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摘要: 研究测定了分布于西太平洋沿海的35种石斑鱼属鱼类共142个个体线粒体基因COⅠ及核基因TMO-
4C4标记序列, 基于最大似然法与贝叶斯法构建分析了石斑鱼类分子系统进化关系。同时, 探讨了COⅠ基因

作为DNA条形码在石斑鱼属鱼类物种鉴定中的有效性问题。结果显示: 35种石斑鱼属鱼类COⅠ同源序列为

636 bp, 编码212个氨基酸, TMO-4C4同源序列为486 bp, 编码162个氨基酸, 在COⅠ基因中, 种间遗传距离在

0.030—0.202, 平均遗传距离为0.143, 物种间遗传距离均大于Hebert 推荐的物种鉴定最小种间遗传距离

0.020(2%)。种内遗传距离0.000—0.008, 平均遗传距离为0.003, 种间平均遗传距离是种内平均遗传距离的

48倍, 显著大于种内平均遗传距离, 表明COⅠ基因可作为石斑鱼属物种鉴定的有效条形码基因。基于

COⅠ及TMO-4C4构建的系统进化树上, 35种石斑鱼主要形成2个主要类群, 类群Ⅰ由细点石斑鱼(Epinephelus
cyanopodus)和蓝棕石斑鱼(Epinephelus multinotatus)等22种石斑鱼聚成, 类群Ⅱ由吊桥石斑鱼(Epinephelus
morrhua)和小点石斑鱼(Epinephelus epistictus)等13种石斑鱼组成。部分存在同种异名争议的种类如云纹石斑

鱼(Epinephelus moara)/褐石斑鱼(Epinephelus bruneus)和斜带石斑鱼(Epinephelus coioides)/马拉巴石斑鱼

(Epinephelus malabaricus)经COⅠ及TMO-4C4序列差异及进化分析, 均存在较大的遗传分化。结果支持近期

的分类研究, 云纹石斑鱼/褐石斑鱼和斜带石斑鱼/马拉巴石斑鱼均为独立的物种, 并非同种异名的分类。
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石斑鱼属(Epinephelus)隶属鲈形目(Percifor-
mes), 鲈亚目(Percoidei), 鮨科(Serranidae)石斑鱼亚

科(Epinephelinae), 是石斑鱼亚科中物种数量最多

的一个属, 广泛分布于全球热带、亚热带海域, 是
珊瑚礁的重要鱼类, 也是重要的海洋经济名贵食用

鱼类。世界上石斑鱼属98种[1], 我国约40余种, 主要

分布于东海及南海
[2—6]

。

形态上, 石斑鱼属鱼类近缘物种十分相似, 许
多种类在外部形态特征如体色和斑纹都非常接近,
且许多种类体色与斑纹还会随着个体的发育发生

巨大变化, 幼鱼与成鱼的形态截然不同
[1, 3]

。另外,

在不同的生活环境及生理应激状态下, 许多石斑鱼

的体色花纹会出现明显变化, 给传统基于外部性状

的系统分类带来巨大的困扰, 许多种类的分类与命

名存在巨大争议
[1—6]

。如云纹石斑鱼(Epinephelus
moara)与褐石斑鱼(Epinephelus bruneus), 斜带石斑

鱼(Epinephelus coioides)与马拉巴石斑鱼(Epine-
phelus malabaricus), 均存在同种异名的分类争议。

在分子水平研究上, Craig等[7]
最先针对东太平洋及

西大西洋分布石斑鱼类进行较为系统的分子分类

学研究。而对于西太平洋分布的种类, 国内也有部

分研究报道, 如丁少雄等
[8]
利用16S rRNA及庄轩等

[9]
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利用Cyt b基因分析我国近海20余种石斑鱼属鱼类

系统分类关系; 陈兴汉等
[10]

基于Cyt b基因分析南海

10种石斑鱼属鱼类的分类关系等。但上述研究主

要是围绕石斑鱼亚科的研究中涉及部分石斑鱼属

的种类, 针对西太平洋石斑鱼属的详细系统演化关

系研究还存在一定空白。

DNA条形码(DNA Barcoding)技术是通过一个

标准目的基因的DNA序列分析而进行物种鉴定的

技术, 它能在分子水平上成功区分物种, 为物种分

类提供一种快速有效的辨别方法
[11, 12]

。在鱼类上,
该基因是线粒体细胞色素C 氧化酶亚基Ⅰ(COⅠ)
基因5′端一段长度为648 bp 的片段, 在前期许多研

究中已验证其可作为许多鱼类有效的DNA条形码

基因。如Pereira等[13]
利用COⅠ条形码序列对新热

带区的254 种淡水鱼类进行分子鉴定, 其中252 种
鱼类能被清晰区分, 并确定23个隐存种; 张楠等

[14]

基于DNA条形码技术对江门沿岸海域夏季鱼卵的

鉴定 ,  获得鱼卵个体有效线粒体COⅠ序列信息

217个, 成功鉴定鱼卵5目14科19属20种(未知种

2种)。TMO-4C4是一个单拷贝的核基因, 被认为是

与肌联蛋白titin相似, 与肌肉组装和静息张力有关,
最初由Streelman和Karl[15]

