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摘要! 为探讨中国近海石首鱼类的系统进化关系!通过 A3*扩增和序列测定!获得了石首

鱼类 B 属 #! 个种类的 G>A# 基因序列" 对序列变异进行分析!基于 hFELX8双参数法计算

属间和种间的遗传距离!并结合 QH9C89] 中的同源序列!以攀鲈为外群构建分子系统进化

树" 将所得的分子数据与形态学分类进行比较!推论如下&##$ 中国近海石首鱼类分为两

个类群" #$$ 叫姑鱼亚科与石首鱼亚科以极高的置信度#B%S$聚类!并处于系统进化树的

基部!支持了形态学上二者是原始种类的分类观点" #!$ 分子系统树显示黄姑鱼属比银姑

鱼属更为原始!但二者在形态分类上归为一个亚科的观点有待进一步商榷" #?$ 支持尖头

黄鳍牙 与银牙 置于同一牙 亚科的不同属的观点" #;$ 支持了形态学上黄鱼亚科分化

最晚的结论"

关键词! 石首鱼科% G>A# 基因% 系统进化

中图分类号! UB;#

p

7!% 0B#>&&&&&&&文献标志码&,

&&石首鱼类隶属于鲈形目#AHXMF\5XEHJ$"鲈亚

目#AHXM5FNHF$"石首鱼科#0MF8H9FN8H$"是暖水性

鱼类"其游泳能力不强"少数种类广泛分布于大西

洋的东西两岸*太平洋西部中国沿岸海域和印度

洋的东非南部及印度近海"大多数属*种的地理分

布局限性极为显著'#(

) 全世界共有石首鱼类 >%

属 $>% 种'$(

"中国沿海是石首鱼类的重要分布区

之一"有 #> 属 !% 种'!(

) 石首鱼类是中国首要海

洋经济鱼类'?(

"如银姑鱼#B*&&"/'" ")5*&-"-,#$和

小黄鱼#L")'0'$/-/7#3(17"$-'#$是长江口及其邻

近海域的重要渔业资源';(

) 其中许多种类已经

形成 成 熟 的 人 工 繁 育 技 术" 如 大 黄 鱼

#L")'0'$/-/7#$)($*"$和#:''$/-7#0'',7$等'"(

)

很多还被列为名贵鱼类"如肉质鲜嫩"其鳔可制

成名贵海珍品%鱼肚&

'>(

) 但由于酷渔滥捕和生

态环境变化"与一些重要海洋经济鱼类一样"在其

遗传背景仍不明了的情况下"有些种类已成为易

危物种'<(

)

石首鱼的分类通常是通过形态和解剖特征

来进行研究'B :#$(

) 但由于石首鱼类很多种间的

形态非常相近"以致难以确定种*属"甚至亚科

的界限"例如"朱元鼎等'#!(根据鳔和耳石的形态

及其式型分化情况"认为牙 亚科只有一属'牙

属#.-(1'-/*#$($ 种'银牙 #.K")5*&-*,#$和

红牙 #.K),6*)$("将尖头黄姑鱼#?'6*" "$,-"

T89Z$'尖头黄鳍牙 #+/)7#($/')",)*,#$(归入

白姑鱼亚科黄姑鱼属) 而 #B<> 年"将牙 分为

$ 属 '黄 鳍 牙 属 # +/)7#($/')$ 与 牙 属

#.-(1'-/*#$("将尖头黄姑鱼'尖头黄鳍牙 (归

入黄鳍牙 属'<(

)

通过=+,分子标记技术研究鱼类亲缘关系

和进化地位"对鱼类资源的科学评估和保护及开

发利用都有重要意义'#?(

) 近年来"利用线粒体序

列变异对石首鱼的分子系统进化研究已有一些报

道'#; :#<(

) 但是还未有核内基因标记应用于石首

鱼科的报道) =+,重组激活基因#XHM5EOF98WF59

8MWFd8WF9Z ZH9HJ"*,QJ$作为脊椎动物特异性免疫

反应的关键基因"已经应用于两栖类'#B(

"鸟
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类'$%(

"鱼类'$# :$!(等多个物种=+,水平上的序列

分析) *,QJ"尤其是 *,Q#"具有进化缓慢"第 !

