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摘要! 对南海北部海域 = 个多齿蛇鲻地理群体"北海&湛江&茂名&东莞&汕尾#共 ?B 个个体的

线粒体控制区基因序列进行了扩增测序$ 在 ?B 个个体的 =<B P: 序列中共检测到 "B 个单倍

型!!# 个变异位点$ 经分子变异等级分析"-R)5-#得出 = 个地理群体内遗传变异度为

#B8B$i!群体间遗传变异度仅为 &8&Bi!各群体间成对遗传变异固定指数 !

1Q

值在

%8%%% $" %̂8%!% %B%?B 个个体间的遗传距离在 % %̂8%$=$ 通过对基于序列片段构建的,(树

和基于序列单倍型利用中介网络法构建的群体间关系网的分析发现!= 个群体间有明显的基

因交流!遗传分化差异不大%再结合种群&种及属的界定标准!判定 = 个多齿蛇鲻群体归属于同

一种群%而且!在经历快速增长&变异和瓶颈期之后!多齿蛇鲻种群就以小群体模式继续快速增

长!形成地理群体$

关键词! 多齿蛇鲻% 种群分析% 遗传结构% 南海

中图分类号! 1#!&8='''''''文献标识码'-

''多齿蛇鲻" "4+0%24 9+6:%)#是南海区的主要

经 济 鱼 类 之 一(&)

! 隶 属 于 灯 笼 鱼 目

"RVN[6:JG\6UE9K#'狗母鱼科 "1VI6OGOF9#'蛇鲻

属""4+0%24#* 世界分布区有澳洲东北'印度尼西

亚'菲律宾'马来半岛'中南半岛'中国'日本'朝

鲜'红海和非洲东岸!在我国分布在南海和东海!

主要生活于近岸至陆架边缘海域* 很多学者都对

多齿蛇鲻进行过研究!但主要集中在渔获量分布'

生物学分析和渔具选择性等方面($ ;B)

!还未见到

对其种群分析研究方面的报道*

鱼类种群是渔业资源研究和管理的基本单

位!鱼类种群分析是渔业生物学中的一项基础性

工作!是合理利用鱼类资源首先要解决的基本问

题(#)

* 种群的研究方法经历了形态学!同工酶以

及分子标记几个主要阶段(&%)

* 由于线粒体 >,-

"EG[6NJ6IOUGF7>,-!E[>,-#进化速度快!能够

比其他的很多分子标记更容易地揭示种群间的差

异!所以在种群遗传学分析中得到普遍应

用(&& ;&$)

* 本研究通过对南海北部海域多齿蛇鲻

不同地理群体线粒体 >,-控制区的序列分析!

对其种群归属做出判定!为南海多齿蛇鲻渔业资

源的合理利用提供科学依据*

&'材料与方法

!"!#实验材料

实验用 = 个多齿蛇鲻地理群体分别于 $%%#

年 = 月至 $%%# 年 # 月采集于南海沿海码头!共 ?B

尾!采集时间'地点见图 &!样品数量情况见表 &*

北海"C2#代表北部湾群体!湛江"n(#代表雷州

半岛东部群体!茂名"RR#代表茂名群体!东莞
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">T#代表珠江口群体!汕尾 "1X#代表粤东

群体*

每个个体分别剪取尾部肌肉或尾鳍末端作为

样品浸入 #=i的酒精中固定和保存!运回实验室

后于;$% a冰箱中保存备用*

!"$#实验方法

>,-的提取与检测''从每个样品中取

&%% EZ左右肌肉或尾鳍!置于 &8= E.离心管内

剪碎!室温放置至酒精挥发完全* 使用上海生工

通用基因组 >,-提取试剂盒 "1W&$=$ #进行

>,-的提取!提取步骤参照试剂盒说明!并略有

改动* >,-经冰冻无水乙醇沉淀'?%i"体积分

数#乙醇洗涤并干燥后!用 &%%

#

.超纯水溶解!

