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黄海带鱼
、

小带鱼 R A P D 和线粒体 16 5 r R N A

基因序列变异分析
`

蒙子宁
` , “

庄志猛 “
`

金 显仕
`
唐启升

`
苏永全

“

农业部海洋渔业资源可持续利用重点开放实验室
,

黄海水产研究所
,

青岛 2 66 0 71 ;

2
.

厦门大学海洋系
,

厦门 36 10 0 5

摘要 对黄海带鱼
、

小带鱼各 12 个个体进行随机扩增多态 D N A ( R A P D )分析
,

对比多态位点比

例
、

遗 传 多态 度 以及遗传 距 离
,

并 构建 N e ig h b or
一

i`
n ni g 系 统树 ; 通过 PC R 扩 增 出线粒 体

16 S r R N A 基 因
,

纯化后直接测序
,

利用生物信息学方 法进行序列分析和核普酸变 异比较
,

结合

G ne B na k 上大西洋叉 尾带鱼同源序列构建 U PG M A 系统树
.

分析结果表明
:

( 1) R A p D 技术研 究黄

海带鱼和小带鱼的遗传多样性具有较高的灵敏度和检 出率
,

带鱼的多态比例和遗传多态度均较小

带鱼的低 ; ( 2) 线粒体 1 6 5 : R N A 基因序列在分析这两物种遗传变异时表现出保守和变异 的双 重特

性
,

种内变异极小而种间较大 ; ( 3) 5 个随机引物扩增出种特异的 R A p D 带
,

可作为种间分子鉴定

标记 ; ( 4) 研究证实带鱼和小带鱼是不同属的两个种
,

从而在基 因水平上支持 了 N el os
n 分类系统

的观点
.

关键词 带鱼 小带鱼 R A P D 线粒体 165 Rr N A 序列变异

带鱼 ( T
r艺e人i u : u : ze p t u r u 、 L in n a e u S 17 5 5 )

,

俗

称刀鱼
、

白带鱼和鳞刀鱼
,

为广泛分布于我 国
、

朝

鲜
、

日本
、

印度尼西亚
、

菲律宾
、

印度
、

非洲东岸

及红海等海域的暖水性底层鱼类
.

分布于我 国诸海

区的带鱼有 3 个种群
,

分别为黄渤海群
、

东海群和

南海群
,

为我 国最重要的海洋渔业捕捞对象之一
,

最高年产量达 50 余万吨
,

居我国海洋渔业单鱼种

渔获量首位
,

约占世界同种鱼渔获量的 70 % 川
.

自

2 0 世纪 7 0 年代以来
,

由于多年持续捕捞过度
,

带

鱼资源严重衰退
,

东海种群的个体小型化
、

低龄化

和早熟现象明显 ; 南海带鱼渔场 日益萎缩
,

汛期趋

短 ; 黄渤海种群 自 1 9 6 4 年大幅度下 降后
,

资源每

况愈下
,

进入 80 年代后
,

渔汛不复存在
,

沦 为兼

捕对象 [“
,

3 ]
.

现代遗传学观点认为
,

一个物种的遗传多样性

高低与其适应 能力
、

生存 能力和进 化潜力 密切相

关
,

遗 传 变 异是 有 机体 适 应 环境 变 化 的 必要 条

件 4[]
.

因此
,

研究物种的遗传结构和遗传分化
,

揭

示其遗传多样性水平是生物资源恢复和持续利用的

前提和基础
.

有关带鱼的研究大多集 中在渔业生物

学方面
,

涉及遗传背景的研究很少 5[, “ ]
.

本研究采

用随机扩增 多态 D N A ( R A p D )及线粒体 1 6 5 r R N A

基因序列分析两种技术研究带鱼的遗传多样性
,

并

与我国近海的另一种体型酷似带鱼
、

生境也近似 的

带鱼科 ( T r ie h iu r id a e )习见种类一小带 鱼 ( E u p ze u
r o -

g ar m m u s m u t i c u 、 G r a y 1 8 3 0 )的遗传结构进行对 比

分析
,

从 D N A 变异水平上探讨了两物种 的分类地

位
,

以期为带鱼资源保护和管理提供理论依据
.

1 材料和方法

1
.

1 材料

带鱼样品 ( 20 个个体
,

平均肛长 157
.

