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内蒙古达里湖及岗更湖东北雅罗鱼 D-loop 基因序列及多样性研究
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摘要 : 文章对内蒙古达里湖和岗更湖东北雅罗鱼( Leuciscus waleckii Dybowski) 的 mtDNA D-loop 序列进行扩增, 获

得了 896 bp的同源基因序列 , 得到的同源基因片段中 A、T、C 和 G 碱基的平均含量, 达里湖群体为 32. 0% 、

32. 2% 、21. 3% 和 14. 5% ; 岗更湖群体为 32. 0%、32. 2% 、21. 4% 和 14. 5% ; 达里湖和岗更湖鱼群 D-loop 基因

CG 含量相当 , 未见明显差异。2 个群体内和群体间都存在丰富的序列多态性 , 两湖群体的 D-loop 基因 896 个位

点中存在可变位点 33 个, 其余位点较为保守 ; 达里湖 30 尾鱼 D-loop 基因含有多态性位点 /突变位点 21 个, 11

个单倍型 ; 岗更湖 30 尾鱼 D-loop 基因含有多态性位点 /突变体位点 31 个, 17 个单倍型 ; 岗更湖鱼群 D-loop 基因

多样性高于达里湖。遗传距离计算显示 , 岗更湖和达里湖鱼群之间的平均遗传距离为 0. 007 0; 达里湖鱼群之间

的平均遗传距离为 0. 003 6; 岗更湖鱼群之间的平均遗传距离为 0. 007 4。岗更湖鱼群 D-loop 基因的平均遗传距

离大于达里湖鱼 , 前者群体 D-loop 基因进化速度大于后者。
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D-loop gene sequence and diversity of Leuciscus waleckii
Dybowski in Dali Lake and Ganggeng Lake in Inner Mongolia

LUO Xuguang, QI Jingwei, AN Xiaoping, WU Lan, YAO Jun, LI Bei
( College of Animal Science, Inner Mongolia Agricultural University, Hohhot 010018, China)

Abstract: We amplified the mtDNA D-loop sequence in two stocks of Leuciscus waleckii Dybowski in Dali Lake and Ganggeng Lake in

Inner Mongolia, having obtained 896 bp gene sequences; the average contents of T, C, A and G of homological fragments were

32. 0% , 32. 2% , 21. 3% , 14. 5% and 32. 0% , 32. 2% , 21. 4% , 14. 5% in Dali Lake stock and Ganggeng Lake stock, respec-

tively, with no significant difference. The inter- and intra-population of the two stocks had high degree of sequence polymorphism.

There were 33 variable sites in896 D-loop gene loci in the two stocks, and the rest sites were more conservative. The D-loop genes of

30 fish in Dali Lake contained 21 polymorphisms/mutations and 11 haplotypes; while those in Ganggeng Lake contained 31 polymor-

phisms /mutations and 17 haplotypes. The diversity of D-loop gene in Ganggeng Lake stock was higher than that in Dali Lake stock.

Genetic distance calculation shows that the average genetic distance between Ganggeng Lake and Dali Lake stocks was 0. 007 0 ( Dali

Lake: 0. 003 6, Ganggeng Lake: 0. 007 4) . The genetic distance of the D-loop gene in Ganggeng Lake stock was greater than that in

Dali Lake stock, and the evolution speed of the former was faster than that of the latter.

Key words: Leuciscus waleckii Dybowski; Inner Mongolia; D-loop gene; diversity; genetic distance

  东北雅罗鱼( Leuciscus waleckii Dybowski) 亦称瓦氏雅罗 鱼 , 隶属鲤形目、鲤科、雅罗鱼亚科的雅罗鱼属 , 主要分
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布于中国东北的黑龙江和辽河流域各水系及黄河下游、滦

