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海南省地方标准《海南长臀鮠种质》编制说明

一、标准制订的背景和意义
海南长臀鮠Cranoglanis bouderius multiradiatus(Koller,1926)，俗称白骨鱼、骨鱼，隶属于鮎形目(Silurformes)，长臀鮠科(Cranoglanididae)，长臀鮠属(Cranoglanis)，是一种底层鱼类。主要分布于海南省的南渡江、昌化江水系、松涛水库、大王岭水库等地，是海南淡水土著鱼类之一，其肉质鲜美，营养丰富，具有很高的食用价值和经济价值。近年来由于过度捕捞、水体污染等原因，加之其分布范围较窄、总体资源量低等因素，海南长臀鮠的野生资源量急剧下降，在其原有栖息地已很难捕捉到，目前仅在南渡江龙塘段、新坡段、南丰水库和大王岭水库等区域有少量分布，其种群数量已经非常稀少。为了保护这一海南特有淡水土著鱼类，先后有省内外的多个科研机构对其进行育苗攻关，有突破但均未能量产。当前，海南长臀鮠的保护仍处于初级阶段，基础研究滞后、育苗难关尚未突破、栖息地被破坏，对其进行保护已迫在眉睫。
目前我国发布的关于鱼类种质的省级标准共有 10项，大多集中于一些主养经济品种，如鞍带石斑鱼、斜带石斑鱼、云纹石斑鱼等，土著种类没有，经查目前国标和地标均未发布任何有关于海南长臀鮠的标准。因此，制订海南长臀鮠种质标准已刻不容缓。本标准从海南长臀鮠的外部形态特征、生长与繁殖特性、遗传学特性（染色体、DNA条形码）、检验方法等方面入手制订相关标准，旨在贯彻农业质量标准体系建设的要求，建立相应的海南长臀鮠的种质鉴定标准，可为海南长臀鮠的引种、开发、增殖放流等提供判定标准，研究成果对海南长臀鮠资源的合理保护与利用，确保海南淡水土著鱼类种质资源的保护与可持续发展，具有重要的意义。
二、标准编制过程
（一）任务来源
《海南长臀鮠种质》标准是由海南省海洋与渔业科学院提出申请，2021年8月9日，经海南省农业农村厅和海南省市场监督管理局审查批准，编制任务列入 2021年第二批海南省地方标准制修定项目计划，项目编号为 2021-Z036，立项文件见《海南省市场监督管理局关于下达海南省 2021年第二批地方标准制定项目计划的通知》。拟在12个月内完成《海南长臀鮠种质》标准的制订工作，为了加强本标准的研究制定工作，更好地完成标准的起草任务，本单位参照《海南省地方标准DB 46/ T74-2021地方标准制修订工作程序》，制定项目实施方案，并将按实施方案开展标准起草工作。
（二）成立标准起草小组
为了更好的完成海南长臀鮠种质标准的编制任务，海南省海洋与渔业科学院淡水渔业研究所从本所抽调长期从事水生生物资源调查、水产技术研发的科研人员参与实施，组建了标准编制小组，对任务进行了分解和明确的分工。
主要起草人及其所做的工作如下：
申志新：项目负责人和第一起草人，负责标准的申报、组织实施、标准内容设计、标准草案起草及征求意见等工作。
董杨：主要起草人，负责标准内容设计、方案的实施和开展具体的试验等工作。
蔡杏伟：主要起草人，负责标准中鱼类形态测定，协助起草标准等工作。
张清凤：主要起草人，负责标准中DNA含量和条形码测定，协助起草标准等工作。
王吉：主要起草人，负责标准中性状测定、繁殖性能测定，协助起草标准等工作。
李芳远：主要起草人，协助制定项目实施方案，协助起草标准等工作等。
王世锋：主要起草人，负责标准中染色体的测定。
李高俊：主要起草人，协助制定项目实施方案，协助鱼样的收集、鉴定等。
本标准按照《GB-T1.1-2020标准化文件的结构和起草规则》给出的规则进行起草，标准起草小组查阅了有关文献，进行了充分的调查研究，在此基础上形成了海南长臀鮠种质标准的征求意见稿。
（三）标准文稿编制的主要工作过程
1.编写标准前，海南省海洋与渔业科学院淡水渔业研究所已在海南长臀鮠的资源调查、驯养、保种等方面进行了3年的研究，积累了海南长臀鮠栖息地环境、基础生物学数据、生长等大量的背景资料。在2021年申报之初即选调相关人员成立了专门的标准起草小组，经过多次开会，反复研讨，最终确定了标准的基本编制思路和内容，制定工作计划，明确了人员分工，落实了实施方案。
