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摘要 似的 (尸 s eu d o g ob i 。 v
ia l al nt i) 是广布于 中国淡水水体中的一种小型鲤科 鱼类

.

通过分析线粒

体细胞色素 b ( c yt b) 基因序列变异
,

探讨似韵不 同地理 种群 的相互关系
,

研究似韵的生物地理 学过

程
,

并讨论其物种分化的现状
.

收集 了来 自辽 河
、

长 江 ( 赣江
、

信 江等 )
、

富春江
、

珠江
、

万 泉河等

水系的样品
.

在获得的似韵 61 个样本的线粒体 c
yt b 基 因全序列 ( 1 14 0 b p ) 中

,

共检测出了 4 5 个单倍

型
.

线粒体单倍型的网络分析发现 4 5 个单倍型不形成一个 网络 图
,

而 是分成 9 个单元群
.

邻接树的

结果显示
,

这些单倍型形成 5 个大的分支
,

基本上与地理 分布相对应
,

分别是长江 1
、

珠 江
、

海南
、

长 江 2 和辽 河等水系
.

综合分析似韵单倍型的相互关 系和地理 分布及分子钟的计算显 示这 一分布格

局形成于 S M a 前一 3 M a 前
,

其后的 2 00 多万年 中没有地理种群 的交流
.

尽管似的不 同地理 种群的

分子差异很大
,

但从形态上这些隔离的地理 种群之间没有明显的差异
,

我们认为这反映出似韵进 化

较保守
.

与似约一样在 中国东部广布 的种类很 多
,

它们的地理分布格局 的形成过程 多被解释为第四

纪 冰期的扩散
.

与它们相比
,

似韵的地理格局的形成时间和物种分化状态是一个特例
.

关键词 似的 生物地理学
c yt b 基 因 物种分化

地球上的生物之所以 表现出多种多样 的差异
,

其主要原因是它们 以不同的物种形式存在
.

因而物

种的差异
、

物种 的分化 构成了生物多样性的核心
.

研究物种分化的过程即成为探究生物多样性起源的

重要组成部分
.

物种形成的方式有很多
,

其中最普遍的是地理

隔离导致的物种分化川
.

以地理分布 为基础
,

采用

系统发育分析的方法
,

研究物种及物种 内不同种群

形成现有分布格局的历史原因和演化过程 已成为一

门新的学科
,

即系统发育生物地理学 ( p h y l o g e o g
r a -

p h y )
.

由于综合了多门学科的信息
,

系统发育生物

地理学可 以精确地分析 区域类群在时间和空间上 的

发展变化
,

从 而重建生 物区 系的历史 2[,
3」

.

系统发

育生物地理学的创始人 Avi s e
将其称作是研究物种

形成历史 的科学
.

近年来
,

分子生物学技术及种群

遗传学等方法和原理 的运用
,

使得分子系统发育生

物地理学可以进一步从种 内水平上描述种群地理格

局的形成过程
,

探讨种群分化的历史
,

推测种群现

有分布格局形 成 的原 因
,

例如 是否 经历过 气候 变

化
、

地质 活动 等历 史事 件
,

以 及迁 移
、

扩 散
、

集

群
、

甚至灭绝等川
.

近年来
,

利用线粒体 D N A ( m t D N A )作为分子标

记在动植物领域进行分子系统发育生物地理学研究已

成为热点
,

尤其在淡水鱼类
.

这是因为淡水鱼类的分

布受到水 系 的严 格 限制
,

地 理 隔离 广 泛 存在圈
,

m t D N A 单倍型的变异呈现明显的地理差异
,

可以清

楚地揭示鱼类物种地理分布格局的形成历史
.

似晌 ( P s e u d o g o 占10 v a i l l a n t i ) 隶 属 于 鲤 形 目

( C y p r i n i f o r m e s ) 鲤 科 ( C y p r i n id a 。 ) 如 亚 科 ( G o b i o
-

n i n a e )似晌属 ( P s e u d o g o b i o )
,

为小型
、

流水性底栖

鱼类
.

