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基于D-LOOP基因的中国沿海鳓鱼(Ilisha elongata)
种群遗传结构研究* 
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提要    采用线粒体控制区基因序列测定技术, 分析了我国沿海重要经济鱼类鳓鱼 4 个地理群体的
遗传结构及其变异。结果表明, 我国的鳓鱼资源经过度捕捞后仍保持着丰富的遗传多样性, 在检测的
45个鳓鱼个体中共得到 44个单倍型, 单倍型多样性指数(H)高达 0.964—1.000, 平均核苷酸多样性指
数(Pi)高达 0.0100—0.0152, 鳓鱼种群的多样性还表现在线粒体控制区的序列长短上, 研究表明, 鳓
鱼线粒体控制区存在一个 40bp长度的重复序列, 依据重复次数的多寡而造成鳓鱼个体间的显著差异; 
对鳓鱼群体的遗传结构进行检测发现, 我国鳓鱼群体内部存在明显的遗传分化, 青岛群体与广州、厦
门、舟山 3 个群体之间分化系数 Fst达 0.5284(P<0.01), 群体间基因流则仅有 0.4463, 而 3 个群体内
部则基因流明显; AMOVA检测和聚类分析也证实了上述观点, 遗传距离分析表明青岛群体和其它 3
个群体净遗传距离达到 0.034, 仍属于种内群体之间的分化水平, 依据分子钟理论推断两群体间的分
化时间为更新世晚期, 可能由更新世晚期海平面的反复升降导致了这两个类群的隔离与分化, 并依
靠鳓鱼本身的生物学特性维持至今。 
关键词    鳓鱼, D-LOOP基因, 遗传变异 
中图分类号    Q953 

对鱼类种群遗传结构的研究和了解是当前渔业

资源管理的重要组成部分(Tudela et al, 1999)。对种群
遗传结构的研究不仅可以为鱼类资源的种群识别

(Amaral et al, 2007; Beheregaray et al, 2001)、谱系发
生(王成辉等, 2004)、扩散规律(Lintas et al, 1998)、适
应性判定(Frankham, 1995)提供基本信息, 同时也为
鱼类资源的保护、种群恢复等人工措施提供理论基础

(Han et al, 2008a, b)。近年来, 随着国际社会对近岸和
海洋鱼类资源开发和管理的不断深入 , 鱼类种群结
构和遗传变异的研究再一次成为人们关注的焦点 , 
以形态、染色体及基因组 DNA 为基础的种群遗传变
异已在浅海鱼类、深海鱼类(权洁霞等, 1999)及岛礁
鱼类(Han et al, 2008a, b)中得到广泛研究。 

我国海域地处西北太平洋 , 有着独特的生物区
系, 孕育着我国丰富的渔业资源, 多年来为了对我国

海洋鱼类资源进行有效的开发和管理 , 许多学者对
黄渤海、东海和南海的鱼类种群结构和遗传变异进行

了广泛的研究(蒙子宁等, 2003; 王伟继等, 2000; 韩
志强等, 2006; Shang et al, 2008, 为我国鱼类资源的
健康和持续发展作出了重要贡献, 但迄今为止, 在同
样是重要经济鱼类的鲱科鱼类上 , 类似的研究相对
较少。 

鳓 Ilisha elongata是我国沿海一种重要的鲱科鱼
类, 又名曹白鱼、鲞鱼, 属鲱形目、鲱科、鳓属, 广
泛分布于黄渤海、东海、南海水域, 其肉味鲜美, 营
养丰富, 是我国传统名贵鱼类, 鳓鱼的干制品, 如广
东的曹白鱼鲞、浙江的糟鲞已久负盛名。鳓鱼在我国

沿海资源相当丰富 , 一直是沿海居民重要的渔获对
象, 其产量常年维持在数万吨, 1999年我国鳓鱼产量
达到历史最高水平 11.04 万吨, 占当时全国捕捞渔 
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业总产量的 1%(张秋华等, 2006)。但尽管如此, 我国
对鳓鱼的基础生物学和资源状况的了解相对较少 , 
仅见部分文献对局部海域鳓鱼性腺发育 (龚启祥 , 
1989)、性比(倪海儿, 1994)、年龄和生长等基本生物
学特征及种群动态等的调查(陈必哲等, 1993), 而从
种群遗传结构角度对鳓鱼群体在我国沿海的分布规

