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基于线粒体COⅠ和16S rRNA基因序列比较分析

东海带鱼群体遗传多样性
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摘要:  测定了东海带鱼(Trichiurus  lepturus  Linnaeus)三个群体(命名为A: 122°32′E 29°55′N、B:  123°30′E
26°75N; C: 124°24′E 27°26′N)72个个体的线粒体DNA16S rRNA和COⅠ基因序列,通过单基因序列和联合序列

分析, 研究了东海带鱼群体的遗传变异情况。分别得到1130 bp的COⅠ基因序列片段和554 bp的16S rRNA序

列片段, 其中COⅠ基因片段的T、C、A、G含量分别为29.0%、28.9%、24.4%和17.7%; 16S rRNA基因片段

的T、C、A、G含量分别为22.7%、27.6%、28.0%和21.7%。基于线粒体16S rRNA、COⅠ和16S+COⅠ基因

序列分析, 72个个体中分别确定43个, 8个和49个单倍型, 存在单倍型共享现象。群体的单倍型多样性指数为

0.9766—0.9992, 显示了群体内的单倍型较为丰富。3个群体间各序列平均核苷酸差异数(K)在5.111—9.024和
0.0045—0.0076, 核苷酸多样性指数(π)为0.0048—0.0084, 显示不同带鱼群体遗传多态性丰富。使用邻接法构

建的分子进化树揭示同一群体内大部分个体聚在一起。分析结果表明, 群体A遗传背景比群体B、群体C较为

丰富, 群体内部个体差异大于群体间差异, 群体间基因交流频率较高, 遗传分化不明显, 初步判定东海带鱼3个
群体的遗传多样性偏低。
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带鱼(Trichiurus lepturus)隶属鲈形目(Perci-
formes), 带鱼科(Trichiuridae), 带鱼属(Trichiurus),
是东海区最重要的渔获对象, 其捕捞产量居于经济

鱼类产量之首。由于捕捞强度日益增大以及环境

因子变化, 东海带鱼资源面临巨大压力, 出现渔获

质量较差、群体组成小型化、性成熟提前以及年

龄结构失衡等现象, 开展带鱼种质资源研究工作刻

不容缓。

带鱼种群的适应能力、生存能力以及进化潜

力都与其遗传多样性有关联, 所以群体遗传多样性

分析是开展种质资源保护工作的前提和基础。线

粒体DNA分子量小、进化速度快, 突变形成的多态

位点可反映出群体遗传特征、种群分化等特点, 是

研究群体分化以及种质资源评估的理想手段
[1]
。线

粒体COⅠ基因进化速率快, 包含遗传进化信息量

大, 16S rRNA基因结构序列较为保守, 可以简便地

使用通用引物进行PCR扩增, 因此, COⅠ与16S
rRNA基因在生物群体遗传学中应用广泛

[2—7]
。

目前东海带鱼的研究主要集中在摄食
[8]
、资源

评估模型应用
[9]
、繁殖

[10]
、资源动态

[11]
等方面, 关

于东海带鱼分子标记群体分析, 仅见郑文娟等
[12]

基

于线粒体控制区分析3个舟山海域带鱼群体多样

性。本文基于线粒体COⅠ和16S rRNA基因对东海

海域3个带鱼群体进行比较分析遗传距离, 构建分

子系统树, 探讨东海带鱼不同群体基因交流情况,
以期从线粒体水平上了解东海带鱼资源的遗传背
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景, 为带鱼资源的合理开发提供参考数据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

本研究所用的东海带鱼样品由双拖船取自中

国东海海域不同的3个群体, 现场取其背部肌肉置

于酒精中保存, 并编号A、B、C, 每群体样本数、

采集地点、采集时间分别为群体A (19、122°32′E
29°55′N、2015年10月)、群体B (34、123°30′E
26°75′N、2016年4月)、群体C (19、124°24′E
27°26′N、2016年4月)置于超低温冰箱(–70℃)保存

