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摘要: 为比较刀鲚( Coilia nasus) 的人工养殖群体与野生群体的遗传结构差异，为刀鲚的种质资源保护和养殖业

的可持续发展提供科学依据，应用线粒体 DNA 细胞色素 b 基因的序列分析法研究了灌江纳苗养殖刀鲚子三代

( F3 ) 、洄游刀鲚( 长江野生群体) 和湖鲚 3 个淡水生活环境下的群体遗传多样性。结果显示: 刀鲚线粒体 DNA
细胞色素 b 基因大小为 1 141 bp; 在 3 个群体 22 尾个体中，找到 12 种不同的单倍型，单倍型多态性( h) 为 0．
922，多态位点( S) 为 18，其中单一多态位点 9 个，简约信息位点 9 个，核苷酸多样性( π) 为 0． 004 1，平均核苷酸

差异数( K) 为 4． 714，平均遗传距离为 0． 004 2。洄游刀鲚和养殖刀鲚群体的核苷酸多样性、遗传距离都比湖鲚

高，说明养殖刀鲚比湖鲚的遗传多样性要丰富，仍保持着较高的遗传多样性。
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Abstract: To provide a system analysis of differences in genetic diversity，and scientific evidences of con-
servation of the germ plasm resources and industrialized artifical culture of Coilia nasus，the genetic diversity
and genetic structure of Coilia nasus were assessed from three populations by using mitochondrial Cyt b se-
quences． The complete mitochondrial Cyt b gene sequence is 1141 bp． Twelve haplotypes were detected from
the 22 individuals and the haplotype diversity ( h) was 0． 922． And 18 variation sites were defined，of which
9 were singleton polymorphic sites and the other 9 were parsimony informative polymorphic sites． The nucleo-
tide diversity ( π) was 0． 004 1，the average nucleotide difference ( K) was 4． 714 and the average genetic
distance was 0． 004 2． The result showed that genetic parameters and heredity diversities of farmed Coilia nasus
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and wild Coilia nasus were higher than those of Coilia nasus taihuensis，which meant farmed Coilia nasus pop-
ulations still had a high genetic diversity．

Key words: Coilia nasus; farmed population; wild population; Cyt b; genetic diversity

