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摘要：用 4"56 技术对鲷科鱼类的黑鲷、真鲷、二长棘鲷、平鲷和黄鳍鲷进行亲缘关系的研究。在事先优化的

反应条件下，在使用的 $" 个随机引物中，有 &( 个引物扩增出清晰稳定的片段，共计 &"" 条，大小在 &"" - &%"" 78
之间。% 种鲷均有其特异性扩增片段，可作为种类鉴别的依据。根据 9&:"& -! 软件的 ;5:9" 和 <= 程序构建

的分子系统树显示：同属鲷属的黄鳍鲷和黑鲷的亲缘关系最近，其次是二长棘鲷和真鲷，平鲷与二长棘鲷和真

鲷的亲缘关系较近，与黄鳍鲷和黑鲷较远，黑鲷和二长棘鲷的亲缘关系最远。两种聚类的结果相一致。研究结

果与借助形态学和生化特征进行的传统系统分析具有一致性。在 ’" 个个体之间遗传距离矩阵中，最大值达到

" -)(!$。多数的遗传距离指数在 " -%" - " -)% 之间。通过分析，认为 4"56 技术对分析属级间的亲缘关系具有

一定的适用性。
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鲷科（!"#$%&#’）是温热带海洋底栖鱼类，主要

分布在印度洋和太平洋，在我国沿海均有分布。

国外已经在分子水平对鲷科鱼类的种质资源及其

遗传多样性进行了大量研究［!，"］。我国多数研究

仅限于鲷科的基础生物学、繁殖及养殖技术等领

域［#］，张雅芝等［$］从形态学的角度进行了台湾海

峡真鲷的种群鉴别研究，但在分子水平对鲷科种

质资源状况的研究较少。

随 机 扩 增 多 态 ()*（ $#+&,- #-".%/%’&
",.0-,$"1%2 ()*，3*4(）是建立在 453 技术基础

上检测 ()* 序列多态性和建立分子遗传标记的

技术，6%..%#-7 等［%］和 6’.71 等［&］运用随机引物扩

增寻找多态 ()* 片段作为分子遗传标记。如今

3*4( 技术在生物的遗传多样性、群体遗传学、分

类学以及农牧业的遗传育种等研究中得到了广泛

应用［’ ( )］。本研究旨在用 3*4( 技术对鲷科鱼类

的黑鲷、真鲷、二长棘鲷、平鲷和黄鳍鲷进行亲缘

关系的探讨，以期为鲷科的种质资源研究提供相

关的遗传背景资料和理论依据。

! 材料与方法

! 8! 材料

本研究所用鲷科鱼类分别于 9::9 年 ;、< 月

间取自胶州湾（青岛）、台湾海峡（厦门）、北部湾

（海南）、珠江口（东澳岛）和黄沙水产市场，除平鲷

是人工养殖群体外，其它均为天然群体。在取样

点取背部肌肉冰冻运回实验室，= >: ?保存。

! 8" 随机引物及筛选

选用美国 @"’$,+ 公司试剂盒 A%B*、A%B3 与

A%B! 共 C: 个 D: E" 随机引物，在事先优化反应条

件下，筛选出清晰稳定的引物供扩增，其中无扩增

产物、扩增带型模糊及不稳定的结果不作分析。

! 8# 基因组 ()* 的提取

每尾取约 D:: -F 肌肉剪碎，加入 C::!* GH)
细胞裂解缓冲液（G$%7IJ5. <: --,.·K= D，"J L8 :；

H(G* D:: --,.·K= D；)#5. 9:: --,.·K= D），终浓

度为 9M的 !(! 和 D -F·-K= D的蛋白酶 A，<C ?
消化过夜，分别用等体积的酚 N氯仿 N异戊醇（9< N
9;ND）和氯仿抽提，至直无蛋白质中间相，再用 9
倍体积无水乙醇和 D O D: 体积 )#*2（P -,.·K= D，

"J <8 9）沉淀，>:M乙醇洗涤后，用无离子超纯水

溶解，= 9: ?存放。

! $% &’()*(+&“标准”反应体系

453 反应在 Q%,-’B$# 453 仪上进行。反应总

体积 9< !K，其 中 D: R !"# QS//’$9 8 < !K，!"#
4,.0-’$#7’ : 8 9!*（< T·!* = D），&)G47（9 8 < --,.·
K= D ’#21）: 8 <!*，UF9 V（9< --,.·K= D）9 8 <!K，引