似 的在海南
、

灵江
、

北 江
、

闽江
、

富春江
、

长江
、

淮河
、

黄河
、

辽河等水系均有分布阶
7〕

.
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国动物志 户〕将 我 国的似晌属 鱼类划分 为两个 种
,

似晌和桂林似晌 ( p s e u d
o
g

o 乙1 0 g u i zi n e n s i: )
,

桂林似

韵仅分布于西江水系
.

近年来
,

一些研究对它们的

形态变异
、

物种有效性 等问题进行 了分析
.

R A P D

分析未显示划分为桂林似韵和似如的样本之间有生

殖隔离 sF]
.

杨秀平等川 发现作为区 别似晌和桂林似

晌的重要特征胸鳍末端是否超过腹鳍起点及尾柄高

与尾柄长的比例等相互之间有一定 的相关性
,

有较

大的重叠
,

并没有明确 的界限
.

分子和形态学数据

显示了似的属仅似晌一个有效种
.

但是似如不同地

理种群是如何隔离分化的尚不清楚
.

本研究采用线

粒体
。 yt b 基因序列来分析似晌不 同地理种群 间的

相互关系
,

研究似晌的生物地理学过程
,

并讨论其

物种的分化现状
.

司完成
.

1
.

3 数据分析

D N A 序列 的 比对使用 C l u s t a l X 软件 “ Z J并在

S e a v i e w 〔` 3 〕中辅 以 手工 校 正
.

以 G e n B a n k 中蛇韵

( S a u r o g o 西i
。 己a 占r 夕 i )的 e y t b 基因全序列 (序列号为

A Y 2 4 5 0 9 1 ) 为 参 照
,

找 出 序 列 的 起 始 密 码 子

( A T G )
,

删除起始密码子前的碱基
.

所有序列送交

G e n B a n k
,

登录号为 ( A Y 8 8 2 8 6 3一 A Y 8 8 2 9 2 3 )
.

分

支系统树的生成使用 M eg a 2
.

1 软件 l[’ 口中的 N ie g h
-

b 。 :
oJ in in g ( N )J 法

,

其分支的置信度采用重复抽样

分析 ( b o o t s t r a p a n a l y s i s )
,

进 行 1 0 0 0 次重 复抽样
.

序列中各碱基的含量及变异情况用 M eg
a 中的 S t a -

it st i c 命令进行分析
.

线粒体单倍型之间的网络关系

分析用 T C S 1
.

1 8巨’ 5 〕软件
.

1 材料与方法

1
.

1 实验材料

共检测 了采 自长 江 中游
、

珠 江水 系
、

辽河 水

系
、

富春江
、

海南 的 61 尾似晌标本 (见表 1)
.

所有

标本保存于 95 %酒精 中
.

1
.

2 基因组 D N A 的提取
、

P C R 扩增和序列测定

总 DN A 从 95 % 乙 醇保 存 的肌 肉样 中提 取
.

D N A 的提取和 P C R 扩增均采用常规方法 l0[
」

.

扩增

和 测 序 所 用 引 物 为 L 14 7 2 4 ( 5忆G A C T T
-

G A A A A A C C A C C G T
一

3 `
) 和 H 1 5 9 1 5 ( 5 ’ 一

C T C
-

C G A T C T C C G A T T A C A A G A C
一

3 ’
) 〔 , `〕

.

P C R 反应

的总体积为 6 0 拌L
,

大约用 5 0 n g 的基 因组 D N A 作

为模板
.

P C R 反应条件 为
:

94 ℃ 预变性 3 m in
,

然

后循环包括
: 9 4 oC 变性 3 0 5 ,

5 0一 5 8 oC 退火 3 0 5 ,

7 2℃延伸 70 。 ,

共 35 个循 环
,

最后 在 72 ℃ 延伸

s m in
.

P C R 产物的回收和 D N A 序列测定 由测序公

2 结果

2
.

