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黄河上游花斑裸鲤 Cyt b 基因的序列变异和遗传多样性 
祁得林 

（青海大学 农牧学院动物科学系，青海 西宁  810016） 

摘要：花斑裸鲤（Gymncypris eckloni）主要分布于黄河上游高原宽谷河段深水缓流处或静水湖泊中，在高原

淡水生态系统的食物链中具有重要的地位。本文获得了黄河上游花斑裸鲤 5 个种群共 68 个个体线粒体 DNA
（mtDNA）细胞色素 b 基因的全序列（1 140 bp），分析了序列变异和种群遗传多样性。68 个序列经比对后，发现

30 个（2.63%）多态性位点，共定义了 18 个单倍型。结果显示，花斑裸鲤种群单倍型多样度和核苷酸多样度均低

于其它鲤科鱼类，这可能与青藏高原经所经历的地质变迁和古气候环境的改变有关，由此生活在高原水域中的鱼

类或多或少经历过瓶颈效应。AMOVA 分析结果显示，遗传差异主要发生在种群之内，而不是来自不同地理组群

间或组群内种群间。单倍型网络图和系统发育分析均没有显示出单倍型与地理位置的对应关系，提示黄河上游花

斑裸鲤自然种群未出现分化，应作为一个整体进行保护。单倍型歧点分布呈现为单峰以及中性检验 Fu’s Fs
（−15.3400, P<0.001）和 Tajima’s D（−0.6254, P =0.3080）结果综合表明，花斑裸鲤可能经历过近期的种群扩张事

件。 
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Genetic Variation and Diversity of Gymncypris eckloni in the Upper Yellow 
River Inferred from Mitochondrial Cytochrome b Gene 

QI De-lin 

(Animal Science Department of Agriculture and Animal Husbandry College, Qinghai University, Xi’ning  810016, China) 

Abstract: Gymncypris eckloni, being distributed mainly in the upper reaches of Yellow River and lakes in the 
Qinghai-Tibetan Plateau, plays significant roles in the trophic web of plateau freshwater communities. In the present 
study, the complete sequences of the mitochondrial Cyt b gene (1 140 bp) from sixty eight individuals representing five 
populations from the upper Yellow River were obtained to assess the genetic variation and diversity. Within the aligned 
1140 bp bases, 30 (2.63%) nucleotides were variable, and a total of 18 haplotypes were identified. The results showed 
that the haplotype diversity and nucleotide diversity of Gymncypris eckloni populations were low by comparison with the 
other species of family Cyprinidae, which maybe related to tectonic movements and paleoenvironmental fluctuations of 
the Qinghai-Tibetan Plateau, and that the populations have experienced bottleneck events in history. The AMOVA 
analysis indicated that the genetic variation mainly occurred within populations instead of among different geographic 
groups or among populations within among different geographical groups. There is no geographic clustering observed in 
the phylogenetic tree and the TCS network, which suggest that the natural populations of Gymncypris eckloni should be 
managed and conserved as a whole. The unimodal mismatch distribution of haplotypes, together with the selective 
neutrality test of Fu’s Fs (−15.3400, P<0.001) and Tajima’s D (−0.6254, P =0.3080), suggest that a recent population 
expansion of Gymncypris eckloni have been occurred. 
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花斑裸鲤（Gymncypris eckloni）隶属鲤形目

（Cypriniformes）鲤科（Cyprinidae）裂腹鱼亚科

（Schizothoracinae）裸鲤属（Gymncypris），主要

分布于兰州以上黄河上游高原宽谷河段深水缓流
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处或静水湖泊中，通常以其宽大而横裂的口通过滤

食方式摄取水域中上层的浮游动物和兼食部分浮

游植物性食料，在高原淡水生态系统的食物链中具

有重要的地位。作为一种渔业资源，花斑裸鲤在黄

河上游局部地区资源量比较丰富，但是近十余年

来，由于受栖息地的破坏、繁育环境的改变、引入

外来物种和疾病等因素的影响，其种群数量急剧下

降。因此，保护花斑裸鲤物种，恢复其种群数量具

有重要意义。 
线粒体 DNA(mtDNA)以较快的进化速度、严格

的母系遗传、几乎不发生重组等分子特点（Avise & 
Saunders, 1984）使其在群体遗传学和分子系统地理

学研究方面的应用越来越广泛（Burridge, 1999; 
Perdices et al, 2004; Xiao et al, 2005; Qi et al, 2007; 
Zhu et al, 2007; Yang et al, 2008）。在诸多线粒体基

