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摘　 要： 采用特异性引物对中华刺鳅基因组 ＤＮＡ 进行扩增和测序，获得了江苏省 ５ 个湖泊的中华刺鳅种群线粒体 ｃｙｔ ｂ
基因 ７６７ ｂｐ 的序列． 分析表明，ｃｙｔ ｂ 基因中 Ａ＋Ｔ 含量略高于 Ｇ＋Ｃ 含量，１４４ 个中华刺鳅共获得 ｃｙｔ ｂ 基因单倍型 ２８ 个，变
异位点 ３８ 个，其中单倍型 Ｈａｐ１ 分布最为广泛，可能为祖先型单倍型． 平均单倍型多样性和平均核苷酸多样性指数分别

为 ０．５８７５１ 和 ０．００２１４，遗传多样性较低． 群体间遗传分化系数为 ０．０３５６，绝大多数的遗传变异都来自群体内部，而群体间

的遗传分化极小． 构建的系统进化树未出现明显的以单个湖泊群体的聚簇，５ 个湖泊的种群间基因交流极其强烈． 研究结

果表明，当前 ５ 个湖泊的中华刺鳅遗传多样性水平比较低，亟待加强保护．
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中华刺鳅（Ｍａｓｔａｃｅｍｂｅｌｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ）属于鲈形目（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）、刺鳅科（Ｍａｓｔａｃｅｍｂｅｌｉｄａｅ）、刺楸属（Ｍａｓｔａ⁃
ｃｅｍｂｅｌｕｓ），俗称石铲、刀鳅、钢鳅等，是广泛分布我国辽河、黄河、长江、钱塘江、珠江等水系的中小型淡水鱼

类［１］ ． 改革开放以来，由于人为活动和江河环境污染，特别是农作物秸秆向水体中抛置，导致水体污染严重，
中华刺鳅野生资受到严重破坏． 目前，中华刺鳅资源量不断下降．

ｃｙｔ ｂ 基因作为常用线粒体 ＤＮＡ 分子标记，具有较强的中间解析和鉴别能力，广泛应用于动物的群体遗

传结构、物种鉴别和系统进化的研究中［２⁃５］ ． 近年来，ｃｙｔ ｂ 基因也越来越多地应用于鱼类遗传多样性研究． 赵
凯等［６］分析了黄河上游和柴达木盆地托索湖的裸裂尻鱼 ｃｙｔ ｂ 基因序列变异，初步认为黄河和柴达木水系托

索湖的裸裂尻鱼未显著分化，两种群表现出较低水平的遗传多样性． 阎雪岚等［７］ 采用 ｃｙｔ ｂ 序列分析了采自
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１０３２　 Ｊ． Ｌａｋｅ Ｓｃｉ．（湖泊科学），２０１６，２８（５）

新疆克孜河 ３ 个群体的塔里木裂腹鱼及 １ 个斑重唇鱼群体的种群遗传多样性和遗传结构，结果显示克孜河

的塔里木裂腹鱼和斑重唇鱼均处于很低的遗传多样性水平，物种维持力较弱． 赵峰等［８］ 采用 ｃｙｔ ｂ 基因片段

为遗传标记，对黄海南部和东海的 ６ 个银鲳群体遗传结构进行了分析，结果表明 ６ 个群体均呈现出高单倍型

多样性和低核苷酸多样性的特点，群体间具有高度的基因交流，是一个随机交配群体． 田辉伍等［９］ 则利用

ｃｙｔ ｂ 基因研究了长江上游的长江干流、岷江、赤水河和嘉陵江的 ８ 个群体长薄鳅的遗传结构，表明长薄鳅种

群内的变异大于种群间的变异，种群基因交流十分频繁． 目前，有关刺鳅的研究很少，仅有的几篇报道主要

集中于基础生物学［１０⁃１５］ 、病害研究［１６］以及分类地位讨论［１７⁃２２］ ． 尤其是其分类地位一直存在争议，存在刺鳅

（Ｍａｓｔａｃｅｍｂｅｌｕｓ ａｃｕｌｅａｔｕｓ）和中华光盖刺鳅（Ｐａｒａｒｈｙｎｃｈｏｂｄｌｌａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ）等多种学名，倪勇与伍汉霖先生［１］ 根据

