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小口白甲鱼都柳江种群 mtDNA D环的
序列变异及遗传多样性
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摘要: 采用 PCR 结合 DNA 测序技术，测定分析了易危鱼类小口白甲鱼(Onychostoma lini)都柳江种群 36

个个体 mtDNA D 环约 470 bp 序列的变异及遗传多样性。结果表明，在 36 个个体中，该序列的长度为

469 ～ 475 bp，其碱基组成为 A + T 的平均含量(68. 4% )高于 G + C (31. 6% )。共检测到 25 个多态位

点，其中转换 19 个、颠换 6 个。核苷酸多样性(π)为 0. 005 75，平均核苷酸差异数(K)为 2. 695。36 个

个体分属 5 个单倍型，单倍型多样度(Hd)为 0. 260，单倍型间的平均遗传距离(P)为 0. 026。5 个单倍型

构建的 UPGMA 系统树聚为 2 个分支。目前小口白甲鱼都柳江种群 mtDNA D 环序列存在着较丰富的变

异和遗传多样性。
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Genetic Diversity and Sequence Variation of mtDNA D-loop
in the Population of Vulnerable Species Onychostoma lini

from the Duliu River
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Abstract:The genetic diversity and sequence variation of mtDNA D-loop in the population of vulnerable species

Onychostoma lini from the Duliu River in Guizhou were studied for the first time on the basis of determination of

about 470 bp sequences of mtDNA D-loop in 36 individuals by the methods of PCR and DNA sequencing. The

results showed that the length of the determined sequence in 36 individuals varied from 469 to 475 bp，and the

total percentage of bases A and T (68. 4% ) was more than that of bases G and C (31. 6% ) in the sequence.

A total of 25 polymorphic loci，including 19 transitions and 6 transversions，were detected in the sequence of

the population. The nucleotide diversity (π) of the 36 individuals was 0. 005 75，and the average number of

nucleotide differences (K) of them was 2. 695. The 36 individuals belonged to 5 haplotypes according to the

determined sequences. The haplotypic diversity ( Hd) was 0. 260，and the average genetic distance ( P )

between the haplotypes of the population was 0. 026. The UPGMA phylogenetic tree of the 5 haplotypes

comprised 2 branches. The data show that the population of O. lini in the Duliu River has abundant variation in

mtDNA D-loop sequence and high genetic diversity，which may play an important role in the conservation and
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recovery of the species.
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在保护生物学中，生物的遗传多样性保护

占据 着 非 常 重 要 的 地 位。线 粒 体 DNA
(mitochondrial DNA，mtDNA)具有进化速率快、
种内变异大、分子结构简单、基本序列清楚及严
格的母系遗传等特点，是群体遗传学研究中最

有效和最灵敏的 DNA 区域之一，能够反映物种
内亚种、种群的遗传多样性，因而成为保护生物
学及生物遗传多样性研究的热点

［1 － 3］。mtDNA

的 D 环是其中一段非编码区，长度约为 1 kb，
由于受选择压力较小，在进化过程中积累了较

多的变异，被认为是线粒体 DNA 进化最快的区
段
［4］，通过检测该区段 DNA 序列的变异可以有
效地鉴别和评估群体遗传多样性的水平。
小口白甲鱼(Onychostoma lini)属于鲤形目

( Cypriniformes ) 鲤 科 ( Cyprinidae ) 鲃 亚 科
(Barbinae)白甲鱼属，主要分布于沅江水系、珠
江水系和闽江水系

［5］。多年来，其种群数量日
趋减少，种质资源正濒临消失的危险，现已被列

为易危鱼类
［6］。小口白甲鱼在贵州主要分布

在隶属于沅江水系的清水江和隶属于珠江水系

的都柳江
［7］，是当地的名贵经济鱼类。近年

来，小口白甲鱼在贵州境内清水江已基本不见

踪迹;在都柳江也仅见于榕江县古州镇至兴华

乡之间的河段，因下游水电站建坝而形成为一

个近似孤立的种群，数量极为稀少。到目前为
止，有关小口白甲鱼的研究资料仅限于其形态、
分类、分布等方面［5 － 7］。

本研究通过对分布于贵州都柳江的小口白

甲鱼种群 mtDNA D 环序列进行 PCR 扩增和测
序，分析该种群 mtDNA D 环的序列变异及遗传
多样性，以期为小口白甲鱼都柳江种群的保护

提供科学依据和基础资料。

1 材料与方法

1. 1 实验材料 实验所用的 36 尾小口白甲鱼
鲜活个体，形态正常，于 2008 年 10 月采自贵州
境内榕江县古州镇至兴华乡之间的都柳江河

段。采样河段长约 60 km，每隔 15 km 左右采
集小口白甲鱼 8 ～ 10 个个体，按照单乡红等［5］

的方法进行小口白甲鱼标本鉴定。每个鲜活个
体捕获后立即解剖取新鲜的肌肉样品用酒精固

定，保存于 － 20℃冰箱，待用。
1. 2 总 DNA 的提取 采用恒因生物公司的
DNA 提取试剂盒及所提供的方法从肌肉样品
中提取总 DNA。
1. 3 PCR 扩增、产物纯化及序列测定 使用
引物
［8 － 9］L16521: 5′-TCACCCCTGGCTCCCAAA

