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摘要: 2010年3月至2011年2月逐月采集荣成俚岛近海的743尾斑头鱼(Hexagrammos agrammus), 探讨其摄食生态特征。结果表明, 斑头鱼为底栖生物食性鱼类, 摄食的饵料生物包括11个类群, 主要摄食多毛类(Polychaeta), 其次是鱼卵、海藻类、海草类、口足类(Stomatopoda)、端足类(Amphipoda)和鱼类等。食物组成随季节和体长而变化: 除四季均大量摄食多毛类以外, 春季还摄食口足类和虾类, 夏季还摄食鱼类和蟹类, 秋季还摄食鱼卵和鱼类, 冬季摄食鱼卵比例最高; 体长<80 mm的斑头鱼喜食海草和海藻等植物性饵料, 体长80~199 mm的个体喜食多毛类、鱼类和虾蟹类等, 体长>199 mm的个体主要摄食鱼类、多毛类和鱼卵等。摄食强度也随季节和体长而变化: 夏季摄食强度最高, 春季和秋季次之, 冬季最低(不停食); 体长<100 mm的个体摄食强度最高, 随着体长增加而逐渐下降, 体长>180 mm以上的个体又随体长和年龄的增大而逐渐升高。对斑头鱼5个饵料生物样品进行了DNA条形码鉴定, 其中4个饵料生物样品鉴定到种, 1个饵料生物样品鉴定到属。结论认为, 斑头鱼的摄食习性会随季节、个体生长和栖息海域饵料生物的种类和丰度的不同而发生变化。
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斑头鱼(Hexagrammos agrammus)隶属于鲉形目(Scorpaeniformes), 六线鱼科(Hexagrammidae), 六线鱼属, 为近海冷温性底层鱼类, 主要分布于日本、朝鲜半岛以及中国渤海、黄海和东海, 存在明显的聚集行为[1–5]。斑头鱼常与大泷六线鱼(Hexagrammos otakii)混栖在岩礁周围或浅水海藻区域, 以钓捕为主, 为中国海域极具发展前景的经济鱼种之一[6]。迄今, 国内外学者对斑头鱼食性开展了一些研究[7–10], 但尚未见荣成俚岛斑头鱼摄食生态相关研究报道。

随着分子生物学技术的不断发展, DNA序列也得到了大量积累, 并且可以进行物种的鉴定和分类[11–12]。DNA条形码(DNA barcoding)是一种基于分子生物学技术进行物种鉴定的新方法, 在胃含物传统形态学分析过程中, 结合DNA条形码技术进行有针对性的鉴定, 具有巨大的应用潜力。近年来, 国外学者将DNA分子标记技术应用到食性分析鉴定中, 并取得较好效果[13–15], 然而国内利用DNA技术鉴定胃含物的研究则很少[16]。

研究鱼类的食性, 是了解鱼类群落和整个生态系统结构和功能的重要基础, 是实施渔业管理的前提[17]。斑头鱼为典型恋礁性鱼类, 荣成俚岛岩礁区的藻类生长茂盛, 为其提供了良好的栖息地和饵料场, 使其成为荣成俚岛海域的优势种之一[18], 并在底栖食物链中扮演着重要的角色。本研究结合形态学分析法和DNA条形码对荣成俚岛斑头鱼的摄食生态进行研究, 分析食物组成和摄食强度及其随季节和个体生长发育的变化, 旨在阐明斑头鱼的摄食习性和变化规律, 以期为合理利用和保护资源提供基础依据。

1  材料与方法

1.1  样品采集

样品取自于2010年3月至2011年2月, 通过地笼网逐月采集山东省荣成俚岛海域(37°13′ N, 122°36′ E)的斑头鱼743尾(表1)。为分析食物组成和摄食强度随季节变化, 将采样时间划分为4个季节: 春季(2010年3―5月)、夏季(6―8月)、秋季(9―11月)、冬季(12―2011年2月)。为分析食物组成和摄食强度随体长的变化, 以20 mm为间隔划分为11个体长组: 即<60 mm、60~79 mm、80~99 mm、100~119 mm、120~139 mm、140~159 mm、160~179 mm、180~199 mm、200~219 mm、220~ 239 mm和>239 mm组。