其形态特征比对，最终确定了其分类地位，学名为中华刺鳅（Ｍａｓｔａｃｅｍｂｅｌｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ）． 本研究对采自江苏省 ５
个湖泊中华刺鳅种群 ｃｙｔ ｂ 片段进行了测序与比较分析，研究 ５ 个湖泊中华刺鳅群体间的遗传多样性和遗传

结构，以深入了解和掌握 ５ 个湖泊中华刺鳅种群当前的种质资源现状，为其今后的保护与开发提供基础分

子生物学依据．

１ 材料和方法

１．１ 研究材料

实验用中华刺鳅于 ２０１５ 年 ５ ７ 月采集自江苏省苏中和苏北地区的 ５ 个湖泊水域，分别为江苏淮安的

白马湖（Ｂ）、高邮湖（Ｇ）、洪泽湖（Ｈ）、骆马湖（Ｌ）以及江苏泰州的溱潼湖（Ｑ），剪取尾鳍，无水乙醇固定后，
－２０℃ 冷冻保存备用．
１．２ ＤＮＡ 提取

基因组 ＤＮＡ 采用试剂盒提取（Ｓａｎｇｏｎ Ｅｚｕｐ Ｃｏｌｕｍｎ Ａｎｉｍａｌ Ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ Ｋｉｔ） ． 总 ＤＮＡ 经检

测后稀释至 １００ ｎｇ ／ μｌ，－２０℃冷冻保存备用．
１．３ ＰＣＲ扩增及测序

参照 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中大刺鳅（Ｍａｓｔａｃｅｍｂｅｌｕｓ ａｒｍａｔｕｓ）的线粒体全序列（登入号：ＫＪ１８４５５３），设计引物

扩增 ｃｙｔ ｂ 基因，引物序列为 Ｆ：５’⁃ＡＴＣＣＣＴＣＣＴＧＧＧＡＣＴＣＴＧＴＣ⁃３’；Ｒ：５’⁃ＣＧＴＧＴＧＧＡＧＧＡＴＴＧＧＧＡＣＡＡ⁃３’，
引物由上海生工生物公司合成． ＰＣＲ 反应体系为 ５０ mｌ：模板 ＤＮＡ ５０ ｎｇ；２×ＰＣＲ Ｍｉｘ ２５ mｌ（包含 Ｔａｑ 酶

２．５Ｕ，ｄＮＴＰｓ １０ mｍｏｌ，ＭｇＣｌ２ ０．１ ｍｍｏｌ），上、下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ mｌ，其余体积用水补足． 反应程序为：
９４℃预变性 ２ ｍｉｎ，９４℃变性 ４５ ｓ，６２℃退火 １ ｍｉｎ，７２℃延伸 １ ｍｉｎ，经 ３５ 个循环后再 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎ． ＰＣＲ
产物经割胶纯化后，直接送上海生工生物公司利用正反引物进行双向测序．
１．４ 数据分析

根据测序峰图对双向测序序列进行人工拼接，之后用 ＢｉｏＥｄｉｔ ７．０．５［２３］ 软件比对获得同源序列，ＭＥＧＡ ６．０
软件［２４］分析碱基的组成，并构建系统进化树． ＤｎａＳＰ 软件［２５］统计变异位点类型与数目，计算单倍型种类、平均

核苷酸差异数、单倍型多样性指数和核苷酸多态性等，用 Ａｒｌｅｑｕｉｎ３．０１ 软件［２６］中的 Ｋｉｍｕｒａ ２⁃Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ 方法构

