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摘　要：利用ＰＣＲ技术扩增我国 3个不同海域 （渤海湾、东海的舟山海域、南海的广东沿海 ）银鲳 （Ｐａｍｐｕｓ
ａｒｇｅｎｔｅｕｓ）线粒体 ＣＯⅠ的基因片段�得到长度为604ｂｐ的片段�比较分析了3个不同地区48尾银鲳线粒体
ＣＯⅠ基因序列的变异和遗传结构。结果显示�48条序列共检测出多态性位点30个�其中简约信息位点6个�
各群体内的多态性位点分别为渤海8个、舟山26个、广东1个；48个个体具有18个单倍型�单倍型多样性和
核苷酸多样性分别为 0．6622和 0．0028。ＡＭＯＶＡ分析结果表明�群体间的遗传变异占总遗传变异的
－1．03％�而101．03％的遗传变异源于群体内�3群体总的遗传分化指数 （ＦＳＴ）为 －0．0103 （Ｐ＞0．05）。此
外�研究结果还显示�群体间遗传分化指数与遗传距离均非常低。分析得出：基于银鲳线粒体 ＣＯⅠ基因的序
列分析�单倍型多样性以东海群体最高 （0．8009）、渤海群体其次 （0．7000）、南海群体最低 （0．2000）�而3群
体核苷酸多样性则均较低 （＜0．005）；分子变异分析未检测出我国3个野生银鲳群体间存在遗传分化现象。
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　　银鲳 （Ｐａｍｐｕｓａｒｇｅｎｔｅｕｓ）作为我国主要的海产经济鱼类之一�广泛分布于我国沿海地区�北起渤海
南至南海均有银鲳分布。由于银鲳具有较高的经济食用价值�近些年来的过度捕捞致使世界范围内银
鲳资源明显减少 ［1］。因此�出于满足银鲳的巨大市场需求及其资源恢复的目的�近些年来具有银鲳资
源的国家 （如中国、科威特等 ）均开始了针对银鲳人工育苗与养殖的项目攻关�并均取得了较好的研究
成果 ［2－6］。然而�截至目前�尚未见有关银鲳遗传背景方面的研究报道。而研究分析银鲳的遗传背景�
评估其遗传多样性现状�对于银鲳的品种选育和遗传改良、遗传多样性保护及可持续利用等均具有重要
的理论和应用价值。由于ＣＯＩ基因进化速度较快�可适合于种群水平遗传多样性的检测�也可用于种
间分析。因此�本研究采用线粒体ＤＮＡＣＯＩ基因对我国北部、东部和南部海域3个银鲳群体的遗传多
样性进行了研究分析�以期为我国银鲳资源的合理开发利用提供科学的参考依据�并为未来我国银鲳的
遗传育种与良种选育提供基础资料。
1　材料与方法
1．1　样品收集

分别从渤海湾 （Ｂ）、东海的舟山群岛 （Ｅ）、南海广东 （Ｓ）附近海域各采集银鲳标本16、22、10尾。渤
海湾、舟山群岛、南海广东银鲳标本的平均叉长分别为14．2ｃｍ、15．8ｃｍ、16．5ｃｍ�平均体重分别为
97．5ｇ、113．3ｇ、120．1ｇ。分别取背部肌肉组织�置于95％乙醇中保存�存放于－20℃中保存待用。
1．2　ＤＮＡ的提取、扩增及测序

分别银鲳样品中取0．1ｇ肌肉用于提取总ＤＮＡ。总ＤＮＡ的提取采用常规的酚-氯仿方法 ［7］�ＤＮＡ
经沉淀、洗涤并干燥后�溶于50μＬＴＥ缓冲液中�于－20℃中保存备用。

