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摘要! 利用线粒体控制区序列片段#史氏鲟!"$= \T!达氏鳇!"!" \T$分析检测了两个养殖场留

做后备亲鱼的史氏鲟和达氏鳇的遗传多样性" 在所检测的养殖史氏鲟后备亲鱼 " 个年龄群体

共 !" 个体中!发现 = 个单倍型!共有 ## 个多态位点!占碱基总数的 $7<O!无简约信息位点"

不同单倍型之间有 # P#% 个变异位点!占碱基总数的 %7$O P$7"O" 各单倍型之间的遗传距

离为 %7%%$ P%7%$"" 单倍型多样性 1V Z%7><?!平均核苷酸差异数 >Z"7!<>!核苷酸多样性

BGZ%7%##" 而分别来自 $ 个养殖场的 $ 个达氏鳇养殖群体都是 # 个群体仅 # 个单倍型!$ 个

单倍型之间仅有 $ 个碱基差异!遗传距离为 %7%%=!遗传变异极度缺乏" 结果提示在利用史氏

鲟和达氏鳇后备亲鱼进行繁殖育苗时要充分注意近交的影响"

关键词! 史氏鲟& 达氏鳇& 后备亲鱼& 线粒体控制区& 遗传多样性

中图分类号! 0@#>&&&&&&&文献标识码',

&&史氏鲟"1'+8)#')0'=90)#=>++#和达氏鳇"?('$

@,(0+=('#是生活在我国黑龙江流域的两种大型经

济鱼类!具有很高的经济价值' 特别是达氏鳇!最

大个体可达 =%% cU 以上!野生资源已极为稀

少(#)

' 由于经济价值大!生长快!易于驯养!鲟鱼

养殖业近年来得到迅速发展!而苗种短缺问题也

日益突出!成为制约鲟鱼养殖业发展的瓶颈' 虽

然鲟鱼全人工繁殖技术的成功部分地解决了对野

生亲鱼的依赖!但由于鲟鱼性成熟晚!亲鱼培育成

本高!人工养殖亲鱼数量相对不足!许多单位将自

养的鲟鱼留做后备亲鱼繁殖苗种!而忽略了亲鱼

选育应该注意的遗传背景问题' 加上鲟鱼个体

大!采用同一亲鱼可繁殖大量的后代!使得养殖群

体近交风险大大增加($)

' 目前鲟鱼繁育中苗种

质量问题受到普遍重视!但与苗种质量密切相关

的后备亲鱼遗传背景的相关研究却很少!仅从系

统发育和保护遗传学角度对史氏鲟和达氏鳇的遗

传分化做了报道($ ;=)

'

本研究利用多态性较高的线粒体 8+,控制

区序列片断!分析了 "个史氏鲟后备亲鱼和 $ 个达

氏鳇后备亲鱼群体的遗传多态性!以期为这两种鱼

类的养殖群体遗传学分析提供有价值的基础数据'

#&材料与方法

!"!#材料

研究用史氏鲟和达氏鳇样品!$%%% 年于北京

市国家淡水渔业工程技术研究中心采集!$%%@ 年

在重庆市武隆县黄莺乡鲟鱼养殖场分别补充采集

了史氏鲟"#% 尾#和达氏鳇"#% 尾#各一个群体'

史氏鲟样本分别来自 ! P= 龄的 " 个不同养殖后

备亲鱼群体",a# P,a"#共 !" 尾!其中 ,a#">

尾#&,a$"#$ 尾#&,a#"= 尾#采自北京!,a""#%

尾#采自重庆' 达氏鳇后备亲鱼样本采了 " 龄的

$ 个后备亲鱼群体 "1a#!1a$#共 $" 尾!其中

1a#"#" 尾#采自北京!1a$ "#% 尾#采自重庆'

这些后备亲鱼的亲本均为产自黑龙江的野生鱼

类' 鱼体尾静脉采血 # E-入冻存管中置冰盒

内!带回实验室转入;?% S冰箱冷冻保存'
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!"$#方法

基因组8+,的提纯&&常温下等冷冻样品

溶解后取全血 #=%

!

-!加入 "=%

!

-0C2缓冲液

" !% EE56A- CNGJD13-! $%% EE56A- 28C,!

=% EE56A-+F36!T1?7%#以及终浓度分别为 #O

的080和 $%%

!

