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随着分子生物学的快速发展和大量分子生物学数据的积累�通过分析特定基因序列来了解生物多样性及有

关差异已成为物种鉴定�种间亲缘关系和物种进化研究的一种重要辅助手段����条形码������������技术

是通过分析一个标准的目的基因序列从而对物种进行鉴定的技术�由于该技术从分子学角度来辅助物种鉴定�
弥补了由于个体差异带来的形态学鉴定缺陷�因而得到了广泛应用�并且逐渐研发出更多�更高效的分子标记�
在动物类群中�由于线粒体���������������������������具有拷贝数高�结构简单�内部几乎不发生基因

重组�进化速率快等优点�因此备受到广大研究者的青睐�棻灢棾��此外������甚至在法医学鉴定中也起着重要的

作用�棿��在 �����中����基因序列被证实在鸟类�鱼类�哺乳类和无脊椎动物等物种间存在椆椃棩的高度保守

性�具备较强的种间鉴别能力�椀灢椄��同时������ 中的����基因也被广泛用于系统进化分析和物种鉴定�椆灢棻棻��
随着 �������数据库中���和����基因序列数量逐渐增多�基因扩增通用引物的成功研发�棻棽��这两个基因都

已逐渐成为重要的分子标记�
沙塘鳢科���������������隶属于鲈形目�������������虾虎鱼亚目������������是东亚特有的中�小型溪流

底栖性肉食性鱼类�广泛分布于中国东部各省水域�具有一定的经济和生物学价值�棻棾��沙塘鳢科根据眶下骨�巩
膜骨�肩胛骨等椄个形态学特征而建立�最初下辖棾个属�随后又扩充至椂个属�即�怪沙塘鳢属����������������
华黝鱼属��������������新沙塘鳢属����������������小黄黝鱼属���������������鲈塘鳢属������������和沙塘

鳢属��������������棻棿灢棻椂��然而�这些形态特征的同源性及基于这些特征所构建的分类系统却备受争议�棻棿�棻椃灢棽棽��
在分子系统学方面�由于沙塘鳢科鱼类分子数据有限�特别是缺少一些关键物种�如怪沙塘鳢属�华黝鱼属和新

沙塘鳢属的物种�的分子信息�因而各研究得到的结果并不一致�棽棾灢棽椂��由此可见�沙塘鳢科物种鉴定及系统分类

问题的解决有待于更多物种分子信息的获得和更有效的分子标记筛选�为此�本研究以���和����基因为分

子标记�在鉴定未知种的基础上对沙塘醴科鱼类的系统发育关系进行重建�并分析这两种分子标记在沙塘醴科

鱼类物种鉴定上的有效性�以期弄清沙塘醴科鱼类内部的系统进化关系及筛选出适用于沙塘醴科鱼类物种鉴定

的���条形码�

棻材料与方法

棻灡棻材料

用于研究的椀尾沙塘鳢未知种��������������样本于棽棸棻椂年椂月在广东省梅州市丰顺县境内自然水体中

采集�

灣 收稿日期�棽棸棻椄灢棻棽灢棻椄��修回日期�棽棸棻椆灢棸棿灢棽椄��网络出版时间�棽棸棻椆灢棸椃灢棻椀�棻棽�棾棸
资助项目�国家自然科学基金���棶棾棻椀棸棻椄棿椀��重庆市自然科学基金���棶����棽棸棻椃������棸棻椂椀���棶����棽棸棻椄������棸椃棾椄��重庆市留学回国

人员创业创新支持计划���棶��棽棸棻椄棻棸椄�

第一作者简介�杨承忠�男�副教授�博士�研究方向为分子进化与动物系统学��灢�������������椑棻棽椂棶����通信作者�杨波�男�工程师��灢

����������椷棻椆椄椃棸棻椑棻椂棾棶���
网络出版地址�����������棶����棶����������������椀棸棶棻棻椂椀棶�棶棽棸棻椆棸椃棻椀棶棻棽棾棸棶棸棽椂棶����



