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摘要 　　采用线粒体 DNA 细胞色素 b 基因全序列分析技术研究了黄海、东海小黄鱼 ( L ari mich2
t hys pol y actis)的群体遗传结构. 在所分析的 9 个取样点 177 个个体中 , 共检测到 137 个单倍型. 9

个群体呈现出高的单倍型多样性 ( h = 01956 - 1100) 和低的核苷酸多样性 (π= 010037 - 010058) . 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. 分子方差分析和 FST显示小黄鱼

的遗传变异均来自群体内个体间 , 而群体间无显著遗传分化. Exact 检验表明单倍型在两两群体间

分布频率的差异是不显著的. 中性检验和核苷酸不配对分析均表明黄海、东海的小黄鱼经历了群体

扩张 , 扩张时间约为 78 —138 ka 前. 研究结果表明 , 黄海、东海小黄鱼群体间具有高度的基因交

流 , 是一个随机交配的群体. 较强的扩散能力 , 黄海、东海的海洋环流以及近期的群体扩张可能是

造成黄海、东海小黄鱼群体间遗传同质性较高的原因.

关键词　　小黄鱼 　细胞色素 b基因 　群体遗传结构

　　小黄鱼 (L arimichthys polyactis) 属石首鱼科 (Sci2
aenide) 、黄鱼属 (L arimichthys) , 为暖温性底层鱼类 ,

广泛分布于渤海、黄海和东海 , 是我国最重要的海洋

渔业经济种类之一[1 ] . 由于过度捕捞 , 小黄鱼资源曾

严重枯竭 , 近年来虽有所恢复 , 但种群结构仍较为脆

弱[2 ] . 有关小黄鱼的研究大多集中在渔业生物学和渔

业生态学方面[2 , 3 ] ; 在群体遗传学方面 , 蒙子宁等[4 ]和

许广平等[5 ]分别采用 RAPD 和 ISSR 技术研究了黄海、

东海小黄鱼的遗传多样性. 迄今 , 鲜见涉及小黄鱼的

分子系统地理学及其种群历史动态分析方面的报道.

物种的分布格局受环境因素的时空作用 , 历史

上的气候波动、地貌变迁等古气候和古地质事件对

物种的分布扩散和系统进化都会产生深刻影响 , 这

些影响往往体现在动物的遗传变异中[6 ] . DNA 序

列中多态的数量和分布模式可以为推测群体历史提

供遗传学信息 , 同时也可以探讨产生和维持这些多

态的机制[7 ] . 随着溯祖理论的发展和统计方法的改

进 , 基于 DNA 序列的群体遗传结构分析可阐明种

群的系统地理谱系结构和解释与种群历史相关的地

理进化过程[ 8 , 9 ] . 线粒体 DNA ( mtDNA) 因其结构

简单、母系遗传、不重组、进化速率快等特点 , 已

成为分析群体遗传结构、系统地理格局和推测群体

历史动态等方面的有力工具[8 ] . 本项研究采用 mtD2
NA 细胞色素 b(Cyt b)基因全序列分析技术 , 分析黄

海、东海小黄鱼群体遗传结构并探讨其群体历史动

态 , 以期为小黄鱼的资源管理和保护提供参考.

1 　材料与方法

111 　实验材料

小黄鱼样品为 2006 —2008 年黄海水产研究所

429



“北斗”号调查船在执行黄海、东海渔业资源调查

时采集于 9 个采样地点共 177 个个体 (表 1 , 图 1) .

采集后取小黄鱼肌肉组织于 95 %乙醇中保存备用.

