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　　中国大鲵(Ａｎｄｒｉａｓｄａｖｉｄｉａｎｕｓ), 俗称 “娃娃鱼 ”, 隶属两

栖纲 Ａｍｐｈｉｂｉａ、有尾目 Ｃａｕｄａｔａ、隐鳃鲵科 Ｃｒｙｐｔｏｂｒａｎｃｈｉｄａｅ、

大鲵属Ａｎｄｒｉａｓ[ 1] 。大鲵是我国特有的珍稀野生动物 ,是现存

的两栖动物中最大的一种。近几十年来 , 随着人口的膨胀及

人类开发自然资源强度的增强 ,大鲵赖以生存的环境受到严

重破坏 , 种群数量减少 , 种群内年龄结构趋向小型化。特别

是由于大鲵有很高的经济价值 ,人为的捕杀导致了它的天然

资源严重衰竭。随着大鲵人工繁殖及规模化繁育技术的成

功 , 我国大鲵人工繁殖种群的数量在逐年增长 , 开展大鲵保

护遗传学的研究 , 对大鲵的人工增殖和种质资源管理有重要

的意义。

动物线粒体ＤＮＡ(ｍｔＤＮＡ)呈母系遗传 , 无重组 , 且碱基

替换速率快 , 比核基因有更高的变异 , 是保护生物学和进化

生物学研究中的重要手段之一。特别是ｍｔＤＮＡ控制区(Ｄ-

ｌｏｏｐ)为整个线粒体基因组序列和长度变异最大的区域 , 是

种群遗传多样性研究中十分有效的分子标记 , 近年来被广泛

用于许多物种的遗传管理 、濒危物种的保护 、种群结构和进

化史等方面的研究 [ 2— 4] 。本研究通过对大鲵野生种群和养

殖种群的 ｍｔＤＮＡ控制区序列的比较分析 , 探讨大鲵的增殖

管理及遗传保护问题 ,为大鲵的种群复壮和种质资源的合理

开发利用提供一些有价值的信息。

1　材料与方法

1.1　材料　试验样本分别来源于长江水产研究所和浙江金

华大鲵繁育基地驯养的野生大鲵(文中简称为自然群体或亲

本)及其人工繁殖的子一代(文中简称为养殖群体), 两个基

地的自然种群均来源于长江中上游及汉水流域。其中长江

水产研究所驯养野生大鲵(代号ｃｄｙ)19尾 , 繁殖子代(代号

ｃｄｚ)21尾 ,金华大鲵繁育基地驯养的野生大鲵(代号 ｊｄｙ)18

尾 , 繁殖子代(代号ｊｄｚ)35尾。每尾样取小量肌肉放于 95%

乙醇保存 , 带回实验室备用。

1.2　基因组ＤＮＡ提取　　用生理盐水或ＳＴＥ缓冲液泡洗

组织去除乙醇后 , 剪碎 , 加 0.5 ｍＬＳＴＥ 、蛋白酶 Ｋ(10ｍｇ/

ｍＬ)15μＬ和ＳＤＳ(10%)40μＬ于 50℃水浴 4— 6ｈ。 按常规

酚抽法提取基因组ＤＮＡ[ 5] 。

1.3　ｍｔＤＮＡ控制区扩增及测序　大鲵ｍｔＤＮＡ控制区ＰＣＲ

引物根据控制区两端的ｔＲＮＡ基因序列设计 , 引物序列为:

ｔＲＮＡｐｒｏ:5′ＣＴＧＧＣＣＴＣＣＡＡＡＧＣＣＡＧＡＡＴＴＣ3′,ｔＲＮＡｐｈｅ:5′ＡＴＣ-

ＴＡＴＣＴＡＧＧＣＡＴＴＴＴＣＡＧＴＧＣ3′。

ＰＣＲ反应体系为:ＴａｑＤＮＡ聚合酶 2Ｕ, 10 ×Ｂｕｆｆｅｒ

5μＬ, 10ｍｍｏｌ/ＬｄＮＴＰ0.4μＬ, 10μｍｏｌ/Ｌ引物各 2μＬ, 模板

ＤＮＡ1μＬ, 加无菌去离子水至 50μＬ。 ＰＣＲ反应共设 30个
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循环 , 每一循环包括 94℃ 45ｓ, 56℃ 30ｓ, 72℃ 90ｓ。 开始

