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辽宁沿海日本海马线粒体控制区序列变异及其在

海龙科鱼类系统分析中的应用
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摘要：为研究日本海马野生群体的种质资源及遗传多样性状况，实验采用PCR扩增法获
得日本海马线粒体DNA的控制区序列片段，同时利用GenBank数据库中已有的14种海龙
科鱼类控制区同源序列对其进行序列比较及系统进化分析。结果显示，日本海马控制区
序列片段长度为557~558 bp，其A、T、G、C 4种碱基的平均含量分别为34.3%，29.7%，
14.1%，21.9%。在控制区序列片段中，共检测到16个多态性核苷酸位点，定义了
16种单倍型，其核苷酸多态度和单倍型多态度都较低(π=0.0032±0.0021，h=0.70±0.02)。
利用GenBank数据库中已有的海马控制区同源序列，采用邻接法、最大似然法和贝叶斯
法构建了分子系统树。结果显示，采用最大似然法和贝叶斯法构建的分子系统树拓扑结
构与邻接法构建的分子系统树拓扑结构不完全相同但基本一致，系统进化分析结果与形
态分类学的观点一致。研究表明，线粒体DNA控制区序列在海龙科不同阶元间变异较
大，适合于海龙科鱼类种间、群体水平的研究以及作为系统进化分析的分子标记。
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海马是海马属 (Hippocampus)鱼类的通称，

隶属于硬骨鱼纲(Osteichthyes)、刺鱼目(Gasteros-
teiformes)、海龙科(Syngnathidae)，大多为近海暖

水性小型鱼类，具有特化的形态和雄性孵化的

独特繁殖方式 [1-4]。目前已知海马属共包括54个
有效种，广泛分布于温带、亚热带和热带沿岸

浅水海域，在太平洋、印度洋和大西洋均有分

布 [4]。海马是一类具有极高经济价值的海洋药源

动物 [5]，兼具药用和观赏价值，市场供不应求，

致使其自然资源受到很大程度的破坏，很多种

类已被列为濒危或易危物种加以保护[6-7]。

中国沿海分布有6种海马，分别是日本海马

(Hippocampus japonicus)、冠海马(H. coronatus)、
三斑海马(H. trimaculatus)、大海马(H. kelloggi)、
刺海马(H. histrix)及管海马(H. kuda)，其中日本海

马数量最多，分布最为广泛 [1-3]。随着近年来海

马栖息地的破坏及过度捕捞等不利因素的影响，

曾经作为黄渤海习见种类的日本海马野生群体

数量急剧下降，已被《中国物种红色名录》 [6]列

为易危等级。目前，有关海马的研究主要集中

在生物学和生活史研究、生态学、分子系统学

及保护生物学等方面 [8-14]，尤其是海马的保护研

究工作引起了各国科学家的广泛关注，已成为

目前的研究热点。

为了更好地对日本海马进行保护，了解其

种质资源及遗传多样性状况则显得尤为重要。

国外一些学者已经针对一些海马种类开展了相

关的研究工作 [8-14]，线粒体DNA序列和微卫星在

海马种类鉴定和群体遗传研究中发挥了重要作

用，其中线粒体分子标记如COⅠ、Cyt b、16S、
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CR等[10-17]在海马分子鉴定、系统进化及种群遗传

