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摘 要:采用 PCR 技术扩增了红草金鱼(RC) ，红文鱼 (RF) ，红顶自高头 (WR) ，白珍珠 (WP) ，红狮头 (RT) , 

红龙睛蝶尾(MB) ，墨龙睛(BM) ，红水泡(RB)八个品种金鱼和野生饵(WC)线粒体 DNA 的 D-Loop 区部分序

列，PCR 产物经纯化、测序、同源序列比对后获得长度为 699 bp 的核昔酸序列，在 129 个样本中共检测到了 17

个单倍型，9 个品种共享 1 种单倍型，5 个品种的金鱼( BM , MB , WR , RF ， RC)检测到各自独有的单倍型。遗传

距离和聚类分析结果显示 6 个品种金鱼(WP ,BM , MB , RT , WR , RB)首先聚在一起，然后依次与红文鱼( RF) 、

红草金鱼(RC) 、野生脚(WC) 聚在一起。金鱼首先演化为草系金鱼，草系金鱼在演变为文系中较为古老的品

种之后，经过进一步的变异，分化出金鱼其他各个品种。
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The genetic diversity and phylogenetic relationships of 

mitochondrial D-Loop partial sequences in eight 

representative varieties of goldfishes ( Carssius auratus 

var) and wild crucian carp ( Carssius auratus) 
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Abstract: Genetic diversity and phylogenetic relationship in goldfish (CαTSSWS αuratus var) were examined 

using mitochondrial D-Loop partial sequences at eight representative varieties of goldfishes and wild crucian 

ca甲. The eight representative varieties were Red Common Goldfish ( RC) , Red Fantail ( RF) , White Oranda 

with Red Carp ( WR) , Wh由 Pearlscale ( WP) , Red Tigerhead ( RT) , Black Moor ( BM) , Red Moor with 

Butterfly Tail ( MB) and Red Buhhle-eye with Dorsal Fin ( RB ). 699 hase-pair nucleotide sequences of 

Mitochondrial D-Loop were examined and analyzed for genetic polymorphism. Sequences data showed that all 

129 sequences were grouped into 17 haplotypes. Nine representative varieties shared same haplotype. Five 

representative varieties of goldfishes (BM , MB , WR , RF , RC) had haplotypes respectively. The results from 
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the analyses of genetic distance and cluster analysis showed that six representative varieties ( WP , BM , MB , 

RT , WR , RB) were clustered together first , which then clustered together with RF and finally clustered 

together with RC and WC. Wild common carp evolved to common goldfish first , and then common goldfish 

evolved to some primitive varieties of fantail goldfish , then differentiated to other representative varieties. 

Key words:goldfish; mtDNA; D-Iρop; genetic diversity 
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金鱼起源于我国普通拥鱼，早在南宋就已开始饲养金鱼，在近千年的饲养及人工选择下，逐渐形成

了今天的众多品种，传统上被分为四大品系:草系、文系、龙系和蛋系 [1] 。国外以金鱼为对象在生理[2]
生化[3] 等领域研究较多，国内在形态[4刑，蛋白 [7 -8] 等方面对金鱼系统进化有过一些报道。线粒体

DNA D-Loop 区由于不编码蛋白质，受到选择压力较小，被认为是线粒体基因组上进化最快的部分[9] 。

本研究以草系中的红草金鱼，文系中的四个品种:红文鱼、红顶白高头、白珍珠、红狮头，龙系中的红龙睛

蝶尾和墨龙睛，蛋系中的红水泡以及野生饵为材料，测定其 mtDNA D-Loop 区部分序列，并分析了金鱼

的遗传差异和亲缘关系，为金鱼的种质资源和良种选育提供基础资料。

材料与方法

实验材料

八个品种的金鱼分别为红草金鱼(Red Common Goldfish , " RC" ) ，红文鱼(Red Fantail , " RF" ) ，红顶

白高头(White Oranda with Red Carp , "WR" ) ，白珍珠(White Pearlscale , "WP" ) ，红狮头( Red Tigerhead , 

"RT") ，红龙睛蝶尾 (Red Moor with Butterfly Tail , "MB" ) ，墨龙睛(Black Moor , "BM") ，红水泡( Red 

Bubble-eye with Dorsal Fin , "RB" )金鱼，均由上海万金观赏鱼养殖有限公司提供。野生饵(Wild Crucian 

Ca甲， "WC" )采自长江江苏南通段。每种实验鱼随机采样，每尾剪尾鳝少许，95%酒精保存备用。

实验方法1. 2 

1. 2.1 基因组 DNA 的提取

每个品种随机选取 13 -16 个样本，总计 129 个样本(见表 1) ，每个样本取保存的尾鳝边缘部分，剪

碎。提取步骤参照已报道的标准抽提程序[ω] 进行，并用 752 型紫外分光光度计检测样品 DNA 的纯度

和浓度，4 "c保存备用。

表 1 八个晶种金鱼和野生蝴 D-Loop 区基因片段的耐基平均组成

Tab.l Base compositions of D-Loop partia1 sequences of eight representative 

varieties of goldfishes and wild crucian carp (%) 

