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[摘要 ] � 从辽宁大连、河北黄骅、山东青岛、江苏盐城、浙江宁波、广西北海等 6个沿海地区分别采集野生中国花

鲈共 44尾,通过测定花鲈细胞色素 b序列, 获得 876 bp长度的序列, 检测到的变异位点 26个, 22个单倍型, A、

C、G、T的碱基组成分别为 22� 6% , 33� 1% , 16� 4% , 28� 0% . 各群体内的遗传差异从 0�1% ~ 1% , 群体间的遗传差

异从 0� 2% ~ 1% . 构建 NJ树, 分为两大群, 取自北海的花鲈单独成群,其它地区的花鲈合为另一分支.
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Abstrac t: The m itochondria l DNA cy tochrom e b ( Cy tb ) g ene of La teolabrax japonicas sam ples co llected form Da lian

( DL ), Huanghua( HH ), Q ingdao( QD ), Y ancheng( YC), N ingbo( NB ) and Be iha i( BH ) we re am plified w ith PCR tech�

n ique and DNA sequenc ing. The results showed that 26 nuc leo tide sites w ere variable among 876 bp leng th o f hom o logous

sequence. A to ta l o f 22 haplotypes found in a ll 44 ind iv idua ls. The average A, C, G and T conten ts in C ytb gene were

22�6% , 33� 1% , 16� 4% and 28�0% , respectively. Sequence d ive rgence o f Cytb of Lateolabrax japonicas w ith in the sam e

a rea w as 0�1% ~ 1% , am ong the 6 popu la tions w as 0� 2% ~ 1% . M o lecu lar phy logenetic tree w as constructed w ith N J

m ethod show ed Lateolabrax japonicas from Be iha i cou ld be c lustered as one independent group, others w ere clustered as

the o ther group and m ixed to each o ther.
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� � 花鲈 (Lateolabrax japonicas)又称鲈鱼,寨花,七星鲈鱼等, 属鲈形目 ( Perc iform s) ,鮨科 ( Servan idae) ,花

鲈属 (Lateolabrax ),是海水养殖的主要经济鱼种之一
[ 1, 2]

. 花鲈是高等真骨鱼类,为东北亚特有亚种之一,

广布于太平洋西岸水域.花鲈个体大,肉味美, 生长快, 在国内外市场颇受欢迎
[ 3]

. 我国曾拥有丰富的花鲈

资源, 但是近些年来, 由于过度捕捞, 环境污染,导致花鲈资源量下降, 种质退化.目前, 学者们对中国花鲈

的育种
[ 4- 7]

,营养学
[ 8, 9 ]
以及中日花鲈的分类学

[ 10- 15]
进行过研究,关于中国不同海域花鲈种质资源和种群

分类上却仍存在一些问题,有必要进一步研究证实.

线粒体基因组具有结构简单、母系遗传、进化速度快、几乎不发生重组等特点.其进化速度是单拷贝基

因的 5- 10倍
[ 16]

.后代的基因一般能保持祖先的类型, 这就形成了利用其探索种群遗传变异的基础, 这对

于理解种群遗传结构和进化关系具有很高的价值
[ 17]

. 线粒体 DNA上的细胞色素 b基因进化速率适中,一

个较小的基因片断就包含着从种内到种间乃至到科间的进化信息,因而被广泛应用来进行脊椎动物种上

和种下分类阶元的系统进化研究,被认为是解决系统发育问题最可信的线粒体 DNA标记之一
[ 18]

.目前,

细胞色素 b基因被广泛的应用于鱼类系统进化、种群遗传结构和亲缘地理学研究等
[ 19- 22]

方面.关于中国

花鲈种群分类研究较少,没有明确的定论
[ 1]

,因此,本实验拟通过测序法获得不同海域中国花鲈细胞色素
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b的基因片段序列,了解不同水体中国花鲈的遗传特征和差异, 保护我们国家花鲈的野生资源以及养殖开

发应用.

1� 材料与方法

1�1� 材料
� � 实验用的野生花鲈分别采集于辽宁大连 ( DL)、河北黄骅 (HH )、山东青岛 (QD)、江苏盐城 ( YC )、浙江

宁波 (NB)、广西北海 ( BH ) ,共 44尾, 于 - 20 低温保存.

1�2� 基因组 DNA提取

取各个地方的中国花鲈背部肌肉 30m g,按照 DNA Ex traction K it(上海捷瑞有限公司 )要求提取基因

组 DNA.

图 1� 中国花鲈线粒体 Cytb基因扩增电泳图谱

F ig. 1� Amplified product of m itochondrial cytb gene

of La teolab rax jap on ica s

M. DNA M ark er; 1、2为大连花鲈; 3、4为黄骅花鲈; 5、6为青岛

花鲈; 7、8盐城花鲈; 9、10为宁波花鲈; 11、12为北海花鲈.

