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摘要: 使用 mtDNA Cyt b基因序列作为分子标记, 基于 400 bp左右的序列分析长颌鲚、短颌鲚及凤鲚成鱼

的遗传关系。结果显示长颌鲚和短颌鲚间的遗传距离在 0—0.5%之间; 凤鲚与长颌鲚、短颌鲚的遗传距离分

别在 7.9%—8.9%和 7.7%—8.6%之间。用 Kimura双参数模型构建的 NJ分子系统树显示, 长颌鲚和短颌鲚不

能形成彼此独立的分支, 而是混合聚在一起形成一个分支; 凤鲚则形成另一个分支。对长江口沿岸区域的鲚

属仔鱼 Cyt b 基因片段序列分析发现, 仔鱼个体之间的遗传距离为 0—0.7%, 仔鱼与长颌鲚、短颌鲚的遗传

距离在 0.1%—0.5%之间, 而与凤鲚的遗传距离为 8.3%—8.8%。在 Kimura双参数模型构建的 NJ分子系统树

中, 仔鱼与长颌鲚、短颌鲚聚为一类, 而与凤鲚分开, 表明分析的仔鱼样品不包括凤鲚个体。由于长江口一

般没有短颌鲚分布, 这些仔鱼应该都是长颌鲚。 
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传统的鱼类种类鉴定一般基于鱼类的形态学和

解剖学特征。在鱼类早期生活史阶段, 形态和结构

发生显著改变, 常用于种类鉴定的形态学指标如肌

节数量、色素形状和位置、鳍条数等形态学特征常

随着发育阶段的变化而改变[1, 2]。早期个体的种类鉴

定是鱼类早期生活史研究的难点。运用分子生物学

方法进行种类鉴定可以克服形态学鉴别中主观性强

等缺点, 而且还具有重复性好、灵敏度高等优点[3]。

因为分子生物学方法可以为物种鉴定提供客观的遗

传标准, 物种鉴定越来越强调形态学和分子生物学

的结合[4]。鱼类 mtDNA结构简单, 具有严格的母系遗

传, 一个个体就可以反映出整个母系集团的情况, 是

研究近缘种间和种内群体间遗传分化的有力工具[5]。

mtDNA 上的 Cyt b 基因是一种线粒体蛋白质编码

基因, 由 1140个左右的碱基组成, 是 13个蛋白质编

码基因中了解得最为清楚的基因, 被认为是解决亲

缘较近的生物之间的系统发育关系最可信的分子标

记之一[6]。 

刀鲚 (Coilia ectenes Jordan et Seale)和凤鲚

(Coilia mystus, Linnaeus)都是长江口重要的经济鱼

类, 但资源量已显著下降[7, 8]。目前刀鲚已难以形成

鱼汛[9, 10]。凤鲚为河口洄游性鱼类, 在河口繁殖, 繁

殖季节在 5月至 9月间[11]; 刀鲚为溯河洄游性鱼类, 

5月至 6月间在长江口繁殖, 之后产卵场逐渐上移[12]。

因此, 刀鲚和凤鲚在河口的繁殖季节重叠。刀鲚和

凤鲚生长到幼鱼阶段后根据臀鳍条数和纵列鳞数的

差异较易进行种类识别[13, 14]。刀鲚的臀鳍条数大于

91, 纵列鳞大于 70, 而凤鲚这两个值分别是 73—86

和 53—65。但这些形态性状不能用于鉴别刀鲚和凤

鲚仔鱼。另外, 除了洄游性类群外, 刀鲚还包括淡水

定居类群和陆封类群[11, 13, 14]。在长江下游洄游性刀

鲚的洄游通道, 淡水定居类群与洄游性类群分布重

叠 , 虽然形态学方法能有效地区分这两种类群 [15], 

有关不同类群仔鱼的种类鉴别还未见报道。本研究
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采用 Cyt b 基因片段序列作为分子标记, 建立刀鲚

的洄游性类群、淡水定居类群和凤鲚的分子鉴别方

法, 在此基础上, 对长江口近岸区域的鲚属仔鱼与

成鱼 Cyt b 基因片段序列进行比对, 鉴别鲚属仔鱼

的种类, 为河口刀鲚和凤鲚的早期生活史研究提供

基础。 

1  材料与方法 

1.1  样本采集 

刀鲚洄游性类群(以下称长颌鲚)、淡水定居类

群(以下称短颌鲚)和凤鲚成鱼分别于 2009 年 7 月 4

日、9月 5日和 6月 11日采集于长江南京江段、靖

江江段和长江口崇明岛区域(图 1)。样品鱼从流刺网

渔获物中收集, 采用形态学方法鉴别刀鲚的不同生

态类群和凤鲚[13, 15]。成鱼样本信息(表 1)。 

仔鱼于 2009 年 6 月 13 日使用动力渔船拖曳

38GG大型浮游生物网(网目 0.6 mm和 1.5 mm)在长

江口崇明岛的近岸区域采集(图 1)。通过形态学初步

鉴别, 分离出鲚属仔鱼样本 15 尾, 标本编号为仔鱼

1—15, 脊索长 7.3—16.9 mm。 
 

 
 

