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摘 要:经克隆i则序获得的采自长江附属湖泊都阳湖、太湖、长江口九段沙、钱塘江口、舟山等 5 个地点 55 尾

刀跻的 mtDNA 控制区全序列，分析了这些种群的遗传结构及其演化历史。种群遗传结构分析显示，刀跻种群

具有丰富的遗传多样性 (h = 0.9993 ,7T = 0.0420 ).，表明刀跻具有较高的环境适应能力和进化潜力。 5 个群体

间的种群分化指数 F"和基因交流值 Nm 分别为 0.013- 0.426 和 0.67-40.14 ，协同各群体间的 K 2-P 遗传距

离与 AMOVA 分析结果均表明，长江及其南部邻近水域的刀跻没有发生明显的地理分化。以线粒体控制区全

序列构建的 NJ 树揭示，5 个群体的个体组成了 2 个谱系，但这 2 个谱系与地理分布并不相关。中性检验和网

络亲缘关系分析皆表明，刀跻群体有过种群的扩张历史，扩张时间约在更新世末期的 0.17 -0. 13 百万年前，

受到更新世未期海平面升降的影响。
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Abstract: To estimate the genetic structure and demographic hist。可 of Coiliα nasus ， 55 individuals were 

sampled from 5 localities , which included Poyang Lake (PY) , Taihu Lake (TH) and Jiuduansha area (JJ) 

in Yangtze River system , QiantanεJla吨 River estuary (QT) and Zhoushan (ZS). Mitochondrial DNA 

variation was analyzed using DNA sequence data from the complete control region. Genetic structure analysis 

showed a high level genetic diversity of C. nasus (h = 0.9983 , 7T = 0.0420) , which indicated that C. nasus 

had high evolutionary potential. High level of Nm values (0. 67 - 40. 14) and low F" values 

(0.013 -0 .426) , average K 2-P distances , as well as AMOVA analysis all revealed that the C. nαsus had no 

obviously geographical differentiation. However , the phylogenetic tree estimated by Neighbor-Joining (NJ) 
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methods indicated that the individuals of C. nαsus formed two monophyletic lineages , and the two lineages 

without correlation with geographical populations. Both neutrality tests and network analysis suggested a late 

Pleistocene population expansion for C. nαsus (0. 17 - O. 13 million years ago) , and climatic oscillations 

during the Pleistocene ice ages produced great changes in this species' geographical distribution and 

abundance. 
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刀鳞 ( Coiliαnαsus Temminck et Schlegel , 1846) 俗称刀鱼，隶属于排形目( Clupeiformes) 、鲤科

