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摘要! 对 : 种鲤养殖品种的线粒体 $,+R 基因部分序列进行测定!并比较分析其遗传多样性和

系统进化关系!结果获得 917 RM 的 $,+R 序列!其中 N$-$&$D的平均含量分别为 161:E$

1812E$1810E$3917E!&?N含量 "7617E#高于 D?-含量 "9/17E#!翻译为 393 个氨基

酸!其中突变多数存在于缬氨酸和异亮氨酸之间 "两个氨基酸都为不带电荷的疏水性氨基

酸#!其变异不影响 $,+R 的功能!说明该蛋白是一个进化缓慢的蛋白!适合用于遗传进化分

析% 392 个个体中共检测到 9 个单倍型!其中 0717E的个体属于单倍型 +3M 1!而单倍型 +3M

3 主要分布在 / 种表现型为镜鲤的品种% &2".&分析结果和利用 O;:<4318M343:GHG4模型

分析的系统发育关系结果表明!德国镜鲤$散磷镜鲤和松浦红镜鲤亲缘关系较近!而蓝鳞鲤$荷

包红鲤抗寒品系和高寒鲤亲缘关系较近%

关键词! 鲤& 遗传多样性& 细胞色素 R

中图分类号! F/9/1/

?

7& *83019444444 文献标志码'&

44 鲤 # $,7&(41-)%&7(. $" 隶 属 于 硬 骨 鱼 纲

#"AHG;?IHI=GA$" 鲤 形 目 # -=M4;B;@/4:GA$" 鲤 科

#-=M4;B;J3G$"鲤属#$,7&(41-$"养殖历史悠久"是

我国养殖范围最广泛的淡水经济鱼类之一
(3 51)

'

经过半个多世纪的品种开发"其养殖品种越来越

多' 如散鳞镜鲤为 387: 年从苏联引进"经几十年

选育而来%德国镜鲤为 38:9 年从联邦德国引进"

是欧洲野鲤的鳞被基因发生突变后经选育而来%

高寒鲤是从 3808 年开始经过约 37 年的时间"采

用杂交和雌核发育相结合的方法"将黑龙江野鲤

的耐低温&荷包红鲤的耐高密度养殖和镜鲤的生

长快等优良性状综合到一起选育出的抗寒力高&

生长速度快的新品种%荷包红鲤抗寒品系是 3808

年开始以黑龙江野鲤和江西婺源的荷包红鲤杂交

而来%松浦镜鲤是 38:6 年至 3882 年在黑龙江水

产研究所松浦试验场用该所选育的散鳞镜鲤和联

邦德国引进的德国镜鲤进行品系间杂交而来"且

于最近又经选育得到松浦镜鲤良种%松浦红镜鲤

是 1233 年审定通过的新品种"为荷包红鲤和散鳞

镜鲤杂交后代中分离而来%而蓝鳞鲤是黑龙江野

鲤和红镜鲤杂交 (

3

的后代
(/ 57)

' 由于不同品种

之间的杂交育种"各品种间的系统进化关系较混

乱"不利于杂交种的管理和新品种的培育"而且随

着种质资源的利用"各品种有出现种质退化的现

象"遗传特性有待改善'

动物的遗传多样性是动物进化和适应环境的

基础"群体的遗传多样性越丰富"适应环境变化的

能力就越强"而遗传多样性的丧失"对生存于不稳

定环境中的动物群体是极大的威胁"所以"对鲤各

养殖品种之间的进化关系和遗传多样性分析非常

必要"有助于保持各优良品种的优势基因"且对鲤

鱼品种的开发和管理具有十分重要的理论价值和



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

/ 期 肖同乾"等!: 种鲤养殖品种线粒体 $,+R 基因的遗传多样性和系统进化分析 44

现实意义' 目前"对鲤科鱼类种属间的进化关系

研究较多"而对鲤不同地理群和养殖品系的研究

较少"之前多利用鲤的形态学特征对其进行系统

学研究
(6)