图 1  长江下游和河口 

Fig. 1  Lower reach of the Yangtze River and the estuary 
●示采样位置, 其中长颌鲚、短颌鲚和凤鲚成鱼分别在长江下游

的靖江江段、南京江段和长江口崇明岛水域采集, 鲚属仔鱼在长

江口崇明近岸采集 

●shows the sampling locations for adults of anadromous Coilia 
ectenes (at Nanjing), freshwater resident C. ectenes (at Jingjiang) 
and C. mystus in the estuary (at Chongming), and for larvae of 
genus Coilia in the estuary (at Chongming) 

1.2  总 DNA提取 

总 DNA 提取参照《分子克隆实验指南》[16]中

的酚-氯仿抽提方法进行。使用 1%的琼脂糖凝胶电

泳检测 DNA质量, 并将浓度稀释至 5 ng。 

1.3  PCR扩增及序列测定 

mtDNA Cyt b基因扩增使用通用引物 L14724和

H15915[17], 引物序列 L14724: 5′-GACTTGAAAAA 

CCACCGTTC-3′; H15915: 5′-CTCCGATCTCCGGA 
TTACAAG AC-3′。PCR反应总体积为 60 μL, 其中

10×buffer缓冲溶液（含Mg2+ 2.5 mmol/L）6 μL, dNTP 

(10 mmol/L) 1 μL, 10 μmol/L的通用引物各 1.5 μL, 5 

U/μL 的 Taq DNA聚合酶 1 μL, 模板 DNA 3 μL, 加

灭菌双蒸水至终体积为 60 μL。PCR 扩增程序为: 

95℃预变性 3min, 然后进行下列程序 30 个循环: 

94℃变性 30s, 55℃退火 30s, 72℃延伸 1min。最后

72℃延伸 5min。PCR扩增完成后, 用 0.8%琼脂糖凝

胶电泳检测 PCR 扩增产物。DNA 纯化、回收和测

序由北京六合华大基因科技有限公司武汉测序部完

成。测序引物为 L14724。 

1.4  数据分析 

利用 Clustal X 1.83[18]软件并使用默认参数对基

因序列进行全序列比对并人工校正。利用

MEGA4.0[19]软件中的 Kimura 双参数模型计算序列

之间的遗传距离(K2P 距离), 并根据 K2P 距离采用

邻接法(Neighbour-joining method, NJ)构建种间分化

的系统树 [20]。通过自展分支检验  (Bootstrapping), 

获得系统树分支的置信度, 重复次数为 1000次。 

2  结果 

成鱼与仔鱼样品的 Cyt b 基因均能成功扩增, 

扩增片段都在 1300 bp左右(图 2)。经过序列比对并

手工校对后, 选择 Cyt b基因前面的 400 bp序列进

行进一步分析。 

Kimura双参数模型估算长颌鲚、短颌鲚和凤鲚

成鱼间 Cyt b 基因片段序列的遗传距离表明, 长颌

鲚和短颌鲚间的平均遗传距离为 0.2% (0—0.5%),凤

鲚与长颌鲚和短颌鲚间的平均遗传距离分别为 

表 1  长颌鲚、短颌鲚和凤鲚成鱼的采集地点、数量、样本编号及标准体长 
Tab. 1  Sampling location, number, ID and standard length of anadromous C. ectenes, freshwater resident C. ectenes and C. mystus 

种类和类群 
Species and stocks 

采集地 
Sampling locations

数量 
Number 

编号 
ID 

标准体长 
Standard length (mm) 

长颌鲚 南京 5 长颌鲚 1—5 209.2—293.3 刀鲚 
C. ectenes 短颌鲚 靖江 5 短颌鲚 1—5 120.2—200.8 

凤鲚 C. mystus 崇明 5 凤鲚 1—5 102.5—177.2 
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图 2  Cyt b基因扩增产物琼脂糖凝胶电泳图 

Fig. 2  Electrophoresis results of PCR products of Cyt b gene 
a 为成鱼样品 Cyt b基因扩增产物电泳图, 从左到右依次为长颌

