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摘要：物种的遗传结构对推断群体历史动态如有效群体大小、地理分布变迁、基因流、
遗传分化等具有重要意义。本实验采用线粒体DNA控制区高变区序列对采自我国海南和
台湾的3个短棘鲾群体进行了遗传学比较研究。结果显示，92尾个体共检测到32个单倍
型，其中共享单倍型7个；单倍型多样性指数的范围为0.61±0.12~0.86±0.05；核苷酸多样
性指数的范围为0.003 3±0.002 4~0.005 3±0.003 4；32个单倍型构建的邻接关系树和最小跨
度树均可分为2个单倍型类群，单倍型类群A共有22个单倍型，全部由海南文昌和三亚新
村群体构成，单倍型类群B共有10个单倍型，除Hap13外，其余全部由台湾新竹群体构
成；台湾新竹群体与海南2个群体之间存在显著差异，但海南文昌群体和三亚新村群体
之间无显著差异；中性检验与核苷酸不配对分布分析的结果均显示，短棘鲾2个单倍型
类群可能发生了群体扩张事件，扩张时间分别为52 500~105 000和67 600~135 200
年前。
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鲾科 (Leiognathidae)鱼类隶属于辐鳍鱼纲

(Actinopterygii)、鲈形目(Perciformes)、鲈亚目

(Percoidei)，是广泛分布于印度—西太平洋海域

沿岸浅水区和河口区的一种体型侧扁的小型食

用鱼类 [1-3]。短棘鲾(Leiognathus equulus)属于鲾

科、鲾属 [4 ]，是鲾科鱼类中体型最大的鱼类之

一[5]，全长可达到24 cm，我国仅东海和南海有分

布 [6-9]。短棘鲾为食用经济鱼类，肉质细嫩；喜

聚集结群，以小型甲壳类和多毛类等底栖动物

为食，主要栖息在泥沙底质的近海和港湾，也

可进入河口区[9]。

物种的遗传结构反映了种群在漫长的进化

过程中产生的地理、生态适应性分化，是推断

群体历史动态如有效群体大小、地理分布变迁、

基因流、遗传分化等的重要依据，对于指导物

种的保护及合理开发利用具有重要意义[10]。自二

十世纪70年代中期开始，随着分子生物学实验技

术的成熟，群体遗传学的研究得到了迅速的发

展，越来越多的分子标记被用来研究鱼类群体

遗传学和系统发育关系[11-13]。作为非编码序列区，

线粒体DNA控制区受到的自然选择压力小，比

线粒体DNA其他编码序列区片段的突变和进化

速率快，是一种有效的种内遗传学研究的标记

片段[13]。目前线粒体DNA控制区序列已经在海洋

鱼类群体遗传学等方面的研究中得到广泛使用[14-15]。

目前，国内外学者对短棘鲾的研究多集中

于资源状况及数量分布 [16-19]、分类学 [4, 20]、繁殖

生物学 [21]和个体发生学及行为学等方面 [5, 22]，至
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今未发现其群体遗传学方面的相关研究报道。

本实验基于线粒体DNA控制区高变区序列对采

自我国海南和台湾的3个短棘鲾群体进行了遗传

学比较研究，揭示短棘鲾群体的遗传多样性和

遗传结构现状，旨在为短棘鲾资源的合理利用

和管理保护提供参考。

1    材料与方法

1.1    样品采集

实验所用短棘鲾样品于2015年4月—2016年
12月分别采自我国台湾新竹、海南文昌和海南三

亚新村(图1，表1)。所有样品皆为成鱼，取其背

部肌肉用95%酒精固定，以便DNA提取。

1.2    DNA提取与序列测定

采用标准的酚 /氯仿抽提法 [23]从约100 mg样
品肌肉组织中提取每个样品的基因组DNA，加

入100 μL TE溶液溶解风干后的DNA，4 °C保存备

用。采用正向引物为5′-CCCACCACTAACTC
CCAAAGC-3′和反向引物为5′-CTGGAAAGAACG
CCCGGCATG-3′对控制区序列进行扩增[24]。

