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摘要! 根据 $%%@ 年 < 月到 #% 月我国大型鱿钓渔船在东太平洋#D#7@rY@=7@rT!D7@r+Y

##7!r0$秘鲁和哥斯达黎加外海作业期间采集的样本!利用线粒体 ;+,细胞色素 9 基因的

<$= PN部分序列!分析了采自秘鲁 < 个采样点和哥斯达黎加 ! 个采样点的 #"" 个个体的序列

多样性与种群遗传结构" 结果显示!<$= PN片段中发现了 #: 个变异位点!#"" 个个体出现 =!

个单倍型" 序列多样性分析结果揭示!#"" 个个体的平均单倍型多样性指数为 %7D<!!核苷酸

多样性指数为 %7%%! :@" 群体间共享 : 个单倍型!秘鲁外海茎柔鱼群体享有最多特有单倍型

#$% 个$" 分子方差分析揭示!D$7<%m的遗传变异性出现在种群内%群体间的 A

0W

分析揭示部

分秘鲁群体与哥斯达黎加群体!部分秘鲁群体间存在着显著的遗传分化%而哥斯达黎加群体内

部不存在显著的遗传分化"

关键词! 茎柔鱼% 细胞色素 9% 遗传结构% 系统发育树

中图分类号! Z!=<% 0@#<&&&&&&&文献标志码',

&&茎柔鱼#H#+-:-"*+D-D'+$为大洋性浅海种"分

布在中部太平洋以东的海域)#*

"即 !<rY=%r+到

="rY=<r0以东沿着赤道扩展到 #=%rT 一带水

域"范围甚广)$*

+ 茎柔鱼个体大小差异很大"种

群结构也极其复杂)$*

+ 21*1,*;W等)!*阐述了

#@D% 年 # 月到 @ 月在加利福尼亚海湾调查的茎

柔鱼可分为 " 个群体+ +20/0

)=*认为可将茎柔鱼

的成年个体分为 ! 个群体!小型群#胴长 $%% Y

$!% EE$"中型群#胴长 !=% Y="% EE$"大型群

#胴长h=:% EE$+ ,*d)2--20等)"*在对 #@@$

年秘鲁水域茎柔鱼进行的种群结构研究中"将茎

柔鱼分为 $ 个群体"胴长i=@% EE的小型群和胴

长h"$% EE大型群"其中也指出很少捕获到按

+20/0分群方法的小型群"可能因为小型群仅在

赤道分布的缘故+ +/dU,W,--/+等):*将茎柔

鱼按胴长的大小分为 ! 个体型群!小型群#成年雄

性胴长 #!% Y$:% EE"成年雌性 #=% Y!=% EE$'

中型群#雌雄分别是 $=% Y=$% EE和 $D% Y:%%

EE$'大型群#雄性 h=%% Y"%% EE或 h""% Y

:"% EE"雌性
'

# %%% EE$+

近年来"一些学者将分子生物学方法引入茎

柔 鱼 种 群 结 构 研 究 中+ 0,+;(4,-C

3,0W2--,+(0等)<*利用随机扩增多态性 ;+,

#*,?;$分子标记分析了采自东太平洋 D 个位点

的茎柔鱼"研究其种群遗传结构"建议将东太平洋

茎柔鱼以赤道为界分为南方和北方 $ 个地理群+

线粒体;+,遵守严格的母系遗传"无遗传

重组"通常能够全面反映种群内和种群间的遗传

变异"被广泛地用于探讨种群遗传结构及遗传多

样性研究)D*

+ 细胞色素 9#QI_5Q̀ 5̂E]9"3I_9$

基因的结构和功能在E_;+,的 #! 个蛋白质编码

基因中被了解得最为清楚)@*

"且进化速度适中"

因此在动物群体与进化遗传学中的应用较为广

泛)#%*

+ 本文采用线粒体 ;+,细胞色素 9 基因
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<$= PN的序列为标记"对分布于秘鲁和哥斯达黎

