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基于线粒体COⅠ基因的中国近海棱鳀属鱼类DNA条形码

宫亚运，  章    群*，  曹    艳，  吕金磊，  杨喜书
(暨南大学水生生物研究中心，热带亚热带水生态工程教育部工程研究中心，广东 广州    510632)

摘要：为明确中国大陆近海棱鳀属鱼类的分类地位，采用国际通用的COⅠ基因5'端652
bp序列作为DNA条形码，对中国近海棱鳀属全部6种鱼类62尾标本进行鉴定分析。结果
发现，所分析样品的序列碱基组成为T：29.0%，C：26.3%，A：25.3%，G：19.4%，
A+T含量(54.3%)高于G+C含量(45.7%)，转换/颠换率为3.76。6种棱鳀属鱼类组成5个自展
支持率为100%的分支，除黄吻棱鳀和中颌棱鳀各为单系但聚合为一支外，其余4种均独
立成支；分支内与分支间平均遗传距离分别为0.2%(0.0%~0.4%)和17.7%(15.7%~19.0%)。
赤鼻棱鳀、汉氏棱鳀、杜氏棱鳀和长颌棱鳀均符合H e b e r t提出的种间遗传距离
(15.7%~18.6%)大于或等于10倍种内遗传距离(0.0%~0.3%)的标准，确定了它们的物种有效
性。黄吻棱鳀和中颌棱鳀的种内遗传距离皆为0.1%，与其他4种棱鳀的种内遗传距离处
于同一水平；但二者种间遗传距离仅为0.6%，明显低于其他物种间的种间遗传距离，属
于一般物种的种内遗传距离范围，表明二者亲缘关系很近；由于外部形态存在一定的差
异，且在分子系统树上各为单系，二者可作为同一物种的2个不同亚种处理，但也不排
除是2个近期分化形成物种的可能，在资源管理上应作为2个不同的进化显著单位分别加
以管理。
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棱鲦属(Thryssa)隶属辐鳍鱼纲(Actinopterygii)，
鲱形目(Clupeiformes)，鲦科(Engraulidae)，广泛

分布于大西洋、太平洋和印度洋 [1]，是世界海洋

渔业的主要对象之一，具有重要经济价值；作

为温带和热带近海小型中上层低营养级饵料

鱼，在海洋生态系统能量流动与转换中起着承

上启下作用，是海洋食物网中的关键种 [2 ]。目

前世界上已报道的棱鲦属鱼类有24种 [3]，中国大

陆近海分布有赤鼻棱鲦(T. kammalensis)、汉氏棱鲦

(T. hamiltonii)、黄吻棱鲦(T. vitrirostris)、中颌棱

鲦(T.mystax)、杜氏棱鲦(T. dussumieri)与长颌棱鲦

(T. setirostris)[1]等6种。目前国内棱鲦属鱼类的研

究一般见于各地渔业资源调查目录中，其他还

比较少见[4-6]。

准确的物种鉴定是开展生理生态研究和资

源开发利用的前提与基础。传统的鱼类分类主

要依据物种的外部形态特征，并结合比较解剖

学特性和生态习性，虽能区分大部分鱼类，但

过度依赖鉴定者的个人经验，很多鱼类的条纹、

斑点、体色等外部形态易受外界环境 [7]、发育阶

段 [8]的影响而产生变化，在鉴定时难免会出现争

议和错误。为此，Hebert 等 [9-10]提出通过分析一

个标准的目标基因DNA序列对物种进行鉴定，

即DNA条形码(DNA barcoding)。Hebert等 [9-10]对动

物界除刺胞动物门外的所有11个门13 320个物种

的研究表明，线粒体  COⅠ (cytochrome oxidase
subunit I) 基因靠近5′端的一段序列间的差异能够

很好地区分所研究的物种，随着Hebert等 [11]和
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Ward等[12]分别在北美260种鸟类和澳大利亚207种
鱼类中分子鉴定的成功，COⅠ基因5 ′端约652
bp的序列已成为动物界物种鉴定的首选DNA条

