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摘要 :用 AFLP 指纹技术对中国沿海真鲷群体进行遗传变异和趋异分析 ,使用了 6 对引物 : E - ACC/ M - CAT、

E - AGG/ M - CTG、E - AGG/ M - CTT、E - AAC/ M - CTA、E - ACA/ M - CTG 、E - AAC/ M - CAA ,在威海、

厦门和北部湾海区三个野生群体共 42 个体中检出了 646 个扩增位点 (片段大小 50～400bp) ,其中 70 %位点在

群体内或群体间呈现多态。三个群体的多态位点比例变化在 58. 4 %～64. 0 % ,遗传相似系数变化在 0. 8425～

0. 8200 ,以威海群体的遗传变异量最大 ,北部湾群体的最小。三群体间遗传距离和 UPGMA 谱系图显示 ,厦门

海区与北部湾的真鲷差异较小 ,可以认为是同一个亚种群的不同群体 ,黄海真鲷与前二个群体差异比较大 ,属

于另一个不同的亚种群。
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Abstract :AFL P fingerprinting was used to detect genetic variation and divergence of three wild stocks of Red Sea

Bream , Pagrus major , from the Yellow Sea (Weihai) , the East China Sea ( Xiamen) and the South China Sea

(Beibuwan) . A total of 42 individuals were studied using six primer pairs ( E - ACC/ M - CAT , E - AGG/ M -

CTG , E - AGG/ M - CTT , E - AAC/ M - CTA , E - ACA/ M - CTG and E - AAC/ M - CAA) . 452 (70. 0 %)

of 646 selectively amplified fragments ranging in size from 50 bp to 400 bp were polymorphic . The mean

percentages of polymorphic bands of the three geographic stocks in question varied from 58. 4 % to 64. 0 % , and

the genetic similarities estimated within stocks varied from 0. 8425 to 0. 8200. The maximum and the minimum

polymorphism occurred in the samples from the Yellow Sea population and the South China Sea population ,

respectively. The genetic distances between stocks and UPGMA dendrogram indicated that the genetic divergence

between the East China Sea stocks and the South China Sea stocks of P. major was small , suggesting that they



belong to the same subpopulation , and the Yellow Sea stocks was separated from the other two stocks , belonging

to a different subpopulation.

Key words : Pagrus major ; population ; Amplified Fragments Length Polymorphism fingerprinting ( AFL P) ;

genetic variation and divergence .

