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摘要 利用PCR技术扩增得到珠江和长江水系共24个赤眼鳟(Squaliobarbuscurriculus)个体 mtDNACR
和Cytb基因片段,并测定其序列。对1345bp的组合序列进行分析,共检测到23个单倍型,22个单突变位点,

102个简约信息位点。在139个突变位点中:转换位点100个,颠换位点30个,插入/缺失位点14个;A+T的含

量(61.5%)明显高于C+G的含量(38.5%)。4个水域个体间的遗传变异率在0~7.43%之间,组合序列的单倍

型多样性(H)、平均核苷酸差异数(K±SD)和核苷酸多样性(π)分别为0.9778、17.2710和0.0297,均表现出

较高的遗传多样性水平。对4个群体的组合序列进行FST分析,并构建分子系统树和单倍型进化网络关系图。

结果表明:不同水系群体间存在显著遗传差异,而同一水系内的不同群体间差异不显著。AMOVA分析表明:梧
州、新丰、武汉和宜昌4个群体间显著性的遗传分化主要由不同水系群体间的遗传差异所致,珠江或长江流域内

群体间不存在遗传分化,进一步印证了FST的分析结果。珠江和长江水系间的遗传分化主要是因地理隔离导致

的生殖隔离,分属“长江群体”或“珠江群体”。但在同一水系内,主要因为赤眼鳟的半洄游习性使得它们之间存

在广泛的基因交流,没有出现遗传分化。
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  赤眼鳟(Squaliobarbuscurriculus)为鲤形目

(Cypriniformes)、鲤科(Cyprinidae)、雅罗鱼亚科

(Leuciscinae)、赤眼鳟属(Squaliobarbus),是广泛分

布在我国主要水系的野生经济鱼类。赤眼鳟是我国

养殖的重要经济鱼类之一,因其抗病力强、生长快、
食性杂、肉质细嫩鲜美等特点,深受养殖户和消费者

的喜爱。但是近年来的水环境污染以及长期对渔业

资源的不合理开发利用,导致野生赤眼鳟资源衰退、
种质退化。目前,国内外有关赤眼鳟群体遗传学与

基因多样性的研究,鲜有文献报道。
随着分子生物学技术向生物学各研究领域的渗

透,鱼类线粒体 DNA(mitochondrialDNA,mtD-
NA)作为分子标记,已成为研究鱼类系统演化关系

和群体遗传结构的重要工具[1-2]。mtDNA为共价

闭合环状DNA,是细胞核外具自主复制、转录和翻

译能力的遗传因子,含有1条轻链,1条重链。它相

比核DNA而言,是一个相对独立的复制单位,具有

结构简单、分子小、进化速度快、不同区域进化速度

存在差异等优点。基于此,mtDNA已成为鱼类分

子生态学、进化遗传学、保护生物学以及遗传多样性

等研究的重要手段。其中,位于tRNAPro和tR-
NAPhe基因之间的D控制区(controlregion,CR)