河等。在内蒙古除额济纳河水系以外的海拉河、岱海、达

里湖、呼伦湖、乌梁素海等各大水域均有分布 , 是内蒙古

地区的重要小型经济鱼类。内蒙古地区野生东北雅罗鱼是

在该地区不同水系中经过长期自然选择而形成的适合当地

恶劣的环境条件的“土著”鱼类 , 该物种对当地的生态环境

具有极强的适应性 , 保持着耐低温、耐盐碱、适应性强的

特点, 具有一定的种群特异性。尤其是生活在内蒙古达里

湖的东北雅罗鱼, 可耐受碱度 53. 57 mmol·L - 1、pH 高达

9. 69 的恶劣水域条件 [ 1] 。内蒙古各大中水面盐碱度高 , 东

北雅罗鱼是开发和利用这些水体资源非常合适的品种 , 具

有较大的开发和推广价值。20 世纪 80 年代以前东北雅罗鱼

在内蒙古各大中水面分布很广 , 90 年代后由于水域生态环

境的变化及过度捕捞 , 种群数量逐年减少 , 个体规格也在

逐年减小 , 种质资源逐渐衰退 , 甚至在内蒙古的一些水面

相继消失。

动物线粒体 DNA 的进化速度快 , 具有高度多态且无组

织特异性 , 已被广泛应用于动物种群的进化研究和遗传多

样性分析中
[ 2]

。其中 D-loop 区是线粒体中变异最大、进化

最快的区域 , 具有较高的突变积累, 比较适用于种内、种

群或个体间遗传多样性的研究 [ 3] 。许多学者运用线粒体控

制区技术研究了鱼类 [ 4 - 6] 、贝类 [ 7] 、虾类 [ 8] 、蟹类 [ 9] 、

鳖
[ 10]

等种内或种群间的遗传结构和遗传分化。有关东北雅

罗鱼的分子遗传的研究报道较少 , 刘金亮等 [ 11 - 12] 和池炳杰

等 [ 13] 分别进行了东北雅罗鱼微卫星分子标记的筛选和瓦氏

雅罗鱼( L. waleckii) 达里湖群体和乌苏里江群体的遗传多样

性和遗传结构分析 , 但对东北雅罗鱼的线粒体 DNA 遗传的

研究还未见报道。文章对内蒙古地区东北雅罗鱼的线粒体

DNA 控制区的序列进行了测定 , 初步研究了达里湖和岗更

湖东北雅罗鱼群体的遗传多样性和遗传分化, 为该鱼的种

质资源保护及选育积累相关材料 , 也为丰富中国淡水渔业

资源提供参考资料。

1

 

材料与方法

1.1

 

材料

试验所用东北雅罗鱼 60 尾, 其中取自于内蒙古达里湖

30 例, 岗更湖 30 例, 另外的草鱼( Ctenopharyngodon idellus)

9 例, 来自于呼和浩特东瓦窑农贸市场; 取鱼肌肉, 于

95% 的乙醇 - 20 ℃保存备用。

1.2

 

试验方法

1. 2. 1

 

基因组 DNA 的提取和鉴定

  

将 95% 乙醇保存的

标本取出 , 置于无菌蒸馏水中浸泡 3 h 以上, 去除干净乙

醇; 用组织匀浆仪将组织打碎, 取约 100 μg 匀浆后的组

织, 采用 promega Wizard Genomic DNA Purification Kit 试剂

盒提取基因组 DNA。提取的基因组 DNA用微量紫外分光光

度计测量 260 nm和 280 nm的吸光度以及 DNA 的质量浓度。

0. 8% 琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量和纯度。

1. 2. 2

 

引物设计

  

根据黄志坚等 [ 14 - 15] 方法设计扩增 D-

loop 区域的兼并引物 , 序列如下:

MitDl-F: CACCCYTRRCTCCCAAAGCYA;

MitDl-R: GGTGCGGRKACTTGCATGTRTAA

1. 2. 3

 

PCR 扩增和序列测定

  

基因扩增使用 Takara

Premix PrimeSTAR HS, 反 应 总 体 积 50 μL 包 括: PCR

Premix 25 μL, 上下游引物各 2 μL, 模板 1 μL, 补足灭菌

水至 50 μL。PCR 反应条件如下 : 95 ℃预变性 5 min, 然后

重复 25 个循环包括 95 ℃变性 30 s, 56 ℃退火 30 s, 72 ℃

延伸 1 min 20 s, 最后 72℃延伸 7 min。产物用 8% 琼脂糖凝

胶电泳 , 凝胶成像仪下将扩增良好的条带进行切胶回收,

用天根 DP209-03 柱式胶回收试剂盒纯化 PCR 产物。纯化后

的 PCR 产物送至吉美公司进行测序。

1. 2. 4

 

