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辽宁爪鲵种群的空间遗传结构
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摘 要

利用 13 个微卫星位点对 4 个地理种群的辽宁爪鲵（Onychodactylus zhaoermii）进

行遗传多样性及空间遗传结构研究，结果表明：230 个样本中共检测到 69 个等位基

因，各种群的差异等位基因数（Na）为 1. 538~4. 462，遗传多样性较低。除本溪县新开

村种群（PopⅣ）外，岫岩县华山村（PopⅠ）种群、辽阳县鸡爪村（PopⅡ）种群、辽阳县

韩家村（PopⅢ）种群间无显著遗传分化，遗传变异主要来源于种群内部。在以水系

划分种群时，表现出一定的遗传差异。在采样位点直线距离小于 500 m 时，辽宁爪鲵

个体间具有较高的遗传相似性。4 个种群之间存在 3 个屏障，结合地理因素，PopⅣ与

其他 3 个种群之间形成了显著的地理阻隔，建议将各地理种群确立为一个管理单元，

加强栖息地保护，减少生境片段化对辽宁爪鲵野生资源的影响。
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Abstract：The genetic diversity and spatial genetic structure of Onychodactylus zhaoer⁃

mii from four geographic populations were studied using 13 microsatellite loci.  In total of 

69 alleles were detected in 230 samples， and the number of differential alleles （Na） 

among populations ranged from 1. 538 to 4. 462， with low genetic diversity.  Except for the
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Benxi Xinkai Village population （PopⅣ）， there was no significant genetic differentiation among the Xiuyan Huashan Village 

population （PopⅠ）， Liaoyang Jizhua Village population （PopⅡ） and Liaoyang Hanjia Village population （PopⅢ）， and ge⁃

netic variation mainly originated from within the populations.  There was a linear correlation between genetic distance and 

geographic distance， but it was not significant.  Some genetic differences were observed when populations were divided by 

water system.  Within 500 m distance， there was a high genetic similarity among individuals of O. zhaoermii.  Three barriers 

existed between the four populations.  A significant geographic barrier effect was formed between the Xinkai Village popula⁃

tion （PopⅣ） and the other three populations （PopⅠ-Ⅲ）.  It is recommended that each geographic population should be es⁃

tablished as a management unit and the habitat protection should be strengthened to reduce the impact of habitat fragmenta⁃

tion on wild resources of O. zhaoermii.