加的茎柔鱼进行了种群遗传结构研究"为更好地

理解茎柔鱼种群遗传结构并进一步为该渔业的科

学管理提供参考+

#&材料与方法

!"!#基因组)KA提取

$%%@ 年 <,#% 月我国专业鱿钓渔船自东太

平洋秘鲁和哥斯达黎加采集茎柔鱼 #"" 尾#表

#$"按采样位点分为 $ 个种群#图 #$+ 其中秘鲁

< 个随机采样点"命名为 ?]̂O#,?]̂O<"哥斯达黎

加 ! 个随机采样点"命名为 35S_F#,35S_F!+ 取

成熟茎柔鱼套膜的肌肉组织"放入 <%m的酒精

中"冻存于9D% [冰箱中"带回实验室+

图 !#茎柔鱼样本采集点

I.4"!#&6*+'9/:.24 :1,'0.12+135/3-3'+

&&取约 #%% EL 肌肉组织剪碎"分别放入 #7"

E-离心管中"加入 !<%

#

-W+2缓冲液"#%

#

-

#%m 0;0"#%

#

-#% EL>E-蛋白酶A和 $%

#

-#

E56>-;WW"": [消化至透明"然后依次用苯酚(

抽提液 ##酚n氯仿n异戊醇为 $"n$=n#$(抽提液 $

#氯仿n异戊醇为 $=n#$抽提"无水乙醇沉淀"<%m

乙醇清洗"室温干燥后加入 "%

#

-W2溶解+ 用紫

外分光光度计检测提取;+,的浓度和纯度+

!"$#90)KA序列扩增与测定

使 用 自 行 设 计 的 引 物 3V.! "sC

,3d3,,,,Wdd3,W,,d3d,C!s" 3V*! "sC

,dWWdWW3,ddWWd3W,dddd,C!s进 行 ?3*

扩增+ ?3*反应总体积为 $"

#

-"其中包括 #% g

?3*反应缓冲液 $7"

#

-#"%% EE56>-ŴGSC36#N1

D7=$"#%% EE56>-A36"#" EE56>-UL36

$

"#m

_̂G_5KbC#%%$'基因组模板 ;+,##%

#

L>E-$$

#

-'

3'I酶#" )>

#

-$%7$

#

-'R+W?#各 $7" EE56>-$$

#

-'引物##%

#

E56>-$%7:

#

-'RR1

$

(补足体积+

样品在2NN]KR5 â?3*仪器上进行扩增"@= [预变

性 " EGK'@= [ !% S""D7" [ =" S"<$ [ =" S"!"个

循环'<$ [延伸 #% EGK'= [保存+ 扩增产物在

#7"m琼脂糖凝胶上进行电泳分离"割胶回收目的

片段"连接至?)3#DCW载体#WFcF̂F公司$并转化

至大肠杆菌 ;1"

*

"筛选阳性克隆"由上海生工生

物工程技术服务有限公司测序+

表 !#茎柔鱼采集地点"时间和数目

&'("!#&6*+'9/:.24 :1,'0.12+&0.9*'27

289(*-135/3-3'+

海域

S]FF̂]F

采样点 SFEN6GKL 65QF_G5KS

简称

S̀5 _̂

KFE]

纬度

6F_G_OR]

经度

65KLG_OR]

采样

数量>尾

SFEN6]

KOEP]̂

采样

时间

SFEN6GKL

_GE]

哥斯达

黎加

35S_F

35S_F# D7@#<r+ @=7@#<rT #$

35S_F$ D7"D!r+ @=7!#<rT #!

35S_F! <7<<%r+ @#7D%%rT #$

$%%@C%<C%D

秘鲁

?]̂O

?]̂O# #%7DD!r0 D$7%#<rT !=

?]̂O$ ##7$D!r0 D$7#:<rT #@

?]̂O! #%7::!r0 D!7$%%rT #@

?]̂O= ##7$%%r0 D!7$D!rT ##

?]̂O" ##7$!!r0 D=7=D!rT !

?]̂O: #%7:"%r0 D#7@"%rT =

?]̂O< #%7$##r0 <@7@:%rT $D

$%%@C%@C#%

!"%#数据分析

控制区序列的对位排列 #F6GLKE]K_$ 使用

36OS_F6b软件)##*

"并对序列辅以手工校正+ 遗传

变异分析采用U2d,= 软件)#$*

"茎柔鱼各单倍型

间系统发生关系的重建采用邻接法 #+]GL`P5 Ĉ

j5GKGKL"+'$

)#!*

"序列间的遗传距离以 AGEO F̂双

参数法#AGEO F̂$CNF̂FE]_]̂$

)#=*进行估计+ 采用

U2d,= 软件进行分析)#"*

"系统发育树分支的置

信度采用自引导法# P55_S_̂FN FKF6ISGS"V?$

)#:*重

复检测"设置为 # %%% 次重复+ 单倍型多样性指

数#%$ 与核苷酸多样性指数 #

"

$ 应用 ;KF0?

