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摘　要：利用环境ＤＮＡ宏条形码技术对珠江河口区的鱼类组成进行初步探究。采用线粒体１２Ｓ部分序列作
为条形码标记，对采自珠江口伶仃洋７个采样点的水样滤膜ＤＮＡ进行扩增，共获得有效序列２６７７７条，聚类
得到３５种可操作分类单元（ＯＴＵ）序列。经比对共检测出３５种鱼类，隶属于９目２０科２９属。其中，３０种鉴
定到种水平，５种仅鉴定到属水平。在７个采样点中分别检测到９～３１个种类，种类数量最多的是鲈形目，共
２２种。在Ａ和Ｆ点检测到易危（Ｖｕｌｎｅｒａｂｌｅ）物种———迈氏条尾

$

（Ｔａｅｎｉｕｒａｍｅｙｅｎｉ）。通过与珠江河口不同海
域的两项类似的研究对比发现，研究区域、样品采集策略和采用的条形码标记的不同使得检测到的鱼类种类

的数量和组成上有明显差异。研究表明，环境ＤＮＡ宏条形码技术适用于珠江河口伶仃洋鱼类种类组成调查，
可以作为传统调查方法的一种补充手段，用于河口区鱼类多样性调查和研究。

关键词：环境ＤＮＡ（ｅＤＮＡ）；珠江河口；物种检测；鱼类多样性
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　　河口水域生态系统是海洋生态系统的重要
组成部分，也是多种海洋性鱼类索饵、产卵和育

肥的重要场所，对海洋生态系统中鱼类资源的补

充及可持续利用具有重要作用［１］。鱼类多样性

是水生生态系统健康监测的关键指标，研究鱼类

多样性可以有效了解水生生态系统的变化和状

态，为资源保护、生态系统恢复、渔业资源的可持

续利用和科学管理提供重要的参考［２］。以往鱼

类多样性的研究主要是通过捕捞的方式进行采

样的，然后进行形态学鉴定和计数称重，以此识

别鱼类种类并统计鱼类丰度与生物量［３４］。传统

的调查采样方法普遍存在调查费用高、所需时间

久、采样效率低、对生物的破坏性大以及严格依

赖鱼类分类学专家等缺点，使鱼类多样性的研究

受到一定的限制。

环境 ＤＮＡ（ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＤＮＡ，ｅＤＮＡ）宏条
形码（ｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇ）技术通过直接提取环境样品

（如水、沉积物、土壤等）中的ＤＮＡ，运用高通量测
序（ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＨＴＳ）技术，可同
时对环境样本中存在的多个物种进行识别［５］。

环境ＤＮＡ宏条形码技术具有操作简单、灵敏度
高、对生物体以及生态系统无破坏性、不受水域

以及休渔制度的影响等一系列优势，能够弥补传

统鱼类资源调查方法的不足，非常适合用于河口

等生态系统鱼类多样性的研究，是调查和评估鱼

类多样性的一个潜在的强大工具。目前，基于环

境ＤＮＡ宏条形码技术的鱼类多样性的研究中，
常用的分子标记有 １２Ｓ基因 ［６８］、ＣＯＩ基因［９１１］

以及Ｃｙｔｂ基因［１２１４］，其中 ＭＩＹＡ［１５］等设计的引
物ＭｉＦｉｓｈＵ使用最为广泛，该引物以鱼类 １２Ｓ
ｒＲＮＡ基因高变区（１６３～１８５ｂｐ）为靶标，该区域
包含了足够的信息，可用于鱼类在科、属和种水

平上的分类鉴定，且非常适合读长短的高通量测

序［１６］。
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近年来，环境 ＤＮＡ宏条形码技术发展迅速，
已在多个类型水域得到应用，如淡水河流［１７］、湖

泊［１８］和海洋［１９］等。该技术因其具备的众多优势

逐渐被科研工作者重视，目前国内运用环境 ＤＮＡ
宏条形码技术进行河口鱼类多样性的研究非常

有限，在珠江河口海域，仅有 ＺＯＵ等［２０］和

ＣＨＥＡＮＧ等［２１］分别对内河口的南沙湿地附近水

域和香港西部海域（图１）进行过研究，所涉及的
样品采集范围较小。本研究选取珠江河口伶仃

洋相对靠外的海域（图 １）为研究区域，以 １２Ｓ
ｒＲＮＡ基因短序列为标记，运用环境 ＤＮＡ宏条形
码技术对鱼类种类组成进行初步探究，并与上述

两个不同采样范围的研究进行对比，分析珠江河

口不同区域的鱼类种类组成差异，为珠江河口伶

仃洋鱼类多样性监测以及空间变化的研究提供

新的思路。

红色虚线框代表本文样品采集区域，蓝色虚线框代表 ＺＯＵ等

的样品采集区域，绿色虚线框代表ＣＨＥＡＮＧ等的样品采集区

域。

Ｔｈｅｓｔｕｄｙａｒｅａｏｆｔｈｉｓｐａｐｅｒｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｔｈｅｒｅｄｒｅｃｔａｎｇｌｅ，ｔｈｅ

