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提要    采用 PCR 扩增单位点微卫星的方法研究了日本鳗鲡(Anguilla japonica )和欧洲鳗鲡

(A anguilla)的遗传差异。结果表明，微卫星等位基因数目分布范围为8—26，35 组被试(5 个

分类单元各 7 个位点)的最著性检验的结果表明其杂合性显著缺乏(P < 0．01)，日本鳗鲡的4

个亚种群的所有微卫星位点均偏离哈一温平衡，对 日本鳗鲡种群分化进行的正合检验结果也

否定了种内个体随机分布的假设。F。值为 0．0098(P = 0．00048)揭示了日本鳗鲡亚种群内存

在较弱但显著的遗传分化。各分类单元间的 F。及R。，逐一对应矩阵显示了日本鳗鲡与欧洲

鳗鲡两个远缘种之间存在显著差异。计算 Goldstein 的遗传距离并由此推算出两个种的分化

时间约为 200 多万年。
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    鳗鲡(genus Anguilla Shaw ，fam ilv Anguillidae)广泛分布于全球各大洋及大河口，作为一

类溯河降海洄游鱼类，其生活史中包括 了深海中产卵、孵化，然后至淡水湖泊中成长的过

程。至于其分布，鳗鲡在西太平洋及北大西洋的分布及扩散过程被认为与海洋中的亚热

带环流有关(Ege，1939；Tesch，1977)。日本鳗鲡在东亚各国是一种重要的渔业资源种。由

于缺乏对鳗鲡生理(徐斌等，1997)、生态特性及影响其遗传结构的自然因子的了解，至今

仍未能建立完善的人工养殖系统。

    作者试图从遗传学角度提供关于鳗鲡 的遗传结构、进化起源方面的证据。依据

Schm idt(1925)提出的关于欧洲鳗鲡的随机交配假设：所有的欧洲鳗鲡都洄游到 Sargasso海

中进行繁殖，因此就形成了一个单一的、随机交配的种群。海洋调查发现，日本鳗鲡的产

卵地都位于马里亚那岛西部的北赤道流海区附近(Tsukam oto，1992)，这就暗示 日本鳗鲡在

整个西太平洋产卵地是单一的，由此形成 了一个随机交配的种群。这一假设引起许多怀

疑，但是等位酶证据 (DeLigny et al，1973；Com parini et aI，1980；Chan et al，1997 )和 D—loop
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D NA 序列证据(Avise et al，1986；Lintas et al，1998)等均未能发现鳗鲡种群内存在遗传差

异。直到本世纪初，W irth 等(2001)运用微卫星遗传标记对欧洲沿岸 13 处河口的470 条鳗

鲡样本进行基因多态性分析，发现所调查的欧洲鳗鲡种群间存在着明显的变异，这种变异

尽管很小，但还是证明了遗传结构的存在。

    由于微卫星(microsatelhte)标记符合孟德尔共显性遗传特征，因此它所代表的等位基

因差异可以通过纯合、杂合的方式显现，而且由于 DNA 滑动引起了微 卫星重复片段的增

加或减少，导致了其较高的多态性(Tautz，1993)，因此其差异也可以用重复子的多少来衡

量。正是微卫星标记具有诸多优点(Nauta et al，1996；Feldman et al，1997)，人们一般都选

择其作为标记来研究种群的遗传变异(徐鹏等，2001)。作者采用微卫星标记作为遗传标

记在检测日本鳗鲡遗传变异的基础上再次检验随机交配假设，并进一步探究 日本鳗鲡和

欧洲鳗鲡的进化关系。

1 材料与方法

1．1 采样

    2002 年春季在西太平洋沿岸各河口——韩江 口(121037 7E ，31。30’N )(JA P．H AN )、闽江

口(119075’E ，26。05’N )(JA P—M IN )、长江 口(116088 7E ，23012’N )(JA P—CH A )、日本九州岛沿海

(130003’E ，31。67 7N )(JA P．KA G )采集 了 160 尾活体稚鳗。2002 年 3 月在法国卢瓦尔(Loire)