形码，凭借其快速简单高效的特点，广泛应用

在动物、植物及微生物界的物种鉴定中 [ 1 3 - 1 5 ]。

DNA条形码突破了传统形态学根据表型性状进

行分类的限制，不受个体发育阶段的影响，使

物种的鉴定过程实现标准化和信息化，并能反

映物种之间的系统发育关系 [ 1 2 ]；同时，通过

DNA条形码技术，在大量的研究中发现了隐存

种的存在 [11，16]，给生物分类学带来了新的活力；

在保护生物学和生物多样性调查等领域也发挥

着重要作用[17-18]。

依照传统形态学方法，中国近海棱鲦属鱼

类的物种鉴定主要根据上颌骨末端的长度。黄

吻棱鲦和中颌棱鲦的上颌骨末端都伸到胸鳍基

部，但鳃耙和背鳍条数有差异而被分为了2种 [1]；

马春艳等 [5]利用线粒体16S rRNA序列研究棱鲦属

鱼类的系统发育关系，认为黄吻棱鲦和中颌棱鲦

是同一物种，与传统形态分类的观点相悖。虽

然分子研究表明黄吻棱鲦和中颌棱鲦亲缘关系很

近，但由于二者外部形态有所不同，且该研究

仅分析了少数样品，研究结果并没有明确黄吻

棱鲦和中颌棱鲦是否各为单系以及是否能在种下

进一步区分。此外，该研究分析的样本仅限于

福建海域，而随着采样地理范围的扩大，或许

能够更为全面地了解中国近海棱鲦属鱼类，明确

其分类地位以及探寻可能存在的隐藏种。为

此，本实验加大了每种棱鲦属采样的地点和数

量，并采用COⅠ这一目前国际上通用的动物

DNA条形码基因来进行分析，以期全面准确地

鉴定中国近海棱鲦属鱼类，明确棱鲦属尤其是黄

吻棱鲦和中颌棱鲦的分类地位，补充和丰富棱鲦

属鱼类DNA条形码数据库，为中国棱鲦属种质

资源的保护和合理开发提供参考资料。

1    材料与方法

1.1    实验材料

根据棱鲦属鱼类在中国的分布 [1]，分别在黄

海、东海、南海采集样品，采集后的样品用

95%乙醇保存备用。根据《中国动物志》 [1]按照

传统的形态学分类方法对11个地点共62尾保存良

好的样本进行鉴定，其中赤鼻棱鲦11尾 (黄海、

南海 )、汉氏棱鲦11尾 (东海、南海 )、黄吻棱鲦

12尾(东海、南海)、中颌棱鲦9尾(东海、南海)、
杜氏棱鲦11尾(南海)、长颌棱鲦8尾(南海) (表1)。

1.2    实验方法和数据处理

取背部肌肉晾干后提取总DNA，提取方法

参考高盐法并进行改进 [19]。PCR采用引物为本实

验室自行设计的 C X 1 F 2： 5 ' - A C C T G T G G C
A A T C A C A C G C T G A T ， T e s t C X R 1 a ： 5 ' -
ATGTGRTTG GCTTGAAAC，以及通用引物

