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摘　要：为了快速区分长江流域各水体中的鲚属鱼类，利用单核苷酸多态性（Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＳＮＰ）标记对短颌鲚（Ｃｏｉｌｉａｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ）、湖鲚（Ｃ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓ）和刀鲚（Ｃ．ｎａｓｕｓ）进行物种鉴定。从１２０
个在短颌鲚和刀鲚之间分化指数（Ｆｓｔ）为１的ＳＮＰ位点中随机挑选出２０个用于引物设计，从２１个在湖鲚和
刀鲚之间分化指数较高的ＳＮＰ位点中随机挑选出１０个设计引物。随机挑２０尾短颌鲚、２０尾湖鲚和１２尾刀
鲚用设计的引物扩增、测序。结果表明：洞庭湖和鄱阳湖的短颌鲚与刀鲚可以使用以上１９个 ＳＮＰ分子标记
中的任何一个完全分开，剩下１个ＳＮＰ标记在所扩增的样本中没有发现多样性变异而被弃用。用于区分湖
鲚与刀鲚的１０个ＳＮＰ分子标记中有８个在所测样本中可以扩增并用于物种鉴定。其中单独使用ＣｔＣｎ＿ｗｔａｐ
位点时，湖鲚和刀鲚的基因频率相差最大，当使用ＣｔＣｎ＿ｗｔａｐ和ＣｔＣｎ＿ｅｉｆ２ｂ４位点时，对湖鲚和刀鲚的鉴别准
确率可以达到１００％。本研究提供了稳定、高效和低成本识别短颌鲚和刀鲚、湖鲚和刀鲚的方法，为今后鲚属
鱼类的物种鉴定和资源保护提供了有效的工具。
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　　刀鲚（Ｃｏｉｌｉａｎａｓｕｓ）是一种重要的溯河产卵
鱼类，是１８４６年根据一尾采集于日本的标本命名
的［１］，隶 属 鲱 形 目 （Ｃｌｕｐｅｉｆｏｒｍｅｓ）、

!

科

（Ｅｎｇｒａｕｌｉｄａｅ）、鲚属（Ｃｏｉｌｉａ）［２３］。刀鲚生活在西
北太平洋沿海和河口地区，成熟后每年迁移至淡

水区进行产卵。在长江流域，它们通常迁移至一

些小支流和淡水湖泊进行产卵，例如洞庭湖、鄱

阳湖和太湖等水域。此外，在长江流域中还存在

２种相近的鲚属鱼类，即湖鲚（Ｃｏｉｌｉａ．ｎａｓｕｓ
ｔａｉｈｕｅｎｓｉｓ）和短颌鲚 （Ｃｏｉｌｉａ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ）。
１９８０年，袁传宓等［４］研究发现湖泊捕捞到的定居