GCCAG-3′ 和 H427: 5′-TGCATATAAAAGAAT
GCCGGCATG-3′ 进行 D 环区约 500 bp 碱基的
正反链双向扩增。PCR 反应总体积为 20 μl，反
应条件为:95℃ 预变性 5 min，94℃ 变性 40 s，
56℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，40 个循环后，
72℃后延伸 5 min。PCR 产物用 1. 5% ～ 2. 0%
的琼脂糖凝胶检测，用小量胶回收试剂盒进行

回收纯化，并送上海恒因生物公司进行正反双

向测序。
1. 4 数据分析 DNA 序列通过 DNAStar 软件
包进行排序，并人工校正。每一碱基均经过正、
反向测序验证。碱基组成和转换、颠换采用
MEGA 软件进行统计。用 MEGA 软件计算个
体间的遗传距离，并构建系统树。采用 DNASP
软件计算遗传多样性参数。

2 结 果

2. 1 mtDNA D 环序列 PCR 扩增结果 小口
白甲鱼都柳江种群 mtDNA D 环扩增产物经琼
脂糖凝胶电泳检测(图 1)，未发现非特异性条
带，空白对照组未出现扩增产物，可以排除外源

DNA 污染及核 DNA 拷贝的可能性。
2. 2 mtDNA D 环序列核苷酸组成的特点及
长度变异 测序显示，本研究中小口白甲鱼都

柳江种群 mtDNA D 环序列长度为 469 ～ 475 bp
(除去引物及部分尾部序列)，平均长度为 470
bp。序列长度变异体现在有 3 ～ 4 个位点出现
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缺失 T 和 2 个位点出现缺失 A(表 1)。该序列
中，4 种碱基的含量以 A 最高，平均为 34. 6%。
其次，T、C 的平均含量分别为 33. 8%、18. 6%。

而以 G 的平均含量最低，仅为 13. 0%。A + T
的 平 均 含 量 ( 68. 4% ) 显 著 高 于 G + C
(31. 6% )。

图 1 小口白甲鱼都柳江种群 mtDNA D 环部分序列扩增电泳图
Fig. 1 PCR result of mtDNA D-loop partial sequence in the population of Onychostoma lini

from the Duliu River
M. DL2000 DNA 分子量标准; 1 ～ 6. 样品。M. DL2000 DNA marker; 1 － 6. The sample codes.

表 1 小口白甲鱼都柳江种群 mtDNA D 环序列的变异位点及单倍型
Table 1 Variable loci and haplotypes of mtDNA D-loop in the population of Onychostoma lini

from the Duliu River

圆点( . )表示与 Hap1 相同的碱基; 横线( － )表示与 Hap1 相比缺失的碱基。

Dots( . )mean the same bases in haps 2 － 5 as in Hap1，and dashes( － ) represent default bases in haps 2 － 5.

2. 3 mtDNA D 环序列核苷酸位点的突变类
型与多态性 在 36 尾小口白甲鱼 mtDNA D 环
区测序得到的序列中，共计发现了 31 个变异位
点，变异位点数占总位点数的 6. 53% (表 1)。
其中转换 19 个，占总变异位点数的 61. 3% ;颠
换和缺失均为 6 个，各占 19. 4%。转换位点数
显著多于颠换，转换与颠换的比值为3. 17∶ 1。没
有出现转换与颠换同时存在的位点。

DNASP 软件分析显示，该 36 个小口白甲

鱼个体 mtDNA D 环区测得的序列共有 25 个多
态位点(表 1)。其中单一多态位点 1 个，位置
为:470;两碱基间简约信息位点 24 个，其位置
分别为:53、75、92、176、228、229、233、234、235、
236、237、245、260、277、285、287、314、333、334、
396、414、469、472、473。36 个个体分属 5 种单
倍型(表 1)。以单倍型 4(Hap4)包含的个体数
最多，达 31 个，其次，单倍型 5(Hap5)有 2 个个
体，而其余单倍型均为 1 个个体。与单倍型 1
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相比，单倍型 2 含有 1 个颠换位点和 5 个缺失
位点，单倍型 3 含有 1 个转换位点、2 个颠换位
点和 5 个缺失位点，单倍型 4 含有 1 个转换位
点、3 个颠换位点和 5 个缺失位点，单倍型 5 含
有 19 个转换位点、6 个颠换位点和 6 个缺失位
点。从多态位点的分布来看，单倍型 5 与其他
4 种单倍型之间碱基组成差异尤为显著。
2. 4 mtDNA D 环 序 列 的 遗 传 多 样 性 及
UPGMA 分子系统树 利用 DNASP 软件计算
了小口白甲鱼 36 个个体 mtDNA D 环序列的遗
传多样性指数。结果表明，单倍型多样度(Hd)
为 0. 260，核苷酸多样性(π)为 0. 005 75，平均
核苷酸差异数(K)为 2. 695(表 2)。