2.查阅和学习相关政策和文献，收集了与水产种质标准，包括DB37T 2290-2013《半滑舌鳎（种质）》、DB52T 1114-2016《贵州省昆明裂腹鱼种质标准》、DB42T 1595-2020《中华沙塘鳢种质标准》等标准，以及GB/T 1.1-2020《标准化工作导则》、GB/T 18654《养殖鱼类种质检验》国家和农业农村部有关质量管理规定、产业政策等素材。
3.标准起草小组按照既定工作计划，开展了深入的调查，数据测量、分析、检测等方面的工作，完成了海南长臀鮠种质标准草案稿，并且征求了淡水土著鱼类保育、种质鉴定等研究方向的相关科研人员的意见，在查阅了近五年来国家或地方有关鱼类种质相关标准，合理设置标准的框架结构，在听取各方面意见建议的基础上确定了标准的技术内容，于2022年6月形成了标准的征求意见稿和编制说明。
三、标准编制原则和确定标准主要内容的论据
1.标准编制的原则
水生生物种质资源是水产养殖业发展的重要基础。世界各国都对其很重视，纷纷出台规定和开展相关领域的研究。我国自上世纪80年代以来开始淡水鱼类种质资源的研究，先后建立种质资源保护区、种质资源库并开展了水产种质资源的调查，同时开展了相关养殖鱼类种质的鉴定技术、出台相关标准参数，取得了一定的成果。但对野生鱼类的种质标准的制订相对滞后，因此本标准编制的主要原则，首先是要填补海南长臀鮠这一物种种质标准的空白；其次是本标准要能够比较全面的反映近年来我国在海南长臀鮠方面的研究成果；最后是标准的可操作性，使用者可以通过本标准所列的各项数据，对海南长臀鮠种质资源进行检测和鉴定。
本标准的制订是依托编写团队近5年来在海南长臀鮠资源调查、生活史、生物学习性、驯养保种等方面取得的研究成果，在充分查阅国内外相关文献资料的基础上，借鉴和参考国内其它鱼类种质标准的编写格式和内容而制定。
本标准严格按照 GB/T 1.1-2020《标准化工作导则第1部分：标准文件的结构和起草规则》的技术要求进行了编制起草，包括（1）范围、（2）规范性引用文件、（3）术语和定语、（4）学名与分类、（5）分布与生态习性、（6）主要形态构造特征；（7）生长和繁殖、（8）肌肉生化组分和主要氨基酸组成、（9）遗传学特性；（10）规范性附录（检测方法），共10部分。
2.确定标准主要内容的依据
本标准主要包括四个方面的内容，一是海南长臀鮠主要形态构造特征，包括外部形态描述，鳍式、须等可数性状，全长、体长、体高等可量性状方面的形态学分类依据和标准；二是生长和繁殖特征，包括体长与体重的关系、繁殖生物学基本数据等；三是肌肉生化组分和主要氨基酸组成，包括鱼肉中粗蛋白、粗脂肪等常规成分以及氨基酸种类和质量；四是遗传学特性，包括染色体数目、核型分析和线粒体COI基因。本标准测定了野生海南长臀鮠染色体数目、臂数、核型和DNA条形码靶基因，以此作为其种质判定的依据。
标准内容主要依据编制小组对从南渡江采集的野生海南长臀鮠的各项测量、检测与理化分析的结果，同时也研究、参照和对比了其他学者对海南长臀鮠的形态特征、细胞遗传学特征等方面的研究成果。
2.1物种分类
参考相关鱼类分类学书籍，根据其外部形态给予分类。
2.2分布与生态习性
根据鱼类资源调查的结果，参考相关文献，以及保种驯养过程中的观察、试验，初步分析和总结出其分布与生态习性。
2.3外部形态、可数性状、可量性状特征的描述
2.3.1外部形态
根据海南长臀鮠的外部形态特征，按照鱼类外形描述的通用规则，如外形、口位、须等采用规范化的语言和格式进行描述。
2.3.2可数性状和可量性状
根据GB/T 18654.1-2008《养殖鱼类种质检验 第1部分：检验规则》、GB/T 18654.2-2008《养殖鱼类种质检验 第2部分：抽样方法》、GB/T 18654.3-2008《养殖鱼类种质检验 第3部分：性状测定》的相关要求，采集海南长臀鮠的活体样本进行鳍式、鳃耙数等可数性状的计数和体长、体高、体宽、眼径、尾柄长等各项生物学指标的测量，对数据进行分析与统计，获得相关统计结果。