8]̂SG5K =7%%

)#<*软件进行计算+ 分子方差分析

#,U(4,$

)#D*应用 ,*-2Z)/+8]̂SG5K !7% 进行

计算"其中"A

0W

值是采用单倍型频率来计算)#@*

+

($#$
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$&结果

$"!#序列多样性

利用自行设计的引物进行?3*扩增"共获得

#"" 个线粒体细胞色素 9 序列"序列长 <$= PN"编

码 $=# 个氨基酸"共得到 =! 个单倍型"分别标为

1#,1=!+ <$= PN的序列共检出 #: 个变异位点"

均为简约信息位点+ =! 个单倍型的变异位点及

单倍型所享个体数如表 $ 所示+

表 $#线粒体细胞色素 6序列各单倍型变异位点

&'("$#&6*E'-.'(:*+.0*+.26'/:10</*+13C<06 +*N8*2,*+

单倍型

`FN65_IN]

DD ##! #!< #=% #D$ #D< $:% $D$ !%# !!< =#$ =#D =<$ :$$ :=$ :D:

数量

KOEP]̂

1# d , , , W d W , , W , d d , W W D

1$ 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 7 , 7 7 d 7 #D

1! 7 W 7 7 7 , 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 #<

1= 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 $@

1" 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 D

1: 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 9 7 :

1< 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 7 7 7 7 9 7 "

1D 7 W 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 "

1@ 7 W 7 7 7 , 7 7 7 3 7 7 7 7 7 7 =

1#% 7 W 7 7 7 , 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 =

1## 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 7 , 7 d d 7 =

1#$ 7 W 7 7 7 , 7 7 7 7 7 , 7 7 9 7 =

1#! , W 7 7 7 , 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 !

1#= 7 7 7 7 7 , 7 7 7 3 7 7 7 7 7 7 !

1#" , W 7 7 7 , 7 d d 7 7 , 7 7 7 7 !

1#: 7 W 7 7 7 , 7 7 7 3 7 7 7 7 7 7 $

1#< , W 7 7 7 , 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 $

1#D 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 d 7 W 7 7 7 $

1#@ , 7 7 7 7 , 7 7 7 7 7 , 7 7 9 7 $

1$% 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 7 , 7 d 9 7 $

1$# , 7 7 7 7 , 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 $

1$$ , W d d d , 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 #

1$! 7 W d d d , 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 #

1$= 7 W 7 7 7 , 7 7 7 7 d 7 W 7 7 7 $

1$" 7 W d 7 d , d 7 7 7 d 7 W 7 7 7 #

1$: , W d d 7 , 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 #

1$< 7 7 7 7 7 , 7 7 7 3 7 7 7 7 9 7 #

1$D 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 7 , 7 d 7 7 #

1$@ , 7 7 7 , 7 7 7 7 7 7 , 7 d d , #

1!% 7 7 7 7 , 7 7 7 7 7 7 , 7 d d , #

1!# 7 7 7 d d , 7 7 7 7 7 , 7 7 d 7 #

1!$ 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 d 7 7 #

1!! , W 7 7 7 , 7 7 7 7 7 , 7 7 d 7 #

1!= 7 W 7 7 7 , 7 7 7 7 7 , 7 7 d 7 #

1!" 7 7 d d d , d 7 7 7 7 , 7 7 7 7 #

1!: 7 W 7 7 7 , 7 7 7 7 d , 7 7 7 7 #

1!< 7 7 d d d , d 7 7 7 7 , 7 7 d 7 #

1!D 7 7 7 7 d 7 d 7 7 7 7 7 7 7 d 7 #

1!@ 7 W d d 7 , 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 #

1=% 7 7 7 7 7 , 7 7 7 7 d 7 W 7 9 7 #

1=# 7 W 7 7 7 , 7 7 7 7 7 7 7 7 9 7 #

1=$ , W 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 9 7 #

1=! , 7 7 7 7 , 7 7 7 7 7 7 7 7 9 7 #

)$#$
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&&#% 个群体内E_;+,细胞色素 9 序列变异性

