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摘要    探讨细胞色素氧化酶亚基Ⅰ基因(COⅠ)、细胞色素 b 基因(Cyt b)及 16S rRNA 基因对主要

渔获区的蓝鳍金枪鱼(Thunnus thynnus)、马苏金枪鱼(Thunnus maccoyii)、黄鳍金枪鱼(Thunnus 
albacares)、大目金枪鱼(Thunnus obesus)、长鳍金枪鱼(Thunnus alalunga)和正鲣(Katsuwonus pelamis) 
6 种重要的生食金枪鱼及其易混品种的物种鉴定和进化分析的适用性。采用 3 对通用引物对 6 种金

枪鱼共 63个样品的COⅠ、Cyt b和 16S rRNA 3种序列片段进行PCR扩增、测序，并运用DnaSP 5.10、
Mega 7.0 等软件进行了 DNA 序列分析、遗传差异分析和进化树分析。结果显示，16S rRNA 较为

保守，不能很好区分 6 种金枪鱼，且不能对同一物种不同地理群体进行聚类分析；Cyt b 和 COⅠ配

合使用能很好区分 6 种金枪鱼，且存在一定同一物种地理群体聚类的趋势。建议 COⅠ与 Cyt b 基

因联合用于上述 6 种金枪鱼的分子鉴别研究。本研究为生食金枪鱼及其制品的物种鉴定及金枪鱼产

业的健康发展提供了技术支撑。 
关键词    金枪鱼；分子鉴定；COⅠ；Cyt b；16S rRNA 
中图分类号 TS254.7；S917.4   文献标识码  A    文章编号  2095-9869(2020)05-0009-09 

金枪鱼是栖息在大洋上层的大型鱼类，具有高度

洄游的特性，在世界渔业中占有重要的地位(戴小杰

等, 2007)。从渔业利用角度讲，金枪鱼一般指经济价

值较大的蓝鳍金枪鱼(Thunnus thynnus)、马苏金枪鱼

(Thunnus maccoyii)、黄鳍金枪鱼(Thunnus albacares)、
大目金枪鱼(Thunnus obesus)、长鳍金枪鱼(Thunnus 
alalunga)和正鲣 (Katsuwonus pelamis)等 (徐坤华等 , 
2014)，其中，蓝鳍、马苏、黄鳍和大目金枪鱼等主

要用于生鱼片的加工，长鳍金枪鱼和正鲣等小型金枪

鱼主要作为金枪鱼罐头和日本“木鱼”(Katsuobushi)原
料(方健民等, 2006)。不同品种金枪鱼价格差异很大，

尤其是其去头去皮的销售方式，导致金枪鱼市场上标

签错乱和以次充好的问题尤为严重，损害了消费者利

益，破坏了正常的经营秩序；由于市售金枪鱼及其制

品均缺少失主要的形态学鉴定特征，因此，金枪鱼及

其制品的分子鉴定方法成为国内外的研究热点。 
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DNA 条形码是物种分子鉴定研究中的重要方

法，美国 FDA(Food and Drug Administration)也将其

作为食品标签认证的方法(王敏等, 2015; Karim et al, 
2016)，弥补了传统形态学鉴定方法的不足。Barrett
等(2005)最早提出 DNA 条形码的定义，且最先以细

