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摘要: 三峡库区水位从每年 3 月的 175 m 逐步降低至 6 月的 145 m, 水位下降时间与库区部分鱼类产卵同步, 对鱼

类早期资源造成了严重的影响。本研究以距离大坝 150 km 至 330 km 范围的消落区为研究区域, 通过普查方法收

集暴露于水面或残留于浅滩的鱼卵和仔稚鱼, 利用 DNA 条形码技术鉴定其种类, 初步分析其鱼类组成和分布。通

过对收集的样本进行 mtCO I 序列比对分析, 可将其分为 14 种序列类型, 其中 10 种类型鉴定到种的水平。鲤

(Cyprinus carpio)和鲫(Carassius auratus)占测序样本比例最大, 分别为 50.0%、24.6%, 且分布范围最广。在研究区

域内, 干流上游样品数量和种类均比下游多, 另外, 在支流磨刀溪采集了 733 粒鱼卵和 108 尾仔稚鱼、鉴定到 9 种

鱼类, 是本次研究中样品和种类最多的区域, 表明磨刀溪受三峡库区消落影响最严重, 间接暗示了该支流鱼类资

源丰富, 应给予重点保护。本研究旨在为全面评估三峡库区消落对鱼类早期资源的影响奠定基础。 
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长江三峡大坝是开发和治理长江的关键性工

程, 具有防洪、发电、旅游等综合经济和社会效

益, 但对生态环境带来了巨大的改变和挑战[1]。三

峡大坝按照“冬蓄夏泄”的调度模式蓄水。每年冬

季蓄水至高水位 , 夏季水位降低 , 形成“冬高夏

低”的周期性水位变化。与建坝前水位涨落节律相

反, 使原来适应长江水位节律变化的生态系统变

得十分脆弱或消亡[2]。 

三峡水库消落区由库区消落带和消落缓冲带

两部分组成。其中, 消落带是三峡水库蓄水后, 按

175 m-145 m-175 m 水位方案运行时形成的水位

涨落区。三峡库区每年汛期 6—9 月底按防洪限制

水位 145 m 运行, 10 月初开始蓄水, 库区水位逐

步上升至 175 m; 在枯水期, 根据发电、坝下航运

等需求, 水位逐步下降至 155 m, 6 月上旬末降至

145 m。根据 2008 年至 2016 年 3 月三峡库区典型

断面水位特征分析表明, 三峡库区消落区主要分

布在干流的寸滩以下干流河段, 以及乌江武隆以下

河段。目前, 已有学者对三峡库区的两岸植被[3–4]、

渔业资源[5–6]、群落结构[7]、鱼类时空分布格局[8]

以及蓄水后的鱼类组成和群落结构变化[9–10]等进

行了研究。但是, 缺乏三峡水库消落对消落区鱼

类产卵孵化影响的评估。Perera 等[9]及杨志等[10]

对蓄水后库区鱼类种类组成和群落结构的时空分

布研究表明, 靠近大坝的江段鱼类物种多样性与

丰度最低, 远离大坝溯河而上至库尾江段, 鱼类

种类数逐渐增加。特别是库区中游江段(云阳、万

州区域)鱼类丰度相对较高, 其鱼类群落结构受到

三峡大坝的影响也较大。因此, 本研究选择的消

落区范围是 , 从曲尺乡到燕山乡干流及其支流 , 
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离大坝 150 km 到 330 km, 采用普查方法沿岸搜