位密码子变化最小"不同物种之间的碱基组成近

乎恒定等一些适于用来研究系统发育的特点'$?(

)

本实验旨在通过测定和比较分析中国沿海石首鱼

科 B 属 #! 个种的*,Q# 序列"构建分子系统进化

树"探讨中国近海石首鱼类分子系统进化关系)

#&材料与方法

%&%'材料

以中国沿海 #! 种石首鱼作为实验材料"依照

-中国分类系统检索.

'<(进行形态学鉴定"采集地

点*时间如表 # 所示)

表 %'实验材料以及"#$序列来源

012&%'N45>5=7;::57F71.@<671=9"#$76E86=!691D1

属

ZH9LJ

种

JPHMFHJ

种名缩写

8OOXHdF8WF59

采样地点

M566HMWF59 JFWHJ

采样日期

M566HWF59 N8WH

样本量

J8EP6H9LEOHX

叫姑鱼属M(/&',# 皮氏叫姑鱼MK6*1*&5*)' A' 浙江洞头=59ZW5L"cIHmF89Z $%%<D##D%B !

鳞鳍叫姑鱼MK4'#-'&$-,# -U 福建兴化湾 F̀9ZIL8QL6\".LmF89 $%%<D%BD%; "

短须石首鱼属N06)'&&" 勒氏短须石首鱼NK),##*11' -0 广西北海CHFI8F"QL89ZRF $%%BD%<D$? $

牙 属.-(1'-/*# 银牙 .K")5*&-*,# bb1 广西北海CHFI8F"QL89ZRF $%%BD%<D$? !

黄鳍牙 属+/)7#($/') 尖头黄鳍牙 +K",)*,# 'T 瑞安外海*LF89"cIHmF89Z $%%<D##D%< ;

黄姑鱼属?'6*" 黄姑鱼?K"16'H1()" 1Q 福建闽江口 [F9mF89Z".LmF89 $%%<D%BD%B ;

半花黄姑鱼?K#*0'H"#$'"-" C11Q 广西北海CHFI8F"QL89ZRF $%%BD%<D$? !

银姑鱼属B*&&"/'" 大头银姑鱼BK0"$)($*3/"1,# =TCQ 广西北海CHFI8F"QL89ZRF $%%BD%<D$; !

银姑鱼BK")5*&-"-,# bQ 福建兴化湾 F̀9ZIL8QL6\".LmF89 $%%<D%BD%? ?

属:''$/-7# :K0'',7 [ 浙江洞头=59ZW5L"cIHmF89Z $%%<D##D%B ;

黄鱼属L")'0'$/-/7# 大黄鱼LK$)($*" =1 象山养殖场 F̀89ZJI89"cIHmF89Z $%%<D##D%> ;

小黄鱼LK3(17"$-'# 1̀ 浙江洞头=59ZW5L"cIHmF89Z $%%<D##D%B ?

梅童鱼属+(11'$/-/7# 棘头梅童鱼+K1,$'4,# '[ 瑞安外海*LF89"cIHmF89Z $%%<D##D%> !

外群 5LWZX5LP 攀鲈>&"6"#-*#-,4'&*,# A- QH9C89]#,b>"!>>!$ : :

%&('方法

=+,提取&&基因组 =+,提取参照文献

'$;(的方法进行) 具体而言"取鱼尾部肌肉 #%%

EZ"加 "%%

"

-抽提缓冲液##% EE56@-TXFJD136"

P1<7%+#%% EE56@-2=T,"P1<7%$"剪碎组织"

加入0=0和蛋白酶 O#终浓度分别为 #S和 $%%

"

Z@E-$";; ^水浴消化至溶液透明) 待冷却后"

分别加入等体积酚*酚q氯仿q异戊醇#$;q$?q#$*

氯仿各抽提一次) 两倍体积预冷的无水乙醇沉淀

=+,">%S乙醇洗涤"自然干燥后溶于 T2##%

EE56@-TXFJD136"P1<7%+# EE56@-2=T,"P1

<7%$溶液中"? ^保存)