因中，线粒体细胞色素 b 基因（Cyt b）的结构和功

能了解的最为清楚，因此在鱼类种群遗传结构和遗

传分化研究中应用较为广泛，并在一些濒危鱼类的

保护中发挥了积极作用（Perdices et al, 2004; 
Zaccara, 2005; Gouin et al, 2006）。 

以往对花斑裸鲤的研究主要集中在其分类、生

物学特性、资源状况等方面（Wu, 1984; Wu & Wu, 
1991; Zhao et al, 2005），而对花斑裸鲤不同群体的

遗传多样性和分化方面知之甚少。本研究通过对花

斑裸鲤 Cyt b 基因全序列进行分析，探讨黄河上游

花斑裸鲤 5 种群的遗传多样性，了解花斑裸鲤自然

种群的遗传分化程度和不同种群间的基因交流情 

况，进而为花斑裸鲤种群资源的保护和合理开发利

用提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  鱼样采集 
花斑裸鲤样品采集于黄河上游贵德县、贵南

县、玛多县、扎陵湖和鄂陵湖，共5个种群68个个

体。以同亚科采集于澜沧江水系的澜沧裂腹鱼

（Schizothorax lantsangensis）和黄河的厚唇裸重鱼

（Gymnodiptychus pachycheilus）作为外群构建分子

系统进化树（图1和表1）。野外采样时，取肌肉或

鳍组织暂时保存于–20℃车载冰箱或液氮中，带回

实验室后保存在–70℃备用。 
1.2  基因组 DNA 提取、PCR 扩增及测序 

取保存备用的肌肉或鳍组织 20 mg 左右，置于

干净灭菌的玻璃板上切碎（肌肉）或置于有液氮的

研钵中研磨（鳍组织），然后转入到 1.5 mL EP 管中，

用常规 SDS/蛋白酶 K 消化、酚-氯仿抽提、乙醇沉

淀总 DNA。Cyt b 基因全序列 PCR 扩增采用一对通

用引物 L14724, 5'–GACTTGAAAACCACCGTTG– 
3'和 H15915，5'–CTCCGATCTCCGGATTACAA- 
GAC–3'，由上海生工生物工程技术公司合成。PCR
扩增反应体系30 µL，其中包括1.0U TaKaRa EX Taq 
(TaKaRa)，2.5 mmol/L的dNTPs 1 µL，10×Taq buffer 
(TaKaRa，含Mg2+)3.0 µL，10 mmol/L的引物各0.5 µL，
模板DNA 0.2 µg，最后加ddH2O补齐30 µL。 

 
图 1  黄河上游花斑裸鲤5个种群的采样点 

Fig. 1  Sampling localities for five populations of Gymncypris eckloni from the upper reaches of Yellow River 
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表 1  采样点以及样本信息 
Tab. 1  Information of samples and their localities 

种群 Population 采集地点 Collection location 水系 Drainage 物种/代码 Species/Code 
样本量 

Sample size
青海杂多 Zadoi, Qinghai 澜沧江 Lancang River 澜沧裂腹鱼 Schizothorax lantsangensis 1 外群 Outgroup 
青海玛多 Madoi, Qinghai 黄河 Yellow River 厚唇裸重鱼 Gymnodiptychus pachycheilus 1 

种群 1 Population 1 青海贵德 Guide, Qinghai 黄河 Yellow River GD 14 
种群 2 Population 2 青海贵南 Guinan, Qinghai 黄河 Yellow River GN 11 
种群 3 Population 3 青海玛多 Madoi, Qinghai 黄河 Yellow River MD 18 
种群 4 Population 4 扎陵湖 Zhaling Lake 黄河 Yellow River ZL 14 
种群 5 Population 5 鄂陵湖 Eling Lake 黄河 Yellow River EL 10 