建 ５ 个种群间的遗传距离，分子生物学方差分析（ＡＭＯＶＡ）方法计算遗传分化指数（Ｆｓｔ）及遗传变异组成．

２ 结果

２．１ 序列分析

５ 个湖泊中华刺鳅种群 １４４ 个个体的 ｃｙｔ ｂ 基因，经拼接比对后，获得长度为 ７６７ ｂｐ 的同源序列． ＭＥＧＡ ６
软件分析表明，Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ 碱基组成平均为 ２９．２％ 、３０．１％ 、２６．１％ 和 １４．６％ ，Ａ＋Ｔ 含量为 ５５．３％ ，略高于 Ｇ＋Ｃ
含量． 序列共发现多态性位点 ３８ 个，占核苷酸总数的 ４．９５％ ，其中包含 １８ 个单态突变位点和 ２０ 个简约信息

位点，未检测到碱基缺失． １４４ 个个体中共检出 ２８ 个单倍型序列，所有单倍型序列已提交至 ＧｅｎｅＢａｎｋ （登入

号：ＫＴ４４８７８６～ＫＴ４４８８１３），种群间共享单倍型共 ８ 个，其中单倍型 Ｈａｐ１ ５ 个群体间都有分布且数量也大，
可能是原始单倍型（表 １）． ５ 个种群的单倍型平均多样性指数为 ０．５８７５１，平均核苷酸差异数为 １．６３９４７，平
均核苷酸多样性指数为 ０．００２１４（表 ２）． ５ 个湖泊的中华刺鳅群体中，高邮湖群体的单倍型多样性指数最高，
溱潼湖群体的核苷酸多样性指数最高，而骆马湖群体的单倍型多样性指数和核苷酸多样性指数均为最低．



赵子明等：五个湖泊中华刺鳅（Ｍａｓｔａｃｅｍｂｅｌｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ）种群线粒体细胞色素 ｂ 遗传多样性分析 １０３３　
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１０３４　 Ｊ． Ｌａｋｅ Ｓｃｉ．（湖泊科学），２０１６，２８（５）

表 ２ ５ 个湖泊的中华刺鳅种群的单倍型及遗传多样性参数

Ｔａｂ．２ Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｓｐｉｎｙ ｅｅｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｆｉｖｅ ｌａｋｅｓ

湖泊 样本数 单倍型数 多态位点数 单倍型多样性 平均核苷酸差异数 核苷酸多态性

白马湖 ３０ ８ ９ ０．４６６６７ ０．９０１１５ ０．００１１７
高邮湖 ２８ １１ ２１ ０．７１４２９ ２．３５９７９ ０．００３０８
洪泽湖 ２８ １０ １１ ０．６７１９６ １．１２９６３ ０．００１４７
骆马湖 ２９ ８ ６ ０．６４２８６ ０．８１７７３ ０．００１０７
溱潼湖 ２９ ５ １６ ０．４２１１８ ２．７８８１８ ０．００３６４
合计 １４４ ２８ ３８ ０．５８７５１ １．６３９４７ ０．００２１４

２．２ 群体变异和遗传结构

将测序获得的 １４４ 个个体的 ｃｙｔ ｂ 基因序列输入 Ａｒｌｅｑｕｉｎ 软件，使用 Ｋｉｍｕｒａ ２⁃Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ 方法构建 ５ 个

湖泊种群间的相对遗传距离和 Ｆｓｔ（表 ３）． ５ 个种群的平均遗传距离为 ０．００２１６，高邮湖种群与溱潼湖种群间

的遗传距离最远为 ０．００３３８，遗传距离最近的是白马湖和骆马湖种群之间为 ０．００１１６． 而 ５ 个湖泊刺鳅种群内

部遗传距离从大到小依次为：溱潼湖（０．００３６８）＞高邮湖（０．００３１１）＞洪泽湖（０．００１４８）＞白马湖（０．００１１８）＞骆
马湖 （０．００１０７）． ５ 个种群的平均 Ｆｓｔ为 ０．０３５５６，５ 个湖泊的中华刺鳅种群间存在一定的遗传分化，但是种群

