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摘　要：单核苷酸多态性（ＳＮＰ）分子标记结合二代测序技术是研究群体遗传学强有力的工具，同时也是界定
物种的最佳方法之一。与以往获取ＳＮＰｓ数据的常用方法相比，靶基因富集的方法可以用来富集不同物种的
同源片段，甚至可以用于部分降解的ＤＮＡ。本研究应用一套通用的脊椎动物单拷贝核基因标记，通过基因富
集和Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序获取鲱形目鲚属数千个ＳＮＰｓ位点。样本取自靠近长江入海口的沿海地区、长江干流和洞
庭湖。用ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ和Ｂａｙｅｓｆａｃｔｏｒｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ（ｗｉｔｈｇｅｎｏｍｉｃｄａｔａ，ＢＦＤ：一种新的物种界定工具）分析
ＳＮＰｓ数据，发现洞庭湖的短颌鲚显著不同于其他采样点的样本，而从沿海地区采集的刀鲚与长江干流的个体
之间的差异不明显（Ｂａｙｅｓｆａｃｔｏｒ＝１１．３）。研究表明，基因富集可以用来获得非模式生物的ＳＮＰｓ数据，结合
新的分析工具如ＢＦＤ可用于物种界定。
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　　得益于二代测序技术的发展，单核苷酸多态
性标记（ＳＮＰｓ）在种群遗传、生态保护、农作物杂
交、适应性进化、系统发育以及物种鉴定等领域

得到了广泛的应用［１１１］。目前有两种方法识别非

模式物种中的 ＳＮＰｓ。第一种方法是转录组测序
获取ＳＮＰｓ［１２１４］。由于用此方法得出的ＳＮＰｓ位于
转录区域，因此可能会导致在估计种群参数比如

遗传漂变，基因流时产生误差［１２］。另外，除非是

与已注释好的基因组做比较［１３，１５］，或者从头组

装［１６］，否则在内含子外显子边界附近的 ＳＮＰｓ难
以验证。第二种方法是对简化基因组测序，如：

基因分型测序（ＧＢＳ）［９］，或者限制性酶切位点测
序（ＲＡＤ）［１，１７］。但是，这些方法需要高质量的
ＤＮＡ样本，并且在不同物种中的可比性很小且质
量不高［９］。所以不能用于跨物种的系统学研

究［１，１８］。

目前，基因富集技术成为第三种获得 ＳＮＰｓ
的渠道［１９２２］，甚至可以用于古 ＤＮＡ的实验［２０，２３］。

基因富集的目标也是灵活多样的，比如叶绿体基

因组［２３］、基因组中的某一区段［２０］、和疾病相关的

基因［２４］、或者是外显子组都可以成为富集的目标

基因［２５］，并且基因富集技术可富集不同物种的同

源基因［２６］，这意味着我们可以利用富集技术来研

究种间问题［２６２７］。利用分子数据进行物种鉴定

的方法有许多［２８３２］。利用贝叶斯因子进行物种

界定是一种常用的方法 ［２，３２］，大多方法只能处理

较少的位点［２］，然而 Ｂａｙｅｓｆａｃｔｏｒｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ（

ｗｉｔｈｇｅｎｏｍｉｃｄａｔａ，ＢＦＤ）可以用来分析上千 ＳＮＰ
数据，它的优点是通过共显性标记直接推算物种

树，而不需要估算基因树［３３］。

刀鲚（Ｃｏｉｌｉａ）是一种鲱形目的鱼类［３４３５］，长

江中已经发现了多个刀鲚的亚种及生态

型［３４，３６３７］。在洞庭湖中发现与刀鲚（Ｃ．ｎａｓｕｓ）不
同的短颌鲚（Ｃ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ）［３８］，后来上颌骨
较短的生态型在长江中游、下游，以及与中下游

相通的其他湖泊中相继被发现［３４，３６３８］。这些物种
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以及生态型的分类合理性仍备受争议［３２，３９４１］。线

