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　　摘要：为探究蟢湖
!

类国家级水产种质资源保护区主要保护对象３种
!

类遗传资源状况，利用线粒体ＤＮＡＣＯⅠ
基因序列评价３种

!

类的遗传多样性及种群历史动态。通过ＰＣＲ技术和测序技术，获得长度为６３０ｂｐＣＯⅠ基因片
段。序列分析结果表明，３种

!

类ＣＯⅠ基因序列碱基组成相似，且具有明显碱基组成偏向性，Ａ＋Ｔ的含量高于Ｇ＋Ｃ
的含量。翘嘴

!

的４６条ＣＯⅠ基因片段发现４个变异位点，定义了４种单倍型（Ｈｑ１－Ｈｑ４），翘嘴!

的单倍型和核苷

酸多样性指数分别为０．４２２和０．０００８５；蒙古
!

的２０条ＣＯⅠ基因片段发现４个变异位点，定义４种单倍型（Ｈｍ１－
Ｈｍ４），蒙古

!

的单倍型和核苷酸多样性指数分别为０．６９５和０．００１９０；达氏
!

的４１条ＣＯⅠ基因片段发现４个变异位
点，定义５种单倍型（Ｈｄ１－Ｈｄ５），达氏

!

的单倍型和核苷酸多样性指数分别为０．２３０和０．０００５３。中性检验和歧点
分布分析显示，３种

!

类在历史进化过程中经历了不明显的种群扩张。整体来看，蟢湖
!

类国家级水产种质资源保护

区３种
!

类的遗传多样性水平较低，种群遗传组成趋于单一化，需要采取措施增加
!

类种群数量，提高其遗传多样性

水平。
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!
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　　国家级水产种质资源保护区是依法予以特殊
保护和管理的水产种质资源主要生长繁殖区域，以

实现水产种质资源及其生存环境的保护和合理利

用，水产种质资源保护区的建立对于保护水产种质

资源起到重要作用［１］。多年来，受气候变化、过度

捕捞、环境污染、工程建设的影响，水产种质资源保

护区的生态环境及主要保护对象受到巨大威胁，亟

待开展水产种质资源遗传状况的研究和保护［２］。

蟢湖
!

类国家级水产种质资源保护区位于江苏省

常州市武进区西南处蟢湖水域的北端，保护区面积

为１５２０ｈｍ２，其中核心区面积５０９ｈｍ２，实验区面积
１０１１ｈｍ２。保护区特别保护期为全年，主要保护对
象为翘嘴

!

（Ｃｕｌｔｅｒａｌｂｕｒｎｕｓ）、蒙古
!

（Ｃｕｌｔｅｒ
ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ）及达氏

!

（Ｃｕｌｔｅｒｄａｂｒｙｉ）。迄今，尚无有
关于保护区保护对象３种

!

类遗传状况的研究。

遗传多样性是评价物种资源状况的一个重要

指标，是物种适应周围环境变化、维持生存和进化

的物质基础［３］。因此，掌握物种的遗传多样性和遗

传结构是开展生物种质资源保护和利用的前提和

基础。鱼类的线粒体基因组是一种双链ＤＮＡ分子，
具有分子小、结构简单、编码效率高、母系遗传、重

组率低、进化速率快等特点，已成为群体遗传学和

系统学研究的重要分子标记［４－５］。ＣＯⅠ 基因是位
于线粒体 ＤＮＡ的蛋白质编码基因，其长度适宜，进
化速度适中又相对保守，被广泛应用于鱼类物种鉴
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定及群体遗传学领域，研究结果为认识鱼类种质遗

传资源提供了重要依据［６－９］。

本研究利用线粒体 ＤＮＡ的 ＣＯⅠ 基因序列，首
次探讨蟢湖

!

类国家级水产种质资源保护区主要

保护对象的遗传多样性及遗传结构，研究结果可为

掌握３种
!

类的种质资源遗传状况、科学保护及合

理利用水产种质资源提供重要依据。

１　材料与方法

１．１　样品采集和处理
２０１９年７—１１月和２０２０年５月、９月，在蟢湖

!

类国家级自然保护区开展渔业资源调查。采用

三层刺网采集鱼类样本，鱼类鉴定依据《江苏鱼类

志》［１０］。共采集翘嘴
!

４６尾，蒙古
!

２０尾，达氏
!