集暴露于水面或残留浅水滩的鱼卵和仔稚鱼。 

由于鱼卵、仔稚鱼可用于鉴别的形态特征较

少, 特别是鱼卵, 水位下降后暴露于空气中, 受

精卵干涸变形, 更加不易通过外部形态辨识, 也

不能通过孵化出苗来辨别。近年来 , 随着鱼类

DNA 条形码技术的发展, 越来越多的国内外学者

开始采用 DNA 条形码来解决鱼类(特别是鱼卵、

仔稚鱼)种类鉴定和分类[11–13]。因此, 本研究利用

鱼类线粒体细胞色素 C 氧化酶 I 亚基编码基因

(mtCO I)序列对三峡消落区鱼卵、仔稚鱼种类进

行鉴定及其分布分析, 旨为评估三峡库区消落对

消落区鱼类早期资源的影响提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  调查江段、时间与样品保存 

调查江段包括从三峡库区干流曲尺乡到燕山

乡江段及其支流, 离大坝 150 km 到 330 km 范围

的消落区区域(图 1)。其中干流长度约为 180 km, 

支流长度约为 205 km, 总长度为 385 km。调查时

间为 2016 年 4 月 10 日至 6 月 10 日。采用普查方

法沿岸搜集暴露于水面或残留浅水滩的鱼卵和仔

稚鱼, 并在调查时间内进行循环收集样品。对于

同一地点同一时间的样品, 根据鱼卵、仔稚鱼以

及卵径大小等形态特征初步对其进行分类, 并将

具有相同形态特征的样本保存于含有 95%酒精的

15 mL 无菌离心管作为一份样品。如果同一地点

某一类别的样本数量超过 30, 则只保存 30 颗鱼

卵或 30 尾仔鱼。 

1.2  基因组 DNA 抽提 

根据每份样品保存的鱼卵和仔稚鱼的个数 , 

随机抽取一定比例鱼卵和仔稚鱼。一份样品中含

有鱼卵或仔稚鱼的个数大于 10 的样品, 随机挑取

3 个; 低于 10 的样品, 随机挑取 2 粒鱼卵或 2 尾

仔鱼, 对随机选取的样品采用高盐法分别提取其

全基因组 DNA, 以备后续 PCR 扩增与测序。 

 

 
 

图 1  三峡消落区样品分布示意图 

红色圆点表示样品采集位置, 其他彩色圆点大小表示该区域的样品数量, 不同颜色表示鱼的不同种类. 

Fig. 1  Sampling distribution map in the water-level fluctuation zone of Three Gorges Reservoir 
Red dots indicate sampling location. For other color dots, the size suggests the number of sample, and different colors show different fish species. 
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1.3  mtCO I 扩增与测序 

根据已发表的鱼类 mtCO I 通用引物序列合

成引物[14], 引物信息如下: F: 5′-TCAACCAACC-

ACAAAGACATTGGCAC-3′; R: 5′-TAGACTTC-

TGGGTGGCCAAAGAATCA-3′。PCR 反应程序：

95℃ 5 min; 95  30 s, 56  45 s, 72  45 s, ℃ ℃ ℃ 共 35

个循环; 72℃延伸 7 min。PCR 反应体系(25 μL)：

2×PCR Master Mix 12.5 μL, 50 ng/μL DNA 0.5 μL, 

10 μmoL 上下游引物各 0.4 μL, ddH2O 11.2 μL。

PCR 产物大小约为 650 bp, 纯化回收后送上海生

工生物工程技术服务有限公司进行测序。另外 , 

如果通过 mtCO I 扩增与测序发现该份样品中含

有两种或两种以上鱼类, 则增加样本至 5 个。 

1.4  数据整理与分析 

为了确保所测 DNA序列的可靠性, 所有测得

的 DNA 序列用 BioEdit 软件将序列与测序峰图进

行对比 , 截取有效片段。通过 ClustalX 2.1 和

SEAVIEW 软件将所获得的 mtCO I 序列进行比对

与修整。将经人工校正的 mtCO I 序列在 GenBank

数据库中进行 BLAST 序列类似性搜索, 根据序

列相似性以及碱基差异个数确定鱼卵和仔稚鱼的

种类。 

2  结果与分析 

2.1  样品采集与分布 

根据样品分布位置, 把采样范围分为 8 个区

域, 离三峡大坝由近及远分别为：干流(下)、梅溪

河、干流(中)、石芦河、磨刀溪、汤溪河、干流(上)