　　近年来 ,限制性片段长度多态性 ( Restriction Fragment Length Polymorphism , RFL P) 、随机扩增多态

DNA (Randomly Amplified Polymorphism DNA , RAPD) 等多种 DNA 分析方法相继被应用到水产生物群体

遗传结构和遗传多态性的研究中。这些方法各有其优缺点 ,例如 : RFL P 法结果稳定 ,但操作繁杂 ,不适

合于处理大量标本 ; RAPD 法操作简便 ,但结果再现性较差 ,易受 PCR 反应条件影响等[1 ] 。扩增片段长

度多态性 (Amplified Fragments Length Polymorphism ,AFL P) 指纹技术是近几年来新发展起来的 DNA 分子

遗传标记技术 ,它兼有 RFL P 法的可重复性和 RAPD 法的简便性 ,已被广泛运用于植物和动物、包括鱼

类的基因组分析、有用基因定位克隆、生物种系及个体鉴别等研究[2 - 7 ] 。但国内应用该技术于水产生物

研究的报道还很少[8 ] 。

真鲷 ( Pagrus major) 体色艳丽 ,肉味鲜美 ,是一种名贵的海洋经济鱼类 ,也是我国海水鱼类养殖的重

要对象 ,在我国各海区都有分布。我国已经对真鲷的基础生物学和人工繁、养殖技术进行了大量研究 ,

实现了批量鱼苗生产 ,在养殖生产中还时常进行异地苗种调运 ;但是迄今仅见张雅芝等[9 ,10 ]报道了台湾

海峡真鲷种群的形态特性及其鉴别 ;还没有见到对不同海区真鲷群体的遗传多态性情况和遗传差异进

行研究的报道。本文报道用 AFL P 指纹技术 ,对采自威海、厦门和北部湾海区三个群体真鲷样本的遗传

变异与分化进行研究的结果。

1 　材料和方法

1. 1 　试验材料的来源

真鲷标本 1999 年 3 月 - 6 月采自广西北海、福建厦门和山东威海海区的野生群体 ,大小 10～15cm ,

鱼自海区捕起后 ,即剪下尾鳍固定于 95 %的酒精中 ,送到日本东京水产大学进行实验。每个群体取 14

尾鱼的 DNA 用于 AFL P 分析。

1. 2 　基因组 DNA 的提取与 AFL P 指纹图谱的构建

用蛋白酶 K + 苯酚/ 氯仿法从固定在酒精中的鱼鳍提取基因组 DNA ,用 GIBCO BRL 的 AFL P 分析

试剂盒 (AFL PTM Analysis system Ⅰ) 构建 AFL P 指纹图谱 ,操作方法与反应液的组成参见作者已有的报

道[7 ] 。

1. 3 　数据处理

分别以 1 和 0 代表每个个体在某一迁移率处有或无扩增片段 (谱带) 出现 ,将上述获得的 AFL P 指

纹图谱转换成为 1 和 0 构成的数字矩阵 ,在 Microsoft Excel 中用我们以 Visual Basic 语言编制的程序 ,计

算各个群体中出现的所有迁移率不同的扩增片段数目、多态性片段 (谱带) 数目及其比例、群体内和群体

间扩增片段的相似系数、群体间的遗传距离等各项参数 ,并对每个个体的扩增图谱一一进行比较 (包括

群体内与群体间) ,计算出基因型 (即一个个体扩增谱带的组合型式) 数。其中 ,相似系数和遗传距离的

计算依照 Lynch 的公式[11 ] ,谱系图以类平均聚类方法 (UPGMA) 构建。

2 　结果

2. 1 　AFL P 指纹分析

本研究共使用了 6 对选择性扩增引物 ,在采自威海、厦门和北部湾海区三个群体计 42 尾真鲷的

DNA 样品中 ,检出了 646 个不同的扩增片段 (最大片段约为 400bp ,小于 50 bp 的片段因为不清晰不计算
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在内) ,其中 194 个片段 (30. 0 %) 为三个群体的全部个体共有 ,其余 452 个 (70. 0 %) 仅见于部分群体或个

体 ,表现多态现象。将每个扩增片段视为一个基因位点 ,每对引物检出的位点数从 59～132 个不等 ,平

均 107. 7 个 ,多态位点比例占 65. 5 %～78. 0 % ,以 E - AAC/ M - CAA 检出位点数最多 , E - AAC/ M -

CTA 检出位点数最少、但多态位点比例最高 (表 1) 。各对引物扩增检出的基因型 (一个个体扩增谱带的

组合型式) 数目都与使用的标本数目相一致 ,未发现任何两个个体的基因型完全相同的现象 (表 1) 。三

个群体之间也未发现存在稳定的、可以简单地借以进行群体鉴别的标记谱带。图版显示了 2 对引物扩

增出的 AFL P 指纹样式。

表 1 　选择性扩增引物及其从真鲷基因组 DNA中检出的片段数、基因型数

Tab. 1 　Primer sets used and numbers of amplified bands and genotypes observed from AFLP analysis of P. major