棻灡棽方法

棻灡棽灡棻��� 提取�获取的沙塘鳢鳍条组织存于棴椄棸�冻存备用�采用经典的酚灢氯仿法提取基因组 ����用
��������棽棸棸棸超微量分光光度计和琼脂糖凝胶电泳测定���浓度及检测���完整性�并将���于棴棽棸�
保存备用�

棻灡棽灡棽���扩增与测序�对椀个样本的基因组���中���和����基因序列分别进行扩增����基因扩增引

物 分 别 为 �����棻�椀�灢�������������������������灢棾�������棻�椀�灢����������������灢
����������灢棾��椃������基因扩增引物参考 �������数据库中鱼类����基因序列设计�分别为��椀�灢���灢
�����������������灢棾����椀�灢����������������������灢棾�����反应体系为�棻棸�������棽灡椀毺��

����棽灡棸毺�����模板棻灡棸毺��上�下游引物各棻灡棸毺�����酶棸灡棽毺��然后补充���棽�棻椃灡棾毺�至终体积为

棽椀毺�����反应程序�椆棿�预变性椀����椆棿�变性棾棸��椂棸�退火棾棸��椃棽�延伸椆棸��此过程运行棾椀个循

环�最后椃棽�延伸棻棸����反应完成后保温棻棽��取棽毺����产物在琼脂糖凝胶电泳中检测�然后将有目的

条带的���产物用胶回收试剂盒�������������������������������纯化回收并送上海英骏生物技术有限

公司测序�

棻灡棽灡棾基因序列分析及系统树构建�从 �������中下载沙塘鳢科鱼类各属部分物种�表棻�的���基因序列棽棿
条�联合本研究获得的椀条序列�另将棻条圆鳞发光鲷�������������������������登录号���椂棿椄棿棾椂�的
���基因序列作为外群构建系统发育树�共计棾棸条�同样地�本研究中用于分析的����基因序列共棽椄条�包
括本研究获得的椀条序列和其他的沙塘鳢科鱼类����基因序列棽棽条�另将棻条须软鱼������������������灢
��������基因序列��������登录号���棻棸棿椆棻棿�作为外群�通过�������� 程序按照缺省参数进行序列多重

比对�棽椃��所选序列进行两两之间的 �棽�遗传距离的计算�计算由 ����完成�棽椄��利用在线软件 ���������
���������������棶棾灡棻�����������棶�����棶�������椷�����������������构建 �������灢��������������树�
选用模式为�����灢���棽������椄灡棽灡棻棸��棽椆灢棾棻�����������树在 �������棾灡棻灡棽软件中构建�位点变异设置

为��������分布�序列最佳进化模型为 ���棲�棲��运行棻棸棸棸棸棸棸代�棾棽��最后用��������棻灡棿灡棽和�����灢
������棾两款软件完成系统树的绘制�

棽结果

棽灡棻沙塘鳢科各阶元遗传距离

本研究获得的椀条沙塘鳢���基因序列长度均为椃棻棾�������基因序列长度均为棻棻棻椃���将序列提交至

��������样品编号分别为 ��棽棸棻椂棸椀棸棻���棽棸棻椂棸椀棸棾���棽棸棻椂棸椀棸棿���棽棸棻椂棸椀棸椀和 ��棽棸棻椂棸椀棸椂�与上述样品对应

的���基因登录号分别为 ��棿椃棻棽棽棿���椀棻椂棾棽棸���椀棻椂棾棽棻���椀棻椂棾棽棽和 ��椀棻椂棾棽棾�同样与之对应的����基因

登录号分别为 ��棿椃棻棽棽椀���棿椃棻棽棽椂���棿椃棻棽棽椃���棿椃棻棽棽椄和 ��棿椃棻棽棽椆����基因遗传距离分析结果显示�沙
塘鳢科鱼类种内的遗传距离为棸灡棸棸棸�棸灡棸棻棻�平均遗传距离为棸灡棸棸棾�同属种间水平的遗传距离为棸灡棸棿棸�棸灡棻椃椄�平
均遗传距离为棸灡棻椀椀�属间的遗传距离为棸灡棽棻棿�棸灡棽椀棽�平均遗传距离为棸灡棽棾棻�表棻������基因遗传距离分析结果

