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刺 基于线粒体细胞色素 b基因的生物地理学过程
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摘要：以中华倒刺 Spinibarbus sinensis 为外类群�研究了不同地理种群刺 Spinibarbus caldwelli 细胞色素 b 基因序
列（1140bp）变异�以探讨其生物地理学过程。结果表明：长江下游水系与珠江水系种群的变异值为1∙2％—2∙3％�
与闽江水系的为2∙7％—3∙7％�与九龙江水系的为3∙1％—4∙2％�这些值都远远低于它们与中华倒刺 的变异值

（13∙2％—14∙6％）。遗传变异值表明了刺 的生物地理学过程�首先是东南沿海的水系同内地的水系发生隔离�然
后珠江水系同长江水系隔离�这些变化均发生在第四纪。
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　　刺 Spinibarbus caldwelli 隶属于鲤形目 Cyprini-
formes 鲤科 Cyprinidae 亚科 Barbinae 倒刺 属

Spinibarbus。广泛分布于元江、珠江、九龙江、闽江、
钱塘江、长江、海南岛及台湾岛等水系。主要栖息于
清水石底的激流河段�为中下层鱼类。因其体厚肉
肥�味道鲜美�是我国重要的经济鱼类之一。由于生
态环境上的差异�不同地理种群的刺 在形态上发

生了一些变异�因而造成分类上的困难。一些研究
者曾经认为刺 S．caldwelli 为光倒刺 S．hollandi
的同物异名［1］。但是�最近的研究表明它们都应该
是有效种（结果另文报道）。

近年来�分子生物学技术的飞速发展�尤其是
DNA测序技术的完善�为研究生物的地理学过程提
供了一种新的手段�由此而出现了一门新兴的学
科———分子系统发育生物地理学（Molecular phylo-
geography）�分子系统发育生物地理学主要采用分子
生物学技术�在分子水平上来研究种内的地理格局
的形成过程［2］。

鱼类的线粒体 DNA（mtDNA）是一种共价闭合环
状的双链 DNA分子。具有分子结构简单�严格的母
系遗传�几乎不发生重组�进化速度快�不同的区域
进化速度存在差异等特征［3］。用 mtDNA 检测地理
隔离在鱼类群体间产生的遗传差异�是近年来鱼类
分子遗传学研究的热点之一［4］。

细胞色素 b基因（Cytb）为线粒体DNA上的蛋白
质编码基因�其进化速度较快�适合种群水平差异的
检测�而且容易为保守序列扩增�研究最为广泛［5］。
目前尚未见到从分子水平上来研究刺 地理分化的

报道�故本研究采用 Cytb 基因来进行比较分析�探
讨不同地理种群刺 的遗传分化�推测形成这种地
理分化的过程�从而为保护生物的遗传多样性提供
一定的参考。
1　材料与方法

1∙1　研究用标本　采用的样品为95％的酒精固定
标本。具体的种类及采集地见表1。

表1　标本及采集地
Tab∙1　Specimens and their localities in the present study

样品编号 物种名 采集地 所属水系

1 刺 S．caldwelli 江西上饶 长江下游

2 刺 S．caldwelli 江西上饶 长江下游

3 刺 S．caldwelli 江西婺源 长江下游

4 刺 S．caldwelli 福建建欧 闽江水系

5 刺 S．caldwelli 福建平和 九龙江水系

6 刺 S．caldwelli 广西桂林 珠江水系

7 刺 S．caldwelli 广西阳朔 珠江水系

8 中华倒刺 S．sinensis 四川泸洲 长江上游
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1∙2　基因组 DNA的提取　取鱼背部肌肉适量于
1∙5mL 的 Eppendorf 管中�用蒸馏水、TE （10mmol／L
Tris．HCl�1mmol／LEDTA�pH＝8∙0）缓冲液浸泡�直到
组织中无酒精味。然后加入620μL 的 STE（0∙1mol／L
NaCl�10mmol／L Tris．HCl�1mmol／L EDTA�pH＝
8∙0）细胞裂解液�70μL 10％的 SDS�10μL 蛋白酶
K（10μg／μL）�置于56℃的恒温箱中消化至透明。加
入等体积的平衡酚抽提两次�再加入等体积的氯
仿———异戊醇（24∶1）抽提�至无蛋白质。加入上清
液两倍体积的无水乙醇沉淀2h 以上�离心后再用
75％的乙醇洗涤沉淀�再离心去乙醇干燥后加入
30—50μL的灭菌双蒸水或 TE 缓冲液溶解�并存于
—20℃的冰箱中备用。
1∙3　PCR扩增　用于扩增全序列 Cytb 基因的引物
是 L14724和 H15915�其序列分别为：
L14724：5‘—GACTTGAAAAACCACCGTTG—3’；
H15915：5‘—CTCCGATCTCCGGATTACAAGAC —3’［6］。