粒体和ＡＦＬＰ数据显示短颌鲚和刀鲚难以区分，
因此现在一致认为短颌鲚和刀鲚是同一物

种［３２，３９４１］。因为它们可能有不同的产卵场［４２］，已

有相关研究致力于辨别这些不同来源的个

体［４３４４］。

ＬＩ等［２６］开发了１２６５个单拷贝核基因标记。
本研究有两个目标：（１）根据 ＬＩ等的方法，开发
可用于鲱形目鱼类的ＳＮＰ分子标记，结合基因富
集技术以及ＢＦＤ的方法进行物种界定；（２）富集
这些ＳＮＰ位点来区分短颌鲚和沿海以及河流中
的刀鲚，以此来判断它们之间的遗传差异，对鲚

属进行物种界定。

１　材料与方法

１．１　样本
采集了６尾刀鲚（Ｃ．ｎａｓｕｓ），其中３尾来自

于上海沿岸，３尾来自于长江主干的靖江；３尾“短
颌鲚”（Ｃ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ）来自于模式产地岳阳洞
庭湖（图１和表１）。另外，从上海采集了４尾凤
鲚（Ｃ．ｍｙｓｔｕｓ）做为本研究的外群。

图１　样本采集地点
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｓｉｔｅｏｆｓａｍｐｌｅｓ

表１　采样地点及水体
Ｔａｂ．１　Ｓａｍｐｌｉｎｇｌｏｃａｌｉｔｉｅｓａｎｄｗａｔｅｒｂｏｄｉｅｓ

样本编号

ＳａｍｐｌｅＩＤ
物种

Ｓｐｅｃｉｅｓ
地点

Ｌｏｃａｌｉｔｙ
水体

Ｗａｔｅｒｂｏｄｙ
ＤＴ１ Ｃ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ 岳阳 洞庭湖

ＤＴ２ Ｃ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ 岳阳 洞庭湖

ＤＴ３ Ｃ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ 岳阳 洞庭湖

ＪＪ１ Ｃ．ｎａｓｕｓ 靖江 长江

ＪＪ２ Ｃ．ｎａｓｕｓ 靖江 长江

ＪＪ３ Ｃ．ｎａｓｕｓ 靖江 长江

ＳＨ１ Ｃ．ｎａｓｕｓ 上海 东海沿岸

ＳＨ２ Ｃ．ｎａｓｕｓ 上海 东海沿岸

ＳＨ３ Ｃ．ｎａｓｕｓ 上海 东海沿岸

ＳＨ４ Ｃ．ｍｙｓｔｕｓ 上海 东海沿岸

ＳＨ５ Ｃ．ｍｙｓｔｕｓ 上海 东海沿岸

ＳＨ６ Ｃ．ｍｙｓｔｕｓ 上海 东海沿岸

ＳＨ７ Ｃ．ｍｙｓｔｕｓ 上海 东海沿岸

１．２　目标基因的筛选和探针的设计
根据ＬＩ等［２６］的描述，选用单拷贝核基因标

记作为富集的目标基因。因为没有刀鲚基因组，

因此 ＲＮＡ探针是根据斑马鱼的１２６５个核编码
基因序列设计，总计３５８７９８ｂｐ。目标区域从１４２
ｂｐ到２４６２ｂｐ不等，平均片段大小是２２２ｂｐ。根
据这些目标序列合成 １２０ｂｐ的 ＲＮＡ探针
（ＭＹＢａｉｔｓ试 剂 盒；ＭＹｃｒｏａｒｒａｙ，Ａｎｎ Ａｒｂｏｒ，
Ｍｉｃｈｉｇａｎ，ＵＳＡ），每个相邻探针之间留有６０ｂｐ的
重叠区域，以提高基因富集效率。

１．３　文库制备、基因富集及混合测序
文库制备和基因富集按照ＬＩ等［２６］的实验步

骤。每个样本富集两次，即第一次富集的产物做

为第二次富集的模板。通过条形码引物扩增将８
ｂｐ的ＤＮＡ条形码添加到每个样本上，然后将所
有样本等摩尔混合用 ＭｉＳｅｑ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，Ｉｎｃ，Ｓａｎ
Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）平台进行２×１５１ｂｐ测序。

９
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１．４　生物信息学分析
根据８ｂｐ的ＤＮＡ条形码将属于每个样本的

原始序列（ｒｅａｄｓ）分开，ＤＮＡ条形码没有错配的
ｒｅａｄｓ才可以用作下一步分析。接头序列和质量
分数低于 ２０的 ｒｅａｄｓ用 Ｃｕｔａｄａｐｔ１．１软件去
掉［４５４６］。对每个样本用 ＡＢｙＳＳ１．３．４软件进行
从头组装［４７］。ＡＢｙＳＳ的ｋｍｅｒ值设置为６３。用自
编Ｐｅｒｌ脚本以斑马鱼为参考序列与组装好的重
叠群比对，获得组装好的每个样本每个基因的重

