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根据 mtDNA D-loop序列分析东海银鲳群体遗传多样性 
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摘要：根据线粒体 D-loop 序列对舟山群岛附近海域的银鲳(Pampus argenteus)群体(n=24)的遗传多样性

进行了研究。通过 PCR 技术对线粒体 D-loop 序列进行扩增, 获得大小约为 500 bp 的扩增产物。PCR

产物经纯化并进行序列测定后, 得到了 357 bp 的核苷酸片段。在 24 个个体中, 共检测到 14 个变异位

点, 其中 8 个转换位点, 5 个颠换位点, 1 个转换与颠换同时存在的位点。运用 MEGA 软件计算出不同

个体间的遗传距离, 并根据其遗传距离构建了 UPGMA 和 NJ 系统树。DNASP 软件计算出的单倍型多

样性(h)、核苷酸多样性(π)及平均核苷酸差异数(k)分别为 0.89、0.007 与 2.57。此外, 岐点分布及中性

检验显示, 东海银鲳群体在历史上可能经历过种群扩张。研究结果表明, 线粒体 D-loop 基因可用于银

鲳群体内及群体间遗传多样性的分析。  
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银鲳(Pampus argenteus)是一种重要的海产经济
鱼类, 具有巨大的市场需求, 广泛分布于东海、东南
亚海、波斯湾、阿拉伯海和印度洋 [1,2]。近年来, 由
于过度捕捞其全球捕捞产量已显著降低[3]。中国鲳属

鱼类资源的状况也并不容乐观, 从最新的调查和日
常监测结果来看 , 鲳鱼资源受到了严重的破坏 , 过
度捕捞不仅严重影响了捕捞种类的群体数量, 而且
改变了鲳鱼的群体组成结构[4]。以往有关东海银鲳的

研究主要集中在其渔业资源学[5, 6]、繁殖生物学[7~10]

及其人工育苗 [11]等方面, 其遗传多样性方面的研究
国内尚未见有相关报道。 

线粒体基因组(mtDNA)具有结构简单、母系遗
传、进化速率快、几乎不发生重组等特点, 业已成为
研究种内、种间近缘群体间遗传分化关系的有效工

具之一 [12]。本研究对东海区银鲳线粒体 DNA 控制
区(D-loop)序列进行 PCR 扩增和测序以分析东海区
银鲳群体的遗传多样性, 研究结果可为制定合理的
资源增殖与保护措施提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
24 尾银鲳样品采自舟山群岛附近海域, 平均叉

长为 15.5 cm, 平均体质量为 114.3 g, 取背部肌肉组

织 ,  置于 95%乙醇中保存 ,  存放于−20℃中保存 
待用。  

1.2  DNA 的提取、扩增及测序 
分别从 24 尾银鲳样品中取 0.1 g 肌肉用于提取

总 DNA。总 DNA的提取采用常规的酚-氯仿方法[13], 
DNA经沉淀、洗涤并干燥后, 溶于 50 μL TE缓冲液
中, 于−20℃中保存备用。 

扩增所用引物为, L15926: 5′-TCAAAGCTTACA- 
CCAGTCTTGTAAACC-3′, H16498: 5′-CCTGAAGT- 
AGGAACCAGATG-3′ [14]。每个 PCR 反应总体积为
50 μL, 其中 29.6 μL超纯水、5 μL 10 × PCR缓冲液、
2 μL 10 mm dNTPs、5 μL 25 mm MgCl2、4 μL 10 mm 
引物(各 2 μL)、0.4 μL Taq DNA聚合酶、4 μL 模板
DNA。在 GeneAmp PCR仪(9700)上进行 PCR反应, 
反应程序为: 94℃预变性 2 min, 然后进行 35个循环
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(94℃ 45 s, 52℃ 1 min, 72℃ 1 min), 72℃延伸 7 min, 
10℃保温。PCR产物用 1%琼脂糖凝胶电泳分离, EB
染色, 凝胶成像系统观察并拍照。 