( Engraulidae )、跻属，分布于西北太平洋的东海、黄海和渤海等水域，我国福建以北的通海河流也有分

布。刀跻曾是长江口沿海最大众化的食用鱼类，但由于种种因素，其资源日益衰退[1 -3 J 目前已成为长

江口最名贵的水产品之一。因此，了解该物种的遗传结构，并制订针对性的保护措施己日益迫切。以往

对刀跻的研究主要集中在分类、生物学特征、资源状况等方面[1 -5J 而对刀销不同地理群体的遗传结构

和进化关系研究较少，仅马春艳等[6J 利用 RAPD 方法对长江口的刀矫遗传多样性进行过初步探讨。线

粒体控制区序列 (mitochondrial DNA control region) 已被证明是一个有效的分子标记，由于进化速率快，

被较多地应用于近缘物种、快速形成的物种间的系统进化以及种群遗传结构等方面的研究[7 -IIJ 之前

我们已利用 mtDNA 控制区全序列证实7长江的短顿跻和湖跻与刀跻是同一个物种[ 11 J 。本研究旨在进

一步利用 mtDNA 控制区全序列分析长江及其南部邻近水域刀跻的群体遗传结构和种群历史，为该物种

的资源保护提供依据。

1 材料与方法

1. 1 样本采集

研究所用标本于 2005 年 10 月至 2006 年 8 月分别采自上海九段沙(简写为刀，下同)、江苏太湖

(TH) 、江西都阳湖(PY) 、浙江慈溪的钱塘江口( QT) 、浙江舟山 (ZS) 。标本均直接购自水上作业的渔

船，每种标本每一采集地的采集量均在 30 尾以上，标本用 959毛酒精或 10% 的福尔马林液固定后带回实

验室鉴定。实验材料取自 959毛酒精固定的全鱼或肌肉，取过样的标本保存在上海海洋大学鱼类标本

室。分析所用样本的采集地点、样本数等信息见表 l 。

表 1 5 个刀鲸群体的采集地、样本数、单倍型多样性 (h) 、核昔酸多样性 ( 1T) 、 Tajima' s D 和 Fu's Fs 中性检验结果

Tab. 1 Number of mtDNA control region sample size , number of haplotypes , haplotype diversity 

( h) , nucleotide diversity (刑， results of Tajima ' s D and Fu' s Fs neutral tests of five Coilia nasus populations 

采集地 样本数 单倍型数 单倍型多样性(h) 核昔酸多样性(τ) Tajimas D Fu' s Fs 

钱塘江 QT 12 11 0.9848 :t 0. 0403 0.0363 :t 0.019 1 -1. 254 0.636 
舟山 zs 7 7 1. 0000 :t 0. 0764 0.0089 :t 0.005 3 一 0.940 一1. 371 
九段沙 JJ 16 16 1. 0000 :t 0. 022 1 0.0275 :t 0.014 1 一1. 117 - 2.923 
太湖 TH 12 12 1. 0000 :t 0. 0340 0.0491 :t 0.025 7 -0.846 -0.351 
鄙阳湖 py 8 B 1. 0000 土 0.0625 0.0334 :t 0. 0185 一 1.345 0.124 
总计 lotal 55 53 0.9993 :t 0. 0036 0.0420 :t 0.020 4 一 1.730 廓 一 16.051' • 

注:*表示 0.05 < P < O. 10; * *表示 P < 0.05 

1. 2 基因组总 DNA 提取、PCR 扩增及目标 DNA 的纯化

总 DNA 提取采用传统的"酣一氯仿"法并略有修改。 PCR 反应体系为: 10 x buffer 5μL ， 

2.5 mmoUL dNTPs 2μL，引物各1. 0 μmoUL ， Taq 酶 2.0 U ，以及模板 DNA 约 100 吨，加灭菌双蒸水至

50μL。扩增 mtDNA 控制区序列的引物序列同文献[IIJ PCR 反应条件为: 95 "c预变性 5 minj 然后进

行 95 "c变性 40 s , 55 "c退火 40 s 和 72 "C延伸 mln ，共 30 个循环;最后 72 "C延伸 5 日lino 扩增产物经
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琼脂糖凝胶电泳后用上海生工的 UNIQ -10 柱式 DNA 回收试剂盒回收。

1. 3 目的基因片段的克隆和测序
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用购自 Promega 公司的连接试剂盒( pGEM@ -T Vector System 1) 将经纯化回收的目的基因片段与载