PCR反应体积为25 μL，其中包括50 mmol/L
KCl，10 mmol/L Tris·HCl，pH 8.3，MgCl2 1.5
mmol/L，各种dNTP 200 μmol/L，Ex Taq酶1.25 U，

每个引物各0.2 mmol/L，模板DNA 1 μL，加灭菌

蒸馏水至25 μL。在郎基扩增仪上进行PCR反

应：94 °C变性5 min；94 °C 45 s，50 °C 45 s，
72 °C 45 s，35个循环；72 °C延伸10 min。

为防止模板污染，设置对照实验。扩增产

物送至擎科生物科技有限公司青岛分公司进行

双向测序(3700型全自动序列分析仪，ABI，美国)。

1.3    数据分析

应用Dnastar软件包(DNASTAR, Inc., Madison,
USA)对测序得到的序列片段进行编辑和排序校

对。使用软件DnaSP 5.0[25]和Arlequin 3.5[26]计算短

棘鲾群体遗传学参数。基于Modeltest 3.7软件 [27]

模型筛选得到的核苷酸最佳替换模型，使用MEGA
7.0软件 [28]构建单倍型邻接关系树(图2)[29]，其可

靠性使用1 000次重复抽样进行评估 [ 3 0 ]。利用

Arlequin 3.5[26]软件计算出的单倍型关系和核苷酸

差异数，手工构建单倍型网络图(图3)。
采用Arlequin 3.5[26]软件计算短棘鲾两两群体

间的遗传分化指数Fst值，并用10 000次重复抽样

检测其显著性。使用分子方差分析AMOVA进一

步检测短棘鲾的群体遗传结构[31]。

在软件Arlequin 3.5中，使用中性检验和核

苷酸不配对分布检验来推测短棘鲾的群体历史

动态，中性检验具体为Tajima’s D检验 [32]和Fu’s
Fs检验 [33]；用广义非线性最小方差法对群体扩张

指数θ0、θ1和τ模拟估计，参数τ通过τ=2μt得到，

估算短棘鲾的扩张时间，其中μ是所研究的整个

序列长度的突变速率， t是自群体扩张开始到现

在的时间。

2    结果

实验扩增的3个群体、92尾短棘鲾个体的控

制区高变区的长度均为393 bp。92尾个体中共有32个

表 1    短棘鲾各群体的采样信息和遗传多样性参数

Tab. 1    Sample information and genetic diversity parameters in different populations of L. equulus

群体

population
缩写

ID

采样日期

date of
collection

样品数/个
number of
samples

单倍型数/个
number of
haplotypes

平均核苷酸差异数/个
mean pairwise

difference

单倍型多样度

haplotype diversity
核苷酸多样度

nucleotide diversity

新竹

Xinzhu
XZ 2015-12-12 22   9 1.29±0.84 0.61±0.12 0.003 3±0.002 4

文昌

Wenchang
WC 2015-04-26 35 14 1.54±0.94 0.80±0.06 0.003 9±0.002 7

新村

Xincun
XC 2016-12-24 35 16 2.09±1.20 0.86±0.05 0.005 3±0.003 4
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图 1    短棘鲾的采样地点和单倍型类群分布频率

XZ. 台湾新竹，WC. 海南文昌，XC. 海南三亚新村

Fig. 1    Sample sites and haplotype clade frequencies for
three populations of L. equulus

XZ. Xinzhu, WC. Wenchang, XC. Xincun
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单倍型，其中共享单倍型7个(表2)，单倍型序列

已上传至GenBank数据库，序列号为MN017135~
MN017166。主体单倍型有Hap2、Hap4和Hap25，
其中 H a p 2和 H a p 4为文昌和三亚新村共有，

