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摘　要：2006－2007年�对东南太平洋智利外海智利经济区内、外采集的3批智利竹　鱼群体的线粒体 ＤＮＡ
细胞色素ｂ基因 （Ｃｙｔｂ）的部分序列进行了测定�对遗传关系进行了初步分析。在39个测序样本发现11个单
倍型�其中一个为3个群体的共享单倍型。在 730ｂｐ的分析序列长度中�共有 26个变异位点�其中 2006、
2007年经济外群体分别有3、22个变异位点�2006年经济区内群体没有变异位点；它们的单倍型多样性指数
分别为0．3309、0．6405、0．0000；核苷酸多样性指数分别为0．0005、0．0043、0．0000。ＡＭＯＶＡ分析表明：3
个群体间不存在显著的遗传分化。邻接法 （ＮＪ）构建的系统关系树显示�经济区外与经济区内群体的所有个
体聚成一个簇群�即经济区内、外的智利竹　鱼来自于同一个种群。
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　　智利竹　鱼 （Ｔｒａｃｈｕｒｕｓｍｕｒｐｈｙｉ）属脊索动物门 （Ｃｈｏｒｄａｔａ）、硬骨鱼纲 （Ｏｓｔｅｉｃｈｔｈｙｅｓ）、鲈形目
（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）、鲹科 （Ｃａｒａｎｇｉｄａｅ）、竹　鱼属 （Ｔｒａｃｈｕｒｕｓｒａｆｉｎｅｓｑｕｅ）�是世界上主要的海洋经济鱼类之一�
属大洋性中上层跨界鱼类 ［1－2］。近年来�随着对智利竹筴鱼深入开发�各国学者涉及竹　鱼分子遗传
学结构分析研究逐渐增多 ［3－6］。自从20世纪80年代初�俄罗斯等国根据在智利外海200多次的调查�
提出了智利公海海域存在智利竹　鱼沿岸亚种和大洋亚种以来�关于东南太平洋智利竹　鱼种属关系
和分类地位一直存在争议�至今未有解决。随着南太平洋地区渔业管理委员会 （ＳＰＲＦＭＯ）加强对智利
竹　 鱼养护和管理�开展智利竹　鱼的遗传结构、分类地位的研究非常有意义�其对于我国参与谈判�
维护国家远洋渔业权益有深远意义。本研究通过对2006年和2007年采集于智利海域经济区内、外的3
个竹　鱼群体�应用线粒体细胞色素ｂ基因 （Ｃｙｔｂ）序列分析�探讨智利经济区内、外3个群体竹　鱼分
子遗传关系�为我国参与开发、利用智利竹　鱼资源谈判提供数据参考。
1　材料和方法
1．1　研究材料
　　经济区外竹　鱼样本系上海远洋渔业公司智利外海生产船探捕时采集�于2006年11月和2007年
11月分别采集�分装成20ｋｇ�于－18℃速冻保存�返航后运回试验室�转入－20℃冰箱备用。从前两
批20ｋｇ的袋中随机取出22条和20条竹筴鱼�体重范围在200～300ｇ�体长范围20～30ｃｍ�放在常温
下解冻。解冻后用灭过菌的试验刀剪依次剪取少量尾鳍�放入标号的小试管中 （90％无水乙醇固定�放
入－20℃冰箱保存以备使用 ）。经济区内竹　鱼样本于2006年11月智利Ｖａｌｐａｒａｉｓｏ港取得�随机取4
条鱼的尾鳍�晾干真空袋包装后带回国内。3个群体分别依次标记为ＯＥＺ2006�ＯＥＺ2007�ＩＥＺ2006�具体
采样位置见图1。
1．2　基因组ＤＮＡ提取

