
文章编号：１６７４－５５６６（２０１６）０３－０３３７－０７ ＤＯＩ：１０．１２０２４／ｊｓｏｕ．２０１５０７０１５１５

巨
!

细胞色素氧化酶基因多态性及系统进化研究

收稿日期：２０１５０７２３　　　修回日期：２０１５１０１０

基金项目：国家自然科学基金（３１３６０６３８）；云南省教育厅科学研究基金重大专项（ＺＤ２０１３００９）；云南省中青年学术带头人后备人才

项目（２０１５ＨＢ０５９）；红河学院中青年学术带头人后备人才项目（２０１４ＨＢ０２０３）；红河学院博士专项（１４ｂｓ１１）

作者简介：杜　民（１９７４—），男，博士，副教授，研究方向为水生生物技术与资源。Ｅｍａｉｌ：ｄｕ２００５ｍｉｎ＠１２６．ｃｏｍ

通信作者：刘艳红，Ｅｍａｉｌ：ｋｉｄｌｉｕ１９６８＠１２６．ｃｏｍ

杜　民１，２
，牛宝珍

１，２
，王婷婷

１，２
，艾加林

１，２
，刘艳红

１，２

（１．红河学院 云南省高校农作物优质高效栽培与安全控制重点实验室，云南 蒙自　６６１１９９；２．红河学院 生命科学与技
术学院，云南 蒙自　６６１１９９）

摘　要：采用ＰＣＲ技术克隆得到１２尾巨
!

（Ｂａｇａｒｉｕｓｙａｒｒｅｌｌｉ）的细胞色素氧化酶Ⅰ（ＣＯⅠ）、细胞色素氧化酶
Ⅱ（ＣＯⅡ）和细胞色素氧化酶Ⅲ（ＣＯⅢ）的基因序列。结果显示：巨!

ＣＯⅠ基因序列全长１５５１ｂｐ，１２个个
体共出现９个单倍型，１３个突变位点；ＣＯⅡ基因序列全长６９１ｂｐ，１２个个体共出现５个单倍型，５个突变位
点；ＣＯⅢ基因序列全长７８４ｂｐ，１２个个体出现７个单倍型，８个突变位点。通过最小进化法ＭｉｎｉｍｕｍＥｖｏｌｕｔｉｏｎ
（ＭＥ）构建系统发育树分析显示，巨

!

与１４种
"

科鱼在序列上有一定的同源性，并且 ＣＯⅠ、ＣＯⅡ和 ＣＯⅢ都
与中华纹胸

"

（Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘｓｉｎｅｎｓｅ）、福建纹胸
"

（Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘｆｕｋｉｅｎｓｉｓ）、三线纹胸
"

（Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘｔｒｉｌｉｎｅａｔｕｓ）
和长丝黑

"

（Ｇａｇａｔａｄｏｌｉｃｈｏｎｅｍａ）在同一个分支，表明巨
!

与纹胸
"

属和黑
"

属有较近的亲缘关系。

关键词：巨
!

；ＣＯⅠ；ＣＯⅡ；ＣＯⅢ；序列分析；系统发育
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　　巨
!

（Ｂａｇａｒｉｕｓｙａｒｒｅｌｌｉ）在中国分布于云南省
境内的澜沧江、怒江、元江水系［１］，其肉呈黄色，

故地 方 名 叫 “黄 鱼”，隶 属 于 硬 骨 鱼 纲

（Ｏｓｔｅｒｉｃｈｔｈｙｅｓ）、鲶 形 目 （Ｓｉｌｕｒｉｆｏｒｍｅｓ）、
"

科

（Ｓｉｓｏｒｄａｅ）、
!

属（Ｂａｇａｒｉｕｓ）。巨
!

是云南特有的

大型底栖食肉鱼类，其体质量可超过 ５０ｋｇ［２］。
目前对巨

!

的研究主要集中在巨
!

的外部形态

特征［３］、人工繁殖［２］和人工驯养［４］等方面，２０１２
年糯扎渡水电站有效地解决了池塘驯养和人工

繁殖技术问题，但是鱼苗成活时间较短，通过对

研究方法不断改进，到目前为止人工繁殖技术已

经得到提升，并成功记录了巨
!

