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线粒体 D2loop序列变异与东方鲀属鱼类系统发育
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摘要 :东方鲀属的红鳍东方鲀 ( Takifugu rubripes)是后基因组时代的一种重要模式生物。本研究中 ,利用东方鲀属

11种鱼类 (18尾 )的 D 2loop基因序列 ,对东方鲀属鱼类的系统发育关系进行研究。经序列比对排定后 ,分析中

D2loop序列有 841个位点 ,其中 395个位点为可变位点 , 267个位点为系统发育信息位点。分别采用邻接法 (NJ)、

最大简约法 (MP)、最大似然法 (ML)和贝叶斯方法构建了分子系统树。研究结果表明 : (1)东方鲀属鱼类为一单系

类群 ; (2)由横纹东方鲀 ( T1 oblongus)和铅点东方鲀 ( T1 a lboplum beus)构成的姊妹群位于这个类群的基部。此外 ,

本属鱼类物种分类现状还需要进一步的澄清。
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　　东方鲀属 ( Takifugu Abe)是鲀形目中一个区域

性分布的类群 ,主要分布区域从日本岛西部到中国沿

海 ,极少数可以分布到印度洋 [ 1—4 ] (图 1)。据中国动

物志记载 ,我国分布有 22种东方鲀属鱼类 (其中包括

两个新种 ,而 fishbase2http: / /www1fishbase1org数据

库中记载的有效种为 23个 ) ,分布在一些大的河口

区域 (如珠江、长江等河口 )和渤海、黄海、东海和南

海等海域 [ 4 ]。从 20世纪 90年代开始 ,拥有“简约”

基因组的红鳍东方鲀 ( T1 rubripes) ,成为后基因组

时代一个新的研究热点 ,全基因组草图已经完

成 [ 5 ]。东方鲀属鱼类在未来基因查询、注释和功能

研究过程中 ,将发挥非常重要的作用 [ 4, 6, 7 ]。

一直以来 ,鲀形目鱼类的分子系统发育研究主

要集中在属间及属以上分类单元 [ 8, 9 ]
,有关该类群

种间或种内分化的研究还相对缺乏 [ 10 ]。有关属内

系统发育关系的研究主要集中在形态学层面 [ 11—16 ]。

Abe
[ 12 ]、成庆泰等 [ 15 ]、王可玲等 [ 16 ]和 M iyaki等 [ 17 ]

分别利用形态学和细胞学特征 ,对东方鲀属内物种

间的相互关系进行了研究。

近年来 ,分子系统学方法开始被应用到东方鲀

属鱼类的系统发育研究中。陈超等 [ 18 ]、宋林生

等 [ 4, 19 ]和宋林生等 [ 20 ]分别利用 RAPD (Random am2

图 1　东方鲀属鱼类的采样 (A)及分布 (B,阴影部分 )

Fig11　The samp ling localities of the pufferfishes used in this

study (A) 1 The distribution of the Takifugu Abe (B , shaded)

p lified polymorphic DNA)和 16S rRNA ( 572bp )研究

了假睛东方鲀 ( T1 pseudomm us)、红鳍东方鲀、虫纹

东方鲀 ( T1 verm icu la ris)、黄鳍东方鲀 ( T1 xan thopter2
us)和星点东方鲀 ( T1 n iphobles)等少数几种东方鲀

属鱼类的系统发育关系和群体遗传结构。最近 ,我

们利用细胞色素 b和 12S rRNA基因 ,较为系统地研

究了东方鲀属鱼类内部系统发育关系 [ 21 ]。由于东
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方鲀属鱼类各物种间的遗传距离较小 ,且它们的可

