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基于线粒体控制区 Ｄｌｏｏｐ序列的
长臀 种群遗传结构分析
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摘要：【目的】了解长臀 Ｃｒａｎｏｇｌａｎｉｓ３个种群的野生资源状况，并对３个种群的物种有效性进行分析。【方法】采
用线粒体控制区Ｄｌｏｏｐ基因序列测定技术，分析了珠江水系、海南水系和越南红河水系长臀 种群的群体遗传结

构及其变异。【结果】在检测的８４个个体中共得到４３个单倍型，呈现出较高的单倍型多样性与较为贫乏的核苷酸
多样性，其中海南长臀 Ｃ．ｍｕｌｔｉｒａｄｉａｔｕｓ群体的单倍型多样性（Ｈｄ＝０８７１）和核苷酸多样性（Ｐｉ＝０００６４）最低；
Ｔａｊｉｍａ’ｓＤ中性检验以及核苷酸不配对分析均表明，３个长臀 群体趋于稳定，未经历过大规模的种群扩张。Ｆｓｔ
分析发现，海南长臀 同珠江长臀 Ｃ．ｂｏｕｄｅｒｉｕｓ、红河长臀 Ｃ．ｈｅｎｒｉｃｉ产生了一定的遗传分化，而珠江和红河群
体未发现明显遗传分化，从遗传距离来看，珠江和红河长臀 净遗传距离为００００。【结论】长臀 野生资源较为贫

乏，且海南群体最为严重；认为应将珠江长臀 和红河长臀 归为同一亚种长臀 Ｃ．ｂｏｕｄｅｒｉｕｓ，而海南长臀 作为

长臀 的另一个亚种。
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　　鱼类线粒体基因是遗传信息重要的载体，具有母
系遗传、进化速度快等特点，是研究种群遗传结构的理

想材料［１２］；线粒体控制区又称Ｄ环区（Ｄｌｏｏｐ），其进
化速度最快，是ｍｔＤＮＡ其他区段的５～１０倍［３］，遗传

变异大，是种群遗传多样性研究的常用标记之一，很适

合做种内、种群或个体间的遗传分化研究［４］。

长臀 属 Ｃｒａｎｏｇｌａｎｉｓ是东亚和南亚特有属，原
在中国的珠江水系和海南水系以及越南的红河水系

很常见，由于其人工繁殖技术还不成熟［５６］，尚不能

为水产市场提供稳定的苗种，因此一直以来其苗种

主要通过野外捕捞获得，以致长臀 野生资源枯竭，

已被列入《中国濒危动物红皮书》［７］，面对长臀 如

此严峻的野生资源状况，通过分析其种群结构和遗

传多样性，进而对其野生资源状况进行客观的评价

显得尤为重要，纵观国内外研究现状，仅有少数学者

对长臀 分布区的部分群体进行了研究，乐小亮

等［８］通过ｃｙｔｂ基因以及高志远等［９］通过线粒体控制

区仅对海南群体遗传变异进行了研究，程飞等［１０］通

过ＡＦＬＰ和微卫星也只研究了海南和珠江２个群体，
本研究采集珠江、海南和越南红河３个群体，通过线
粒体控制区对３个区域的长臀 遗传结构和遗传多

样性进行分析，并对长臀 ３个群体的野生资源现
状进行客观评价。

自１９２７年Ｋｏｌｌｅｒ［１１］在海南发现一新种Ｐｓｅｕｄｅｕ
ｔｒｏｐｉｃｈｔｈｙｓｍｕｌｔｉｒａｄｉａｔｕｓＫｏｌｌｅｒ以来，长臀 的归属问

题一直饱含争议；Ｍｙｅｒｓ［１２］认为 Ｐｓｅｕｄｅｕｔｒｏｐｉｃｈｔｈｙ和
Ｃｒａｎｏｇｌａｎｌｓ为同物异名，故将Ｋｏｌｌｅｒ发现的新种改名
为Ｃｒａｎｏｇｌａｎｉｓｍｕｌｔｉｒａｄｉａｔｕｓ，但认为 Ｃ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ和 Ｃ．
ｍｕｌｔｉｒａｄｉａｔｕｓ为不同的 ２个种，并建立了长臀 科

