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摘要: 采用随机引物扩增多态性 DNA( RAPD)技术分析了中国南部沿海闽东( MD)、闽南( MN )、粤西( YX) 3 个条纹斑

竹鲨地理群体遗传多样性和遗传结构.结果表明 , 34 个随机引物在这 3 个群体中共检测出 316 个位点,各群体检测出的

位点数分别为 308、308、303,其中多态位点数分别为 49、52、42,多态位点比例分别为 15. 90%、16. 88%、13. 86% . 3 个群

体的 Shannon 多样性指数分别为 0. 099 8、0. 105 5、0. 093 6; 表明条纹斑竹鲨群体的遗传多样性水平较低. 遗传距离和

UPGM A 聚类分析结果显示条纹斑竹鲨的基因交流模式属于沿海岸线的距离隔离模式, 遗传差异大小与地理距离远近

相关 .进行分子方差分析( AM OVA)得到遗传变异固定指数( FST = 0. 044 04, p< 0. 05) , 显示大部分变异( 95. 60% )发生

在群体内部,群体间变异较小( 4. 40% ) .
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� � 鲨鱼是海洋食物链中的顶极捕食者, 其存在能影

响其他许多海洋动物的生存和种群数量. 如果鲨鱼遭

到过度捕捞,将严重影响海洋生态系统中生物群落的

组成和生态环境[ 1] .鲨鱼生殖力低下、生殖周期长、生

长缓慢,资源遭到过度捕捞后较难恢复
[ 1- 3]

.目前随着

鲨鱼捕捞作业海区不断扩大, 渔获量急剧增加,已经对

全球鲨鱼种群的维持造成严重影响, 联合国粮农组织

已经开展鲨鱼保护的国际计划 [ 4- 5] . 条纹斑竹鲨( Chi�
loscy l lium p lagiosum Bennet t , 1830)属于须鲨科, 斑

竹鲨属,是体内受精、卵生的暖水性小型鲨鱼,主要栖

息于近岸海床摄取底栖动物为食, 游泳能力较弱, 在我

国从东海到台湾海峡及南海都有分布
[ 1]
. 近年来随着

捕捞压力的增大,其种群数量已经大为减少. 条纹斑竹

鲨个体间的形态特征差异较小, 难以用形态测量的方

法对种群进行研究. 标志放流曾经是研究鲨鱼种群活

动的主要方法, 但是该方法效率较低并且会造成鱼体

损伤, 不适用在小型鲨鱼种类的研究上[ 6] .因此国内目

前还没有开展对条纹斑竹鲨种群生态学的研究.

随着分子生物学技术的发展, 分子标记技术在种

群生态学研究中得到了广泛的应用. 在鲨鱼种群活动

的研究中,分子标记方法与标志放流方法得到的结果

相吻合,证明了该方法的实际应用价值[ 7] .其中 RAPD

( Random amplified po lymor phic DNA)技术由于信息

量大,检测的变异程度丰富,成为评估群体遗传多样性

以及群体间遗传分化的常用技术之一[ 8] . 本文利用

RAPD分子标记技术对我国南部沿海 3个海域条纹斑

竹鲨群体遗传多样性进行研究, 为鲨鱼资源合理开发

和保护提供科学依据.

1 � 材料与方法

1. 1 � 样品采集与 DNA提取

� 图 1 � 采样海域位置图

F ig . 1 � Map o f sampling location

条纹斑竹鲨样品于 2006年 4~ 11月采自闽东霞

浦附近海域( MD)、闽南东山附近海域( MN)、粤西湛

江附近海域( YX) (图 1) ,取新鲜肌肉置于无水乙醇中

固定,运回实验室后保存在- 20 � 冰箱中.从每个群体

中随机抽取 8 个样品, 取 0. 1 g 左右肌肉, 放入 1. 5

mL eppendorf管内剪碎后用灭菌生理盐水漂洗 3~ 5

次去除乙醇. 然后参考 Garcia[ 8] 的方法提取基因组



DNA.

1. 2 � 随机扩增与产物检测
PCR扩增的反应体系为:总反应体积 25 �L,其中

10  反应缓冲液(含 Mg2 + ) 2. 5 �L, dNT P( 10 mmol/

L each) 2 �L, DNA 模板 ( 30 ng/�L) 1 �L, 随机引物

( 0. 1 �moL/ L) 1 �L, T aq 酶( 5 u/�L) 0. 2 �L, 灭菌超

纯水补齐总体积. 用 Biometra�T3 型 PCR 仪进行扩

增,反应程序为: 94 � 3 min预变性; 94 � 1 m in, 36 �

1 m in, 72 � 2 min, 35 个循环;最后 72 � 延伸 5 min.