是整个mtDNA基因中进化速度最快的区域,也是

序列和长度变异最大的区域[3],适用于种间遗传多

样性的分析,也适用于种内遗传变异的检测。Cytb
基因是mtDNA的编码基因,其进化速度适中,是探

讨群体遗传分化程度和遗传多样性状况的良好标

记[4-6]。笔者以赤眼鳟为研究对象,以 mtDNA 的

CR和Cytb基因序列为分子标记,对珠江水系和长

江水系不同水域赤眼鳟群体进行研究,综合2个指

标分析其遗传变异,查明其遗传多样性状况和群体

遗传结构,以期为赤眼鳟多样性保护提供必要的数

据支持和遗传背景资料。
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1 材料与方法

1.1 试验材料

于2006年6月至2007年6月,分别于珠江水

系的新丰和梧州江段(编号分别为XF群体、WZ群

体)和长江水系的武汉、宜昌江段(编号为 WH 群

体、YC群体)采集赤眼鳟样本,共计24尾,均为野

生群体。XF群体、WZ群体分别代表了珠江水系的

东江和西江流域;WH 群体取自武汉市境内江段,
属于长江中游水域;YC群体取自宜昌巴东县的官

渡口,属于长江上游干流巫峡的起点。野外现场取

背部肌肉置于液氮罐中带回实验室,超低温保存,剩
余样品用福尔马林固定保存。
1.2 试验方法

基因组 DNA 的 提 取 参 照 文 献 [7 ]的 方 法。

PCR反应在ABIPCR仪上进行。Cytb和CR引物

由上海生工生物技术有限公司合成。Cytb引物序

列 如 下:H15915:5′-CTCCGATCTCCGGATTA-
CAAGAC-3′, L14724: 5′-GACTTGAAAAAC-
CACCGTTG-3′[8]。CR 引 物 序 列 如 下:DH:5′-
ATCTTAGCATCTTCAGTG-3′, DL: 5′-AC-
CCCTGGCTCCCAAAGC-3′[8]。反 应 总 体 积 20

μL,其中模板DNA20ng,TaqPolymerase0.2μL
(5U/μL),引物L和D(10μmol/L)各1μL,10×
TaqBuffer2μL,dNTPs(1mmol/L)1.6μL,Mg2+

(25mmol/L)1μL,无离子超纯水13.2μL。扩增

条件为:94℃预变性2min后,94℃ 45s,58℃
45s,72℃1min,共进行35个循环,最后72℃延伸

10min。每次PCR反应均设无菌水替代模板DNA
的空白对照。扩增产物经1.5% TBE琼脂糖凝胶

电泳分离,EB染色,凝胶成像系统(SYNGENE)检
测、拍照。
1.3 测序与数据分析

产物纯化和测定由华大基因有限公司完成,各
样品均采用双向测序获得赤眼鳟CR和Cytb序列,
经SeqManⅡ(DNASTARInc)软件拼接后进行人

工校对,然后将各个体的CR和Cytb基因序列一一

对应拼接组合。用软件Clustal-X对所获得拼接序

列进行比对分析[9];用软件DAMBE检测转换、颠
换是否达饱和,统计单倍型并作图;用软件 ARLE-
QUIN[10]计算单倍型多样性(haplotypediversity,

H)、核苷酸多样性(nucleotidediversity,π)和平均

核苷酸差异数(K±SD)3项群体遗传多样性指标,

群体间的分化指数(F-statistics,FST)[11]以及群体

遗传变异的分子变异等级分析(analysisofmolecu-
larvariance,AMOVA)[12];公式 Nm=[(1/FST)-
1]/2计 算 得 到 群 体 间 的 基 因 流[13];MEGA5软

