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摘要 为探讨鱇浪白鱼野生群体和养殖群体的遗传多样性,测定了野生群体和养殖群体共29尾鱇浪白鱼

的线粒体DNA细胞色素b基因的全序列。结果显示:在所有个体1140bp序列中检测到31个变异位点,其中

28个转换位点,3个颠换位点,发现21种单倍型。养殖群体的核苷酸多样性指数(0.00338)和单倍型多样性指

数(0.98095)高于野生群体核苷酸多样性指数(0.00321)和单倍型多样性指数(0.93407)。野生群体和养殖群

体内的遗传距离分别为0.00339和0.00343,群体间的遗传距离(0.00364)略大于群体内遗传距离。分子变异

分析(AMOVA)结果显示:Fst=0.0641(P<0.01),即6.41%的变异来自群体间,93.59%的变异来自群体内,

变异大多发生在群体内,野生群体和养殖群体间未发生显著的遗传分化。2个群体Tajima’sD 检验、Fu和Li’s
D 与F 检验均为负值,表明2个群体的检验结果均偏离中性模式,鱇浪白鱼群体可能受到群体扩张和自然选择

的作用。
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  鱇浪白鱼(Anabariliusgrahami)是我国云南

抚仙湖的特有鱼类[1],曾经是抚仙湖的主要经济鱼

类,但是自20世纪80年代太湖新银鱼引入抚仙湖

后,因银鱼生态位和食性与鱇浪白鱼相似,极大地抑

制了鱇浪白鱼生存;另外过度捕捞、环境污染及产卵

场的破坏,导致近年来鱇浪白鱼群体数量急剧下

降[2]。为了使鱇浪白鱼种群得以恢复,有学者在其

驯养、人工繁殖、增殖放流等方面做了大量的研

究[3-4],但是如何合理地进行种群数量的补充、种群

保护、人工选育和增殖放流,还需对其遗传多样性进

行深入分析。
分子标记为种群遗传结构提供了重要的量度。

线粒体DNA遵守严格的母系遗传,无遗传重组,通
常能够全面反映种群内和种群间的遗传变异,被广

泛的用于探讨种群遗传结构及遗传多样性研究。细

胞色素b(cytochromeb,Cytb)基因的结构和功能

在mtDNA的13个蛋白质编码基因中被了解得最

为清楚,且进化速度适中,因此在鱼类群体与进化遗

传学中的应用较为广泛。本研究对鱇浪白鱼线粒体

细胞色素b基因序列进行了测定,比较了其野生群

体和人工养殖群体的遗传多样性差异,旨在为其群

体遗传多样性评估、遗传育种提供科学指导,同时为

高原湖泊土著鱼类的资源保护和管理提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 样本采集

鱇浪白鱼样本共29尾,野生群体样本14尾,采
自抚仙湖;养殖群体样本15尾,采自澄江县海口鱇

浪白鱼繁殖基地。采集后取其背部肌肉,用95%乙

醇固定,带回实验室备用。
1.2 总 DNA 的提取

将保存于乙醇中的肌肉样品取出,剪取20mg
左右,用0.9%的生理盐水浸泡约12h,其间更换生

理盐水3~4次,除去乙醇,加入STE600μL,终质

量分数为2%的SDS和终质量浓度为0.5mg/mL
的ProteinK,混匀后56℃消化5~6h,经酚-氯仿

抽提,2倍体积无水乙醇沉淀,75%乙醇洗涤后,用
适量灭菌蒸馏水溶解,-20℃存放。
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1.3 PCR 扩增及测序

引物采用线粒体Cytb基因的通用引物,上下

游引物序列分别为 L14724:GACTTGAAAAAC-
CACCGTTG,H15915:CTCCGATCTCCGGAT-
TACAAGAC[5]。PCR反应总体积为50μL,约50
ng的基因组DNA作为模板,反应体系包括:10×
TaqBuffer(Fermentas)5μL,Taqpolymerase(Fer-
mentas)1μL(1U),dNTP(2.5mmol/L)(Generay)

2μL,引物(20mol/L)1μL,其余为灭菌蒸馏水。扩

增条件为:94℃预变性2min后,35个循环(94℃
45s,55℃45s,72℃1min),最后72℃延伸7min。
扩增产物经1.5%TAE琼脂糖凝胶回收纯化,送至

上海美季生物公司双向测序。
1.4 数据分析

用ClustalX1.83进行序列比对。用 Mega3.0
软件中的Statistics统计DNA序列的碱基组成,以

Kimura2-parameter模型计数群体遗传距离。用

DNASP4.10(DNASequencesPolymorphism)软件

计算多态性位点S(numberofvariablesites)、单倍

型数h(numberofhaplotypes)、单倍型多样性指数

Hd(haplotypediversity)和核苷酸多样性指数π
(nucleotidediversity)。用Arlequin3.01软件进行

中性检验,计算Tajima’sD 值、Fu和Li’sD 值与

F 值。用分子变异分析法(analysisofmolecular
variance,AMOVA)分析群体间遗传分化指数Fst,
并用排列测验法(Permutationtest)检测其显著性。

