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摘要! 为研究青石斑鱼种群遗传结构以实现资源保护和可持续利用!实验采用 6-$技术对

东山湾水域 9/ 尾青石斑鱼种群的线粒体 4%&"9L4%&#470//3 区全序列进行扩增并测序!

序列长度为 198 B4 2/3 X3!变异很大!这可能是由于 9Q端含有数目不等的重复序列单元

"C232:L<2T?2@B2?@;L!$*##或者由于碱基的插入和缺失造成的% 按照 $*#数目的不同!把

9/ 个青石斑鱼样本分为 / 大类(2$*#类"占 441/H# $/$*#类 "占 ::15H# $5$*#类 "占

441/H# % 采用 N,J&" I2C<;/@ /13#和 4@:*6" I2C<;/@ 513#软件对序列进行分析!结果显

示!9/ 条序列的 E$-$&和 J碱基平均含量分别为 //15H$4:1/H$/915H和 4/11H!共发

现 9/ 种单倍型!包括 4:1 个多态位点!单倍型间平均遗传距离为 31341 :!单倍型多态性

"A

A

#为 41333!核苷酸多态性"

#

#值为 3134: 2% 研究表明!东山湾青石斑鱼种群的遗传多

样性处于中等水平%

关键词! 青石斑鱼' 线粒体 4%&' 470//3' 遗传多样性' 东山湾

中图分类号! G/5:' *14:1566666666 文献标志码(&

66青石斑鱼 #6#().#/.1*+$=,$'$$隶属于鲈形

目#62CB;R/C92$" 科 #*2CC:@;A:2$"石斑鱼亚科

#,3;@23>20;@:2$"石斑鱼属#6#().#/.1*+$

&4 72'

"俗

称青斑或土斑"为我国海产名贵经济鱼类( 由于

过度捕捞"青石斑鱼资源日益衰退"主要表现为雌

雄比例失调)捕捞数量减少)种群规模降低)种群

年龄结构呈负增长型等"尤其是大个体的雄鱼极

难获得
&/ 75'

( 目前"青石斑鱼人工繁殖大多在遗

传背景不明的情况下无序发展"导致我国对青石

斑鱼种质资源和遗传多样性的研究发展缓慢( 同

时"人们对青石班鱼遗传背景也缺乏深入的了解"

造成了亲鱼的误选)误配"以致种间混交
&9'

"从而

在亲鱼选配时造成近亲繁殖"降低了种苗的遗传

多样性"影响了其适应性与生活力( 当前国内外

对青石斑鱼的研究主要方向是生物学特性和生态

习性)人工繁育)配合饵料)病害以及增养殖学

等
&/"8 71'

( 对于青石斑鱼种群遗传结构方面的研

究至今未见报道"本实验选取我国盛产青石斑鱼

地区之一
&43'

的东山湾海域的青石斑鱼种群"对研

究东山湾的种质资源及其遗传多样性具有代表

意义(

线粒体 4%&#9;L/B>/@AC;:04%&"9L4%&$

中的 470//3 区#控制区$不编码蛋白质"受到的

选择压力较小"进化速率远高于其他区域"普遍

应用于种群遗传学分析
&44 745'

( 本实验通过测定

东山湾青石斑鱼种群的 9L4%&470//3 区全长

序列"分析其种群遗传结构"为青石斑鱼的遗传

育种以及长期可持续利用提供基础数据和理论

基础(

46材料与方法

!'!(实验材料

青石斑鱼采集于福建东山岛和漳浦间的东山

湾海域"租用游钓船垂钓得到野生种群"共获得
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9/ 尾青石斑鱼( 取实验鱼肌肉组织并用 19H乙

醇固定后"运回实验室保存(

!')(实验方法

基因组 4%&提取和 6-$扩增66采用苯

酚5氯仿抽提法
&9'

提取 9/ 尾鱼的肌肉基因组

4%&( 以提取后的 4%&为模板"利用 9L4%&的

470//3 区 引 物 进 行 扩 增" 引 物 为 4'(4! 9Q7

&J&J-J--JJE-EEJE&&&-7/Q和 4'$4! 9Q7

JEJ--EJ&E&--&J-E--EE7/Q( 6-$反应的

模板 4%&约为 433 @M"反应体系总体积为 93

%

'"含有 43 @,U H$P 8?RR2C9

%

'"A%E6<2

%

'