和彭溪河。根据鱼卵和仔稚鱼采集时间地点及其

形态特征, 在 385 km 范围的消落区中, 共收集了

132 份样品, 含有 1735 粒鱼卵和 150 尾仔稚鱼。

其中, 在干流(上、中、下)共收集到 24 份样品, 支

流收集到 108 份样品(表 1)。支流磨刀溪收集到的

样品量最多, 且分布广, 59 份样品中含有 733 粒

鱼卵和 108 尾仔稚鱼(图 1, 表 1)。但在干流(下)

和干流(中)采样区域都只收集到一份样品, 分别

含有 9 尾和 1 尾仔稚鱼, 没有搜集到鱼卵。样品

采集地点如图 1 所示。 

2.2  mtCO I 序列分析 

按照采样方法从每一份样品中随机选取一定 

表 1  三峡消落区采集样品数量及种类 
Tab. 1  Taxon and abundance of fish eggs and larvae in  

the water-level fluctuation zone of Three Gorges Reservoir 

样本数量 
number of  
specimen 

采样区域 
sampling 
location 

样品份数
number of 

sample 卵
egg 

苗 
larva 

测序个数 
number of 
sequence 

鉴定种类
identification 

of species

干流(下) 
main stream 
(down) 

1 0 9 4 1 

梅溪河 
Meixi River 

25 336 3 52 4 

干流(中) 
main stream 
(middle) 

1 0 1 1 1 

石芦河 
Shilu River 

3 0 20 8 3 

磨刀溪 
Modao River

59 733 108 148 9 

汤溪河 
Tangxi River

6 113 0 18 3 

干流(上) 
main  
stream (up) 

22 361 9 61 4 

彭溪河 
Pengxi River

15 192 0 42 3 

 

数量的样本, 共抽提了 334 份基因组 DNA 样本。

通过 mtCO I 引物 PCR 扩增、纯化、测序、人工

校正、比对和修整, 共获得 334条 mtCO I序列, 有

效序列长度为 624 bp, 可分为 14 种不同序列类型。 

通过 NCBI BLAST 进行序列相似性比对, 以

及根据上述种类鉴定的标准, 鉴定结果如表 2 所

示。其中, 10 个类型鉴定到种, 分别为鲤(Cyprinus 
carpio)、鲫(Carassius auratus)、白 (Hemiculter 
leucisculus)、名古屋吻虾虎鱼(Rhinogobius nago-
yae)、子陵吻虾虎鱼(Rhinogobius giurinus)、马口

鱼(Opsariichthys bidens)、大鳍鳠(Acheilognathus 
macropterus)、麦穗鱼(Pseudoras boraparva)、白

鲢(Hypophthalmichthys molitrix)和鲇(Silurus asotus); 

3 个类型鉴定到属 , 分别为吻虾虎鱼属 (Rhino-
gobius)、鳑鲏属 (Rhodeus)和新米虾属 (Neocari-
dina); 1 个类型的序列由于与 GenBank 数据库中

中华鳑鲏(Rhodeus ocellatus)和高体鳑鲏(R. sine-
nsis) mtCO I 序列完全一致, 无法区别。此外, 在

干流(中)收集到仅有的 1 个样品, 经序列比对分

析发现为新米虾属。 
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鉴定结果表明鲤、鲫不仅分布范围最广, 分