2 结果与分析

2.1 序列变异和单倍型

从鱇浪白鱼29个个体基因组DNA中成功扩

增出细胞色素b基因约1200bp的片段(图1),测
序获得了鱇浪白鱼的1140bp细胞色素b基因全

序列,序列中无碱基的缺失或插入,这主要是因为

Cytb基因是蛋白质编码基因,对于蛋白质编码区

域而言,由于蛋白质功能上的需要和三联体密码结

构的限制,缺失/插入很少发生或发生后很容易被选

择淘汰。变 异 位 点 中 共 检 测 到31个 变 异 位 点

(2.71%),其中多态性信息位点12个,单碱基变异

位点19个,28个转换位点,3个颠换位点,转化和颠

换的比例为9.33∶1,转化位点中绝大多数为 A-G
之间的转换。由 Mega3.0中的Statistic统计可知

A、T、C、G 的 含 量,其 平 均 值 分 别 为 25.8%、

26.7%、29.8%和17.7%。A+T含量为52.5%,
大于G+C含量(47.5%)。同时,Cytb基因表现出

很强的碱基组成偏向性,即在 A、T、C、G4种碱基

中,G的含量明显低于其他3种碱基的含量。

 1-14为野生样品Cytb基因扩增条带;15-29为养殖样品Cytb基因扩增条带。 1-14:CytbgenePCRbandsof14wildsamples;15-

29:CytbgenePCRbandsof15culturedsamples;M:Marker(DL2000).

图1 线粒体 Cytb基因PCR扩增结果

Fig.1 PCRamplificationresultofmtDNAcytochromebgene

  29个样本中共发现了21种单倍型(表1),

Hap_1和 Hap_5为野生群体和养殖群体共享单

倍型,频率为24.1%,其他19种单倍型为群体所

独有,其中8种单倍型为野生群体独有,11种单

倍型为 养 殖 群 体 独 有,群 体 独 有 单 倍 型 频 率 为

75.9%。

2.2 遗传多样性

由表2可知,鱇浪白鱼养殖群体的单倍型数

(13)、多 态 性 位 点 数(23)、核 苷 酸 多 样 性 指 数

(0.00338)和单倍型多样性指数(0.98095)均高于

养殖群体的单倍型数(10)、多态性位点数(16)、核苷

酸多样性指数(0.00321)和单 倍 型 多 样 性 指 数
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表1 鱇浪白鱼21种单倍型Cytb基因变异位点及其在群体中的分布1)

Table1 VariationsitesofCytbgeneof21haplotypesfromAnabariliusgrahamiandtheirdistributioninthepopulations

单倍型

Haplotype

变异位点 Variationsite

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1
0 1 3 3 3 3 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 6 6 6 7 7 7 8 9 9 9 9 0 0 0 0
8 0 5 5 6 7 0 3 4 9 0 4 5 5 6 8 0 1 3 2 3 7 7 0 0 1 5 1 1 2 8
7 2 2 7 3 8 5 2 7 5 7 0 2 8 3 0 9 5 0 3 5 4 0 6 9 5 7 1 7 6 3

单倍体分布情况

Distributionof
haplotypes

WP CP

Hap_1 G A G A G G A G A A A G T A T A A A G A T G G G A G G A A C A 3 1
Hap_2 . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap_3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . 1
Hap_4 . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
Hap_5 . . . . . . G . . G . . C . . . . . . . . . . . . . . . G . . 1 2
Hap_6 . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . A . . . . G . . 1
Hap_7 . . A . . . . . . G . . . . . . . G . . C . A A . . . . G . . 1
Hap_8 . . . . . . . . . G . . . . . . . . A . . . . A . A . . G . . 3
Hap_9 . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . A G . . . G T . 1
Hap_10 . G . . A . . . . G . . . . . . . . . . . . . A . . . . G . . 1
Hap_11 C . . . . A . . . G . . . . . . . . . . . A . A . . . . G . . 1
Hap_12 . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . A . . A . G . G 1
Hap_13 . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . A . . A . G . . 1
Hap_14 . . . . . . . . . G . A . . . . . . . . . . . A . . . . G . . 1
Hap_15 . . . . . . . . . G G . . . . . . . . . . . . A . . . . G . . 1
Hap_16 . . . . . . . . . G . . . . . G . . . . . . . A . . . . G . . 2
Hap_17 . . . . . . . A . G . . . . . . . . . . . . . A . . . . G . . 1
Hap_18 . . . . . . . . . G . . . G . . . . . . . . . A . . . . G . . 1
Hap_19 . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . A . . . . G . . 1
Hap_20 . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . 1
Hap_21 . . . G . . . . . G . . . . . . G . . T . . . A . . . G G . . 1

 1)WP:野生群体 Wildpopulation;CP:养殖群体Culturedpopulation.

