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摘要: 运用直接测序法对产自北部湾的日本金线鱼(Nemipterus japonicus)、红棘金线鱼(N. nemurus)和苏门答腊金线

鱼(N. mesoprion) 3种金线鱼属鱼类的线粒体 DNA细胞色素氧化酶 I(COI)基因序列进行了测序分析, 并探讨了 3种

金线鱼之间的亲缘关系。在所分析的 48条 COI同源序列片段(696 bp)中共检测到 29个单倍型和 104个核苷酸多态

位点。单倍型分析结果显示, 日本金线鱼和红棘金线鱼之间有明显的基因交流。序列差异分析和遗传距离比较结

果显示, 日本金线鱼与红棘金线鱼之间亲缘关系较近, 无明显遗传分化。利用最大简约法(MP)和邻接法(NJ)构建

的系统发育树显示, 日本金线鱼和红棘金线鱼混杂聚为一支, 而苏门答腊金线鱼单独聚为一支。研究结果表明, 日

本金线鱼与红棘金线鱼的亲缘关系较近, 二者可能为同种, 而苏门答腊金线鱼则与日本金线鱼、红棘金线鱼亲缘关

系较远。本研究为证实红棘金线鱼和苏门答腊金线鱼是 2个不同的种提供了分子生物学的证据。 
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金线鱼属 (Nemipterus)鱼类分布于北太平洋

西部海域, 中国主要分布在南海, 黄海和东海也

有少量分布[1−2]。该属鱼类食用价值高, 是南海重

要经济鱼类[3−7], 为底拖网、刺网和钓业的主要捕

捞对象。日本金线鱼(N. japonicus)、红棘金线鱼(N. 

nemurus)和苏门答腊金线鱼(N. mesoprion)均隶属

金线鱼科(Nemipteridae)、金线鱼属。目前对日本

金线鱼、红棘金线鱼和苏门答腊金线鱼的鉴别仅

依靠个别形态特征进行较粗略、简单的判别, 而

国内外对金线鱼属鱼类的研究大部分也是从形态

学、生态学和生化标记方面对其进行区分 [8−21], 

用分子生物学的方法对金线鱼属鱼类的研究未见

报道。近年来, 随着海洋渔业资源的开发利用, 特

别是由于近海生态环境遭到破坏和近海传统渔场

的滥捕, 捕捞的金线鱼属鱼类个体小型化、低龄

化现象日益凸显。有必要对金线鱼属鱼类自然群

体的种间变异程度及亲缘关系进行分析和探讨 , 

以期为渔业资源的保护和多国间鱼类捕捞配额的

界定提供理论依据。 

随着分子生物测序技术的发展, 基于基因序

列测定的分子数据已被广泛应用在鱼类种群分析

的各个方面。线粒体 DNA(mtDNA)是真核生物的

核外遗传物质, 具有基因组结构简单、分子小、

编码效率高、进化速率快、无组织特异性和母系

遗传等特性。基于以上特性, 应用线粒体 DNA及

其片段的测序分析技术对鱼类种群进行分析更为
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客观。细胞色素氧化酶Ⅰ (Cytochrome Oxidase 

subunitⅠ, COI)基因是线粒体基因中的一段, 具

有进化速率适中的特点, 可作为种属系统进化研

究的良好标记[22−23], 而且在物种鉴别应用上, 由于

COI基因的便利快捷更是被称为“鉴别条码”[24]。 

北部湾海域是中越两国共有的优良渔场, 其

鱼类繁殖周期长, 部分种类可全年繁殖, 怀卵量

多, 幼鱼生长快, 性成熟年龄比较早, 鱼类资源

恢复快[25−26]。本研究对分布于北部湾海域的日本

金线鱼、红棘金线鱼和苏门答腊金线鱼的 mtDNA 

COI 基因序列片段进行了扩增和测序, 初步分析

了它们之间的亲缘关系和系统进化关系, 为金线

鱼属鱼类保护生物学和系统进化提供分子生物学

依据 , 为金线鱼属鱼类的充分利用提供理论基

础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验所用鱼样于 2009年 6月和 9月在北部湾

海域东北部(日本金线鱼 11尾, 红棘金线鱼 18尾)

