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封面图说: 涵养水源———在长白山南坡的峭壁上,生长在坡面上的森林所涵养的水源还在汨汨地往下流个不停,深红色的落叶
掉在了苔藓上,这里已经是长白山的深秋了。 虽然雨季已经过去了很久,但是林下厚厚的枯枝落叶层、腐殖质层、苔
藓草本层所涵养的水分还在不间断地流淌,细细的水线在壁下汇成了溪、汇成了河。 涵养水源是森林的主要生态功
能之一。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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基于线粒体控制区序列的黄河上游
厚唇裸重唇鱼种群遗传结构

苏军虎1,2,张艳萍2,娄忠玉2,刘焕章2,3,焦文龙2,杨建宝1,魏彦明1,2,*

(1. 甘肃农业大学, 兰州摇 730070; 2. 甘肃省水产科学研究所 甘肃省冷水性鱼类种质资源与遗传育种重点实验室, 兰州摇 730030;

3. 中国科学院水生生物研究所, 武汉摇 430072)

摘要:采集黄河上游厚唇裸重唇鱼(Gymnodiptychus pachycheilus)甘肃玛曲群体,测定其线粒体 DNA 控制区序列,并从 GenBank
中下载青海玛多和贵德等 3 地 2 个群体的同源序列,分析该物种的遗传多样性、遗传结构及其演化历史。 从 81 条 729 bp 序列

中,检测到 26 个变异位点(占 3. 57% ),碱基序列总的单倍型多样性为 0. 844,核苷酸多样性为 0. 0054,界定了 34 个单倍型,有 1
个广布单倍型 H2,占所有样品的 38. 27% 。 单倍型网络图图显示单倍型没有明显的亲缘地理格局,H2 处于中心,呈星状发散,
系统发育分析没有显示出单倍型与地理位置的对应关系。 AMOVA 分析显示变异主要来自地理区内群体间,歧点分布和中性

检测显示厚唇裸重唇鱼近期经历了种群扩张。 分析表明黄河上游 3 地种厚唇裸重唇鱼种群未出现分化,建议应作为一个整体

进行保护。
关键词:黄河上游;厚唇裸重唇鱼;线粒体控制区;遗传结构

Genetic structure of Gymnodiptychus pachycheilus from the upper reaches of the
Yellow River as inferred from mtDNA control region
SU Junhu1,2, ZHANG Yanping2, LOU Zhongyu2, LIU Huanzhang2,3, JIAO Wenlong2, YANG Jianbao1,
WEI Yanming1,2,*

1 Gansu Agricultural University, Lanzhou 730070, China

2 Gansu Key Laboratory of Cold Water Fishes Germplasm Resources and Genetics Breeding, Gansu Fisheries and Science Research Institute, Lanzhou

