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闽江和漓江暗鳜 !"#$% 控制区序列差异分析
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摘要：为解决暗鳜（1#$#2%*3+ (4&3)*+）在分类上的争议，利用 *+, 和直接测序法分析了闽江和漓江 %- 尾暗

鳜 ./012 控制区的序列差异。在长度 (%- 34 的同源序列中，共发现 #% 个变异位点，占分析位点总数的

(5#-6；定义了 %% 个单倍型，其中闽江群体 # 个，漓江群体 $ 个，两群体之间没有共享单倍型，且有 -# 个

鉴别位点。两群体间的核苷酸歧义度（560）为 &5$!%6 7 %5%!)6。分子方差分析（289:2）得出两群体

间的固定指数（7&8 ）为 "5(&!（9 ; "5""%）。构建的 1< 亲缘关系树中，闽江暗鳜和漓江暗鳜各自组群，明显

分为两支。这些表明闽江和漓江暗鳜群体之间出现了显著的遗传分化，其分化可能与南岭山脉的隆起

形成有关。
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暗 鳜（ 1#$#2%*3+(4&3)*+）属鲈形目（*IMJCLO>
M.IN）、,科（_IMMEDCKEI）、鳜属（ 1#$#2%*3+），为我

国特有种类，现仅分布于长江以南水系［% ’ -］。

暗鳜的分类过去较为模糊，根据周才武等［!］对

鳜 亚 科 鱼 类 分 类 的 重 新 整 理，漓 江 鳜（ 1 X
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（! ! "#$%&’）与暗鳜为同物异名；而刘焕章等［"］根

据骨骼形态特征研究，又提出将漓江鳜恢复为

有效种。根据地方鱼类志对暗鳜的记载，福建

暗鳜和广西暗鳜在形态上存在一定的差异，如

体侧斑点、幽门垂数目等［#，$］。关于福建暗鳜和

广西暗鳜是否存在种的分化问题有着两种不同

观点，郑慈英［%］对广西暗鳜和福建暗鳜的形态

性状特征比较，认为它们在形态特征上没有明

显差异；而孔晓瑜等［&］认为它们在骨骼形态特

征上存在一定的差异。

动物 ’()*+ 呈母系遗传，无重组发生，且

碱基替换速率较快，尤其是控制区（),-../）的

进化速率是其他区段的 # 0 12 倍，在鱼类群体

遗传学研究中得到了广泛应用［3］。为此，本研

究测 定 了 来 自 福 建 闽 江、广 西 漓 江 暗 鳜 的

’()*+ 控制区序列，初步了解闽江和漓江暗鳜

的遗传特征和遗传分化，为其分类学研究提供

新的分子证据，为鳜类的系统进化提供基础资

料。

! 材料与方法

!"! 样品采集 实验用暗鳜样品分别采自闽

江（45，福建省顺昌县）% 尾，漓江（65，广西壮族

自治 区 桂 林 市）$ 尾。取 实 验 鱼 的 尾 鳍 浸 入

3#7的酒精中固定和保存。

!"# $%& 提取、’() 扩增和序列测定 取 82
0 92 ’: 酒精固定的尾鳍，剪碎。待酒精完全

挥发后，用蛋白酶 ;（82 ’:<’-）#$=消化过夜

（约 12 >），酚,氯仿法提取总 )*+［12］。

控制区扩增所用的特异性引物序列参照文

献［11］，引 物 序 列 为 )61：#?+@@ @@A BB@ A@@
@++ +B@ 9?和 )C8：#?+A@ AA+ B@+ A@A A@+
BAB 9?，由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成。