表 1 　小黄鱼的取样信息和群体遗传多样指数

样品
名称

样品
数量

采样时间
单倍型
数目

单倍型多样性 核苷酸多样性

A 19 2007209203 18 0. 994 ±0. 019 0. 0047 ±0. 0027

B 18 2007203222 16 0. 987 ±0. 023 0. 0046 ±0. 0026

C 10 2007204207 10 1. 000 ±0. 045 0. 0050 ±0. 0030

D 24 2007208229 22 0. 993 ±0. 014 0. 0053 ±0. 0029

E 30 2008201219 29 0. 998 ±0. 009 0. 0048 ±0. 0026

F 19 2007208227 18 0. 994 ±0. 019 0. 0048 ±0. 0027

G 19 2007208224 19 1. 000 ±0. 017 0. 0058 ±0. 0032

H 21 2007205208 20 0. 995 ±0. 017 0. 0048 ±0. 0027

I 17 2006212204 13 0. 956 ±0. 037 0. 0037 ±0. 0022

总样品 177 137 0. 989 ±0. 004 0. 0048 ±0. 0026

图 1 　小黄鱼的取样位置( A至 I)和海流模式图( 1 至 6)

图中灰色部分代表冰期因海平面下降成为陆地的浅海陆架区. 海流 : 1 中国沿岸流 , 2 黄

海暖流 , 3 台湾暖流 , 4 黑潮暖流 , 5 朝鲜西岸沿岸流 , 6 对马暖流

112 　序列测定

取背部肌肉约 100 mg , 按照酚 —氯仿法提取基

因组 DNA [ 10 ] . 采 用 引 物 L14724 ( 5′2GACT T2

GAAAAACCACCGT T G23′) 和 H15915 ( 5′2CTC2
CGA TCTCCGGA T TACAA GAC23′) [11 ] 扩增小黄鱼

mtDNA Cyt b 基因全序列 , 引物分别位于 t RNA2
Glu 和 t RNA2Thr 上. PCR 反应的总体积为 50μL ,

包括 1125 U 的 T aq DNA 聚合酶 ( Ta KaRa ) ,

200 nmol/ L 的正反向引物 , 200 μmol/ L 的每种

dN TP , 10 mmol/ L Tris p H 813 , 50 mmol/ L KCl 和

115 mmol/ L MgCl2 , 基因组 DNA 约为 50 ng. 每组

PCR 均设阴性对照用来检测是否存在污染. PCR 扩

增在 Veriti 96 Well 热循环仪 (Applied Biosyste ms)

上进行 , 程序为 : 94 ℃预变性 4 min , 94 ℃变性

45 s , 49 ℃退火 45 s , 72 ℃延伸 45 s , 循环 35 次 ,

然后 72 ℃后延伸 7 min. 采用胶回收试剂盒 (天根生

化科技有限公司) 进行 PCR 产物的回收和纯化 , 纯

化的 PCR 产物由北京六合华大基因科技股份有限

公司 进 行 测 序. 采 用 L14724 和 H1 ( 5′2CA2
GA GGGT T GT T T GA GCCT GT T T23′) 以及 L1 ( 5′2
TCACTCGCT TCT TCGCCT TC23′)和 H15915 两对

引物分段进行双向测序.
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113 　数据分析

11311 　序列分析 　应用 Dnastar 软件包 (DNAS2
TAR , Inc1 , U SA) 对序列进行编辑、校对和排序 ,

并对排序结果进行分析和手工调整 , 用 DnaSP410

软件[ 12 ]确定单倍型. 单倍型数目、多态位点、转

换、颠换、插入/ 缺失等分子多样性指数使用 Arle2
quin311 软件[13 ]统计获得. 单倍型多样性 ( h) 、核苷

酸多样性 (π) 、两两序列间的平均核苷酸差异数 ( k)

根据 Nei [14 ] 的公式由 Arlequin311 软件计算. 采用

Modeltest ver13106 [15 ]中的等级似然比检验 ( hierar2
chical likelihood ratio test)来选择 DNA 序列最佳替

换模型.

采用 M EGA310 软件[16 ] 按照 TrN [17 ] 进化模型

来构建单倍型邻接关系树[18 ] , 系统树的可靠性采用

1000 次重抽样评估. 应用星状收缩算法 ( star con2
t raction algorit hm) 分析单倍型间关系[19 ] , 单倍型

主干网络关系图由 Network 415 软件 ( http : / /

www1fluxus2technology1com)绘制.