730030, China

3 Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China

Abstract: Gymnodiptychus pachycheilus, one of the endemic Schizothoracin fishes, is peculiar to China and mainly
distributed in plateau lakes and rivers of the Yellow River on the Northeast Qinghai鄄Tibetan Plateau. During the long
evolutionary history, G. pachycheilus is characterized by slow growth rate, low fecundity, and late sexual maturation as
adaptations to their rigorous environment. However, these life鄄history characteristics make it particularly sensitive to factors
such as habitat destruction / alteration, climate change, biological invasions, pollution. Overexploitation is also likely to be
having considerable effects on the species survival. To access the genetic diversity, genetic structure and population
dynamics of G. pachycheilus, the control region DNA sequences of G. pachycheilus were checked and compared with the
homologous sequences of 81 individuals, including 71 individuals from Maqu county, and 10 individuals retrieved from
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GenBank sampled from Guide county and Maduo county. And 729 bp length sequences were defined for 81 individuals.
Sequence analysis results showed that there were only 26 variable sites, including 3 single variable sites and 23 parsimony
informative sites. No site was found that had alignment gaps or missing data. The samples fall into 34 haplotypes, with only
0. 844 haplotype diversity and 0. 0054 nucleotide diversity. There was no geographic clustering observed in the haplotype
network, haplotype H2 distributed most widely and on 32 samples (38. 27% ) from the Maqu county population. H2, H14,
H23 were shared by all the three population. The median鄄joining network produced a complex pattern with no obvious
phylogeographic structure. Although H2 was in the center, the network showed little evidence for overt phylogeographic
structure and showed star鄄like radiation. The Fu忆s Fs test, the distribution of pairwise differences and the network analysis
indicate that G. . pachycheilus in the research had experienced certain population expansion events, which is consistent with
the hypothesis that the headwater area of the Yellow River was dramatically affected by the geological and climatic upheaval
during the Pleistocene. Analysis of molecular variance (AMOVA) showed that 93. 53% of the total genetic variance was
contributed by the within groups variation and only 6. 47% contributed by the among鄄groups variation (Fst = 0. 0647, P>
0郾 05) . Fst analyses produced similar results that significant Fst values were detected between Mq vs. Gd population. No
significant (P>0. 05) genetic differences were found either within or between the different populations, indicating weak
genetic structure among the three populations. Mismatch distribution and neutrality tests indicated that G. pachycheilus in
this research had experienced population expansion. Our analysis indicated by mtDNA control region as the first approach to
understand the genetic diversity of G. pachycheilus. We suggest that all the three populations should be managed and
conserved as a whole. In situ conservation is first recommended to protect its original habitat from further destruction. The
conservation of the unique habitat of G. pachycheilus is essential for the survival of the species.

Key Words: the upper reaches of the Yellow River; Gymnodiptychus pachycheilus; mtDNA control region; genetic
structure摇

黄河上游(甘肃、青海段)地处青藏高原与黄土高原过渡地带,其青海玛多、甘肃玛曲至青海尖扎区间,黄
河流经巴颜喀拉山与阿尼玛卿山之间的古盆地和低山丘陵,大部分河段河谷宽阔,间或有几段峡谷,是黄河支

流集中区段之一[1],高原生物多样性和景观多样性最为集中,是影响我国生态功能的最大区域之一,也是生

态系统最脆弱的地区之一,其生物多样性在我国乃至世界上都占有十分重要的地位。
鱼类是组成黄河上游生物多样性和景观多样性的基本要素,黄河上游鱼类多样性较为丰富,群落结构颇

为复杂[2],共有鱼类 2 科 10 属 29 种[3],以鳅科(Cobitidae)条鳅亚科(Nemacheilinae)和鲤科(Cyprinidae)裂腹

鱼亚科(Schizothoracinae)鱼类为主。 鱼类作为保持黄河上游生态系统物质和能量良性循环流动的重要因子,
对维护黄河上游生态平衡以及黄河流域用水安全都具有十分重要的意义。

由于黄河上游独特的地理位置和青藏高原所经历的地质变迁和古气候环境的改变等,栖息在这里的许多

鱼类在长期的演化过程中对高原缺氧、强辐射、低水温等特殊环境表现出极强的适应性。 厚唇裸重唇鱼

(Gymnodiptychus pachycheilus),俗称重唇花鱼、麻鱼,隶属鲤科(Cyprinidae)的裂腹鱼亚科(Schizothoracinae),
为我国特有种[3鄄4],分布于黄河水系、长江水系各河流上游的高原宽谷河流中,其全身裸露无鳞,肉质多脂,味
道鲜嫩,富有营养,一度为当地重要经济鱼类。 随着人类活动的加剧,涉水工程建设、外来物种入侵和非法捕

捞等,厚唇裸重唇鱼种群迅速减小,已被列入《中国濒危动物红皮书》 [5],目前已有研究主要集中在厚唇裸重

唇鱼的生物学特性描述、种类调查及划分和类群的生物地理学过程等方面[2鄄4,6鄄8]。 有关其遗传背景及遗传多

样性的研究尚未见报道。 然而研究物种的遗传多样性,掌握其遗传结构和演化历史是制定物种合理保护策略

的前提和依据[9]。 线粒体 DNA(Mitochondrial DNA,mtDNA),具有母系遗传、较高突变率,突变固定后形成的

多态位点可反映出群体遗传结构、种群分化和种属关系等特点,是群体遗传学和系统发育等研究的理想的分

子标记[10],在鱼类物种订正、亲缘地理、种群演化等研究中显示了极大的价值[11鄄13]。 本研究采集厚唇裸重唇

2914 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 32 卷摇
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鱼群体,通过线粒体 DNA 控制区序列分析,探讨黄河上游厚唇裸重唇鱼 3 种群的遗传多样性,了解其遗传变