胞色素氧化酶亚基Ⅰ基因(COⅠ)为研究对象。COⅠ

基因具有足够的遗传变异信息，广泛用于鱼类的鉴定

和分类(Hanner et al, 2011; Khedkar et al, 2014)。随着

基因条形码技术的发展，除了 COⅠ基因序列作为标

准条形码外，作为重要条形码的细胞色素 b 基因(Cyt 
b)、16S rRNA 和线粒体细胞色素 C 氧化酶亚基Ⅱ基

因(COⅡ)等，近年也越来越多地被应用于物种鉴定和

遗传多样性分析 (Chapela et al, 2005; 崔文涛等 , 
2013)。Cyt b 能在同一物种内表现出稳定的遗传性，

却在不同物种间具有明显的遗传差异，因此，被用于

物种种属鉴定(Becker et al, 2015)；线粒体 16S rRNA
既含有高度保守的序列区域，又有中度保守和高度变

化的序列区域，已成为广泛应用于水生动物群体遗传

多样性和系统进化分析研究的分子标记 (孙超等 , 
2014; 陈文炳等, 2017)。 

本研究以主要生食金枪鱼及其易混品种(蓝鳍、

马苏、黄鳍、大目、长鳍金枪鱼和正鲣)为研究对象，

利用 COⅠ、Cyt b 和 16S rRNA 基因对其进行 DNA
条形码研究、遗传差异分析和进化树分析，探讨 3 种

基因在金枪鱼分子鉴定研究中的适用性，为生食金

枪鱼的物种鉴定及金枪鱼产业的健康发展提供技术

支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  样品    长鳍金枪鱼(组编号：CQ，下同)、黄

鳍金枪鱼(HQ)、蓝鳍金枪鱼(LQ)、马苏金枪鱼(MS)、
大目金枪鱼(DM)、正鲣(JY)肌肉组织共 63 份，每份

均来自于捕捞地点、外形特征明确的金枪鱼个体，如

表 1 所示，由本实验室收集保存。 

表 1  样品信息及编号 
Tab.1  Sample information and number 

样品 
Samples

组号
Group 

No.

捕捞地点 
Sampling location 

样品号
Sample 

No.

样品数
Sample 
quantity

南太平洋 
Southern Pacific Ocean 

chq 5  CQ

北太平洋 
Northern Pacific Ocean 

cm 5 

大西洋 Atlantic Ocean dd 4 

太平洋 Pacific Ocean dt 4 

 DM

印度洋 India Ocean dy 4 

太平洋 Pacific Ocean hu 4 

大西洋 Atlantic Ocean hud 3 
黄鳍金枪鱼

Thunnus 
albacares

HQ

印度洋 India Ocean huy 4 

蓝鳍金枪鱼
Thunnus 
thynnus 

LQ 大西洋 Atlantic Ocean lq 10 

太平洋 Pacific Ocean ms 5 马苏金枪鱼
Thunnus 
maccoyii

MS

印度洋 India Ocean my 5 

鲣鱼 
Katsuwonus 

pelamis 

JY 印度洋 India Ocean jy 10 

 

1.1.2  试剂与仪器     TIANGEN 海洋动物组织

DNA 提取试剂盒、2×Taq PCR Master Mix 和 DL2000 
DNA marker 购自天根生化科技(北京)有限公司；其他

试剂为国产分析纯；引物合成及序列测定由生工生物

工程(上海)股份有限公司完成；PCR 仪为 T1 常规 PCR
仪(德国 Whatman Biomerra 公司)，凝胶成像分析系统

Infinity 3000(法国 Vilber Lourmat 公司)，核酸蛋白测

定仪 NanoPhotometer Pearl(德国 Implen 公司)。 

1.2  方法 

1.2.1  DNA 提取及 PCR 扩增    取 30 mg 鱼肉，剪

碎后置于离心管中，按照试剂盒说明书提取 DNA，

用核酸蛋白测定仪测定 DNA 浓度和纯度，–20℃保

存。本实验选取引物见表 2，PCR 反应体系见表 3。 
 

表 2  引物信息 
Tab.2  Information of primers 

引物 
Primer 

序列 
Primer sequence (5′~3′) 

退火温度 
Annealing temperature (℃) 

参考文献 
Reference 

COⅠFiF2 TCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC Ward 等(2009) 
COⅠFiR2 ACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA

52 
  

Cyt b-1 CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA Marko 等(2004) 
Cyt b-2 CCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA 

53 
  

16S-AR CGCCTGTTTATCAAAAACAT Inoue 等(2001) 
16S-BR CCGGTCTGAACTCAGATCACG 

52 
 

长鳍金枪鱼
Thunnus 
alalunga

大目金枪鱼
Thunnus 
obesus
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表 3  PCR 扩增体系 
Tab.3  PCR amplification system 

试剂 
Reagent 

浓度 
Concentration 

加样量 
Sampling volume (μl)

PCR master mix 2× 25 
上游引物 

Forward primer 
10.0 μmol/L 1.0 

下游引物 
Reverse primer 

10.0 μmol/L 1.0 

模板 Template 约 100 ng/μl 1.0 
去离子水 ddH2O — 22.0 

 

