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斗鱼属鱼类亲缘关系的 Cyt b 基因
序列和 RAPD 分析
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摘要 : 采用 mtDNA Cyt b 基因序列分析和 RAPD 两种分子标记技术 ,研究了中国分布的叉尾斗鱼

( Macropodus opercularis) 、圆尾斗鱼 ( M . chinensis) 和香港斗鱼 ( M . hongkongensis) 以及越南的红鳍斗鱼 ( M .

erythropterus) 4 种鱼类之间的亲缘关系。获得 4 种斗鱼 14 条 Cyt b 基因全序列 (1 155 bp) ,结合 GenBank

中搜索到的近缘物种同源序列进行分析。从 133 条随机引物中筛选到 36 条引物 ,在优化的反应条件下 ,

10 个群体 96 个个体共扩增出清晰稳定的条带 749 条 ,构建矩阵进行分析和聚类。基于 Cyt b 全序列以

邻接法和最小进化法构建的系统树及 RAPD 数据 UPGMA 聚类分析的结果都显示 ,香港斗鱼和红鳍斗鱼

先聚为一分支 ,再与叉尾斗鱼聚类 ,圆尾斗鱼处于外缘。本研究结果反映了圆尾斗鱼与其他斗鱼的亲缘

关系较远 ,种间遗传距离为01184 5～01225 3(Cyt b) 和01653 6～01746 5 (RAPD) ,两者为同一单系群中两

个独立演化的自然类群 ; 香港斗鱼与叉尾斗鱼间遗传分化明显 ,Cyt b 碱基差异为 11100 % ,RAPD 遗传

距离达01577 7 ,支持其为独立物种的观点 ,且香港斗鱼群体间遗传差异较大 ,Cyt b 碱基差异为 3112 % ,

RAPD 遗传距离01060 1 ; 叉尾斗鱼群体间 Nei’s 基因多样度和 Shannon 信息指数分别为01058 2和01086 9 ,

而各群体内的数值分别为01016 1～01031 7和01023 5～01046 7 ,表明遗传差异主要来自群体间 ,并按分布

流域分别聚类。
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Abstract : In this study ,mitochondrial cytochrome b (Cyt b) gene sequencing and random amplified polymorphic DNA

(RAPD) technique were applied to study the phylogenetic relationships of four species of genus Macropodus : M .

opercularis , M . chinensis , M . hongkongensis and M . erythropterus . The complete sequences of the mitochondrial Cyt

b gene (1 155 bp) of 4 species from 14 individuals were sequenced. Combined these sequences with homologous

sequences from GenBank Database , M . opercularis and M . concolor were used as ingroup ; Pseudosphromenus



cupanus , P. dayi , Malpulutta kretseri and Batta splendens were used as outgroup. Moreover , 36 random primers

were selected from 133 primers , and 749 reproducible bands were amplified in 96 individuals from 10 populations

under optimized reaction conditions. Molecular phylogenetic trees based on Cyt b gene sequences were constructed by

neighbor 2joining ( NJ ) and minimum evolution ( ME) methods , respectively. The results indicated that M .

hongkongensis was grouped with M . erythropterus firstly , then clustered with M . opercularis ,and M . chinensis was in

the outer edge. The UPGMA cluster analysis based on RAPD data was identical to the molecular phylogenetic trees

based on Cyt b. The results reflect that : M . chinensis has a distant relationship with other fishes of genus Macropodus ;

genetic distances between species’were 01184 5 - 01225 3 (Cyt b) and 01653 6 - 01746 5 (RAPD) ; M . chinensis

and other Macropodus represent two independently evolving natural groups of the same monophyletic group. Genetic

differentiation among M . hongkongensis and M . opercularis was obvious , Cyt b sequence divergence between species’

was 11100 % , genetic distance between species’was 01577 7 ( RAPD) , which agrees with the view that M .

hongkongensis is a valid species. The genetic diversity between different M . hongkongensis populations was significant ,

Cyt b sequence divergence was 3112 % , genetic distance was 01060 1 ( RAPD) . Nei’s gene diversity ( HE ) and

Shannon’s Information index ( I ) between M . opercularis populations were 01058 2 and 01086 9 , and among

populations were 01016 1 - 01031 7 and 01023 5 - 01046 7 , respectively ,which show that the genetic diversity of

M . opercularis mainly between populations too ,and the individuals cluster respectively according to their distribution of

river basin.
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　　斗鱼属 ( Macropodus ) 鱼类隶属于鲈形目