种群的空间遗传结构是指种群遗传变异的空间

分布模式［1］，距离隔离［2］和环境隔离［3］是其形成的主

要原因。隔离导致种群近交概率提升，出现近交衰

退，进而导致种群遗传多样性降低及种群对环境适

应能力下降。当一个种群内个体间的遗传变异在空

间中呈非随机分布时，则认为该种群内出现了显著

的空间遗传结构［4］。对栖息地间的生态因子进行量

化，探究量化后生态因子影响下的空间遗传变异和

基因流［5］，是目前空间遗传的一个主要研究内容。

研究空间遗传结构的统计方法有空间自相关分析

法、Mantel’s 检验法和聚类分析法等。在实际研究

中，可结合多种空间遗传结构的统计方法，利用高灵

敏度的分子遗传标记和准确的量化数据，对栖息地

的特征值与种群遗传多样性和种群分布格局形成过

程之间的相互关系进行研究。

辽 宁 爪 鲵（Onychodactylus zhaoermii）隶 属 于 两

栖纲（Amphibia），有尾目（Caudata），小鲵科（Hynobi⁃
idae），爪鲵属（Onychodactylus）［6］，是我国的特有种，

目前仅在辽宁省有分布。由于栖息环境较为单一及

人类活动的干扰，辽宁爪鲵的数量正在日益减少，在

《中国生物多样性红色名录》中被列为极危（CR）物

种［7］，2021 年被列为国家一级重点保护野生动物［8］。

辽宁爪鲵具有独特的生物学特性和对环境变化的高

度敏感性，可作为发育生物学、谱系地理学和群体遗

传学等方面的研究材料［9］，具有重要的生态和科学

研究价值。本研究以种群生态学理论为指导，探讨

辽宁爪鲵种群空间分布格局形成与种群分化，为辽

宁爪鲵种群遗传学提供基础数据，进而为辽宁爪鲵

保护策略制定提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材料

按照自然地理水系将辽宁爪鲵分布地划分为    
4 个区域（图 1），对应辽宁爪鲵的 4 个地理种群。在

2010—2018 年共采集 230 个样本，其中岫岩县华山

村（PopⅠ）90 个、辽阳县鸡爪村（PopⅡ）97 个、辽阳

县 韩 家 村（Pop Ⅲ）40 个 及 本 溪 县 新 开 村（Pop Ⅳ）       
3 个。将采集到的每个个体进行体尺测量，并记录坐

标位点、生境特征等信息，取其尾尖组织（<1 mm2）固

定在 95% 的乙醇中，随后立即用抑菌剂处理伤口并

将其放生。

1. 2　方法

1. 2. 1　分子生物学实验

使 用 试 剂 盒（TIANGEN DP304）提 取 基 因 组

DNA，利用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测质量。从已公开

发表的爪鲵属物种的 39 个微卫星位点中筛选出    
13 个可适用于辽宁爪鲵空间遗传学研究的多态位

点。利用 FAM 荧光染料将所选位点的 F 端合成荧光

引物后进行 PCR 扩增，PCR 引物见表 1。扩增产物

经 1% 琼脂糖凝胶电泳检测后送往生工生物工程（上

海）股份有限公司进行纯化和等位基因分型。

1. 2. 2　数据分析

使用 MICRO-CHECKER［10］对是否存在无效等位

基因（null alleles）或计分错误（scoring errors）进行检

测。使用 GENEPOP 4. 4［11］对每个位点进行 Hardy-

Weinberg 平衡（HWE）检验及各个位点之间是否存

在连锁不平衡（LD）进行分析，并利用 Bonferroni 方

法［12］校正结果。使用 GenAlEx 6. 5［13］对遗传多样性
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图 1　辽宁爪鲵样本采集地点

Fig. 1　Sample collection site of Onychodactylus zhaoermii

表 1　微卫星标记的引物信息

Tab. 1　Primer information of microsatellite labeling
位点
Locus
OJ112

OJ109

OJ102

OJ93

OJ87

OJ79

OJ78

1F8

6B10

6F10

6H8

1E7

6C8

引物序列（5'→3'）
Primer sequence（5'→3'）

F：TATGTATTGCCTCCGCCAAG
R：GTAACCCTTAAACCTTGCCC
F：AGCGGTTCACTCAGCCTATC
R：AGCATTACGGCCCAACATTG
F：CCGGGTCTTAAGCGCCATAC
R：TTTCGTGCAAATCCGTCCAG
F：ACCTCCTCCTGAAACCTATCC
R：CCTCCGAGACTTACCTACGC
F：TAAACGGGTAGGCGGTCTTG
R：TGAGCCATGGTGAAGAGGTG
F：GGGTAACTGACTGCGCTATAC
R：TGGAACCGGTCTGCTGTATG
F：GTCAGACAGGCAAACACAGG
R：TGGGCTAGAGGGAGATGTAG
F：AAAGGCAGCTGCACAATCTT
R：CATTGCTTGGTTGCGTTTAC
F：TCCATGTGTCCAGGTTGCTA
R：ATCTTCACCTGCCACAATCC
F：CACAAGCTCACAGTTCGTCAA
R：TGCTTCCACTGTTTCCACTG
F：CAGCAGCCAGCGATGAAT
R：TGTAAATCCAGGGAAACAGCA
F：TGTGGTGCTTCTGGATTCAA
R：AGCTGTTTTCAGCTCGGTCT
F：ATCTCGAAACCAAGCAGCAA
R：ACCGCCAATGAGTCACAACT

重复单元
Repeat motif
（AAT）10

（AAT）11

（AGAT）27

（ACTC）6

（ACTC）6

（AATC）7

（AATAC）6

（TC）18

（AGC）2TGC（AGC）6

（AGC）10

（AGC）11

（GA）15

（AGC）8

产物长度/bp
Product size

127~176

247~280

240~268

290~336

196~296

201~252

246~271

177~181

191~199

185~211

160~162

144~160

143~155

退火温度/℃
Annealing temperature

59

58

60

59

60

59

58

53

52

52

53

52

52
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参数进行分析，并进行种群遗传结构的分子方差分

析（analysis of molecular variance，AMOVA）。 使 用

CERVUS 3. 0［14］对等位基因多态信息含量（polymor⁃
phism information content，PIC）进 行 计 算 。 使 用

GENETIX［15］对种群遗传分化指数（FST）进行评估。

采 用 Mantel test、非 模 型 依 赖 的 空 间 主 成 分 分 析

（spatial principal components analysis，sPCA）［16］、遗传

多样性空间分析（spatial pattern analysis of genetic di⁃
versity，SPAGeDi）［17］和空间自相关分析等进行空间

