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基于线粒体 Ｄ－ｌｏｏｐ区分析安徽省５个翘嘴鳜
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　　摘要：为研究安徽省鳜鱼的遗传多样性，对安徽省内５个鳜鱼养殖群体共１２５个样本的线粒体Ｄ－ｌｏｏｐ区进行了
扩增和测序分析。试验最终共获得１２５条长度为８５８ｂｐ的Ｄ－ｌｏｏｐ区序列，共检出２６０个变异位点，包括７７个简约
信息位点和１８３个单核苷酸变异位点；碱基平均含量为Ｔ（２９．３％）、Ｃ（２０．６％）、Ａ（３３．８％）和 Ｇ（１６．２％），具有明显
的（Ａ＋Ｔ）碱基偏移。５个群体的遗传多样性较低（Ｈｄ，ｍｅａｎ＝０．５９６，Ｐｉ，ｍｅａｎ＝０．００５３），可能经历了瓶颈事件。此外，通

过对群体遗传结构及邻接法系统发育树的分析发现，５个养殖群体未表现出明显地理聚集，不同群体间有少量个体混
合。群体变异主要来自于群体内部而非群体间。本研究可为鳜鱼种质资源的保护和恢复提供理论依据。
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　　鳜（Ｓｉｎｉｐｅｒｃａｃｈｕａｔｓｉ），隶属硬骨鱼纲、鲈形目、
鲈形科、鳜亚科、鳜属，广泛分布于中国南部，是一

种具有较高经济价值的特色鱼类。安徽省是内陆

渔业大省，拥有全国第二大的水域总面积，水域生

态良好、水产资源丰富，水产品产量稳居全国前四。

近年，安徽省一直在大力推进绿色生态养殖和特色

水产品产业，及渔业产业经济体系的转型。安徽省

作为翘嘴鳜的两大主产地之一，具有得天独厚的优

势。然而天然水域的破坏和过度商业捕捞，使得鳜

鱼的野生资源迅速减少，并且大规模的集中养殖又

缺乏充足的亲本补充，常常发生近亲繁殖，使得生

产性状退化，种质资源丢失。为缓解种质质量与生

产需求间的矛盾，改良生产性状，提高经济效益，并

为优良品种的选育提供科学依据，开展鳜种群遗传

多样性与群体结构的分析非常重要。

遗传多样性是生物进化与适应环境的物质基

础，其丰富程度反映了生物的进化与适应潜力的强

弱。近年来，已有不少关于鳜鱼遗传多样性的研

究。如胡玉婷等基于线粒体 Ｃｙｔｂ基因分析了安徽
省养殖黄金鳜（翘嘴鳜选育种）群体与３个野生翘
嘴鳜群体的遗传多样性，结果表明，４个群体具有较
高的单倍型多样性和较低的核苷酸遗传多样性并

发生了遗传分化［１］。曾庆凯等基于１０对微卫星引
物分析了３个野生翘嘴鳜群体的遗传多样性，得到
了相似的结果［２］。颜元杰等基于２０对微卫星引物
分析了江苏省６个野生翘嘴鳜群体，结果表明其具
有较高的遗传多样性［３］。然而，有关安徽省翘嘴鳜

养殖群体的遗传多样性研究并不多见。

线粒体 ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）是一
种理想的分子标记，具有无重组、多拷贝无内含子

等特点［４］。ｍｔＤＮＡ的不同区域具有不同的进化速
率，如进化速率较低的１２ＳｒＤＮＡ、１６ＳｒＤＮＡ等用于
科的标记；进化速率适中的 Ｃｙｔｂ、ＣＯⅠ 用于属、种
的标记；进化速率较高的 Ｄ－ｌｏｏｐ区用于种群内部
的标记［５］。

本研究基于能够反映种群内部遗传多样性的

线粒体Ｄ－ｌｏｏｐ区引用，分析来自安徽省的５个翘
嘴鳜养殖群体的遗传多样性与群体结构，旨在为翘

嘴鳜的品种选育与改良工作提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
翘嘴鳜样品均采集自安徽省内，包括肥东县管
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湾水产养殖场（ＧＷ）、池州市秋浦特种水产开发有
限公司（ＱＰ）、安庆市皖宜季牛水产养殖场（ＡＱ）、滁
州市隆财渔业有限公司（ＣＺ）和明光市广源水产养

