
江苏农业学报(Jiangsu J. of Agr. Sci. ),2015,31(4):840 ~ 845
h ttp: / / w ww. jsn y x b . c o m

李大命,张彤晴,唐晟凯,等. 太湖大银鱼(Protosalanx chinensis)细胞色素 b 基因序列多态性分析[J]. 江苏农业学报,2015,31
(4):840鄄845.
doi:10. 3969 / j. issn. 1000鄄4440. 2015. 04. 021

太湖大银鱼 (Protosalanx chinensis)细胞色素 b 基因
序列多态性分析

李大命,摇 张彤晴,摇 唐晟凯,摇 钟立强
(江苏省淡水水产研究所,江苏省内陆水域渔业资源重点实验室,江苏 南京 210017)

收稿日期:2014鄄11鄄22
基金项目:江苏省青年科学基金项目(BK2012488);江苏省内陆省管

渔业水域资源与环境监测(江苏省海洋与渔业局, 2013)
项目

作者简介:李大命(1981鄄),男,河南汝南县人,博士,助理研究员,研
究方向为湖泊渔业资源与环境。 (E鄄mail) ldm8212@ 126.
com

通讯作者:张彤晴,(E鄄mail)zhtq3@ 126. com

摇 摇 摘要:摇 为科学保护太湖大银鱼种质资源,制定合理的野生资源保护策略,实现太湖大银鱼资源的可持续发展

和利用,以细胞色素 b 基因(cyt b)作为分子标记,对太湖大银鱼野生群体进行遗传多样性分析。 通过 PCR 扩增与

序列测定获得了 cyt b 基因全长序列(1 141 bp)。 在 35 条同源 cyt b 基因序列中, A、T、G 和 C 碱基的平均含量分别

为 21郾 67% 、29郾 25% 、16郾 71%和 32郾 36% ,A+T 的含量(50郾 92% )略高于 G+C 的含量(49郾 07% )。 Cyt b 中共检出 13
个变异位点,总变异率为 1郾 14% ,其中 9 个为简约信息位点,4 个为单一信息位点。 35 条 cyt b 序列共定义 12 个单

倍型,单倍型之间的平均遗传距离为 0郾 003,NJ 法构建的单倍型系统进化树显示所有单倍型聚为一支,单倍型多样

性指数和核苷酸多样性指数分别为 0郾 850依0郾 045 和0郾 002 96依0郾 000 17,平均核苷酸差异数为 3郾 378。 中性检验分

析结果显示 Tajima爷s D 值为0郾 224 52,且差异不显著(P>0郾 10),这表明太湖大银鱼种群稳定,没有经历种群扩张。
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Genetic polymorphism of mitochondrial DNA cytochrome b ( cytb) se鄄
quences of Protosalanx chinensis in Lake Taihu
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摇 摇 Abstract:摇 To protect Protosalanx chinensis germplasm, and maintain its sustainable develepment in Lake Taihu, the
cytochrome b (cyt b) gene marker was selected for the genetic diverisity analysis. The completed mtDNA cyt b gene se鄄
quence (1 141 bp) of P. chinensis were obtained through PCR amplification and sequence analysis. The average contents of
base A, T, G and C in 35 homological cyt b genes were 21郾 67% , 29郾 25% , 16郾 71% and 32郾 36% , respectively, with
content of A+T (50郾 92% ) a little higher than that of G+C (49郾 07% ). Thirteen variation sites were detected, acconuting

for 1郾 14% of the total variations, of which nine were
parsimony informative sites and four were singleton
informative sites. Twelve haplotypes were identified in 35
individuals of P. chinensis, with the average genetic dis鄄
tance among cyt b haplotypes being 0郾 003, the haplotype
diversity and nucleodide diversity being 0. 850依0郾 045 and
0. 002 96依0. 000 17, respectively, and the average num鄄
ber of nucleotide differences being 3郾 378. The phylogenet鄄
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ic tree revealed that twelve cyt b haplotypes were clustered into one clade. The positive Tajima忆s D value (0. 224 52) of
neutrality test suggests that P. chinensis has a stable population without experiencing population expansion.