鲚 1—5、凤鲚 1—5、短颌鲚 1—5; b为长江口鲚属仔鱼 Cyt b基

因扩增产物电泳图, 从左到右依次为仔鱼 1—15 

a was the map for adults of which the first 1—5 from left anadro-
mous C. ectenes, 6—10 C. mystus, 11, marker (λDNA/HindIII); and 
12—16, freshwater resident C. ectenes; b was for larvae of genus 
Coilia from the Yangtze Estuary, which from left to right repre-
sented larva 1—12, marker, and larva 13—15 

 

8.5% (7.9%—8.9%)和 8.3% (7.7%—8.6%)(表 2)。按

照硬骨鱼类 Cyt b基因为每百万年发生 2%的假定进

化速率[21, 22], 长颌鲚和凤鲚的分化时间约在 4.45万—

3.95万年前在上新世早期。 

用 Kimura双参数模型构建的包括长颌鲚、短颌

鲚和凤鲚成鱼 Cyt b 基因片段序列的 NJ 分子系统

树明显分为两支: 长颌鲚和短颌鲚不能形成彼此独

立的分支, 混合聚在一起形成一支; 凤鲚形成另外

一支(图 3)。 

Kimura 双参数估算表明, 长江口鲚属仔鱼个体

间的遗传距离为 0—0.7%, 仔鱼与长颌鲚、短颌鲚和

凤鲚间的遗传距离分别为 0.1%—0.5%、0.1%—0.5%

和 8.3%—8.8%(表 3)。 

用 Kimura 双参数模型构建的包括长颌鲚、短颌

鲚、凤鲚成鱼和鲚属仔鱼 Cyt b 基因片段序列 NJ 分

子系统树分为两支: 长颌鲚、短颌鲚和所有仔鱼不能

各自形成独立的分支, 它们混合聚在一起形成一个分

支, 支持率为 100%。凤鲚独立形成另一个分支(图 3)。 

3  讨论 

长颌鲚、短颌鲚和湖鲚的分类地位一直存在争

议。袁传宓等[23]根据它们各自不同的生活史特点和

下颌骨的长短、臀鳍鳍条的数目和肝脏大小等形态

学参数将它们定义为不同的种。刘文斌[24]根据同工

酶研究发现长颌鲚、短颌鲚和湖鲚尚未上升到种的

水平。唐文乔等[25]通过线粒体控制区全系列分析认

为短颌鲚和湖鲚为刀鲚的淡水生态型种群, 并非有

效物种。最新出版的《中国动物志》将三者合并为

一个种类, 并称刀鲚(C. ectenes)[14]。本研究用线粒

体 Cyt b 序列构建的系统树显示长颌鲚和短颌鲚不

能形成彼此独立的分支 , 两者的平均遗传距离为

0.2%。据其他一些动物的 Cyt b 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, 遗传距离超过 6%则说明有明显的亚种或种的

分化[26, 27]。因此, 从 Cyt b序列的遗传距离判断, 长

颌鲚和短颌鲚的分化没有达到种的水平, 支持了两

者应该合并为同一物种的观点。在线粒体 Cyt b 序

列构建的系统树中, 凤鲚形成独立的分支, 且凤鲚

与长颌鲚和短颌鲚的 Cyt b遗传距离均大于 8.0%。

利用 Cyt b 基因片段序列能将凤鲚与长颌鲚和短颌

鲚分开, 但不能将长颌鲚和短颌鲚彼此分开。因此, 

可以利用分子方法区分凤鲚和刀鲚仔鱼, 但不能区

分刀鲚洄游性类群和淡水定居类群的仔鱼。 

长江口鲚属仔鱼个体间的 Cyt b 基因片段序列

遗传距离为 0—0.7%, 表明这些个体属于同一种类。

与成鱼比较, 仔鱼与长颌鲚和短颌鲚的遗传距离为

0.1%—0.5%, 而与凤鲚的遗传距离为 8.3%—8.8%。

用 Kimura双参数模型构建的包括长颌鲚、短颌鲚、

凤鲚和鲚属仔鱼的 Cyt b 基因片段序列 NJ 分子系

统树中, 长颌鲚、短颌鲚和所有鲚属仔鱼构成一个

独立分支, 凤鲚构成另一支。这说明仔鱼样品属于

长颌鲚或者短颌鲚, 而没有凤鲚个体。因为长江口

区域一般没有短颌鲚分布 [9], 因此, 分析的仔鱼应

 

表 2  长颌鲚、短颌鲚和凤鲚间的平均 Kimura 双参数遗传距离 
Tab. 2  Mean value of the Kimura’s two-parameter distance between each other of anadromous C. ectenes, freshwater resident C. ectenes 
and C. mystus 

刀鲚 C. ectenes 
 

长颌鲚 短颌鲚 

长颌鲚   
刀鲚 C. ectenes 

短颌鲚 0.002 (0—0.005)  