的胚胎发育过

程［５］。

线粒体ＤＮＡ是目前分子生物学研究的一个
重要领域，而鱼类ｍｔＤＮＡ是鱼类分子系统学研究
和群体遗传分析的重要标记［６］。近年来越来越

多的研究者将线粒体基因作为分子标记应用到

鱼类的分类及系统发育［７－８］、物种鉴别［９］和系统

进化关系［１０］等研究领域中。动物的细胞色素 Ｃ

氧化酶由１３个亚基组成，其中３大亚基（ＣＯⅠ、
ＣＯⅡ、ＣＯⅢ）由线粒体基因（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，
ｍｔＤＮＡ）编码合成，具有酶催化活性［１１］，是线粒体

内膜上呼吸链的重要组成部分，具有较高的保守

性，是研究远缘物种系统分类和演化的有效基

因［１２］。目前，学者利用ＣＯⅠ基因、ＣＯⅡ基因、ＣＯ
Ⅲ基因对鱼类的遗传变异与系统发育进行了研
究。如：齐兴柱等［１３］利用 ＣＯⅡ基因分析了５种
中国南海裸胸鳝属鱼类的系统进化关系；李京

等［１４］通过部分ＣＯⅡ基因分析了２８个沟胫天牛
亚种的系统发育状况；董徐辉等［１５］运用细胞色素

ｂ和细胞色素氧化酶Ⅱ基因分析了日本鬼#

和

２８种
#

形目线粒体系统发育关系；张望等［１６］通

过细胞色素氧化酶Ⅰ对鳅科鱼类８９尾个体的序
列特征进行了分析；崔文涛等［１７］通过细胞色素氧

化酶Ⅱ基因序列对中国近海１２种蛸亚科动物的
分子系统进化关系进行了分析；乔德亮等［１８］通过

细胞色素氧化酶Ⅱ对细鳞斜颌鲴３个群体线粒
体的遗传与变异进行了研究。由于人类活动对
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河干的干扰，以及对野生巨
!

的滥捕滥杀，使得

种群数量和产卵场破坏较为严重，巨
!

数量急剧

减少。为了保护巨
!

的种质资源，并对巨
!

的遗

传变异进行研究，本实验通过设计特异性引物对

巨
!

线粒体ＣＯⅠ、ＣＯⅡ和 ＣＯⅢ的基因克隆，进
行序列多态性分析并研究巨

!

的进化关系，为下

一步的研究提供分子依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
本研究的１２条巨

!

采自云南省河口县，剪

取肌肉组织放于１．５ｍＬＥＰ管中贴上对应标签，
加入无水乙醇，置于４℃保存备用。
１．２　实验方法

高纯度的巨
!

基因组 ＤＮＡ的提取采用杜民
等［１９］的酚氯仿异戊醇方法。在 １００ｍＬ１％的

琼脂糖凝胶中加入６μＬ溴化乙锭（ＥＢ）来检测提
取的ＤＮＡ样品纯度。利用设计的３对特异性引
物（表１）对提取的ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，１％的琼
脂糖凝胶检测扩增片段，用凝胶成像系统观察并

进行拍照保存。筛选出目的条带利用１．５％的琼
脂糖凝胶电泳，在暗箱式紫外分光仪下切取目的

片段，用琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒（天根生化
科技北京有限公司）回收 ＤＮＡ，于１％琼脂糖凝
胶电泳检验后与ＰＭＤ１８Ｔ载体（北京博迈德生物
技术有限公司）进行连接，利用 ＴＯＰ１０感受态细
胞进行转化并克隆，挑选阳性克隆利用 Ｍ１３通用
引物进行菌液 ＰＣＲ，扩增产物在１％的琼脂糖凝
胶上进行电泳，使用凝胶成像系统进行检测并拍

照保存，筛选出具有阳性克隆的菌株，送南京金

斯瑞生物科技有限公司测序。

表１　引物名称及序列
Ｔａｂ．１　 Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物名称

ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列（５′３′）

ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
目的片段大小／ｂｐ
ｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｚｅ

Ｂａｙａ０９Ｆ ＧＡＧＴＧＡＡＡＡＹＣＴＣＣＴＡＧＴＣＹＣＴ １３０４
Ｂａｙａ０９Ｒ ＧＴＴＴＣＴＣＡＴＴＴＡＡＴＷＧＡＫＣＣＴＣＣ
Ｂａｙａ１０Ｆ ＴＡＧＡＣＡＣＣＣＧＡＣＧＡＴＡＹＴＴＹＡＣＡ １１７２
Ｂａｙａ１０Ｒ ＧＡＡＧＧＹＣＡＲＧＴＴＴＴＣＧＴＡＧＴＣ
Ｂａｙａ１１Ｆ ＧＣＣＴＣＣＣＣＹＲＴＡＡＴＡＧＡＡＧＡＡ １２０８
Ｂａｙａ１１Ｒ ＧＡＣＧＧＣＣＡＧＧＣＣＹＡＴＡＴＴＴＡ
Ｂａｙａ１３Ｆ ＴＡＣＡＡＧＡＡＡＡＣＧＴＡＴＡＡＴＧＧＣＣ １２５８
Ｂａｙａ１３Ｒ ＣＣＧＡＡＡＴＣＡＧＡＧＧＴＣＴＴＲＴＲＴ

１．３　数据分析
利用ＤＮＡＭＡＮ５．０对克隆得到的序列进行

手动剪切并与 ＧｅｎＢａｎｋ中巨
!