PCR 反应程序为：95℃ 10 min；94℃ 1 min，52℃或

53℃ 1 min，72℃ 1 min，35 个循环；72℃ 10 min。 
将 PCR 产物进行 1.0%琼脂糖凝胶电泳，在凝胶

成像系统下观察并记录实验结果；PCR 产物由生工生

物工程(上海)股份有限公司进行序列测定。 
1.2.2  序列比对与建树分析    测序结果经人工校

对后去除引物区，在 NCBI 网站上通过 BLAST 分析

将测序结果与 GenBank 中参考序列比对分析，其中，

COⅠ基因采用 BOLD(Barcode of Life Data System 生

命条形码数据系统 www.boldsystems.org)进行分析；

通过 DnaSP 5.10 软件计算其二者序列的单倍型数

(h)、单倍型多样性指数(Hd)、平均核苷酸差异数(k)、
核苷酸多样性指数(π)等遗传多样性参数。运用 Mega 
7.0 软件，统计序列碱基组成，计算序列保守位点

(C-conserved sites) 、简约信息位点 (PI-parsimony- 
informative sites)和变异位点(V-variable sites)，并采用邻

接法(Neighbor joining, NJ)法，自展检验 1000 次，采用

Kimura 2-parameter 模型，以牛(Bos grunniens, GenBank：
KM233416)线粒体 DNA(mtDNA，包含 COⅠ、Cyt b
和 16S rRNA 基因)作为外类群，同时在 NCBI 网站选

取 6 种金枪鱼 mtDNA(T. alalunga GenBank: AB101291; T. 
albacares GenBank: JN086153; T. maccoyii GenBank: 
KF925362; T. obesus GenBank: GU256525; T. thynnus 
GenBank: KF906720; K. pelamis GenBank: KM605252)
作为标准基因，构建系统发育进化树。 

2  结果与分析 

2.1  PCR 扩增 

长鳍金枪鱼等 63 个实验样本均扩增出单一的片段，

未发现其片段长度多态性，测序得到片段大小分别为

COⅠ 652 bp、Cyt b 307 bp、16S rRNA 576 bp(图 1)，
与预期一致。 

 

 
 

图 1  部分样品 3 种基因 PCR 产物电泳图 
Fig.1  Electrophoresis map of three gene PCR products 

M：DNA marker；1：长鳍金枪鱼；2：蓝鳍金枪鱼；3：大目金枪鱼； 
4：黄鳍金枪鱼；5：马苏金枪鱼；6：鲣鱼；7：空白对照 

M: DNA marker; 1: T. alalunga; 2: T. thynnus; 3: T. obesus; 4: T. albacares; 5: T. maccoyiis; 6: K. pelamis; 7: Blank control 
 

2.2  基因序列 

3 种基因扩增产物序列经 GenBank 数据库比对，

确定位于 mtDNA 16S rRNA、COⅠ、Cyt b 区域，

BLAST 结果和 BOLD 比对结果与各样本来源鱼的形

态学鉴定结果一致。 

经人工校正去除上下游引物，得到 COⅠ、Cyt b 和

16S rRNA 基因片段中 T、C、A 和 G 平均含量(表 4)，
其中，16S rRNA 基因中 A+T 平均含量为 52.7%，稍高

于 G+C 平均含量(47.3%)，且 6 种金枪鱼的 GC 含量差异

不大；其中，COⅠ基因中 A+T 平均含量为 53.0%，稍高

于 G+C 平均含量(47.0%)，且 6 种金枪鱼的 GC 含量差异 
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表 4  6 种金枪鱼 COⅠ、Cyt b 和 16S rRNA 基因碱基组成 
Tab.4  Base composition of COⅠ, Cyt b and 16S rRNA genes in six tuna species 

16S rRNA 碱基含量 
16S rRNA base content (%) 

COⅠ碱基含量 
COⅠ base content (%) 

Cyt b 碱基含量 
Cyt b base content (%) 组编号 

Group number 
T C A G T C A G T C A G 

CQ 22.9 24.3 29.7 23.1 28.8 28.2 24.1 18.8 30.0 31.6 21.5 16.9 
DM 22.7 24.5 29.9 22.9 28.6 28.4 24.1 19.0 29.7 31.2 22.4 16.7 
HQ 22.7 24.5 29.9 22.9 28.7 28.4 24.1 18.9 29.2 32.0 21.8 16.9 
JY 23.4 24.5 29.3 22.7 30.6 27.3 23.3 18.7 29.5 31.7 22.8 16.0 
LQ 22.7 24.5 30.0 22.7 28.7 28.4 24.1 18.9 30.0 31.3 21.8 16.9 
MS 22.7 24.5 30.0 22.7 28.7 28.4 24.0 18.9 30.0 31.3 22.4 16.4 

