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摘　要：从东海海区采集的１５尾东方属鱼类中的１１尾个体，兼具点状和条状花纹，很可能是东方属鱼
类的杂交后代。线粒体基因 ＣＯⅠ显示这些个体与菊黄东方（Ｔａｋｉｆｕｇｕｆｌａｖｉｄｕｓ）和双斑东方（Ｔ．
ｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓ）关系最为接近，然后是横纹东方（Ｔ．ｏｂｌｏｎｇｕｓ），最后是暗纹东方（Ｔ．ｏｂｓｃｕｒｕｓ）。利用ＥＰＩＣ标
记（Ｅｘｏｎｐｒｉｍｅｄｉｎｔｒｏｎｃｒｏｓｓｉｎｇｍａｒｋｅｒｓ）技术调查了此１５尾个体及本实验室收集的菊黄东方、双斑东方
和暗纹东方的内含子序列，显示此１５尾个体与菊黄东方、双斑东方和暗纹东方关系均非常接近，难
以区分。进一步通过比较此１５尾东方属鱼类的体色以及背鳍、臀鳍和胸鳍的鳍条数，可以明确这些个体中
至少部分是菊黄东方与双斑东方、或与暗纹东方、或与横纹东方的杂交体，但也不排除部分个体是横

纹东方与菊黄东方、或与双斑东方、或与暗纹东方的杂交体，表明东海海区存在东方属的杂交体或

天然杂交现象。
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　　东方属（Ｔａｋｉｆｕｇｕ）鱼类是隶属于形目
（Ｔｅｔｒａｏｄｏｎｔｉｆｏｒｍｅｓ）的一个地域性分布类群，主要
分布于日本岛至中国沿海海域［１－３］。据中国动物

志记载我国东方属鱼类有２２种，分布在珠江、
长江等大的河口区及渤海、黄海、东海和南海等

海域［４］。该属鱼类肉质鲜美，但多数种类有剧

毒，鱼种鉴别错误造成误食的事件也时有发生，

东方属鱼类形态差异不大，准确鉴定种类不

易。ＡＫＩＲＡ等［５］对暗纹东方（Ｔ．ｏｂｓｃｕｒｕｓ）等６
种东方构建分子系统发生树，表明东方属内

的亲缘关系很接近。此外，东方属内近缘杂交

频率较高［６］，ＭＡＳＵＤＡ等［７］报道了黄鳍东方

（Ｔ．ｘａｎｔｈｏｐｔｅｒｕｓ）与虫纹东方（Ｔ．ｖｅｒｍｉｃｕｌａｒｉｓ）
的天然杂交现象，杂交后代兼有亲本的性状，而

近些年来放流规模不断扩大，有可能更促进了其

属内的杂交［８］。渤海海区也有红鳍东方（Ｔ．
ｒｕｂｒｉｐｅｓ）和假睛东方（Ｔ．ｐｓｅｕｄｏｍｍｕｓ）天然杂
交种的报道［９］。本研究在东海自然海区采集到

１５尾东方属的鱼类，外形非常相似，其中，１１

尾个体的体表兼具点状和条状花纹，有些个体与

任何目前描述东方属鱼类的形态特征不一致，

推测这些个体有可能是东方属鱼类的杂交体，

结合调查线粒体基因 ＣＯⅠ和核基因组内含子序
列，表明东海自然海区存在东方属鱼类的杂交

现象。

１　材料与方法

１．１　样本采集与形态学鉴定
２０１３年７月在上海市芦潮港收购到１５尾野

生河，采样信息见表１，参照中国动物志硬骨鱼
纲［４］与Ｆｉｓｈｂａｓｅ网站（ｈｔｔｐ：／／ｆｉｓｈｂａｓｅ．ｏｒｇ／）初步
鉴定为东方属，但由于其体表花纹不尽相同，

分别为纹状、点状和点纹兼有的个体，与已知东

方属鱼类的体表描述有一定差异，故无法确定

其确切的种类。在分别对所有个体拍照、编号并

测量其体长、体质量后，取每尾个体的背部肌肉

组织，用９５％乙醇固定，４℃保存备用作后续基
因序列分析。另外在上海芦潮港和上海崇明收
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购到野生黄鳍东方和双斑东方，在上海市水

产研究所和江苏靖江购得养殖的暗纹东方和

菊黄东方（表１）。

表１　本研究所采集的东方样品信息
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｌｅｃｔｅｄｓａｍｐｌｅｓｏｆＴａｋｉｆｕｇｕ