数据处理

  

测定的 DNA 序列进行人工校正, 采

用 DNAMAN ( V 5. 2. 2) 软件进行个体和各鱼群间的序列比

对, 分析基因序列的核苷酸碱基的组成、位点变异; 用

MEGA ( V 5. 1) 软件进行系统进化树、遗传距离、GC 含量

等分析。利用 DANsp V5 软件分析基因多态性及单倍型。

2

 

结果与分析

2.1

 

扩增结果

根据引物的位置 , 计算出不同基因片段 PCR 产物的长

度。对 2 个湖东北雅罗鱼群体的 60 尾鱼线粒体 D-loop 基因

进行了序列测定 , 得到的 D-loop 基因约 1 kb 的基因序列,

扩增的部分结果见图 1。

图 1

 

D-loop 基因 PCR 扩增结果

M. marker; D. 达里湖的样品 ; G. 岗更湖的样品

Fig. 1

 

PCR amplified products of D-loop gene

M. marker; D. samples in Dali Lake; G. samples in Ganggeng Lake

2.2

 

D-loop 基因序列特征分析

2. 2. 1

 

GC 含量

  

1 kb 左右的 mtDNA D-loop PCR 扩增产

物的测序结果经过校对和拼接后, 同源排序得到 60 尾鱼

896 bp的同源基因序列。用 DNAMAN、MEGA 分析同源序

列, 得到 2 个群体鱼同源基因片段中 A、T、C 和 G 碱基的

平均含量是, 达里湖鱼群为 32. 0% , 32. 2% , 21. 3% 和

14. 5% ; 岗更湖为 32. 0% , 32. 2% , 21. 4% 和14. 5% ; A +

T 平均含量为 64. 2% , G + C 平均含量为 35. 8% 。说明东北

雅罗鱼 D-loop区富含 A + T 碱基, 并且达里湖和岗更湖群

体 D-loop 基因 CG 含量相当 , 未见明显差异。

2. 2. 2

 

变异

  

在所分析两湖鱼群的 D-loop 基因 896 个位
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点中存在可变位点 33 个, 其余位点较为保守; 达里湖 30

条鱼 D-loop 基因含有多态性位点 /突变位点 21 个, 11 个单

倍型; 岗更湖 30 条鱼 D-loop 基因含有多态性位点 /突变体

位点 31, 17 个单倍型。说明岗更湖群体 D-loop 基因多样性

高于达里湖。

2.3 遗传分化

2. 3. 1 系统进化   系统进化分析显示草鱼 D-loop 基

因单独形成一个分支 ; 而岗更湖和达里湖鱼群 D-loop 基

因同处在一个大的进化分支上, 该大分支又分为 2 个亚

分支 , 基因Ⅰ群和Ⅱ群 ; 达里湖和岗更湖两群体的 D-

loop 基因没有以湖为单位独立形成自己的进化分支 ; 基

因Ⅰ群和基因Ⅱ群中 , 分别含有两湖鱼群的基因。基因

进化树见图 2。

两湖样品中的 G7、G8、G9、G12、G13、G21、G25、

G31、D2、D4、D5、D6、D7、D11、D13、D14、D15、D17

和 D29 的 D-loop基因核苷酸同源性明显高于其他样品基因 ,

对比进化树分析结果显示 , 此 19 份样品同处于基因Ⅰ群。

进一步确定了此 19 份样品进化地位的相似性 ; 不同湖鱼群

D-loop 基因存在相同的进化规律。

2. 3. 2 遗传距离   遗传距离计算结果见表 1, 岗更湖和

达里湖鱼群之间的平均遗传距离为 0. 007 0; 达里湖鱼群之

间的平均遗传距离为 0. 003 6; 岗更湖鱼群之间的平均遗传

距离为 0. 007 4; 草鱼群之间的平均遗传距离为 0. 003 6。

说明岗更湖群体 D-loop 基因的平均遗传距离大于达里湖鱼 ,

前者鱼群 D-loop基因进化速度大于后者。每尾鱼之间的两

两遗传距离 , 与系统进化树显示结果基本一致。

表 1 达里湖和岗埂湖东北雅罗鱼群体之间的遗传距离

Tab.1 Genetic distance between L. waleckii Dybowski stocks in Dali Lake and Ganggeng Lake