"而这些特征所提供的分辨效果相对较

差"且特别容易受到外界环境等因素的影响使系

统进化信息产生误差' :H5%&具有比核基因快

的进化速度和一级结构歧化的特点"因此成为研

究近缘种间和种内群体遗传分化的重要遗传标

记' 其中 $,+R 基因倍受关注"其长度约为 3 392

RM"具有一定的保守性"且进化速率适中"足以阐

明种间的系统分化关系"也可进行种内水平的研

究"O34H3THAGT

(0)

已通过实验加以验证"且在各物

种的研究中得到广泛应用
(: 532)

'

本实验以 : 种鲤养殖品种共 392 个个体作为

研究对象"采用 7-$测序的方法获得线粒体 $,+

R 部分序列"通过对测序结果的分析"讨论鲤各养

殖品种间的系统发育关系和遗传多样性"旨在为

各养殖品种的种质遗传资源的客观评价&种质资

源的保护和合理开发利用提供理论依据'

34材料与方法

$%$&实验材料

选取来自黑龙江水产研究所松浦实验站的 :

种鲤养殖品种为研究对象"包括松浦鲤 #*7$ 11

尾&散磷镜鲤#*'$32 尾&德国镜鲤#5!$31 尾&松

浦红镜鲤#+!$39 尾&荷包红鲤抗寒品系#+O$37

尾&高寒鲤#D+$19 尾&松浦镜鲤#*!$13 尾&蓝鳞

鲤#''$ 11 尾"共 392 尾"分别取其尾鳍"02E乙

醇保存于 512 K冰箱'

$%'&实验方法

基因组 5%&提取44基因组 5%&的提取

采用传统的酚氯仿抽提的方法
(33)

'

7-$扩增与测序44采用 X;3/ Y8+设计的

引物 #'39019! 7]8D&-NND&&&&&--&--DNND8

/]" +37398! 7]8--N-&D&&DD&N&NNNDN--N-8

/]$

(31)

"扩增各养殖品种的 $,+R 基因' 引物由上

海生工生物公司合成' 7-$反应体系为 72

!

'"

包括混合 R<@@G4/6

!

'&上下游引物#32

!

:/06'$

各 217

!

'&模板 5%& 1

!

'&2%A 5%&聚合酶 1

#"加适量灭菌水' 扩增反应均在 7, 8022 型

7-$仪#7,公司$上完成"反应条件!89 K 预变

性 0 :;B%89 K /2 A"62 K /2 A"01 K /2 A"共 16

个循环%01 K延伸 7 :;B' 7-$产物经 1E琼脂

糖凝胶电泳检测后由上海生工生物工程技术服务

有限公司纯化后测序'

序列分析44测序后"将序列输入 -0<AH30X

31:/ 软件
(3/)

进行序列的对位排列"并加以人工

校对"截取相同长度的部分序列用于群体遗传分

析"用 5B3*7T17

(39)

软件计算单倍型和核酸多态

性"利用软件 &40GS<;B /133 中的分子方差分析

#&2".&$计算群体间的遗传分化' 用 2,D&

912

(37)

软件分析序列的碱基组成和差异百分比&

变异位点&简约信息位点数&转换6颠换值"根据

O;:<43双参数模型计算各群体间的遗传距离

#9$' 根据群体间的遗传距离"利用 2,D& 912

软件构建群体间系统发生关系的 %!#%G;LIR/48

!/;B;BL$聚类树"采用 9//HAH43M#重复数 @3 222$

检验分子系统树各分支的置信度'

14结果

'%$&核苷酸和氨基酸序列的特征

将所得序列在 DGB93BP 中 903AH"结果确定此

为鲤鱼线粒体的 $,+R 基因的部分序列' 所有序

列经 -0<AH30X比对并加以人工校对后"共截取

917 RM 序列用于群体遗传分析' 因 *!32 个体测

序结果污染"加以去除后共 3/8 个个体' 经

2,D&912 分析"此序列可编码 393 个氨基酸"保

守位点为 93: 个"变异位点为 0 个"简约信息位点

为 / 个"在序列的 30: </98 RM 之间所有群体都

无变异位点' 测得的所有序列 N&-&&&D的含量

分别为 161:E&1812E&1810E&3917E"其中 &?