能分化模式较为复杂 ,上述研究并没有完全解决东

方鲀属内系统发育关系 [ 21 ]。

线粒体基因是研究近缘物种系统发育关系常用

的分子标记。线粒体控制区 (D2loop )的序列变异速

率较快 ,它是在亲缘关系较近的类群间系统发育关

系研究中广泛使用的主要分子标记之一 [ 22 ]。同时 ,

根据 Holcrof[ 8, 9 ]和我们以前的研究结果 [ 21 ] ,选取了

鲀科中几个不同物种作为本研究的外类群 (表 1) ,

以提高系统发育分析的准确性。本研究的主要目的

是探讨东方鲀属鱼类的单系性 ,并进一步讨论该属

鱼类的分类学现状。

表 1　研究中东方鲀属鱼类代表种类及相关信息

Tab11　L isting of species exam ined in this study, following classification

of Su and L i (2002) with GenBank accession numbers

种名

Taxon and

samp les

采样编号

Voucher

No1

采集地点

Collectionlocality

序列号

GenBank

accession No1

Canth igaster

rivu la tus
AP006744

Sphoeroides

pachygaster
AP006745

Tetraodon

nigroviridis
IHB0400161 广东广州 EU302604

Lagocephalus

g loveri
IHB0411227 江苏吕泗 EU302605

T1 snyderi AY599626

T1 porphyreus AY599625

T1 pardalis AY599624

T1 fascia tus AY952463

T1 stictonotus AY599627

T1 exascurus AY599623

T1 oblongus IHB0411188 海南三亚 EU302602

T1 alboplum beus IHB0411176 海南三亚 EU302601

T1 orbim acula tus IHB0411199 广东虎门 EU302603

T1 orbim acula tus IHB0411202 广东虎门 EU302599

T1 fascia tus IHB0411212 上海崇明 EU302597

T1 fascia tus IHB0411203 广东新垦 EU302598

T1 rubripes IHB0411226 江苏吕泗 EU302600

T1 stictonotus IHB0507172 山东威海 EU302596

1　材料与方法

111　标本采集与鉴定　本研究中包括了 11种东方

鲀属鱼类 ,具体的种类及采集地信息 (表 1)。相关

的物种鉴定均依照中国动物志 [ 23 ]种的分类标准进

行。采集的标本用 95%的酒精进行固定 ,保存于中

国科学院水生生物研究所淡水鱼类博物馆。

112　D NA提取、扩增和测序　以 95%乙醇保存的

鳍条样本为试验材料 ,采用标准的苯酚 /氯仿抽提法

提取基因组 DNA
[ 24 ]

,用于 PCR扩增。引物设计参

考 L iu
[ 25 ]

,并根据已经发表的红鳍东方鲀的线粒体

基因组序列 [ 7 ]进行了比对修正。D 2loop基因的 PCR

扩增和测序引物分别为同一引物 ,引物序列为 F

(5′2 ACCACTGGCTCCCAAAGC23′)、R ( 5′2 ATCT2
TAGCATCTTCAGTA23′)。60μL PCR反应体系含有

约 50ng的模板 DNA , 10 ×缓冲液 5μL, 215mmol/L

的 dNTP各 2μL,引物 ( 10 pmol/L )各 215μL, Taq

聚合酶 210U,最后补足灭菌双蒸水至终体积。 PCR

反应条件为 : 94℃预变性 4m in; 94℃变性 45m in,

52℃退火 45 s, 72℃延伸 1m in, 35个循环 ; 72℃延伸

8m in。每次反应设立不含 DNA模板的空白对照组。

扩增产物经 018%的琼脂糖凝胶电泳检测后 ,利用

glassm ilk纯化试剂盒 (B ioStar)回收并进行测序 (序

列 GenBank登录号见表 1)。

113　序列与系统发育分析　序列拼接过程中使用了

DNA star中 Editseq模块 ( http: / /www1dnastar1com /

web / index1php)。分别采用 Clustal _ X
[ 26 ]和 SEA2

V IEW
[ 27 ]软件进行序列排序和序列分析。外类群

Tetraodon n ig rovirid is和 L agocepha lus g loveri的基因

序列也一起被用于系统发育研究中 (表 1)。此外 ,

据 W iens
[ 28 ]的建议 ,从 Genebank中获得的部分东方

鲀属鱼类和其他外类群的 D2loop序列同时被包括

在随后系统发育分析中 (表 1)。

利用 DAMBE[ 29 ]软件分析 D2loop序列的饱和性

(不包括外类群 ) ,进化模型为 F84[ 30 ]。遗传距离计

算 (p2distance)和转换、颠换比的计算在 MEGA3
[ 31 ]