凤鲚 C. mystus 0.086 (0.079—0.089) 0.084 (0.077—0.086) 
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图 3  基于 Cyt b基因序列构建的长颌鲚、短颌鲚、凤鲚成鱼和

鲚属仔鱼 NJ 分子系统发生树(节点处数字为大于 80%的支持率

的自展分支检验值) 

Fig. 3  Neighbor-joining molecular dendrogram based on the 
sequences of Cyt b gene of anadromous C. ectenes, freshwater 
resident C. ectenes and C. mystus and larvae of genus Coilia 
(numbers at nodes represent bootstrap values, only values greater 
than 80 are shown) 

 
该均为长颌鲚。虽然本研究分析的仔鱼样品只有 15

尾, 前期的形态学比较分析表明同期采集的鲚属仔

鱼与分析的样品没有区别(未发表数据)。 

蒋日进等 [28]和葛珂珂等 [29]发现刀鲚仔稚鱼主

要分布在长江口南支及北支上游的淡水或微咸水区

域, 他们在沿岸碎波带采集到的鲚属仔稚鱼全部是

刀鲚。本研究的仔鱼采集主要在河口近岸区域进行, 

紧邻碎波带。在其他长江口仔稚鱼分布调查中也还

没有在同一次调查的同一站点中同时发现刀鲚和凤

鲚的报道[30—33]。蒋玫等[32]在长江口口门区域采集到

的鲚属仔鱼全部是凤鲚。本研究仔鱼采集在 6 月份  

进行, 是凤鲚和洄游性刀鲚在长江口的主要繁殖季

节[11, 12]。本研究和其他刀鲚和凤鲚仔鱼调查结果一

起, 说明长江口刀鲚和凤鲚在仔鱼阶段的空间生态

位存在明显的分离。进一步调查长江口刀鲚和凤鲚

仔鱼阶段的空间分布及其与环境因子的关系, 对揭

示两种鱼类的相互作用关系及资源补充过程差异具

有十分重要的意义。长江口张网和鳗苗网主要设置

在沿岸区, 由于刀鲚仔稚鱼阶段主要分布在河口沿

岸带, 与凤鲚相比, 这些渔具对刀鲚补充群体的破

坏更加严重。对河口沿岸带刀鲚仔稚鱼摄食和育幼

场的保护是刀鲚资源保护和恢复的关键之一。 
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MOLECULAR IDENTIFICATION OF COILIA ECTENES AND COILIA MYSTUS AND 
ITS APPLICATION ON LARVAL SPECIES 

HE Wen-Ping1, 2, 3, CHENG Fei1, 2, LI Yu-Xuan4, LIU Ming1, LI Zhong-Jie1 and XIE Song-Guang1 

(1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 
430072, China; 2. Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China; 3. Department of Fisheries, Rong-

chang Campus of Southwest University, Chongqing 402460, China; 4. East China Sea Fisheries Research Institute,  
Chinese Academy of Fisheries Sciences, Shanghai 200090, China) 

Abstract: Based on about 400 bp sequences, nucleotide sequences of Cytochrome (Cyt b) segments of mtDNA were 

analyzed for anadromous Coilia ectenes, freshwater resident C. ectenes and C. mystus in the Yangtze River, China, to 

develop a reference data for larval species identification of genus Coilia. The genetic distance ranged from 0 to 0.5% 

between the anadromous and freshwater resident C. ectenes, 7.9% to 8.9% between C. mystus and the anadromous C. 

ectenes, and 7.7% to 8.6% between C. mystus and the freshwater resident C. ectenes. Neighbor-joining (NJ) molecular 

dendrogram using Kimura 2-parameter based on the sequences of Cyt b gene showed individuals of the anadromous and 

freshwater resident C. ectenes mixed into a cluster, and those of C. mystus forming another cluster. Thus, larvae of C. 

mystus could be distinguished from that of C. ectenes through Cyt b analysis. Nucleotide sequences of Cyt b of larvae of 

genus Coilia collected from the Yangtze Estuary were analyzed, and compared to the reference established above. Ge-

netic distance ranged from 0.1% to 0.5% between the larvae and the anadromous and freshwater resident C. ectenes, and 

8.3% to 8.8% between the larvae and C. mystus. NJ molecular dendrogram showed that all the larvae and the anadro-

mous and freshwater resident C. ectenes clustered together, while individuals of C. mystus forming a separate cluster. 

Thus, the larvae were not of C. mystus. As there is no freshwater resident C. ectenes inhabiting in the Estuary, the larvae 

should be of the anadromous C. ectenes. 

 

Key words: Yangtze Estuary; Coilia ectenes; Coilia mystus; Larvae; Species identification; Cyt b gene 

 

 

 