从每个样品 >,-溶液中取出 !

#

.在 &i QC3

琼脂糖凝胶中进行电泳分离!经3C染色后用凝

胶成像系统扫描观察并拍照保存!根据 >,-条

带的位置检测其 >,-片断完整性* 并用紫外分

光光度计检测样品 )>值以计算 >,-浓度* 剩

余样品置于;$% a冰箱内保存备用*

图 !#多齿蛇鲻样本采集点示意图

J6@"!#(9F8H)I72B=<927B>6?@ 96H89=<"26,.C/*

表 !#多齿蛇鲻样本采集信息

123"!#L27B>6?@ ;2H2 =<"26,.C/*)=>>8)H8;6?;6<<858?H982 25829

群体名称"缩写#

ZU6M: IFE9K"-P8#

采样地点

KFE:7GIZ KG[9K

采样年月

KFE:7GIZ [GE9

采样数量

IMEP9U6\[J9KFE:79K

北海"C2# 北部湾中西部海域 $%%#D%< $%

湛江"n(# 雷州半岛东部海域 $%%#D%? &B

茂名"RR# 粤西茂名海域 $%%#D%# &<

东莞">T# 珠江口海域 $%%#D%< &&

汕尾"1X# 粤东汕尾海域 $%%#D%B &!

总计[6[F7 ?B

''A4+扩增与测序''利用引物 .D[JU"-T4

Q4-T4T44--T-4T44TTQ4QQTQ---#

和 2&<"B" "TT- -44 -T- Q-4 4-T T--

Q-TQQ4-#扩增 ?B 个个体的线粒体控制区序

列* 反应体积为 $=

#

.!其中模板 >,-&

#

.!

&% q3_@4A 反应缓冲液 "HG[J RZ

s

# $8=

#

.!

O,QA" $8=

#

EE67@.9FNJ# %8=

#

.!引物 " $%

#

EE6.@.#%8!

#

.!3_@4A >,-聚合酶"= *@

#

.#%8$

#

.!灭菌超纯水补齐总体积!上述所有用

品均购自大连宝生物有限公司* 反应程序为 #"

a预变性 ! EGI!#" a变性 !% K!== a复性 "% K!

?$ a延伸 "= K!进行 != 个循环!最后 ?$ a延伸 =

EGI* 每次反应设立不含 >,-模板的空白对照*

A4+产物用&8$i QC3琼脂糖凝胶电泳分离!3C

染色!凝胶成像系统观察得到唯一目的条带* 将

A4+产物送往上海生工生物公司进行双向测序*

数据处理及分析''测序后的序列!对比

T9ICFIc中其他灯笼鱼目鱼类的线粒体 >,-全

序列!使用47MK[F7_软件(&!)进行对位排列!并在

13-503X程序(&")中对序列辅以手工校正* 用

R3T-"b9U8"8%#

(&=)计算碱基组成及应用WGEMUF

双参数法计算遗传距离(&<)

* 利用 >IF1A" b9U8

=8%#

(&?)软件统计单倍型及多态位点""#'计算单

倍型多样性",#平均核苷酸差异数"F#及核苷酸

多样性 "

&

# 和群体间的基因流 "E

E

#* 应用

-U79hMGI !8%

(&B) 软 件 中 的 分 子 变 异 分 析

"-R)5-#方法估算群体间的遗传分化指数

"!

1Q

#* 应用R3T-"8% 的邻近距离法",(#构建

亲缘关系树!自引导"C66[K[UF:#检验估计系统树中

结点的置信度"重复次数为 & %%% 次#* Q41&8$&

软件(&#) 对单倍型作最小拓展网络 "EGIGEME

K:FIIGIZ I9[H6Uc#分析*

$'结果

$"!#不同地理群体控制区基因序列特征

对多齿蛇鲻各地理群体的 E[>,-控制区序

))#"
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列片断进行比对!除去端部部分模糊序列后!获得

长度 =<B P: 的同源序列!控制区中 -'Q'T'4"

种碱基的平均组成分别为 !"8$i' $"8=i'

&=8%i'$<8$i!-sQ含量明显高于Ts4含量!