UAE-的蛋白酶m!充分混匀后置

=< S恒温箱中消化 < P? H至澄清!中间轻轻混匀

$ P! 次' 加入等体积的水饱和酚缓慢混匀 $%

EGI后!< %%% NAEGI离心 #% EGI!上清液转至另一

干净的 2TT9IV5NM管中!再加入等体积的氯仿n

异戊醇"$"n##抽提 #% EGI!< %%% NAEGI 离心 #%

EGI!上清液转至另一干净的 2TT9IV5NM管中!加

入等体积的异丙醇沉淀 8+,!视沉淀的有无!用

< %%% NAEGI 离心 = P#% EGI 后弃上清!将 8+,

样品置 =< S恒温箱中干燥 #% P#= EGI 左右!加

入适量的 C2缓冲液溶解!置 " S冰箱待用或保

存于;$% S备用'

B3*扩增与 8+,序列测定&&本研究扩增

了EY8+,8D655T绝大部分区域' 扩增引物及实

验步骤参照 gHFIU 等(!)

!略有不同' 概述如下!

B3* 扩 增 正 链 引 物 序 列 为 8-$ =oD

3,,a,,3,3,,a,CC,,Ca,aD!o%副链引物序

列为 1>"%$=oDa,C3,,aaC,CaC3a,Ca,3,D

!o' 扩增位置位于 8D655T 靠近 3LY5 \ 端的非重

复序列区域' 引物由上海生工合成' B3*反应总

体积 $=

!

-!包括 #% \̂_MM9N"含QU

$ p

# $7=

!

-!

V+CBJ"" EE56A-#$

!

-!正&反链引物各%7=

!

-

"#% TE56A-#!5,A酶"=)#%7$

!

-!模板 8+,=%

IU以及 VV1

$

(' B3*扩增反应条件为 @= S预变

性 ! EGI!后按 @" S变性 "= J!=% S"史氏鲟#或

== S"达氏鳇#退火 # EGI!>$ S延伸 # EGI 循环

!= 次!然后在 >$ S下延伸 #% EGI' 该反应过程

使用德国 RG5E9YNF公司产 )+(DCH9E5\65c B3*

仪' B3*产物用 #7=O琼脂糖凝胶检测并回收!

然后用8+,纯化试剂盒"上海生工#纯化' 纯化

后的B3*产物直接用,R/!>> 全自动8+,序列

分析仪进行序列分析'

!"%#数据处理

测序后的电泳图谱及序列用8+,JYFN软件包

中的 09dEFI 和 Q9UF6GUI 做正反链拼接!排序'

用Q9UF!7% 统计不同样本之间的核苷酸组成!采

用mGE_NF双参数模型计算不同单倍型及群体之

间的遗传距离' 用8IF0B"7% 计算群体内的单倍

型多样性"1V#&平均核苷酸差异数">#及核苷酸

多样性"BG#以及群体之间的遗传分化指数"B

0C

及

2

0C

#' 用+9Y]5Nc "7=7#7< 构建史氏鲟与达氏鳇

的单倍型系统发生网络图'

$&结果与分析

史氏鲟样本线粒体8D655T 序列片段测序长度

为 "$= \T' 这段序列富含,和C碱基!,pC含量

平均为=>7?O!ap3含量为"$7$O' 密码子的第一

位&第二位和第三位上的,pC含量分别为=>7<O&

="7%O和 <$7%O' 序列共有 ##个变异位点!占碱基

总数的 $7<O!无简约信息位点' 序列单倍型共有 =

个---,0#(? 样本!分别来自北京 ,a#"$#&,a$

"##&,a!"=#群体)!,0$"# 样本!全部来自,a$ 群

体#&,0!"#%样本!全部来自,a$ 群体#&,0""= 样

本!全部来自,a#群体#&,0="#%样本!全部来自重

庆,a"群体#' 不同单倍型之间有 # P#%个变异位

点"表##!占碱基总数的%7$OP$7"O' 各单倍型之

间的遗传距离为 %7%%$ P%7%$""表 $#!其中,0! 与

其他 "个单倍型有 ? P#% 个碱基差异!遗传距离为

%7%$% P%7%$"!而其他 "个单倍型之间仅有# P$个碱

基的差异!遗传距离为 %7%%$ P%7%%=' 根据构建的

系统发生网络图也可以看出!,0! 相对其他 " 个单

倍型的遗传距离较远"图 ##'

表 !#史氏鲟 ' 个单倍型序列中的变异位点

+,-"!#IE9,93/51/4393/54,0/57 '

:,1>/9H1;4/61"#23.$+24&&

变异位点

E_YFYG5I T5JGYG5IJ

###$$$ $$!