Ｃｒａｎｏｇｌａｎｉｄｉｄａｅ；Ｊａｙａｒａｍ［１３］认为两者是同物异名，均
属于长臀 Ｃ．ｂｏｕｄｅｒｉｕｓ；褚新洛等［１４］则认为二者应

作为１个种的２个地理亚种更为合理；Ｎｇ等［１５］却认

为除上述２个种外，还包括越南红水河水系的红河
长臀 Ｃ．ｈｅｎｒｉｃｉ；刘彩霞［１６］采用传统形态度量学方

法，认为长臀 属只有１个有效种，即 Ｃ．ｂｏｕｄｅｒｉｕｓ；
程飞等［１０］通过ＡＦＬＰ和微卫星标记仅对海南和珠江
２个群体进行了分析，认为二者为同一种。本研究通
过线粒体控制区，对长臀 ３个种群遗传分化和遗
传距离进行分析，旨在为长期存在争议的长臀 物

种有效性提供可靠的分子生物学依据。

１　材料与方法
１．１　材料

珠江长臀 Ｃ．ｂｏｕｄｅｒｉｕｓ鳍条样品于 ２０１３年

３—９月分别采自广东省清远市清新县源潭镇境内北
江流域（９条）、佛山九江流域（８条）和广西西江上
游红水河流域（７条），共采集样本２４条；红河长臀
Ｃ．ｈｅｎｒｉｃｉ鳍条样于２０１４年６月２０日采自与云南河
口交界的越南红河流域，共采集样本３０条；海南长
臀 Ｃ．ｍｕｌｔｉｒａｄｉａｔｕｓ鳍条样于２０１４年７月２０日采
自海南省儋州市南丰镇松涛水库番加乡、南丰镇和

白沙３个区域，共采集样本３０条，样本采集是随当
地渔民出船捕捞购得，体长介于１５～２５ｃｍ，新鲜采
集的鳍条样品储存于体积分数为９５％乙醇溶液中，
带回实验室放置于－２０℃冰箱中保存。

组织样品 ＤＮＡ提取试剂盒为 ＴＩＡＮＧＥＮ生化科
技有限公司产品、ＴａｐＤＮＡ聚合酶为ＴａＫａＲａ有限公
司产品，其他试剂均为分析纯。引物由上海捷瑞生

物公司合成，测序由上海英骏公司完成。引物根据

ＮＣＢＩ上已有长臀 线粒体全长序列（ＧｅｎＢａｎｋ序列
号：ＮＣ＿００８２８０１）设计 Ｄｌｏｏｐ引物序列；ＤｌｏｏｐＦ：５′
ＣＴＡＡＡＴＣＴＴＡＡＴＧＴＣＴＴＣＧＡＣＡＴＧＣ３′，ＤｌｏｏｐＲ：５′
ＧＧＴＴＴＧＡＣＡＧＧＡＴＡＡＡＴＴＡＧＧＡＣＴＣ３′。
１．２　方法
１．２．１　长臀 鳍条样 ＤＮＡ的提取　取３０ｍｇ左右
鳍条样品，于蒸馏水中漂洗数次，用滤纸吸干表面水

分，放入１５ｍＬ离心管中，用剪刀剪碎，加裂解液，
在 ５５℃水域中直至裂解完全，按 ＴＩＡＮＧＥＮ组织
ＤＮＡ提取试剂盒说明书进行操作，然后琼脂糖凝胶
电泳检验提取效果，于－２０℃条件保存供后续试验。
１．２．２　长臀 ＤｌｏｏｐＰＣＲ扩增　ＰＣＲ反应体系总体
积为５０μＬ，其中包括１０×Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｄＮＴＰｓ（２５
ｍｍｏｌ·Ｌ－１）４μＬ，上、下游引物各１μＬ，ＥｘＴａｑ酶
（１Ｕ·μＬ－１）２μＬ，模板 １μＬ，用双蒸水补足 ５０
μＬ。ＤｌｏｏｐＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循
环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应结束后，取２μＬＰＣＲ产
物做琼脂糖凝胶电泳，检验目的基因质量，然后送上

海英骏生物公司测序鉴定。

１．２．３　序列分析　测序结果同 ＮＣＢＩ上序列比对分
析后，用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行排序，并进行手工校
正［１７］。ＭＥＧＡ５０软件统计序列的碱基组成、变异位
点数、简约信息位点以及群体间的遗传距离［１８］；用

ＤｎａＳＰ５０计算单倍型多态性和核苷酸多样性等遗传
多样性指数［１９］。利用Ａｒｌｅｑｕｉｎ３５中性检验和核苷酸
不配对分布２种方法来检测长臀 的群体历史动态［２０］。
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２　结果与分析
２．１　长臀 ＤＬｏｏｐ基因序列的组成及变异

采用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件分别对长臀 ３个群体进行
序列比对，去除两端冗余序列，珠江长臀 、海南长