律和种群关系的研究还一直未有人涉及 , 这大大影
响我国对鳓鱼资源的长期有效管理。近年来, 随着沿
海渔业资源开发力度不断加强 , 我国鳓鱼资源也已
呈现过度开发的现象 , 资源量衰退严重 (陈必哲等 , 
1993), 使人们必须从更深层次对我国鳓鱼资源进行
了解, 以利其深入开发和保护, 这无疑也需要鳓鱼种
群遗传结构信息。 

在这种背景下 , 本文采用线粒体基因测序技术
对我国鳓鱼资源的种群遗传结构进行研究 , 选取了
变异快、多态性高、适于种内遗传结构分析的线粒控

制区序列(D-LOOP 基因), 从线粒体 DNA 入手, 检测
鳓鱼群体中常规形态学无法反映的微细遗传结构, 从
而为今后鳓鱼更合理的开发、管理奠定基础, 同时也
对多年来的过度捕捞对鳓鱼种群遗传变异产生的潜在

影响进行探索, 为今后的有效保护提高基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
鳓鱼(Ilisha elongata)取自黄、渤海、东海和南海

海域, 具体见表 1, 样本解剖后取新鲜肌肉样品放入
70%酒精固定液中保存, 带回实验室备用。 

 
表 1  鳓鱼样品采集地点和样本数 

Tab.1  The location and number of samples of I. elongata 

所属海域 采集地点 样本数 

黄、渤海 山东青岛 10 

东海 浙江舟山 11 

东海 福建厦门 12 

南海 广东广州 12 

 
1.2  方法 
1.2.1  DNA的提取    DNA提取参考《分子克隆实
验指南》, 采用常规酚-氯仿方法进行(Sambrook et al, 
1989), DNA样品加 50μl 双蒸水溶解, 置于 4℃保存
备用。 
1.2.2  D-LOOP 基因扩增    线粒控制区序列的扩
增参照 Atarhouch等(2006)的方法进行, 稍加改进。具
体方法为：扩增引物 DL-S, 5′-TGTAATCCGGAGAT 
CGGAGGTT-3′; DL-R, 5′-GGCCCTGAAATAGGAAC 

CA-3′; 序列扩增采用 50μl 反应体系 , 其中含
2.0mmol/L MgCl2、0.2mmol/L每种 dNTPs、0.2μmol/L
每个引物、50ngDNA模板、4U Taq酶及 1×缓冲液; 
PCR反应程序：94℃预变性 5min后, 94℃变性 1min, 
51℃退火 1min, 72℃延伸 7min, 共 40 个循环, 最后
72℃延伸 5min。所得 PCR产物在 1.5%琼脂糖凝胶上
进行电泳检测, 凝胶成像系统拍照观察。 
1.2.3  测序    扩增产物采用上海 Watson 公司的
Gel Extraction mini kit试剂盒进行纯化, 并送往上海
Invitrogen公司进行测序。 
1.2.4  数据分析    所得序列采用 Clustal w1.83 软
件进行编辑、校对和排序, 采用 DNAsp4.10软件对多
态位点数、单倍型数、转换与颠换数、核苷酸多样性

指数(Pi)、单倍型多样性指数(H)、平均核苷酸差异数
(K)等遗传多样性参数进行计算; 采用 Mega 3.1软件
进行遗传距离计算和聚类分析, 系统树采用 NJ 模型
进行构建, 并采用 bootstrap(重复次数 1000)检验聚类
树各分支置信度; 此外, 用 Arlequin3.01 软件估算遗
传变异在群体内和群体间的分布(AMOVA 法), 并计
算群体间遗传分化系数 Fst及显著性(重复次数 1000), 
群体间基因流 Nm 由公式 Nm = (1－Fst)/2Fst计算而

得。采用 Tajima’s D检验和 Fu’s Fs检验来检测中性
假说是否成立, Tajima’s D和 Fu’s Fs中性检验结果如
为负值并且显著偏离中性 , 则可能是由于群体扩张
引起的(Han et al, 2008a, b)。 