表1  荣成俚岛斑头鱼的样品信息

Tab. 1  Sampling information of Hexagrammos agrammus in Lidao, Rongcheng
	月份

month
	数量

number
	体长范围/mm

range of standard length
	体质量范围/g

rang of body weight

	2010
	3
	59
	83–220
	9.5–166.8

	
	4
	62
	112–195
	21.3–110.7

	
	5
	54
	87–173
	11.8–98.3

	
	6
	49
	100–190
	16.7–119.7

	
	7
	28
	75–168
	6.0–91.2

	
	8
	49
	68–190
	4.5–159.4

	
	9
	48
	66–190
	5.98–140.5

	
	10
	85
	95–225
	14.2–202.4

	
	11
	158
	78–236
	4.6–228.1

	
	12
	71
	94–236
	14.5–251.0

	2011
	1
	21
	79–174
	8.3–96.7

	
	2
	59
	58–181
	3.2–95.0

	总计 total
	743
	58–236
	3.2–251.0


1.2  胃含物分析

参考Hyslop[19]和陈大刚[20]的方法进行胃含物分析, 具体的实验步骤如下: 

(1) 样品运回实验室, 先测定体长(L, 精确到1.0 mm)和体质量(W, 去除内脏的质量, 精确到0.1 g)等常规生物学参数, 再取完整胃装袋并编号, 并冷冻保存。

(2) 去除胃壁, 取全部胃含物称总重。

(3) 在Motic双筒解剖镜下进行观察, 尽可能将饵料生物种类鉴定到最低分类阶元。个体较大或消化程度较低的饵料生物, 对其直接鉴定、计数, 于Sartorius BT125D精密电子天平(精确到0.000 01 g)上称量(吸干饵料生物表面水分)。消化较完全或只剩残骸的部分饵料生物, 采用更正重量计算, 并鉴定到大类。对所有饵料生物进行冲洗以去除胃液等, 形态上不能准确鉴定的样品置于95%乙醇溶液中冷冻保存, 用于DNA条形码鉴定。实验过程中所有工具和样品都要严格分开和清洗, 以防止不同样品间的DNA交叉污染。
1.3  定量分析指标

评价饵料重要性的指标主要包括饵料质量百分比(M%)、个数百分比(N%)、出现频率(F%)和相对重要性指数百分比(IRI%)[19, 21], 其计算公式如下: 
质量百分比(M%)=某饵料生物质量/饵料生物总
质量×100              (1)

个数百分比(N%)=某饵料生物个数/饵料生物总
个数×100               (2)
出现频率(F%)=某饵料生物出现次数/总胃数×100
(3)

IRI= F%×(N%+M%)          (4)

IRI=IRI/∑IRI×100          (5)

胃饱满系数和空胃率用于研究摄食强度, 胃饱满系数计算公式如下: 

胃饱满系数(%)=食物团实际质量/鱼体质量×100                     
(6)

1.4  DNA条形码鉴定饵料生物

取相对完整的样品组织约100 mg, 经蛋白酶K消化后, 使用传统酚–氯仿法提取基因组DNA, 保存于4℃冰箱中待用。

扩增测定线粒体DNA COI基因片段序列, 虾蟹类样品的引物为Lco1490、Hco2198, 鱼类和鱼卵样品的引物为F1、R1和F2、R2(表2)。
PCR反应体系: 0.25 μL Taq酶, 1 μL DNA模板, 正、反向引物各1 μL, 2 μL dNTP, 2.5 μL 10×PCR buffer, 17.25 μL去离子水。PCR反应条件: 94℃预变性5 min; 94℃变性45 s, 52℃退火45 s, 72℃延伸45 s, 35个循环; 最后72℃延伸10 min。
表2  本研究PCR所用引物信息

Tab. 2  Information of PCR primers used in the present study
	饵料种类

prey item
	引物名称

primer name
	引物序列(5′–3′)
primer sequence(5′–3′)