ｓｔｕｄｙａｒｅａｏｆＺＯＵ，ｅｔａｌｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｔｈｅｂｌｕｅｒｅｃｔａｎｇｌｅ，ｔｈｅ

ｓｔｕｄｙａｒｅａｏｆＣＨＥＡＮＧ，ｅｔａｌｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｔｈｅｇｒｅｅｎｒｅｃｔａｎｇｌｅ．

图１　珠江口伶仃洋环境ＤＮＡ水样采集位点示意图
Ｆｉｇ．１　ｅＤＮＡｓａｍｐｌｉｎｇｌｏｃａｔｉｏｎｓｉｎ

ＬｉｎｇｄｉｎｇＢａｙｏｆｔｈｅＰｅａｒｌＲｉｖｅｒＥｓｔｕａｒｙ

１　材料与方法

１．１　水样采集
水体样本于２０１７年８月采集于珠江口伶仃

洋海域，共采集了７个位点（图１）。每个位点利
用采水器采集近表层和近底层水样各１Ｌ，混合
保存于无菌塑料瓶中带回实验室。使用直径４７
ｍｍ、孔 径 ０．４５ μｍ 的 硝 酸 纤 维 滤 膜

（ＷｈａｔｍａｎＴＭ，美国 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ）
进行真空过滤。每张滤膜过滤一个采样点的水

样（共２Ｌ），用无水乙醇浸透并装入５ｍＬ无菌冻
存管中，置于 －４０℃低温保存箱保存。为了避
免交叉污染，过滤装置依次经过次氯酸钠浸洗、

蒸馏水冲洗和水样润洗。每个采样点均以相同

的方式过滤２Ｌ蒸馏水作为阴性对照。
１．２　环境ＤＮＡ的提取

使用血液与组织基因组 ＤＮＡ提取试剂盒
（Ｑｉａｇｅｎ）提取滤膜上的环境 ＤＮＡ。提取步骤依
据试剂盒说明书并稍作修改，具体步骤如下：（１）
取１张滤膜置于２ｍＬ的离心管中，剪碎；（２）加
入８００μＬＢｕｆｆｅｒＡＴＬ和８０μＬ蛋白酶Ｋ后，加入
２颗直径５ｍｍ的小钢珠，使用快速组织细胞破碎
仪（ＢｕｌｌｅｔＢｌｅｎｄｅｒＳＴＯＲＭ，美国）研磨１５ｓ后，置
于５６℃恒温水浴２．５ｈ，每３０ｍｉｎ旋涡震荡１５
ｓ；（３）加入４００μＬＢｕｆｆｅｒＡＬ，混匀，５６℃恒温水
浴２０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，取９００μＬ上清
液转移至新的２ｍＬ离心管中。（４）加入４００μＬ
无水乙醇，混匀后分两次将混合物转移至吸附柱

中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，弃去滤液和收集管。
（５）将吸附柱放入新的收集管中，加入 ５００μＬ
ＢｕｆｆｅｒＡＷ１，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，弃去滤出液
及收集管。（６）将吸附柱放入新的收集管中，加
入５００μＬＢｕｆｆｅｒＡＷ２，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，
弃去滤液及收集管。（７）将吸附柱转移至新的
１．５ｍＬ离心管中，加入１００μＬＢｕｆｆｅｒＡＥ以洗脱
ＤＮＡ，室温（１５～２５℃）放置２ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２ｍｉｎ。重复洗脱２～３次以提高 ＤＮＡ产率。

所有试剂和耗材自购置后分装成小份，每个

样本的提取均使用独立的 １份，以防止交叉污
染，提取过程在超净工作台中进行。并使用同样

的方法提取蒸馏水滤膜样本作为空白对照组。

提取产物用微量分光光度计检测浓度，并用 ２％
琼脂糖凝胶电泳检测对照组有无污染。

４２４１
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１．３　目的序列的获取
环境总 ＤＮＡ使用引物 ＭｉＦｉｓｈＵ［１５］（正向：

５′ＧＴＣＧＧＴＡＡＡＡＣＴＣＧＴＧＣＣＡＧＣ３′，反 向：５′
ＣＡＴＡＧＴＧＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣＣＡＧＴＴＴＧ３′）进 行
扩增。为提高目的序列的浓度，对提取的 ＤＮＡ
产物进行两次扩增。扩增体系如下：ＴａＫａＲａＥｘ
Ｔａｑ（５Ｕ／Ｌ）０．２５μＬ，１０ｘＥｘＴａｑｂｕｆｆｅｒ（２０ｍｍｏｌ／
ＬＭｇ２＋ｐｌｕｓ）２．５μＬ，ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ２μＬ，上游引
物（５′端，１０ｐｍｏｌ／μＬ）０．７μＬ，下游引物（３′端，１０
ｐｍｏｌ／μＬ）０．７μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，补充灭菌去离
子水至总体系２５μＬ。扩增程序如下：９４℃预变
性３ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延
伸２０ｓ，共进行３５个循环；最后７２℃延伸２ｍｉｎ。
将第一次ＰＣＲ扩增产物稀释１０倍并作为第二次
ＰＣＲ扩增的模板，在原始引物的５′端（上游和下
游）添加 ６个碱基的 ｂａｒｃｏｄｅ序列作为第二次
ＰＣＲ扩增引物，其余组分保持不变。两次ＰＣＲ扩
增程序不变。ＰＣＲ产物均经１％琼脂糖凝胶电泳
检测，最终产物送至华大基因公司（青岛）进行测