型“刀鲚”与长江主干流中捕捞的洄游型刀鲚存

在形态差异。一些形态特征，例如椎体平均数、

臀鳍鳍条的平均数，吻长与眼径及肝长之比等，

被作为区分巢湖和太湖淡水定居型刀鲚和长江

洄游型刀鲚的依据，并以此定名一个新亚种

湖鲚［４］。湖鲚是刀鲚定居于淡水的一种生态型，

生活在长江流域下游的一些淡水湖泊中，可以在

淡水中完成它们的整个生命周期，如太湖和巢

湖［４］。１９０８年，ＫＲＥＹＥＮＢＥＲＧ等［５］描述了一尾

从洞庭湖采集的标本，由于它的上颌较短，所以

被命名为一个新种，短颌鲚。短颌鲚也是一种淡

水定居型刀鲚，但是它们主要分布在与长江流域

相通的更上游的淡水湖泊，例如鄱阳湖和洞庭

湖［６］。对于短颌鲚和刀鲚、湖鲚和刀鲚之间是否

互为有效种或亚种，在之前一直缺乏统一的认

知。

刀鲚作为长江的名贵鱼类，以肉味鲜美而著

称，曾为长江下游最重要的经济鱼类之一［７］。然

而由于水体环境污染、洄游通道受阻以及捕捞过

度等原因，刀鲚的资源产量急剧下滑［８］，已经不

能形成渔汛，受供求关系的影响，价格一路飙升，

为获取巨大利益，渔民们非法捕捞，对长江的生

物资源造成严重影响。据统计，在２０１２年，由于



１期 程方圆，等：应用单核苷酸多态性（ＳＮＰ）标记鉴定短颌鲚、湖鲚和刀鲚

长江刀鲚资源稀少，市场价达到了２００００元／ｋｇ。
在巨大的利润推动下，许多商人利用短颌鲚和湖

鲚冒充长江刀鲚［９］。短颌鲚、湖鲚和刀鲚之间如

何区分，一直是很多学者研究的热点。

早期分类学研究为刀鲚的不同生态型提供

了形态学判别特征，依据形态学特征鉴定物种方

便易行又简单直观，是研究鲚属鱼类分类问题最

常使用的方法［１０］。但是通过形态学方法进行物

种鉴定往往得到矛盾的结果，可能是由于用来区

分刀鲚和湖鲚、刀鲚和短颌鲚的形态测量特征不

稳定造成的。例如，程起群等［１１］早期使用框架分

析方法比较了刀鲚和湖鲚形态差异，结果表明，

两个群体之间的形态差异只属于种内不同地理

种群之间的差距，并没有达到亚种水平的差异。

向文殿等［１２］通过对南四湖、洪泽湖和太湖的湖鲚

进行形态差异分析表明，太湖湖鲚的群体形态差

异最大，已有一定程度的形态分化。此外，研究

发现短颌鲚的上颌没有到达鳃盖的边缘被用作

区别于刀鲚的形态特征［１３］，但是其他研究中在太

湖的湖鲚和从长江主支流中捕捞到的刀鲚中也

发现有上颌较短的个体［１３１４］。因此，形态学的方

法并不能作为一种有效鉴别刀鲚的方法。

随后的分子研究表明，刀鲚、短颌鲚和湖鲚

的遗传分化较低，在它们之间没有显著的遗传结

构差异［１５１６］。ＹＡＮＧ等［１６］利用扩增片段长度多

态性（ＡＦＬＰ）技术，对鲚属鱼类进行遗传亲缘关
系分析，表明短颌鲚、湖鲚和刀鲚应为同物异名

的同一物种。杨金权等［１７］使用线粒体控制区全

序列证明了鄱阳湖短颌鲚、湖鲚与刀鲚是同一个

物种，短颌鲚和湖鲚为刀鲚的淡水生态型，并非

有效物种。张燕萍等［１８］基于线粒体控制区序列，

分析刀鲚和短颌鲚的遗传多样性，结果表明刀鲚

和短颌鲚尚未达到种或亚种水平的分化。但是

大多数分子研究是基于单个的线粒体基因，统计

鉴定力低，不能够提供强有力的证据，所以不能

有效地区分短颌鲚和刀鲚、湖鲚和刀鲚。

在刀鲚资源调查和物种保护的工作中，常常

需要对刀鲚的生态型（物种）进行区分［１９］。目前

比较有效的方法是使用耳石微量元素检测，因为

生活过不同环境的刀鲚耳石中微量元素的比率

不一样，所以可以根据耳石中的微量元素的比率

推断刀鲚的生态型。有基于耳石微量元素的研

究［２０］表明长江安徽和县江段刀鲚资源组成复杂，

同时存在短颌鲚和刀鲚，即洄游群体中可能存在

短颌鲚；而短颌鲚中也存在洄游型的刀鲚个

体［２１］。测量耳石的微量元素来探究每尾鱼的生

活史，确定湖泊中的鱼是否为洄游型还是定居型

的方法，虽然大大提高了准确性，但是检测方法

较为繁琐且成本昂贵［２２］。

由于长江流域刀鲚的成鱼数量急剧减少，所

以对于产卵区的保护显得尤为重要［８］。ＪＩＡＮＧ
等［１］认为，产卵地的保护可以确保刀鲚资源的可

持续性，但耳石微化学的方法对鱼体的大小有一

定的要求，不能够用于确定仔鱼和受精卵是否为

洄游型刀鲚的后代。因此，急需一种快速高效的

方法来区分短颌鲚和刀鲚、湖鲚和刀鲚，从而更

有针对性地保护资源［２３］。

本研究团队在前研究中，应用跨物种靶基因

富集方法［２４］收集了刀鲚、湖鲚和短颌鲚的基因组

水平的数据，证明了洞庭湖和鄱阳湖的短颌鲚与

刀鲚互为有效种，太湖和巢湖的湖鲚与洄游型的

刀鲚差异较小，并且找到了在短颌鲚和刀鲚、湖

鲚和刀鲚之间存在区别的 ＳＮＰ位点。本研究测
试了以上 ＳＮＰ位点，用来开发区分短颌鲚和刀
鲚、湖鲚和刀鲚的分子标记，希望为刀鲚的物种

鉴定和保护提供一种有效的方法［２５］。

１　材料与方法

１．１　实验材料与ＤＮＡ提取
共采集了２０尾短颌鲚样本，分别来自２个湖

泊鄱阳湖（ＰＹ，ｎ＝１０，来自３个采样点）和洞庭湖
（ＤＴ，ｎ＝１０，来自３个采样点）。２０尾湖鲚样本，
分别来自２个湖泊太湖（ＴＨ，ｎ＝１０，来自３个采
样点）和巢湖（ＣＨ，ｎ＝１０，来自２个采样点）。１２
尾洄游型刀鲚样本，分别来自长江的主河道和重

要支流（ＣＪ，ｎ＝１２），如靖江、环崇明岛的长江分
流和上海沿海的芦潮港（表１和图１）。

大多数的定居型群体样本都为１０月份之后
采集的。１０月份之后洄游型的刀鲚已经离开淡
水湖泊，增加了我们在湖泊中采到定居型样本的

概率。我们也通过测定样本矢耳石的Ｓｒ／Ｃａ来进
一步验证生态型［１］。从每个湖泊中分别挑选多

个采集点的样本测量矢耳石微量元素 Ｓｒ／Ｃａ（每
个湖泊４～５尾），另选１尾洄游型的样本作为参
照比较，发现从湖泊中采集的鱼矢耳石的中心、

边缘和中间位置的 Ｓｒ／Ｃａ很稳定，几乎没有数量
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级的波动，认定它们是淡水定居型。与此相反，

洄游的刀鲚矢耳石３个位置的 Ｓｒ／Ｃａ在中间和
边缘处存在明显的差异。因此，进一步验证了湖

泊采集的样本确实是淡水定居型。

取样本的胸鳍条和肌肉浸泡于９５％的乙醇

储存在 ４℃冰箱中。使用组织 ＤＮＡ试剂盒
（ＯｍｅｇａＢｉｏｔｅｋ，Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ，ＵＳＡ）提取所有样
本的ＤＮＡ，使用琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ提取
的结果，然后置于－２０℃的冰箱中以备后续实验
使用。

表１　刀鲚、湖鲚和短颌鲚的样本采集信息
Ｔａｂ．１　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｏｆＣ．ｎａｓｕｓ，Ｃ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓａｎｄＣ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ

水域

Ｗａｔｅｒｓ
种群

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
采样点

Ｌｏｃａｔｉｏｎ
样本数量／尾
Ｎｏ．ｏｆｓａｍｐｌｅｓ

总计／尾
Ｔｏｔａｌ

采样时间

Ｔｉｍｅｏｆｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

洞庭湖（ＤＴ） 短颌鲚

岳阳 ３ １０ ２０１３／４／２２
沅江 ３ ２０１６／９／８
沅江 ４ ２０１６／１１／４

鄱阳湖（ＰＹ） 短颌鲚

德安 ３ １０ ２０１６／９／４
德安 ３ ２０１６／１１／８
鄱阳 ４ ２０１６／１１／８

巢湖（ＣＨ） 湖鲚
居巢 ５ １０ ２０１６／９／６
巢湖 ５ ２０１６／１１／６

太湖（ＴＨ） 湖鲚

光福 ３ １０ ２０１３／１１／２２
无锡 ３ ２０１６／１１／３
苏州 ４ ２０１６／１１／３

长江（ＣＪ） 刀鲚

崇明岛 ３ １２ ２０１３／４／１
芦潮港 ６ ２０１２，２０１３／１１／２３
靖江 ３ －

图１　采样点分布图
Ｆｉｇ．１　ＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎＬｏｃａｔｉｏｎｓ

　　将测序验证后的序列用 ＭＥＧＡ７软件分析基
因序列的变异位点（ＳＮＰ位点），对比测序后的数
据峰图，找到峰值图中对应 ＭＥＧＡ７序列里观察
到的变异位点，基因型统计时，二倍体纯合位点