序列进行配对剪

切得到目的基因的序列全长，对序列进行同源性

分析；利用ＭＥＧＡ５．０软件进行碱基组成分析、遗
传距离分析并利用最小进化 法 （ｍｉｎｉｍｕｍ
ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，ＭＥ）构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　序列分析
采用 ＤＮＡＭＡＮ５．０和 ＭＥＧＡ５．０软件对获

得的巨
!

序列进行拼接并分析，表明巨
!

ＣＯⅠ
基因序列全长１５５１ｂｐ，起始密码子为ＡＴＧ，终止
密码子为ＴＡＡ，１２个个体共出现了９个单倍型（１
号和２号为一个单倍型，５号、１０号和１２号为一

个单倍型），１３个突变位点；ＣＯⅡ基因序列全长
６９１ｂｐ，１２个个体共出现了５个单倍型（５号、６
号、８号、９号和１０号为一个单倍型），５个突变
点，起始密码子为ＡＴＧ，终止密码子为ＴＧＡ；ＣＯⅢ
基因序列全长７８４ｂｐ，１２个个体出现了７个单倍
型（１号、５号、６号、８号、９号和１０号为一个单倍
型），８个突变位点，起始密码子为ＡＴＧ，终止密码
子为 ＴＧＡ。ＣＯⅠ 碱 基 组 成 Ｔ含 量 最 高
（２９．１％），Ｇ含量最低（１８．１％），Ａ＋Ｔ（５６．５％）
明显高于Ｇ＋Ｃ（４３．５％）；ＣＯⅡ碱基组成 Ａ含量
最高（３０．７％），Ｇ含量最低（１５．８％），Ａ＋Ｔ
（５７．２％）明显高于Ｇ＋Ｃ（４２．９％）；ＣＯⅢ碱基组
成Ｔ含量最高（２７．６％），Ｇ含量最低（１７．４％），
Ａ＋Ｔ（５５．０％）明显高于 Ｇ＋Ｃ（４５．０％）。具体
碱基含量见表２～４。

８３３
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表２　巨
!

线粒体ＣＯⅠ碱基组成
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｂａｓｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＢ．ｙａｒｒｅｌｌｉｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＣＯⅠ ｇｅｎｅ ％

个体编号 ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｎｕｍｂｅｒ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ａ＋Ｔ Ｇ＋Ｃ

１／２ ２９．１ ２５．５ ２７．４ １８ ５６．５ ４３．５
１０ ２９．２ ２５．３ ２７．３ １８．１ ５６．５ ４３．４

５／１１／１２ ２９．１ ２５．５ ２７．３ １８．１ ５６．４ ４３．６
３ ２９．３ ２５．４ ２７．４ １７．９ ５６．７ ４３．３
４ ２９．１ ２５．５ ２７．４ １８．１ ５６．５ ４３．６
６ ２９．６ ２５．５ ２７．３ １８．１ ５６．９ ４３．６
７ ２９ ２５．７ ２７．４ １７．９ ５６．４ ４３．６
８ ２９．１ ２５．５ ２７．３ １８．１ ５６．４ ４３．６
９ ２９．１ ２５．５ ２７．３ １８．１ ５６．４ ４３．６

平均数ａｖｅｒａｇｅ ２９．１ ２５．５ ２７．４ １８．１ ５６．５ ４３．６

表３　 巨
!

线粒体ＣＯⅡ碱基组成
Ｔａｂ．３　ＴｈｅｂａｓｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＢ．ｙａｒｒｅｌｌｉｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＣＯⅡｇｅｎｅ ％

个体编号 ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｎｕｍｂｅｒ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ａ＋Ｔ Ｇ＋Ｃ

１／７ ２６．５ ２７．１ ３０．７ １５．８ ５７．２ ４２．９
５／６／８／９／１０／１１／１２ ２６．５ ２７．１ ３０．８ １５．６ ５７．３ ４２．７

２ ２６．５ ２７．１ ３０．７ １５．８ ５７．２ ４２．９
３ ２６．３ ２７．１ ３０．７ １５．９ ５７ ４３
４ ２６．５ ２７．１ ３０．７ １５．８ ５７．２ ４２．９

平均值ａｖｅｒａｇｅ ２６．５ ２７．１ ３０．７ １５．８ ５７．２ ４２．９

表４　巨
!

