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摘　要：养殖鳗鲡种苗来源日趋多样，确定鳗苗种类是决定养殖成败的关键因素之一。应用鳗鲡属鱼类 ｍｔＤＮＡ

ＣＯＩ基因的保守序列设计一对特异性引物，对２１批次，共１０９个白苗期鳗鲡样品进行种类鉴定。结果显示，应

用该引物可以在所采集到的鳗鲡样品中扩增出６５２ｂｐ特异性基因片段，将样品ＣＯＩ基因序列与ＢＯＬＤ数据库中

鳗鲡ＣＯＩ基因标准序列进行比对，共鉴定得７个种类归属，分别为日本鳗鲡犃．犼犪狆狅狀犻犮犪、美洲鳗鲡犃．狉狅狊狋狉犪狋犪、

欧洲鳗鲡犃．犪狀犵狌犻犾犾犪、花鳗鲡犃．犿犪狉犿狅狉犪狋犪、莫桑比克鳗鲡犃．犿狅狊狊犪犿犫犻犮犪、吕宋鳗鲡犃．犾狌狕狅狀犲狀狊犻狊和太平洋双

色鳗犃．犫犻犮狅犾狅狉狆犪犮犻犳犻犮犪。对ＣＯＩ基因序列进行聚类分析，得到７个有很高节点支持率的主要类群。结果证实

ｍｔＤＮＡＣＯＩ基因在鳗鲡种类鉴定上具有很好的实用性。此外，在种类的鉴定中发现其中１批次的样品定种错

误，有１个批次的鳗鲡样品中存在有２个种类的混杂，提示在实际的苗种养殖及交易中，对鳗鲡的种类鉴定上仍

存在一定的错误和混杂，有必要引入ＤＮＡ分子标记技术进行更加方便和准确的鉴定。
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　　鳗鲡养殖业大量的苗种需求导致传统养殖鳗鲡

种类，如日本鳗鲡犃狀犵狌犻犾犾犪犼犪狆狅狀犻犮犪和欧洲鳗鲡

犃．犪狀犵狌犻犾犾犪自然资源量急剧下降，为保护自然资

源，产苗国也对这些鳗鲡种类进行了一定程度的保

护，更加剧了市场上的鳗鲡种苗供不应求、价格高

企的局面。在这种情况下，养殖业必然将目光转向

那些种苗资源尚未被开发的种类。鳗鲡苗种的多样

化，养殖业者难以准确鉴别苗种，给鳗鲡的养殖和
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销售造成了很大的困扰。

研究发现，在大多数的脊椎动物中，线粒体细

胞色素ｃ氧化酶亚基Ⅰ （ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ

ｃｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔＩ，ＣＯＩ）基因序列差异能够成功

地区分大多数脊椎动物的物种，可以作为鉴定物种

的ＤＮＡ 条形码
［１］。ＦＩＳＨＢＯＬ （ＦｉｓｈＢａｒｃｏｄｅｏｆ

Ｌｉｆｅ）组织已开展大量的国际合作，旨在建立所有

鱼类将近３万个种的ＤＮＡ条形码数据库，重点对

１．５万种海洋鱼类的ＤＮＡ条形码数据进行收集
［２］，

到２０１６年８月，已获得９７００多种鱼类的ＤＮＡ条

形码数据（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆｉｓｈｂｏｌ．ｏｒｇ／）。因此有条

件应用ＤＮＡ条形码技术对引进的鳗苗种类进行准

确的鉴定。

本研究拟应用ＤＮＡ条形码技术对收集自福建

省几个鳗鲡养殖场的鳗鲡种类样品进行种类鉴别，

以期对福建省养殖鳗鲡苗种的现状做初步的分析。

１　材料与方法

１１　样品来源及保存

鳗苗样品收集自福建省长乐、莆田、福清、龙

岩等地鳗鲡养殖场。试验中取新鲜鳗鲡白苗尾部肌

肉样品或保存于９５％乙醇 （－２０℃）的固定的肌

肉样品。每批次鳗苗样品至少随机取４只作为鉴定

样品。

１２　试验方法

１２１　鳗鲡基因组ＤＮＡ的提取　基因组ＤＮＡ提

取方法参照林能锋等［３］并略有修改，具体方法如

下：剪取新鲜或９５％乙醇保存的肌肉样品，加入

ＳＴＥ缓冲液 （０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

Ｔｒｉｓ，１００ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ，ｐＨ＝８．０），剪碎肌

肉，离心，去上清，加入６００μＬＤＮＡ抽提缓冲液

（１０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ，１００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ，