殖场（ＭＧ），共５个群体，每个群体２５个样本，取背
部肌肉组织于无水乙醇中４℃保存。

１．２　方法
１．２．１　翘嘴鳜线粒体ＤＮＡ的抽提　翘嘴鳜肌肉组
织使用上海诺伦生物医药技术有限公司（ＬＧ－
０１０７）新鲜动物组织和细胞线粒体ＤＮＡ抽提试剂盒
抽提线粒体ＤＮＡ，－２０℃保存。
１．２．２　翘嘴鳜 Ｄ－ｌｏｏｐ区的扩增、测序　翘嘴鳜
Ｄ－ｌｏｏｐ区引物设计以ＮＣＢＩ：ＮＣ＿０１５８２２为模板，使
用Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计引物。Ｆ：５′－ＣＣＣＡＡＡＧＣＴＡＧＧＡ
ＴＴＧＴＡＡＡＣ－３′；Ｒ：５′－ＣＧＧＡＴＡＣＴＴＧＣＡＴＧＴＧＴＡＡ
Ｇ－３′，委托上海桑尼生物科技有限公司合成。

ＰＣＲ扩增使用５０μＬ体系：ＰｒｅｍｉｘＴａｑ（ＴａＫａＲａ
ＴａｑＶｅｒｓｉｏｎ２．０ｐｌｕｓｄｙｅ）（２５μＬ），２０μｍｏｌ／μＬ的上
游引物（１μＬ），２０μｍｏｌ／μＬ的下游引物（１μＬ），
ＤＮＡ模板（２μＬ），ｄｄＨ２Ｏ补充至５０μＬ。

扩增程序为：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环；

最后一个循环结束后，７２℃延伸１０ｍｉｎ。
ＰＣＲ扩增产物经凝胶电泳初步确定片段长度

后，由上海桑尼生物科技有限公司进行产物纯化、

测序。

１．２．３　遗传多样性和群体分化分析　序列的比对
和碱基组成使用 ＭＥＧＡＸ［６］分析。序列的变异位
点、核苷酸多样性（Ｐｉ）、单倍型多样性（Ｈｄ）、基因流
（Ｎｍ）和分化系数（ＦＳＴ）使用ＤＮＡｓｐ５．０分析

［７］。分

子变异分析（Ａ－ＭＯＶＡ）使用ＰｏｐＡＲＴ８分析。
１．２．４　群体结构分析　单倍型网络图使用
ＰｏｐＡＲＴ［８］构建。邻接法系统进化树使用 ＭＥＧＡＸ６
构建，并进行１０００次的Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ检验。

２　结果

２．１　遗传多样性和群体分化分析
测序返回的序列数据经人工校正、比对去除两
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端冗余序列、Ｂｌａｓｔ验证序列同源性后，共获得 １５０
条长度为８８３ｂｐ的Ｄ－ｌｏｏｐ区序列用以下游分析。
１５０条序列共检出６５个变异位点，包括１８个

简约信息位点和４７个单碱基变异位点；碱基平均含
量为 Ｔ（２９．３％）、Ｃ（２０．６％）、Ａ（３３．８％）和 Ｇ
（１６２％），具有明显的（Ａ＋Ｔ）碱基偏倚。

由表１可知，多数群体具有较高的单倍型多样
性（０．３３～０．７１），其中，ＧＷ与 ＡＱ群体单倍型多样
性最高（０．７１），只有ＱＰ群体较低（０．３３＜０．５）。除
Ｈａｐ２、Ｈａｐ４、Ｈａｐ１２为多群体共享单倍型外，其余
均为群体内独有单倍型，其中 ＭＧ群体拥有最多的
单倍型（９个），ＱＰ群体单倍型最少（２个）。核苷酸
多样性均较低（０．００３１１～０．００７３２＜０．０５），其中
ＭＧ群体稍高（０．００７３２），ＱＰ群体最低（０．００３１１），
总体为高单倍型多样性、低核苷酸多样性。