2  结果 

2.1  鳓鱼 D-LOOP基因的序列组成及变异 
采用 Clustal w1.83软件对 4个鳓鱼群体共 45个

个体的 D-LOOP 序列进行比对, 获得了一个长度为
739bp长度的同源序列, 经分析, 该序列的 T、C、A、
G碱基含量分别为 35.3%、15.7%、37.5%和 11.6%。
A+T 含量(72.8%)大大高于 G+C(27.2%)的含量, 符合
D-LOOP基因的一般特点。DNAsp4.10软件分析显示, 
45 个个体共检测到 90 个多态位点(简约信息位点 51
个), 占分析位点总数的 12.2%, 主要发生在 D-LOOP
基因的两端区域, 其中转换位点 76个, 颠换位点 6个, 
转换与颠换共同存在的位点 8个(图 1), 共检测到 175
个插入和缺失位点, 占分析位点总数的 23.7%, 碱基
插入主要发生在 374-534bp 之间的中央区域, 为大片
段插入, 在各群体中均普遍存在, 主要是以 TATATG 
CATTATTATACATATATATATGGTATAGTACATA 40bp
的重复片段的形式进行, 每个个体至少含有一个片段, 
但最多含有 5个连续重复片段。如图 2所示。 



 
 
 
 

 
 

图 1  鳓鱼 45个个体 D-LOOP序列的变异位点(未记插入或缺失) 
Fig.1  Variable sites in segments of mtDNA control region in 45 individuals of I. elongata 

注：图中数值代表变异位点位置; G代表广州群体; X代表厦门群体; Z代表舟山群体; Q代表青岛群体 
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2.2  鳓鱼种群的遗传结构分析 
采用 DNAsp4.10和 Arlequin 

3.01 软件对 4 个鳓鱼群体 45 个
个体的 D-LOOP 序列进行分析, 
共检测出 44 个单倍型, 其中广
州群体 12 个, 厦门群体 12 个, 
舟山群体 10个; 青岛群体 10个, 
不同群体间均无共享单倍型, 且
不同单倍型在许多位点上表现

有明显特异性。对各群体的遗传

变异参数进行统计, 结果如表 2
所示, 各群体单倍型多样性指数
(H)在 0.964—1.000之间, 核苷酸
多 样 性 指 数 (Pi) 在 0.0100 —
0.0152 之间, 平均核苷酸差异数
(K)在 5.800—9.803之间, 多样性
参数从北向南有依次递增的趋

势。对 4个群体中性假说检验结
果表明, Tajima’s D和 Fu’s Fs在 4
个群体中均为负值, 且 4 个群体
Fu’ Fst检验均达到显著(P<0.05), 
Tajima’s D 检验除舟山群体外也
均达到显著 (P<0.05), 因此均支
持 4个群体遗传结构偏离中性假
说, 内部存在自然选择作用。 

对 4个群体间的分化指数和
基因流进行计算, 结果如表 3 所
示, 青岛群体与其它 3 个群体均
存在显著的遗传分化(Fst P<0.01), 基因流 Nm均小于
1; 而其它 3 个群体之间遗传分化均不显著 (Fst 
P>0.05), 基因流 Nm在 14.8186—35.4971之间。说明
青岛群体与其它群体之间亲源关系较远, 而其它 3个
群体亲源关系较近; 将青岛群体归为一个类群, 而将
其它 3个群体归为一个类群, 再次进行遗传分化和基
因流计算 , 结果表明两者的遗传分化 Fst 值达到

0.5284, 且极显著(P<0.01), 基因流 Nm为 0.4463。经
AMOVA 分析鳓鱼群体中 52.84%的差异存在于群体
间, 而有 47.16%的差异存在于群类的个体之间, 说
明群体间确存在遗传分化。 
2.3  遗传距离估算和聚类分析 

