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摘(要!目的(建立河鲀鱼 a/’条形码鉴定方法!探讨细胞色素氧化酶亚基 8"+,-#及细胞色素 S"./#0#基因对我

国常见东方鲀属$兔头鲀属河鲀鱼鱼种鉴定的适用性% 方法(野捕河鲀鱼经形态学鉴定后!钓取 +,-及 ./#0基因

序列并测序% 从 G#4X<4W 下载已有河鲀鱼参考序列!分别构建 +,-及 ./#0基因分子进化树!确定样品种属并与形

态学鉴定比对% 应用所建方法对中毒样品进行河鲀成分鉴定% 结果(+,-和 ./#0基因分子进化树将 1\ 份样品聚

类到东方鲀属和兔头鲀属的 A 个鱼种!除棕斑兔头鲀和暗鳍兔头鲀"+,-进化树#$暗纹东方鲀和晕环东方鲀"./#0

进化树#外!* 种条形码均能对其余鱼种进行有效区分% 中毒样品经鉴定均含有月兔头鲀% 结论(所建立的 a/’

条形码方法可有效鉴定河鲀鱼鱼种!弥补形态学鉴定的缺陷%
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((河鲀鱼自古以来是我国沿海地区的传统美食"
但是部分河鲀鱼含有河鲀毒素#$#$TDUD$D564"..M$"
该毒素能够选择性抑制神经和骨骼肌细胞膜的钠
离子通道"常规的食品加工方式不会使其降解 (&) "
因而食用或误食有毒河鲀鱼引起的 ..M中毒历来
是我国沿海地区食物中毒的主要死因之一* 近年
来随着食品掺假手段的不断翻新和物流发展"混入
河鲀鱼成分的鱼类制品也进入国内市场* 据不完

全统计"*))1!*)&B 年间在我国福建’上海’浙江’
山东’江苏等地发生了 @ 起因食用烤鱼片引起的
..M中毒事件"造成 &! 人中毒 1 人死亡"病死率较
高 (*) * 这种鱼类制品中混入有毒河鲀鱼且行销市
场的行为严重危害了消费者的健康和生命"因此对
市售鱼类及其制品进行河鲀鱼成分鉴定及 ..M含
量监测"是预防 ..M中毒’保护消费者健康与生命
的有效手段"也自然成为河鲀鱼中毒事件中样品溯
源的关键技术*

传统的河鲀鱼鱼种鉴定主要依赖于河鲀的外
部形态学特征"但面对形态学特征缺失的鱼类制品
时"传统形态学鉴定方法的应用几乎完全受到限
制"这种情况下为开展食品溯源而进行的河鲀鱼鱼
种鉴定方法必须另辟蹊径* a/’条形码通过分析
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标准化的线粒体 a/’片段"能够快速准确的识别物
种 (0) "这种基于a/’的方法提供了一个强大且标准
化的物种识别模式"已被成功地应用于海洋鱼类和
淡水鱼类的鉴定 (!) "弥补了传统形态学鉴定方法的
缺陷"如残余物#鱼片’卵’幼体$的识别 (1) "可用于
解决传统形态学鉴定方法不能胜任的情况* 目前
国内外多数研究采用 +,-基因作为鱼类鉴定的参
考基因"也有学者认为如果仅以一种基因序列作为
参考基因"有可能导致鉴定结果发生偏差"因此建
议同时使用 * 种基因进行鉴定 (B) * 在河鲀鱼鱼种
鉴定研究领域"倪健波 (\)建立了基于 ./#0基因的荧
光定量聚合酶链式反应#:9H$检测技术"对 0 种兔
头鲀进行了分析"其适用的河鲀鱼鱼种有待进一步
验证* 陈文炳等 (@) 对 0 属 &0 种河鲀鱼 进行 了
&BV TH/’基因的部分 a/’序列同源性分析"探讨
了该基因在河鲀鱼种属鉴别中应用的可能性"认为
&BV TH/’可能存在趋向保守’一定种群内遗传变异
较小的问题"因而对部分鱼种无法鉴别到种"建议
联合线粒体 +,-’./#0以及核糖体 &@V3*@V Ta/’等
基因片段进行序列的组合分析*

本研究基于对河鲀鱼鱼种更精准的鉴定需要"
针对我国常见的东方鲀属和兔头鲀属河鲀鱼分别
设计了 +,-及 ./#0引物"探讨 +,-及 ./#0基因对河
鲀鱼鱼种鉴定的适用性"目的是为鱼类制品的食用
安全和河鲀鱼资源的合法利用提供相应技术支持*