	虾蟹类
	Lco1490
	GGTCAAATCATAAAGATATTGG

	
	Hco2198
	TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA

	鱼类和
鱼卵
	F1
	TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC

	
	R1
	TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA

	
	F2
	TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC

	
	R2
	ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA


PCR产物用琼脂糖凝胶进行电泳检测, 用回收试剂盒将目的条带回收、纯化, 然后送生物公司进行正反链测序。

1.5  数据分析

用DNASTAR软件包(DNASTAR Inc., Madison, USA)编辑和人工校对测得序列。使用NCBI的BLAST比对分析序列, 通过MEGA 4.0[22]构建邻接关系树(K2P模型), 并计算遗传距离。
使用SPSS 17.0 软件分别进行Kruskal-Wallis非参数秩次检验(nonparametric rank test)和卡方检验(chi-square test)分析摄食强度随季节和体长变化[23-24]。以饵料质量百分比(M%)为标准, 用PRIMER 5软件对不同体长组的食物组成进行聚类分析(分析前将数据作平方根转换)[25], 得到Bray-Curtis相似性矩阵[26]。显著性水平设为α = 0.05。
2  结果与分析
2.1  食物组成

斑头鱼摄食的饵料生物包括11个类群(表3), 其中多毛类为最主要的食物来源(IRI%=44.37%), 其次是鱼卵(IRI%=21.13%)、海藻类(IRI%= 20.52%)、海草类(IRI%=4.70%)、口足类(IRI%= 3.09%)、端足类(IRI%=3.02%)和鱼类(IRI%= 1.65%), 其他饵料生物类群IRI%均<1%。按摄食种类看, 能鉴定到种的饵料生物有29种, 其中沙蚕最多(IRI% = 40.55%), 其次为斑头鱼鱼卵、石花菜、大叶藻、大泷六线鱼鱼卵、口虾蛄、藻钩虾和真江蓠等。

若以质量百分比(M%)排序, 鱼卵在食物中所占比例最大(32.39%), 其次是鱼类(22.82%)、多毛类(20.53%)和海藻类(5.17%), 其他饵料生物类群的质量百分比均<5%。

若以个数百分比(N%)排序, 多毛类最多(31.61%), 其次是海藻类(28.75%)、端足类(8.93%)、海草类(7.14%)、鱼卵(6.43%)和口足类(6.25%), 其他饵料生物类群的个数百分比均<5%。

若以出现频率(F%)排序, 海藻类的出现频率最高(73.50%), 其次是多毛类、海草类、鱼卵、口足类、端足类、鱼类和蟹类, 其他饵料生物类群的出现频率均<5%。
2.1.1 食物组成的季节变化  斑头鱼摄食的饵料生物类群随季节而变化。多毛类在四季中均为最主要的饵料生物类群, M%范围为14.62%~ 49.75%, 其中夏季最高, 秋季最低。除此之外, 斑头鱼在春季还摄食口足类(37.78%)和虾类(20.68%), 二者在饵料中所占比例为全年最高; 夏季还摄食大量鱼类(14.31%)和蟹类(13.02%); 秋季还摄食较多鱼卵(41.63%)和日本鳀等鱼类(28.73%); 在冬季, 随着摄食鱼类所占比例的下降(15.48%), 摄食鱼卵的量达到最高(43.84%)(表4)。
2.1.2  食物组成随体长的变化  斑头鱼食物组成随体长增加而变化。体长<80 mm的斑头鱼主要摄食海草类(68.47%)和海藻类(31.53%); 80–199 mm的斑头鱼主要摄食多毛类(11.88%–46.36%)、鱼类(17.14%–32.58%)、鱼卵(20.72%–35.78%)、虾类、多板类、蟹类、口足类和端足类等; 体长>199 mm的斑头鱼主要以鱼类(45.30%–50.00%)为食, 多毛类、鱼卵等也占有一定比例(表5)。
聚类分析将斑头鱼的11个体长组分为3大组: 第一组为体长<80 mm的个体, 相似性系数为80.00%; 第二组体长80–199 mm, 相似性系数为78.08%; 第三组为体长>199 mm的个体, 相似性系数为93.45%(图1)。
2.2  摄食强度

