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中华鳖2个培育品系的16S rRNA基因多态性比较分析
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摘要: 以中华鳖(Pelodiscus sinensis)日本品系、清溪乌鳖两个国家水产新品种为研究对象, 并以中华鳖黄河群体和台湾群体为对照, 克隆测序获得了其16S rRNA基因全长序列1 606 bp, 并对群体遗传多样性进行比较分析。结果表明, 在4群体共80个个体中, 共检测到53个变异位点, 包括9个群体特异性位点, 其中清溪乌鳖3个, 中华鳖日本品系和黄河种群各1个, 台湾群体4个; 共发现16种单倍型, 其中清溪乌鳖8个、中华鳖日本品系2个、中华鳖黄河群体和台湾群体各3个, 群体间无共享单倍型。中华鳖不同群体的16S rRNA基因多样性从高到低依次为清溪乌鳖(0.821)、中华鳖台湾群体(0.484)、中华鳖黄河群体(0.195)、中华鳖日本品系(0.100)。中华鳖日本品系和黄河群体、清溪乌鳖和台湾群体的遗传距离相对较近, 分别为0.001和0.005。不同群体的单倍型各自聚为一支, 表明中华鳖群体分化较为明显, 不同群体的特异性位点可作为种质鉴别的依据。单倍型进化树显示, 中华鳖日本品系和黄河群体以很高的置信度聚为一支, 推测中华鳖日本品系起源于中国黄河流域。
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中华鳖(Pelodiscus sinensis)隶属于爬行纲(Reoutlia)龟鳖目(Testudinata)鳖科(Tironychidae)鳖属, 是中国的一种重要的水产经济动物, 广泛分布于中国大陆、中国台湾省、朝鲜和越南[1], 并被引进到日本、马来西亚、新加坡、泰国、夏威夷群岛以及加利福尼亚等地[2−4]。近年来, 中国中华鳖养殖业发展迅速, 而优质种苗的培育是产业健康发展的物质基础。目前中国已育成中华鳖日本品系和清溪乌鳖两个国家水产新品种。中华鳖日本品系的体色优美、裙边宽大, 生长速度比普通中华鳖高25%以上, 且养成大规格比例高, 因而其苗种市场供不应求。清溪乌鳖腹部体色全黑, 富含黑色素, 营养价值高, 体色稳定遗传, 是遗传育种研究的良好材料[5]。

近年来随着中华鳖养殖产业的逐年扩大, 不恰当的人为引种和管理不善导致的中华鳖种质混杂的现象日趋严重, 相当一部分外源种群个体逃逸至天然水体, 导致生态受到破坏, 同时市场上也出现了以台湾群体冒充日本品系的现象, 这对中华鳖养殖业的健康发展极为不利, 因而利用分子生物学为手段研究中华鳖的种质鉴定技术, 对该物种优良种的种质资源保护工作显得越来越必要。

目前有关中华鳖培育新品种分子生物学的研究报道不多, 对中华鳖日本品系和太湖养殖种群的Cyt b比较分析发现, 二者无共享单倍型, 表明此可作为区别太湖种群与日本品系的标准[6], 但没有明确可否作为日本品系与其他种群的鉴别标准; 在中华鳖5群体的Cyt b比较研究中, 发现了日本群体特有单倍型, 可以鉴别日本群体和其他群体, 但是乌鳖群体与其他群体存在共享单倍型[7], 因而, 此方法不能作为乌鳖群体有效的鉴定标记; 在中华鳖日本品系和清溪乌鳖的12S rRNA基因比较研究中发现, 二者无共享单倍型, 表明二者有着良好的分子鉴别标准[8], 但并未与中华鳖其他种群作比较, 鉴定范围有一定的局限性。目前在中华鳖16S rRNA方面还未有相关报道, 本研究拟以中华鳖日本品系、清溪乌鳖2个国家水产新品种为研究材料, 并以黄河群体和台湾群体作为对照群体, 开展群体16S rRNA基因的克隆、测序与多态性分析, 旨在进一步探究两个国家新品种的种质特性, 筛选出特异性的SNP标记, 为中华鳖新品种的种质鉴定和种质保护提供技术依据, 并指导今后的育种工作。