PCR 产物经纯化后, 在全自动基因测序分析仪
CEQ8000 (Beckman Coulter, US)上进行测序, 测序
所用引物为扩增引物。 

1.3  数据分析 
利用 Clustal X [15] 程序对 DNA序列进行多重对

位排列并辅以手工校正。用 MEGA 4.0 软件[16]分析

不同序列间的碱基组成、变异位点、简约信息位点

等, 并计算个体间的遗传距离, 构建 UPGMA 与 NJ
系统树。用 DNASP4.0 [17] 计算单倍型多态性(h)和核
苷酸多样性(π)等遗传多样性指数。使用 Arlequin 
3.0[18]进行歧点分布分析(Mismatch distribution)[19]、

Tajima 检验(D test) [20] 和 Fu 检验(Fs neutrality  

test)[21], 用以进行种群历史分析。 

2  结果 

2.1  D-loop 片段的序列特征及其多态性 
经电泳检测, PCR 扩增产物为大小约为 500 bp

的 1 条整齐而清晰的条带。本研究共测定了银鲳 24
个个体的 mtDNA D-loop序列片段, 在除去引物及部
分端部序列后 , 经 BLAST 对比 , 获得银鲳线粒体
D-loop序列 5′端的长度为 357 bp的片段。 

A、T、C、G 4种碱基在 24个个体中的平均比
例分别为 40.1%、30.6%、16.7%、12.6%, AT 比例
(70.7%)高于 GC(29.3%), 符合脊椎动物 mtDNA 
D-loop 区域碱基组成的特点。D-loop 序列变异位点
在银鲳群体中的分布如表 1 所示。357 bp 长度的核
苷酸序列中共检测到 14 个变异位点, 其中 8 个转 

 
表 1  变异位点在 24 条银鲳 D-loop 序列中的分布 
Tab. 1  Distribution of variable sites in 24 individuals of silver pomfret 

样品 
编号 

变异位点 

      1 2 2 2 2 2 3 3 3 
 3 5 7 9 9 9 1 2 3 4 6 0 1 3 
 4 1 2 4 8 5 1 9 0 4 2 3 2 0 

E6 A A T T T A T T G G G T T G 
E18 A A C T T A T T G A G T T G 
E13 A A T T C A T T G A G T T A 
E14 A A T T C A T T G A G T T A 
E12 A A T T C A C T G A G T T G 
E8 G A T A C G T T A A G T T G 
E19 G A T A C G T T A A G T T G 
E1 G A T A C G T T A A G T T G 
E9 A A T T C G T T A A T T T G 
E15 A A T T C G T T A A G T T G 
E3 A A T T C G T T A A G T T G 
E11 A A T T C G T T A A G T T G 
E2 A A T T C G T T A A G T T G 
E7 A A T T C G T A A A G T T G 
E4 A A T T T G T T A A G T T G 
E21 A A T T T G T T A A G T T G 
E5 A A T T T G T T A A G T T G 
E24 A A T T T G T T A A G T T G 
E23 A A T T T G T T A A G T T G 
E17 A G T T T G T T A A G T T G 
E22 A G T T T G T T A A G T T G 
E20 A A T T T G T T A A G T T G 
E16 A A T T C G T T A A G T T G 
E10 A A T T C T T T A A G A G G 
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换位点, 5 个颠换位点, 1 个转换与颠换同时存在的 
位点。 

2.2  群体的遗传多样性及其个体间的遗传

关系 
通过DNASP 4.0软件计算出这 24个个体的遗传

多样性参数为: 多态位点数(S)为 14, 单倍型个数(H)