11312 　群体遗传结构分析 　使用分子变异分析

(AMOVA) [20 ] 来评估群体间遗传变异 , 通过 1000

次重抽样来检验不同遗传结构水平上协方差的显著

性. 采用分化固定指数 ( FST ) 来评价两两群体间的

遗传差异[21 ] , 通过 1000 次重抽样来检验两两群体

间 FST的显著性. 通过设定两种 AMOVA 分析来检

验小黄鱼的群体结构 : 一是按照样品的地理来源将

小黄鱼 9 个群体划分为 2 个组群 , 分别对应两个不

同的海区以验证是否存在显著的地理结构 , A , B ,

C , D , E , F 群体划分为黄海组群 , G , H , I 群体

划分为东海组群 ; 二是将 9 个群体都归为一个组群

以验证群体间是否具有显著的遗传分化. 此外 , 采

用 Exact 检验检测单倍型在两两群体间分布频率的

差异来评价群体间的遗传分化[22 ] . 上述分析均由

Arlequin311 软件计算 , 单倍型间的遗传距离采用

TrN 核苷酸进化模型计算.

11313 　群体历史动态分析 　采用中性检验和核苷

酸不配对分布分析来检测小黄鱼的群体历史动态.

由 Tajima’s D 检验[ 23 ]和 Fu’s FS 检验[ 24 ] 来进行中

性检验. 核苷酸不配对的观测分布和群体扩张模型

下的预期分布之间的一致性采用最小方差法来检

验[ 25 ] . 对于观测分布没有显著偏离预期分布的群

体 , 采用广义非线性最小方差法 (general non2linear

least2square)来估算扩张参数τ, 其置信区间 (CI) 采

用参数重抽样法 (paramet ric boot st rap approach) 计

算[ 26 ] . 参数τ通过公式τ= 2 ut 转化为实际的扩张时

间 , 其中 u 是所研究的整个序列长度的突变速率 , t

是自群体扩张开始到现在的时间. 参照其他硬骨鱼

类的 mtDNA Cyt b基因 2 %/ Ma (百万年) 的分歧速

率[ 27 ]来估计小黄鱼的群体扩张时间. 上述分析均由

Arlequin311 软件计算.

2 　结果

211 　分子多态

所分析的黄海、东海 9 个样本共 177 尾小黄鱼

的 Cyt b 基因全序列长度均为 1141bp , 其 T , C ,

A , G平均含量分别为 261 5 % , 3413 % , 2318 % ,

1514 % ; A + T 含 量 ( 5013 %) 与 C + G 含 量

(4917 %) 相近. 在 1141 位点中 , 共检测到 158 个

多态位点 , 其中单态核苷酸变异位点 85 个 , 简约

信息位点 73 个. 这些多态位点共定义了 167 处核苷

酸替换 , 其中有 149 处转换和 18 处颠换 , 没有检测

到插入/ 缺失的现象. 在 177 个个体中 , 共检测到

137 个单倍型 , 其中 14 个单倍型出现在两个或两个

个体以上 , 其中 13 个单倍型是群体间共享的 , 其

余 123 个单倍型均为群体的特有单倍型. 所获得的

137 个 Cyt b 单倍型全部提交到 GenBank , 序列登

录号为 FJ 609001 —FJ 609137.

212 　单倍型遗传学关系

单倍型邻接关系树的大部分节点分支的支持率

较低 ( < 50 %) , 没有明显的地理谱系结构 (图 2) .

每个群体的单倍型都广泛分布在单倍型邻接关系树

上. 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 ( 图 略 ) , 存 在 一 个 主 体 单 倍 型

( FJ 609003)位于网络关系图的中心 , 不具有明显的

地理结构.