和南部(苏门答腊金线鱼 19尾)海域采集。取个体

尾部肌肉少许，置于 95%的酒精中保存, 运回实

验室后放置在20℃冰箱中保存备用。 

1.2  总 DNA 的提取 

用购自上海生工生物工程技术服务有限公司

的基因提取试剂盒进行 DNA 提取。取保存样品

少许移入 1.5 mL EP管中剪碎, 加 TE缓冲液 200 

μL, 加入 400 μL Cell Lysis Solution混匀, 再加入

6 μL蛋白酶 K置于 55 ℃水浴中 1 h, 其间上下混

匀几次。再加入 600 μL氯仿进行抽提, 100 μL 1.2 

mol/L NaCl 和无水乙醇进行沉淀, 室温干燥后溶

于双蒸水中, 20 ℃冰箱保存备用。 

1.3  PCR扩增及电泳检测和测序 

COI 基因序列的引物是根据其他鱼类相应序

列设计的通用引物[27], 由上海生工生物工程有限

公司合成 , 引物序列为 : FF2d 5′–TTCTCCACC 

AACCACAARGAYATYGG–3′; FR1d 5′–CACCTCA 

GGGTGTCCGAARAAYCARAA–3′。PCR 反应总

体积为 25 μL, 其中 10×Taq Buffer (Takara)2.5 μL, 

Taq DNA聚合酶(TaKaRa 5 U/µL) 0.2 μL, dNTP 

(2.5 mmol/L)各 0.5 μL, 引物(20 mmoL/L) 0.3 μL, 

1 μL模板 DNA, 其余用双蒸水补充。扩增条件为: 

94℃预变性 3 min, 之后进行 35个循环(94  30℃  s, 

52  45℃  s, 72  50℃  s) , 最后 72℃延伸 5 min。扩增

产物经 1% TAE琼脂糖凝胶检测, 溴化乙锭染色, 

凝胶成像系统观察和拍照后送至上海生工生物工

程技术服务有限公司进行序列测定。ABI 3730 

PRISM DNA 测序仪产生 ABI 文件, 通过软件

Chromos分析。 

1.4  数据分析 

测序完成后用 Bioedit软件进行多重比对。用

Mega 4.0 软件进行序列的分析, 包括序列长度、

碱基组成及亲缘关系树的构建; 用DnaSP 4.10软件

计算多态位点、种群内的核苷酸多样性(nucleotide 

diversity, π)、单倍型多样性(haplotype diversity, h)

及种群间的核苷酸歧异度(nucleotide divergence, 

Dxy), 同时进行变异位点的中性检验。并用金线鱼

科眶棘鲈属条纹眶棘鲈(Scolopsis taenioptera)和

钻嘴鱼科柯氏缩口银鲈(Eucinostomus currani)做

外群, 使用最大简约法(MP)和邻接法法(NJ)构建

系统树分析 3 种金线鱼属鱼类的亲缘关系, 并对

所得系统树进行自展法检验(1 000次重复)。 

2  结果与分析 

2.1 扩增结果及 mtDNA COI基因片段序列分析 

本实验对 3种金线鱼的mtDNA COI基因片段

进行测序、比对, 结果得到 696 bp 的同源片段。

实验共测得 48个线粒体的COI序列, 其中日本金

线鱼 11 个, 红棘金线鱼 18 个, 苏门答腊金线鱼

19个。日本金线鱼平均碱基含量: A为 23.2%, T

为 32.7%, C为 26.3%, G为 17.9%; 红棘金线鱼平

均碱基含量: A为 23.2%, T为 32.7%, C为 26.2%, 

G为 17.9%; 苏门答腊金线鱼平均碱基含量: A为

22.2%, T为 31.1%, C为 28.3%, G为 18.4%。3种

鱼的 4种碱基平均含量: A为 22.8%, T为 32.1%, C

为 27.0%, G为 18.1%, 平均 G+C的含量为 45.1%, 

低于 A+T的含量, 这与其他鱼类 mtDNA COI基

因同源序列的碱基特点相似[28−30]。在 48 个个体
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中共检测到核苷酸多态位点 104个, 包括 22个单