采用 Mega 3.1软件对 45个个体进行 NJ聚类分
析 ,  为了更清楚分析两类群间的分化情况 ,  引入
Genebank 中已报道的同科鱼类大西洋鲱 (Clupea 

harengus)(登陆号为 NC_009577)和同属鱼类西非鳓
(Ilisha africana)(登陆号为 NC_009584)作为外群, 并
采用 bootstrap(重复次数 1000)检验聚类树各分支置信
度, 结果表明, 45 个个体明显可聚为两大支, 一支由
青岛群体组成(Clade A), 另一支舟山、厦门和广州群
体组成(Clade B), 两支的置信度均达到 84%以上; 而
两分支内部, 青岛群体 10 个个体能单独聚成一支; 
而舟山、厦门和广州群体中的个体则在群间混杂交叉

聚群, 经计算两支间的净遗传距离达到 0.034。 

3  讨论 

3.1  鳓鱼线粒体控制区序列的特征 
线粒体 DNA是动物体内惟一发现的核外遗传物

质, 由于其结构简单、稳定、世代间没有基因重组且
进化速度较快, 能更直观保存群体突变的发生特点,  

 
 

图 2  鳓鱼线粒体控制区重复序列的排序示意图 
Fig.2  The diagram of aligned repeated segments in mtDNA control region of I. elongata 
注：“————”代表 TATATGCATTATTATACATATATATATGG TATAGTACAT插入序列, 

“------------”代表相应的缺失 
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表 2  鳓鱼种群的遗传变异参数统计 
Tab.2  Statistics in parameter of genetic variation in I. elongata populations 

变异参数 广州群体 厦门群体 舟山群体 青岛群体 

个体数 12 12 11 10 

单倍型数(NHap) 12 12 10 10 

单倍型多样性指数(H) 1.000±0.034 1.000±0.040 0.964±0.051 1.000±0.045 

核苷酸多样性指数(Pi) 0.0152±0.0018 0.0136±0.0025 0.0113±0.0015 0.0100±0.0019 

平均核苷酸差异数(K) 9.803 8.152 6.609 5.800 

Tajima’s D检验统计量 －1.95259 (P<0.05) －1.87495 (P<0.05) －1.38274 (P>0.05) －1.60819 (P<0.05) 

Fu’ Fst检验统计量 －4.96369 (P<0.05) －5.95974 (P<0.01) －3.34682 (P<0.05) －5.28942 (P<0.05) 

 
表 3  鳓鱼种群的遗传分化和基因流 

Tab.3  Genetic divergence and gene flow among I. elongata populations 

种群 广州群体 厦门群体 舟山群体 青岛群体 

广州群体 — 12.2226 16.8611 0.3205 

厦门群体 0.0393 (P>0.05) — 21.7222 0.6547 

舟山群体 0.0288 (P>0.05) 0.0225 (P>0.05) — 0.8340 

青岛群体 0.6094 (P<0.01) 0.4330 (P<0.01) 0.3748 (P<0.01) — 

 
因而被广泛运用于物种的遗传变异中 , 本文选取了
线粒体基因组中碱基序列和长度变异最大、碱基替换

速率快的非编码区 D-LOOP 基因作为衡量我国鳓鱼
群体遗传结构的分子标记, 取得了较好的分析效果。
结果表明鳓鱼不同个体和群体间不仅存在位点序列

的变异, 而且还存在序列长度的多态性, 这种序列长
度的多态性由一个 40bp 的核苷酸片段经不同次数重
复造成。D-LOOP 基因存在这种多次重复序列, 在大
西洋鳕 (Gadus morhua)、美洲黄盖鲽 (Limanda fer-
ruginea)、美洲拟鲽(Pseudopleuronectes americanus)、
美洲拟庸鲽 (Hipploglossoides platessoides) (Woo-Jai 
et al, 1995)及美洲白鲟 (Acipenser transmontanus) 
(Buroker et al, 1990)中都有发现, 而在一个群体的不
同个体存在重复次数的差异, 报道较少, 但在鲱形目
鱼类中颇有几例：杨金权等(2008)报道了中国长江口
刀鲚(Coilia nasu)3 个群体的 D-LOOP 基因的遗传变
异, 发现刀鲚个体间 D-LOOP 基因存在着一个 38bp
的重复序列造成了基因长度多态性; 唐文乔等(2007)
报道了我国短颌鲚 (C. brachygnathus)和湖鲚 (C. 
nasustaihuensis)群体 D-LOOP 基因的遗传多样性, 也
发现 2 种鱼类种内个体间存在显著的基因长度多态
性; Bentzen等(1988)在美洲西鲱(Alosa sapidisima)中
也有相同的报道 , 因而这种重复序列造成的线粒体
控制区长度多态性可能是鲱形目鱼类的一个显著特