#各 219 99/05'$"上下游引物各 4

%

'#23

%

9/05

'$",U H$P 酶 31/

%

'#9#5

%

'$"双蒸水补至 93

%

'( 6-$的反应条件为 15 K预变性 5 9;@"15

K变性 59 <"92 K退火 59 <":2 K延伸 4 9;@"/9

个循环"最后 :2 K延伸 43 9;@"扩增产物经 4H

的琼脂糖凝胶电泳检测(

经电泳割胶回收 6-$产物后用试剂盒#上海

申能$纯化"然后与 3#-97E载体#上海生工$连

接"转化感受态细胞 4+

3

9"筛选出阳性克隆子"

经扩大培养后提取质粒"用 N4/ 引物在自动测序

仪#&330;2A 8;/<O<L29</:/3"上海英俊$进行正反

双向测序(

数据处理及分析66以 J2@8:@V 中其他鲈

形目鱼类的 9L4%&全序列为参考"以 L$%&

6C/

结

束和 L$%&

6>2

起点找到 470//3 区序列的起点和终

点"得到 470//3 区序列后使用 -0?<L:0W软件
&49'

进行对位排列"并在 *,&.),Y 程序
&48'

中对序列

辅以人工校正( 用 N,J&#I2C<;/@ /13$计算碱基

组成并应用 P;9?C:双参数法计算遗传距离
&4:'

(

利用 4@:*6# I2C<;/@ 513$软件统计单倍型及多态

位点#F$)计算单倍型多样性#A

A

$)平均核苷酸差

异数#7$及核苷酸多样性#

#

$"计算类群间及整个

种群的固定指数#J

<L

$

&40'

"再按照 YC;M>L的 J

<L

法

计算 反 映 基 因 流 强 度 的 类 群 每 代 迁 移 数

#Q

9

$

&41'

"计算公式!

J

<L

<45#4 =5Q

9

$"Q

9

#R$ <#4 7J

<L

$ 55J

<L

(

26结果

)'!(东山湾青石斑鱼种群的 29$%&$ID88F区

全序列特征

青石斑鱼种群的9L4%&470//3 区经6-$扩

增) 回 收) 克 隆) 测 序" 得 到 的 序 列 提 交 至

J2@8:@V" 获 得 的 序 列 号 为 ,#2/8953 B

,#2/8912( 本实验 9/ 个样本的 9L4%& 470//3

区全序列为 198 B4 2/3 X3"序列长度变异很大"

主要因其 9L4%&470//3 区 9Q端包含数目不等的

重复序列单元#C232:L<2T?2@B2?@;L"$*#$以及有

碱基的插入和缺失所致( E)-)&和 J碱基平均

含量分别为 //15H)4:1/H)/915H)4/11H"其

中 &=E的含量 #8010H$明显高于 J=-含量

#/412H$"说明青石斑鱼的 9L4%&470//3 区碱

基组成具有较为明显的偏倚(

)')(重复序列

青石斑鱼种群的 9L4%&470//3 区序列的 9Q

端包含数目不等的 $*#"而且不同个体所包含的

$*#数目有所不同"9/ 个青石斑鱼样本按照 $*#

数目的不同分为 / 大类!含有 2$*#的青石斑鱼

样本 8 个 #占 441/H$" /$*# 为 54 个 # 占

::15H$"5$*#为 8 个#占 441/H$( 对重复序列

分析发现"在同一个体的 $*#中"除了最后一个

$*#变异相对较大"其余 $*#之间基本无变异"

不 同 个 体 之 间 的 $*# 变 异 较 小( 通 过 用

$%&<LC?BL?C2I2C<;/@ 51/

&23'

对其重复序列单元的

二级结构进行分析"发现其能形成茎环结构"稳定

性强(

)'+(青石斑鱼种群遗传多样性分析

为了避免 $*#对遗传多样性的分析结果产

生偏差"实验对青石斑鱼种群遗传多样性分析

按照 $*#数目把种群分为三大类群!2$*#类)

/$*#类和 5$*#类"经 4@:*6# I2C<;/@ 513 $软

件检测"三大类群的单倍型多样性 #A

A

$均为

41333"9/ 尾青石斑鱼属于不同的单倍型( 多态

位点 # F$ 因类群而异"其中以 /$*#类最高)

2$*#类最低"平均核苷酸差异数 #7$及核苷酸

多样性指数 #

#

$均为 5$*#C/$*#C2$*##表

4$ ( 在采集的青石斑鱼 9L4%&470//3 区序列

中"9/ 个样本共检测出 4:1 个变异位点"占全部

序列 的 4512:H( 各 类 群 内 的 遗 传 距 离 为

3134/ 3 B31340 2#表 2 $ ( 青石斑鱼各种群间

平均遗传距离最大的是 5$*#类和 /$*#类"为

31320 :( 整个东山湾青石斑鱼种群的平均 J

<L

和 Q

9

值分别为 31250 和 21249#表 /$ (

4:24
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表 !(东山湾青石斑鱼种群 29$%&$ID88F区序列的遗传多样性参数

