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摘　要　　采用ＰＣＲ扩增和ＤＮＡ测序技术，测定分析了引自冰岛和法国的大菱鲆两个引进群体以

及１个国内累代繁养群体共６０尾个体的 ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ区部分序列的遗传多样性。结果表明，６０

尾个体中，扩增获得的ｍｔＤＮＡＤＬｏｏｐ区部分序列长度为７３９～７５９ｂｐ；共检测到４６个变异位点，其

中单一变异位点１７个，简约信息位点２９个；共检测出５６个单倍型，各群体的单倍型多样度分别为冰

岛１．０００、法国０．９５０、累代繁养０．８５０。３个群体的核苷酸多态性分别为冰岛０．００７９７、法国０．０１１３４和

累代繁养０．００６１６。各群体间的遗传分化系数分别为冰岛狏狊法国０．５３４４１、冰岛狏狊累代繁养

０．２７７２３、法国狏狊累代繁养０．６０７２５。虽然３个群体的遗传多样性都不高，但是各种群之间存在一定

的遗传分化，可以分别作为单独的种群进行种质保存和利用，特别是法国种群与其他两个种群间的遗

传距离更远，更具引种价值。
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犓犈犢犠犗犚犇犛　　Ｔｕｒｂｏｔ　　ｍｔＤＮＡ　　Ｄｌｏｏｐｒｅｇｉｏｎ　　Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

大菱鲆犛犮狅狆犺狋犺犪犾犿狌狊犿犪狓犻犿狌狊Ｌ．原产于大西洋东北部的欧洲沿海，具有生长速度快、肉味鲜美和经济价

值高等优点（雷霁霖　１９８３）。自１９９２年引进我国后，工厂化养殖产业发展极为迅速，目前年产量已达６万多

ｔ，年总产值逾４０亿元。大菱鲆作为一个外来品种，受到引进亲鱼数量和种群来源的限制，再加上以往种质保

存和繁殖遗传管理等工作没有得到足够重视，因长期累代养殖和近亲交配造成的生长速度减慢、抗逆性降低和

病害严重等性状退化现象日益凸显（申雪艳等　２００４；邹曙明等　２００５；薛淑霞等　２００６；张晓君等　２００６），

因此，对大菱鲆不同引进群体及现有养殖群体的遗传背景进行分析，以便为相关种质保存和繁殖遗传管理工作

提供依据已成为当务之急。马爱军等（２００８）、于　飞等（２００８）对引进不同地理群体的人工繁殖后代、关　健等

（２０１２）对３个国外引进群体和３个国内累代繁养群体的群体形态特征分别进行了研究；申雪艳等（２００４）邹曙

明等（２００５）分别采用ＲＡＰＤ标记和微卫星标记（ＳＳＲ）等对不同引进地理群体的人工繁育和养殖后代的遗传

多样性进行了研究。但是，尚未见有关直接采用核苷酸序列多态性对大菱鲆群体遗传多样性进行分析的报道。

动物线粒体ＤＮＡ（ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）是一种环状、共价闭合的超螺旋分子，其中，位于编码脯