线粒体ＣＯⅢ碱基组成
Ｔａｂ．４　ＴｈｅｂａｓｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＢ．ｙａｒｒｅｌｌｉｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＣＯⅢ ｇｅｎｅ ％

个体编号 ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｎｕｍｂｅｒ Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ａ＋Ｔ Ｇ＋Ｃ

１／５／６／８／９／１０ ２７．７ ２７．６ ２７．４ １７．３ ５５．１ ４４．９
１１ ２７．７ ２７．６ ２７．６ １７．２ ５５．３ ４４．８
１２ ２７．６ ２７．７ ２７．４ １７．３ ５５．０ ４５．０
２ ２７．６ ２７．７ ２７．６ １７．２ ５５．２ ４４．９
３ ２７．７ ２７．６ ２７．３ １７．５ ５５．０ ４５．１
４ ２７．７ ２７．６ ２７．３ １７．５ ５５．０ ４５．１
７ ２７．７ ２７．６ ２７．３ １７．５ ５５．０ ４５．１

平均值ａｖｅｒａｇｅ ２７．６ ２７．６ ２７．４ １７．４ ５５．０ ４５．０

２．２分子系统遗传关系
对１２个个体的遗传距离进行分析表明：ＣＯⅠ

的１０号个体与３号、４号和８号个体（０．００３９），
ＣＯⅡ的 ２号个体与 １号、２号和 ５号个体
（０．００４４），ＣＯⅢ 的 ２号个体与 ３号个 体
（０．００３９）遗传距离最大。利用 ＭＡＧＥ５．０软件
中的最小进化法（ｍｉｎｉｍｕｍｅｖｏｌｕｔｉｏｎ，ＭＥ）将巨

!

与中华纹胸
"

（Ｇｌｙｐｔｏｈｏｒａｘｓｉｎｅｎｓｉｓ）、中华
"

（Ｐａｒｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓ ｓｉｓｅｎｓｉｓ）、 福 建 纹 胸
"

（Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘｆｕｋｉｅｎｓｉｓ）、三线纹胸
"

（Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘ
ｔｒｉｌｉｎｅａｔｕｓ）、大鳍异齿

$

（Ｏｒｅｏｇｌａｎｉｓｍａｃｒｏｐｔｅｒｕｓ）、
黄 斑 褶

"

（Ｐｓｅｕｄｅｃｈｅｎｅｉｓ ｓｕｌｃａｔａ）、拟
$

（Ｐｓｅｕｄｅｘｏｓｔｏｍａ ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）、 细 尾
"

（Ｐａｒｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｇｒａｃｉｌｉｃａｕｄａｔａ）、藏
$

（Ｅｘｏｓｔｏｍａ
ｌａｂｉａｔｕｍ）、凿齿

"

（Ｇｌａｒｉｄｏｇｌａｎｉｓａｎｄｅｒｓｏｎｉｌ）、扁头
"

（Ｃｒｅｔｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｋａｍｅｎｇｅｎｓｉｓ）、黄 石 爬
"

（Ｅｕｃｈｉｏｇｌａｎｉｓ ｋｉｓｈｉｎｏｕｇｅｉ）、 黑 斑 原
"

（Ｇｌｙｐｔｏｓｔｅｍｏｎｍａｃｕｌａｔｕｍ）、长丝黑
"

（Ｇａｇａｔａ
ｄｏｌｉｃｈｏｎｅｍａ）等１４种

"

科鱼碱基序列构建系统发

育树，结果显示ＣＯⅠ、ＣＯⅡ和 ＣＯⅢ都与中华纹
胸

"

、福建纹胸
"

、三线纹胸
"

和长丝黑
"

在同

一个分支，表明巨
!

与纹胸
"

属和黑
"

属的亲缘

关系较近。１４种
"

科鱼类基因片段的登录号见

表５，具体系统发育树见图１～３。
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表５　１５种
"

科种类及登录号

Ｔａｂ．５　１５ｓｐｅｃｉｅｓａｎｄａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆＳｉｓｏｒｉｄａｅ
属名 ｇｅｎｕｓ 物种 ｓｐｅｃｉｅｓ 登录号 ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

中华纹胸
"

（Ｇｌｙｐｔｏｈｏｒａｘｓｉｎｅｎｓｉｓ） ＮＣ＿０２４６７２
纹胸

"

属（Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘ） 福建纹胸
"

（Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘｆｕｋｉｅｎｓｉｓ） ＮＣ＿０１８７６９
三线纹胸

"

（Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘｔｒｉｌｉｎｅａｔｕｓ） ＮＣ＿０２１６０８
褶

"

属（Ｐｓｅｕｄｅｃｈｅｎｅｉｓ） 黄斑褶
"

（Ｐｓｅｕｄｅｃｈｅｎｅｉｓｓｕｌｃａｔａ） ＮＣ＿０２１６０５
原

"

属（Ｇｌｙｐｔｏｓｔｅｍｏｎ） 黑斑原
"

（Ｇｌｙｐｔｏｓｔｅｍｏｎｍａｃｕｌａｔｕｍ） ＮＣ＿０２１５９７
石爬

"

属（Ｅｕｃｈｉｏｇｌａｎｉｓ） 黄石爬
"

（Ｅｕｃｈｉｏｇｌａｎｉｓｋｉｓｈｉｎｏｕｇｅｉ） ＮＣ＿０２１５９８
中华

"

（Ｐａｒｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｓｉｓｅｎｓｉｓ） ＮＣ＿０２４４３４
"

属（Ｐａｒｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓ） 细尾
"

（Ｐａｒｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｇｒａｃｉｌｉｃａｕｄａｔａ） ＮＣ＿０２１６０３
扁头

"

（Ｃｒｅｔｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｋａｍｅｎｇｅｎｓｉｓ） ＮＣ＿０２１５９９
凿齿

"

属（Ｇｌａｒｉｄｏｇｌａｎｉｓ） 凿齿
"

（Ｇｌａｒｉｄｏｇｌａｎｉｓａｎｄｅｒｓｏｎｉｌ） ＮＣ＿０２１６００
拟

$

属（Ｐｓｅｕｄｅｘｏｓｔｏｍａ） 拟
$

（Ｐｓｅｕｄｅｘｏｓｔｏｍａｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ） ＮＣ＿０２１６０４
异齿

$

属（Ｏｒｅｏｇｌａｎｉｓ） 大鳍异齿
$

（Ｏｒｅｏｇｌａｎｉｓｍａｃｒｏｐｔｅｒｕｓ） ＮＣ＿０２１６０７
$

属（Ｅｘｏｓｔｏｍａ） 藏
$

（Ｅｘｏｓｔｏｍａｌａｂｉａｔｕｍ） ＮＣ＿０２１６０１
黑

"

属（Ｇａｇａｔａ） 长丝黑
"

（Ｇａｇａｔａｄｏｌｉｃｈｏｎｅｍａ） ＮＣ＿０２１５９６
!

属（Ｂａｇａｒｉｕｓ） 巨
!

（Ｂａｇａｒｉｕｓｙａｒｒｅｌｌｉ） ＮＣ＿０２１６０６

图１　利用ＭＥ法构建１５种
"

科鱼

线粒体ＣＯⅠ基因分子系统树
Ｆｉｇ．１　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｂｙＭＥｍｅｔｈｏｄｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＣＯⅠ
ｇｅｎｅｆｒｏｍ１５ｓｐｅｃｉｅｓｏｆＳｉｓｏｒｉｄａｅ

图２　利用ＭＥ法构建１５种
"

科鱼

线粒体ＣＯⅡ分子基因系统树
Ｆｉｇ．２　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｂｙＭＥｍｅｔｈｏｄｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＣＯⅡ
ｇｅｎｅｆｒｏｍ１５ｓｐｅｃｉｅｓｏｆＳｉｓｏｒｉｄａｅ

图３　利用ＭＥ法构建１５种
"

科鱼

线粒体ＣＯⅢ分子系统树
Ｆｉｇ．３　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｂｙＭＥｍｅｔｈｏｄｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＣＯⅢ
ｇｅｎｅｆｒｏｍ１５ｓｐｅｃｉｅｓｏｆＳｉｓｏｒｉｄａｅ

３　讨论

巨
!

在中国主要分布于云南省的怒江、澜沧

江以及元江水系。红河州河口县位于元江下游，

元江是该河流流经云南省玉溪市元江地段的名

称，流经红河州地段就称之为红河［２０］。本实验研

究的巨
!

来源于地势比较平坦的河口县地段，该

流域较适合巨
!

的生存。通过对巨
!

的多态性

研究可以探讨在该流域的巨
!

遗传变异程度。

多态性指两个无关个体的碱基平均相差３％
但不改变氨基酸排列［６］。核苷酸多态性是衡量

一个群体遗传多样性大小的重要指标［１８］。目前，

基因的多态性研究主要应用于人类疾病方面，到

目前为止全球已有１８３１种疾病可以用基因多态

０４３
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!

细胞色素氧化酶基因多态性及系统进化研究

性技术进行诊断［２１］，但是，运用基因的多态性对

巨
!

鱼类遗传和变异方面进行研究的资料不多。

本研究对巨
!

的 ＣＯⅠ、ＣＯⅡ、ＣＯⅢ基因进行克
隆，并对其多态性进行分析，建立与

"

科的系统

进化关系来对河口巨
!

进行深入研究，以确立其

种群关系。

本研究通过克隆得到巨
!

１２个个体 ＣＯⅠ、
ＣＯⅡ、ＣＯⅢ基因序列，并利用 ＭＥＧＡ５．０分析表
明ＣＯⅠ基因序列全长１５５１ｂｐ，起始密码子为
ＡＵＧ，终止密码子为 ＴＡＡ；出现了５个 Ｔ与 Ｃ的
转换，１个 Ａ与 Ｃ的转换，５个 Ｇ与 Ａ的转换，１
个Ｇ与Ｔ的转换，１个Ａ与Ｔ的颠换；一个１２个
位点的插入，插入序列为ＣＡＡＣＡＣＴＣＣＡＴＧ，共１４
个变异位点。ＣＯⅡ基因序列全长６９１ｂｐ，起始密
码子为 ＡＴＧ，终止密码子为 ＴＧＡ；出现了４个 Ａ
与Ｇ的转换，１个 Ｔ与 Ｃ的转换，共５个变异位
点。ＣＯⅢ基因序列全长 ７８４ｂｐ，起始密码子为
ＡＴＧ，终止密码子为 ＴＧＡ，出现了５个 Ａ与 Ｇ的
转换，２个 Ｔ与 Ｃ的转换，１个缺失。符合 ＤＮＡ
进化转换比颠换发生频率高的特点［２２］。多态性