1  材料与方法

1.1  实验动物

中华鳖日本品系群体(以下简称日本品系)品种审定后第二代, 采自浙江萧山省级中华鳖日本品系良种场, 规格为(750±50) g的健康个体20个。清溪乌鳖群体(以下简称乌鳖)品种审定后第二代, 采自浙江德清省级清溪乌鳖良种场, 规格为(475±35) g的健康个体20个。黄河群体(以下简称黄河鳖)原种第五代和台湾群体(以下简称台湾鳖)原种第五代各20只个体, 分别采自浙江绍兴国家级中华鳖原种场和浙江德清一养殖基地作为对照。分别取肌肉组织, 用TaKaRa基因组总DNA提取试剂盒提取DNA, 将提取的DNA稀释至100 mg/L, 并用1.5%的琼脂糖凝胶电泳检测其完整性, 保存于−20℃备用。

1.2  PCR扩增和测序

参考彭巧玲等[9]的方法并加以改进, 用两对引物F1 5′-AAAGCATTCAGTTTACACCTGA- 3′/ R1 5′-AAGTTCCGCAGGGTCTTCTCG-3′和F2　5′-ACAGGAGCGTAGGATAAGAAAG-3′/R2 5′-A TTGGGGAGGGGAGTTG-3′对4群体中华鳖的16SrRNA基因全长进行扩增。PCR 的循环参数为: 95℃预变性3 min; 95℃变性30 s, 55℃退火30 s, 72℃延伸1 min, 共35个循环; 循环结束后72℃再延伸7 min。扩增产物用1.5%琼脂糖凝胶检测, 并用ABI Prism377 DNA sequencer 直接对PCR产物进行双向测序。

1.3   数据分析

测序所得序列用DNAman软件进行拼接, 用Clustal X[10]软件进行比对并进行人工校正, 对变异次数少于3次的个体进行重复测序以验证准确性。对比后的序列用Dnasp 4.0[11]分析软件进行单倍型以及多样性参数分析, 用Mega 4.1[12]计算单倍型和群体间遗传距离, 并构建Bootstrap单倍型MP进化树。

2  结果与分析
2.1  序列变异位点分析

对4个地理群体共80个个体的全长16S rRNA 基因进行扩增对比, 在全长约1 606 bp的片段中, 共发现53个变异位点, 其中6个插入/缺失位点、37个转换位点(C与T之间28个, A与G之间9个), 8个颠换位点(A与C之间3个, T与G之间1个、A与T之间4个)和2个转换和颠换同时存在的位点。

这些变异位点构成16个单倍型(图1), 单倍型在群体间的分布如表1所示, 其中黄河鳖3个, 日本品系2个, 乌鳖8个, 台湾鳖3个。由于各群体间均存在群体特异性保守变异位点, 不同群体之间未发现共享单倍型。在黄河鳖中, 单倍型 Hap1为主体单倍型, 数目为18个; 在日本品系中, 单倍型Hap5为主体单倍型, 数目为19个; 在乌鳖中, 单倍型Hap6为主体单倍型, 数目为8个; 在台湾鳖中, 单倍型Hap15为主体单倍型, 数目为14个。
2.2  单倍型遗传距离分析

16种单倍型的遗传距离(P-distance)分析结果见表2, 由表2可已看出, 各个单倍型之间的遗传距离介于0.021~5.253, 遗传距离变化较大。其中黄河鳖(Hap1~Hap3)和日本品系(Hap4, Hap5)之间的遗传距离较近, 清溪乌鳖(Hap6~Hap13)与台湾鳖(Hap14~Hap16)之间的遗传距离较近, 而黄河群体和日本品系与乌鳖和台湾鳖遗传距离相对较
表1  不同地理群体中华鳖16S rRNA的单倍型分布