剪取相关鳍条0．1ｇ左右�加入400μＬＳＴＥ缓冲液 （30ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ-ＨＣｌ�ｐＨ8．0�200ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ�
50ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）。混匀后加入浓度为10％的ＳＤＳ90μＬ和20ｍｇ／ｍＬ的蛋白酶Ｋ10μＬ�55℃消化
8～10ｈ；加入等体积饱和酚于转轮上缓慢转动1ｈ�10000ｒ／ｍｉｎ离心8ｍｉｎ�吸取上清液加入等体积的
混合液 （酚∶氯仿∶异戊醇＝25∶24∶1）；缓慢转动30ｍｉｎ�10000ｒ／ｍｉｎ离心8ｍｉｎ�取上清液加入等体积
的氯仿和异戊醇混合液 （氯仿∶异戊醇 ＝24∶1）�缓慢转动5ｍｉｎ�10000ｒ／ｍｉｎ离心5ｍｉｎ�取上清液后�
加入2倍体积的无水乙醇沉淀ＤＮＡ�再用70％的乙醇洗涤�干燥�加入300μＬ的ＴＥ液溶解备用。
1．3　ＰＣＲ扩增与产物测序
　　根据部分竹　鱼属的Ｃｙｔｂ基因序列�设计简并性引物为：Ｃｙｔｂ-Ｆ：5′-ＴＣＣＧＴＡＡＡ（Ｇ）ＡＣＣＣＡＣＣ
ＣＣＡＴ-3′；Ｃｙｔｂ-Ｒ：5′-ＡＡＣＴＧＧＴＡＴＧＣＣＧＣＣＡＡＴＴＣ-3′。ＰＣＲ反应体积为50μＬ�内含5μＬＰＣＲ缓冲
液 （10ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ-ＨＣｌ�ｐＨ9．0�50ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ�30ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ2�0．01％的明胶 ）�2μＬｄＮＴＰ混合液
（每种ｄＮＴＰ0．1ｍｍｏｌ／Ｌ）�4μＬ的引物 （0．2μｍｏｌ／Ｌ）�2μＬ基因组 ＤＮＡ（50ｎｇ／μＬ）�2μＬＴａｑ酶
（2ＩＵ）�35μＬ的蒸馏水。扩增反应条件为94℃预变性5ｍｉｎ�接下来进行30个循环�每个循环包括94
℃30ｓ�54℃30ｓ�72℃1ｍｉｎ�40个循环后�72℃延伸5ｍｉｎ。
　　扩增的目的基因产物经纯化后�直接交上海生工生物工程有限公司测序。



图1　智利竹　鱼三个群体采样点地理分布
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1．4　数据分析
用ＢｉｏＥｄｉｔ软件 ［7］对测序结果进行编辑�ＣｌｕｓｔａｌＷ软件 ［8］进行序列重排和同源比较。用Ａｒｌｅｑｕｉｎ3．01

软件 ［9］计算群体的单倍型多样性 （ｈ）和核苷酸多样性 （π）�以及分子方差分析 （ＡＭＯＶＡ）和Ｔａｊｉｍａ’ｓＤ
值检验 ［10］；用ＭＥＧＡ4软件 ［11］中计算群体内和群体间的遗传距离�并用其中的ＮＪ法 （邻接法 ）构建所
有个体和群体的分子系统树。
2　结果

图2　ｍｔＤＮＡＣｙｔｂ基因部分个体的ＰＣＲ扩增结果
Ｆｉｇ．2　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ

Ｃｙｔｂｇｅｎｅｉｎｓｏｍｅｉｎｉｄｉｖｉｄｕａｌｓ

2．1　序列变异
3个群体总计39个样本�即 ＯＥＺ2006（2006年经

济区外 ）群体17个�ＯＥＺ2007（2007年经济区外 ）群体
18个和ＩＥＺ2006（2006年经济区内 ）群体4个。其部
分个体的ＰＣＲ扩增图谱如图2所示。序列经对比后�
选用730ｂｐ长度用于分析。结果发现�ＯＥＺ2006群体
只有3个变异位点�ＯＥＺ2007群体有22个变异位点�
ＩＥＺ2006群体没有变异位点。所有这些变异位点可归结为11种单倍型�其中1种单倍型为3个群体的
共享单倍型。ＯＥＺ2007的单倍型多样性 （ｈ）和核苷酸多样性 （π）最高�分别为0．6405和0．0043�而
ＩＥＺ2006的4个样本由于没有在核苷酸变异位点�其单倍型多样性 （ｈ）和核苷酸多样性 （π）均为0。
Ｔａｊｉｍａ′ｓＤ和Ｆｕ′ｓＴｅｓｔ值显示经济区外群体的均为显著性的负值 （表1）�预示着经济区外智利竹　鱼
经历过种群扩张的历史。
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表1　智利竹　鱼群体线粒体Ｃｙｔｂ基因的遗传多样性 （ｍｅａｎ±ＳＤ）
Ｔａｂ．1　ＧｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓｏｆｍｔＤＮＡＣｙｔｂｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｔｈｒｅｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＴｒａｃｈｕｒｕｓｍｕｒｐｈｙｉ（ｍｅａｎ±ＳＤ）