遗传结构分析，并应用 Barrier v2. 2 进行种群间地理

屏障分析。

2　结果

2. 1　遗传多样性

13 个微卫星位点在 230 个样本中共检测到 69 个

等 位 基 因 ，其 中 无 扩 增 产 物 样 本（缺 失 数 据）占

3. 8%。各位点等位基因数介于 4~8，显示了较低的

遗传多样性。除 OJ109、OJ93、OJ79、1F8、6H8 和 1E7
位点在 PopⅠ中及 OJ109 和 6C8 位点在 PopⅡ中偏离

Hardy-Weinberg 平衡外，其余位点在各群体的检测

中均未偏离 Hardy-Weinberg 平衡。除 OJ109&OJ78、

OJ112&6C8、OJ78&1F8 和 OJ109&6C8 位点发现连锁

不平衡外，其余均为连锁平衡，且这 4 对连锁不平衡

位点在各种群间也非恒定出现。

在各种群的遗传多样性分析中（表 2），差异等位

基因数（Na）介于 1. 538~4. 462，平均值为 2. 788，有

效等位基因数（Ne）的平均值为 1. 592，这意味着遗传

多样性不够丰富。香农信息指数（I）和杂合度（Ho、He
和 uHe）是衡量遗传多样性的重要参数，4 个种群中

Pop Ⅰ 的 香 农 信 息 指 数（I=0. 622）和 杂 合 度（Ho=
0. 520，He=0. 348，uHe=0. 350）的值均最大，这表明与

其他种群相比，该种群遗传多样性最高。另外，总体

及各种群的 He都低于 Ho，说明可能存在杂合子过剩，

固定指数（FIS）均为负值也证明这一点。

2. 2　种群遗传结构与遗传分化

Nei 遗传距离和一致度的分析结果表明，4 个种

群间的遗传差异很小（0. 004~0. 088），但相对而言，

PopⅣ与其他 3 个种群（0. 088，0. 087，0. 079）之间遗

传差异较大。FST 的分析结果与遗传距离结果类似，

除 PopⅣ与其他 3 个种群之间表现为中等程度的遗

传分歧外，其余各种群之间 FST（0. 006 0~0. 017 4）都

非常小（表 3）。

AMOVA 结果表明，来自群体内部的遗传变异占

99. 09％，而来自群体之间的遗传变异仅占 0. 91％

（表 4），说明辽宁爪鲵种群遗传变异主要来源于种群

内部。

表 2　4 个种群在 13 个微卫星位点上的种群遗传多样性参数

Tab. 2　Population genetic diversity parameters of four populations at 13 microsatellite loci
种群

Population
PopⅠ
PopⅡ
PopⅢ
PopⅣ
总体 Total

Na

4. 462±0. 386
3. 154±0. 296
2. 000±0. 277
1. 538±0. 144
2. 788±0. 212

Ne

1. 708±0. 155
1. 613±0. 166
1. 570±0. 156
1. 476±0. 135
1. 592±0. 075

I

0. 622±0. 093
0. 493±0. 106
0. 418±0. 107
0. 350±0. 095
0. 471±0. 051

Ho

0. 520±0. 127
0. 457±0. 124
0. 498±0. 138
0. 462±0. 134
0. 484±0. 063

He

0. 348±0. 062
0. 297±0. 069
0. 279±0. 072
0. 248±0. 068
0. 293±0. 033

uHe

0. 350±0. 062
0. 299±0. 069
0. 282±0. 073
0. 297±0. 082
0. 307±0. 035

FIS

-0. 137±0. 187
-0. 181±0. 158
-0. 521±0. 193
-0. 814±0. 091
-0. 346±0. 088

注： Na 为等位基因数； Ne 为有效等位基因数； I 为香农信息指数； Ho 为观测杂合度； He 为期望杂合度； uHe 为无偏期望杂合度； FIS 为固定

指数。

Note： Na is the number of alleles； Ne is the number of effective alleles； I is the Shannon information index； Ho is the observed heterozygosity； He is 
the expected heterozygosity； uHe is the unbiased expected heterozygosity； FIS is the fixed index.