４１尾，测定样本体长与体质量。现场剪取样本的肌
肉组织，置于无水乙醇中保存，带回实验室用于提

取基因组ＤＮＡ。
１．２　ＤＮＡ提取、ＰＣＲ和测序

采用广谱性基因组提取试剂盒提取肌肉组织

基因组ＤＮＡ。利用琼脂糖凝胶电泳检验 ＤＮＡ完整
性及紫外分光光度计测定ＤＮＡ浓度。

ＣＯⅠ基因扩增引物为Ｆ１：５′－ＴＣＡＡＣＣＡＡＣＣＡＣ
ＡＡＡＧＡＣＡＴＴＧＧＣＡＣ－３′和Ｒ１：５′－ＴＡＧＡＣＴＴＣＴＧＧ
ＧＴＧＧＣＣＡＡＡＧＡＡＴＣＡ－３′［１１］。ＣＯⅠ基因的ＰＣＲ体
系为 ５０．０μＬ，其中，含有 １０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含
２０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋）５．０μＬ，ＴａｑＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（５Ｕ／μＬ）０．４μＬ，ｄＮＴＰ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４．０μＬ，
上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 ２．０μＬ，ＤＮＡ模板
１．０μＬ（８０ｎｇ／μＬ），剩余体积用超纯水补足。ＰＣＲ
程序为：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性４０ｓ，５５℃退
火４０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，进行３０个循环；最后７２℃
延伸５ｍｉｎ，４℃保存。

利用琼脂糖凝胶电泳对ＰＣＲ产物进行检验，将
合格的ＰＣＲ产物送生工生物工程（上海）股份有限
公司进行双向测序。

１．３　序列分析
使用ＢｉｏＥｄｉｔ７．０５．３软件［１２］读取序列并辅以人

工校对，利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３软件［１３］进行多序列比

对。采用ＭＥＧＡ７．０软件［１４］计算碱基组成、变异位

点及保守位点，计算种内及种间的遗传距离，采用

邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建３种
!

类单倍型

的分子系统发育树。利用 ＤｎａＳＰ６．０软件［１５］确定

单倍型种类和个数，计算单倍型多样性指数（ｈ）和

核苷酸多样性指数（π），并进行 ＴａｊｉｍａｓＤ和 Ｆｕｓ
Ｆｓ中性检验。

２　结果

２．１　ＣＯⅠ基因序列碱基组成
经比对和分析，获得３种

!

类 ＣＯⅠ 基因片段，
长度为６３０ｂｐ，无碱基插入或缺失。翘嘴

!

４种碱
基Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ的平均含量分别为 ２６．０％、２８．３％、
１８．０％和２７．７％。同样，蒙古

!

４种碱基的平均含
量分别为２５．８％、２７．３％、１８．２％和２８．７％，达氏

!

４种碱基的平均含量分别为２６．３％、２８．７％、１７６％
和２７．４％。由表１可知，３种

!

类的碱基组成相近，

碱基Ｇ的含量最低，碱基 Ａ＋Ｔ含量高于 Ｇ＋Ｃ含
量，表现出明显碱基偏向性，其中，达氏

!

的 Ａ＋Ｔ
含量（５５．０％）最高，蒙古

!

的 Ａ＋Ｔ含量（５３１％）
最低。

表１　３种
!

类的碱基组成

种类
碱基含量（％）

Ａ Ｔ Ｇ Ｃ Ａ＋Ｔ Ｇ＋Ｃ

翘嘴
!

２６．０ ２８．３ １８．０ ２７．７ ５４．３ ４５．７

蒙古
!

２５．８ ２７．３ １８．２ ２８．７ ５３．１ ４６．９

达氏
!

２６．３ ２８．７ １７．６ ２７．４ ５５．０ ４５．０

２．２　群体遗传多样性
由表２可知，翘嘴

!

４６条 ＣＯⅠ 基因序列有４
个变异位点，其中，１个是单一信息位点，３个是简约
信息位点，定义４种单倍型，单倍型多样性和核苷酸
多样性分别为 ０．４２２和 ０．０００８５；蒙古

!

２０条
ＣＯⅠ 基因序列有４个变异位点，全部是简约信息位
点，定义４种单倍型，单倍型多样性和核苷酸多样性
分别为０．６９５和０．００１９０；达氏

!

４１条 ＣＯⅠ 基因
序列有４个变异位点，其中，３个是单一信息位点，１
个是简约信息位点，定义５种单倍型，单倍型多样性
和核苷酸多样性分别为０．２３０和０．００５３。整体来
看，３种

!

类的遗传多样性较低，其中蒙古
!

遗传多

样性最高，达氏
!

遗传多样性最低。

翘嘴
!

群体有４种单倍型（Ｈｑ１～Ｈｑ４）组成，
其中，单倍型 Ｈｑ２数量最多，有３４个，占群体比例
为７３．９％，单倍型 Ｈｑ４有２个，单倍型 Ｈｑ１和 Ｈｑ３
各有１个；蒙古

!

群体有４种单倍型（Ｈｍ１～Ｈｍ４）
组成，单倍型Ｈｍ２数量最多，有１０个，占群体的比
例为５０．０％，单倍型Ｈｍ１和Ｈｍ４各有４个，单倍型
Ｈｍ３有 ２个；达氏

!