2.4生长与繁殖特性
根据GB/T 18654.4-2008《养殖鱼类种质检验 第4部分：年龄与生长的测定》和GB/T 18654.6-2008《养殖鱼类种质检验 第6部分：繁殖性能的测定》的相关要求，采集海南长臀鮠活体样本，进行计数、测量和解剖，对数据进行统计分析，获得最终统计结果。
2.5肌肉生化组分和主要氨基酸组成
根据GBT 18654.10-2008《养殖鱼类种质检验 第10部分：肌肉营养成分的测定》、GBT 18654.11-2008《养殖鱼类种质检验 第11部分：肌肉中主要氨基酸含量的测定》的相关要求，采集海南长臀鮠活体样本，进行检测。
2.6细胞遗传学特性
按照GBT 18654.12-2008《养殖鱼类种质检验 第12部分：染色体组型分析的方法》，参考海南长臀鮠和其它鲤科鱼类染色体分析的相关文献，采集海南长臀鮠样本，进行了实验验证。
2.7分子遗传学特性
参考海南长臀鮠和其它鲤科鱼类有关线粒体COⅠ基因分析的相关文献，根据本标准给出的方法，采集海南长臀鮠样本进行了实验验证。
3.主要编制内容分析
3.1分类地位
海南长臀鮠Cranoglanis bouderius multiradiatus(Koller,1926)，俗称白骨鱼、骨鱼，隶属于鮎形目(Silurformes)，长臀鮠科(Cranoglanididae)，长臀鮠属(Cranoglanis)，是一种底层鱼类。
3.2分布与生态习性
根据近年来海南省海洋与渔业科学院开展的南渡江、昌化江、万泉河鱼类资源调查和海南长臀鮠及其生境专项调查，参考相关文献，可知在我国海南长臀鮠主要分布在南渡江的龙塘、新坡、儋州的松涛水库、大王岭水库和昌化江的部分水域。主要栖息于河流中下层区域，常栖息于江河、水库底层的石缝或坑中。肉食性，以淡水双壳贝类、小鱼虾等为食。
3.3外部形态特征
头胸部较粗，腹部和尾部侧扁。体色为银灰色、黑褐色，体色从背部至腹鳍基部逐渐变淡，腹部白色，各鳍均呈灰色。头部较大而尖长。口中大、前位、弧形、上颌比下颌稍长。有4对须，鼻须1对，可达眼后缘；上颌须1对，可达胸鳍基部；颏须2对，外须较长，可达胸鳍基部，内须较短，可达眼中部下方。眼中等大，侧上位。背部稍隆起，具背鳍和脂鳍各1个，背鳍较短小，具较长的锯齿状硬棘，起点位于胸鳍起点之后。脂鳍较小，后端游离。腹部平坦，胸鳍和臀鳍各具锯齿状硬棘，胸鳍末端可伸达腹鳍，肛门起点位于臀鳍起点前方。臀鳍基长，不与尾鳍相连；尾鳍叉形，上下叶几乎齐平。海南长臀鮠的外部形态见图1。
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图1 海南长臀鮠外部形态（成鱼）
3.4可数性状
海南长臀鮠的可数性状在《海南岛淡水及河口鱼类志》、《广东淡水鱼类志》等书中均有描述。本标准在编写过程中，根据对大量海南长臀鮠样本的实测数据与上述文献的描述进行了对比与验证，实测数据均处于上述文献数据的范围内，因此以实测数据为基础，采用文献中描述的相关数据作为标准的生物学数据。即背鳍Ⅱ-6，胸鳍Ⅰ-9~10，腹鳍1-11，臀鳍3-33~35，鳃耙数17~18。
3.5可量性状
2021年~2022年采集南渡江龙塘段和儋州大王岭水库的野生海南长臀鮠30尾作为样本对其的体长、体高、体宽、眼径、头长、眼间距、尾柄长、尾柄高等进行了测量，测量公具为游标卡尺（精确度为0.01mm），鱼样规格为体长105mm～367mm、体重18.4g～1020g。
经过测量和计算得出以下数据，海南长臀鮠体长为体高的3.64±0.31倍，为头长的3.80±0.38倍，为尾柄长的12.88±6.38倍，为尾柄高的11.20±1.25倍，头长为吻长的2.33±0.23倍，为眼径的4.47±1.50倍，为眼间距的2.68±1.03倍，尾柄长为尾柄高约为1.06±0.43倍左右。
3.6内部构造