记为两个相同的碱基，显示为单峰图；而杂合位

点则记为两个不同的碱基，显示为套峰，以此计

算等位基因频率。基于测序结果，分别统计了短

颌鲚与刀鲚、湖鲚与刀鲚之间的差异分子标记在

各群体样本中的基因频率信息。

１．２　引物设计、ＰＣＲ扩增和测序
本实验使用的标记为之前靶基因富集研究

中发现的 ＳＮＰ分子标记。在定居型的短颌鲚和
洄游型的刀鲚之间共发现了 １２０个分子标记位
点，其中有６８个Ｆｓｔ分化指数为１的位点。从６８
个标记位点中随机挑选２０个用于引物设计（表
２）。在湖鲚和刀鲚之间发现了２１个分子标记位
点，按照Ｆｓｔ分化指数的由高到低和Ｐ显著性挑选
了１０个用于设计引物（表３）。ＰＣＲ反应体系为
２５μＬ，包括２×ＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ（南京诺
唯赞生物科技有限公司：Ｐ１１１０１／０２／０３）、ＤＮＡ
样品 １μＬ、上下游引物各 ０．５μＬ，最后使用
ｄｄＨ２Ｏ补充到２５μＬ。反应程序：９４℃预变性５
ｍｉｎ，３０～３５个循环，９４℃变性３０ｓ、退火温度为
每对上下游引物的平均数４５ｓ、７２℃延伸６０ｓ，
循环结束，７２℃延伸７ｍｉｎ。每个样品 ＰＣＲ产物
使用１．５％的琼脂糖凝胶电泳检测扩增情况，将
扩增出的ＰＣＲ目标产物送至上海生物工程公司
单向测序。

１．３　数据分析
使用ＣｏｎｄｏｎＣｏｄｅＡｌｉｇｎｅｒ６．０．２软件（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｃｏｄｏｎｃｏｄｅ．ｃｏｍ／ａｌｉｇｎｅｒ／ｄｏｗｎｌｏａｄ．ｈｔｍ）对测
序结果进行初步的处理，并进行人工校正。根据

软件显示的峰值图，将含有变异位点序列的前或
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１期 程方圆，等：应用单核苷酸多态性（ＳＮＰ）标记鉴定短颌鲚、湖鲚和刀鲚

后端的杂峰序列删除，以确保数据的准确性。最

后，将所有生工测序的数据与设计引物所用的数

据 合 并，用 ＭＥＧＡ７ 软 件 （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ｍｅｇａｓｏｆｔｗａｒｅ．ｎｅｔ／）进行比对，验证所得数据变异
位点是否与最初设计引物的数据变异位点相一

致。

表２　用于区分短颌鲚与刀鲚的２０个ＳＮＰ分子标记的引物
Ｔａｂ．２　Ｐｒｉｍｅｒｓｏｆ２０ＳＮＰｍａｒｋｅｒｓｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇＣ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓａｎｄＣ．ｎａｓｕｓ

