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摘　要：为了探明如东海域浒苔藻团中附着的大量鱼卵的产卵鱼种，利用 ＤＮＡ条形码技术对其进行了物种
鉴定。鉴定结果表明：鱼卵、仔鱼、成鱼与沙氏下

!

鱼（Ｈｙｐｏｒｈａｍｐｈｕｓｓａｊｏｒｉ）ＣＯＩ基因片段序列之间无变异位
点出现，遗传距离为０，而与其他颌针鱼目鱼类序列间差异达１０．８３％～２０．９４％，遗传距离在２１．９％～２６．４％
之间；ＮＪ分子系统发育分析显示鱼卵、仔鱼、成鱼与沙氏下

!

鱼聚为单系群。因此，确定该海域浒苔藻团中产

卵鱼类为沙氏下
!

鱼。在此基础上探讨了浒苔藻团附着大量黏性鱼卵现象的原因及其对近海鱼类资源恢复

的启示。

关键词：ＤＮＡ条形码；沙氏下
!

鱼；浒苔；物种鉴定

中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　从２０世纪７０年代开始，我国近海生态系统
的结构与功能发生着显著的变化，并影响到其生

态服务功能［１２］。相关调查研究显示：自２０世纪
８０年代以来，随着人类活动加剧和生态环境恶
化，尤其近年来，大规模围填海工程、污染物入海

等高强度人类活动致使近海生态环境急剧恶化，

水体富营养化程度加剧也使得赤潮、绿潮频繁暴

发［３４］。赤潮、绿潮频繁暴发改变了海洋原有生

态环境，造成了生态系统紊乱，已经产生了诸如

鱼类栖息地减少、碎片化或消失，湿地功能退化，

仔鱼分散输运动力学基础剧烈变动，饵料基础失

衡，产卵场和育幼场环境污染严重与质量退化
［５７］等问题，影响了近海鱼类种群的繁殖发育，造

成近海鱼类资源衰退，鱼类种类和数量呈现显著

下降趋势，鱼类多样性也大幅下降。

由浒苔导致的绿潮主要发生在河口、内湾、

泻湖以及城市密集、富营养化程度相对严重的海

域，经常是多年连续暴发。根据海水污染的成分

分析，海水富营养化是我国近海浒苔绿潮暴发的

主要原因［８１０］。自２００９年在江苏如东县沿岸堤
坝和紫菜养殖筏架上发现浒苔绿藻以来，该地区

连续６年暴发了不同程度和规模的绿潮［１１１２］，为

了降低浒苔绿潮给该海域环境带来的危害，当地

采用了人工打捞的方式对该海域的浒苔藻类进

行打捞。一般认为，暴发绿潮的生态环境并不适

合鱼类生存和大量产卵繁殖。然而，２０１５年５月
初在该地收割浒苔的过程中，我们发现了浒苔上

附着了大量的黏性鱼卵，这一不寻常的现象值得

关注。究竟是一种还是多种鱼类在该环境下产

卵繁殖？该现象对我国近海鱼类资源恢复有何

启示？

ＤＮＡ条形码是利用标准的 ＤＮＡ片段对物种
进行快速鉴定的技术，线粒体 ＤＮＡ的 ＣＯＩ基因
片段拥有长度适宜、进化速率慢及富含系统发育

信息等特点，且大多数鱼类的 ＣＯＩ基因能被通用
引物所扩增，因此，通常选择 ＣＯＩ基因作为条形
码进行鱼类物种鉴定［１３１４］。本研究中，首先采用

ＤＮＡ条形码作为分子标记，对如东海域浒苔中所
获鱼卵及成鱼尸体进行遗传学分析，鉴定浒苔中

产卵鱼类有哪些种类；其次，浅要探讨该现象对

近海鱼类资源的启示。
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１　 材料与方法
１．１　实验材料