(Perciformes) 攀鲈亚目 ( Anabantoidei ) 斗鱼科

(Belontiidae) 斗鱼亚科 (Macropodinae) [1 ,2 ] ,是具

有很高观赏价值的小型淡水鱼类。在斗鱼亚科

中 ,斗鱼属鱼类因卵和早期仔鱼显示独特的形态

特征[3 ]
,一般被认为与其他所有属是姐妹群 ,分

类位置较孤立[4 ] 。然而 ,Ruber 等[5 ] 系统发生分

析支持斗鱼属为拟丝足鲈属 ( Pseudosphromenus)

和畸斗鱼属 ( Malpulutta) 姐妹群的单系进化支 ,

这两个属的鱼类都曾经被归入斗鱼属 ,但因其

具有更高发育水平的生殖行为 ,已被单列为独

立属[6 ] 。斗鱼属现已知有 5 种[7 ]
,我国已记录 3

种 ,分别为叉尾斗鱼 ( M . opercularis) 、圆尾斗鱼

( M . chinensis) 和香港斗鱼 ( M . hongkongensis) ,

另外 2 种产于越南 ,即越南斗鱼 ( M . spechti) 和

红鳍斗鱼 ( M . erythropterus) 。由于取样不全面

和形态性状在鉴别物种中的局限性 ,斗鱼属的

分类一直存在疑问[8 ] 。圆尾斗鱼在形态、分布

区系和分子遗传等方面都与斗鱼属中其他鱼类

有较大差异[2 ,8 ,9 ] ,故圆尾斗鱼与其他斗鱼的亲

缘关系也有进一步探讨的必要。香港斗鱼为我

国特有且有灭绝危险[10 ] ,但其与叉尾斗鱼骨骼

结构很相似[7 ] ,两者从可数和可量性状不能可

靠区分[8 ]
,因此 ,研究确定其分类地位对其保育

非常重要。

利用传统的形态学方法进行分类研究 ,少

数物种的进化地位仍难以确定 ,分子生物学方

法可以提供一些有用的证据[11 ] 。细胞色素 b

基因 (Cyt b) 在诸多线粒体基因中其结构和功

能已被了解得最为清楚 ,且能用一些通用引物

扩增 ,因而被广泛地用来进行鱼类系统进化研

究[12～19 ] 。随机扩增多态 DNA (RAPD) 具有检测

灵敏、方便、多态性强等特点 ,而且能够比较全

面地反映遗传本质 ,有很强的揭示种间遗传的

能力[11 ,20～24 ] 。鉴于以往斗鱼属鱼类分类研究

主要依据形态特征 ,缺乏系统的分子生物学研

究 ,本文采用 Cyt b 基因测序分析和 RAPD 两种

分子标记技术 ,从线粒体 DNA 序列与核基因组

多态性两方面进行综合分析 ,以期为探讨斗鱼

属鱼类亲缘关系提供分子生物学方面的依据。

1 　材料与方法

111 　实验材料 　样品根据孟庆闻等[2 ] 和

Freyhof 等[7 ]的描述鉴别 ,种名、采集地、水系、样
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　　 表 1 　样品种名、采集地、水系、样本量和代号

Table 1 　Species , sampling localities , drainages , sample sizes and code of the samples

种名
Species

采集地点
Collection location

水系
Drainages

样本量 3

Sample size

代号
Code

叉尾斗鱼 广州芳村 Fangcun ,Guangzhou 珠江 Pearl River 11 (1) M . opercularis ( GZ)

Macropodus opercularis 清远阳山 Yangshan ,Qingyuan 珠江 Pearl River 4 (1) M . opercularis ( YS)

清远英德 Yingde ,Qingyuan 珠江 Pearl River 4 (1) M . opercularis ( YD)

汕头 Shantou 韩江 Hanjiang River 9 (1) M . opercularis (ST)

梅州 Meizhou 韩江 Hanjiang River 4 (1) M . opercularis (MZ)

广州市场 Market ,Guangzhou 7 M . opercularis (M)

香港斗鱼 M . hongkongensis 揭阳普宁 Puning ,Jieyang 练江Lianjiang River 14 (2) M . hongkongensis (PN)

深圳龙岗Longgang ,Shenzhen
独立入海溪流

River discharge In2
dependently into sea

3(1) M . hongkongensis (SZ)