备用, 具体采样情况见图 1(坐标系为WGS84)。
1.2    实验方法

基因组DNA的提取　　采用TIANamp Marine
Animals DNA Kit试剂盒推荐的方法提取带鱼基因

组总DNA, 通过0.8%的琼脂糖凝胶电泳检测其完整

性, 并用Nanodrop 2000测DNA的质量与浓度, 置于

–20℃保存。

线粒体COⅠ基因扩增及测序　　从GenBank
中下载带鱼线粒体COⅠ基因序列

[13], 运用Oligo7软
件

[14]
设计COⅠ基因PCR扩增引物: COⅠ-F: 5′-

CGTGGCAATTACCCGTTGATTCTTCT-3′和
COⅠ-R: 5′-GACTGCACTAAGACAAAGGCTGG
TT-3′(上海生工合成), 目的基因片段大小约1500 bp。
PCR扩增体系为25 μL, 包含2×Taq MasterMix(康维

世纪)12.5 μL, 模板DNA 100 ng, 10 μmol/L的引物

各1 μL, ddH2O补足至25 μL。PCR反应条件为:
94℃预变性5min; 94℃变性1min、50℃退火90s、

72℃延伸45s, 共35个循环; 最后72℃延伸10min。
PCR产物经1.2%琼脂糖凝胶电泳检测验证条带的

大小后, 送往上海杰李生物技术公司进行纯化和双

向测序。

线粒体16S rRNA片段扩增及测序　　所用引

物序列
[15]

为16S-F:5′-GCCTGTTTATCAAAAAC
AT-3′和16S-R:5′-CCGGTCTGAACTCAGATCA
CGT-3′(上海生工合成), 目的片段大小约600 bp。
PCR反应总体积为25 μL, 含有模板DNA 100 ng,
0.5 μL上、下游引物(10 μmol/L), 最后补充去离子

水至25 μL, 反应程序为: 94℃预变性2min, 然后进

行35个循环, 每个循环包括94℃ 45s, 50℃ 1min,
72℃  1min, 在最后一个循环结束后在72℃延伸

10min。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后委

托上海杰李生物公司进行正向测序。

1.3    数据处理

用ContigExpress Project[16]
对测序结果进行拼

接, 然后使用BioEdit[17]
对所得序列进行编辑及人工

核查。利用DnaSP 5.0软件
[18]

计算群体的单倍型

(H)、核苷酸多态位点数(S)、平均核苷酸多态性

(K)、核苷酸多样性指数(π)、遗传分化系数(Gst)与
固定系数(Fst), 进行Tajima中性检验

[19]
。用MEGA

5.0软件
[20]

分析序列碱基组成, 并使用Kimura two-
Parameter模型计算带鱼群体间的遗传距离, 利用邻

接法(Neighbor-Jioning, NJ)构建个体间的分子发育

进化树, 并采用Bootstrap 1000检验系统树各分支的

置信度。
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图 1    采样点地理位置

Fig. 1    Locations of the sampling stations
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2    结果

2.1    线粒体COⅠ和16S rRNA基因片段序列特征

分析

测序得到的目的片段经BioEdit比对及人工校

正去除序列端部不稳定部分, 并通过BLAST分析比

较, 确认得到1130 bp的COⅠ基因片段和554 bp的
16S rRNA基因片段。通过MEGA 5.0软件计算72个
带鱼样品的COⅠ和16S rRNA序列的碱基组成,
COⅠ基因序列碱基T、C、A、G和A+T的平均含

量分别为29.0%、28.9%、24.4%、17.7%和53.4%;
16S rRNA基因序列的碱基T、C、A、G和A+T的
平均含量分别为22.7%、27.6%、28.0%、21.7%和

50.7%, A+T含量均略高于C+G, 符合硬骨鱼类线粒

体DNA COⅠ和16S rRNA基因片段的碱基组成

特征。

16S rRNA基因片段共检测到8种单倍型(Hap
1—Hap 8), 8个多态位点, 约占总序列的1.44%, 包
括5个单一变异位点和3个简约信息位点(表 1)。其

中, 转换位点7个, 包含1个A/G转换, 位于241位点;
6个C/T转换 ,  分别位于169、170、232、256、
326以及329位点。1个A/T颠换, 位于320位点, 转换/
颠换率R为7。群体A、群体B、群体C共用3个单倍