表 3　辽宁爪鲵种群 FST值

Tab. 3　FST values of Onychodactylus zhaoermii population
种群

Population
PopⅠ
PopⅡ
PopⅢ
PopⅣ

PopⅠ

0. 017 4
0. 006 0
0. 115 3

PopⅡ
0*

0. 009 9
0. 125 7

PopⅢ
2. 00
0. 10

0. 168 5

PopⅣ
2. 30
0. 70
0. 20

注： FST 估计值为 0. 017 2； 95% 置信区间为 0. 003 9~0. 032 2；

下三角为遗传分化指数， 上三角为显著性检验概率。

Note： The FST is 0. 0172； 95% CI is 0. 0039-0. 0322； The lower 
triangle is genetic differentiation index， and the upper triangle is signifi⁃
cance test probability.
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2. 3　空间遗传结构

采用非模型依赖的空间主成分分析（sPCA），结

果表明正选择明显大于负选择，且第 1~3 分量显著

大于其他分量（图 2）。在此仅选择第 1 分量进行主

成分空间分析。

对第 1 分量进行主成分空间分析能够依地理空

间分成 4 个聚类簇（图 3），显示位于不同地理坐标的

辽宁爪鲵种群空间分布格局，同时也反映了依水系

划分的种群存在一定的遗传差异。

Mantel’s 分析表明，地理距离与遗传距离之间

呈现线性关系（图略），但在较大地理尺度下相关系

数非常小（0. 026 5）。

以 SPAGeDi 进行个体或种群遗传多样性随空间

距离变化而变化的空间自相关分析，依据采样位点

的直线距离以 m 为单位设定 10，50，100，500，1 000，

3 000，6 000，…，22 000 m 不等间距的横坐标，以相

关系数为纵坐标作图。由图 4 可以看出，在 500 m 距

离内表现显著的正相关，在>500~3 000 m 也存在正

自相关，但不显著（p>0. 05）。随着地理种群间直线

距离的增大，自相关系数呈现围绕横坐标升—降—升

（正相关—负相关—正相关）的波动模式，浮动的范

围基本处于 95% 置信区间内。

表 4　辽宁爪鲵种群分子变异分析

Tab. 4　Molecular variation analysis of Onychodactylus zhaoermii population
变异来源

Source of variation
种群间 Among populations
种群内 Within populations
总计 Total

自由度
df

3
456
459

平方和
Sum of square

9. 585
766. 391
775. 976

方差组分
Variance components

0. 015 5
1. 680 7
1. 696 2

变异占比（%）
Variation percentage

0. 91
99. 09

100. 00

图 2　非模型依赖空间主成分（sPCA）相关分量分析

Fig. 2　Non-model dependent spatial principal components analysis 
（sPCA） for correlation component

坐标系为通用横墨卡托投影坐标系（UTM）。

This figure shows the universal transverse Mercator projection coordinate system （UTM）.
图 3　sPCA 主成分第 1 分量空间分布

Fig. 3　Spatial distribution of principal component 1 of sPCA
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基于遗传距离和地理距离数据进行屏障分析（图

5）。第 1 个遗传距离的障碍（A，a-a）存在于 PopⅣ与

PopⅢ之间；第2个屏障（B，b-b）在PopⅡ与PopⅠ、Pop
Ⅲ之间；第3个屏障（C，c-c）在PopⅠ与PopⅢ之间。

3　讨论

3. 1　等位基因多样性

本研究利用 13 个微卫星位点在 230 个辽宁爪鲵

样本中检测到 69 个等位基因，平均每个位点等位基

因数为 5. 3，平均有效等位基因数为 1. 592，二者都

略低于栾东岳［18］利用 6 个微卫星位点在 73 个爪鲵

（辽宁爪鲵和吉林爪鲵）样本中的检测结果（6. 67 和

图 4　辽宁爪鲵种群空间自相关分析

Fig. 4　Spatial auto-correlation analysis of Onychodactylus zhaoermii populations

图 5　基于遗传距离和地理距离的 Barrier 分析

Fig. 5　Barrier analysis based on genetic distance and geographical distance
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2. 792）。李鸥等［19］的研究结果表明，样本量与平均

等位基因数呈显著正相关。杂合度可以衡量遗传多

样性水平及种群内个体的遗传均匀度，本研究结果

显示各种群的观测杂合度（Ho=0. 457~0. 520，平均 
Ho=0. 484）均大于期望杂合度（He=0. 248~0. 348，平

均 He=0. 293）和无偏期望杂合度（uHe=0. 282~0. 350，

平均 uHe=0. 307），出现杂合子过剩，说明辽宁爪鲵的

4 个种群都受到了不同程度的外界因素影响。与栾

东岳［18］对辽宁爪鲵的研究结果（Ho=0. 833~0. 947，平

均 Ho=0. 890；He=0. 505~0. 587，平均 He=0. 541；uHe=
0. 544~0. 590，平均 uHe=0. 567）相比，本研究的杂合