2 m m ) 和

小带 鱼样 品 ( 17 个个 体
,

平均肛 长 107
.

5 m m )系

2 0 0 2 年 8 月执行黄海资源监测调查时采自山东荣成

外海
,

在 一 20 ℃ 冰库 内保存
,

运 回实验室后 转入

2 0 0 3
一

0 3
一

0 7 收稿
,

2 0 0 3
一

0 5
一

2 5 收修改稿
,

国家重点基础研究发展规划资助项 目 (批准号
:

G 1 99 9 0 4 3 7)

, ,

联系人
,

E
一

m a il
: : hu a n g z m @ y s f r i

.

a C
.

。 n
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8 0℃超低温冰柜备用

1
.

2DN A提取

从所采集的样品中随机选取带鱼
、

小带鱼各 1 2

尾用于本研究
,

基因组 D N A 提取参照文献【7 1的方

法进行
.

5 0℃ l m i n
,

7 2℃ l m in
,

最 后 7 2℃ 延伸 10 m i n
.

PC R 产物用 U N IQ
一

5( 上海生工 )柱式纯化试剂盒纯

化后
,

在 A B 13 10 型 自动测 序仪 ( P e r k i n E lm e r s )上

进行测序
.

1
.

5 数据分析

1
.

3 R A P D 的 P C R 扩增及电泳

P e R 反 应 总 体积 为 2 5 拌L
,

包 括 5 0 m m o l/ L

K C I
,

10 0 nnrr
o l / L Tri

s 一

Q
,

pH 9
.

0
,

1% Tri t o瓦X
一

10 0
,

1
.

5mnr
o l/ L M g( :2l

,

0
.

1

mmo
U L dN T P

,

0
.

2 拜m ol / L

引物 (上 海 生 工
,

见 表 1)
,

I U T qa D N A 聚合酶

( P r o m e g a B io t e 。 )以及 2 0 n g 基 因组 D N A
.

反应 在

P E 9 6 0 0 扩增仪上经 9 5℃ 预变性 5 m i n 后经过 4 5 个

循环
,

每个循环包括 9 4℃ l m i n
,

3 6℃ l m i n
,

7 2℃

Z m ni
,

最后于 7 2℃延伸 10 m ni
.

R A P D 产物用含有

澳化乙锭的 1
.

5 % 琼脂糖凝胶 电泳分离
,

于 G el D oc

10 O0( Bi 0 一RA D ) 自动成像仪上观察并打印出电泳 图

谱
.

1
.

5
.

1 R A P D 电泳图谱中的每一条带记为一个

位点
,

只记录那些 电泳后可辨认的条带
,

当某一扩

增带出现时记为 1
,

缺失则记为 0
,

从而建立原始谱

带矩阵
,

并据此统计位点总数
、

多态位点数和多态

位点比例
.

S h a n n o n
表型多样性指数量化遗传多态度的计

算公式为
:

H = 一

名 x 、 In x ` ,

( x `
为位点 i 在某一群体中的出现频率 )

表 1 随机引物序号及序列

引物

5 10 3

5 10 4

5 10 5

5 1 0 8

5 1 0 9

5 1 1 2

5 1 1 3

5 1 1 4

5 1 1 5

5 1 1 6

5 1 17

5 1 18

5 1 19

序列 ( 5、 3’ ) 引物

5 1 2 0

5 1 2 1

5 12 2

5 12 3

5 12 4

5 12 5

5 12 7

5 12 8

5 1 2 9

5 1 3 0

5 1 3 2

5 1 3 3

5 1 3 5

序列 ( 5~ 的

利用 P O P G E N E I
.

3 2 软件计算种间遗传距离和

遗传相似度 { 8」
,

用 R A p D i s t 软件构建 N e i g h b o r 一jo i n
-

ni g ( N )J 系统树
.

A G A C G T C C A C

G G A A G T C G C C

A G T C G T C C C C

G A A A C A C C C C

T G T A G C T (汪孤 3

A C GC G CA I
,

G T

G A CG C C A C A C

A C C A G G T〕
,

G G

A A T G G CG ( :A G

T C T CA G C T G G

C A C T C I
,

CC T C

G A A I , C G凌弓C CA

C T G A C CA G C C

G G G A G A C A T C

A C G G A T C C T G

G A G G A I
、

C C C T

C C T G A T CA C C

G G T G A T C A G G

C C G A A T T C C C

C C G A T A T C C C

G G G A T A T CG G

CC A A G C T T C C

G ( ; A A G C T T G G

A C G G T A C C A G

以 3C T G C A G A A

C C A G工气C T C C

1
.