一突变位点(singleton variable sites), 82个简约信息

位点(parsimony informative sites)。48 个序列测得

29个单倍型, 单倍型比例为 60.42%。3种金线鱼

中日本金线鱼单倍型比例最高(82.8%), 苏门答腊

金线鱼单倍型比例最低(42.1%)(表 1)。与单倍型

比例相似, 日本金线鱼和红棘金线鱼单倍型多样

性较高, 分别为 0.963 64±0.051和 0.934 64±0.028, 

苏门答腊金线鱼单倍型多样性最低, 为 0.614 04± 

0.042。3 种金线鱼的核苷酸多样度均较低, 其中

日本金线鱼的核苷酸多样度最高 , 为 0.004 75, 

红棘金线鱼的核苷酸多样度最低, 仅有 0.003 69。

平均核苷酸差异仍是日本金线鱼最高, 为 3.309 09。 

个体序列分析的结果表明, 日本金线鱼的遗

传多样性最高, 红棘金线鱼的遗传多样性次之。

并且日本金线鱼和红棘金线鱼有共同的单倍型

(hap2, hap7), 这表明两者之间有基因交流。从变

异位点、突变率、单倍型归属上分析, 日本金线

鱼和红棘金线鱼 2 个种均比较接近, 说明日本金

线鱼和红棘金线鱼有着较近的亲缘关系。 

2.2  群体间序列变异情况及遗传距离 

经过 BLAST分析比较, 证实所得序列为 COI

基因片段。将单倍型 2与 GenBank上提供的日本

金线鱼 COI 基因进行同源序列比对, 结果显示, 

两序列一致性高达 97.92%。 

群体间的序列差异反映了其亲缘关系远近。

表 2 列出了 3 种金线鱼序列差异的百分比, 日本

金线鱼和红棘金线鱼之间的序列差异百分比最小, 

仅为 0.445%, 表明两者之间同源性高, 变异程度

小; 日本金线鱼和苏门答腊金线鱼之间序列差异

百分比最大, 达 10.969%, 变异程度也最大。 

由 MEGA 软件计算得出, 3 种金线鱼遗传距

离为 0～0.370 7。经卡方检验显示 3 个种群间的

遗传距离差异显著 (P<0.05), 其中 , 苏门答腊金

线鱼与日本金线鱼遗传距离为 0.112～0.139, 苏

门答腊金线鱼和红棘金线鱼的遗传距离为

0.112～0.135, 日本金线鱼和红棘金线鱼的遗传

距离较小, 为 0～0.014 6(表 3)。 

 
表 1  3 种金线鱼线粒体 COI 基因序列分析的统计参数 

Tab.1 Statistical parameters of mtDNA COI gene in the three species of Nemipterus genus 

群体 
population 

样本量 
number of 
samples 

单倍型数 
number of  
haplotype 

单倍型序号 
serial number of 

haplotype 

单倍型比例/%
percentage of 

haplotype 

单倍型多样性
haplotype diversity, H 

x ±SD 

核苷酸多样度
nucleotide  
diversity, P 

平均核苷酸差异
difference  
between  

haplotypes, K
日本金线鱼 
N. Japonicus 

11 9 Hap1Hap9 82.8 0.96364±0.051 0.00475 3.30909 

红棘金线鱼 
N. nemurus 

18 14 
Hap2, Hap7, 

Hap10Hap21 
77.8 0.93464±0.028 0.00369 2.56863 

苏门答腊金线鱼 
N. mesoprion 

19 8 Hap22Hap29 42.1 0.61404±0.042 0.00457 3.18129 

 
表 2 3 种金线鱼线粒体 COI 序列差异的百分比 

Tab.2  Percentage of divergence for mtDNA COI sequences between the three species of Nemipterus genus          % 

群体 population 日本金线鱼 N. japonicus 红棘金线鱼 N. nemurus 苏门答腊金线鱼 N. mesoprion 

日本金线鱼 N. japonicus －   

红棘金线鱼 N. nemurus 0.445 －  

苏门答腊金线鱼 N. mesoprion 10.969 10.748 － 

 
表 3 3 种金线鱼线粒体 COI 基因序列最小/最大遗传距离 

Tab.3  Minimum/maximum genetic distance of mtDNA COI sequences between the three species of Nemipterus genus 