PCR产物利用 BioRAD 公司生产的 PAC�300型电泳
仪、1. 4% TBE 琼脂糖凝胶电泳分离, EB 染色后用

Syngene公司生产的 Gene Genius 凝胶成像系统拍照

保存.

表 1� 34个随机引物的序列和扩增位点数量

Tab. 1� Sequences and amplified lo ci of 34 random primer s

引物序号 引物序列 总位点数 多态位点数 引物序号 引物序列 总位点数 多态位点数

A01 CAGGCCCTTC 11 2 A20 GTTGCGATCC 8 2

A02 TGCCGAGCTG 8 2 B02 T GATCCCT GG 9 2

A03 AGTCAGCCAC 7 1 B04 GGACTGGAGT 11 2

A04 AATCGGGCTG 13 3 B05 TGCGCCCTT C 10 2

A05 AGGGGTATT G 7 3 B06 TGCTCTGCCC 11 1

A06 GGTCCCT GAC 11 2 B07 GTCAACATGG 12 3

A07 GAAACGGGT G 7 2 B08 GTCCACACGG 8 3

A08 GT GACGTAGG 10 1 B09 TGGGGGACTC 9 3

A09 GGGTAACGCC 14 5 B10 CTGCT GGGAC 6 1

A10 GT GATCACAG 11 3 B11 GT AGACCCGT 7 2

A11 CAATCGCCGT 9 2 B12 CCTTGACGCA 9 4

A12 TCGGCGATAG 13 3 B14 TCAGGCT GTG 8 2

A13 CAGCACCCAC 12 2 B15 GGAGGGTGTT 7 1

A14 TCTGTGAT GG 10 2 B16 T TTGCCCGGA 10 2

A15 TT CCGAACCC 6 2 B17 TACAGCAT CG 8 2

A17 GACCGATT GT 9 3 B19 ACCCCCGAAG 9 2

A18 AGGTGACCGT 8 1 B20 GGACCCTT AC 8 2

1. 3 � 数据统计和分析
每个样品的扩增情况按扩增带的有或无作记录,

有扩增带的记为 1,无扩增带的记为 0, 列出 0、1矩阵,

用于统计分析. 每条扩增带视为一个位点,统计扩增总

位点数、多态位点数以及多态位点比例数.

1. 3. 1 � 多态位点比率 P

在某一特定位点上, 若扩增片段出现的频率小于

0. 99, 则此位点称为多态位点. 多态位点比率 P= 多态

位点数/检测到的位点总数 100% .

1. 3. 2 � 遗传相似系数和遗传距离

按 Nei
[ 9]
的方法计算群体间的遗传相似系数 S :

S= 2N ij / ( N i+ N j ) ,

其中 N ij 为两群体共有的位点数, N i 和 N j 分别表示

两群体各自的位点数.遗传距离: D= 1- S. 根据得到

的遗传距离矩阵采用不加权配对算术平均法( U PG�
MA)程序对群体进行聚类分析,构建系统树.

1. 3. 3 � Shannon多样性指数

Shannon多样性指数是生态学中用于度量物种多

样性的最常用方法, Chalmers
[ 10]
将其改进后用于量化

分析 RAPD数据的遗传多样性.其计算公式:

H = - ! P i lnP i ∕N ,

其中H 为多样性指数; P i 为表型频率,即第 i个位点在

群体中出现的频率. N 为检测到的总 位点数. 以上数

据利用 POPGENE 1. 31软件 [ 11]进行计算.

1. 3. 4 � 遗传变异固定指数(FST )

利用 ARLEQU IN 3. 11[ 12] 程序进行分子方差分

析( AMOVA ) , 计算群体间遗传变异固定指数

( FST )
[ 13]

,估计群体间遗传分化情况.

2 � 结 � 果

2. 1 � PCR扩增结果和遗传多样性分析

从 40个引物( A01~ A20; B01~ B20,上海申能博

彩公司)中筛选出 34个扩增稳定、重复性好的引物对

条纹斑竹鲨 3个地理群体进行 RAPD扩增, 引物 A05

的扩增结果见图 2.单个引物检测到的位点数在 6~ 14
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� 图 2 � 引物 A05 的扩增结果

Mark.�\ Eco471, 1~ 8. M D群体, 9~ 16. MN 群体,

17~ 24. YX群体

F ig . 2 � Amplified results of pr imer A05

之间, 多态位点数在 1~ 5之间(表 1) ; 34 个引物在 3

个群体中共检测出 316个位点,其中多态位点 76个,

多态位点比例为 24. 05%. 闽南群体共检测出 308个

位点, 其中多态性位点 52 个, 多态位点比例最高

( 16. 88% ) , 其次是闽东群体 ( 15. 90% )和粤西群体

( 13. 86% ) . 闽南群体的 Shannon 多样性指数最高

( 0. 105 5) , 其次是闽东群体 ( 0. 099 8) 和粤西群体

( 0. 093 6) ,所有个体的总多样性指数为 0. 116 3(表

2) .多态位点比例和 Shannon多样性指数显示条纹斑

竹鲨群体的遗传多样性水平均较低.

