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摘要：为了评价豫北地区泥鳅种质资源的多样性，以采自新乡地区泥鳅种群中的１１个个体为材

料，利用ＰＣＲ技术扩增其线粒体１６ＳｒＲＮＡ和１２ＳｒＲＮＡ基因的部分序列，利用Ｃｌｕｓｔａｌｗ　２．０和

ＤＮＡｓｐ　４．１０软件分析了不同个体间的差异和遗传多样性。结果表明：１６ＳｒＲＮＡ和１２ＳｒＲＮＡ基

因种内个体间的差异分别为０．２５％和０．９７％，二者的分化程度较低；１６ＳｒＲＮＡ的进化速度约为

１２ＳｒＲＮＡ基因的４倍。１６ＳｒＲＮＡ和１２ＳｒＲＮＡ种群群体的单倍型间平均遗传距离分别为０．００２　７、

０．００１　６，单倍型多样度指数分别为０．８７３、０．３２７，核苷酸多样性指数分别为０．００２　６５和０．０００　８１，

平均核苷酸差异数分别为１．６３６和０．３２７。可见，豫北泥鳅种群具有较低的遗传多样性。
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　　泥鳅（Ｍｉｓｇｕｒｎｕｓ　ａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓ）隶属于鲤
形目（Ｃｙｐｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ）花鳅亚科（Ｃｏｂｉｔｉｄａｅ）泥鳅属

（Ｍｉｓｇｕｒｎｕｓ）。前人关于泥鳅的研究主要集中在

２个方面：一是利用各种分子标记研究基因组ＤＮＡ
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的遗传多样性。利用生化标记分析了不同群体同工
酶的变异和遗传分化［１－２］。常重杰等［３］应用ＲＡＰＤ
技术分析了三大水系中游的不同泥鳅群体间的遗传

变异，结果表明武汉泥鳅群体内遗传变异程度较高；

李殿香等［４］用ＲＡＰＤ技术对南四湖的泥鳅进行了
初步分析，发现种群遗传距离偏大。曾柳根等［５］用

ＳＳＲ技术分析了长江流域６个泥鳅群体的遗传差
异，表明泥鳅群体的遗传多样性中等偏低；单磊等［６］

利用ＳＳＲ技术分析长江中下游４个二倍体泥鳅野
生种群的遗传多样性，发现其遗传多样性处于中等
水平。二是以线粒体ＤＮＡ（ｍｔＤＮＡ）为对象分析其
遗传多样性和系统进化［７］。目前，关于泥鳅 ｍｔＤＮＡ
的研究主要集中于细胞色素（Ｃｙｔ）ｂ基因和Ｄ－ｌｏｏｐ
区：Ｙａｎｇ等［８］分析了华中地区存在的二倍体和四倍
体Ｃｙｔ　ｂ基因的变异和进化；Ｄｏａｄｒｉｏ等［９］基于Ｃｙｔ　ｂ
基因研究了非洲伊比利亚泥鳅的亲缘关系；Ｙｕｉｃｈｉ
等［１０］分析了日本佐渡岛上泥鳅线粒体Ｄ－ｌｏｏｐ区，发
现当地种群的核苷酸多样性明显大于其他种群。张
际峰等［１１］对泥鳅１８ＳｒＲＮＡ基因与其线粒体１２Ｓ
ｒＲＮＡ、１６ＳｒＲＮＡ、Ｃｙｔ　ｂ基因、Ｄ－ｌｏｏｐ区基因进行序
列比较，发现核１８ＳｒＲＮＡ最保守，而线粒体Ｄ－ｌｏｏｐ
区基因进化速率最快。这些研究结论为分析泥鳅的
遗传多样性奠定了技术基础。

河南省新乡地处黄河中下游，区内有大量黄河故
道湿地和水田，具有人工养殖泥鳅的条件和天然优
势，近年来泥鳅的养殖面积和产量不断提高。但目前
该区泥鳅养殖所用材料均取自于野生群体，没有进行
人工选择或培育。因此，为进一步提高泥鳅的产量和
质量，急需具有较好养殖特性的泥鳅新品种。遗传多
样性和遗传变异的研究是新品种培育的前提条件。

目前，关于豫北新乡地区泥鳅遗传多样性的研究较
少，为此，本研究以该区泥鳅线粒体１６ＳｒＲＮＡ基因
和１２ＳｒＲＮＡ基因为标记，研究其种群的遗传多样性
特征，旨在为泥鳅新品种的培育奠定基础。