型, 其余单倍型均为每个群体独享, 单倍型1在群体

中分布频率为79% (72个个体)。COⅠ基因序列检

测到43种单倍型, 多态位点49个, 约占总序列的

4.34%, 包括20个单一变异位点和简约信息位点

29个(表 2)。其中, 转换位点42个, 颠换位点7个, 无
插入/缺失位点, 转换/颠换率R为6。
2.2    群体遗传多样性分析

本实验将16S rRNA基因片段和COⅠ基因片段

合并为一条总长度为1684 bp (不包括插入/缺失)的
片段, 以用于群体遗传多样性分析。通过DnaSP

5.0软件统计带鱼群体16S rRNA、COⅠ和联合基

因序列遗传多样性参数(表 3)。
基于COⅠ基因片段, 群体A单倍型多样性(Hd)

最高(0.9983), 群体B与群体C的单倍型多样性相

近。群体A的平均核苷酸差异数(K)和核苷酸多样

性指数(P i)在3个群体中均最高 ,  分别为7.111和
0.0063, 其次为群体C (5.766和0.0051)、群体B
(5.111和0.0045)。基于16S rRNA基因片段, 群体

A的单倍型多样性(Hd)最高为0.4678, 群体B、群体

C相近。群体A平均核苷酸差异数(K)和核苷酸多样

性指数(Pi)分别为0.632和0.0011, 在3个群体中均处

于最高值, 群体C(0.596和0.0011)、群体B(0.512和
0.0009)次之。根据16S rRNA和COⅠ联合基因片

段, 群体A单倍型多样性(Hd)最高(0.9992), 群体B与
群体C的单倍型多样性接近。群体A的平均核苷酸

差异数(K)和核苷酸多样性指数(Pi)在3个群体中均

最高, 分别为9.014和0.0076, 其次为群体C (7.021和
0.0066)、群体B (6.732和0.0058)。根据各遗传多样

性参数比较3个群体, 线粒体单基因和联合基因片

段得出的结果一致。

2.3    遗传分化分析

群体内遗传分化　　基于带鱼COⅠ和16S rRNA
基因序列, 用MEGA 5.0构建NJ系统树(图 2、图 3),
拓扑图显示, 同一群体内大部分个体首先聚在一起,
存在不同群体间带鱼个体聚合, 这个现象与带鱼群

体内和群体间的遗传距离差异较小以及群体间的

遗传分化系数较低相一致。

群体间遗传分化　　基于COⅠ基因序列片段,
3个群体间, 群体A与群体C遗传距离最大(0.0061),
群体B与群体C种间遗传距离最小(0.0048), 这与群

体地理位置远近相符合, 群体A遗传距离最大, 其次

为群体B、群体C, 分别为0.0063、0.0051和0.0046
(表 4)。基于16S rRNA和联合16S rRNA和COⅠ基

表 1    带鱼单倍型16S rRNA基因序列片段及变异位点分布

Tab. 1    Variable sites of 16S rRNA gene sequence from different haplotypes of T. lepturus

核苷酸多态位点
Site

1 1 2 2 2 3 3 3 单倍型数分布
Distribution of haplotypes6 7 3 4 5 2 2 2

9 0 2 1 6 0 6 9 A B C

Hap1 T C T G C T C T 14 27 15
Hap2 . . . . . . . C 1 0 0

Hap3 . . . A . . . . 1 0 0

Hap4 C . . . . . . . 1 3 2

Hap5 . . . . T A . . 1 2 2

Hap6 . . . . . . T . 1 0 0

Hap7 . T . . . . . . 0 1 0
Hap8 . . C . . . . . 0 1 0
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因的遗传距离比较情况与线粒体DNA COⅠ基因

一致。

根据3个群体间遗传距离, 以南海带鱼
[21]