,-.'!(Q3E391#61G30419; F-0-2393048743V53E#3487$ID88F03B18E1E@8$A,$*$ F8F5D-918E

类群

MC/?3

样本数

<:9302@?9X2C

单倍型数

@?9X2C/R

>:30/LO32<# /$

单倍型多样性

>:30/LO32

A;I2C<;LO#A

A

$

多态位点

@?9X2C/R

3/0O9/C3>;B<;L2<# F$

平均核苷酸差异数

:I2C:M2@?9X2C/R

@?B02/L;A2A;RR2C2@B2<#7$

核苷酸多样性指数

@?B02/L;A2

A;I2C<;LO#

#

$

2$*# 8 8 41333 /2 441/// 31344 1

/$*# 54 54 41333 4/0 4819:1 31349 5

5$*# 8 8 41333 95 22188: 31340 9

合计 L/L:0 9/ 9/ 41333 4:1 481281 3134: 2

表 )(东山湾青石斑鱼种群类群内和

类群间的遗传距离

,-.')(Q3E391#6149-E#3N19:1E-E6

.39N33E@8$A,$*$ B085F4

类群 MC/?3 2$*# /$*# 5$*#

2$*# ]1]!+ ]

/$*# 31324 1 ]1]!> )

5$*# 31329 3 31320 : ]1]!X )

表 +(东山湾青石斑鱼类群间的 ?

49

"左下角#和

B

2

值"右上角#

,-.'+(,:3G-D5387?

49

".3D8N61-B8E-D#-E6

B

2

"-.8G361-B8E-D#.39N33E@8$A,$*$ B085F4

类群 MC/?3 2$*# /$*# 5$*#

2$*# 31939 31525

/$*# 31//4 91:4:

5$*# 31/:4 31354 1

/6讨论

+'!(青石斑鱼种群 29$%&$ID88F区重复序列

的意义

青石斑鱼种群的 9L4%&470//3 区序列的 9Q

端包含数目不等的 $*#"2 $*#类群与其他两个

类群的基因交流都比较贫乏#Q

9

?4$"初步推测"

含有 2 个$*#可能是9L4%&470//3 区重复序列

的一种较原始形式"其他 $*#都可能是通过基因

重排演化而来( 关于鱼类 9L4%&470//3 区研究

已 有 不 少 的 例 子" 如 小 鲤 # &"#'().11$

+#(1,#2.'$$

&24'

) 鲈属
&22'

)鲟形目
&2/'

)粘鲈#<.'!$

I1*9($2(1(+$

&25'

) 亚 洲 龙 鱼 # F!1.',#$4.+

I,'0,+*+$

&29'

)鲚属
&28'

等"重复片段一般介于几十

X3 到几百 X3 之间"而一般 9L4%&470//3 区序列

差异主要源于数目不等的 $*#"唐文乔等
&28'

研究

鲚属中的短颌鲚 # &,(1($ %'$!/"4)$2/*+$)刀鲚

#&,(1($ )$+*+$和湖鲚#&,(1($ )$+*+2$(/*.)+(+$三

种鱼的线粒体控制区"其序列差异主要源于以 /0

X3 为基本单位的 $*#"三者之间的遗传距离较

小"仅为 31344 B31323(

因为 9L4%&470//3 区是一个不编码蛋白质

的序列"所以该区域受进化的压力较小"积累的突

变较多( 9L4%&470//3 区基因存在串联重复序

列而产生的异质性"可弥补由于遗传漂变和选择

造成的遗传多样性丧失"对维持物种的生存有一

定的作用
&2:'

( 本研究青石斑鱼种群中出现数目

不等的 $*#从而造成了青石斑鱼的异质"这种异

质现象是青石斑鱼遗传变异的一种方式"不仅可

以增加青石斑鱼的遗传多样性"而且可为青石斑

鱼的起源)进化和分布格局的研究奠定基础(

+')(东山湾青石斑鱼种群的遗传多样性水平

从遗传和进化角度看"一个物种的遗传多样

性与其适应能力)生存能力和进化潜力等密切相

关
&20'

"通过遗传多样性的研究能从本质上揭示物

种的起源)变异和进化( 在遗传多样性分析中"采

样的空间和数目对遗传多样性参数估算有着重要

影响"样品覆盖面积占整个群体分布面积的比例

越大和取样数目越多"对遗传参数估算引起的偏

差越小
&21'