引　　　　物 样本数 检出位点 多态位点 N ( %) 基因型数

E - ACC/ M - CAT 42 111 80 (72. 1) 42

E - AAC/ M - CAA 42 130 89 (68. 5) 42

E - AGG/ M - CTG 42 113 74 (65. 5) 42

E - AGG/ M - CTT 42 132 93 (70. 5) 42

E - ACA/ M - CTG 42 101 70 (69. 3) 42

E - AAC/ M - CTA 42 59 46 (78) 42

总　　　数 42 646 452 (70) 252

2. 2 　多态位点比例与群体内的遗传相似系数

上述 6 对引物在三个群体内检出的位点数分别为 592 个 (威海群体) 、574 个 (厦门群体) 和 565 个

(北部湾群体) ,其中多态位点数目及其比例分别为 379 个 (64. 0 %) 、346 个 (60. 3 %) 和 330 个 (58. 4 %) ,

以威海群体多态位点比例最高 ,北部湾群体最低。群体内个体间扩增位点的相似系数则以北部湾群体

最高 ,为 0. 8445 ,厦门群体其次 ,为 0. 8393 ,威海群体最低 ,为 0. 8223 ;表明威海海区真鲷群体的遗传变

异最为丰富 ,而北部湾的真鲷群体遗传变异相对最为贫乏。但是三个海区真鲷群体的遗传变异量差异

不是太大 ,参见表 2。

表 2 　6 对选择性扩增引物在真鲷三个地方群体内检出的扩增片段总数、多态性片段比例和相似系数

Tab. 2 　Numbers of bands , percentages of polymorphic bands , and similarity estimates within

stocks observed in 3 stocks of P. major

标本来源 检出位点 单态/ 多态位点 多态位点比例 ( %) 相似系数 3

威海海区 592 213 / 379 64. 0 0. 8223 ±0 . 0125

厦门海区 574 228 / 346 60. 3 0. 8393 ±0 . 0124

北部湾 565 235 / 330 58. 4 0. 8445 ±0 . 0131

　　注 : 3 表示综合 6 对引物检出的全部位点 ,将全部数据合并成一个数字矩阵直接进行计算的结果。每对引物的数据分别计算后再取
平均值其结果则为 :威海群体 0. 8220 ±0. 0172 ;厦门群体 0. 8380 ±0 . 0172 ;北部湾群体 0. 8425 ±0. 0150。

表 3 　真鲷三个地方群体 AFLP扩增位点
的相似系数与遗传距离

Tab. 3 　Pairwise comparisons of similarity ( above diagonal)
and genetic distance ( below diagonal) between stocks

estimate by AFLP2FPs for 3 stocks of P. major
群　体 威海群体 厦门群体 北部湾群体

威海群体 - 0. 9902 0. 9924

厦门群体 0. 0091 - 0. 9950

北部湾群体 0. 0118 0. 0060 -

　　　注 :对角线以上的数据为相似系数 ,对角线以下的数据为遗
传距离。表中相似系数按下式进行校正 :Sij = 1 + S ij’
- 0. 5 ×(S i + S j) 　式中 S i和 S j 分别为群体 i 和 j 的相
似系数 ,S ij’为群体 i 和 j 之间的相似系数。

2. 3 　群体间的相似系数和遗传距离

表 3 列出了按 Lynch 的方法校正后的三个群

体之间的相似系数 ( Sij ) , 以及群体间遗传距离

(Dij) 的计算值 ;两者都是将 6 对引物检出的全部

位点数据合并成一个总的数字矩阵直接进行计算

的结果。从表中可见北部湾真鲷与厦门真鲷的遗

传相似度较高 (0. 9950) 、遗传距离较小 (0. 0060) ,

与威海真鲷的遗传距离则显著较大 (0. 0118) ; 厦

门真鲷与威海真鲷的遗传距离也比较大
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(0. 0091) 。根据表 3 遗传距离的数据 ,以 UPGMA

图 1 　根据 AFLP 指纹分析获得的遗传距离 ,用类平均

聚类方法构建的三个群体真鲷的谱系关系图

Fig. 1 　UPGMA dendrogram showing the relationships among

three geographically different populations of P. major ,

generated according to the distance matrix in Tab. 3

方法构建的三个群体的谱系图如图 1。

3 　讨论

真鲷广泛分布于太平洋西海岸与大洋洲各国

沿海。Taniguchi 和 Sugama 曾用同工酶电泳技术研

究日本沿海水域和中国东海真鲷群体的生化结构

与遗传变异 ,认为日本沿海 (包括西海岸和东海岸)