体进行连接。将重组子转化至 DH5α 感受态细胞中，涂布于 LB 抗性平板，经 37 "c过夜培养后，挑取明

显的白斑菌落进行 PCR 验证，引物仍为控制区序列的扩增引物。对确认含有目的基因片段的重组质粒

进行扩大培养，之后每个个体挑选一个克隆送上海生工生物工程公司正反向测序。

1. 4 数据分析

序列的对位排列( alignment) 使用 Clustal X 软件[ 12] 并在 SEAVIEW 程序[叫中辅以手工校正。遗传

变异分析采用 Mega 4. 0 软件[ 14] 。单倍型间系统发育关系的重建采用邻接法( N eighbor-J oining , N J) ，以

凤跻(C. 1叮stus) 和七丝跻 (c. grayii) mtDNA 控制区序列( GenBa此序列号分别为 EF419800 和

EF419828 )为外类群，以 Kimura 双参数法 (Kimura 2-parameter) 为替代模型，采用 MEGA 4.0 软件进行

分析，系统树分支的置信度采用自引导法(bootstrap analysis , BP) 重复检测，设置为 1 000 次重复。

以 Arlequin 3. 01 软件[臼]统计种群核昔酸多样度 (nucleotide diversity , 7T ) 、单倍型多样度( haplotype 

diversity ,h ) 及其标准差 (SD) 。采用分子变异分析方法 (analysis of molecular variance , AMOVA) 以

10 000次重复随机抽样单倍型重排后进行显著性检验，估计种群遗传结构及不同地理种群遗传变异的

分布。群体间分化指数(F，，) 和基因交流值(Nm ) 利用 DnaSP 4.10 软件[叫分析。以 Arlequin 3. 01 软件

进行 Tajima' s D 和 Fu' s Fs 中性检验。以 MINSPNET 软件[ 17] 建立网络亲缘关系 (network) ，以了解种群

的历史。

2 结果

2. 1 序列变异分析

经克隆后的单向测序反应可以获得 900 bp 以上清晰可读的碱基，双向测序后的序列拼接有约

400 -600 bp的重叠部分，提高了控制区全序列的准确性。总共获得了 55 尾刀鳞 mtDNA 控制区序列的

53 个单倍型， GenBank 序列号为 EF419804-EF419827 ， EU084006-EU084032 0 经同源比对显示，跻属具

有较长且长度变异较大的控制区序列 (I 214 -1 442 bp) 。其中， 1 214 bp 的 7 尾，占 12. 7% , 1 252 bp 

的 34 尾，占 6 1. 8% ; 1 290 坤的 11 尾，占 20%;1328 坤的 2 尾，占 3.6%;1442 坤的 1 尾，占1. 8%(这

些序列类型中或有 1 -3 bp 的缺失或插入)。序列共发生了 7 次 1 -4 坤的小片断插人或缺失，而序列

的长度多态性主要是在第 358 位点处有以"CTA TGT ATT ATA TTA CAT ATA TTA TGG TAT AGT ACA 

TA"38 bp 为单位的 1 至 3 次片断重复。序列长度多态性主要发生在鄙阳湖和太湖的个体间，而 1 尾太

湖的个体，其序列出现了多达 6 次的大片段重复。

长江及其南部邻近水域刀跻的平均 A 、T 、 G 、 C 碱基含量分别为 33.3% ,33.3% , 19.2% , 14.2% ，表

现出显著的碱基组成偏倚性。在 1 442 个序列位点中，有 148 个多态位点，其中 63 个为简约性信息位

点。所有序列间转换数为 13 个，颠换数 4 个，平均转换与颠换比 Ti/Tv 值为 3. 6 0 5 个群体群体内

Kimura 双参数遗传距离(Kimura 2-parameter distance , K 2-P) 为 O. 009 - O. 012 0 QT 、 ZS ， JJ 、 TH 4 个群体

间 K2平遗传距离为 0.010 - 0.013 ，与群体内的一致;而 PY 与其它 4 个群体间的 K 2-P 遗传距离为

0.017 -0.018 ，略高于其群体内遗传距离(表 2)0

2.2 种群遗传结构分析

55 个样本的平均单倍型多样性(h) 为 0.9993 ， 5 个群体的平均核昔酸多样性( 7T) 为 0.0420 ，其中，

QT 与 ZS 群体分别呈现出最高与最低的核昔酸多样性(0.0491 与 0.0089) (表1) 0 利用 DnaSP 软件估

算 5 个群体间的分化指数(F" ) 和基因交流值(N，，.) ， 结果表明 PY 和 ZS 群体间有最高的分化指数和最

低的基因交流值(F"和 Nm 分别为 0.426 和 0.67) ， JJ 和 ZS 群体间具有最低的分化指数和最高的基因交
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流值(Fst和 Nm 分别为 0.013 和 40. 14) (表 3) 。分子变异分析(AMOVA) 的结果显示，大部分(67.2% ) 

