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华南地区大刺鳅的遗传结构与群体动态历史研究
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摘要： 为掌握华南地区大刺鳅 (Mastacembelus armatus) 的遗传种质资源现状，并为其管理和保护提供科学依据，采集了

华南地区7个独立水系的16个地理群体共计140尾大刺鳅样本，基于Sanger测序获得了2个线粒体基因 (COI和Cytb)，综合

多种分析方法对其遗传结构和群体动态史展开研究。结果表明，华南地区大刺鳅群体形成了3个谱系 (I、II和III)，分化

时间介于0.596~0.676 Ma (百万年前)。此外，单倍型网状图发现不同谱系群体存在共域分布的现象，并提示海南岛群体

与大陆群体之间可能存在两条扩散路线。群体遗传分析发现大刺鳅群体间存在显著的遗传分化 (FST=0.676, P<0.001)，

并且符合距离隔离模式 (R=0.463, P=0.001)，暗示空间距离是造成大刺鳅遗传分化的一个重要因素。种群动态历史分析

表明，大刺鳅群体可能在0.025 Ma经历了种群扩张事件。
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Abstract: In  order  to  understand  the  genetic  resources  of Mastacembelus  armatus populations  in  southern  China,  and  to

provide an important scientific  basis  for their  management and protection,  we collected 140 individuals  from 16 geographical

populations from seven independent river systems in southern China and sequenced two mitochondrial genes (COI and Cytb)

via PCR amplification and Sanger sequencing, and finally revealed the genetic structure and demographic history of M. armatus
populations by phylogenetic analysis, haplotype network, population genetic analysis and Bayesian skyline plot. The results show

that M. armatus populations consisted of three lineages (I, II and III) and split between 0.596 and 0.676 million years ago (Ma).

Haplotype network shows that there was a common domain distribution among different lineages, and suggests that there might

be two diffusion routes between Hainan Island population and mainland population. Population genetic analysis finds signifi-

cant genetic differentiation (FST=0.676, P<0.001) and isolation by distance pattern (R=0.463, P=0.001) among M. armatus popu-

lations, implying that spatial distance was an important factor for genetic differentiation of M. armatus. Demographic analysis

shows that M. armatus populations experienced population expansion at 0.025 Ma.
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大刺鳅 (Mastacembelus armatus) 隶属合鳃鱼

