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摘要: 利用 PCR 技术扩增了 6 个野生地理群体大泷六线鱼(Hexagrammos otakii)线粒体 DNA 控制区的

部分序列, 共获得 352bp 碱基序列, 31 尾个体定义了 22 种单倍型。中性检验 Fu′s Fs 值为-0.14881 

(P<0.01)。分子变异分析(AMOVA)结果显示:  遗传分化指数 Fst=0.7398(P<0.01), 73.98%的变异来自群

体间, 26.02%的变异来自群体内。根据不同个体间的遗传距离构建了 NJ 和 MP 系统树, 两种方法获得

了相似的进化树。其中青岛群体与旅顺群体的一部分个体单独成支, 其它群体聚为 1 支。研究结果表

明, 大泷六线鱼群体遗传多样性较为丰富, 群体间发生了较大的遗传分化, 证明线粒体 DNA 控制区基

因可用于大泷六线鱼群体内及群体间遗传多样性的分析。 

关键词: 大泷六线鱼(Hexagrammos otakii); 野生地理群体; 线粒体 DNA 控制区部分序列; 遗传多样性 

中图分类号: Q347      文献标识码: A      文章编号: 1000-3096(2012)08-0040-07 

大泷六线鱼(Hexagrammos otakii), 也称为欧氏
六线鱼、六线鱼等[1-2], 山东、辽宁沿海俗称黄鱼, 隶

鲉属 于 形 目 (Scorpaeniformes) 、 六 线 鱼 科

(Hexagrammidae)、六线鱼属(Hexagrammos) [2], 主要
分布于中国的辽宁和山东等地的近海多岩礁海区 , 
日本、韩国和朝鲜等国的近海也有分布[3-4]。该鱼肉

味鲜美, 营养价值高, 很受山东、辽宁沿海当地人民
的欢迎, 除供我国市场外, 还可以出口。该鱼目前已
成为北方海水养殖鱼类之一。日本于 20 世纪 70 年
代就开始对其人工繁殖进行研究, 中国于 20世纪 80
年代也开始研究。有关该鱼的生物学研究主要是在

人工育苗 [5-8], 营养成分分析 [9-10], 生物学指标 [11-12]

等方面, 目前国内仅见刘奇[13]一篇关于大泷六线鱼

群体遗传多样性方面的研究报道。 

研究物种的遗传多样性有助于了解物种的进化

历史和种群恢复潜力, 从而制定有效的保护和管理
对策。线粒体DNA(mtDNA)具有母性遗传的特点, 它
的拷贝数多、突变率高, 突变固定后形成的多态位点
可反映群体遗传特征、种群分化和种属关系等特点, 
是系统进化和种群遗传研究中理想的分子标记[14-16]。

控制区(D-loop)是线粒体上的非编码区, 进化速度快, 
适合群体水平的遗传变异分析[17-18]。以序列测定技

术为支持, 鱼类线粒体 D-loop 序列已被应用于多种

鱼类群体遗传多样性的分析,  例如, 四大家鱼[19]、云

鲃南倒刺 (Spinibarbus denticulatus yunnanensis)[20]、

黄吻姬鲷 (Pristipomoides multidens)[21]、雅罗鱼

(Leuciscus leuciscus)[22]、铲颔鱼 (Varicorhinus bar-
batulus)[23]、细鳞鲑(Brachymystax lenok)[24]、大口黑

鲈 (Micropterus salmoides)[25]、沙鳅 (Botia super-
ciliaris)[26]、银鲳 (Pampus argenteus)[27]和裂腹鱼

(Schizothorax kozlovi)[28]等。近年来, 大泷六线鱼的
资源量日益减少, 本实验利用线粒体 DNA控制区序
列对 6 个群体大泷六线鱼的遗传结构和变异进行分
析 , 旨在了解其遗传背景 , 为加强对其遗传多样性
的保护和开发, 合理利用其渔业资源提供基础性的
资料。 