这与刘焕章等($%)关于鱼类控制区的研究结果基

本一致* 序列中共检测到变异位点 !# 个!占全部

序列的 <8B?i!无插入@缺失位点* 转换@颠换比

$l&<8&#!转换明显大于颠换*

各群体的核苷酸多样度"

/

#和平均核苷酸差

异"V#如下表"表 !#所示!多齿蛇鲻各群体的核苷

酸多样度均较低!其中核苷酸多样度最高的为茂名

群体!为%8%%# $?$!湛江群体最低!仅为%8%%< ==#*

各群体的平均核苷酸差异相近!最高的为茂名群

体!为 =8$<?!最低为湛江群体!为 !8?$=*

表 $#, 个多齿蛇鲻地理群体*N>==B区碱基频率

123"$#E298<58K:8?)689=<<6M8

"26,.C/*@5=:B9

群体 ZU6M:K Q"i# 4"i# -"i# T"i#

北海"C2# $"8< $<8& !"8! &=8%

茂名"RR# $"8< $<8$ !"8$ &=8%

湛江"n(# $"8= $<8$ !"8$ &=8&

东莞">T# $"8< $<8& !"8$ &=8&

汕尾"1X# $"8= $<8$ !"8$ &=8%

平均 E9FI $"8= $<8$ !"8$ &=8%

表 %#, 个多齿蛇鲻群体*N>==B区变异位点数%核苷酸多样度及平均核苷酸差异

123"%# 2̀5623>896H89&?:)>8=H6;8;6M8596HC 2?;2M852@8?:7385=<?:)>8=H6;8;6<<858?)89=<<6M8"26,.C/*@5=:B9

群体

ZU6M:K

样本数

IMEP9U6\KFE:79K

变异位点数

IMEP9U6\bFUGF[G6I 76NG

核苷酸多样度"

/

#

IMN796[GO9OGb9UKG[V

平均核苷酸差异"W#

Fb9UFZ9IMEP9U6\

IMN796[GO9OG\\9U9IN9K

北海"C2# $% $% %8%%? "=# "8$!?

湛江"n(# &B &< %8%%< ==# !8?$=

茂名"RR# &< $$ %8%%# $?$ =8$<?