变异分布在种群内，存在于种群间的变异较少，为 32.8% 。

表 2 5 个刀直开群体群体内与群体间的 K2-P 遗传距离

Tab. 2 The average K 2-P distance among and within the five C. nasus populations 

Origin QT zs 11 TH PY 

QT 0.012 • 
zs 0.010 0.009 • 

11 0.012 0.010 0.011 尊

YH 0.013 0.011 0.012 0.012 • 
PY 0.018 0.017 0.017 0.018 0.012 • 

注: *指种内的平均 K 2-P 遗传距离

表 3 刀蜻群体间的基因交流值 Nm ( 对角线上方)与种群分化指数 F，，( 对角线下方)

Tab. 3 Matrix of pairwise N m ( above diagonal) and F" (below diagonal) among the five C. nasus populations 

钱搪江 QT 舟山 zs 九段沙 11 太湖 TH 鄙阳湖 PY

钱塘江 QT 9.53 25.13 14.30 。 .86

舟山 zs 0.055 40.14 5.95 0.67 
丸段沙 11 0.020 0.013 15.40 1. 04 
太湖 TH 0.036 0.077 0.031 0.98 
都阳湖 PY 0.368 0.426 0.326 0.339 

以邻接法( NJ) 构建的系统发育树显示，刀跻 5 个群体可以分为两个大谱系( lineage) 和多个支系

(图1) 0 这两个谱系的单系支持率并不高，其中谱系 A 的支持率还未超过 50% 。但这两个谱系并非以

5 个群体分别聚类，而是每个谱系都包括了 5 个群体的部分个体。

2.3 种群历史

利用 Arlequi凶 .01 软件，对 5 个群体的序列位点变异分别进行 Tajima' s D 与 Fu' s 中性检验。鉴于

所有个体均不能按种群独立构成单系群，这里将全部序列泪合一起，作为一个整体，进行同样方法的检验

以推断它们的种内差异和种群历史变化。检验表明，各种群的 Tajimas D 值均为负(-1. 270- -0.559) , 

但种群间的差异均未达到显著水平(P >0.10);若将所有个体作为一个整体进行分析，Tajim前 D 值依

然为负 (D = -0.730) 且差异显著(0.05 < P <0.10) 0 Fs 值的情况与 Taji凹的 D 值相类似，有 2 个种群

的 Fs 值为正，所有种群的 Fs 值均不显著，但作为一个整体 ， Fs 依然为负( - 16.051) ，且差异极显著

(P < 0.05) (表1) 0 Taji盯la' s D 与 Fu' s Fs 检验的结果均显示，刀筋作为一个整体曾经经历过种群扩

张(population expansion) 0 N etwork 分析结果显示，刀跻 5 个种群的单倍型没有形成单一分支 (clade) , 

每一分支均由多个种群的单倍型组成，所有单倍型的网络进化关系整体上呈非典型星状(图匀，也说明

刀顿在历史上有过种群扩张。

用公式'T = 2ut 估算种群扩张的时间 T。其中 t 表示种群扩张至今所经历的代数 ;7 是错配分布的

模型，可由 Arlequin3.01 软件分析获得，在这里，'T 7.5;μ 是 D-loop 序列的变异率。 u 用公式 u 2μK 

计算。其中， K 是序列中核昔酸的数量，本研究中 K = 1 442;μ 是每个核昔酸的变异率， Bowen 等认为

(15% -20%)/百万年的线粒体控制区进化速率比较适合于沙丁鱼[7] 。如果将该进化速率应用于近缘

物种刀跻，代人求得 ， t = O. 085 - O. 065 (百万年 )0 T= t x 代时，由于刀锵通常在 2 龄达到性成熟，这里

取代时为 2 ，计算可得 T = O. 17 - O. 13 MY (百万年)。表明刀跻群体的扩张时间约为更新世晚期。

3 讨论

3.1 刀锵种群的遗传结构

本研究获得的刀鳞个体间的控制区序列差异，主要源于以 38 bp 为基本单位的片段重复，序列的这
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种片段重复可产生快速变异，从而造成不同类群间