N含量#7617E$高于D?-含量#9/17E$"转换6

颠换值为 :11'

将所选核苷酸序列翻译为氨基酸序列"并在

%-9)上比对后"确认为正确的氨基酸序列"加上

在 %-9)上下载的金鱼的 $,+R 所编码的部分氨

基酸序列"经2,D&912 比对后"发现 : 个变异位

点"/ 个简约信息位点"其中氨基酸变异主要存在

于缬氨酸和异亮氨酸之间"极少数在赖氨酸和异

亮氨酸之间'

'%'&单倍型及核苷酸多样性

所有群体的 $,+R 基因可分为 9 个单倍型"

111/E个体属于单倍型 +3M 3"绝大多数个体

#0717E$属于单倍型 +3M 1"少数个体#3199E$

属于单倍型 +3M /"极少个体#2101E$属于单倍

型 +3M 9#表 3$' 散鳞镜鲤&德国镜鲤和松浦红镜

79/



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

444 水4产4学4报 /0 卷

鲤以单倍型 +3M 3 为主且单倍型 +3M3 主要分布

在这 / 个品种中#占 0911E$"松浦鲤&高寒鲤和

松浦镜鲤以单倍型 +3M 1 为主"荷包红鲤抗寒品

系和蓝鳞鲤只存在单倍型 +3M 1"松浦镜鲤中存

在全部 9 种单倍型'

单倍型数 # 4

I

$ 为 3 <9 个"单倍型多样性

#B

J

$在#21222 C21222$和#2176: C21338$之间"

核苷酸多样性 #"

;

$在 #21222 22 C21222 22$和

#21221 67 C21221 10$之间"其中荷包红鲤抗寒

品系和蓝鳞鲤的多样性为 2"除荷包红鲤抗寒品

系和蓝鳞鲤外"其他所有品种的 N3C;:3EA5中性

检验值的变化范围为 531933 29 <31070 73"中性

检验结果显示均不显著 #"A213 或 213 A"A

2127$"符合中性突变#表 1$'

表 $&基于线粒体 ,-78基因的各群体的单倍型数

758%$&]5C@:GIC2=F>:E 25;JC:C<@5GA:3=85=2D:3,-78B232:FEG()*

单倍型

I3M0/H=MG

群体 M/M<03H;/B

总数 H/H30 *7 *' 5! +! +O D+ *! ''

DGB93BP 登录号

3??GAA;/B B/1

+3M 3 /3 / 0 0 8 1 / !X86/61:

+3M 1 327 38 / 7 7 37 11 39 11 !X86/618

+3M / 1 1 !X86/6/2

+3M 9 3 3 !X86/6/3

表 '&基于线粒体 ,-78基因的遗传多样性

758%'&1232GA;DAH2>=AGI 2=GAE5G2=85=2D:3,-78B232:FEG()*

群体

M/M<03H;/B

4

I

B

J

# C*5$ "

;

# C*5$

中性检验 BG<H430;H= HGAH

N3C;:3EA5 "

*7 1 21190 C2132: 21223 36 C21222 86 521110 68 "A2132

*' 1 21960 C213/1 21221 12 C21223 10 312/1 88 "A2132

5! 1 217/2 C21206 21221 72 C21223 3: 31070 73 2132 A"A2127

+! 1 21987 C212:: 21221 /9 C21223 31 3177/ 0/ "A2132

+O 3 21222 C21222 21222 22 C21222 22 2 2

D+ 1 21378 C21289 21222 07 C21222 89 521::8 :8 "A2132

*! 9 2176: C21338 21221 67 C21221 10 531933 29 "A2132

'' 3 21222 C21222 21222 22 C21222 22 2 2

注!4

I

1单倍型数%B

J

1单倍型多样性%"