Tab.1  Distribution of haplotypes of 16S rRNA gene in different Pelodiscus sinensis populations
	单倍型

haplotype
	日本品系

Japanese population
	乌鳖

Qingxi black mutant population
	黄河鳖

Yellow River population
	台湾鳖

Taiwan population
	个体数目

number of individuals

	Hap1
	0
	0
	18
	0
	18

	Hap2
	0
	0
	1
	0
	1

	Hap3
	0
	0
	1
	0
	1

	Hap4
	1
	0
	0
	0
	1

	Hap5
	19
	0
	0
	0
	19

	Hap6
	0
	8
	0
	0
	8

	Hap7
	0
	1
	0
	0
	1

	Hap8
	0
	2
	0
	0
	2

	Hap8
	0
	2
	0
	0
	2

	Hap10
	0
	2
	0
	0
	2

	Hap11
	0
	1
	0
	0
	1

	Hap12
	0
	3
	0
	0
	3

	Hap13
	0
	1
	0
	0
	1

	Hap14
	0
	0
	0
	2
	2

	Hap15
	0
	0
	0
	14
	14

	Hap16
	0
	0
	0
	4
	4


表2  中华鳖16种单倍型之间的遗传距离分析

Tab. 2  Genetic distance of 16 haplotypes of Pelodiscus sinensis
	单倍型

haplotype
	Hap1
	Hap2
	Hap3
	Hap4
	Hap5
	Hap6
	Hap7
	Hap8
	Hap9
	Hap10
	Hap11
	Hap12
	Hap13
	Hap14
	Hap15
	Hap16

	Hap1
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Hap2
	0.021
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Hap3
	0.022
	0.044
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Hap4
	0.043
	0.021
	0.067
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Hap5
	0.021
	0.043
	0.044
	0.021
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Hap6
	4.088
	4.016
	4.028
	4.088
	4.168
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Hap7
	4.016
	4.088
	3.957
	4.168
	4.088
	0.021
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Hap8
	4.088
	4.016
	4.028
	4.088
	4.168
	0.043
	0.065
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Hap9
	4.229
	4.147
	4.168
	4.229
	4.318
	0.044
	0.067
	0.044
	
	
	
	
	
	
	
	

	Hap10
	4.168
	4.088
	4.106
	4.168
	4.255
	0.021
	0.043
	0.021
	0.022
	
	
	
	
	
	
	

	Hap11
	4.168
	4.088
	4.106
	4.168
	4.255
	0.021
	0.043
	0.065
	0.067
	0.043
	
	
	
	
	
	

	Hap12
	5.049
	4.908
	4.981
	5.049
	5.208
	0.095
	0.120
	0.095
	0.098
	0.070
	0.070
	
	
	
	
	

	Hap13
	4.908
	4.781
	4.843
	4.908
	5.049
	0.070
	0.095
	0.070
	0.073
	0.046
	0.095
	0.021
	
	
	
	

	Hap14
	4.843
	4.719
	4.779
	4.843
	4.981
	0.213
	0.241
	0.213
	0.223
	0.185
	0.185
	0.239
	0.271
	
	
	

	Hap15
	4.908
	4.781
	4.843
	4.908
	5.049
	0.252
	0.282
	0.252
	0.265
	0.223
	0.223
	0.286
	0.320
	0.022
	
	

	Hap16
	5.100
	4.963
	5.036
	5.100
	5.253
	0.398
	0.431
	0.398
	0.421
	0.363
	0.363
	0.465
	0.504
	0.100
	0.072
	


远, 其中Hap5与Hap16的遗传距离最远(5.253)。用Mega 4.1软件计算不同群体间的平均遗传距离显示, 黄河鳖和日本品系的遗传距离最近, 为0.001, 其次为乌鳖和台湾鳖为0.005, 乌鳖和黄河鳖、日本品系和台湾鳖均为0.023, 黄河鳖和台湾鳖的平均遗传距离最大, 均为0.024。

2.3  遗传多样性分析

四群体中华鳖的相关遗传多样性参数见表2, 
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图1  中华鳖16S rRNA中16种单倍型的序列

阴影区域为群体特异性位点, 上方的数字每一纵行表示位点在基因中的位置.
Fig.1  Sequences of 16 haplotypes detected in 16S rRNA of Pelodiscus sinensis
Population specific sites showed in shadow area and the vertical numbers at the top indicate the corresponding positions in the gene.
可见乌鳖的遗传多样性最高, 其次是台湾鳖, 再次是黄河鳖, 日本品系的多样性最低。