目、刺鳅科、刺鳅属，主要分布在南亚次大陆及东

南亚；在我国主要分布于长江以南水域，是华南地

区的名贵经济鱼类 [ 1 - 3 ]。然而，在涉水工程、环

境污染、过度捕捞等多重因素的影响下，大刺鳅野

生资源早已呈现衰退趋势[4-5]。因此，为了更好地

管理和保护大刺鳅资源，亟须了解其遗传资源现状。

已有关于大刺鳅的研究主要集中在常规资源考

察[6]、生理构造 [7-8]、繁养技术[9-10]、微卫星标记开

发[11] 以及遗传多样性[3,12-13] 等方面。然而，由于早

期关于大刺鳅遗传多样性的研究仅涉及一个江段或

未包含重要水系 (如漠阳江、鉴江、昌化江、万泉

河等)，因此不能系统地反映其遗传多样性分布格

局[3, 12-13]。另外，早期研究重点关注遗传多样性指

数、遗传结构等内容，而对影响群体遗传多样性和

遗传结构的潜在因素并未进行深入探讨[3,12-13]。系

统地理学研究不仅能够有效利用基因数据评估遗传

多样性分布格局，还能够结合分化时间与古地质资

料解释物种遗传多样性和遗传结构的形成机制，为

生物多样性的管理与保护提供更为丰富的科学数

据[14-16]。因此，对大刺鳅展开系统地理学研究，不

仅有助于系统揭示其遗传多样性分布格局及形成机

制，还可为大刺鳅的管理与保护提供重要参考，具

有重要的学术和实践价值。

华南地区多样的环境类型和复杂的地质事件可

能塑造了大刺鳅复杂的遗传结构与进化历史。华南

地区水系众多，除珠江水系外，还有众多独立入海

的水系 (韩江、鉴江、昌化江等) 且这些水系存在

地理隔离。该地区还拥有独特的山脉结构，例如云

开山脉以及海南岛的鹦哥岭和五指山；它们既是华

南许多河流水系的发源地，同时又形成天然屏障阻

碍鱼类扩散[17-18]。此外，华南地区在历史上经历了

由更新世冰期循环引起的海平面波动地质事件，导

致众多河流之间出现周期性的联通与中断[19-20]，促

进或阻隔着鱼类的交流。这些环境类型和古地质事

件在一定程度上影响着大刺鳅的遗传与进化历史。

为了阐明大刺鳅复杂的遗传结构与进化历史，

本研究在华南地区 7 个独立水系获得了 16 个地理

群体共计 140 尾大刺鳅样本 (表 1)。扩增了所有样

本的线粒体细胞色素 c 氧化酶 I 基因 (COI) 和细胞

色素 b 基因 (Cytb)，联合两个基因对大刺鳅开展系

统地理学研究。本研究旨在揭示华南地区大刺鳅群

体的遗传结构，探讨其群体动态历史，分析影响其

遗传结构与群体动态历史的可能因素，为大刺鳅的

科学管理和保护提供建议。

 1    材料与方法

 1.1    样品采集

2016—2021 年在华南地区 7 个独立水系 (珠

江、南流江、鉴江、漠阳江、韩江、万泉河和昌化

江，表 1) 采集 16 个地理群体，共计 140 尾大刺

鳅样本 (表 1，图 1)。形态学特征鉴定后，剪取少

量胸鳍并妥善保存在体积分数为 95% 的乙醇中。

 1.2    基因组 DNA 提取、扩增与测序

采用 Axygen DNA 提取试剂盒提取基因组

DNA，具体实验步骤参考试剂盒说明书。选取线

粒体细胞色素 c 氧化酶 I (COI) 和细胞色素 b (Cytb)

基因。C O I 基因扩增与测序引物为 F i s h F 1 和

FishR1[21]，Cytb 基因扩增与测序的引物为 MNCN-

Glu F[22] 和 MNCN-Fish Pro R[23]。PCR 反应体系为

20 μL：2×PCR mix (0.1 U·μL−1) 12.5 μL，正反向引

物 (10 mol·L−1) 各 1 μL，DNA 模板 1 μL，最后用无

菌水补齐至 20 μL。COI 和 Cytb 的 PCR 反应条件

为：95 ℃ 预变性 5 min；95 ℃ 变性 1 min，48~

50 ℃ 退火 45~60 s，72 ℃ 延伸 1 min，30~35 个循

环；72 ℃ 延伸 10 min。PCR 产物经质量分数为

1.2% 的琼脂糖凝胶电泳检测后交由测序公司双向

测序。

 1.3    序列校对

利用 SEQMAN 软件 (DNASTAR, Inc., USA) 对

测序峰图进行人工核查、校正及组装拼接。拼接序

列使用 MUSCLE 软件[24] 比对，然后在 MEGA 6.0[25]

软件中剪除两端的噪音序列，获得一致序列，并统

计两个基因的基本信息。将两个线粒体基因联合成

一条组合序列 (CC) 用以后续相关分析。

 1.4    系统发育分析和分化时间估算

基于单倍型序列，选取网纹刺鳅 (M. favus) 作

为外类群，使用 BEAST 1.8.2[26] 构建了大刺鳅的系

统发育树。运用 PAUP* 4.0.b10[27] 和 MRMODELTEST

2.3[28] 基于赤池信息量原则 (AIC) 获得了最优核苷

酸替代模型 (GTR+I+G)。分析使用严格分子钟模

型，一共运行了 109 代，每 1 000 次取样一次，舍
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弃前 25% 的运行代数。最终的一致树在 TreeAn-