征。关于这种重复序列长度多态性的来源, Buroker
等(1990)认为可能与重复序列本身在 DNA 复制过程

形成的稳定二级结构造成复制出错有关 , 而
Wilkinson 等(1991)则认为可能与分子间和分子内重
组、滑动错配 (Slipped misPairing)、非正常延长
(Illegitimate elogation)和转座(Transposition)等因素有
关。张四明等(1999)认为, 正是这种序列重复次数的
差异可以造成物种不同类群间整个 mtDNA控制区的
巨大差异 , 这种差异不但可以弥补由于遗传漂变和
选择造成的遗传多样性丧失 , 也可能是某些鱼类增
加遗传变异的一种方式 , 对维持物种的生存有一定
的作用。 
3.2  中国沿海鳓鱼种群遗传多样性与历史动态 

采用 D-LOOP基因对黄渤海、东海、南海鳓鱼 4
个地理群体的遗传结构进行研究, 结果发现, 鳓鱼群
体中存在较高的遗传多样性。这种多样性不仅反映在

上述基因序列长短和位点变异上 , 而且也反映在各
遗传参数统计量上, 其中单倍型多样性指数(H)和核
苷酸多样性指数(Pi)是两个最能反映遗传多样性的指
标(杨博等, 2008)。从单倍型多样性指数(H)值来看, 
在所检测的 45 个鳓鱼个体中, 除舟山群体中有 2 个
个体共享一个单倍型外 , 其它个体均独占一个单倍
型 , 因而造成各群体的单倍型多样性指数在一个非
常高的水平(0.964—1.000), 这种丰富的单倍型多样
性是陆生生物中很少见的, 但在海洋鱼类中, 特别是
鲱形目鱼类中则相当普遍(杨金权等, 2008; 唐文乔等, 
2007; Atarhouch et al, 2006)。从 Pi值来看, 各群体的
Pi 值在 0.0100—0.0152 之间, 高于许多海洋性鱼 
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图 3  鳓鱼不同个体的 NJ聚类分析 
Fig.3  Neighbor-joining tree constructed from genetic distance 

among I. elongata individuals 
注：G代表广州群体; X代表厦门群体; Z代表舟山群体; Q代
表青岛群体; Ilisha africana为与鳓同属的西非鳓; Clupea 

harengus为与鳓同科的大西洋鲱 

类, 鳀甚至高于同目的 属和鲚属的部分种类(Engraulis 
japonicus、Coilia nasu) (Bowen et al, 1997;杨金权等, 
2008); 这些都说明, 尽管我国沿海鳓鱼群体从 20 世
纪 80 年代后就开始经历严酷的过度捕捞, 资源量急
剧下降, 但其遗传多样性还保持在较高的水平。尽管
如此, 相对于极高的 H值而言, Pi值仍相对偏低, 这
种高 H 值和低 Pi 值反映了鳓鱼种群确实经历过瓶颈
效应, 但随后经历了种群的迅速扩张, 种群通过变异
积累了单倍型多态性 , 但却还未能积累核苷酸序列
的多样性(Avise, 2000), Tajima’s D和 Fu’s Fs检验也
同样证明了鳓鱼群体在历史上的群体扩张事件 , 这
可能与地球间冰期造成物种种群的普遍增长有关