&(材料与方法
&?&(材料
&?&?&(样品来源

1\ 份野生河鲀鱼样品于 *))B!*)&& 年间在我
国福建省’广东省沿海地区采集"由福建省水产研
究所专家对样品进行形态学鉴定并出具报告* 0 份
中毒样品为 *)&) 年在南京市引发一名 B 岁儿童中
毒的烤鱼片可疑样品"其中 !)*’!)A 号样品标称为
鳕鱼片"!&! 号样品标称为马面鱼"经酶联免疫吸附
#-F8V’$测定检测均含有 ..M*
&?&?*(主要仪器与试剂

基因扩增仪#美国 ,_H#=#<T;L$’微量可调移液
器’电泳仪’恒温混匀仪’成像系统#美国 X6D%H<U$’
小型高速离心机’涡旋振荡器*

a/’,<TW#T#’* h1’=:9H,<=$#T,65’琼脂糖凝
胶a/’回收试剂盒#普通离心柱型$均购自天根生化
科技#北京$有限公司">,a&A%.2#;$DT’_,&)A 感受
态细胞均购自宝生物工程#大连$有限公司"a/#<=R
XEDDU p.6==N#Q6$(1) 次"凯杰生物技术#上海$有限
公司)"引物由北京英骏生物技术有限公司合成*

&?*(方法
&?*?&(a/’的提取’扩增及测序

按照 a/#<=RXEDDU p .6==N#Q6$说明书提取
a/’* *)) !E’-试剂洗脱 a/’" c*) i保存*

参照 G#4X<4W 上发布的东方鲀属’兔头鲀属河
鲀鱼 a/’序列"选择位于 +,-’./#0基因两侧保守
性较高的 区 域" 分 别 设计 合成 针对 兔 头 鲀 属
#+,->&"./#0>&$和东方鲀属#+,->*"./#0%*$的扩增引
物"如表 & 所示* :9H反应体系 1) !E%* h1’=:9H
,<=$#T,65*1 !E"引物#&) !CDE3F$各 * !E"a/’模
板 && !E"UU"*+&) !E* 反应条件为%A! i预变性
1 C64&A! i变性 & C64"1@ i退火 & C64"\* i延伸
& C64"00 个循环&\* i延伸 @ C64* 扩增产物经 &e
琼脂糖凝胶电泳分离后回收 a/’"连接’克隆’转化
_,&)A 感受态细胞"进行蓝白斑筛选* 每份样品挑
选 0 个白色菌落"摇菌后送北京英骏生物技术有限
公司测序*

表 &(+,-及 ./#0引物

.<SE#&(V#PN#4;#=DK>T6C#T

鱼种 引物 序列#1q%0q$ 片段长
度3S>

兔头

鲀属

东方

鲀属

+,-%&

./#0%&

+,-%*

./#0%*

上游引物 ’’’99’99G99.G’9’9.9

下游引物 G.G’9’G’G.GG9...G.GG

上游引物 9’’G’99.G.GG9G.G’’’

下游引物 ’9.G..GG.’..’GG’9G’GG

上游引物 99.9.G.’.’.GGGG9.’9’’’

下游引物 GG9..G’’’99’G...’9GG

上游引物 99.’.GG9G.G’’’’’99’9

下游引物 ’9’’G’99G’9G9.9.G’’.

& B1)

& &1\

& B!1

& ***

&?*?*(数据分析
测序结果用 9D4$6O-5>T#==软件拼接并纠错后"

去掉两端载体序列得到样品的+,-及./#0基因序列*
将得到的序列与 G#4X<4W 数据库下载的东方鲀属’兔
头鲀属的 +,-及 ./#0参考序列进行比较* 采用
9EN=$<EM软件进行比对"应用 ,-G’B?) 软件构建基
于邻接#/_$法’最大似然#,F$法的分子进化树"置
信度#SDD$=$T<>$& ))) 次循环检查*
&?*?0(中毒样品鉴定