notator 1.8.0[26] 中生成。另外，利用 PopART 1.7.2

基于 TCS 法构建了大刺鳅群体的单倍型网状图[29]。

使用 IMa2[30] 的 IM 模型和马尔科夫链蒙卡尔

方法 (Markov chain Monte Carlo, MCMC) 估算 3 个

谱系之间的分化时间。具体参数设置参考向登高

等[31]。每个位点的替代速率使用公式 μ=K×u 计

算，其中 μ 为序列的进化速率，K 为序列长度，

u 为每个位点的替代速率。参考网纹刺鳅 Cytb 基

因 1% 的替代速率[32]，粗略利用联合基因与 Cytb
的 Kimura-2 parameter[33] 遗传距离之比 (CC/Cytb=

1) 来估算联合基因每个位点的替代速率 (1%)。大

刺鳅的性成熟年龄为 2 年[2]。

 1.5    遗传多样性与遗传结构

通过 DnaSP 5.10 软件[34] 计算单倍型数、私有

单倍型单倍型多样性、当前核苷酸多样性和历史核

苷酸多样性。采用 Arlequin 3.5[35] 计算两两群体间

的遗传分化系数 (FST)，并基于整体划分组群进行

分子方差分析  (Analysis of molecular variance,

AMOVA)。以 1 000 次置换分析统计学显著性来评

估遗传变异情况和分布模式。选择样本量大于 5 的

群体进行 FST 和 AMOVA 运算。为验证大刺鳅群体

是否符合地理隔离模式，在 Arlequin 3.5[35] 软件中

使用了 Mantel 检验，自展重复次数为 1 000 次。两

两群体间的空间距离在 Google Earth 中测量获得。

 1.6    群体动态历史分析

大刺鳅群体动态历史的评估主要采用了中性检

验和贝叶斯天际线法。运用 Arlequin 3.5 计算 Tajima's

D[36] 值并进行中性检验；使用 BEAST 1.8.2 中的贝

叶斯马尔科夫链的蒙特卡洛方法进行贝叶斯天际线

的计算，最优核苷酸模型 (GTR+I+G) 在 PAUP*4.0

b10[27] 和 MRMODELTEST 2.3 中基于赤池信息量原

则获得，总共运行 5×109 代，取样频率为 1 000。

运行结束后在 Tracer 1.5[26] 生成贝叶斯天际线点

图。贝叶斯天际线使用的替代速率采用 IM 估算中

使用的替代速率。

表1    群体遗传多样性参数
Table 1    Parameters of genetic diversity

群体
Population

水系
River

system

样本量
Sample

size

经纬度
Coordinate

单倍型数/
私有单倍型数

Haplotype/Private
haplotype

单倍型多样性
Haplotype
diversity

当前核苷酸多样性
Current nucleotide

diversity

历史核苷酸多态性
Historical nucleotide

diversity

中性检测
Neutrality

test

博白 Bobai (BB) 南流江 7 109.967˚E, 22.284˚N 5/4 0.857±0.137 0.000 6±0.000 2 0.000 9±0.000 6 −1.434

昌化 Changhua (CH) 昌化江 2 109.03˚E, 19.151˚N 1/1

从江 Congjiang (CJ) 珠江 14 108˚91˚E, 25.748˚N 4/3 0.495±0.151 0.000 4±0.000 2 0.000 7±0.000 4 −1.222

崇左 Chongzuo (CON) 珠江 5 107.337˚E, 22.398˚N 5/2 1.000±0.126 0.007 2±0.002 3 0.007 3±0.003 8 −0.092

潮州 Chaozhou (CZ) 韩江 13 116.652˚E, 23.677˚N 1/0        0                      0                         0                 0.000

大化 Dahua (DH) 珠江 2 107.99˚E, 23.738˚N 2/1

桂平 Guiping (GP) 珠江 9 110.089˚E, 23.392˚N 5/2 0.806±0.002 0.003 6±0.002 1 0.005 4±0.002 4 −1.627

河源 Heyuan (HY) 珠江 14 114.694˚E, 23.522˚N 3/2 0.275±0.148 0.000 2±0.000 1 0.000 5±0.000 4 −1.671

化州 Huazhou (HZ) 鉴江 3 110.632˚E, 21.65˚N 2/1

乐东 Ledong (LD) 昌化江 8 109.175˚E, 18.752˚N 2/2 0.333±0.215 0.000 2±0.000 1 0.000 3±0.000 3 −0.933