多样性的研究中得到较为广泛的应用。线粒体

DNA控制区(control region, CR)序列为非编码区，

其所受选择压力小、进化速度快，是进行种群

遗传多样性及系统进化研究的理想分子标记。

目前利用线粒体控制区序列对海马种类进行系

统进化方面的研究较少，迄今尚未见有关利用

控制区序列作为分子标记对日本海马进行遗传

多样性及对海马种类进行系统分析方面的相关

报道。本实验对采自渤海辽东湾的日本海马野

生群体的线粒体DNA控制区片段进行了比较分

析，并利用GenBank数据库中同源序列对海龙科

鱼类遗传距离和系统进化关系进行研究，以期

为日本海马的种质资源保护、可持续利用及海

马的系统进化等研究提供基础资料。

1    材料与方法

1.1    样品采集及DNA提取、扩增和测序

40尾日本海马样品于2015年6月至8月采自

辽东湾北部近岸海域，参照《中国海洋生物名

录》 [1]和《辽宁省动物志·鱼类》 [2]等进行种类鉴

定后低温保存备用。采用CTAB法提取基因组

DNA后，利用引物HM-DLOOP-F：5′-AGAGCG
CCGGTTTTGTAA-3′；HM-DLOOP-R：5′-CC
GTGTGCACTCTGAAATGT-3′对40个样品进行

扩增，反应体系25 μL，包括：0.2 mmol/L dNTPs，
0.2 μmol/L引物，1 μL DNA模板，1 U Taq，2.0 mmol/L
MgCl2，2.5 μL 10×缓冲液，灭菌超纯水补足剩余

体系。PCR扩增在Bio-Rad C1000型PCR仪上进

行，反应程序：95 °C预变性3 min后，95 °C变性

30 s，55~60 °C退火35 s，72 °C延伸50 s，运行

35个循环，最后72 °C下延伸5 min。扩增后送上

海生工有限公司双向测序。

1.2    序列下载

从GenBank数据库中下载14种海龙科鱼类的

线粒体控制区序列(表1)，与本实验所测定的日

本海马同源序列共同进行分析。

1.3    数据分析

测定的线粒体控制区序列进行BLAST(http://
www.ncbi.nlm.gov/BLAST/)检索确定为目的片段

后利用Bioedit软件 [18]进行拼接并辅以人工校对。

应用CLUSTAL X 1.83软件 [19]对序列进行比对及

相似性分析。用DnaSP v5[20] 软件确定单倍型。单

倍型多态度(h)、核苷酸多态度(π)等遗传多样性

参数以及中性检验和核苷酸不配对分布等群体

历史动态分析由Arlequin 3.01[21]软件计算，扩张

参数τ通过公式τ=2ut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。Teske
等[17]在对海马属鱼类进行的研究中计算出海马属

鱼类线粒体控制区片段的突变速率为0.9~1.4%/MY
(百万年)，本实验采用这一同源片段的进化速率

来估算辽宁沿海日本海马群体的扩张时间。采

用中介网络法 [22]构建单倍型网络关系图。采用

Mega 3.0软件 [23] 统计碱基含量、变异位点，采用

Kimura双参数模型计算单倍型间、种间、属间遗

传距离并构建NJ (Neighbour-Joining)系统树，采

用Bootstrap1000检验分子系统树各分支的置信

度。分别通过PAUP* 4.0b10[24]和MrBayes 3.1.2[25]

软件构建ML(Maximum Likelihood)系统发育树和

贝叶斯(Bayesian)系统发育树，ML树采用启发式

搜索(heuristic searches)和树二等分再连接(tree-
bisection-reconnection, TBR)的分支交换法进行构

树，并采用自展值分析(Bootstrap 250~300次)进行

检验，贝叶斯树节点支持率为后验概率(poster-
ior probabilities, PP)。利用Modeltest 3.7[26]选择

ML树的替代模型，基于Hierarchical Likelihod
Ratio Tests (hLRTs)标准，最适替代模型(best-fit
evolutionary models)为HKY+G。MrModel-test
2.1选择贝叶斯树最适模型，其他设置如下：起

始树设为随机树(random)，马尔科夫链的蒙特卡

洛方法(Markov chain Monte Carlo process, MCMC)
设置为4条链 (3条热链、1条冷链 )，同时运行

1000万代，每1000代取样一次。贝叶斯推断同时

进行3次以确保MCMC的收敛。

2    结果与分析

2.1    碱基组成及序列变异

40条序列经比对去掉两端引物得到日本海

马控制区同源序列长度为557~558 bp，其A、T、

G、C 4种碱基的平均含量分别为34.3%，29.7%，

1 4 . 1 %， 2 1 . 9 %， A + T ( 6 4 % )含量明显高于

G+C(36%)含量，符合海水鱼类线粒体控制区序

列 特 征 。 4 0个 个 体 中 共 检 测 到 1 6种 单 倍 型

(GenBank登录号KY392942~KY3957)(表1)，多态

位点16个，包括6个简约信息位点和10个单态核
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苷酸变异位点，另外还存在2个插入 /缺失位点。