显示�沙塘鳢科鱼类种内遗传距离为棸灡棸棸棸�棸灡棻椀椃�平均遗传距离为棸灡棸棽棽�同属种间遗传距离为棸灡棸椂椄�棸灡棽椂棻�平
均遗传距离为棸灡棽棸椄�属间遗传距离为棸灡棽椀棻�棸灡棾棾棻�平均遗传距离为棸灡棽椄椆�表棻��

此外�本研究中沙塘鳢未知种椀个样品���基因序列间遗传距离为棸灡棸棸椀�����基因序列间遗传距离也为

棸灡棸棸椀�沙塘鳢未知种与海丰沙塘鳢����������������������������和���� 基因序列间的遗传距离仅分别为

棸灡棸棸棾和棸灡棸棸棾�与除海丰沙塘鳢外的沙塘鳢属其他物种���和���� 基因序列间的遗传距离分别为棸灡棻椀椆�
棸灡棻椃椄�平均值为棸灡棻椂椃�和棸灡棽棾椃�棸灡棽椂棻�平均值为棸灡棽棿椆��与其他属物种���和����基因序列间的平均遗传

距离为棸灡棽棿棸和棸灡棾棽棽�表棻��

棽灡棽系统发育分析

本研究中�基于���基因构建的 ��和��树呈现出一致的拓扑结构�图棻��沙塘鳢科所有属均为单系发

生�所有物种的序列都聚在各自的属所形成的进化枝内�小黄黝鱼属与鲈塘鳢属先形成姐妹群关系�再由它们

共同构成的进化枝与沙塘鳢属形成姐妹群关系�在沙塘鳢属支系内�椀条沙塘鳢未知种序列仅与海丰沙塘鳢聚

在一起�暗色沙塘鳢处于沙塘鳢属支的基部�是沙塘鳢属中最早分化出来的物种�同样地�基于����基因所构

建的 ��和��树拓扑结构与上述结果相似�图棽��只是在沙塘鳢属分枝内呈现出差异�即处于沙塘醴属支系的
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基部位置的是中华沙塘鳢而不是暗色沙塘鳢�
表棻�基于����左下�和�����右上�基因的沙塘鳢科鱼类种间和种内遗传距离

���棶棻������������������������������灢�����������������������������
������������������������������������������������������

序号 物种
种间遗传距离

棻 棽 棾 棿 椀 椂 椃 椄 椆 棻棸
���种内

遗传距离

����种内

遗传距离

棻
沙塘鳢未知种

�������������� 棸灡棸棸棾 棸灡棽棿椃 棸灡棽椂棸 棸灡棽椂棻 棸灡棽棿棿 棸灡棽棿椃 棸灡棽棾椃 棸灡棾棻棾 棸灡棾棾棻 棸灡棸棸椀 棸灡棸棸椀

棽
海丰沙塘鳢

��棶������������� 棸灡棸棸棾 棸灡棽棿椃 棸灡棽椀椆 棸灡棽椀椄 棸灡棽棿棻 棸灡棽棿棿 棸灡棽棾棿 棸灡棾棻棸 棸灡棾棽棸 棸灡棸棸棸 棸灡棸棸棸

棾
暗色沙塘鳢

�������������������� 棸灡棻椂棻 棸灡棻椀椄 棸灡棽棾棽 棸灡棽棽椄 棸灡棽棸棻 棸灡棽棻椃 棸灡棽棸椄 棸灡棽椂棽 棸灡棾棽棸 棴 棸灡棻椀椃