连州 Lianzhou (LZ) 珠江 10 112.371˚E, 24.78˚N 7/6 0.911±0.077 0.006 6±0.001 7 0.007 1±0.003 1 −0.386

南丰 Nanfeng (NF) 珠江 13 111.799˚E, 23.741˚N 5/2 0.782±0.079 0.002 7±0.001 6 0.004 7±0.002 0 −1.808

平乐 Pingle (PL) 珠江 6 110˚649'E, 24.627˚N 3/1 0.600±0.215 0.004 7±0.002 7 0.006 1±0.003 1 −1.505

琼海 Qionghai (QH) 万泉河 12 110.451˚E, 19.243˚N 6/6 0.758±0.122 0.000 8±0.000 2 0.001 5±0.000 8 −1.778

阳春 Yangchun (YC) 漠阳江 20 111.777˚E, 22.173˚N 4/2 0.489±0.117 0.006 3±0.001 3 0.004 3±0.001 6   1.863

宜州 Yizhou (YZ) 珠江 4 108.628˚E, 24.499˚N 4/2 1.000±0.177 0.007 3±0.003 5 0.008 0±0.004 5

总计 Total 140 42/38 0.895±0.016 0.007 9±0.000 3 0.007 6±0.002 0   0.136

注：加粗数值表示 P<0.05，表 3 同此。

Note: Values in bold indicate P<0.05. The same case in Table 3.
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 2    结果

 2.1    序列基本信息

本研究成功获得了 140 尾大刺鳅的 COI 和 Cytb
序列。比对后 COI 序列长为 669 bp，其中包含了 20

个变异位点和 16 个简约信息位点，GenBank 序列

号为 ON973284—ON973423；Cytb 序列长为 1 117 bp，

其中包含了 55 个变异位点和 31 个简约信息位点，

GenBank 序列号为 ON989019—ON989158。联合基

因 CC 长度为 1 786 bp，共界定了 42 个单倍型 (表 1)。

 2.2    系统发育结果与分化时间

系统发育树和单倍型网状图均显示大刺鳅形成

了 3 个谱系 (I、II 和 III，图 2)。遗传距离估算显

示 3 个谱系之间的遗传距离介于 1.28%~1.34%，

IM 分析表明谱系之间的分化时间介于 0.596~0.676

Ma (表 2)。单倍型网络图发现谱系 I 包括了珠江、

海南昌化江、南流江、漠阳江、韩江的群体，谱

系 II 包含了珠江、漠阳江的群体，谱系 III 包含鉴

江和海南万泉河的群体。另外，还发现仅有 4 个单

倍型 (Hap1、Hap4、Hap5 和 Hap14) 被两个以上群

体共享 (图 2-b)。

 2.3    遗传多样性和遗传结构

每个群体的单倍型数目、私有单倍型数目与遗

传多样性指数见表 1。各群体单倍型多样性介于

0.333~1.000，当前核苷酸多样性介于 0.000 2~

0.007 3，历史核苷酸多样性介于 0.000 5~0.007 9。

大部分群体的历史核苷酸多样性大于当前核苷酸多

样性 (表 1)。大刺鳅整体的单倍型多样性和核苷酸

多样性分别为 0.895±0.016 和 0.007 9±0.000 3。

两两群体之间的遗传分化系数 FST 介于 0.000~

0.963 (表 3)，其中样本量小于 5 的 4 个群体 (CH、

DH、HZ、YZ，表 1) 并未进行 FST 计算。在 66 组

FST 中，有 54 组获得了显著的 FST；其中海南的琼

海群体与其他群体之间均显示出较高并且显著的

FST (FST>0.740, P<0.001)。基于整体划分组群的

AMOVA 发现，各分组方式的变异主要发生在群体

间，变异比例为 67.58%。Mantel 检验发现大刺鳅

的遗传分化与空间距离具有显著相关性 (R=0.463,

P=0.001)。

 2.4    群体动态历史

Tajima's D 中性检验在博白、桂平、河源、南

丰、平乐和琼海群体中检测到显著的负值 (表 1)，
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图1    华南地区主要水系大刺鳅的采样示意图
注：采样站位不同颜色代表不同谱系 (见图 2)。