氨酸ＰｒｏｔＲＮＡ和苯丙氨酸ＰｈｅｔＲＮＡ基因之间的Ｄｌｏｏｐ区，其进化速率是其他区段的５倍，被认为特别适

用于相近物种的种间或种内的遗传多样性分析（黄志坚等　２００９；于旭蓉等　２０１１；Ｎａｇａｔａ犲狋犪犾．　１９９９）。本

研究以分别从冰岛（ＢＰ）和法国（ＦＰ）引进的两个群体以及１个国内累代繁养群体（ＪＮＰ）合计６０尾大菱鲆作为

研究对象，采用ＤＮＡ测序技术测定线粒体控制区（Ｄｌｏｏｐ）的部分核苷酸序列，研究分析了３个群体的遗传多

样性，从而为大菱鲆种质保存、利用以及繁殖遗传管理等提供更为丰富的数据。

１　材料与方法

１．１　材料

大菱鲆引进原种群体样品取自山东青岛智达海洋科技有限公司于２００９年从法国和冰岛引进的原种成鱼

（取样时间为２００９年７～１２月），人工累代繁养群体样品取自山东青岛通用水产养殖有限公司保有的亲鱼群体

（２００９年１１月取样），每个群体各取样２０尾，共计６０尾。

１．２　方法

抽取试验鱼尾部静脉血冷冻保存（－２０℃），采用天根公司的ＴＩＡＮａｍｐＭａｒｉｎｅＡｎｉｍａｌｓＤＮＡ试剂盒和方

２３
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法，经优化后提取基因组总ＤＮＡ。参考ＧｅｎＢａｎｋ中大菱鲆线粒体ＤＮＡ全基因组（ＩＤ：ＥＵ４１９７４７．１）中Ｄ

Ｌｏｏｐ区的保守区域序列，设计合成 １ 对特异引物 （ＤＬｏｏｐｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ：５′ＣＡＣＡＣＧＡＴＴＣＴＣＴ

ＣＡＴＡＴＴＡＧＴＡＡＴＴＴＡＡＴＡＣ３′；ＤＬｏｏｐｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＴＴＣＣＧＧＧＧＧＧＴＴＴＴＣＡＧＧ３′）扩增线粒体

ＤＮＡＤｌｏｏｐ区部分序列。ＰＣＲ反应总体积为２５μｌ，其中１０×Ｂｕｆｆｅｒ缓冲液２．５μｌ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／μｌ）、上游引

物（１０ｐｍｏｌ／μｌ）、下游引物（１０ｐｍｏｌ／μｌ）、模板ＤＮＡ（１００ｎｇ／μｌ）和犜犪狇ＤＮＡ聚合酶（２．５Ｕ／μｌ）各１μｌ，去离

子灭菌水１７．５μｌ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循

环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ扩增产物用１％的琼脂糖凝胶进行电泳检测，ＰＣＲ扩增产物纯化后，委托

山东济南博尚公司进行双向序列测定。测得的序列用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８１程序（Ｔｈｏｍｐｓｏｎ犲狋犪犾．　１９９７）进行序列

重排和同源性比较，并辅以人工校对。利用ＤｎａＳＰ５．１０（Ｌｉｂｒａｄｏ犲狋犪犾．　２００９）软件计算各群体的单倍型多

样度（犎ｄ）、平均核苷酸差异数（犓）、核苷酸多态性（犘ｉ）；统计群体间的基因多样度 犎ｓ、平均核苷酸差异数

犓ｘｙ、基因分化系数犌ｓｔ、地理单元件遗传分化系数Ｇａｍｍａ犛犜、遗传分化指数犉ｓｔ和群体间的基因流犖ｍ 值。应

用 ＭＥＧＡ４．０（Ｔａｍｕｒａ犲狋犪犾．　２００７）软件包分析序列特征、统计碱基组成和转换与颠换值。应用Ｋｉｍｕｒａ２

ｐａｒａｍｅｔｅｒ模型计算遗传距离。

２　结果与分析

２．１　大菱鲆３个群体的犿狋犇犖犃犇犾狅狅狆部分序列长度及碱基组成

表１　大菱鲆犇犾狅狅狆部分序列碱基组成

Ｔａｂｌｅ１　ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆｐａｒｔｉａｌｍｔＤＮＡ

Ｄｌｏｏｐｒｅｇｉｏｎｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆｔｕｒｂｏｔ

群体 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ Ｔ（％） Ｃ（％） Ａ（％） Ｇ（％）

冰岛群体 ＢＰ ２７．６ ２５．３ ２９．３ １７．８

法国群体 ＦＰ ２７．８ ２５．２ ２９．９ １７．１

国内繁养群体 ＪＮＰ ２７．８ ２５．２ ２９．５ １７．６

平均 Ａｖｅｒａｇｅ ２７．７ ２５．２ ２９．６ １７．５

　　测序得到的大菱鲆ｍｔＤＮＡＤｌｏｏｐ部分

序列长度为７３９～７５９ｂｐ，由于存在碱基插

入／缺失现象，导致序列出现长度的多态性。

序列碱基组成见表１。３个群体的碱基组成

基本一致，Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ４种碱基的平均组成分

别为２７．７％、２５．２％、２９．６％和１７．５％，无显

著变化。其中碱基Ｇ的含量显著低于其他

碱基的含量，符合脊椎动物线粒体ＤＮＡ的

共同特点（Ｗｏｌｓｔｅｎｈｏｌｍｅ　１９９２）。Ａ＋Ｔ的

含量（平均为５７．３％）明显高于Ｃ＋Ｇ（平均为４２．７％），表现出明显的碱基组成偏向性，与其他已报道的!