叠群，然后将每个样本的重叠群用 ＧｅｎｅｉｏｕｓＰｒｏ
ｖ５．６．２软件（Ｂｉｏｍａｔｔｅｒｓ，Ａｕｃｋｌａｎｄ，ＮｅｗＺｅａｌａｎｄ
ａｖａｉｌａｂｌｅｆｒｏｍｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｉｏｕｓ．ｃｏｍ／）进一步
组装，这时选择 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ中从头组装的选项。对
组装好的重叠群进行手动检查。挑选与斑马鱼

序列最相似的重叠群，仔细检查以确保是直系同

源基因。筛选目标基因符合以下３个条件：（１）
每个个体有大于２个等位基因的重叠群会被去
除，因为二倍体生物有超过两个等位基因表明可

能旁系同源序列被错误地组装到了一起；（２）如
果一个位点在某一群体的所有个体中都没有数

据的话，那么这个位点也会被舍弃，也就是说每

个位点在每个群体至少要有一个样本中有数据；

（３）无法对齐的序列的两端会被切除。经过以上
数据清理后，每个基因输出一条共有序列用作原

始ｒｅａｄｓ映射的一个参考序列。
１．５　序列（ｒｅａｄｓ）映射和ＳＮＰｓ位点的获取

所有样本原始序列经过修整，然后用 ＢＷＡ
０．７．１０软件映射到共有参考序列上［４８］，重复序

列（ＰＣＲ扩增产生的重复）用 Ｐｉｃａｒｄ１．１１８软件
（ｈｔｔｐ：／／ｐｉｃａｒｄ．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ）标记出来。用
ＧＡＴＫ３．２软件对碱基测序质量重新校正、序列
重新比对，根据标准过滤参数对１３个样本同时
进行基因分型，获得 ＳＮＰ基因型数据［４９］。所有

分析步骤按照 ＧＡＴＫ最优的执行方法进行操
作［５０５１］。用自编Ｐｅｒｌ脚本将ＳＮＰｖｃｆ文件转换成
可以被 ＢＥＡＳＴ２．１．３识别的 Ｎｅｘｕｓ文件［５２］，和

Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ２．３．４识别的输入文件［５３］。因为

ＢＥＡＳＴ和Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ软件的分析需要假定位点是
连锁平衡的，用自编脚本选择每个目标区域最好

的ＳＮＰ位点（最高的 ＳＮＰ映射得分，最少丢失数
据）用于后面的数据分析。数据预处理、参考序

列组装、序列映射及 ＳＮＰｓ获取的过程如图２所
示。

图２　根据参考序列组装原始数据以及获取ＳＮＰｓ数据流程图
Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｗｏｒｋｆｌｏｗｏｆｔｈｅｒａｗｄａｔａｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，ｒｅｆｅｒｅｎｃｅａｓｓｅｍｂｌｉｎｇａｎｄＳＮＰｓｃａｌｌｉｎｇ

１．６　种群结构分析
用ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ分析来检测样本可以分为几

个不同的遗传群体。测试值从 １到 ４（Ｋ＝１到
４），每个Ｋ值的运行次数、迭代次数均采用默认
设置。用ＳｔｒｕｃｔｕｒｅＨａｒｖｅｓｔｅｒ软件（ｈｔｔｐ：／／ｔａｙｌｏｒ０．
ｂｉｏｌｏｇｙ．ｕｃｌａ．ｅｄｕ／ｓｔｒｕｃｔｕｒｅＨａｒｖｅｓｔｅｒ／）来评估增加
Ｋ值时，ＤｅｌｔａＫ的变化［５４］，根据此值来选择最佳

的Ｋ值［６０］。

１．７　物种界定
ＢＦＤ与其他物种界定的方法相比优点是可

以利用全基因组共显性等位基因数据［２］。用

ＢＥＡＳＴ２的插件 ＳＮＡＰＰ的改进版进行 ＢＦＤ物
种界定［５２］。根据 ＢＦＤ维基操作说明（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｂｅａｓｔ２．ｏｒｇ／ｗｉｋｉ／ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ／ＢＦＤ，１２／２２／
２０１４）安装程序、建立 ＸＭＬ文件及运行，详细分
析原理请见“ＳＮＡＰＰ分析如何更简单地处理丢失