"=%%<$$$ !@!

$!!"#>$!"> @!!

,0# C33Ca,CC,,,C3

,0$ 7773777777777

,0! 77C7,a337aa3C

,0" 77777777a7777

,0= ,,77,77777777

表 $#史氏鲟各单倍型之间的遗传距离

+,-"$#J,32834;=349,5<;/61"#23.$+24&&#1D=349,5<;$

,0# ,0$ ,0! ,0" ,0=

,0#

,0$ %7%%$

,0! %7%$$ %7%$"

,0" %7%%$ %7%%= %7%$"

,0= %7%%$ %7%%= %7%$% %7%%=

("#$
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图 !#K;98/2L软件构建的史氏鲟与

达氏鳇单倍型系统发生网络图

M37"!#K;98/2L=;4<23-357 9:;2;>,93/54:314,0/57

) :,1>/9H1;4/61"#23.$+24&&,5=5"6(-.&2-#

&&" 个不同的史氏鲟后备亲鱼群 ,a# "> 样

本#&,a$"#$ 样本#&,a!"= 样本#&,a" "#% 样

本#中!,a# 的单倍型组成为 ,0#n,0" Z$n=!其

单倍型多样性1V Z%7"><!平均核苷酸差异数>Z

%7"><!核苷酸多样性 BGZ%7%%#%,a$ 的单倍型

组成为,0#n,0$n,0! Z#n#n#%!其单倍型多样性

1V Z%7!#?!平均核苷酸差异数>Z$7">>!核苷酸

多样性 BGZ%7%%>%,a! 和 ,a" 分别由 ,0# 和

,0= 组成!这两个种群的单倍型多样性"1V#&平

均核苷酸差异数">#及核苷酸多样性"BG#均为 %'

所有后备亲鱼群一起分析时的单倍型多样性

1V Z%7><?!平均核苷酸差异数>Z"7!<>!核苷酸

多样性BGZ%7%##'

达氏鳇样本线粒体 8D655T 序列片段测序长

度为 "!" \T' 这段序列富含 ,和 C碱基!,pC

含量平均为 =?7=O!ap3含量为 "#7=O' 密码

子的第一位&第二位和第三位上的 ,pC含量分

别为 <%7"O&=>7!O和 =?7%O' 达氏鳇养殖群体

中共发现 $ 个单倍型 18#"#" 样本!全部来自北

京1a# 群体#和 18$ "#% 样本!全部来自重庆

1a$ 群体#!单倍型之间仅有 $ 个碱基差异!遗传

距离为 %7%%='

$ 个不同的后备亲鱼群 1a#"#" 样本#&1a$

"#% 样本#!分别由 18# 和 18$ 组成!亲鱼群的

单倍型多样性"1V#&平均核苷酸差异数"c#及核

苷酸多样性"BG#均为 %' 所有后备亲鱼群放在一

起分析的单倍型多样性 1V Z%7=%>!平均核苷酸

差异数>Z#7%#"!核苷酸多样性BGZ%7%%$'

史氏鲟与达氏鳇的养殖后备亲鱼群体中!单

倍型18# P18$ 与,0# P,0" 分别有 =" P=@ 个

碱基差异!遗传距离分别为 %7##> P%7#$>!$ 个群

体之间的平均遗传距离为 %7#$!'

!&讨论

衡量一个种群 EY8+,的遗传变异有两个重

要指标$单倍型间的平均遗传距离"B#和核苷酸

多态性"BG#!由于 BG值考虑了各种 EY8+,单倍

型在群体中所占的比例!因此在反映一个群体的

EY8+,的多态程度时往往比单纯的遗传距离平

均值要精确(<)

' 而本文所考察的史氏鲟种群的

BG除 ,a$ 稍高为 %7%%> 外!有 $ 个为 %!# 个为

%7%%#' 达氏鳇的两个亲鱼群均为 %' 由此可以

看出!其遗传多样性是非常低的' 不过如果将所

有的史氏鲟后备亲鱼群一起分析!史氏鲟的 BG为

%7%##' 杨博等(>)利用EY8+,8;655T全序列观

测了 浪白鱼"1#,/,0+&+('%0,9,*+#的遗传多样

性!发现尽管其群体EY8+,多态性较高!$" 个体

就检出 $! 个单倍型!但BG值仅为 %7%%<' 已被证

明遗传多样性水平较低的长江铜鱼 "!$0):('

9):)0$@$##平均 BG值为 %7%%$ #?