表 2 小口白甲鱼都柳江种群 mtDNA 多样性
Table 2 mtDNA diversity in the population of

Onychostoma lini from the Duliu River

遗传多样性指数 Genetic diversity indices 数值 Value

多态性位点数 Number of polymorphism sites，S 25

单倍型数 Number of haplotypes，H 5

单倍型多样度 Haplotypes diversity，Hd 0. 260

核苷酸多样性 Nucleotide diversity，π 0. 005 75

平均核苷酸差异数，K
Average number of nucleotide defenses

2. 695

应用 MEGA 软件，根据 D 环序列计算了 5
个单倍型之间的遗传距离(表 3)。从表 3 可

见，①5 个单倍型中任何 2 个单倍型间遗传距
离均不为 0，即任意 2 个单倍型之间的核苷酸
序列均不完全相同;②单倍型 1 与单倍型 5 之
间遗传距离最大，达 0. 055 7;③单倍型 1 与单
倍型 2 之间、单倍型 3 与单倍型 4 之间的遗传
距离最小，均为 0. 002 1;④单倍型的平均遗传
距离(P)为 0. 026。
以南方白甲鱼 ( O. gerlachi) 的同源序列

(GenBank 登录号:EF123777) 为外群，根据遗
传距离构建了小口白甲鱼都柳江种群单倍型的

UPGMA 分子系统树(图 2)。结果显示，5 种单
倍型聚为 2 个分支。其中一个分支为单倍型
5，代表 2 个个体。其余单倍型构成另一个分
支，包含 34 个个体;支持该分支的 Bootstrap 值
高达 100。
表 3 小口白甲鱼都柳江种群单倍型间的遗传距离
Table 3 The genetic distances between mtDNA

haplotypes in the population of Onychostoma

lini from the Duliu River

Hap1 Hap2 Hap3 Hap4 Hap5

Hap1
Hap2 0. 002 1
Hap3 0. 006 4 0. 004 3
Hap4 0. 008 6 0. 006 4 0. 002 1
Hap5 0. 055 7 0. 053 5 0. 048 9 0. 046 6

图 2 小口白甲鱼都柳江种群 mtDNA 单倍型 UPGMA 分子系统树
Fig. 2 The UPGMA phylogenetic tree of mtDNA haplotypes in the

population of Onychostoma lini from the Duliu River
树枝处的数字为 Bootstrap 值，重复次数为 1 000 次; Haps 1 ～ 5 代表不同的单倍型; Onychosotoma gerlachi: 南方白甲鱼。

The numbers above each branch indicate the statistical support obtained from 1 000 bootstrap replicates;

Haps 1 － 5 represent haplotypes.

3 讨 论

3. 1 mtDNA D 环区长度变异 D 环是 mtDNA

中碱基变异最大的区域，D 环碱基变异可以导
致 mtDNA 长度的变化［10］。同一个体，如只有
一种长度的 mtDNA 为同质体，如有两种或两种
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以上长度的 mtDNA 则为异质体［11 － 12］。个体间
mtDNA D 环长度变异可以反映群体 mtDNA 长
度变异的情形

［12］。本研究中，小口白甲鱼都柳
江种群 mtDNA D 环区序列为 469 ～ 475 bp，序
列长度变异表现为 3 ～ 4 个位点缺失 T、2 个位
点缺失 A。可见，36 个小口白甲鱼个体间
mtDNA 长度存在变异。然而，在电泳实验中，
每个小口白甲鱼个体 mtDNA D 环扩增序列电
泳条带单一。由此表明，本研究中 36 个小口白
甲鱼个体均为同质体，而未发现个体内的异质

现象。
3. 2 mtDNA D 环区序列变异 小口白甲鱼
都柳江种群 mtDNA D 环 469 ～ 475 bp 的序列
中，碱基组成以 A 的含量最高，以 G 的含量最
低。该序列中，共计发现了 31 个变异位点。其
中，碱基替换位点 25 个。在碱基替换位点中，
碱基转换位点数显著多于颠换，转换与颠换的

比值为3. 17 ∶ 1。此外，还发现了 6 个碱基缺失
位点。碱基缺失位点数显著少于碱基替换位点
数，碱基替换位点数是缺失位点数的 4. 17 倍。
我们的研究结果与郑冰蓉等