平均 Average 22.9 24.5 29.8 22.9 29.0 28.2 23.9 18.9 29.7 31.5 22.1 16.6 
 

不大；其中，Cyt b 基因 A+T 平均含量为 51.9%，稍高

于 G+C 平均含量(48.1%)，且 6 种金枪鱼相互间的 GC
含量差异也不大。3 种基因的 GC 含量在 47.0%~48.1%之

间，其中，Cyt b 基因 GC 含量最高(48.1%)。 
各项遗传多样性参数统计如表 5 所示。基于 16S 

rRNA 序列的金枪鱼各物种变异位点(V)为 12，变异

率仅为 2.08%，远小于 COⅠ(11.35%)、Cyt b(15.96%)。
16S rRNA 序列转换/颠换比(R)为 1.49，也小于 COⅠ

(2.50)和 Cyt b(2.48)。从平均核苷酸差异数(k)和核苷

酸多样性指数(π)来看，16S rRNA 是 3 种基因中最小

的，而保守位点所占比率为 97.92%，是 3 种基因中

最保守的，说明了该核苷酸变异程度较低，表明了遗

传物质的稳定性。 
基于 Cyt b 序列的金枪鱼各物种的变异位点(V)

为 49，小于 COⅠ(71)，但其变异率为 15.96%，高于

COⅠ变异率(11.35%)。Cyt b 序列的单倍型多样性指

数(Hd)低于 COⅠ，平均核苷酸差异数(k)低于 COⅠ，

而核苷酸多样性指数(π)却是 3 种基因片段中最高的，

说明较之 16S rRNA 和 COⅠ序列，Cyt b 序列核苷酸

变异程度最高，遗传多样性较高，分化程度要比其余

二者高，但其遗传多样性没有 COⅠ序列高，COⅠ序

列遗传资源较丰富。 
 

表 5  3 种基因片段的遗传多样性参数 
Tab.5  Genetic diversity parameters of three gene fragments 

遗传多样性参数 Genetic diversity parameters 基因 
Gene 

序列长度 
Sequence length C PI V R h Hd k π 

16S rRNA 576 564 12 12 1.49 4 0.653±0.054 3.074 0.00534±0.00138
COⅠ 652 578 71 74 2.50 21 0.941±0.016 17.020 0.02610±0.00637
Cyt b 307 258 47 49 2.48 15 0.902±0.024 11.621 0.03785±0.00834

注：C：保守位点；PI：简约信息位点；V：变异位点；R：转换/颠换比；h：单倍型数；Hd：单倍型多样性指数；k：
平均核苷酸差异数；π：核苷酸多样性指数 

Note: C: Conserved sites; PI: Parsimony-informative sites; V: Variable sites; R: Transitions/transversions ratio; h: Number 
of haplotypes; Hd: Haplotype diversity; k: Average number of nucleoside difference; π: Nucleotide diversity 

 

2.3  系统进化树 

2.3.1  16S rRNA    基于 16S rRNA 基因构建的 NJ
系统进化树见图 2。图 2 显示，6 种金枪鱼分为 4 大支，

黄鳍金枪鱼(HQ)与大目金枪鱼(DM)聚为一支。蓝鳍

金枪鱼(LQ)与马苏金枪鱼(MS)聚为一支，其中 3 条标

准 序 列 T. albacares (JN086153) ， T. thynnus 
(KF906720)和 T. obesus (GU256525)聚为一小支，与 
T. maccoyii (KF925362)共同在这一大支下。长鳍金枪

鱼(CQ)和 T. alalunga (AB101291)的遗传差异与上述

4 种金枪鱼较大，单独聚为一支。鲣鱼(JY)和 K.pelamis 
(KM605252)单独归为一大支，且和上述 5 种金枪鱼

属遗传距离最远，亲缘关系也最远。这一结果表明，

16S rRNA 基因只能单独区分出长鳍金枪鱼和鲣鱼，

不能很好区分黄鳍、大目、蓝鳍与马苏金枪鱼，而且

不能对同一物种不同地理群体进行聚类分析。16S rRNA
基因序列相对较为保守，6 种金枪鱼的遗传距离较为

接近，遗传差异较小。 
2.3.2  COⅠ    基于 COⅠ基因构建的 NJ 系统进化

树见图 3。图 3 显示，6 种金枪鱼分为 6 大支，大西

洋大目(dd)、太平洋大目(dt)和印度洋大目(dy)以及

T.obesus (GU256525)归为一大支，虽然可以看出有地

理群体聚类的趋势(dd-21、dd-25 和 dd-27 聚为一小支

等)，但也存在混杂不同地理群体大目金枪鱼的问题 
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图 2  6 种金枪鱼基于 16S rRNA 基因的系统进化树 
Fig.2  Phylogenetic tree of 16S rRNA in six  

species of tuna gene  
 

 
 