为 11, 单倍型多样性(h)为 0.89, 核苷酸多样性(π)为

0.007, 平均核苷酸差异数(k)为 2.57。由此可以看出, 

该群体银鲳具有较高的单倍型多样性, 但核苷酸多

样性较低。 

应用 MEGA 4.0 软件, 根据线粒体 D-loop 序列

算出 24 个个体间的 Kimura 2-parameter 遗传距离, 

个体间的遗传距离在 0.000~0.017 之间, 其中遗传距

离达到 0.017的共有 8组, 而遗传距离＞0.01的至少

有 80组。以 24个个体的 D-loop序列构建的 UPGMA

系统树和 NJ 系统树分别如图 1、图 2 所示。由图 1

和图 2可以看出, 2种方法获得的系统树的拓扑结构

基本一致, 24个个体均形成 2大分支。 

2.3  种群历史分析 
歧点分布分析表明(图 3), 歧点分布呈单峰状 , 

图中曲线表示在突然扩张假设理论下歧点分布的模

拟值, 同时无限突变位点模型的中性检验值 Tajima’s 
D (−1.106, P = 0.138) 和 Fs (−26.601, P = 0.000) 都
是负值。结果提示东海银鲳群体在历史上可能经历

过种群扩张事件。  

 

 
 

图 1  由 D-loop序列得到的 UPGMA系统树 
Fig. 1  UPGMA phylogenetic tree based on D-loop  

sequences 

 
 

图 2  由 D-loop序列得到的 NJ系统树 
Fig. 2  NJ phylogenetic tree based on D-loop  

sequences 
 

 
 

图 3  东海银鲳线粒体 DNA D-loop单倍型的歧点分布 
Fig. 3  Mismatch distribution based on control-region  

        sequences of silver pomfret in the East China Sea 

3  讨论 
通常序列分析(测序)是最为有效的揭示群体遗 

传结构的方法之一[22]。线粒体 DNA (mtDNA)具有分
子小而稳定、母系遗传、进化速率快等特点, 成为群
体遗传学的理想分子标记[12]。控制区(D-loop 区)是
mtDNA 上的一段非编码区, 由于受选择压力小, 在
进化过程中积累了较多变异, 因而被认为是线粒体
基因组上进化最快的部分之一。本研究测序分析了

东海野生银鲳群体线粒体 D-loop 区 5′端的一部分片
段, 以此研究分析东海银鲳群体的遗传多样性。 

本研究结果显示, 东海银鲳群体具有较高的单
倍型多样性(0.89)。已有的资料表明, 种群内能够维
持较高单倍型多样性的原因可能在于较大的种群数

量、环境的不均一性或者具有适应种群快速增长的

生活特性[23]。对于海水鱼类讲, 较大的种群数量是维
持较高遗传多样性的基础[24]。银鲳分布较广, 间接说 
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明其具有较大的种群数量, 此可能是其维持较高遗
传多样性的基础。本研究结果还显示, 东海银鲳群体
虽具有较高的单倍型多样性, 但其核苷酸多样性较
低(0.007)。根据不同单倍型多样性与核苷酸多样性
间的组合, 海水鱼类大致可以分为 4个类型: 第一种
类型是低的单倍型多样性与低的核苷酸多样性; 第
二种类型是高的单倍型多样性与低的核苷酸多样性; 
第三种类型是低的单倍型多样性与高的核苷酸多样

性; 第四种类型是高的单倍型多样性与高的核苷酸
多样性[25]。本试验的结果为高的单倍型多样性与低

的核苷酸多样性属于第二种类型。已有的研究表明, 
鲸鲨(Rhincodon typus)(h = 0.90, π = 0.005) [26], 尖吻
鲭鲨(Isurus oxyrinchus)(h= 0.76, π = 0.0035), 西北太
平 洋 毛 鳞 鱼 (Mallotus villosus) 、 红 拟 石 首 鱼
(Sciaenops ocellata)与西大西洋小沙丁鱼(Sardinella 
aurita) (h= 0.79~0.98, π= 0.0029~0.0068)均属于此种
类型[25]。本研究中 24个个体的 D-loop序列所构建的
UPGMA 系统树和 NJ 系统树表明, 两种方法所得到
的系统树的拓扑结构基本一致, 24个个体均形成两大
分支, 由于线粒体 DNA 属于母系遗传, 由此可推断
该群体的 24个个体可能来源于两个不同的母系祖先。  

