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摘要
:
利用 Pc R 技术扩增海南海 口市

、

福建厦门市 和广东珠海市 3 个地理群体海捕黄鳍细线粒体 D
一

loo p 基 因

片段
,

测定了该基因片段 5 80bP 序列
。

结果发现
, 3 个地理群体内和群体间都存在丰富 的 D N A 序列 多态性

,

共

检测到 33 个多态性核昔酸位点 (5
.

7 % )
,

24 个个体具有 22 种单倍型 ( h叩Io tyP
e )

。 u p G 入IA 法构建的分子系统树

中
,

海南群体内所有的单倍型聚成一支
,

福建与广东的单倍型混杂在一起
,

聚成一 支
。

从序列差异 的分析 中得

出
,

海南群体与福建和广东群体的亲缘关系较远 ; 福建群体和广东群体亲缘关系较近
。
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K e y wo r d s :
助a ru s la r。 ; m i to e h o n dri al D N A ; D

一

l o o p ; p o lym o 印h i sm

线粒体 D NA 母系遗传
,

具较高突变率
,

突变

固定后形成 的多 态性位点可反映 出群体遗传特

征
、

种群分化和种属关系等特点川
,

是系统进化和

种群遗传研究的理想材料
。

D 控制区是线粒体上

一段非编码 区
,

进化速率快
,

变异程度高
,

是探讨

近缘种 间和种内遗传变异的良好指标 〔2
,

3 〕
。

黄鳍绸 (助ar o la tu 、) 广泛分布于我 国广东
、

福建和海南等省近海
,

经济价值高
,

是名贵的海产

鱼类之一
L“」。 有关其群体分子遗传学还未见专门

的报道
。

本研究测定了海南 ( H N )
、

福建( FJ ) 和广

东 (G D )3 个水域黄鳍绸群体 m tD N A D
一

loo p 基 因

片段的核昔酸序列
,

并以此分析了黄鳍绸的群体

结构和遗传分化程度
,

为今后的渔业管理
、

、

种质资

源保护和遗传选育提供依据
。

1 材料与方法

1
.

1 样品采集

黄鳍绸样品于 2 0 02 年 4 一 5 月采 自广东珠海

(珠江口 )
、

福建厦门 (台湾海峡 )和海南海 口 (北部

湾 ), 均为海捕鱼
,

取 回后置超低温冰箱
一 70 ℃保

存
。

每个水域随机抽取 8 个个体用于分析
。

1
.

2 总 D N A 的提取

取 100 m g 左右的鱼背部肌肉
,

加 T ENg 细胞

裂解液 (50 m m ol
·

L 一 ’

Tri
s

. L

H cl p H 9 0, l oo ~ 01
4

L 一 ’

ED T A
,

20 0 ~ ol
·

L 一 ‘ N ac l)
,

终浓 度为 2 %

SD S 和终浓度为 1 m g’ m L
, I P ro te in K

,

混匀后
,

56℃消化过夜
,

经饱和酚
,

酚 一
氯仿 (酚 :

氯仿 :异

戊醇
= 2 5: 2 4: 1)

,

氯仿 (氯仿
:
异戊醇

= 24 : l) 抽

提
,
2 倍体积无水 乙 醇和 1 / 10 体积 N a A C 沉淀

,

70 % 乙醇洗涤后
,

用灭菌蒸馏水溶解
,
4 ℃存放 〔”〕

。

1
.

3 D
,

l o o P 基因片段的 P C R 扩增

扩增 D
一

loo p 基因片段的引物是根据 Ge nB
a ll k

中多种海水鱼相应 的同源序列 比较后设计的
,

引

物序列为
:

L : 5
’ 一 T T A G T A T G G T G ACA A T GC A T 一 3

,

H: 5’ 一 GAc Ac c AT T A AC T TAT G c
从

一 3’

Pc R 反应总体积为 50 风
,

其 中 10 x E、 T aq

B u ffe r (T砍ara ) 5 o L
,
E x T叫 p o ly m e ra s e (T砍ara ) 0

.

3

。L ( 1
.

s u )
,

dN T P (2
.

s mm d
·

L 一 , ) (T ak a ra ) 4 o L
,

10P m ol. 风
一 ’引物 Zo L

,

l o L 模板 DNA
,

其余为灭菌

蒸馏水
。

扩增条件为
:
94 ℃预变性 2 m in

,

之后进

行 3 5 个循环 ( 9 4 ℃ 4 5 5 ,

52 ℃ 4 5 5 ,
7 2 ℃ 6 0 5 )

,

最

后 72 ℃延伸 7
」

而no 扩增产物经 1
.

5 % T妞 琼脂

糖凝胶 回收纯化后直接进行序列测定
。

1
.

4 序列测定及数据分析

回收纯化后 的 PC R 产物送至上海基康公司

( G e n ec o re ) 测 序
。

依 儿m u ra [6j 双 参 数 法 ( tw o -

p

~
te r m e th o d) 对核昔酸位点 的替换数进行统

计
,

计算种群 内和种群间的 D N A 序列差异
。

采用

Meg aZ
.

