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松江鲈线粒体DNA控制区结构和遗传多样性分析
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摘要: 为探讨松江鲈(Trachidermus fasciatus Heckel)线粒体控制区特征及其群体遗传结构, 研究测定分析了中

国和日本沿海共8个群体的线粒体控制区序列, 分析了其结构特征, 识别出终止序列区(ETAS)、中央保守区

(CD)和保守序列区(CSB)的特征序列。遗传多样性分析结果显示: 69个松江鲈个体共检测到47个单倍型, 呈
现出核苷酸多样性(0.0079)较低和单倍型多样性(0.978)较高的特点。单倍型邻接关系树和单倍型网络关系图

均显示松江鲈分为中国和日本两大世系。遗传分化系数(Fst)和分子方差分析(AMOVA)结果表明, 松江鲈中

国群体和日本群体之间存在的遗传差异较显著, 中国沿海各群体之间亦存在着一定程度的遗传差异, 该分化

主要由历史环境变动、当代环境因素和自身生态习性等原因造成。
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线粒体DNA (mitochondrial DNA)呈现闭合的

环状结构, 具有几乎不发生重组, 严格母系遗传, 进
化速率相对较快且结构简单等特征

[1]
。线粒体基因

组紧密排列的结构组成通常只允许一个较大的非

编码区, 即控制区(Control region)又称D-环区(Dis-
placement  loop  region),  通常位于 tRNAP h e

和

tRNAPro
两个基因之间。控制区中包含着H-链启动

子(HSP)、复制终止序列等与线粒体DNA基因组复

制、转录等活动密切相关的重要功能片段
[2]
。该片

段由于不编码蛋白质, 因此其受到较小的自然选择

压力, 具有较高遗传变异、基因进化速率快的特点,
是探讨种内不同地理群体之间遗传分化较为理想

的分子标记
[3]
。近些年来, 国内外学者研究发现鱼

类的线粒体控制区结构与其他脊椎动物相同
[4—6],

分为3个不同的特征区域,  即终止序列区(ETAS)、
中央保守区(CD)和保守序列区(CSB), 对其结构特

征的研究将更加有利于弄清线粒体DNA复制和转

录启动机理。

松江鲈(Trachidermus fasciatus Heckel)隶属于

鲉形目(Scorpaeniformes)、杜父鱼科(Cottidae)、松

江鲈属(Trachidermus),  是西北太平洋所特有的一

种降河洄游性鱼类, 主要分布在我国东、黄、渤海,
朝鲜半岛, 日本南部海域

[7]
。松江鲈具有较高的经

济价值,  是中国四大淡水名贵食用鱼之一,  以上海

松江县所产者最为有名。近年来, 由于环境污染及

栖息地破坏等原因,  松江鲈的资源数量迅速下降,
在一些破坏严重的分布区域内已经濒临灭绝, 因此

被列入国家二级保护动物。目前, 松江鲈的相关研

究多集中在养殖繁育、资源分布、生理和资源保

护等方面
[7—10], 也有一些关于种群遗传结构等方面

的报道
[ 1 1 — 1 3 ]

。本文首先分析了松江鲈线粒体

DNA控制区序列结构特征,  其次研究了8个不同地

理群体之间的遗传差异, 旨在为其种质资源的合理

保护和有效管理提供科学依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

松江鲈样品分别采自杭州湾 ( H Z )、文登

(WD)、荣成(RC)、大连(DL)、丹东(DD)、秦皇岛

(QH)、东营(DY)和日本有明海(AS)8个地点(图
1)。用95%乙醇固定样品肌肉, 并于–20℃保存。

1.2    实验方法

基因组DNA的提取        采用标准的酚-氯仿方

法对于松江鲈基因组DNA进行提取,  保存于4℃冰

箱备用。
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目的片段扩增        根据GenBank 中已报道的