表 4 � 条纹斑竹鲨群体分子方差分析( AMOVA)结果

Tab. 4 � AMOVA analysis o f C. p lagiosum stocks

变异来源 自由度 变异组成 变异百分比/ % 遗传变异固定指数 FST

群体间 2 0. 62277 4. 40

群体内 21 13. 051786 95. 60

合计 23 14. 14062 100 0. 04404( p = 0. 0176)

2. 2 � 遗传距离和聚类分析
群体间的遗传距离和遗传相似系数结果显示: 闽

东和闽南群体间的遗传距离最小( 0. 004 6) , 闽东- 粤

西、闽南- 粤西群体间的遗传距离相对较大, 分别为

0. 021 1和 0. 017 6. UPGMA 聚类分析结果显示, 闽

东群体与闽南群体先聚为一类, 然后再与粤西群体相

聚(图 2) .从遗传距离和聚类分析结果可以看出群体

间遗传差异的大小与相互地理距离远近相关.

2. 3 � 分子方差分析( AMOVA)

对 3 个群体进行分子方差分析 ( A MOVA ) ,

10 000次单倍型重复随机抽样重排后进行的显著性检

验都显示了分析的有效性( p < 0. 05) , 遗传变异固定

指数 FST = 0. 044 04.在整个遗传变异中, 各个群体之

间的变异仅占 4. 40%, 大部分变异( 95. 60%)发生在

群体内部.

表 2� 条纹斑竹鲨群体扩增位点情况和 Shannon 多样性指数

Tab. 2 � Amplified numbers and Shannon index o f C. p lagiosum

sto cks

群体 总位点数
多态性

位点数

多态位点

比例/ %

Shannon

多样性指数

MD 308 49 15. 90 0. 0998

M N 308 52 16. 88 0. 1055

YX 303 42 13. 86 0. 0936

总体 316 76 24. 05 0. 1163

表 3� 条纹斑竹鲨群体间的 Nei相似系数和遗传距离矩阵

Tab. 3� Nei#s similar ity co efficient matrix among C. p lagiosum

sto cks

MD MN YX

MD 0. 9954 0. 9789

MN 0. 0046 0. 9824

YX 0. 0211 0. 0176

� 注:对角线下部为群体间遗传距离 D, 对角线上部为群体间

遗传相似系数 S.

� 图 3 � 条纹斑竹鲨 3 个群体间的 U PGM A 聚类图

F ig . 3 � UPGM A dendrogr am among thr ee C. p lagiosum

sto cks

3 � 讨 � 论

鲨鱼一般进行体内受精,而且精子在雌鱼体内可

以存活较长时间.同时,雌性鲨鱼通常返回它们出生和

幼年生活的海域进行繁殖,所以鲨鱼种群的基因交流

是围绕繁殖地向外周扩散的,长距离的直接基因交流

较少见[ 14] .鲨鱼繁殖地和活动区域都在沿岸海域, 大

洋和深海阻碍了许多鲨鱼的活动, 它们的基因交流主

要沿着海岸线进行, 沿岸的岛屿和海峡等地理特征不

但不会阻碍鲨鱼的基因交流,而且还成为基因交流的
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跳板和通道.因此许多鲨鱼的基因交流模式都属于沿

海岸线的距离隔离模式 ( Iso lat ion�by�distance mod�
el) [ 15- 17] .条纹斑竹鲨主要在近岸浅海底层活动, Wil�
ga在对其胸鳍和臀鳍形态与运动功能关系进行分析

后指出条纹斑竹鲨为了适应底栖生活, 在进化过程中

牺牲了游泳的灵活性来保持在底层移动的稳定性, 因

此活动能力很差
[ 18]

.这些生物学特性决定其长途迁移

交配的可能性较小. 在本研究中,条纹斑竹鲨 3个群体

间遗传距离和聚类分析结果显示 3个群体间遗传差异

大小与地理距离远近相对应,相邻群体间的基因频率

呈现连续变化, 并且从闽东到粤西沿岸没有大洋和深

海等阻碍条纹斑竹鲨活动的地理结构. 因此作者认为

条纹斑竹鲨的基因交流模式也属于沿海岸线的距离隔

离模式.