4 线粒体 1 6 5 Rr N A 基因片段扩增及测序

所用 引物序 列
` ) 为 16 SA R :

5
,

一 G C C T G T T
-

T A T C A A A A A C A T 一 3
’

; 1 6 S B R
:

5
`

一 C C G G T C T
-

G A A C T C A G A T C A C G T 一 3’ (上海 生工合成 )
.

P C R

反应 总 体积 为 2 5 拌L
,

包 括 2
.

0 m m o l/ L M g e lZ
,

o
.

Z m m o一/ L dN T P
,

0
.

2 拼m o l/ L 每种引物
,

I U T a q

p usl D N A 聚合酶 (上海生工 )
,

1 x T qa 聚合酶缓冲

液以及 30
n g 基因组 D N A

.

反应条件为 94 ℃ 预变性

Z m ni 后经过 30 个循环
,

每个循环包括 94 ℃ 45 5,

1
.

5
.

2 线粒体 1 6 5 r R N A 从 G e

Bn
a n k 取得大西

洋叉尾带鱼 (无Pe IJ Po
u :

ca
u己 a tu : E u p h r a s e n 17 5 5 )的

线 粒 体 16 Sr R N A 基 因 (登 录 号
:

A F1 0 0 9 17
,

A F i o o 9 1 s )相应片段作为参考序列
,

用 G e n e d o 。
软

件对所测序列以及参考序列进行对位排序
,

并结合

人工校正
.

通过 M E G 八2 软件统计序列的碱基组成
,

根据K im u r a ’ 5 2
一

p a r a m e t e : 模型计算种内和种间的遗

传距离
,

并 构建 u n w e i g h t e d p a i r g r o u p m e t h o d 。 f

a r it hm e t i e m e a n s ( u P GM A )系统树
,

采用 B oo t s t r a p

2 0 0 0 检验分子系统树各分枝的置信度
.

用 D N A S P

软件计算多态位点
、

核普酸多样性
、

平均核昔酸差

异数以及群体间平均每位点核昔酸替代数
.

2 结果

2
。

1 R A P D

2 6 个随机引物在两物种 24 个个体中共扩增 出

1 6 7 个位点
,

呈多态的有 12 2 个 ( 73
.

05 % )
.

除 5 个

引物 ( 5 1 0 4
,

5 1 1 5
,

5 1 1 8
,

5 1 2 7
,

5 12 8 )为单态外
,

其余 21 个引物分别扩 增 出 1 一 n 个 多 态 位 点
.

带鱼 1 2个个体中存在 6 1个多态位 点
,

多 态位点 比

l ) K e ss igll B
,

e t al
.

T he S im p le F oo l
’ 5 G u ide t o P C R

.

U爪 v e rs i t y o f H a w ai i
,

Ho no lu lu
,

Ha w a i i, 1 9 8 9
,

2 3
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例为 36
.

53 % ; 小带鱼则在 85 个位点上呈多态
,

多

态位 点 比例 达 50
.

90 %
.

另外
,

5 个 引 物 ( 5 108
,

5 1 1 7
,

5 1 2 3
,

5 12 4
,

5 12 9 )扩增 出种特异 的 R A P D

条带
.

图 1 例举 了引物 5 1 2 7 (单态 )及 S n 7( 种特

异 )对所有个体扩增产物的电泳图谱
.

1。。 b p
兰导

2 50 b P es es es J 卜

乏QQ卜p
es

, 卜
.

2乏Q卜卜一一州卜
10 0 0 b卜- -刁卜

2 0 0 0 b P ee es es , 卜

M E I E 4 E 8 E 12T I T 4 T 8 T 12

b()

一一一一一一10 0 bP

2 5 0 b P

5 0 0 b P

PPP
ó

匕hLll7 5 0

10 0 0

2 0 0 0

M E I E 4 E 8 E 12 T I T 4 T 8 T 12

图 l 引物 s一2 7
,
5 1 1 7 对带鱼《T一

1 2 )
,

小带鱼 (E i 一 1 2 )的 R A p n 电泳图谱
.