表2 鱇浪白鱼群体遗传多样性参数

Table2 Populationalgeneticdiversityindifferent

populationsofAnabariliusgrahami

参数

Parameter

野生群体

Wild
population

养殖群体

Cultured
population

合计

Total

样本数

Numberofsamples(n)
14 15 29

单倍型数

Numberofhaplotype(h)
10 13 21

多态性位点数

Numberofvariablesites(S)
16 23 31

单倍型多样性指数

Haplotypediversity(Hd)
0.93407 0.98095 0.96798

核苷酸多样性指数

Nucleotidediversity(π)
0.00321 0.00338 0.00351

(0.93407),结果表明,鱇浪白鱼养殖群体的遗传多

样性高于野生群体的遗传多样性。
2.3 遗传结构

Kimura双参数(2-paramter)结果得出,野生和养

殖群体内的遗传距离分别为0.00339和0.00343,群
体间的遗传距离为0.00364,群体间遗传距离略大

于群体内遗传距离。分子变异分析(AMOVA)结果

(表3)显示,Fst=0.0641(P<0.01),即6.41%的

变异来自群体间,93.59%的变异来自群体内,表明

遗传变异大多发生在群体内,野生群体和养殖群体

间未发生显著的遗传分化。
表3 鱇浪白鱼群体间遗传差异的分子方差分析1)

Table3 Analysisofmolecularvariance(AMOVA)among

thepopulationsofAnabariliusgrahami

变异来源

Sourceof
variation

自由度

Degreeof
freedom

平方和

Sumof
squares

方差组分

Variance
component

方差比例/%
Variance
proportion

群体间

Inter-population
1 3.867 0.13291Va 6.41

群体内

Intra-population
27 52.427 1.94172Vb 93.59

总变异

Totalvariance
28 56.293 2.07463

 1)Va:群体间方差组分Variancecomponentofinter-population;

Vb:群体内方差组分 Variancecomponentofintra-population.

2.4 中性检验

依据中性选择的理论模型,应用Tajima’sD 检

验、Fu和Li’sD 与F 检验3种方法,对鱇浪白鱼野

生群体和养殖群体线粒体Cytb基因DNA多样性

信息进行中性检验(表4)。3种检验方法的D 或F
均为负值,并且养殖群体数值的绝对值大于野生群

69



 第1期 刘红艳 等:基于细胞色素b基因的鱇浪白鱼野生群体和养殖群体遗传多样性分析  

表4 鱇浪白鱼线粒体Cytb基因的中性检验结果

Table4 ResultsofneutraltestfornaturalselectiononmtDNA

CytbgeneofAnabariliusgrahamipopulation

群体Population Tajima’sD FuandLi’sD FuandLi’sF

野生 Wild
-0.93052
(P>0.10)

-1.56391
(P>0.10)

-1.59590
(P>0.10)

养殖Cultured
-1.88760
(P<0.05)

-1.96414
(P>0.05)

-2.23520
(P>0.05)