红鳍斗鱼 M . erythropterus 广州市场 Market ,Guangzhou 17 (3) M . erythropterus

圆尾斗鱼 M . chinensis 上海杨浦 Yangpu ,Shanghai 长江 Yangtze river 23 (3) M . chinensis

　　3 全部样品用于 RAPD 实验 ,括弧内为用于测序分析的样品数。

3 All samples were used to RAPD experiment ,the sequenced sample numbers shows in the brackets.

本量和代号见表 1。样品活体静脉取血备用 ,

部分样品取尾鳍鳍条于 95 %乙醇保存备用。

　　血液基因组 DNA 提取用试剂盒 ( TIANamp

Genomic DNA Kit) 购自北京 TIANGEN 生物技术

有限公司 ,随机引物购自上海 Sangon 生物工程

有限公司 ; Taq DNA 聚合酶体系购自上海申能

博彩公司 ,鳍条基因组 DNA 提取试剂盒 ( E. Z.

N. A SQ Tissue DNA Kit) 和胶回收试剂盒 ( E. Z.

N. A Gel Extraction Kit) 为美国 OMEGA (广州奇

特科生物工程有限公司) 公司产品。克隆用的

载体 pMD182T Vector Systems ( T 载体) 购自宝生

物 (大连)工程有限公司。

112 　实验方法 　

11211 　基因组 DNA 的提取 　血液和鳍条分别

按试剂盒介绍的方法提取样品基因组 DNA ,

1 %的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量 (完整性

和纯度) ,并用分光光度计测其浓度 ,保存于

- 20 ℃备用。

11212 　Cyt b 基因扩增、测序和序列分析 　参

考 Ruber 等[25 ]的引物 ,上下游序列分别为 Cyt b

GluF : 5′2AACCACCGTTGTATTCAACTACAA23′,

Cyt b ThrR : 5′2ACCTCCGATCTTCGGATTACAAGA

CCG23′,由上海英骏生物技术有限公司合成。

PCR 反应总体积为 50μl ,包含模板 DNA (40～

100 ngΠμl ) 215μl ,10 ×PCR buffer (包含 Mg
2 + )

510μl ,dNTPs (各 215 mmolΠL) 1125μl , Taq DNA

聚合酶 (5 UΠμl ) 1125μl ,引物 (20 pmolΠμl ) 各

1125μl ,灭菌双蒸水 38175μl。反应程序 :94 ℃

预变性 3 min ; 94 ℃变性 30 s ,56 ℃退火 30 s ,

72 ℃延伸 90 s ,30 个循环 ; 72 ℃延伸 7 min ,4 ℃

保存。反应结束后取 3μl 扩增产物进行琼脂糖

凝胶电泳检测 ,剩余扩增产物经胶回收纯化后 ,

与 pMD182T 载体连接 ,转化感受态细胞 DH5α,

筛选 4 个阳性克隆的菌液送上海英骏生物技术

有限公司进行正反向测序 ,确保测序结果的准

确性。

用 DnaSP 410[26 ] 软件对序列进行拼接并辅

以人工核对 , 得到 Cyt b 基因全序列 , 结合

GenBank 搜索到的叉尾斗鱼 (AF519698) 、越南

斗鱼 (AY763760) ,以及拟丝足鲈属的拟丝足鲈

( P. cupanus , AF519699) 、戴氏拟丝足鲈 ( P.

dayi , AY763764 ) , 畸斗鱼属的克氏畸斗鱼

( Malpulutta kretseri ,AF519700) 和槌鱼属泰国斗

鱼 ( Betta splendens ,AF519689)各一条 Cyt b 基因

全序列 ,用 Clustal X
[27 ]软件进行排序 ,生成供系

统发育分析的矩阵。用 Mega 410
[28 ] 软件统计

序列的碱基组成和差异、转换颠换数和遗传距

离 , 用 DNA 序列分析软件 Vector NTI suite

810[29 ]进行同源性分析 ,统计变异位点、简约信

息位点和核苷酸多样性、平均核苷酸差异数以
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及种间平均核苷酸替代数。用 Mega 410 软件