０．５％ＳＤＳ，ｐＨ＝８．０）和 ３μＬ 蛋白酶 Ｋ （２０

ｍｇ·ｍＬ
－１），５５℃水浴消化至管内液体澄清，加

等体积酚∶氯仿∶异戊醇（２５∶２４∶１）抽提２次，

每次１０ｍｉｎ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，加氯

仿抽提１０ｍｉｎ，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上

清，加入１／２５体积的５ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ溶液，混

匀后加入２倍体积预冷的无水乙醇沉淀 ＤＮＡ。

４℃，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，去上清。７０％

乙醇溶液洗涤１次，４℃，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０

ｍｉｎ，去上清。于无菌操作台上吹干沉淀后加１００

μＬ无菌超纯水，４℃溶解过夜。０．７％琼脂糖凝胶

电泳检测 ＤＮＡ样品质量，Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００测定样

品ＤＮＡ浓度。调整样品ＤＮＡ的浓度大约在１００

ｎｇ·μＬ
－１，－２０℃保存。

１２２　鳗鲡ｍｔＤＮＡＣＯＩ基因片段的扩增及测序

　 比 对 多 种 鳗 鲡 ｍｔＤＮＡ ＣＯＩ基 因 序 列，以

Ｐｒｉｍｅｒ３引物设计软件
［４－５］在其保守区设计引物。

扩增的正向引物序列为：５′ｃｃｔａｔａｔｃｔｃｇｔａｔｔｔｇｇ

ｔｇｃｃｔ３′，反向引物序列为：５′ｔａａｇｔｇｔｔｇｇｔａｇａｇ

ｇａｔｔｇｇｇｔ３′。ＰＣＲ反应体系为：模板ＤＮＡ５０～

１００ｎｇ，正、反向引物各０．５μｍｏｌ·Ｌ
－１，ｄＮＴＰ

２００μｍｏｌ·Ｌ
－１，Ｍｇ

２＋１．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１，犜犪狇ＤＮＡ

聚合酶 （ＴａＫａＲａ）１Ｕ，反应总体积为２０μＬ。

ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ后进入循环

体系，９４℃４５ｓ，５３℃４５ｓ，７２℃４５ｓ，共３０个

循环，循环结束后于７２℃进行延伸反应１０ｍｉｎ，

扩增产物于４℃保存。１．０％琼脂糖凝胶电泳分析

ＰＣＲ结果。ＰＣＲ产物送上海生工或是福州博尚生

物技术公司测序。

１２３　种类归属的判定　将鳗鲡幼苗 ＤＮＡ 的

ＣＯＩ基因ＰＣＲ扩增产物的测序结果与ＢＯＬＤ数据

库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｏｌｄｓｙｓｔｅｍｓ．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ／ＩＤＳ

＿ＯｐｅｎＩｄＥｎｇｉｎｅ）中的物种ＣＯＩ基因的标准序列进

行自动搜索比对，以相似度高于９８％为判定种类

的标准来确认鳗苗样品的种类归属［６］。

１２４　鳗鲡ＣＯＩ基因序列的聚类分析　所得测序

结果用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行比对，并辅以人工校正。

用 ＭＥＧＡ７．０软件
［７］计算种内和种间遗传距离。

分子系统树的构建采用邻接法 （ｎｅｉｇｈｂｏｕｒｊｏｉｎｉｎｇ，

ＮＪ）和 最大简约法 （ｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙ，ＭＰ）。

邻接法分析采用 Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ遗传距离，

进行１０００次自展分支检验。最大简约法分析使用

启发式搜索，构树方法采用 ＳＰＲ 法 （Ｓｕｂｔｒｅｅ

ＰｒｕｎｉｎｇＲｅｇｒａｆｔｉｎｇ），可靠性由１０００次自展分支

检验。

２　结果与分析

２１　ＰＣＲ引物的扩增有效性

对２００７－２０１５年的１４个鳗鲡养殖场的２１批

次共１０９个鳗鲡苗种样品ＤＮＡ进行线粒体ＣＯＩ基

因６５２ｂｐ片段的扩增。结果表明，应用本试验中

的ＰＣＲ引物，所有的样品均能够得到有效的扩增，

且扩增条带的琼脂糖电泳条带单一，特异性好。

２２　鳗鲡样品ＣＯＩ基因序列的比对

１０９个样品的ＰＣＲ扩增产物测序结果进行整

理后，在ＢＬＯＤ数据库中搜索相似序列，所有的

样品ＣＯＩ基因片段序列均可以在ＢＯＬＤ数据库中

找到相似性达９９％以上的标准序列，可判定样品
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中有７个种。其中日本鳗鲡犃．犼犪狆狅狀犻犮犪１批次６