日本海马种内个体间遗传距离为0%~1.5%，平均

遗传距离0.3%。16个单倍型中，Hap1为主体单

倍型，其所占频率为55%，13个单倍型(81%)只
在一个个体中检测到，余下的2个单倍型为个体

间共享单倍型(表2)。日本海马群体的单倍型多

样性指数为0.70±0.08，核苷酸多样性指数为0.0032±
0.0021，其遗传多样性水平与其他几种海马相差

不大(表3)，都处于中等或偏低水平。

日本海马单倍型间NJ系统树和中介网络图

显示其邻接关系树的拓扑结构比较简单，存在2
个节点分支支持率较低(<65%)的分支；网络关系

图呈现星状结构，主体单倍型Hap1位于网络中

心，其他所有单倍型通过一步或多步突变与该

主体单倍型相连，这种星状结构的单倍型网络

图提示日本海马可能经历了近期的群体扩张(图1)。
此外，我们用核苷酸不配对分布(mismatch distribu-
tion)分析了日本海马群体的历史动态。辽宁沿海

日本海马群体核苷酸不配对分布呈单峰类型(图2)，
对θ0和θ1进行的估算表明日本海马群体经历过明

显的群体增长，也提示分布于辽宁沿海的日本

海马群体经历过近期的群体扩张事件。日本海

马τ值的观测值为0.32(95% CI：0.004~0.555)，根

据CR 0.9~1.4%/MY的进化速率和τ值推算出的辽

宁沿海日本海马群体扩张时间约为4.55×104年

[(0.06~7.89)×104]。
结合GenBank中海龙科已有CR序列，对4属

15种海龙科鱼类线粒体CR同源序列进行分析(表1)。
不同种间CR序列存在长度多态性现象，长度范

围为557~587 bp；比对后序列长度598 bp，其中

变异位点308个，简约信息位点203个，具有丰富

的变异位点，表明该序列片段适合进行系统分

析及种类鉴定。

2.2    遗传距离

选取GenBank数据库中14种海龙科鱼类，包

括海马亚科1属10种和海龙亚科3属4种基于线粒

体CR序列片段计算了海龙科各阶元的遗传距离

(表4，表5)。海马亚科海马属与海龙亚科3属间

的遗传距离平均值为0.292，最大值为海马属和

叶形海龙属(Phycodurus)间的0.308，最小值为海

马属和叶海马属(Phyllopteryx)间的0.289(表4)。海

龙科15个种两两间的遗传距离见表5，最小值出

现在库达海马(H. kuda)和南非海马(H. capensis)之
间(0.018)，最大值出现在三斑海马和叶海龙(Phyco-

表 1    用于本实验的海龙科鱼类线粒体控制区序列相关信息

Tab. 1    Information of CR of Scyngnathidae fish species in this study

物种

species
分类地位

taxonomic status
GenBank登录号

GenBank access. no.
文献

reference

1. 日本海马　H. japonicus 海马属　Hippocampus KY392942-392957 本研究 this study

2. 三斑海马　H. trimaculatus 海马属　Hippocampus JX682713 [27]

3. 刺海马　H. histrix 海马属　Hippocampus AP013027 [28]

4. 虎尾海马　H. comes 海马属　Hippocampus JX970973 [29]

5. 巴博海马　H. barbouri 海马属　Hippocampus KF712276 [30]

6. 膨腹海马　H. abdominalis 海马属　Hippocampus KT362140 [30]

7. 直立海马　H. erectus 海马属　Hippocampus KF557652 [31]

8. 库达海马　H. kuda 海马属　Hippocampus AP005985 [32]

9. 南非海马　H. capensis 海马属　Hippocampus AY149663 [14]

10. 吻海马　H. reidi 海马属　Hippocampus KJ123692 [33]

11. 太平洋海马　H. ingens 海马属　Hippocampus KF680453 [34]

12. 草海龙　Phyllopteryx taeniolatus 叶海马属　Phyllopteryx KM201571-3 [35]

13. 红宝石海龙　Phyllopteryx dewysea 叶海马属　Phyllopteryx KM201574-5 [35]