编号

ｎｕｍｂｅｒ
体长／ｃｍ
ｌｅｎｇｔｈ

体质量／ｇ
ｗｅｉｇｈｔ

采样地

ｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅ
采样时间

ｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅ
３６１ １２．１ ９５ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
３５８ １３．２ １００ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
３６０ １２．７ ９８ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
３６５ １２．３ ９５ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
３５５ １４．０ １０２ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
３５６ １４．２ ９８ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
３５７ １２．９ ９２ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
３６６ １３．４ ９６ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
３５０ １２．２ ８５ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
４９４ １１．９ ９０ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
３５４ １２．３ ９２ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
３６３ １１．４ ９０ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
３６４ １３．９ １００ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
３５９ １２．８ ９６ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２
４９６ １３．２ ９８ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２

Ｔ．ｆｌａｖｉｄｕｓ ２０．２ ３７０ 江苏靖江水产品批发市场 ２０１３．５．４
Ｔ．ｂｉｍａｃｕｌａｔｕｓ ２４．２ ４７３ 上海崇明 ２０１２．１１．１０
Ｔ．ｏｂｓｃｕｒｕｓ １５．０ ７８ 上海市水产研究所青浦养殖基地 ２０１２．８．２０
Ｔ．ｘａｎｔｈｏｐｔｅｒｕｓ １１．４ １００ 上海芦潮港 ２０１３．７．１２

１．２　ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及测序
取约１００ｍｇ肌肉组织经蛋白酶 Ｋ消化后，

使用酚／氯仿法抽提基因组ＤＮＡ，经１％琼脂糖凝
胶电泳检测后，－２０℃保存。从 ＮＣＢＩ数据库中
下载暗纹东方等东方属所有已有的１１种鱼
的ＣＯⅠ基因序列，比对之后在此基因保守区设
计 引 物， 引 物 序 列 为 Ｆ： ５′
ＣＡＣＣＣＴＡＴＡＣＣＴＡＧＴＴＴＴＴＧＧＴＧＣＣ３′、 Ｒ： ５′
ＧＡＡＧＧＴＴＧＴＡＴＴＴＡＧＧＴＴＴＣＧＧＴＣＡＧ３′，扩增片
段长度６１０ｂｐ；此外，采用了 ＥＰＩＣ标记技术，选
用了两对非模式硬骨鱼跨越内含子通用引物［１０］

５５３７８Ｅ１Ｆ：５′ＡＴＧＡＲＧＡＡＡＡＴＧＡＧＧＣＣＡＡＣＴＴ
ＧＣＴ３′， Ｒ： ５′ＧＣＣＡＣＣＴＧＫＧＴＡＴＴＧＡＴＴＡＴＡ
ＧＣＴＧＡＧ３′与 ５５３０５Ｅ１ Ｆ：５′ＣＣＴＡＧＴＧＧＡＣＴ
ＧＴＡＲＴＡＡＣＧＣＣＣＣＹＣＴ３′，Ｒ：５′ＡＡＧＣＣＡＴＣＣＡＧ
ＴＴＴＧＣＡＴＡＡＡＣＡＣＴＡＴＣ３′。用于扩增ＣＯⅠ基因
的ＰＣＲ反应总体积为 ２０μＬ，其中包含：ｄｄＨ２Ｏ
８μＬ，２×Ｔａｑｍｉｘ１０μＬ，上下游引物各０．５μＬ和
ＤＮＡ模板１μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９５℃预变性５
ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５
ｓ，３５个循环；７２℃延伸 １０ｍｉｎ。用于扩增
５５３７８Ｅ１与５５３０５Ｅ１片段的 ＰＣＲ反应总体积为

２０μＬ，其中包含：ｄｄＨ２Ｏ７．９２μＬ，２×Ｔａｑｍｉｘ１０
μＬ，上下游引物各 ０．６４μＬ，ＤＮＡ模板 ０．８μＬ。
ＰＣＲ反应采用两步法，条件为：９５℃预变性３０ｓ，
９８℃变性１０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，１５
个循环；９８℃变性１０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延
伸 ４５ｓ，１５个循环。所有的 ＰＣＲ反应均在
ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＰＣＲ仪上完成。每组ＰＣＲ反应均设置
阴性对照以检验是否存在污染。扩增产物使用