件[14]统计DNA序列的碱基组成、转换/颠换和平均

转换/颠换率、单突变位点、简约信息位点、插入/缺

失位点数;个体间、群体间和群体内的遗传变异率由

Kimura双参数模型(Kimura2-parameter)计算所

得;用邻接法(neighbor-joining,NJ)和最大似然法

(maximum-likelihood,ML)构建聚类关系树。

2 结果与分析

2.1 CR+Cyt b 组合序列组成信息

用 MEGA4.1软件将各个体747bp的CR和

598bp的Cytb基因序列一一对应拼接,得到总长

为1345bp的拼接组合序列。由 MEGA5软件对

1345bp组合序列进行分析:24个个体组合基因片

段中,A、T、C、G碱基的平均含量分别为31.2%、

30.3%、24.4%、14.1%,其 中,A+T 的 含 量

(61.5%)明显高于C+G的含量(38.5%);共检测

到23个单倍型,22个单突变位点,102个简约信息

位点;在139个突变位点中:插入/缺失位点14个

(均发生在CR序列区),转换位点100个,颠换位点

30个(其中有5个位点既发生了转换,又发生了颠

换),平均的转换发生频率是颠换的3.073,转换明

显高于颠换(表1)。由软件DAMBE统计可知:在

24个个体中共检测出23个单倍型,由转换、颠换对

遗传距离图(省略)可知:转换和颠换数没有达到平

台效应,即没有达到饱和状态,说明供统计分析的数

据准确可靠。
2.2 CR+Cyt b 组合序列遗传变异分析

两水系4个不同水域赤眼鳟组合序列各个体间

的转换/颠换数及遗传变异率由软件 MEGA5计算

所得。各个体间的转换位点为0~75,颠换位点为

0~19,均为转换大于颠换。赤眼鳟各个体与青鱼的

遗传变异率在14.04%~14.69%,赤眼鳟各个体间

的遗传变异率在0~7.43%之间。4个群体赤眼鳟

(XF、WZ、WH、YC)群 体 间 的 遗 传 距 离 值 为

0.0054~0.0677,群 体 内 的 遗 传 距 离 分 别 是

0.0111、0.0114、0.0064和0.0050,总平均遗传

距离为0.0383(不含外群)(表2)。将长江和珠江水

系赤眼鳟分别作为一个群体(CJ群体和ZJ群体)进行

比较分析,CJ群体和ZJ群体间的遗传距离为0.0657,
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表1 赤眼鳟线粒体CR、Cytb及组合序列碱基组成及变异分析

Table1 CompositionandvariabilityoftheanalyzedmtDNAofS.curriculus

基因

Gene
单倍型

Haplotype

比对碱基
位点数

Numberof
alignedsites

多态位点数
(比例/%)
Numberand
percentof

polymorphicsites

简约信息位
点数(比例/%)
Numberandercent
ofparsim-info

单突变位点数
(比例/%)
Numberand
percent

ofsingleton

转换、颠换
数及比值

Transition,
transversion
andTs/Tv

A+T/
%

C+G/
%

CR 18 598 67(11.20) 34(5.69) 18(3.01) 40/15(3.192) 66.8 33.2

Cytb 18 747 72(9.63) 68(9.10) 4(0.54) 60/15(4.636) 55.7 44.3

CR+Cytb 23 1345 139(10.33) 102(7.58) 22(1.64) 100/30(3.073) 61.5 38.5

表2 两大水系4个不同水域赤眼鳟CR+Cytb
组合序列群体内、群体间遗传距离

Table2 Theintrapopulation(ontriangle)andinterpopulation
(lowertriangle)geneticdistancesbased

ontheCR+CytbcombinedmtDNAofS.curriculus

群体

Population
梧州 WZ 新丰 XF 武汉 WH 宜昌 YC

梧州 WZ 0.0114
新丰 XF 0.0109 0.0111
武汉 WH 0.0677 0.0655 0.0064
宜昌 YC 0.0660 0.0638 0.0054 0.0050

群体内的遗传距离分别为0.0056和0.0111。
将珠江和长江水系赤眼鳟分别作为一个群体即

ZJ群体和CJ群体,分析得到6个群体的CR+Cytb
组合序列的单倍型多样性(H)、核苷酸多样性(π)和
平均核苷酸差异数(K±SD)(表3)。4个群体间的

FST及Nm值见表4,ZJ和CJ群体间的FST及 Nm值

分别为0.8735和0.0724,差异较显著。而不同水

系群体间的遗传差异极其显著,如宜昌群体与新丰

群体、梧州群体间,武汉群体与新丰群体、梧州群体

间;同一水系内的不同群体间遗传差异不显著,如梧

州群体和武汉群体间,武汉群体和宜昌群体间。分

别将梧州、新丰、武汉和宜昌四群体,梧州和新丰两

群体,武汉和宜昌两群体作为一个组进行群体间的

分子变异等级分析(AMOVA)(表5),结果表明:

4个 群 体 总 的 遗 传 分 化 指 数 FST =0.8176
(P=0.0000<0.05),表明群体间存在着显著性遗

传变异,其中81.76%遗传变异存在于群体间,群体

内的 遗 传 变 异 对 总 的 遗 传 变 异 贡 献 较 小,仅

18.24%。珠 江 两 群 体 的 遗 传 分 化 指 数 FST =
-0.0349(P=0.5885±0.0148>0.05),长江两群

体的遗传分化指数FST=-0.0479(P=0.8182±
0.0101>0.05),进一步表明了珠江和长江群体内部

不存在遗传分化。
表3 4个赤眼鳟群体相关遗传多样性参数

Table3 IndexesofgeneticdiversityofthefourpopulationsofS.curriculus

群体

Population
样品数(N)

No.ofindividuals
单倍型多样性(H)
Haplotypediversity

平均核苷酸差异数

Meannumberofpairwise
differences(K±SD)