分离, 目前国外广泛用于

鱼类的系统发育研究
[16—18], 解决了许多鱼类分类争

议问题, 而国内利用TMO-4C4标记进行鱼类系统进

化研究的相对较少
[19]

。本研究选择COⅠ和TMO-
4C4基因, 线粒体DNA与核DNA标记相结合, 共同

分析西太平洋35种石斑鱼分子系统分类关系, 同时

探讨COⅠ基因在石斑鱼属物种分子鉴定的有效性,
为解决石斑鱼属分类争议问题及物种有效鉴定提

供分子水平依据。

1    材料与方法

1.1    样品采集

石斑鱼属鱼类样品于2018—2019年在中国广

东、福建、海南和香港等沿海地区的水产市场及

渔港码头进行野外采集, 另有部分种类采集于菲律

宾、印度尼西亚和澳大利亚等西太平洋国家。最

后共获得石斑鱼属鱼类样品35种共142个个体。采

集标本根据《Grouper of the World》[1]
、《中国鱼

类分类检索》
[2]
和《台湾鱼类志》

[3]
等主要分类资

料进行初步形态鉴定。所有样品取肌肉或鳍条于

95%酒精中固定, 用于实验室总基因组DNA的提

取。石斑鱼样品种类与来源见表 1。
1.2    总基因组DNA的提取

取约50 mg酒精固定的样品组织, 利用动物组

织DNA提取试剂盒 (天根生化科技有限公司), 按照

使用说明书进行提取。最后提取的总基因组DNA
溶解于100 μL灭菌蒸馏水, 电泳检测, –20℃保存

备用。

1.3    PCR扩增和测序

本研究扩增的基因片段为线粒体COⅠ基因与

核基因TMO-4C4。参考文献[20], 选择扩增COⅠ基

因片段的通用引物为COⅠ-F1: 5′-TCAACYAATCA
YAAAGATATYGGCAC-3′和COⅠ-R1: 5′-ACTTCYG
GGTGRCCRAARAATCA-3′。扩增TMO-4C4基因

片段的引物为TMO-4C4-F1: 5′-GAAAAGAGT
GTTTGAAAATGA-3′和TMO-4C4-R1: 5′-CATC
GTGCTCCTGGGTGACAAAGT-3′[15]

。PCR反应体

系总体积为50 μL, 其中包括PCR Mix反应混合液

(天根生化科技有限公司)25 μL、灭菌蒸馏水21 μL、
上下游引物(10 μmol/L)各1 μL、DNA样品2 μL。
PCR反应条件为94℃预变性5min, 94℃变性30s,
55℃退火30s, 72℃延伸1min, 设置35个循环, 最后

72℃再延伸5min。PCR产物用1%琼脂糖凝胶电泳

检测, 纯化回收后送天一辉远生物技术有限公司双

向测序。

1.4    数据分析方法

测序所得序列运用 BioEdit 软件查看序列结果

并辅助测序峰图进行人工校正 ,  序列经NCBI的
Blastn工具进行相似性检索, 验证序列的准确性。

利用Clustal W[21]
软件进行排序比对, 去掉两端冗余

序列, 得到一致序列进行后续的分析计算。利用

MEGA 7.0[22]
软件计算序列的碱基组成、序列转换

颠换值、保守位点、变异位点和遗传距离(基于Kimura-
2-Parameter模型)等数据。系统进化树的构建采用

最大似然法及贝叶斯法, 以石斑鱼亚科的鳃棘鲈属

2种鱼类作为外类群。利用jModelTest 2.1.5进行最

佳进化模型预测
[23], 最大似然树在RAxML 8.0[24]

软

件中完成, 分支的置信度采用重复抽样分析方法,
重复抽样的次数为1000次。贝叶斯法分析在Mr
Bayes 3.1.2[25]

软件中完成, 随机选取起始树, 计算

1000000代, 取样代数100, 系统进化树节点置信度

由后验概率(Posterior probabilities)提供。

2    结果

2.1    序列特征分析

扩增获得35种142个石斑鱼个体COⅠ序列同

源片段为636 bp, 利用MEGA 7.0软件分析可知, 序
列中 A、T、G和C 碱基平均含量分别为24.4%、

29.9%、17.8%和27.9%, 其中 A+T 含量(54.3%)高
于 G+C 含量(45.7%), 编码212个氨基酸, 无碱基插

入与缺失。在 636 bp编码序列中, 密码子第1位4种

852 水   生   生   物   学   报 45 卷



碱基含量差异不大 ,  其中G-1 (30.0%)最高 ,  T-1
(18%)最低; 密码子第2位, T-2 含量(42.0%)最高, 明
显高于其他3种碱基, A-2(15.1%)最低; 密码子第

3位中T-3、A-3和C-3三种碱基含量相差不大, 而G-3
含量最低(8.9%), 表现出明显的反 G 偏倚。在 G+C
含量中, 密码子第 1位点 G+C 含量(55.9%)高于第