２０１５年５月２７日于江苏如东海域（１２１°４２′Ｎ，
３２°３２′Ｅ）采集鱼卵及成鱼。鱼卵是在该海域浒
苔暴发范围内随机取自流刺网起网时带到船甲

板的海藻团中，其数量极大，鱼卵之间通过韧性

强的卵膜丝相互黏连，并缠绕在海藻上进行发育

（图１），在海藻团中还发现数条已经腐烂无法辨
认的鱼类尸体以及两尾可辨认形态特征的成鱼

尸体。

将两尾成鱼尸体（酒精保存）和该海域随机

选取的附着大量鱼卵的海藻团编号后带回实验

室，取两尾成鱼背鳍下肌肉组织分别放入离心管

中用９５％酒精固定；同时将附着在海藻团上的卵
块小心剥离，在每个编号藻团中随机取出一部分

鱼卵用９５％酒精固定；由于从鱼卵中提取 ＤＮＡ
可能质量不高，再将各剩余附着鱼卵的海藻团分

别放入鱼缸中孵化（模拟该时间如东近海的盐度

和温度，设置孵化条件盐度为 ２５～３０，温度为
２０～２４℃）。经过一周左右鱼卵先后孵化出来，
将先期孵化出来的仔鱼分缸投喂饵料饲养，但是

一周内皆相继死亡，因此在每个编号鱼缸随机选

取一部分仔鱼用 ９５％酒精固定，以便后续进行
ＤＮＡ提取。
１．２　ＤＮＡ提取

两 尾 成 鱼 经 鉴 定 为 沙 氏 下
!

鱼

（Ｈｙｐｏｒｈａｍｐｈｕｓｓａｊｏｒｉ），用前期已取的背鳍下肌肉
组织，并与上述９５％酒精固定的鱼卵、仔鱼中随
机挑取的２０粒鱼卵和２０尾仔鱼，采用标准酚／氯
仿法提取全基因组ＤＮＡ，置于－２０℃冰箱备用。
１．３　引物设计、ＰＣＲ和序列测定

本实验选用的标记基因为 ＣＯＩ基因片段，用
于扩增 ＣＯＩ基因片段序列的 １对引物 Ｆ：５′
ＴＣＡＡＣＣＡＡＣＣＡＣＡＡＡＧＡＣＡＴＴＧＧＣＡＣ３′，Ｒ：５′
ＴＡＧＡＣＴＴＣＴＧＧＧＴＧＧＣＣＡＡＡＧＡＡＴＣＡ３′［１５］。ＰＣＲ
反应体系２５ｍＬ，包括 ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ
（含 ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰＭｉｘ和 Ｔａｑ酶）、上下游引物各
１．０μＬ（５５ｎｇ／μＬ）、ＤＮＡ样品１．０μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ
补足２５μＬ。反应程序：９４℃预变性４ｍｉｎ，扩增
３５个循环（９４℃变性３０ｓ，５８℃退火４５ｓ，７２℃
延伸１ｍｉｎ），最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物
用１％琼脂糖电泳检测样品扩增情况，将扩增出
目标片段长度 ＰＣＲ产物送至上海生物工程公司

纯化和测序。

１．４　数据分析
用ＤＮＡＢａｓｅｒ对生物公司的测序结果进行拼

接、比对、人工校正，然后将序列输入 ＧｅｎＢａｎｋ中
进行ＢＬＡＳＴ搜索，寻找同源序列。

将本研究获得的序列以及从 ＧｅｎＢａｎｋ中下
载的同源序列，用 ＭＥＧＡ６软件分析基因片段序
列的变异位点［１６］；序列之间的遗传距离用

Ｋｉｍｕｒａ双参数模型进行估算，系统进化分析采用
Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）法，置信度估算采用 Ｋｉｍｕｒａ
双参数模型，重复数为１０００次。

图１　藻团中的鱼卵
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｅｇｇｓｉｎｔｈｅａｌｇａｅ

２　结果

用ＤＮＡＢａｓｅｒ软件包将 ＰＣＲ扩增测序后获
得的２０条仔鱼和２０个鱼卵序列进行拼接、比对
后发现各序列之间碱基并无差异，故在鱼卵、仔

鱼序列中分别选取 １条序列和 ＧｅｎＢａｎｋ中经
ＢＬＡＳＴ搜索后下载得到８条颌针鱼目的高相似
度同源序列以及两尾成鱼序列用ＤＮＡｓｔａｒ软件包
进行拼接、比对后得到分析用１２条５５４ｂｐ的同
源序列（表１）。
２．１　ＣＯＩ基因片段序列之间的遗传距离

从采用 Ｋｉｍｕｒａ双参数模型估算的鱼卵、仔
鱼、成鱼与颌针鱼目鱼类基因片段序列间的遗传

距离（表２）可以看出：鱼卵、仔鱼、成鱼与沙氏下
!