213 　群体遗传结构

小黄鱼各群体的单倍型多样性都非常高 , 为

01956 —11000 ; 而核苷酸多样性较低 , 为 010037 —
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图 2 　小黄鱼 Cyt b单倍型的邻接关系树

单倍型间遗传距离根据 Tr N 进化模型计算 , 各分支上的数

字为重抽样分析得到的支持率 (未标出数字的分支其支持率

小于 50 %) , S1 —S13 为群体间共享单倍型 , 其余单倍型编

号为群体的特有单倍型

010058 (表 1) . 合并分析小黄鱼的 177 个个体 , 单

倍型多样性为 01989 , 核苷酸多样性为 010048 , 两

两单倍型间平均核苷酸差异数为 51521. 总体来看 ,

群体间的单倍型多样性和核苷酸多样性差异均较

小 , 其遗传多样性没有表现出明显的地理趋势.

两两群体间的 FST 值为 - 0101760 至 0102374 ,

统计检验均不显著 ( P > 0105) (表 2) , 表明群体间

存在高度的遗传同质性. 两种 AMOVA 分析结果

显示在黄海与东海组群间 ( P = 01892) 以及 9 个群体

间 ( P = 01804)均不存在显著的遗传结构 (表 3) . 所

有的遗传变异均分布在群体内 , 并且部分的 <2sta2
tistics 值为负. Exact 检验分析表明 , 单倍型在两

两群体间分布频率的差异均不显著 ( P = 01241 -

11000) , 符合黄海、东海小黄鱼是一个随机交配的

群体的零假设.

表 2 　小黄鱼两两群体间的 FST值

样品
名称

A B C D E F G H

A

B 0. 0005

C 0. 0237 - 0. 0129

D 0. 0118 - 0. 0176 - 0. 0031

E 0. 0113 - 0. 0030 0. 0046 0. 0033

F - 0. 0134 0. 0026 0. 0115 0. 0087 0. 0005

G - 0. 0085 - 0. 0077 - 0. 0146 0. 0080 - 0. 0067 - 0. 0135

H 0. 0028 - 0. 0126 - 0. 0105 0. 0032 - 0. 0052 0. 0048 - 0. 0024

I 0. 0073 - 0. 0079 0. 0233 - 0. 0080 - 0. 0071 - 0. 0053 - 0. 0055 - 0. 0005

表 3 　小黄鱼群体的分子变异分析( AMOVA)

变异来源 变异成分 所占比例/ % <2statistics P

2 个组群

组群间 - 0. 0010 - 0. 36 - 0. 0036 0. 892

组群内群体间 0. 0018 0. 07 0. 0007 0. 673

群体内 2. 7634 100. 30 - 0. 0030 0. 580

1 个组群

群体间 - 0. 0011 - 0. 23 - 0. 0023 0. 804

群体内 0. 4956 100. 23

214 　群体历史动态

由于群体间不存在显著的遗传分化 , 我们合并

了样品分析小黄鱼的群体历史动态. 小黄鱼的单倍

型核苷酸不配对分布呈单峰类型 , 与群体扩张模型

下的预期分布相符合 (图 3) . 拟合优度检验显示
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SSD 值和 Raggedness 指数均较小 , 统计检验均不

显著 ( P > 0105) (表 4) , 表明所观测的核苷酸不配

对分布没有显著偏离群体扩张模型. 中性检验表明

(表 4) , Tajima’s D 和 Fu’s FS值均为负值 , 并且

统计检验均达显著水平 ( P < 0105) , 提示小黄鱼经

历了群体扩张事件. 小黄鱼的τ值为 51482 (95 %

CI: 31580 —61305) , 据此推算小黄鱼的群体扩张时间

约为 120000 前(95 % CI: 78000 —138000) .