松江鲈线粒体全序列(序列号: NC018770), 设计了

两对引物如表 1。
PCR反应为标准50 μL体系。PCR反应过程中

为排除DNA污染影响均设置阴性对照。扩增的产

物采用浓度为1.5％琼脂糖凝胶进行电泳检测。

纯化回收及测序         对合适的PCR产物用

AxyPrep DNA 凝胶回收试剂盒回收。最后将回收

产物送至北京英潍捷基生物科技有限公司测序, 为
保证序列准确性采用双向测序。

数据分析        采用Dnastar软件包对序列进行

校对和手工调整。在Arlequin3.1[14]
软件中计算变

异位点数、碱基组成、平均核苷酸差异数、单倍

型数、核苷酸多样性和单倍型多样性。对比GenBank

中登录号为NC018770的松江鲈线粒体基因组全序

列, 确定控制区的起点和终点。根据已报道的鱼类

线粒体控制区结构特征
[4—6,  15,  16],  比对分析松江鲈

线粒体控制区结构特征。

用Mega4.1[17]
软件基于Kimura双参数(K2P)模

型计算各群体内和群体间平均遗传距离。Arle-
quin3.1软件基于遗传分化指数(Fst)来分析不同地

理群体之间的遗传分化;  使用分子变异方差分析

(AMOVA)来评估不同水平组群间的遗传差异,  采
用重新抽样方法来检验不同水平上遗传结构协方

差的显著性。为了检验松江鲈中国群体和日本群

体的遗传差异,  在AMOVA分析中将松江鲈8个群

体划分为2个组群, 中国沿海7个群体划分为中国组

群, 日本有明海群体划分为日本组群。使用Mega4.1[17]

软件基于Kimura双参数(K2P)模型构建单倍型邻接

关系树, 通过1000次重新抽样来评估系统树的可靠

性。此外, 利用简化的中间网络法
[18]

构建单倍型网

络关系图 2。

2    结果

2.1    控制区结构特征分析

综合比对已报道鱼类线粒体控制区结构
[4—6, 15, 16],

对松江鲈线粒体控制区的结构进行分析, 识别了松

江鲈控制区的3个区域及一些特征序列(图 2)。
终止相关序列(ETAS)        该区域是整个线粒

体基因组中变异速率最高的基因片段, 通常被称为

高变区。终止序列区含有一个与线粒体DNA复制

终止相关的序列。终止序列区在不同的物种中的

表 1    引物名称及序列

Tab. 1    The name and sequence of primers

引物名称 Name 引物序列 Sequence (5′-3′)

DL-S CCCACCACTAACTCCCAAAGC

DL-R CTGGAAAGAACGCCCGGCATG

CR-F GATTGATGTTACTCCTCGC

12S-CR GTGCGGATACTTGCATGTGT

 
图 1    松江鲈采样地点

Fig. 1    Sample sites of T. fasciatus

 
图 2    松江鲈控制区结构示意图

Fig. 2    The structure of the control region of T. fasciatus
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存在着较大的变异 ,  其序列主体的核心部分是

TACAT及其反向互补序列ATGTA, 该序列可以形

成发夹结构。该研究中成功识别了松江鲈的终止

序列区, 全长281 bp (nt: 1—281), ATGTACTAGT-
TAAGTACAT。

中央保守区(CD)        该区域被认为是控制区

中最为保守的区域, 本研究在中央保守区中识别出

了的3个特征片段, 即CSB-D、CSB-E、CSB-F, 全
长409 bp(nt: 282—690)。其中, CSB-F是区分终止

序列区和中央保守区的标志 ,  其序列为ATGTT
CACACCACAGAACC。紧接其后的是CSB-E和
CSB-D,  序列分别为AGGGACAAGTATTCGT
GGGGGT和TATTCTTAAAG。