表 1� 不同水体中国花鲈细胞色素 b碱基组成

Table 1� Base com pos ition of cy tb gene in L ateo labrax

japonicas from different seas

A /% C /% G /% T / (A + T) /%

大连 ( DL) 22�80 33�50 16�20 27�50 50�30

黄骅 (HH ) 22�70 33�50 16�20 27�50 50�20

青岛 ( QD) 22�80 33�50 16�20 27�50 50�30

盐城 ( YC ) 22�60 33�50 16�30 27�70 50�30

宁波 ( NB) 22�80 33�50 16�00 27�70 50�30

北海 ( BH ) 22�50 33�50 16�20 27�80 50�30

全部 22�60 33�10 16�40 28�00 50�60

1�3� 基因扩增与测序
根据自行设计的 PCR引物,由上海生工生物工程技术有限公司合成, 中国花鲈细胞色素 b基因片段

的引物为 Cytb�F: ATGGCAAGCCTTCGAAAAAC ( 20 bp) , Cytb�R: ATGCCTCCGATTCAGGTGAG ( 20 bp) .

PCR反应总体积为 30�L,其中 10 !Buffer 3 �L, M gC l2 ( 25 mm o l/L ) 2 �L, dNTPs( 2�5mm o l/L ) 2 �L,正反

向引物各 1 �L, Taq酶 0�3 U, 模板 DNA1�5 �L. PCR反应程序为: 94 预变性 10 m in, 然后 94 预变性

1 m in, 54 退火 1 m in, 72 延伸 1 m in, 35个循环,最后 72 延伸 10 m in. 利用未加模板 DNA的反应液作

为空白对照,以检查是否存在污染. PCR产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测,检测结果于凝胶成像系统中观

察. PCR产物经 TaKaRa PCR产物纯化试剂盒纯化, 送至上海生工生物工程技术有限公司用 AB I377自动

测序仪进行双向测序.

1�4� 序列分析
双向测序正反两条链用 SeqM an拼接,并人工校对后,用 C lusta lX 1�81

[ 10]
进行比对.应用 M ega4�0[ 11]

统计变异位点并分析单倍型,计算群体内和群体间的遗传差异.用 PAUP4�0[ 12]
采用邻接法 ( Ne ighbor�Jo in�

ing, N J)构建系统发育树,系统树各分枝的置信度自举检测 ( Boo tstrap) 1 000次.

2� 结果

花鲈各群体的细胞色素 b均能清晰稳定的扩增,

PCR产物电泳图谱见图 1. 可以看出细胞色素 b基因

长度大约为 1 000 bp.

对于采集于 6个不同地方的中国花鲈个体的细胞

色素 b序列进行比对,除去首尾两端部分的模糊序列,

共获得长度为 876 bp的同源序列.细胞色素 b基因片

段 A、C、G、T 的碱基组成分别为 22�6% , 33�1%,

16�4%, 28�0% , A和 T碱基组成为 50�6% .从碱基组

成可以看出,细胞色素 b表现出很强的碱基组成偏向

性,即在 ACGT 4种碱基中, G的含量明显低于其它 3

种碱基的含量, 这与脊椎动物 m tDNA 的特点相一

致
[ 18]

.各个地方花鲈的碱基组成如表 1.

比对 6个不同水体中中国花鲈细胞色素 b基因片

段,结果检测到变异位点为 26个, 占全部序列的

3�0%,其中转换位点 18个, 颠换位点 9个,如图 2. 44

尾样品中共检测到 22种单倍型, 根据碱基组成特征,

可以分为∀、#和 ∃型三大类, I大类型含 4种, #大
类型含 14种, ∃大类型含 5种. 三大单倍型在各个群

体中的分布频率情况为 I型单倍型: 大连 2 /9, 黄骅

1 /8,青岛 2 /10; II型单倍型: 大连 4 /9,黄骅 2 /8, 青岛
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6 /10,盐城 4 /5, 宁波 4 /4,北海 8 /8; III型单倍型: 大连 3 /9,黄骅 5 /8,青岛 2 /10.

表 2� 不同水体中国花鲈细胞色素 b的遗传差异

Table 2� Sequence divergence of Cytb w ithin and among 6 stocks

of La teolabrax japonicas from different sea s

大连

( DL)

黄骅

( HH )

青岛

(QD)

盐城

(YC )

宁波

(NB)

北海

( BH )

大连 (DL) 0�005

黄骅 (HH ) 0�005 0�007

青岛 ( QD) 0�002 0�005 0�003

盐城 ( YC) 0�004 0�007 0�003 0�004

宁波 ( NB) 0�004 0�006 0�002 0�003 0�001

北海 ( BH ) 0�005 0�005 0�004 0�007 0�01 0�01

6个群体内和群体间的遗传差异见表 2.大连、黄骅、

青岛、盐城、宁波、北海遗传差异分别是 0�5%、0�7%、
0�3%、0�4%、0�1%、1%, 各个群体之间的遗传差异从

0�2% ~ 1%之间.