2和第3位(42.5%, 38.7%)。此外, 在长度为 636 bp
序列中, 除去外类群, 保守位点 403 个(63.4%), 变异

位点 233(36.6%), 简约性信息位点 205 (32.2%)。
在TMO-4C4基因中, 同源序列为486 bp, 编码

162个氨基酸。碱基A、T、G和C平均含量分别为

28.2%、25.1%、27.1%和19.6%, A+T含量(53.3%)
高于G + C(46.7%)。密码子第1与第2位4种碱基含

量差异较大 ,  密码子第1位碱基含量最高为G-1
(43.0%), 最低是C-1(14.2%), 密码子第2位最高是A-

2(37.6%), 最低是G-2(9.6%), 明显的反G偏倚。而

密码子第3位4种碱基含量分布较为平均 ,  均在

20%—30%。序列的保守位点443个(67.5%), 变异

位点43个(32.5%), 简约性信息位点23个(18.6%)。
与COⅠ基因相比, TMO-4C4基因序列保守, 变异位

点数远低于COⅠ基因, 物种间序列差异性较小。

基于Kimura 2-Parameter 模型计算COⅠ与

TMO-4C4基因序列转换与颠换之比值分别为

4.104和2.772, 两基因转换明显大于颠换。另外, 基
于DAMBE7[26]

软件对COⅠ与TMO-4C4基因转换颠

换突变饱和分析。根据分析所得的散点图, 随着遗

传距离的增大, 转换与颠换均呈线性递增趋势, 转
换增加的速率大于颠换增加的速率, 显示COⅠ与

TMO-4C4基因均未突变饱和, 可用于后续进化树的

分析。另外, 汇总出COⅠ与TMO-4C4基因序列核

表 1    实验材料的种类和采集地

Tab. 1    Species and localities of experimental samples

属Genera 种Species 采样地点Localities 数量
Number 属Genera 种Species 采样地点

Localities
数量

Number
石斑鱼属

Epinephelus
赤点石斑鱼

Epinephelus akaara
广东广州、深圳;

福建漳州 6 花点石斑鱼
Epinephelus maculatus

广东广州、
深圳、湛江 5

镶点石斑鱼
Epinephelus amblycephalus

印度尼西亚、
广东深圳 3 马拉巴石斑鱼

Epinephelus malabaricus
广东汕头;
福建漳州 4

宝石石斑鱼
Epinephelus areolatus 广东广州、深圳 4 蜂巢石斑鱼

Epinephelus merra 广东深圳、湛江 5

青石斑鱼
Epinephelus awoara

广东阳江、
湛江、茂名 6 云纹石斑鱼

Epinephelus moara
广东阳江;
福建东山岛 5

白背石斑鱼
Epinephelus bilobatus 澳大利亚 2 吊桥石斑鱼

Epinephelus morrhua 福建东山岛 2

布氏石斑鱼
Epinephelus bleekeri 广东阳江 5 蓝棕石斑鱼

Epinephelus multinotatus
菲律宾、中国香

港 3

褐石斑鱼
Epinephelus bruneus

广东深圳;
福建东山岛 4 纹波石斑鱼

Epinephelus ongus 斐济、广东汕头 4

网纹石斑鱼
Epinephelus chlorostigma 福建东山岛 2

清水石斑鱼
Epinephelus

polyphekadion
广东深圳、阳江 4

萤点石斑鱼
Epinephelus

coeruleopunctatus
越南 2 玳瑁石斑鱼

Epinephelus quoyanus
广东湛江、汕头;

福建漳州 6

斜带石斑鱼
Epinephelus coioides

广东深圳、
阳江、茂名 6 霜点石斑鱼

Epinephelus rivulatus 广东深圳 2

珊瑚石斑鱼
Epinephelus corallicola 广东广州、深圳 5 吻斑石斑鱼

Epinephelus spilotoceps 菲律宾 3

细点石斑鱼
Epinephelus cyanopodus 越南、中国香港 4 南海石斑鱼

Epinephelus stictus 越南、海南海口 5

双棘石斑鱼
Epinephelus diacanthus

印度尼西亚、
菲律宾 5 巨石斑鱼

Epinephelus tauvina
广东深圳;
海南三亚 3

小点石斑鱼
Epinephelus epistictus 福建东山岛 3 三斑石斑鱼

Epinephelus trimaculatus
广东广州、

湛江 5

拟青石斑鱼
Epinephelus

fasciatomaculosus
广东阳江、

茂名 5 蓝身大斑石斑鱼
Epinephelus tukula

广东深圳、
福建东山岛 3

黑边石斑鱼
Epinephelus fasciatus

广东广州、深圳;
福建东山岛 5 波纹石斑鱼

Epinephelus undulosus
印度尼西亚、
中国香港 3

褐点石斑鱼
Epinephelus fuscoguttatus

广东广州、
汕头 6 鳃棘鲈属

Plectropomus
蓝点鳃棘鲈

Plectropomus areolatus 广东广州 1

鞍带石斑鱼
Epinephelus lanceolatus

广东深圳;
福建东山岛 4 豹纹鳃棘鲈

Plectropomus leopardus 广东深圳 1

纵带石斑鱼
Epinephelus latifasciatus 福建东山岛 3
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苷酸平均变异情况(表 2)。在COⅠ基因中, 相同碱