1 似腼细胞色素 b 基因序列及变异

实验共获得 5 个水 系
,

n 个支流 15 个采样点

的 61 尾 似 晌 标 本 的 线 粒 体
c
yt b 基 因 全 序 列

( 1 14 O b p )
,

与 G e n B a n k 中蛇晌的 e y t b 基 因全序列

进行序列 比对
,

生成供系统发育分析的序列矩阵
.

在 61 个个体中共检测出 45 个单倍 型 (见表 1)
.

61

个个体中 c yt b 基因片段 中 T
,

C
,

A
,

G 碱基平均

含量分别为 2 8
,

7 %
,

2 7
.

2%
,

2 8
.

4 %
,

1 5
.

6%
.

其

中 A + T 含 量 ( 5 7
.

1% ) 明显 高 于 C + G 含 量

(4 2
.

8 % )
.

序列中的转换 明显 比颠换 多
,

平均 的转

换发生频率是颠换的 4
.

6 倍
.

在 1 1 4 0 个位点中
,

保

守位点 8 58 个
,

变异位点 2 82 个
,

其 中简约信息位

点 2 32 个
.

外 类群 蛇如 与内类群序 列 的遗传距 离

( p一 d i s t a n c e )在 1 5
.

7% 和 1 8
.

7%之 间
.

似晌 种群

单倍型之间的遗传距离在 0
.

09 %和 1 2
.

。%之间
.

表 1 本研究 中样本的编号
、

采集地
、

水 系
、

标本数
、

单倍型数及 G e n B a n k 登录 号

编号 采集地 水系 标本数 单倍型 G
e n B a n k 登 录号

G l一 G SY S
,

G 12 Y S 阳朔 ( Y )S 珠江 (西江 )

G g一 G l l L Z

G 6一 G SG X
,

1 8 G X

5 1一 S Z SX

S 5 0G F
,

5 6 2一 S 6 3 G F

柳州 ( L Z )

广西 ( G X )

陕西 ( SX )

广丰 ( G F )

长江 (汉江 )

长江 〔信江 )

A Y 8 82 8 9 3
,

A Y 8 8 2 8 8 9一 A Y 88 2 8 9 0
,

A Y 8 8 2 8 9 7一 A Y 8 8 2 8 9 9

A Y 8 8 2 9 0 0一 A Y 8 8 2 9 0 1
,

A Y 8 8 28 9 1

A Y 8 8 2 8 9 2
,

A Y 8 8 2 8 9 4一 A Y 8 8 2 8 9 6

A Y 8 8 2 8 8 4一 A Y 8 8 2 8 8 5

A Y 8 8 2 9 1 6
,

A Y 8 8 2 9 0 5
,

A Y 8 8 2 9 1 9
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续表

编号 采集地 水系 标本数 单倍型 G
e n B

a n k 登录号

S 2 4 S R
,

S 2 6 S R
,

4S 0 S R
,

5 5 7一 S 6 0 S R

上饶 ( S R )

5 4 4一 S 4 5Y T
,

5 5 1一 S 5 6Y T
,

S 6 1 Y T

鹰潭 ( Y T )

2 3W Y
,

2 4 WY

5 4 1一 S 4 2W Y

54 6一 S 4 7 Y H

S 3 8 P Y

5 9一 S 2 1K Y

5 2 2一 S 2 3 B L

5 7一 S S WQ

S 4 9 L T

5 5一 S 6 F C

姿源 ( W Y )

宜黄 ( Y H )

都阳湖 ( P Y )

开原 ( K Y )

碧流河 ( B L )

万泉河 ( WQ )

龙塘 ( L T )

富春江 ( F C )

长江 (赣江 )

长江 (都阳湖 )

辽河

辽河 (碧流河 )

海南 (万泉河 )

海南 (南渡江 )

浙江 (富春江 )

A Y 8 8 2 8 7 9
,

A Y 8 8 2 9 0 2
,

A Y 8 8 2 9 0 4
,

A Y 8 8 2 9 1 0
,

A Y 8 8 2 9 1 3
,

A Y 8 8 2 9 1 1
,

A Y 8 82 88 1

A Y 8 8 2 9 0 8
,

A Y 8 8 2 9 2 0
,

A Y 88 2 9 1 2
,

A Y 8 8 2 9 1 7一 A Y 8 8 2 9 1 8
,

A Y 8 8 2 9 2 1
.