保守序列区(CSB)        该区域中包含有重链的

复制起始点,  轻链和重链的启动子,  通常包含三个

保守序列CSB1、CSB2和CSB3。保守序列区全长

174 bp (nt: 691—865), 其中CSB1是区分保守区和

中央保守区的标志,  变异最大不易识别,  该研究中

识别了其序列为TTATTACTCGAAAC。CSB2和
CSB3序列亦较为保守, 容易被识别, 其序列分别为

TAAACCCCCCTACCCCCCTAAA和TGTAAA
CCCCCCGGAAACAG。

2.2    控制区序列变异及遗传多样性

松江鲈线粒体DNA控制区序列长度为854 bp,
共8个群体,  69个个体。经MEGA软件计算得到序

列中A、T、G和C平均碱基含量分别为30.0%、

30.3%、17.9%和21.8%, C+T碱基含量(39.7%)明显

低于A+T碱基含量(60.3%),  其中G碱基含量最低,
说明控制区碱基组成具有较大的偏向性。在所有

69个控制区的854 bp的序列中, 共检测到变异位点

51个,  约占总序列长度的5.97%,  单一变异位点

27个, 简约信息位点24个。69个个体中共得到47单
倍型(单倍型序列号:  KR184678-KR184724),  其中

有6个共享单倍型, 其他为特有单倍型。

核苷酸多样性指数相对较低, 而单倍型多样性

指数整体较高(表  2)。其中,  荣成群体的单倍型多

样性指数最低, 为0.556, 东营和丹东群体最高, 均为

1.00;  大连群体的核苷酸多样性指数最低 ,  为
0.0040, 丹东群体最高, 为0.0106。对所有个体进行

分析, 整体单倍型多样性指数0.978, 整体核苷酸多

样性指数为0.0079。
2.3    不同地理群体的遗传分化分析

从松江鲈8个群体的遗传距离(表 3)得出, 各群

体之间的遗传距离为0.0040—0.00145, 各群体内的

遗传距离为0.0026—0.0085, 其中日本群体和中国

各群体间的遗传距离0.0107—0.0145, 中国各群体

间遗传距离为0.0040—0.0104。此结果显示,  松江

鲈日本群体和中国各群体间的遗传距离明显大于

中国各群体间的遗传距离, 中国各群体间的遗传距

离略高于群体内的遗传距离。

通过比较两两群体之间遗传分化指数Fst值(表
3), 可以看出松江鲈中国群体之间的Fst值处于较高

的水平(0.2783—0.5867), 且除杭州湾、荣成和文登

3个群体之间差异不显著外,  其余各群体之间均呈

现出显著的差异, 说明松江鲈中国群体之间存在着

一定的遗传分化; 松江鲈中国群体和日本群体之间

的Fst较大(0.7295—0.8103), 且在统计检验上呈现显

著, 说明松江鲈的中国群体和日本群体间存在显著

的遗传差异。不同地理群体的AMOVA分析的结

果(表  4)显示组群间的分子差异占51.59%, 组群内

群体间的分子差异占29.01%,  群体内分子差异占

27.49%。组群间的遗传分化极显著(ΦCT = 0.725; P =
0.00), 组群内群体间的分子差异也是显著的(ΦSC =

表 2    松江鲈群体的样品信息及遗传多样性参数

Tab. 2    The parameters of genetic diversity and the sample information of different populations of T. fasciatus

群体 样品数 单倍型数 单倍型多样性 平均核苷酸差异数 核苷酸多样性

Population Number of sample Number of haplotype Haplotype diversity Mean pairwise difference Nucleotide diversity

杭州湾HZ 6 5 0.933 ± 0.122 5.80 ± 3.23 0.0067 ± 0.0043

文登WD 8 6 0.893 ± 0.111 7.89 ± 4.11 0.0091 ± 0.0054

荣成RC 9 3 0.556 ± 0.165 4.22 ± 2.31 0.0049 ± 0.0030

东营DY 6 6 1.000 ± 0.096 5.87 ± 0.26 0.0068 ± 0.0044

秦皇岛QH 10 7 0.867 ± 0.107 5.38 ± 2.83 0.0062 ± 0.0037

大连DL 10 6 0.778 ± 0.137 3.42 ± 1.91 0.0040 ± 0.0025

丹东DD 9 9 1.000 ± 0.052 9.08 ± 4.62 0.0106 ± 0.0061

有明海AS 11 7 0.873 ± 0.089 4.54 ± 2.42 0.0053 ± 0.0032
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0.516; P = 0.02)。
利用MAGA4.1基于基于Kimura双参数(K2P)

模型验构建的邻接系统树(图 3)显示松江鲈各群体

明显分为中国和日本两大世系, 而中国世系内各群

体间不存在明显的遗传结构。基于简化的中介网

络法构建的单倍型网络关系图(图 4)亦明显分为中

国和日本两大世系, 丹东群体作为过渡群体连接着

中国世系和日本世系。

3    讨论

3.1    松江鲈控制区结构分析

控制区是线粒体DNA内最复杂的结构, Lee等[4]

对比了6科23种硬骨鱼类控制区全序列,  发现主要

是长串联重复序列的存在造成其长度的不同;  同
时, 发现其与哺乳动物具有相似的结构特征和保守

序列。通过对比分析, 在松江鲈控制区中识别出终

止序列区、中央保守区和保守序列区, 与刘海林

等
[19]