刀鲚( Coilia nasus) 隶属鲱形目( Clupeiformes) ’科( Engraulidae) 鲚属( Coilia) ，俗称刀鱼，在我国主

要分布于黄渤海和东海一带，沿岸各通海江河如长江、钱塘江、黄河、淮河、辽河等均有分布［1 － 2］，以长江

流域产量高而集中。刀鲚以脂肪丰满，肉质细嫩鲜美而著称，是享有“长江三鲜”美誉之一的名贵洄游

性鱼类。但是，自 20 世纪 70 年代以来，由于我国水体受到污染和水文条件的改变，产卵场遭到破坏，特

别是每年清明前后不断攀升的刀鲚市场需求导致其捕获季节一再提前、捕捞强度不断提高，在如此酷渔

滥捕与生态环境恶化的双重重压下，刀鲚资源急剧衰退、种质退化，已不能形成渔汛［3 － 4］。近年来，经过

刀鲚灌江纳苗［5］、幼鱼采捕［6］的成功实施后，人工繁殖试验也已取得成功，刀鲚的池塘养殖正逐步成为

新兴的产业。
迄今，有关刀鲚的研究主要集中在资源调查评估［2，7 － 9］、洄游生理生态学［10 － 11］及繁殖生物学［12 － 13］

等方面，涉及刀鲚群体遗传学方面的研究仅见长江洄游群体与湖泊定居型群体( 湖鲚) 的形态及遗传特

性差异分析［14 － 16］，随着刀鲚人工养殖规模的扩大，如何合理地进行种群数量的补充、人工选育及增殖放

流，还需对刀鲚养殖群体和野生群体的遗传多样性和种质资源状况进行深入研究，从而促进刀鲚的种质

资源保护和人工养殖的可持续发展。
细胞色素 b( cytochrome b，Cyt b) 基因的结构和功能在 mtDNA 的 13 个蛋白质编码基因中被了解得

最为清楚，且进化速度适中，因此，被广泛运用于鱼类种群遗传结构与遗传多样性研究［17 － 19］。本文以灌

江纳苗子三代，即在池塘繁育、养殖完全没有与野生群体基因交流的养殖刀鲚群体，长江洄游刀鲚和湖

泊定居的湖鲚为实验材料，对它们的细胞色素 b 基因遗传变异进行了分析，旨在从分子水平上探讨养殖

群体和野生群体的遗传差异，为刀鲚种质资源的保护和可持续利用、有效地开展刀鲚遗传育种研究提供

理论依据。

1 材料和方法

1． 1 试验材料及来源

供研究所用的养殖刀鲚 11 尾，于 2010 年 8 月采集于中国水产科学研究院长江鲜养殖基地，是 2004
年灌江纳苗养殖并繁育的子三代，体质量为 22． 1 ～ 43． 8 g，平均为 36． 9 g，雌雄数量比为 1∶ 1; 长江洄游

刀鲚 4 尾，于 2010 年 6 月采集于长江安庆段，体质量为 18． 4 ～ 30． 2 g，平均为 22． 4 g，雌雄数量比为 1∶
1; 湖鲚 7 尾，于 2010 年 9 月采集于太湖梅梁湾段，体质量为 23． 2 ～ 40． 1 g，平均为 36． 4 g，雌雄数量比

为 1∶ 2。每尾鱼剪取少许肌肉分别放入 eppendorf 管，于 － 20 ℃保存。
1． 2 DNA 提取

将样本的背部肌肉剪碎，分别放入 1． 5 mL eppendorf 管，加入 470 μL SET 缓冲液，再依次加入 12． 5
μL 20% SDS 和 10 μL( 10 mg /mL) 蛋白酶 K，混合后在 55 ℃水浴中消化过夜，再分别用饱和酚、酚氯

仿、氯仿 /异戊醇抽提除蛋白，最后用预冷的无水乙醇沉淀 DNA ，烘干后用 TE 溶解。所得基因组 DNA
样品用紫外分光光度计测量 DNA 样品的浓度和纯度，同时辅于琼脂糖凝胶电泳检测基因组 DNA 的完

整性并估测分子量。将 DNA 原样稀释至 50 ng /μL，4 ℃保存备用。
1． 3 PCR 扩增及测序

使用两 个 通 用 引 物 L14724 和 H15915［20］ 扩 增 Cyt b 基 因，引 物 序 列 为: L14724，5'-GACTT-
GAAAAACCACCGTTG-3'; 和 H15915，5'-CTCCGATCTCCGGATTACAAGAC-3'。扩 增 反 应 混 合 物 总 体 积

25 μL，包括以下成分: DNA 模板 50 ～100 ng，10 × reaction buffer 2． 5 μL，200 μmol /L dNTP，引物各 0． 2 μmol /
L，Taq 酶 1 U，无菌重蒸水补足体积。PCR 扩增程序为: 94 ℃ 变性 3 min; 94 ℃ 30 s，52 ℃ 1 min，72 ℃
1 min，35 个循环; 72 ℃延伸 8 min。PCR 产物用 14 g /L 琼脂糖凝胶电泳检测，并拍照记录。目标扩增

产物回收纯化后，由中部向两端进行双向测序( 上海博尚生物有限公司) ，以保证其测序的准确性。测

序引物为: 正向 5'-GCGGATTCTCCGTAGACAAC-3'，反向 5'-GTAAAATTGTCTGGGTCTCC-3'。
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M: DL 2 000
图 1 Cyt b 基因 PCR 产物电泳图( 养殖刀鲚)

Fig． 1 Electrophoresis map of Cyt b gene PCR products ( farmed C． nasus)