表 4 　小黄鱼中性检验、核苷酸不配对分布分析以及拟合优度检验

样品名称
Tajima’s D 检验

D P

Fu’s FS 检验

FS P

核苷酸不配对分析

τ(95 %CI) θ0 θ1

拟合优度检验

SSD P Raggedness index P

总样品 - 2. 545 0. 000 - 25. 102 0. 000 5. 482 (3. 580 —6. 305) 0. 000 80. 938 0. 001 0. 550 0. 009 0. 850

图 3 　小黄鱼 Cyt b单倍型的核苷酸不配对分布

柱状图为观测值 , 曲线为群体扩张模型下的预期分布

3 　讨论

与基于 Cyt b 基因序列分析技术所得到的其他

海水鱼类遗传多样性水平相比 , 如大西洋鳕 ( Gad us

morhua) ( h = 01781 ,π= 010048) [28 ] 、日本鯷 ( En2
g raul is j a ponicus) ( h = 01957 ,π= 0100644) [29 ] 、钩

牙皇石首鱼 ( M acrodon ancy lodon) ( h = 01906 ,π=

010185) [30 ] , 小黄鱼的遗传多样性总体水平表现出

高 h (01989) , 低π(010048) 特点. 这种高 h , 低π

的遗传多样性通常是由一个较小的有效种群经过近

期快速增长成一个大的种群所引起的[ 31 ] . 中性检验

和核苷酸不配对分布分析均表明黄海、东海的小黄

鱼经历了群体扩张 , 扩张时间约为 78 —138 ka 前 ,

处于晚更新世时期. 更新世冰期气候的周期性波动

导致许多物种的分布范围经历了收缩和扩张 , 这些

变化通常会对种内遗传多样性产生重要影响[6 , 8 ] .

在更新世冰期 , 黄海的全部大陆架以及东海约有

850 ×103 km2 的大陆架因每次冰盛期海平面的下降
(比现在海平面约低 130m) 而成为陆地 (图 1) [32 ] ,

这必然导致小黄鱼在该分布区的灭绝. 随着冰后期

海平面上升 , 冰期避难所的小黄鱼可能发生群体扩

张重新进入黄海、东海大陆架区. 在这种群体的快

速扩张过程中 , 可产生出许多新的突变 , 这虽然积

累了单倍型的多样性 , 尚缺足够的时间积累核苷酸

序列的多样化[31 ] . 因此 , 可以推测黄海、东海小黄

鱼经历的更新世群体扩张是导致其“高 h , 低π”

遗传多样性模式的原因. 黄海、东海有些鱼类 , 如

花鲈 ( L ateol abra x m acul at us ) [27 ] 、黄姑鱼 ( N ibea

albi f lora) [33 ] 等也存在类似遗传多样性模式. Liu

等[ 27 ]研究发现位于花鲈冰期避难所东海海盆附近的

威海群体的核苷酸多样性明显高于远离冰期避难所

的北海群体. 在本研究中 , 黄海、东海小黄鱼 9 个

群体的核苷酸多样性没有表现出明显的地理趋势 ,

因此难以肯定小黄鱼的冰期避难所是否也是位于东

海盆地.

两两群体间的 FST , AMOVA 分析结果、单倍型

邻接关系树和单倍型网络关系图均表明黄海、东海

小黄鱼 9 个群体间的遗传差异不显著 , 不存在显著

的系统地理格局. Exact 检验分析结果也表明黄海、

东海小黄鱼群体间无明显遗传分化 , 是一个随机交

配的群体. 如果海洋生物群体间不存在遗传分化 ,

可能是群体还没有达到平衡状态或是幼体具有较强

的扩散能力[34 ] . Liu 等[34 ] 和 Han 等[35 ] 分别对西北

太平洋的梭鱼 ( Chelon haem atochei l us ) 和白姑鱼

( Pennahi a argent at a ) 的群体遗传结构研究发现 ,

中、日群体间的这两种鱼类均具有显著的遗传分

化 , 但在黄海、东海群体间均无明显分化. 这两种

鱼类中、日群体间的显著遗传分化是由于更新世冰

期海平面下降导致中、日边缘海间的隔离分化所致

的 , 而黄海、东海群体间缺乏明显的遗传分化则是

因为这两种鱼类在中国大陆架区发生了近期的大范

围栖息地扩张所引起的[34 , 35 ] . 这表明更新世的冰期
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事件对黄海、东海鱼类的 mtDNA 的遗传结构具有