( 本研究中的青石斑鱼样本均采集于

东山湾海域"从取样地点和样本数量看"本研究结

果对评估东山湾野生青石斑鱼种群的遗传多样性

具有较高的可信度(

单倍型间的核苷酸多态性#

#

$和平均遗传距

离是衡量一个种群9L4%&遗传变异的两个重要指

标
&/3'

( 从数值上看"东山青石斑鱼种群的
#

值

#3134: 2$比我国东部水系#黑龙江地区)长白山地

区)古黄河地区$的细鳞鲑 #L'$!/"0"+2$G1.),7$

#31333 9 B 31335 8 $

&/4'

和 滇 池 金 线
"

#F(),!"!1,!/.(1*+4'$/$0($种群鱼#31343 54$

&/2'

的高"比黄海蓝点马鲛种群#3132: 4$

&//'

低"介于

中间值状态( 上述结果与种群动态密切相关"细

鳞鲑)青海湖裸鲤#31330 2/$

&/5'

处于较为封闭的

水体"基因交流相对贫乏( 东山湾位于台湾海峡

2:24
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的南部"繁殖温度适宜"鱼类种群交流可能比黄海

频繁( 从分布范围和交流程度上分析"东山湾青

石斑鱼的遗传多样性应比黄海蓝点马鲛高"但由

于资源的开发"导致了种群相对缩小( 加之人工

放流或逃逸出来的*人工苗+基因通过遗传渐渗"

又相对降低了遗传多样性( 所以"从
#

值来看"

东山青石斑鱼遗传多样性比滇池金线
"

高"而比

黄海蓝点马鲛低( 另外"由 /$*#类群和 5$*#

类群的较低 J

<L

#31354 1$和较高 Q

9

值 #91:4:$

得出结论"这两类群间的遗传分化很低"存在较大

的基因交流(

从遗 传 距 离 来 分 析" 相 比 青 海 湖 裸 鲤

#3134 B3132$"黄海蓝点马鲛#31332 B31391$而

言"东山湾青石斑鱼种群各样本间 :>1,,# 基因的

遗传距离 # 31334 B31355 $ 介于中间值状态(

$>/A2<等
&/9'

基于 / 个多态微卫星位点对中西部

太平洋的 9 333 V9 范围的清水石斑鱼 # 6?

#,1"#/.7$B(,)$种群遗传结构进行研究"其遗传距

离为 31322 1 B3142/ /%&@L/C/ 等
&/8'

基于 5 个多

态微卫星位点对泰国和印度尼西亚海域的 8 个种

群 293 尾斜带石斑鱼#61!,(,(B.+$的遗传多样性

进行研究"发现斜带石斑鱼的遗传多样性指数较

低"其遗传距离为 31348 B31308%蒙子宁等
&/:'

利

用 $&64技术分析了斜带石斑鱼亲本以及 2334

年)2335 年孵育的 2 批子代群体的遗传多样性"

发现人工养殖不仅使斜带石斑鱼遗传多样性逐年

下降"而且群体间的遗传距离也较小#31349 5 B

313/5 :$( 由此可见"东山湾青石斑鱼种群遗传

距离值比人工养殖的斜带石斑鱼略高"而相对其

他两种野生的石斑鱼的遗传距离值偏低( 董秋芬

等
&/0'

利用 4/ 个青石斑鱼微卫星分子标记对我国

南海海域 1 种石斑鱼进行了遗传多样性的研究"

认为青石斑鱼的遗传多样性处于中等水平( 鉴于

以上核苷酸多态性#

#

$和遗传距离值的比较"本

实验的东山湾青石斑鱼种群遗传多样性应为中等

水平(

+'+(青石斑鱼的物种保护

以往对青石斑鱼种群的遗传多样性参数评估

较少"所以本实验所得的东山湾青石斑鱼种群遗

传多样性参数缺少一定的参照"也难以判断近年

来因过度捕捞以及人工放流对青石斑鱼遗传多样

性的影响程度( 由于大量未性成熟的青石斑鱼被

捕捞)有效种群规模日益减小)雌雄比例的失调以

及近亲繁殖等原因"青石斑鱼种群遗传多样性下

降"如不及时实施保护很可能像大黄鱼野生种群

一样最终几乎绝迹( 根据.233: 年世界自然保护

联盟濒危物种红色名录/"青石斑鱼已被列入其

中"但其濒危等级为数据缺乏"所以加紧对青石斑

鱼的资源调查与遗传评估等方面的研究刻不容

缓( 本研究所得到的青石斑鱼种群的遗传结构特

征对青石斑鱼自然种群的保护和遗传多样性的监

测"以及人工繁育#引种)人工繁殖)杂交等$有重

要的指导意义(
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