核苷酸多样性(π)
Nucleotidediversity

梧州 WZ 6 1.0000±0.0962 15.1574±7.9210 0.0114±0.0069

新丰XF 6 1.0000±0.0962 14.8291±7.7566 0.0111±0.0067

武汉 WH 6 1.0000±0.0962 8.5109±4.5921 0.0064±0.0040

宜昌YC 6 1.0000±0.0962 6.6975±3.6822 0.0050±0.0032

珠江ZJ 12 0.9848±0.0403 14.7176±7.0931 0.0111±0.0060

长江CJ 12 1.0000±0.0340 7.4146±3.7300 0.0056±0.0032

总计Total 24 0.9964±0.0133 50.9277±22.8358 0.0383±0.0191

表4 群体间的FST(对角线下方)和Nm(对角线上方)1)

Table4 PopulationpairwiseFST(belowdiagonal)andNm(abovediagonal)values
群体Population 梧州 WZ 新丰 XF 武汉 WH 宜昌 YC

梧州 WZ / -14.8349 0.0756 0.0711

新丰XF -0.0349 / 0.0773 0.0726
武汉 WH 0.8686* 0.8660* / -10.9384
宜昌YC 0.8755* 0.8732* -0.0479 /

 1)*表示差异显著。下同 * meansP <0.05.Thesameasbelow.
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表5 群体间遗传变异的分子变异等级分析(AMOVA)

Table5 Analysisofmolecularvariance(AMOVA)ofpopulationgeneticvariation

群体

Population

变异来源

Sourceof
variation

自由度

df

平方和

Sumof
squares

方差组分

Variance
components

变异百分率/%
Percentage
ofvariation

F-统计量

FST
P 值

P-value

四群体

4population
(WZ、XF、
WH、YC)

群体间

Amongpopulations
3 472.680 25.3184 81.76 0.8176

0.0000±0.0000*群体内

Withinpopulations
20 112.988 5.6494 18.24

总体 Total 23 585.668 30.9670

珠江二群体

2population
(WZ、XF)

群体间

Amongpopulations
1 5.981 -0.2527 -3.49 -0.0349

0.5885±0.0148群体内

Withinpopulations
10 74.966 7.4966 103.49

总体 Total 11 80.947 7.2439

长江二群体

2population
(YC、WH)

群体间

Amongpopulations
1 2.759 -0.1738 -4.79 -0.0479

0.8182±0.0101群体内

Withinpopulations
10 38.021 3.8021 104.79

总体 Total 11 40.781 3.6283

2.3 分子系统树

用 MEGA4.1中的“NJ”法和“ML”法构建分子

系统树,以青鱼(Mylopharyngodonpiceus)CR+
Cytb组合序列为外群,用Bootstrap1000给出各

支的置信度。两大水系4个不同水域赤眼鳟24个

个体的系统树明显分为2支:长江水系12个个体聚

为一支,珠江水系12个个体聚为另一支,且置信度

均为100,各大水系内的不同水域个体却混杂在一

起,其拓扑结构见图1。利用 Network4610软件构

建的赤眼鳟mtDNACR+Cytb单倍型网络关系见

图2,网络分析结果表明,谱系由2个亚枝构成:亚
枝A和亚枝B。亚枝A包含珠江水系的12个个体

图1 CR+Cytb基因序列的NJ(A)和ML(B)分子系统树(数值表示1000次重复抽样的百分比)

Fig.1 ThemolecularphylogenetictreeofS.curriculusrbyNJandMLmethod(numbersindicatedbootstrap
valuesof1000replicates)basedonCR+Cytb
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 mv1~14表示理论分析出但没有实际观测到的单倍型;H_1~23表示23个单倍型,圆圈面积表示单倍型分布的频率 mv1-14indi-
cates14medianvectors,H_1-23indicate23haplotypes,sizeofcircledenoteshaplotypefrequency.