序。

１．４　数据处理
下机数据经过数据过滤，滤除低质量的读长

（Ｒｅａｄｓ），剩余高质量的净数据（Ｃｌｅａｎｄａｔａｓ）可用
于后期分析；通过读长之间的重叠关系将读长拼

接成序列标签（Ｔａｇｓ）；在给定的相似度下将序列
标签聚成可操作分类单元（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃ
ｕｎｉｔｓ，ＯＴＵ），然后通过 ＯＴＵ与数据库比对，对
ＯＴＵ进行物种注释；基于 ＯＴＵ和物种注释结果
进行样品物种组成和组间物种差异分析。

为了获得高质量的净数据，对原始数据进行

过滤处理，以消除质量低、接头污染、含 Ｎ以及复
杂度低的读长。使用软件 ＦＬＡＳＨ（ｖ１．２．１１）［２２］

通过序列之间的重叠关系将序列拼接成原始标

签数据（ＲａｗＴａｇｓ），拼接得到的原始标签经过严
格的过滤处理得到高质量的标签数据。为剔除

重复序列获取物种的 ＯＴＵ，利用软件 ＵＳＥＡＲＣＨ
（ｖ７．０．１０９０）［２３］对有效序列进行聚类（相似性≥
９７％），选取丰度最高的序列作为 ＯＴＵ，ＯＴＵｓ序
列通过之前实验室建立的珠江口鱼类１２Ｓ序列
库及ＮＣＢＩ数据库的 ＢＬＡＳＴｎ功能进行比对和物
种注释。若序列全长与 ＮＴ和 ＮＣＢＩ数据库的序
列相似度≥９６％，则该序列被指定为一个物种；
若同一属内仅有一个物种的序列可供比较（且相

似率＜９６％），并且该物种的分布与珠江口的公
开记录相匹配，则也认定该序列为一个物种［２４］，

若一条序列可以匹配多个物种（匹配率≥９９％），
并且物种属于同一属，则分类学分辨率下降到属

水平［２０］。若序列不符合以上原则或未注释到物

种，则舍去该序列。

２　结果

２．１　ＯＴＵ划分与分类地位鉴定
本次下机数据经筛选、过滤和拼接处理后，７

个采样点共获得有效拼接序列２６７７７条，有效拼
接序列数目最少的是Ｅ点，共３２２７条，最多的站
位是Ｆ点，共 ５２８７条，平均序列数为（３８８３±
７２１）条。按照９７％相似性聚类后得到３５个ＯＴＵ
代表序列。图２为本次测序所得的鱼类物种稀
疏曲线（Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅ），由图可见曲线逐渐趋
于平缓，则认为测序深度已经基本覆盖到样品中

所有的物种，测序量足以反映样本多样性，可以

用于后续数据分析。

图２　珠江口伶仃洋鱼类物种稀释曲线
Ｆｉｇ．２　Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｏｂｓｅｒｖｅｄｆｉｓｈｓｐｅｃｉｅｓ

ｉｎＬｉｎｇｄｉｎｇｂａｙｏｆｔｈｅＰｅａｒｌｒｉｖｅｒｅｓｔｕａｒｙ

２．２　鱼类种类组成
ＯＴＵ序列经比对，共检测到３５种鱼类，隶属

于９目２０科２９属，有５个物种仅鉴定到属水平，
分别为叫姑鱼属（Ｊｏｈｎｉｕｓ）、

%

属（Ｓｉｌｌａｇｏ）、燕鱼
属（Ｐｌａｔａｘ）、

$

属（Ｄａｓｙａｔｉｓ）、平
&

属（Ｓｅｂａｓｔｅｓ）的
种类（表１）。在３５种鱼类中，不同目水平的鱼类
数量有明显的差异（表１和图３）。种类数量最多
的是鲈形目，共２２种，占总种类组成的６２．８％，
是珠江口伶仃洋鱼类的优势类群；形目、鲼形
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目、鲤形目、鲻形目、鲱形目鱼类各２种，合计占
总种类组成的２８．６％；仙鱼目、鼠

'

目、
&

形目鱼

类各１种，合计占比８．６％。

表１　基于环境ＤＮＡ宏条形码的珠江河口７个采样点检测到的鱼类物种
Ｔａｂ．１　ＬｉｓｔｏｆｆｉｓｈｓｐｅｃｉｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｅＤＮＡｍｅｔａｂａｒｃｏｄｉｎｇａｔ７ｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓｉｎｔｈｅＰｅａｒｌＲｉｖｅｒｅｓｔｕａｒｙ