D@E反应体系为 #2!-：12 F GHIIJK 溶液 #

!-，L*AD 1!-（12 ’’.-<6），)61 8!-（12 /’.-<

!-），)C8 8!-（12 /’.-<!-），模板 )*+ 8!-（122
M:<!-），()* )*+ 聚合酶 1!-（8N# O<!-），用去离

子灭菌水补足 #2!-。D@E 反应条件为：3"= 预

变性 9 ’PM；3"=变性 92 Q，#2=退火 92 Q，%8=

延伸 1 ’PM，92 个循环；%8=延伸 12 ’PM；"=保

存。

D@E 的扩增产物通过 17的琼脂糖凝胶进

行电泳检测，对特异性的 D@E 扩增产物进行纯

化，由上海生工生物工程技术服务有限公司用

+GR 9%% )*+ 自动测序仪进行双向序列测定。

!"* 数据分析 使用 GP.JLP( 软件［18］进行控制

区基因序列比对，确定变异位点和单倍型。用

)MSTD 9N2［19］计算各群体内的核苷酸多样性和

群体间的核苷酸歧义度（+,-）。应用 +K-JUHPM
9N21［1"］软件中的分子变异分析（+4VW+）方法

估算群体间的固定指数（.’% ）。用同属的鳜（/ !
012)%’&）、大 眼 鳜（ / ! 345$&）作 为 外 群，基 于

;P’HKS［1#］双参数法估算遗传距离，应用 4XB+
9N2［1$］的邻近距离法（*5）构建亲缘关系树，自

引导（Y..(Q(KS/）检验估计系统树中结点的置信

度（重复次数为 1 222 次）。

# 结 果

对 19 个 样 品 提 取 的 基 因 组 )*+ 进 行

’()*+ 控制区 D@E 扩增，均获得一条 322 Y/ 左

右的特异性产物，扩增结果见图 1。

测序比对后，获得了 19 尾暗鳜 ’()*+ 控

制区 &19 Y/ 的同源序列。+、A、@ 和 B " 种核苷

酸 的 比 例 分 别 为 98N#7 0 99N87（ 平 均

98N&7）、83N87 0 83N37（平均 83N%7）、82N%7
0 81N97（平均 81N17）和 1$N17 0 1%N"7（平

均 1$N"7），+ Z A 含量明显高于 B Z @ 含量。

共发现 %1 个变异位点，占分析位点总数的

&N%97。其中，简约信息位点 "3 个，占 $N297。

变异位点中含 "9 个转换、8# 个颠换和 9 个插入 [
缺失，转换与颠换的比值为 1N%8 \1。

共定义了 11 个单倍型（表 1）。闽江群体

有 % 个单倍型（451 0 45%），漓江群体有 " 个单

倍型（651 0 65"）。8 个群体间无共享单倍型，且

存在 9% 个鉴别位点。

闽江群体和漓江群体内的核苷酸多样性分

别为 1N11%7 ] 2N92$7 和 2N"197 ] 2N1297，

群体 间 的 核 苷 酸 歧 义 度（ +,-）为 #N"817 ]
1N1837。
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图 ! 暗鳜 "#$%& 控制区的 ’() 扩增产物

*+,-! ’() ./0123#4 05 "#$%& 306#/07 /8,+06 05 ! - "#$%&’(
! " #：闽江；$ " !%：漓江；&：’() &*+,-+。! . #：&/01/*02 34；$ . !%：5/1/*02 34；&：’() &*+,-+ 4

分子方差分析（)&67)）得出，两群体间的

固定指数 !"# 为 89$:;（$ < 8988!），两群体间存

在极显著的差异。

(=法构建的两群体 !% 个个体的亲缘关系

树中，暗鳜所有个体明显分为两支，且闽江群体

和漓江群体内的所有个体分别单独组群（图 ;）。

表 ! 闽江和漓江暗鳜 "#$%& 控制区的变异位点及单倍型

9:;78 ! <:/+:;78 4+#84 :61 =:.70#>.84 05 "#$%& 306#/07 /8,+06 05 ! - "#$%&’( 5/0" ?+6@+:6, )- :61 A+@+:6, )-

上方数字表示变异位点的位置；圆点（ 4）表示与 &=! 有相同的碱基组成；横线（ . ）表示缺失；星号（!）表示鉴别位点。

)>?@- 0AB>-+C D?++-CE?0F G? GH- E?C/G/?0C ?I @*+/*>J- C/G-C4 ) F?G（ 4）/0F/D*G-C /F-0G/GK L/GH &=!C-MA-0D-4NKEH-0C（ . ）/0F/D*G- 2*EC4