东莞">T# && &< %8%%< B=% !8B#&

汕尾"1X# &< &= %8%%? %"$ "8%%%

总计[6[F7 ?B !# %8%%? "%B

$"$#群体间单倍型数量分布

多齿蛇鲻 = 个地理群体 ?B 个个体中共检测

到 "B 种单倍型!单倍型在各个群体内的分布情况

如下表 " 所示* 其中只有一个单倍型为所有群体

共享单倍型!其余单倍型多只在某一群体中出现

且出现频率很低!群体间共享单倍型较少!共享单

倍型多出现在湛江群体和北海群体之间*

多齿蛇鲻 =个群体单倍型多样性均较高", l

%8#<$ %̂8#?=#!其中汕尾群体最低 "%8#<$ g

%8%=%#!茂名群体最高"%8#?= g%8%!=#*

对 = 个地理群体进行中性检验!各群体的

QFeGEF0K3值均为负*

表 +#+Z 个单倍型在多齿蛇鲻群体中的分布

123"+#*69H563:H6=?=<+Z I2B>=HCB896?"26,.C/*@5=:B9

群体

ZU6M:K

样本数

IMEP9U6\KFE:79K

单倍型数

IMEP9U6\JF:76[V:9K

单倍型多样性"J g1>#

JF:76[V:9KOGb9UKG[V

QFeGEF0K3值

QFeGEF0K3

北海"C2# $% &< %8#<! g%8%!! ;&8%B" <B"Cr%8&%#

湛江"n(# &B &! %8#=" g%8%$= ;%8?<% $="Cr%8&%#

茂名"RR# &< &" %8#?= g%8%!= ;%8B!! !#"Cr%8&%#

东莞">T# && # %8#<" g%8%=& ;&8$B$ "?"Cr%8&%#

汕尾"1X# &< && %8#<$ g%8%=% ;%8?$% "&"Cr%8&%#

总计[6[F7 ?B "B %8#=? g%8%&<

$"%#分子方差分析"(S^̀ (#

对多齿蛇鲻 = 个地理群体进行分子方差分析

"-R)5-#!&% %%% 次单倍型重复随机抽样进行

显著性检验显示!群体内存在很高的遗传变异!群

体间的遗传分化很小!遗传变异主要来自于群体

内部*

*)#"



''' 水'产'学'报 !" 卷

表 ,#不同多齿蛇鲻群体的(S^̀ (分析

123",#G68525)I6)2>2?2>C969=<7=>8):>25M2562?)8"(S^̀ (#=<7H*'()=?H5=>

58@6=?I2B>=HCB89<=5;6<<858?H@5=:B9=<"26,.C/*

变异来源

K6MUN9K6\bFUGF[G6I

自由度

2

\

平方和

KME6\KhMFU9K

变异组成

bFUGFIN9N6E:6I9I[

变异百分比"i#

:9UN9I[FZ96\bFUGF[G6I

群体间 FE6IZ ZU6M:K " ?8&$#

;%8%$& ## 5

F

;&8%=

群体内 HG[JGI ZU6M:KK ?! &="8B?&

$8&$& =$ 5

P

&%&8%=

合计 [6[F7 ?? &<$8%%% $8%## =! &%%8%%

,6[9K$!

1Q

l%8%&% "?"Cr%8%=#*

$"+#群体间遗传分化

各群体间成对遗传变异固定指数 !

1Q

值见表

<* 其中东莞与茂名间的遗传变异指数最高!为

%8%!% %B!其次为湛江与东莞'汕尾群体之间+湛

江与北海之间的遗传变异固定指数最低!仅为

%8%%% $"!这与湛江与北海在地理上距离最近!而

与东莞相距最远相一致*

表 -#不同多齿蛇鲻群体的群体分化指数!

L1

123"-#4265R698!

L1

M2>:89<=5HI8;6<<858?H@5=:B9=<"26,.C/*

群体 ZU6M:K 北海"C2# 茂名"RR# 湛江"n(# 东莞">T# 汕尾"1X#

北海"C2#

茂名"RR# %8%%B "&

湛江"n(# %8%%% $" %8%$! ""

东莞">T# ;%8%&! <? ;%8%!% %B %8%$= $"

汕尾"1X# ;%8%$$ ?$ ;%8%%& ?? ;%8%$! "% %8%$= B$

$",#分子系统树

根据控制区基因序列构建了多齿蛇鲻 = 个地

理群体的邻接关系树"图 $#* = 个群体分为 "

支!其中个体较多的有两支!一支主要由北海'湛

江和茂名个体组成!另一支则主要由东莞'汕尾及

茂名群体中的个体组成* " 个分支中!只有一个

小的分支是由湛江的两个个体单独聚类组成*

利用Q41&8$& 中介网络法构建了多齿蛇鲻

各群体间单倍型的关系网* 如图 ! 所示!C= 个体

为较原始的单倍型!其他单倍型多由该单倍型经

过一次或数次变异产生*

$"-#种群归属判定

1JFc799等($&)综合已发表的资料!提出鱼类

在属'种和种群三级水平上的遗传距离 3分别为

%8#!%8!% 及 %8%= 的分类判据+而QJ96U:9

($$)认为

遗传相似度 " f%JB=!遗传距离 3r%J&= 的 $ 个

种群不可能是同一个物种!同属种间的 " 为%J$ ^

%JB!3为 %J$ %̂JB!同种种间的 " 为%JB %̂J#?!