０１
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数据和路径抽样”（ｈｔｔｐ：／／ｂｌｏｇ．ｂｅａｓｔ２．ｏｒｇ／ｔａｇ／
ｓｎａｐｐ／，１２／２２／２０１４）。共运行了２４次路径抽样
（每次包括 １０００００ＭＣＭＣ步骤，ｂｕｒｎｉｎ设置为
１００００代）来估计边际似然值。

２　结果

２．１　测序结果和ＳＮＰｓ获取
经过去接头和测序质量分数校正，共获得了

６００万条序列，每个样本获得３０１０４６～１３６６５６２
条序列不等，不同群体间的样本数据量无明显差

异（表２）。用ＡＢｙＳＳ组装所有的序列，通过和斑
马鱼的目标序列比较，获得刀鲚每个样本每个基

因的重叠群，用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ合并重叠群，去除组装
错误的重叠群和在某一种群所有样本均有缺失

的数据，我们最终得到６９８条共有目标序列作为
参考序列。使用ＢＷＡ将每个样品的序列映射到
参考序列上。每个样本映射到目标区域的序列

从５７３５０到６７５４１１条不等，目标序列平均覆盖
深度从１７×到１９７×不等。

表２　测序结果统计
Ｔａｂ．２　Ｓｕｍｍａｒｙｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ

样本编号

ＳａｍｐｌｅＩＤ
原始序列数目

Ｎｏ．ｏｆｒａｗｄａｔａ
比对到目标基因上的序列数目

Ｎｏ．ｏｆｄａｔａｍａｐｐｅｄｏｎｔａｒｇｅｔｓ
平均覆盖深度

Ａｖｅｒａｇｅｃｏｖｅｒａｇｅｄｅｐｔｈ
ＤＴ１ ６５３９４６ ３２１８６７ ９４
ＤＴ２ ４０２８３０ １８１６１１ ５３
ＤＴ３ １３６６５６２ ６７５４１１ １９７
ＪＪ１ ３３２８２０ １５３７４７ ４５
ＪＪ２ ４０１４９８ １８３０３３ ５４
ＪＪ３ ４４８９０４ ２０８９９３ ６１
ＳＨ１ ３０１０４６ １３９０８５ ４１
ＳＨ２ １４２９６８ ５７３５０ １７
ＳＨ３ ４７５９０４ ２１２４８５ ６２
ＳＨ４ ３７０４５８ １５５７４４ ４６
ＳＨ５ ３２７９８４ １２９１９９ ３８
ＳＨ６ ３８５６４２ １６０６７０ ４７
ＳＨ７ ４９０４９２ ２３４８９６ ６９

　　对所有１３个样本进行了序列分值校正、局
部重比对、ＳＮＰ和ＩＮＤＥＬ的发掘与基因分型。经
过应用默认参数的挑选，我们从６８２个重叠群中
提取了８０１１个ＳＮＰｓ。最后，我们选择了每一个
重叠群中映射分值最高的和缺失数据最少的，共

６８２个ＳＮＰ位点用于后续的分析。我们将 ｖｃｆ文
件格式转换成了 ｎｅｘｕｓ格式，以及 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ
分析的输入文件格式。

２．２　种群遗传结构分析
在ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ分析中，我们的目标是评估

刀鲚和“短颌鲚”的遗传结构，因此没有使用４个
凤鲚的样本，造成一些ＳＮＰ位点变成了无变异的
位点，所以我们删除了这些位点，从而使 ＳＮＰｓ总
数从６８２减少到３３８。ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ分析结果支
持将９个个体分为两组：洞庭湖区的“短颌鲚”样
本为一组，靖江和上海的刀鲚样本作为另一组