A Y 8 8 2 9 0 3
,

A Y 8 8 2 9 1 4
,

A Y 8 8 2 9 0 6

A Y 8 8 2 9 2 2
,

A Y 8 8 2 9 0 7
,

A Y 88 2 8 8 2
,

A Y 8 8 2 9 0 9

A Y 8 82 8 8 0
,

A Y 8 8 2 8 8 3

A Y 8 8 2 9 1 5

A Y 8 8 2 8 6 3一 A Y 8 8 2 8 7 5

A Y 8 8 2 8 7 6一 A Y 8 8 2 8 7 7

A Y 8 8 2 8 8 6一 A Y 8 8 2 8 8 7

A Y 8 8 2 8 8 8

A Y 8 8 2 9 2 3
,

A Y 8 8 2 8 7 8

2
.

2 T C S 分析和分子系统树

T C S 网络关系分析表明似晌 的 45 个单倍型不形

成一个网络
,

而是被分成 9 个单元群 ( A一 D (未示出 )
.

图 1显示基于线粒体
。 yt b 基因的 NJ 系统树

.

在

NJ 树中
,

这些单倍型形成 5 个大的分支
,

并基本上与

不同的地理分布相对应
,

分别为长江 1
、

珠江
、

海南
、

长江 2 和辽河
.

长江 1种群包括了长江水系和富春江

的个体
.

珠江种群为采 自珠江 ( 阳朔和柳州 )水系的似

晌
.

海南种群主要采 自万泉河和南渡江
.

长江 2 种群

包括了长江水系和富春江的个体
.

辽河种群为辽河水

系的样本
,

包括采 自开原和碧流河的个 体
.

从 NJ 树

中可以看到
,

辽河种群与长江 2 种群形成姐妹群
,

再

与海南种群聚在一起
,

它们又与珠江种群形成姐妹群
,

最后与长江 1 种群聚在一起形成姐妹群
.

2
.

3 不同分支之间的分歧时间

依据 NJ 系统树上的 5 大分支
,

并依据水系将 61

个个体归为 5 个种群
,

计算它们之间的遗传距离
,

得

出长江 2 种群与辽河种群的遗传距离最小 (5
.

9 85 % )
,

珠江种群与辽河种群 的遗传距离最大 ( 10
.

5 29 % )
.

水

系内似晌种群的遗传距离显著小于水系之间的
,

除长

江水系的似晌种群外
,

其他水系似韵种群的差异都在

1
.

2% 以下
.

在长江水系的似韵种群内部
,

其平均遗传

距离是 4
.

81 %
.

按照鱼类线粒体 DN A 编码蛋白基因

序列进化速率为每百万年 1% . 6〕计算
,

各种群的分歧

时间在 5
.

26 M a
前一 3 M a

前之间 (表 2)
.

表 2 不同地理种群之 间遗传距离的比较和分歧时间估计

不同地理种群之

间 比较

遗传距离 /%

范围 平均值

1 0
.

0 1 9

9
.

3 26

9
.

4 0 2

9
.

2 3 9

1 0
.

1 9 8

1 0
.

0 7 8

1 0
.

5 2 9

9
.

0 9 5

8
.

8 3 5

5
.

9 8 5

分歧时间 / M
a

平均值

长江 l/ 珠江

长江 1/ 海南

长 江 l/ 长江 2

长江 l/ 辽河

珠江 /海南

珠江 /长江 2

珠江 /辽河

海南 /长江 2

海南 /辽河

长江 2 /辽河

8
.

8 5 8一 1 0
.

6 2 9

8
.

8 6 4一 10
.

0 0 9

8
.

6 0 3一 1 1
.

4 3 5

8
.

6 5 9一 1 0
.

5 1 6

9
.

8 8 3一 1 1
.

1 2 5

8
.

9 0 6一 1 1
.

2 4 3

1 0
.

0 0 2一 1 1
.

9 5 4

8
.