1  材料与方法 

1.1  样本采集 
本实验所用野生大泷六线鱼分别采自青岛、丹
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东和大连等 6 个地区。采样地的地理位置和样本数
见图 1和表 1。        

 

图 1  大泷六线鱼群体的采样地点 
Fig. 1 Map of Hexagrammos otakii sampling sites 

 
表 1  大泷六线鱼群体简称、采样地、数量及地理坐标 
Tab. 1  Population codes, locality, numbers and geo-

graphical coordinates of Hexagrammos otakii 

群体简称 采样地 
测序数

量(尾) 
经度 纬度 

DG 东港 7 124°08′E 39°53′N
CHX 长海县 7 122°58′E 39°27′N
DL 大连 2 121°36′E 38°55′N

WFD 瓦房店 6 122°00′E 39°37′ 
LS 旅顺 4 121°25′E 38°82′N
QD 青岛 5 120°18′E 36°03′N

 

1.2  基因组 DNA 的提取 
采用了一种快速提取 DNA的方法。取 50 mg左

右鱼尾部肌肉组织加入匀浆液、SDS 以及蛋白酶 K, 
消化大约 2 h, 经乙酸钾溶液抽提, 两倍体积无水乙
醇沉淀, 75%酒精洗涤后, 用适量 TE 溶解, –20℃  
存放。 

1.3  PCR 扩增及测序 
所用通用引物序列为 DL1(5’-TCA AAG CTT 

ACA CAG TCT TGT AAA CC-3’), DL2 (5’-CCT GAA 
GTA GGA ACC AGA TG -3’)。PCR反应使用大约 50 
ng基因组 DNA为模板。反应体积为 25 μL, 其中基
因组 DNA2 μL, 10×PCR Buffer 2.5 μL, MgCl2 5.0 
μmmol/L, dNTPs 0.5 mmol/ L, 引物各 1 mol/L, Taq
酶 2U。PCR反应程序为: 95℃预变性 3 min, 然后进
行 35个循环(94℃变性 30 s, 56℃退火 45 s, 72℃延伸
1 min), 最后 72℃延伸 10 min。扩增产物经琼脂糖凝

胶回收纯化, 送至上海鼎安生物科技有限公司进行
测序。 

1.4  数据分析 
用 ClustalX1.83 软 件 进 行 序 列 比 对 , 用

Mega4.10 软件统计变异位点和碱基组成, 计算群体
遗传距离 , 构建 NJ 和 MP 分子系统树。用
DNASP4.10软件计算序列的单倍型数(h)、单倍型多
样性指数(Hd)、核苷酸多样性指数(π)以及平均核苷酸
差异数(K)。用 Arlequin 3.11软件进行中性检验, 计
算 Fu′s Fs值来推断群体发生扩张的历史。用分子变

异分析方法(AMOVA)分析群体间遗传分化指数 Fst

并用排列测验法(permutation test)检测 Fst的显著性。 

2  结果 

2.1  序列特征 
PCR扩增得到约 500 bp的碱基序列, 测序结果

经比对剪切共获得 31 尾大泷六线鱼线粒体 D-loop
序列, 其 5′端的长度为 352 bp。T、A、C、G碱基的
平均含量分别为 37.0%、34.2%、14.1% 和 14.8%。
A+T 含量(71.1%)明显高于 G+C 含量(28.9%), 表现
出显著的碱基组成偏向性 , 符合脊椎动物 mtDNA 
D-loop 区碱基组成的特点。大连群体 T+A 含量最高, 
高达 71.9%, 而青岛群体最低(69.4%)。G+C 含量则相
反, 青岛群体最高(30.6%), 大连群体最低(28.1%)。 

31 尾个体共定义了 22 种单倍型(表 2): 群体间
共享的单倍型有 4个, 占单倍型总数的 18.2% ,  其
中 2个单倍型为 3个群体所共有, 2个单倍型为两个
群体共有。18 种单倍型为单个群体特有, 占单倍型
总数的 81.8%。 