臀 和红河长臀 得到可分析序列长度分别为７４２、
７３４和７３４ｂｐ，３个群体序列组成和变异结果见表１；

长臀 Ｄｌｏｏｐ序列多态性两端较高，中间２５６～５３１
ｂｐ相对保守，其中多态性最高的区域为 ５３２～６３３
ｂｐ；共发现３个保守区域 ＡＡＡＡＴＣＧＣＡＴＡＡＴＴＣＣＣＴ
ＴＡＡＣＡＴＴＴＣＡＴＧ（１７７～２０６ｂｐ）、ＧＧＧＴＣＡＣＡＣＴＣＣＴ
ＣＡＣＡＣＴＡＴＴＴＣＴＧＧＣＡＴＣＴＧＧＴＴＣＣＴＡＴＴＴＣＡ（３２９～
３７３ｂｐ）和 ＡＣＣＴＣＧＴＴＣＴＡＧＣＡＡＡＡＡＣＣＣＣＣＣＡＴＧＣ
ＣＡＡＧＧＣＡＴＴＣＴＴＴＡＡＣＡＧ（４３４～４７９ｂｐ）。

表１　长臀 ３个种群Ｄｌｏｏｐ序列特征
Ｔａｂ．１　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＤｌｏｏｐｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｒｅｅＣｒａｎｏｇｌａｎｉｓｓｐｅｃｉｅｓ

种群 样品数／条
多态性

位点

简约信息

位点

碱基组成／％
Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ａ＋Ｔ Ｃ＋Ｇ

珠江长臀 ２４ ５６ ３６ ３１．７ ２２．６ ３３．６ １２．１ ６５．３ ３４．７
海南长臀 ３０ ２０ １３ ３１．６ ２２．５ ３３．６ １２．３ ６５．２ ３４．８
红河长臀 ３０ １８ １３ ３１．５ ２２．６ ３３．８ １２．０ ６５．４ ３４．６
合计 ８４ ７０ ５２ ３１．５ ２２．６ ３３．７ １２．１ ６５．３ ３４．７

２．２　长臀 种群的遗传结构分析

采用ＤＮＡｓｐ５０和 Ａｒｌｅｑｕｉｎ３５软件对３个长臀
种群８４个个体的Ｄｌｏｏｐ序列进行分析，共检测出４３
个单倍型，其中珠江种群２０个，海南种群１１个，红河
种群１８个；３个群体间无共享单倍型，红河和珠江种
群有６个共享单倍型，海南种群１１个单倍型均为特有
单倍型（表２）；对各群体的遗传变异参数进行统计，
结果如表３所示，对比各群体单倍型多样性指数、核
苷酸多样性指数以及平均核苷酸差异数发现，海南长

臀 ３个指标值均最低，说明海南群体遗传多样性水
平较低。对长臀 ３个种群进行中性假说检验结果
表明，除珠江长臀 Ｆｕ’Ｆｓｔ检验达到显著外（Ｐ＜
００５），其他种群均不显著（Ｐ＞００５）（表３）。结合
核酸不配对曲线可以发现，３个群体均呈多峰曲线分
布，与其Ｔａｊｉｍａ’ｓＤ检验不显著结果相符，表明３个
群体大小稳定，无明显的群体扩张（图１）。
２．３　长臀 种群遗传距离估算和聚类分析

采用Ｍｅｇａ５０对长臀 ３个种群间的净遗传距
离进行估算，结果如表４所示，珠江与海南的净遗传
距离为０００１，海南与红河的净遗传距离大于珠江与
海南为 ０００３；长臀 ３个群体的平均遗传距离为
００１４，海南种群间的遗传距离最小为０００６，显著小
于珠江种群间的遗传距离（００１５）及红河种群间的
遗传距离（００１８）；对３个群体间的遗传分化指数进
行计算也发现，海南与珠江以及红河与海南的遗传

分化指数达到显著（Ｐ＜００５），而红河与珠江之间的
遗传分化指数不显著，说明海南长臀 群体同珠江、

红河群体间产生了一定的遗传分化。采用 Ｍｅｇａ５０
软件对８４个个体进行 ＮＪ聚类分析，并采用 Ｂｏｏｔ
ｓｔｒａｐ（重复次数１０００）检验聚类树各分支置信度，结
果如图２所示，３个种群８４个个体间未形成明显的
谱系结构，各地理种群散乱无序的分布于各分枝，无

明显的地理聚群，未发现明显的地理结构。

表２　４３个单倍型在长臀 群体中的分布

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ４３ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｉｎＣｒａｎｏｇｌａｎｉｓ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ 个