物（D:!-,.·K= D）9!K，模板 ()* 9< +F，无离子超

纯水 D< 8 P!K 。扩增条件为：L; ?预变性 < -%+
后，再进行 ;< 个循环，每一循环包括：L; ?;< 7，
PC ?;< 7，>9 ?L: 7；最后 >9 ?延伸 D: -%+。每次

453 反应均设不含模板 ()* 的空白对照。扩增

产物经 D 8 <M GQH 琼脂糖凝胶电泳分离，HQ 染

色，紫外灯光下检测、拍照。

! 8, 数据分析

根据 3*4( 产物的电泳带型，进行个体间与

种间的比较分析。按公式 $%& W 9’%& (（ ’% V ’&）计

算个体间遗传相似性指数（ ’%&是个体 % 和 & 的共

有带数，’% 和 ’& 分别是个体 % 和 & 的扩增带数）。

种间的相似性指数（$)*）为种 ) 中的个体和种

* 中 的 个 体 随 机 组 合 所 得 相 似 指 数 的 平 均

值［D:，DD］。用公式 + W D = $ 计算个体间及种间的

遗传距离，最后用 UHX*98 D 软件的类平均聚类

法（ S+Y’%F1’& "#%$IF$,S" -’B1,& ,/ #+#.07%7，
T4XU*）和邻接法（+’%F1E,$ Z,%+%+F，)[）进行聚类

分析。

9 结果

" $! &’() 扩增结果

在供筛选的 C: 个随机引物中，有 PD 个引物

无扩增产物或因结果不稳定不做进一步分析。其

余 9L 个随机引物在 < 个种的 ;: 个个体中扩增结

果稳定、重复性佳，共产生 9:: 条扩增带，片段大

小在 9:: \ 9 <:: E" 之间，多态性带有 DLD 条，如

果以每条 ()* 扩增带作一位点计，则多态位点占

总位点的比例为 L< 8 <M，目前还没有发现在 < 个

种都有相同扩增带的单态引物，所有引物均为多

态引物（图版!，"）。

" 8" 遗传多样性与聚类分析

对鲷科的 < 个种进行个体间和种间的遗传多

样性分析。种间的遗传距离是：黑鲷和黄鳍鲷之

间最小，真鲷和二长棘鲷之间次之，黑鲷和二长棘

鲷之间最大（表 D）。

将表 9 和 ;: 个个体间的遗传距离（详细数据

略）输 入 计 算 机，分 别 用 UHX*98 D 软 件 中 的

+’$ 水 产 学 报 P: 卷



!"#$%程序和 &’ 程序进行聚类分析，得到图 (
和图 ) 的谱系关系图。黄鳍鲷和黑鲷属于同一个

属，表现为它们的亲缘关系最近，首先聚到一起。

黄鳍鲷、真鲷、二长棘鲷和平鲷分别属于不同的

属，二长棘鲷和真鲷具有较近的亲缘关系，仅次于

黄鳍鲷和黑鲷，平鲷与真鲷和二长棘鲷亲缘关系

较近，与黄鳍鲷和黑鲷的较远。

* 讨论

分子系统学是一门在分子水平上研究生物的

分类和进化关系的学科。上世纪 +, 年代以来，随

着核 酸 研 究 技 术 的 发 展，特 别 是 "-.、./0"、

.%"1 和 1&% 指纹等技术的出现，使得直接对

1&% 大量变异的检测和研究成为可能，并且直接

从 1&% 水平研究分子进化也使得分子系统学的

研究更加深入。

利用传统的方法进行系统发育研究，少数物

种的进化地位仍难以确定，分子生物学方法可以

提供一些有用的证据。因为物种进化首先发生在

1&% 水平，然后才反映到形态上。运用分子生物

学方法，对传统分类有疑问的类群或形态分类不

能解决的类群的系统发育关系进行分析和探讨，

也可以对传统的分类系统进行验证。分子系统研

究采用的数据通常是 1&% 序列，./0" 数据也可

用于低阶元的系统发育分析。

图版! 引物 !"# 2 (3 对 4 种鲷科鱼类

基因组的 .%"12 "-. 图谱

"5678! .%"12 "-. 96778:;< =>: =?@8 <98A?8< >=
B96:?C68 D<?;E 9:?F8: !"# 2 (3

( 2 )GH黑鲷，)4 2 *)H二长棘鲷，** 2 4IH真鲷，43 2 IGH平鲷，I4 2
3)H黄鳍鲷，$H1&% 分子量标记