7 1 8一 9
.

6 7 1

8
.

4 9 0一 9
.

4 1 6

5
.

2 5 7一 7
.

1 1 1

5
.

0 1
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5 1 6K Y

S Z I K Y

5 1 I K Y

5 I ZK Y

5 15K Y

5 1 3K Y

5 17K Y

S g K Y

5 10K Y

5 18K Y

S 2 0K Y

5 14K Y

5 1 9K Y

S2 3B L

S2 2B L

5 I S X

SZ S X

S 4 7Y H

S4 6Y H

S 6 F C

S2 4 S R

S6 0S R

S4 1W Y

54 9曰
SS WQ
S7 WQ

9G LZ
G 10 L Z

G 12Y S

G S Y S

G Z Y S

G I Y S

G 6 G X

G S G X

G 1 IL Z

G 4 Y S

I SG X

G 3 Y S

G 7G X

S S FC

S 4 5Y T

S5 4Y T

23W Y

S5 2Y T

S 5 3Y T

S6 3G F

55 I Y T

S5 8 SR

S5 6 YT

S3 8 PY H

S5 0G F

S2 6S R

S6 2G F

S5 5 Y T

S4 0 S R

S6 l Y T

24 W Y

S4 4 Y T

S 5 9 S R

S4 2W Y

S 57 S R

辽河

长江 2

海南
100

100

珠江

长江 1

改da b尽 i

卜-一- -
叫

0 02

图 l 基于 K im
u r a ’ 5 2

一
p a

ra m e t e r 模型构建的 NJ 树

枝长表示分歧度
,

枝上的数值为

1。。。 次重复抽样检验得到的大于 50 % 的支持率

3 讨论

3
.

1 分子生物地理学分析

综合分析似晌单倍型的相互关系和地 理分布及

分子钟的计算显示这一分布格局形成 于 5 M a 前一

3 M a前
,

这一时间段处于地质历史时期第三纪的上

新世
.

在上新世
,

我国地貌进入一个崭新的发展 阶

段
,

地势出现了大规模 的高低 分异
,

水系的具体流

路发生重大的改变与调整田」
.

我国的一些大河
,

如

长江
、

黄河
、

珠江
、

黑龙江等在上新世末更新世初

的强烈构造变动过程 中
,

由于地面的构造变形
,

具

体流路才相对 固定下来
.

现今河系的具体流路
,

就

其总的平面结构来说
,

是经过一个阶段的剧烈变动

和调整才演变成现代水系的
,

其形成时代在绝大多

数河段只能追溯到上新世 晚期
.

目前长江的一些支

流
,

如汉江
、

湘江
、

赣江等都不完全与 目前的河道

吻合
.

长江整个水系的平 面结构
,

其形成还在晚第

三纪
.

西江水系的平面结构
,

是经过第三纪 以来的

一再变动
、

调整才形成的
.

在全国范 围内
,

不仅改

造了或破坏了原先 的地貌
,

而且产生了若干新的地

貌
,

这些地貌种类多半一直保 留到现在
.

由于这些

地势和水系的变化改变了似晌 的地理分布并形成长

江 1
、

珠江
、

海南
、

长江 2 和辽河这些不 同的地理

种群 (图 2)
,

因此
,

似晌的地理分 布范 围是 由于上

新世地质运动而被动发生变化的
.

分子钟的计算显

示似 晌 在 其 后 的 2 00 多 万 年 中 没有 地 理 种 群 的

交流
.

与似晌类似的地理分布格局在许多类群中都有

发现
,

它们的形 成过程 多 被解释 为冰期 的生 物扩

散
.

李思忠等仁川在对四大家鱼地理分布的研究中指

出四大家鱼可能是冰川期海平面较现在低 1 00 多米

和台湾海峡为低平原时进行水系之间的扩散的
.

杨

金权等呻3在分析贴形 目鱼类的地理分化时指出
,

黄

颗鱼因其具有很强的适应性和扩散能力
,

基因交流

在水系之间广泛进行
.