由表２可知，５个群体间发生了不同程度的分
化（ＦＳＴ：－０．０１１６～０．４５０９），从轻微分化（ＦＳＴ＜

表１　５个翘嘴鳜养殖群体的遗传多样性参数

群体
变异位点

（Ｓ）
单倍型

（Ｈ）
单倍型多样

性（Ｈｄ）
核苷酸多样

性（Ｐｉ）

明光（ＭＧ） ３８ ９ ０．６４ ０．００７３２

滁州（ＣＺ） ２８ ４ ０．５９ ０．００６１５

管湾（ＧＷ） １０ ４ ０．７１ ０．００４３４

秋浦（ＱＰ） ８ ２ ０．３３ ０．００３１１

安庆（ＡＱ） １７ ６ ０．７１ ０．００５３６

总体 ６５ １８ ０．８１ ０．００５９９

００５）到严重分化（０．２５＜ＦＳＴ）不等。其中，ＱＰ与
ＧＷ群体分化程度最高，ＭＧ与 ＣＺ、ＡＱ与 ＣＺ群体
分化程度最低（ＦＳＴ＝－０．０１１６，－０．００１４）。５个
群体间普遍产生了明显的基因交流（１＜Ｎｍ），其中，
ＭＧ与ＡＱ群体 Ｎｍ值最高（Ｎｍ＝４９．５），ＱＰ与 ＧＷ
群体基因流不明显（Ｎｍ＝０．６０８９＜１），而ＡＱ与ＣＺ
群体、ＣＺ与ＭＧ群体Ｎｍ为负值。

表２　５个翘嘴鳜养殖群体的ＦＳＴ（对角线下）与Ｎｍ（对角线上）

群体 明光（ＭＧ） 滁州（ＣＺ） 管湾（ＧＷ） 秋浦（ＱＰ） 安庆（ＡＱ）

明光（ＭＧ） — －４３．６０３４ ２．３１６９ ２．７０５１ ４９．５０００

滁州（ＣＺ） －０．０１１６ — ３．２３９７ １．８１４８ －３５７．６４３０

管湾（ＧＷ） ０．１７７５ ０．１３３７ — ０．６０８９ ４．９７６４

秋浦（ＱＰ） ０．１５６０ ０．２１６０ ０．４５０９ — １．７６８６

安庆（ＡＱ） ０．０１００ －０．００１４ ０．０９１３ ０．２２０４ —

　　由表３可知，５个群体的变异来源主要为群体
内部变异（９３．９３％），少量来自群体间（６．０７％）。

表３　５个翘嘴鳜养殖群体的Ａ－ＭＯＶＡ分析

变异来源 自由度（ｄｆ） 平方和
变异百分比

（％）

群体间 ４ ２９２．６２０ ６．０７

群体内 １２０ ２８７３．５２０ ９３．９３

总体 １２４ ３１６６．１４４ １００．００

２．２　群体结构分析
由图２可知，个体间遗传距离均不超过０．０５，

且多数接近０．００；除ＧＷ与ＱＰ群体的个体聚集外，
其他群体间均有不同程度个体混合。由图３可知，
单倍型网络图也显示出了相同的趋势，单倍型间并

没有依据地理位置而聚集，而是通过 Ｈａｐ２、Ｈａｐ４
和Ｈａｐ１２，替换数个碱基后相连接，多数单倍型为
群体内部独有。

３　讨论

遗传多样性是生物适应与进化的物质基础，丰

富的遗传多样性使得物种能够更好地适应环境，拥

有巨大的进化潜力。人工养殖的动物，常因亲本基

数不足，产生奠基者效应，难以避免近交和遗传漂

变，使得遗传多样性迅速丢失［９］。本研究基于线粒

体Ｄ－ｌｏｏｐ区序列分析了安徽省内５个翘嘴鳜养殖
群体的遗传多样性与结构。结果显示，１５０条
Ｄ－ｌｏｏｐ序列共检出１８个单倍型，６５个变异位点，
其中，包括１８个简约信息位点与４７个单碱基突变
位点。Ｄ－ｌｏｏｐ区碱基组成呈现明显的（Ａ＋Ｔ，
６３１％）碱基偏倚，符合脊椎动物线粒体碱基构成
的一般特征［１０］。５个群体的遗传多样性指数表现
为较高的单倍型多样性（Ｈｄ，ｍｅａｎ＝０．５９６）与较低的
核苷酸多样性（Ｐｉ，ｍｅａｎ＝０．００５３）的模式。与野生鳜
相比，养殖群体的单倍型多样性与核苷酸多样性都