循环前在 94℃预先变性 3ｍｉｎ, 循环结束后 72℃再延

伸 5ｍｉｎ。

ＰＣＲ反应结束后 , 取 2μＬ反应液在 0.8%琼脂糖凝胶

(含溴化乙锭)中电泳检测扩增效果 , 将扩增效果好的样品用

1.5%琼脂糖凝胶电泳分离 , 再用 ＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ纯化回

收。回收的 ＰＣＲ产物直接用于测序。

1.4　数据分析　用软件包 ＤＮＡＳｔａｒ辅助人工校对 ＤＮＡ

序列 , 序列的比对用 ＣｌｕｓｔａｌＸ 1.83完成。 用核苷酸多样

性指数(π)和单倍型多样性(ｈ)两个参数评估种群的遗

传变异 , 由ＤｎａＳＰ4.1软件完成 。用ＭＥＧＡｖ3.0计算种群

间基于 Ｋｉｍｕｒａ-2参数的距离遗传(Ｄ)。 种群间的遗传分

化用分子变异分析(ＡＭＯＶＡ)评价 , 由 Ａｒｌｅｑｕｉｎ2.0软件

计算完成。

2　结　果

2.1　控制区序列及其差异

经比对后 , 获得 ｍｔＤＮＡ控制区区长度为 757ｂｐ。 Ａ、Ｔ、

Ｃ、Ｇ平均分别占 31.7%、 33.1%、 20.9%、 14.3%, Ｇ所占比

例最少。Ｇ+Ｃ含量 35.2%, 低于Ａ+Ｔ(64.8%)含量 , 与脊

椎动物 ｍｔＤＮＡ碱基组成相似 [ 6] 。 93个样本共检测到多态性

核昔酸变异位点 23个(表 1), 占全部碱基数的 3.04%。除

第 744位为碱基插入 /缺失外 , 其余序列变异均为两个碱基

之间的转换或颠换 , 转换 -颠换比为 2.0。比对 93尾大鲵线

粒体 ＤＮＡ控制区序列共产生 15种单倍型 ,单倍型的序列差

异在 0.13%— 1.74%之间 , 平均 0.68%。各单倍型在两个自

然群体及其自子代之间的分布有一些不同 , 只有 Ｈａｐ1、

Ｈａｐ2、Ｈａｐ7是 4个群体共享的单倍型(表 1)。

表 1　大鲵各单倍型多态性位点分布

Ｔａｂ.1　ＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｓｉｔｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｏｆＣｈｉｎｅｓｅＧｉａｎｔＳａｌａｍａｎｄｅ

单倍型 ＤＮＡ序列 分布Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｄｙ ｃｄｚ ｊｄｙ ｊｄｚ

3 5 2 3 3 3 3 3 4 4 4 5 6 6 6 6 6 6 7 7 7 7 7

7 3 5 2 2 2 2 3 6 9 9 3 3 4 5 6 7 9 0 1 3 4 4

　　4 2 4 5 7 6 8 0 4 5 9 1 1 7 2 3 1 1 9 0 4

Ｈａｐ1 ＣＴＴＣＴＴＡＴＧＴＣＣＡＡＣＡＡＴＧＴＡＧ- 5 9 2 5

Ｈａｐ2 .............Ｇ........- 6 5 8 22

Ｈａｐ3 .............Ｇ..Ｇ.....- 2

Ｈａｐ4 .............Ｇ....Ａ...- 1

Ｈａｐ5 .............Ｇ.Ｃ......- 1

Ｈａｐ6 ............ＧＧ........- 1

Ｈａｐ7 ..Ａ..........Ｇ........- 1 2 4 5

Ｈａｐ8 ..Ａ..........Ｇ...Ａ....- 1

Ｈａｐ9 ..ＡＴ...Ｃ..............- 2

Ｈａｐ10 ..Ａ..........Ｇ.......Ａ - 1

Ｈａｐ11 .............Ｇ.......Ａ - 1

Ｈａｐ12 Ｔ...Ｇ.Ｇ.ＡＧ..........Ｃ.- 1 1

Ｈａｐ13 Ｔ...Ｇ.Ｇ..Ｇ..........Ｃ.- 1

Ｈａｐ14 ＴＣ..ＧＧＧ......Ｇ........- 1

Ｈａｐ15 ＴＣ..ＧＧＧ...ＴＡ..Ｔ....Ｃ.ＡＡ 2 1 2

2.2　自然群体和养殖群体的遗传多样性

样本的遗传多样性通过单倍型多样性(ｈ)以及核苷

酸多样性(π)衡量(表 2)。 其中长江所基地驯养的自然

群体 π值和ｈ值最高 , 金华基地的繁殖子代 π值和 ｈ值

最低。

2.3　自然群体和养殖群体间的遗传距离

两组亲本与子代的遗传距离和遗传分化指数的结果

(表 3)。亲本与各自子代之间的遗传相遗传距离分别为

0.0041和 0.0032, 由基因频率计算出两个亲本与各自子代

之间的遗传分化指数(Ｆｓｔ)分别为 0.01552和 0.04419。所

有群体的遗传分化指数Ｆｓｔ为 0.05454。

表 2　大鲵单倍型多样性(ｈ)及核苷酸多样性(π)

Ｔａｂ.2　Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ(ｈ)ａｎｄｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ(π)

ｏｆＣｈｉｎｅｓｅＧｉａｎｔＳａｌａｍａｎｄｅ

ｃｄｙ ｃｄｚ ｊｄｙ ｊｄｚ

单倍型数

Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｈａｐｌｏｔｙｐｅ
8 7 6 6

单倍型多样性ｈ

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ,ｈ
0.842 0.771 0.765 0.578

核苷酸多样性 π

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ, π
0.00496 0.00310 0.00482 0.00138
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表 3　大鲵各群体间的遗传分化指数Ｆｓｔ(对角线上)和遗传距离(对角线下)