( 2 )GH $%&’() *&+’,+-%.&/()；)4 2 *)H "&’&’01’,%) -234&；** 2 4IH
"&0’,),*() *&5,’；43 2 IGH 6.&72,)&’0() )&’7&；I4 2 3)H $%&’() /&4()；
$H 1&% F6:J8:

表 ! " 种鲷种间的遗传相似系数（对角线以上）和遗传距离（对角线以下）

#$%&! ’()*+,-,./$)0-( 1*(*)02 3040/$+0)0*3（)5* .,6+015) -7 4$)+08）$(9 903)$(2*3（)5* 9-:(6/*7) -7 4$)+08）

0( )5* 70;* 3,*20*3 -7 <,$+09$*

遗传相似系数和遗传距离

E8;87?A <?F?56:?7?8< 6;C C?<76;A8<
黑 鲷

$ 8 *&+’,+-%.&/()
二长棘鲷

" 8 -234&
真 鲷

" 8 *&5,’
平 鲷

6 8 )&’7&
黄鳍鲷

$ 8 /&4()
黑鲷 $ 8 *&+’,+-%.&/() , 8)IK( , 84G3+ , 8G*++ , 8IKG,

二长棘鲷 " 8 -234& , 83*,K , 8I)(+ , 8G3K4 , 8*K,I
真鲷 " 8 *&5,’ , 8G4)) , 8*3+) , 84G)3 , 84(GK
平鲷 6 8 )&’7& , 84I() , 84),4 , 8G43* , 84(GK
黄鳍鲷 $ 8 /&4() , 8*,I, , 8I,KG , 8G+4( , 8G+4(

将 .%"1 分析技术应用于属和属之间的亲缘

关系的研究，在植物学领域曾有过报道，但是在动

物学领域，大多数研究者仅限于用 .%"1 标记技

术研究种级或种级以下类群之间的遗传分化关

系，对于属级甚至属级以上分类单元亲缘关系的

研究，也有文献报道［() 2 (G］。本文的研究结果表

明：在动物学研究领域，.%"1 标记技术对于某些

属级或属级以上分类单元亲缘关系的探讨，具有

一定的适用性。

成庆泰和郑葆珊［(4］认为黄鳍鲷、灰鳍鲷（ $ 8
7-’2& />:<<J65）和 黑 鲷 同 归 于 鲷 属（ $%&’()
0?;;68D<，(34+），平鲷属于平鲷属（6.&72,)&’0()
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图版! 引物 !"# ! "# 对 $ 种鲷科鱼类基因组的 %&’(! ’)% 图谱

’*+,- ! %&’(! ’)% .+,,-/01 23/ 245- 1.-64-1 32 7.+/48+- 9140: ./4;-/ !"# ! "#
" ! <=>黑鲷，<$ ! ?<>二长棘鲷，?? ! $@>真鲷，$# ! @=>平鲷，@$ ! #<>黄鳍鲷，A>(B& 分子量标记

"! <=> $%&’() *&+’,+-%.&/()；<$ ! ?<> "&’&’01’,%) -234&；?? ! $@> "&0’,),*() *&5,’；$# ! @=> #.&62,)&’0() )&’6&；@$ ! #<> $%&’() /&4()；A>

(B& ;+/C-/

图 " 用类平均聚类法（&）和邻接法（D）构建 $ 种鲷科鱼类的谱系关系

E4:>" F’GA&（&）+08 BH（D）8-08/3:/+; 1I3J40: ,I- /-*+,4301I4.1 +;30: 245- 1.-64-1 32 7.+/48+-
’-：二长棘鲷；’;：真鲷；%1：平鲷；7;：黑鲷；7*：黄鳍鲷

’- ：" 7 -234&；’;：" 7 *&5,’；%1：# 7 )&’6&；7;：$ 7 *&+’,+-%.&/()；7*：$ 7 /&4()
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图 ! 用类平均聚类法和邻接法构建 " 种鲷科鱼类 #$ 个个体的谱系关系图