别在 6 个和 5 个区域中分布, 而且占测序样品比

例最大分别为 50.0%、24.6%(表 2)。磨刀溪区域

鉴定种类类别最多, 含有 9 种(表 1、表 2)。 

3  讨论 

3.1  DNA 条形码技术 

DNA 条形码是指一段能够准确、快速鉴定物

种的标准 DNA 序列。Hebert 等[26]提出将 mtCO I

基因 5′端的 648 bp 片段作为动物界 DNA 条形码

研究的标准基因。其中基于 mtCO I 基因部分序列

的判定标准是分子鉴定物种中最重要的因素。

Ward 等 [24]通过分析澳大利亚 207 种海洋鱼类

mtCO I 基因的 655 bp 片段, 发现其种内 mtCO I

基因序列的平均遗传距离为 0.39%, 属内为

9.93%, 科内为 15.46%; Chen 等[25]对怒江 5 目、

10 科、31 属的 46 种鱼类进行长度为 648 bp mtCO I

基因部分序列分析 , 表明种内平均遗传距离为

0.41%, 属内为 2.14%, 科内为 12.47%。以上研究

结果表明 Ko 等[27]利用 mtCO I 基因序列对台湾

100 种不同形态的仔稚鱼进行种类鉴定研究中, 采

用 mtCO I 序列相似度大于 99%为同一种鱼类, 相

似度在 92%~99%为同属不同种鱼类 , 相似度在

85%~92%为同一科鱼类的准则是合理的。 

 
表 2  鱼卵和仔稚鱼 mtCO I 序列比对结果 

Tab. 2  Alignmentresults of fish eggs and larvae mtCO I sequences 

鉴定类型 
species 

鉴定样本数量 
number of specimen 

分布区域 
distribution area

序列比对长度/bp 
length of sequence alignment

相似度/% 
similarity 

GenBank 

鲤 Cyprinus carpio 
167 ②④⑤⑥⑦⑧ 624 99~100 AP017365.1[17] 

KM492734.1* 
KR861880.1* 

鲫 Carassius auratus 
82 ②⑤⑥⑦⑧ 624 99~100 KM261767.1* 

KR861803.1* 
GU086396.1* 

吻 虎鱼属 Rhinogobius 
20 ②④⑤ 624 95 KX898434.1* 

KT357638.1* 
KP694000.1* 

白  Hemiculter leucisculus 
29 ⑤ 624 99 ~100 KR862013.1* 

HQ536384.1* 
KF956522.1* 

高体鳑鲏或中华鳑鲏 
Rhodeus ocellatus or  
Rhodeus sinensis 

5 ⑤ 624 99~100 KM610905.1[15] 

KF533721.1[18] 

KM610891.1[15] 

名古屋吻虾虎鱼 
Rhinogobius nagoyae 

3 ⑤ 624 99 AB988770.1[19] 

鳑鲏属 Rhodeus 2 ⑤ 624 93 KM610896.1[15] 

子陵吻虾虎鱼 
Rhinogobius giurinus 

1 ⑤ 624 100 KF371534.1[20] 

KP892753.1* 
KM610876.1[15] 

马口鱼 
Opsariichthys bidens 

2 ②⑤ 624 99 DQ367044.1[21] 

KR862054.1* 

大鳍鳠 
Acheilognathus macropterus 

10 ①④⑦ 624 99~100 EF483935.1[22] 

KJ499466.1[23] 

KR861749.1* 

麦穗鱼 Pseudoras boraparva 4 ⑥ 624 99~100 JQ979166.1[24] 

KM610815.1[15] 

白鲢 
Hypophthal michthy molityix 

5 ⑦ 624 100 KR862050.1* 
EU315941.1*  

鲇 Silurus asotus 3 ⑧ 624 99~100 KP112439.1* 
JN116720.1[25] 

注：①代表干流(下); ②代表梅溪河; ③代表干流(中); ④代表石芦河; ⑤代表磨刀溪; ⑥汤溪河; ⑦代表干流(上); ⑧代表彭溪

河.“*”表示数据已上传 GenBank, 但未发表. 