鱼（Ｈ．ｓａｊｏｒｉ）基因片段序列之间没有出现核苷
酸替代（Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ），其遗传距离为
０；鱼卵、仔鱼、成鱼与间下

!

鱼（Ｈ．ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｓ）、
台湾原尾颌针鱼（Ｓｔｒｏｎｇｙｌｕｒａｌｅｉｕｒａ）、大西洋颌针
鱼（Ｓ．ｍａｒｉｎａ）基因片段序列之间的遗传距离分
别为 １１．９％ ～１２．１％、２４．９％ ～２５．２％、
２４．７％～２５．０％。

２
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表１　基于ＣＯＩ基因片段序列分析的材料标号、拉丁名、中文名、样品来源
Ｔａｂ．１　ＬｉｓｔｏｆｔｈｅｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＣＯＩｇｅｎｅｗｉｔｈｓａｍｐｌｅＩＤ，ｓｐｅｃｉｅｓ，

Ｃｈｉｎｅｓｅｎａｍｅａｎｄｏｒｉｇｉｎｏｆｓａｍｐｌｅｓ

样本编号

ＳａｍｐｌｅＩＤ
种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ
中文名

Ｃｈｉｎｅｓｅｎａｍｅ
样品来源

Ｏｒｉｇｉｎｏｆｓａｍｐｌｅｓ
Ｈｙｓ１ Ｈｙｐｏｒｈａｍｐｈｕｓｓａｊｏｒｉ 沙氏下

!

鱼 ＡＢ３７０８９２．１
Ｈｙｓ２ Ｈｙｐｏｒｈａｍｐｈｕｓｓａｊｏｒｉ 沙氏下

!

鱼 ＪＦ９５２７６３．１
Ｈｙｉ１ Ｈｙｐｏｒｈａｍｐｈｕｓｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕ 间下

!

鱼 ＮＣ＿０２６４６７．１
Ｈｙｉ２ Ｈｙｐｏｒｈａｍｐｈｕｓｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕ 间下

!

鱼 ＫＰ２６０６２５．１
Ｓｔｌ１ Ｓｔｒｏｎｇｙｌｕｒａｌｅｉｕｒａ 台湾原尾颌针鱼 ＥＦ６０７５６７．１
Ｓｔｌ２ Ｓｔｒｏｎｇｙｌｕｒａｌｅｉｕｒａ 台湾原尾颌针鱼 ＥＦ６０７５６６．１
Ｓｔｍ１ Ｓｔｒｏｎｇｙｌｕｒａｍａｒｉｎａ 大西洋颌针鱼 ＪＱ８４３０８１．１
Ｓｔｍ２ Ｓｔｒｏｎｇｙｌｕｒａｍａｒｉｎａ 大西洋颌针鱼 ＪＱ８４１０１７．１
ｅｇｇ   本研究

ｌａｒ   本研究

ａｄｕ１ Ｈｙｐｏｒｈａｍｐｈｕｓｓａｊｏｒｉ 沙氏下
!

鱼 本研究

ａｄｕ２ Ｈｙｐｏｒｈａｍｐｈｕｓｓａｊｏｒｉ 沙氏下
!

鱼 本研究

注：表示未知
Ｎｏｔｅｓ： Ａｓｔｅｒｉｓｋｓｉｎｄｉｃａｔｅｆｏｒｕｎｋｎｏｗｎ

２．２　ＣＯＩ基因片段序列的聚类分析结果
用Ｋｉｍｕｒａ双参数模型构建鱼卵、仔鱼、成鱼

与颌针鱼目鱼类ＣＯＩ基因片段序列 ＮＪ分子系统
树（图２）。节点处的数字为１０００次Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ统
计分析后的自引导值，表示对该支的支持百分

比。ＮＪ分子系统树明显聚为两大支：大西洋颌针

鱼（Ｓ．ｍａｒｉｎａ）、台湾原尾颌针鱼（Ｓ．ｌｅｉｕｒａ）聚为
一支，支持率为１００％，另一支为本实验的鱼卵、
仔鱼与两条成鱼样本以及来自 ＧｅｎＢａｎｋ的沙氏
下

!

鱼（Ｈ．ｓａｊｏｒｉ）组成的单系群，并与间下
!