通过解剖海南长臀鮠可很直观的对其内部构造进行描述。鳔呈心形，3室，分前室、左后室和右后室，前室分别与两个后室相连，但两个后室之间不连通。腹膜为暗灰色。
3.7生长与繁殖
3.7.1生长
从野外搜集野生海南长臀鮠中随机抽取30尾作为本标准制定的研究对象。体长范围105mm～367mm、体重18.4g～1020g，进行了详细的生物学测定，用游标卡尺和电子秤测量每个样本的全长、体长、体重、体高等多项生长指标。对体长与体重的参数进行线性回归方程式的构建，海南长臀鮠体重（W）与体长(L)关系式见：
W= 0.0062L3.38，R² = 0.9945
式中，W-体重，单位为克（g）；L-体长，单位为厘米（cm）；
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图2 海南长臀鮠（广东淡水鱼类志 P296）－外形测量示意图
3.7.2繁殖
自然条件下，3龄初次性成熟。繁殖期为每年的5月至10月。繁殖高峰期在6~7月，性腺每年成熟1次，卵巢发育为非同步型，1次产卵，卵具粘性。精巢呈树枝状。性成熟海南长臀鮠的性腺见图3，3+以后的个体相对繁殖力为10.4粒/g体重～14.2粒/g体重，卵径为0.8~1.2mm。
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图3 性成熟海南长臀鮠的性腺（左侧为精巢，右侧为卵巢）
3.78肌肉生化组分和主要氨基酸组成
长臀鮠的肌肉生化组分和主要氨基酸组成在张竹青等所发表的《长臀鮠含肉率及肌肉营养成分分析》、《长臀鮠肌肉脂肪酸组成分析》的论文中有描述，但其所用的样本为珠江采集的长臀鮠群体，据分析应该是珠江长臀鮠，海南长臀鮠的肌肉营养分析尚未有论文发表。本标准在编写过程中，从南渡江流域采集野生海南长臀鮠的肌肉检测其基本营养成分，所测数据与珠江长臀鮠相比有明显差异。以实测数据作为本标准中所用数据。经检测野生海南长臀鮠每100g肌肉中的生化组分质量为粗蛋白质15.2g，粗脂肪1.1g，粗灰分1.05g，水分82.8g。每100g肌肉中的氨基酸总质量为14.55g，其中天门冬氨酸的含量为1.63g，异亮氨酸的含量为0.74g，苏氨酸的含量为0.7g，亮氨酸的含量为1.26g，丝氨酸的含量为0.63g，酪氨酸的含量为0.62g，谷氨酸的含量为2.45g，苯丙氨酸的含量为0.64g，甘氨酸的含量为0.68g，赖氨酸的含量为1.47g，丙氨酸的含量为0.88g，组氨酸的含量为0.35g，精氨酸的含量为0.93g，缬氨酸的含量为0.71g，脯氨酸的含量为0.4g，蛋氨酸的含量为0.45g。
3.8细胞遗传学特征－染色体核型分析
参考珠江水产研究所分析的长臀鮠染色体核型，以及万全等的《长吻鮠染色体组型分析》制备长吻鮠的染色体标本。向实验鱼腹腔内注射PHA溶液，在效应时间内注射秋水仙素，取样，固定，染色体滴片，Giemsa染色，空气法干燥，放置于玻片盒中室温保存, 用于后续研究。
[bookmark: _Toc292718447][bookmark: _Toc292728483][bookmark: _Toc292728613][bookmark: _Toc292731395][bookmark: _Toc293158854]染色体标本经Giemsa染液染色后，置于显微镜下进行观察和拍照。选取来自不同个体的120个分散良好的中期分裂相，在显微镜下进行计数，经统计分析后确定长臀鮠二倍体的染色体数目。选取多个数目完整、形态清晰、分散良好、长度适中、着丝点清楚、两条单体适度分开的分裂相进行显微摄相和测量。计算其相对长度和臂比等，并按LEVAN提出的标准进行分类、配对和核型图。
3.8.1二倍体染色体数目
对长臀鮠120个分散良好的中期分裂进行观察和计数结果表明 (表1)，长臀鮠中77.50%的中期分裂相的二倍体染色体数目为76，由此可以判定长臀鮠二倍体染色体数目为76。
表1 海南长臀鮠二倍体染色体计数结果
	染色体数目(2n)
	≤73
	74
	75
	76
	77
	≥78
	合计