（图３ｂ），而对靖江和上海的样本进一步分组得不
到数据的支持（图３ａ）。我们也对所有１３个样本

的６８２个ＳＮＰｓ位点进行了分析，这些样本中包
括了凤鲚样本，结果相同，即刀鲚和“短颌鲚”分

为截然不同的两组（图４）。
２．３　Ｂａｙｅｓｆａｃｔｏｒ物种界定

采用新的 Ｂａｙｅｓｆａｃｔｏｒ种类划分方法
ＢＦＤ检测了长江和沿海采集样本间是否存在遗
传差异。用ＢＥＡＳＴ软件包运行 ＳＮＡＰＰ分析两种
不同的情况，将来自靖江的样本和上海的样本作

为一个物种，或将它们作为独立的物种。然后，

我们用路径抽样计算了边际似然率。合并物种

和区分独立物种的边缘似然值分别是－１０１２３．５
和－１０１１２．２。两种情况的贝叶斯因子是 １１．３
（Ｂａｙｅｓｆａｃｔｏｒ＝１１．３）。根据 ＲＡＦＴＥＲＹ［５５５６］，当
３＜Ｂａｙｅｓｆａｃｔｏｒ＜２０时，对替代方案的支持是
有利的，因此，ＢＦＤ分析结果表明长江和沿海地
区采集的刀鲚之间存在着少量的遗传差异，但差

异不显著。
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图３　遗传结构分析
Ｆｉｇ．３　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎａｌｙｓｅｓ

当Ｋ从１变为２时，估算的似然值增加了１３７８单位，但是将样本分为更多组不被支持（ａ）；９个鲚属样本被分为２组：洞庭湖的一

组，靖江和上海的样本为另一组（ｂ）

Ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｓｔｉｍａｔｅｄｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄｏｆｔｈｅｄａｔａｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ１３７８ｕｎｉｔｓｗｈｅｎＫｃｈａｎｇｅｄｆｒｏｍｏｎｅｔｏｔｗｏ，ｗｈｉｌｅｄｉｖｉｄｉｎｇｔｈｅｆｉｓｈｉｎｔｏｍｏｒｅ

ｇｒｏｕｐｓｗａｓｎｏｔｓｕｐｐｏｒｔｅｄ（ａ）．ＴｈｅｎｉｎｅｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｏｆＣｏｉｌｉａｗｅｒｅｃｌｕｓｔｅｒｅｄｉｎｔｏｔｗｏｇｒｏｕｐｓ：ｆｉｓｈｆｒｏｍＬａｋｅＤｏｎｇｔｉｎｇａｓｏｎｅｇｒｏｕｐａｎｄ

ｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍＪｉｎｇｊｉａｎｇａｎｄＳｈａｎｇｈａｉａｓｔｈｅｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐ（ｂ）

图４　１３个个体的遗传结构分析，包括鲚属的两种鱼
Ｆｉｇ．４　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎａｌｙｓｉｓｕｓｉｎｇａｌｌ１３ｆｉｓｈ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｂｏｔｈｓｐｅｃｉｅｓｏｆＣｏｉｌｉａ

３　讨论

本研究所用的目标基因是根据所有脊椎动

物，包括鲨鱼、辐鳍鱼类、两栖类、爬行类、鸟类和

哺乳动物开发的单拷贝核基因标记［２６，５７］。我们

在鲚属中富集到了大部分标记基因。另外，我们

还成功地将这些标记基因应用于鱼类（虾虎鱼，

鲈鱼）、短吻鳄、鸟类和软骨鱼类的研究中，因此

本研究所用的分子标记可以运用于富集大部分

种类的脊椎动物。使用通用标记富集相比匿名

标记有两大优点：首先，可以将富集到的序列与

参考序列进行比较。比如在这次研究中，没有鲚

属的参考基因组，可以用斑马鱼的序列作为参考

序列来获得鲚属中的序列。其次，由于这些单拷

贝基因在大多数的脊椎动物中比较保守，借此，

可以获得不同物种的同源序列并重建系统发育

关系，用来研究不同分类水平的系统发育问题。

值得注意的是，通用标记并不意味着可以仅凭一

组 ＲＮＡ探针可以富集到所有的脊椎动物的基
因。应该用与目标物种亲缘关系最近的参考序
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列来设计探针。比如，用斑马鱼的探针来富集鲚