科

和笛鲷科鱼类和鳜鱼的线粒体ＤＮＡＤｌｏｏｐ序列的碱基含量相似（谭　围等　２０１０；朱世华等　２００７；Ｚｈａｏ

犲狋犪犾．　２００６）。Ａ、Ｔ含量较为接近，符合脊椎动物线粒体ＤＮＡ基因片段碱基组成的特点（Ｗｏｌｓｔｅｎｈｏｌｍｅ　

１９９２）。６０个样本中共检测到４６个变异位点，其中１７个是单一变异位点，２９个为简约信息位点。

２．２　大菱鲆３个群体的遗传多样性参数

３个群体中共检测出５６个单倍型，其中ＢＰ为２０个，ＦＰ为１９个，ＪＮＰ为１７个。各群体的单倍型多样度

（犎犱）、平均核苷酸差异数（犓）、核苷酸多态性（犘犻）见表２。大菱鲆３个群体的平均单倍型多样度为０．９３３３３，

其中ＢＰ最高，ＪＮＰ最低；３个群体的平均核苷酸差异数为８．７５７，ＢＰ和ＦＰ较为接近，远高于ＪＮＰ；３个群体的

平均核苷酸多态性为０．００８４９，其中ＢＰ和ＪＮＰ较为接近，显著低于ＦＰ。

２．３　大菱鲆３个群体间的基因流和遗传分化

３个群体间基因流和遗传分化系数的ＤｎａＳＰ５．１０软件统计结果见表３。法国群体与冰岛和人工繁育群

体间的基因流远小于冰岛群体与人工繁育群体间的基因流，并且法国群体与冰岛和人工繁育群体间的遗传分

化指数也要高于冰岛群体与人工繁育群体间的遗传分化指数。结果表明，法国群体与冰岛和人工繁育群之间

的遗传分化要高于冰岛和人工繁育群体。

３３
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表２　大菱鲆３个群体的统计参数

Ｔａｂｌｅ２　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｅｓｔｉｍａｔｅｄｆｏｒｔｈｅｔｈｒｅｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆｔｕｒｂｏｔ

群体 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
多态性位点

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｖａｒｉａｂｌｅｓｉｔｅｓ

单倍体数量

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

单倍型多样度

犎犱

平均核苷酸差异数

犓

核苷酸多态性

犘犻

冰岛群体 ＢＰ ３１ ２０ １．０００００ １０．２７４ ０．００７９７

法国群体 ＦＰ ４３ １９ ０．９５０００ １１．１７７ ０．０１１３４

国内繁养群体 ＪＮＰ ２２ １７ ０．８５０００ ４．８２１ ０．００６１６

平均 Ａｖｅｒａｇｅ ３２ １５．３３３ ０．９３３３３ ８．７５７ ０．００８４９

表３　大菱鲆３个群体间的遗传分化系数和基因流

Ｔａｂｌｅ３　Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄ犖ｍｖａｌｕｅｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆｔｕｒｂｏｔ

群体对

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｐａｉｒ

平均核苷酸差异数

犓ｘｙ

基因分化系数

犌ｓｔ

地理单元件遗传分化系数

Ｇａｍｍａ犛犜

遗传分化指数

犉ｓｔ

基因流

犖ｍ

冰岛群体与法国群体

ＢＰ狏狊ＦＰ
１６．８１２００ ０．００１１０ ０．３１８５３ ０．５３４４１ ０．４３５６１

冰岛群体与国内繁养群体

ＢＰ狏狊ＪＮＰ
８．６４６１５ ０．０１３７３ ０．１７０５０ ０．２７７２３ １．３０３５６

法国群体与国内繁养群体

ＦＰ狏狊ＪＮＰ
１６．６０３０８ ０．０１５２２ ０．３７５０６ ０．６０７２５ ０．３２３３８

２．４　大菱鲆３个群体的遗传距离

表４　大菱鲆３个群体的遗传距离

Ｔａｂｌｅ４　Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆｔｕｒｂｏｔ

群体 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
冰岛群体

ＢＰ

法国群体

ＦＰ

国内繁养群体

ＪＮＰ

冰岛群体 ＢＰ ０．５３５ ０．２８

法国群体 ＦＰ ０．５３５ ０．６１

国内繁养群体 ＪＮＰ ０．２８ ０．６１

　　群体间序列差异的大小反映了群体间亲

缘关系的远近。表４是使用 ＭＡＧＡ４．０软

件中ＴａｍｕｒａＮｅｉ模型计算的群体内及群体

间的遗传距离。结果表明，冰岛群体与人工

繁育群体间的亲缘关系较近，而法国群体与

其余两个群体间的亲缘关系较远，其中法国

群体与人工繁育群体间的亲缘关系最远。

３　讨论

生物群体遗传多样性是物种适应多变的环境、维持长期生存和进化的遗传基础，是评价生物资源状况的重要

依据和良种选育的基础（杨宇晖等　２０１０）。从本研究的结果来看，代表大菱鲆３个群体ＦＰ、ＢＰ和ＪＮＰ核苷酸多

样度犘犻的平均值分别为０．０１１３４、０．００７９７和０．００６１６，略低于刀鲚（０．０２６２）（杨金权等　２００８）、棘头梅童鱼

（０．０１７５）（郑德锋等　２０１１）和尼罗罗非鱼（０．０２４９）（吴长敬等　２０１０），与已被证实遗传多样性较低的长江铜鱼

（０．００２１８）（严　莉　２００５）和 鱼良白鱼（０．００４３４）（杨　博等　２００８）基本处于同一水平，这一结果与以往多个大

菱鲆野生种群和养殖群体遗传多样性的同工酶、微卫星和ＲＡＰＤ的评估结果一致（Ｂｌａｎｑｕｅｒ犲狋犪犾．　１９９２；Ｃｏｕｇｈ

ｌａｎ犲狋犪犾．　１９９８；Ｂｏｕｚａ犲狋犪犾．２００２；申雪艳等　２００４）。所研究的３个大菱鲆群体中，两个引进原种群体的犘ｉ均

高于人工累代繁养群体，其中ＦＰ的犘犻 值显著高于ＪＮＰ的犘ｉ值，ＢＰ和ＦＰ平均核苷酸差异数犓，也显著高于

ＪＮＰ，说明本研究中的国内累代繁养群体的遗传多样性水平低于两个引进原种群体，这一结果与多数人工驯养鱼

类的检测结果相一致（孟宪红等　２０００；张德春　２００２；张德春等　２００４）。累代繁养后种群的遗传变异度及遗传

多样性水平会降低的原因，可能是人工驯养过程中建群亲本数量少、遗传漂变和近亲杂交等因素不可避免地引起

群体内某些特定等位基因的丧失（韩晓磊等　２００９；杨　博等　２００８）。

单倍型多样度犎犱 和核苷酸多样度犘犻通常情况下这二者具有一致性，犎犱 和犘犻值越大，群体的多态程度

４３
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越高，其遗传多样性越丰富，反之亦然（吴长敬等　２０１０）。然而，尽管本研究中大菱鲆两个原种引进群体ＢＰ

和ＦＰ的犎犱 分别高达１．０００００和０．９５０００，但是它们的犘犻却非常低，分别为０．００７９７和０．０１１３４，与褐菖"