A3*扩增&&采用巢式A3*进行"反应示意

图见图 #"引物序列见表 $) G>A# 基因序列反应

一扩体积为 $;

"

-"其中 #% r缓冲液 #包含

[Z

$ p

$$7;

"

-"$7; E56@-N+TA#

"

-"上下游引

物各 #

"

-"<"=酶 %7$

"

-"模板 =+,#

"

-"加灭

菌蒸馏水至 $;

"

-) 扩增程序为 B? ^预变性 ;

EF9"然后 #> 个循环#B? ^变性?; J";$ ^ ?; J"

>$ ^ ;; J$"然后 #> 个循环#B? ^ ?; J";# ^ ?;

J">$ ^ ;; J$">$ ^延伸; EF9"? ^保存)

二扩反应体积为 ;%

"

-"其中 #% r缓冲液#包

含[Z

$ p

$;

"

-"$7; E56@-N+TA$

"

-"上下游引

物各 $

"

-"<"= 酶 %7;

"

-"将一扩产物稀释 ; 倍

后取 $

"

-作为模板"加灭菌蒸馏水至 ;%

"

-) 扩

增程序为同上"使用2PPH9N5X\PX50A3*仪扩增)

A3*产物的克隆测序&&对 A3*二扩产物

进行纯化*克隆"挑选克隆进行摇培过夜后"然后

用[#!# :?>$和 [#!# :?<$进行检测) 将菌液

在,C/!#% 型自动测序仪上进行正反双向测序)

数据分析&&用利用 36LJW86̀ ##7<!$

'$<(和

[2Q,!7% 软件'$B(对所测序列进行同源序列比

对*排序并去掉两端少许测序不稳定序列) 通过

[2Q,!7% 软件分析序列的碱基组成*变异位点"

()
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同时基于 hFELX8双参数法计算种间的遗传距

离'!%(

) 从 QH9C89] 中下载同科的攀鲈#>&"6"#

-*#-,4'&*,#$的*,Q# 同源序列#,b>"!>>!$进行

比较"分别采用邻位相连法 #+HFZIO5XD'5F9F9Z"

+'$以及最大似然法#E8RFELE6F]H6FI55N"[-$

等不同的建树方法对序列数据进行分析"比较不

同建树方法得到结果的相似和差异) 其中 +'法

使用 [2Q, 进 行 系 统 重 建" [- 法 采 用

T*22./+=2*进行分析) C55WJWX8P 置信值估算

重复次数 # %%% 次) 采用[(=2-T20T软件确定

序列最适合的进化模式) 基于等级似然比检验

#IFHX8XMIFM866F]H6FI55N X8WF5 WHJWJ"-*TJ$和标准的

,/3方法从 ;" 种不同的核苷酸进化模型中判断

出所要采用的模型)

表 ('3C/反应所用引物和测序引物名称及序列

012&('O6E86=!67;:@45.6478769:;41.@<5:A5=> 1=976E86=!5=>

目的基因

W8XZHWZH9H

引物名称

PXFEHX

引物序列

JHgLH9MH5\PXFEHX

文献

XH\HXH9MH

*,Q#

*,Q#D$;#%.8 ;_DTQQ33,T33QQQT[,,3,3D!_ '$"(

*,Q#D?%B%*8 ;_D3TQ,QT33TTQTQ,Q3TT33,T*,,bTTD!_ '$>(

*,Q#D$;!!.O ;_D3TQ,Q3TQ3,QT3,QT,33,T,,Q,TQTD!_

*,Q#D?%><*O ;_DTQ,Q33T33,TQ,,3TT3TQ,,Q*T,bTTD!_

测序引物

JHg PXFEHX

[#!# :?>$ ;_D3Q33,QQQTTTT333,QT3,3Q,3D!_

[#!# :?<$ ;_D,Q3QQ,T,,3,,TTT3,3,3,QQ,D!_

图 %'巢式3C/原理

B5>&%'345=!5@<6;:=67D693C/

$&结果

(&%'序列分析

经克隆*测序"测得的 ;# 条 G>A# 基因序

列"序列经排序比对后"共获得 #! 种石首鱼类

# ?B< OP的碱基序列"序列无插入@缺失现象"

所得序列共含 $!% 个变异位点# d8XF8O6HJFWHJ$ "