亚纲

Ｓｕｂｃｌａｓｓ
目

Ｏｒｄｅｒ
科

Ｆａｍｉｌｙ
属

Ｇｅｎｕｓ
种

Ｓｐｅｃｉｅｓ
采样点 Ｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ 合计Ｔｏｔａｌｂ

板鳃亚纲

Ｅｌａｓｍｏｂｒａｎｃｈｉｉ
鲼形目

Ｍｙｌｉｏｂａｔｉｆｏｒｍｅｓ
$

科

Ｄａｓｙａｔｉｄａｅ
条尾

$

属

Ｔａｅｎｉｕｒａ
迈氏条尾

$

Ｔａｅｎｉｕｒａｍｅｙｅｎｉ ＋ ＋ ２

$

属 Ｄａｓｙａｔｉｓ $

属未定种

Ｄａｓｙａｔｉｓｓｐ． ＋ ＋ ２

辐鳍亚纲

Ａｃｔｉｎｏｐｔｅｒｙｇｉｉ鲈形目 Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ
石首鱼科

Ｓｃｉａｅｎｉｄａｅ
黄鱼属

Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ

小黄鱼

Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ
ｐｏｌｙａｃｔｉｓ

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ７

叫姑鱼属 Ｊｏｈｎｉｕｓ 叫姑鱼

Ｊｏｈｎｉｕｓｇｒｙｐｏｔｕｓ ＋ ＋ ＋ ３

皮氏叫姑鱼

Ｊｏｈｎｉｕｓｂｅｌａｎｇｅｒｉｉ ＋ １

叫姑鱼属未定种

Ｊｏｈｎｉｕｓｓｐ． ＋ ＋ ２

虾虎鱼科

Ｇｏｂｉｉｄａｅ
矛尾虾虎属

Ｃｈａｅｔｕｒｉｃｈｔｈｙｓ

矛尾虾虎鱼

Ｃｈａｅｔｕｒｉｃｈｔｈｙｓ
ｓｔｉｇｍａｔｉａｓ

＋ ＋ ２

孔虾虎属

Ｔｒｙｐａｕｃｈｅｎ
孔虾虎鱼

Ｔｒｙｐａｕｃｈｅｎｖａｇｉｎａ ＋ １

钝尾虾虎属

Ａｍｂｌｙｃｈａｅｔｕｒｉｃｈｔｈｙｓ

六丝钝尾虾虎鱼

Ａｍｂｌｙｃｈａｅｔｕｒｉｃｈｔｈｙｓ
ｈｅｘａｎｅｍａ

＋ １

(

科 Ｃａｒａｎｇｉｄａｅ 无齿
(

属

Ｇｎａｔｈａｎｏｄｏｎ

无齿
(

Ｇｎａｔｈａｎｏｄｏｎ
ｓｐｅｃｉｏｓｕｓ

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ６

竹
)

鱼属

Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ
竹

)