2.2.1  摄食强度的季节变化  斑头鱼终年进行摄食活动, 摄食强度存在明显的季节变化。平均胃饱满系数在夏季最大, 秋季和春季次之, 冬季最小, 不同季节间的差异极显著(χ2=63.267, P< 0.05)。空胃率的变化趋势与平均胃饱满系数相

表3  荣成俚岛斑头鱼的食物组成

Tab. 3  Dietary composition of Hexagrammos agrammus in Lidao, Rongcheng
           %
	饵料种类 prey item
	IRI%
	M%
	N%
	F%

	海藻类Algae
	20.52
	5.17
	28.75
	73.50

	孔石莼Ulva pertusa
	0.23
	0.15
	1.79
	4.00

	石花菜Gelidium amansii
	16.18
	1.27
	13.39
	36.50

	真江蓠Gracilaria asiatica
	2.48
	0.51
	5.36
	14.00

	角叉菜Chondrus ocellatus
	0.99
	0.30
	3.57
	8.50

	海黍子Sargassum kjellmanianum
	0.15
	0.25
	1.43
	3.00

	鼠尾藻Sargassum thunbergii
	0.24
	0.20
	1.79
	4.00

	海带Laminaria japonica
	0.20
	1.00
	1.25
	3.00

	珊瑚藻科Coralline
	0.03
	1.50
	0.18
	0.50

	海草类Seagrass
	4.70
	1.50
	7.14
	18.00

	大叶藻科Zosteraceae
	4.70
	1.50
	7.14
	18.00

	鱼类Pisces
	1.65
	22.82
	3.39
	8.50

	方氏云鳚Enedrias fangi
	0.35
	11.24
	0.36
	1.00

	鸡冠鳚Alectrias benjamini
	0.02
	1.15
	0.18
	0.50

	日本鳀Engraulis japonicus
	0.29
	5.48
	0.89
	1.50

	纹缟虾虎鱼Tridentiger trigonocephalus
	0.01
	0.19
	0.18
	0.50

	不可辨认鱼类Unidentified fishes
	0.99
	4.76
	1.79
	5.00

	虾类Decapoda
	0.68
	4.04
	1.61
	4.00

	不可辨认虾类Unidentified decapoda
	0.68
	4.04
	1.61
	4.00

	口足类Stomatopoda
	3.09
	4.52
	6.25
	9.50

	口虾蛄Oratosquilla oratoria
	3.09
	4.52
	6.25
	9.50

	端足类Amphipoda
	3.02
	2.81
	8.93
	8.50

	藻钩虾属Ampithoe sp.
	3.02
	2.81
	8.93
	8.50

	蟹类Crabs
	0.18
	3.19
	2.14
	5.00

	寄居蟹Pagurus proximus
	0.01
	0.08
	0.18
	0.50

	海绵寄居蟹Pagurus pectinatus
	0.03
	1.50
	0.18
	0.50

	日本蟳Charybdis japonica
	0.09
	0.82
	0.71
	2.00

	四齿矶蟹Pugettia quadridens
	0.03
	0.60
	0.36
	1.00

	短尾类大眼幼体Megalopa larva
	0.03
	0.20
	0.71
	1.00

	腹足类Castropoda
	0.21
	0.65
	2.32
	4.50

	锈凹螺Chlorostoma rustica
	0.06
	0.50
	0.89
	1.50

	织纹螺Nassarius sp.
	0.14
	0.15
	1.43
	3.00

	多板类Polyplacophora
	0.47
	2.66
	1.79
	3.50

	石鳖Chitons
	0.47
	2.66
	1.79
	3.50

	多毛类Polychaeta
	44.37
	20.53
	31.61
	45.50

	索沙蚕Lumbrineris sp.
	3.82
	13.80
	3.04
	7.50

	不可辨认沙蚕Unidentified sandworms
	40.55
	6.72
	28.57
	38.00

	鱼卵fish eggs
	21.13
	32.39
	6.43
	18.00

	斑头鱼Hexagrammos agrammus
	16.90
	25.91
	5.14
	14.40

	大泷六线鱼Hexagrammos otakii
	4.23
	6.48
	1.29
	3.60


注: M%为质量百分比, N%为个数百分比, F%为出现频率, IRI%为相对重要性指数百分比.