对黄渤海松江鲈控制区序列研究的结果相一

致。在终止序列区中识别了可形成发夹结构的特

征序列, 其序列为TACAT。中央保守区的CSB-F、
CSB-E、CSB-D的特征序列均相对比较保守, 与报

道的结果相似
[4]
。保守序列区的CSB1特征序列在

鱼类中存在着较大变异, 不容易被识别。在本研究

中根据刘海林等
[19]

发现的特征序列TTATTACT
CGAAC识别了松江鲈保守序列区的CSB1相似序

列, CSB2和CSB3序列相保守, 易于识别。

3.2    松江鲈遗传多样性分析

遗传多样性主要体现为物种潜在进化能力, 较
高的遗传多样性可以表现出对于环境较高的适用

能力, 容易拓展分布范围, 扩张到新的环境生存, 而
较低的遗传多样性会威胁到物种的生存

[20]
。本研

究松江鲈8个群体69个个体的控制区序列中共检测

到51个变异位点, 约占控制区总序列长度的5.97%,
变异类型有转换、颠换、插入和缺失。结果显示

各群体(除荣成群体)的单倍型多样性(0.778—1.000)
处在较高水平和核苷酸多样性(0.0040—0.0106)处

表 3    松江鲈两两群体间遗传分化距离(上对角线)、群体内遗传分化距离(对角线)和遗传分化系数(Fst)(下对角线)

Tab. 3    The genetic distances between populations (below the diagonal), pairwise genetic distances within a population (the diagonal), and
the genetic differentiation index (Fst) between populations (above the diagonal) of T. fasciatus

群体 有明海 丹东 大连 秦皇岛 东营 荣成 文登 杭州湾

Population AS DD DL QH DY RC WD HZ

 有明海AS 0.0054 0.0135  0.0131  0.0124  0.0114 0.0107 0.0145 0.0114

 丹东DD 0.7874** 0.0085  0.008  0.008  0.0081 0.0081 0.0104 0.0081

 大连DL 0.8103** 0.4235**  0.0031  0.004  0.0051 0.0053 0.0076 0.0058

 秦皇岛QH 0.7602** 0.3572**  0.4851**  0.004  0.0051 0.0055 0.0075 0.006

 东营DY 0.7500** 0.5273**  0.4233*  0.4211  0.0049 0.0039 0.0077 0.0045

 荣成RC 0.7602** 0.3426*  0.5867**  0.4145**  0.3677* 0.0026 0.0071 0.004

 文登WD 0.7295** 0.3628**  0.3657*  0.4891**  0.3926* 0.3487 0.0067 0.0084

 杭州湾HZ 0.7397** 0.3673**  0.3879*  0.5123*  0.2783* 0.4872 0.3643 0.0029

注: *表示显著，**表示极显著

Note: *significant, **highly significant

表 4    松江鲈群体线粒体DNA控制区分子方差分析

Tab. 4    The analysis of molecular variance (AMOVA) based on mtDNA control region of T. fasciatus

变异组成 自由度 方差 变异组分 变异比率

Source of variation df Squares Variance components Percentage of variation

 组群间 Among groups 1 123.688 5.30208 51.59

 群体间 Among populations 6 123.145 2.14906 29.01

 群体内 Within populations 61 172.342 2.82526 27.49

 总计 Total 68 419.174 10.27640
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在较低水平。松江鲈荣成群体生活在一个半封闭

的泻湖(天鹅湖)之内,  相对较小的生活空间和缺乏

有效的群体间基因交流可能是该群体单倍型多样

性较低的原因。

3.3    松江鲈群体遗传结构分析

群体遗传结构是生物遗传多样性的一种重要

体现, 了解鱼类的群体遗传结构对于渔业资源的管

理非常重要,  线粒体DNA提供了丰富的遗传信息,
为了解群体遗传结构奠定了坚实的基础

[21]
。在本

研究中单倍型网络关系图和单倍型邻接树均显示

松江鲈群体可分为中国和日本两大世系, AMOVA
分析结果亦显示中国组群和日本组群存在着显著

遗传分化, 其结果与银姑鱼(Pennahia argentatus)[22]

结果大致相同。两两群体之间Fst分析结果显示松

江鲈中国群体之间也存在着一定程度上的遗传分

化,  这与已有关于松江鲈AFLP、ISSR和线粒体

Cytb基因的研究结果
[12, 13, 23]