(?)

!本研究达氏

鳇所有后备亲鱼样本的BG值为 %7%%$' 由此可推

测!达氏鳇所有后备亲鱼群体遗传多样性水平总

体较低!但对于养殖史氏鲟后备亲鱼!如果在进行

人工繁殖时注意同时从多个不同的后备亲鱼群体

中取样进行繁殖!似可保证这些亲鱼具有一定的

遗传变异!有望改善近亲繁殖的程度'

根据分析结果!大多数养殖场的史氏鲟或者

达氏鳇均是只有一个单倍型!如 ,a!&,a"&1a#

和1a$!而 ,a$ 虽然拥有 ! 种单倍型!但是单倍

型的比例却相差极大!,0#n,0$n,0! Z#n#n#%!

其主要的单倍型还是只有,0!!而,0! 仅在,a$

种群中!且距离其他 " 个单倍型遗传距离较远!最

大达 %7%$"' 史氏鲟其它几个单倍型之间遗传距

离不大!不高于 %7%%=' 两个达氏鳇单倍型间的

遗传距离为 %7%%=' 肖翔和刘楚吾(@)研究了 " 种

笛鲷群体的遗传多样性!发现其种内单倍型间遗

传距离在 %7%%@ P%7%#= 之间' 方耀林等(#%)报道

长江中游不同湖泊中黄颡鱼 " 6)&:)$/,%0('

C(&-+@0,=$#单倍型间的遗传距离在 %7%%$ P%7%$#

之间' 遗 传 多 样 性 匮 乏 的 四 川 裂 腹 鱼

";=9+D$:9$0,E>$D&$-++Gc56JcL#乌江种群单倍型

间平均遗传距离为%7%%<

(##)

' 对比可见!除 ,0!

单倍型外!史氏鲟其他单倍型之间及达氏鳇单倍

型之间遗传距离是偏低的' 不过!由于本研究受

#"#$
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采样限制所观测的后备亲鱼群体数量较少!很可

能没有发现一些遗传差异较大的单倍型' 本研究

结果表明同一群体内亲鱼间遗传变异很小!但不

同群体间可能存在遗传距离较远的个体' 因此!

采用同一群体的后备亲鱼进行人工繁殖!很容易

产生近交衰退现象' 建议种苗繁育场在进行人工

繁殖时!除尽量采用多种来源的不同亲鱼群体进

行繁殖外!有条件的地方应对亲鱼的遗传背景进

行检测!尽量采用遗传距离远的亲鱼进行繁殖!这

样有利于保持苗种的遗传多样性'

线粒体控制区 8D655T 基因序列分析已被证

明是很好的可用于评价鲟鱼种群遗传分化的分

子标记(#$)

' 本文运用 "$= \T"史氏鲟#和 "!"

\T"达氏鳇#的线粒体控制区8D655T基因序列为

分子标记!观测了两个养殖场不同批次的 " 个史

氏鲟&$ 个达氏鳇养殖后备亲鱼群体的遗传多样

性!发现来自同一批苗种的同 # 个养殖后备亲鱼

群体内的遗传多样性极低!同一批次"年龄#的

后备亲鱼群体大部分是相同单倍型' 特别是达

氏鳇!# 个群体内个体都是同一单倍型!表明这

些个体可能均来自同一个母本' 即使是来自两

个养殖场的 $ 个不同达氏鳇群体之间!其个体间

在 "!" \T的8D655T基因片段也仅有 $ 个碱基的

差异!群体间遗传距离仅为 %7%%=' 如果以这样

的达氏鳇亲鱼进行人工繁殖育苗!近交衰退的

风险会非常大' 本研究的不足之处是采集的养

殖后备亲鱼群体体数量不够多!今后应进一步

加强这方面工作'

感谢中国科学院昆明动物研究所张亚平院士
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