异及历史演化,以期为该种群遗传多样性和保护生物学等研究提供科学资料。
1摇 材料与方法

1. 1摇 样本采集

厚唇裸重唇鱼采集于黄河上游甘肃玛曲县境内(齐哈玛吊桥西 12 km 处、齐哈玛吊桥东 3 km 处、马场、黑
河入河口、哇尔河入河口、欧拉乡安茂村)共 71 尾。 野外采集所有样本经鉴定后剪取鳍条 0郾 5 g,保存于无水

乙醇中备用。
1. 2摇 DNA 提取、扩增及测序

取乙醇保存的尾鳍 0. 3 g,用常规酚鄄氯仿抽提总 DNA[14]。 采用引物 GEDL200 (5鄄CAC CCC TGG CTC
CCA AAG CCA G鄄3)和 GEDH860 (5鄄AGG GGT TTG ACA AGA ATA ACA GGA鄄3) [15],对 mtDNA 控制区序列

部分片段进行扩增,扩增片段长度为 800 bp 左右。 PCR 扩增的反应体系:DNA 模板 1 滋L,PCR buffer(含 Mg2+

20 mmol / L) 2. 5 滋L,dNTP(10 mmol / L)0. 5 滋L,上下游引物(10 pmol / 滋L)各 1 滋L,Taq DNA 聚合酶(2U / 滋L)
0. 5 滋L,加 ddH2O 补足 25 滋L。 扩增的反应条件:94 益预变性 5 min,94 益变性 50 s,60 益退火 50 s,72 益延

伸 50 s,30 个循环,最后 72 益延伸 10 min,然后于 4 益保存。 扩增得到的 PCR 产物用 1. 5%的琼脂糖凝胶电

泳检测,用 DNA 胶回收试剂盒(TaKaRa)进行纯化、回收,对扩增效果良好的样品送往上海生工生物工程有限

公司进行双向测定。 从 GenBank 中下载甘肃玛曲,青海玛县黄河干流、扎陵湖、鄂陵湖(玛多群体)和青海贵

德县、兴海县和尖扎县黄河干流(贵德群体)的 16 尾个体的 10 条单倍型序列[15]。
1. 3摇 数据处理和分析

测序获得的序列通过 Chromasv 1. 45 软件获得原始序列数据,进行人工校对,连同下载自 GenBank 中的

青海玛多区域和青海同德县、兴海县和尖扎县 10 条序列[15],用 Clustal X(1. 83)程序对所得的 DNA 序列进行

比对[16]。 用 Dnasp v5. 0 软件计算多态位点、单倍型数、单倍型多样性指数(h)、核苷酸多样性指数(仔)等[17];
用 Mega v4. 0 软件[18],统计 DNA 序列的碱基组成,用 Kimura2鄄papamter 模型计算 3 个群体间的遗传距离,采
用 Kimura2鄄papamter 距离矩阵,以裂腹鱼亚科的裸腹重唇鱼(Ptychobarbus kaznakovi,登录号:FJ601175)、中甸

叶须鱼(P. chungtienensis,登录号:FJ601176) 和 双须重唇鱼 (P. dipogon,登录号:FJ601177)为外群,用邻接法

(NJ)构建分子系统树,系统树中节点的自举置信水平应用自引导估计,循环验证次数为 1000;用 Arlequin
v3郾 1[19]中的分子变异分析(AMOVA)方法估算遗传变异在群体内和群体间的分布及遗传分化系数(F鄄
statistics,Fst),计算并用排列测验法检测 Fst 的显著性(重复次数为 1000);碱基不配对分析[20] 和 Fu忆Fs 中性