棿
平头沙塘鳢

�������������������������棸灡棻椀椆 棸灡棻椀椄 棸灡棻椂棸 棸灡棽棻棸 棸灡棻椃椃 棸灡棻椂棾 棸灡棻棽椃 棸灡棽椃椃 棸灡棽椆椃 棸灡棸棻棻 棸灡棸棸棸

椀
中华沙塘鳢

��������������������� 棸灡棻椃棽 棸灡棻椃棿 棸灡棻椂椂 棸灡棻椃椂 棸灡棽棸椀 棸灡棽棸椂 棸灡棻椆棽 棸灡棽椃椄 棸灡棽椆棾 棸灡棸棸棸 棸灡棸棸棸

椂
鸭绿沙塘鳢

����������������������棸灡棻椃椄 棸灡棻椃椀 棸灡棻椂棽 棸灡棻椃椄 棸灡棻椃椃 棸灡棻棻椀 棸灡棻棸棸 棸灡棽椀椀 棸灡棽椆椀 棸灡棸棸棸 棸灡棸棸椆

椃
河川沙塘鳢

������������������������棸灡棻椂椀 棸灡棻椂棿 棸灡棻椃椄 棸灡棻椂棸 棸灡棻椂椂 棸灡棸椄棻 棸灡棸椂椄 棸灡棽椀椀 棸灡棽椆椀 棸灡棸棸棸 棸灡棸棾椆

椄
断纹沙塘鳢

�����������������������棸灡棻椂椂 棸灡棻椂椀 棸灡棻椃棸 棸灡棻棿椃 棸灡棻椂椂 棸灡棸椃椆 棸灡棸棿棸 棸灡棽椀棻 棸灡棽椆棸 棸灡棸棸棾 棸灡棸棸棸

椆
葛氏鲈塘鳢

������������������ 棸灡棽棿椃 棸灡棽棾棻 棸灡棽棽棿 棸灡棽棻椃 棸灡棽椀棽 棸灡棽棾棻 棸灡棽棿椄 棸灡棽棾椃 棸灡棽椂椄 棸灡棸棸椀 棸灡棸棻棸

棻棸
小黄黝鱼

�����������������������棸灡棽棾棾 棸灡棽棾棻 棸灡棽棻椀 棸灡棽棾椃 棸灡棽棽椀 棸灡棽棽棾 棸灡棽棻椂 棸灡棽棻棿 棸灡棽棽棿 棸灡棸棸棸 棸灡棸棸棸

�������注�节点处数字表示支持率��������物种名后面的字母及数字表示 �������登录号�下同

图棻�基于���序列构建的沙塘鳢科�����系统发育树

���棶棻����������������������������������������������������������������������������

椆棾棻第棿期������������杨承忠�等�沙塘鳢科鱼类的 ���条形码及分子系统学研究



图棽�基于����序列构建的沙塘鳢科�����系统发育树

���棶棽�����������������������������������������������������������������������������棶

棾讨论

种间与种内遗传距离是物种鉴定的重要依据�������等人�椀�认为�物种的种内遗传距离应小于 ��� 条形

码规定的最大种内遗传距离�即棸灡棸棽棸�且种间遗传距离至少是种内遗传距离的棻棸倍�本研究中�基于���基

因的种内平均遗传距离为棸灡棸棸棾�种间平均遗传距离大于或等于棸灡棻椀椀�种间遗传距离是种内遗传距离的椀棽倍以

上�因此很大程度上满足了���条形码所规定的标准�此外�沙塘鳢科不同物种之间的���基因最小遗传距

离为棸灡棸棿棸�也大于上述的物种鉴定阈值棸灡棸棽棸�而种内个体间的���基因最大遗传距离为棸灡棸棻棻�均小于种内水

平棸灡棸棽棸的阈值标准�表棻��同样地�本研究中基于����基因的种内平均遗传距离为棸灡棸棽棽�种间平均遗传距离

大于或等于棸灡棽棸椆�种间遗传距离是种内遗传距离的椆灡椀倍以上�基本符合 ��� 条形码的标准�另外�基于

����基因的种间最小遗传距离�棸灡棸椂椄�大于物种鉴定阈值棸灡棸棽棸�这也符合 ��� 条形码的鉴定标准�但是�基
于����基因的暗色沙塘鳢和河川沙塘鳢种内遗传距离�分别为棸灡棻椀椃�棸灡棸棾椆�明显不符合要求�暗色沙塘鳢和