基对平均555个, 转换碱基对63个, 颠换碱基对18个;
TMO-4C4基因相同碱基对平均479个, 转换碱基对

5个, 颠换碱基对2个。两基因转换与颠换均属第

3密码子出现最多(表 2)。这可能与密码子第3位发

生的碱基替换不易造成氨基酸突变, 而第 1和第 2
位点的替换容易引起氨基酸突变有关。

利用MEGA 7.0基于Kimura 2-parameter模型计

算出35种石斑鱼COⅠ与TMO-4C4种内与种间遗传

距离。在COⅠ基因中, 除去外类群, 在35种石斑鱼

中, 种内遗传距离为0.000—0.008, 其中吊桥石斑鱼

种内遗传距离最大, 为0.008, 其次是波纹石斑鱼与

青石斑鱼, 均为0.006, 其他种类种内遗传距离均不

大于0.005, 平均遗传距离为0.0027, 显著低于Hebert
等

[11]
所推荐的物种鉴定最小种间遗传距离0.020

(2%)。35种石斑鱼属鱼类种间平均遗传距离为

0.144, 是种内平均遗传距离的48倍, 其中种间遗传

距离最大为玳瑁石斑鱼与网纹石斑鱼(0.202), 其次

是蜂巢石斑鱼与霜点石斑鱼(0.200); 种间遗传距离

最小为云纹石斑鱼与褐石斑鱼(0.027), 其次是斜带

石斑鱼与马拉巴石斑鱼(0.036), 均大于Hebert等[11]

设定的种间遗传距离2%的遗传差异。这表明COⅠ

基因可以清晰区分石斑鱼属不同物种。

在TMO-4C4基因中, 遗传距离是0.000—0.030,
平均遗传距离为0.015, 可知核基因TMO-4C4比线

粒体基因COⅠ保守很多, 遗传距离最大在南海石

斑鱼与鞍带石斑鱼之间(0.032), 其次是网纹石班鱼

与鞍带石斑鱼(0.029); 遗传距离最小值为0.000, 两
物种间序列无显著差异, 如褐石斑鱼与云纹石斑鱼,
斜带石斑鱼与玛拉巴石斑鱼, 细点石斑鱼与蓝棕石

斑鱼等。TMO-4C4序列十分保守, 在亲缘关系很

近的物种间存在的遗传差异极小, 甚至无法区分

物种。

2.2    分子系统进化关系分析

基于COⅠ、TMO-4C4和COⅠ+TMO-4C4联合

序列, 以鳃棘鲈属中2种鳃棘鲈作为外类群进行进

化树构建。根据jModelTest 2.1.5预测, 3种序列最

佳核苷酸替代模型均为GTR + G + I, 系统进化树利

用最大似然法及贝叶斯法2种方法进行构建。每种

序列基于2种方法构建的进化树进行合并, 树上的

节点分别为最大似然法支持率及贝叶斯法后验概

率(图  1、图  2和图  3)。其中基于COⅠ+TMO-
4C4联合序列构建的进化树各节点支持率及后验概

率相对较高, 物种分类地位比较清晰, 这里主要针

对COⅠ+TMO-4C4联合序列构建的系统进化树进

行分析。在进化树上, 同种石斑鱼不同个体均能聚

在一起, 形成该石斑鱼种内单系分支。鉴于个体样

品数量多, 在进化树无法一一显示, 故进化树图片

仅汇总35种石斑鱼种间聚类关系, 每种石斑鱼后标

明样品个体数。35种石斑鱼大致分成两大类群, 类
群Ⅰ由细点石斑鱼和蓝棕石斑鱼等22种石斑鱼聚

成, 类群Ⅱ由吊桥石斑鱼和小点石斑鱼等13种石斑

鱼组成。两大类群中亲缘关系较近的石斑鱼又聚

成一些小分支, 部分物种在进化树上以高支持率聚

成姐妹种, 如细点石斑鱼与蓝棕石斑鱼、白背石斑

鱼与花点石斑鱼、吊桥石斑鱼与小点石斑鱼、萤

点石斑鱼与珊瑚石斑鱼、云纹石斑鱼与褐石斑

鱼、斜带石斑鱼与马拉巴石斑鱼等。

3    讨论

3.1    COⅠ序列在石斑鱼属分类的可行性

前期研究表明, COⅠ基因在许多鱼类上已被

验证可作为鉴定的标准DNA条形码序列, 可有效区

分物种。目前在慈鲷科
[27]

、鲤科
[28]

、石首鱼科
[29]

、

鲿科
[30]

和裂腹鱼亚科
[31]