为外

群, 构建群体间的UPGMA系统树, 据图 4、图 5显
示, 基于COⅠ基因序列, 群体B与群体C首先聚成一

支, 接着与群体A聚类, 南海带鱼群体独立为一支。

基于16S rRNA基因序列聚类情况与COⅠ基因类

似, 但群体A与群体B和群体C的分化程度低, 3个群

体几乎聚在一起, 南海带鱼群体独立为一支。

通过DNAsp 5.0软件统计结果显示, COⅠ基因

片段和16S rRNA基因片段的总群体遗传分化系数

(Gst)为–0.00183和–0.01899, 群体总固定系数(Fst)为
0.04014和–0.02676, 基因流(Nm)为5.98和–9.59。如

表 5所示, 基于COⅠ基因片段, 3个群体间的遗传分

化系数(Gst)在–0.00787—0.00471, 平均为–0.00043;
固定系数(Fs t)范围–0.00750—0.06544, 均值为

0.03718; 总群体的Tajima’s D检测为负值, 不显著

(P>0.10); 基于16S rRNA基因片段, 遗传分化系数

表 2    带鱼单倍型COⅠ基因序列片段及变异位点分布

Tab. 2    Variable sites of COⅠ gene sequence from different haplotypes of T. lepturus

1 1 1 1 1

1 1 1 2 2 2 2 2 2 2 3 3 3 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 5 6 6 6 7 7 7 7 8 8 8 8 8 8 9 9 9 9 9 0 0 0 0 0

7 0 1 6 0 3 3 4 4 5 8 4 5 5 0 2 3 8 9 1 2 4 5 7 8 9 7 8 9 4 5 6 9 0 2 2 3 5 9 0 2 3 4 5 3 5 6 6 8

2 8 1 2 4 1 4 6 9 6 2 8 4 7 2 3 8 9 8 9 5 3 8 9 5 1 8 1 6 7 0 2 2 1 5 8 7 8 4 0 4 9 2 4 8 3 2 8 0 A B C

Hap 1 C C GAGT T T GG A C AC C T T T TA A AC C T T GAAC A C C C C T T AC G C C T C C C T C A 0 4 2

Hap 2 T . . . . . . . . . . . . . . . C . C . . . . . . . . G . . C . . . . . C GG . . . . . T . . . . 1 0 0

Hap 3 T . . . . . C . . . G . . . . . C . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . GG . . . . . T . . . . 1 0 0

Hap 4 T . . . . . . . . . . . . . . . C . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . T . . . . . . . 2 0 0

Hap 5 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 0 0

Hap 6 . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . T . . . . 1 1 1

Hap 7 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . C . . G . G . 1 0 1

Hap 8 . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 3 1

Hap 9 T . . . . . . . . . . . . . . . C . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . GG . . . . . T . . . . 1 0 0

Hap 10 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . C . . . . . . . . . . . . 1 0 0

Hap 11 . T . . . . C . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 0 0

Hap 12 . . . . . C . C A . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 0 0

Hap 13 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . A . . C . . G . G . 2 0 0

Hap 14 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . 1 2 2

Hap 15 T . . . . . . . . . . . . . . . C . C . . . . . C . . . . . . . . . . . . G . . . T . . T . . . . 1 0 0

Hap 16 T . . . . . . . . . . . . . . C C . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . T . . T . . . . 1 0 0

Hap 17 . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . G . A . . C . . G . G . 1 0 0

Hap 18 . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 1 0

Hap 19 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . G . A . . C . . G . G . 0 2 2

Hap 20 . . . . AC . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . 0 2 2

Hap 21 . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . T . . . . 0 1 0

Hap 22 . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 2 1

Hap 23 . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . A . . C . . G . G . 0 1 0

Hap 24 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . T . . . . 0 1 0

Hap 25 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . 0 1 0

Hap 26 . . . . . C . . A . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 1 0

Hap 27 T T . . . . . . . . . . . . A . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . T . . . . 0 1 0

Hap 28 T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 1 0

Hap 29 . . . . . C . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 1 0

Hap 30 T . . . . C . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 1 0

Hap 31 . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . 0 1 0

Hap 32 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 1 0

Hap 33 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 1 0

Hap 34 T T . . . . . . . . . . . T . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . T . . . . 0 1 0