鱼

Ｔｒａｃｈｕｒｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ＋ ＋ ２

圆
(

属 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ 蓝圆
(

Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓｍａｒｕａｄｓｉ ＋ １

%

科 Ｓｉｌｌａｇｉｎｉｄａｅ 沙
*

属 Ｓｉｌｌａｇｏ 多鳞
%

Ｓｉｌｌａｇｏｓｉｈａｍａ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ５

少鳞
%

Ｓｉｌｌａｇｏｊａｐｏｎｉｃａ ＋ １

%

属 Ｓｉｌｌａｇｏ %

属未定种

Ｓｉｌｌａｇｏｓｐ． ＋ １

笛鲷科 Ｌｕｔｊａｎｉｄａｅ 笛鲷属 Ｌｕｔｊａｎｕｓ紫红笛鲷 Ｌｕｔｊａｎｕｓａｒｇｅｎｔｉｍａｃｕｌａｔｕｓ ＋ ＋ ２

隆背笛鲷

Ｌｕｔｊａｎｕｓｇｉｂｂｕｓ ＋ １

带鱼科

Ｔｒｉｃｈｉｕｒｉｄａｅ
沙带鱼属

Ｌｅｐｔｕｒａｃａｎｔｈｕｓ

沙带鱼

Ｌｅｐｔｕｒａｃａｎｔｈｕｓ
ｓａｖａｌａ

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ７

带鱼属

Ｔｒｉｃｈｉｕｒｕｓ
带鱼

Ｔｒｉｃｈｉｕｒｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ６

丝足鲈科

Ｏｓｐｈｒｏｎｅｍｉｄａｅ 搏鱼属 Ｂｅｔｔａ 暹罗斗鱼

Ｂｅｔｔａｓｐｌｅｎｄｅｎｓ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ７

石鲷科

Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｉｄａｅ
石鲷属

Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｕｓ

斑石鲷

Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｕｓ
ｐｕｎｃｔａｔｕｓ

＋ ＋ ＋ ３
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续表１
亚纲

Ｓｕｂｃｌａｓｓ
目

Ｏｒｄｅｒ
科

Ｆａｍｉｌｙ
属

Ｇｅｎｕｓ
种

Ｓｐｅｃｉｅｓ
采样点 Ｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ 合计Ｔｏｔａｌｂ

鲭科 Ｓｃｏｍｂｒｉｄａ 马加
+

属

Ｓｃｏｍｂｅｒｏｍｏｒｕｓ

蓝点马鲛

Ｓｃｏｍｂｅｒｏｍｏｒｕｓ
ｎｉｐｈｏｎｉｕｓ

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ５

,

科 Ｓｅｒｒａｎｉｄａｅ 下美
,

属

Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ

鞍带石斑鱼

Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓ
ｌａｎｃｅｏｌａｔｕｓ

＋ ＋ ＋ ＋ ４

白鲳科 Ｅｐｈｉｐｐｉｄａｅ 燕鱼属 Ｐｌａｔａｘ 燕鱼属未定种

Ｐｌａｔａｘｓｐ． ＋ １

形目

Ｔｅｔｒａｏｄｏｎｔｉｆｏｒｍｅｓ
科

Ｔｅｔｒａｏｄｏｎｔｉｄａｅ 多纪属 Ｔａｋｉｆｕｇｕ
双斑多纪

Ｔａｋｉｆｕｇｕ
ｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓ

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ７

铅点多纪

Ｔａｋｉｆｕｇｕ
ａｌｂｏｐｌｕｍｂｅｕｓ

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ７

鲤形目

Ｃｙｐｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ 鲤科 Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ 鳙属 Ａｒｉｓｔｉｃｈｔｈｙｓ
鳙

Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓ
ｎｏｂｉｌｉｓ

＋ １

罗汉鱼属

Ｐｓｅｕｄｏｒａｓｂｏｒａ
麦穗鱼

Ｐｓｅｕｄｏｒａｓｂｏｒａｐａｒｖａ ＋ １

鲻形目

Ｍｕｇｉｌｉｆｏｒｍｅｓ 鲻科 Ｍｕｇｉｌｉｄａｅ 副鲻属 Ｌｉｚａ 前鳞
*

Ｌｉｚａａｆｆｉｎｉｓ ＋ １

鲻属 Ｍｕｇｉｌ 鲻 Ｍｕｇｉｌｃｅｐｈａｌｕｓ ＋ ＋ ２

鲱形目

Ｃｌｕｐｅｉｆｏｒｍｅｓ -

科 Ｅｎｇｒａｕｌｉｄａｅ 棱
-

属 Ｔｈｒｙｓｓａ
赤鼻棱

-

Ｔｈｒｙｓｓａ
ｋａｍｍａｌｅｎｓｉｓ

＋ １

锯腹鳓科

Ｐｒｉｓｔｉｇａｓｔｅｒｉｄａｅ 鳓属 Ｉｌｉｓｈａ 鳓 Ｉｌｉｓｈａｅｌｏｎｇａｔａ ＋ １

仙鱼目

Ａｕｌｏｐｉｆｏｒｍｅｓ
狗母鱼科

Ｓｙｎｏｄｏｎｔｉｄａｅ
镰齿鱼属

Ｈａｒｐａｄｏｎ
龙头鱼

Ｈａｒｐａｄｏｎｎｅｈｅｒｅｕｓ ＋ ＋ ２

&

形目

Ｓｃｏｒｐａｅｎｉｆｏｒｍｅｓ 平
&

科 ｓｅｂａｓｔｉｄａｅ 平
&

属 Ｓｅｂａｓｔｅｓ 平
&

属未定种

Ｓｅｂａｓｔｅｓｓｐ． ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ７

鼠
%

目

Ｇｏｎｏｒｈｙｎｃｈｉｆｏｒｍｅｓ遮目鱼科 Ｃｈａｎｉｄａｅ虱目鱼属 Ｃｈａｎｏｓ
遮目鱼

Ｃｈａｎｏｓｃｈａｎｏｓ ＋ ＋ ２

合计Ｔｏｔａｌａ １３ １５ １４ １０ ９ ３１ １３
注：ａ．各采样点检出物种总数；ｂ．各物种被检测到的次数。
Ｎｏｔｅｓ：ａ．Ｔｈｅｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｏｆｄｅｔｅｃｔｅｄｓｐｅｃｉｅｓａｔｅａｃｈｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅ；ｂ．ｔｈｅｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｔｉｍｅｓｏｆｅａｃｈｓｐｅｃｉｅｓ．

２．３　采样点间的物种组成异同
不同采样点间检测到的鱼类种类数和共有

种类数如图４所示。所有采样点共同检测到的
鱼类共有 ６种，分别是双斑多纪（Ｔａｋｉｆｕｇｕ
ｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓ）、沙带鱼（Ｌｅｐｔｕｒａｃａｎｔｈｕｓｓａｖａｌａ）、暹
罗斗鱼（Ｂｅｔｔａｓｐｌｅｎｄｅｎｓ）、小黄鱼（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ
ｐｏｌｙａｃｔｉｓ）、铅点多纪（Ｔａｋｉｆｕｇｕａｌｂｏｐｌｕｍｂｅｕｓ）和
平