等鱼类上均验证COⅠ基因

可作为其物种识别标准序列。Hebert等[11]
对11个门

1 3 3 2 0个物种的C OⅠ基因分析得出物种内的

COⅠ遗传距离基本小于2%。同时其提出, 利用

COⅠ序列有效鉴定物种的关键是种间遗传距离必

须大于种内遗传距离10倍以上。本研究的35种石

斑鱼共142个个体样品中 ,  种内平均遗传距离为

0.003, 种间平均遗传距离为0.143, 种间平均遗传距

离是种内平均遗传距离的47倍, 远大于Hebert 等[11, 12]

提出的10倍差异值。另外, 石斑鱼属鱼类种内遗传

距离为0.000—0.008, 均低于Hebert等 [11]
推荐的

0.020(2%)作为物种鉴定最小遗传距离; 种间遗传

距离为0.030—0.202, 均高于0.020(2%)的临界值, 辨
析度清晰。可见COⅠ基因在石斑鱼属鱼类的分子

系统分类上, 可作为有效的DNA条形码基因, 区分

表 2   COⅠ与TMO-4C4基因片段碱基转换和颠换数

Tab. 2   Numbers of transition and transversion of COⅠ and
TMO-4C4 gene sequences

基因
Gene

密码子
位点

Codon sites

碱基数
Numbers
of base

相同碱基对
Identical
pairs (ii)

转换碱基对
Transitional

pairs (si)

颠换碱基对
Transversio-
nal pairs (sv)

COⅠ 所有位点 636 555 63 18
1st位点 212 206 6 0

2nd位点 212 212 0 0

3rd位点 212 137 57 18

TMO-
4C4

所有位点 486 479 5 2

1st位点 162 161 1 0

2nd位点 162 161 0 1

3rd位点 162 156 4 1
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石斑鱼属内种间不同的物种。

3.2    基于DNA 条形码序列的石斑鱼属鱼类关系分析

石斑鱼属是石斑鱼亚科中种类最多的一个属,
我国分布40余种

[2—6], 本研究采集35种, 基本囊括目

前我国分类资料有记载的常见代表种类, 具有一定

代表性。基于COⅠ及TMO-4C4基因构建的ML系
统进化树, 35种石斑鱼形成两个平行分支。这与丁

少雄等
[8]
利用16S rRNA和庄轩等

[9]
利用Cyt b构建

细点石斑鱼 E. cyanopodus (n=4)

蓝棕石斑鱼 E. multinotatus (n=3)

网纹石斑鱼 E. chlorostigma (n=2)

宝石石斑鱼 E. areolatus (n=4)

波纹石斑鱼 E. undulosus (n=3)

布氏石斑鱼 E. bleekeri (n=5)

白背石斑鱼 E. bilobatus (n=2)

花点石斑鱼 E. maculatus (n=5)

镶点石斑鱼 E. amblycephalus (n=3)

南海石斑鱼 E. stictus (n=5)

双棘石斑鱼 E. diacanthus (n=5)

赤点石斑鱼 E. akaara (n=6)

青石斑鱼 E. awoara (n=6)

拟青石斑鱼 E. fasciatomaculosus (n=5)

玳瑁石斑鱼 E. quoyanus (n=6) 

三斑石斑鱼 E. trimaculatus (n=5)

霜点石斑鱼 E. rivulatus (n=2) 

吻斑石斑鱼 E. spilotoceps (n=3)

巨石斑鱼 E. tauvina (n=5)

黑边石斑鱼 E. fasciatus (n=5)

蜂巢石斑鱼 E. merra (n=5)

小点石斑鱼 E. epistictus (n=3)

吊桥石斑鱼 E. morrhua (n=2)

萤点石斑鱼 E. coeruleopunctatus (n=2)

珊瑚石斑鱼 E. corallicola (n=5)

纹波石斑鱼 E. ongus (n=4)

清水石斑鱼 E. polyphekadion (n=4)

鞍带石斑鱼 E. lanceolatus (n=4)

褐点石斑鱼 E. fuscoguttatus (n=6)

褐石斑鱼 E. bruneus (n=4)

云纹石斑鱼 E. moara (n=5)

纵带石斑鱼 E. latifasciatus (n=3)

蓝身大斑石斑鱼 E. tukula (n=3)

斜带石斑鱼 E. coioides (n=6)

马拉巴石斑鱼 E. malabaricus (n=4)

蓝点鳃棘鲈 P. areolatus

豹纹鳃棘鲈 P. leopardus

57/-

59/-

46/-

54/0.60

59/0.80

100/1.00

98/1.00

81/0.99

70/0.75

88/0.97

100/1.00

66/0.90

63/0.60

47/-

57/-

76/-

60/-

100/1.00

94/1.00

80/-

45/-

100/1.00

95/0.99

96/0.99

77/0.92

68/0.88

100/1.00

100/1.00

76/0.90

74/0.87

76/0.92

81/0.96

97/1.00

73/0.88

I

II

0.02

图 1    35种石斑鱼属鱼类基于COⅠ序列利用最大似然法与贝叶斯法构建的分子系统进化树

Fig. 1    Molecular phylogenetic trees of 35 Epinephelus fish based on COⅠ sequences constructed by maximum likelihood and Bayesian
inference method
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的石斑鱼类分子系统进化结果一致。Schoelinck
等