尾，美洲鳗鲡犃．狉狅狊狋狉犪狋犪７批次３６尾，欧洲鳗鲡

犃．犪狀犵狌犻犾犾犪４批次２０尾，花鳗鲡犃．犿犪狉犿狅狉犪狋犪５

批次２４尾，莫桑比克鳗鲡犃．犿狅狊狊犪犿犫犻犮犪２批次

１１尾，吕宋鳗鲡犃．犾狌狕狅狀犲狀狊犻狊１批次６尾，太平

洋双色鳗犃．犫犻犮狅犾狅狉狆犪犮犻犳犻犮犪１批次６尾。其中在

２０１２年２月长乐某鳗场的１个批次６个样品中鉴

定出５尾欧洲鳗鲡，１尾花鳗鲡。长乐某鳗场２０１１

年１月的样品批次误判美洲鳗鲡为非洲鳗鲡。

２３　聚类分析及系统发育分析结果

采 用 ＭＥＧＡ７．０ 软 件， 基 于 Ｋｉｍｕｒａ２

ｐａｒａｍｅｔｅｒ法计算７种鳗鲡的种内和种间遗传距离。

结果如表１所示。７种鳗鲡种内平均遗传距离为

０．００６ （０．００３～０．０１９），种间平均遗传距离为

０．０７３ （０．０３３～０．０９４）。种间平均遗传距离为种内

平均遗传距离的１２倍。

表１　基于ｍｔＤＮＡＣＯＩ基因序列的７种鳗鲡种内及种间遗传距离

犜犪犫犾犲１　犌犲狀犲狋犻犮犱犻狊狋犪狀犮犲狊犪犿狅狀犵７犲犲犾狊狆犲犮犻犲狊犪犮犮狅狉犱犻狀犵狋狅狆犪狉狋犻犪犾犿狋犇犖犃犆犗犐犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲

ｅｅｌ 犃．狉狅狊狋狉犪狋犪 犃．犪狀犵狌犻犾犾犪 犃．犿狅狊狊犪犿犫犻犮犪 犃．犿犪狉犿狅狉犪狋犪 犃．犾狌狕狅狀犲狀狊犻狊 犃．犫犻犮狅犾狅狉狆犪犮犻犳犻犮犪 犃．犼犪狆狅狀犻犮犪

犃．狉狅狊狋狉犪狋犪 ０．００４

犃．犪狀犵狌犻犾犾犪 ０．０３３ ０．００７

犃．犿狅狊狊犪犿犫犻犮犪 ０．０７５ ０．０８１ ０．００３

犃．犿犪狉犿狅狉犪狋犪 ０．０７３ ０．０８２ ０．０７０ ０．００４

犃．犾狌狕狅狀犲狀狊犻狊 ０．０７８ ０．０８２ ０．０７６ ０．０３５ ０．００５

犃．犫犻犮狅犾狅狉狆犪犮犻犳犻犮犪 ０．０８７ ０．０９０ ０．０８１ ０．０５３ ０．０６１ ０．０１９

犃．犼犪狆狅狀犻犮犪 ０．０８７ ０．０９４ ０．０８６ ０．０５８ ０．０６２ ０．０８７ ０．００３

　　本研究采用 ＭＰ法和 ＮＪ法对７种鳗鲡的１０９

个ＣＯＩ基因序列构建了分子系统发育树 （图１），２

种构树法得到具有大致相似的拓扑结构，同一种类

的不同个体均可聚在同一分支内，７个种均可聚为

独立的分支，形成单系。并且在种间分支节点上具

有较高的支持率。

从 Ｎ＿Ｊ树 来 看，亚 洲 种 犃．犿犪狉犿狅狉犪狋犪、犃．

犾狌狕狅狀犲狀狊犻狊、犃．犫犻犮狅犾狅狉狆犪犮犻犳犻犮犪和犃．犼犪狆狅狀犻犮犪聚成一

个大的分支，大西洋种犃．狉狅狊狋狉犪狋犪则和犃．犪狀犵狌犻犾犾犪互

为姊妹群，印度洋种犃．犿狅狊狊犪犿犫犻犮犪与其他２支独立

开。分支群间的关系显示它们符合于鳗鲡的地理分

布范围。其中印度洋大西洋区有３种，印度洋太平

洋区有４种，本研究所构建的系统发育树与以１６Ｓ

ｒＲＮＡ和Ｃｙｔｂ基因序列所描绘的系统发育树
［８－９］相

类似。

图１　鳗鲡ｍｔＤＮＡＣＯＩ基因序列的聚类分析

犉犻犵．１　犆犾狌狊狋犲狉犪狀犪犾狔狊犻狊狅狀犿狋犇犖犃犆犗犐狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犃狀犵狌犻犾犾犪
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３　讨论与结论