分析在序列上都具有较高的同源性，ＣＯⅠ基因遗
传距离在０．０００６～０．００３９之间，ＣＯⅡ基因遗传
距离在０．００１５～０．００４４之间，ＣＯⅢ基因遗传距
离在０．００１３～０．００３９之间，都非常接近表现出
了遗传的高度稳定。可初步断定来自同一流域

的不同个体 ＣＯⅠ、ＣＯⅡ、ＣＯⅢ具有较高的遗传
稳定性，可能由于生活在同一河流的原因，这些

基因的突变率较低，序列较为保守。通过碱基成

分分析，虽然 ３个基因的碱基含量有一定的差
别，但是都同时表现为Ａ＋Ｔ含量明显高于Ｇ＋Ｃ
含量，符合脊椎动物线粒体 ＤＮＡ碱基组成的特
点。系统发育研究表明，ＣＯⅠ、ＣＯⅡ、ＣＯⅢ都与
中华纹胸

"

、福建纹胸
"

、三线纹胸
"

和长丝黑

"

在同一个分支，此结果与报道的巨
!

属于
"

科

的外缘种类［２０］相符合，同时与报道的黑
"

属包含

!

属和纹胸
"

属的分类相一致［２３］。通过系统进

化树分析还可以看出河口巨
!

与 ＧｅｎＢａｎｋ中巨
!

（云南省澜沧江流域）的基因序列有一定的差

异，可为下一步的研究提供分子依据。
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［９］　ＪＥＯＮＨＢ，ＣＨＯＩＳＨ，ＳＵＫＨＹ．Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇｔｈｅｕｔｉｌｉｔｙｏｆ

ｐａｒｔｉａｌｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ１ｆｏｒＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇｏｆ

ｇｏｂｉｅｓ［Ｊ］．ＡｎｉｍａｌＳｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ，ＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｎｄＤｉｖｅｒｓｉｔｙ，

２０１２，２８（４）：２６９－２７８．

［１０］　李林，梁宏伟，李忠，等．瓦氏黄颡鱼线粒体全基因组序

列分析及系统进化［Ｊ］．遗传，２０１１，３３（６）：６２７－６３５．

ＬＩＬ，ＬＩＡＮＧＨＷ，ＬＩＺ，ｅｔａｌ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｙ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｃｏｍｐｌｅｔｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｇｅｎｏｍｅｏｆＰｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓ

ｖａｃｈｅｌｌｉ［Ｊ］．Ｈｅｒｅｄｉｔａｓ（Ｂｅｉｊｉｎｇ），２０１１，３３（６）：６２７－

６３５．

［１１］　晁燕，祁得林，申志新，等．黄河裸裂尻鱼细胞色素Ｃ氧

化酶Ⅰ，Ⅱ和Ⅲ亚基基因的克隆及序列特征分析［Ｊ］．动

物学杂志，２０１１，４６（４）：１６－２４．

ＣＨＡＯＹ，ＱＩＤＬ，ＳＨＥＮＺＸ，ｅｔａｌ．Ｃｌｏｎｉｎｇａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｓｅｎｃｏｄｉｎｇｍｔＤＮＡ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣｏｘｉｄａｓｅ

ｓｕｂｕｎｉｔｓⅠ，Ⅱ ａｎｄⅢ ｉｎＳｃｈｉｚｏｐｙｇｏｐｓｉｓｐｙｌｚｏｖｉ［Ｊ］．Ｃｈｉｎｅｓｅ

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＺｏｏｌｏｇｙ，２０１１，４６（４）：１６－２４．

１４３
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［１２］　邵爱华．暗纹东方（Ｔａｋｉｆｕｇｕｆａｓｃｉａｔｕｓ）线粒体 ＤＮＡ的

分离纯化及其几个重要基因的克隆与序列分析［Ｄ］．苏

州：苏州大学，２００５．

ＳＨＡＯＡＨ．ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡａｎｄｃｌｏｎｉｎｇ

ａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｓｅｖｅｒａｌｉｍｐｏｒｔａｎｔｇｅｎｅｓｆｒｏｍ

Ｔａｋｉｆｕｇｕｆａｓｃｉａｔｕｓ［Ｄ］．Ｓｕｚｈｏｕ：ＳｏｏｃｈｏｗＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２００５．