M
,

D L Zo 0 0 分子盆标志

(
a
)为单态图谱

,

两条扩增带 (分子量约 350
,

1 100 b p )为带鱼和小带鱼所有个体共有
;

( b) 为种特异图谱
,

带鱼特异带分子量约为 巧 00 b p
,

小带鱼特异带分子量约为 7 5O b p

0 2 0 5

E
.

朋封t iC 之招

E 10

刀
亡尸rur us

T 12

图 2 带鱼叹T
.

z印 t u ur
: ,

rr i 一 T 1 2 )
, Ij

、
带鱼 { E

.

o u r￡e “ : ,

E i 一 E l z )个体间 N J 系统树
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S h a n n o n
表型 多样性指数显示带鱼的遗传多态

度 ( 0
.

1 5 7 5 )要小于小带鱼 ( 0
.

2 5 6 5 ) ; 根据 N e i方法

得出带 鱼和 小带 鱼 种 间存 在 较 大 的遗 传距 离 为

0
.

3 0 0 3
,

遗传相似度仅为 0 7 4 0 6 ; N e i g h b o r一 jo i n i n g

系统树形成两主枝
,

两个物种的个体分别聚类
,

各

占一枝 (图 2)
.

2
.

2

1 6 5

列约

线粒体 1 6 5 r R N A

经 P C R 扩增
,

分别得到 了带鱼和小带鱼清晰的
r RN A 基因片段扩增产物 (图 3 )

,

经测定得到序

5 0 0 b p (不含引物 ) (图 4 )
,

已在 G e n B a n k 数据

库登录 ( A Y 2 1 6 4 9 2 一 A Y 2 1 6 4 9 4 (带 鱼 )
,

A Y 2 12 3 2 5

(小带鱼 ) )
.

带鱼和小带鱼之间共存在 88 个变异位

点
,

其中 12 个为插入 /缺 失
,

其余 76 个 为转换 /颠

换
,

转换 /颠换之 比为 1
.

9
,

能提供简约性信息的位

点 7 5 个
,

单个突变位点 1 个
.

带鱼 12 个个体的序

列显示有 3 个 不同的单倍型
,

单倍型 I 分布频率为

8 3
.

3 % ( 10 个个体 )
,

单倍型 H 和 H l 各自出现在一

个个体中 (T4 和 T S)
,

是单倍型 I 分别发生 了一次

( G ~ A )和 ( C~ T )转换后形成的 ; 小带鱼所有个体

的序列完全相同
,

共享一个单倍型
.

10 0 bP

2 5 0 Pb

乏Qg卜P

溺吕邵
乙U U U )t P

百 m U t ci US

图 3 带鱼 ( T
.

l印 tu r u s
)和小带鱼 ( E

.

带鱼的 T
,

C
,

A
,

G 4 种碱基的平均含量分别

为 2 1
.

1%
,

2 8
.

0 %
,

2 9
.

0 %
,

2 1
.

9 %
,

A + T 含量

接近 50 %
,

这与小带鱼以及作为参考的大西洋叉尾

带鱼的碱基组成近似 (表 2 )
,

根据 Ki m ur a 双参数模

型得出 3 种带鱼种内遗传距离很小 ( 0 一 0
.

002 )
,

种

间较大 ( 0
.

1 24 一 0
.

17 5 )
.

进一步进行序列核昔酸差

异比较
,

带鱼
、

小带鱼和大西洋叉尾带鱼种 内只有

0 一 2 个核昔酸变异
,

平均核昔酸差异数 ( 0 一 1) 和核

昔酸多样性 ( 0 一 0
.

0 0 2 0 3) 均非常低 ; 而种间却存在

较大的变异
,

平均核昔酸差异数高达 55
.

4 一 77
.

5
,

m u t i c u :
)线粒体 1 6 5

T Pel ut r猫

r R N A 墓因片段扩增产物

平均每位点发生 0
.

1 1 3 5 6 一 0
.

1 5 7 52 个核昔酸替代
.

显然
,

通过遗传距离和序列核昔酸差异的比较可得

出结论
:
3 种带鱼种内无明显的遗 传差异

,

而种间

存在较大的遗传分化
.