(Han et al, 2008a, b)。 
3.3  中国沿海鳓鱼种群的分化和地理格局 

对 4 个鳓鱼群体的遗传分化和基因流计算结果
表明 , 我国鳓鱼群体内部已经发生了明显的遗传分
化, 4 个群体中的青岛群体与其它 3 个群体的分化系
数达到 0.5284, 且达到极显著(P<0.01)。Nm值也说明
了这一点, 一般认为, 群体之间的 Nm<1 说明群体可
能由于遗传漂变而发生了分化(Millar et al, 1991); 而
Nm>1 表明群体间的基因流的水平较高, 群体间遗传
分化较小; 当Nm>4 时, 种群间的基因交流更为充分, 
遗传分化更小。本研究中舟山、厦门和广州 3个群体
间的 Nm值均大于 14, 说明这 3个群体之间有着广泛
的基因交流, 但青岛群体与其它 3个群体间的 Nm值
却仅有 0.4463, 说明两者之间确实发生了明显的遗传
分化。该结论同样被随后的 AMOVA检测和聚类分析
的结果所证实。为了更好地展示 4个鳓鱼群体的分化
程度 , 引入同属鱼类西非鳓和同科的大西洋鲱作为
外群进行聚类, 结果发现本研究中的 4个鳓鱼群体个
体与西非鳓和大西洋鲱有着更明显的遗传差异 , 结
合青岛群体与其它 3 个群体间遗传差异水平与已研
究的许多海洋鱼类群体间差异相当(Liu et al, 2007; 
Han et al, 2008a, b), 因此认为鳓鱼两个类群的分化
仍属种内群体间的分化; 至于两个类群的分化时间, 
Bowen等(1997)提出了同目的沙丁鱼线粒体控制区的
进化速率为 15%—20%/百万年, 如果将该进化速率
应用于近缘的鳓鱼上 , 那么本研究中的两个类群的
分化时间大体在 11.5—15.3万年前的更新世晚期, 可
能正是由于更新世晚期海平面的反复升降导致了这

两个类群的隔离与分化 , 分化后的群体在随后的时
间里可能由于某种特殊的因素而使这种分化维持至

今。对当前鳓鱼群体资源学的分析也表明, 青岛群体
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所在的黄、渤海海域鳓鱼组成了一个群系, 并仅局限
于在海洲湾、山东半岛南岸、黄海北部和渤海三湾等

有限的区域中进行洄游和扩散(张秋华等, 2006), 可
能正是这种生物学特性强化黄、渤海群体与其它群体

的隔离, 并将分化维持至今。但对于上述群体分化的
确切原因和具体过程还需要结合更多的地理历史学

和生物学方面资料才能加以阐明。 
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POPULATION GENETIC STRUCTURE OF ILISHA ELONGATA IN CHINA COASTAL 
WATER BASED ON D-LOOP GENE ANALYSIS 

WU Chang-Wen,  XU Yi-Tian,  Lü Zhen-Ming,  ZHANG Jian-She  
(Zhejiang Ocean University, Zhoushan, 316004) 

Abstract    Population genetics is important for successful and sustainable long-term fishery resources management. The 
genetic structure and genetic variation of four populations of Ilisha elongata in China coastal water are investigated by 
applying mitochondrial control region gene sequencing technology. Results show that despite long-time over-fishing, ge-
netic variation of the fish yet remains plentiful in natural resources. 44 hapotypes were detected out of 45 individuals from 
the four populations. The hapotype diversity (H) and mean nucleotide diversity (Pi) are 0.964—1.000 and 0.0100—0.0152, 

respectively. The high genetic variation can be also reflected by the sequence length variation in mitochondrial control 
region. Results revealed a 40bp length repetitive sequence in the mitochondrial control region. Individuals differed from 
each other in frequency and length of the repetitive sequences, which contributed much to the genetic diversity. Molecular 
variance analysis reveals a strong genetic structure among populations. High Fst value (0.5284, P<0.01) and Nm (0.4463) 
indicate high genetic differentiation between Qingdao population and populations of Guangzhou, Xiamen, and Zhoushan, 
while no genetic differentiation was detected among the latter three populations. AMOVA test and NJ tree construction 
have also proved the genetic structure between Qingdao and other 3 populations. The net genetic distance between the two 
lineage was 0.034, suggesting a moderate and none sub-species differentiation. The two lineages may diverge in late 
Pleistocene indicated by molecular clock analysis. The divergence might be resulted from sea level fluctuation in late 
Pleistocene, which was maintained and further reinforced by the biological nature of I. elongata itself. 
Key words    Ilisha elongata,  D-LOOP gene,  Genetic variation 
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