９％，不同种群间存在明显的分化。根据ＦＳＴ的结果，将所

表３　达氏
!

不同种群间的成对ＦＳＴ（下斜角）和Ｎｍ值（上斜角）

种群 ＤＹ ＤＨ ＤＪ ＪＸ ＡＨ
ＤＹ ０．３１４５ ３．６５６３ ３．７４９７
ＤＨ －０．０７４５ ０．３７９０ ４．１９２２ ４．２８２４
ＤＪ ０．６１３９ ０．５６８９ ０．００００ ０．０４１４
ＪＸ ０．１２０３ ０．１０６６ １．００００

ＡＨ ０．１１７７ ０．１０４６ ０．９２３５ －０．０１１２

有种群分为两组（ＤＪ种群及其余的所有种群）进行 ＡＭＯＶＡ
分析。结果表明，ＤＪ种群解释了２组类群间遗传变异组成的
７１．４７％。

基于Ｋｉｍｕｒａ双参数法，从 ＮＣＢＩ下载
!

属其他４种鱼类
的ＣＯⅠ序列进行比对，计算!

属不同鱼类的种内和种间遗

传距离。结果表明，
!

属不同鱼类种内平均遗传距离为

０．００２８，种间遗传距离平均值为０．０３８８，种间遗传距离＞１０
倍的种内遗传距离。以鲤属鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ，序列号
ＫＪ５１１８８３）和东方高原鳅 （Ｔｒｉｐｌｏｐｈｙｓａｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ，序列号
ＫＪ６３１３２３）的线粒体ＣＯⅠ序列作为外群，构建ＮＪ聚类树（图
１）。结果表明，

!

属鱼类聚成独立的一支，之后又形成分属

于
!

属不同鱼种的分支，分支间的节点支持率较高。其中，达

氏
!

的所有单倍型聚成独立的一支，但并未形成以地理类群

进行聚类的分支。

３　讨论

!

属鱼类是东亚特有鲤科鱼类中较为重要的类群［１］，其

经历了相同的短时间物种暴发，作为一群快速分化的物种，其

基因序列的变异度相对较小［１６］。因此，对该经济鱼类的有效

鉴定，对长江流域天然淡水鱼类种质资源基因库的保护具有

重要的实践意义。许多研究已表明，ＣＯⅠ 基因片段可作为
动物条形码识别外形相似种和检测种群遗传多样性［１７－１９］。

本研究分析发现，
!

属鱼类 ＣＯⅠ 基因片段的种间遗传距离
与种内距离相差１０倍以上，ＮＪ聚类树也表明

!

属鱼类聚成

独立的一支，聚类分支间
!

属不同物种的分类与形态学分类

结果基本一致，从而揭示 ＣＯⅠ 基因序列适于物种鉴定的内
在特征［１７，２０］，这与利用ＣＯⅠ 基因中更长的序列片段对!

属

鱼类进行有效区分的结论一致［８］。

遗传多样性是种群极为重要的特征之一，它是物种适应

未来环境的变化所必需［２１］。对不同达氏
!

地理种群的研究

表明，其野外种群的遗传变异程度较低，各群体间特有单倍型

较少，多数个体分布于共享单倍型中。这与采用 ＣＯⅡ 基因
序列分析

!

属翘嘴
!

野生群体的结果类似［２２］。这可能与近

年来长江流域环境污染日益严重，梯级水利设施的大规模构

建和过度捕捞等因素有关，从而导致自然水体中的鱼类资源

急剧衰退，天然种群的遗传多样性水平降低。由于人工繁殖

所用亲本首要来源于部分的野生群体，而经过人工繁育后，群

体的遗传多样性会出现一定程度的下降［４］。因此，在实际育

种工作中，为确保育种对象的遗传多样性维持在一定水平，以

顺利实现育种目标，应适当增加育种群体的亲本数量，引进更

多的地理群体。

根据化石记录地质年代和地理分布，鲤科鱼类可划分为

５个类群，
!

亚科鱼类分属东亚类群［１］。一些研究认为，东亚

类群是青藏高原急剧隆升后，在东亚季风气候条件下鲤科鱼
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类在江湖复合生态系统中的大量分化［１６］。对达氏
!

野生群

体的研究表明，所有群体显示出群体间明显的遗传分化。但

群体间两两比较ＦＳＴ值和ＡＭＯＶＡ分析后表明，除丹江口群体
外，其余的群体间无明显分化，种群间存在一定的基因流，不

同群体间具有共享单倍型。地理隔离、栖息地差异、迁移、人

类活动等因素均可能导致群体间出现较大的遗传分化［２３］，因

而下游鱼类的群落和丰富度对上游及支流鱼类的分布和迁徙

起到重要的作用［２４］。达氏
!