图 3  6 种金枪鱼基于 COⅠ基因的系统进化树 

Fig.3  Phylogenetic tree of COⅠ gene in six species of tuna 
 
(dy 和 dt 相互参杂，dd-30 与它们在同一分支下)。虽

然蓝鳍金枪鱼(LQ)和 T. thynnus (KF906720)与马苏金

枪鱼(MS)遗传距离较为接近，但明显单独成为一支。

印度洋马苏 (my)和养殖马苏 (ms)以及 T. maccoyii 
(KF925362)归为马苏金枪鱼(MS)一大支，但无法从进

化树当中明显看出二者因地理位置导致的遗传差异。

除了 huy-16 的其他印度洋黄鳍(huy)、大西洋黄鳍(hud)
和太平洋黄鳍(hu)以及 T. albacares(JN086153)归为黄

鳍金枪鱼(HU)一大支，三者同样无法从进化树当中看

出明显的因地理位置导致的遗传差异。huy-16 进化分

支地位与 HQ、DM、MS 和 LQ 四者并列，这一个体

单独成一支。南太平洋长鳍(chq)和美国长鳍(cm)以及

T.alalunga (AB101291)归为长鳍金枪鱼(CQ)一大支，

同样无法从进化树明显看出二者因地理位置导致的

遗传差异。鲣鱼(JY)和 K.pelamis (KM605252)单独归

为一大支，且和上述 5 种金枪鱼遗传距离最远，亲缘

关系也最远。结果表明，COⅠ基因能较好区别 6 种

金枪鱼，其进化速率与 16S rRNA 基因相比较快，遗

传信息较为丰富。 
2.3.3  Cyt b    基于 Cyt b 基因构建的 NJ 系统进化

树见图 4，其建树结果与 COⅠ建树结果大体一致。

不同的是，样品 huy-16 在 Cyt b 建树结果中归为黄鳍

金枪鱼(HU)一大支，且 Cyt b 基因建树结果存在一定

程度的地理群体聚类的趋势(dd-21、dd-25 和 dd-27
聚为一小支等)，但总体而言，无法从进化树中明显

看出同种金枪鱼因地理位置导致的遗传差异。结果表

明，相比于 16S rRNA 和 COⅠ基因，Cyt b 基因对于

6 种金枪鱼的区分最为准确，基因分化程度较高，区

分度较好。 
 

 
 

图 4  6 种金枪鱼基于 Cyt b 基因的系统进化树 

Fig.4  Phylogenetic tree of Cyt b gene in six species of tuna  
 

3  讨论 

随着现代分子生物技术的快速发展，物种鉴定的

研究方法已从形态学、生理生化水平发展到分子水

平，鉴定的依据从形状、大小、颜色和解剖特征等方

面，发展到 DNA、RNA 和蛋白质等生物大分子层面

(蒋守富等, 2014; 柳淑芳等, 2016)。基于 DNA 开发的

多种分子鉴定方法，已广泛应用于金枪鱼及其易混物

种的鉴定中。Liu 等(2016)采用实时荧光 PCR 技术成
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功鉴定了马苏、大目、黄鳍、长鳍和正鲣等金枪鱼；

Lin 等 (2008)建立了多重 PCR 方法，用来区分鲣

(Euthynnus pelamis)、圆舵鲣(Auxis rochei)、扁舵鲣

(Auxis thazard) 、 东方 狐 鲣 (Sarda orientalis) 和鲔

(Euthynnus affinis)等 5 种小型金枪鱼；Abdullah 等

(2016)运用单链构象多态性(Single-strand conformation 
polymorphism, SSCP)方法将圆舵鲣从金枪鱼属中鉴

定出来。近年来，微卫星(Simple sequence repeats, 
SSRs)分子标记技术越来越多地应用于物种的鉴定和

遗传多样性研究，邱凡等(2008)运用 RAPD (Random 
Amplified Polymorphic DNA，随机扩增多态性 DNA
标记)和微卫星技术对比分析了太平洋蓝鳍金枪鱼野