单倍型 珠江长臀 海南长臀 红河长臀
１ ３ １
２ ３ ３
３ １
４ １
５ ８
６ １
７ ２
８ ３
９ １
１０ １ ３
１１ １
１２ １
１３ １
１４ １
１５ ３
１６ ３
１７ １
１８ １
１９ １
２０ １
２１ １
２２ １
２３ １
２４ １
２５ １
２６ ２
２７ １
２８ １
２９ １
３０ １
３１ １
３２ １
３３ １
３４ ８
３５ １
３６ １
３７ １
３８ １ ２
３９ ２
４０ １
４１ １ ２
４２ １
４３ １ ３
总计 ２０ １１ １８
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表３　长臀 种群的遗传变异参数统计１）

Ｔａｂ．３　ＰａｒａｍｅｔｒｉｃｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎＣｒａｎｏｇｌａｎｉｓｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

种群 个体数 单倍型数 单倍型多样性指数（Ｈｄ）核苷酸多样性指数（Ｐｉ）平均核苷酸差异数（Ｋ） Ｔａｊｉｍａ’ｓＤ Ｆｕ’Ｆｓｔ
珠江长臀 ２４ ２０ ０．９７８ ０．０１４７ １０．７０３ －１．０７３６ －５．３３９８

海南长臀 ３０ １２ ０．８７１ ０．００６４ ４．６６０ －０．５９４２ ０．９００６
红河长臀 ３０ １８ ０．９６３ ０．０１８６ １３．５６１ ０．１８０１ －０．１２８８
　１）表示达统计显著水平 （Ｐ＜００５）。

图１　长臀 群体Ｄｌｏｏｐ基因序列的核苷酸不配对分布
Ｆｉｇ．１　ＭｉｓｍａｔｃｈｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＤｌｏｏｐｇｅｎｅｆｏｒｔｈｅＣｒａｎｏｇｌａｎｉｓｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

表４　长臀 种群内遗传距离（对角线）及两两种群间净遗传距离（对角线上）和遗传分化系数（Ｆｓｔ）（对角线下）１）

Ｔａｂ．４　Ｐａｉｒｗｉｓｅｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓｗｉｔｈｉｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ（ｄｉａｇｏｎａｌ），ｎｅｔｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ（ａｂｏｖｅｄｉａｇｏｎａｌ）ａｎｄｆｉｘａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ
（Ｆｓｔ）（ｂｅｌｏｗｄｉａｇｏｎａｌ）ｂｅｔｗｅｅｎＣｒａｎｏｇｌａｎｉｓｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

种群 珠江长臀 海南长臀 红河长臀

珠江长臀 ０．０１５ ０．００１ ０．０００
海南长臀 ０．１１４ ０．００６ ０．００３
红河长臀 ０．０１５ ０．１７０ ０．０１８

　１）表示达统计显著水平 （Ｐ＜００５）。

Ｚ：珠江长臀 Ｃ．ｂｏｕｄｅｒｉｕｓ；Ｈ：海南长臀 Ｃ．ｍｕｌｔｉｒａｄｉａｔｕｓ；Ｙ：红河长臀 Ｃ．ｈｅｎｒｉｃｉ。
图２　基于Ｄｌｏｏｐ基因序列构建的长臀 邻接系统树

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅＮＪｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎＤｌｏｏｐｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＣｒａｎｏｇｌａｎｉｓ
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３　讨论

３．１　长臀 种群的遗传多样性

遗传多样性是物种不断进化适应环境的基础，

是评价生物资源状况的重要依据，遗传多样性的降

低或丧失，会对野生群体的资源状况造成极大威胁。

采用Ｄｌｏｏｐ基因序列对长臀 珠江水系、海南水系和

越南红河水系３个种群遗传结构分析发现，３个种群
均表现出单倍型多样性高、核苷酸多样性低的现象

（珠江 Ｈｄ＝０９７８，Ｐｉ＝００１４７；海南 Ｈｄ＝０８７１，
Ｐｉ＝０００６４；红河 Ｈｄ＝０９６３，Ｐｉ＝００１８６），其中海
南群体Ｈｄ和Ｐｉ都小于其他２个群体，３个种群遗传
多样性与中国香鱼［４］、青海湖裸鲤［２１］、圆口铜鱼［２２］、

刀鲚［２３］、铜鱼［２４］水平相当；通过考察群体的核苷酸

不配对曲线是否单峰型或多峰型、是否偏离中性检

验，可以推测过去群体是否发生过扩张［２５］，长臀 ３
个群体Ｔａｊｉｍａ’ｓＤ检验不显著（Ｐ＞０１０）和核酸不
配对曲线呈多峰曲线分布，表明长臀 ３个群体保
持稳定，未出现大规模扩张；由上述结果可见，长臀