有较多的流失。比如，程起群等同样使用线粒体
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Ｄ－ｌｏｏｐ区作为分子标记，对长江流域的大眼鳜
（Ｓｉｎｉｐｅｒｃａｋｎｅｒｉｉ）进行了遗传多样性调查，结果显
示，Ｈｄ，ｍｅａｎ＝０．９２３，Ｐｉ，ｍｅａｎ＝０．００９５

［１１］；成为为等使

用微卫星标记，对３个野生翘嘴鳜群体和２个养殖
群体进行了遗传多样性调查，结果同样表明野生群

体的遗传多样性要高于养殖群体［１２］。此外，这种模

式暗示５个群体近期可能经历瓶颈事件，产生奠基
者效应，使得核苷酸多样性在小群体中经由遗传漂

变迅速丢失［１３］。这一模式在其他物种的养殖群体

中也有所报道，苏雨等基于 Ｄ－ｌｏｏｐ区分析了中华
绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）养殖群体的的遗传多样

性，结果显示，Ｈｄ，ｍｅａｎ＝０．９３１，Ｐｉ，ｍｅａｎ＝０．０１４３；赵立
祥等同样采用Ｄ－ｌｏｏｐ区作为标记，分析了宝石鲈
（Ｓｃｏｒｔｕｍｂａｒｃｏｏ）养殖群体的遗传多样性，结果显示
Ｈｄ，ｍｅａｎ＝０．２７４，Ｐｉ，ｍｅａｎ＝０．０００８。

遗传多样性的时空差异分布，造成了不同的群

体结构，对于群体结构的了解，有助于更好地制定

养殖模式与育种策略。遗传分化指数 ＦＳＴ是用来衡
量群体分化程度的一个指标，根据 Ｗｒｉｇｈｔ的划分标
准可分为：０．００～０．０５，无分化；＞０．０５～０．１５，中度
分化；＞０．１５～０．２５，高度分化；＞０．２５，重度分
化［１４］。由表２和图２可知，本研究的遗传分化系数

—６４１— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第９期



分析结果发现，多数群体间都发生了高度分化

（ＦＳＴｍｅａｎ ＝０．１４４），但 是 个 体 间 遗 传 距 离 却
均＜０．０５，并且多数接近０。一般认为遗传距离超
过０．０１时，就表明群体遗传变异较大［１５］。由表 １
可知，遗传距离与遗传分化指数间的矛盾，可用群

体间单倍型多样性与核苷酸多样性的差异解释，这

是因为遗传距离是以核苷酸差异为计算基础，而遗

传分化指数是以基因型频率为计算基础。更进一

步，产生这一矛盾的根本原因可能是由于奠基者效

应使得核苷酸多样性迅速丢失，而单倍型多样性的

保留在不同群体间产生了差异。同样地，在单倍型

网络图显示出了和系统进化树相似的结果，５个群
体的单倍型并没有依照地理位置聚集，反而以３个
主要共享单倍型Ｈａｐ２、Ｈａｐ４、Ｈａｐ１２为中心，其余
单倍型通过数个碱基的替换演变成群体内部独有

单倍型。Ａ－ＭＯＶＡ分析显示，５个群体间的变异来
源主要是群体内部（９３．９３％），少数来自群体间
（６．０７％）。

综上所述，本研究基于能够反映种群间遗传多

样性的线粒体Ｄ－ｌｏｏｐ区为分子标记，分析了５个
安徽省翘嘴鳜养殖群体的遗传多样性与群体结构。

结果表明，５个群体的遗传多样性较低，可能发生过
瓶颈事件；群体结构发生了中等程度的分化，产生

了各个群体内部独有的单倍型，但是群体间遗传距

离较小，不足以认定为群体间有差异。因此，在后

续的繁殖与选育工作中，应当加强对遗传背景的筛

查，避免因遗传背景的相似，使得育种工作得不到

有效实施。
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