用单倍型多样性指数#%$和核苷酸多样性指数来

表示#表 !$+ 序列多样性分析结果揭示"#"" 个

个体的平均单倍型多样性指数为 %7D<!"核苷酸

多样性指数为 %7%%! :@#表 !$+

表 %#线粒体细胞色素 6序列多样性

&'("%#D*'+8-*+139.01,6127-.':)KA7.E*-+.0<

种群

N5NO6F_G5K

样本数>尾

KOEP]̂

单倍型数>尾

`FN65_IN]KOEP]̂

单倍型多样性指数>%

`FN65_IN]RG8]̂SG_I GKR]b

核苷酸多样性指数>

"

KOQ6]5_GR]RG8]̂SG_I GKR]b

_5_F6 #"" =! %7D<! X%7%#@ %7%%! :@ X%7%%% @"

35S_F# #$ < %7@!@ X%7%=D %7%%$ D" X%7%%$ <=

35S_F$ #! " %7<D$ X%7%:@ %7%%! @< X%7%%! ":

35S_F! #$ D %7@!: X%7%"# %7%%= !: X%7%%= %#

?]̂O# != #" %7D%= X%7%"< %7%%$ $< X%7%%$ !<

?]̂O$ #@ D %7<:: X%7%<$ %7%%# D: X%7%%# "D

?]̂O! #@ @ %7:@: X%7%@< %7%%$ :< X%7%%! ":

?]̂O= ## " %7=@# X%7#<" %7%%% @: X%7%%# =$

?]̂O" ! ! #7%%% X%7$<$ %7%%: =" X%7%%: ="

?]̂O: = = #7%%% X%7#<< %7%%! @$ X%7%%! <<

?]̂O< $D #! %7D<! X%7%#@ %7%%! %: X%7%%! :@

&&#"" 个茎柔鱼样本中共检出 =! 个单倍型"以

?]̂O# 和?]̂O< 采样点存在的单倍型类型最多"分

别为 #" 种和 #! 种+ 而 ?]̂O< 的特有单倍型最多

达到 : 个"分别是1#@(1$<(1$D(1$@(1!%(1=!+

1#(1!(1=(1"(1@ 和 1#! 是秘鲁和哥斯达黎加

的共有单倍型"1= 出现的次数最多"为 $@ 次"分

别出现在 ?]̂O#( ?]̂O$( ?]̂O!( ?]̂O=( ?]̂O< 和

35S_F# 采样点中+ 1#=,1#D(1$$,1$: 是哥斯

达黎加特有单倍型+ 1$(1:(1<(1D(1##(1#$(

1$%(1$#(1!#,1=$ 是秘鲁特有单倍型#表 =$+

表 >#各采样位点的茎柔鱼单倍型分布

&'(">#T'/:10</*7.+0-.(80.1231-5/3-3'+

'9124 :1,':.0.*+

种群

N5NO6F_G5K

各采样点单倍型分布

`FN65_IN]RGS_̂GPO_G5K FE5KL 65QF6G_G]S

?]̂O#

1# 1$ 1! 1= 1" 1: 1< 1D 1## 1#$ 1#! 1$% 1!# 1!$

1!!

?]̂O$ 1# 1$ 1! 1= 1D 1#% 1#$ 1$#

?]̂O! 1$ 1! 1=1@ 1!= 1!" 1!: 1!< 1!D

?]̂O= 1! 1= 1< 1#$ 1#!

?]̂O" 1: 1!@ 1=%

?]̂O: 1: 1## 1=# 1=$

?]̂O< 1# 1$ 1= 1: 1< 1## 1#@ 1$% 1$< 1$D 1$@ 1!% 1=!

35S_F# 1# 1! 1= 1" 1@ 1#! 1#<

35S_F$ 1" 1#= 1#" 1#: 1#D

35S_F! 1" 1@ 1#% 1$$ 1$! 1$= 1$" 1$:

$"$#系统发育树的构建

茎柔鱼各单倍型间采用邻接法 #+]GL`P5 Ĉ

'5GKGKL"+'$构建系统发生树 # P55_S_̂FN 值小于

"%m的省略$#图 $$"结果显示"采样区域内的茎

柔鱼群体没有形成明显的种群遗传结构+

图 $#基于C<06基因序列的邻接

I.4"$#K*.46(1-HU1.2.24 0-**('+*712C<06 +*N8*2,*+

"!#$
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$"%#群体遗传结构分析

种群 间 的 遗 传 结 构 用 分 子 方 差 分 析

#,U(4,$

)#D* 来进行+ 分子方差分析揭示"