14. 叶海龙　Phycodurus eques 叶形海龙属　Phycodurus AP012313 [28]

15. 薛氏海龙　Syngnathus schlegeli 海龙属　Syngnathus AP012318 [28]
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durus eques)之间(0.353)，种间遗传距离平均值为

0.155。日本海马种内遗传距离平均值为0.003，

种间遗传距离是种内的52倍，有利于种的鉴定。

2.3    分子系统分析

邻接法、最大似然法和贝叶斯法是构建分

析系统树常用的3种方法。为得到可靠的结果，

本研究采用这3种方法构建了15种海龙科鱼类的

分子进化树(图3)。结果显示3种方法构建的海龙

科鱼类分子系统树的拓扑结构图基本一致，同

属的不同种类、同种的不同个体各自聚类。本

实验中基于CR片段构建的海龙科鱼类分子系统

树显示为4个分支支持率较高的亚群，其中NJ树
中11种海马属种类的系统关系显示为亚群(((2, 3),

表 2    日本海马变异位点不同单倍型控制区序列的变异位点分布

Tab. 2    Variable sites of CR fragments from different haplotypes of H. japonicus

变异位点　variable sites

单倍型

haplotype

0 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 3 3 4

5 5 6 7 7 9 9 9 9 0 0 3 5 6 8 2 3 5

4 9 4 3 6 5 6 8 9 0 4 3 0 1 8 1 0 9

Hap1 G A A T A A G G A A G C A T G C T T

Hap2 - . . . . . . . . . . . . . . . . .

Hap3 . . . . . . . . . . . . . . . . . C

Hap4 - . . . . . . . . . . . . . . . . C

Hap5 . . . . . . . . . . . . . . . . C .

Hap6 . . G . . . . . . . . . . . C . . .

Hap7 . . . . . . . . . A . . . . . . G

Hap8 . . . . . . . . . . . T . . . . . G

Hap9 . . . . . . . . . . . . G C . . . .

Hap10 . . . . . . . . . . . . . . . T . .

Hap11 . . . . . . . A . . . . . . . . . .

Hap12 - . . . . . A A . . . . . . A . . .

Hap13 . G . . . . A A . . . . . . A . . .

Hap14 . . . . G G A A - C . . . . A . . .

Hap15 . . . . . . A A . C . . . . A T . .

Hap16 . . . A . . . A . . . . . . A . . .

表 3    四种海马CR片段遗传多样性参数比较

Tab. 3    Comparison of genetic parameters of 4 seahorse species

群体

sample

样本数

no.of
individual

单倍型数

no.of
haplotype

单倍型

多样度

h

核苷酸

多样度/%
π

群体扩张时间/万年

time since population
expansion

Tajima’s D Fu’s Fs
参考文献

reference

日本海马
H. japonicus

40 16 0.70±0.02 0.32±0.21 4.55(0.06~7.89) –1.86* –10.95** 本研究
this study

太平洋海马
H. ingens

115 23 0.782 0.39 25~54 –1.79* –23.62** [11]

短吻海马
H. guttulatus

236 70 0.66~0.95 0.1~0. 3 0.25~0.95 – – [12]

南非海马
H. capensis

138 15 0.46~0.78 0.30~0. 46 4.6~48.6 –2.08 –7.34** [14]

注：*表示检验显著 (P<0.05)，**表示检验极显著(P<0.01)
Notes：* represents significance P<0.05，** represents more significance P<0.01
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1), 4) (图3-a)，这与Teske等 [16-17]利用部分核基因

和线粒体基因序列构建的海马属鱼类的系统关

系相似；而ML/BI树则显示为(((1, 3), 4), 2)，与

Teske等 [16-17]的结果略有不同，且类群1、2、3分
支间的支持率都不高(图3-b)。

3    讨论

3.1    日本海马遗传多样性

辽宁沿海日本海马群体的单倍型多样性为

0.70±0.02，核苷酸多样性为0.32±0.21，属于海水

鱼类中高h、低π的遗传多样性模式 [36]，与太平洋

海马 [11]、短吻海马 [12]、南非海马 [14]等其他几种海

马鱼类的遗传多样性模式相似；而与中国沿海

同域分布的种群数量较大的海水鱼类如日本鳀

(Engraulis japonicus) [ 3 7 ]、梭鱼 (Liza haemato-
cheila)[38]、黄姑鱼(Nibea albiflora)[39]等相比其遗传