提取烤鱼片基因组 a/’’扩增’克隆和测序"构
建分子进化树鉴定鱼种*

*(结果与分析
*?&(样品的形态学鉴定

经形态学鉴定"1\ 份样品涵盖东方鲀属和兔头
鲀属的 A 个鱼种%暗纹东方鲀 #1’)(2343 609.3%39$’
黄鳍东方鲀 #1’)(2343 ?’&#867#$%39$’红鳍东方鲀
# 1’)(2343 %30%(7$9$’ 密 点 东 方 鲀 # 1’)(2343
9#(.#6&6#39$’紫色东方鲀#1’)(2343 76%78/%$39$’棕斑



! @(((( !
中国食品卫生杂志

9"8/-V-_+‘H/’F+77++a"]G8-/- *)&@ 年第 0) 卷第 & 期

兔 头 鲀 # 5’46.$78’"39 97’;(.$39$’ 月 兔 头 鲀
# 5’46.$78’"39"3&’%(9$’ 横 纹 东 方 鲀 # 1’)(2343
60"6&439$和黑鳃兔头鲀#5’46.$78’"39(&$%@(9$*

*?*(样品 +,-及 ./#0基因的扩增和克隆

成功扩增了 11 条 +,-序列及 1\ 条 ./#0序列"
!0 号和 1\ 号样品的+,-基因扩增失败"./#0基因全
部扩增成功*

*?0(分子进化树分析

从 G#4X<4W 数据库下载 ** 条+,-序列及 *0 条
./#0序列作为东方鲀属和兔头鲀属鱼种参考序列
#见表 *$"/_法’,F法构建 +,-及 ./#0基因的分子
进化树"如图 &’* 所示*

由图 & 可见"基于 +,-基因构建的 /_和 ,F进
化树一致将 & g&! 号样品归属到暗纹东方鲀"&1 g
*& 号归属到黄鳍东方鲀"** g0B 号归属到红鳍东方
鲀"0\ g0A 号归属到密点东方鲀"!) g!* 号归属到
紫色东方鲀"1! g1B 号归属到月兔头鲀"上述鱼种
聚类的节点支持率在 \0e gAAe* 对于 !! g10 号
样品"两种进化树均将其与棕斑兔头鲀’暗鳍兔头
鲀聚类到一起"节点支持率为 A\e gAAe"无法进
一步明确分辨物种*

(((

表 *(G#4X<4W 参考序列
.<SE#*(H#K#T4;#=#PN#4;#=KTDCG#4X<4W

属名 鱼种 G#4X<4W 收录号
+,- ./#0

东方
鲀属

兔头
鲀属

红鳍东方鲀#1’)(2343 %30%(7$9$ ’:))A10! ’:))A10!

黄鳍东方鲀#1’)(2343 ?’&#867#$%39$ ’:))A100 ’:))A100

暗纹东方鲀#1’)(2343 609.3%39$ ’:))A1*\ ’:))A1*\

密点东方鲀#1’)(2343 9#(.#6&6#39$ ’:))A10) ’:))A10)

紫色东方鲀#1’)(2343 76%78/%$39$ ’:))A1*A ’:))A1*A

横纹东方鲀#1’)(2343 60"6&439$ ’:))A101 ’:))A101

豹纹东方鲀#1’)(2343 7’%;’"(9$ ’:))A1*@ ’:))A1*@

虫纹东方鲀#1’)(2343 <$%@(.3"’%(9$ ’:))A10* ’:))A10*

弓斑东方鲀#1’)(2343 6.$""’#39$ ’:))A10B ’:))A10B

双斑东方鲀#1’)(2343 0(@’.3"’#39$ Q.@00\\@ -7&*B)A!

星点东方鲀#1’)(2343 &(7860"$9$ ’:))A1*B ’:))A1*B

铅点东方鲀#1’)(2343 ’"067"3@0$39$ Q.@00\@) -7&*B)A\

虫斑东方鲀#1’)(2343 $?’9.3%39$ ’:))A1!) ’:))A1!)