[32]
对分布印度-西太平洋石斑鱼亚科鱼类研究同

样发现在石斑鱼属内存在2个分支。丁少雄等
[8]
在

其西太平洋石斑鱼研究基础上结合东太平洋和大

西洋石斑鱼16S rRNA数据联合分析发现, 石斑鱼属

两大分支依然存在。其推测石斑鱼属共同祖先在

演化初期先分化为两大支系, 两大支系种类再进一

步种间分化并辐射分布于全球各海区。本研究基

10/-

21/-

18/-

35/0.60

12/-

53/-

62/0.85

18/-

99/1.00

93/1.00

63/0.82

35/-

28/-

24/-

43/0.65

71/0.99

65/0.85

88/0.99

75/0.88

32/-

50/0.78

45/0.64

27/0.55

37/0.58

吻斑石斑鱼 E. spilotoceps (n=3)

蜂巢石斑鱼 E. merra (n=5)

青石斑鱼 E. awoara (n=6)

南海石斑鱼 E. stictus (n=5)

拟青石斑鱼 E. fasciatomaculosus (n=5)

赤点石斑鱼 E. akaara (n=6)

三斑石斑鱼 E. trimaculatus (n=5)

镶点石斑鱼 E. amblycephalus (n=3)

玳瑁石斑鱼 E. quoyanus (n=6)

巨石斑鱼 E. tauvina (n=5)

霜点石斑鱼 E. rivulatus (n=2) 

黑边石斑鱼 E. fasciatus (n=5)

细点石斑鱼 E. cyanopodus (n=4)

蓝棕石斑鱼 E. multinotatus (n=3)

白背石斑鱼 E. bilobatus (n=2)

花点石斑鱼 E. maculatus (n=5)

布氏石斑鱼 E. bleekeri (n=5)

波纹石斑鱼 E. undulosus (n=3)

网纹石斑鱼 E. chlorostigma (n=2)

宝石石斑鱼 E. areolatus (n=4)

小点石斑鱼 E. epistictus (n=3)

双棘石斑鱼 E. diacanthus (n=5)

吊桥石斑鱼 E. morrhua (n=2)

褐石斑鱼 E. bruneus (n=4)

云纹石斑鱼 E. moara (n=5)

褐点石斑鱼 E. fuscoguttatus (n=6)

清水石斑鱼 E. polyphekadion (n=4)

鞍带石斑鱼 E. lanceolatus (n=4)

马拉巴石斑鱼 E. malabaricus (n=4)

纵带石斑鱼 E. latifasciatus (n=3)

斜带石斑鱼 E. coioides (n=6)

蓝身大斑石斑鱼 E. tukula (n=3)

纹波石斑鱼 E. ongus (n=4)

萤点石斑鱼 E. coeruleopunctatus (n=2)

珊瑚石斑鱼 E. corallicola (n=5)

蓝点鳃棘鲈 P. areolatus

豹纹鳃棘鲈 P. leopardus

96/0.96

90/1.00

65/0.85

16/-

16/-

27/-

67/0.88

45/0.57

60/0.72

I

II

0.01

图 2    35种石斑鱼属鱼类基于TMO-4C4序列利用最大似然法与贝叶斯法构建的分子系统进化树

Fig. 2    Molecular phylogenetic trees of 35 Epinephelus fish based on TMO-4C4 sequences constructed by maximum likelihood and
Bayesian inference method
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于COⅠ及TMO-4C4构建的进化树石斑鱼也形成两

个分支, 聚类于两分支上的石斑鱼种类与前人研究

基本一致
[7, 8, 32], 结果也支持丁少雄等

[8]
关于石斑鱼

系统演化的观点。

云纹石斑鱼(E. moara)与褐石斑鱼(E. bruneus)
在前期分类研究中一直存在争议

[1—3, 33—36]
。Heem-

stra等[1]
编著的《Groupers of the World》认为两者

是同种异名。Fishbase的鱼类名录中也仅记录褐石

斑鱼(E. bruneus)的信息, E. moara为其同种异名
[33]

。

而成庆泰等
[2]
所著《中国鱼类系统检索》中根据侧

线孔鳞数目差异、前鳃盖骨隅角有大棘还是锯齿

认为褐石斑鱼和云纹石斑鱼是两个不同物种。郭

明兰等
[34]

比较了云纹石斑鱼与褐石斑鱼体表形态

及骨骼系统, 发现两者存在显著差异, 认为云纹石

斑鱼是区别于褐石斑鱼的有效种。Liu等[35]
基于外

部形态特征及内部构造, 结合线粒体全基因组序列

比较分析云纹石斑鱼与褐石斑鱼的差异, 支持云纹

石斑鱼是有效的物种。本研究测定分析了形态初

步鉴定为云纹石斑鱼与褐石斑鱼的COⅠ序列差异,
发现两者遗传距离为0.030, 大于 Hebert等[11]

设定区

100/1.00

48/0.69

16/0.47

-/0.53

-/0.40

拟青石斑鱼 E. fasciatomaculosus (n=5)

青石斑鱼 E. awoara (n=6)