A+T 

63.0 

62.7 

62.9 

62.7 

62.8 

62.9 

62.8 

62.7 

62.9 

62.9 

1. 2.2 PCR 扩增与序列测定

从 GenBank 中下载金鱼线粒体控制区的同源序列，使用 Primer Primer 5. 0 设计引物。正向引物为

5'-TAAACTAAACTATTTTCTGG-3' ;负向引物为 5' -TCTCATCTTAGCATCTTC-3 ' ，引物由上海生工生物工

1. 1 
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32.5 

32.6 

32.6 

C 

15.9 

15.9 
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程有限公司合成。

PCR 反应条件: 95 "c预变性 4 min ，进行 35 个

循环(94 "c变性 30 s 、 49 "c退火 60 s 、 72 "C延伸

90 时，最后 72 "C充分延伸 10 min ,4 "c保存。扩增

中同时设立空白对照。 PCR 反应体系总体积为

50μL，每个样品取 5μL 用 1.0% 的琼脂糖凝胶电

泳检测其片段大小、纯度及亮度(电泳结果见图 1 ) , 

样品纯化与回收测序由上海生工生物工程有限公司

完成。

2 结果

2. 1 同源排序

金鱼的 mtDNA 基因组总长度为 16578bp ，其中

图 1 金鱼和野生侧的 mtDNA D-Loop 

区基因片段扩增结果

Fig. 1 The amolification result of mtDNA D-Loop partial 

sequence of eight representative varieties 

。f goldfishes and wild crucian c缸P

WC:野生饵;RB:红水泡;BM:墨龙睛 ;WP: 自珍珠 ;MB: 红龙睛蝶

尾 ;WR:红顶白高头 ;RF:红文鱼 ;RT:红狮头 ;RC:红草金鱼

D-loop 区的全序列长度为 921bp[1l]。本文测定得到的 D-loop 区部分序列位于 D-loop 区靠近 tRNAPhe

基因一端。利用 Clustal W 软件在对所测得的正、反向序列进行同源比对之后进行拼接，将拼接好的

129 条序列同源排序并删除非确定的两端序列，每条最终保留 699 bp 的同源序列用于分析。各品种测

得的线粒体控制区 A+T碱基平均含量(62.7%-62.9%) 明显高于 G+C 含量，结果见表 1 。

2.2 八个品种金鱼和野生卸的遗传差异分析

用软件计算所有序列的单倍型数和各个单倍型在 8 个金鱼品种及饵鱼间的分布情况，结果见表 2 。

在 129 尾样品中共检测到 17 种单倍型，并提交到 GenBank( 序列号为: EFI91049-EFI91065) 0 9 个品种

中检测到 1 种共享单倍型，5 个品种金鱼(BM ， MB ， WR ,RF ， RC) 均检测到各自独有的单倍型，野生饵独

有 6 种单倍型，8 个品种金鱼(114 尾样品)检测到 11 种单倍型。

表 2 野生蜘和八个晶种金鱼间的单倍型分布

Tab.2 Distribution of haplotype in eight representative varieties of goldfIshes and wild crucian carp 

品种
单倍
型率

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 HlO Hll 

WC 0.6000.067 0.067 0.0670.133 0.133 0.133 0.267 0.067 0.067 

RC 0.215 0.615 0.231 0.077 

RF 0.286 0.357 0.286 0.286 

WR 0.019 0.846 

WP 0.250 0.375 0.063 0.375 0.188 

RT 0.215 0.214 0.357 0.429 

MB 0.267 0.200 0.400 

BM 0.286 0.571 0.071 0.214 

RB 0.330 0.267 0.267 0.267 0.133 0.067 

H12 H13 H14 

0.200 0.200 

0.143 

H15 

0.154 

H16 H17 

0.077 

0.071 

根据所得序列用 DNASP4. 1O计算各遗传多样性参数，结果见表 3。共检测到 11 个核昔酸变异位

点，野生蜘单倍型和核昔酸多态性都最高，在其他 8 个金鱼品种中自珍珠(WP) 的单倍型多态性最高，

红狮头(RT) 的核昔酸多态性最高。

2.3 遗传距离和分子系统树

软件 DNASP4. 1O对 9 个品种中 17 种单倍型以邻接法(NJ)建立的系统进化树(图 2)显示野生饵独

享的 4 种单倍型(凹，因， H9 ， HlO)与其他单倍型之间遗传距离较远。同时从邻接法构建八个品种金鱼

和野生卸的系统进化树(图 3)可以看出 6 个品种金鱼(WP ， BM ， MB , RT , WR ， RB) 首先聚在一次，然后

依次与红文鱼(RF) 、红草金鱼(RC) 、野生饵(WC) 聚在一起。
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表 3 八个品种金鱼和野生蝴 D-Loop 区部分序列遗传多样性参数