Note: ① means mainstream (down); ② means Meixi River; ③ means mainstream(middle); ④ means Shilu River; ⑤ means Modao River; ⑥ means 

Tangxi River; ⑦ means mainstream (up); ⑧ means Pengxi River. “*” means mtCO I sequence has been deposited in GenBank, but unpublished. 
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本研究采用 Ko 等[27]的标准对三峡消落区的

样本进行种类鉴定。鉴定结果如表 2 所示, 10 个

类型鉴定到种, 3 个类型鉴定到属。本研究中鉴定

到种的 mtCO I 基因序列与数据库中的序列相似

性都超过了 99%, 并且只与一个物种匹配; 另外, 

3 个类型鉴定到属的相似性分别为 93%、95%和

96%。除了 1 个类型与高体鳑鲏和中华鳑鲏的序

列完全一致, 无法区分到种, 其他鉴定结果都能

够准确区分物种类型。DNA 条形码在种内和种间

遗传距离的差异是准确鉴别物种的关键基础。只

有种间最小遗传距离大于相应的种内最大遗传距

离, 才能够被有效区分和鉴别。因此, 结合传统形

态分类学, 验证三峡库区或长江上游鱼类 mtDNA

条形码的有效性, 并建立完整的、准确的 mtCO I

基因序列条形码数据库; 针对 mtCO I 基因序列无

法区分的种类开发了新的分子标记, 可为三峡消

落区和长江上游鱼卵和仔稚鱼种类的快速、准确

鉴定提供可靠依据。 

3.2  三峡消落区早期鱼类资源分布特征 

2015 年三峡库区鱼类资源调查结果表明(倪

朝辉等, 未发表资料), 库区产黏(沉)性卵鱼类有

50 余种。根据产卵特性, 可将筑巢介质分为植物

性介质(水草、树枝等)、砂砾石介质、空隙固体

类介质以及动物性介质, 部分鱼类可以同时利用

多种介质。三峡库区水位消落将导致这些黏附于

介质上的卵暴露于水面, 导致孵化失败, 或仔稚

鱼残留于浅水滩中, 最终干涸致死。而库区绝大

部分产黏(沉)性卵鱼类的产卵时间集中在每年 4

到 6 月份。根据长江水文监测显示, 2015 年 2 月

中旬库区水位开始明显降落, 至 6 月中下旬降至

三峡坝前 145 m 的防洪水位, 8 月中下旬水库水位

开始抬升, 至 10 月中下旬三峡坝前水位抬升至

174 m 以上。整个水库消落时段主要是 2 月中旬

至 6 月中下旬。其中主降期是 4 月下旬至 6 月中

下旬, 为期 2 个月。其主消落期也是大部分产黏

(沉)性卵鱼类的排卵期。因此, 为评估三峡库区消

落对消落区鱼类早期资源的影响, 本研究在 2016

年 4 月中旬至 6 月中旬, 既是三峡库区主消落期, 

又是库区大部分产黏(沉)性卵鱼类集中产卵季节, 

对离三峡大坝 150 km 到 330 km 干流及其附属 5

条支流进行普查采集鱼卵和仔稚鱼, 并通过mtCO I

基因部分序列鉴定其种类。 

样品收集结果表明, 在干流区域总体上采到

的样品较少, 共计 24 份, 主要集中在干流(上), 

而干流(中)和干流(下)仅各采集到一份样品。这种

现象可能与干流两岸地貌特征相关, 因为干流多

石壁、泥岸, 有水草的岸边较少[28], 并且样品被

采集地多为库汊, 干流(上)的库汊数量比干流(中)