扩增所用引物为�ＣＯⅠａ：5′-ＡＧＴＡＴＡＡＧＣＧＴＣＴＧＧＧＴＡＧＴＣ-3′�ＣＯⅠｂ：5′-ＣＣＴＧＣＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧ
ＡＹＣＣ-3′每个ＰＣＲ反应总体积为50μＬ�其中29．6μＬ超纯水、5μＬ10×ＰＣＲ缓冲液、2μＬ10ｍｍ
ｄＮＴＰｓ、5μＬ25ｍｍＭｇＣｌ2、4μＬ10ｍｍ引物 （各2μＬ）、0．4μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶、4μＬ模板ＤＮＡ。在
ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲ仪 （9700）上进行ＰＣＲ反应�反应程序为：94℃预变性5ｍｉｎ�然后进行35个循环 （94℃
30ｓ�55℃45ｓ�72℃1ｍｉｎ）�72℃延伸10ｍｉｎ�10℃保温。ＰＣＲ产物用1．5％琼脂糖凝胶电泳分离�
ＥＢ染色�凝胶成像系统观察。

ＰＣＲ产物经纯化后�在全自动基因测序分析仪ＣＥＱ8000（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ�ＵＳ）上进行测序�测序
所用引物为扩增引物。
1．3　序列分析

利用ＣｌｕｓｔａｌＸ ［8］程序对ＤＮＡ序列进行多重对位排列并辅以手工校正。用ＭＥＧＡ4．0软件 ［9］分析
不同序列间的碱基组成、变异位点、简约信息位点等�并计算群体间的遗传距离。用ＤＮＡＳＰ4．0 ［10］计算
单倍型多态性和核苷酸多样性等遗传多样性指数。使用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ3．0 ［11］进行分子变异等级分析
（ＡＭＯＶＡ分析 ）。
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2　结果
2．1　不同群体ＣＯＩ基因序列特征及其单倍型分布

本研究对银鲳3群体48个样本线粒体ＣＯＩ基因进行了序列测定�通过比对并经过人工校正后获得
604ｂｐ的片段用于分析。48个样本共检测到多态位点30个�其中简约信息位点6个�转换位点16个�
颠换位点10个�转换与颠换同时存在的位点4个。银鲳3群体平均的核苷酸碱基组成为Ｃ＝21．33％、
Ｔ＝33．94％、Ａ＝25．87％、Ｇ＝18．86％。

银鲳3群体48个样本共计获得18个单倍型�其中3群体共享单倍型只有1个 （单倍型1） （见表
1）。渤海群体 （Ｂ）具有5个特有单倍型�东海舟山群体 （Ｅ）具有9个特有单倍型�广东群体 （Ｓ）10个样
本共有2个单倍型�其中1个 （单倍型18）为其特有单倍型 （表1）。

表1　18个单倍型在银鲳群体中的分布
Ｔａｂ．1　Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ18ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｉｎｓｉｌｖｅｒｐｏｍｆｒｅｔｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

群体
单倍型

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Ｂ 9 1 1 1 1 1 1 1
Ｅ 10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1
Ｓ 9 1

2．2　不同群体遗传多样性及其遗传分化
银鲳3群体遗传多样性的分析结果显示�群体 Ｂ、Ｅ具有较高的单倍型多样性�分别为0．7000、

0．8009�而群体Ｓ的单倍型多样性较低�为0．2000。3群体核苷酸多样性与平均核苷酸差异数均比较
低 （表2）。分子变异等级分析 （ＡＭＯＶＡ）结果显示�群体内存在很高的遗传变异 （101．03％ ）�而群体间
遗传分化非常小 （ＦＳＴ＝ －0．01032�Ｐ＞0．05�表3）。此外�由群体间的遗传分化指数与遗传距离同样
可以看出3群体间的遗传距离 （均小于0．005）与遗传分化指数 （ＦＳＴ为负值 ）均非常小 （表4）。由此表
明�根据线粒体ＣＯＩ基因的序列分析�银鲳3群体间并无明显的遗传分化现象。