&

属（Ｓｅｂａｓｔｅｓｓｐ．）鱼类。７个采样点中，采样
点Ｅ检测到的鱼类种类数最少（９种），Ｆ点检测
到的种类数最多（３１种）。其余采样点分别检测
到的鱼类种类数为１０～１５种。有９种鱼类仅在
Ｆ点被检测到，分别是孔虾虎鱼（Ｔｒｙｐａｕｃｈｅｎ
ｖａｇｉｎａ）、六丝钝尾虾虎鱼（Ａｍｂｌｙｃｈａｅｔｕｒｉｃｈｔｈｙｓ

ｈｅｘａｎｅｍａ）、少鳞
%

（Ｓｉｌｌａｇｏｊａｐｏｎｉｃａ）、隆背笛鲷
（Ｌｕｔｊａｎｕｓ ｇｉｂｂｕｓ）、皮 氏 叫 姑 鱼 （Ｊｏｈｎｉｕｓ
ｂｅｌａｎｇｅｒｉｉ）、

%

属（Ｓｉｌｌａｇｏｓｐ．）和燕鱼属（Ｐｌａｔａｘ
ｓｐ．） 种 类， 以 及 ２ 种 淡 水 鱼： 鳙

（Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓ ｎｏｂｉｌｉｓ） 和 麦 穗 鱼

（Ｐｓｅｕｄｏｒａｓｂｏｒａｐａｒｖａ）。另外有３种鱼类（前鳞
*

Ｌｉｚａａｆｆｉｎｉｓ，鳓 Ｉｌｉｓｈａｅｌｏｎｇａｔａ和蓝圆
(

Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ
ｍａｒｕａｄｓｉ）仅在Ｂ点被检测到。赤鼻棱

-

（Ｔｈｒｙｓｓａ
ｋａｍｍａｌｅｎｓｉｓ）仅在Ｃ点被检测到。不同采样点之
间的物种组成差异以及物种分布热图（图５）显
示，Ｃ点和Ｇ点以及Ｄ点和Ｅ点间拥有相似的物
种组成。
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图３　各采样点的鱼类物种组成
Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｆｉｓｈｓｐｅｃｉｅｓａｔｅａｃｈｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅ

图４　不同采样点间的物种数量差异
Ｆｉｇ．４　Ｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｓｐｅｃｉｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓ

２．４　相对优势种类
７个采样点共获得有效序列 ２６７７７条。其

中：形目鱼类的序列数量最多，共２０８６７条，占
比 ７７．９％；其次是鲈形目，共 ５１７７条，占比

１９．３％；其余目的鱼类仅占２．６％。在３５种鱼类
中，序列数排名前４位的物种为双斑多纪、铅
点多纪、暹罗斗鱼和沙带鱼，序列数占比分别

为４３．９％、３４％、８％和６％（表２），采样点间物种
分布热图（图５）也显示，这４种鱼类的序列在各
个采样点的丰度都很高。

２．５　与珠江口其他海域鱼类种类组成研究的比较
ＺＯＵ等 ［２０］在珠江口南沙湿地附近水域６个

采样点中共检测到 ２４科 ５７种鱼类，ＣＨＥＡＮＧ
等［２１］在香港西部海域５个采样点中共检测到了
１７科２２种鱼类。本研究在与上述２个研究区域
均不重叠的珠江口伶仃洋海域７个采样点共检
测到２０科３５种鱼类。对比３个研究区域检测到
的鱼类种类（图６）发现，南沙湿地附近水域的研
究中有１４种鱼类在本研究中也被检测到，分别
是鞍带石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｌａｎｃｅｏｌａｔｕｓ）、双斑多纪
、铅点多纪、沙带鱼、蓝圆

.

、六丝钝尾虾虎

鱼、少鳞
%

、带鱼（Ｔｒｉｃｈｉｕｒｕｓｊａｐｏｎｉｃａｓ）、多鳞
%

（Ｓｉｌｌａｇｏｓｉｈａｍａ）、竹
)

鱼（Ｔｒａｃｈｕｒｕｓｊａｐｏｎｉｃａｓ）、遮

８２４１



６期 李红婷，等：基于环境ＤＮＡ宏条形码的珠江河口鱼类种类组成

目鱼 （Ｃｈａｎｏｓｃｈａｎｏｓ）、斑 石 鲷 （Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｕｓ
ｐｕｎｃｔａｔｕｓ）、鲻鱼 （Ｍｕｇｉｌｃｅｐｈａｌｕｓ）、紫红笛鲷
（Ｌｕｔｊａｎｕｓａｒｇｅｎｔｉｍａｃｕｌａｔｕｓ）。香港西部海域的研
究中仅有２种鱼类在本研究中被检测到，分别是

鞍带石斑鱼和前鳞
*

。香港西部海域和南沙湿

地附近水域均检测到的种类只有鞍带石斑鱼，也

是３个研究区域中唯一被检测到的共同种类。

图５　采样点间的物种分布热图
Ｆｉｇ．５　Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｈｅａｔｍａｐｏｆｓｐｅｃｉｅｓｂｅｔｗｅｅｎｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓ

表２　不同采样点４种优势物种的序列数
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ４ｄｏｍｉｎａｎｔｓｐｅｃｉｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓ

物种 Ｓｐｅｃｉｅｓ
各采样点的物种序列数 Ｒｅａｄｃｏｕｎｔｓｏｆｅａｃｈｓｐｅｃｉｅｓａｔｅａｃｈｓｉｔｅ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ 合计

Ｔｏｔａｌ
双斑多纪 Ｔａｋｉｆｕｇｕｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓ １６１６ １５９８ １７４２ １８０８ １５９０ １６０２ １８０８ １１７６４
铅点多纪 Ｔａｋｉｆｕｇｕａｌｂｏｐｌｕｍｂｅｕｓ １１８１ １４４４ １３３０ １４７７ １２４４ １１５５ １２７２ ９１０３
暹罗斗鱼 Ｂｅｔｔａｓｐｌｅｎｄｅｎｓ ３５２ ３１４ ２７３ ３０８ ３４２ ３７７ ２２８ ２１９４
沙带鱼 Ｌｅｐｔｕｒａｃａｎｔｈｕｓｓａｖａｌａ １３３ ６８ １３１ ４１ ２８ ９６０ ２８７ １６４８
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Ａ为本研究海域；Ｂ为珠江口南沙湿地；Ｃ为香港西部海域。
Ａｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｉｓｓｔｕｄｙ；ＢｉｎｄｉｃａｔｅｓＮａｎｓｈａＤｉｓｔｒｉｃｔＣｏａｓｔｏｆＰｅａｒｌ
Ｒｉｖｅｒｅｓｔｕａｒｙ；ＣｉｎｄｉｃａｔｅｓＨｏｎｇＫｏｎｇ’ｓｗａｔｅｒｓ．
图６　珠江口不同研究区域的鱼类物种数量比较
Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｉｓｈｓｐｅｃｉｅｓｎｕｍｂｅｒｓ
ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｕｄｙａｒｅａｓｏｆＰｅａｒｌＲｉｖｅｒｅｓｔｕａｒｙ