VF2，R2[20]。PCR反应体系及反应条件参照乐小

亮等 [21]的方法，将经1%的琼脂糖凝胶电泳检测

得到的条带清晰的PCR产物送至北京六合华大基

因 有 限 公 司 ， 切 胶 纯 化 后 在 美 国 A p p l i e d
Biosystems公司生产的ABI-3730自动测序仪上进

表 1    研究所用样品及采集地

Tab. 1    Specimens and their sampling localities in the
present study

种名

species
地点

location
数量/尾
number

标本编号

catalog number

赤鼻棱鳀

T.kammalensis
山东石岛(L.SD) 2 T.kammalensis L.SD1—2

广东硇洲(Y.NZ) 9 T.kammalensis Y.NZ1—9

汉氏棱鳀

T.hamiltoni
广东阳江(Y.YJ) 4 T.hamiltoni Y.YJ1—4

广东硇洲(Y.NZ) 3 T.hamiltoni Y.NZ1—3

广东乌石(Y.WS) 3 T.hamiltoni Y.WS1—3

广东廉江(Y.LJ) 1 T.hamiltoni Y.LJ1

黄吻棱鳀

T.vitrirostris
江苏吕四(S.LS) 1 T.vitrirostris S.LS1

浙江温州(Z.WZ) 3 T.vitrirostris Z.WZ1—3

广东南澳(Y.NA) 3 T.vitrirostris Y.NA1—3

广东碣石(Y.JS) 4 T.vitrirostris Y.JS1—4

广东阳江(Y.YJ) 1 T.vitrirostris Y.YJ1

中颌棱鳀

T.mystax
江苏吕四(S.LS) 4 T.mystax S.LS1—4

浙江温州(Z.WZ) 2 T.mystax Z.WZ1—2

福建龙海(M.LH) 1 T.mystax M.LH1

广东碣石(Y.JS) 2 T.mystax Y.JS1—2

杜氏棱鳀

T.dussumieri
广东南澳(Y.NA) 3 T.dussumieri Y.NA1—3

广东阳江(Y.YJ) 4 T.dussumieri Y.YJ1—4

广东乌石(Y.WS) 4 T.dussumieri Y.WS1—4

长颌棱鳀

T.setirostris
广东南澳(Y.NA) 6 T.setirostris Y.NA1—6

广东硇洲(Y.NZ) 1 T.setirostris Y.NZ1

海南海尾(Q.HW) 1 T.setirostris Q.HW1
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行测序。测定的序列通过MEGA 6.0[22]软件进行

人工校对，计算碱基组成、变异位点、转换与

颠换的比值以及基于Kimura 2-parameter(K2P)模
型的种内和种间遗传距离，并利用邻接法构建

分子系统发育树，经1000次重复抽样(bootstraps)
检测分支置信度。

2    结果

2.1    COⅠ基因片段序列特征

将本研究得到的扩增条带进行BLAST，在

GenBank中分别找到与各个物种最为匹配的序

列。结果显示，在GenBank中尚未有中颌棱鲦线

粒体COⅠ序列的记录，与其最为相似的为黄鲫

属(Setipinna)的黄鲫(S. tenuifilis HM180874)，但因

序列长度仅有618 bp，本研究不予采用，除此之

外，其余5种棱鲦分别对应各自的同源序列，序

列号分别为T. kammalensis KP260453、T. hamiltoni
EF607588、T. vitirostris JF494693、T. dussumieri
J X 9 8 3 2 8 7和 T .  s e t i r o s t r i s  E F 6 0 7 5 9 7。参照