Fig. 1    Sampling sites of M. armatus in southern China drainages

Note: Different colors represent different lineages (See Fig. 2).
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表明这些群体可能在历史上经历了群体扩张。贝叶

斯天际线点图 (图 3) 显示，总群体在 0.025 Ma 左

右发生了显著的群体扩张。

 3    讨论

 3.1    大刺鳅的遗传结构与影响因素

系统发育树和单倍型网络图一致证明华南地区

的大刺鳅群体由 3 个谱系 (I、II、III) 组成。谱系

I 包含了珠江、昌化江、南流江、漠阳江、韩江的

群体，谱系 II 包含了珠江、漠阳江的群体，谱系

III 由鉴江和万泉河的群体组成。3 个谱系之间的遗

传距离介于 1.28%~1.34%，表明谱系间曾存在长期

的地理隔离。3 个谱系的分化时间介于 0.596~0.676

Ma，恰好处于中更新世期间。谱系 III 的群体仅仅

局限在海南的万泉河与离海南空间距离较近的鉴

江，而未能继续向其他地方扩散，这很可能与云开

山脉的屏障作用相关。已有不少研究表明，在更新

世期间，云开山脉的隔离导致了物种或者群体产生

显著的遗传分化甚至形成新物种[10,17,37-39]。另外，

研究发现海南岛东部的万泉河和西部的昌化江分别

拥有独立的谱系，并且不存在地理分布重叠，这可

能与海南岛中部的五指山和鹦哥岭的隔离作用有

关。Yang 等[18] 也发现万泉河和昌化江的东方墨头

鱼 (Garra orientalis) 群体分别形成两个独立的谱

系，认为五指山和鹦哥岭的阻隔作用是阻碍万泉

河和昌化江群体相互扩散的重要原因。综上，大刺

鳅的谱系分化很可能与华南地区山脉的屏障作用

相关。

不同谱系涉及的群体共域分布现象是本研究的

另一重要发现，这可能与华南地区更新世气候波动

(冰期与间冰期循环) 有关[19-20,40]。华南地区多个河

流水系均汇入我国南海，冰期导致海平面下降，海

南岛和大陆之间形成陆桥或海岸平原，促进海南岛

群体与大陆群体的交流。间冰期期间，气候回暖，

适宜栖息地扩张，长期地理隔离的群体可能通过群

体扩散再次接触，导致不同谱系群体同域分布。群
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图2    分子系统树 (a) 和单倍型网络图 (b)

注：数字代表后验概率，黑色实心圆表示未采集到的单倍型，字母简写表示不同的地理群体 (表 1)。

Fig. 2    Phylogenetic tree (a) and haplotype network (b)

Note: Numbers indicate posterior probability. Black solid circles represent missing haplotype and the abbreviations
represent different geographic populations (Table 1).

表2    谱系之间的遗传距离 (对角线下) 与分化时间

(对角线上)
Table 2    Genetic distance (Below diagonal) and divergence

time (Above diagonal) among different clades

谱系I
Clade I

谱系II
Clade II

谱系III
Clade III

谱系I Clade I 0.596 0.620

谱系II Clade II 1.34% 0.676

谱系III Clade III 1.30% 1.28%

注：分化时间单位为 Ma (百万年前)。

Note: The unit of differentiation time is Ma (Million years ago).
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体动态历史分析也证实大刺鳅在后更新世发生了明