邻接法 ( Neighbor2Joining , NJ ) 和最小进化法

(Minimum Evolution ,ME) 进行1 000次的自助重

抽样 ( bootstrap ) 构建系统进化树 ( Kimura 22
parameter) 。

11213 　RAPD 扩增和数据处理 　参照 Williams

等的 RAPD 反应条件 ,对 133 条 Sangon 公司 S

系列随机引物进行筛选。先筛选出扩增条带较

多且清晰的引物 ,再进行两轮可重复性筛选 ,得

到扩增效果稳定的 36 条引物用于 RAPD 分析。

进行三因素三水平的正交优化 ,得到效果较好

的反应体系。优化后的体系为 25μl ,其中 :模

板 DNA (40～100 ngΠμl) 110μl ,10 ×PCR buffer

215μl , MgCl2 (25 mmolΠL) 215 μl , dNTPs ( 215

mmolΠL) 014μl , Taq DNA 聚合酶 (5 UΠμl) 013

μl ,引物 (20 pmolΠμl)各 016μl ,用灭菌双蒸水补

足 25μl。反应程序为 :94 ℃预变性 5 min ; 94 ℃

变性 40 s ,36 ℃退火 50 s ,72 ℃延伸 1 min ,40 个

循环 ; 72 ℃延伸 7 min。扩增产物用 115 % TBE

琼脂糖凝胶 (含适量 EB)电泳分离 ,紫外凝胶成

像系统观察 ,拍照。根据 RAPD 产物的电泳带

型构 建 原 始 数 据 表 征 矩 阵。应 用 软 件

POPGENE 1132 计算观测等位基因数 ( A0 ) 、有效

等位基因数 ( Ae ) 、Nei’s 基因多样度 ( HE ) 、

Shannon 信息指数 ( I) 及 Nei’s 遗传距离 ( D) 。

根据 Nei’s 遗传距离值进行 UPGMA 聚类分析。

2 　结 　果

211 　斗鱼属鱼类 Cyt b 基因序列特征 　本研

究共获得 4 种斗鱼 14 个个体的 mtDNA Cyt b 基

因的全序列 ( 1 155 bp ) , 登录号 EU932863～

EU932876 ,加上搜索到的 6 个序列共有 17 个单

倍型 ,其中清远的 2 个叉尾斗鱼个体共有单倍

型 M . opercularis (QY) ,3 个红鳍斗鱼个体共有

单倍型 M . erythropterus。单倍型多样性为 01979

( P = 01024) ,核苷酸多样性为01158 25 ( P =

01015) ,平均核苷酸差异数 k 为 181151。外群

拟丝足鲈、戴氏拟丝足鲈和克氏畸斗鱼与其他

序列相比 ,在1 138 bp 处有一 T 碱基插入。在

包括外群的总共1 162个位点中 ,存在 490 个变

异位点 ,约占 4212 % ,其中包括 404 个简约性位

点和 86 个单突变位点。斗鱼属鱼类 Cyt b 基因

全序列中 , T、C、A 和 G 碱基平均含量分别为

3311 %、2519 %、2715 %和 1315 % ,显示 G 碱基

相对缺乏。在三联体密码子的第一位中四种碱

基频率相近 ,但在第二位中 T 碱基的频率高达

4215 % ,在第三位中 G碱基只有 317 % ,表现出

Cyt b 基因碱基偏倚明显的共同特征[30 ] 。序列

中转换颠换比 ( TsΠTv) 为 3172 ( Kimura 22
parameter) ,显示这些位点没有突变饱和。

基于细胞色素 b 基因全序列 ,中国斗鱼属

鱼类和外群个体间相对遗传距离及碱基差异见

表 2。由表 2 可知 ,种内遗传变异远小于种间 ,

最大种内变异出现于香港斗鱼个体间 ,遗传距

离超过 0103 ,相差 36 个碱基 (3112 %) 。叉尾斗

鱼 6 个体间遗传距离在 0～01006 1之间 ,差异

碱基 0～7 个。种间遗传距离统计结果表明 ,圆

尾斗鱼与其他几种斗鱼的遗传距离在01184 5

～01225 3之间 ,而其他几种斗鱼之间遗传距离

介于01139 2～01175 4 ,其中香港斗鱼与叉尾斗

鱼种间遗传距离大致介于 0114～0115 之间 ,碱

基差异数为 127 (11100 %) 。

212 　基于斗鱼属鱼类 Cyt b 基因构建的系统

发育树 　用邻接法 (NJ ) 和最小进化法 (ME) 构

建的系统发育树中 ,斗鱼属系统发育拓扑结构

完全相同 ,NJ 树见图 1。由图可知 ,红鳍斗鱼与

越南斗鱼聚成一关系紧密的分支 ,两者再与香

港斗鱼聚成为姐妹种 ,接着与叉尾斗鱼聚类 ,最

后与圆尾斗鱼组成一单系群。拟丝足鲈属物种

和克氏畸斗鱼先聚成一支再与斗鱼属物种聚

类 ,泰国斗鱼处于系统树最外缘。

213 　斗鱼属鱼类 RAPD 扩增结果 　经筛选得

到 36 个随机引物 ,在 4 种斗鱼 10 个群体间均

能扩增出清晰稳定的条带 ,单引物扩增的条带

数在 12～38 条之间 (表 3) ,扩增产物的分子量

在 250～3 600 bp 之间 ,共检测到 749 个位点 ,