表2　银鲳3群体的遗传多样性指数
Ｔａｂ．2　Ｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｔｈｒｅｅｓｉｌｖｅｒｐｏｍｆｒｅｔｐｏｐｌｕｔｉｏｎｓ

群体 样本数 单倍型多样性 核苷酸多样性 平均核苷酸差异数

Ｂ 16 0．7000±0．1274 0．0020±0．0015 1．2167±0．8166
Ｅ 22 0．8009±0．0879 0．0045±0．0027 2．6883±1．4865
Ｓ 10 0．2000±0．1541 0．0003±0．0005 0．2000±0．2691
总计 48 0．6622±0．0796 0．0028±0．0019 1．6888±1．0067

表3　银鲳群体分子变异分析结果
Ｔａｂ．3　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｖａｒｉａｎｃｅ（ＡＭＯＶＡ）ｆｏｒｔｈｅｓｉｌｖｅｒｐｏｍｆｒｅｔｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

遗传差异来源 自由度 遗传变异元素 占总变异百分比

群体间 2 －0．00868Ｖａ －1．03
群体内 45 0．85005Ｖｂ 101．03
总计 47 0．84137 100

　　注：ＦＳＴ＝ －0．01032�Ｐ＞0．05

表4　银鲳3群体间的遗传分化指数ＦＳＴ（左下角 ）及遗传距离 （右上角 ）
Ｔａｂ．4　ＧｅｎｅｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｄｅｘＦＳＴ（ｂｅｌｏｗｄｉａｇｏｎａｌ）ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ（ａｂｏｖｅｄｉａｇｏｎａｌ）

Ｂ Ｅ Ｓ

Ｂ 0．003 0．001
Ｅ －0．00112 0．002
Ｓ －0．00383 －0．02678
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3　讨论
线粒体基因由于其进化速率快�呈母系遗传�种群之间的遗传差异易于被检出�被认为是评估群体

遗传变异以及区别不同自然种群之间有效的遗传标记�并已在许多物种得到应用。ｍｔＤＮＡ基因组内不
同的区域进化速度存在差异�适合不同水平的进化研究。已有研究证实�脊椎动物线粒体蛋白编码基因
中ＮＤ4、ＮＤ5、Ｃｙｔｂ和ＣＯＩ含有良好的系统发育信息 ［12］。由于ＣＯＩ基因进化速度较快�可适合于种群水
平差异的检测�也可用于种间分析。目前�细胞色素氧化酶基因 （ＣＯＩ、ＣＯＩＩ）作为鱼类遗传标记的研究
则较少�国内主要在鲤科 ［13－14］�鲷科 ［15］等鱼类上有相关报道。国外研究学者目前已将线粒体ＣＯＩ基因
作为一种基于ＤＮＡ水平的鱼类品种鉴定工具�如某些鳐属鱼类 ［16］、鲭科鱼类 ［17］。本研究运用线粒体
ＣＯＩ基因分析了我国北部、中部、南部海域银鲳群体的遗传多样性�研究结果可在一定程度上揭示我国
银鲳资源当前的遗传背景。结果显示�利用ＣＯＩ基因可以检测到银鲳群体较多的多态位点与单倍型类
型�但3群体的核苷酸多样性均较低�遗传多样性以东海与渤海群体较高、广东群体较低�表明ＣＯＩ基
因可以作为检测银鲳群体遗传结构的一种分子标记。我们用相同的样本材料以Ｄ-ｌｏｏｐ基因为分子标
记所得出的结果表明�各群体同样具有较高的单倍型多样性与较低的核苷酸多样性�这在一定程度上支
持了利用ＣＯＩ基因所得出的研究结果�同时也肯定了线粒体ＣＯＩ分子标记作为检测银鲳群体遗传多样
性的有效性。研究结果还显示�尽管在3群体48个样本中共检测出18种单倍型�其中共享单倍型一个
（单倍型1）�但是�单倍型1则是3群体中各自的主要单倍型类型�其在群体Ｂ、Ｅ、Ｓ中的出现频率分别
为56．25％、45．45％、90％。由此可以初步得出�基于ＣＯＩ基因分子标记分析�银鲳3群体间遗传差异
较小。