以日本宽真鲈 ( L. latus)为外群, 运用 PAUP4�0,根
据细胞色素 b核苷酸序列构建了不同水体中国花鲈的分

子亲缘关系 N J树, (见图 3) .从图中可以看出, 中国花鲈

分为 2大支,取自广西北海的中国花鲈独立成为一支;其

他地区的花鲈形成另一支,不同个体之间并未单独成群,

相互交叉.

3� 讨论

花鲈是凶猛的肉食性鱼类,通常生活在河口区,具有溯河性洄游,其肉质鲜美,是我国重要的名特优水

产品之一, 具有巨大的养殖前景. 1854 ~ 1857年间, B leeker建立了 Lateolabrax
[ 1]

( Perc ichthy idae, Perc i�
fo rm s) ,仅有单一种 Lateolabrax japonicas( Cuv ier) ,后来, K atoyam a叙述了花鲈属另外一种日本宽真鲈 ( L.
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latus)
[ 23]

.上世纪 90年代, Yokogaw a和 Seki经过研究,认为中国花鲈和日本花鲈在形态学、遗传学和生态

学方面存在着差异
[ 14, 15]

.我国学者通过营养成分和同工酶电泳对中日花鲈进行了对比,证实了中日花鲈

之间存在差异
[ 23, 24]

, 2007年,又采用 RAPD技术进一步证实了将中日花鲈划分为 2个种的观点
[ 25]

. 在对

中日花鲈的研究过程中,考虑到中国海岸线漫长,中国花鲈在不同海域是否也存在地理隔离,诸多学者又

对中国南北花鲈在营养成分
[ 26]
、同工酶电泳

[ 27]
以及遗传多样性

[ 28]
等方面进行了比较研究,结果表明中国

南北花鲈之间存在着差异,但对具体种群的划分一直没有明确的定论, 2007年叶振江等
[ 29]
通过研究中国

几个代表地方花鲈的耳石,认为我国花鲈可能分为舟山种群,福州 厦门种群和广西种群 3个种群.

从本实验对中国 6个沿海代表地区 (分别取自渤海、黄海、东海、南海 )花鲈的细胞色素 b研究结果来

看,其变异位点仅占全部序列的 3�0%,群体内的遗传差异从 0�001~ 0�01,群体间的差异从 0�002~ 0�01,

表明不同水体花鲈的遗传差异低,分化程度不高,从南到北, 取自北海的花鲈遗传差异最高,其次是黄骅的

花鲈,而宁波的遗传差异低于大连和青岛,所以遗传差异从南到北没有呈现明显的规律.但刘进贤
[ 30 ]
等研

究中日花鲈差异曾提出北方的中国花鲈遗传差异大于南方花鲈,北海的最低 ( 0�008), 本实验研究结果与

之不符.对花鲈的单倍型分析, 发现北海样品全部表现为#类型,从构建的亲缘关系树中也发现北海的花

鲈独立成为一支,与其他地区明显的分开,这与叶振江建议的划分为广西种群
[ 29]
科研结果一致.

而大连、黄骅、青岛、盐城、宁波的花鲈没有单独成群,互相交叉,表明采自黄渤东海的花鲈没有明显分

开.近几年, 由于环境污染加上人为捕获量的增大, 野生品种已经锐减, 加上广东和浙江等地也大量利用北

方的鱼苗和亲鱼进行人工养殖,如果养殖鱼苗大规模逃逸, 流入海域, 就会对当地野生花鲈的遗传结构造

成影响,降低当地花鲈群体的适应性,导致黄渤东海的花鲈没有单独成群.另外,花鲈是一种回游性鱼类,

亲鱼通常于 12月份至翌年 2月间在河口沿岸石礁间产卵,自 10月份至翌年 3月份大部回游入海中越冬.

冬季有些幼鱼也随着成鱼向外海移动,这就有了不同海域花鲈基因交流的可能性. 从地理学上来看, 取自

广西北海的花鲈属于南海境内,与黄渤东海相距较远, 加上海南岛等几个岛屿的相隔, 能形成一个较封闭

的环境,这就为阻碍群体之间基因交流提供了可能性,所以北海花鲈群体单独成群.

北海野生花鲈表现出很高的遗传多样性, 其种质资源的质量较高, 采自北海的每一个样品都是一种单

倍型, 至于其是不是已经有了种间的遗传分化,还需要进一步扩大样本,或者采用其他分子标记研究,从而

为保护中国野生花鲈的种质资源提供理论依据.
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