河口(2008’W ，47。13’N )(A N G．LO I)采集了40 尾欧鳗幼体。样品均于 一20。C保存。

1．2 D N A 提取

    采用标准的蛋白酶 K 裂解法，加酚／氯仿／异戊醇抽提(Sam brook 以al，1989)，从200 尾

稚鳗个体中提取基因组 DNA 、无水乙醇沉淀 DNA 、真空干燥，最后溶解于 TE 缓冲液(on =

8．0)。经紫外分光光度法定量后置于 4。C冰箱中备用。

1．3 微卫星位点的 PC R 扩增、检测及分析

    为研究鳗鲡 5 个分类单元的遗传结构及进化关系，选用 7 个微卫星位点(Am  054，Aro

095，Aro 121，Ang 063，Ang 101，Ang 151，Ang 114)进行扩增。这些位点及其两边保守序列

均获取 自Genbank(序列号 A F237896一A F237902)。

    在进行检测之前曾经采用各种方法(Touch Down PCR ，温度梯度 PCR 等)来优化反应

条件，以期获得高浓度的产物及尽可能少的杂带(stutter bands)。反应退火温度范围从

52℃_ 54℃(表 1)。反应体 系包括：0．3肛g 基 因组 DNA 作 为模 板、2．5U Taq 酶、各

0．5肛m ol／L(终浓度，下同)引物、200tanoL／L 的 4 ×dN TPs、1．5—2．0m m ol／L M gCl，(表 1)、10 ×

PCR 缓冲液(包括：100m m ol／L K Cl、80m m ol／L (N H 4)2S04，100 m m ol／L riffs·C1，NP．40，pH =

9．0)，以去离子水补足总体积 50肚1。在 M J PTC．220 热循环仪上进行 PCR 扩增，条件如下：

95℃预变性 lOm in；35 次循环过程 (94。C 变性 30s，适当温度(表 1)下退火 30s，72℃延伸

30s)；最后再延伸 5m in 使反应完全。反应结束后在 2．5肚1 PCR 产物中加入 2．5td 变性上样

缓冲液(含 50m m ol／L ED TA 、95％去离子甲酰胺、O．25％溴酚兰、0．25％二甲苯青 FF )。用

8％变性(8m ol／L 脲)聚丙烯酰胺凝胶(PA GE )(20em 长，12em 宽)电泳分离不同长度的微卫

星片段，每一块凝胶中均加入两个 DNA M arker作指示。5V／em 恒压电泳 12h 后，用银染

及 0．5肛g／ml EB 染色(结果证明 EB 染色效果并不逊于银染，且操作简单易行)观察片段长

度。采用 Bio．Rad 公司生产的凝胶成像系统获取的电泳图像，以 Quantity One 图像分析软
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件(Bio—Rad Laboratories，Inc．)对结果进行分析。微卫星片段的长度及重复子个数是参照

邻近的DNA M arker (Fermentas Inc．)的迁移率进行计算。

表1 PCR 反应的退火温度及M 矛+浓度

Tab．1 PCR conditions about the annealing temperature and the concentration of M孑+

    每一个分类单元各位点的等位基因频率及观察杂合度(observed heterozygosities)结果

都是用 GEN EPO P (Raym ond et al，1995)软件(V ersion 3．3)计算的。同样用这一软件还通过

马尔可夫链过程(M arkov—chain random  algorithm )(Guo et al，1992 )检测了哈一温平衡(H aZ y．

W einberg equilibrium )。检测种群分化是在逐步突变模型(stepwise m utation m odel)下进行

的，民，(w eir et al，1984)被用于估测各分类单元之间的分化。此外，计算过程中还采取了

Jackknifing法进行了反复抽样以估测计算结果的标准差。运用 FSTA T (Goudet，1995)软件

(V ers ion 2．9．3．2)进行正合检验，逐一比较了各分类单元之间等位基因的分布差异。作者

对 Goldstein 等(1995)遗传距离 D 1 和各分类单元栖息地的空问距离进行了 M antel检验

(M antel，1967)。为探究欧洲鳗鲡与 日本鳗鲡之问的进化关系，还用 M icrosat软件 (V ersion

1．5b) (http：／／hp91．stanford．edu／projects／micm sat)计算出了两个远缘关系种的分化时间。

最后用 TreeV iew (Page，1996)软件(V ersion 1．6．6)绘制 了各分类单元的系统发生树。

2 结果与讨论

    日本鳗鲡 4 个亚种群各微卫星位点的等位基因观察数 目差异很大，且在所有 35 个被

试中均表现为显著的杂合子不足(P < 0．01)(表 2)。运用马尔可夫链过程(10000 iteration)

对 日本鳗鲡 4 个亚种群进行的哈一温平衡检测，经 Bonferroni(Rice，1989)校正(a = 0．05，k =

13)，结果显示所有的被试均显著偏离哈一温平衡。显然这一结果否定了 Schm idt的随机交

配假设，而且为考察种群分化所进行正合检验的结果同样也否定了种内个体随机分布的

假设。

    凡r作为分化系数分析 Et本鳗鲡种内遗传结构的结果为 0．0098 (P = 0．00048；10000

iteration)，这一结果说明 Et本鳗鲡种内存在着虽然较弱但却显著的分化。如果将欧洲鳗

鲡也考虑在内各分类单元问的分化系数(F卯)为 0．0167 (P = 0．00070；10000 item tion)——

略高于 Et本鳗鲡的种内分化，这与预期的结果相一致。进一步比较各分类单元间 ，。，及

R sT逐一对应矩阵(表 3)再次证实了JAP．HA N 与 JA P—M IN ，JA P．HA N 与 JA P—KA G 亚种之间

无显著遗传分化(P > 0．05)，而从表 3 中还可以看出种群与欧洲鳗鲡种群之间的遗传分

化是最大的。JAP．KA G 与 JA P．CH A ，JAP．KA G 与 JAP—M IN 之间也产生了显著的遗传分化

(P < 0 ．01)。
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表2 日本鳗鲡和欧洲鳗鲡5 个分类单元7对微卫星引物的等位基因数目(A )、多态位点的平均等位基