11 7 〕软件 中的 st ati sti es 统计 D N A 序列的碱

基组 成
,

并 用 非加 权 组 平均 法 (u n
we igh t ed p air

gro 即 m e th o d u s i n g 硕 thm ati e

avera
g e

,

钟G M A )进

行聚类分析
,

构建聚类关系树
。

2 结果
-

2
.

I D
一

lo 叩 区段的序列变异情况

对 3 个水域 黄鳍绸 24 个 个体总 DNA 进行

P C R 扩增
,

获得 58 0b p 的 D- loo p 基 因片段
。

其序

列 已 登 陆 Gen
B an k

,

序 列 号 为

A F 5 4 9 5 2 4
,

因 FJ 3 和 FJ 4
,

H N Z

相 同
,

故 2 4’个个 体 总 共 申请 到

A F 5 4 9 5 0 3 一

和 HN 3 序 列

2 2 个 序 列
。

共 检侧 到 3 3 个 突变位 点 ( 5
.

7 % )
,

如 图 1
。

共有 22 种单倍型 (h aP fo ty p e ), 其中海南群体

8 个个体有 7 种单倍型
,

福建群体 8 个个体有 7 种

单倍型
一

,

广东群体每一个个体即为一种单倍型
。

3

个水域黄鳍绸 仆 l o o p 基因片段中
,

A
、

T
、

c
、

G 碱基的

含量基本相同
,

平均分别为 34
.

1 %
,

31
.

4 %
,

20
.

3 %
,

14
·

2%
,

A + T 的含量 (65
·

5 % ) 明显高于 G + C 的

含量 (34
.

5 % )
「

。

产生插人 / 缺失的位点仅有 1 个
,

转换大于颠换
,

这个结果与其它一些脊椎动物 的
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数值相类似[aj
。
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#G D I

# GDZ

#G D 3

# GD 4

# GD S

# GD 6

# GD 7

# GD S
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… …
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· ,

二
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. ‘

T
, . .

…
C C G

.

· ·

…
“

C C
, .

… …
C C 二

… …
A C 二

.

C
.

A
“

A C C 二

二 G
…

二 G
…, .

G
.

T
.

C T

2
.

2 黄鳍绸群体 内和 群体间的多样性

从表 1 得
,

海南
、

福建和广东黄鳍绸各群体个

体间的序列差异分别为 1
.

3 4 %
,

1
.

34 %
,
1

.

41 % ;

海南与福建群体间的序列差异为 2
.

71 %
,

海南与

广东群体间的差异为 2. 70 %
,

福建与广东群体间
·

… 的序列差异为 1
.

3 3 %
。

一

群体间的序列差异反映

GGGGG

二二cA�二二
TT
。.。

。。。

C
。。

。

A

·

A T G 二
,

A
·

G
,

C

.

A
. ,

二
,

.

A T C
“

C
.

, ,

T
,

二
“

.

A
.

C
.

C
.

“

A
,

C
.

C
.

.

A T C
.

C
.

G
…
二 T A
. ,

T A
.

C T
.

,

C T A
.

C T
.

了生物间亲缘关系的远近程度
。

由此可 以看出
,

海南群体与福建和广东群体间的亲缘关 系较远
,

而福建群体与广东群体的亲缘关系较近
。

2
.

3 分子系统树

根据 D
一

loo p 基因 序列差异
,

用 ME G AZ
.

1 构

.

C T C 二
.

C T
….

C T 二
。

.

C T 二
。

·

C
.

…·

C T
…一 C

。

眨 GC C
.

.

GC C
·

.

GC C
.

.

G
.

C
.

.

G C C
.

.

G C C
.

.

G
….

GC C
.

.

G C C
.

.

G C C
.

“

GC C
,

·

G
….

GC C
.

.

G
“

C
,

·

A T C
·

C C G二 T
·

.

A T C
·

C
·

G
.

C T A
·

AT C
·

C
·

G
·

C T
·

.

AT C ‘ C C G
.

C T
·

.

A T C
.

C
·

G
.

C T
,

·

A T C
.

C
·

G
·

C T
.

。

AT C
·

C
.

G
.

C T
·

·

A T C T C
·

G
·

C T
·

.

A TC
·

C
.

GG C T
.

·

A T C
·

C C G
·

C T
·

,

A T C
.

C C G
·

C T
.

建 uP GM A 分子系统树如图 2
。

分子系统树形成

明显的两大支
,

海南群体所有的单倍型聚成一支
,

福建群体和广东群体混杂在一起聚成一支
。

3 讨论

Bi llin gto
“ 和 He be rt[0 …曾报道海水鱼类 中

,

群体

内线粒体 D NA 全序列 的差异在 0
.

2 % 一 4
.