其中 715 个位点 (95146 %) 呈多态。引物 S112

和 S261 扩增情况见图 2。
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表 2 　基于细胞色素 b 基因全序列的斗鱼属鱼类和外群相对遗传距离(下三角)及碱基差异(上三角)

Table 2 　Genetic distance ( below diagonal) and divergence ( above diagonal) based on complete cytochrome b

sequences in genus Macropodus and the outgroup

单倍型 Haplotype 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

11M. chinensis (1) 1 4 184 184 185 186 186 195 196 186 212 216 248 252 247 240

21M. chinensis (2) 010009 3 184 184 185 186 186 195 196 186 212 216 249 252 247 240

31M. chinensis (3) 010035 010026 185 185 186 187 187 196 197 187 213 217 250 253 248 243

41M. opercularis

　(QY)
011845 011845 011857 4 7 7 5 152 153 145 173 174 266 259 257 246

51M. opercularis

　(GZ)
011847 011847 011859 010035 5 5 3 150 151 143 171 172 266 257 257 244

61M. opercularis (ST) 011857 011857 011869 010061 010044 2 2 148 149 143 171 172 268 257 255 244

71M. opercularis

　(MZ)
011871 011871 011883 010061 010044 010017 2 147 148 142 169 170 266 255 255 244

81M. opercularis 011871 011871 011883 010044 010026 010017 010017 149 150 144 171 172 266 257 255 244

91M. hongkongensis

　(PN1)
011982 011982 011994 011504 011482 011458 011448 011471 4 34 162 163 267 263 265 260

101M. hongkongensis

　(PN2)
011994 011994 012007 0115150 11493 011469 011459 011482 010035 36 162 163 268 266 268 261

111M. hongkongensis

　(SZ)
011873 011873 011885 011425 011403 011402 011392 011415 010305 010324 162 163 266 265 275 268

121M. erythropterus 012190 012190 012203 011743 011720 011719 011696 011720 011620 011620 011622 10 258 260 277 253

131M. spechti 012240 012240 012253 011754 011731 011730 011707 011731 011631 011631 011632 010088 260 261 279 254

141B . splendens 012595 012608 012622 012829 012831 012857 012831 012831 012849 012863 012837 012728 012754 281 279 301

151 P. cupanus 012644 012644 012658 012741 012715 012713 012688 012715 012786 012828 012815 012740 012752 013019 107 242

161 P. dayi 012577 012577 012590 012712 012713 012685 012686 012686 012812 012854 012953 012973 013000 012995 011022 239

171M. kretseri 012492 012492 012532 012570 012545 012544 012545 012545 012753 012766 012865 012667 012679 013301 012545 012510