１％琼脂糖凝胶电泳检测后，将目的产物使用天
根ＤＮＡ凝胶回收试剂盒回收，经连接、转化后，
送上海生工生物工程有限公司测序。

１．３　系统发生分析
使用 ＭＥＧＡ ５．２软 件，基 于 Ｋｉｍｕｒａ２

ｐａｒａｍｅｔｅｒ双参模型计算遗传距离。从ＮＣＢＩ库中
下载库内所有东方属 ＣＯⅠ基因序列，使用软
件ＣｌｕｓｔａｌＸ比对序列，通过 ＪＭｏｄｅｌｔｅｘｔ对建树模
型进行选择，分别使用软件ＲａｘＭＬ，以ＧＴＲＧＡＭＡ
模型构建最大似然法系统进化树；使用 Ｍｒｂａｙｅｓ
软件，以 ＧＴＲＣＡＴ模型构建贝叶斯法系统进化
树，初步判断１５尾未知东方样本与已知东方
鱼类的进化关系。再将两个 ＥＰＩＣ标记片段比
对后联合进行分析，使用 ＪＭｏｄｅｌｔｅｘｔ对建树模型

０６３
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进行选择，分别使用软件 ＲａｘＭＬ，以 ＧＴＲＧＡＭＡ
模型构建最大似然法系统进化树；使用 Ｍｒｂａｙｅｓ
软件，以 ＧＴＲＣＡＴ模型构建贝叶斯法系统进化
树。

２　结果

２．１　基于ＣＯⅠ基因序列的系统关系
为确定１５尾杂交东方的系统发生关系，

克隆了此１５尾个体及本实验室采集的暗纹东方
、双斑东方、黄鳍东方与菊黄东方的 ＣＯ
Ⅰ基因序列。所测定的１９条ＣＯⅠ序列长度均为
６１０ｂｐ，无插入与缺失。其平均碱基组成为 Ｔ：
２７．２％、Ｃ：３０．５％、Ａ：２４．３％、Ｇ：１８．０％，Ａ＋Ｔ含
量为５１．５％，Ｇ＋Ｃ含量为４８．５％，序列的碱基组
成无明显的偏好性。１９尾个体之间的平均遗传
距离为０．００５。

将测序得到的 ＣＯⅠ序列比对分析，结果显
示，所有个体均与暗纹东方、菊黄东方、双斑

东方ＣＯⅠ序列一致性大于９８％；从ＮＣＢＩ库中
下载所有已知东方属鱼类 ＣＯⅠ基因序列，包
括暗纹东方、星点东方（Ｔ．ｎｉｐｈｏｂｌｅｓ）、横纹
东方（Ｔ．ｏｂｌｏｎｇｕｓ）、弓斑东方（Ｔ．ｏｃｅｌｌａｔｕｓ）、
豹纹东方 （Ｔ．ｐａｒｄａｌｉｓ）、斑点东方 （Ｔ．
ｐｏｅｃｉｌｏｎｏｔｕｓ）、紫色东方（Ｔ．ｐｏｒｐｈｙｒｅｕｓ）、红鳍东
方、密点东方（Ｔ．ｓｔｉｃｔｏｎｏｔｕｓ）、虫纹东方和
黄鳍东方，使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件比对序列，并以
最大似然法与贝叶斯法构建系统发生树，使用

ＳＨ检验两种系统发生树间的差异是否显著，结
果显示基于ＣＯⅠ序列构建的两种系统发生树ＳＨ
检验的Ｐ值均大于临界值０．０５，即两种系统发生
树之间无显著差异，故初步判断１５尾杂交东方
样本与菊黄东方、双斑东方的进化关系最

为相近，其次是横纹东方，然后是暗纹东方

（图１）。
２．２　基于内含子序列的系统关系

东方属内的亲缘关系比较接近，为进一步

调查此１５尾鱼的种属关系，采用了两个核基因
的内 含 子 序 列 ５５３７８Ｅ１和 ５５３０５Ｅ１。由 于
ＧｅｎＢａｎｋ尚无此东方属鱼类的内含子序列可供
比较，我们只克隆和比较了此１５尾个体以及本