图 5 为聚类分 析得到 的 U P G M A 系 统树
.

带

鱼
、

小带 鱼
、

大西洋叉尾带 鱼均 以极 高 的置信度

( 9 9 % )各自聚类
,

反映出种间明显的遗传分化
.

带

鱼与大西洋叉尾带鱼首先聚在一起
,

然后再与小带

鱼聚类
.

表 2 带鱼 《T )
,

小带鱼 (E )和大西洋叉尾带鱼 ( L) 线粒体 165
r R N A 基因的碱墓组成及遗传信息指数

物种
碱基组成

勺̀气à0 07
J.i

2 1
.

1

2 4
.

8

2 3
.

2

2 8
.

0

2 3
.

6

24
.

6

2 9
.

0

2 9
.

9

2 9
.

7

2 1
.

9

2 1
.

8

2 2
.

4

A 十 T

5 0
.

1

5 4
.

7

5 2
.

8

遗传

距离

多态

位点数

平均核昔酸
差异数

核昔酸

多样性

平均每位点
核昔酸替代数

0
.

0 0 1 0
.

0 0 0 6 8

0

0
.

0 0 2 0 3

7 686气
ù门尹

种间 T
一

E

T
一

L

E
一

L

0
.

1 2 4

0
.

1 7 3

5 5
.

4

7 7
,

5

0
.

1 5 2 7 5

0
.

1 1 3 5 6

0
.

1 5 7 5 2

3 讨论

我们用 2 6 个 随机 引物在两个物种中共 扩增 出

16 7 个位点
,

其 中 12 2 个 ( 7 3
.

0 5% )呈 多态
.

可见
,

用 RA P D 技术研究黄海带鱼和小带鱼的遗传多样性

具有较高的灵敏度和检 出率
.

带鱼的多态 比例和遗

传多态度均较小带鱼的低
,

除 了物种差异外
,

由于

对它们的遗传背景知之甚少
,

尚难究其原因
.

但值

得指 出的是
,

在 20 世纪 60 年代之前
,

黄海带鱼是

我国北方的重要渔业对象
,

最高年产量达 6
.

6 万吨

( 1 9 6 0 年 )
,

过度捕捞
,

已导致黄海带鱼资源严重破

坏
,

该种群承 受着 巨大的捕捞 压力
,

定向选择加强
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图 5 基于带鱼
、

小带鱼和大西洋叉尾带鱼线粒体 16 5 r R N A 基因的 u P G M A 系统

树枝上数值为 2 0 0 0 次 b o o t s t r a p 后的置信度

势必影响该种群的遗传结构
.

线粒体 1 6 5 : R N A 基因

进化速度慢
,

常用于种 以上水平的检测图
.

本研究

只从带鱼检测到 2 个核昔酸变异
,

所检测的小带鱼

所有个体序列竟完全相 同
,

两物种间的变异位点却

高达 88 个
,

这充分体现了此基因保守和变异的双重

特性
.

保守性反映生物的亲缘关系
,

变异性则是不

同物种内在遗传分化的写照
,

也是鉴定属种的分子

基础
.

就碱基 组成 而言
,

带鱼
、

小带鱼与大西洋叉

尾带鱼相似
,

同时与其他鱼类接近〔 “̀ 一 `“
(] 表 3)

,

这

不仅说明本实验所得到的序列不是核 D N A 中的假基

因
,

也反映了一般鱼类 16 5 r R N A 基因的碱基组成特

点
,

约 5 0 % 的 A + T 含量相 比于其他物种 (爬行动

物
: c o zu b

r in e 蛇 6 1 % 仁̀ 3 1
,

甲壳动物
:

对虾 6 5
.

6 % ` )
,

卤虫 6 2 % [川
,

昆虫
:

果蝇 7 5 % [`5 ] )是 比较低的
.

表 3 几种鱼类线粒体 16 5 r R N A 基因片段的碱基组成

种 名
碱基组成 / %

带鱼 (丁
.

zPe t u r u 、
)

小带 鱼 ( E
.

m u t i e u s

)

大西洋叉尾带鱼 ( L
.

ac u

da
tus )

南美水虎鱼 ( Ch
a
ar ci da

。
)

牙鲜
、

j l }蝶
、

石蝶 (尸
。 21孤 ec u 、 ,

尸
.

fl
e s u u : ,

K
.