群体有 ５种单倍型（Ｈｄ１～
Ｈｄ５）组成，单倍型Ｈｄ１数量最多，有３６个，占群体
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表２　３种
!

类的遗传多样性及单倍型组成

种类 样本数量 变异位点 单倍型多样性 核苷酸多样性 单倍型（数量）

翘嘴
!

４６ ４ ０．４２２±０．０７７ ０．０００８５±０．０００２０ Ｈｑ１（９），Ｈｑ２（３４），Ｈｑ３（１），Ｈｑ４（２）

蒙古
!

２０ ４ ０．６９５±０．０７９ ０．００１９０±０．０００３５ Ｈｍ１（４），Ｈｍ２（１０），Ｈｍ３（２），Ｈｍ４（４）

达氏
!

４１ ４ ０．２３０±０．０８６ ０．０００５３±０．０００２２ Ｈｄ１（３６），Ｈｄ２（１），Ｈｄ３（１），Ｈｄ４（２），Ｈｄ５（１）

的比达８７．８％，单倍型 Ｈｄ４有 ２个，单倍型 Ｈｄ２、
Ｈｄ３和Ｈｄ５各有１个。
２．３　种内和种间遗传距离

３种
!

类的种内遗传距离均为０．０００～０．００５，
翘嘴

!

和达氏
!

的种内遗传距离均值为０．００１，蒙
古

!

的种内遗传距离均值为０．００２。３种
!

类的种

间遗传距离为０．０３１～０．０４３，其中，蒙古
!

和达氏

!

间的遗传距离最大，蒙古
!

和翘嘴
!

之间的遗传

距离最小。种内遗传距离均小于２％，种间遗传距
离为种内遗传距离的１５．５～４３．０倍（表３）。

表３　３种
!

类的种内及种间遗传距离

种类
种间遗传距离 种内遗传距离

翘嘴
!

蒙古
!

达氏
!

范围 均值

翘嘴
!

— — — ０．０００～０．００５ ０．００１

蒙古
!

０．０３１ — — ０．０００～０．００５ ０．００２

达氏
!

０．０３５ ０．０４３ — ０．０００～０．００５ ０．００１

２．４　分子系统发育
以鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ，ＭＫ８４３６５７．１）为外类群，

基于ＮＪ法构建
!

类的分子系统发育树，并应用

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ（重复次数１０００）检验聚类树各分支置信
度。由图１可知，３种

!

类均单独聚为独立分支，且

节点的置信度水平较高，翘嘴
!

分支的支持率为

９９％，蒙古
!

和达氏
!

的分支支持率为１００％，表明
ＣＯⅠ基因可作为!

类鉴定的有效分子标记［８］。同

时可看出，达氏
!

和翘嘴
!

最先聚集在一起，然后

与蒙古
!

聚集在一起，表明达氏
!

和翘嘴
!

的亲缘

关系较近，与蒙古
!

的亲缘关系较远，与王伟的研

究结果［１６］一致。

２．５　群体进化历史
由表４可知，利用 ＤｎａＳＰ６．０对３种

!

类进行

ＴａｊｉａｍｓＤ和ＦｕＦｓ中性检验，结果表明，３种!

类的

中性检验值均为负值，但统计结果不显著（Ｐ＞
０１）。由图２可知，３种

!

类的歧点分布图中，歧点

分布曲线呈明显的单峰型。

表４　３种
!

类的中性检验结果

种类
ＴａｊｉｍａｓＤ ＦｕｓＦｓ

检验值 Ｐ 检验值 Ｐ

翘嘴
!

－０．９５１９９ ＞０．１０ －０．３９９８６ ＞０．１０

蒙古
!

－０．３９９９０ ＞０．１０ －０．２８７３４ ＞０．１０

达氏
!

－１．５３１３６ ＞０．１０ －１．４４４２９ ＞０．１０

３　讨论

３．１　３种
!

类的遗传多样性

通常采用单倍型多样性指数（ｈ）和核苷酸多样
性指数（π）２个常用参数衡量物种遗传多样性的高
低，ｈ和 π值越大，表明群体的遗传多样性越丰
富［１７］。本研究采用 ＣＯⅠ 基因片段，首次分析蟢湖
!

类国家级水产种质资源保护区主要保护对象的

遗传多样性。结果显示，翘嘴
!

、蒙古
!

和达氏
!

的单倍型多样性分别为０．４２２、０．６９５和０．２３０，核
苷酸多样性分别为０．０００８５、０．００１９０和０．０００５３。
Ｇｒａｎｔ和Ｂｏｗｅｎ通过研究，将鱼类的单倍型多样性指
数和核苷酸多样性指数大小的阈值分别设定为０．５
和０．００５［１８］。本研究结果表明，３种

!

类中只有蒙

古
!