D$7<%m的遗传变异性出现在种群内'而 #<7!%m

的遗传变异性出现在种群间#表 "$+ 利用 A

0W

分

析进一步分析种群遗传结构+ 两两群体间的 A

0W

分析显示"群体间的 A

0W

分析揭示部分秘鲁群体

与哥斯达黎加群体"部分秘鲁群体间存在着显著

的遗传分化'而哥斯达黎加群体内部不存在显著

的遗传分化#表 :$+

表 O#茎柔鱼种群的分子方差分析

&'("O#A2':<+.+1391:*,8:'-E'-.'2,*$ADL;A%135/3-3'+

变异来源

S5O Q̂]5a

8F̂GF_G5K

:

a

方差之和

SOE5a

SHOF̂]S

变异组成

8F̂GFKQ]

Q5EN5K]K_S

变异百分数

N]̂Q]K_FL]5a

8F̂GF_G5K

AGKR]b

指数

AGKR]b

种群间 FE5KL N5NO6F_G5KS @ !=7::< %7#@" @# 4F #<7!% %7#<! %!
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!&讨论

本研究中"#"" 个样本来自 #% 个采样点"其

中秘鲁 < 个采样点#?]̂O#,?]̂O<$"哥斯达黎加 !

个采样点 #35S_F#,35S_F! $+ 利用 <$= PN 的

E_;+,细胞色素 9 基因进行的序列多样性分析

结果揭示"#"" 个个体具有比较高的单倍型多样

性指数#% e%7D<!$和比较低的核苷酸多样性指

数#

"

e%7%%! :@$+ 另外"#% 个采样群体单倍型

间的遗传距离为 %7%%# Y%7%#<+ 而对于大多数

动物 E_;+,而言"如单倍型平均遗传距离在

%7%#以上"被认为遗传变异较大)$%*

+ 本研究中单

倍型间遗传距离最大可达 %7%#<"也说明该海域

茎柔鱼的遗传多样性水平较高+

本研究 #"" 个茎柔鱼样本中共获得 =! 种单

倍型"其中 1= 出现次数最多"为 $@ 次"同时也是

两个种群共有单倍型"推测 1= 很可能是较原始

的单倍型类型)$#*

+ 两个种群其它共享单倍型 1#

出现 D 次"分别出现在 ?]̂O#( ?]̂O$( ?]̂O<(

35S_F#"1! 出现 #< 次"分别出现在 ?]̂O#(?]̂O$(

?]̂O!(?]̂O=(35S_F#'1" 出现 D 次"分别出现在

?]̂O#(35S_F#(35S_F$(35S_F!'1@ 出现 = 次"分别

出现在?]̂O!(35S_F#(35S_F!'1#! 出现 ! 次"分别

出现在?]̂O#(?]̂O=(35S_F#+ 种群共有单倍型出

现的次数多"表明该海域茎柔鱼间基因交流频繁+

群体间的分子方差分析显示"D$7<%m的遗传

变异性出现在种群内部'而两两群体间的 A

0W

分

析揭示出部分秘鲁群体与哥斯达黎加群体间存在

着显著的遗传分化'且部分秘鲁群体间存在着一

定的遗传分化'而哥斯达黎加群体内部不存在显

著的遗传分化+ 由于本研究中"秘鲁海域部分采

样点拥有的样本数比较低#如!?]̂O" 仅有 ! 个样

$!#$



!""#!

!
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本"?]̂O: 仅有 = 个样本$"这可能影响了秘鲁种

群间遗传分化的分析结果+ 但总的来看"种群遗

传结构的分析结果也可以大致将东太平洋公海茎

柔鱼以赤道为界分为南方和北方 $ 个地理群+

按照 ,*d)2--20等)"*对秘鲁水域茎柔鱼

的分群方法"本研究将 ?]̂O< 采样点的所有个体

均划分为大型群#胴长h=@% EE$"其余采样点的

个体均是小型群#胴长 i=@% EE$+ 结果显示"

?]̂O< 群体享有的单倍型和特有单倍型都较多"

这可能与?]̂O< 位点处于秘鲁寒流的中心"而秘

鲁寒流属于水平补偿流"使此处栖息的茎柔鱼群

体较多地受到了秘鲁寒流的影响有关+
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