草鱼
C. idellus

达里湖东北雅罗鱼
L. waleckiiin
Dali Lake

岗更湖东北雅罗鱼
L. waleckii in

Ganggeng Lake

草鱼 C. idellus 0. 003 6 0. 393 0 0. 395 0

达里湖东北雅罗鱼 L. waleckii in Dali Lake 0. 393 0 0. 003 6 0. 007 0

岗更湖东北雅罗鱼 L. waleckii in Ganggeng Lake 0. 395 0 0. 007 0 0. 007 4

3 讨论

3.1 东北雅罗鱼 mtDNA D-loop 序列

生物的遗传形状决定于碱基组成和排列顺序 , 每一种

生物都有稳定的 DNA 碱基组成及排列。在不同的物种中 A

+ T/ C + G 含量不同。笔者对 2 个湖东北雅罗鱼群体的 60

尾鱼线粒体 D-loop 基因进行了序列测定 , 扩增产物的测序

结果经过校对和拼接后 , 同源排序得到 896 bp 的同源基因

序列。其中 D-loop 区中的 A + T 碱基含量超过了一半 , 占

全序列的 64. 2% ; C + G 含量为 35. 8% ; A + T 的含量高于

C + G 的含量 , 这与其他鱼类 mtDNA D-loop 区中 A 和 T 的

含量丰富相一致 [ 16 - 17] , 与其他脊椎动物中 mtDNA 碱基的

A + T 的含量高于 C + G 含量的组成特点也相符合 [ 18 - 19] 。

3.2 东北雅罗鱼的多样性

从目前所能利用的鱼类 mtDNA 数据分析表明, 鱼类

mtDNA 变异的主要特征是以碱基替换为主 , 插入和缺失较

少, 序列进化速率较核 DNA 快 5 ～10 倍, 几乎无重组现

象。在种内或种间控制区进化速率最快 , 具有较高的突变

积累而形成多态性 , 是进行种内、种群或个体间遗传多样

性研究的理想材料 , 其分子标记能够有效地检测到传统形

态学所无法辨别的种群水平的分化 [ 20] 。笔者研究发现 , 达

里湖 30 尾鱼 D-loop 基因含有多态性位点 /突变位点 21 个,

11 个单倍型 ; 岗更湖 30 尾鱼 D-loop 基因含有多态性位点 /

突变体位点 31 个, 17 个单倍型。说明岗更湖群体 D-loop基

因多样性高于达里湖 , 这可能与其生活的水环境有关。岗

更湖是典型的淡水湖 , 水体中食料丰富 , 湖区周围水草繁

茂, 产卵条件较好; 达里湖属高原内陆湖 , 为封闭式苏达

型半咸水湖 , 酸碱度为 9. 4 ～9. 6, 其盐碱度极高且呈逐年

增长趋势 , 生态环境不断恶化, 水体食物越来越少等因素

导致遗传多样性低的特点。另外 , 达里湖雅罗鱼市场需求

量大 , 每年捕捞量约 500 t, 长期捕捞强度不断加大 , 渔业

资源不断下降减少 [ 21] 、分布范围限制、繁殖群体的数量减

少而导致的近交衰退可能是造成岗更湖群体比达里湖群体

的遗传多样性更为丰富的原因之一。池炳杰等 [ 13] 采用微卫

星标记分别对达里湖和乌苏里江野生瓦氏雅罗鱼个体进行

STR-PCR 研究得出的结果与笔者研究相似 , 即淡水环境群

体( 乌苏里江) 比高盐碱水环境群体 ( 达里湖) 的遗传多样性

更为丰富。

3.3 遗传分化

达里湖和岗更湖群体 D-loop 基因的进化没有因为不同

水域而独立进化 , 2 个湖群体 D-loop 基因在同时进化, 且

进化方向类似 , 同时存在基因Ⅰ群和基因Ⅱ群; 在 2 个群

体 60 尾样品中 , 岗更湖 8 尾, 达里湖 11 尾同处于基因Ⅰ