其中 简 约 信 息 位 点 # P8XJFE59j F9\5XE8WFdH

JFWHJ$#<! 个"占整段序列的 #;7?S"共定义 !B

个单倍型# I8P65WjPHJ$ "图 $ 为各单倍型的变异

位点)

(&('碱基组成与遗传距离

T*3*,和Q的平均含量分别为 $$S*$?7>S*

$;7!S和 $<7%S) 其中Q的含量最高+,pT含量

#?>7!S$低于3pQ含量#;$7>S$) 基于hFELX8

双参数法"以转换加颠换"转换比颠换计算属间#表

!$和种间#表 ?$的相对遗传距离) 从属间的遗传

距离来看"属与黄鱼属间的遗传距离最小

#%7%#>$"梅童鱼属与叫姑鱼属间的遗传距离最大

#%7%;#$) 从种间的遗传距离来看"大黄鱼和小黄

鱼间的遗传距离最小#%7%#$$"皮氏叫姑鱼和棘头

梅童鱼间的遗传距离最大#%7%;<$)

))
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图 ('%) 种石首鱼单倍型123% 序列变异位点图

B5>&('O6E86=!61<5>=.6=D;:DF6@14D51<.5D;!F;=9451<123% >6=6:4;.

95::646=DF1@<;DA@67;:O!516=59167

表 )'石首鱼 P 属属间的L8.841双参数法遗传距离

012&)'J6=6D5!957D1=!61.;=> =5=6>6=641 ;:O!516=59167

属名

ZH9LJ

叫姑鱼属

M(/&',#

短须石首鱼属

N06)'&&"

牙 属

.-(1'-/*#

黄鳍牙 属

+/)7#($/')

黄姑鱼属

?'6*"

银姑鱼属

B*&&"/'"



:''$/-/7#

黄鱼属

L")'0'$/-/7#

叫姑鱼属 M(/&',#

短须石首鱼属N06)'&&" %7%!!

牙 属 .-(1'-/*# %7%?? %7%!;

黄鳍牙 属 +/)7#($/') %7%?$ %7%!; %7%!;

黄姑鱼属 ?'6*" %7%!> %7%!% %7%!# %7%!!

银姑鱼属 B*&&"/'" %7%?% %7%!% %7%!# %7%!! %7%$<

属 :''$/-/7# %7%?! %7%!? %7%$! %7%!; %7%$" %7%!%

黄鱼属 L")'0'$/-/7# %7%?> %7%!< %7%!% %7%!B %7%!; %7%!" %7%#>

梅童鱼属 +(11'$/-7# %7%;# %7%?$ %7%!> %7%?; %7%!< %7%?% %7%$! %7%#<

表 *'%) 种石首鱼种间的L8.841 双参数法遗传距离

012&*'J6=6D5!957D1=!61.;=> DF54D66=O!516=59167

皮氏叫

姑鱼

MK

6*1*&5*)'

鳞鳍叫

姑鱼

MK

4'#-'&$-,#

勒氏短须

石首鱼

NK

),##*11'

银牙

.K

")5*&-*,#

尖头黄

鳍牙

+K

",)*,#

黄姑鱼

?K

"16'H1()"

半花黄

姑鱼

?K

#*0'H"#$'"-"

大头银

姑鱼

BK

0"$)($*3/"1,#

银姑鱼

BK

")5*&-"-,#



:K

0'',7

大黄鱼

LK

$)($*"

小黄鱼

LK

3(17"$-'#

鳞鳍叫姑鱼

MK4'#-'&$-,#

%7%$<

勒氏短须石首鱼

NK),##*11'

%7%?% %7%!%

银牙

.K")5*&-*,#

%7%;% %7%?# %7%!;

尖头黄鳍牙

+K",)*,#

%7%?; %7%?# %7%!; %7%!;

黄姑鱼

?K"16'H1()"

%7%?; %7%!? %7%!# %7%!! %7%!;

半花黄姑鱼

?K#*0'H"#$'"-"

%7%?% %7%$< %7%$; %7%$> %7%$< %7%#"