引物编号

ＰｒｉｍｅｒｓＩＤ
基因名

Ｇｅｎｅｎａｍｅ ＥｎｓｅｍｂｌｅＩＤ 片段大小

Ｓｉｚｅ／ｂｐ
上游引物

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ
下游引物

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ
ＣｂＣｎ＿ｎｙｘ ｎｙｃｔａｌｏｐｉｎ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００６１７９１ １７５ ＣＴＧＧＡＣＡＡＧＡＡＣＡＧＣＣＴＣＡＡＧＴＴＣ ＧＣＡＧＧＴＡＧＣＴＧＡＴＧＴＡＧＴＣＧＴＴＧＴＴ
ＣｂＣｎ＿ＮＯＤ１ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００３６３０８ ３５０ ＣＴＧＧＡＧＡＡＣＴＴＧＧＡＣＧＡＴＣＴＣＡＴＴ ＡＡＡＴＣＡＣＴＧＴＧＧＡＴＣＴＣＡＴＣＧＴＡＧＣ
ＣｂＣｎ＿ｐｓｍｄ１４ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ２６Ｓｓｕｂｕｎｉｔ，ｎｏｎＡＴＰａｓｅ１４ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００６３１００ ３００ ＡＴＧＴＴＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＡＧＴＣＡＡＣＡ ＴＧＴＣＴＧＡＴＧＴＣＴＧＴＧＡＡＡＣＴＴＴＡＧＣＣ
ＣｂＣｎ＿ＣＲＥＢＺＦ ＣＲＥＢ／ＡＴＦｂＺＩＰｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００８９７８７ ２１１ ＣＡＡＧＣＡＡＧＡＡＡＡＴＧＧＡＣＡＣＴＴＧＡＡＣ ＣＡＣＣＴＴＴＡＣＣＣＴＣＴＴＴＴＴＧＧＧＴＡＴＧ
ＣｂＣｎ＿ＳＥＴＤ２ ＳＥＴｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２ ＥＮＳＧＡＣＧ０００００００８６７１ ３０９ ＡＴＧＡＣＣＴＡＣＣＣＡＣＣＣＧＧＣＴＡＣ ＧＣＴＧＧＧＣＴＧＧＡＣＧＡＡＣＴＧ
ＣｂＣｎ＿ｍｅｄ１６ ｍｅｄｉａｔｏｒｃｏｍｐｌｅｘｓｕｂｕｎｉｔ１６ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００４０７７９ ３５５ ＣＴＧＴＴＣＧＧＡＧＧＧＡＡＧＣＣＡＡＴ ＧＴＧＴＧＡＧＧＡＡＣＴＴＧＡＧＧＴＧＴＧＴＧＡ
ＣｂＣｎ＿ｒｐｌ８ ｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎ１８ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００１４８６７ １５０ ＣＣＴＧＴＴＧＡＧＣＡＴＣＣＣＴＴＣＧ ＣＴＴＧＴＣＣＴＧＧＡＣＧＧＴＣＴＴＴＧＴＴ
ＣｂＣｎ＿ｍｂｐｂ ｍｙｅｌｉｎｂａｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎｂ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００８９４１３ １５５ ＧＣＡＣＡＧＣＴＧＡＣＣＣＣＡＡＣＧＡＣ ＣＴＣＣＧＴＡＣＣＡＧＣＴＣＣＧＣＴＧＴ
ＣｂＣｎ＿ｒａｒｓ ａｒｇｉｎｙｌｔＲＮＡｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００５４５３０ １５２ ＡＣＣＡＣＧＡＧＡＡＧＧＡＧＴＧＧＡＡＧＣ ＧＣＡＧＴＡＡＣＡＧＣＴＧＴＣＧＴＡＧＡＡＣＴＣＧ
ＣｂＣｎ＿ｒａｂｉｆ ＲＡＢｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ ＥＮＳＤＡＲＧ０００００００２６９０ １８９ ＧＡＡＧＡＡＧＴＣＣＡＧＣＡＴＣＴＣＣＣＡＧＴ ＴＴＣＴＴＧＴＣＧＴＣＴＡＡＡＣＡＧＴＧＣＣＡＡＣ
ＣｂＣｎ＿ｓｆ３ｂ１ ｓｐｌｉｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ３ｂ，ｓｕｂｕｎｉｔ１ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００５６１３８ １８４ ＡＧＴＧＧＡＡＣＴＧＧＣＣＡＡＣＡＡＧＧＴ ＧＴＡＧＡＧＧＡＴＧＣＣＧＴＣＧＡＴＡ／ＧＡＧＣＴＧ
ＣｂＣｎ＿ｓｉ：ｃｈ２１１ ｓｉ：ｃｈ２１１２３３ａ２４．２ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００６２３３０ １４３ ＡＣＴＴＴＧＡＣＧＡＴＧＣＣＴＴＣＣＴＣＡＣＣＴＡ ＧＴＣＡＴＴＣＴＧＣＡＧＧＣＣＣＡＧＧＴＡＧ
ＣｂＣｎ＿ＰＤＰＲ ｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｕｂｕｎｉｔ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００２３１１３ １５４ ＧＴＧＡＴＧＴＣＧＧＴＧＧＧＡＣＡＧＡＡＧＴＡ ＣＡＡＡＴＴＴＧＡＣＣＣＴＧＡＡＣＴＣＣ
ＣｂＣｎ＿
Ｃ１０Ｈ２１ｏｒｆ５９ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ２１ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００３５３３２ １３１ ＣＡＧＡＡＣＡＴＧＧＣＡＴＣＡＣＡＣＴＡＣＣＡＣ ＴＴＣＡＴＣＣＴＴＣＴＴＡＡＡＴＴＣＡＧＣＡＣＣＡ

ＣｂＣｎ＿ｐｉｇｏ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌｇｌｙｃａｎａｎｃｈｏｒｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ｃｌａｓｓＯ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００１１７４３ １６６ ＧＡＧＧＡＴＧＴＣＣＴＧＣＴＡＣＣＡＴＣＡＴＣＴ ＣＡＧＧＣＡＧＣＴＴＧＴＴＣＴＣＧＴＡＡＧＧ
ＣｂＣｎ＿ＳＰ３ Ｓｐ３ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ ＥＮＳＴＮＩＧ００００００１６９４７ ３５０ ＣＣＴＡＡＣＡＴＣＣＡＧＴＡＣＣＡＧＧＴＧＡＴＣＣ ＧＡＣＡＧＣＣＣＴＡＡＣＧＡＧＴＣＣＡＧＧＴＣ
ＣｂＣｎ＿ｕｂｒ５ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｌｉｇａｓｅＥ３ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｎｒｅｃｏｇｎｉｎ５ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００１８１９２ ２０２ ＣＧＣＴＡＣＧＣＴＧＣＴＧＡＣＴＧＣＡＣ ＣＡＧＣＧＴＧＧＴＣＴＧＣＴＧＧＴＴＣＡＴ
ＣｂＣｎ＿ｔｍｔｃ４ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅａｎｄｔｅｔｒａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅｒｅｐｅａｔｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ４ＥＮＳＤＡＲＧ００００００２０４４７ １７０ ＧＣＴＴＣＣＡＣＧＴＧＣＴＣＡＡＣＡＴＣ ＧＴＧＡＡＣＴＧＧＧＴＧＧＧＣＡＧＣＡ／ＧＡ
ＣｂＣｎ＿ｎｏ ／ ＥＮＳＴＮＩＧ００００００１９２６２ １７２ ＡＡＧＴＧＴＴＴＧＧＡＡＧＴＧＣＡＧＣＡＧＡＡＡＴＣＴＡＡＧＡＧＴＡＣＴＧＧＡＧＡＧＣＣＣＣＴＴＧＣ
ＣｂＣｎ＿ｚｎｆ２３６ ｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ２３６ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００９５８９０ １６３ ＣＣＴＣＡＴＣＧＴＴＧＴＧＡＣＣＡＧＴＧＴＣ ＣＴＴＣＴＴＴＣＴＣＧＴＧＧＡＧＣＡＴＡＡＴＧＴＧ

表３　区分湖鲚和刀鲚的１０个ＳＮＰ分子标记的引物
Ｔａｂ．３　Ｐｒｉｍｅｒｓｏｆ１０ＳＮＰｍａｒｋｅｒｓｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇＣ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓａｎｄＣ．ｎａｓｕｓ