Key words:摇 Protosalanx chinensis; cyt b; genetic diversity; Lake Taihu

摇 摇 银鱼科( Salangidae)鱼类又称银鱼( Icefish or
Salangid),为一年生小型名贵鱼类,具有很高的经济

价值和营养价值[1]。 大银鱼(Protosalanx chinensis)
隶属于银鱼科, 新银鱼亚科(Neosalanginae), 大银

鱼属(Protosalanx),是银鱼科中个体最大的种,主要

分布在朝鲜半岛西海岸至瓯江以北各水系及近海

岸,系近海河口洄游或淡水定居鱼类。 大银鱼在中

国水体中分布广泛,且具有重要的渔业价值,曾为中

国重要的出口创汇水产品。 近 30 多年来,由于水体

生态环境污染、水利工程建设和过渡捕捞等因素,中
国野生大银鱼的资源量严重下降[2],开展大银鱼资

源保护已经迫在眉睫。
遗传多样性是评估资源现状、制定野生种群保

护和管理策略的重要前提[3鄄4]。 有关大银鱼的研究

主要集中在形态学、个体生态学和繁殖生物学等方

面[2]。 近年来,国内外学者对银鱼的遗传学开展了

一些研究,主要集中在银鱼的分子系统发育、遗传多

样性和种群结构等方面。 比如,罗宏伟等分析了三

峡库区大银鱼、太湖新银鱼和短吻间银鱼线粒体

DNA 细胞色素 b 基因序列多态性[5];郭立等采用 4
个线粒体基因片段研究了银鱼科鱼类的系统发

育[6];Zhang 等在长江流域利用 cyt b 基因全序列对

全世界 17 种银鱼中的 15 种银鱼属间的分子系统发

育关系进行了比较[7]; Zhao 等利用线粒体 cyt b 基

因全序列对淮河、长江以及珠江流域的太湖新银鱼

13 个种群共计 354 个个体的遗传多样性和种群结

构进行了分析[8]。
太湖是中国第三大淡水湖泊,湖泊渔业是其最

重要的功能之一[9鄄10]。 在太湖渔业中,银鱼占有非

常重要的地位,大银鱼占太湖银鱼渔业年总产量的

50%以上,产品大都出口,创造了巨大的经济效

益[11]。 国内学者对太湖大银鱼的胚胎发育、生长和

食性等进行了研究[11鄄13],但对太湖大银鱼的遗传学

研究较少,仅见夏德全等采用 RAPD 技术分析了太

湖银鱼种群遗传结构特征[14]。 近 10 多年来,则鲜

有太湖大银鱼遗传多样性的研究报道。 本试验采用

cyt b 基因作为分子标记,对太湖大银鱼的遗传多样

性进行初步研究,为合理开发和利用大银鱼野生资

源,以及保护太湖银鱼种质资源提供科学依据。

1摇 材料和方法

1. 1摇 试验材料

大银鱼于 2013 年 5 月采自太湖漫山水域,随机

选择 35 尾样本,其体长在 3郾 1 cm 至 6郾 5 cm 之间。
每个大银鱼样本剪少量尾鳍条放入无水乙醇中固

定,带回实验室保存备用。
1. 2摇 DNA 提取

大银鱼样本基因组 DNA 的提取参照 Sambrook
等的方法[15]。 采用分光光度计(Unico UV鄄 4802H)
和 1%琼脂糖凝胶电泳分别测定 DNA 浓度和检测