1． 4 数据处理

序列用 Clustal W( 1． 83) 软件［21］分析比对; 利用 DnaSP( version 4． 0) 软件［22］统计单倍型及变异位点

( S) 、计算单倍型多样性( h) 、核苷酸多样性( π) 及平均核苷酸差异数( K) 。用 MEGA( version 3． 0 ) 软

件［23］中的 Kimura 双参数法计算各单倍型间的遗传距离; 采用 NJ( Neighbor － joining) 法，Bootstrap 置信

值估算重复次数 1 000 次，对基因序列数据进行系统分析。

2 结 果

2． 1 扩增结果和序列分析

洄游刀鲚、养殖刀鲚和湖鲚的 Cyt b
基因均能被清晰稳定地扩增( 图 1 ) ，从

图可以看出，PCR 产物长度在 1 200 bp
左右。PCR 产物经回收后送测序，测出

的序列根据 GenBank 中已有的刀鲚的

mtDNA Cyt b 序 列 ( 登 录 号 为 NC _
009579) 进行经 Clastal X 比对，结果表

明同源性都高达 99%，确定所得序列为

mtDNA Cyt b 区 序 列。测 序 结 果 经 校

正、除去多余序列，所得的 22 尾个体的

Cyt b 序列全长均为 1 141 bp。
序列分析结果表明，3 个群体细胞色素 b 基因片段的 A、C、G、T 碱基组成分别为 30． 6%、27． 9%、

14． 4%、27． 1%。其中，A 和 T 碱基组成为 58． 5%，大于 C + G 的含量 41． 5%。从碱基组成( 表 1) 可以

看出，细胞色素 b 表现出很强的碱基组成偏向性，即在 A、C、G、T 4 种碱基中，G 的含量明显低于其它 3
种碱基的含量。

表 1 刀鲚 3 个群体 Cyt b 碱基组成比例

Tab． 1 The Nucleotide Frequencies of Cyt b gene from three populations %

群体

Population

碱基 Base

A G C T

洄游刀鲚 migratory C． nasus 30． 73 14． 50 27． 00 27． 78

养殖刀鲚 farmed C． nasus 30． 63 14． 30 27． 05 28． 04

湖鲚 C． nasus taihuensis 30． 67 14． 50 27． 03 27． 83

2． 2 遗传多态性和遗传差异性的分析

通过序列比对，在 3 个群体 22 个个体中，共检测到变异位点( S) 为 18 个，占全部序列的 1． 58%，其

中单一多态位点 9 个，简约信息位点 9 个( 表 2) 。共检测到 12 种不同的单倍型，单倍型多态性( h) 为

0． 922。核苷酸多样性( π) 为 0． 004 1，平均核苷酸差异数( K) 为 4． 714，个体间的 Kumar 遗传距离在 0． 000 0
～ 0． 009 7，平均遗传距离为 0． 004 2。洄游刀鲚、养殖刀鲚和湖鲚各群体的 Cyt b 基因的单倍型数、单倍

型多态性、序列的变异位点等遗传多样性参数如表 3 所示。从表中可以看出，刀鲚的洄游和养殖群体的

核苷酸多样性和 Kumar 遗传距都比湖鲚要高，其它参数则差异较小。3 个群体间的平均遗传距离如表 4
所示，养殖刀鲚与洄游刀鲚和湖鲚的遗传距较大，而洄游刀鲚与湖鲚的遗传距很小。
2． 3 分子系统树

以’科’属的 Engraulis japonicus 和 Engraulis encrasicolus 为外群，并以凤鲚和刀鲚的 mtDNA Cytb
区序列( 登录号分别为 HM_219220 和 NC_009579) 为参考，采用 MEGA 3． 1 软件进行分析，系统树分支

的置信度采用自引导法( bootstrap analysis，BP) 重复检测( 图 2) ，设置为 1 000 次重复。结果显示，凤鲚

和洄游刀鲚、养殖刀鲚、湖鲚明显分为 2 支，养殖刀鲚、洄游刀鲚和湖鲚一起组成的单系群体中的 2 个小

分支。
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表 2 刀鲚 3 个群体线粒体 DNA Cyt b 基因变异位点分布