引物编号

ＰｒｉｍｅｒｓＩＤ
基因名

Ｇｅｎｅｎａｍｅ ＥｎｓｅｍｂｌｅＩＤ 片段大小

Ｓｉｚｅ／ｂｐ
上游引物

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ
下游引物

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ

ＣｔＣｎ＿ａｂｃｂ７ ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇ ｃａｓｓｅｔｔｅ， ｓｕｂｆａｍｉｌｙ Ｂ （ＭＤＲ／
ＴＡＰ），ｍｅｍｂｅｒ７ ＥＮＳＧＡＣＧ００００００１８２３１ ２０３ ＴＡＡＧＧＴＧＧＣＡＧＡＧＣＧＡＧＧＧＡＡＣ ＣＣＴＴＧＡＣＧＣＴＧＴＴＣＡＧＧＡＴＣＴＣ

ＣｔＣｎ＿ｇｃｎ１ｌ１ ＧＣＮ１ｇｅｎｅｒａｌｃｏｎｔｒｏｌｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓ１
ｌｉｋｅ１ ＥＮＳＴＮＩＧ００００００１１４５８ ２１２ ＡＴＣＡＣＴＣＣＣＡＴＣＣＴＧＴＴＧＧＡＣ ＴＣＧＧＴＧＡＧＡＧＡＧＴＡＣＡＴＧＴＴＧＣＣＴＡ

ＣｔＣｎ＿ｓｐｏｎ２ｂ ｓｐｏｎｄｉｎ２ｂ，ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ ＥＮＳＤＡＲＧ０００００００２７３２ ２１３ ＡＣＴＣＡＣＡＧＴＴＣＧＧＡＣＴＡＣＣＡＣＡＴＣＴ ＧＴＧＴＣＴＣＧＣＡＡＡＧＡＣＣＴＣＧＡＡＣ
ＣｔＣｎ＿ｍｅｄ２３ ｍｅｄｉａｔｏｒｃｏｍｐｌｅｘｓｕｂｕｎｉｔ２３ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００２９１５７ １９１ ＡＧＡＡＣＡＡＣＧＴＴＣＣＴＣＡＧＧＡＧＡＧＣ ＧＡＡＴＣＣＧＡＴＴＴＧＧＴＴＧＡＴＧＴＧＧＴ
ＣｔＣｎ＿ｍｔｆ１ ｍｅｔａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１ ＥＮＳＯＲＬＧ００００００１４４１１ １６９ ＧＡＧＧＡＧＧＡＡＧＧＧＧＡＴＧＧＣＧＣＧＣＴＧ ＡＣＴＣＴＧＡＧＴＧＣＡＧＴＧＴＧＡＧＴＧＴＧＧ
ＣｔＣｎ＿ＤＮＡＨ２ ｄｙｎｅｉｎ，ａｘｏｎｅｍａｌ，ｈｅａｖｙｃｈａｉｎ２ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００８７３５２ １４１ ＴＡＣＡＣＧＧＡＧＧＴＧＧＣＧＡＡＣＡＡＴＧＴＧ ＧＣＴＧＡＧＣＡＧＣＴＧＧＧＴＧＡＡＣＴ

ＣｔＣｎ＿ｅｉｆ２ｂ４ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２Ｂ，ｓｕｂｕｎｉｔ
４ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００１４００４ １２６ ＣＡＴＴＡＴＴＧＧＣＴＡＡＣＧＧＣＴＡＣＧＴＧＡＴ ＴＴＴＧＣＡＣＴＣＧＴＴＣＡＣＡＧＡＡＣＴＴＧＴＡ

ＣｔＣｎ＿ｕｐｆ２ ＵＰＦ２ｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｎｏｎｓｅｎｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｓｈｏｍｏｌｏｇ ＥＮＳＧＡＣＧ０００００００１０８０ １２５ ＡＣＴＣＣＡＡＧＧＧＧＧＡＧＴＴＧＡＧＴＧ ＣＡＧＴＴＣＡＧＧＣＡＴＡＴＴＣＴＣＡＴＣＣＡＧ
ＣｔＣｎ＿ｗｔａｐ Ｗｉｌｍｓｔｕｍｏｒ１ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ ＥＮＳＤＡＲＧ００００００４２６４２ １２３ ＡＡＴＧＡＴＧＴＧＡＣＧＧＧＡＣＴＧＡＡＧＧ ＧＣＡＣＴＣＣＴＧＣＡＴＣＴＣＣＴＧＣＴ
ＣｔＣｎ＿ｂｉｒｃ６ ｂａｃｕｌｏｖｉｒａｌＩＡＰｒｅｐｅａｔｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ６ ＥＮＳＴＮＩＧ０００００００５５１４ １８６ ＣＣＡＡＴＴＧＴＣＣＧＴＴＴＧＴＧＡＡＧＧ ＡＣＡＣＧＴＣＣＣＡＴＡＴＧＣＡＧＡＴＴＴＴＧ

　　本实验随机测序了１０尾预先了解来源信息
的湖鲚和刀鲚的样本，基于以上统计获得各 ＳＮＰ
位点在湖鲚和刀鲚中的等位基因频率数据，判断

该１０个样本归类信息，进一步验证这些 ＳＮＰ位
点用于判别刀鲚或湖鲚的准确性。

具体分析方法：针对个体成功获得扩增的共

有分子标记，当只使用一个分子标记时，此分子

标记含有一个ＳＮＰ位点，由于并不知道要判断的
序列样本是湖鲚还是刀鲚，所以根据已知此 ＳＮＰ
标记在湖鲚和刀鲚群体中的基因频率，分别计算

此样本为湖鲚或刀鲚的可能性，假设测定的结果

为 ＡＡ，那么它是湖鲚和刀鲚的可能性分别为湖
鲚和刀鲚Ａ的基因频率乘以Ａ的基因频率，若湖
鲚的乘积高则支持此样本为湖鲚。若 １个分子
标记含有２个 ＳＮＰ位点，那么分别独立计算，即
相当于２个ＳＮＰ标记，将２次获得的数值分别依
次相乘获得综合判定数值，依据数值大小认定所