4 %
,

~
S 和 McD

0
we 衅

」通过对条纹 四鳍旗鱼线粒体

D N A 全序列的研究
,

得出其序列差异为 0
.

3 %
。

·

AAAAAAAAAAAA
·。··。。。

;
·

、。

T
。·。。。。。。。

T
......

……

C
·。。

CCCCCCCCCCC

广、产、广、r一

:
。

……
CAAIA和AAAAAAAAA为AAAAAAAAA

·

AAAA
:
。

……
自�
.

…

....

……
。。.

TTT
。

TT
。.

CCCCCCCCC
... .

……

图 l 海南
、

福建和广东黄鳍绸 D 一

扬op 多态性位点分布

Fi g
.

1 Po lym呷hi e s i te s of D
一

lo o p re g io n in 5
.

la t哪

o f H a in a n ,

Fuj ia n a nd G u an g d o n g p叩
u l a t io n s

FJ 5

G O S

G D 3

F J S

G D7

G DZ

G D4

「J 7

F J 3

F J 4

户J l

G D6

G D I

F J 6

G O S

H N 4

下J Z

H N 6

H N S

HN I

HN 7

H N S

H N Z

H N 3

卜- 一

-
刊

0
.

0 02

图 2 应用 U p G MA 法构建的 D 一

1o 叩基因序列的分子系统树

Fi g
.

2 M o le e u lar Ph y lo g e n e ti c
tre

e o f D 一 lo o P g e n e s e qu e
nc

e s e o n s
tI’U

c te d b y th e I J PG M A m e th o d
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表 1 黄鳍酮群体 内和群体间 D · l oo p 基因序 列差异百分比

T a b
.

1 P e r e e 爪 nu
c le o tid

e d iv e rs ity o f D 一 lo o P g e ne s e q l l e n c e s w it h i n a n d a m o n g P o Pul a ti o ns
o f 5

.

勿勿 s

海南群体
H a l n an Po Pu l at i o n

福建群体
F匈i a n Po Pu l a ti o n

广东群体
G u a n g do n g Po Pu l a t i o n

海南群体 H ai n an p o p u lat i o n

福建群体 Fuj ian p o p u zat i o n

广东群体 G u an gd on g p o p u l at io n

1
.

34 %

2
.

7 1 %

2
.

70 %

1
.

34 %

1
.

33 % 1
.

4 1 %

结果中
,

海南
、

福建和广东各群体内的 D
一

loo p

序列差异分别为 1
.

34 %
,

1
.

34 % 和 1
.

41 %
,

处于

Bi ili ng to n
等的 0

.

2 % ~ 4
.

4 % 范围内
,

但显著高于

条纹四鳍旗鱼 的 0
.

3 % 水平
,

这跟 C r a v e S 所选取

的片段为整个线粒体 D N A 区段 (其中包含有相对

保守区段 )
,

而我们所选取片段 的与线粒体 D NA

中 D
一

fo o p 进化速率较快 的区段有关
,

从而也进一

步证明了在黄鳍绸线粒体基因中
,

D
一

loo p 序列 区

段是进化速率较快的区段
,

适合于群体分子遗传

研究
。

从图 1 的分子系统树中看出
,

海南群体所有

的单倍型聚在一起
。

海南 四周环海
,

与祖国大陆

相隔琼州海峡
,

黄鳍鳃为内湾性和近海性种类
,

一

般不会作大距离迁移 ; 另外海南为热带气候
,

不同

于福建和广东 的亚热带气候
,

因此黄鳍绸在海南

形成特有种群是合理 的
。

值得指 出的是
,

在海南

所有单倍型聚成的一支里
,

还有一种福建的单倍

型
,

有可能是 由于人工养殖苗种交流的原 因
。

虽

然我们在采样时
,

尽量采取当地水域的野生品种
,

但也不可能完全避免采取人工养殖网箱逃逸出来

的个体的可能
,

而此处采到的这个人工养殖 的个

体
,

苗种可能来源于海南
。

但上述现象并不影响

我们的整体分析
。

福建和广东 的单倍 型混杂在一起
,

聚成一大

支
。

两个群体间的差异 ( 1
.

33 % )甚至小于种群内

的差异 ( 1
.

34 %
,

1
.

41 % )
,

证明福建水域内与广东

水域内的黄鳍绸为同一种群
。

说明福建群体与广

东群体之间存在广泛的基 因交流
,

黄鳍绸的鱼卵

和幼鱼可沿着海湾迁移扩散
。

与 Ka zu 。 和胡 ra[ 川 对真绸 ( 八
理君rus majo

:
)和

赤绸 (八够ru
、

au ra tus )种群结构和变异的研究中所

发现的变异位点和单倍型数 目相 比
,

我们检测到

的要小得多
,

这可能与取样数和取样地点较少有

关
,

可 以期望随测试样品数量的增加和取样范围

的增大
,

可能会检测到更多的变异位点和单倍型
,

因而有关黄鳍绸种群的变异程度
,

有待进一步的

深人
。
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