群体 population 日本金线鱼 N. japonicus 红棘金线鱼 N. nemurus 苏门答腊金线鱼 N. mesoprion 

日本金线鱼 N. japonicus －   

红棘金线鱼 N. nemurus 0/0.0146 －  

苏门答腊金线鱼 N. mesoprion 0.112/0.139 0.112/0.135 － 
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2.3  系统进化聚类分析 

以条纹眶棘鲈、柯氏缩口银鲈做外群, 构建

MP 系统树(图 1a)和 NJ 系统树(图 1b)。构建的

MP树和 NJ树均显示 3个种形成 2个大的支系, 1

个支系是由日本金线鱼和红棘金线鱼组成, 另 1

个支系是由苏门答腊金线鱼组成。 

2.4  中性检验 

根据等位基因变异频率检测 3 种金线鱼群体

是否偏离中性进化。中性检验结果为 3 种金线鱼

的 Tajima′s D值均为负(表 4), 表明 3种金线鱼群

体内均存在大量的低频等位基因位点, 原因可能

是存在净化选择(purifying selection), 也可能是群

体中有轻微分离的有害突变, 或是由群体扩张引

起的。但是日本金线鱼和红棘金线鱼检验结果不

显著(P>0.05), 符合中性检验的假设 ; 而苏门答

腊金线鱼的检验结果显著(P<0.05), 不符合中性

进化假设。 

3  讨论 

北部湾渔场是优质渔场, 其特殊的地理位置 

 

 
                           a                                   b 

图 1 根据 3种金线鱼之间遗传距离构建的 MP(a)和 NJ(b)系统进化树 

R日本金线鱼; SD红棘金线鱼; D苏门答腊金线鱼. NJ树节点旁数据为 1 000次自展检验后置信度值(%). 

Fig.1 Reconstruction of MP(a) and NJ(b) phylogenetic trees of the three Nemipterus spp. based on mitochondrial COI gene fragment 
RNemipterus japonicus; SDN. nemurus; DN. mesoprion. Numbers beside nodes represent bootstrap value (%) after 1 000 replicates. 
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表 4 3 种金线鱼 mtDNA COⅠ基因序列的中性检验结果 
Tab. 4 Neutrality tests of the three species of Nemipterus genus 

群体 population Tajima D值 Tajima's D statistic P 

日本金线鱼 N. japonicus 0.89199 P >0.10 

红棘金线鱼 N. nemurus 1.77006 0.05> P>0.10 

苏门答腊金线鱼 N. mesoprion 1.91970* P <0.05 

注: *表示中性检验结果显著(P<0.05).  

Note: Asterisk stands for significant in neutrality test(P<0.05). 
 