的巨大差异。这种差异不但可以弥补由于遗传漂变

和选择造成的遗传多样性丧失，也可能是某些鱼类

增加遗传变异的一种方式，对维持物种的生存有一

定的作用 [11 ， 18 叫。因此，刀跻可能也是通过这种方

式在一定程度上增加其遗传多样性，从而提高对环

境变化的适应能力。另外，线粒体 DNA 控制区全序

列为分子特征构建的 NJ 树揭示， 5 个不同群体的刀

跻均不能按地理分布构成单系群，而是相互混杂在

一起，形成两大谱系和多个支系。虽然大部分部阳

湖的个体能聚在一起，但也只是与其它种群个体一

起组成的单系群中的一个分支，其本身并不能独立

构成单系群，表明刀跻正处于谱系重排阶段 O

从控制区序列变异看，除鄙阳湖群体以外，其他

4 个群体间 K 2-P 遗传距离为 0 ， 010 - 0 , 013 ，与各

群体内一致(平均 0.011 )。而都阳湖群体与其他 4

个群体间的 K 2-P 遗传距离为 0.017 - 0.018 ，略高

于其种群内的遗传距离 (0.012) ，但仍远低于刀顿

与属内其它物种间的 K 2-P 遗传距离值[IIJ 。这可

能是由于鄙阳湖群体与其他群体间存在着长距离的

隔离所致。分子变异分析(AMOVA)结果也显示，大

部分变异分布在种群内，约为67.2% ，存在于种群间

的变异较少，约为 32.8% 。表明作为一个定居于长

江中下游淡水湖泊中的生态类群，都阳湖群体虽已

积累了一定量的遗传变异，但尚未达到独立成物种

的标准，这与唐文乔等[IIJ 的结论一致。

种群分化指数 (F" ) 常用来表示两个种群间的

遗传分化程度，在 O 到 1 的范围内 ， F." 值越大，两种

群的分化程度越高。由表 3 可见，都阳湖群体的 Fst
值较高(0.326 -0.426) ，而其他 4 个群体间的 F，， 1直

都很低( O. 013 - O. 077) ，说明都阳湖群体与其它群

体之间已有了一定的分化，这种分化是随着都阳湖

群体与其他 4 个群体间的地理距离增加而递增的

( py < JJ < TH < QT < ZS) 。基因交流值凡，可用来

表示种群间的基因交流程度，凡值大于 1 ，说明两

个种群间有基因交流，反之则预示着隔离的产生。

表3 所显示的 Nm 值结果与( F，，) 值类似， QT 、ZS ， JJ 、

TH4 个群体之间的基因交流值 Nm 均远大于 Fig
1 (5.95 -40.14) ，表明这 4 个群体的基因交流频繁。

而它们与鄙阳湖群体间具有较小的 Nm 值
(0.67 - 1. 04) ，但太湖和九段沙刀鳞群体与鄙阳湖

群体仍有基因交流(Nm = 0.98 和1. 04) ，这可能与

忡----1

0.01 

TH1 0 
THll 
QT3 
QT1 
JJ8 
ZS2 
ZS4 
JJ9 

QT7 
TH9 

ZS7 
JJ3 

QT9 
J ]15 

JJ2 
广ZSl

6Qj~LZS5 
JJ12 
J]13 

QT4 
LineageA 

LineageB 

图 l 基于线粒体控制区序列变异构建的

5 个刀斯群体邻接树

1 Neighbor-Joining tree based on the mtDNA control 

region sequence variation of five 

C. nasωpopulations 

节点处的数值为 1000 次 bootstrap 检验的支持率

(仅显示支持率大于 50% ) 

它们之间隔离时间短或是因为溯江生殖泪游的刀跻可以到达这里，并与之发生一定的基因交流有关。
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QT7 

图 2 5 个刀跻群体控制区序列单倍型间的网状亲缘关系图

Fig 2 Minimum spanning networks showing genetic relationship among control region 

haplotypes for the five C. nαsus populations. 