Hap 35 . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . . . . . G . . . . . . T . . . G 0 1 0

Hap 36 . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 1 0

Hap 37 . . . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . T C . . . . . . . . . . . . G . A . . C . . G . G . 0 1 1

Hap 38 T T . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . C . . . . . . . . T . C . G . . . . . . T . . . . 0 1 1

Hap 39 . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . 0 0 1

Hap 40 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . 0 0 1

Hap 41 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C . . . . . . . . . . . . G . A T . C . . G . G . 0 0 1

Hap 42 . . C . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . 0 0 1

Hap 43 . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

核苷酸多
态位点

Site

单倍型分布
Distribution of

haplotypes

. 0 0 1
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(Gst)、固定系数(Fst)的范围分别–0.01672—(–0.1032)、
–0.03144—(–0.02283), 均值分别为–0.01399、
–0.02683; 总群体的Tajima’s D检测为负值, 不显著

(0.10>P>0.05)。

3    讨论

3.1    线粒体COⅠ和16S rRNA基因片段序列比较

分析

碱基组成分析表明, 带鱼COⅠ和16S rRNA基

因片段的A+T含量均微高于G+C含量, 符合硬骨鱼

相应序列特征, 与蒙子宁
[22]
、李鹏飞等

[23]
、肖永双

[24]

研究结果基本一致。本研究的带鱼群体COⅠ基因

序列共检测出49个变异位点, 占比对位点的4.34%,
变异程度高于16S rRNA基因序列检测到的8个变异

位点(1.44%), 这多是由于海洋动物线粒体DNA不

同区域核苷酸的突变速率或不同基因片段的选择

压力不同, 使得线粒体不同片段的核苷酸序列存在

差异
[25]
。

3.2    遗传多样性分析

3个带鱼群体的COⅠ和16S rRNA基因片段的

单倍型多样性(Hd)、平均核苷酸差异数(K)、核苷

酸多样性指数(Pi)分别为0.97692和0.38772、5.96088
和0.55595、0.00528和0.00101。蒙子宁

[22]
基于线粒

体DNA 16S rRNA标记(500 bp)对黄海带鱼(n=12)
多样性检测分析, 结果显示, 只检测到3个单倍型,
遗传距离(D)为0.001, 单倍型多样性指数(Hd)为
0.25, 核苷酸多样性指数(π)是0.00068; 李鹏飞等

[23]

对浙江近海水域带鱼群体(n=15)线粒体COⅠ基因

序列(609 bp)变异分析, 发现15个序列中有10个单

倍型, 转换/颠换率为5.5, 核苷酸多样性指数(π)为
0.00513。本实验对比于蒙子宁

[22]
、李鹏飞等

[23]
所

得的遗传距离以及核苷酸多样性指数相差无几, 平
均核苷酸多样性差异略高, 推测可能由于两研究的

试验样品数量不多。肖永双
[24]

对带鱼3个地理群体

[南海(n=20)、温州(n=20)、北海(n=14)]的D-loop区

表 3    带鱼不同群体内线粒体DNA单倍型多样度

Tab. 3    Haplotype diversity (H) of mtDNA in three populations of T. lepturus

遗传多样性参数
Diversity parameter A B C

单倍型数
Number of haplotypes (H) 17/6/18 25/5/28 15/3/17

单倍型多样性
Haplotype diversity (Hd) 0.9983/0.4678/0.9992 0.9768/0.3672/0.9814 0.9766/0.3743/0.9809

平均核苷酸差异数
Average number of nucleotide differences (K) 7.111/0.632/9.014 5.111/0.512/6.732 5.766/0.596/7.021

核苷酸多样性指数
Nucleotide diversity (Pi) 0.0063/0.0011/0.0076 0.0045/0.0009/0.0058 0.0051/0.0011/0.0066

注: 表格中数字分别为COⅠ参数, 16S参数和16S+COⅠ参数; 下同
Note: The numbers are COⅠ parameter, 16S parameter and combined 16S and COⅠ parameter in the table; the same applies below