生群体的遗传多样性，发现微卫星与 RAPD 相比能更

好更完善地揭示群体的遗传多样性；Riccioni 等(2010)
采用微卫星技术分析了大西洋蓝鳍金枪鱼从 20 世纪

初到 2007 年的遗传差异，发现大西洋蓝鳍金枪鱼在

空间和时间上保留了高水平的遗传多样性，为蓝鳍金

枪鱼的鉴定研究奠定基础。上述技术手段能对特定范

围内的金枪鱼进行鉴定，但也在不同程度上存在操作

繁琐、鉴定时间长、成本较高等不足。 
DNA 条形码是分子鉴定研究中的主要方法，具

有很多优点：基本不受样品组织形态的影响；不受样

品生命周期的限制；通过基因测序鉴定，准确性高；

操作简便，成本低；效率高，可快速鉴定大量样本；

可帮助无专业分类学知识的人获得物种信息(律迎春

等, 2011)。理想的标准 DNA 条形码片段并不局限于

COⅠ基因序列，能有效鉴定物种的 DNA 片段都可以

应用。此外，多基因遗传信息的组合使用，能获得更

理想的物种系统进化分析结果(Aoyama et al, 2001)。
针对金枪鱼采用多基因片段组合使用的鉴定方法已

成为目前的关注重点，Neils 等(2015)利用 COⅠ和

ITS1(内转录间隔 1 区)基因成功识别了地中海的 3 个

产卵区的蓝鳍金枪鱼幼体；Lowenstein 等(2009)采用

多条 COⅠ基因引物鉴定 68 种金枪鱼寿司样本，其中

的 22 个样本商品标签与实际物种信息不符，显示了

多基因组合使用的思路在金枪鱼物种分子鉴定领域

中的广泛应用。邻接法、最大似然法 (Maximum 
likelihood, ML)和最大简约法 (Maximum parsimony, 
MP)是目前构建系统进化树的主要方法。其中，NJ
法是基于最小进化原理常用的一种算法，具有重建的

树相对准确、假设少、计算速度快等优点。故 NJ 法

适用于进化距离不大，信息位点少的短序列，广泛用

于鳕鱼、鲳鱼和银鱼等遗传进化分析。 
本研究以主要渔获海域的 6 种金枪鱼及其易混

种为研究对象，采用 COⅠ、Cyt b 和 16S rRNA 基因

序列作为 DNA 条形码进行进化分析，探讨多基因条

形码在金枪鱼鉴定研究中的适用性。从实验数据来

看，16S rRNA 基因序列变异率仅为 2.08%，远小于

COⅠ(11.35%)、Cyt b(15.96%)，且其他遗传多样性参

数也是 3 种序列中最小的；从建树结果来看，16S 
rRNA 基因并不能完全区分出 6 种金枪鱼，只能鉴定

出长鳍金枪鱼和鲣鱼，不能区分黄鳍和大目金枪鱼，

也不能区分蓝鳍与马苏金枪鱼，更不能获得同一物种

因地理位置导致的遗传差异。结果表明，COⅠ和 Cyt b
基因的进化速率较 16S rRNA 基因快，16S rRNA 则

相对保守，这在狭鳕(Theragra chalcogramma)、太平

洋鳕(Gadus macrocephalus)等 4 种鳕鱼的遗传分析上

也有类似结果(毕潇潇等, 2009)。 
单倍型多样性指数、核苷酸多样性指数是衡量一

个物种群体多样性的非常重要的指标 (Vrijenhoek, 
1994)。单倍型多样性指数是群体变异程度的重要指

标，单倍型多样度高的群体说明其遗传多样性高，遗

传资源丰富；而核酸多样性指数小，说明核苷酸变异

程度较低，表明了遗传物质的稳定性。Cyt b 序列的

单倍型多样性指数(Hd)和平均核苷酸差异数(k)均低

于 COⅠ，而核苷酸多样性指数(π)却高于 COⅠ，说

明金枪鱼中 Cyt b 基因较 COⅠ基因序列变异速率快，

这 与 鲳 属 (Pampus) 鱼 类 、 波 纹 唇 鱼 (Cheilinus 
undulatus)和大银鱼(Protosalanx hyalocranius)中的规

