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摘要:对物种准确鉴定是进行生物多样性研究的前提。为提高物种鉴定的准确性,文章采用DNA
条形码技术结合形态学对长江口仔稚鱼样品进行种类鉴定。结果表明,44个样品中,通过线粒体

COI基因的分析鉴定有17个种、1个属;部分形态上难以鉴定的种类,如虾虎鱼科的矛尾虾虎鱼、

斑尾刺虾虎鱼、睛尾蝌蚪虾虎鱼、褐吻虾虎鱼和斑点竿虾虎鱼,可通过DNA条形码实现有效鉴定;

形态较为相似的种类,通过DNA条形码可鉴定到种,淡水鲤科的有青鱼、鲢、鳊,鲻科的有龟鮻和

前鳞龟鮻。利用DNA条形码技术结合形态进行仔稚鱼种类的鉴定,能提高仔稚鱼鉴定的精确度。
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Abstract:Accurateidentificationofspeciesisaprerequisiteforbiodiversityresearch.Toimprove

theidentificationaccuracyoffishlarvaeandjuvenilesintheYangtzeEstuary,themethodofmor-

phologyandDNAbarcodingwereusedbasedonmitochondrialtheCOIgene.Theresultsshowed

thatamongthe44samplesanalyzed,17ofwhichcouldbeidentifiedtothespecieslevelusing
DNAbarcoding,whileonlyonetothegenuslevel.Somespecieswithoutavailabletaxonomickeysfor
morphologicalidentification,includingChaeturichthysstigmatias,Acanthogobiusommaturus,Lo-

phiogobiusocellicauda,Rhinogobiusbrunneus,LuciogobiusguttatusinGobiidae,weredifficulttoiden-
tifybymorphologybutweresuccessfullyidentifiedbyusingDNAbarcoding.Somespecieswith

similarmorphologywerehardtobedistinguished,suchasMylopharyngodonpiceus,Hypoph-
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thalmichthysmolitrix,ParabramispeknensisinFreshwaterCyprinidae,Chelonhaematocheilus,

ChelonaffinisinMugilidae.DNAbarcodingbasedontheCOIgenecouldprovideeffectiveidenti-

ficationtothespecieslevel.Collectively,DNAbarcoding,togetherwithmorphologicalidentifica-

tion,couldlargelyincreasetheidentificationaccuracyforfishlarvaeandjuveniles.
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准确地鉴别仔鱼种类是进行鱼类浮游生物多

样性研究的前提,也是进行海洋生态系统科学研究

的基础。根据仔鱼形态特征差异可以对其进行种

类鉴别[1],但鱼类早期发育阶段时间较短,其形态变

化复杂,形态特征差异不明显或比较相似,有资料

可查仔、稚鱼种类不超过300种[2]。因此,仅凭借鱼

类早期发育阶段的外部形态特征很难对仔鱼进行

精确分类。

随着DNA条形码技术[3]的提出和快速发展,

尤其是DNA条形码数据库的成功构建[4],为这一

技术在仔鱼种类鉴定中应用奠定基础[5-7]。迄今国

内对DNA条形码技术应用于仔鱼鉴定的报道较

少[8-9]。本文以2016年5月长江口及其邻近海域

的仔稚鱼样品为材料,采用形态学与DNA条形码

技术结合的形式进行种类鉴定,讨论种类鉴定的精

确度,同时探索DNA条形码技术在海洋生物多样

性监测中的应用可行性。

1 实验材料与方法

1.1 样品采集

于2016年5月9—29日在长江口及其邻近海

域设置采样站点(图1)。

图1 采样站位

按照《海洋调查规范》(GB/T12763.6—2007)