因数(A，)、观察杂合度(既)、预期杂合度(巩)

Tab．2 Number of alleles(A)，mean iluinbel"ofthe polymorphic alleles(Ap)，observed heterozygosity (Ho)，expected

hetem zygosity (皿) at 7 micm satellite loci for five studied OTUs of A anguilla and A ．japonica

分类单元    ANG．LOI    JAP．KAG    JAP．CHA    JAP-M IN    JAP．HAN

    注：Fsr为等位基因数目差异(对角线以上)，Rsr为等位基因频率差异(对角线以下)。运用H sher法来估算统计显

著度，’表示 P < 0．05，一表示 P < 0．01
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    两类分化系数(几，和R5r)从等位基因数目差异及等位基因频率差异两方面揭示了一

个较明显的遗传结构，作者采用了Goldstein 等(1995)定义的遗传距离来揭示各分类单元

间的遗传关系(表 4、图 1)。从系统发生树中可以发现两簇分支分别代表了欧洲鳗鲡和日

本鳗鲡两个远缘种。显然，欧洲鳗鲡与日本鳗鲡在早期进化历程中具有非常近的亲缘关

系，只是在经历了较长时期的海洋环境变化后才分化为两个不同的种。

    表 4  日本鳗鲡 4 个亚种群的遗传距离矩阵和栖息地空间距离矩阵

Tab．4 Genetic distance m atrix to geographic distance m ar x of 4 A japon"a subpopulafions

注：对角线以下为5个分类单元问的遗传距离 D 1，对角线以上为5个分类单元间的栖息地空问距离(km )

图 1 采用 Goldstein 遗传距离构建的欧洲鳗鲡和El

    本鳗鲡各分类单元问的系统发生树

Fig．1  Neighbor-joining phenogram  depicting genetic dis—

tanee relationships of A ．angutlla and A japonica based

    on Goldstein’s distance among five OTUs

    从以上的研究中不难发现，随机交配

假设在 日本鳗鲡种群中无法成立，因此鳗

鲡个体也不是在种群内随机分布的。但是

在其种内存在着一定程度的分化和变异，

那么究竟是什么因素引起了鳗鲡种内产生

分化的呢? 为探究 日本鳗鲡种内分化程度

与其栖息地空问隔离程度问的相关性，作

者对两者进行 了 M antel检验，遗传距离采

用 Goldstein 等(1995)定义的 D 1 构建了各

OTU s 的遗传距离矩阵和 5 个分类单元间

的栖息地空间距离矩阵(表 4)。其中的空

间距离是通过假设地球表面是光滑的平

面，然后根据 日本鳗鲡 4 个亚种群栖息地

的经纬度计算得来。结果是遗传距离矩阵

与空间距离矩阵的 Pearson 相关系数 r值

仅为 0．2498 (1000 perm utations)。 由此可

以看出栖息地的地理隔离在遗传结构的形

成上的确起到了一定的作用，但很难说其

是主要因素。由于鳗鲡在由深海至河口的

被动洄游过程中受到多种自然因素(如：洋

流等)的共同影响，因此栖息地的差异不可能成为塑造其遗传结构的主导因素。作者认

为，鳗鲡产卵地的不同可能才是造成种内遗传分化的真正原因。

    在探究了日本鳗鲡种内分化原因的基础上，作者又深入地思考了鳗鲡进化过程中的

一重要事件——种的分化，即日本鳗鲡与欧洲鳗鲡的分化过程。上面的研究中已经暗示
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了日本鳗鲡与欧洲鳗鲡在地质历史时期存在一定的亲缘关系，接下来就要回答它们是什

么时候分化的、如何分化的。本文中所采用的遗传距离参数 D 1(实际是遗传距离的均

方)，其理论依据是 M oran(1975)提出的，即：在严格的逐步突变模型下，固定大小的种群在

无世代重叠的条件下，等位基因产生变异，这种变异的累积造成 了物种之间的分化，并由

此产生了遗传距离。Goldstein 等(1995)给出了以下公式来说明 D 1 的数学期望 E[D 1(r)]