　　3 单倍型名称取种名加地名缩写和(或)编号。

　　3 Haplotypes are named as species name plus abbreviation of distribution region and (or) the number.

表 3 　用于研究的 RAPD 引物及扩增情况

Table 3 　The primers and results of RAPD

引物
Primer

序列
Sequence

扩增带数
Number of bands

引物
Primer

序列
Sequence

扩增带数
Number of bands

S3 CATCCCCCTG 18 S76 CACACTCCAG 22

S4 GGACTGGAGT 20 S82 GGCACTGAGG 14

S5 TGCGCCCTTC 19 S87 GAACCTGCGG 23

S8 GTCCACACGG 18 S91 TGCCCGTCGT 15

S28 GTGACGTAGG 20 S97 ACGACCGACA 25

S29 GGGTAACGCC 12 S98 GGCTCATGTG 16

S30 GTGATCGCAG 14 S99 GTCAGGGCAA 23

S32 TCGGCGATAG 17 S105 AGTCGTCCCC 18

S36 AGCCAGCGAA 14 S106 ACGCATCGCA 28

S38 AGGTGACCGT 15 S108 GAAACACCCC 28

S40 GTTGCGATCC 15 S112 ACGCGCATGT 32

S43 GTCGCCGTCA 13 S113 GACGCCACAC 38

S48 GTGTGCCCCA 17 S240 CAGCATGGTC 28

S50 GGTCTACACC 13 S241 ACGGACGTCA 18

S51 AGCGCCATTG 20 S261 CTCAGTGTCC 37

S52 CACCGTATCC 14 S262 ACCCCGCCAA 34

S55 CATCCGTGCT 18 S462 TCGGCACGCA 26

S60 ACCCGGTCAC 22 S476 CCAAGCTGCC 26
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图 1 　基于斗鱼属 Cyt b 基因全序列的 NJ 系统发育树

Fig. 1 　NJ tree of Macropodus based on the complete mitochondrial Cyt b gene sequences

枝端为单倍型名称 ,取种名加地名缩写和 (或)编号 ,分枝点处的数值为1 000次 Bootstrap 置信值 ,标尺为基于 Kimura 双参数模型

计算的相对遗传距离。M . opercularis :叉尾斗鱼 ; M . erythropterus :红鳍斗鱼 ; M . spechti :越南斗鱼 ; M . hongkongensis :香港斗鱼 ;

M . chinensis :圆尾斗鱼 ; M . kretseri :克氏畸斗鱼 ; P. cupanus :拟丝足鲈 ; P. dayi :戴氏拟丝足鲈 ; B . splendens :泰国斗鱼。

Branch tips are haplotypes , named as species name plus abbreviation of distribution region and (or) the number. The values of bootstrap

confidence level (BCL) of nodes are indicated above the branch (1 000 replications) ,scale bar is relative evolutionary distance calculated by

Kimura 22parameter method.

　

图 2 　引物 S112(上)和 S261(下)的 RAPD 扩增图谱

Fig. 2 　RAPD patterns amplified with primer S112 ( above) and S261 ( below)

1～12 :圆尾斗鱼 ; 13～24 :叉尾斗鱼 ; 25～31 :香港斗鱼 ; 32～36 :红鳍斗鱼 ; M:DNA 分子量标准 Ⅲ。

1 - 12 : M . chinensis ; 13 - 24 : M . opercularis ; 25 - 311M . hongkongensis ; 32 - 36 : M . erythropterus ; M:DNA Marker Ⅲ.
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214 　基于 RAPD 数据的斗鱼属鱼类遗传分化

及聚类分析 　POPGENE 软件的群体遗传变异

统计结果见表 4 ,各群体间 Nei’s 遗传距离见表

5。6 个叉尾斗鱼群体的遗传距离为01017 9～

01057 5 ,香港斗鱼普宁和深圳群体之间的遗传

距离为01060 1。种间遗传多样性差异极显著 ( P

= 01004 6) ,圆尾斗鱼与叉尾斗鱼、香港斗鱼和

红鳍斗鱼的遗传距离分别为01746 5、01653 6和

01683 7 ,而叉尾斗鱼与香港斗鱼和红鳍斗鱼的

遗传距离分别为01577 7和01561 4 ,香港斗鱼与

红鳍斗鱼的遗传距离为01494 9。

表 4 　斗鱼属群体遗传变异统计

Table 4 　Population genetic variation statistics of Macropodus

群体
Population

观测等位基因数
Observed number

of alleles ,A0

有效等位基因数
Effective number

of alleles ,Ae

Nei’s 基因多样度
Nei’s gene

diversity , HE

Shannon 信息指数
Shannon’s Information

index , I

圆尾斗鱼 Macropodus chinensis 11141 5 11087 0 01050 0 01074 2

叉尾斗鱼 M . opercularis (MZ) 11040 1 11029 3 01016 1 01023 5

叉尾斗鱼 M . opercularis ( YS) 11062 8 11042 4 01024 0 01035 4

叉尾斗鱼 M . opercularis ( YD) 11048 1 11032 2 01018 4 01027 1

叉尾斗鱼 M . opercularis ( GZ) 11082 8 11052 8 01030 3 01044 8

叉尾斗鱼 M . opercularis (M) 11084 1 11055 7 01031 7 01046 7

叉尾斗鱼 M . opercularis (ST) 11064 1 11041 1 01023 0 01034 0

叉尾斗鱼 M . opercularis (total) 11166 9 11099 6 01058 2 01086 9

香港斗鱼 M . hongkongensis (PN) 11098 8 11067 0 01038 3 01056 3

香港斗鱼 M . hongkongensis (SZ) 11025 4 11017 9 01010 1 01014 8

香港斗鱼 M . hongkongensis (total) 11138 9 11092 5 01052 1 01076 7

红鳍斗鱼 M . erythropterus 11080 1 11057 6 01031 9 01046 3

合计 Total 11954 6 11644 2 01368 7 01542 1

　　