属群体的可能性。判定正确则记录为正确１次，
最后计算验证准确率。计算公式如下：

Ｒ＝
Ｎｃｏｒｒｅｃｔ
Ｎａｌｌ

×１００％ （１）

式中：Ｒ为计算的验证准确率及判断正确次数占
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总次数的比值；Ｎｃｏｒｒｅｃｔ为判断正确的次数；Ｎａｌｌ为判
断总次数。随后，依次增加位点数并计算验证准

确率。对 １０尾刀鲚和湖鲚的样本分别进行判
断。

２　结果

２．１　短颌鲚和刀鲚间特异性ＳＮＰ位点分析结果
使用ＭＥＧＡ７进行比对，验证了所得数据变

异位点与最初设计引物的数据变异位点相一致。

用于测试区分短颌鲚和刀鲚的２０对引物平均在
１３尾短颌鲚和１１尾刀鲚样本中成功扩增。用于

测试区分湖鲚和刀鲚的１０对引物只有８对引物
成功扩增，平均获得１７尾湖鲚和１１尾刀鲚的数
据，另外２对引物扩增出的序列经２次测序都为
杂峰。

用于区分短颌鲚和刀鲚的２０个分子标记中
有１个没有观察到 ＳＮＰ位点，其他１９个标记序
列在进行人工校正和比对后发现，１９个ＳＮＰ分子
标记可以将短颌鲚和刀鲚完全区分开，其中 １６
个分子标记在短颌鲚和刀鲚中都是 １００％纯合
的。部分基因存在２～３个ＳＮＰ位点（表４）。

表４　２０个ＳＮＰ分子标记的基因频率
Ｔａｂ．４　Ｇｅｎｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆ２０ＳＮＰｍａｒｋｅｒｓ

引物编号

ＰｒｉｍｅｒＩＤ

样本数

Ｎｏ．ｏｆｓａｍｐｌｅｓ
（ＰＹ，ＤＴ／ＳＨ）

共计

Ｔｏｔａｌ ＳＮＰ
等位基因频率 Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

短颌鲚Ｃ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ
Ａ Ｔ Ｃ Ｇ

刀鲚Ｃ．ｎａｓｕｓ
Ａ Ｔ Ｃ Ｇ

ＣｂＣｎ＿ｎｙｘ １６／１０ ２６ ＣＴ ０ １００ １００ ０
ＣｂＣｎ＿ＮＯＤ１ １４／１２ ２６ ＡＴ ０ １００ １００ ０
ＣｂＣｎ＿ｐｓｍｄ１４ １５／８ ２３ ＡＧ ０ １００ １００ ０
ＣｂＣｎ＿ＣＲＥＢＺＦ １３／１２ ２５ ＡＧ １００ ０ ０ １００
ＣｂＣｎ＿ＳＥＴＤ２ １１／１１ ２２ ＣＧ ８２ １８ ０ １００

ＧＡ ９ ９１ １００
ＣｂＣｎ＿ｍｅｄ１６ １６／１１ ２７ ＴＣ １００ ０ ０ １００

ＴＣ １００ ０ ０ １００
ＣｂＣｎ＿ｒｐｌ８ １６／１１ ２７ ＴＣ １００ ０ ０ １００

ＣＡ ０ １００ １００ ０
ＣｂＣｎ＿ｍｂｐｂ １４／８ ２２ ＡＣ １００ ０ ０ １００

ＣＴ ０ １００ １００ ０
ＣｂＣｎ＿ｒａｒｓ １５／１１ ２６ ＡＧ １００ ０ ０ １００
ＣｂＣｎ＿ｒａｂｉｆ １４／１２ ２６ ＴＣ ９６ ４ ０ １００
ＣｂＣｎ＿ｓｆ３ｂ１ １０／１０ ２２ ＴＣ １００ ０ ０ １００

ＴＧ １００ ０ ０ １００
ＴＣ １００ ０ ０ １００

ＣｂＣｎ＿ｓｉ：ｃｈ２１１ １５／１２ ２７ ＣＴ ０ １００ １００ ０
ＣｂＣｎ＿ＰＤＰＲ １４／１１ ２５ ＡＧ １００ ０ ０ １００

ＣｂＣｎ＿Ｃ１０Ｈ２１ｏｒｆ５９ １５／１２ ２７ ＧＡ ０ １００ １００ ０
ＣｂＣｎ＿ｐｉｇｏ １３／１２ ２５ ／
ＣｂＣｎ＿ＳＰ３ １１／１２ ２３ ＴＣ １００ ０ ０ １００

ＴＣ １００ ０ ０ １００
ＣｂＣｎ＿ｕｂｒ５ １４／１２ ２６ ＴＣ １００ ０ ０ １００ １００

ＴＧ １００ ０ ０ １００
ＣｂＣｎ＿ｔｍｔｃ４ １４／１１ ２５ ＴＣ １００ ０ ０ １００

ＡＣ １００ ０ ０ １００
ＣｂＣｎ＿ｎｏ １６／９ ２５ ＧＡ ０ １００ １００ ０

ＡＧ １００ ０ ０ １００
ＣｂＣｎ＿ｕｂｒ５ １５／１１ ２６ ＴＣ ９７ ３ ０ １００

ＴＣ ９７ ３ ０ １００
ＣＴ ３ ９７ １００ ０
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２．２　湖鲚和刀鲚间特异性ＳＮＰ位点分析结果
用区分湖鲚和刀鲚的１０对引物成功扩增出

了８个 ＳＮＰ分子标记，其中引物编号为 ＣｔＣｎ＿
ｅｉｆ２ｂ４的分子标记含有２个ＳＮＰ位点。湖鲚的等
位基因频率范围为３％ ～９５％，刀鲚的基因频率
范围为０～１００％（表５）。其中引物编号 ＣｔＣｎ＿
ｗｔａｐ的分子标记在湖鲚和刀鲚之间的基因频率
相差最大，分别为５％和１００％、９５％和０，最有可
能将湖鲚和刀鲚区分开。