;

1核苷酸多样性'

%/HGA!4

I

1B<:RG4/@I3M0/H=MGA% B

J

1I3M0/H=MGJ;TG4A;H=% "

;

1B<?0G/H;JGJ;TG4A;H=1

'%+&群体遗传分化

利用 $,+R 基因比较各群体间的遗传分化"

&2".&结果表明"遗传差异主要来自群体内

#681/3E$"少数来自群体间#/2168E$#表 /$' 各

群体的遗传变异 D

AH

分析"结果显示"松浦红镜鲤&

德国镜鲤和散磷镜鲤之间的 D

AH

值为负"这 / 种鲤

鱼与其他 7 种鲤鱼之间的 D

AH

值为 21393 :7 <

21011 11"表现品种间分化差异显著 #"B2127$

#表 9$'

表 +&基于线粒体 ,-78基因的 *!Q̂ *分析结果

758%+&7J2>2=<@G:F*!Q̂ *85=2D:3,-78B232:FEG()*

变异来源

A/<4?G/@T34;3H;/B

自由度

J5

平方和

A<: /@AS<34GA

方差分量

T34;3B?G?/:M/BGBHA

总变异百分比

MG4?GBH3LG/@T34;3H;/B

群体间 3:/BL M/M<03H;/BA 0 3:17::

213/6 69 .

3

/2168

"""

群体内 V;HI;B M/M<03H;/BA 3/3 921938

21/2: 77 .

R

681/3

"""

总数 H/H30 3/: 781220 21997 3:

%/HGA!

"

"B2127"

""

"B21227"

"""

"B212231

69/



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

/ 期 肖同乾"等!: 种鲤养殖品种线粒体 $,+R 基因的遗传多样性和系统进化分析 44

表 ,&基于 ,-78基因的各群体间的 <

=G

和基于 NAE<>5 双参数模型计算的各群体之间遗传距离

758%,&7J2<

=G

5E:3B C:C<@5GA:3=85=2D:3,-78B23253DB232GA;DA=G53;2:F

25;JC:C<@5GA:3;5@;<@5G2D85=2D:3NAE<>5 '"C5>5E2G2>E:D2@

+! *7 D+ *! '' +O 5! *'

+!

21928 16

"

21739 7/

"

21127 /0

"

21/89 21

"

216/7 22

"

521207 0: 5212:7 01

*7 2122/ 5212/2 96 21210 63 212/6 80 21267 21

21/92 /0

"

219:7 /0

"

D+ 2122/ 21223 2120: :0 2127/ :9 21237 66

21979 11

"

21786 3/

"

*! 2122/ 21221 21221 212/9 // 21376 83

21393 :7

"

21173 /3

"

'' 2122/ 21223 21222 21223 21288 31

21//3 9:

"

21998 :/

"

+O 2122/ 21223 21222 21223 21222

217:2 91

"

21011 11

"

5! 21221 2122/ 2122/ 2122/ 2122/ 2122/ 52126: 88

*' 21221 2122/ 2122/ 21229 2122/ 2122/ 21221

注!对角线以下为群体间的遗传距离"对角线以上为群体间的 D

AH

"

"

表示显著性水平 "B2127'

%/HGA!3R/TGHIGJ;3L/B30;AD

AH

"RG0/VHIGJ;3L/B30;ALGBGH;?J;AH3B?G"

"

;BJ;?3HGJ A;LB;@;?3B?G"B21271

'%,&遗传距离和系统进化树的构建

利用 $,+R 基因序列"采用 2,D&912 软件"