群体
单倍型多样性

（ｈ）
核苷酸多样性

（π） Ｔａｊｉｍａ′ｓＤ Ｆｕ′ｓＴｅｓｔ

ＯＥＺ2006 0．3309±0．1426 0．0005±0．005 －1．7057∗
Ｐ＜0．05

－2．5266∗∗
Ｐ＜0．01

ＯＥＺ2007 0．6405±0．1300 0．0043±0．0026 －2．3761∗∗
Ｐ＜0．01 －0．9629

ＩＥＺ2006 0．0000±0．0000 0．0000±0．0000 0．0000 0．0000
　　注：∗表示差异显著；∗∗表示差异极显著

2．2　分子方差分析
分子方差分析 （ＡＭＯＶＡ）表明�群体间的方差比率和总的遗传分化指数为负值�3个群体间的方差

组分占－2．42％�群体内的方差组分占102．42％ （表2）�说明群体分化主要来自群体内部。ＯＥＺ2006、
ＯＥＺ2007和ＩＥＺ2006群体内遗传分化指数 （Ｆｓｔ）分别为0．0458�－0．1103�0．0653；群体间遗传分化指
数 （Ｆｓｔ）ＯＥＺ2006-ＯＥＺ2007�ＯＥＺ2006-ＩＥＺ2006和 ＯＥＺ2007-ＩＥＺ2006分别为 0．0117�－0．1357和
－0．1241�遗传分化系数 （Ｆｓｔ）是反映各群体间遗传分化的重要指标。ＯＥＺ2006群体和ＯＥＺ2007群体
的值为0．0117�而此两个群体与经济区内的群体间Ｆｓｔ均为负值�说明3个群体之间遗传分化较小�处
于一个的种群水平范围内。

表2　智利竹　鱼群体线粒体Ｃｙｔｂ基因的ＡＭＯＶＡ分析
Ｔａｂ．2　ＡＭＯＶＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｔＤＮＡＣｙｔｂｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｔｈｒｅｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＴｒａｃｈｕｒｕｓｍｕｒｐｈｙｉ

变异来源
自由度
ｄｆ

平方和 方差组分 方差比率 （％ ） 总遗传分化
（Φｓｔ）

群体间 2 1．206 －0．0196 －2．42 －0．0242
群体内 36 29．708 0．8269 102．42
总和 38 30．974 0．8073

2．3　遗传距离
群体内�2007年经济区外群体的遗传距离最大 （0．0034±0．0007）�其次是2006年经济区外群体

（0．0005±0．0003）�经济区内群体由于没有核苷酸变异位点�其群体内的遗传距离为0。
群体间�2006与2007两个年度间从经济区外采集的群体间遗传距离最大�而在2006年从经济区

内、外采集的群体间遗传距离最小 （表3）。表明样本年度间稍有差异�而同一年度从经济内外采集的竹
　鱼的遗传差异更小。根据群体内和群体间的方差检验分析�3群体之间距离均不存在显著性差异
（Ｐ＞0．05）。

表3　群体间遗传距离 （对角线下 ）和遗传分化指数 （对角线上 ）
Ｔａｂ．3　Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ（ｂｅｌｏｗｄｉａｇｎｏｓｅ）ａｎｄＦｓｔｖａｌｕｅ（ａｂｏｖｅｄｉａｇｎｏｓｅ）ｂｅｔｗｅｅｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