１　材料和方法

１．１　供试动物
供试泥鳅采自新乡市延津黄河故道。选择体质

健壮、发育良好、无伤病、各鳍完整的泥鳅作为试验
材料，共１１尾，分别命名为Ｎ１－Ｎ１１。

１．２　试验方法

１．２．１　基因组ＤＮＡ的提取　基因组的提取采用
血液提取法，参照常规的酚－氯仿法［１２］，所提 ＤＮＡ
利用琼脂糖凝胶电泳检测浓度和纯度。双蒸水溶解

后置于－２０℃保存备用。

１．２．２　引物设计　用于扩增１６ＳｒＲＮＡ基因片段的
通 用 引 物 为 １６Ｓ－Ｆ：５′－ＣＧＣＣＴＧＴＴＴＡＣＣＡＡＡＡＡＣ
ＡＴ－３′和１６Ｓ－Ｒ：５′－ＣＣＧＧＴＣＴＧＡＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡ－３′，扩增
片段长约６２０ｂｐ。扩增１２ＳｒＲＮＡ基因片段的特异引物为

１２Ｓ－Ｆ：５′－ＧＧＴＡＡＡＡＣＴＣＧＴＧＣＣＡＧＣ－３′和 １２Ｓ－Ｒ：５′－
ＧＧＴＧＴＡＧＣＧＡＡＣＧＡＡＧＴＧ－３′，扩增长度约４５０ｂｐ。引物
均由生工生物（上海）股份有限公司合成。

１．２．３　ＰＣＲ扩增与测序　用２×Ｔａｑ　Ｐｌｕｓ　Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（北京康为世纪生物科技有限公司）进行ＰＣＲ
扩增，反应体系为：２×Ｔａｑ　Ｐｌｕｓ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ　２５μＬ，
正反向引物各２μＬ（１０ｐｍｏｌ／μＬ），模板ＤＮＡ　２μＬ
（约５０ｎｇ），补水至总体积５０μＬ。ＰＣＲ 扩增在

Ｂｉｏｍｅｔｒａ扩增仪上进行，反应条件为 ９５ ℃ 变性

３ｍｉｎ；９４ ℃ ４０ｓ，５３ ℃／５７ ℃（１６ＳｒＲＮＡ／１２Ｓ
ｒＲＮＡ）１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸

１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物在１％的琼脂糖凝胶中电泳检测，

紫外灯下切割目的条带，用 ＵＮＩＯ－１０柱式ＤＮＡ胶
回收试剂盒［生工生物（上海）股份有限公司］进行回
收纯化。序列测定由生工生物（上海）股份有限公司
进行。

１．２．４　数据分析　测序序列首先在 ＮＣＢＩ中进行

ＢＬＡＳＴ相似性搜索，确定所得序列均为１６Ｓ或１２Ｓ
ｒＤＮＡ序列。在Ｃｌｕｓｔａｌｗ　２．０中进行序列比对，以
确保序列的准确性。应用ＤＮＡｓｐ　４．１０软件对多态
位点数、转换／颠换值、单倍型数、核苷酸多样性指
数、平均核苷酸差异数、单倍型多样性指数等遗传多
样性参数进行计算［１３］；用 ＭＥＧＡ　４．０软件，选取基于

Ｋｉｍｕｒａ　２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ遗传距离的模型，构建 ＵＰＧＭＡ
系统树，自展值（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）设为１　０００。

２　结果与分析

２．１　碱基组成和序列变异
分别对 １１ 尾泥鳅个体 １６ＳｒＲＮＡ 和 １２Ｓ

ｒＲＮＡ的基因片段测序比对，分别得到６２１、４０７ｂｐ
的同源序列。在１２ＳｒＲＮＡ基因片段中Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ
４种 碱 基 的 平 均 含 量 分 别 为 ２３．１％、２４．０％、

３０．４％、２２．５％（表１）。Ａ＋Ｔ、Ｃ＋Ｇ的平均含量分
别为５３．５％、４６．５％。１１个泥鳅个体共检测到６个
变异位点，约占分析总位点的０．９７％，其中Ａ／Ｇ 转
换（ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ）位点为２５５、３６４、３８２，Ｔ／Ｃ转换位点
为１２４、５７５，Ａ／Ｔ颠换（ｔｒａｎｓｖｅｒｓｉｏｎ）位点为３５５，转
换／颠换值（Ｔｓ／Ｔｖ）为５．０。无碱基的插入与缺失，

共检测到７个单倍型。
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１６ＳｒＲＮＡ 基因片段的４０７ｂｐ中 Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ
４种 碱 基 的 平 均 含 量 分 别 为 ２２．７％、２６．７％、