Hap 25 (1B)
Hap 42 (1C)

Hap 24 (1B)
Hap 13 (2A)
Hap 21 (1B)

Hap 9 (1A)
Hap 33 (1B)

Hap 39 (1C)
Hap 32 (1B)
Hap 4 (2A)

Hap 43 (1C)
Hap 10 (1A)

Hap 17 (1A)
Hap 28 (1B)

Hap 36 (1B)
Hap 7 (1A, 1C)

Hap 19 (2B, 2C)
Hap 30 (1B)

Hap 29 (1B)
Hap 11 (1A)

Hap 26 (1B)

Hap 40 (1C)
Hap 6 (1A, 1B, 1C)

Hap 37 (1B, 1C)
Hap 41 (1C)

Hap 12 (1A)
Hap 22 (2B, 1C)

Hap 16 (1A)
Hap 18 (1A, 1B)

Hap 31 (1B)
Hap 20 (2B, 2C)

Hap 23 (1B)
Hap 5 (1A)

Hap 35 (1B)
Hap 38 (1B, 1C)

Hap 27 (1B)
Hap 34 (1B)

Hap 1 (4B, 2C)
Hap 8 (3B, 1C)

Hap 2 (1A)
Hap 3 (1A)

Hap 14 (1A, 2B, 2C)
Hap 15 (1A)
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图 2   基于COⅠ基因片段的NJ系统进化树

Fig. 2   The construction of phylogenetic trees based on Neigh-
bour-Joining (NJ) method for T. lepturus

Hap 2 (1A)
Hap 3 (1A)

Hap 4 (1A, 3B, 2C)
Hap 6 (1A)
Hap 7 (1B)

Hap 8 (1B)

 Hap 1 (14A, 27B, 15C)
Hap 5  (1A, 2B, 2C)

14

0.0005
 

图 3   基于16S rRNA基因片段的NJ系统进化树

Fig. 3   NJ phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences
of T. lepturus
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序列(556 bp)测序分析, 在54个个体中检测到40个
单倍型, 单倍型多样性指数(Hd)和核苷酸多样性指

数(Pi)分别为0.98±0.01和0.008±0.005; 郑文娟等
[12]

研究舟山海域带鱼(n=54)线粒体DNA D-loop区序

列(527 bp), 共检测到44个单倍型, 单倍型多样性指

数(Hd)是0.991, 核苷酸多样性指数(Pi)为0.012。肖

永双
[24]

、郑文娟等
[12]

得出的群体单倍型指数(Hd)和
核苷酸多样性指数(Pi)均明显高于本实验, 主要是

由于线粒体D-loop区进化速率高于线粒体DNA
COⅠ基因序列和16S rRNA基因序列。

如表 6所示, 与中国近海其他常见鱼类相比, 基
于COⅠ基因东海带鱼群体单倍型多样性以及核苷

酸算多样性水平较高。鉴于一般海洋鱼类线粒体

遗传信息单倍型多样性(Hd)、核苷酸多样性指数

(Pi)分别处于0.11—1.00、0.0008—0.0320[32], 基于

16S rRNA基因分析, 东海带鱼群体属于低单倍型、

低核苷酸多样性(Hd<0.5, Pi<0.005), 基于COⅠ基因

带鱼群体单倍型较高, 核苷酸多样性仍较低, 综合

单倍型多样性(Hd)、平均遗传距离(D)、群体遗传

多样性指数(P i)等参数, 基于线粒体COⅠ和16S

表 4   带鱼群体间和群体内平均遗传距离

Tab. 4   Genetic distances among and within populations of T. lepturus

群体
Populations A B

群体内
Intraspecific

A 0.0063/0.0011/
0.0079

B 0.0058/0.0010/
0.0072

0.0046/0.0009/
0.0060

C 0.0061/0.0011/
0.0084

0.0048/0.0010/
0.0057

0.0051/0.0011/
0.7012

表 5    带鱼群体遗传分化系数Gst (上三角)与固定系数Fst (下三角)

Tab. 5    Gst values (above the diagonal) and Fst values (below the diagonal) among populations of T. lepturus