多样性水平偏低。日本海马较低的遗传多样性

水平、星状结构的单倍型网络关系图、单峰类

型的核苷酸不配对分布以及检验显著的负的

Fu′Fs值和Tajima′ D值都表明日本海马经历了近

期的群体扩张。根据参数τ推算辽宁沿海日本海

马群体扩张时间距今约4.55×104[(0.06~7.89)×104]年
前，与其他海马相比虽然群体扩张的时间并不

十分一致，但都处于更新世中晚期至全新世，

表 4    海龙科线粒体CR序列属间遗传距离

Tab. 4    Genetic distance of inter-genus of Scyngnathidae fish species based on the CR sequences

种类

species
海马属

Hippocampus
叶海马属

Phyllopteryx
叶形海龙属

Phycodurus
海龙属

Syngnathus

海马属　Hippocampus

叶海马属　Phyllopteryx 0.289

叶形海龙属　Phycodurus 0.308 0.120

海龙属　Syngnathus 0.290 0.234 0.238

 
图 1    日本海马单倍型NJ系统树(a)和中介网络关系图(b)

Fig. 1    Neighbor-Joining tree (a) and Median-network (b) showing the relationship
among CR haplotypes for H. japonicus

 
图 2    日本海马CR单倍型的核苷酸不配对分布

Fig. 2    The observed pairwise difference (bars) and the
expected mismatch distributions (line) under the sudden

expansion model of CR haplotypes in H. japonicus
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这一时期冰期—间冰期剧烈的周期性气候变化

是导致其群体扩张的主要原因。与日本海马同

域分布的其他海水鱼类如梭鱼 [38]、黄姑鱼 [39]、银

鲳[40]等在这一时期也经历了类似的晚更新世群体

扩张事件。

3.2    海马属鱼类的单系性及属内系统发育关系

关于海马属鱼类的系统发育关系，Teske
等 [16-17]利用部分核基因和线粒体基因片段相结合

的方法对海马属鱼类进行了分子系统学研究，

构建了不同海马种间的系统发生关系树并对其

起源与分化进行了详细的论述，认为海马属鱼

类为一单系类群，起源于印度—太平洋海域，

上新世(Pliocene)海道的关闭是导致海马属鱼类不

同类群分化、形成的主要原因。本实验通过研

究控制区序列分析发现，海马属鱼类为一单系

类群，分为4个亚群，日本海马与三斑海马形成

姊妹群关系，与其地理分布相吻合，这些结果

与Teske等 [16-17]的研究结果一致(图3)。3种建树方

法构建的系统树4个亚群的聚类略有差别，一些

类群如类群1、2、3其节点内部的系统发育关系

并不完全一致且支持率较低(图3)，这表明这些

类群形成的时间可能较短，可能在相对较短的

时期内发生了多次分化事件，这种现象在东方

鲀属鱼类中也存在[41]。海马被认为是海龙科鱼类

中最进化、最特化的类群[17]，分布范围虽广，但

只是疏落而狭长地分布于沿岸浅水水域，游泳

能 力 差 且 具 有 雄 性 孵 化 的 独 特 繁 殖 方 式 ，

Teske等 [17]认为奠基者分散(founder dispersal)是海

马属不同种类形成的重要原因，其演化路线与

其他鱼类可能并不一致。

3.3    CR序列在海龙科鱼类群体及系统进化研

究中的适用性

针对海洋鱼类而言，线粒体控制区序列受

选择压力较小、进化速率快，具有丰富的变异

位点和系统发育信息，是进行种类鉴定、群体

研究及系统进化研究的良好分子标记 [10-17]，但在

一些鱼类中如鲽形目 [42]其CR序列变异较大且具

有长度多态性现象，将其作为分子标记进行分

子系统分析时可能具有风险 [ 4 3 ]。本研究基于

CR序列利用3种建树方法对海龙科进行的系统分

析表明同属的不同种，亲缘关系较近的种及同

种的不同个体各自聚类，与利用部分核基因和

表 5    海龙科线粒体CR序列种间遗传距离

Tab. 5    Genetic distance of inter-species for Scyngnathidae fish species based on the CR sequences