GenBank的同源序列将本研究全部扩增条带的长

度截取为652 bp，全部序列中，没有碱基插入和

缺失，其中多态位点189个，简约信息位点185个。

T、C、A、G的平均含量分别为29.0%、26.3%、

25.3%、19.4%，A+T含量(54.3%)高于C+G含量

(45.7%)，表现出明显的碱基组成偏向性，与其

他硬骨鱼类线粒体COⅠ基因碱基组成的基本特

征一致[12]。转换与颠换比(R)为3.76，表明COⅠ基

因序列的突变未达到饱和，适合系统发育分析[23]。

2.2    分子系统发育树

在邻接树上6种棱鲦形成了5个bootstrap支持

率为100%的单系支(图1)，分支内平均遗传距离

为0.2%(0.0%~0.4%)，分支间平均遗传距离为

17.7%(15.7%~19.0%)，分支间的平均遗传距离是

分支内的89倍。除黄吻棱鲦和中颌棱鲦在NJ树上

位于同一分支外，其余4种棱鲦独自成支。NJ树
的结果表明同处一支的黄吻棱鲦和中颌棱鲦具有

十分近的亲缘关系。

2.3    种内及种间遗传距离

6种棱鲦属鱼类基于K2P模型的种内种间遗

传距离中，赤鼻棱鲦最大(0.3%)，长颌棱鲦最小

(0.0%)，平均为0.13%；种间遗传距离最大的是

中颌棱鲦和汉氏棱鲦(19.6%)，最小的是黄吻棱鲦

和中颌棱鲦(0.6%)，平均为16.61%，种间平均遗

传距离远远大于种内平均遗传距离(约128倍)(表
2)。黄吻棱鲦和中颌棱鲦的种间遗传距离只有

0.6%，同样表明二者具有较近的亲缘关系。如除

去聚为一支的黄吻棱鲦和中颌棱鲦，单独分析其

他4种棱鲦时，则种内遗传距离为(0.0%~0.3%)，
种间遗传距离为(15.7%~18.6%)，种间平均遗传

距离 (17 .7%)为种内平均遗传距离 (0 .15%)的
118倍；其中长颌棱鲦和汉氏棱鲦的种间遗传距

离最小(15.7%)，赤鼻棱鲦和汉氏棱鲦的种间遗

传距离最大(18.6%)。

3    讨论

3.1    基于COⅠ基因的DNA条形码对棱鳀属鱼

类鉴定的有效性

已有研究表明，利用COⅠ基因序列进行物

种鉴定的主要标准在于种间的遗传距离远大于

种内的遗传距离(约10倍以上) [9]。除腔肠动物门

(Cnidaria)外，大部分动物种内遗传距离小于

1%，很少大于2%，此后2%作为DNA条形码研究

中的物种划分参考值[10]。本研究中涉及到的多数

物种都有来自不同海域的样品，赤鼻棱鲦来自黄

海和南海，汉氏棱鲦、  黄吻棱鲦以及中颌棱鲦

来自东海和南海，杜氏棱鲦和长颌棱鲦来自南

海。根据Hebert 等 [11]对北美260种鸟类的DNA条

形码研究，其中130种来自相隔约1080 km不同地

理位置的样本，结果发现，地理距离对种内遗

传距离并无太大影响；同时Huemer 等 [ 2 4 ]基于

COⅠ基因对欧洲1004种鳞翅目物种的DNA条形

码研究发现，分别来自相距1600 km的2个地点的

各个物种，87.6%的种类的种内最大遗传距离均

小于2%，基于COⅠ基因的种内遗传距离能够有

效地诊断该研究中98.8%的分类群，结合上述报

道，本研究得到的种内遗传距离并不会因样品

来自不同的海域而受到太大影响。在本研究

中，棱鲦属鱼类的种内遗传距离(0.0%~0.3%)均
小于1%，符合Hebert等 [10]提出的种内遗传距离的

标准，其中赤鼻棱鲦、汉氏棱鲦、杜氏棱鲦、长

颌棱鲦互相的种间遗传距离(15.7%~18.6%)都显

著大于种间2%遗传差异界限，且均远远大于它

们种内遗传距离的10倍以上，确定了这4种棱鲦

的物种有效性，得到的鉴定结果与形态学的鉴

定一致，证明COⅠ基因作为DNA条形码能够对

这4种棱鲦进行准确有效的鉴定。
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3.2    黄吻棱鳀和中颌棱鳀分类地位的探讨

黄吻棱鲦和中颌棱鲦体型相似，体色皆为

银白色，上颌骨末端都伸到胸鳍基部，仅凭这

些方面无法对二者进行区分。因此，本研究对

12尾黄吻棱鲦和9尾中颌棱鲦进行了形态测量，

对2种鱼的几种可数性状进行了比较(表3)。从数

据上看，对黄吻棱鲦和中颌棱鲦可根据背鳍数和

鳃耙数的不同来进行区分。

分子研究表明，黄吻棱鲦和中颌棱鲦在

NJ树上聚为一支，它们的种内遗传距离皆为0.1%，

与其他5种棱鲦属鱼类相当；但种间遗传距离(0.6%)
仅在一般物种的种内遗传距离范围(≤2%)范围之

 
图 1    COⅠ基因基于K2P模型构建的NJ树

Fig. 1    The NJ tree based on COⅠ genes using K2P model
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内；这一结果与马春艳等 [5]通过16s rRNA的分析