Hap25为台湾新竹独有。单倍型多样性指数的范

围为0.61±0.12~0.86±0.05；核苷酸多样性指数的

范围为0.003 3±0.002 4~0.005 3±0.003 4(表1)。台

湾新竹的单倍型多样性指数和核苷酸多样性指

数均小于海南文昌和三亚新村。

短棘鲾32个单倍型构建的邻接关系树和最

小跨度树均检测到2个单倍型类群：单倍型类群

A和B(图3)，2者通过4步突变连接。单倍型类群

A共有22个单倍型，全部由海南文昌和三亚新村

群体构成；单倍型类群B共有10个单倍型，除

Hap13外，其余全部由台湾新竹群体构成。单倍

型类群A中的样品个体都分布在海南岛东部沿

海，单倍型类群B的个体大多分布在台湾岛西部

沿海(图2)。
群体分化指数Fst显示，台湾新竹群体与海

南文昌和三亚新村群体之间存在显著差异 (P<
0.05)，但海南文昌群体和三亚新村群体之间无显

著差异 (P>0.05)(表3)。AMOVA分析结果显示，

作为一个组群进行分析时，群体内的遗传变异

占37.56%，群体间变异占62.44%，并且统计检验

极显著(P=0.000 0)(表4)。依据地理位置分布进行

种群细分，短棘鲾群体可以分为两个组群：台

湾组群 (XZ)和海南组群 (WC和XC)。组群间

表 2    短棘鲾三个群体的单倍型分布

Tab. 2    Distributions of haplotypes among
three populations

单倍型

haplotype
新竹

XZ
文昌

WC
新村

XC
单倍型

haplotype
新竹

XZ
文昌

WC
新村

XC

Hap1   1 Hap17 1 

Hap2 14 12 Hap18 1 

Hap3   2   3 Hap19 1 

Hap4   8   6 Hap20 1 

Hap5   1 Hap21 1 

Hap6   1 Hap22 1 

Hap7   1   1 Hap23 1 

Hap8   1   1 Hap24   1 

Hap9   1   1 Hap25 14 

Hap10   1 Hap26   1 

Hap11   1 Hap27   1 

Hap12   1 Hap28   1 

Hap13   1   2 Hap29   1 

Hap14   1 Hap30   1 

Hap15   1 Hap31   1 

Hap16   1 Hap32   1 

表 3    短棘鲾群体间的遗传分化指数(下对角线)和
确切P值(上对角线)

Tab. 3    Pairwise Fst (below diagonal) and exact P values
(above diagonal) among L. equulus populations

群体

populations XZ WC XC

XZ   0.000 0 0.000 0

WC 0.783 6* 0.985 0

XC 0.733 7* −0.016 4
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图 2    短棘鲾控制区单倍型邻接关系树

Fig. 2    Neighbor-joining tree of control region
haplotypes for L. equulus
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图 3    短棘鲾控制区单倍型网络图

Fig. 3    Median-networks showing genetic relationship
among control region haplotypes for L. equulus
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AMOVA分析显示，组间遗传变异为75.37%(P=
0.309 9)，群体内变异为25.01%(P=0.000 0)。