斑点东方鲀#1’)(2343 76$.("6&6#39$ ’:))A10A ’:))A10A

痣斑东方鲀#1’)(2343 .8%/9679$ ’:))A1*1 ’:))A1*1

晕环东方鲀#1’)(2343 .6%6&6(;39$ ! -7&*B&)0

暗鳍兔头鲀# 5’46.$78’"394"6<$%($ 7_!0!1!@ 7_!0!1!@

月兔头鲀# 5’46.$78’"39"3&’%(9$ Gn!B&\1) Gn!B&\1)

兔头鲀# 5’46.$78’"39"’46.$78’"39$ /9r)&10!0 /9r)&10!0

凶兔头鲀# 5’46.$78’"399.$"$%’#39$ ’:)&&A0* ’:)&&A0*

棕斑兔头鲀# 5’46.$78’"3997’;(.$39$ ’:))A10@ ’:))A10@

黑鳃兔头鲀# 5’46.$78’"39(&$%@(9$ /9r)*A0\B /9r)*A0\B

杂斑兔头鲀# 5’46.$78’"3993$A$&9(9$ /9r)*B**A /9r)*B**A

注%!表示 G#4X<4W 数据库中无该鱼种基因参考序列

图 &(基于 +,-基因构建的 /_进化树#左$和 ,F进化树#右$

76ONT#&(/#6OLSDT%_D6464O$T##<4U C<56CNCE6W#E6LDDU $T##DK+,-O#4#
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图 *(基于 ./#0基因构建的 /_进化树#左$和 ,F进化树#右$

76ONT#*(/#6OLSDT%_D6464O$T##<4U C<56CNCE6W#E6LDDU $T##DK./#0O#4#

((由图 * 可见"基于 ./#0基因构建的 /_和 ,F进
化树对 &1 g!* 号’1! g1B 号样品的鉴定结果与 +,-
进化树一致"将 !! g10 号归属到棕斑兔头鲀"上述
鱼种聚类的节点支持率在 A@e g&))e* 对于 & g
&! 号样品"两种进化树将其与暗纹东方鲀’晕环东
方鲀聚类到一起"节点支持率为 AAe"无法进一步
明确分辨物种*

综上所述"基于两种序列所构建的分子进化树
均可明确分辨黄鳍东方鲀’红鳍东方鲀’密点东方
鲀’紫色东方鲀和月兔头鲀"符合形态学鉴定结果"
见表 0*
*?!(中毒样品的鉴定

基于 +,-基因构建的中毒样品 /_进化树显示
#图 0$"0 份样品均检出月兔头鲀成分*

0(讨论
a/’条形码作为一种有效的物种鉴定工具"近

年来已广泛应用于科学研究’产品标签’食品欺诈
等众多领域* 线粒体 +,-及 ./#0基因是动物分类
中公认最为可靠的基因"二者都具有遗传信息稳定
而丰富’进化速率适中的特点* +,-基因结构简单’
相对保守"覆盖了更广泛的分类单元"已被建议作
为动物界物种鉴定的通用条码"在许多鱼种’昆虫
和鸟类等动物中均得到了很好的应用验证 (A%&)) *
./#0基因可自身编码蛋白"在碱基组成上具有偏好
性从而形成碱基差异* 二者比较"+,-基因进化速
率较慢"且比 ./#0基因拥有更多的系统发育信号"在
种水平的鉴定上"+,-基因通过多种方法构建的进
化树得到的结果有较高的一致性&在亚种水平的鉴
定上"+,-基因作为 a/’条形码比 ./#0基因更为
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(((( 表 0(样品的鱼种鉴定结果
.<SE#0(V>#;6#=6U#4$6K6;<$6D4 DK=<C>E#=

样品编号 形态学鉴定
分子进化树鉴定

+,-%& ./#0>& +,-%* ./#0%*

& g&! 暗纹东方鲀 ! ! 暗纹东方鲀 无法区分

&1 g*& 黄鳍东方鲀 ! ! 黄鳍东方鲀 黄鳍东方鲀

** g0B 红鳍东方鲀 ! ! 红鳍东方鲀 红鳍东方鲀

0\ g0A 密点东方鲀 ! ! 密点东方鲀 密点东方鲀

!) g!* 紫色东方鲀 ! ! 紫色东方鲀 紫色东方鲀

!0 横纹东方鲀 ! ! 钓取失败 横纹东方鲀

!! g10 棕斑兔头鲀 无法区分 棕斑兔头鲀 ! !

1! g1B 月兔头鲀 月兔头鲀 月兔头鲀 ! !

1\ 黑鳃兔头鲀 钓取失败 黑鳃兔头鲀 ! !