2.4  单倍型进化树的构建

对4群体个体中的16种单倍型构建MP进化树(图2)。如图2所示, Hap1~Hap3所代表的的黄河鳖个体和Hap4~Hap5所代表的日本品系个体聚为一支, Hap6~Hap13所代表的乌鳖个体和Hap14~Hap16所代表的台湾鳖个体聚为一支。说明日本品系和黄河鳖的亲缘关系很近, 而乌鳖和台湾鳖也有着较近的亲缘关系。
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图2  中华鳖16S rRNA中16种单倍型的MP进化树

YP: 黄河鳖; JP: 日本品系; WP: 乌鳖; TP: 台湾鳖

Fig.2  MP tree of 16 haplotypes based on 16S rRNA gene of
 P. sinensis
YP: Yellow River population; JP: Japanese population; 
WP: Qingxi black mutant population; TP: Taiwan population.
表3  4个群体中华鳖的遗传多样性参数

Tab.3  Genetic diversity parameters of 16S rRNA among the four analyzed populations

	群体

population
	群体内突变位点数

number of mutations
	单倍型数

number of haplotypes
	核苷酸多态性

nucleotide diversity
	单倍型多态性

haplotype diversity
	Tajima’s D values

	日本品系
Japanese population
	1
	2
	0.00006
	0.100
	1.16439 (P>0.10)

	清溪乌鳖Qingxi black mutant population
	7
	8
	0.00125
	0.821
	0.07116 (P>0.10)

	黄河鳖
Yellow River population
	2
	3
	0.00012
	0.195
	1.51284 (P>0.10)

	台湾鳖
Taiwan population
	4
	3
	0.00075
	0.484
	0.18621 (P>0.10)


3  讨论

3.1  中华鳖培育新品种的群体遗传多样性

丰富的遗传多样性是种质资源保护与品种选育的基础。在海湾扇贝(Argopecten irradians)、大西洋鲑(Salmo salar)、尖吻鲈(Lates calcarifer)等水生动物中的多样性研究中发现, 人工养殖群体较自然群体相比, 遗传多样性会有所降低[1315], 在黄河鳖世代选育F1、F2和F3的遗传多样性比较研究中也发现类似现象, 随着选育代数的增加, 遗传多样性呈降低趋势[16]。遗传多样性的降低可能由3种原因造成, 即始祖效应、遗传漂变和近亲育种。因而在中华鳖育种繁育过程中, 应注意遗传多样性的保护工作。本研究在4个中华鳖群体的多样性研究中发现, 日本品系的遗传多样性最低(0.100), 这可能是由于日本品系群体种质较纯, 多态性也相应降低; 乌鳖的遗传多样性最高(0.821), 这可能与其育种亲本本身多样性高有关, 以前的相关研究表明太湖群体有着很高的遗传多样性[17], 而乌鳖是太湖流域中捕获而来的体色突变种, 并且体色稳定遗传, 通过体色选纯, 因而可能保留了原有野生种较高的多态性。

3.2  中华鳖的SNP标记

近年来, 由于中华鳖种质混杂的问题日益突出, 开发有效的中华鳖的种质鉴定方法越来越迫切。目前中华鳖的种质鉴定主要基于形态学、同工酶和RAPD鉴别。形态学鉴定由于误差大, 而且市场上的种苗大多为鳖卵, 因而不能成为准确的鉴别方法; 同工酶由于存在一定的组织特异性, 并且不同生长阶段也存在差异, 因而准确度也无法保证; RAPD作为DNA标记技术在准确性上有了很大提高, 但是由于其重复性差, 而且对模板要求高, 因而其鉴别的稳定性受到限制。DNA标记由于不受生长发育阶段和外形差异等因素的干扰, 是一种理想的种质鉴别技术。目前在中华鳖的分子标记相关研究中主要基于第一代分子标记和第二代分子标记, 对第三代分子标记(SNP标记)的相关研究鲜有报道。基于SNP位点, 可以结合相应的方法来检测SNP位点以达到鉴定种质的目的。陈合格等[1819]通过对中华鳖、砂鳖(Pelodiscus axenaria)和山瑞鳖(Palea steindachneri)12S rRNA和Cyt b基因的部分片段的差异位点进行PCR- RFLP检测, 达到了鉴别3种鳖属物种的目的。但是未见在中华鳖不同群体间通过检测SNP位点以鉴定种质的相关报道。