间的 Ｆｓｔ值均较低，种群间 Ｆｓｔ显著性检验有近一半（Ｐ＞０．０５），表明 ５ 个湖泊中华刺鳅种群间存在较大的基因

流，遗传分化差异较低（表 ４）．

表 ３ ５ 个湖泊的中华刺鳅种群间 Ｋ ２⁃Ｐ 遗传距离和遗传分化系数

Ｔａｂ．３ Ａｖｅｒａｇｅ Ｋ ２⁃Ｐ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎｄｉｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｐｉｎｙ ｅｅｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｆｉｖｅ ｌａｋｅｓ

湖泊 白马湖 高邮湖 洪泽湖 骆马湖 溱潼湖

白马湖 ０．０２０２８ ０．０３７７３∗∗ ０．０３３８８ ０．０５６９８∗

高邮湖 ０．００２１９ ０．０１８７６ ０．０２７９１∗ －０．００４９４
洪泽湖 ０．００１３８ ０．００２３４ 　 －０．０１２１６ ０．０７１５５∗∗

骆马湖 ０．００１１６ ０．００２１５ ０．００１２６ ０．０８２７１∗∗

溱潼湖 ０．００２５７ ０．００３３８ ０．００２７８ ０．００２５９

∗表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；∗∗表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）；对角线上方数值表示种内分化系数；对角线下方数值表示群
体间遗传距离．

表 ４ ５ 个湖泊中华刺鳅种群间遗传差异的 ＡＭＯＶＡ 分析

Ｔａｂ．４ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＭＯＶＡ ｏｆ ｓｐｉｎｙ ｅｅｌ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｆｉｖｅ ｌａｋｅｓ

变异来源 自由度 平方和 变异组成 百分比％

种群间 ４ ６．５６６ ０．０２９３６ ３．５６
种群内 １３９ １１０．６５７ ０．７９６０９ ９６．４４
合计 １４３ １１７．２２２ ０．３５７７８

ＡＭＯＶＡ 法估算 ５ 个群体间遗传变异结构和

来源的结果表明，种群间的变异占总变异的

３．５６％ ，而种群内的变异对总变异的贡献率达到

９６．４４％ （表 ４），种群内未出现遗传分化． 另外，用
ＤｎａＳＰ 软件分析单倍型数据所得遗传分化系数

（Ｇｓｔ）为 ０．０１０９２，基因流（Ｎｍ）为 ２２．６５；而 １４４ 个

个体的 Ｇｓｔ为 ０．０５６０１，Ｎｍ 为 ４．２１，也表明种群间

的基因交流很频繁．
２．３ 系统进化分析

将 １４４ 个中华刺鳅个体的 ｃｙｔ ｂ 基因序列输入 ＭＥＧＡ６ 软件，对 ５ 个湖泊群体进行系统进化分析，得到

ＵＰＧＭＡ 系统进化树（图 １Ａ）． ５ 个中华刺鳅群体没有明显聚类，形成了单系类群，京杭大运河水系连接的白

马湖、骆马湖、洪泽湖和高邮湖群体首先聚类，最后与溱潼湖聚合． 而 １４４ 个个体的构建的 ＵＰＧＭＡ 系统进化

树则表明，５ 个群体的个体都没有独立聚类，相互散布在不同的地理群体中（图 １Ｂ）．
２．４ 群体历史动态

用 Ｆｕ’Ｆｓ 检验方法检验 ５ 个湖泊中华刺鳅群体的中性突变，结果表明种群的整体 Ｆｓ ＝ －２３．８８７（Ｐ＜
０．０５），显著偏离中性突变，表明 ５ 个中华刺鳅群体整体上有一定的扩张趋势，但白马湖、骆马湖、高邮湖和洪