Note: M% denotes mass percentage; N% denotes number percentage; F% denotes occurance percentage; IRI% denotes percentage of relative importance index.
表4  荣成俚岛斑头鱼饵料生物类群质量百分比(M%)的季节变化

Tab. 4  Seasonal variations in mass percentage (M%) of prey groups for Hexagrammos agrammus in Lidao, Rongcheng
%
	饵料类群prey group
	春季 spring
	夏季 summer
	秋季 autumn
	冬季 winter

	海藻类Algae
	5.95
	7.38
	4.78
	2.87

	海草类Seagrass
	2.26
	4.02
	0.76
	2.28

	鱼类Pisces
	5.03
	14.31
	28.73
	15.48

	虾类Decapoda
	20.68
	3.58
	1.44
	6.07

	口足类Stomatopoda
	37.78
	2.15
	0.54
	1.21

	端足类Amphipoda
	4.22
	1.79
	2.76
	5.57

	蟹类Crabs
	−
	13.02
	1.01
	7.35

	腹足类Castropoda
	−
	2.43
	0.44
	−

	多板类Polyplacophora
	1.58
	1.57
	3.30
	−

	多毛类Polychaeta
	22.50
	49.75
	14.62
	15.32

	鱼卵fish eggs
	−
	−
	41.63
	43.84


注: “−”代表无数据.

Note: “−” indicates no data.
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图1  荣成俚岛斑头鱼各体长组食物组成的聚类分析

Fig. 1  Cluster analysis by each size class of dietary composition for Hexagrammos agrammus in Lidao, Rongcheng
反, 冬季最大, 春季和秋季次之, 夏季最小, 不同季节间的差异不显著(χ2 = 6.590, P>0.05)(图2)。
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图2  荣成俚岛斑头鱼平均胃饱满系数和空胃率的季节变化
Fig. 2  Seasonal variations in mean stomach fullness index and percentage of empty stomachs of Hexagrammos agrammus in Lidao, Rongcheng
2.2.2  摄食强度的体长变化  斑头鱼摄食强度随体长的增加变化明显。平均胃饱满系数在<80 mm体长组最大, 之后随体长增加而减小, 在160– 179 mm体长组最小, 之后又随体长增加而增大, 不同体长间的差异极显著(χ2 = 48.817, P<0.05)。空胃率的变化趋势总体随体长增加而逐渐减小, 不同体长间的差异不显著(χ2 = 8, P>0.05, 图3)。

2.3  基于DNA条形码的斑头鱼饵料生物种类鉴定

使用形态学分析法对胃含物鉴定分类后, 得到5种不可辨认饵料生物样品, 包括2种鱼、1种鱼卵、1种钩虾和1种蟹螯(表6)。使用DNA条形码对它们进行准确鉴定, 结果如下(图4):
对样品1扩增得到COI序列长653 bp, BLAST分析相似性最高(99%)的物种是鸡冠鳚
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图3  荣成俚岛斑头鱼平均胃饱满系数和空胃率的体长变化

Fig. 3  Ontogenetic variations in mean stomach fullness index and percentage of empty stomachs of Hexagrammos agrammus in Lidao, Rongcheng
表5  荣成俚岛斑头鱼饵料生物类群质量百分比(M%)随体长的变化

Tab. 5  Ontogenetic variations in mass percentage (M%) of prey groups for Hexagrammos agrammus in Lidao, Rongcheng
%
	饵料类群

prey group
	体长组/mm size class

	
	<60
	60−79
	80−99
	100−119
	120−139
	140−159
	160−179
	180−199
	200−219
	220−239
	>239