群体的遗传多样性总体上比较贫乏。珠江水系和

越南红河水系的长臀 较海南长臀 有更多基因交

流的机会，海南长臀 处于海南岛，四面环海很难与

外界产生基因交流；长臀 尚未实现大规模的人工

繁殖，其种苗大部分靠野生苗种捕捞，长臀 野生资

源的匮乏，也是造成长臀 野生资源遗传多样性贫

乏的原因。海南长臀 遗传多样性贫乏程度较其他

２个群体更胜，应加强海南岛野生长臀 资源的保

护，建立长臀 保护区刻不容缓［９］。

３．２　长臀 种群的分化和地理格局

长臀 ３个种群８４个个体共检测到４３个单倍
型，珠江种群和红河种群有６个共享单倍型，海南１１
个单倍型均为特有单倍型；３个群体平均遗传距离
００１４，珠江和红河的净遗传距离为００００，海南和红
河的净遗传距离（０００３）大于海南和珠江（０００１），
西江上游红水河与南盘江相连，而南盘江又与云南

元江相接，元江的下游流进越南境内称红河，故珠江

长臀 所在的水系和红河长臀 所在水系相连，基因

交流较四面环海相对封闭的海南岛频繁，另外广西、

云南与越南相邻，据调查，当地很多野生长臀 苗种

购自越南，加速了２个群体的基因交流，３个群体遗
传距离的差异与地理分布相符。３个群体遗传分化
指数也显示，海南长臀 同珠江、红河２个群体有显
著的遗传分化，而珠江和红河没有，说明海南长臀

由于和珠江、红河地理上的隔离，在漫长的进化过程

中已经慢慢产生了遗传分化。基于 Ｄｌｏｏｐ基因构建
长臀 ＮＪ进化树发现，３个群体散乱分布于各枝，未
出现明显的地理聚群，但从进化树上可见珠江和红

河２个群体有更多的交集。综上所述，海南长臀
同珠江长臀 和红河长臀 产生了一定的遗传分化，

但很缓慢。

３．３　长臀 属鱼类物种有效性分析

长臀 ３个种群的物种有效性一直存在争议，
褚新洛等［１４］在中国动物志硬骨鱼纲鲇形目中认为不

同地理种群的形态差异与其分布地区有一定的联

系，故将采自云南元江（红河）和海南的Ｃ．ｍｕｌｔｉｒａｄｉ
ａｔｕｓ和珠江长臀 Ｃ．ｂｏｕｄｅｒｉｕｓ作为１个种的２个亚
种；Ｎｇ等［１５］在整理采自越南北部红河水系的长臀

属鱼类时，与我国长臀 属鱼类进行了比较，则认为

长臀 属有３个有效种：珠江长臀 Ｃ．ｂｏｕｄｅｒｉｕｓ、海
南长臀 Ｃ．ｍｕｌｔｉｒａｄｉａｔｕｓ和红河长臀 Ｃ．ｈｅｎｒｉｃｉ。
刘彩霞［１６］采用形态度量学方法对分布于我国珠江水

系、元江水系及海南岛诸水系的长臀 属３种鱼类，
共６６尾个体的４３个测量性状进行了主成分分析，
其研究结果认为虽然３个种群长臀 可数性状存在

少许差异，但并不能从形态上进行区别，认为长臀

属只存在１个有效种。另外，程飞等［１１］采用 ＡＦＬＰ
分子标记技术对珠江长臀 和海南长臀 共６０个个
体进行了遗传多样性研究，认为两者遗传差异属于

种内差异，认为两者同属１个有效种。线粒体控制
区其进化速度最快，是ｍｔＤＮＡ其他区段的５～１０倍，
本研究从线粒体控制区 Ｄｌｏｏｐ基因对长臀 ３个种
群物种有效性进行分析，红河和珠江长臀 的净遗

传距离为００００，海南和珠江、红河的净遗传距离也
较小（０００１、０００３）；从遗传分化系数结果来看，珠
江种群和红河种群无显著的遗传分化，海南长臀

虽然与其他２个群体产生了一定的遗传分化，但远
没达到一个新种的遗传距离。本研究结果认为，应

将珠江长臀 和红河长臀 归为同一个亚种长臀

Ｃｒａｎｏｇｌａｎｉｓｂｏｕｄｅｒｉｕｓ，海南长臀 Ｃｒａｎｏｇｌａｎｉｓｍｕｌｔｉ
ｒａｄｉａｔｕｓ归为长臀 的另一个亚种。
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