2.2  遗传多样性 
群体遗传多样性参数统计表明(表 3): 旅顺群体

呈现出最高的核苷酸多样性指数(0.28938), 东港、大
连和青岛群体呈现出最高的单倍型多样性指数

(1.00000)。东港、长海县、瓦房店和青岛群体序列
的 Fu′s Fs 值均为负, 并达到统计学的显著性差异, 
提示这 4个群体的检验结果均偏离中性模式。 

2.3  遗传结构 
Kimura 2-paramter遗传距离和遗传分化指数 Fst

见表 4。6 个群体间的平均遗传距离为 0.00739~ 
0.66972, 其中青岛与瓦房店群体间的遗传距离最高, 
大连与瓦房店群体间的最低。6个群体间的遗传分化
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指数 Fst 为–0.04828~0.97565, 其中青岛与长海县群
体间的遗传分化指数最高, 长海县与瓦房店群体间
的最低。分子变异分析(AMOVA)结果显示(表 5), Fst= 

0.73983(P<0.01), 即 73.98%的变异来自群体间 , 
26.02%的变异来自群体内, 表明大泷六线鱼 6 个群
体间发生了显著的遗传分化。 

 
 
表 2  大泷六线鱼 mtDNA 控制区单倍型在各群体中的分布 
Tab. 2  The distribution of haplotypes in the six populations of Hexagrammos otakii 
单倍型 DG CHX DL WFD LS QD 单倍型 DG CHX DL WFD LS QD
Hap_ 1 1 2   2  Hap_ 12       
Hap_ 2    1   Hap_ 13  1     
Hap_ 3  1     Hap_ 14   1    
Hap_ 4 1   2   Hap_ 15 1      
Hap_ 5  1     Hap_ 16     1  
Hap_ 6 1   1   Hap_ 17     1  
Hap_ 7       Hap_ 18      1 
Hap_ 8  1 1 1   Hap_ 19      1 
Hap_ 9    1   Hap_ 20      1 

Hap_ 10 1      Hap_ 21      1 
Hap_ 11  1     Hap_ 22      1 

 
表 3  大泷六线鱼群体遗传多样性参数 
Tab. 3  Intra-populational genetic diversity in different populations of Hexagrammos otakii 

指标 DG CHX DL WFD LS QD 
样本数(尾) 7 7 2 6 4 5 
单倍型数(个) 7 6 2 5 3 5 

多态性位点数(个) 17 6 2 7 119 9 
单倍型多样性指数 1.00000 0.95238 1.00000 0.93333 0.83333 1.00000 
核苷酸多样性指数 0.01988 0.00628 0.00733 0.01001 0.28938 0.01612 

中性检验 –2.58470 –3.02689 0.69315 –1.24109 6.54922 –1.28257 
 
表 4  6 个大泷六线鱼群体间的遗传距离(对角线下方)与遗传分化指数 Fst(对角线上方) 
Tab. 4  Pairwise genetic distance (below diagonal) and Fst (above diagonal) among the six populations of Hexagrammos 

otakii 
群体 CHX WFD DG DL LS QD 
CHX – –0.04828 –0.02381 –0.04762 0.32481 0.97565 
WFD 0.09085 – –0.00800 –0.12000 0.32252 0.97169 
DG 0.09408 0.01519 – 0.00000 0.30275 0.95842 
DL 0.08809 0.00739 0.01277 – 0.32031 0.97440 
LS 0.33485 0.33814 0.33644 0.33209 – 0.31305 
QD 0.58410 0.66972 0.66197 0.65953 0.33574 – 

 
表 5  大泷六线鱼群体间遗传差异的分子方差分析 
Tab. 5  Analysis of molecular variance (AMOVA) among the populations of Hexagrammos otakii 

变异来源 自由度 方差 变异成分 变异比例(%) 
群体间 5 549.465 20.36252 73.98 
群体内 25 179.019 7.16076 26.02 
总变异 30 728.484 27.52328  