DNA 质量。 置于-20 益储存备用。
1. 3摇 PCR 扩增及测序

扩增 cyt b 基因的引物为 L14321 和 H15634[7]。
L14321 引物序列:5忆鄄CCAGTGACTTGAAAAACCAC鄄
CG鄄3忆;H15634 引物序列:5忆鄄CTTAGCTTTGGGAGT鄄
TAAGGGT鄄3忆,引物由上海生物工程有限公司合成。
摇 摇 PCR 反应体系总体积为 50 滋l,其中2伊PCR Mix
25 滋l (包括 Taq 酶 1郾 25 U,dNTPs 10 滋mol,MgCl2
0郾 1 mmol ),上、下游引物(10 滋mol / L)各 2 滋l,DNA
模板 2 滋l,其余体积用超纯水补足。 PCR 反应程序

为:94 益预变性 4 min;94 益变性 40 s,55 益退火 40
s,72 益 延伸 90 s,30 个循环;72 益 延伸 10 min。

PCR 产物用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测,对扩增

效果好的 PCR 产物进行割胶纯化后,直接送上海生

物工程有限公司进行测序,为保证所测序列的可靠

性,所有样品均采用双向测序。
1. 4摇 数据统计与分析

采用 DNAstar[16]软件对 DNA 序列进行比对拼

接,并辅以人工校对。 用 DnaSP[17] 软件计算多态位

点数目(Np)、单倍型数目(Nh)、单倍型多样性指数

(h)、核苷酸多态性(仔)和平均核苷酸差异数( k)
等。 用 MEGA 4. 1[18]软件计算序列的碱基组成、变
异位点和简约信息位点。 以太湖新银鱼(Neosalanx
taihuensis) 为外群,采用邻接法 ( Neighbor鄄Joining,
NJ)构建单倍型分子系统树,并对各分支进行1 000
次重复检验。 利用 Tajima爷 s D 中性检验分析大银
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鱼种群历史上是否发生扩张。

2摇 结 果

2. 1摇 太湖大银鱼 cyt b 基因碱基组成和变异分析

摇 摇 经校对获得 35 条 cyt b 基因同源序列,其长度

为1 141 bp,序列中碱基 A、T、G 和 C 的平均含量分

别为 21郾 7% 、29郾 3% 、16郾 7%和 32郾 4% ,A+T 的含量

(50郾 92% ) 略高于 G+C 的含量(49郾 07% )。 在这

1 141 bp 序列中,共检测到 13 个变异位点,占分析

位点总数的 1郾 14% 。 其中 9 个为简约位点,4 个单

一多态位点 (表 1)。 这些突变位点中有 11 个转换

位点和 2 个颠换位点,没有插入和丢失位点。

表 1摇 太湖大银鱼 mtDNA cyt b 基因单倍型多态性位点分布

Table 1摇 Distribution of polymorphic sites in 12 haplotypes of Protosalanx chinensis with mtDNA cyt b in Lake Taihu

单倍型 个体数
变异位点

180 210 429 438 498 501 506 585 666 741 895 1089 1107

LTH1 3 G T A C G G C T A C C G A

LTH2 1 . . . . . . . . . . T . .

LTH3 1 . C . T . . . . . . . . .

LTH4 1 . C . T . . . . C . . . .

LTH5 5 . C . T . A . . . . . . .

LTH6 1 . C . T . . . . . T . . .

LTH7 12 . . . . A . . . . T . . .

LTH8 3 . . . . . . . . . . . C .

LTH9 1 A . G . . . A C . . . . .

LTH10 4 A . G . . . . C . . . . .

LTH11 1 A . . . . . . C . . . . .