表 5 　斗鱼属群体间 Nei’s 遗传距离

Table 5 　Nei’s genetic distance between populations of Macropodus

群体 Population 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

11 圆尾斗鱼 M. chinensis -

21 叉尾斗鱼 M. opercularis (MZ) 01775 2 -

31 叉尾斗鱼 M. opercularis ( YS) 01758 2 01055 3 -

41 叉尾斗鱼 M. opercularis ( YD) 01763 6 01057 5 01020 9 -

51 叉尾斗鱼 M. opercularis ( GZ) 01768 4 01048 4 01025 6 01024 9 -

61 叉尾斗鱼 M. opercularis (M) 01757 0 01045 5 01021 0 01033 5 01017 9 -

71 叉尾斗鱼 M. opercularis (ST) 01788 8 01031 0 01048 6 01049 8 01040 7 01036 8 -

81 香港斗鱼 M. hongkongensis (PN) 01657 6 01606 2 01591 5 01614 6 01599 5 01595 4 01607 5 -

91 香港斗鱼 M. hongkongensis (SZ) 01703 8 01625 9 01607 1 01632 5 01614 4 01606 3 01624 3 01060 1 -

101 红鳍斗鱼 M . erythropterus 01683 7 01599 2 01590 0 01572 0 01581 2 01588 4 01580 3 01503 8 01529 6 -

　　

　　根据 Nei’s 遗传距离进行 UPGMA 聚类分

析 (图 3) ,红鳍斗鱼和香港斗鱼先聚为一分支 ,

再与叉尾斗鱼聚类 ,圆尾斗鱼处于系统树外缘 ,

叉尾斗鱼珠江流域个体与韩江流域个体分别聚

类。这与基于 Cyt b 基因序列构建的 NJ 树 (图

1)一致。
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图 3 　基于 Nei’s 遗传距离构建的斗鱼属 10 群体 UPGMA聚类图

Fig. 3 　UPGMA dendrogram for 10 populations of genus Macropodus based on Nei’s genetic distance

标尺和枝上数据表示分支长度 (只显示 > 4) ,枝端为种名加地名缩写。M . chinensis :圆尾斗鱼 ; M . opercularis :叉尾斗鱼 ; M .

hongkongensis :香港斗鱼 ; M . erythropterus :红鳍斗鱼。

Scale bar and the numbers above the branch indicating branch length ( show > 4 only) , branch tips are species name plus abbreviation of

distribution region.
　