PCR反应的总体积为60μL�大约用50ng的基因
组 DNA作为模板�反应体系还包括：10×Buffer6μL�
dNTPs3μL（2∙5mmol／L）�引物各3μL（10pM）�Taq 酶
1∙5U。PCR反应条件为：94℃预变性3min�然后循环
包括：94℃变性45s�56℃退火45s�72℃延伸1min�共
35个循环�最后在72℃延伸8min。
1∙4　PCR产物的纯化和测序　PCR 产物用0∙8％
的琼脂糖电泳检测�在紫外透射仪上观察�并割下亮
带。将割下的胶用 Glassmilk DNA 纯化回收试剂盒
进行纯化回收�回收产物送上海基康生物公司测序。
1∙5　数据分析　DNA 序列的排列（Alignment）使用

Clustal X 软件［7］�并辅以手工调整。以 GenBank 中
的鲤形目鱼类的全序列 Cytb 基因（序列号为 NC-
001606）为参照序列�找出序列的起始密码子
（ATG）�删除起始密码子前的碱基。分支系统树的
生成使用 Mega2∙0软件［8］中的最大简约法（MP）和
邻接法（NJ）�其分支的置信度采用重复抽样分析
（Bootstrap analysis）的方法�重复抽样的次数为1000
次。序列中各碱基的含量及变异情况用 Mega 中的
Statistic命令进行分析。
2　结果

2∙1　刺 Cytb基因序列
由统计结果可知�不同地理种群的刺 Cytb 基

因序列全长为1140bp�无碱基的插入或缺失�这主要
是因为 Cytb基因是蛋白质编码基因�对于蛋白质编
码区域而言�由于蛋白质功能上的需要和三联体密
码结构的限制�缺失／插入很少发生或发生后很容易
被选择淘汰。序列中共有178个变异位点�37个信
息位点。由Mega中的 Statistic命令统计可得序列中
碱基的组成情况（表2）。由表2可知A、T、G、C的含
量�其平均值分别为29∙4％、28∙5％、14∙4％和
27∙8％�A＋T 的含量为57∙9％�G＋C 的含量为
42∙2％�A＋T 的含量明显高于 G＋C 的含量。同时
还可以得出�Cytb 基因表现出很强的碱基组成偏向
性�即在 A、T、G、C 四种碱基中�G 的含量明显低于
其他三种碱基的含量�这些都与脊椎动物线粒体
DNA的特点相一致［5］。

表2　不同地理种群的刺 的碱基组成及密码子不同位点碱基含量

Tab∙2　Base composition and bias for the Cytochrome b gene sequences of S．caldwelli samples from different areas．
Avg．indicates the average quantities of nucleotides