统计检验[21]来推断种群发生扩张的历史。 使用 Networkv4. 0 程序[22]构建简约网络图(MJ鄄 network ),调查单

倍型间的进化关系。
2摇 结果与分析

2. 1摇 遗传变异分析

序列进行测定后,经比对分析,获得了 81 条长度为 729 bp 的同源序列,该序列的 T,C,A,G 的平均含量

分别为:33. 8% ,19. 9% ,31. 3% ,15. 0% 。 表现出明显的反 G 偏倚。 GC 含量(34. 9% )明显小于 AT(65郾 1% )
含量。 81 条序列中共检测到 26 个变异位点,占分析位点总数的 3. 57% ,其中含 23 个简约信息位点,3 个单碱

基可变位点。 其 4 种碱基其中转换 19,颠换 15,转颠换比为 1. 27。
81 条序列中界定了 34 个单倍型,其中所发现的单倍型已提交到 GenBank。 玛多种群 6 尾个体,界定了 5

个单倍型,玛曲种群 73 尾个体界定了 33 个单倍型,贵德 3 地种群 8 尾个体界定了 3 个单倍型。 H2、H14、H23
为 3 群体共享单倍型;玛曲种群和玛多种群共享 H18、H27 单倍型。 3 种群总的单倍型多样性(h = 0. 844)和
核苷酸多样性(仔=0. 0054)。
2. 2摇 厚唇裸重唇鱼的系统树和网络单倍型分析

以裂腹鱼亚科的裸腹重唇鱼(P. kaznakovi)、中甸叶须鱼(P. chungtienensis) 和 双须重唇鱼 (P. dipogon)
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为外群,用 Mega v4. 0 软件采用 NJ 法构建系统发育树来分析厚唇裸重唇鱼的关系(图 1)。 系统发育分析显

示厚唇裸重唇鱼 3 种群的单倍型混合分布,各进化枝之间分歧度很低,Bootstrap 检验的支持度均低于 50% ,没
有形成明显的单倍型组(图 1)。 81 尾个体并未显示明显的单倍型分布地理格局。

图 1摇 基于控制区序列构建的厚唇裸重唇鱼的 NJ 树

Fig. 1摇 NJ tree of G. pachycheilus based on control region sequences

图中 FJ601163鄄 FJ601172 下载自 GenBank;1,2,3,4 等表示采自玛曲的标本号

单倍型网络分析结果见图 2,从图 2 中可知 34 个单倍型相邻两个之间的突变从一步到三步不等,具有多

步突变的相邻单倍型间存在期望中间单倍型(空心圆表示)。 群体中均出现 2 个主要单倍型 H2,H3 (圆面积

的大小表示分布频率),推测这个单倍型可能是较为原始,其他单倍型由其衍生而来。 其中 3 种不同背景分

别表示各群体中单倍型分布的频率。 单倍型网络中均为星状网络,没有显示出明显的地理位置与单倍型间的

对应关系,以共同单倍型为中心(H2,H3 表 2),呈辐射状分布,这表明这些群体具有相同的祖先群体,为同一

个祖先群体(黄河上游群体)演化而来。 单倍型星状网络分布也表明黄河上游厚唇裸重唇鱼群体发生过遗传

瓶颈,并在遗传瓶颈发生之后,群体数量进行了增长。
2. 3摇 分子变异分析

按地理区域等将厚唇裸重唇鱼种群分为 3 个种群,玛曲种群采集于玛曲,玛多种群和贵德 3 地种群于

2004—2005 年分别采集于青海玛县黄河干流、扎陵湖、鄂陵湖和青海贵德、兴海和尖扎 3 地。 玛多种群和贵

德 3 地种群之间无遗传分化(Fst 为负),暗示了 2 种群之间存在广泛的基因流,可能形成了统一地理群体,而
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图 2摇 单倍型的进化网络图