３０．２％、２０．４％（表１）。Ａ＋Ｔ、Ｃ＋Ｇ的平均含量分
别为５２．９％、４７．１％，１１个泥鳅个体共检测到１个

变异位点，即７６位的Ｔ／Ｃ转换，约占分析总位点的

０．２５％。在１９１位发生 Ａ 插入／缺失，共检测到

３个单倍型。１６ＳｒＲＮＡ的进化速度约为１２ＳｒＲＮＡ
基因的４倍。

表１　泥鳅１６ＳｒＲＮＡ和１２ＳｒＲＮＡ基因片段的核苷酸组成 ％　

个体
１６ＳｒＲＮＡ

Ｔ　 Ｃ　 Ａ　 Ｇ
１２ＳｒＲＮＡ

Ｔ　 Ｃ　 Ａ　 Ｇ

Ｎ１　 ２２．６　 ２６．８　 ３０．２　 ２０．４　 ２３．２　 ２４．０　 ３０．２　 ２２．６

Ｎ２　 ２２．９　 ２６．５　 ３０．２　 ２０．４　 ２３．２　 ２４．０　 ３０．２　 ２２．６

Ｎ３　 ２２．６　 ２６．８　 ３０．２　 ２０．４　 ２３．２　 ２４．０　 ３０．３　 ２２．４

Ｎ４　 ２２．６　 ２６．８　 ３０．２　 ２０．４　 ２２．９　 ２４．２　 ３０．４　 ２２．５

Ｎ５　 ２２．９　 ２６．５　 ３０．２　 ２０．４　 ２３．０　 ２４．１　 ３０．６　 ２２．３

Ｎ６　 ２２．７　 ２６．８　 ３０．０　 ２０．４　 ２３．１　 ２４．０　 ３０．５　 ２２．４

Ｎ７　 ２２．６　 ２６．８　 ３０．２　 ２０．４　 ２３．１　 ２４．０　 ３０．５　 ２２．４

Ｎ８　 ２２．６　 ２６．８　 ３０．２　 ２０．４　 ２３．１　 ２４．０　 ３０．５　 ２２．４

Ｎ９　 ２２．６　 ２６．８　 ３０．２　 ２０．４　 ２３．１　 ２４．０　 ３０．３　 ２２．６

Ｎ１０　 ２２．６　 ２６．８　 ３０．２　 ２０．４　 ２３．１　 ２４．０　 ３０．２　 ２２．７

Ｎ１１　 ２２．６　 ２６．８　 ３０．２　 ２０．４　 ２３．１　 ２４．０　 ３０．５　 ２２．４

平均 ２２．７　 ２６．７　 ３０．２　 ２０．４　 ２３．１　 ２４．０　 ３０．４　 ２２．５

２．２　遗传多样性分析
由表２可知，１１尾个体１６ＳｒＲＮＡ序列核苷酸

多样性指数为０．００２　６５，平均核苷酸差异数为

１．６３６，单倍型多样度指数为０．８７３。１１尾个体１２Ｓ
ｒＲＮＡ序列核苷酸多样性指数为０．０００　８１，平均核
苷酸差异数为０．３２７，单倍型多样度指数为０．３２７。

说明被测试泥鳅群体的遗传多样性较低。

表２　新乡泥鳅群体内１６ＳｒＲＮＡ和１２ＳｒＲＮＡ基因
核苷酸序列多态性

基因
变异位
点数

单倍
型数
单倍型多
样度指数

核苷酸多
样性指数

平均核苷
酸差异数

１６ＳｒＲＮＡ　 ６　 ７　 ０．８７３　 ０．００２　６５　 １．６３６

１２ＳｒＲＮＡ　 １　 ３　 ０．３２７　 ０．０００　８１　 ０．３２７

　　根据核苷酸序列的多态性，采用 ＭＥＧＡ　４．０软
件计算了该种群中２种ｒＲＮＡ的不同单倍型间的
遗传距离，发现１６ＳｒＲＮＡ单倍型间遗传距离最大
为０．００６　５，最小遗传距离为０．００１　６，平均遗传距离
为０．００２　７。１２ＳｒＲＮＡ单倍型间遗传距离为０～
０．００２　５，平均遗传距离为０．００１　６。

２．３　ＵＰＧＭＡ分子系统树
采用不加权配对组算术方法（ＵＰＧＭＡ）分别构

建泥鳅种群１６ＳｒＲＮＡ和１２ＳｒＲＮＡ单倍型的分子
系统树。结果表明，新乡泥鳅种群１６ＳｒＲＮＡ　７种
单倍型（Ｍａ１－Ｍａ７）聚为２个分支（图１），其中

Ｍａ１、Ｍａ２、Ｍａ３、Ｍａ５、Ｍａ６聚为一支，包括９个个

体，Ｍａ４和 Ｍａ７聚成一个分支，包括２个个体。１２Ｓ
ｒＲＮＡ　３种单倍型（Ｍａｈ１－Ｍａｈ３）的分子系统树也
表明，泥鳅新乡种群聚为２个分支（图２）。根据

ｍｔＤＮＡ为母系遗传，由此推测这１１个个体可能分
别来自２个母系或繁殖群体。

Ｌｍ．长薄鳅（ＮＣ＿００８６７７．１）；Ｃｉ．缨口鳅（Ｍ９１２４５．１）；Ｃｓ．沙花
鳅（ＡＹ５２６８６８．１）；Ｐｄ．大鳞副泥鳅（ＡＹ００９１４８．１）。下图同