肖武汉咖〕等分析银细 自然群

体线粒体 D N A 的遗传分化时指 出
,

部分地理种群

单倍型在 N J树上有 交叉可能与第 四纪冰期以来长

江中下游频繁发生洪水泛滥和河流袭夺有关
.

似晌

不同地理种群之间的分子差异很大
,

T C S 分析甚至

不能纳人一个 网络图
,

说 明有长时间的隔离
,

各地

理种群长期 没有相 互之 间 的交流
.

同其他类 群相

比
,

似晌的地理格局形成 时间早
,

各地方种群长期

保持了它原有的分布格局
,

这也许反映了似晌这种

鱼类的扩散迁徙能力较差
。

似晌 的这种生物地理学

过程是中国东部广布类群中的一个特例
.

曰如闷臼悦冈悦悦比创闪划é义心

及冈团悦俐叹叹灼凶闷阳阅目阅比臼图目冈目冈冈别目灼凶议灼凶泊灼图闷闷义日冈冈M灼因目闷臼

3
.

2 似腼的物种分化现状

系统发育生物地理学 的创始人 A vi s e 将这一学

科称作是研究物种形成历史的科学
.

依据这一学科
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图 2 甚于 cy t b 甚 因变异推断 的似晌不 同地理种群分布 区的变化过程

的方法
,

可以将不同的样本
,

不同种群之间的相互

关系表示为二分歧的分支图
.

但是
,

要界定这些分

支是否为同一物种或不同物种则需要综合各方面的

信息
.

许多人利用遗 传差异的大小界定不 同的物种
.

但是
,

有人研究了脊椎动物种间的遗传差异
,

发现

不同的物种差别 可能很大 21[ 〕
.

M ey e :
等脚口发 现非

洲湖泊中
。 i 。 hl 记 鱼种间遗传差异很小

,

但可以将它

们分成不 同的种
.

A vi s e
等 卿〕研究发现鱼类物种之

间的遗传差异可以在 o一 40 % 之间变化
.

B o
dn 等卿〕

在研究 曾被 认为 包括有 30 个 种 的 A tP os t ihc u : 属

时
,

从形态上 分辨它们都是一 个种
,

基 于线粒 体

1 6 5 r R N A 基因的分子数据分析得 出不同种群 间的

遗传距离在 6%一 12 %
.

由此可 以得 出
,

仅用遗传

差异的大小不能界定物种哪〕
.

另外值得注意的是
,

北极熊起源于棕熊中的一

个种群
,

在北极熊被划分为一个物种后
,

构成棕熊

的这些种群不形成一个单系
,

但是它们仍然属于同

一物种 26[ 〕
.

因此
,

物种的划分也不能简单以分支关

系来处理
,

而需要综合各方面的因素
.

似 的 不 同 地 理 种 群 之 间 的 遗 传 距 离 在

5
.

98 5 %一 10
.

52 9 % (见表 2)
.

种群 内部的差异也较

大
,

最大可达 10
.

8 87 %
,

大于淡水鱼类 同种个体间

线粒体遗传变异的峰值 10 % 脚二
.

分支 系统树 也显

示存在 5 个大的分支
.

但是
,

从形态上这些隔离的

地理种群之间没有明显 的差异
.

本研究所检测的样

本有些形态性状趋于动物志 中所描述的似晌
,

有些

则趋于桂林似晌
.

区别似晌和桂林似晌 的重要特征

为胸鳍末端是否超过腹鳍起点及尾柄高与尾柄长的

比例变化
.

本研究的多数样本在这两个特征上有一

定的相关性
,

但是没有截然的界限
,

而是有较 大的

重叠
.

这一点与杨秀平等的研究结果是相 同的
,

难

以将这些样本划分为不同的物种
.

因此
,

从分支关系上看似晌存在不同的遗传单

元
,

也许可以划分为不同的地理种或生 态类型
.

但

由于形态上缺乏清晰的鉴定特征
,

我们将它们作为

同一物种处理
.

致谢 张敏莹
、

唐琼 英
、

杨金权
、

胡华 明
、

张

亮等协助 收集标本
,

特此致谢
.
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