自然种群的遗传组成可能与不

同群体间的地理位置有关。除丹江口群体外的其他达氏
!

群

体依次分布在长江中下游水系，水系间相互连通，可促进不同

种群间的基因交流，群体间单倍型共享，可能削弱了地理距离

产生的种群间的遗传差异。而丹江口群体位于长江支流的汉

江水系上游，该群体可能受到水利工程、水质污染的影响而阻

碍了支流上游群体向长江干流中下游的迁移，从而阻碍了其

与中下游其他群体间的基因交流。丹江口大坝建成４０年后
对汉江中下游经济鱼类早期资源进行调查，也发现了汉江中

下游经济鱼类卵苗径流量明显下降，产卵场数量减少［２５－２６］，

但对于丹江口群体的遗传差异仍需要进一步深入研究。
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达氏鳇亲鱼群体 ｍｔＤＮＡＣｙｔｂ基因和 Ｄ－ｌｏｏｐ区
的序列特征及遗传多样性分析

孔　杰，周　洲，刘　伟，赵　凤，王金乐
（贵州省农业科学院水产研究所，贵州贵阳５５００２５）

　　摘要：通过对线粒体细胞色素ｂ（Ｃｙｔｂ）基因和控制区（Ｄ－ｌｏｏｐ）进行序列特征和遗传多样性检测，分析达氏鳇
（Ｈｕｓｏｄａｕｒｉｃｕｓ）亲鱼群体 ３０个个体的序列特征及遗传多样性。结果表明，Ｃｙｔｂ基因长 １１３８ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为
４７０３％，共定义单倍型５个、多态性位点（Ｓ）２个，简约信息位点１个，单倍型多样性指数（Ｈｄ）为０．３７２，平均核苷酸

差异数（Ｋ）为０．３８４，核苷酸多样性指数（π）为０．０００３４；Ｄ－ｌｏｏｐ区序列全长８４５ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为３７．４１％，共定义单
倍型６个，多态性位点８个，简约信息位点３个，单倍型多样性指数为０．４２４，平均核苷酸差异数为１．０６９，核苷酸多样
性指数为０．００１２７。基于线粒体Ｄ－ｌｏｏｐ与Ｃｙｔｂ序列的研究结果表明，养殖达氏鳇亲鱼群体的遗传多样性偏低，在
利用达氏鳇亲鱼进行繁殖育苗时要注意近交的影响。

　　关键词：达氏鳇；ｍｔＤＮＡ；Ｄ－ｌｏｏｐ；Ｃｙｔｂ；遗传多样性
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作者简介：孔　杰（１９８６—），女，贵州贵阳人，硕士，助理研究员，主要
从事水产生物技术相关研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｋｅｌｌｙｋｊ＠１２６．ｃｏｍ。

　　达氏鳇（Ｈｕｓｏｄａｕｒｉｃｕｓ）隶属于硬骨鱼纲辐鳍亚纲鲟科鲟
亚科鳇属，是我国重要的大型经济鱼类之一。鲟形目鱼类属

于多倍体起源鱼类，种间极易杂交，易造成种质混乱现象，产

生种质退化风险。在养殖中，许多单位将自养鲟鱼留作苗种，

长期以来忽略了亲鱼选育的遗传背景问题，使得养殖群体近

交的风险增大［１］。因此，为了抑制养殖群体的种质退化，保

证亲鱼群体的遗传力，防止近交衰退造成后代出现成活率降

低、长速减慢等问题，有必要了解后备亲鱼群体的遗传多

样性。

线粒体ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，简称 ｍｔＤＮＡ）具有母系
遗传、变异率高、进化速度快、无组织特异性的特点，被广泛应

用于水生动物的遗传多样性和分子鉴定研究中，如鲟鳇

鱼［１－２］、鲤［３］的分子鉴定，鲟鱼［４－６］、沼虾［７－８］、裂腹鱼［９－１０］等

的遗传多样性研究。ｍｔＤＮＡ的不同区域进化速度存在差异，
其中，Ｄ－ｌｏｏｐ区位于 ｔＲＮＡＰｒｏ和 ｒＲＮＡＰｈｅ基因之间的控制区，
不参与编码蛋白，是整个ｍｔＤＮＡ上序列和长度变异最大的区

—０４— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第３期