律相似 (孙鹏等 , 2011; 胡静等 , 2014; 李大命等 , 
2017)。相比之下，COⅠ基因序列进化速率较慢，且

比 Cyt b 拥有更多系统发育信息，更适合解析亲缘关

系密切的分类类群(莫帮辉等, 2008)。相比而言，Cyt b
进化速度适中，可以用于分析物种种内，甚至种属科

间的进化遗传信息，有较强的适用性 (辛翠娜等 , 
2009)。从建树结果来看，针对 huy-16 样本，Cyt b
序列建树结果将 huy-16 归为黄鳍金枪鱼(HQ)这一大

支；而 COⅠ序列建树结果显示，该样本单独归为一

支，独立于黄鳍、马苏、蓝鳍和大目金枪鱼之外，无

法成功鉴定该样品。关于样品 huy-16，16S rRNA 和

Cyt b 序列建树结果都显示为黄鳍金枪鱼，而该样本

来源经形态学鉴定，确属黄鳍金枪鱼，而从 COⅠ序

列建树结果并未得出这一结论，所以从该角度来看，

Cyt b 序列建树结果要比 COⅠ序列建树结果要准确。

COⅠ、Cyt b 和 16S rRNA 3 种基因都无法从进化树

中看出同种金枪鱼因地理位置导致的遗传差异，无法

进行同一物种不同地理群体的聚类分析，但 COⅠ与

Cyt b 在一定程度上体现了地理聚类趋势，可作为群体

遗传进化研究的辅助参考。 
目前，国内外研究多采用 COⅠ基因作为鱼类分
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子鉴定及进化分析的目标基因，也有学者认为，如果

仅以一种基因作为参考序列，有可能导致鉴定结果发

生偏差，因此，建议同时使用多种基因进行研究(Page 
et al, 2010; Krück et al, 2013)，这一观点已在石斑鱼

和河鲀中得到证实(陈双雅等, 2012; 李楠等, 2018)。
本研究结果进一步表明，对金枪鱼这种大洋性鱼类，

不宜单独使用单一基因作为鉴定依据，建议 COⅠ序

列与 Cyt b 序列联合用于金枪鱼及其制品的物种鉴定

研究。 
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Abstract    Tuna is rich in nutrients and one of three major fish recommended by the International 
Nutrition Society. Large tuna such as Thunnus albacares, T. maccoyii, T. obesus, and T. thynnus are 
used as top-grade aquatic products, mainly in the form of sushi or other fresh fish products. Small 
tuna such as T. alalunga and Katsuwonus pelamis are mainly used in canned tuna and processed 
katsuobushi. The price of different species of tuna varies greatly, especially because selling tuna 
without the head or skin can lead to mislabeling and substandard products, which harms the interests 
of consumers and undermines market functions. This study was aimed at the identification         
T. albacares, T. maccoyii, T. obesus, T. thynnus, T. alalonga, and K. pelamis. Using tuna DNA as a 
template, three pairs of universal primers were used to amplify and sequence the DNA fragments of 
three genes (16S rRNA, Cyt b, and COⅠ) from six species of tuna. The sequencing results were 
manually corrected to remove the primer regions, which were compared with reference sequences in 
GenBank by BLAST analysis on the National Center for Biotechnology Information website. The CO
Ⅰ gene was analyzed by the Barcode of Life Data System (www.boldsystems.org). As a result, DNA 
sequences of 16S rRNA (576 bp), Cyt b (652 bp) and COⅠ (307 bp) were obtained from 63 samples 
of six species of tuna. Genetic diversity parameters such as Number of Haplotypes (h), Haplotype 
diversity (Hd), Average number of nucleoside difference (k), and Nucleotide diversity (π) were 
calculated by DnaSP 5.10 software. C-conserved sites, PI-parsimony-informative sites, and V-variable 
sites were calculated using Mega 7.0 software, which performed 1000 bootstrap tests with neighbor 
joining. The Kimura 2-parameter model was used to construct a phylogenetic evolutionary tree. The 
experimental results showed that 16S rRNA was relatively conservative and could not distinguish 
among the six tuna species. Cyt b and COⅠ could be used to identify the species. However, it is 
possible that COⅠ and Cyt b sequences can be used together as a DNA barcode for tuna research. A 
multi-gene DNA-barcode species-identification method that provides technical support for the 
identification of tuna and its fish products would be of great significance in promoting the accurate 
identification and healthy development of aquatic products. 
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