显的群体扩张事件。华南地区的东方墨头鱼也发现

存在类似的分化与分布模式[18]。此外，研究发现

海南万泉河群体与大陆鉴江群体的亲缘关系较近，

海南昌化江群体与大陆的珠江、南流江等群体的亲

缘关系较近 (图 1)。上述结果表明海南两个水系的

群体通过两个不同的扩散路线与大陆群体发生交

流。早期生物地理学研究认为，在更新世冰期期

间，海平面的下降导致北部湾、琼州海峡、雷州半

岛和海南岛曾在某个时间点成为亚洲大陆海岸平原

的一部分[41-42]。因此，本研究推测万泉河群体可能

通过琼州海峡在冰期形成的海岸平原实现群体扩

散，昌化江群体主要通过北部湾在更新世冰期形成

的海岸平原与大陆群体发生交流。

 3.2    遗传分化

大刺鳅群体之间的总遗传分化系数达到较高水

平 (FST=0.676, P<0.001)[43]，约 82% 两两群体间的

FST 是显著的，表明各群体间存在显著的遗传分

化。仅有 4 个单倍型被多个群体共享也很好地佐证

了这个观点。Mantel 检验发现大刺鳅群体的遗传

分化与空间距离呈显著正相关 (R=0.463, P=0.001)，

表明其符合距离隔离模式 [ 4 4 ]。大刺鳅营底栖生

活，扩散能力相对有限；因此，除了气候变化和生

物地理屏障的作用外，空间距离也是造成其遗传分

化的一个潜在因素。

 3.3    大刺鳅的群体动态历史

华南地区更新世期间经历的多次冰期深刻影响

着该地区水生生物类群的群体动态历史[17,31,45]。贝

叶斯天际线分析监测到华南地区大刺鳅群体在

0.025 Ma 经历了群体扩张事件，扩张的时间与华南

地区海南鲌 (Culter recurviceps) 群体的扩张时间节

点 (基于 Cytb 基因 1% 的进化速率计算获得) 相

近。这个时间节点刚好处于华南地区后更新世冰期

的间冰期阶段。已有研究表明，我国华南地区在后

更新世期间 (0.126~0.018 Ma) 进入间冰期[19]。间冰

期期间气候回暖，营养物质丰富，适宜栖息地范围

扩大，为大刺鳅群体的扩张提供了有利条件。类似

的群体扩张事件也发生在华南地区的其他鱼类，如

海南鲌[31]、广东鲂 (Megalobrama terminalis)[17]、斑

鳜 (Siniperca scherzeri)[44] 等。

 3.4    保护建议

本研究发现大部分大刺鳅群体遗传多样性处于
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图3    大刺鳅的贝叶斯天际线点图

Fig. 3    Bayesian Skyline plots of M. armatus

表3    FST和显著性检验

Table 3    Pairwise FST and significance test

博白 BB 从江 CJ 崇左 CON 潮州 CZ 桂平 GP 河源 HY 乐东 LD 连州 LZ 南丰 NF 平乐 PL 琼海 QH

博白 BB 0.000

从江 CJ 0.963 0.000

崇左 CON 0.665 0.338   0.000

潮州 CZ 0.843 0.982 0.775   0.000

桂平 GP 0.048 0.858   0.455   0.207   0.000

河源 HY 0.756 0.973 0.767 −0.006   0.200 0.000

乐东 LD 0.866 0.974 0.696 0.969   0.451 0.882 0.000

连州 LZ 0.670 0.146 −0.100 0.739 0.529 0.738 0.685 0.000

南丰 NF 0.063 0.874 0.551   0.184 −0.086 0.180 0.484 0.600   0.000

平乐 PL 0.238 0.839   0.324   0.139 −0.087 0.131 0.409 0.432 −0.037 0.000

琼海 QH 0.943 0.950 0.788 0.967 0.842 0.958 0.951 0.742 0.858 0.829 0.000

阳春 YC 0.561 0.247 −0.081 0.615   0.432 0.617 0.601 0.022   0.495 0.347 0.684
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较低水平，并且呈现历史核苷酸多样性高于当前核

苷酸多样性的现象，表明大刺鳅的遗传多样性已经

呈现出显著的衰退迹象，很有必要给予重点关注并

采取相应的保护对策。基于本研究结果，提出以下

的管理保护建议：首先，本研究界定了 3 个遗传谱

系，因此在制定保护管理策略上需要区别对待。例

如，在开展增殖放流之前需要明确放流样本的遗传

谱系来源，根据遗传谱系来确定放流区域。其次，

海南水系的群体至少拥有两个遗传谱系，并且存在

明确的地理界限，需要给予有区别的重点管理与

保护。
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