［13］
采用相同 DNA

引物对鲤属(Cyprinus)鱼类 mtDNA D 环序列变
异的研究结果基本一致。这反映了鲤科鱼类
mtDNA D 环序列组成和变异的共同特点。
3. 3 遗传多样性 应用 mtDNA 测序技术来研
究物种的遗传多样性时，通常用两个重要指标

来衡量一个群体 mtDNA 的遗传变异程度。一
个是单倍型间的平均遗传距离(P)。大多数动
物的 P 值都在 0. 01 以上，被认为变异大［14］。
本研究中，小口白甲鱼单倍型间的平均遗传距

离(P)为 0. 026，大于 0. 01，这说明小口白甲鱼
都柳江种群遗传变异较大。衡量一个群体
mtDNA 遗传变异程度的另一个指标是核苷酸
多样性(π)。核苷酸多样性(π)是指给定群体
内的两个随机个体 mtDNA 序列间平均每个位
点的核苷酸差异数目

［15］。根据 Nei 和 Li 的定
义
［16］，给定群体内两个随机选取的 mtDNA 序列
间 π值越小，表明群体的遗传多样性越低。由于
π值考虑了各种 mtDNA 单倍型在群体中比例，
因此在反映一个群体 mtDNA 的多态程度时比单

纯的平均遗传距离更可靠。Lan 和 Shi 认为，当
π值在 0. 001 5 ～ 0. 004 7 时，群体的遗传多样性
较低
［14］。本研究中，小口白甲鱼都柳江种群

mtDNA D 环核苷酸多样性(π)为 0. 005 75，比同
分布于高原地区的云南倒刺鲃 ( Spinibarbus
denticulatus yunnanensis)(0. 001 35)［17］、白鱼
(Anabarilius grahami)(0. 004 34)［18］等种群高，也
高于分布于长江的铜鱼(Coreius heterodon) 种群
(0. 002 18)［19］。因而，目前小口白甲鱼都柳江种
群 mtDNA D环序列存在着较丰富的遗传多样性。
同时，mtDNA母系遗传特性使得相对少的个体即
可代表该群体的有效样本，即有效群体小

［20］，因

此本研究中由 36 个小口白甲鱼个体组成的随机
群体能够反映小口白甲鱼都柳江种群遗传多样性

的现状。
都柳江是分布于贵州南部喀斯特地区的浅

水河流，沿江分布有较多的支流、滩涂，地下溶
洞发育。都柳江水位常随季节、降雨的变化而
出现骤涨骤消甚至断流的情况，易于形成分割

或半分割的水域生境，生境类型多样，生态多样

性较高。与生境类型相对较少、不容易隔离的
大水体中鱼类种群如高原湖泊抚仙湖白鱼
种群、青海湖裸鲤(Gymnocypris przewalskii)种群
及长 江 铜 鱼 种 群 和 草 鱼 ( Ctenopharyngodon
idella)种群相比，分布于都柳江中的小口白甲
鱼种群个体更易于产生遗传漂变和分化，进而

使整个种群形成了较高的遗传多样性。
由于线粒体 DNA 属于母系遗传，根据构建

的 UPGMA 分子系统树(图 2)及碱基组成的差
异(表 1)，可以推断小口白甲鱼都柳江种群这
36 个体很可能来源于 2 个具有明显遗传差异
的不同母系。Shaklee 等［21］提出了鱼类在属、
种和种群三级水平上遗传距离 P 值分别为
0. 9、0. 30、0. 05 的分类判别标准。本研究中，
小口白甲鱼都柳江种群单倍型间的平均遗传距

离(P)仅为 0. 026，可见其遗传分化尚未达到种
群分化的水平。
3. 4 小口白甲鱼都柳江种群遗传多样性的保
护 遗传多样性是评价一个物种进化潜力高

低、抵制自然界各种生存压力的能力强弱的重
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要指标，是针对濒危物种制定有效保护策略和

措施的科学依据之一
［22 － 23］。研究表明，遗传多

样性的丧失会对物种生存带来直接的不利影

响，遗传多样性的丧失可以使物种更加容易灭

绝
［24］。小口白甲鱼都柳江种群 mtDNA 丰富的
遗传多样性为该物种的适应能力、生存能力及
进化潜力提供了潜在的遗传基础和储备。可
见，小口白甲鱼都柳江种群目前尚保存着的丰

富的遗传多样性，对于保护小口白甲鱼这一易

危物种具有重要的现实意义。
近年来都柳江流域生态环境的改变、过度

捕捞、水坝修建、水质污染等已导致小口白甲鱼
种群数量急剧减少，进而将降低其遗传多样性

和对环境的适应能力。因此，必须开展小口白
甲鱼都柳江种群及其遗传多样性的保护。
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