	海藻类Algae
	70.00
	31.53
	2.13
	2.72
	3.02
	2.89
	5.95
	2.63
	3.85
	2.00
	1.00

	海草类Seagrass
	30.00
	68.47
	2.61
	2.20
	1.58
	2.51
	0.72
	0.34
	0.71
	0.20
	0.30

	鱼类Pisces
	−
	−
	17.14
	23.42
	24.85
	25.39
	30.82
	32.58
	40.83
	45.30
	50.00

	虾类Decapoda
	−
	−
	−
	9.58
	2.75
	2.55
	2.91
	3.42
	−
	−
	−

	口足类Stomatopoda
	−
	−
	3.50
	2.25
	4.02
	8.40
	4.11
	5.66
	−
	−
	−

	端足类Amphipoda
	−
	−
	2.43
	3.92
	1.90
	5.00
	0.95
	2.55
	−
	−
	−

	蟹类Crabs
	−
	−
	5.10
	1.64
	3.77
	3.49
	3.42
	2.72
	−
	−
	−

	腹足类Castropoda
	−
	−
	−
	1.05
	0.78
	1.09
	0.83
	0.78
	−
	−
	−

	多板类Polyplacophora
	−
	−
	−
	2.80
	6.20
	3.83
	4.37
	−
	−
	−
	−

	多毛类Polychaeta
	−
	−
	46.36
	23.91
	23.89
	15.87
	11.88
	13.54
	17.57
	22.50
	15.00

	鱼卵fish eggs
	−
	−
	20.72
	26.50
	27.24
	28.99
	34.04
	35.78
	37.03
	30.00
	33.70


注: “−”代表无数据.

Note: “−” indicates no data.
表6 基于形态学分析法和DNA条形码的鉴定结果

Tab. 6  The results of identification based on morphological analysis and DNA barcoding

	编号Number
	形态学分析法morphological analysis
	DNA条形码DNA barcoding

	1
	[image: image7.jpg]



	不可辨认鳚
unidentified fish
	鸡冠鳚 Alectrias benjamini

	2
	[image: image8.jpg]



	不可辨认鱼卵
unidentified fish eggs
	斑头鱼 Hexagrammos agrammus

	3
	[image: image9.jpg]



	不可辨认钩虾
unidentified gammarid
	藻钩虾属 Ampithoe sp.

	4
	[image: image10.jpg]



	不可辨认虾虎鱼
unidentified fish
	纹缟虾虎鱼 Tridentiger trigonocephalus

	5
	[image: image11.jpg]



	不可辨认蟹螯
unidentified crab
	寄居蟹 Pagurus proximus
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图4  基于COI序列构建饵料生物样品1~5和相近种的邻接关系树

各分支上数字为1 000次重抽样分析得到的大于50%的支持率.
Fig. 4  Neighbor-joining tree for COI sequences of dietary sample 1–5 and related species
Bootstrap support values of > 50% from 1 000 replicates.
(Alectrias benjamini)。下载序列FJ932610和KC75​1783(A. benjamini)、FJ164281和GU440221(紫嵴冠鳚, Anoplarchus purpurescens)进行比对, 与样品1的遗传距离依次为0.005、0.002、0.091和0.093。邻接关系树显示, 样品1与FJ932610和KC751783聚为一支。因此认为样品1是鸡冠鳚(A. benjamini)。
对样品2扩增得到COI序列长652 bp, BLAST分析相似性最高(100%)的物种是斑头鱼(Hexagrammos agrammus)。下载序列HM180613和HM180614(H. agrammus)、JF511640和JF511​647(大泷六线鱼, H. otakii)进行比对, 与样品2的遗传距离依次为0、0、0.040和0.041。邻接关系树显示, 样品2与HM180613和HM180614聚为一支。因此认为样品2是斑头鱼(H. agrammus)。

对样品3扩增得到COI序列长660 bp, BLAST分析相似性最高(90%)的物种是Ampithoe lacertosa。下载序列JX502959和JX502960(A. lacertosa)、GU048232和GU048502(A. valida)进行比对, 与样品3的遗传距离依次为0.109、0.109、0.167和0.167。邻接关系树显示, 样品3先与JX502959和JX502960聚为一支, 再与GU048232和GU048502聚为一支。综上, 认为样品3是一种藻钩虾(Ampithoe sp.)。