 
PCR 扩增程序：94℃预变性 4 min；94℃变性 1 

min，50℃退火 1 min，72℃延伸 1 min，共 35 循环；

72℃延伸 5 min。PCR 扩增结束后，取 2 µL 扩增产

物在 1.0%的琼脂糖凝胶中点样进行电泳，紫外凝胶

成像仪观察并照相记录。扩增结束后，依据厂商提

供的操作指南，扩增产物采用 PCR Purification 
K i t (中科开瑞，上海 )进行纯化。纯化产物经

DYEnamic Dye Terminator Cycle Sequencing Kit 
(Amersham Biosciences Corporation)试剂盒进行测

序反应后，利用 MegaBACE 500 测序仪直接测序。

序列递交至 GenBank，序列号为：FJ790498- 
FJ790515。 
1.3  DNA序列数据的处理 

序列的比对采用CLUSTAL X (Thompson et al, 
1997)和DNA STAR软件包的Editseq 5.0及MegAlign 
5.0软件(DNASTAR Inc.)。用MEGA 3.1软件 (Kumar 
et al, 2004) 分析核苷酸的组成、变异位点等序列特

征。用DnaSP4.0软件计算各地理种群的单倍型多样

度（haplotype diversity, h）、核苷酸多样度（nucleotide 
diversity, π）、种群间平均净遗传距离（Da）、种群

间基因流情况（Nm; Nei, 1982）和分析单倍型歧点

分布。 
采用Arlequin 3.1软件中的AMOVA(Excoffier et 

al, 2005)方法分析花斑裸鲤的种群结构。分析中采

用两种地理组群方法，一是以种群间相距的远近程

度，将花斑裸鲤划分成两个地理组群（GD+GN；

MD+ZL+EL）；二是以天然地理屏障为界（在贵德

种群与贵南种群间存在龙羊峡，而在玛多种群与贵

南种群间存在拉加峡），将花斑裸鲤划分成3个地理

组群（GD；GN；MD+ZL+EL），分析时以置换数

为1000进行显著性检验。同时，采用该软件分析花

斑裸鲤群体无限突变位点模型的Tajima（1989）的

D和Fu（1997）的Fs中性检验。利用TCS1.18（Clement 
et al, 2000）构建基于简约法原理的单倍型网络图。 

利用MrBayes3.04b（Ronquist & Huelsenbeck, 
2003）软件构建贝叶斯（Bayesian）树，选用GTR+I+Γ
模 型 。 Bayesian 分 析 中 以 后 验 概 率 (posterior 
probability, PP)来表示各分支的可信性。以随机树

（random）开始分析，马尔科夫链的蒙特卡洛方法

(Markov chain Monte Carlo process)设置4条链同时

运行，三条热链一条冷链，共执行 500 万代

（generations），每100代保存一颗树，由此总共可

获得5万颗树。根据可能性值（likelihood value）及

经验估计，舍弃前5000颗树老化样本（burn-in 
samples），而后面的4.5万颗树用于计算50%一致性

树。 

2  结  果 

2.1  序列特征和单倍型分布 
本研究5个花斑裸鲤种群的68个个体均获得

Cyt b基因的全长序列（1 140 bp）。序列经比对后发

现，在1140个位点中存在30个变异位点（2.63%），

其中包括13个简约性位点和17个单突变位点。所有

变异位点均为转换，无颠换，发生在密码子第3位
的变异占73.34%，第1和2位的各占13.33%。花斑裸

鲤Cyt b基因序列碱基组成分析显示：A、T、C和G
碱基平均含量分别为26.6%、31.3%、26.0%和16.1%，

其中A+T含量（57.9%）明显高于G+C含量(42.1%)，
表现出明显的反G偏倚。 

花斑裸鲤68个序列共定义了18个单倍型，各个

单倍型在不同种群中的分布见表2。单倍型H2由种

群GD和GN所共享，占5/68；单倍型H5由种群GD、

GN和MD所共享，出现次数最多，占16/68；单倍型

H6由种群GD和ZL所共享，占2/68；单倍型H9由种

群GN、MD和EL所共享，占6/68；单倍型H11由种

群GN、MD、ZL和EL所共享，占15/68；单倍型H13
由种群MD、ZL和EL所共享，占6/68；单倍型H15
由种群MD和ZL所共享，占4/68；单倍型H17由种群
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ZL和EL所共享，占3/68；其余均为特有单倍型。 