重要作用. 与上述研究结论相似 , 黄海、东海小黄

鱼缺乏系统地理结构的一个重要原因应该是黄海、

东海小黄鱼群体栖息地扩张发生的时间比较晚 , 群

体尚缺足够的时间在迁移和漂变之间取得平衡[36 ] .

海洋生物通常在非常广阔的分布范围内具有遗

传同质性 , 这是因为在缺少影响扩散障碍的海洋环

境里 , 海洋生物的卵、幼体以及成体因其较强的扩

散能力可导致群体间产生频繁的基因交流[31 ] . 小黄

鱼的产卵期为 3 —5 月 , 属漂浮性卵 , 受精卵在水

温 1215 —14 ℃、盐度 31 %左右时约经 84 h 孵化[37 ] .

目前对小黄鱼的幼体浮游期缺乏了解 , 但同属的大

黄鱼 (L1 crocea) 幼体浮游期为 30 —40 d[38 ] , 推测小

黄鱼的幼体浮游期应该为 1 个月左右. 此外 , 小黄

鱼具有明显的季节性洄游 , 其产卵场分布于渤海、

黄海和东海 (26°N 以上) 近岸 , 而越冬场则位于黄

海、东海外海的深水区[1 ] . 这些生活史特征表明小

黄鱼的卵、幼体和成体具有较强的扩散潜力. 黄

海、东海的主要流系包括中国沿岸流、黑潮、台湾

暖流和黄海暖流 , 这些交汇的海洋环流有利于该海

域生物的卵和幼体扩散 (图 1) . 中国沿岸流是一支

由渤海海峡流出沿海岸南下的低温、低盐的海

流[32 ] . 因此 , 在黄海西海岸产卵的小黄鱼的卵和幼

体可随中国沿岸流向南漂流而成为东海区小黄鱼的

补充群体. 黄海南部和东海北部的小黄鱼越冬场可

能因台湾暖流和黄海暖流的交汇而具有连续性分

布 , 促进了群体间的基因交流. 除上述海流外 , 长

江径流对黄海南部和东海北部的水文状况和生物群

落结构也有较大的影响[39 ] . 然而 , 研究表明长江径

流并不构成黄姑鱼扩散的一个有效障碍 , 长江径流

对其群体遗传结构无显著影响[33 ] . 因此 , 我们认为

小黄鱼较强的扩散能力和黄海、东海的海洋环流可

能是造成黄海、东海小黄鱼具有较高遗传同质性的

另一个重要原因.

蒙子宁等[4 ]通过对黄海、东海 5 个取样点共计

48 个小黄鱼个体的 RA PD 分析表明 , 群体间具有

较高的遗传分化 , 可分为北、中、南 3 个地理群

系 , 这与本研究结果不一致. 除检测样本大小不同

外 , 造成两者研究差异可能与所使用的标记不同有

关. Pogson 等[ 40 ] 比较了大西洋鳕鱼 ( G1 morhua) 6

个群体的同工酶和 RFL P 数据 , 发现两者在遗传结

构上的结论明显不一致 , 类似的情况在日本鯷[29 ] 、

欧洲鳗鲡 ( A ng ui l l a ang ui l l a) [41 ]等也有报道. 本项

研究的黄海、东海小黄鱼是一个随机交配的群体的

结论符合将其作为一个单一种群的管理概念 , 然而

在渔业管理应用中应持谨慎态度 , 特别是在不同的

研究结果难以获得参比的情况下. 因此 , 必须采用

其它标记技术如 SSR , A FL P , SN P 等全面检测其群

体遗传结构.
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