图2 23个mtDNACR+Cytb单倍型的进化网络关系

Fig.2 Medianjoiningnetworkof23mtDNACR+Cytbhaplotypes
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和11个单倍型,亚枝 HapB包含了12个长江水系

的个体和12个单倍型,各亚枝表现出明显的地理分

布特征,与构建的2个个体的分子系统树基本一致。
除H_6为珠江水系的2个个体所共有外,其他均为

一个个体对应一个单倍型,单倍型呈现出明显的零

散分布,各亚枝不存在高频率分布的优势单倍型。

mv1~14为推测的但未检测到的单倍型,在代表珠

江水系的亚枝A中分布较多。

3 讨 论

部分线粒体基因,如:Cytb、12SrRNA、16S
rRNA、COΙ基因和CR区,已成为进化生物学和群

体遗传学研究中重要的分子标记。一般认为,CR
序列进化速率快,Cytb序列进化速率适中,前者为

非编码基因,主要与线粒体基因的调控有关,后者为

蛋白质编码基因,两者互为补充,且都是研究群体遗

传学常用的技术手段。线粒体序列的拼接组合是目

前研究线粒体进化关系的常用手段[8,15-16],相比单

基因而言,多基因组合拼接既避免了基于不同的基

因标记得出不同的进化关系的可能性,也弥补了单

基因信息量的不足。本研究采用两者的拼接组合序

列来研究赤眼鳟的遗传变异,使得结论更客观真实

地反映现实的遗传多样性状况。
本研究组合序列的单倍型检出率高达95.83%,

且多态位点数(及比例)、简约信息位点数(及比例)
相对其他研究[6,17-19],具有较高的碱基变异水平。
赤眼鳟单倍型多样性(H)、核苷酸多样性(π)和平均

核苷酸差异数(K±SD)分别为0.9964、0.0383和

50.9272,与 相 同 技 术 对 光 唇 裂 腹 鱼 的 研 究 结

果[6,17-19]相比,赤眼鳟的H、π和K 值———反映遗传

多样性水平的3个重要参数,均相对较高,在一定程

度上也能间接反映出赤眼鳟的遗传多样性状况[20]。
物种遗传变异是有机体适应环境变化的必要条

件,遗传多样性的高低与其适应能力、生存能力和进

化潜力密切相关[21-22]。加强对现有资源的科学管理

和保护、恢复有效种群大小、丰富遗传多样性是保护

赤眼鳟自然资源的有效举措。由于赤眼鳟的过渡捕

捞及环境破坏,其种群数量急剧下降、栖息范围缩

小,导致其遗传多样性降低,而同一水系内,有限的

群体数量和基因库导致近交频繁发生又加剧了遗传

多样性的降低,依此恶性循环,导致同一水系内群体

间的遗传变异和遗传多样性并不十分丰富,但珠江

和长江水系间存在明显的遗传变异。分子变异分析

(AMOVA)结果也显示,4个群体总的遗传分化指

数FST=0.8176(P=0.0000<0.05),表明群体间

存在着显著性遗传差异,群体内的遗传变异对总的

遗传变异贡献较小,仅18.24%,群体间的遗传变异

为81.76%,对总的遗传变异贡献较大。
相同条件下定居性鱼类群体间的遗传分化和遗

传变异一般较洄游性鱼类偏高。例如:洄游性鱼类

的圆口铜鱼(Coreiusguichenoti)和铜鱼(Coreius
heterodon)[23],其 mtDNA序列和微卫星数据均显

示其长江水系各群体间遗传距离均很小,群体间均

未出现显著性遗传分化。草鱼(Ctenopharyngodon
idellus)作为半洄游性的四大家鱼之一,其微卫星和

线粒体DNA研究结果[24-26]也表明长江水系的草鱼

只有一个“长江群体”,未出现遗传分化。赤眼鳟属

于江湖半洄游性鱼类,在江河流水中产漂流性卵,随
流水漂流孵化,鱼卵和初孵仔鱼在漂流过程中发

育[27-28]。本研究中,珠江水系的新丰和梧州水域分

别代表了西江和东江流域,长江水系的宜昌和武汉

水域分属长江上游和中游,虽有三峡大坝相隔,但研

究结果表明,同一水系内群体间的遗传分化不明显,
系统树显示两大水系内的不同水域混杂在一起,同
为“长江群体”或“珠江群体”。杨太有等[29-30]对宿鸭

湖、丹江口水库和青龙湖3个赤眼鳟群体的遗传多

样性的分析结果也表明3个地理群体间遗传分化并

不明显,也证实了本研究结论。
淡水鱼同种个体间线粒体遗传变异的峰值水平

是10%[4],本研究的24个赤眼鳟个体间的遗传变

异率在0~7.43%之间,个体间的遗传变异水平均

在此峰值内,且明显小于赤眼鳟与外群青鱼间的遗

传变异率(14.04%~14.69%)。说明,两大水系群

体间虽然遗传分化较大,但从目前的研究结果看还

未达到种或亚种的分化水平,仍然属于一个种。基

于赤眼鳟CR+Cytb组合序列,群体间的平均遗传

距离、FST分析和AMOVA分析结果均表明,两水系

赤眼鳟群体间有显著的遗传分化,存在显著的系统

地理格局,分子系统树和单倍型网络关系图也支持

了上述观点。分析其原因,从地理位置和气候来看,
珠江属热带海洋性气候,长江属温带季风气候,南北

气候相差较大,且长江和珠江生态环境也存在较大

差异;不同水系赤眼鳟繁殖季节和产卵区域也存在

明显差异。这些均直接导致了地理隔离和生殖隔

离,也未曾有跨水系的引种记录,故种群间基因交流

的可能几乎不存在,所以在不同水系形成遗传性能