)CG-+/C,C（!）/0F/D*G- F/*20?CG/D C/G-C4

B 讨 论

暗鳜最初是由 (/DH?JC 于 !O%8 年命名、描

述，模式种产地为江西（铅山县）河口［!］。由于

模式种的形态特征记录过于简单，致使此后出

现了命名上的混乱，并产生了一些分类争议。

郑慈英［#］根据对广西漓江（桂林）暗鳜、福建闽

江（崇武）暗鳜与江西信江标本及模式标本的可

数性状和可量性状比例的综合比较，发现它们

在形态性状上无明显差异，认为它们同属一个

种。而孔晓瑜等［$］研究发现，福建暗鳜与广西

暗鳜在头骨、附肢骨骼的形态特征上存在着一

定的差异。因而，对暗鳜的分化问题存在着不

同观点。

本研究表明，闽江、漓江暗鳜控制区的 )、

P、Q、R 碱 基 序 列 组 成 比 例 分 别 为 %;9$S、

;O9#S、;!9!S和 !T9US，) V P 含量高于 R V Q
含量，这与刘焕章［!#］的关于鱼类控制区的研究
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结果是一致的。两群体中共检测出变异位点

!" 个，占分析位点数的 #$!%&，转换明显大于

颠换，且大部分变异发生在终止序列区内，这与

我国斑鳜不同地理群体控制区的变异特点基本

一致［"#］。

图 ! 基于 "#$%& 控制区序列构建的暗鳜两群体的 %’ 亲缘关系树

()*+! %’ ,-./0*121#)3 #411 05 ! ,0,6/7#)028 05 ! + "#$%&’(（9:）;781< 02 #-1 302#40/ 41*)02 81=612318
’(：鳜；’)：大眼鳜。’(：! * "#$%&’(；’)：! * )*+,( *

研究发现，福建闽江和广西漓江群体间的

核苷酸歧义度（-./）达 +$,-"&，显著高于群体

内的核苷酸多样性（.$,"%& / "$""!&，）；两群

体间无共享单倍型，并且有 %! 个鉴别位点；群

体间固定指数 0 01值较高（.$#+-），差异极显著。

亲缘关系树中两群体各自构成单系，置信度高

达 22&以上。这些均表明，福建闽江和广西漓

江的暗鳜群体间存在显著的遗传分化。相比而

言，斑鳜不同地理群体间共检测到 ""- 个变异

位点，占分析位点数的 "%$32&；群体间的核苷

酸歧义度（-./）为 -$%& / !$,&［"#］。据此，我

们初步推测闽江暗鳜和漓江暗鳜为具有明显分

化的地理群体，尚未达到种的分化水平。

闽江位于南岭山脉以北，漓江位于南岭山

脉以南，推测自晚第三纪开始至第四纪初期达

鼎盛期的南岭山脉隆起［"2］可能对闽江和漓江

两地暗鳜的遗传分化产生了影响。南岭山脉隆

起之前，南岭南北不同水系暗鳜间可能存在着

交流；南岭山脉隆起形成使得这种交流中断，地

理隔离导致了闽江和漓江暗鳜群体间产生了一

定的遗传分化。假定鱼类 41567 控制区的进

化速率为每百万年 %$3&［-.］，闽江和漓江暗鳜

群体间的核苷酸歧义度值为 +$,-"&，估算两

群体的分化时间大约为 "+. 万年，与南岭山脉

的形成时间基本吻合。

致谢 本研究采样中得到福建省顺昌县畜牧水

产局、广西壮族自治区桂林市畜牧水产局及渔

民的大力协助，特此致谢。
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