为了检验用于区分湖鲚与刀鲚的 ８个 ＳＮＰ
标记的实际应用效果，随机验证１０尾湖鲚或刀
鲚的测试样本，使用表５的信息鉴定湖鲚与刀鲚
物种，与实际的情况进行对比。例如，当使用 Ｃｔ
Ｃｎ＿ａｂｃｂ７这个分子标记（表５）时，随机测取的１
尾鱼样本的基因型，假设测定结果为 ＡＡ，那么它

是湖鲚和刀鲚的可能性分别为０．０２８９（０．１７×
０．１７）和 ０．１４４４（０．３８×０．３８），因为０．１４４４＞
０．０２８９，所以，判定该尾鱼为刀鲚，如判定正确则
记录为正确１次，最后计算验证准确率。之后分
别使用总数为１、２、３、…、８个分子标记，检验１０
尾混合湖鲚与刀鲚样本的准确率（图２）。结果发
现，验证准确率可以达到１００％（图２）。当使用
前５个分子标记 ＣｔＣｎ＿ａｂｃｂ７、ＣｔＣｎ＿ｇｃｎ１ｌ１、Ｃｔ
Ｃｎ＿ｓｐｏｎ２ｂ、ＣｔＣｎ＿ｍｅｄ２３和 ＣｔＣｎ＿ｍｔｆ１时，准确
率并没有上升；当加入分子标记ＣｔＣｎ＿ｅｉｆ２ｂ４时，
明显发现判断准确率提高至８０％，证明分子标记
ＣｔＣｎ＿ｅｉｆ２ｂ４区分性更高，当加入ＣｔＣｎ＿ｗｔａｐ时，
混合样本的判断准确率高达１００％。见图２和表
６。

表５　８个ＳＮＰ分子标记的基因频率
Ｔａｂ．５　Ｇｅｎｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆ８ＳＮＰｍａｒｋｅｒｓ

引物编号

ＰｒｉｍｅｒＩＤ

样本数

Ｎｏ．ｏｆｓａｍｐｌｅｓ
（ＴＨ，ＣＨ／ＳＨ）

共计

Ｔｏｔａｌ ＳＮＰ
等位基因频率 Ａｌｌｅｌｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％

湖鲚Ｃ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓ
Ａ Ｔ Ｃ Ｇ

刀鲚Ｃ．ｎａｓｕｓ
Ａ Ｔ Ｃ Ｇ

ＣｔＣｎ＿ａｂｃｂ７ １８／１２ ３０ ＡＧ １７ ８３ ３８ ６２
ＣｔＣｎ＿ｇｃｎ１ｌ１ １９／１１ ３０ ＴＣ ４７ ５３ ３６ ６４
ＣｔＣｎ＿ｓｐｏｎ２ｂ １５／１１ ２６ ＴＣ ２０ ８０ ３２ ６８
ＣｔＣｎ＿ｍｅｄ２３ １６／１２ ２８ ＴＧ １６ ８４ ３３ ６７
ＣｔＣｎ＿ｍｔｆ１ ２０／１１ ３１ ＧＣ ９５ ５ １００ ０
ＣｔＣｎ＿ｅｉｆ２ｂ４ １６／９ ２５ ＴＣ ３ ９７ ５６ ４４

ＴＣ １６ ８４ ６７ ３３
ＣｔＣｎ＿ｕｐｆ２ １８／１２ ３０ ＴＣ １４ ８６ ２９ ７１
ＣｔＣｎ＿ｗｔａｐ １９／８ ２７ ＡＧ ５ ９５ １００ ０

图２　分子标记和累计验证准确率
Ｆｉｇ．２　ＳＮＰｍａｒｋｅｒｓａｎｄｃｕｍｕｌａｔｉｖｅａｃｃｕｒａｃｙｒａｔｅ

　　表６列出了１０尾刀鲚和湖鲚待验证样本的
基因频率乘积及判别概率（将湖鲚和刀鲚的基因

频率乘积相加为总和，计算湖鲚和刀鲚各自所占

总和的比率，作为判别概率）。当使用 ８个 ＳＮＰ

分子标记时，每个样本的基因频率乘积出现了明

显的差别。若为湖鲚样本，刀鲚样本的基因频率

乘积都为０；若为刀鲚样本，湖鲚样本的基因频率
乘积远远小于刀鲚。结果表明湖鲚和刀鲚样本

的判别概率都可以达到或接近１００％（表６）。

３　讨论

目前，形态学的方法并不能用来有效鉴别刀

鲚、湖鲚和短颌鲚［１３１４］，而常用的分子标记或者

显示刀鲚、短颌鲚和湖鲚没有显著的遗传分

化［１５１６］，或者是基于单个的线粒体基因，统计鉴

定力低，不能有效区分短颌鲚、湖鲚和刀鲚［１７］。

测量耳石的微量元素来探究每尾鱼的生活史，确

定湖泊中的鱼是洄游型还是定居型，虽然大大提

高了准确性，但是检测方法较为繁琐且成本昂

５１



上 海 海 洋 大 学 学 报 ２８卷

贵［２２］。

之前研究采用跨物种靶基因富集的方法［２４］，

使用的２８６９个基因位点已经证实了短颌鲚和刀
鲚之间互为有效种，已达到了种的分化层次，并

且我们找到了１２０个可能用于区分短颌鲚和刀
鲚的ＳＮＰ分子标记位点。湖鲚与刀鲚之间没有
达到亚种分化的水平，湖鲚只是刀鲚的淡水生态

型，这有可能是由于湖鲚和刀鲚的分化时间较

短，这与之前的诸多研究结果［２６３０］相一致。但

是，在不同的生态型之间，我们仍然发现了２１个
可能用于区分湖鲚和刀鲚的标记位点，它们可能

是湖鲚对淡水生活环境做出的快速适应性改变

的变异位点。

表６　基于８个ＳＮＰ分子标记测取的１０个样本的判别概率
Ｔａｂ．６　Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｏｆ１０ｓａｍｐｌｅｓｕｓｉｎｇ８ＳＮＰｍａｒｋｅｒｓ