单倍型类群A的单倍型多样度和核苷酸多

样度分别为0.81±0.04和0.003 7±0.002 5，单倍型

类群B的单倍型多样度和核苷酸多样度分别为

0.69±0.10和0.003 3±0.002 4(表5)，可以看出前者

的遗传多样性大于后者。中性检验结果显示，

单倍型类群A的Tajima’s D值为−2.057(P=0.004)，

Fu’s Fs值为−20.868(P=0.000)；单倍型类群B的

Tajima’s  D值为−2.126(P=0.004)，Fu’s  Fs值为

−5.956(P=0.000)(表5)。结果表明，短棘鲾2个单

倍型类群均显著偏离中性，暗示可能发生了群

体扩张事件。核苷酸不配对分布结果显示，短

棘鲾两个单倍型类群均呈单峰分布，也揭示其

可能发生群体扩张事件。短棘鲾单倍型类群A和

B的扩张参数τ值分别为2.064和2.656，按照5%/百
万年~10%/百万年的线粒体控制区突变速率估

算，单倍型类群A的扩张时间为52 500~105 000
年前，单倍型类群B的扩张时间为67 600~135 200
年前。

3    讨论

在本研究中，3个短棘鲾群体的单倍型多样

度范围为0.61~0.86，核苷酸多样度范围为0.003 3
到0.005 3，整体呈现出高单倍型多样度和低核苷

酸多样度的现状。依据Grant等 [34]提出的4个群体

扩张事件类型，本研究结果符合第二个群体扩

张事件类型，即经历了瓶颈效应之后又产生了

快速的群体扩张和核苷酸突变的积累。在晚更

新世期间，冰期造成海平面降低，短棘鲾栖息

地范围可能急剧缩小；冰期结束，海平面上

升，群体可能会重新扩张 [35-38]，群体数量快速增

长，但由于时间较短没有积攒出足够多的核苷

酸突变，从而短棘鲾呈现出高单倍型多样度和

低核苷酸多样度的情况。

依据最小跨度树中的主体单倍型以及其地

理分布，本研究把所有单倍型分为2个单倍型类

群：单倍型类群A全部分布在海南岛东部沿海，

单倍型类群B大部分分布在台湾岛西部沿海。短

棘鲾的谱系结构表明，单倍型类群A和单倍型类

群B可能是由2个独立线粒体系群发生群体扩张

表 4    短棘鲾控制区序列的分子方差分析

Tab. 4    Analysis of molecular variance (AMOVA) for the control region of L. equulus

变异来源

source of variation df
方差总数

sum of squares
方差分量

variance components
变异百分比/%

percentage of variation P

一个基因池　one gene pool

群体间　among populations   2   86.204   1.406 00 Va   62.44 0.000 0

群体内　within populations 89   75.262   0.845 64 Vb   37.56 0.000 0 

总计　total 91 161.466   2.251 63     100

两个基因池 (XZ) (WC, XC)　two gene pools

组群间　among groups   1   85.810   2.547 57 Va   75.37 0.309 9

组群内群体间　among populations within groups   1     0.394 −0.012 90 Vb   −0.38 0.939 4 

群体内　within populations 89   75.262   0.845 64 Vc   25.01 0.000 0

总计　total 91 161.466   3.380 30     100

表 5    短棘鲾两个单倍型类群的遗传参数及中性检验结果和τ值

Tab. 5    Genetic parameters, results of neutral test and τ values for two haplotype clades of L. equulus

类群

types

样品数/个
number of
samples

单倍型/个
number of
haplotypes

平均核苷酸

差异数/个
mean pairwise

difference

单倍型多样性

haplotype
diversity

核苷酸多样性

nucleotide
diversity

中性检验

neutral test
τ

Tajima’s D P Fu’s Fs P

单倍型类群A
haplotype A

67 22 1.45±0.89 0.81±0.04 0.003 7±0.002 5 −2.057 0.004 −20.868 0.000 2.064

单倍型类群B
haplotype B

25 10 1.31±0.85 0.69±0.10 0.003 3±0.002 4 −2.126 0.004   −5.956 0.000 2.656
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事件而产生的。在更新世冰期事件中，海平面