大头银姑鱼

BK0"$)($*3/"1,#

%7%?" %7%!? %7%$B %7%!% %7%!# %7%$< %7%$$

!)
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续表 *

皮氏叫

姑鱼

MK

6*1*&5*)'

鳞鳍叫

姑鱼

MK

4'#-'&$-,#

勒氏短须

石首鱼

NK

),##*11'

银牙

.K

")5*&-*,#

尖头黄

鳍牙

+K

",)*,#

黄姑鱼

?K

"16'H1()"

半花黄

姑鱼

?K

#*0'H"#$'"-"

大头银

姑鱼

BK

0"$)($*3/"1,#

银姑鱼

BK

")5*&-"-,#



:K

0'',7

大黄鱼

LK

$)($*"

小黄鱼

LK

3(17"$-'#

银姑鱼

BK")5*&-"-,#

%7%?" %7%!< %7%!# %7%!$ %7%!; %7%!$ %7%$? %7%$$

 :K0'',7 %7%;# %7%!B %7%!? %7%$! %7%!; %7%$" %7%$; %7%$< %7%!$

大黄鱼

LK$)($*"

%7%;? %7%?! %7%!> %7%$< %7%!< %7%!" %7%!# %7%!? %7%!> %7%#"

小黄鱼

LK3(17"$-'#
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(&)'聚类分析

以攀鲈为外群"依据G>A# 基因序列重建系统

发育树"构建+'和[A树#未列出$) 用[5NH6WHJW

进行核苷酸替代模型检验"利用最佳模型进行最大

似然法#[-$分析"在 TXHH\F9NHX中设置重复为

# %%%) 本研究得到的 ! 种分子系统树的拓扑结构

基本一致"系统进化树以较高的置信度分为明显的

两个类群#图 !$) 第一类群有 " 属 B 种"即叫姑鱼

属#鳞鳍叫姑鱼和皮氏叫姑鱼$先与短须石首鱼属

#勒氏短须石首鱼$聚类"然后与黄姑鱼属#黄姑鱼

和半花黄姑鱼$聚类"再与银姑鱼属#银姑鱼和大

头银姑鱼$聚类"然后再与黄鳍牙 #尖头黄鳍牙

$聚类"最后与牙 属#银牙 $聚类) 也就是说

第一类群包括叫姑鱼亚科#'5I9F98H$$ 种"石首鱼

亚 科 # 0MF8H9F98H$ # 种" 白 姑 鱼 亚 科

#,XZjX5J5EF98H$ ? 种和牙 亚科#(W56FWIF98H$ $

种+第二类群有 ! 属 ? 种"小黄鱼先与棘头梅童鱼

聚类"再与大黄鱼聚类"最后与聚类"即黄鱼亚科

#-8XFEFMIWIjF98H$形成一个单系群)

图 )'基于石首鱼科鱼类123% 部分序列通过QR构建的分子系统树

B5>&)'Q;<6!8<14@FA<;>6=6D5!D466;=@14D51<123% 76E86=!67;:O!516=5916:57F67

!;=7D48!D692A QR.6DF;9M5DFS;;D7D41@067D
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!&讨论

朱元鼎等'#!(认为"石首鱼亚科的鳔和耳石均

可称之为%标准原始型&"是石首鱼科系统发育的

躯干"其他亚科皆有此辐射地分支出来) 他们将石

首鱼类分两类!第一类鳔有侧囊或侧管"依次是叫

姑鱼亚科#'5I9F98H$*毛
"

鱼亚科#[HZ8659FOF98H$

和黄唇鱼亚科#C8I8OF98H$#其中后两个亚科因没

采到标本而未做实验$"第二类鳔无侧囊或侧管"依

次 有 石 首 鱼 亚 科 # 0MF8H9F98H$* 牙 亚 科

#(W56FWIF98H$*白姑鱼亚科#,XZjX5J5EF98H$和黄鱼

亚科#-8XFEFMIWIjF98H$) 根据朱元鼎等'#!(将供试

的石首鱼 ;亚科 B属 #!种鱼类的形态分类树构建

如下#图 ?$)