的真鲷没有明显的遗传差异 ,应视为属于相同的地

方种群 (stock) ,而中国东海的真鲷应视为与之不同

的地方种群[12 ] 。Perez2Enriquez 和 Taniguchi 利用微

卫星 DNA 标记研究了西太平洋 8 个不同海域真鲷

群体的遗传差异 ,认为澳大利亚、新西兰与中国至

日本沿海的真鲷分属三个不同种群 (population) ,

日本与中国沿海的真鲷属于同一个种群 ,可区分为三个差异较大的亚种群 (subpopulation) ,其中中国东

海 (浙江海域) 与南海 (广东海域) 的真鲷分别属于不同的亚种群 ;而中国东海和黄海与日本沿海 (高知海

域除外) 的真鲷则同属于一个亚种群 ,遗传差异不显著。高知真鲷的遗传结构明显不同于附近其它海

区 ,是由于受到人工放流的影响[13 ] 。

本研究三个采样海区分别位于黄海、东海南端和南海 ,从研究结果来看 ,威海群体与北部湾群体的

遗传差异显著较大 ,遗传距离达 0. 0118 ,而且前者属春季生殖 ,后者为秋冬季生殖[9 ] ,两者明显属于相

互独立的不同地方种群 (或称亚种群 subpopulation) ,这与 Perez2Enriquez 和 Taniguchi[13 ]的报道相一致 ;厦

门群体与威海群体的遗传距离为 0. 0091 ,而与北部湾群体的遗传距离为 0. 0060 ,在聚类分析中与后者

首先聚合、并且两者同属于秋冬季生殖类型 ,按照文献 [13 ]的划分 ,厦门真鲷应视为与北部湾真鲷属于

同一个亚种群 ,而与威海真鲷属于不同亚种群。据调查 ,福建与广东沿海的真鲷一般只在繁殖与育肥索

饵时分别向深海与近岸作近于东西向的洄游 ,而很少作南北向的洄游。鉴于北部湾与厦门海区相隔甚

远 ,其间有雷州半岛和海南岛等地理阻隔 ,还有大亚湾、川山群岛等多个产卵场分布 ,又没有强劲的海流

可使两地的鱼群发生被动混杂。因此 ,可以认为厦门海区的真鲷群体与北部湾群体是互相独立的群体 ,

没有直接的基因交流发生 ;即两者是同一亚种群中的二个不同群体 (stock) 。

另一方面 ,厦门群体与威海群体的遗传距离小于北部湾群体与威海群体的遗传距离 ,表现为居间类

型 ;我们在对同样三个群体真鲷的酯酶等三种酶 11 个同工酶位点的分析中也看到了同样的现象①,与

厦门海区在地理上位于北部湾与黄海之间、而与北部湾距离较近恰相对应。这表明真鲷群体的遗传结

构属于沿岸型结构 ,同一个种群或亚种群的不同群体的起源有可能追溯到一个相同的原始群体 ,以后由

于地理上的阻隔使分布至不同海区的群体之间产生不同程度的生殖上的分隔 ,又由于突变和自然选择

等原因 ,致使不同海区的群体之间产生了一定的遗传差异 ;但是 ,由于鱼本身的游动和海流 (如黑潮、对

马暖流等) 的作用 ,相邻群体之间存在着一定程度的基因交流 ,因此地理上相近的群体之间遗传上也较

为接近。Okada 曾报道观察到标志的真鲷从黄海迁移/ 洄游到日本南部、中国东海[14 ] 。中国东海、黄海

与日本沿海真鲷在遗传上相似度较高即被认为与此有关[13 ] 。

①王志勇 ,王艺磊 ,林利民 ,等. 中国沿海真鲷群体遗传多态性的等位酶电泳分析.2001.