T（U） C A G T-1 C-1 A-1 G-1 T-2 C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3 G-3
PH 28∙9 27∙5 29∙3 14∙3 23∙7 25∙5 25∙8 25∙0 42∙1 24∙7 20∙0 13∙2 20∙8 32∙4 42∙1 4∙7
JO 28∙5 27∙7 29∙8 13∙9 23∙9 25∙5 25∙5 25∙0 42∙1 24∙7 20∙0 13∙2 19∙5 32∙9 43∙9 3∙7
SR1 28∙4 27∙7 29∙1 14∙7 23∙9 25∙5 25∙5 25∙0 41∙8 24∙7 19∙7 13∙7 19∙5 32∙9 42∙1 5∙5
SR2 28∙4 27∙8 29∙1 14∙6 24∙2 25∙5 25∙5 24∙7 42∙1 24∙7 20∙0 13∙2 18∙9 33∙2 41∙8 6∙1
WY 28∙3 28∙0 29∙1 14∙6 24∙2 26∙1 25∙0 24∙7 41∙8 24∙7 20∙0 13∙4 18∙9 33∙2 42∙4 5∙5
GL 28∙6 27∙6 29∙6 14∙2 23∙9 25∙5 25∙5 25∙0 42∙1 24∙7 20∙0 13∙2 19∙7 32∙6 43∙2 4∙5
YS 28∙6 27∙6 29∙6 14∙2 23∙9 25∙8 25∙5 24∙7 42∙1 24∙5 20∙0 13∙4 19∙7 32∙6 43∙2 4∙5
OUT 28∙2 28∙1 29∙2 14∙5 23∙2 26∙6 24∙2 26∙1 42∙6 23∙9 20∙0 13∙4 18∙9 33∙7 43∙4 3∙9
Avg 28∙5 27∙8 29∙4 14∙4 23∙9 25∙8 25∙3 25∙0 42∙1 24∙6 20∙0 13∙3 19∙5 32∙9 42∙8 4∙8
　　注：PH　福建平和　JO　福建建欧　SR1　江西上饶1　SR2　江西上饶2　WY　江西婺源　GL　桂林　YS　阳朔　OUT　外类群中华倒
刺 �表3�4代号意义同
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2∙2　刺 Cytb基因全序列的变异情况
应用Mega软件中的 statistic命令分析序列的变

异情况�得到碱基的替换情况（表3）。

表3　不同地理种群的刺 Cytb基因序列转换数（下三角）和颠换数（上三角）
Tab∙3　Numbers of transitions （lower triangle） and transversions （upper triangle） for the Cytochrome b gene sequences of

S．caldwelli samples from different areas
PH JO SR1 SR2 WY GL YS OUT

PH 6 7 8 17 6 8 23
JO 21 3 4 13 2 4 17
SR1 28 27 3 12 1 3 18
SR2 27 26 3 13 2 4 19
WY 29 28 5 4 11 13 26
GL 28 27 12 11 13 2 17
YS 28 27 12 11 13 0 15
OUT 120 118 121 119 121 119 119

　　由表3可见�不同地理种群的刺 Cytb 基因
中�发生转换的位点数为0—29�颠换数为2—13�转
换数明显大于颠换数（个别例外）。刺 和中华倒刺

不同种群间的转换数和颠换数均大于刺 种群内

的转换数和颠换数。同时还可得出：序列的变异主
要发生在密码子的第三个碱基上�少数发生在第二

位�这与蛋白质编码基因密码子第三位点进化最快�
第二位点较保守的一般规律是一致的［9］。
2∙3　碱基转换／颠换比和遗传变异分析

采用 Kimura-2参数模型统计得出刺 Cytb 基
因序列转换／颠换和遗传变异率（表4）。

表4　不同地理种群的刺 Cytb基因序列转换／颠换（上三角）和遗传变异率（下三角）
Tab∙4　Ratios of transition／transversion（upper triangle） and percent of sequence variations （lower triangle） of the cytochrome b gene for

S．caldwelli samples from different areas．
PH JO SR1 SR2 WY GL YS OUT

PH 3∙500 4∙000 3∙375 1∙706 4∙667 3∙500 5∙217
JO 0∙024 9∙000 6∙500 2∙154 13∙500 6∙750 6∙941
SR1 0∙032 0∙027 1∙000 0∙417 12∙000 4∙000 6∙722
SR2 0∙031 0∙027 0∙005 0∙308 5∙500 2∙750 6∙263
WY 0∙042 0∙037 0∙015 0∙015 1∙182 1∙000 4∙654
GL 0∙031 0∙026 0∙012 0∙012 0∙021 0∙000 7∙000
YS 0∙032 0∙028 0∙013 0∙013 0∙023 0∙002 7∙933
OUT 0∙141 0∙133 0∙137 0∙136 0∙146 0∙134 0∙132

　　由表4可见�刺 同一地理种群间的遗传变异

率为0∙2％—2∙4％�不同地理种群间为1∙2％—
4∙2％�与不同种中华倒刺 间的遗传变异率为

13∙2％—14∙6％。种间的遗传变异率明显大于种内的
遗传变异率。转换／颠换比的变化范围为0∙000—
13∙500（其中有个别的转换小于颠换而使得比值小
于1∙000）。