Fst 0.73983(P<0.01)    
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图 2 大泷六线鱼部分线粒体 DNA D-oop序列的 NJ和 MP分子系统树 
Fig. 2  Neighbor-joining and Maximum Parsimony tree based on partly mtDNA D-loop sequences 

 

2.4  分子系统树的构建 
鲬选择短 (Parabembras curtus)的同源序列作为

外群(登录号:GU139032.1), 基于 Kimura双参数模型
构建 NJ 和 MP 分子系统进化树, 节点支持率使用   
1 000 次 bootstrap 检验(图 2)。可以看出, 两种方法
获得的进化树相似, 大泷六线鱼 31 尾个体聚为两大
分支。其中东港、长海县、大连和瓦房店群体亲缘

关系较近 , 构成一个分支 , 青岛群体构成另外一个
分支, 旅顺群体在两大分支中各有分布。 

3  讨论 
一个物种遗传多样性的高低与其适应能力、生

存能力和进化潜力密切相关。丰富的遗传多样性意

味着比较高的适应生存潜力, 蕴藏着比较大的进化
潜能以及比较丰富的育种和遗传改良的潜力, 而贫
乏的遗传多样性则会给物种生存、进化及种质资源

的保护和利用带来许多不利影响[29]。在本研究中, 6
个群体 31尾大泷六线鱼共检测到 22种单倍型, 单倍
型多样性指数为 0.83333~1.00000。已有的资料表明, 
种群能够维持较高单倍型多样性的原因可能在于较

大的种群数量、环境的不均一性或者具有适应种群

快速增长的生活特性[30]。大泷六线鱼是地方性的鱼

类, 资源量不大 [31], 间接说明中国的近海多岩礁海
区比较适合其生长繁殖, 这可能是其维持较高遗传
多样性的基础。本研究发现, 与旅顺群体的核苷酸多

样性指数(0.28938)相比, 东港群体(0.01988)、青岛群
体 (0.01612)、瓦房店群体 (0.01001)、大连群体
(0.00733)和长海县群体(0.00628)的核苷酸多样性均
低。Grant等[32]指出单倍型多样性值高与核苷酸多样

性值低的原因可能是由于种群是由一个较小的有效

群体快速扩张而来的, 虽然通过变异积累了单倍型
的多态性 , 但却还未能积累核苷酸序列的多样化 , 
这些群体的许多种类可能起源于上新世或更新世早

期。此现象在鲸鲨[33]、尖吻鲭鲨、红拟石首鱼与西

大西洋小沙丁鱼[32]中也存在。Fu[34]认为 Fs中性检验

显著偏离中性, 负的 Fs值和差异显著的 P 值表明种
群可能在历史上有扩张的迹象。在本实验中, 1000次
模拟取样的情况下, 青岛、东港、瓦房店和长海县群
体的 Fs值均为负值(P<0.05), 表明这 4个群体可能曾
经历过种群扩张的历史, 而旅顺与大连群体的 Fs 值

均为正值, 说明这两个群体没有经历过种群扩张的
历史, 种群大小稳定。 

Fst 是用来测量群体之间遗传分化的重要指标 , 
Fst 接近于 0 时, 说明群体间没有发生遗传分化, 在 0
到 1的范围内, Fst值越大, 两种群的分化程度越高[35]。

本实验中旅顺和青岛群体与其他群体间 Fst 值较大

(0.30275~0.97565), 已达高等分化水平, 其他四个群
体之间没有出现遗传分化。另外, 群体间的相对遗传
距离能反映群体间的亲缘关系, 本研究中旅顺和青
岛群体与其他群体间的遗传距离较大 (0.33209~ 
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0.66972), 其他 4 个群体间的遗传距离均较小
(0.00739 ~ 0.01519)。AMOVA分析结果显示, 群体间
遗传变异占总遗传变异较大的比例(73.98% ), 说明
大泷六线鱼群体间差异较大, 遗传变异主要发生在
群体间。构建的 NJ 和 MP 分子系统树显示, 青岛群
体和旅顺群体的一部分个体组成一个分支, 东港、长
海县、大连、瓦房店和旅顺群体的另一部分个体为