本研究对4个群体的中华鳖的16S rRNA全长进行对比分析, 在各群体间均为发现共享单倍型, 表明各个群体间有着良好的种质鉴别基础, 如图1所示, 共发现8个群体特异性SNP位点, 其中乌鳖中3个, 分别在64、170和593位; 黄河鳖中1个, 在594位; 台湾鳖中4个, 分别在170、444、1 531和1 605位; 并且在日本品系的506位发现一特异性插入位点。由于线粒体为母性遗传, 面对目前中华鳖种质混杂的情况, 线粒体标记用于单个或少量个体的种质鉴定有一定的局限性, 但是其可作为鉴定一个群体种质是否纯正的有效手段, 基于这些群体特异性位点, 今后可以通过PCR-RFLP、引物延伸法、高分辨率溶解曲线等方法来检测这些变异位点, 为种质鉴定提供一定依据。

3.3  关于中华鳖日本品系起源的探讨

中华鳖虽无有效的亚种分化, 却存在地理差异, 中国大陆的中华鳖群体大致可分为北方群体、黄河群体、太湖群体、洞庭湖群体、鄱阳湖群体、西南群体和台湾群体。中华鳖日本品系是由杭州萧山天福生物科技有限公司于1995年从日本引进中华鳖而培育获得的新品种。日本中华鳖主要分布在日本关东以南的佐贺、大分和福冈等地, 最初是由中国大陆引进的, 并且有起源于太湖流域的说法(但并无相关文献报道)[20]。

然而, 群体间平均遗传距离显示, 日本品系的遗传距离与黄河鳖最近, 为0.001, 而与乌鳖和台湾鳖较远, 分别为0.023和0.024。从图1中也可以看出, 日本品系与黄河品系的单倍型差异很小, 而与其他品系差异很大。单倍型MP进化树(图2)显示, 日本品系和黄河鳖首先聚为一支。推测最初引进日本的中华鳖起源于中国的黄河流域, 而并非太湖流域。本研究发现, 除日本品系外, 黄河鳖的遗传多态性最低, 此结果与基于RAPD的相关研究相似[17], 若假设日本品系最初起源于黄河流域, 那么其多态性与黄河鳖接近并且较之稍低也较为合理。有关其起源问题, 还有待更多的研究证据来支撑这一观点。
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Comparative analyses of 16S rRNA genetic diversity in newly cultured varieties of Pelodiscus sinensis
ZHANG Chao1,2, ZHANG Haiqi2, XU Xiaojun2, HE Zhongyang2, WANG Chunlin1
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Abstract: The Chinese soft-shelled turtle (Pelodiscus sinensis) is one of the most important commercial freshwater species in China and, in recent years, its aquaculture has developed rapidly. However, with the expansion in cultivation scale, promiscuity and mixing between different populations has necessitated research on the genetic diversity of this species. A Japanese breed and Qingxi black mutant population are two new varieties of P. sinensis now found in China. Molecular research on these two new varieties is of great importance in the identification, germplasm protection and guidance of breeding studies on P. sinensis. In this study, the 16S rRNA gene from 80 individuals of four populations (Yellow River, Japanese, Qingxi black mutant and Taiwan) of P. sinensis was amplified and sequenced for analyses of mutations, diversity parameters and phylogenetic relationships. A total of 53 mutation sites were detected in the studied gene including nine specific sites. A total of three specific sites were detected in the Qingxi black mutant population, one in the Japanese breed, one in the Yellow River population and four in the Taiwan population. The Qingxi black mutant population displayed the highest haplotype genetic diversity (0.821) followed by the Taiwan (0.484), Yellow River (0.195) and Japanese populations (0.100). The detected mutant sites added up to 16 haplotypes, including three in the Yellow River population, two in the Japanese, eight in the Qingxi black mutant and three in the Taiwan population. Phylogenetic relationship and genetic distance analyses showed a similar result in that the Yellow River and Qingxi black mutant population reflected a relatively closer relationship to the Japanese and Taiwan population, respectively. Phylogenetic trees of haplotypes indicated that the four populations showed clear differentiation and can be identified effectively. The Japanese and Yellow River populations displayed a close relationship, indicating that the Pelodiscus sinensis Japanese breed possibly originated in the Yellow River basin of China.
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