赤点石斑鱼 E. akaara (n=6)

双棘石斑鱼 E. diacanthus (n=5)

南海石斑鱼 E. stictus (n=5)

镶点石斑鱼 E. amblycephalus (n=3)

布氏石斑鱼 E. bleekeri (n=5)

花点石斑鱼 E. maculatus (n=5)

白背石斑鱼 E. bilobatus (n=2)

波纹石斑鱼 E. undulosus (n=3)

蓝棕石斑鱼 E. multinotatus (n=3)

细点石斑鱼 E. cyanopodus (n=4)

网纹石斑鱼 E. chlorostigma (n=2)

宝石石斑鱼 E. areolatus (n=4)

黑边石斑鱼 E. fasciatus (n=5)

巨石斑鱼 E. tauvina (n=5)

吻斑石斑鱼 E. spilotoceps (n=3)

蜂巢石斑鱼 E. merra (n=5)

霜点石斑鱼 E. rivulatus (n=2) 

三斑石斑鱼 E. trimaculatus (n=5)

玳瑁石斑鱼 E. quoyanus (n=6) 

吊桥石斑鱼 E. morrhua (n=2)

小点石斑鱼 E. epistictus (n=3)

纵带石斑鱼 E. latifasciatus (n=3)

鞍带石斑鱼 E. lanceolatus (n=4)

蓝身大斑石斑鱼 E. tukula (n=3)

马拉巴石斑鱼 E. malabaricus (n=4)

斜带石斑鱼 E. coioides (n=6)

褐点石斑鱼 E. fuscoguttatus (n=6)

云纹石斑鱼 E. moara (n=5)

褐石斑鱼 E. bruneus (n=4)

清水石斑鱼 E. polyphekadion (n=4)

纹波石斑鱼 E. ongus (n=4)

珊瑚石斑鱼 E. corallicola (n=5)

萤点石斑鱼 E. coeruleopunctatus (n=2)

蓝点鳃棘鲈 P. areolatus

豹纹鳃棘鲈 P. leopardus
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图 3    基于COⅠ+TMO-4C4联合序列利用最大似然法与贝叶斯法构建的石斑鱼属35种鱼类分子系统进化树

Fig. 3    Molecular phylogenetic trees of 35 Epinephelus fish based on COⅠ+TMO-4C4 combined sequences constructed by maximum
likelihood and Bayesian inference method
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分物种最小遗传距离2%。系统进化树上云纹石斑

鱼与褐石斑鱼紧密聚为一支, 关系十分接近, 但两

者种内不同个体均能聚成独立的物种单系分支, 没
有交叉聚集在一起, 进化树的枝条长度也能有效把

两种鱼区分, 因此本研究也支持前人研究的结果,
认为云纹石斑鱼和褐石斑鱼是石斑鱼属2个独立的

物种, 不是同种异名
[34, 35]

。

斜带石斑鱼与马拉巴石斑鱼(也叫点带石斑

鱼)在分类上也长期存在争议与混淆, 前期研究也

存在把两种石斑鱼相互误鉴的情况
[33, 36, 37]

。《中

国鱼类系统检索》
[2]
及《中国鱼类分类及分布名

录》
[6]
仅有记载点带石斑鱼一种。而Heemstra等[1]

根据幽门盲囊数的差异将斜带石斑鱼与马拉巴石

斑鱼确定为2个种。沈世杰
[2 ]
主编的《台湾鱼类

志》根据头部与体部是否有白斑, 胸鳍鳍条数差异

将斜带石斑鱼与点带石斑鱼区分开。但由于两种

鱼体表斑点与花纹过于相似, 目前许多资料对这两

种石斑鱼依然存在误鉴, 在水产养殖生产中更是相

互混淆, 存在混养与杂交的情况。本研究的斜带石

斑鱼与马拉巴石斑鱼COⅠ基因遗传距离为0.036,
大于Hebert等[11]

设定的2%临界值, 遗传分化达到种

间水平。在进化树上, 两者紧密聚成姐妹分支, 但
种内不同个体依然形成独立的物种单系分支, 显示

是独立的物种。

在系统进化树上, 部分石斑鱼以较高的支持率

聚成紧密的姐妹分支, 如细点石斑鱼与蓝棕石斑鱼、

白背石斑鱼与花点石斑鱼、吻斑石斑鱼与巨石斑

鱼、萤点石斑鱼与珊瑚石斑鱼等。比较这些石斑

鱼相互间形态特征, 在体型、斑纹和体色上均非常

接近, 形态分类上也容易发生误鉴
[1, 33]