样本编号

ＳａｍｐｌｅＩＤ
基因型

Ｇｅｎｅｔｙｐｅ

基因频率乘积

Ｐｒｏｄｕｃｔｏｆｇｅｎｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

湖鲚

Ｃ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓ
刀鲚

Ｃ．ｎａｓｕｓ

判别概率

Ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｎｇｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ／％

湖鲚

Ｃ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓ
刀鲚

Ｃ．ｎａｓｕｓ

验证样本＿１
Ｃ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓ ＡＡ／ＣＣ／ＴＴ／ＴＧ／ＣＣ／（ＣＣ／ＣＣ）／ＣＣ／ＧＧ ２．４７Ｅ０５ ０ １００ ０

验证样本＿２
Ｃ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓ ＧＧ／ＣＣ／ＣＣ／ＧＧ／ＣＣ／（ＣＣ／ＣＣ）／ＣＣ／ＧＧ ０．０４９５ ０ １００ ０

验证样本＿３
Ｃ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓ ＡＧ／ＣＣ／ＣＴ／ＧＧ／ＣＣ／（ＣＣ／ＴＴ）／ＣＴ／ＧＧ ０．０００４ ０ １００ ０

验证样本＿４
Ｃ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓ ＡＧ／ＣＣ／ＣＴ／ＴＧ／ＣＣ／（ＣＣ／ＣＣ）／ＣＴ／ＧＧ ７．８６Ｅ０５ ０ １００ ０

验证样本＿５
Ｃ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓ ＡＧ／ＣＣ／ＣＴ／ＧＧ／ＣＣ／（ＣＣ／ＣＴ）／ＣＣ／ＧＧ／ ０．００２５ ０ １００ ０

验证样本＿６
Ｃ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓ ＡＧ／ＣＴ／ＣＴ／ＣＴ／ＣＣ／（ＣＣ／ＣＴ）／ＣＣ／ＧＧ／ ０．０００４ ０ １００ ０

验证样本＿７
Ｃ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓ ＧＧ／ＣＣ／ＣＣ／ＧＧ／ＣＣ／（ＣＣ／ＣＣ）／ＣＴ／ＧＧ／ ０．００８１ ０ １００ ０

验证样本＿８
Ｃ．ｎａｓｕｓｔａｉｈｕｅｎｓｉｓ ＧＧ／ＣＴ／ＣＣ／ＧＧ／ＣＣ／（ＣＣ／ＣＣ）／ＣＣ／ＧＧ／ ０．０４３９ ０ １００ ０

验证样本＿９
Ｃ．ｎａｓｕｓ ＡＡ／ＣＴ／ＴＴ／ＴＧ／ＣＣ／（ＴＴ／ＴＴ）／ＣＴ／ＡＡ／ ９．４６Ｅ１０ ４．８６Ｅ０５ ０ ９９．９９

验证样本＿１０
Ｃ．ｎａｓｕｓ ＡＧ／ＣＣ／ＣＴ／ＴＴ／ＣＣ／（ＴＴ／ＴＴ）／ＣＴ／ＡＡ／ ３．９７Ｅ０９ ０．０００１ ０ ９９．９９

　　本研究中，区分短颌鲚和刀鲚的２０对分子
标记中１９对可以直接用于实验鉴定，鉴定准确
率为１００％。区分湖鲚和刀鲚的８对分子标记，
经实验验证发现，当加入分子标记 ＣｔＣｎ＿ｅｉｆ２ｂ４
和ＣｔＣｎ＿ｗｔａｐ分析时，验证准确率得到提升，可
以达到１００％。根据我们的测试样本结果，不建
议使用 ＣｔＣｎ＿ａｂｃｂ７、ＣｔＣｎ＿ｇｃｎ１ｌ１、ＣｔＣｎ＿
ｓｐｏｎ２ｂ、ＣｔＣｎ＿ｍｅｄ２３和 ＣｔＣｎ＿ｍｔｆ１分子标记，因
为这几个分子标记的基因频率没有较大的偏差

倾向。例如，引物编号为 ＣｔＣｎ＿ａｂｃｂ７的分子标
记，在湖鲚和刀鲚中，Ａ的基因频率分别为１７％
和３８％，所占的比例都偏小，Ｇ的基因频率分别
为８３％和６２％，所占的比例都偏高，所以即使共
同使用以上几个位点也不能够提高验证准确率。

我们最后使用的１０尾验证样本表明，若只使用
ＣｔＣｎ＿ｅｉｆ２ｂ４和ＣｔＣｎ＿ｗｔａｐ这２个基因频率相差
大的位点共同判断，得到的判别准确率可以达到

１００％。因此，我们推荐使用引物编号为 ＣｔＣｎ＿
ｅｉｆ２ｂ４和ＣｔＣｎ＿ｗｔａｐ的分子标记。

基于开发的２组ＳＮＰ分子标记位点，可以快
速高效地区分湖鲚和刀鲚、短颌鲚和刀鲚。从规

范市场上来讲，应用这些位点可以检测到用湖鲚

冒充刀鲚的行为。从资源利用和保护上来说，鄱

阳湖是刀鲚的一个重要的产卵场［３１］，通过标记位

点的检测，可以区分刀鲚和短颌鲚的产卵场，更

有利准确地调查刀鲚资源，有针对性地保护洄游

型刀鲚幼苗和产卵群体。此外，短颌鲚生活在长

江中上游的一些淡水湖泊中，这些湖泊位于经济
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１期 程方圆，等：应用单核苷酸多态性（ＳＮＰ）标记鉴定短颌鲚、湖鲚和刀鲚

高度发达地区，受人类活动的影响较严重，而短

颌鲚与刀鲚互为有效种，因此建议短颌鲚的保护

问题也应该受到更多的关注，参照研究结果，更

好地指导鲚属鱼类资源的进一步恢复［３２］。

感谢黄俊满对实验部分提供的协助，尹国兴、陆亮、

薛钦文和王颖对文章提供了修改建议！
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