得到的黄吻棱鲦和中颌棱鲦的亲缘关系很近，二

者遗传距离在种内范围的结果类似。但由于分

析样本数量和地点的增加，使用的分子标记不

同，本研究发现黄吻棱鲦和中颌棱鲦种间距离

(0.6%)虽远小于其他物种的种间遗传距离(15.7%~
18.6%)，但较明显地高于棱鲦属鱼类各个种的种

内遗传距离(0.0%~0.3%)；同时二者在NJ树上虽

聚为一个分支但仍可进一步分为2个单系分支，

表明了二者在分子上有一定的区分。因此本研

究推测有2种可能：①黄吻棱鲦和中颌棱鲦可能

是同一个种的不同亚种。程磊等[25]研究了中国鲫

属(Carassius) 128尾鱼类COⅠ基因651 bp的片段，

结果显示，在NJ树上同处于一个大支(支持率为

100%)的(C.auratus auratus)与(C.auratus gibelio) 形
成2个独立的小分支，且2类群的遗传距离为0.7%，

后与已知的鲫属亚种(C.auratus langsdorfii)对比分

析，最终认为二者是鲫的2个亚种，该结果与本

研究十分相似；同时郑芳等 [26]基于线粒体COⅠ

基因序列探讨长江华溪蟹(Sinopotamon yangtse-
kiense)已知的3个亚种的遗传分化得到的NJ树和

遗传距离也与本研究的结果类似；因此，通过

上述报道，结合黄吻棱鲦和中颌棱鲦虽外部形态

相似但有部分性状的差异，以及本研究中二者

虽然亲缘关系较近但分子上可相互区分的特

点，推测黄吻棱鲦和中颌棱鲦有可能是同一个物

种的不同亚种。②黄吻棱鲦和中颌棱鲦也有可能

是2个近期分化物种。Hebert 等 [11]对北美260种鸟

类的研究中曾指出，COⅠ基因对近期新形成的

物种经常难以彻底区分  ；同样Shearer等 [27]利用

COⅠ基因对30个加勒比海珊瑚礁物种的研究发

现，标准COⅠ条形码序列长度较短且进化速度

较慢，而近期分化形成的物种种间分化不足，

COⅠ序列差异较小，种间和种内的遗传距离相

差不大，比值有时无法达到10倍以上标准，本研

究中黄吻棱鲦和中颌棱鲦也有类似的情况，二者

虽在分支下各自分开聚为一小支，但种间遗传

距离(0.6%)仅为种内遗传距离(皆为0.1%)的6倍，

未满足Hebert等 [9]提出的种间遗传距离是种内遗

传距离10倍以上的普遍标准，因此本研究也不排

除黄吻棱鲦和中颌棱鲦是2个近期分化物种的

可能。

综上所述，本研究利用线粒体COⅠ基因作

为DNA条形码成功鉴定了中国近海棱鲦属鱼类

中的赤鼻棱鲦、汉氏棱鲦、杜氏棱鲦、长颌棱鲦，

结果与形态学的鉴定一致，表明DNA条形码能

够作为棱鲦属大部分鱼类快速鉴定的有效工具。

由于DNA条形码不依赖个体外部形态，不受发

育阶段影响，今后可被广泛应用于棱鲦属鱼卵、

表 2    棱鳀属鱼类基于K2P模型的种间(对角线下)和种内(对角线)遗传距离

Tab. 2    Inter-species(below diagonal) and intra-species(diagonal) genetic distance

based on K2P model of Thryssa %

赤鼻棱鳀

T.kammalensis
汉氏棱鳀

T.hamiltoni
黄吻棱鳀

T.vitrirostris
中颌棱鳀

T.mystax
杜氏棱鳀

T.dussumieri
长颌棱鳀

T.setirostris

赤鼻棱鳀 T.kammalensis 0.3

汉氏棱鳀 T.hamiltoni 18.6 0.2

黄吻棱鳀 T.vitrirostris 17.3 18.8 0.1

中颌棱鳀 T.mystax 17.1 19.6 0.6 0.1

杜氏棱鳀 T.dussumieri 18.2 18.0 18.0 18.0 0.1

长颌棱鳀 T.setirostris 18.2 15.7 16.5 16.8 17.7 0.0

表 3    黄吻棱鳀和中颌棱鳀的形态特征比较

Tab. 3    The comparison of morphological characteristics of
T.vitrirostris and T.mystax