据世界鱼类数据库 Ｆｉｓｈｂａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．

ｆｉｓｈｂａｓｅ．ｏｒｇ／）记录的鳗鲡属鱼类有效种名 （ｖａｌｉｄ

ｎａｍｅ）共有２１种。其中日本鳗鲡、欧洲鳗鲡、美

洲鳗鲡、大鳗鲡、澳洲鳗鲡、新澳鳗鲡和花鳗鲡等

７种鳗鲡有较为成功的人工养殖历史。目前，日本

鳗鲡、欧洲鳗鲡、美洲鳗鲡和花鳗鲡是我国的主要

养殖种类，但这些种类的现有苗种资源量已不足以

满足鳗鲡养殖业者的需求，因此在业界对养殖鳗鲡

种类的选择和养殖尝试也日渐多元，不断探索引进

多种鳗鲡进行试养，如莫桑比克鳗犃．犿狅狊狊犪犿犫犻犮犪、

太平洋双色鳗犃．犫犻犮狅犾狅狉狆犪犮犻犳犻犮犪，等等。由于不

同鳗鲡苗种的养殖特性和价格有着较大的差别，因

此，鳗鲡苗种的准确鉴定的重要性显得尤为突出。

目前，鳗鲡苗种鉴定的最主要方法就是依据外

形和脊椎骨数目作为分类的判别依据，但不同种鳗

鲡的脊椎骨数目也多有重叠，且同一种鳗鲡的脊椎

骨数目也会随着纬度的升高而增加。也曾有学者用

背鳍起点到肛门间的脊椎骨数目作为鉴定鳗苗种类

的方法，省去计数全部脊椎骨节数的麻烦，也取得

了一定的快速鉴定的效果，但是否能作为鉴定种类

的标准，还需要做更多的统计来确认。鳍形也是鉴

定鳗鲡种的一个重要性状，鳗鲡属鱼类中鳍形中有

６种为短鳍形，其余均为长鳍形。而一些基于成鳗

的生物学性状在 “玻璃鳗”中表现并不显著或者是

难以辨认。在生产上还常用生理生态 （活动状态、

苗种汛期及对特种药物耐受度）等其他相关特性加

以区分，但很难成为分类的 “金标准 ”。

总之，采用常规形态学方法鉴定鳗鲡幼苗有以

下几个缺陷：（１）外部形态特征存在一定的变异范

围，从而导致鉴定结果不准确；（２）形态学方法易

受发育阶段的限制；（３）鉴定需要专业人员和繁重

的工作量。

研究者用同功酶［１０］，ＲＡＰＤ
［１１－１２］和微卫星［１３］

等不同的分子标记对鳗鲡成功进行了种质的鉴定，

但这些标记通常需要多个标记位点的组合和较为繁

琐的数据分析，因此，较难实现快速准确鉴定物

种。

大量的研究表明，利用ＣＯＩ基因序列的ＤＮＡ

条形码技术能够作为物种鉴定的有效手段，在后生

生物的不同生长阶段、不同生长发育时期的不同形

态条件下都能够很好鉴别物种［１４］。因此在鳗鲡幼

苗这些形态相似性很高物种的准确鉴别中具有很高

的应用价值。ＦＩＳＨＢＯＬ组织建立的鱼类ＣＯＩ基

因序列的数据库，提供了一种快速、简便而且可信

的分类方法。吴宁 等［１５］采用ＤＮＡ 测序技术对我

国常见６种养殖鳗鲡的ＣＯＩ基因片段进行了ＰＣＲ

扩增和测序，分析了ＣＯＩ基因的碱基组成的种间

变异并构建了６种鳗鲡的系统发育树，认为ＣＯＩ

基因可以做为鳗鲡种质鉴定的工具。本文通过设计

一对能高效扩增鳗鲡线粒体ＣＯＩ基因片段的引物，

对一些新购鳗苗样品进行了种类的鉴定，获得了其

种类归属，并鉴定了一些在生产中产生的错认或存

在混杂的样品，为鳗苗种类的准确鉴定提供了一种

可靠的技术手段。所得的ＣＯＩ序列通过聚类分析，

与种类鉴定结果一样，获得了７个主要的分支，可

分别代表不同的鳗鲡物种，从而与ＢＯＬＤ的鉴定

结果相对照，证实ＣＯＩ基因可以作为鳗鲡属鱼类

的ＤＮＡ指纹。基于所得到鳗鲡 ｍｔＤＮＡＣＯＩ基因

序列的系统发育分析结果与其他基于不同基因或分

子标记的结果进行参照比较，可为鳗鲡属鱼类的系

统发育研究提供的更为准确的信息。

同时，通过本研究的调查发现，有养殖业者在

引进新的养殖种类时也存在着一定的盲目性，在对

养殖种类及其生物学特性并不了解的情况下进行了

试养，结果造成了较大的损失，而在鳗苗的引进和

交易过程中也存在着一些种类混杂和种类不清的情

况，也需要相关单位进行协调和规范。
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