根据 O;:<43双参数模型计算各群体之间的遗传

距离#9$"结果显示蓝鳞鲤&荷包红鲤抗寒品系和

高寒鲤之间的遗传距离为 2"且各群体之间的遗

传距离为 21223<21229#表 9$'

根据各群体间的遗传距离构建的系统进化关

系结果显示"蓝鳞鲤&荷包红鲤抗寒品系和高寒鲤

聚为一支"松浦红镜鲤&德国镜鲤和散磷镜鲤聚为

一支后再与松浦镜鲤聚为一支"松浦鲤独立一支'

图 $&基于 ,-78基因的遗传距离的 )M 树

SAB%$&)M G>22F>:E GJ2B232GA;DA=G53;285=2D:3,-78B232:FEG()*

/4讨论

+%$&核苷酸序列和氨基酸序列

随着对线粒体基因研究的不断深入"研究发

现脊椎动物在核内存在线粒体基因的拷贝序列"

它们以假基因的形式存在"无编码功能"与其对应

的线粒体基因相比"具有不同的进化模式"但同样

也可以被通用引物扩增出来' 在本研究中"测序

得到的所有序列"经 9'&*N比对后确认为鲤线

粒体的 $,+R 序列"无假基因现象'

所有 $,+R 序列的 &?N的含量#7617E$明

显高于 D?-的含量#9/17E$

(36)

' N&-&&&D的

含量分别为 161:E&1812E&1810E&3917E"表

现出明显的反 D现象' 一般当转换6颠换值小于

112时"则认为该基因的突变已达到饱和"受进化

噪音影响的可能性大"在系统进化分析时需进行

加权分析
(30)

"而本研究中所有群体 $,+R 部分序

列的转换6颠换值为 :11"明显大于 112"所以该

$,+R 序列可以进行系统发育分析' 本研究还发

现所有个体在序列的 30: RM 到 /98 RM 之间都没

有核苷酸变异"因此"推测这段序列编码的氨基酸

可能与其功能紧密相关'

截取序列所编码的氨基酸序列分析结果显

示"氨基酸变异主要发生在缬氨酸和异亮氨酸之

间"缬氨酸和异亮氨酸都为不带电荷的疏水氨基

酸"它们之间的变异不影响 $,+R 的疏水性和带

电荷数"因此更能说明 $,+R 是一个进化缓慢的

蛋白"适合于遗传进化的分析'

+%'&单倍型及核苷酸多样性分析

由单倍型分析中得出"0717E的个体属于单

倍型 +3M 1"且每一个群体中都含有单倍型 +3M

1"因此单倍型 +3M 1 应是各养殖品种的主要单倍
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型"其它单倍型可能由此单倍型演变而来"但因所

取样本为养殖群体"所以是否适应于野生群体还

需实验加以确认"不过由于本研究所取样本量大"

群体数量多"所以其结果有较大的可信度' 由表

1 可以看出"单倍型 +3M 3 主要分布在散鳞镜鲤&

德国镜鲤&松浦红镜鲤中"且在这 / 种鱼中都占多

数"而这 / 种鱼都为镜鲤种"因此"推测单倍型

+3M 3 应主要存在于镜鲤种'

每个群体的单倍型多样性分析得出松浦镜鲤

的遗传多样性最高#2176: C21338$"这是由于该

松浦镜鲤为最近几年新选育出来的良种"种质保

存较好' 本研究测得的松浦鲤的单倍型多样性

#21190 C2132:$比赵莹莹
(36)

测得的松浦鲤多样

性#21:22 C21322$降低很多"由此可以看出"松

浦鲤存在一定的遗传退化"在之后的育种中应加

强基因交流和种群管理以保证其遗传多样性' 而

蓝鳞鲤和荷包红鲤抗寒品系只含有单倍型 +3M

1"其遗传多样性极低"这可能是因为 $,+R 基因

比较保守所致' N3C;:3EA5检验结果发现"散鳞

镜鲤&德国镜鲤和松浦镜鲤的 N3C;:3EA5检验值

为正值"暗示着此 / 种鱼在进化的过程中可能经

历了平衡选择的作用"且发现松浦鲤&高寒鲤和松

浦镜鲤虽为负值却不显著"据此推测该 6 个品种

在较近的历史时期没有出现种群扩张和持续增长

模式"种群大小保持相对稳定的状态
(3:)