表 2  花斑裸鲤 Cyt b 单倍型（H1-18）在不同种群中的分布 
Tab. 2  The distribution of cytochrome b gene haplotypes (H1-18) of Gymncypris eckloni in different populations 

单倍型代码 Haplotype code 
种群 Population H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 H14 H15 H16 H17 H18

GD 1 3 1 1 7 1 1            
GN  2   3   1 2 2 1        
MD     6    2  4 1 1 1 3    
ZL      1     6  2  1 1 2 1 
EL         2  4  3    1  

 
2.2  遗传多样性和种群分化 

花斑裸鲤5种群的单倍型多样度在0.75—0.89
之间，其中贵南种群（GN）的单倍型多样度最高

（h=0.89±0.06），而鄂陵湖种群最低(h=0.75±0.11)。
各种群的核苷酸多样度（π）与单倍型多样度（h）
之间并不成正比关系，但是，一般来说，h值较高

者π值相应也高（表3）。 
种群间净遗传距离（Da）的分析显示，贵德种

群（GD）与鄂陵湖种群（EL）相距最远，两者之

间具有最高的Da值（0.2393），而贵南种群（GN）

与玛多种群（MD）相距并非最近，但是具有最低

的Da值（0.1362），相反，扎陵湖种群（ZL）与鄂

陵湖种群（EL）相距最近，但是两者之间的Da值相

对较高（0.2184），同样，种群间的分化程度(Fst)也
出现这种现象（表3）。AMOVA分析显示，将花斑

裸鲤看作一个地理群时，其遗传变异主要发生在种

群之内，占88.85%，而不同采样点的种群之间只占

11.15%；当考虑种群间相距的远近程度和天然地理

屏障将花斑裸鲤化分成不同地理组群时，其结果显

示遗传变异主要发生在种群之内，而不是来自不同

地理组群间或组群内不同种群间（表4）。 
种群间基因流分析表明，各种群之间的Nm值

在1.72—3.12之间，其中贵南种群（GN）与玛多种

群（MD）之间的Nm值最大；贵南种群（GN）与

扎陵湖种群（ZL）、贵南种群（GN）与鄂陵湖种群

（EL）、贵德种群（GD）与贵南种群（GN）之间

的Nm值次之；贵德种群（GD）与鄂陵湖种群（EL）
间的Nm值最小。 
2.3  花斑裸鲤种群的系统发育关系 

基于Cyt b序列的Bayesian分析显示，花斑裸鲤5
个种群的单倍型混杂分布在系统发育树上（图2）。
从图可见，花斑裸鲤5个种群的68个个体并没有按

地理位置形成对应族群。 
2.4  单倍型网络图和种群扩张分析 

从网络图可以看出，18 个单倍型相邻两个之间

的突变从一步到五步不等，具有多步突变的相邻单

倍型间存在期望中间单倍型（图 3）。单倍型 H11
位于网络图的中心，推测这个单倍型可能是较为原

始的，其他单倍型由其衍生而来。各种群间有广泛

的共享单倍型，不同种群个体混杂在一起，没有显

示出明显的地理位置与单倍型间的对应关系。 
本文采用线粒体DNA单倍型歧点分布（Rogers 

& Harpending, 1992）、无限突变位点模型的中性检

验值Tajima’s D和Fu’s Fs三种方法同时估计花斑裸 

表 3  花斑裸鲤鱼种群内核苷酸多样度（π，对角线）、种群间平均净遗传距离（Da，对角线上）、 
种群间分化程度(Fst，对角线下)和群内单倍型多样度（h）*

Tab. 3  Nucleotide diversity within population (π, along diagonal), average pairwise difference between 
populations (Da, above diagonal), Fst (below diagonal) between populations and haplotype  
diversity within population (h) of Gymncypris eckloni 