Ｔａｂ.3　ＧｅｎｅｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｄｉｃｅｓＦｓｔ(ａｂｏｖｅｔｈｅｄｉａｇｏｎａｌ)ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓ(ｂｅｌｏｗｔｈｅｄｉａｇｏｎａｌ)ａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

ｏｆＣｈｉｎｅｓｅｇｉａｎｔｓａｌａｍａｎｄｅｒ

长江所亲本

ｃｄｙ

长江所子代

ｃｄｚ

金华亲本

ｊｄｙ

金华子代

ｊｄｚ

长江所亲本 ｃｄｙ -0.00327 0.00285 0.07141

长江所子代 ｃｄｚ 0.00413 0.06340 0.13637

金华亲本ｊｄｙ 0.00480 0.00405 0.00399

金华子代 ｊｄｚ 0.00342 0.00242 0.00318

3　讨　论

大鲵是非常古老的物种 , 主要分布在长江中上游 、珠江

中上游及汉水上游深山峡谷溪流中 ,是一种处于水生到陆生

之间的过渡物种 , 进化上十分原始。近几十年来 , 随着人口

的膨胀及人类开发自然资源强度的增强 ,栖息地的破坏和丧

失非常明显 , 大鲵天然种群数量急剧减少 ,现在它已被国家

列为二级保护动物。 遗传多样性保护是濒危动物保护的重

要内容之一 , 目前有关大鲵遗传背景的研究还刚刚起步。已

有的文献中 ,Ｍｕｒｐｈｙ, ｅｔａｌ.对线粒体Ｃｙｔｂ和ＡＴＰ6基因的序

列分析和陶峰勇等对中国大鲵四种群的遗传结构和地理分

化的研究均显示大鲵的遗传多样性较贫乏 [ 7 , 8] 。本研究中

两个大鲵繁养基地大鲵自然群体的核甘酸多样性指数都很

低 , 与前人的研究结果一致。两个大鲵繁养基地的亲本都来

自长江上游及汉水流域的自然群体 ,只是采样时间前后相差

约 8— 10年 ,结果中长江所基地亲本的单倍型多样性(ｈ)以

及核苷酸多样性(π)略高于金华基地的亲本 , 两群体间的遗

传距离为 0.00480, Ｆｓｔ值为 0.00285, 尚未达到种群分化标

准 [ 9, 10] 。实验中两组亲本与子代之间单倍型的分布有一些

不同 , 一些亲本中检测到的单倍型在子代中没有 , 个别子代

中出现的单倍型与亲本不一致 , 这可能与采样有关。另外 ,

从结果中可以看出两组亲本的单倍型多样性(ｈ)及核苷酸

多样性(π)均略高于各自的子代 , 表明人工繁殖子代的遗传

多样性有所下降。需要说明的是本次实验采样的两个基地

已形成规模化繁育 , 大鲵野生亲本的量均达数百尾 , 每年繁

殖大鲵子代数万尾 , 因此 , 在大鲵饲养种群的数量增加的同

时如何保护好大鲵的遗传多样性 ,仍是大鲵合理开发及其资

源保护的一个重要课题。

群体的遗传变异水平是评估生物资源状况的一个重要

参数 , 它与生物的抗病力 、生长速度和个体大小等生物学性

状紧密相关。检测群体的遗传变异水平 ,尤其是比较自然群

体与养殖群体各遗传参数的差异情况 ,对了解人工繁殖对大

鲵基因库的影响程度以及种质复壮工作意义重大。实验中

两组的亲本与各自子代之间的遗传相似度和遗传距离 , 远低

于 Ｓｈａｋｌｅｅ, ｅｔａｌ.提出的鱼类在属 、种和种群三级水平上的

遗传距离 Ｄ值分别为 0.90、0.30及 0.05的分类依据 [ 9] , 两

组的亲本与各自子代之间的Ｆｓｔ值也低于 0.05, 没有形成明

显遗传分化 [ 10] 。本研究的两个养殖群体是来源于野生群体

的第一代 ,尽管群体遗传分化还不显著 , 但表 3中可以看出

两个子代种群的 Ｆｓｔ值最大(0.13637), 说明不同大鲵人工

繁殖的后代 , 遗传分化有扩大的趋势 [ 11 , 12];另外 , 在未来养

殖过程中 ,由于累代人工繁殖 ,仍可能造成一定程度近交和

纯合化。因此 ,为了防止人工繁殖中近交衰退的问题 , 除了

尽量保持繁殖亲本达到足够大 ,还应注意对繁育群体的遗传

多样性的检测分析 , 最大限度地减少遗传随机漂变 , 保留群

体的遗传多样性。另外鉴于目前进行大鲵人工繁殖的单位

中 ,能形成规模化繁育的单位屈指可数 ,在这种情况下 , 对大

鲵人工繁殖群体的放流应持谨慎态度。
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