2∙4　分子系统树
基于所得的序列数据�使用 Mega2∙0软件中的

最大简约法（MP）和邻接法（NJ）构建分子系统树�并
重复抽样1000次�得到不同地理种群刺 的分子系

统树（以中华倒刺 为外类群�图1）。
由得出的分子系统树可以看出�同一水系江西

上饶和婺源（属长江下游水系）的个体聚在一起�桂
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图1　不同地理种群刺 的分子系统树（数值表示1000次
重复抽样的百分比�上面为 NJ方法�下面为 MP 方法）

Fig．1　The molecular phylogenetic tree of S．caldwelli samples in dif-
ferent areas．Numbers indicate bootstrap values of1000replicates （upper
　　 for NJ�bottom for MP）

林和阳朔（属珠江水系）的聚在一起�这两个水系类
群的亲缘关系较近�构成了一个姊妹群�表明了长江
下游和珠江水系的关系较近。其次是福建建欧（闽
江水系）的类群和福建平和（九龙江水系）的类群聚
在一起�属于东南沿海一带水系的类群�它们与内陆
的关系稍远。
3　讨论

一般情况下�序列中转换数大于颠换数�本研究
中有少数例外�即颠换数大于转换数�其原因有待进
一步研究。不同个体刺 的遗传变异率变化范围从

0∙2％到4∙2％�淡水鱼同种个体间线粒体遗传变异
的峰值水平是10％［10］�本研究中的遗传变异范围在
此峰值之内�且其值远远小于与不同种群中华倒刺
的遗传距离值（13∙2％—14∙6％）�故认为这些个
体均为刺 。其中长江下游水系与珠江水系的变异
值为1∙2％—2∙3％�与闽江水系的为2∙7％—3∙7％�
与九龙江水系的为3∙1％—4∙2％�这些数据说明长
江下游水系与珠江水系的关系较密切�其次为闽江
和九龙江水系。

从分子系统树上来看�刺 的生物地理过程为�
首先是东南沿海的水系同内地的水系发生隔离�然
后珠江水系同长江水系隔离。从分子变异率看�这
些变化均发生在第四纪。值得注意的是�珠江水系
同长江水系之间一些样本的差异甚至小于长江水系

内部样本之间的差异�说明这两个水系间有非常晚
近的交流�或者人为的引种活动［11］。
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BIOGEOGRAPHICAL PROCESS OF SPINIBARBUS CALDWELLI REVEALED BY
SEQUENCE VARIATIONS OF MITOCHONDRIAL CYTOCHROME b GENE

TANG Qiong-Ying1�2�YANG Xiu-Ping2and LIU Huan-Zhang1
（1∙Institute of Hydrobiology�The Chinese Academy of Sciences�Wuhan　430072；2∙College of Fishery�Huazhong Agricultural University�Wuhan　430070）

Abstract：Spinibarbus caldwelli（Cyprinidae�Barbine�Spinibarbus）is a kind of small to middle sized fish dwelling in the
middle or at the bottom of rivers�widely distributed in Yuanjiang River�Zhujiang River�Jiulongjiang River�Minjiang
River�Changjiang River�Hainan and Taiwan．Because of the differences of ecological environments�morphological vari-
ations were found among the samples of S．caldwelli from different localities．In the present paper�with Spinibarbus
sinensis as the outgroup�the cytochrome b genes（1140）of S．caldwelli specimens from different localities were se-
quenced to study biogeographical process of this species．Molecular phylogenetic trees were constructed according to the
neighbor-joining method and the most parsimony method in Mega2．0software．The results showed that variations between
samples from Changjiang and Zhujiang rivers�Changjiang and Minjiang rivers�Changjiang and Jiulongjiang rivers�were
1∙2％—2∙3％�2∙7％—3∙7％�and3∙1％—4∙2％ respectively．All these are much lower than the interspecies varia-
tions （13∙2％—14∙6％）．These variations and molecular phylogenetic trees indicate that the biogeographical process
might be that water systems in southeastern coast region separated from the inland water systems first�then separation be-
tween Zhujiang River and Changjiang River occurred�and these events should be in the Quaternary．

Key words：Spinibarbus caldwelli；cytochrome b gene；biogeographical process
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