圆圈内或圆圈旁的字符为单倍型编号，连接两个圆圈线段上的数字为变异步数

3.2 种群历史

17 卷

物种的遗传多样性高低与其环境适应能力、种群维持力和进化潜力密切相关。遗传多样性的降低

可能导致物种对环境的适应能力和生存能力降低，极端情况下甚至威胁物种生存[却-2l]O 在己研究的海

洋鱼类中，物种的遗传多样性降低是一种普遍现象，尽管不乏这样的物种仍能长期生存的例子，但遗传

多样性的匮乏必定带来种种遗传健康问题[22] 。核昔酸多样性(别是表征每个群体内，各个单倍型的两

两配对差异的平均值，是判断种群遗传多样性的极好指标。本研究结果显示，刀鳞不但具有较高的单倍

型多样性(h = o. 999 3) ，也具较高的核昔酸多样性 (1T =0. 0420) 。这与大多数的海洋鱼类所表现的较

低的核昔酸多样性这一特性并不相符[7] 。即使与同一目的沙丁鱼类( Sardines) 和提属 (E昭raulis) 的一

些种类相比，刀跻的核昔酸多样性也较高(日本直是 E. jα:pomc旧的 h =0. 958 ，作二 0.0064) [7.22-24] 。这表

明，虽然刀跻种群数量减少，但仍具有丰富的遗传多样性，存在着较高的进化潜力。

Tajima' s D 与 Fu' s Fs 中性检验常用以推测种群曾经历的历史事件。如果 Tajim前 D 与民值呈负

值，且在统计学土达到显著标准，则说明序列中含有比中性进化模型中更多的核昔酸位点变化，可能预

示着该种群曾经有过扩张的历史。在本研究中，若单独计算各刀鳞种群的 Tajima' s D 与 Fs 值，统计学

上都达不到显著标准;但若将所有个体混合计算，则发现 D 值与民值都为负且差异显著。这表明刀跻

在历史上呈现种群扩张。而样本数量较少或中间单倍型的绝灭则有可能造成各种群在单独进行中性检

时呈现不显著的原因。 Network 分析结果同样支持刀锁在历史上有过种群的扩张。

我们估计的刀跻种群扩张时期约在 0.17-0.13 百万年前，处于更新世的晚期。许多研究结果也表

明，海洋鱼类的种群扩张大多处于这一时期[7.23] 。第四纪末期的几次冰期与间冰期旋回，曾引起海平面
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的剧烈升降，最剧烈时海平面下降达 120 -140 m，现生海洋生物物种的分布及其种群遗传的结构大多

受到这种冰期旋回的影响[叫，因此，刀跻可能经历了同样的种群进化历史。在冰期期间由于海平面的

大幅降低和气候的恶劣，刀跻种群数量衰减，而且被隔离在两个不同的水域，而后还经历过数次隔离。

而在间冰期，随着海平面上升和气候转暖，曾经分割的海域又重新连通，刀跻群体又经历快速扩张和扩

散，导致现今刀鳞存在着不同谱系但又在各水域相互混杂的局面。

承上海海洋大学李忠发教授、李家乐教授、复旦大学傅萃长副教授提供有益的建议，江西省水产研究所陈文静研究

员、江苏省靖江市渔政站顾树信站长、上海九段沙湿地自然保护署陈秀芝科长、郑麟工程师和浙江海洋学院赵盛龙教授

协助采集标本，特此一并致谢。
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