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上互有差异的孟德尔繁育群体,两者明显属于相互

独立的不同地理群体,即“长江群体”和“珠江群

体”[20]。
在资源调查和采样过程中,发现自然水域中野

生赤眼鳟很稀缺,野生种群大样本的采集存在一定

困难,供本研究分析的样本数还较少,有必要在今后

采集较大样本来检验和验证以上结论。
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EvaluationofgeneticdiversitybyusingmitochondrialDNA
controlregionandcytochromebgeneforSqualiobarbuscurriculus

inYangtzeRiverandPearlRiver

YANGHui-rong1 LIULi1 GONGShi-yuan2 ZHAOHui-hong1 SUNJi-jia1 CHENYan-zhen1

1.CollegeofAnimalScience,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou510642,China;

2.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract ThemitochondrialCRandCytbgenesegmentsof24SqualiobarbuscurriculusfromYan-
gtzeRiverandPearlRiverwereamplifiedbyPCRtechniqueandsequenced.Analysisofthe1345bp
combinedmtDNACRandCytbgenesequenceshowedthattherewere23haplotypes,22single-basemu-
tationand102parsimony-informativesites.Inthe139variablesites,therewere100transitionsites,30
transversionsitesand14insertion/deletionsites.ThecontentofA+T(61.5%)wasmuchhigherthan
thatofC+G (38.5%).Thegeneticvariationamongthe4populationsrangedfrom0to7.43%.The
haplotypediversity(H),meannumberofpair-wisedifferences(K±SD)andnucleotidediversity(π)

were0.9778,17.2710and0.0027,respectively,suggestinghighgeneticdiversity.Thereweresignifi-
cantgeneticdifferencesofFSTvaluesbetweenYangtzeRiverandPearlRiver,buttherewerenogenetic
differenceswithinthesameriver.TheresultofmolecularphylogenetictreeconstructedbyNJandML
methodsandmedianjoiningnetworkof23haplotypesalsosupportedthatpoint.Analysisofmolecular
variance(AMOVA)showedthatthegeneticdifferentiationamongfourpopulationswascausedbyge-
neticvariationbetweenYangtzeRiverandPearlRiverandnogeneticdifferentiationexistedbetween
populationswithinthesameriver,whichfurthersupportedtheFSTresult.Theobviousgeneticdifferenti-
ationwasmainlyattributedtothereproductiveisolationcausedbythegeographicalisolationbetween
YangtzeRiverandPearlRiver.But,inthesameriversystem,therewasnogeneticdifferentiationbe-
tweendifferentpopulationsbecauseofwidegeneticcommunicationcausedbythe“semi-immigrations”

behaviorofS.curriculus.
Keywords Squaliobarbuscurriculus;mitochondrialDNA;controlregion;cytochromebgene;ge-

neticdiversity;YangtzeRiver;PearlRiver
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