	分裂相数目
	3
	4
	12
	93
	7
	1
	120

	所占百分比（%）
	2.50
	3.33
	10.00
	77.50
	5.83
	0.83
	100


[bookmark: _Toc292718448][bookmark: _Toc292728484][bookmark: _Toc292728614][bookmark: _Toc292731396][bookmark: _Toc293158855]3.8.2染色体核型分析
选取形态清晰，着丝点易辨的中期分裂相进行观察、测量和统计分析，获得长臀鮠染色体相对长度和臂比，结果见表2，长臀鮠染色体组由2对中部着丝粒染色体，7对亚中部着丝粒染色体，7对亚端部着丝粒染色体和22对端部着丝粒染色体构成, 其核型公式为2n=4m+14sm+14st+44t, 染色体臂数(NF)为94. 根据测量结果并结合形态相似性分析，构建了长臀鮠的染色体核型 (图4)。
表2  海南长臀鮠的相对长度和臂比
	编号
	相对长度
	臂比
	类型
	编号
	相对长度
	臂比
	类型

	1
	3.08±0.37
	1.69±0.10
	M
	20
	3.18±0.08
	0
	T

	2
	2.38±0.12
	1.54±0.18
	M
	21
	3.05±0.06
	
	

	3
	3.65±0.22
	2.75±0.34
	SM
	22
	2.96±0.06
	0
	T

	4
	3.46±0.11
	2.37±0.28
	SM
	23
	2.85±0.06
	0
	T

	5
	3.09±0.24
	2.37±0.30
	SM
	24
	2.74±0.07
	0
	T

	6
	2.58±0.11
	2.73±0.23
	SM
	25
	2.66±0.05
	0
	T

	7
	2.37±0.05
	2.41±0.18
	SM
	26
	2.62±0.06
	0
	T

	8
	2.27±0.05
	2.36±0.25
	SM
	27
	2.60±0.05
	0
	T

	9
	1.86±0.18
	2.26±0.33
	SM
	28
	2.57±0.06
	0
	T

	10
	3.50±0.15
	5.29±0.33
	ST
	29
	2.50±0.05
	0
	T

	11
	3.05±0.14
	3.91±0.26
	ST
	30
	2.45±0.05
	0
	T

	12
	2.78±0.04
	4.95±0.35
	ST
	31
	2.37±0.04
	0
	T

	13
	2.59±0.11
	3.32±0.09
	ST
	32
	2.27±0.03
	0
	T

	14
	2.45±0.13
	3.77±0.32
	ST
	33
	2.18±0.04
	0
	T

	15
	2.25±0.16
	3.49±0.38
	ST
	34
	2.13±0.02
	0
	T

	16
	2.04±0.13
	3.42±0.26
	ST
	35
	2.00±0.03
	0
	T

	17
	3.99±0.05
	0
	T
	36
	1.83±0.02
	0
	T

	18
	3.45±0.16
	0
	T
	37
	1.56±0.14
	0
	T

	19
	3.36±0.20
	0
	T
	38
	1.29±0.24
	0
	T
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图4 海南长臀鮠中期分裂相(a)及染色体核型(b)
3.9分子遗传学特征－DNA条形码分析（COⅠ基因）
海南长臀鮠线粒体COⅠ基因序列分析方法
3.9.1 DNA 提取 
取鱼鳍组织，尽量剪碎，用试剂盒的方法提取基因组DNA，溶解后-20℃保存备用。
3.9..2 PCR扩增