另一大分支。单倍型在群体中的分布也显示, 除青岛
群体外, 其他 5个群体均有单倍型互相交叉。本实验
结果表明, 可以将这 6个群体划分为两大区域, 基本
符合其所在的地理区域, 即青岛群体属于山东地区, 
东港、长海县、大连、瓦房店群体属于辽宁地区。

由于 mtDNA属于母系遗传, 由此可推断这 6个群体
的 31尾个体可能来源于两个不同的母系祖先。但是
作者看到旅顺群体的一部分与青岛群体的亲缘关系

极近, 分析可能由于引种问题或者遗传漂变使两群
体间发生了基因交流。 

通过研究作者发现, 高比例的遗传变异分布在
地区之间, 表明大泷六线鱼群体间具有显著的遗传
分化。山东地区和辽宁地区之间没有共享的单倍型, 
虽然不排除有少量共享单倍型未被检出的可能性(尤
其是在青岛群体和旅顺群体之间), 但我们仍然建议
按照不同的地理区域来保护大泷六线鱼种群, 避免
不同区域的种群之间发生基因交流, 因为基因交流
在某种程度上会阻碍群体间的遗传分化[36]。本研究

结果显示, 与其他鱼类的相比, 如细鳞鲑(0.0005)[24]、

大口黑鲈(0.0028)[25]、沙鳅( 0.00365)[26]、银鲳(0.0007)[27] 
和裂腹鱼(0.00324)[28], 大泷六线鱼群体具有较高的
核苷酸多样性(旅顺、东港、青岛、瓦房店、大连、
长海县分别为: 0.28938、0.01988、0.01612、0.01001、
0.00733、0.00628), 遗传多样性较为丰富。近年来, 随
着近海经济的发展, 填海造地等严重破坏了大泷六
线鱼的栖息场所, 而滥采滥捕等又加大了对该鱼种
群的选择压力, 致使出现捕捞个体小型化、性早熟等
种质衰退的现象。大泷六线鱼的怀卵量很少, 繁殖力
低, 故很难形成大群体, 资源量也得不到大量补充, 
一旦资源被破坏 , 很难恢复 , 也可能会遭受灭顶之
灾[31]。从长远角度看, 过度捕捞势必破坏其遗传多样
性和种质资源的稳定性, 不能因为目前相对丰富的
遗传多样性水平而忽视对大泷六线鱼资源必要的保

护与管理。今后应针对中国范围内不同群体大泷六

线鱼资源的遗传多样性展开更为详细的研究工作 , 
后继的相关研究, 应尝试结合其他 mtDNA基因信息

以及其他分子标记方法进一步比较研究大泷六线鱼

群体内及群体间遗传多样性的变动规律。以期为今

后定期的遗传多样性检测奠定基础, 并根据其遗传
多样性的变化趋势采取相应的保护措施, 科学的保
护野生大泷六线鱼的种质资源。 
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Abstract: Nucleotide sequences of mitochondrial DNA control region partial sequence from six wide stocks of 
Hexagrammos otakii were amplified using PCR technique. Twenty-two haplotypes were identified from 31 indi-
viduals according to the determined sequences. The value of Fu′s Fs of neutrality tests was -0.14881 (P<0.01). 
AMOVA analysis demonstrated that the Fst was 0.7398 (P<0.01), and 73.98% variances occurred among popula-
tions and 26.02% variances occurred within populations. The NJ and MP molecular phylogenetic trees constructed 
by the distances among different individuals were similar. The phylogenetic trees were all divided into two branches. 
The Qingdao population and one part of the Lvshun population made up one branch, the rest populations were 
clustered into the other branch. The results suggested that the genetic diversity of the Hexagrammos otakii popula-
tions was abundant, and there was a huge genetic differentiation among populations. It was also verified that the 
gene sequence of mitochondrial DNA control region could be used to analyze the genetic diversity of Hexagrammos 
otakii within or among populations. 
 

                                                                       (本文编辑:谭雪静) 