LTH12 2 A . . . . . . . . . . . G

2. 2摇 太湖大银鱼种群的遗传多样性

35 个大银鱼个体共定义 12 个单倍型(LTH1 ~
LTH12),其中单倍型 LTH7 个体数最多,为 12 个

(表 1)。 大银鱼种群单倍型多样性指数和核苷酸多

样 性 指 数 分 别 为 0. 850依 0郾 045 和 0. 002 96依

0. 000 17,平均核苷酸差异数为 3郾 378,具有高单倍

型多样性和低核苷酸多样性的特点(表 2)。 中性检

验 Tajima爷s D 值为正值(0. 224 52),且差异不显著

(P>0郾 10),表明太湖大银鱼种群比较稳定,没有经

历过种群扩张。

表 2摇 太湖大银鱼种群的遗传多样性参数

Table 2摇 Parameter of genetic diversity of P. chinensis population in Lake Taihu

种群 个体数
单倍型数目

(Nh)
多态位点数目

(Np)
单倍型多样
性指数 (h)

核苷酸多态性
(仔)

平均核苷酸
差异数 (k) Tajima爷s D 值

大银鱼 35 12 13 0. 850依0. 045 0. 002 96依0. 000 17 3. 378 0. 224 52

2. 3摇 cyt b 单倍型聚类分析

以太湖新银鱼为外群,采用临接法 ( NJ) 构

建太湖大银鱼 12 个单倍型的分子系统树 ( 图

1) 。 由图 1 可以看出,12 个大银鱼 cyt b 单倍型

聚为一支,太湖新银鱼单独一支。 单倍型间的

遗传距离较小,最大值为 0郾 006,平均遗传距离

为 0郾 003 (表 3 ) ,表明单倍型之间没有出现遗

传分化。
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图 1摇 大银鱼 cyt b 单倍型的 NJ 系统树

Fig. 1摇 The phylogenetic tree of mtDNA cyt b haplotypes of Protosalanx chinensis

表 3摇 太湖大银鱼 cyt b 基因序列 12 个单倍型遗传距离(Kimura鄄2鄄parameter 法)
Table 3摇 Genetic distance between 12 haplotypes of P. chinensis with cyt b sequences (Kimura鄄2鄄 parameter method)

基因型 LTH1 LTH2 LTH3 LTH4 LTH5 LTH6 LTH7 LTH8 LTH9 LTH10 LTH11 LTH12

LTH1

LTH2 0. 001

LTH3 0. 001 0. 002

LTH4 0. 002 0. 003 0. 003

LTH5 0. 002 0. 003 0. 003 0. 004

LTH6 0. 004 0. 004 0. 004 0. 005 0. 005

LTH7 0. 002 0. 003 0. 003 0. 004 0. 004 0. 002

LTH8 0. 003 0. 004 0. 004 0. 004 0. 004 0. 006 0. 004

LTH9 0. 003 0. 004 0. 004 0. 003 0. 004 0. 006 0. 004 0. 002

LTH10 0. 003 0. 004 0. 004 0. 004 0. 004 0. 006 0. 004 0. 002 0. 002

LTH11 0. 003 0. 004 0. 004 0. 004 0. 004 0. 001 0. 001 0. 005 0. 005 0. 005

LTH12 0. 002 0. 003 0. 003 0. 004 0. 004 0. 004 0. 002 0. 004 0. 004 0. 004 0. 003

3摇 讨 论

线粒体 DNA(mtDNA)具有严格的母系遗传,进
化速率快,几乎无重组等特点,被广泛用于鱼类系统

发育和群体遗传研究,其中细胞色素 b 基因( cyt b)
为重要的蛋白质编码基因,其进化速率适中,能够有

效反映亚种、种群、属等不同水平的遗传信息[19]。
本研究获得了 35 条太湖大银鱼 cyt b 基因同源序列

(1 141 bp),碱基 G(16郾 71% )的含量最低,具有明

显的反 G 偏倚,显示出 cyt b 基因的共同特征[20]。
共检测到 13 个变异位点,没有插入或丢失位点,其
中 11 个转换位点,2 个颠换位点,结果符合同种鱼

类中转换在数量上远超过颠换的特征[21]。
遗传多样性是指生物种内和种间的遗传变异

度,是生物进化与适应环境的基础[22]。 单倍型多样

性指数和核苷酸多样性指数是衡量一个物种或群体
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遗传多样性的 2 个重要指标。 本研究中,太湖大银