黄吻棱鳀(12尾)
T.vitrirostris

中颌棱鳀(9尾)
T.mystax

体长/mm length 86~108 96~131

体高/mm height 22~25 22~27

背鳍数/n dorsal fin 11~13 14~15

臀鳍数/n anal fin 38~41 35~39

腹鳍数/n pelvic fin 7 7

胸鳍数/n pectoral fin 12~13 12~14

鳃耙数/n gill raker 13~15+20~22 9~11+14~17

腹缘棱鳞/n ventral scales 16+9~11 15~17+11~12
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仔稚鱼的鉴定工作，为海洋渔业早期调查提供

资料；也可用来对棱鲦属鱼类形态学分类系统进

行补充和修订。本研究表明，黄吻棱鲦和中颌棱

鲦可能为同一物种的2个不同亚种或是2个近期分

化形成的物种，从种质资源保护和利用的角度

来看，应作为2个进化显著单位分别加以管理。

由于不同种类的棱鲦属鱼类在不同海域的

产量和分布以及出现季节并不相同，同时我国

东海、南海等各大海域的鱼类资源都在呈现逐

年衰退局面 [28-29]，使得本研究的采样受到一定程

度的限制，未能完全涉及到物种的所有分布范

围；同时由于线粒体COⅠ基因相对保守，在近

缘物种鉴定中仍存在一定的局限性。在今后的

研究中，一方面需要继续扩大采样范围，增加

分析样品的地点和数量，同时结合传统生物学

和渔业生物学等方法全面分析；另一方面考虑

采用更为灵敏的分子标记，研究黄吻棱鲦和中颌

棱鲦种间是否存在生殖或遗传隔离等情况，深入

研究各种棱鲦属鱼类的遗传背景，以更好地管理

保护和开发利用中国近海棱鲦属鱼类种质资源。
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DNA barcoding of Thryssa in coastal waters of China based on the
mitochondrial cytochrome oxidase subunit I sequence

GONG Yayun,    ZHANG Qun*,    CAO Yan,    LÜ Jinlei,    YANG Xishu
(Engineering Research Center of Tropical and Subtropical Aquatic Ecological Engineering, Ministry of Education,

Institute of Hydrobiology, Jinan University, Guangzhou    510632, China)

Abstract: Thryssa of the family Engraulidae are widely distributed in the Atlantic Ocean, the Pacific Ocean and
the Indian Ocean, with important commercial values in fishery and aquaculture of many countries. In order to
achieve unambiguous species recognition and define species status, 652 bp segments of mtDNA cytochrome
oxidase subunit I from 62 specimens representing 6 species of genus Thryssa were used as DNA barcoding to
examine genetic distances within and among all  reported morphological  species in coastal  waters of China
mainland. The results showed that the nucleotide compositions were T: 29.0%, C: 26.3%, A: 25.3%, G: 19.4%,
A+T(54.3%) is higher than C+G(45.7%), and the average value of transition/transversion ratios was 3.76. All
species were monophyletic and formed into 5 clades with 100% bootstrap supports, of which T.vitirostris and
T.mystax were in the same clade, and the average genetic distances within and among clades were 0.2%(0.0%—
0.4%), 17.7%(15.7%—19.0%) respectively. Genetic distances among and within T.kammalensis, T.hamiltoni,
T.dussumieri and T.setirostris were 15.7%–18.6%, 0.0%—0.3% respectively, i.e., inter-species distances were 10
times greater than intra-species divergence, which confirmed their species status. Although distances within
T.mystax and T.vitirostris were both 0.1%, which were close to the 4 congeneric species, and the genetic distance
between T.vitirostris and T.mystax was 0.6%, which fell within the scope of most reported intra-species distances,
suggesting their  closer relationship.  Due to some distinguishable morphological  and molecular  differences,
T.mystax and T.vitrirostris should be treated as 2 subspecies or recently diverged species. In conclusion, DNA
barcoding based on CO sequences is useful for identifying correctly 4 Thryssa species in coastal waters of China,
yet the data also revealed possible cases of unrecognized subspecies or recently diverged species. T.mystax and
T.vitrirostris should be managed as 2 significant units, highlighting the importance of synergy between molecular,
and biological researches in understanding and documenting Chinese marine fish biodiversity.
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