图１　基于１６ＳｒＲＮＡ基因片段序列构建的ＵＰＧＭＡ系统树

图２　基于１２ＳｒＲＮＡ基因片段序列构建的ＵＰＧＭＡ系统树
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３　讨论

在物种的遗传多样性研究中，由于 ｍｔＤＮＡ序
列直接反映了碱基的置换、插入、缺失等变异特点，

通过分析不同物种或个体碱基序列的异同分析物种

的遗传多样性，较之其他方法具有更大的优点［１４］。

ｍｔＤＮＡ　１６ＳｒＲＮＡ和１２ＳｒＲＮＡ基因具有较高的
保守性，便于ＰＣＲ引物的设计和扩增，极其适合于
种及种以上的遗传多样性分析。

有资料表明，在其他动物的群体遗传和进化研
究中，同一种的不同个体间一般有０．１％～５％的趋
异（视不同物种以及群体的分化程度而定）［１５］。新
乡泥鳅群体中，１６ＳｒＲＮＡ基因表现出序列差异为

０．２５％，１２ＳｒＲＮＡ基因表现出序列差异为０．９７％。

这说明在１６ＳｒＲＮＡ和１２ＳｒＲＮＡ这２个基因上，

新乡泥鳅的分化是极低的；１２ＳｒＲＮＡ的进化速率
约为１６ＳｒＲＮＡ的４倍，与张际峰等［１１］对泥鳅不同
基因的进化速率的研究结果一致。线粒体基因组中
不同区域的核苷酸突变速率不同或不同的基因片段

受到的选择压力差异可能是导致线粒体不同基因片

段的核苷酸替代速率差异的原因［７］。

新乡泥鳅群体１２ＳｒＲＮＡ基因个体之间的转
换／颠换值为５．０，１６ＳｒＲＮＡ基因没有发生颠换，这
表明个体之间的碱基变异主要是转换，而甚少发生
颠换。一般认为转换／颠换值小于２．０表明 ＤＮＡ
序列的突变已经达到饱和状态［１６］，可见新乡泥鳅群
体２个基因并未达到饱和。上述碱基构成的偏差以
及较高的转换／颠换值从另外一个侧面证实本研究
所分析的核苷酸序列是线粒体基因而不是核基因的

假基因［１７］。

衡量某一种群ｍｔＤＮＡ遗传变异的２个重要指
标是单倍型间的平均遗传距离和核苷酸多样性。一
般而言，一个群体内群体的遗传多样性可以通过遗
传距离进行衡量，而核苷酸多样性指数兼顾了不同

ｍｔＤＮＡ单倍型在群体中所占的比例，因此能够比
单纯的遗传距离平均值更准确地反映一个群体的

ｍｔＤＮＡ多态性［１８］。在新乡泥鳅种群中，序列的核
苷酸多样性指数为０．００２　６５（１６ＳｒＲＮＡ）和０．０００　８１
（１２ＳｒＲＮＡ）；单倍型多样性指数为 ０．８７３（１６Ｓ
ｒＲＮＡ）和０．３２７（１２ＳｒＲＮＡ），与其他鱼类相比处于
较低水平，说明新乡泥鳅种群遗传多样性较低［１４］。

Ｓｈａｋｌｅｅ等［１９］提出了鱼类在属、种和种群３级
水平上遗传距离分别为０．９０、０．３０、０．０５的分类判
别标准；另有研究［２０］表明，ＤＮＡ序列间遗传距离的

差异如果小于２％，则小于种内的遗传差异。新乡
泥鳅种群ｍｔＤＮＡ单倍型间平均遗传距离为０．００２　７
（１６ＳｒＲＮＡ）和０．００１　６（１２ＳｒＲＮＡ）。可见，该种群
的遗传分化远未达到种群分化的标准。物种对环境
变化适应能力的主要标志是遗传变异的大小。遗传
变异较低的物种在不同的环境中由于具有较低的种

群恢复潜力而具有较高的种群灭绝风险，而遗传变
异较高的物种则具有较高的生态适应性［２１］，因而对
物种遗传变异水平的研究是至关重要的。在进行物
种的遗传多样性研究时，单个基因能提供的信息往
往较为有限。因此，为进一步阐明本地区泥鳅的遗
传多样性，今后拟采用进化速率不同的多个基因（包
括线粒体和核基因）进行研究，为该物种的遗传育种
提供理论支撑。
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