鱼的单倍型多样性指数和核苷酸多样性指数分别为

0郾 850依0郾 045 和0郾 002 96依0郾 000 17,呈现出高单倍

型多样性和低核苷酸多样性的特征。 有研究者通过

对线粒体 DNA 序列的遗传变异分析,将不同单倍型

多样性和核苷酸多样性间的组合分成 4 种类型:第
1 种类型是较低的单倍型多样性( h<0郾 5)与较低的

核苷酸多样性(仔 <0郾 005);第 2 种类型是高单倍型

多样性与低核苷酸多样性;第 3 种类型是低单倍型

多样性与高核苷酸多样性;第 4 种类型是高单倍型

多样性与高核苷酸多样性[23]。 本研究中大银鱼种

群的结果属于第 2 种类型,该类型是由于经过瓶颈

效应后伴随着迅速的种群增长与突变的积累造成,
快速的种群增长有利于提高对新突变的保持力而导

致核苷酸多样度降低。 一方面由于过度捕捞、环境

污染等因素,在上世纪 80 年代太湖大银鱼种群数量

急剧下降,遗传多样性降低,即受到遗传瓶颈效应的

影响;另一方面,大银鱼生长快、繁殖周期短,能迅速

扩大种群数量,有利于积累更多突变。 因此太湖大

银鱼种群遗传多样性具有较高的单倍性多样性和较

低的核苷酸多样性特点。 另外,通过比较本研究太

湖大银鱼遗传多样性参数与文献报道[7,11,24] 的研究

结果,可以得出太湖大银鱼种群的遗传多样性最高。
因此,保护太湖大银鱼种质资源对于保护中国银鱼

种质资源的基因遗传多样性具有重要意义。
从单倍型间的遗传距离和 NJ 系统树可以看出,

太湖大银鱼单倍型间的遗传距离非常低,所有单倍

型聚为一支,表明大银鱼种群内没有明显的遗传分

化,这与夏德全等[14]对太湖大银鱼种群的遗传结构

分析结果是一致的,太湖大银鱼种群内、种群间的遗

传相似性指数及遗传距离都十分相近,这可能与历

史上大银鱼可能受到较为严重的遗传瓶颈效应的影

响有关。 但需要注意的是,不同的 cyt b 单倍型出现

的频率有较大差异,单倍型 LTH7 个体数有 12 个,
但 6 个单倍型(LTH2、LTH3、LTH4、LTH6、LTH9 和

LTH11)仅有 1 个个体出现,这一方面可能是大银鱼

种群进化过程中自然选择的结果,也可能受到近些

年来太湖较大规模大银鱼增殖放流所带来的选择效

应的影响。 假如一旦这些数量较少的单倍型失去,
会降低大银鱼的遗传多样性。 因此,在增值放流之

前,有必要对增殖放流群体与野生群体进行遗传多

样性和种群结构进行对比研究,从而避免增殖放流

可能带来的不利影响。
物种的遗传多样性高低与其适应能力、生存能

力和进化潜力密切相关。 丰富的遗传多样性意味着

较高的适应生存潜力, 蕴藏着较大的进化潜能、丰
富的育种和遗传改良潜力。 物种遗传变异的减少可

能导致严重的后果, 如成活率、生长与繁殖效率变

低, 降低种群个体对环境变化的适应能力。 本研究

结果表明目前太湖大银鱼有较高的单倍型多样性,
但核苷酸多样性较低。 同时大银鱼的种群波动剧

烈,对栖息水环境质量要求很高。 因此,为保护和合

理利用太湖大银鱼资源,我们建议加大太湖环境保

护力度,改善水环境质量、建立大银鱼种质资源保护

区,保护区内禁止一切人类活动、控制银鱼捕捞强度

和缩短捕捞时间等措施,以实现太湖大银鱼渔业的

可持续发展。
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