种群 
Population 

GD GN MD ZL EL 
单倍型多样度 

Haplotype diversity
GD 0.0026±0.0016 0.1688 0.1960 0.2077 0.2393 0.77±0.10 
GN 0.1951 (P>0.05) 0.0035±0.0022 0.1362 0.1480 0.1796 0.89±0.06 
MD 0.1951 (P>0.05) 0.1381 (P>0.05) 0.0046±0.0026 0.1751 0.2067 0.84±0.06 
ZL 0.2079 (P>0.05) 0.1494 (P>0.05) 0.1747 (P>0.05) 0.0048±0.0028 0.2184 0.81±0.09 
EL 0.2256 (P>0.05) 0.1647 (P>0.05) 0.1900 (P>0.05) 0.2034 (P>0.05) 0.0045±0.0027 0.75±0.11 
*群体间净遗传距离经 Jukes-Canter 模型校正，Da=PiXY−(PiX+PiY)/2。 
Average pairwise difference between populations corrected by Jukes-Canter model, Da=PiXY−(PiX+PiY)/2. 
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表 4  花斑裸鲤 mtDNA 单倍型分子变异等级分析（AMOVA） 
Tab. 4  Hierarchical analysis of molecular variance (AMOVA) of mtDNA haplotypes of Gymncypris eckloni 

组群 Groups 
变异来源 

Source of variation 
变异百分数 

Percentage of variation
Φ 统计值 
Φ Statistic 

显著性检验

P 
组群间 Among groups 16.35 ΦCT =0.1635 = 0.10 
组群内种群间 Among populations within groups 0.65 ΦSC =0.0078 = 0.31 (GD+GN)+(MD+ZL+EL) 
种群内 Within populations 83.00 ΦST =0.1700 < 0.05 
组群间 Among groups 13.82 ΦCT =0.1382 = 0.09 
组群内种群间 Among populations within groups 1.17 ΦSC =0.0136 = 0.37 (GD)+ (GN)+(MD+ZL+EL) 
种群内 Within populations 85.01 ΦST =0.1499 < 0.05 
种群间 Among populations 11.15 − − 

整个群体 Whole population 
种群内 Within populations 88.85 ΦST =0.1115 < 0.05 

 
图 2  花斑裸鲤 5 个种群 Cyt b 单倍型的 Bayesian 50%多数一致性树 

Fig. 2  Fifty percent Bayesian majority rule consensus tree of Gymncypris eckloni inferred from Cyt b  
haplotypes among five populations 

实心圈表示共享单倍型，单倍型代码同表 2，节点上数据表示贝叶斯后验概率。 
Solid circles represent the haplotypes shared by different populations. Haplotype codes are the same as Fig. 2. Numbers at nodes indicate posterior 
probabilities (PP, %) from Bayesian analysis. 

鲤的种群扩张事件。歧点分布分析结果显示，花斑

裸鲤的种群单倍型碱基差异分布呈单峰（图4），同

时Tajima’s D（−0.6254, P =0.3080）  和Fu’s Fs
（−15.3400, P<0.001）均为负值，显示花斑裸鲤可

能经历过近期的种群扩张事件。 

3  讨  论 

3.1  遗传多样性和种群分化 
一般而言，一个种群在相当长的时间内比较稳

定且资源量丰富时，该种群可能会维持较高的遗传

多样性。当种群遭受瓶颈效应时，种群遗传多样性

将会受遗传漂变的影响而降低。本研究中，花斑裸

鲤5个种群的68个个体中共检测到18个单倍型，单

倍型多样度和核苷酸多样度均低于其他鲤科鱼类

（Perdices et al, 2004, 2005），这可能与青藏高原第

四纪以来经历了数次地质变迁和气候的改变，生活

在高原水域中的鱼类或多或少经历过瓶颈效应有

关，该结论与Qi et al（2007）和Zhao et al（2005）
在黄河裸裂尻鱼及裸鲤属鱼类中的研究相一致。然

而，在花斑裸鲤的5个种群，贵德（GD）种群的单

倍 型 多 样 度 （ 0.77±0.10 ） 和 核 苷 酸 多 样 度

（0.0026±0.0016）明显低于其他几个种群，这可能

与水体的自然屏障和人为因素，如栖息地的破坏、

繁育环境的改变、引入外来物种等有着直接关系。

事实表明，贵德（GD）种群处于其他4个种群的下

游，在贵德上游存在两个黄河峡谷，可能抑制了贵 
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图 3  基于统计简约法构建的单倍型网络图 