Fig. 2摇 Network relationships of haplotypes

圆圈的面积与单倍型包含的样本数成比例,空圈表示理论上存在,但在本研究中没有观测到的单倍型

玛曲种群和玛多种群及贵德 3 地种群之间有一定的遗传分化,但差异不显著(表 1)。 根据 3 个种群 AMOVA
分析显示种群内的分子遗传变异是变异的主要来源,种群间的变异仅为 6. 47% (表 2)。 总的群体间分化系

数:Fst = 0. 0647,群体间尚未有显著的遗传分化。

表 1摇 厚唇裸重唇鱼基于 m tDNA 控制区的厚唇裸重唇种群间的分化指数(Fst)

Table 1摇 Fst among 3 populations of G. pachycheilus based on m tDNA control region

Population 玛多 玛曲 贵德)

玛多

玛曲 0. 012978

贵德 -0. 16667 0. 16451

表 2摇 厚唇裸重唇鱼 3 种群间遗传差异的分子方差分析(AMOVA)

Table 2摇 Analysis of molecular variance(AMOVA)among 3 populations of G. pachycheilus in the upper reachs of Yellow River

变异来源
Source of variation

自由度
df

方差平方和
Sum of
squares

变异组成
Variance

components

变异百分比
Percentage
variation

F 指数
Findex

P 显著性
Significance

种群间 Among population 2 1. 542 0. 02876 6. 47 0. 06473 0. 02151

群体内 Within population 87 36. 169 0. 41573 93. 53

总 Total 89 37. 731 0. 44450

2. 4摇 中性检验和种群扩张分析

利用歧点分布和 Tajima忆s D 中性检测测试厚唇裸重唇鱼是否经历种群扩张,分析其种群历史。 厚唇裸重

唇鱼 81 个个体控制区序列的核苷酸歧点分布分析显示歧点分布图为一明显单峰图(图 3)。 在中性检测中采

用 Tajima D 检验和 Fu 的 Fs 检验。 结果显示:Tajima忆s D = -1. 81193; Fs= -106. 131,均为负值但无显著性差

异。 3 群体的中性检测 Tajima忆s D 值和 Fu忆 Fs 值均为负值,但无显著性差异。 歧点分布和 Tajima忆s D 中性检

测均表明厚唇裸重唇鱼具有复杂种群历史,推测厚唇裸重唇鱼经历了种群扩张事件。
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图 3摇 以歧点分布检测厚唇裸重唇鱼种群扩张结果

摇 Fig. 3摇 Mismatch鄄distribution to test the expansion of

G. pachycheilus

3摇 讨论

3. 1摇 厚唇裸重唇鱼的遗传多样性

掌握物种的遗传多样性、遗传结构可以帮助制定合

理的保护策略,但有关厚唇裸重唇鱼遗传背景近乎空

白。 本研究中厚唇裸重唇鱼 81 条 729 bp 序列中,检测

到 26 个变异位点,占分析位点的 3. 57% ,碱基序列总

的单倍型多样性为 0. 844,核苷酸多样性为 0. 0054。 由

于选取的基因、序列大小不同,会得出不同的遗传多样

性和核苷酸多样性多样性值[23]。 Qi 等报道了黄河裸

裂尻(Schizopygopsis pylzovi)种群的单倍型多样性和核

苷酸多样性分别为 0. 79,0. 0027[24]。 Song 等报道了长

江上游齐口裂腹鱼(Schizothorax prenanti)3 种群的单倍

型多样性和核苷酸多样性分别为:0. 98 和 0. 019[25]。
和上述基于线粒体控制区序列的同类研究比较,厚唇裸重唇鱼遗传多样性较低。 遗传变异是该群体将来进化