群体
Population A B C

A 0.00471/–0.01032 0.00188/–0.01672
B 0.06544/–0.02283 –0.00787/–0.01494
C 0.05361/–0.02623 –0.00750/–0.03144

注: 斜线左侧为COⅠ参数, 右侧为16S rRNA参数
Note: left slash for COⅠ parameter, right slash for 16S rRNA parameter

表 6    海洋鱼类COⅠ基因遗传多样性

Tab. 6    The genetic diversity of marine fish in COⅠ gene

种类
Species

基因区域
Gene region

单倍型多样性
Haplotype diversity

核苷酸多样性
Necleotide diversity

参考文献
Reference

大黄鱼
Larimichthys crocea COⅠ 0.915 0.00412 陈淑吟等

[26]

小黄鱼
L. polyactis COⅠ 0.912±0.020 0.00430±0.00032 王肇霖

[27]

日本黄姑鱼
Nibea japonica COⅠ 0.642 0.003 Chai等[28]

鮸状黄姑鱼
N. miichthioides COⅠ 0.584 0.002 Chai等[28]

鲳鱼
Pampus argenteus COⅠ 0.571 0.004 彭士明等

[29]

四指马鲅属
Eleutheronoma COⅠ 0.6486±0.1023 0.000407±0.001673 邓春兴

[30]

蓝点马鲛
Scomberomorus niphonius COⅠ 0.792±0.089 0.0027±0.0027 曹艳等

[31]

东海带鱼
Trichiurus lepturus COⅠ 0.97692 0.00528 本实验研究

B

C

A

0.01

Trichiurus\nanhaiensis

 
图 4   基于COⅠ基因序列带鱼群体间UPMGA系统树

Fig. 4   Construction of a distance tree with the Unweighted Pair
Group Method with Arithmatic Mean (UPGMA) among popu-
lations of T. lepturus based on COⅠ gene sequences

0.005

B

C

A

Trichiurus\nanhaiensis

 
图 5   基于16S rRNA基因序列带鱼群体间UPMGA系统树

Fig. 5   UPMGA phylogenetic tree among populations of T.
lepturus based on 16S rRNA sequences
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rRNA基因发现东海带鱼遗传多样性水平不高。

3.3    群体间遗传结构

鉴于Shaklee等[33]
提出的鱼类在属、种和种群

三级水平上遗传距离分别是0.9、0.30和0.05的分类

依据, 3个带鱼群体间均未达到种群的分化标准。

3个带鱼群体与南海带鱼的COⅠ和16S rRNA基因

序列的遗传距离分别0.11412和0.04907, 结果显示

COⅠ基因能够较好区分东海带鱼和南海带鱼, 而
线粒体16S rRNA基因序列标记则未能区分。

基于COⅠ基因片段, 群体B与群体C之间的遗

传分化系数(Fst)出现负值, 说明群体B与群体C内部

差异大于群体间差异, 群体B与群体C之间未发生

遗传分化, 推测可能由于2个群体是随机交配的群

体, 群体B虽处于闽东渔场, 但距离群体C(温台渔

场)较近, 且群体B与群体C均处于东海带鱼索饵场

与越冬场重叠区内
[34], 两群体间交流较为频繁造

成。基于16S rRNA基因片段, 群体间的遗传分化系

数均为负值, 推测可能由于3个带鱼群体的线粒体

16S rRNA基因序列较为保守、变异率低, 群体间分

化程度较低导致。郑文娟等
[12]

、肖永双
[24]