赵子明等：五个湖泊中华刺鳅（Ｍａｓｔａｃｅｍｂｅｌｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ）种群线粒体细胞色素 ｂ 遗传多样性分析 １０３５　

图 １ ５ 个湖泊中华刺鳅群体间（Ａ）及个体间（Ｂ）的 ＵＰＧＭＡ 系统进化树

Ｆｉｇ．１ Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｐｉｎｙ ｅｅｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ （Ａ） ａｎｄ １４４ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ （Ｂ）
ｆｒｏｍ ｆｉｖｅ ｌａｋｅｓ ｂｙ ＵＰＧＭＡ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ

泽湖群体的 Ｆｓ 值都小于 ０，而溱潼湖群体的 Ｆｓ 值大于 ０． 所有个体的线粒体 ｃｙｔ ｂ 基因序列进行碱基歧点分

布分析，个体间碱基歧点分布的观测曲线与期望曲线大体一致，中间只有一个较低的凸起（图 ２），表明 ５ 个

湖泊的中华刺鳅历史上种群相对比较稳定，经历过一个比较小的种群扩张事件．

３ 讨论

３．１ 群体遗传多样性

本研究获得了 ５ 个湖泊中华刺鳅群体的线粒体 ｃｙｔ ｂ 基因片段，序列碱基组分析表明，中华刺鳅线粒体

ｃｙｔ ｂ 基因的 Ａ＋Ｔ 含量为 ５５．３％ ，略高于 Ｇ＋Ｃ 平均含量，而 Ｇ 含量显著低于其他碱基，表现出反 Ｇ 偏倚，与
其他动物线粒体 ＤＮＡ 的研究结果一致［２７］ ．



１０３６　 Ｊ． Ｌａｋｅ Ｓｃｉ．（湖泊科学），２０１６，２８（５）

图 ２ ５ 个湖泊的中华刺鳅群体线粒体 ｃｙｔ ｂ 基因错配碱基分布

Ｆｉｇ．２ Ｔｈｅ ｍｉｓｍａｔｃｈ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ＤＮＡ ｃｙｔ ｂ ｏｆ ｓｐｉｎｙ ｅｅｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｆｉｖｅ ｌａｋｅｓ

遗传多样性是一个物种长期生存和进化的前提，物种的遗传多样性越高，该物种的进化潜力也就越大，
对环境变化的适应能力也就越强［５］ ． 本研究获得 ５ 个湖泊 １４４ 尾中华刺鳅 ｃｙｔ ｂ 基因 ７６７ ｂｐ 的序列，共获得

基因单倍型 ２８ 个，变异位点 ３８ 个，单倍型多样性和核苷酸多样性分别为 ０．５８７５１ 和 ０．００２１４，说明江苏省 ５
个湖泊的中华刺鳅单倍型多样性和核苷酸多样性都很低，远低于黄颡鱼［４］（０．９４５、０．００４１９）和福建近海竹荚

鱼［２８］（０．９３７、０．３３６）等经济鱼类的 ｃｙｔ ｂ 基因单倍型多样性和核苷酸多样性，甚至低于野生濒危物种鱇浪白

鱼［５］（０．９９６、０．００４３４） ｃｙｔ ｂ 基因的单倍型多样性和核苷酸多样性，仅与濒危物种青海湖裸鲤［２９］ （０．７８３、
０．００２０５）、黄河裸体裂尻［６］（０．７００、０．００２６）和长薄鳅［９］（０．６０８５２、０．０００８９） ｃｙｔ ｂ 基因的单倍型多样性和核苷