的保障,遗传多样性的丧失,对于生活于脆弱生境中的野生群体是一个极大的威胁。 因此,目前应继续加强对

厚唇裸重唇鱼种群的保护,保障种群自身的复壮和繁衍。
3. 2摇 3 群体的种群结构

遗传结构分析是进行物种遗传资源评估或保护时的参考指标,其能够反映一个物种适应环境的能力和对

环境变迁持续进化的潜力,同时反映物种生态适应进化、环境变迁与自然选择的效应[26]。 许多物种由于地理

分隔以及人为影响等造成的基因流阻断,随着时间的积累产生了种内(亚种群)遗传差异。 因而,地理格局往

往可以反映种内亚种群之间的遗传关系[27]。
本研究界定的 34 个单倍型中,3 种群共享 3 个单倍型,有两个广布单倍型 H2 和 H3,这说明厚唇裸重唇

鱼具有相同的祖先。 但单倍型中没有明显的亲缘地理格局,呈星状发散,这也表明黄河上游厚唇裸重唇鱼群

体发生过遗传瓶颈,并在遗传瓶颈发生之后,群体数量进行了增长。 与相关研究中青藏高原地理环境变迁对

物种的影响相吻合[6鄄8]。
AMOVA 分析显示种群内的分子遗传变异是变异的主要来源,总的群体间分化系数 Fst 为 0. 0647(表 2),

变异主要来自群体内,3 群体间尚未有显著的遗传分化。 对水生生物来说不同水系之间存在明显的地理障

碍,通常在流域之间存在明显的种群遗传分化,同一流域内的种群通常分化不明显或没有遗传分化,这也与鱼

类的遗传分化格局往往和其分布的水系格局吻合[28]。 本研究中 3 群体间的遗传分化较弱,种群间存在一定

的基因流。 黄河上游 3 地厚唇裸重唇鱼种群未出现分化,建议应作为一个整体进行保护。
3. 3摇 黄河上游厚唇重唇鱼的种群演化

单倍型邻接关系树的大部分节点分支的支持率较低( <50% ),单倍型邻接关系树的拓扑结构比较简单,
没有明显的地理谱系结构。 每个群体的单倍型都广泛分布在单倍型邻接关系树上。 各地理种群的单倍型谱

系分布特征是:一个单倍型即 H2 在每个种群中都存在,而且占了最大的比例,有 2 个单倍型为 3 种群所共

享。 这种简单的谱系结构与群体遭受瓶颈效应后经历群体扩张的特征相一致。 单倍型主干网络关系图呈星

状结构,单倍型 H2 位于网络关系图的中心,不具有明显的地理结构。 单倍型 H2 的出现,可能是黄河上游水

系因地理距离较近且相互之间没有明显地理障碍,过去可能因河川袭夺或洪水泛滥为厚唇裸重唇鱼的快速扩

散提供了条件。
结合歧点分布和 Tajima忆s D 中性检测测试厚唇裸重唇鱼的种群扩张。 厚唇裸重唇鱼 81 尾个体控制区序

列的核苷酸歧点分布分析显示歧点分布图为一明显单峰图。 且厚唇裸重唇鱼最小进化网络图呈星状,而具有

星状网络图常反映种群发生过种群扩张,这都说明厚唇裸重唇鱼种群演化历史复杂,厚唇裸重唇鱼经历了种
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群扩张事件。 在中性检测中,Tajima忆s D 值和 Fs 值均为负值,但差异不显著,可能最近经历的种群变动并不

Tajima忆s D 值和 Fs 值的显著性所反映。
裂腹鱼类是青藏高原的优势类群,其演化过程与青藏高原的隆起密切相关[29]。 青藏高原第四纪以来经

历了数次地质变迁和气候的改变,生活在高原水域中的鱼类或多或少经历过瓶颈效应有关[24,30]。 黄河上游

许多鱼类在长期的演化过程中形成对高寒环境极强的适应性,具有生长期短、生长速度缓慢、性成熟年龄晚等

特性。 其生存状况对人类干扰极为敏感。 随着人类活动频繁,水利工程等的兴建,生活在上游的厚唇裸重唇

鱼等土著鱼类往上游无人烟活动区集中,加上其特殊的生物学特性,可能会导致其迁徙、洄游路径发生改变。
本研究与黄河上游其他鱼类在分子系统地理学及其种群历史动态分析方面有较为相似的结果。 但从单个基

因评估厚唇裸重唇鱼不同群体的遗传结构还远远不够。 应进一步综合运用多种分子标记(如核基因),结合

生态学研究,以得出更全面、客观的结论,为该物种种群遗传多样性和保护生物学等研究提供科学资料。
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