的下降导致台湾岛与大陆之间形成了陆桥 [39-40]，

陆桥的隔离使短棘鲾群体可能被迫分布在不同

的边缘海避难所中产生遗传差异。单倍型类群

A的个体来自于海南岛东部沿海，说明该类群冰

期的避难所可能位于南海；单倍型类群B的个体

大部分是台湾新竹群体，所以避难所可能位于

东海海盆。冰期过后，随着全球气候变暖，海

平面逐渐上升，2个隔离的类群重新混合。中性

检验和核苷酸不配对的结果均暗示短棘鲾两个

单倍型类群可能发生了群体扩张事件。这可能

与更新世的剧烈气候变化有关。

新竹与海南2个群体间的Fst值远远大于海南

2个群体间的Fst值，且统计检验显著(P=0.000 0)，
表明新竹与海南2个群体间的遗传分化显著。确

切P检验显示，新竹与海南2个群体间为非随机

交配。AMOVA分析结果也显示，台湾组群和海

南组群间存在显著的遗传结构。短棘鲾为小型

底层近海鱼类，游泳能力较弱，可能不会主动

进行远距离的洄游，并且由于2个群体距离较

远，可能无法进行充分有效的基因交流，所以

台湾组群和海南组群之间存在显著的遗传结

构。虽然控制区的分析结果不能得出2个群体已

达到亚种分化的结论，但强烈的遗传分化也提

示台湾组群和海南组群应为不同的遗传管理单元。

综上所述，短棘鲾群体现有系统地理格局

形成的主要原因可能是历史因素与现有因素的

综合作用，更新世冰期陆桥的隔离作用使不同

避难所的群体产生了遗传分化，而后海平面上升

又重新发生了殖化（recolonization）现象，隔离

的群体发生了二次连接，而短棘鲾较弱的扩散

能力及较远的地理距离阻碍了基因交流，形成

了短棘鲾群体现有的分布格局。
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Population genetics study of  Leiognathus equulus based on
the control region fragment of mitochondrial DNA

GAO Tianxiang 1,     GAO Bingbing 2,     LI Zhonglu 3,     SHAN Binbin 2,     SONG Na 2*

(1. Fishery College, Zhejiang Ocean University, Zhoushan    316022, China;
2. Key Laboratory of Mariculture of Ocean University of China, Ministry of Education, Qingdao    266003, China;

3. Fishery College, Guangdong Ocean University, Zhanjiang    524088, China)

Abstract: The genetic structure of species plays an important role in inferring population dynamics such as
effective population size, geographical distribution, gene flow and population genetic differentiation. In order to
reveal the genetic diversity level and genetic structure of Leiognathus equulus populations, a total of 92 individuals
from 3 populations were collected and analyzed by control region fragments. The length of the control region
fragment was 393 bp. A total of 32 haplotypes were detected for 92 individuals and 7 haplotypes were shared. The
haplotype and nucleotide diversity of Xinzhu population was lower than that of two populations from Hainan. The
whole haplotype and nucleotide diversity was 0.61±0.12 to 0.86±0.05 and 0.003 3±0.002 4 to 0.005 3±0.003 4,
respectively. Two clades (Clade A and Clade B) were obtained in the neighbor-joining tree and median-networks.
Clade A consisted of 22 haplotypes, which all were from Hainan populations; Clade B consisted of 10 haplotypes,
which all are from Taiwan except Hap13. The haplotype and nucleotide diversity of Clade A was 0.81±0.04 and
0.003 7±0.002 5, and the haplotype and nucleotide diversity of Clade B was 0.69±0.10 and 0.003 3±0.002 4.
Signif icant  genetic  differentiat ion was detected between Xinzhu populat ion and the other  two
populations. The results of AMOVA showed that most genetic variation occurred among groups,
which account for 75.37%. Tajima’s D and Fu’s Fs statistics for two clades were significantly negative for
these two clades, which rejected the hypothesis of selective neutrality. The mismatch distribution of  L. equulus
appeared to be unimodal for two clades, and closely matched the expected distributions under the sudden-
expansion model. The expanding time may be nearly 52 500-105 000 and 67 600-135 200 years ago in the late
Pleistocene for two clades. The present phylogeographic pattern of  L. equulus populations may be the combination
of historical factors and current factors. The isolation of the Pleistocene glacial land bridge resulted in genetic
differentiation of the populations and the isolated population had a secondary connection. Geographical distance
hinders gene exchange and promotes the formation of the existing distribution pattern of L. equulus populations.

Key words: Leiognathus equulus; control region; genetic diversity; population genetic structure; isolation

Corresponding author: SONG Na. E-mail: songna624@163.com

Funding projects: National Natural Science Foundation of China (41776171)

722 水    产    学    报 44 卷

http://www.scxuebao.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

http://www.scxuebao.cn