对样品4扩增得到COI序列长578 bp, BLAST分析相似性最高(100%)的物种是纹缟虾虎鱼(Tridentiger trigonocephalus)。下载序列HM​1​8​0928(纹缟虾虎鱼, T. trigonocephalus)、HQ536​535和HQ536537(暗缟虾虎鱼, T. obscurus)、HQ536531(短棘虾虎鱼, T. brevispinis)进行比对, 与样品4的遗传距离依次为0、0.174、0.172和0.192。邻接关系树显示, 样品4与HM180928聚为一支。因此认为样品4是纹缟虾虎鱼(T. trigonocephalus)。
对样品5扩增得到COI序列长577 bp, BLAST分析相似性最高(99%)的物种是寄居蟹(Pagurus proximus)。下载序列KC347563(P. pro​x​i​mus)、JN90069和JN590077(P. brachiomastus)、GU442999和GU443020(P. samuelis)进行比对, 与样品5的遗传距离依次为0.005、0.103、0.099、0.122和0.126。邻接关系树显示, 样品5与KC347563聚为一支。因此认为样品5是寄居蟹(P. proximus)。
3  讨论

3.1  食物组成

荣成俚岛斑头鱼主食多毛类、鱼卵、海藻类、海草类、口足类、端足类和鱼类等饵料生物, 属底栖生物食性鱼类。Kanamoto[7]研究发现斑头鱼的食物组成主要取决于具体的栖息海域, 不同栖息区域的同一个种, 其摄食食性也会不同, 但均主要以钩虾类为食。Horinouchi等[8]研究发现日本中部Aburatsubo大叶藻床的斑头鱼属于小型甲壳饵料捕食者, 主要摄食钩虾类、桡足类和等足类等。Kwak等[9]研究发现韩国镇东湾的斑头鱼主要以甲壳类和腹足类为食。王凯等[10]研究发现枸杞岛岩礁生境中, 斑头鱼主要的饵料生物种类有23种, 端足类(麦秆虫)为主要饵料生物。本研究中荣成俚岛斑头鱼也喜食端足类(藻钩虾), 但是相比之下, 主要摄食种类为多毛类(沙蚕)。可见, 斑头鱼的摄食习性会随时间和栖息海域饵料生物的种类和丰度不同而发生改变。

本研究中, 斑头鱼的食物组成存在明显的季节变化。多毛类在四季中均为最主要的饵料生物, 但于不同季节里, 斑头鱼摄食的饵料生物存在不同程度的更替现象。对口足类和虾类的摄食主要集中在春季, 对鱼类和蟹类的摄食主要集中在夏季, 对鱼卵的摄食主要集中在秋季和冬季, 并在冬季达到最高。斑头鱼也有喜食鱼卵的习性, 本研究中雌、雄斑头鱼在繁殖季节里都摄食了大量鱼卵, 包括斑头鱼鱼卵和大泷六线鱼鱼卵。雌鱼在繁殖活动中经常啄食卵粒, 并会遭到护巢雄鱼驱赶, 而护巢雄鱼不论是偶然性摄食卵粒还是自残现象, 都会给其能量供给带来帮助[27–28]。

斑头鱼的食性随体长而变化, 小个体斑头鱼喜食端足类(钩虾类和麦杆虫类), 大个体则喜食腹足类和蟹类[9]。在本研究中, 小个体的斑头鱼主要摄食海草、海藻、藻钩虾和沙蚕等小型饵料生物, 随体长增加, 摄食鱼类、虾类、多板类和蟹类等较大饵料生物的比例会不断升高。这符合Gerking[29]曾提出的“最佳摄食理论”: 随着鱼类个体不断增大, 捕食能力也会不断增强, 因此会尽可能捕食较大饵料生物以获得更多能量, 这同时也有利于减小不同体长大小个体间的食物竞争, 在小黄鱼[30]、六丝钝尾虾虎鱼[31]等很多鱼类中也出现食物组成随体长变化的现象。

3.2  摄食强度

荣成俚岛斑头鱼摄食强度存在明显的季节变化和体长变化。夏季饵料生物资源丰富, 斑头鱼生长迅速, 故摄食强度最高; 冬季则相反, 随着水温降低, 饵料生物减少, 故摄食强度最低, 但并未停食, 这可能与斑头鱼的繁殖活动需要摄取能量有关。