［１３］　齐兴柱，尹绍武，张本，等．基于ｍｔＤＮＡＣＯⅡ基因序列

对中国南海裸胸鳝属鱼类分子系统进化关系的研究［Ｊ］．

水产科学，２０１０，２９（１０）：６０５－６０９．

ＱＩＸＺ，ＹＩＮＳＷ，ＺＨＡＮＧＢ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ

ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓａｍｏｎｇｓｉｘｓｐｅｃｉｅｓｉｎｍｏｒａｙｅｅｌｓＧｙｍｎｏｔｈｏｒａｘｓｐ

ｉｎｓｏｕｔｈＣｈｉｎａＳｅａｂｙｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｏｘｉｄａｓｅⅡ ｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

［Ｊ］．ＦｉｓｈｅｒｉｅｓＳｃｉｅｎｃｅ，２０１０，２９（１０）：６０５－６０９．

［１４］　李京，安世恒，张鸿飞，等．沟胫天牛亚科部分种类线粒

体ＣＯⅡ基因特征及其系统发育研究［Ｊ］．河南农业大学

学报，２０１３，４７（６）：７１５－７２１．

ＬＩＪ，ＡＮＳＨ，ＺＨＡＮＧＨＦ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｎｍｉｔｈｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ

ＣＯⅡ ｇｅｎｅｃｈａｒａｃｔｅｒｓａｎｄｉｔｓｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

Ｌａｍｉｉｎａｅｐａｒｔｉａｌｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｅｎａｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１３，４７（６）：７１５－７２１．

［１５］　董徐辉，李明云，陈炯，等．日本鬼
#

（Ｉｎｉｍｉｃｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）

线粒体Ｃｙｔｂ和ＣＯⅡ基因的克隆及#

形目系统发育分析

［Ｊ］．海洋与湖沼，２０１１，４２（１）：４７－５４．

ＤＯＮＧＸＨ，ＬＩＭＹ，ＣＨＥＮＪ，ｅｔａｌ．ＣｌｏｎｉｎｇｏｆＩｎｉｍｉｃｕｓ

ｊａｐｏｎｉｃｕｓｍｉｔｈｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＣｙｔｂａｎｄＣＯⅡ ｇｅｎｅａｎｄｔｈｅｉｒ

ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｉｎＳｃｏｒｐａｅｎｉｆｏｒｍｅｓ［Ｊ］．Ｏｃｅａｎｏｌｏｇｉａｅｔ

ＬｉｍｎｏｌｏｇｉａＳｉｎｉｃａ，２０１１，４２（１）：４７－５４．

［１６］　张望，陈秀开，彭勇，等．鳅科鱼类 ＤＮＡ条形码分析及泥

鳅和大鳞副泥鳅的分子鉴定［Ｊ］．淡水渔业，２０１５，４５

（３）：１９－２４．

ＺＨＡＮＧＷ，ＣＨＥＮＸＫ，ＰＥＮＧＹ，ｅｔａｌ．ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｏｂｉｔｉｄａｅｆｉｓｈｅｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｎｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒ

ｍｉｓｇｕｒｎｕｓａｎｇｕｉｌｌｉｃａｕｄａｔｕｓａｎｄｐａｒａｍｉｓｇｕｒｎｕｓｄａｂｒｙａｎｕｓ［Ｊ］．

ＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＦｉｓｈｅｒｉｅｓ，２０１５，４５（３）：１９－２４．

［１７］　崔文涛，刘立芹，李红梅，等．基于 ＣＯⅡ基因序列的中

国近海１２种蛸亚科动物的分子系统进化研究［Ｊ］．渔业

科学进展，２０１３，３４（３）：２１－２８．

ＣＵＩＷ Ｔ，ＬＩＵＬＱ，ＬＩＨＭ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎｉｃｓｔｕｄｙｏｆ

ＯｃｔｏｐｏｄｉｎａｅｉｎｔｈｅＣｈｉｎａｓｅａｓｂａｓｅｄｏｎＣＯⅡ ｐａｒｔｉａｌ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．ＰｒｏｇｒｅｓｓｉｎＦｉｓｈｅｒｙＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１３，３４（３）：

２１－２８．

［１８］　乔德亮，何晓梅，韦传宝，等．细鳞斜颌鲴三个群体线粒

体ＣＯⅡ基因的遗传变异［Ｊ］．淡水渔业，２０１１，４１（５）：

１７－２１．

ＱＩＡＯＤＬ，ＨＥＸＭ，ＷＥＩＣＢ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆ

ｍｔＤＮＡＣＯⅡ ｇｅｎｅｉｎｔｈｒｅｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＰｌａｇｉｏｇｎａｔｈｏｐｓ

ｍｉｃｒｏｌｅｐｉｓ［Ｊ］．ＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＦｉｓｈｅｒｉｅｓ，２０１１，４１（５）：１７－

２１．

［１９］　杜民，牛宝珍，罗彩艳，等．巨
!