不一致, 这可能有两方

面的原因:  一、以往研究采样范围小和采样地点

少,  这对于结果存在着一定的影响;  二、线粒体

DNA控制区进化速率相对于线粒体Cytb基因等其

他标记较快, 比较适合群体遗传结构分析。海洋生

物群体之间存在遗传分化的现象在西北太平洋海

域其他生物中也普遍存在,  如梭鱼(Liza  haema-
tocheilus)、玉筋鱼(Ammodytes personatus)、和菲

律宾蛤仔(Ruditapes philippinarum)等[24—26], 许多学

者认为这种群体遗传结构格局的形成是由于更新

世隔离事件造成的。大规模冰期-间冰期的不断交

替变化是晚更新世(约80万年前)的主要特点,  冰期

的气候波动间隔大约为10万年。当冰盛期来临之

时, 整个海平面平均下降120—140 m [27], 伴随着海

平面的下降,  近岸大部分海域裸露出来,  海洋生物

的栖息范围也随之逐渐缩减, 其最终生活在许多孤

立的避难所之中, 从而加快了各群体之间的遗传分

化
[28]

。西太平洋大陆架边缘海众多
[30], 更新世时期

气候的波动将使边缘海地区海洋生物种群产生隔

离,  进而导致其发生遗传分化。在冰期到来之时,
松江鲈的栖息范围不断缩小, 最终被隔离在不同的

避难所里; 在间冰期时, 随海平面的升高, 其栖息空

间也不断扩大, 避难群体开始向适宜栖息地迁移。

由于松江鲈幼体扩散能力有限以及中国沿海和日

本南部海域之间长距离的地理隔离等原因阻断了

它们之间的基因交流,  伴随着时间的推移,  松江鲈

中国群体和日本群体之间产生了明显的遗传分

化。

研究结果显示松江鲈在线粒体控制区上的遗

传多样性处于较高水平, 表明其存在着较强的资源

恢复潜能, 需及时采取科学的保护措施。松江鲈明

显分化为中国和日本两大世系, 中国世系内各群体

之间也产生了一定的遗传分化, 但其分化水平有待

进一步采用其他分子标记(如SSR、AFLP、SNP
等)进行深入研究。

 
图 3    基于松江鲈控制区单倍型构建的邻接系统树

Fig. 3    The neighbor-joining tree based on control region haplo-
types of T. fasciatus
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ANALYSIS OF THE STRUCTURE OF MITOCHONDRIAL DNA CONTROL REGION
AND THE GENETIC DIVERSITY OF TRACHIDERMUS FASCIATUS IN DIFFERENT

POPULATIONS
ZHAO Lin-Lin1, BI Xiao-Xiao1, SONG Lin2 and GAO Tian-Xiang1

(1. Institute of Evolution & Marine Biodiversity, Ocean University of China, Qingdao 266003, China; 2. Eastern Liaoning University, Dan-
dong 118001, China)

Abstract: Roughskin sculpin, also known as Trachidermus fasciatus, is a catadromous fish that live in the seawater
along the coast of the northwest Pacific Ocean. The fish population size has been largely reduced in recent years due to
the deterioration of the habitats, water pollution and the construction of dams. To protect the fish resource and to im-
prove the fishery management, we need to better understand the genetic structure of the fish population. In this study,
we collected 69 individuals from 8 sampling sites near the coast of China and Japan, including Hangzhouwan (HZ),
Wendeng (WD), Rongcheng (RC), Dongying (DY), Qinhuangdao (QH), Dalian (DL), Dandong (DD) and Ariake Sea
(AS). The mitochondrial control region of T. fasciatus was amplified with polymerase chain reaction (PCR) technology
and was sequenced with the forward and reverse primers by the automatic sequencer. We found that the 8 populations
exhibited high haplotype diversity (0.978) and low nucleotide diversity (0.0079). Our analysis of the control region re-
vealed the terminal associated sequence, the central conserved domains and the conserved sequence block domains.
Moreover, the analysis of NJ phylogenetic trees and median-networks demonstrated that these populations could be di-
vided into the Chinese lineage and the Japanese lineage. Finally, both the genetic differentiation index (Fst) and the ana-
lysis of molecular variance (AMOVA) indicated a significant genetic differentiation between the Japanese population
and the Chinese populations, as well as a moderate differentiation within the Chinese populations.

Key words: Trachidermus fasciatus; Control region structure; Genetic diversity; Genetic differentiation
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