体,提示群体的检验结果均偏离中性模式,野生群体

3种方法的结果均未达到统计学的显著性差异,养
殖群体只有Tajima’sD 值达到显著性差异。

3 讨 论

一般认为,由于人工繁殖过程中影响群体遗传

多样性的瓶颈效应、遗传漂变和近亲杂交等因素,养
殖群体会不可避免地丧失某些特定的等位基因,因
此造成养殖群体的遗传变异度及遗传多样性水平均

低于野生群体的状况,这在很多养殖鱼类的检测中

已得到证实[6-8]。而在本研究中,鱇浪白鱼养殖群体

的遗传变异度及遗传多样性高于野生群体的,这与

杨博等[9]用线粒体控制区对鱇浪白鱼群体遗传研究

结果一致。这可能是由于繁殖群体来源于长期引入

不同地点的鱇浪白鱼群体,这些具有多龄结构的补

充群体避免了近亲繁殖和瓶颈效应,有利于保持鱇

浪白鱼人工养殖群体的遗传多样性。本试验中,我
们检测到的核苷酸多样性指数π值(0.00351)和单

倍型多样性指数Hd值(0.96798)略低于用控制区

序列检测的π值(0.00434)和 Hd值(0.996),这可

能是由于在鱇浪白鱼中细胞色素b基因的进化速度

低于控制区的进化速度而造成的。Zardoya等认为鱼

类mtDNA不同区域的进化速度存在差异,控制区的

进化速率比细胞色素b基因的进化速率快[10],鱇浪

白鱼的研究结果与此相符。
鱇浪白鱼线粒体细胞色素b基因具有较高的单

倍型多样性和较低的核苷酸多样性。鱇浪白鱼个体

小、性成熟周期短(2周年性成熟)、繁殖季节较长

(每年的3-10月),产卵场较集中(在抚仙湖东、西
岸的溶洞出水口处产卵),这样的生活特性可能对群

体快速增长和保存新突变、产生高的 Hd值有一定

的贡献作用。本研究中,鱇浪白鱼Cytb基因共有

31个变异位点,单碱基变异位点就有19个,占总变

异位点的61.3%,单碱基变异位点过多可能造成了

群体较低的π值。鱇浪白鱼这种高 Hd值、低π值

的现象在中华沙鳅、铜鱼、珊瑚鱼、鞍斑锦鱼和霓虹

雀鲷中也存在[11-15]。Grant等[16]对Hd值和π值大

小变化进行了分析,指出高 Hd值和低π值的原因

可能是由于种群是由一个较小的有效群体快速扩张

而来的,这些群体的许多种类可能起源于上新世或

更新世早期。

Avise认为Cytb基因序列在同一物种内个体间

的遗传距离为0~4.06%[17]。从本研究细胞色素b
基因序列数据来看,无论是野生群体还是养殖群体,
群体间(0.00364)和群体内(0.00339和0.00343)的
遗传距离都较小。鱇浪白鱼仅分布于抚仙湖,处于

抚仙湖较为均质性环境条件中,这可能会造成遗传

变异较小的状况。另外在繁殖季节,抚仙湖不同湖

区的鱇浪白鱼亲鱼都集中在溶洞出水口产卵,这可

能增加了各区域鱇浪白鱼间的相互交配,使得产卵

区的基因交流活跃。
为检测分子水平上群体扩张和自然选择作用的

存在,生物统计学家先后发展了一些方法来检测分

子水平的群体扩张和自然选择作用。其中,种或种

群内部的群体扩张和自然选择作用主要以Tajima
检验及Fu和Li检验为代表[18-19]。本研究结果显

示,Tajima值及Fu和Li值都是负值,3种检测方法

均支持鱇浪白鱼群体受到群体扩张和自然选择作

用。这可能与抚仙湖特定的湖泊演变历史有关,抚
仙湖为上新世晚期喜马拉雅运动时期形成的断陷型

湖泊,这个时期的抚仙湖为富营养沼泽浅湖,湖内水

生植物茂盛,食物丰富,适于鱼类群体的快速生

长[1]。鱇浪白鱼可能起源于这个时期,并经历了一

个群体快速扩张过程,形成了现今群体的遗传多样

性特性。全新世时期抚仙湖由浅变深和贫营养化,
使鱇浪白鱼在长期的进化过程中逐渐出现与抚仙湖

环境相适应的遗传性状,如鱇浪白鱼体型细长、生长

速度较慢、繁殖季节较长、个体繁殖力较低、种群的

性比悬殊等特有的遗传性状可能是适应抚仙湖贫营

养型生活环境自然选择作用的结果。
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Mitochondrialcytochromebgenesequencediversityin
wildandculturedpopulationsofAnabariliusgrahami
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Abstract GeneticdiversityofawildpopulationandaculturedpopulationfromAnabariliusgraha-
miwasmeasuredbasedoncytochromebgeneofthemitochondrial.Fourteenandfifteenunrelatedindi-
vidualswerechoseninwildandculturedpopulations,respectively.Twenty-onehaplotypeswereidenti-
fied.Theculturedpopulationexhibitedhigheraveragenucleotidediversity(π)andhaplotypediversity
(Hd)thanthewildpopulation.Thegeneticdistancesofthewildandtheculturedpopulationswere
0.00339and0.00343,respectively.Thedistanceofinter-population(0.00364)waslargerthanthatof
intra-population.AMOVAanalysisdemonstratedthatFstwas0.0641(P<0.01).Smallvarianceoc-
curredbetweenthetwopopulations(6.41%)andlargepartofthevarianceoccurredwithinpopulations
(93.59%).Itimpliedthatgeneticvariancemainlyexistedamongintra-populations.Nosignificantgenet-
icdifferentiationwasobservedbetweenthewildandculturedpopulations.ThevaluesfromTajima’sD,

FuandLi’sDandFofneutralitytestswereallnegative.ItsuggestedthatthetestresultsoftwoA.gra-
hamipopulationsdeparturedfromneutralitymodel,whichindicatedthatpopulationsofA.grahami
werepossiblyexperiencedpopulationexpansionandnaturalselection.

Keywords Anabariliusgrahami;wildpopulation;culturedpopulation;czytochromebgene;ge-
neticdiversity
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