3为 %8%! %̂8$* 本研究得到的 = 个地理群体 ?B

个个体间的遗传距离在 % %̂8%$=!平均遗传距离

仅为 %8%%?!根据上述标准判断!这 = 个地理群体

远未达到种群间的差别!应划归同一个种群*

!'讨论

线粒体基因由于其进化速率快!呈母系遗传!

种群之间的遗传差异易于被检出($!)

!被认为是评

估群体遗传变异以及区别不同自然种群之间有效

的遗传标记!在物种进化'亲缘关系判断'种群分

析等研究中得到广泛应用($" ;$=)

* 由于 E[>,-

基因组内不同的区域进化速度不同!因此可以根

据需要选择区域来进行不同水平的进化研究* 因

为控制区为非编码区!不受选择压力的影响!基因

进化速度快! 非常适合于种群水平差异的

检测($< ;$?)

*

研究中发现!=个多齿蛇鲻地理群体的单倍型

的多样性较高!核苷酸多样度低!在其他一些鱼类

的研究中也有类似情况($B)

* 单倍型多样性较高可

能是由于多齿蛇鲻的种群数量大及种群快速增长

的生活习性的原因($# ;!%)

* 而核苷酸多样性低则可

能是由于群体增长速度快!变异时间较短!所以未

能积累到足够大的核苷酸多样性(!&)

* QFeGEF0K3

均为负表明多齿蛇鲻种群可能在历史上经历过一

次瓶颈效应(!$)

* 在经历快速增长'变异和瓶颈期

后多齿蛇鲻的种群就以小群体模式继续快速增长*

!*#"
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从中介网络法构建的多齿蛇鲻地理群体间的关系

网也可看出!北部湾群体C=为较为原始的单倍型!

其他单倍型多由该单倍型经过变异而来!并各自以

自己的小群体为中心繁殖后代!这在一定程度上与

对南海渔业资源特征%多数种类的种群属于地方性

种群!不做长距离洄游&的传统认识相符合!可作为

分子生物学佐证*

图 $#多齿蛇鲻群体邻接关系树

J6@"$#'86@I3=5Nb=6?6?@ H588=<"26,.C/*@5=:B9

图 %#多齿蛇鲻群体单倍型间网络关系图

J6@"%#G2B>=HCB89?8HR=5F=<"26,.C/*@5=:B9

''有研究表明!许多海洋鱼类不同地理群体间

在遗传上保持一定的一致性(!!)

!在遗传结构上不

存在较大差异(!" ;!#)

* 本研究结果将 = 个地理群

体的多齿蛇鲻群体归为一个种群也证实了这一

点* 一般认为鱼类不同地理群体间遗传结构差异

小的现象!与海面洋流有关("%)

!很多海洋鱼类生

活史中均具有一个浮游幼体期!人们普遍认为这

些鱼类种群间的迁移主要是在这一时期进行的*

当卵或仔稚鱼被动地随着洋流漂移时!群体间基

因交流便有可能在或大或小的地理范围内发

生("&)

* 由于多齿蛇鲻的
!

龄鱼就能繁殖!! ;B

月为盛期!这时的多齿蛇鲻繁殖群体会从深水区

向浅水区迁移!而每年这个时候也正是南海台风

比较密集的时段!南海北部海域缺少天然的洋流

屏障!多齿蛇鲻鱼卵和幼鱼等随台风吹动的洋流

散布到较远的海域!加之多齿蛇鲻没有明显的洄

游习性!这可能是各地理群体间无明显遗传分化!

同一种群小面积分割现象的原因*

目前!南沙群岛西南陆架海域多齿蛇鲻资源

已严重衰退!虽然南海北部多齿蛇鲻资源还比较

丰富!但已有研究显示资源量已出现下降的趋

势("$)

* 因此!运用多种方法对多齿蛇鲻的种群进

行研究!有利于掌握南海多齿蛇鲻资源的种群情

况!对于今后更加合理地开发利用其资源具有重

要的现实意义*
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