。如细点石

斑鱼与蓝棕石斑鱼身体均蓝色, 尾鳍截形, 主要区

别是细点石斑鱼身体布满黑色细小斑点, 而蓝棕石

斑鱼无此特征。在石斑鱼市场上两者均称为“蓝瓜

子斑”, 容易混淆, 也存在用蓝棕石斑鱼冒充细点石

斑鱼的现象。白背石斑鱼与花点石斑鱼斑纹异常

相似, 两者体呈棕褐色, 身体密布有棱角褐色斑点,
浅色部分构成了网状花纹, 背鳍基部均有黑白相间

斑纹, 细微区别为白背石斑鱼背鳍基部有一条贯通

的白色带, 而花点石斑鱼没有。吻斑石斑鱼与巨石斑

鱼体色淡黄色, 背部存在多块深色暗斑, 身体与各

鳍均密布棕色小斑点, 巨石斑鱼斑点偏圆形, 吻斑

石斑鱼斑点偏多边形。萤点石斑鱼与珊瑚石斑鱼

体灰褐色, 头部尖, 体型修长, 尾鳍圆形, 萤点石斑

鱼身体具白色不规则圆斑, 珊瑚石斑鱼具黑色斑点。

在分子水平上, 部分前人研究构建的石斑鱼亚科分

子系统进化树也显示这些石斑鱼存在较近的亲缘

关系, 进化树上也聚集在一起
[28, 39]

。本研究中, 在
COⅠ遗传距离上, 细点石斑鱼与蓝棕石斑鱼(0.044)、
白背石斑鱼与花点石斑鱼(0.056)、吻斑石斑鱼与巨

石斑鱼(0.046)、萤点石斑鱼与珊瑚石斑鱼(0.063)
相互间的遗传距离也较小, 远低于石斑鱼属种间平

均遗传距离(0.144), 表明许多石斑鱼进化过程中,
外观表型进化与分子进化的趋势一致, 形态相似的

种类其分子水平也接近。该结果可为揭示石斑鱼

近缘物种分类关系, 澄清分类争议提供理论依据,
针对形态相似的类群, 结合分子水平信息, 可更科

学有效明晰石斑鱼属各物种间的分类关系。
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DNA BARCODING AND MOLECULAR PHYLOGENETIC RELATIONSHIPS OF
EPINEPHELUS SPECIES FROM WESTERN PACIFIC COASTAL AREAS

LIANG Ri-Shen1, TANG Feng-Shou1, HE Hao-Bin1, WANG Jian1, LI Jiang-Tao1, LI Qing-Qing1,
CHEN Yi-Zhi2, LIN Li1 and ZHANG Kai1
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Province Key Laboratory of Waterfowl Healthy Breeding, Guangzhou Key Laboratory of Aquatic Animal Diseases and Waterfowl
Breeding, College of Animal Science and Technology, Zhongkai University of Agriculture and Engineering, Guangzhou 510225,

China; 2. Shenzhen Levi Fresh Technology Development Co., Ltd, Shenzhen 518052, China)

Abstract: To analyze the molecular systematic and phylogenetic relationships of Epinephelus fish, mitochondrial COⅠ

and nuclear TMO-4C4 gene sequences from 142 samples of 35 Epinephelus species collected from Western Pacific
coastal areas were determined. Inter-species and intra-species genetic distances were calculated using MEGA 7.0 and
the molecular phylogenetic trees were constructed using maximum likelihood and Bayesian inference methods. The
availability of using COⅠ sequences as DNA barcodes to identify Epinephelus species were also investigated. The re-
sults showed that the homologous COⅠ sequences of 35 species were 739 bp, encoding 243 amino acids and the ho-
mologous TMO-4C4 sequences were 486 bp, encoding 162 amino acids. In the COⅠ gene sequences, the inter-species
genetic distances among 35 groupers were between 0.030—0.202 and the average distance was 0.143, which was grea-
ter than the minimum species identification value 0.200 suggested by Hebert. The genetic distances of intra-species
were between 0.000—0.008, with an average of 0.003. The average inter-species value (0.143) was 48 times larger than
that of intra-species one (0.003), indicating that COⅠ may be used as an effective barcode gene for accurate identifica-
tion in Epinephelus species. In the molecular phylogenetic trees constructed by COⅠ and TMO-4C4 sequences, 35 Epi-
nephelus species formed two major clades. Clade Ⅰ comprised of 22 species including Epinephelus cyanopodus, Epi-
nephelus multinotatus, etc; Clade Ⅱ comprised of 13 species including Epinephelus morrhua, Epinephelus epistictus
etc. Certain pairs of groupers like E. cyanopodus/E. multinotatus, E. morrhua/E. epistictus, Epinephelus bilobatus/Epi-
nephelus maculates, Epinephelus coeruleopunctatus/Epinephelus corallicola, Epinephelus moara/Epinephelus bruneus,
Epinephelus coioides/Epinephelus malabaricus were tightly clustered into sister species with high support values in the
phylogenetic tree. Basing on the sequence divergences and phylogenetic analyses of the COⅠ and TMO-4C4 gene,
great genetic differences were found between the species: E. moara/E. bruneus and E. coioides/E. malabaricus which
were confronted with synonymous controversies. This results supported the viewpoints of recent morphological studies
that E. moara/E. bruneus and E. coioides/E. malabaricus weredistinct species and should not be placed as synonym.
This study provides molecular evidence to clarify the classificational controversy and to accurately identify Epinephe-
lus species.

Key words: Epinephelus; DNA Barcoding; COⅠ gene; TMO-4C4; Phylogeny
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