使用大 型 浮 游 生 物 网(网 长280cm、网 口 内 径

80cm、网口面积0.5m2、网目0.505mm)在站点进

行水平拖网。采集到的标本现场进行初步处理,用
无水乙醇保存,回实验室后对样品进行形态鉴定、

拍照和分子鉴定。

1.2 实验方法

取背部肌肉约100mg,使用海洋动物组织基因

组DNA提取试剂盒(北京天根生化科技有限公司)
提取总DNA。使用通用引物F1:TCRACYAAY
CAYAAAGAYATYGGCAC和R1:TAGACT
TCWGGGTGRCCRAAGAATCA扩增仔鱼的

线粒体DNA的COI部分序列,PCR总反应体系为

50μL,其中包括:10×PCRbuffer5μL、dNTP4μL
(2.5mmol/L)、上下游引物各2μL(10mmol/L)、

TaqDNA 聚 合 酶0.8μL(5U/μL)、模 板 DNA
1μL,加双蒸水至总体积50μL。样品在AG-22331
型PCR 仪(Eppendorf)上进行扩增,94℃预变性

5min;94℃30s、52℃45s、72℃1min,35个循环;

72℃延伸10min;4℃保存。扩增产物使用1.0%的

琼脂糖凝胶电泳检测后送至上海杰李生物技术有

限公司胶回收双向测序后拼接。

1.3 数据处理

利用DNAStar软件包对测序和GenBank下载

序列进行校对,用ClustalX对所有序列进行比对排

序并去除两端冗余列。利用 MEGA6.0分析序列

的核苷酸组成等,基于K2P双参数模型计算种间及

种内的遗传距离。

2 实验结果

2.1 测序结果

本研究共获得43条 COI基因序列。获得的

COI基因序列长度为680bp。

2.2 遗传距离

对COI基因的 K2P遗传距离分析结果表明,
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种内的遗传距离在0~0.011,平 均 值 为0.004。

COI基因 序 列 的 属 内 种 间 遗 传 距 离 在0.075~

0.080,平均值为0.077。

2.3 种类鉴定

在44个样品中,分子实验将样品鉴定到17个

种、1个属;而形态鉴定结果鉴定到种的仅有6个,

鉴定到属的有2个,鉴定到科的有2个,还有2个仔

鱼未能进行种类鉴定。相对形态鉴定结果,分子实

验结果的精确度更高。

分子技术对虾虎鱼科、鲤科、鯔科等类群的鉴

定结果更为精确。分子鉴定结果将所获得的虾虎

鱼 科 样 品 全 部 鉴 定 到 种:矛 尾 虾 虎 鱼

(Chaeturichthysstigmatias)、斑尾刺虾虎鱼(Ac-
anthogobiusommaturus)、睛 尾 蝌 蚪 虾 虎 鱼(Lo-

phiogobiusocellicauda)、褐吻虾虎鱼(Rhinogobius
brunneus)、斑点竿虾虎鱼(Luciogobiusguttatus)
(图2)。形态相似不易鉴定的淡水鲤科仔鱼3种:

青鱼 (Mylopharyngodon piceus)、鲢 (Hypoph-
thalmichthys molitrix )、 鳊 (Parabramis

peknensis)。鲻 科 中 鉴 定 出 2 种:龟 鮻 (Chelon
haematocheilus)和前鳞龟鮻(Chelonaffinis)。

图2 形态无法鉴定的虾虎鱼科仔鱼种类

3 讨论

3.1 长江口仔稚鱼的种类组成

关于长江口仔稚鱼的报道已有不少[10-14]。由

于长江径流带来大量营养物质,长江口水域成为多

种经济鱼类的产卵、索饵和育幼的重要场所,仔稚

鱼的种类多、类群复杂(包括淡水种类、咸淡水种

类、近海种类),具有明显的河口特征。

从20世纪80年代开始,每10年对长江口及其

邻近水域的鱼卵和仔稚鱼进行调查,发现种类数有

下降趋势(表1)。本研究中鱼卵和仔稚鱼的调查结

果为10科17种,较2007年调查结果科的数量有所

减少、种类数相仿;使用条形码技术更有助于种类

鉴定,将之前的虾虎鱼科及鲤科仔稚鱼鉴定到种,

更获得鲻科龟鮻属的龟鮻和前鳞龟鮻。由此可见,

条形码技术能完善种类组成资料。

表1 不同时期春季长江口及其邻近

水域仔稚鱼调查结果对比

时间 区域 站位数 科 种

1986年5月[10]
121°20'-124°00'E,

30°35'-32°00'N
48 17 28

1999年5月[11]
121°10'-123°20'E,

30°35'-32°00'N
40 15 20

2007年5月[14]
121°00'-123°20'E,

30°45'-32°00'N
40 13 17

2016年5月
121°20'-123°00'E,

30°35'-31°45'N
18 10 17

3.2 DNA条形码技术鉴定仔稚鱼的精确度

由于仔鱼阶段的形态特征不甚明显,形态学鉴

定结果往往会使部分仔鱼样品鉴定到科或属。因

此,在形态特征不明显或分类依据有疑问的时候,

严谨的做法是只鉴定到科或属。加之不同鉴定者

水平不一,也会对鉴定结果有一定影响。基于COI
的条形码辅助仔鱼鉴定能够克服形态特征和人为

干扰,将形态鉴定特征不明显的样品准确鉴定到

种,可提高仔鱼鉴定的精确度。条形码辅助仔鱼鉴

定可以区分形态学较难鉴定的科类或相似种类。

温带河口的仔稚鱼一般以河口定居物种(如虾

虎鱼科)或季节性进入河口产卵者占优势[15],长江

径流也会带来一些淡水种类的仔稚鱼。长江口水

域环境复杂多变,分布的虾虎鱼科常见种类有10种

左右;淡水鱼类主要以鲤形目、鲈形目和鲶形目为

主,其中又以鲤形目的鲤科鱼类最多,常见种类有

20多种[16]。本研究通过形态学结合DNA条形码

技术将调查所获得的虾虎鱼科和淡水鲤科等仔鱼
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样品全部鉴定到种,共获得虾虎鱼科的5个种即矛

尾虾虎鱼、斑尾刺虾虎鱼、睛尾蝌蚪虾虎鱼、褐吻虾

虎鱼、斑点竿虾虎鱼,淡水种类有鲤科的青鱼、鲢和

鳊。在以往虾虎鱼科和鲤科仔鱼的研究中存在部

分样 品 鉴 定 到 科 级[11-14,17],鉴 定 到 种 的 则 较

少[11,18-19],说明基于COI序列的DNA条形码可对

形态学较难鉴定的科类或相似种类进行有效的物

种鉴定。

3.3 DNA条形码技术在仔稚鱼多样性监测中的应

用展望

DNA条形码技术辅助仔稚鱼鉴定,其准确性取

决于比对数据库的准确与完备程度。很多国际组

织已建立自己的 DNA 条形码数据库,如BOLD、

ABBI、AllLeps、TBI、MBI等。其中BOLD数据库收

录的鱼类DNA条形码信息基本来自于COI基因;截

至2016年4月,BOLD数据库收录近18.69万条辐鳍

鱼纲鱼类的 DNA条形码序列信息,隶属于46目

1.75万种。BOLD等数据库条形码信息的不断丰富,

为DNA条形码技术在鱼卵和仔、稚鱼鉴定领域的

应用提供可比对的鱼类条形码数据。

传统的形态学鉴定仍然是目前海洋生物多样

性监测的主要手段,但海洋环境监测中鱼卵和仔、

稚鱼样品形态鉴定存在样品形态特征不明显、样品

鉴定水平参差不齐、形态鉴定工作量大且耗时的问

题,寻找一个结果更精确、过程可标准化的方法对

样品进行快速准确的鉴定是迫切工作。利用形态

结合DNA条形码技术既可以有效提高仔稚鱼种类

鉴定的精确度,也有利于对海洋生物多样性进行客

观科学的评价。
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