鱼

（Ｈ．ｉｎｔｅｒｍｅｄｉｕｓ）互为姐妹群，支持率为１００％。

表２　鱼卵、仔鱼、成鱼与颌针鱼目鱼类ＣＯＩ基因片段序列Ｋｉｍｕｒａ双参数遗传距离
Ｔａｂ．２　ＴｈｅＫｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓｏｆＣＯＩｇｅｎｅａｍｏｎｇｆｉｓｈｅｇｇｓ，ｌａｒｖａｅ，

ａｄｕｌｔｓａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓｏｆＢｅｌｏｎｉｆｏｒｍｅｓ ％

材料标号

ＳａｍｐｌｅＩＤ Ｈｙｓ１ Ｈｙｓ２ Ｈｙｉ１ Ｈｙｉ２ Ｓｔｌ１ Ｓｔｌ２ Ｓｔｍ１ Ｓｔｍ２ ｅｇｇ ｌａｒ ａｄｕ１ ａｄｕ２

Ｈｙｓ１
Ｈｙｓ２ ０．０００
Ｈｙｉ１ ０．１１９ ０．１１９
Ｈｙｉ２ ０．１２１ ０．１２１ ０．００２
Ｓｔｌ１ ０．２５２ ０．２５２ ０．２３９ ０．２３６
Ｓｔｌ２ ０．２４９ ０．２４９ ０．２４４ ０．２４１ ０．００５
Ｓｔｍ１ ０．２４７ ０．２４７ ０．２３８ ０．２３８ ０．１８８ ０．１８８
Ｓｔｍ２ ０．２５０ ０．２５０ ０．２４０ ０．２４０ ０．１８６ ０．１８６ ０．００２
ｅｇｇ ０．０００ ０．０００ ０．１１９ ０．１２１ ０．２５２ ０．２４９ ０．２４７ ０．２５０
ｌａｒ ０．０００ ０．０００ ０．１１９ ０．１２１ ０．２５２ ０．２４９ ０．２４７ ０．２５０ ０．０００
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３　讨论

３．１　浒苔中产卵鱼种类
尽管实验前已经鉴定出浒苔藻团中的成鱼

尸体为沙氏下
!

鱼，但是，并不能确定其就是产

卵鱼类，也不能确定产卵鱼类究竟有多少种类。

用鱼卵甚至孵化出的仔稚鱼直接进行物种鉴定

也很难鉴定到具体种。因此，在本研究中选用了

ｍｔＤＮＡ基因组中的 ＣＯＩ基因作为物种鉴定的分
子标记。ＣＯＩ基因是鱼类 ｍｔＤＮＡ１３个蛋白质编
码基因之一，中度保守，既能保证足够的变异又

足够保守，且很少存在插入与缺失，可用于种间

３
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及种以上阶元的遗传学分析。随机取样获得的

５５４ｂｐＣＯＩ基因片段的同源序列比对结果表明：
鱼卵、仔鱼、成鱼与ＧｅｎＢａｎｋ中的沙氏下

!

鱼（Ｈ．
ｓａｊｏｒｉ）基因片段序列之间无变异位点出现，用
Ｋｉｍｕｒａ双参数法计算遗传距离为０，而与其他颌
针鱼目鱼类序列间的遗传距离在 １１．９％ ～２５．
２％之间（表２）。据其他一些动物的 ＣＯＩ基因序
列分析的结果，种内个体间的平均遗传距离一般

在０～４．０６％之间，差异超过６％的个体已有明显
的亚种或种的分化，１０％以上时就具有种的差
异［１７１８］。通过 Ｋｉｍｕｒａ双参数模型构建的 ＮＪ分
子系统发生树聚类结果也显示鱼卵、仔鱼、成鱼

与沙氏下
!

鱼（Ｈ．ｓａｊｏｒｉ）聚为单系群，与其他颌
针鱼目鱼类亲缘关系较远（图２）。综合分析确定
该海域浒苔藻团中产卵鱼类只有沙氏下

!