酸多样性相当，高于怒江角鱼［３０］（０．５７９、０．０００７０） ｃｙｔ ｂ 基因单倍型多样性和核苷酸多样性． 如此低的遗传多

样性，可能意味着中华刺鳅种群曾经历过“瓶颈效应”的打击［３１］ ，说明当前该物种的进化潜力比较低，对环

境变化的适应能力很弱，存在着较大的灭绝风险．
３．２ 种群遗传结构

ＡＭＯＶＡ 分析表明，种群内的遗传变异显著超过各种群间的遗传变异，占全部遗传变异的 ９６．４４％ ，这表

明中华刺鳅群体间差异不显著，群体间未出现遗传分化．
Ｆｓｔ值可以反映群体之间的遗传分化程度，当 Ｆｓｔ值介于 ０～ ０．０５ 时表示分化较弱． 本文中 ５ 个湖泊中华

刺鳅群体的 Ｆｓｔ值为 ０．０３５６，说明 ５ 个中华刺鳅种群间存遗传分化较弱，不存在显著的系统地理分化． Ｓｈａｋｌｅｅ
等［３２］根据已发表的文献认为鱼类在种群、种和属三级水平上的遗传距离 Ｄ 值分别为 ０．０５、０．３０ 和 ０．９． 中华

刺鳅 ５ 个湖泊群体间遗传距离为 ０．００２１６，说明中华刺鳅群体间的遗传分化极低，远没有达到种群的分化水

平． 另外，与其他鱼类群体间的遗传距离相比较（０．０３５ ～ ０．０１９） ［３３］ ，中华刺鳅群体间遗传距离（０．００１１６ ～
０．００３３８）可以看出，中华刺鳅种群无论是群体间还是群体内部序列差异都极小，说明其遗传多样性水平极

低． Ｗｒｉｇｈｔ 提出种群 Ｎｍ＞４ 时，群体就是一个随机的单位［３４］ ． 而本研究中单倍型间的 Ｎｍ 高达 ２２．６５，个体间

的 Ｎｍ 为 ４．２１，表明 ５ 个群体间基因流动的相当强烈，也进一步说明中华刺鳅种群间未出现分化，应作为一

个整体进行资源保护． 系统进化分析表明 ５ 个湖泊的中华刺鳅群体没有明显聚类，形成了单系类群． 以上结

果都表明中华刺鳅 ５ 个湖泊群体在 ｃｙｔ ｂ 水平上未出现群体遗传分化． Ｇｒａｎｔ 等依据单倍型多样度 ｈ 和核苷

酸多样度 π 推测了鱼类群体的 ４ 种进化情景［３５］ ，本研究中 ５ 个湖泊的中华刺鳅种群遗传多样性低，遗传没

有分化，接近于低 ｈ、低 π 情形，可能因为湖泊间地理距离近，水系连通，使得基因交流的可能性很大；同时，
也可能存在建立者效应，即 ５ 个湖泊的中华刺鳅群体都源于单一建立者；此外，江河等水体环境污染和人为

活动导致栖息地减少，致使中华刺鳅群体数量急剧下降，而群体变小后，瓶颈效应和遗传漂变可能在某种程

度上导致其遗传多样性的降低，损失的遗传变异也会增多．
遗传多样性是生命进化的基础，遗传多样性的缺失会威胁到种群的生存． 本研究以 ｃｙｔ ｂ 基因为工具，研

究了 ５ 个湖泊中华刺鳅群体间的遗传多样性和遗传结构，以深入了解和掌握当前中华刺鳅种质资源现状，
为其今后的保护与开发提供基础分子生物学依据． ５ 个湖泊的中华刺鳅种群处于较低的遗传多样性水平，且



赵子明等：五个湖泊中华刺鳅（Ｍａｓｔａｃｅｍｂｅｌｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ）种群线粒体细胞色素 ｂ 遗传多样性分析 １０３７　

未形成遗传分化，物种维持力较弱． 本研究结果表明当前 ５ 个湖泊的中华刺鳅资源现状不容乐观，亟待加强

保护． 种群一旦遭受破坏，就很难以复，这个宝贵物种也将面临灭绝的危险． 同时，应尽快对其他水域中华刺

鳅遗传多样性现状进行研究，全面了解该物种种质资源现状．
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