'

+%+&群体遗传分化和系统发育关系

基于 $,+R 基因的 &2".&分析结果表明"

遗传差异主要来自于群体内"说明这 : 种群体间

存在较少的分化' 本研究中"松浦红镜鲤&德国镜

鲤和散磷镜鲤之间的 D

AH

值为负"表明这 / 种鱼之

间没有遗传分化"这可能因这 / 种鱼都为镜鲤种

且 $,+R 基因较保守所致' 这 / 种鱼与其他品种

的 D

AH

值为 21393 :7 <21011 11"表明它们之间存

在一定的遗传分化"可作为不同的亚种来对待'

基于 $,+R 部分基因各群体间的遗传距离分析得

出蓝鳞鲤&荷包红鲤抗寒品系和高寒鲤之间的遗

传距离为零"表明这 / 种鱼的亲缘关系很近"与其

它几个种群的亲缘关系较远"与 &2".&分析结

果一致'

由基于 $,+R 基因的遗传距离的 %!树可以

看出"蓝鳞鲤&荷包红鲤抗寒品系和高寒鲤聚为一

支"荷包红鲤抗寒品系为黑龙江野鲤和荷包红鲤

杂交后再通过选育而来
(/)

"高寒鲤是黑龙江野

鲤&荷包红鲤&德国镜鲤和散鳞镜鲤多次杂交&回

交而来"蓝鳞鲤为黑龙江野鲤和红镜鲤杂交而

来
(7)

"而这 / 种群体都以黑龙江野鲤作为其中一

个亲本"聚类结果与它们的育种背景相一致' 德

国镜鲤&散磷镜鲤和松浦红镜鲤聚为一支"这与单

倍型分布表中得出的结果一致"都说明德国镜鲤&

散磷镜鲤和松浦红镜鲤亲缘关系很近"然后与蓝

鳞鲤&荷包红鲤抗寒品系和高寒鲤距离较远' 松

浦鲤与高寒鲤相同"是以黑龙江野鲤&荷包红鲤&

德国镜鲤和散鳞镜鲤 9 个品种为亲本多次杂交&

回交获得的品种
(/)

"而聚类结果中松浦鲤处于独

立一支"既不处于德国镜鲤一支也不处于荷包红

鲤抗寒品系一支"这说明松浦鲤已与其亲本形成

一定的遗传差异' 松浦镜鲤为德国镜鲤和散磷镜

鲤杂交而来
(9)

"与聚类结果中松浦镜鲤处于紧靠

/ 种镜鲤的一支相一致' 该聚类结果可以帮助我

们明确 : 种鲤养殖品种的系统进化关系"为之后

新品种的培育和养殖品种的管理提供了理论

依据'

由单倍型分布和聚类分析结果可以看出"$,+

R 基因无法把 : 种鲤养殖品种完全分开"只能分

成两个比较明显的分支"说明只依靠 $,+R 基因

还无法完全了解鲤养殖品种之间的系统进化关

系"在之后的研究中"应结合其它适于遗传分析的

基因#如 $G

&

&9E'..7 区&36< 4$%&基因等$联

合分析其系统进化关系"得出的结果会更加准确%

另外"线粒体上有关序列作为标记分析"仅代表母

源差异"对于种内杂交而来的鲤不同品种而言"还

需要选取基因组 5%&标记来分析父源的遗传差

异对目标品种遗传多样性的影响"这样才能全面

评估现有鲤品种间的真实关系和总体遗传多样性

状态'
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