鱼（Ｈ．
ｓａｊｏｒｉ）一个种。

图２　基于Ｋｉｍｕｒａ双参数法构建的鱼卵、仔鱼、
成鱼与颌针鱼目鱼类ＣＯＩ基因片段序列ＮＪ分子系

统发育树

Ｆｉｇ．２　Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｆｉｓｈｅｇｇｓ，
ｌａｒｖａｅ，ａｄｕｌｔｓａｎｄｏｔｈｅｒｓｐｅｃｉｅｓｏｆＢｅｌｏｎｉｆｏｒｍｅｓｂａｓｅｄ
ｏｎｔｈｅＣＯＩｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｉｔｈＫｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ

节点处数值为１０００次重复运算的支持率

Ｎｕｍｂｅｒｓａｔｔｈｅｎｏｄｅｓａｒｅｐｅｒｃｅｎｔｒｅｃｏｖｅｒｙｉｎｂｏｏｔｓｔｒａｐａｎａｌｙｓｉｓｗｉｔｈ

１０００ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ

３．２　浒苔中鱼类产卵繁殖的原因及意义
鱼类繁殖包括亲鱼性腺发育、成熟、产卵、精

卵结合孵出仔鱼［２９］。鱼类繁殖所需要的生态条

件和鱼类性腺发育成熟、产卵、卵的特性、受精和

初孵仔鱼发育所要求的条件是一致的。产黏性

卵的鱼类性腺发育成熟需要充足的溶氧，产卵需

要适当的水流速度刺激，但流速不宜过大，流速

过大会影响黏着沉性鱼卵的受精和附着，同时鱼

类繁殖也需要优良的水质条件和充足的饵

料［１９２１］。

如东近岸海域大面积养殖条斑紫菜（Ｐｙｒｏｐｉａ
ｙｅｚｏｅｎｓｉｓ），养殖筏架成为浒苔微观繁殖体附着和
快速生长的温床［２２２３］。在每年３—４月紫菜收割
阶段，大量的浒苔藻体从紫菜养殖筏架和苗绳上

脱落，成为早期漂浮浒苔的主要来源之一。近年

来近岸海域水质富营养化程度很高，为浒苔绿潮

最初形成和快速生长提供了物质基础。浒苔绿

潮一般在紫菜收割结束后四、五月份开始繁殖形

成规模，一直持续到８月份。
一般认为由浒苔导致的绿潮会对海洋生态

环境造成负面影响，影响近海鱼类种群的繁殖发

育，导致近海鱼类资源衰退。但是，近年的一些

研究发现，在繁殖初期（４月下旬至６月中下旬），
浒苔生长区水质会得到一定的改善，浒苔光合作

用产生的氧气会增加水中溶氧，有浒苔等水生植

物的地方不乏浮游动物存在，且水清流缓［２４２６］。

沙氏下
!

鱼亲鱼在溶氧充足水质良好的环境中

性腺发育成熟，并且由适当的流速刺激产卵（产

卵时间通常是５月中旬至６月中下旬），这也很
好地解释了开篇提到的在浒苔藻团中附着大量

黏性鱼卵的现象。沙氏下
!

鱼鱼卵为黏着性

卵［２７］，在水清流缓的环境中完成受精，黏着性的

受精卵黏附在浒苔上生长发育，水质清澈，水流

缓慢为受精卵提供了一个良好的生长发育环境，

大量浮游动物的存在，为仔鱼的生长发育提供了

丰富的饵料。通过本研究推断如东地区浒苔繁

殖的前中期可以为某些产黏性卵鱼类（如沙氏下

!

鱼）的繁殖发育提供有利条件。众所周知，近

海鱼类资源衰退的主要原因之一是产卵育幼场

的退化。因此，可以尝试选择一些近岸海域水体

被污染的区域，人工种植一些附着可控的藻类或

者沉水植物，附着藻类和沉水植物是重要的初级

生产者，为浮游动物提供食物来源，这样就可以

为鱼类提供充足的饵料；沉水植物和附着藻类光

合作用产生氧气可以提高水体中溶氧量，为鱼类

性腺发育成熟提供了足够的溶解氧；沉水植物和

附着藻类对水体中的营养盐和重金属元素有很

强的吸附作用，从而起到净化水质的效果；附着

藻类和沉水植物能够改变水流速度刺激鱼类产

卵受精；沉水植物和附着藻类又能为产黏着性卵

的鱼类如扁颌针鱼（Ａｂｌｅｎｎｅｓａｎａｓｔｏｍｅｌｌａ）、燕鳐鱼
（Ｃｙｐｓｅｌｕｒｕｓａｇｏｏ）等提供附着载体，形成天然有
利的产卵育幼场［２８３２］。综上所述，人工种植附着

４
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藻类或者沉水植物对产卵育幼场的恢复具有重

要意义，或许能为我国近海鱼类资源恢复提供一

个新思路。
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