分析带

鱼群体线粒体控制区遗传多样性也得到群体间遗

传分化系数为负值的结果。基于2个基因片段各群

体遗传参数比较, 群体A在3个群体中遗传学背景最

为丰富, 群体B遗传最稳定, 主要原因可能是群体

A处于舟山渔场, 距离东海中部外侧中心越冬场较

近, 且每年春季, 东海南部越冬带鱼群体向东北方

向洄游至舟山渔场产卵, 是不同带鱼群体的交汇区

域。带鱼分布广泛、长距离迁移能力强, 产卵、索

饵、越冬均产生洄游, 一定程度上会缩小了群体间

的差异。此外, 东海带鱼属于多次性产卵类型、鱼

卵具有漂浮型, 产卵期间可排卵2—3次, 一般第1次
与第2次排卵时间间隔约1个月

[35], 这为带鱼群体间

基因交流提供了时间和空间上的便利, 造成群体间

遗传分化程度不显著。

东海带鱼渔获量一直位于我国海洋捕捞鱼类

首位, 因带鱼资源被过度开发, 产量急剧下降。随

着执行伏季休渔制度、启动东海带鱼国家级水产

种质资源保护区、开展“一打三整治”工作、引进

TAC及ITQ制度等一系列措施的实施, 东海带鱼产

量逐渐稳定在年产8×108 kg, 但根据东海区渔业资

源动态监控网浙江站近年(2012—2015年)渔业资源

动态调查监控资料来看
[36], 东海带鱼资源量波动剧

烈, 远未恢复到常年水平。故而, 在今后带鱼的资

源管理和利用中, 继续以保护带鱼群体的遗传资源

为中心, 合理控制捕捞力度, 避免人为基因渗透导

致带鱼群体遗传多样性的丢失, 实现带鱼种质资源

的可持续利用。除此之外, 采用其他分子技术或选

择DNA其他基因区域获取多组序列数据进行全面

评估东海带鱼群体的遗传多样性水平以及开展人

工繁育等研究对于带鱼资源的持续利用也尤为重要。
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A COMPARATIVE ANALYSIS ON THE GENETIC DIVERSITY OF
TRICHIURUS LEPTURUS

BIAN Guang-Ming1, 2, WANG Na-Ling1, HU Ze-Hui1, WANG Yue-Bin1, HU Cheng-Shuo1 and CHAI Xue-Jun1

(1. Zhejiang Marine Fisheries Research Institute, Marine and Fisheries Institute of Zhejiang Ocean University, Key Laboratory of
Mariculture & Enhancement of Zhejiang Province, Zhoushan 316021; 2. Changdang Township Agricultural Technology Extension

and Service Center of Sheyang Country, Yancheng 224322, China)

Abstract: Asingle gene fragment and combined nucleotide sequences for two gene fragments of mitochondrial DNA
(mtDNA), which were 16S ribosomal RNA (16S rRNA) and cytochrome oxidase c subunit 1 (COⅠ), were analyzed
for three populations of Trichiurus lepturus (T. lepturus, designated by A, B, and C). The length of 16S rRNA gene of
mtDNA and COⅠ was 1130 and 554 bp, respectively. These two gene fragments were combined together to form a
gene fragment with the length of 1684 bp for the purpose of subsequent genetic diversity analysis. The average con-
tents of nucleotides T, C, A, and G were 29.0%, 28.9%, 24.4% and 17.7%, respectively in the mtDNA COⅠgene,
while those mean contents were 22.7%, 27.6%, 28.0% and 21.7% respectively in 16S rRNA gene. In this study, 43, 8,
and 49 haplotypes were defined in 72 individuals by using single and combined gene fragments, in which haplotypes
were shared among the mentioned populations. The diversities of haplotypes varied between 0.9766 and 0.9992, indi-
cating that the abundance of haplotypes was within different populations. The nucleotide differences and the nucleotide
diversity in each population were in the ranges of 5.111—9.024 and 0.0045—0.0076, respectively. Genetic distances
among the populations varied from 0.0048 to 0.00084. These results indicated that genetic diversity in three popula-
tions of T. lepturus was considerable. The construction of phylogenetic trees based on Neighbour-Joining (NJ) method
showed that several individuals in the same population were aggregated. The achieved findings also indicated that high
frequency of gene transfer among different populations resulted in low genetic differentiation. Population A contained
richer genetic background than that of populations B and C. The difference within different populations was higher
compared to among various populations. It could be concluded that the three mentioned populations of T. lepturus had
low genetic diversity based on single and combined mtDNA genes.

Key words: Trichiurus lepturus; COⅠ; 16S rRNA; Genetic diversity
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