和干流(下)多。另外, 也可能与渔业资源相关, 因

为研究表明云阳区域鱼类资源相比下游丰富[9–10], 

所以干流(上)区域受到消落的影响也相应严重 , 

收集到的样品比另外两个干流区域的多。 

本研究中, 在干流(上)采集到的样品数量和

鱼类种类都比干流(中)和干流(下)多 , 暗示了三

峡库区干流上游鱼类资源相比下游丰富。该结果

与杨志等[10]与 Perera 等[9]对三峡库区鱼类分布格

局研究结果一致。另外, 磨刀溪区域收集到的样

本和鉴定到的鱼类种类不仅在 5 个支流中最多, 

而且也是本次普查中最多的区域。表明磨刀溪在

本次普查区域中受到的三峡库区消落影响最大 , 

但也间接反映了其鱼类资源相对丰富, 应在今后

加强鱼类资源调查和保护研究。可通过设置漂浮

性人工鱼巢来减轻三峡库区消落对其鱼类早期资

源的影响。 
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Abstract: Three Gorges Dam is a vital project in the development and harnessing of the Yangtze River. Water-level 
fluctuation zone of Three Gorges Reservoir, which refers to the area along the Three Gorges Reservoir banks 
bounded by minimum (145 m) and maximum (175 m) water levels of the Three Gorges Reservoir, has provoked a 
series of ecological problems, which included soil erosion, reduction in ecosystem types, decrease in biodiversity 
and so on. However, effect of water level fluctuating on fish of early life history stages in the water-level fluctua-
tion zone was not yet reported. In this study, the research area was between 150 km and 330 km from Three 
Gorges Dam, where fish eggs and larvae, exposed to water or remained in shallows, were collected. Based on dis-
tribution of sampling places, the research area was divided into 8 regions, which were mainstream (down), Meixi 
River, mainstream (middle), Shilu River, Modaoxi River, Tangxi River, mainstream (up), and Pengxi River. Ac-
cording to sampling time and place, and morphological characters of fish eggs and larvae, 132 samples were pre-
served, including 1735 fish eggs and 150 larvae. Twenty-four samples were collected in mainstream. But only one 
sample in respective mainstream (middle) and mainstream (down) included respective one and nine larvae, in 
which no fish egg was found. In Modaoxi River, a tributary of Three Gorges Reservoir, there were the most sam-
ples in this study, and 59 samples were collected including 733 fish eggs and 108 larvae. Due to insufficient mor-
phological diagnostic characters in kraurotic fish eggs and larvae, it is easy to misidentify in the genus or species 
level. So, this study was employed DNA barcoding technology to identify the samples. DNA barcoding technology 
could be used as a rapid tool to distinguish morphologically similar species, and survey many uncertain species 
and species composition. Previous researches have shown that only molecular identification could guarantee iden-
tification of fish eggs and larvae to the species level. Through mtCO I sequence alignment, and based on mtCO I 

sequences similarity values (species: >99%, genus: 92%99%, family: 85%92%), the samples were distinguished 
to 14 types, of which 10 types were identified to species: Cyprinuscarpio, Carassiusauratus, Hemiculterleuciscu-
lus, Rhinogobius nagoyae, Rhinogobius giurinus, Opsariichthysbidens, Acheilognathusmacropterus, Pseudoras-
boraparva, Hypophthalmichthys molitrix, and Silurusasotus; three types were identified to genus: Rhinogobius, 
Rhodeus, and Neocaridina; and one type mtCOI sequence was the same with Rhodeusocellatus and Rhodeus 
sinensis. If fish DNA barcode database of Yangtze River or Three Gorges Reservoir could be completely and ac-
curately constructed, and new molecular markers could be developed for fishes that can be not distinguished by 
mtCO I barcode, it would help to further identify fish eggs and larvae in the water-level fluctuation zone and in-
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vestigate fish resources of the Yangtze River. Cyprinus carpio and Carassius auratus had the largest proportion in 
the samples, 50.0% and 24.6% respectively, and widely distributed. The number and species of samples in up-
stream of mainstream was more than downstream in the research area. It may be not only related to its topography, 
and also its fish resources. In Modaoxi River, the number and species of samples was the most in this research area, 
which contained nine fish species. The result showed that it was more affected from the water level fluctuating, at 
the same time, it also indicated that fish resource were rich in Modaoxi River, which should be got more attention 
in the future fish resources investigation and protection in Three Gorges Reservoir. This study employed DNA 
barcoding technology to identify fish eggs and larvae collected in partial water-level fluctuation zone, which 
would contribute to comprehensively assessing the effect of water level fluctuating on fish resources in water-level 
fluctuation zone of Three Gorges Reservoir. 
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