乙, oc z o ar t u ,

)

红鲤
、

散鲤
、

镜鲤 ( ( b, 。
。 。 、

ac Pr i。 L
.

v
a r

.

)

2 1
.

1

2 4
.

8

2 3
.

2

2 l

2 1
.

7

2 1

2 8
.

0

2 3
.

6

2 4
.

6

2 3

2 6
.

2

2 4

2 9
.

0

2 9
.

9

2 9
.

7

3 1

2 8
.

8

3 2

2 1
.

9

2 1 8

2 2
.

4

2 4

2 3
.

3

2 3

A + T

50
.

1

5 4
.

7

52
.

8

5 2

50
.

5

5 3

鱼类种类鉴定是渔业生物学和种群遗传学研 究

的基础
,

大多数海洋鱼类种的鉴定主要依靠成鱼的

特征
.

带鱼和小带鱼形态上非常相似
,

加上它们生

境相似
,

经常混栖于相同水域
,

体型很小的仔稚鱼

就更难辨认
,

给进一步研究它们的早期生活史及其

补充动态造成了很大的困难
,

不利于资源的保护和

管理
.

分子标记 由于反映的是物种 内在遗传差异
,

不受发育时段的影响
,

故 已成为鉴定海洋鱼类鱼卵

和仔稚鱼的有力工具 「̀“ 一 “̀ 〕
.

本研究中由 26 个随机

引物扩增结果构建的 N J 系统树准确的将带鱼和小

带鱼所 有个体分 别聚类 开来
.

共 有 5 个随机 引物

( 5 10 5
,

s l r 7
,

5 1 2 3
,

5 12 4
,

s r 2 9 )扩增出种特异的

1) 权洁霞
.

梭鱼和中国对虾的遗传多样性以及对虾总科十二种虾的分子系统进化
.

青岛海洋大学博士论文
,

2 0 00
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R A P D 条带
,

如引物 5 1 17 (图 1 ( b ))
,

带鱼的特异带

分子量约为 15 0 0 b p
,

而 7 50 b p 的扩增带为小带鱼

所独有
.

这些种特异带可以作为分子鉴定标记简便

而快速的区分带鱼和小带鱼仔稚鱼
.

另一方面
,

线

粒体 1 6 5 r R N A 基因序列显示带鱼和小带鱼较大的

核昔酸差异
,

能提供简约信息的变异位点就有 75

个
,

U P G M A 系统树更是以 99 % 的置信度将带鱼和

小带鱼区分开
.

因此
,

考虑到 D N A 序列的比较能

最直接的揭示遗传变异
,

若实际需要精确鉴别这两

个物种的仔稚鱼
,

线粒体 16 5 r RN A 基因序列 比较

将是合适的研究手段
.

关于带鱼和 小带鱼的分类地位 曾一度存 在争

议
,

采用不同的分类 系统其分类地位也不尽相同
.

我国过去很 长一段时期惯用的 B e gr 和 R as S
分类系

统把它们归于同一个属 [` 9
,

“ “ 〕
,

而 目前世界采用的

N e sl no 系统则认为它们是不同属的两个种 2[l 〕
.

利用

R A P D 和线粒体 1 6 5 r R N A 序列分析这两种分子生

物学技术检测基因组 D N A 和线粒体 D N A 的变异
,

研究发现两物种之间存在丰富的变异位点和较大的

遗传距离
.

为了更清楚的揭示其亲缘关系
,

我们从

G ne B na k 引进了带鱼科不同属的大西洋叉尾带鱼相

应的基因片段进行对 比
,

带鱼与大西洋叉尾带鱼的

遗传 距 离 ( 0
.

1 2 4) 要 小 于 与小 带 鱼 的遗 传 距 离

( 0
.

17 5)
.

此外
,

u P G M A 系统树 中带鱼 与大西洋

叉尾带鱼最先聚类
,

然后再与小带鱼聚
.

显然
,

带

鱼与不同属的大西洋叉尾带 鱼有 着更近的亲缘关

系
,

与小带鱼之间应是属水平上的差异
.

因此
,

本

研究结果从基 因水平上支持纳 尔逊分类系统 的观

点
,

即带鱼和小带鱼是不同属的两个种
.
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