Tab． 2 Variation sites of Cyt b gene of mitochondrial DNA from three populations

变异位点

Variationsite

0
0
1
4

0
0
4
5

0
0
4
9

0
0
7
1

0
1
6
1

0
1
8
8

0
2
0
3

0
4
1
3

0
4
3
6

0
4
6
4

0
5
2
1

0
8
5
7

0
9
8
9

1
0
4
3

1
0
6
7

1
1
1
2

1
1
2
3

1
1
3
2

009579 － 1 C C G G A T C G G A G A G A T T T G

cy29 T ． ． ． G ． T A ． ． A ． T G ． ． ． ．

cy6 T ． ． ． G ． T ． ． ． ． ． ． G ． ． ． ．

cy7 T ． ． ． G ． T ． ． ． ． ． ． G ． ． ． ．

cy16 T ． ． ． G ． T ． ． ． ． ． ． G ． ． ． ．

cy17 T ． ． ． G ． T ． ． ． ． ． ． G ． ． ． ．

cy21 T ． ． A G ． T A ． ． A ． ． G ． ． ． ．

cy31 T ． ． A G C T A ． ． A ． ． G ． ． ． ．

cy36 T T ． ． G ． T ． ． ． ． ． ． G ． ． ． T

cy40 T ． ． ． G ． T ． T ． ． ． ． G ． ． ． ．

cy44 T ． ． A G ． T A ． ． ． ． ． G ． ． ． ．

cy45 T ． ． A G ． T A ． ． ． ． ． G ． ． ． ．

hj20 ． ． ． ． ． C ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．

hj23 ． ． ． ． ． C ． ． ． G ． ． ． ． ． ． ． ．

hj24 ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．

hj25 ． ． ． ． ． C ． ． ． G ． ． ． ． ． ． ． ．

hj27 ． ． A ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．

hj28 ． ． ． ． ． C ． ． ． G ． ． ． ． ． ． ． ．

hj29 ． ． ． ． ． C ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．

ys17 ． ． ． ． ． C ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．

ys18 ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． T ． ． ． ． ． ．

ys20 ． ． ． ． ． C ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ． ．

ys22 ． ． ． ． ． C ． ． ． ． ． ． ． ． A A A ．

cy: 养殖刀鲚; hj: 湖鲚; ys: 洄游刀鲚。
cy: farmed C． nasus; hj: C． nasus taihuensis; ys: migratory C． nasus．

表 3 刀鲚 3 个群体遗传多样性参数

Tab． 3 Populational genetic diversity in three populations

参数

Parameter
洄游刀鲚

Migratory C． nasus
养殖群体

Farmed C． nasus
湖鲚

C． nasus taihuensis

样本数 Numberofsamples( n) 4 11 7
单倍型数 Numberofhaplotype( h) 3 6 4

多态位点数( 单一多态位点 /简约信息位点)

Numberofvariablesites( S) ( singleton polymorphic sites /
parsimony informative polymorphic sites． )

5( 5 /0) 8( 5 /3) 3( 1 /2)

单倍型多态性指数 Haplotypediversity( Hd) 0． 833 0． 836 0． 813

核苷酸多样性指数 Nucleotidediversity( π) 0． 002 2 0． 002 2 0． 001 2

平均核苷酸差异数 Average nucleotide difference ( K) 2． 500 2． 509 2． 509

Kumar 遗传距离 Kumar genetic distance 0． 000 0 ～ 0． 004 4 0． 000 0 ～ 0． 004 4 0． 000 0 ～ 0． 002 6
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cy: 养殖刀鲚，hj: 湖鲚，ys: 洄游刀鲚，fj: 凤鲚。
cy: farmed C． nasus; hj: C． nasus taihuensis; ys: migratory C． nasus; fj: Coilia mystus．

图 2 基于 Cyt b 序列构建的几种鲚属鱼类的邻接树

Fig． 2 Molecular phylogenetic tree based on the Cyt b sequences
construced by NJ method