Tab.3 Genetic diversity parameters of D-Loop partial sequences of eight 

representative varieties of goldfishes and wild crucian carp 

报学,lll. 
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核昔酸多样性指数( P) 

0.003 65 
0.001 84 
0.001 39 

0.001 85 
0.00221 
0.00076 
0.00147 
0.001 67 

0.001 18 
0.00221 

平均核昔酸差异数( k) 

2.533 

1.286 
0.967 

1.292 
1.543 

0.527 
1. 022 

1. 165 
0.821 
1.534 

简约信息位点数( Pi) 

6 
3 
3 

4 
4 

2 
2 
2 
2 

11 

多态位点数(5)

7 
4 
3 
4 
4 
2 

3 
3 
3 
11 

单倍型多态性( Hd) 

0.905 
0.824 
0.615 

0.825 
0.771 
0.264 
0.758 
0.747 

0.603 
0.786 

种
一
℃
B
M
P
B
R
F
T
C
ω

品

-
W
R
E
W
M
W
R
R
R
m

前人对金鱼各个品系的遗传多态性研究报道较

少。本研究基于 D-Loop 序列分析结果显示，野生侧

的单倍型率为 0.600 ，远高于金鱼各个品种的单倍

型率 0.019-0.330 ，金鱼各品种核昔酸多态性指数

只有野生卸的一半左右。以上结果说明金鱼的遗传

多态性低于野生饵，这是由于在定向选育过程中，选

留具有较好'性状的金鱼作为亲本，往往限制了繁殖

群体的数量，造成近亲繁殖，这样一代一代传递，影

响了遗传多样性。另外，在金鱼育种过程中，为了保

持其变异性状的稳定遗传，往往采取不同程度的近

交，这样也会造成其遗传多样性降低。因此，为了增

加金鱼的遗传多样性，建议采取相应的提纯复壮措

施，比如加大对各地同一品种金鱼亲本的交流。

从十二世纪金鱼开始家庭饲养以来，在近一千
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八个品种金鱼和野生饵线粒体 DNA D-Loop 

序列 17 种单倍型的 NJ 分子系统树

Fig. 2 Phylogenetic tree of seventeen haplotypes of 

mtDNA D-loop sequences by NJ method in eight 

representati ve varieties of goldfishes and wild crucian carp 

70 

图 3 八个品种金鱼和野生饵线粒体

DNA D-Loop 序列 NJ 分子系统树

Fig.3 Phylogenetic tree of mtDNA D-loop sequences 

by NJ method in eight representative varieties 

of goldfishes and wild crucian carp 
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图 2

年
的演化过程中，金鱼身体各个部分的形态特征发生

了很大的变化，形成了众多的金鱼品种。 RAPD 标

记分析金鱼一些品种基因组 DNA 的结果表明，它们

的遗传相似性程度较高，而遗传变异程度低，但同时

也发现了某些品种的特异性条带[口]。通过肌肉蛋

白电泳分析后发现，金鱼某些品种演化过程中消失

了一些在野生调中可以检测到的蛋白组分，同时也

出现了新的蛋白组分[7] 。作者通过线粒体 D-loop

区序列的分析结果发现， 8 个品种金鱼与野生金鱼

共享一种单倍型，墨龙睛、红龙睛蝶尾、红顶白高头、

红文鱼和红草金鱼共 5 个品种金鱼享有特有单倍

型。综合本研究和前人研究结果可以推论，野生饵

在演化为金鱼的过程中其遗传物质发生了较大的变

异，各个品种金鱼的遗传物质也形成了一定的分化。
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本研究聚类分析结果显示，红草金鱼最早从野生饵中分化出来，这与前人推断野生调经过草系金鱼

再演化为金鱼其他各个品种的结论一致[1 ，4 -飞然而，以往研究结果对于文系金鱼的演化地位存在一些

分歧。其一是认为草系金鱼在演变为文系之后，经过进一步的变异分化出蛋系和龙系金鱼[6 斗， 12] 。其

二是认为草系金鱼发生了较大的变异，从而直接分化为文系、蛋系和龙系金鱼[7 飞本次研究结果表

明，文系中的红文鱼与草系金鱼的亲缘关系最近，而文系中的红顶白高头、白珍珠、红狮头和龙系中的墨

龙睛、红龙睛蝶尾以及蛋系中的红水泡与草系金鱼的亲缘关系则较远。红文鱼为文系金鱼中较为古老

的品种，依此可以推论草系金鱼在演变为文系中较为古老的品种之后，经过进一步的变异后，再分化出

金鱼其他各个品种。
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