３　讨论

３．１　基于环境ＤＮＡ宏条形码技术检测的鱼类物
种组成

本研究基于环境 ＤＮＡ宏条形码技术在珠江
口伶仃洋７个采样点共检测到３５种鱼类，绝大部
分种类都是传统调查中出现过的种类，或是区域

指南、文献以及数据库中已有记载的种类［２５２６］。

在检测到的鱼类中，鲈形目鱼类在物种数量上占

绝对优势，但总的序列数仅占总序列数的

１９．３％。形目鱼类仅有２种，但形目鱼类的序
列数占总序列数的７７．９％。一方面，物种序列的
相对丰度在一定程度上受物种数量的影响，序列

相对丰度体现了物种在环境中可能具有的丰

度［７］；另一方面，检测结果中的序列相对丰度受

多种因素的影响，如模板 ＤＮＡ的来源、检测物种
的分布、生活史和生态位、引物的扩增偏向性

等［２７２８］。因此推测，出现上述结果的原因可能与

采样时这些物种在采样点的种群大小、释放的

ＤＮＡ总量和速度或所处生态位有关。
本研究从海水样本中检测出３种淡水鱼类：

鳙、麦穗鱼和暹罗斗鱼。原因可能是带有这些鱼

类ＤＮＡ的介质通过水流或者其他途径的传播进
入采样区域而被检测到。相关研究［２９］发现鲤的

ＤＮＡ会通过多种环境介质传播，如：人类排放的
生活污水、鸟类误食鱼体产生的粪便、丢弃入河

的鲤残尸以及船舶运输的间接污染。由于鳙和

麦穗鱼是常见的经济食用鱼类［３０］，渔民在船上食

用后将残渣倒入海里或者食用后排泄到海水里，

因此可能产生污染。也可能由珠江的淡水将这

些鱼的组织或死亡个体带入到海洋中，因而被检

测出来。暹罗斗鱼是一种观赏鱼，有商贩会在海

边、海岛上进行售卖，死亡个体和暂养水体可能

得以进入海水中。另外，周边水族市场的排污也

可能将带有其 ＤＮＡ的水体带入采样区域，从而
被检测出来。

３．２　环境ＤＮＡ技术检测的高灵敏性
此次在Ａ和 Ｆ两个采样点检测到１种易危

物种———迈氏条尾
$

（Ｔａｅｎｉｕｒａｍｅｙｅｎｉ）［３１］，在以
往基于传统网捕方法调查中没有查阅到该物种

的记录。香港鱼类学会（ｗｗｗ．ｈｋｉｓ．ｈｋ）和 ＩＵＣＮ
数据库记录显示，珠江河口水域属于该物种的分

布区域 ［３２］，但种群数量极少，目前处于“易危”级

别，利用传统的调查方法可能难于发现其踪迹。

环境 ＤＮＡ技术可以更加灵敏地检测物种丰度
低、生物量少的稀有物种。与传统调查方法相

比，对水样中环境 ＤＮＡ进行检测可以获得更多
的物种种类，同时也提高了对珍稀濒危物种、迁

徙物种以及目视监测法易忽视的隐蔽物种的检

出效率 ［３３３４］。

３．３　环境 ＤＮＡ宏条形码技术对鱼类种类鉴定
的有效性

在进行物种注释时，有５种鱼类仅能鉴定到
属水平，包括：（１）鉴定到叫姑鱼属的物种序列与
卡氏叫姑鱼最为匹配，但匹配度仅有８７％而未能
定种。（２）鉴定到

%

属的物种与小鳞
%

（Ｓｉｌｌａｇｏ
ｐａｒｖｉｓｑｕａｍｉｓ）匹配度为 ９５％，和中国

%

（Ｓｉｌｌａｇｏ
ｓｉｎｉｃａ）匹配度为９４％，匹配度也均比较低而未能
定种。（３）有２个 ＯＴＵ序列可与多个物种匹配，
且匹配度均为１００％，由于无法进行区分而未能
定种，如鉴定到平

&

属的物种与日本平
&

（Ｓｅｂａｓｔｅｓ ｖｅｎｔｒｉｃｏｓｕｓ）、汤 氏 平
&

（Ｓｅｂａｓｔｅｓ
ｔｈｏｍｐｓｏｎｉ）和许氏平

&

（Ｓｅｂａｓｔｅｓｓｃｈｌｅｇｅｌｉｉ）的匹配
度均为１００％。鉴定到燕鱼属的物种与尖翅燕鱼
（Ｐｌａｔａｘｔｅｉｒａ）、波氏燕鱼（Ｐｌａｔａｘｂｏｅｒｓｉｉ）和圆眼燕
鱼（Ｐｌａｔａｘｏｒｂｉｃｕｌａｒｉｓ）的匹配度均为１００％。（４）
鉴定到

$

属的物种由于数据库的不完善，数据库

中没有收录相对应的序列，故只能确定到属的水

平。利用环境ＤＮＡ进行物种检测时有一些局限
性，如本底数据库中 ＤＮＡ序列及其完整性成为
环境ＤＮＡ宏条形码物种注释的重要限制因素。
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此外，所选目标序列针对某些类群的区分力不够

也将导致难以区分近缘物种，如平
&

属鱼类和燕

鱼属鱼类等。

３．４　珠江口不同海域研究的对比
在检测到的鱼类种类的数量和组成上，本研

究与珠江口其他２个区域的研究有较大的差异。
在物种数量上，本研究检测到的鱼类种类（３５种）
低于南沙湿地附近水域（５７种），高于香港西部海
域（２２种）。在种类组成上，本研究与南沙湿地周
围水域检测到的共同种类较多，而与更为邻近的

香港西部海域的共同种类则很少。这与研究区

域、样品采集策略和采用的条形码标记有很大的

关系。南沙湿地周围水域为咸淡水交汇处，同时

是淡水鱼类和海水鱼类的栖息地，鱼类种类可能

本身就比海水海域要丰富；同时，在样品采集上，

本研究仅在雨季采集了水体样本，而南沙湿地周

围水域的研究则在旱季和雨季均采集了水样，其

研究结果表明两个时间段的物种组成有明显的

不同，旱季的鱼类多样性大于雨季［２０］。因此也可

能是检测到的鱼类种类数要多于本研究的原因。

本研究的鱼类种类组成与地理距离较远、生境差

别较大的南沙湿地周围水域更为接近，而与地理

距离上邻近的香港西部海域差别明显，原因很可

能是本研究和南沙湿地周围水域的研究采用了

相同的线粒体１２Ｓ序列作为条形码标记，而香港
西部海域的研究采用的标记是线粒体 ＣＯＩ序列。
不同引物对模板的匹配程度和扩增效率等都可

以影响目标序列的产出，从而影响种类组

成［３５３７］。这可能也是香港西部海域检测到的种

类数偏少的原因。综合以上分析得知，在利用环

境ＤＮＡ宏条形码研究鱼类多样性时，选取扩增
的序列种类多的条形码标记引物、增加采样的时

间跨度可以提高检出率，从而更真实地反应研究

区域的多样性指标。

４　结论

本研究使用环境 ＤＮＡ宏条形码技术对珠江
河口伶仃洋的鱼类组成进行了初步探究，在７个
采样点共检测出９目２０科２９属３５种鱼类，证实
了环境ＤＮＡ宏条形码技术在珠江河口鱼类种类
组成和分布调查研究应用上的可行性，并通过与

其他两项研究比较了解了珠江河口不同区域的

鱼类种类组成差异。虽然环境 ＤＮＡ宏条形码技

术具有对数据库的依赖性、无法评估鱼类的个体

状况、无法进行生物学测量等缺点。不能完全替

代传统的鱼类调查方法，但该技术具有对生物体

以及生态环境无害、操作简单、高灵敏度以及高

检测率等诸多优势。随着数据库的持续完善，该

技术的适用性会越来越强。环境 ＤＮＡ宏条形码
技术可以作为一种对传统调查方法的补充，用于

河口鱼类多样性的调查研究，为资源调查评估的

开展提供有力的技术支持。
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