导致中国与邻国间的鱼类资源争夺。该渔场的金

线鱼科鱼类, 尤其是金线鱼属鱼类是重要的经济

鱼类。探明几种金线鱼属鱼类之间的亲缘关系 , 

有助于掌握其资源量状况, 同时也可为争取北部

湾海洋渔业权益提供理论依据。 

脊椎动物的线粒体基因组中含 l3个蛋白质编

码基因、2 个核糖体 RNA 基因、22 个转运 RNA

基因以及非编码区基因[31]。研究发现, 线粒体基

因组含有多个标志性的遗传标记位点。而且根据

线粒体不同部位的进化速率不同, 可结合研究的

具体情况 , 选择适当的部位进行分析。例如 , 

D-Loop 由于进化速度较快比较适于群体遗传学

及近缘种间的分析研究[32], 12S rRNA、16S rRNA

及细胞色素氧化酶亚单位等适于种属间至科级以

下分类阶元的探讨[33−34]。因此本实验选用 COI基

因用于 3种金线鱼属鱼类的鉴别。 

Cronin[35]根据对鹿线粒体的研究提出线粒体

DNA 的属间序列差异在 14%～21%之间 , Bill-

ington等[36]报道海水鱼类中, 群体内线粒体 DNA

全序列的差异在 0.2%～4.4%之间。以此为参照, 

本实验所得出的日本金线鱼和红棘金线鱼序列差

异为 0.445%, 日本金线鱼和苏门答腊金线鱼之间

的序列差异为 10.969%, 红棘金线鱼和苏门答腊

金线鱼之间序列差异为 10.748%, 均不存在属间

的差别, 而且日本金线鱼和红棘金线鱼序列差异

在种群范围内。由此可认为日本金线鱼和红棘金

线鱼之间亲缘关系很近, 甚至可能为同种, 这与

Mohd 等[37]利用形态学上的特征将日本金线鱼和

苏门答腊金线鱼归为一个组群, 而将红棘金线鱼

归为另一组的分析结果不一致。 

从遗传距离上来讲, 本研究中 3 种金线鱼种

间遗传距离在 0～0.370 7之间, 而根据Kartavtsev

等[38]认为同属不同种间 COI 基因遗传距离应在

0.089 4~0.103 2%之间, 可见 3种金线鱼间的遗传

距离远未达到属间区别。其中, 日本金线鱼和红

棘金线鱼之间最大遗传距离为 0.014 6, 最小的遗

传距离为 0, 而遗传距离低正表明日本金线鱼和

红棘金线鱼间遗传分化不明显。基于遗传距离构

建的MP系统树和 NJ系统树均明显分为 2支, 日

本金线鱼和红棘金线鱼聚在一起构成一支, 苏门

答腊金线鱼独自构成另一支。对 3 种金线鱼属鱼

类线粒体 COI基因片段序列差异、单倍型归属、

核苷酸多样度及遗传距离等多项参数进行比较分

析, 结果显示, 日本金线鱼同红棘金线鱼间的亲

缘关系更近, 并且两者间有明显的基因交流, 二

者可能为同种 ; 而苏门答腊金线鱼与日本金线

鱼、红棘金线鱼之间的亲缘关系较远, 但其差异

没有达到不同属的水平。该结果同时为证实红棘

金线鱼和苏门答腊金线鱼是不同的两个种提供了

分子证据。 

已有研究证明 mtDNA 遗传关系相近的鱼类

在地理分布上常常是连续的, 并且种间的差异容

易区分[39−40]。本研究中, 日本金线鱼和红棘金线

鱼是在北部湾东北部渔区渔获, 而苏门答腊金线

鱼则是在北部湾南部渔区渔获。因此从渔获区的

分布可以得出, 3种金线鱼的遗传关系是接近的。

另外由于金线鱼属鱼类仅做生殖性洄游, 故也可

推测日本金线鱼和红棘金线鱼有更多的基因交流

的机会, 因而两者间的亲缘关系也更近。 

本研究通过对 3种金线鱼的 COI基因片段进

行比较和分析, 为今后对金线鱼属鱼类的分子研

究奠定了基础, 同时也为金线鱼属鱼类种质资源

的合理开发利用提供依据。 
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Abstract: In order to identify the phylogenetic relationship among three Nemipterus species (N. japonicus, N. ne-
murus and N. mesoprion) caught from Beibu Gulf, we amplified their mitochondrial cytochrome oxidase subunit I 
(COI) gene fragments by PCR, and examined 696 base-pair nucleotide sequences of COI. The results show that all 
48 sequences are grouped into 29 haplotypes and there are 104 variable nucleotide positions in COI gene frag-
ments. Haplotypes analysis indicates that N. japonicus and N. nemurus have obvious gene flow and closer rela-
tionship and have no significant genetic difference based on sequence divergences and genetic distances analysis. 
Molecular phylogenetic trees are constructed with Scolopsis taenioptera and Eucinostomus currani as outgroups 
using maximum-parsimony and neighbor-joining, which suggests that the three Nemipterus species cluster into 
two clades. Specifically, N. japonicus and N. nemurus cluster into one clade, while N. mesoprion into another. 
Thus, it could be concluded that the relationship between N. japonicus and N. nemurus is so close that they may be 
the same species, while the relationship between N. mesoprion and N. japonicus and that between N. mesoprion 
and N. nemurus in pairwise is far, which provides molecular biology evidence that N. nemurus and N. mesoprion 
are two different species. 
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