注%!表示无扩增

图 0(基于 +,-基因构建的中毒样品 /_进化树
76ONT#0(/#6OLSDT%_D6464O$T##DK>D6=D464O=<C>E#=

有效"更适合解析亲缘关系密切的类群 (&&%&0) * 对于
+,-基因不能有效鉴定的物种"建议使用 ./#0基因
作为辅助基因进行鉴定 (&!) *

基于对鱼类及其制品中河鲀鱼成分更精准鉴
定的需要"本研究以传统形态学鉴定结论为基础"

探讨了 +,-及 ./#0基因对于我国常见东方鲀属及
兔头鲀属河鲀鱼鱼种鉴定的适用性* 构建的 +,-

及 ./#0分子进化树表明"* 种基因条码在对红鳍东
方鲀’黄鳍东方鲀’紫色东方鲀’密点东方鲀以及月
兔头鲀的鉴定上显示出较好的适用性* 对于暗纹
东方鲀"基于 ./#0基因构建的 /_和 ,F进化树均无
法将其与晕环东方鲀区分开"经比对发现 G#4X<4W

数据库下载的这两种鱼种的 ./#0基因序列完全相
同"对鉴定造成了困扰* 而基于 +,-基因构建的进
化树则明确将 & g&! 号样品聚类到暗纹东方鲀"因
此对于暗纹东方鲀 +,-基因是更好的选择* 对于
棕斑兔头鲀的鉴定"./#0基因则显示出明显的优势"

与 +,-基因比较"./#0基因进化树明确将棕斑兔头

鲀与暗鳍兔头鲀区分开"经比对发现这 * 种鱼种的
+,-基因仅有 * 个碱基的差异* 由此可见"造成
+,-基因对棕斑与暗鳍兔头鲀’./#0基因对暗纹与
晕环东方鲀无法区分的原因"一方面可能是这 ! 个
鱼种的 +,-或 ./#0条形码提供的遗传信息有限"两
两比较碱基差异小&另一方面可能是引用的参考序
列对应的原始物种鉴定不准确"命名错误导致序列
信息与物种不对应&因此"+,-与 ./#0基因条码的联
合分析能够提高 a/’方法对物种的分辨能力* 所
建立的方法对中毒样品的鉴定结果显示"0 份标称
为鳕鱼和马面鱼的烤鱼片中均检出剧毒的月兔头
鲀成分* 月兔头鲀是我国引起中毒的主要鱼种"其
肌肉及内脏含有大量的 ..M"被加工成烤鱼片后失
去原有形态学特征导致无法辨认"因而对消费者身
体健康和生命安全具有潜在的威胁*

本研究通过对东方鲀属’兔头鲀属各鱼种进行系
统发育分析"确定+,-和./#0基因能够对兔头鲀属和
东方鲀属进行种级水平的精准鉴定* 结合以往对烤
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鱼片中毒事件的处理经验"建议今后在鱼类制品的食
品安全监测’中毒样品的溯源等工作中"应将样品中
..M的含量水平检测与河鲀鱼成分鉴定同时进行*
通过 ..M检测筛查出具有安全风险的食品’探明中
毒原因"通过 a/’条形码鉴定确定 ..M的带入物种
是否为河鲀鱼"这对维护消费者利益’预防河鲀中毒
以及合理利用河鲀资源具有重要意义*
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总局关于发布,饮料’茶叶及相关制品中对乙酰氨基酚等 1A 种化合物的
测定-等 B 项食品补充检验方法的公告

*)&\ 年第 &B) 号

((按照(食品补充检验方法工作规定)有关规定!(饮料$茶叶及相关制品中对乙酰氨基酚等 1A 种化合物
的测定)(饮料$茶叶及相关制品中二氟尼柳等 &@ 种化合物的测定) (豆制品中碱性橙 * 的测定) (保健食品
中 A 种水溶性维生素的测定)(保健食品中 A 种脂溶性维生素的测定)(保健食品中 A 种矿物质元素的测定)
B 项食品补充检验方法已经国家食品药品监督管理总局批准!现予发布%

特此公告%
附件’&?饮料$茶叶及相关制品中对乙酰氨基酚等 1A 种化合物的测定"X_V *)&\&0#

*?饮料$茶叶及相关制品中二氟尼柳等 &@ 种化合物的测定"X_V *)&\&!#
0?豆制品中碱性橙 * 的测定"X_V *)&\&1#
!?保健食品中 A 种水溶性维生素的测定"X_V *)&\&B#
1?保健食品中 A 种脂溶性维生素的测定"X_V *)&\&\#
B?保健食品中 A 种矿物质元素的测定"X_V *)&\&@#

食品药品监管总局

二〇一七年十二月十八日
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