野生群体遗传多样性的

ＲＡＰＤ分析［Ｊ］．淡水渔业，２０１５，４５（１）：１５－１９，２４．

ＤＵＭ，ＮＩＵＢＺ，ＬＵＯＣＹ，ｅｔａｌ．ＲＡＰＤａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｔｈｅｗｉｌｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＢａｇａｒｉｕｓｙａｒｒｅｌｌｉ［Ｊ］．

ＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＦｉｓｈｅｒｉｅｓ，２０１５，４５（１）：１５－１９，２４．

［２０］　周用武，庞峻峰，周伟，等．
"

科褶
"

属鱼类部分线粒体

ＤＮＡ序列分析与分子进化［Ｊ］．西南林学院学报，２００７，

２７（３）：４５－５１．

ＺＨＯＵＹＷ，ＰＡＮＧＪＦ，ＺＨＯＵＷ，ｅｔａｌ．Ｔａｘｏｎｏｍｙａｎｄ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎｏｆｇｅｎｕｓＰｓｅｕｄｅｃｈｅｎｅｉｓｉｎｆａｍｉｌｙＳｉｓｏｒｉｄａｅ

ｉｎｆｅｒｒｅｄｆｒｏｍ ｐａｒｔｉａｌｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｏｕｔｈｗｅｓｔＦｏｒｅｓｔｒｙＣｏｌｌｅｇｅ，２００７，２７（３）：４５－

５１．

［２１］　梁辰．基因多态性检测项目综合评价研究［Ｄ］．北京：中国

科学院大学，２０１４．

ＬＩＡＮＧＣ．Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｅｖａｌｕｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐｒｏｊｅｃｔ［Ｄ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅ

ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１４．

［２２］　单云晶，鲁翠云，李超，等．基于线粒体 ＣＯⅠ基因序列

的５种鲤养殖品种遗传多样性研究［Ｊ］．中国水产科学，

２０１３，２０（５）：９３１－９３８．

ＳＨＡＮＹＪ，ＬＵＣＹ，ＬＩＣ，ｅｔａｌ，ＳｔｕｄｙｏｆＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ

ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＣＯⅠ ｇｅｎｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｆｉｖｅｃａｒｐｖａｒｉｅｔｉｅｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｉｓｈｅｒｙ

ＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆＣｈｉｎａ，２０１３，２０（５）：９３１－９３８．

［２３］　肖海，代应贵，张晓杰，等．我国
"

科鱼类种质资源研究

进展［Ｊ］．广东农业科学，２０１０（８）：１８０－１８２，１９８．

ＸＩＡＯＨ，ＤＡＩＹＧ，ＺＨＡＮＧＸＪ，ｅｔａｌ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｔｈｅ

ｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｒｅｓｏｕｒｃｅｓｏｆＳｉｓｏｒｉｄａｅｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．

ＧｕａｎｇｄｏｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１０（８）：１８０－１８２，

１９８．

２４３



３期 杜　民，等：巨
!

细胞色素氧化酶基因多态性及系统进化研究

Ｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｙｏｆｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｏｘｉｄａｓｅｇｅｎｅｏｆ
Ｂａｇａｒｉｕｓｙａｒｒｅｌｌｉ

ＤＵＭｉｎ１，２，ＮＩＵＢａｏｚｈｅｎ１，２，ＷＡＮＧＴｉｎｇｔｉｎｇ１，２，ＡＩＪｉａｌｉｎ１，２，ＬＩＵＹａｎｈｏｎｇ１，２

（１．ＫｅｙＬａｂｆｏｒＱｕａｌｉｔｙ，ＥｆｆｉｃｉｅｎｔＣｕｌｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄＳｅｃｕｒｉｔｙＣｏｎｔｒｏｌｏｆＣｒｏｐｓｉｎＣｏｌｌｅｇｅｓａｎｄＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＹｕｎｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，
ＨｏｎｇｈｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｍｅｎｇｚｉ　６６１１９９，Ｙｕｎｎａｎ，Ｃｈｉｎａ；２．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＨｏｎｇｈｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｍｅｎｇｚｉ　
６６１１９９，Ｙｕｎｎａｎ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＴｈｅｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔⅠ，ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔⅡ ａｎｄ
ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｏｘｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔⅢ ｏｆ１２ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｏｆＢａｇａｒｉｕｓｙａｒｒｅｌｌｉｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＰＣＲｔｅｃｈｎｉｑｕｅａｎｄ
ｃｌｏｎｅｍｅｔｈｏｄｓ；ＭＥＧＡ５．０ｐｒｏｇｒａｍｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｉｒｐｈｙｌｏｇｅｎｙａｎｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ．Ｉｔｃａｎｂｅｓｅｅｎ
ｆｒｏｍｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｔｈａｔｔｈｅｔｏｔａｌｌｅｎｇｔｈｏｆＣＯⅠ ｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｗａｓ１５５１ｂｐ，ａｓｗｅｌｌａｓ１２ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｓｈｏｗｅｄ９
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