的单倍型多样性大于０．５，表明保护区３种
!

类的遗传资源较为贫乏。与三峡库区翘嘴
!

（ｈ：
０９７２２～０．９９０５，π：０．００２４～０．０１４１）、蒙古!

（ｈ：０．８６６７～１，π：０．００２２～０．００２４）、达氏!

（ｈ：
０．９６９０～１．００００，π：０．０３３０～０．０７１５）［１９］、长江
中下游 ５个达氏

!

地理群体（ｈ：０．４１２３，π：
０．００１１）［２０］及长江流域湖北段和江苏段５个蒙古
!

群体（ｈ：０．６６４，π：０．００２）［２１］的遗传多样性相比，
同样表明保护区３种

!

类的遗传多样性指数较小。

多年来，蟢湖环境污染严重，蓝藻水华频繁发生，水

生植物消失，涉水工程项目建设较多，加之过度捕

捞等多种不利因素的影响，导致保护区鱼类的栖息
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环境被破坏，鱼类的小型化、低龄化趋势加剧，种群

资源量下降，遗传多样性丧失［２２－２５］。另外，受水利

工程建设的影响，蟢湖处于相对封闭状态，与周边

水体的鱼类群体基因交流受阻，进一步导致蟢湖鱼

类种质资源遗传多样性下降［２６］。

一般来说，鱼类的遗传多样性特征与进化历史

密切相关。Ｇｒａｎｔ和 Ｂｏｗｅｎ根据单倍型多样性和核
苷酸多样性的关系，将群体遗传多样性分为４种模
式：第一类模式为低ｈ和低π（ｈ＜０．５，π＜０．００５），
表明种群近期经历了瓶颈效应；第二类模式为高 ｈ
和低π（ｈ≥ ０．５，π＜０．００５），表示是受瓶颈效应后
群体数量的迅速扩张导致；第三类模式为低 ｈ和高

π（ｈ＜０．５，π≥ ０．００５），表示群体经历了轻微的瓶
颈效应，但没有影响到核苷酸变异；第四类模式为

高ｈ和高π（ｈ≥ ０．５，π≥０．００５），表示群体稳定且
具有比较悠久的进化历史［１８］。本研究结果显示，翘

嘴
!

和达氏
!

的单倍型多样性 ＜０．５，核苷酸多样
性＜０．００５，属于第一种类型；蒙古

!

单倍型多样

性＞０．５，核苷酸多样性 ＜０．００５，属于第二种类型，
这表明３种

!

类近期均经历了瓶颈效应，群体尚未

有足够长的时间积累遗传变异。３种
!

类的中性检

验结果显示，ＴａｊｉｍａｓＤ值和ＦｕｓＦｓ值均为负值，但
统计结果不显著，表明进化过程中偏离了中性选

择，发生轻微的有害突变或有害突变被清除［２７－２８］。

３种
!

鱼的歧点分布图呈现单峰型［２９］，综合来看，

表明３种
!

鱼进化历史上经历了不明显的种群扩张

过程。

３．２　３种
!

类的遗传结构

Ｈｅｂｅｒｔ等基于 ＣＯⅠ 序列，对动物界１１个门、
１３３２０个物种进行了研究，结果显示，种内遗传距
离多在２％以下［３０］。本研究结果显示，翘嘴

!

、蒙

古
!

和达氏
!

的种内遗传距离均为０．０００～０．００５，
明显＜２％，这说明在保护区内３种

!

类群体是一个

自由交配的群体，群体内个体间存在广泛的基因交

流。从单倍型组成来看，特定类型的单倍型在群体

中占据明显优势，翘嘴
!

的优势单倍型 Ｈｑ２有 ３４
个，占群体的比例为７３．９％，蒙古

!

的优势单倍型

Ｈｍ２有１０个，占群体的比例为５０％，达氏
!

的优势

单倍型Ｈｄ１有３６个，占群体的比例为８７．８％，说明
３种

!

类群体的遗传组成趋于单一化，这可能由于

!

类的群体数量较小，受遗传漂变的影响所致［３１］。

从保护生物学的角度来看，数量较少的单倍型容易

丢失，对种群的遗传多样性产生较大影响，更需要

加大保护力度。

３．３　
!

类种质资源保护

本研究显示，种质资源保护区的３种
!

类遗传

多样性水平较低，种群遗传组成单一化，需要采取

措施保护和修复
!

类资源，提高遗传多样性水平：

（１）控制环境污染，治理蓝藻水华，改善鱼类的栖息
环境；（２）构建水域生态牧场和建设人工鱼巢，为繁
殖和孵化提供基质和空间；（３）开展增殖放流，补充
鱼类资源量，优化鱼类遗传结构；（４）强化执法，严
厉打击非法捕捞，保护鱼类繁殖和生长。
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