实验室所采集的菊黄东方、双斑东方和暗纹

东方的内含子序列。所测定的１８条５５３７８Ｅ１
片段序列长度在１０３２～１０６６ｂｐ之间，所有个体
在２５６～２７８、３６２～３６８位点上均有不同个数的连
续碱基Ｇ、在７５５～７７０位点上有不同个数的连续
碱基ＴＧ，菊黄东方、暗纹东方与个体３５６在
４７１～４７５位点上缺失５个碱基，１８尾个体之间
的平均遗传距离为 ０．０１１。所测定的 １８条
５５３０５Ｅ１序列长度在９５６～９６６ｂｐ之间，３６１个体
在２６９位插入碱基 Ａ，个体 ３５７、３５９与 ３６０在
５５６～５６７位点缺失１１个碱基，１８尾个体之间的
平均遗传距离为０．００５。将２个内含子片段编辑
在一起，分别构建最大似然法（图 ２ａ）和贝叶斯
（图２ｂ）系统进化树。使用 ＳＨ检验两种系统发
生树间的差异是否显著，结果显示基于２个内含
子序列构建的两种系统发生树ＳＨ检验的Ｐ值大
于临界值０．０５，即两种系统发生树之间无显著差
异，显示此１５尾个体混杂在菊黄东方、暗纹东
方和双斑东方之中。

２．３　形态学数据
以上的分子系统关系表明此１５尾个体与菊

黄东方、双斑东方、暗纹东方和横纹东方

关系最为接近。同样，此 １５尾个体的形态特
征尤其是体纹、鳍条数目也与此４种鱼类相近。
１５尾个体的体纹可分为３类：点状个体、纹状个
体和点纹兼有个体（表２）。只有个体３６４和菊黄
东方一样，其背部密布白色圆点，此外，其背鳍

鳍条数１６，臀鳍鳍条数１４，胸鳍鳍条数１７，也与
菊黄东方的各鳍条数相似，因此，个体 ３６４有
可能就是菊黄东方。个体４９４、３５４和３６３背部
全身均匀分布白色条纹，其臀鳍鳍条数１４，只符
合暗纹东方的体纹和鳍条数的特征，很有可能

就是暗纹东方。而个体 ４９６的臀鳍鳍条数只
有１２，体纹是点纹兼有，符合横纹东方的形态
特征。其余 １０尾个体 ３６６、３５０、３５８、３６０、３６１、
３６５、３５５、３５９、３５７和３５６为点纹兼有。在体纹和
各鳍鳍条数等两方面，此１０尾个体没有与菊黄
东方、双斑东方、暗纹东方和横纹东方

完全一致的描述。
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图１　基于ＣＯⅠ基因的系统进化树
Ｆｉｇ．１　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｂａｓｅｄｏｎＣＯⅠｇｅｎｅ

（ａ）基于ＣＯⅠ基因构建的最大似然法树；（ｂ）基于ＣＯⅠ基因构建的贝叶斯树。

（ａ）ｔｈｅＭＬｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＣＯⅠｇｅｎｅ；（ｂ）ｔｈｅＢａｙｅｓｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＣＯⅠｇｅｎｅ．

３　讨论

　　相对于体内受精的种类，体外受精的鱼类种
间天然杂交的现象更普遍［１１－１３］，天然种间杂交

后代形态学上兼具两种亲本的特征［１４］。在东方

属鱼类，已有关于种间天然杂交的报道，日本

学者曾发现６尾未知东方属鱼类，经形态学与

同功酶分析认为此６尾鱼为虫纹东方与黄鳍
东方的杂交后代［７］。细胞色素 ｂ和１２ＳｒＤＮＡ
基因序列分析表明，东方属鱼类的进化关系较

近，物种分化时间较短［１５］。在东方属中，菊黄

东方、双斑东方、暗纹东方和横纹东方

之间的进化关系十分接近［５］，此外，菊黄东方

和暗纹东方的染色体数目均为４４条［１６］，表明

这两种东方发生杂交是完全可能的。
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图２　基于内含子片段的系统发生树
Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｂａｓｅｄｏｎ２ｉｎｔｒｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｓ

（ａ）基于内含子片段构建的最大似然法树；（ｂ）基于内含子片段构建的贝叶斯树。

（ａ）ｔｈｅＭＬｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｉｎｔｒｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｓ；（ｂ）ｔｈｅＢａｙｅｓｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｉｎｔｒｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｓ．
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表２　形态学特征比较
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｏｆｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ

形态特征

ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｆｅａｔｕｒｅｓ

样本编号

ｓａｍｐｌｅＮｏ．

参考文献描述的形态特征［４］

ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ
ｄｅｓｃｒｉｂｅｄｉｎｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