Fig. 3  The statistical parsimony network of haplotypes 
数字表示单倍型代码（同表2），单倍型11位于网络中心。单倍型之间

的连线长度约表示变异次数。圆圈大小大约表示该单倍型出现的次数。 
Numbers of haplotypes correspond to Tab.2. Haplotype 11 lies the center of 
the network. The length of lines roughly represents mutational steps. The 
size of circles roughly represents the number of individuals. 

 
图 4  花斑裸鲤 Cyt b 单倍型的歧点分布 

Fig. 4  Mismatch distributions of the Cyt b haplotypes  
of Gymncypris eckloni in the Yellow River 

德种群与其他种群间的基因交流；另外，进入20世
纪90年代后在贵德上游兴建了多处大型水电站，并

引入了一定量的外来物种，可能对贵德种群的发展

产生了不利的影响。 
AMOVA分析结果表明，无论是将花斑裸鲤看

作一个地理群，还是进行不同地理组群，其结果是

遗传变异主要来自种群内，而不是来自不同地理组

群间或组群内不同种群间，揭示花斑裸鲤不同群体

并未形成显著的地理种群结构。基于Cyt b序列的

Bayesian系统发育分析也表明，花斑裸鲤5个种群的

单倍型混杂分布在系统发育树上，并没有按地理位

置形成对应族群。种群间平均净遗传距离（Da）和

分化水平（Fst）的分析均支持了以上结果，说明花

斑裸鲤5个种群均来自黄河上游干流，存在一定的

基因流。基因流是一个群体迁移至另一个群体时将

某基因带到新的群体产生的基因流动。通常Nm＞

1，表明群体间的基因流的水平较高，群体间遗传

分化较小；当Nm＜1时，表明群体可能由于遗传漂

变而发生了分化（Millar & Libby，1991）。本研究

中花斑裸鲤5个种群间的Nm均高于1，说明种群间

存在较丰富的基因交流，这在一定程度上说明了黄

河上游花斑裸鲤自然种群未出现分化，应作为一个

整体进行保护。 
3.2  种群扩张 

种群扩张事件的检测有多种分析方法，不同方

法各具优缺点（Su et al, 2001; Pearse & Crandall, 
2004）。因此，本文在分析花斑裸鲤种群扩张事件

时采用了多种方法：单倍型歧点分布分析、Tajima’s 
D中性检验法和Fu’s Fs中性检验法。其中，Tajima’s 
D检验法注重种群的古老突变，因此本方法在一定

程度上能够反映较长时间尺度上的种群事件；Fu’s 
Fs中性检验法对种群的近期事件较为敏感，因此当

种群在近期（短时间尺度）积累较多变异时，Fs往
往趋向于较大的负值（Su et al, 2001）。本研究中，

花斑裸鲤种群Fs为负值（−15.3400, P<0.001），其绝

对值明显高于Tajima’s D（−0.6254, P =0.3080），结

合本文单倍型歧点分布呈单峰，说明花斑裸鲤可能

经历过近期的种群扩张事件。Qi et al（2007）在对

黄河裸裂尻鱼进行研究时，提出黄河裸裂尻鱼种群

扩张事件大概发生在11万年前，该时间尺度在青藏

高原“共和运动”范围内。地质资料表明，青藏运动

约1.6万年以来高原东北部的强烈隆升致使区内湖

泊消失或萎缩，进而形成了古黄河（Li et al, 1998, 
1999, 2001），约0.15万年发生的青藏高原“共和运

动”对黄河水系改变起决定性作用，这次隆升事件

导致了开始向源区浸蚀溯源，黄河水系格局形成

（Pan et al, 1996; Li et al, 2001），在此间可能有过适

应于花斑裸鲤生存和发展的环境条件，使得花斑裸

鲤种群进一步扩张。 
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