度都偏低。两次研究都表明，岫岩地区种群的观测

杂合度和期望杂合度均最高，具有相对其他种群较

高的遗传多样性。另外，与栾东岳［18］对吉林爪鲵的

研 究 结 果（Ho=0. 796~1. 000，平 均 Ho=0. 913；He=
0. 651~0. 689，平 均 He=0. 669；uHe=0. 680~0. 731，平

均 uHe=0. 700）相比，辽宁爪鲵的杂合度均明显低于

吉林爪鲵的杂合度，说明辽宁爪鲵的遗传多样低于

吉林爪鲵。这也与栾东岳［18］观点一致，同时也验证

了前文基于平均等位基因数得出的结论。

3. 2　种群遗传结构与遗传分化

种群遗传距离和遗传分化指数能够反映种群间

遗传分歧程度和亲缘关系远近，在一定程度上能够

反映种群进化潜力和方向。本研究 4 个辽宁爪鲵种

群间的 Nei 遗传距离都非常小（0. 004~0. 088），与栾

东岳［18］对辽宁岫岩三家子和辽宁辽阳大黑山两个种

群的研究结果（0. 091）相近。各种群遗传分化指数

（FST）介于 0. 006 0~0. 168 5，除 PopⅣ外，其余 3 个种

群之间的遗传分化程度很小（FST=0. 006 0~0. 017 4）。

其中 PopⅠ与 PopⅢ和栾东岳［18］研究的辽宁岫岩三

家子和辽宁辽阳大黑山种群采样点相近，但本研究

结果（FST=0. 006 0）与其基于微卫星标记的研究结果

（FST=0. 052 27）有所差异，反而与栾东岳基于线粒体

标记序列研究的结果（FST=0. 012 19）得出了相同的

结论，即两个种群之间遗传分化程度较小。

AMOVA 结果显示，来自群体内部的遗传变异占

99. 09％，来自群体之间的遗传变异仅占 0. 91％，说

明辽宁爪鲵种群遗传变异主要来源于种群内部，这

与 Zhou 等［20］的研究结果一致。总体而言，各种群之

间的遗传分化程度较小，不存在显著的遗传结构，应

将各地理种群作为一个管理单元进行保护。

3. 3　空间遗传结构

Mantel’s 检验结果显示，遗传距离与地理距离

之间呈线性关系，但并不显著。这可能与进化速率

或栖息地类型有关，辽宁爪鲵普遍栖息于多碎石的

山区溪流里，可能存在供其迁徙的地下暗河，所以计

算的地理距离可能与实际的有所差异。

多数水生生物的演化与溪流的等级结构有关，

小鲵科物种亦是如此，极易形成以水系结构为特点

的种群遗传结构［21］。本研究空间主成分分析也反映

出了依水系划分的种群存在一定的遗传差异。

空间自相关分析通过统计一个空间位置上的遗

传变异与邻近位置上变异的远近，来判断种群遗传

变异是否存在空间自相关性［22］。本研究结果显示在

地理距离 500 m 范围内表现显著的正相关，可以认

为在此距离等级内辽宁爪鲵个体间具有较高的相似

性，具有一定程度的非随机分布的空间遗传结构。

在 >500~3 000 m 也 存 在 正 自 相 关 ，但 不 显 著（p>
0. 05），这表明在该尺度内辽宁爪鲵个体间具有较高

的遗传相似性。随着地理种群间直线距离的增大，

自相关系数呈现围绕横坐标升－降－升（正相关－

负相关－正相关）的波动模式，浮动的范围基本处于

95% 置信区间内部，这可能与基因流受阻有关［23］。

Barrier 分析显示，4 个地理种群间共存在 3 个屏

障。以研究地区自然地理格局分析，PopⅣ与其他   
3 个种群的距离最远，其间有八盘岭作为屏障，同时

其水系相分隔，形成显著的地理阻隔。

3. 4　保护建议

遗传多样性的大小可以反映物种或种群对环境

变化的适应能力，本研究结果显示辽宁爪鲵遗传多

样性较低，且遗传变异主要发生在种群内。依自然

水系划分的种群之间尽管存在距离和分隔屏障，但

并未形成遗传分化和确定的遗传结构。这些分析结

果都与辽宁爪鲵分布区极其狭窄、种群微小相关。

本课题组 2010—2022 年的野外调查结果显示，辽宁

爪鲵数量正在逐年下降，建议将爪鲵种群确立为一

个管理单元，加强对其已知栖息地的监管与保护。

另外，还要加强对其种群资源的调查及保护遗传学、

空间遗传学等方面的研究，为潜在种群的预测与保

护提供指导。
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