体纹

ｂｏｄｙｃｏｌｏｒ
ｐａｔｔｅｒｎ

点状 ３６４
纹状 ３５４，３６３，４９４
点纹点 ３６６，３５０，３５８，３６０，３６１，３６５
点纹纹 ４９６，３５５，３５９，３５７，３５６

菊黄东方为点状体纹，双斑东方和暗纹

东方为纹状条纹，横纹东方为点纹兼有的体纹

背鳍鳍

条数

ｄｏｒｓａｌｆｉｎ
ｒａｙＮｏ．

１６ ３６４

１５ ３５５，３５９，３５７，３５６，３６６，３５０，３５８，
３６０，３６１，３６５，３５４，３６３，４９４

１４ ４９６

菊黄东方背鳍鳍条数为１５－１６，双斑东方为１３－１４，
暗纹东方为１５－１８，横纹东方为１２－１４

臀鳍鳍

条数

ａｎａｌｆｉｎ
ｒａｙＮｏ．

１４ ３５５，３５９，３５７，３５６，３６６，３５０，３５８，
３６４，３６１，３６５，３５４，３６３，４９４

１３ ３６０
１２ ４９６

菊黄东方背鳍鳍条数为１３－１４，双斑东方为１２，
暗纹东方为１３－１６，横纹东方为１０－１２

胸鳍鳍

条数

ｐｅｃｔｏｒａｌｆｉｎ
ｒａｙＮｏ．

１８ ３６１，３６０
１７ ３５８，３６５，３５５，３６６，４９４，３６４，３５９
１６ ３５６，３５７，３５０，３５４，３６３，４９６

菊黄东方背鳍鳍条数为１７－１８，双斑东方为１５－１８，
暗纹东方为１６－１８，横纹东方为１５－１７

　　由于东方属鱼类物种分化时间较短［１７］，不易

准确区分东方属种之间的关系。利用与已公

开发表的１３种东方属鱼类的线粒体基因ＣＯⅠ
序列，不管利用最大似然法构建的进化树还是利

用贝叶斯树，此１５尾个体与菊黄东方的点状
和双斑东方聚为一支，表明此１５尾个体与此
两种鱼类关系最为接近，然后依次为横纹东方

和暗纹东方。为了进一步确定１５尾个体的种
属关系，我们利用两对内含子通用引物扩增了内

含子序列，比较了核基因的内含子序列，表明此

１５尾个体混杂在菊黄东方、暗纹东方和双斑
东方之间。由于本实验室没有横纹东方的

样品，无法比较横纹东方的相应内含子序列，

鉴于依据ＣＯⅠ序列构建的系统关系树中，此１５
尾个体与横纹东方也很接近，不排除此１５尾
个体也可能是横纹东方和菊黄东方、双斑东

方或暗纹东方的杂交体。

其中１０尾鱼（个体 ３６６、３５０、３５８、３６０、３６１、
３６５、３５５、３５９、３５７和 ３５６）在体纹和各鳍鳍条数
上，与菊黄东方、双斑东方、暗纹东方和横

纹东方没有完全一致，体纹和鳍条数目介于此

４种鱼之间，形成中间类型。此外，这１０尾个体
中，个体３５７和３５６的体纹和各鳍条数一致，个体
３６６、３５８和３６５的体纹和各鳍条数一致，而其余５
尾个体的体纹和各鳍条数没有完全相同的，结合

此１０尾个体在所依据 ＣＯⅠ序列或 ＥＰＩＣ所构建

的系统关系树中的位置，可判断此１０尾个体应
为东方属的杂交体，而不太可能是新种。至于

这１０尾个体是其中哪两种杂交，目前的证据很
难确定。本研究所采集的样本直接来自东海区

芦潮港渔民捕捞，这些杂交后代生活在东海海

区，有可能是自然海区此４种东方属鱼类的天
然杂交体，如果是天然杂交，今后有必要调查其

天然的产卵场。另外，由于目前有人工开展菊黄

东方和双斑东方杂交的研究［１８］，不能排除

这些杂交后代是人工杂交后代在养殖过程中逃

逸或人工放流的结果。如果天然海区东方属

鱼类的杂交，是由于放流增殖规模的不断扩大或

人工杂交种群的大量繁育逃逸的结果，则有可能

导致天然水域东方属鱼类的种质混杂，应需引

起管理部门的重视。

感谢上海海洋大学李晨虹教授和旷婷同学在本研究

方法上的支持和帮助！
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