ＯＥＺ2006 ＯＥＺ2007 ＩＥＺ2006
ＯＥＺ2006 0．0117 –0．1357
ＯＥＺ2007 0．0019 –0．1241
ＩＥＺ2006 0．0002 0．0017

2．4　系统关系
　　以同属的太平洋的竹　鱼 （ＧｅｎＢａｎｋ序列号：ＡＹ526539）为外群�用邻接法 （ＮＪ）对所有39只样本
构建的系统关系树 （图3）。结果表明�本文所分析的全部数个体形成一个大的聚集组�只有来自2006
年经济区外的一个样本 ［2006（10） ］出现较大差异。去除个体差异�用ＮＪ法构建群体间遗传关系树表
明�3个群体的系统关系较近。



图3　智利竹筴鱼群体个体的ＮＪ分子关系树
Ｆｉｇ．3　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅａｍｏｎｇｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｏｆＴｒａｃｈｕｒｕｓｍｕｒｐｈｙｉｂａｓｅｄｏｎＮＪｍｅｔｈｏｄ

　　注：2006�ＯＥＺ2006；2007�ＯＥＺ2007；ｉｎｔｅｒ�ＩＥＺ2006
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3　讨论
3．1　遗传多样性和遗传分化

经济区内单倍型多样性指数和核苷酸多样性指数均为0�经济区外的群体遗传多样性明显高于经
济区内的群体。一方面因为经济区内群体捕捞、环境压力大�区内大量养殖可能破坏自然选择的多样
性；另一方面�遗传多样性和所选群体的大小有关�本次研究采集经济区内样本只有4条�经济区内的遗
传多样性极低显然和样本大小有关。由于样本少�也不排除本研究中经济区内所采样本为极少亲本的
子代�使得基因序列完全相同。为了更准确的研究竹　鱼群体的遗传关系�还需要更多的样本进行分析。

年度差异对于遗传分化有一定影响 ［3］�2006年经济区内外采样样本的遗传关系较近�而2007年样
本则稍有差异�三者仍属一个种群�说明短时间对于群体遗传关系并不会产生很大影响�其差异可能生
产海域水文环境的影响�由于海洋环境的复杂性�其对于遗传关系的影响需要更长时间数据分析。
3．2　系统发生分析
　　关于智利竹　鱼的种群划分�很多学者进行过研究。俄罗斯等国根据在智利外海数10年的调查�
提出了智利外海海域智利竹　鱼存在沿岸和大洋两个亚种�两个亚种群体存在着相互联系�但群体的
之间的相互作用程度尚不明确 ［5－6］�Ｅｖｓｅｅｎｋｏ等 ［13］也有相似的结论。Ｓｅｒｒａ［12］认为智利竹　鱼向西一
直洄游到智利外海西经110°Ｗ�该种群包括沿岸和智利外海的一部分群体�春季向外海生殖栖息洄游�
夏季沿岸索饵洄游 。由于智利竹　鱼是高度洄游性鱼类�其在经济区内外分布是不平衡、相互依存的�
但由于受到竹　鱼带区域锋带、智利外海潮流的影响�竹　鱼的群体分布呈现复杂结构。Ｌｅｙｌａ等 ［4］利
用细胞色素 ｂ基因和 Ｄ-ｌｏｏｐ测序方法研究了竹　鱼群体间的关系�通过对智利沿岸的两个群体
（Ｉｑｕｉｑｕｅ港和Ｖａｌｄｉｖｉａ港 ）和新西兰Ｔａｕｒａｎｇａ港口1个群体遗传距离分析显示�两两之间没有遗传差异
（0．00％ ）�三者同属一个种群。本研究中�总的遗传分化为－0．0242�即－2．42％的遗传变异来自群体
间�102．42％的遗传变异来自群体内�说明3个群体间不存在遗传分化�根据遗传距离分析也得到相同
结论�因此本研究初步认为�经济区内外群体之间并没有按照空间分布形成明显独立的群体�他们极有
可能为同一种群。
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