属的目标基因，用鸡的基因组序列来富集鸟类中

的目标基因。

大多数物种界定的方法必须先建立基因树，

因此只能利用少量的位点进行分析［５７］。ＢＦＤ通
过将多物种溯祖的方法结合到ＳＮＡＰＰ软件中［２］，

从而完全避免了对基因树的依赖，达到了真正意

义上用基因组 ＳＮＰｓ数据进行分析。ＢＦＤ唯一
的限制是需要预先设定样本属于哪一个类群，所

以我们先用 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ将样本分类，这一策略
也见于其他的研究中［５８］。

ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ个体之间的聚类分析，结果显
示从洞庭湖中采得的“短颌鲚”样本与长江下游

和沿海地区采得的刀鲚样本不同。洞庭湖的“短

颌鲚”由于其具有较短的未覆盖到鳃边缘的上颌

骨，因此被定为 Ｃ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ，而长江中“刀
鲚”的上颌骨可以覆盖过鳃的边缘［３４，３８］。后来在

长江的其他区段以及相连接的湖中相继发现了

具有上颌骨较短的生态型，因此有人认为 Ｃ．
ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ已经扩散至这些水体中［３６３７］。近

年来分子研究多支持 Ｃ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ和 Ｃ．
ｎａｓｕｓ无法区分，因此，Ｃ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ和 Ｃ．
ｎａｓｕｓ被认为是同物异名［３２，４０４１］。然而，这些研究

所用样本采自非典型的水域，比如太湖［３２］，或者

只用了单个线粒体的位点，因此，这无法反映洞

庭湖中的 Ｃｏｉｌｉａ是 Ｃ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ还是 Ｃ．
ｎａｓｕｓ。而我们根据基因组水平数据的研究结果
表明洞庭湖的“短颌鲚”样本和其他地区的刀鲚

样本在ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ聚类分析和 ＢＦＤ模型选择
的数据支持下，应该属于不同的物种。因此今后

有必要从洞庭湖和其他区域采集更多样本进行

基因组水平的分析，结合物种界定的方法，来进

一步验证Ｃ．ｂｒａｃｈｙｇｎａｔｈｕｓ是否是有效的种。我
们认为上颌骨的长度不应该作为鉴别物种的依

据，因为上颌骨长度相似的样本在遗传上有时相

距甚远［３２，３９，４１］。

在春季，Ｃ．ｎａｓｕｓ迁移到长江产卵，其中有些
个体会更早地迁徙到河流中去产卵，有些个体则

更多地停留在河口地区，因此它们可能有不同的

产卵场，它们之间的基因交流可能会受到限

制［４２］。有研究表明栖居于河流和沿海地区的 Ｃ．
ｎａｓｕｓ的氨基酸组成不同［４３４４］，意味着它们之间

可能存在着基因分化，但本研究 ＢＦＤ分析显示

将河流与沿海地区个体分成不同独立群体的支

持度很低，这和 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ的分析结果是相同
的。因此我们认为尽管长江中的刀鲚与沿海区

域的刀鲚在空间与时间分布上存在差异，但根据

我们基因组水平的遗传研究，认为应归为一个种

群。本研究仅从３个采样点各选取了３个个体来
研究它们之间的遗传差异，因此样本的数量是不

够的，若要解决有关 Ｃ．ｎａｓｕｓ复杂的系统分类问
题需要从更广的区域采集更多的样本，比如陆封

种群和其他地区的种群来研究它们之间的关系。

不过，本研究的主要目标是结合基因富集、脊椎

动物的通用标记以及 ＢＦＤ方法来获得 ＳＮＰｓ数
据并进行物种界定研究，结果表明这一方法是可

行的，为今后进一步研究刀鲚的分子系统学奠定

了基础。
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ｔｏｆａｉｌａｔｓｐｅｃｉｅｓｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｃｏｌｏｇｙ，２０１３，

２２（１７）：４３６９４３８３．

［５８］　ＳＡＴＬＥＲＪＤ，ＣＡＲＳＴＥＮＳＢＣ，ＨＥＤＩＮＭ．Ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓ

ｓｐｅｃｉｅｓｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ ｉｎ ａ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｆｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ
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Ａｌｉａｔｙｐｕｓ）［Ｊ］．ＳｙｓｔｅｍａｔｉｃＢｉｏｌｏｇｙ，２０１３，６２（６）：８０５

８２３．

ＤｅｖｅｌｏｐｉｎｇＳＮＰｍａｒｋｅｒｓｆｏｒＣｏｉｌｉａａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｓｐｅｃｉｅｓｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ

ＷＡＮＧＱｉａｎ，ＣＨＥＮＧＦａｎｇｙｕａｎ，ＬＩＣｈｅｎｈｏｎｇ
（ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎａｎｄＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ）
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ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｒｅｐｏｗｅｒｆｕｌｔｏｏｌｓｆｏｒｓｔｕｄｙｉｎｇｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃｓ，ａｓｗｅｌｌａｓｆｏｒｓｐｅｃｉｅｓｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｐｏｐｕｌａｒ
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ｔｈｅｓｅｍｅｔｈｏｄｓ，ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｃａｐｔｕｒｅｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄｔｏｅｎｒｉｃｈｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｆｒａｇｍｅｎｔｓａｃｒｏｓｓｄｉｖｅｒｇｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓａｎｄ
ｅｖｅｎｆｒｏｍｄｅｇｒａｄｅｄＤＮＡ．Ｗｅｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｂｙｔａｒｇｅｔｉｎｇａｓｅｔｏｆｕｎｉｖｅｒｓａｌｓｉｎｇｌｅｃｏｐｙｎｕｃｌｅａｒｇｅｎｅｍａｒｋｅｒｓｏｆ
ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｓ，ｗｅｃｏｕｌｄｒｅｔｒｉｅｖｅｔｈｏｕｓａｎｄｓｏｆＳＮＰｓｆｒｏｍｔｈｅＪａｐａｎｅｓｅｇｒｅｎａｄｉｅｒａｎｃｈｏｖｙ（Ｃｏｉｌｉａｎａｓｕｓ）ｓａｍｐｌｅｄ
ｆｒｏｍｔｈｒｅｅｌｏｃａｔｉｏｎｓ：ｃｏａｓｔａｌｒｅｇｉｏｎｃｌｏｓｅｔｏｔｈｅｅｓｔｕａｒｙｏｆｔｈｅＹａｎｇｔｚｅＲｉｖｅｒ，ｔｈｅｍａｉｎｓｔｒｅａｍｏｆｔｈｅｒｉｖｅｒａｎｄ
ＬａｋｅＤｏｎｇｔｉｎｇ，ａｌａｋｅｃｏｎｎｅｃｔｅｄｔｏｔｈｅｍｉｄｄｌｅｒｅａｃｈｅｓｏｆｔｈｅＹａｎｇｔｚｅＲｉｖｅｒ．Ｗｅａｎａｌｙｚｅｄｈｕｎｄｒｅｄｓｏｆ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＳＮＰｓｆｒｏｍｔｈｅｄａｔａｕｓｉｎｇＳＴＲＵＣＴＵＲＥａｎｄＢａｙｅｓｆａｃｔｏｒｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ（ｗｉｔｈｇｅｎｏｍｉｃｄａｔａ；
ＢＦＤ），ａｎｅｗＢａｙｅｓｉａｎｓｐｅｃｉｅｓｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｔｏｏｌ．ＷｅｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅｆｉｓｈｆｒｏｍＬａｋｅＤｏｎｇｔｉｎｇａｒｅｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｔｈｅｆｉｓｈｏｆｏｔｈｅｒｓａｍｐｌｅｌｏｃａｔｉｏｎｓ．Ｗｅａｌｓｏｏｂｓｅｒｖｅｄｍａｒｇｉｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｆｉｓｈｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
ｆｒｏｍｔｈｅｃｏａｓｔａｌｒｅｇｉｏｎａｎｄｔｈｅｍａｉｎｓｔｒｅａｍ ｏｆｔｈｅＹａｎｇｔｚｅＲｉｖｅｒ（Ｂａｙｅｓｆａｃｔｏｒ＝１１．３）．Ｏｕｒｓｔｕｄｙ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｇｅｎｅｃａｐｔｕｒｅｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄｔｏｇｅｎｅｒａｔｅＳＮＰｄａｔａｆｏｒｓｐｅｃｉｅｓｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎａｐｐｌｙｉｎｇｎｅｗ
ａｎａｌｙｔｉｃｔｏｏｌｓｓｕｃｈａｓＢＦＤ．
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ｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ（ｗｉｔｈｇｅｎｏｍｉｃｄａｔａ，ＢＦＤ）；Ｃｏｉｌｉａ
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