通常有两种方法检验种群在历史上是否发生过

种群扩张。一是采用 Fu [21]的 Fs 中性检验显著偏离
中性突变, 负的 Fs值和差异显著的 P值被认为种群
在历史上有扩张的迹象。二是根据歧点分布曲线是

否呈现多峰或单峰型。若核苷酸岐点分布曲线呈现

单峰分布 , 且中性检验值显著偏离中性 , 则群体在
过去可能经受了种群扩张[20]。本研究结果显示, 歧点
分布呈单峰状, 且中性检验值 Tajima’s D 为-1.106 
(P = 0.138), Fs为–26.601 (P = 0.000), 表明东海银鲳
群体在历史上可能经历过种群扩张事件。 

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。丰富的遗传多样性意

味着比较高的适应生存潜力, 蕴藏着比较大的进化
潜能以及比较丰富的育种和遗传改良的潜力, 而贫
乏的遗传多样性则会给物种生存、进化及种质资源

的保护和利用带来许多不利影响 [27]。本研究结果显

示, 东海银鲳群体具有较高的单倍型多样性(0.89), 
遗传多样性较为丰富。近年来, 由于过度捕捞, 导致
鱼体小型化、渔获物低龄化, 严重损害幼鱼资源, 造
成产量不稳定[4]。从长远角度看, 过度捕捞势必破坏
其遗传多样性和种质资源的稳定性。由于没有之前

的相关数据, 本研究也无法判定东海银鲳遗传多样 

性水平是否由于近年来的过度捕捞而有所降低, 同
样也无法确定东海银鲳遗传多样性水平受其影响的

程度。然而, 值得注意的是, 不能因为目前相对丰富
的遗传多样性水平而忽视对银鲳资源必要的保护与

管理。目前应针对中国范围内不同群体银鲳资源的

遗传多样性展开较为详细的研究工作, 以期为今后
的定期遗传多样性检测奠定基础, 并根据其遗传多
样性的变化趋势采取相应的保护措施, 科学的保护
野生银鲳的种质资源, 使其资源能够达到可持续利
用, 此也有助于推动渔业产业的长远发展。 

本研究仅仅是针对舟山群岛附近海域银鲳资源

遗传多样性的分析, 尚不能全面反映中国不同群体
银鲳的遗传多样性水平与群体分化状态。今后应运

用 D-loop 基因分析中国不同地区银鲳群体的遗传背
景, 同时应选择 mtDNA 其他不同的基因如 Cytb、
COⅠ等, 进一步比较研究银鲳群体内及群体间的遗
传多样性, 以全面揭示银鲳资源的遗传多样性水平
及其群体分化状况, 以期能够合理的开发利用我国
的鲳鱼资源。 
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Abstract: Genetic diversity of silver pomfret (Pampus argenteus) in the East China Sea was investigated based on 
mtDNA D-loop sequences. The PCR technique was used to amplify the mtDNA D-loop in 24 individuals of silver 
pomfret collected from the East China Sea, near the coast waters of Zhoushan Islands. The PCR products were pu-
rified and sequenced. The results showed that 357bp nucleotide sequences of partial D-loop gene were obtained (the 
primer and some of the marginal sequences were excluded). Among the 24 individuals, 14 variation sites were ob-
served, of which there were 8 transition sites, 5 transversion sites and 1 transition-transversion sites. The paiwise 
genetic distances were computed by MEGA software. The UPGMA and NJ phylogenetic trees were obtained 
through the cluster analysis over the pairwise genetic distance. The haplotype diversity (h), nucleotide diversity (π) 
and average number of pairwise nucleotide differences (k) were calculated by DNASP software, which were 0.89, 
0.007 and 2.57, respectively. Mismatch distribution analysis and Neutrality tests indicated a possible population 
expansion in silver pomfret population of the East China Sea. In conclusion, mtDNA D-loop may be one of the ge-
netic markers available for scanning genetic diversity of intra-population and inter-populations of silver pomfret.  
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