3 　讨 　论

311 　圆尾斗鱼与其他斗鱼的亲缘关系 　Wang

等[9 ]发现圆尾斗鱼和叉尾斗鱼在 mtDNA D2loop

中存在显著区别 ,序列差异数达 142 个。本研

究 Cyt b 全序列和 RAPD 分析结果都表明 ,圆尾

斗鱼与其他斗鱼的遗传距离较其他斗鱼之间的

遗传距离大 ,在系统树中圆尾斗鱼都处于斗鱼

属外缘 ,与其他斗鱼形成姐妹群 ,是本属最先分

化出来的物种 ,表明圆尾斗鱼与本属其他鱼类

亲缘关系较远。圆尾斗鱼与斗鱼属其他鱼类在

形态也上有很大差别。圆尾斗鱼尾鳍近圆形 ,

头部被圆鳞 ,躯干部和尾部为栉鳞 ,而其他斗鱼

尾鳍都是叉状 ,头体皆被栉鳞 ,圆尾斗鱼鳃耙数

6～13 ,而其他斗鱼为 12～21
[2 ,7 ] 。圆尾斗鱼与

叉尾斗鱼在受精卵吸水膨胀后直径、油球直径

及胚胎发育过程中出现色素的时间方面都相去

甚远[31 ,32 ] 。在地理分布方面 ,圆尾斗鱼与叉尾

斗鱼在长江流域相交错[33 ] ,圆尾斗鱼主要占据

北方 ,包括朝鲜半岛和日本 ,是斗鱼科分布最北

的种类 ,而叉尾斗鱼分布于南方 ,包括海南、台

湾和越南北部 ,香港斗鱼分布于华南地区 ,红鳍

斗鱼和越南斗鱼分布于越南[7 ] 。在区系划分

上 ,圆尾斗鱼大致属于古北区 ,其他斗鱼属于东

洋区。但本研究 Cyt b 结果证明圆尾斗鱼与其

他斗鱼是单系群 ,支持 Tzeng 等[34 ] 的观点。圆

尾斗鱼与其他斗鱼应该由同一祖先经辐射适应

占据不同的生态环境形成的 ,其中圆尾斗鱼由

南往北扩散并逐渐适应寒冷环境 ,不支持 Wang

等[9 ]认为圆尾斗鱼由西朝鲜半岛开始扩散的观

点。本实验线粒体与核基因组分析的结果 ,结

合形态和分布区系可推论圆尾斗鱼与其他斗鱼

代表了同一单系群中两个独立演化的自然类

群。

312 　香港斗鱼的分类地位 　香港斗鱼由

Dudgeon 和 Chan 在香港记录 ,在发现之初被误

认为是 M . concolor
[35 ]

,且曾被认为局限于香港 ,

但从 2005 年开始在广东和福建被发现 [8 ,10 ] 。

与叉尾斗鱼相比 ,香港斗鱼体侧缺乏红褐和蓝

绿相间的条纹 ,但两者鳃盖都具一蓝斑 ,头顶和

前背都散布褐斑 ,且在骨骼结构方面很相似[7 ] 。

然而 ,本研究 Cyt b 全序列分析表明 ,香港斗鱼
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与叉尾斗鱼个体间遗传距离大致介于 0114～

0115 之间 ,种间序列差异数高达 127 (11 %) ,

RAPD结果显示两者遗传距离为01577 7。近年

来动物 Cyt b 基因研究表明 ,种内个体间的序

列差异一般在 0 %～4106 %之间 ,差异超过 6 %

的个体间已有明显的亚种或种的分化[12 ] 。可

见 ,香港斗鱼与叉尾斗鱼两物种分化明显 ,支持

Freyhof 等[7 ]将香港斗鱼视为独立物种的观点。

所构建的系统树中 ,香港斗鱼都与红鳍斗鱼先

聚成为姐妹种 ,再与叉尾斗鱼聚类。斗鱼属鱼

类的单系性表明其具有相同祖先 ,而由共同祖

先适应不同环境分化出的两个种在形态方面可

能表现出一定的相似性[15 ] 。香港斗鱼只分布

于生态环境未被破坏的偏僻地区 ,各栖息地之

间有明显的地理隔离。不同产地的香港斗鱼形

态上有较大差别 ,而且本研究 Cyt b 结果显示

香港斗鱼普宁和深圳两群体个体间遗传距离超

过 0103 ,相差 36 个碱基 (3112 %) ,RAPD 分析显

示两群体间遗传距离为01060 1 ,Nei’s 基因多

样度和 Shannon 信息指数分别为 01052 1 和

01076 7。这说明香港斗鱼种内群体间遗传差异

非常明显 ,具有很高的遗传多样性。

313 　叉尾斗鱼的遗传多样性 　分布广的鱼类

由于栖息地多样形成了地理种群 ,由于选择压

力 ,对当地条件的适应形成群体间的遗传差异 ,

丰富了整个物种的遗传多样性[36 ] 。Wang 等[9 ]

对台湾叉尾斗鱼线粒体控制区序列的分析结果

显示其遗传多样性较低。Tzeng 等[34 ] 的系统地

理学分析显示台湾叉尾斗鱼种群与广东种群为

同一个群 ,广西种群则独立其外 ,认为台湾叉尾

斗鱼是近期从大陆沿海传入 ,之后种群快速扩

张 ,但分离时间不足以分化出高的遗传多样性。

本研究 RAPD 结果显示 ,叉尾斗鱼 6 群体间

Nei’s 基因多样度及 Shannon 信息指数分别为

01058 2和01086 9 ,而各群体内的数值分别为

01016 1～01031 7和01023 5～01046 7 ,说明遗传

差异主要来自群体间 ,这与何燕林等[37 ] 研究圆

尾斗鱼遗传多样性的结果相似。本研究中叉尾

斗鱼珠江流域个体与韩江流域个体分别聚类 ,

这表明相同流域群体间存在一定程度的基因交

流。
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