条纹斑竹鲨的生殖方式为体内受精、卵生,受精卵

被蛋白质粘丝缠绕在礁石等固定物上[ 19] ,所以其基因

交流由成熟个体的交配活动决定. 3个条纹斑竹鲨群

体内的多态位点比例为 13. 86% ~ 16. 88%, 整体多态

位点比例为 24. 05%. 吴冰利用 11种随机引物对采自

厦门的 4尾条纹斑竹鲨基因组进行了 RAPD检测,发

现 4个个体之间的多态位点比例在 10%以下[ 20] .由于

她的样品和引物数量较少且样品为同一个地理群体,

所以多态位点比例低于本研究结果是可信的.王奕华

研究了进化地位比软骨鱼更低的青岛文昌鱼群体, 得

到的 Shannon 多样性指数为 0. 151 9
[ 21]

; 张四明研究

软骨硬鳞的中华鲟群体, 其 Shannon 多样性指数为

0. 033 4[ 22] ,显示两者的群体遗传多样性水平均较低.

他们都认为种群数量减少引发的遗传漂变和近交衰退

是导致物种遗传多样性较低的原因. Keeney 在利用微

卫星标记对西北大西洋、墨西哥湾和加勒比海长度距

离 2 000 km 范围海域内的黑边鳍真鲨 Car char hinus

l imbatus 9个不同地理群体进行分析后, 发现其平均

遗传多样性水平也较低( H = 0. 5) .他认为黑边鳍真鲨

游泳能力强,活动范围大,成熟个体有返回出生地繁殖

育幼的行为,导致生活在不同海域的群体返回同一繁

殖地交配,因此群体间基因交流程度高, 遗传差异减

小[ 16] . 但是 Chevolot对不列颠海域背棘鳐 Raj a clav�
ata14个地理群体进行分子方差分析显示群体间的变

异度较低( 1. 3% ) [ 23] , 而标志放流重捕结果证明背棘

鳐不进行长距离迁移
[ 24]

,这说明背棘鳐群体间低水平

的遗传差异不是大范围内高频率的基因交流造成的.

如前文所述,条纹斑竹鲨活动能力差,远距离基因交流

的可能性小.并且条纹斑竹鲨 3个群体的分子方差分

析结果显示主要变异( 95. 60% )发生在群体内部, 群体

之间的变异仅占 4. 40% . M art in 在对鲨鱼线粒体序列

的进化过程进行比较研究后发现鲨鱼的线粒体进化速

率远低于哺乳动物和许多高等脊椎动物, 序列十分保

守[ 25] . 而通常认为核 DNA 的进化速率小于线粒体

DNA.因此作者认为条纹斑竹鲨群体较低的遗传多样

性水平并非遗传漂变、近交衰退或群体间频繁的基因

交流造成的,而是由于其进化保守,核苷酸突变的速率

低,导致在相同的时间尺度下群体分化不明显.因此与

其它物种相比, 它们相对表现为基因多态性少、遗传多

样性水平低、群体间遗传变异小. 研究已经证明,软骨

鱼类这一古老物种对于环境的选择压力更为敏感, 在

环境急剧变化的情况下更容易灭绝
[ 26]

.所以必须加强

对包括条纹斑竹鲨在内的软骨鱼类的保护力度,防止

种群衰退和物种灭绝.
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Genetic Diversity of Chiloscyll ium p lagiosum in China#s Southern Coast

CHEN Xiao, YANG Sheng�yun* , PAN Cong
( Co lleg e of Oceanog r aphy and Env ironmental Science, Xiamen Univ ersity , Xiamen 361005, China)

Abstract: Random am plified po lymorphic DNA ( RAPD) technique was used t o assess g enet ic diver sity and population st ruct ur e

within and among three Chiloscy l lium p lag iosum stocks from M indong ( MN ) , M innan ( MN ) and Yuex i ( YX) of China#s southern

coast. Thirty�four primers pr oduced 316 loci in a ll samples. T her e w ere 308, 308 and 303 lo ci in thr ee stocks respectiv ely , in which 49

( 15. 90% ) , 52( 16. 88% ) and 42( 13. 86% ) w ere polymo rphic. Shannon genet ic diver sity indices o f three sto cks ( 0. 099 8, 0. 105 5,

0. 093 6) indicat es that g enetic diver sity o f C. p lagiosum is low. In addition, the r esults o f UPGMA cluster analysis and Nei#s g enet ic

distances show ed t hat g ene exchange betw een C. p lagiosum sto cks fits Iso lation�By�Distance Model and genetic differences among

sto cks co rrelates to their g eog raphical distance. U sing analasis of molecula r var iance ( AMOVA) , w eak but significant population dif�

fer entiation was detected w ith a g loble fixation index (FST = 0. 044 04, p< 0. 05) . It meaning t hat the g reater v ariance occur red among

populat ions( 95. 60% ) and lesser variance w ithin populations ( 4. 402% ) .

Key words: Chilos cy llium p lagiosum ; g enetic div ersity ; AMOVA; RAPD
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