%&’(! )*+,- ./0 12 03/045’4.6 7859&/’ :83 43;.:&5/78&<7 .65/’ #$ &/0&=&0>.;7 &/ ?&=3 7<3@&37 5? A<.4&0.3

%59;34， BCDD），二 长 棘 鲷 属 于 二 长 棘 鲷 属

（!"#"#$%#&’(），四长棘鲷（)#$%#&’( *+,,-,#. E78&6.）
属于 四 长 棘 鲷 属（ )#$%#&’(），真 鲷 属 于 真 鲷 属

（!"$#&(&/0(），黄 鲷（ 1".0( 20/.3#&4( F366&/@G 3:
A@8;3’3;）属 于 黄 鲷 属（ 1".0(），犁 齿 鲷（ 56%44.(
7"’&4.80( F./.G.）属于犁齿鲷属（56%44.(）。伍汉霖

等［BH］将鲷科鱼类的中文名、属名、种名及部分的

归属问题进行了更改，如将黄鳍鲷、灰鳍鲷和黑鲷

分 别 更 名 为 黄 鳍 棘 鲷（ )8"429&’"$#0( +"20(
I5>::>J/）、灰鳍棘鲷（) : *,#;" %5477G.;）和黑棘鲷

（) : /"8#&8,’9"+0( K.7&;397GJ），同归属于棘鲷属

（)8"429&’"$#0( *3:347，BL""）；原来属于鲷属的平

鲷重新归到了平鲷属；二长棘鲷更名为二长棘犁

齿鲷（56%44.( 8"#;.4"+.( M.@3<303），属于犁齿鲷属

（56%44.( 2540./ 3: F856<75/，BCB!）；真鲷更名为

真赤 鲷（ !"$#0( /"7&# ），属 于 赤 鲷 属（ !"$#0(
N>=&34， BLBH）；黄 鲷 更 名 为 黄 牙 鲷（ <,42,=
20/.3#&4(），属于牙鲷属（<,42,=）；四长棘鲷的分类

地位则没有改变。

传统的分类方法将平鲷划归到了鲷属，但是

随后的研究认为平鲷应独自成为一属，即平鲷属。

从图 B 和图 ! 可以看出：平鲷并不与同属鲷属的

黄鳍鲷和黑鲷具有较近的亲缘关系，而是单独聚

成一支，这也证实了将平鲷从鲷属中分化出来是

合理的。对于真鲷、犁齿鲷、二长棘鲷和四长棘

鲷，通常的分类方法认为它们是属于 # 个不同的
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属。江世贵等［!"］通过对真鲷、四长棘鲷和犁齿鲷

线粒体细胞色素 # 基因序列的比较研究，结果表

明，三者间的序列差异介于 $ % &’ ( !)% *’之间，

属于种级的分化水平，也就是说它们是归属于同

一属的不同种。本文研究表明，真鲷与二长棘鲷

种间的遗传距离仅次于黄鳍鲷与黑鲷，但这种分

化是否已达到属级的分化水平还有待研究。从真

鲷和二长棘鲷幼体的形态特征来看，它们的体色

都呈淡红色，真鲷背侧的蓝色小点与二长棘鲷背

侧的蓝色细条纹极为相似，二长棘鲷的背鳍棘在

幼体时并不明显，只是在后期才呈丝状延长；从它

们的生活习性来看：它们都是洄游性鱼类，且在某

些水域具有大致相同的洄游习性和洄游路线。在

《拉汉世界鱼类名典》中，也有将二长棘鲷和犁齿

鲷都化归到犁齿鲷属的说法。所以，本研究初步

认为二长棘鲷和真鲷属于同一个属，而真鲷和二

长棘鲷的分类地位却有待考证。

+* 个随机引物将 &) 个鲷科个体全部区分

开，没有 + 个个体拥有完全相同的 ,-./ 标记；同

时，不同物种内的所有个体形成各自的分支，使种

与种之间全部相互区分开。此外，鲷属的黄鳍鲷

和黑鲷首先聚类在一起，表明同一属内物种之间

的亲缘关系最近，这与传统分类学的观点一致。
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