图 *'P 属 %) 种石首鱼类的形态分类树

B5>&*'01?;=;.5!D466;:%) O!516=59167@6!567M5DF5=P >6=641 21769;=.;4@F;<;>A

&&将 #! 种石首鱼类的分子系统树#图 !$与形

态分类系统树#图 ?$进行比较"结果表明"两个系

统树的相同之处是中国 ; 亚科 #! 种石首鱼类都

可分为两个类群) 但两个系统树中的两个类群的

组成亚科*属*种的差别很大) 在分子系统树中"

叫 姑 鱼 亚 科 # '5I9F98H$" 石 首 鱼 亚 科

#0MF8H9F98H$"白姑鱼亚科#,XZjX5J5EF98H$和牙

亚科 #(W56FWIF98H$形成第一类群+黄鱼亚科

#-8XFEFMIWIjF98H$形成第二类群)

分子系统树表明"勒氏短须石首鱼#石首鱼

亚科$处于分子进化树的基部"与形态学上所认

同的石首鱼亚科是石首鱼科中%标准原始型&相

一致) 叫姑鱼亚科的两个代表种#鳞鳍叫姑鱼和

皮氏叫姑鱼$与石首鱼亚科的代表种勒氏短须石

首鱼以极高的置信度#B%S$聚类"因此"支持了

形态学上叫姑鱼亚科是原始种类的分类观点) 蒙

子宁等'#;(和田兰香等'#"(分别通过线粒体 #"0

X*+,和+7-O基因序列分析得出相同结论)

黄姑鱼属与叫姑鱼属的遗传距离为 %7%!>"

而银姑鱼属与叫姑鱼属的遗传距离为 %7%?%"显

示黄姑鱼属与叫姑鱼属的亲缘关系较近+分子系

统树聚类结果显示"黄姑鱼属的两个代表种#黄

姑鱼和半花黄姑鱼$以及银姑鱼属的两个代表种

#银姑鱼和大头银姑鱼$都以超过 B%S的置信度

各自聚为一支"[-树也显示黄姑鱼属比银姑鱼

属更为原始) 蒙子宁等'#;(也得出黄姑鱼比白姑

鱼分化更早的结论)

本研究中"黄姑鱼属未能先和银姑鱼属聚类"

而是先与石首鱼亚科和叫姑鱼亚科的支系聚类后

再与银姑鱼属聚类) 除了 [-树置信度较高

#>"S$"+'树和 [A树支持率都很低#[A!;S"

+'!BS$) 因此"黄姑鱼属和银姑鱼属在形态分

#)
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# 期 马春艳"等!基于G>A# 基因的中国近海 #! 种石首鱼科鱼类系统进化关系 &&

类上归为一个亚科的观点有待进一步商榷)

分子系统树表明"尖头黄鳍牙 以较高的置

信度#<BS$先与白姑鱼亚科*石首鱼亚科和叫姑

鱼亚科的 > 个代表种聚为一支"而后与银牙 聚

类) 因此认为尖头黄鳍牙 与银牙 置于可能

为同一牙 亚科的不同属'<(是合理的)

从遗传距离看"小黄鱼和大黄鱼间的遗传距

离#%7%#$$比小黄鱼和棘头梅童鱼间的遗传距离

#%7%#B$小"显示小黄鱼和大黄鱼亲缘关系最近"

与形态分类一致) 从分子系统进化树来看"黄鱼

亚科的 ? 个种单独聚类"形成一个单系群) 但黄

鱼属的大黄鱼和小黄鱼未能聚在一起"而是小黄

鱼先和棘头梅童鱼聚类"但支持率较低"然后再与

大黄鱼聚类) 这可能是由于 G>A# 基因自身保

守"进化速率缓慢"因此"在对亲缘关系较近"分化

较晚的种类进行分析时会出现一定的偏差)

本研究所获得的种类及数量有限"希望以后

能采集到尽可能多的种类及样品"利用多种分子

标记"从属间*种间及种内不同水平开展中国石首

鱼类的系统发育研究"进一步理清中国石首鱼科

鱼类的物种多样性及其进化关系"为中国石首鱼

鱼类的保护提供科学依据"从而加强对鲈形目鱼

类进化和中国近海海洋鱼类区系的认识和了解)
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