与世代数之 r 问具有线性关系。

    E[D 1(r)] = 2(2N 一1)v + 砣肛

    这里的 D 1是指源 自同一种群中相同祖先基因(微卫星位点具有相同的重复子个数)

经 r世代，分化为不同(重复子个数不同)的等位基因过程中重复子个数的均方。作者在

计算中设定其突变率为0．000 560 (M inch，1997”)，据此推算出两种远缘鳗鲡的分化世代

数为 224 320，按照每一茴代 10 年左右计算约为 200 多万年。200 多万年这一时问表明可

以将鳗鲡种的分化与北半球海洋中的一个重大事件——跨越北极的互变(the trans—Arctic

interchange) (Cunningham  et al，1998)联系起来。地质资料表明，在新生代的大部分时期，

在北美洲和亚洲间的区域(即现在的白令海峡)曾是一段陆桥，并由此阻断了海洋生物 自

太平洋向大西洋的迁移，但这种隔离因为近 350 万年前白令海峡的开口而终止 ，这就为以

后海洋生物从太平洋向大西洋的不对称迁移(Verm eij，1991)提供了可能。据此，作者推断

鳗鲡的分化及分布过程也许同样服从跨越北极的模式，这就与 Aoyam a 等(1997)先前关于

鳗鲡全球进化、分布的理论相悖了。Aoyam a等(1997)认为鳗鲡最早起源于西太平洋位于

今天印度尼西亚附近海域的大洋中，接下来其中的一支向西穿越古地中海(Tethys Sea)，

进而分化为北大西洋的欧洲鳗鲡和美洲鳗鲡。由于缺乏关于鳗鲡跨越北极互换的化石资

料，无法确切描绘这样一个过程，但作者相信这一假设至少丰富了人们对鳗鲡起源、进化

的认识 ，同时也将吸引更多的人来关注这一演化过程。

3 结论

    作者试图进一步考察日本鳗鲡的遗传结构，并在此基础上探究 日本鳗鲡与欧洲鳗鲡

的进化关系。从中得出以下三个结论：首先，Schm idt的随机交配假设在西太平洋 日本鳗

鲡种群中必须重新审视。其次，鳗鲡栖息地的差异也许对塑造鳗鲡的遗传结构起到一定

的作用，但其根本原因可能还是产卵地的差异。最后，微卫星遗传标记在重建物种的系统

发生关系方面具有良好的应用前景，特别是采用 Goldstein 的遗传距离参数可以用于计算

物种的分化时间，如果能很好地与地理事件结合在一起，就可以推断其进化过程。
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A bstract The m igratory behavior in life cycles of eel is still a m ystery  In this article we applied m ierosatellite m ark·

ers to investigate the genetic structure of Anguilla japonica and verify the panm ixia hypothesis of eel in western  Pacific 0-

cean．Furtherm ore we also tried to explore th e evolutionary history of freshwater eels (A ．japonica and A anguilla )．

Allelic variation at a total of 7 m icrosatellites was exam ined am ong elvers of freshwater eels．The number of alleles at

these loci ranged from  8 to 26．Th irty-five perform ed tests revealed significant deficits ofhetem zygotes (P < 0．01) Sig·

niflcant departure from  expectations of H ardy-W einberg equilibrium (HW E ) was found for all loci with in four subpopula—

tions ofA ．japonica，which rejected th e panm ixia hypoth esis (Schm idt，1925) Also exacttests ofpopulation differentia—

tion based on allelic frequ ency distribution refuted the hyp oth esis of random distribution of individuals am ong populations．

Population structure in fo ur subpopulations of A japonica WaS recognized by a weak but significan t global genetic differ。

entiation (Fsr) value of0．0098 (P = 0．00048；10000 iteration) Pairwise m atrixes of F sr an d R sr showed the sigul fi·

Can t difference between two distan t related 8pecies_一 A ．japonica an d A ．anguilla．Results from  M an tel test show that

Pearson’S correlation (r) of two m atrices (genetic distan ce m atrix of 4 A ．japonica subpopulations to geogxaphie dis-

lance m atrix) is 0．2498 (1000 perm utations)．Obviously the geographic isolation of habitat m ay play an  im portant role in

shaping th e genetic structure but th e in trinsic reas on m ay due to th e hatchery variations．The divergent tim e of these two

species cal culated by Goldstein distance m ethod is over 2 m illion years．The resul ts m ay challenge the form er theory about

th e distribution of freshwater eels．W e can infer that eel m ay involve in th e trans—Arctic exchan ge in its evolutionary his-

tory  Actually fn州her evidences are requ ired to prove Our  as sum ption ab out the distribution of freshwater eels．

K ey w ords  M ierosatellites，Genetic structure，Genetic distan ce，Angu／／／a japonica，Anguilla anguilla