河川沙塘鳢基于����基因的种内遗传距离与本研究所涉其他物种的种内遗传距离相差甚远�甚至达到了种间

遗传距离的水平�该现象出现的原因可能有二�其一�这两个种����基因序列本身存在问题�如物种鉴定有误

或测序过程产生偏差�其二�两物种具有独特的进化方式�因此�暗色沙塘鳢和河川沙塘鳢基于����基因的相

关数据还有待于今后进一步确定�综上比较����基因在沙塘鳢科物种鉴定灵敏度上稍强于����基因�棾棾��相

关研究也表明�动物���基因较����基因拥有更适合作为���条形码的优势����基因序列椀�端的区域长度

为椂椀棸��左右�且相邻的序列保守�使得该区域易于被通用引物识别扩增�棾棿�����基因序列进化速率较慢�即使

如此�依据每棻棸棸棸棸棸棸年棽棩的进化速率来计算�椂椀棸��序列可以提供约棻棾个特征信号位点用于识别绝大多数

物种�棾椀��诸多研究也证实���基因作为���条形码在两栖爬行类�棾椂��昆虫类�棾椃��鸟类�椀��鱼类�椃�以及整个动

物界进行物种鉴定的准确性�棾椄��甚至能够鉴别红藻门������������一类的藻类植物�棾椆��
有研究认为������序列的分歧程度与物种的形成过程密切相关�椀�棿棸��事实上�椆椄棩的脊椎动物姐妹种之

间的遗传距离都大于棸灡棸棽棸�棿棻��一些种间分歧度很低�遗传距离接近棸灡棸棽棸�的物种之间可能所经历的生殖隔离

时间较短�棾椄��本研究中�基于���和����基因序列分析显示�河川沙塘鳢�断纹沙塘鳢和鸭绿沙塘鳢三者之间

的遗传距离虽然都大于鉴定阈值棸灡棸棽棸�但与其他物种之间的遗传距离相比要小棽倍左右�有的甚至少棻个数量

级�这表明三者间经历的生殖隔离时间可能较短�并具有很近的亲缘关系�基于���基因的系统发育分析也显

示�河川沙塘鳢�断纹沙塘鳢和鸭绿沙塘鳢聚为一个大的进化枝且处于整个进化树的顶部�为最晚分化的一支

�图棻��此外�虽然基于����和��� 基因的系统发育树有所差异�但也能体现棾个物种之间很近的亲缘关

棸棿棻 重庆师范大学学报�自然科学版������������棶�����棶��������������第棾椂卷



系�图棽��
本研究中�椀个沙塘鳢未知种样品基于���和����基因的遗传距离均仅为棸灡棸棸椀�表明这椀个样本为同一

物种�椀个样本与海丰沙塘鳢基于���和����基因的遗传距离均仅为棸灡棸棸棾�远远小于物种鉴定阈值棸灡棸棽棸�故
两者的遗传分化表现为种内水平�此外�椀个样本与沙塘鳢属他物种间基于��� 和���� 基因的遗传距离

�棸灡棻椀椂�棸灡棻椃椃�表现为同属种间水平�与其他属物种基于���和���� 基因的遗传距离也已到达属间水平

�棸灡棽棾棾�棸灡棽棿椀��表棻��不仅如此�系统发育分析结果也显示这椀个样本仅与海丰沙塘鳢聚一起�图棻�图棽��
由此可知�本研究所获沙塘鳢未知种实际上均为海丰沙塘鳢�
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