幼鱼生长发育旺盛, 索饵活动较强, 摄食强度较大[24]。本研究中, 小个体斑头鱼(体长<80 mm)摄食强度最高, 并随体长增加逐渐下降, 体长160–179 mm时摄食强度最低, 之后又随着体长和年龄增大逐渐增高。这表明早期发育阶段鱼体新陈代谢旺盛, 需要不断摄食饵料生物来快速生长, 而高龄鱼也需要更多的饵料生物维持生存, 所以摄食强度又会增高。

由此可见, 斑头鱼摄食强度的变化, 既与不同季节变化有关, 同时还受其自身个体生长发育阶段的影响。

3.3  DNA条形码在胃含物分析中的应用

Hebert等[32]对包括脊椎动物和无脊椎动物在内的13 320个物种的COI基因序列进行比较分析, 发现除刺胞动物门以外, 98%的物种遗传距离差异在种内(0~2%)、种间平均差异可达11.3%。Ward等[33]在对鱼类DNA条形码研究中应用了3.5%作为种上分化水平的界限。

通过DNA条形码对斑头鱼5个饵料生物样品进行鉴定, 4个饵料生物样品鉴定到种, 1个饵料生物样品鉴定到属。对样品1、2、4和5的COI部分序列进行BLAST分析, 均可得出相似性(Ident)为99%~100%的相近种, 邻接关系树中也都与它们的相近种序列聚为一支。计算与相近种之间的遗传距离满足上述条件, 可成功鉴定到种。与样品3相似性最高的物种为Ampithoe lac​e​rtosa (Ident=90%), 邻接关系树中它与A. lacer​tosa先聚为一支, 再与A. valida聚为一支。样品3与A. lacertosa和A. valida的遗传距离分别为0.109和0.167, 而A. lacertosa与A. valida的种间遗传距离为0.189, 说明样品3为一种藻钩虾(Ampithoe sp.)。

DNA条形码应用在胃含物分析中存在很多优势: 首先, 样品需要量较少, 取残缺的部分样品组织(蟹螯、不完整虾或鱼尾等)即可鉴定种类; 其次, 实验原理简单, 操作简便, 容易获得鉴定结果; 再次, COI片段足够保守, 可以利用通用引物进行扩增, 并且有足够变异来区分不同物种的DNA序列; 第四, 鉴定适用范围广, 运用COI基因能够对超过95%的物种进行准确鉴定[34–35]。但DNA条形码同时也存在局限, 鱼类饵料生物种类繁多, 而确定目标种是基于与DNA数据库已知序列比对来完成的, 需要准确信息和长期序列数据积累。
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Feeding ecology of Hexagrammos agrammus in Lidao Rongcheng, China
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Abstract: The feeding ecology of Hexagrammos agrammus was investigated for 743 individuals collected monthly from the Lidao Rongcheng shore reef (March 2010 and February 2011). The main results of this study are as follows. H. agrammus, a demersal-feeding fish, had 11 prey groups with polychaeta dominating. Prey groups also included fish eggs, algae, seagrass, stomatopoda, amphipoda and other fish. The dietary composition of the prey consumed had obvious seasonal variations. While polychaeta was an important prey group across all seasons, stomatopoda and decapoda were predominant in spring, fish and crabs in summer, fish eggs and fish in autumn, while fish eggs were eaten mostly in winter. The dietary composition also had obvious ontogenetic variations: <80 mm SL (standard length) consumed seagrass and algae, 80–199 mm SL consumed polychaeta, fish, decapoda and crabs, while >199 mm SL consumed fish, polychaeta and fish eggs. The feeding intensity had obvious seasonal variations, being highest in summer and lowest in winter. The feeding intensity also had obvious ontogenetic variations, reaching the highest feeding intensity in <100 mm SL, then decreasing with increasing standard length, and gradually increasing after >180 mm SL. Five samples could be identified by DNA barcoding, among which, four were identified at species level and one at genus level. Therefore, the feeding habits of H. agrammus display seasonal and ontogenetic variations, along with variations in species consumption and abundance.
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