种类

species 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1

2 0.113

3 0.118 0.124

4 0.098 0.109 0.071

5 0.101 0.123 0.083 0.040

6 0.146 0.139 0.129 0.131 0.133

7 0.133 0.153 0.128 0.118 0.130 0.159

8 0.138 0.135 0.121 0.126 0.141 0.151 0.099

9 0.140 0.138 0.118 0.128 0.133 0.148 0.099 0.018

10 0.146 0.155 0.125 0.130 0.146 0.148 0.106 0.027 0.025

11 0.148 0.145 0.123 0.138 0.138 0.140 0.109 0.027 0.023 0.027

12 0.288 0.323 0.261 0.278 0.278 0.318 0.318 0.299 0.301 0.302 0.299

13 0.282 0.319 0.273 0.276 0.279 0.305 0.287 0.284 0.289 0.293 0.289 0.090

14 0.300 0.353 0.298 0.311 0.294 0.330 0.327 0.330 0.323 0.320 0.316 0.121 0.118

15 0.293 0.323 0.267 0.264 0.258 0.292 0.282 0.292 0.288 0.292 0.288 0.234 0.234 0.238

注：1~15所代表的海龙科种类见表1
Notes: The numbers from 1 to 15 represent Scyngnathidae fish species. See Tab. 1

1078 水    产    学    报 41 卷

 

http://www.scxuebao.cn



线粒体基因片段相结合的方式对海马属鱼类进

行系统研究的结果 [16-17]基本一致。此外，本研究

中所分析的15种海龙科鱼类CR序列的种间遗传

距离平均值是种内的52倍，远超过Hebert等 [44-45]

提出的作为DNA条形码进行物种鉴定的阈值，

其适合于近缘种的物种鉴定。综上所述，线粒

体控制区序列在海龙科不同种间的差异明显，

多态位点丰富，适合于作为海龙科鱼类种、

群体水平以及系统进化分析的分子标记。
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Sequence variation of mtDNA control region in Hippocampus japonicus
inhabiting Liaoning coast and its applicability as a marker

for phylogenetic analysis

LI Yulong ,     WANG Bin ,     WANG Aiyong ,     YU Xuguang ,    
LI Yiping ,     HAN Zhenhua ,     FU Jie ,     DONG Jing *

(Liaoning Ocean and Fishery Science Research Institute, Liaoning Key Laboratory of Marine
Biological Resources and Ecology, Dalian     116023, China)

Abstract:  To study the germplasm resources and genetic diversity of  the wild population of  Hippocampus
japonicus,  the  mitochondrial  DNA control  region fragments  were obtained from wild populations  by PCR
amplification. The homologous sequences of other Syngnathidae fishes from GenBank were also included in this
study. PCR amplification products of 557–558 bp CR fragments were obtained, and the average contents of A, T,
G and C were 34.3%, 29.7%, 14.1%, 21.9%, respectively.  A total  of 16 polymorphic nucleotide sites were
detected, which defined 16 haplotypes. The variation level was low as H was 0.70±0.02 and π was 0.0032±0.0021.
With the aid of the homologous sequences retrieved from GenBank, phylogenetic trees were constructed based on
neibour-joining (NJ), maximum-likelihood (ML) and Bayesian inference (BI) methods to build phylogenetic
relationships within the Syngnathidae fishes. The phylogenic analysis showed that the topology of phylogenetic
trees were almost consistent with each other, although the NJ tree and the ML/BI tree were somewhat different.
The phylogenic analyses of CR gene sequences were also consistent with morphological taxonomy. Based on the
results, several conclusions were drawn as follows: (1) CR is an appropriate marker for the seahorse species
identification and population genetic analysis; (2) CR is highly divergent among different Syngnathidae fishes and
could be an appropriate marker for molecular systematic studies. This study is expected to provide important
information for the protection and utilization of H. japonicus resources in China.

Key words: Hippocampus japonicus; Syngnathidae; mtDNA; control region; sequence variation; phylogenetic
analysis
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