研究结果显示�银鲳群体Ｂ、Ｅ具有较高的单倍型多样性�但群体Ｓ的单倍型多样性较低�原因可能
在于群体Ｓ的样本量较小。已有的资料表明�庞大的种群数量、环境的不均一性以及适于种群快速增长
的生活习性是维持自然种群内较高单倍型多样性的基础 ［18］。对于银鲳种群�我国沿海自北到南均有分
布�较大的种群数量可能是其维持较高遗传多样性的原因。研究结果还显示�银鲳群体其核苷酸多样性
较低。Ｇｒａｎｔ与Ｂｏｗｅｎ［19］通过对海水鱼类线粒体ＤＮＡ序列的遗传变异分析�将海水鱼类根据不同单倍
型多样性与核苷酸多样性间的组合分成了4种类型：第一种类型是较低的单倍型多样性 （＜0．5）与较
低的核苷酸多样性 （＜0．005）、第二种类型是高的单倍型多样性与低的核苷酸多样性、第三种类型是低
的单倍型多样性与高的核苷酸多样性、第四种类型是高的单倍型多样性与高的核苷酸多样性。本试验
的结果 （除群体Ｓ外 ）属于第二种类型。对于海水鱼类�庞大的种群数量往往是其维持较高遗传多样性
的主要基础之一 ［20］。因此�银鲳群体之所以具有较高的单倍型多样性�原因可能在于目前我国的银鲳
资源相对较为丰富�而较低的核苷酸多样性则是由于银鲳群体各单倍型之间序列差异较小。此外�已有
的研究表明�鲸鲨 （Ｒｈｉｎｃｏｄｏｎｔｙｐｕｓ）（ｈ＝0．90�π＝0．005） ［21］、尖吻鲭鲨 （Ｉｓｕｒｕｓｏｘｙｒｉｎｃｈｕｓ）（ｈ＝0．76�π
＝0．0035）、西北太平洋毛鳞鱼 （Ｍａｌｌｏｔｕｓｖｉｌｌｏｓｕｓ）、红拟石首鱼 （Ｓｃｉａｅｎｏｐｓｏｃｅｌｌａｔａ）与西大西洋小沙丁鱼
（Ｓａｒｄｉｎｅｌｌａａｕｒｉｔａ） （ｈ＝0．79～0．98�π＝0．0029～0．0068）均属于上述的第二种类型 ［19］。
分子变异等级分析 （ＡＭＯＶＡ）的结果显示�遗传变异基本来源于群体内�而群体间的遗传变异非常

小�这表明�基于线粒体ＣＯＩ基因的序列分析�银鲳3群体间并无明显的遗传分化现象。群体间较小的
遗传分化指数 （ＦＳＴ）与遗传距离同样证明了银鲳3群体间没有明显的遗传分化。由于银鲳属于洄游性
海水鱼类�长距离的洄游特性可能是导致其各群体间无明显遗传分化的原因之一。当然�从一个基因评
估银鲳不同群体的遗传多样性差异和确定遗传标记远远不够�必须结合其它基因标记�如Ｃｙｔｂ基因、
Ｄ-ｌｏｏｐ序列以及核基因序列等�进行综合分析以得到更多的序列信息�最终获得更全面、客观的结论。
因此�当前应结合运用多种分子标记方法�弄清我国范围内银鲳资源的遗传背景�对于今后更加合理地
开发利用我国的银鲳资源�使其达到可持续利用的目的具有重要的现实意义。

4014期　　　　　　　　　　彭士明�等：银鲳3个野生群体线粒体ＣＯⅠ基因的序列差异分析
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