张雅芝等[10 ]曾报道台湾海峡南、北部真鲷形态特征具有显著差异 ,分别属于不同的群体 (stock) 。

由于台湾海峡北部 (牛山以北) 真鲷属春季生殖 ,南部真鲷为秋冬季生殖 ,两者之间直接发生基因交流的

可能性似乎很小。但是生产上已经证明 ,通过改变养殖环境、主要是水温 ,可以改变真鲷的繁殖季节 ,使

两种生态型的真鲷在反季节进行繁殖、或者一年两次繁殖。这意味着 ,两种生态型真鲷繁殖季节的差
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异 ,主要是由于环境条件引起。春季生殖的北部海区真鲷进入到南部海区 ,经过适应也可能改变为在秋

冬季生殖 ,反之亦然。由于台湾海峡南北部真鲷产卵场相距并不太远 ,真鲷本身还有较强的洄游习性 ,

加上流经海峡的海流 (黑潮暖流、沿岸流) 的影响 ,台湾海峡南、北部真鲷群体之间发生有限的基因交流

并非绝不可能。

对于厦门海区真鲷标本与威海的标本遗传相似度比北部湾真鲷与威海标本的遗传相似度高 ,另一

个可能的解释是由于人工繁养殖使得南北方的真鲷在厦门海区发生了混杂。厦门地区养殖真鲷已经有

十多年历史 ,从广西购买真鲷鱼苗或者从青岛等地购买亲鱼进行人工繁殖、育苗 ,并用于在本地海区进

行养殖 ,几乎每年都在进行。在人工养殖过程中 ,发生部分鱼苗逃逸入自然海区、或者成熟个体的精卵

排放到海区是不可避免的 ;育苗场也有将卖不掉或不理想的鱼苗排放入海区的现象。由于生活环境改

变 ,那些进入厦门海区的外来真鲷、包括来自北方的春季繁殖群体的后裔 ,有可能与本地群体同时成熟、

繁殖 ,并与本地真鲷发生杂交 ,从而导致本地真鲷群体产生种质混杂。由此 ,从种质资源保护的角度出

发 ,应该尽可能避免异地苗种调运 ,至少应尽可能防止外来的个体流入本地的自然水域 ;将来如果进行

真鲷人工放流 ,用于放流的鱼苗以及用于繁殖人工放流鱼苗的亲鱼 ,绝对不可从外地海区调运。

AFL P 技术中多态性扩增片段比例与遗传多样度 (即 :1 - 相似系数) 可以说明群体的遗传多态性情

况[6 ,7 ] 。本研究的结果显示 ,三个取样群体中 ,北部湾群体的遗传变异量最低 ,厦门群体其次 ,威海群体

最高 (表 1、表 2) 。自七十年代以后 ,由于捕捞过度 ,各地真鲷资源量都显著下降 ,这必然导致参与繁殖

后代的亲本数量减少和遗传多态性的丧失。例如南海区大亚湾真鲷资源遭受破坏的情况就相当严

重[15 ] ;厦门海区 (五通渔场) 由于军事上的原因 ,真鲷得以维持一定的资源量[16 ] ;黄渤海真鲷的产卵场

比较集中[10 ] ,估计该海区产卵场因此拥有较多的繁育亲体 ,从而保持有较大的遗传变异量。为了有效

地保护鱼类的遗传资源 ,有必要运用多种研究手段、包括 AFL P 和微卫星 DNA 标记技术等 ,对各个群体

的遗传变异情况进行深入地研究与跟踪监测 ,为制订合理的资源保护措施提供可靠的理论依据。

本研究承蒙黄海水产研究所陈超副研究员协助采集黄海区的真鲷标本 ,谨此致谢。
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Beihai = 北部湾 (北海海区) ; Xiamen = 厦门海区 ; Huanghai = 黄海 (威海海区)