表 4 刀鲚 3 个群体的平均遗传距离

Tab． 4 The average genetic distance among three populations

群体

Population
养殖刀鲚

Farmed C． nasus
湖鲚

C． nasus taihuensis

湖鲚 C． nasus taihuensis 0． 006 1

洄游刀鲚 Migratory C． nasus 0． 006 5 0． 001 7

3 讨 论

线 粒 体 DNA 是 核 外

DNA，由于它具有分子结构简

单、母系遗传、进化速率快、缺

少重组等特点，已成为群体遗

传结构、地理变异、系统发育及

物种分化研究等领域的有效分

子标记。Cyt b 基因是线粒体

DNA 上结构、功能、进化动力

学以及蛋白质产物的生物化学

特性较为清楚的基因［24］。通

过 Cyt b 基因分子标记可以检

测到近缘种或种群更多的遗传

变异信息，可以更真实的反应

两者的差异。从本实验测定的

3 个刀鲚群体的细胞色素 b 长

1 141 bp 的 序 列 中 共 检 测 出

18 个变异位点( S) ，占全部序

列的 1． 58%，共定义了 12 个

单倍型，显示出很高的遗传多

样性。
核苷酸多样性( π) 是表示

每个群体内各个单倍型的两两

配对差异的平均值，是一个群

体的遗 传 多 样 性 指 标。程 起

群［16］、葛 家 春［25］ 和 马 春 艳

等［26］通过扩增片段长度多态

性发现，刀鲚群体的遗传多样

性比较丰富。本实验中，洄游刀鲚、养殖刀鲚( 灌江纳苗子三代)、湖鲚的核苷酸多样性( π) 分别是 0． 002 2、
0． 002 2 和 0． 001 2。湖鲚是长时期陆封型刀鲚群体［16］，由奠基者效应( Founder effect) 等因素的影响，

其遗传多样性水平应低于刀鲚，结果正好与此相符合。一般来说，养殖群体的核苷酸多样性应该小于或

等于洄游群体的核苷酸多样性。但是，养殖刀鲚( F3 代) 的核苷酸多样性却与洄游刀鲚相等，原因可能

是养殖群体育苗过程中有效亲本数量较多，减少了群体奠基者效应的影响，从而使养殖群体的遗传多样

性与洄游的相当，这也与形态学聚类分析结果相吻合。一般认为由于人工繁殖过程中影响群体遗传多

样性的瓶颈效应、遗传漂变和近亲杂交等因素，养殖群体的遗传多样性可能会下降，本研究结果表明养

殖群体( F3 代) 的遗传多样性并没有下降。
分子系统树显示，几种鲚鱼聚类成 2 大分枝: 洄游刀鲚、养殖刀鲚和湖鲚一起聚在 1 大分支上，和它

们同属的另一物种凤鲚聚在另 1 大支，说明洄游刀鲚、养殖刀鲚和湖鲚 3 个种群不能独立构成单系群，

没有达到亚种的分化，这与唐文乔等［29］的研究结果相似。说明湖鲚为刀鲚的淡水生态型种群，非有效

物种。邻接法构建的系统发育树还揭示，刀鲚具有较强的环境适应能力［2，7，12，27］，而环境易造成某些形

态性状的变异。Billington 等［28］报道鱼类种内遗传距离一般在 10%以内，对其他一些动物的 Cyt b 基因

系列分析表明，种内个体间的系列差异一般在 0 ～ 4． 06%，差异超过 6% 的个体间已有明显的亚种或者

种的分化［25，29］，而本实验中洄游刀鲚与养殖刀鲚的平均遗传距离为 0． 65%、与湖鲚的平均遗传距离是

0． 17%，养殖刀鲚与湖鲚的平均遗传距离是 0． 61%。由此可见，3 个种群远未达到亚种的分化。同时也
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表明，湖鲚与洄游刀鲚之间仍然存在基因的交流，与程起群［16］的研究结果一致。
由于野生刀鲚资源量大幅度下降，群体遗传多样性严重破坏，所以，人工养殖成为一种新的保护刀

鲚资源的有力方法，刀鲚灌江纳苗、人工繁殖及池塘养殖关键技术的突破［30 － 31］改变了以往刀鲚研究大

都停留在基础性、理论性层面的现状，而直接转变为现实生产力，将根本扭转长江刀鲚资源锐减局面，并

发展成为一个崭新的养殖产业。本研究只是在分子水平上初步探索养殖刀鲚的遗传变化情况，刀鲚不

同群体的遗传分化程度，应进一步综合运用多种分子标记，包括线粒体上的其他标记，以及细胞核上的

分子标记，同时把线粒体 DNA 和核 DNA，如 RAPD、RFLP、SSR 等结合起来进行研究，以得出更全面、客
观的结论，从而为刀鲚资源管理和合理开发利用提供科学依据。
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