群, 说明达里湖和岗更湖群体 D-loop 基因存在相同的进化

规律。究其原因可能是 2 个湖群地理位置相似, 相似的环

境( 温度、湿度、气压等 ) 促进了鱼群向相似方向进化。遗
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图 2

 

D-loop 序列 UPGMA 系统树

进化树上名称含义举例说明如下 : C7. 第 7 号草鱼的样品 ; D2. 达里湖第 2 号鱼的样品 ; G11. 岗更湖第 11 号鱼的样品

Fig. 2

 

UPGMA phylogenetic tree based on D-loop sequences

The codes in the UPGMA phylogenetic tree are illustrated as follows: C7. No. 7 grass carp samples; D2. No. 2 fish

samples in Lake; G11. No. 11 fish samples in Ganggeng Lake

传距离既能反映一个群体内的遗传多样性 , 也可以反映不

同群体间的遗传组成分化程度。SHAKLEE 等
[ 22]

报道鱼类

在属、种和种群几级水平上的遗传距离 D 值的分类判据分

别为 0. 90、0. 30 和 0. 05。该研究中东北雅罗鱼 2 个自然种

群间的遗传距离为 0. 007 0, 说明其自然种群间的遗传分化

远未达到种群的分化标准 , 其原因可能是它们分布于同一

地区相近湖泊 , 历史上遇到特大暴雨, 水位上涨两湖有时

会相连 , 可能会发生基因交流。2 个群体间的遗传距离均未

达到种群水平上的分类标准 , 因此可认为达里湖和岗更湖 2

个地理群体的东北雅罗鱼属于同一个种群。虽然达里湖和

岗更湖鱼群的进化方向类似 , 但岗更湖群体 D-loop 基因的

平均遗传距离大于达里湖群体 , 前者群体 D-loop 基因进化

速度可能大于后者。

3.4

 

内蒙古地区东北雅罗鱼群体多样性保护和合

理利用

内蒙古地处边远地区 , 有着丰富的生物多样性, 同时

各个物种又有丰富的遗传多样性。遗传多样性是物种或种

群长期进化的产物 , 也是生物多样性的基础 , 且影响其生

存适应和发展进化。一个种群的遗传多样性越高 , 对栖息

环境的生存能力和环境变迁的适应能力就越强 , 种群延续
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发展就越容易; 遗传多样性低, 对环境的适应能力就弱,

在自然界进化过程中被淘汰的可能性就越大。据报道 , 东

北雅罗鱼体内含有多醣粘蛋白质 , 能促进细胞发育和提高

机体免疫力 , 对代谢性疾病和身体虚弱有较好的疗效 , 且

营养价值高 , 所以市场需求量大。特别是近几年 , 对东北

雅罗鱼的需求急剧增加导致了持续过度捕捞, 使得内蒙古

地区野生瓦氏雅罗鱼的群体数量日益下降 , 资源严重衰退 ,

出现个体小型化、低龄化 , 渔获量大幅度下降, 种质资源

受到严重的威胁。该研究显示岗更湖东北雅罗鱼多样性高

于达里湖 , 可采取每年将一定数量的岗更湖东北雅罗鱼放

流到达里湖 ; 在繁殖季节建立休渔期制度, 保护产卵场;

确定捕捞规格 , 限制捕捞量; 逐步提高达里湖东北雅罗鱼

群体的遗传多样性。另外 , 应开展对内蒙古东北雅罗鱼不

同地理群体遗传多样性的研究 , 为该鱼种质资源的保护与

利用尽可能多地积累基础数据。
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