上游引物：5’-TTCTCCACCAACCACAARGAYATYGG-3’；
下游引物：5’-CACCTCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA-3’。
扩增反应条件：反应体系为50µL, 其中Takara公司Premix Taq 25µL,10µmol/L的引物2µL，DNA模板50ng，无菌ddH2O补足50µL。
扩增条件为：94℃变性3 min,一个循环，94℃变性30 s, 60℃退火30 s, 72℃延伸45 s, 35个循环; 72℃ 延伸 10 min，4℃保存。
3.9.3序列测定 
PCR产物经回收纯化后，在DNA测序仪上测序；为保证测序的可靠性和准确性，采用双向测序，并进行人工核对、校正。
3.9.4结果计算
序列歧异度(D)按下式计算
D=序列内变异碱基数/序列碱基总数
以线粒体COI基因作为海南长臀鮠DNA条形码靶基因，全序列共631个碱基，碱基组成比例为25.7% A;  28.1% C; 17.1% G; 29.2% T。经检测海南长臀鮠种内的序列歧异度D≤0.5%，与种间的同源序列差异极显著（p<0.01），海南长臀鮠DNA条形码序列如下：
1   TGAGCCGGATAGTTGGCACAGCTCTTAGCCTACTAATTCGAGCAGAGCTAGCCCAACCTG 60
61  GGGCCCTCTTAGGTGATGATCAGATTTACAATGTTATTGTTACTGCTCATGCCTTCGTAA 120
121 TAATCTTCTTCATAGTAATACCAATTATAATTGGGGGCTTTGGAAACTGACTTGTTCCAC 180
181 TAATAATTGGGGCACCCGACATAGCATTCCCCCGAATAAATAATATGAGCTTCTGACTCC 240
[bookmark: _GoBack]241 TTCCCCCCTCTTTTTTACTGCTACTAGCCTCCTCCGGAGTCGAAGCCGGGGCCGGAACAG 300
301 GATGAACTGTTTATCCTCCCCTTGCTGGAAACCTTGCACATGCCGGAGCTTCCGTAGACC 360
361 TAACCATTTTCTCATTACATCTTGCAGGAGTCTCATCCATTCTAGGGGCCATCAACTTTA 420
421 TTACAACTATTATTAACATAAAACCCCCAGCCACATCACAATATCAAACACCCTTGTTTG 480
481 TCTGAGCTGTCCTAATTACAGCCGTTCTCCTTCTACTAGCCCTACCAGTACTAGCCGCTG 540
541 GTATTACAATACTCTTAACAGACCGAAACCTAAACACCACATTCTTTGACCCTTCAGGTG 600
601 GAGGAGACCCAATTCTTTACCAGCATCTTTT 631
四、标准框架结构
本标准文本包括的主要章节内容如下：
前言
1 范围
2 规范性引用文件
3 术语和定义
4 学名与分类
5 分布与生态习性
6 主要形态构造特征
7 生长与繁殖
8 肌肉生化组分和主要氨基酸组成
9 遗传学特性
10 规范性附录（检测方法）
五、采用国际标准和国外先进标准情况
未采用国际标准和国外先进标准。本次制定为本物种本标准在国内首次编写，具有重要作用和积极意义。
六、与有关的现行法律、法规和强制性标准的关系
本标准的编制遵循现行的法律、法规，直接引用有关强制性国家标准、行业标准，与这些文件中的规定不存在矛盾，所有内容协调一致。

《海南长臀鮠种质》地方标准编制小组
2022年6月12日
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