（犎犱＝０．９７８，犘犻＝０．０１９２）（苏天凤等　２０１２）和 鱼良白鱼（犎犱＝０．９９６，犘犻＝０．００４３４）（杨　博等　２００８）的结

果相似。造成这种高犎犱 值、低犘犻值的原因，可能是在演化过程中有较小有效种群快速扩张的阶段，虽然通过

变异积累了单倍型的多态性，但核苷酸序列的多样化却还未能积累到较高的程度（Ａｖｉｓｅ　２０００；Ｇｒａｎｔ犲狋犪犾．

　１９９８）。

基因流（犖ｍ）是两个独立种群间基因交流的量度。当犖ｍ 值小于１时，表示种群间几乎没有基因交流，各

种群内的遗传漂变可以引起种群间的遗传分化；当犖ｍ 值处于１～４之间时，种群间存在一定程度的基因交流，

可以导致群体遗传分化程度的降低（Ａｌｌｅｎｄｏｒｆ　１９８３；Ｎｅｉ犲狋犪犾．　２００２）。本研究中，ＢＰ与ＦＰ之间以及ＦＰ

与ＪＮＰ之间的犖ｍ 均小于１，说明两个群体之间几乎不存在基因交流，存在着由遗传漂变引起群体间遗传分化

的可能，同时ＢＰ与ＪＮＰ间的犖ｍ 略大于１，说明ＢＰ与ＪＮＰ间存在着一定的基因交流，这为今后将线粒体Ｄ

ｌｏｏｐ基因应用于大菱鲆种质资源的跟踪与保护提供了新的依据。实际上，从所得出的３个种群遗传分化指数

（犉ｓｔ）和群体间的遗传距离可以看出，ＦＰ与ＪＮＰ、ＦＰ与ＢＰ之间的遗传分化指数和遗传距离要远高于ＢＰ与

ＪＮＰ，说明两个原种引进群体间已经出现了明显的遗传分化，与基因流（犖ｍ）的分析结果相一致，同时法国引进

群体与冰岛及国内累代繁养群体的亲缘关系更远，更具有引种价值。

Ｂｌａｎｑｕｅｒ等（１９９２）采用１３种同工酶的１７个位点对大菱鲆野生和养殖群体进行了研究。结果显示，野生

大菱鲆不同地理种群的生化遗传变异水平非常低，野生种群及养殖群体之间的遗传距离都很小；Ｃｏｕｇｈｌａｎ等

（１９９８）采用４个微卫星标记对爱尔兰和挪威沿岸野生大菱鲆群体间遗传差异进行了分析，发现两个种群几乎

没有地理分化；申雪艳等（２００４）采用ＲＡＰＤ和ＳＳＲ标记分析发现，我国从法国、英国和西班牙引进的大菱鲆群

体间遗传分化很弱，因此认为我国大菱鲆种质较为单一。ＤＮＡ序列分析技术的发展使得直接从基因组特异区

域的核苷酸组成上检测鱼类种群的遗传变异成为常规手段（向文殿等　２０１１）。与核ＤＮＡ相比，ｍｔＤＮＡ属

小分子ＤＮＡ，结构简单，属同源单拷贝ＤＮＡ，并且ｍｔＤＮＡ进化速率常比单拷贝核基因快，因此可用来分析

亲缘关系较近种群间的遗传变异。与以往采用微卫星等其他分子标记所获结论不同的是，本研究的分析结果

说明，大菱鲆不同野生地理群体及人工养殖群体之间存在一定的遗传分化，这一结果与不同产地的引进群体之

间及其与国内养殖群体间形态特征存在分化的结论相符合（于　飞等　２００８；马爱军等　２００８；关　健等　

２０１２），同时证明Ｄｌｏｏｐ序列分析适用于大菱鲆不同独立种群间遗传水平差异的检测分析。杨慧荣等（２０１２）

在对赤眼鳟以及其他鱼类线粒体Ｄｌｏｏｐ和Ｃｙｔｂ基因序列进行对比分析的基础上，得出Ｄｌｏｏｐ区序列适合同

种、不同地理居群鱼类的多样性分析的假设，本研究结果给予该假设一定的支持。近年来，大菱鲆遗传多样性

的研究，已经从形态学（表型）水平、生理生化（蛋白质）水平逐步发展到目前的分子水平。今后应当根据实践应

用的需要，将各种遗传分析方法综合、灵活运用，将结果相互印证，以便为大菱鲆繁育种群管理、外来种群引进、

良种选育等提供充分而全面的遗传信息。
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