软件中完成。利用 PAUP3 410b10
[ 32 ]分析碱基频

率、碱基偏倚 ( Compositional bias)。系统发育分析

在 PAUP3 410b10[ 32 ]软件包和 M rBayes 3104b[ 33 ]中

进行 ,分别采用了邻接法 (Neighbor2joining, NJ )、最

大简约法 (Maximum parsimony, MP)、最大似然法

(Maximum likelihood,ML )和贝叶斯法 (Bayesian)来

构建系统发育树 ,其中贝叶斯分析在 M rBayes

3104b[ 33 ]完成。ML、MP和 NJ分析中采用自展值分

析 (Bootstrap s, BS) 对分支树的可靠性进行检验 ,分

别对应 250、1000和 1000随机重复抽样 ;贝叶斯法

中节点支持率为后验概率 ( Posterior p robabilities,

PP)。ML和 NJ分析中 ,使用 Modltest 3106
[ 34 ]程序

来选择序列的最佳替代模型。利用 PAUP中的 Shi2
modaira2Hasegawa ( SH)检验 [ 35 ] ,检验不同构树方法

所得到的系统发育树之间是否收敛 ,来帮助选择最

优的系统发育树。
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2　结　果

211　序列分析

用于分析的序列共包括了 15种 18个体 (包括

外类群 ) ,序列长度为 841个碱基 ( bp ) ,其中可变位

点为 395个 ,简约信息位点为 267个。序列矩阵中

各序列的碱基频率和用于分析的位点数目信息 (表

2)。分析结果表明 , D2loop序列显示出较明显的碱

基偏倚 ,其中 G的含量较低 ,全序列中仅占有

1419% ,而第三位点仅为 618% ,这也是线粒体基因

的一个显著特征 ,同以前报道的辐鳍亚纲 (Acti2

nop terygii)鱼类线粒体序列类似 [ 36 ]。碱基组成的同

质性检验结果 :χ2
= 45174, df = 51, p = 0168。序列

饱和性分析结果表明 ,序列不同位点间突变没有达

到饱和 ,可用于系统发育分析 (图 2)。表 3给出了

东方鲀属鱼类物种及个体间的遗传距离 ( p2dis2
tance)矩阵。东方鲀属鱼类的遗传距离在 01028

( T1 snyderi和 T1 stictonotus)到 01083 ( T1 oblongus

分别与 T1 a lboplum beus和 T1 blongus) 之间 ,内类群

同外类群之间的遗传距离在 01227 (L agocepha lus

g loveri和 T1 blongus)到 01269 ( Sphoeroides pachyg2
aster和 T1 fascia tus)之间。

表 2　18个个体序列的碱基频率

Tab12　Nucleotide frequencies of D2loop sequences in 18 individuals

Taxon A C G T # Sites
T1 stictonotus 01333 01187 01167 01312 616
T1 stictonotus 01325 01175 01174 01325 793
T1 snyderi 01332 01193 01167 01308 617
T1 fascia tus 01355 01191 01132 01321 816

T1 fascia tus 01359 01191 01129 01322 817
T1 orbim aculatus 01358 01190 01129 01323 815
T1 fascia tus 01356 01186 01131 01327 817

T1 alboplum beus 01349 01191 01132 01327 816
T1 oblongus 01346 01191 01139 01324 815
T1rubripes 01353 01188 01133 01326 819

T1 orbim aculatus 01357 01183 01134 01327 816
T1 pardalis 01333 01189 01160 01318 613
T1 exascurus 01330 01196 01166 01308 616
T1 porphyreus 01338 01200 01162 01300 616

Canthigaster rivu la tus 01319 01212 01160 01308 805
Sphoeroides pachygaster 01322 01206 01155 01317 795
Tetraodon nigrovirid is 01307 01212 01176 01305 802
Lagocephalus gloveri 01327 01208 01149 01316 804

Mean 01339 01194 01149 01318 756

图 2　饱和性检验结果

Fig12　Numbers of transition and transversion substitutions

采用 F84距离 ,含 18个条序列 ; s表示转换 , v表示颠换

vs1 the F84 distances in pairwise comparisons of 18 sequences ( included outgroup s) for D2loop gene; s meant transition; v meant transversion
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表 3　基于 D 2loop序列的 18个个体间的遗传距离 ( p2d istance)矩阵

Tab13　Pairwise p2distance of the D2loop sequences of 18 individuals

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

T1 stictonotus

T1 stictonotus 0103

T1 snyderi 01028 01055

T1 fascia tus 01071 01081 0106

T1 fascia tus 01065 01073 01055 01012

T1 orbim acula tus 01064 01074 01053 01021 01016

T1 fascia tus 01071 01081 0106 0103 01021 01016

T1 alboplum beus 01067 01071 01064 01067 01065 0106 01065

T1 blongus 01064 01071 0106 01064 01062 01053 01058 01021

T 1 rubripes 01062 01081 01044 01046 01037 01035 01037 01062 0106

T1 alboplum beus 01069 01071 01069 01078 01065 01067 01073 01062 01076 0106

T1 pardalis 01067 01076 01053 01064 01055 01053 01058 01065 01069 01039 01046

T1 exascurus 01067 0108 01048 01076 01067 01065 01073 01083 01083 01053 01074 01057

T1 porphyreus 01051 01081 01037 01064 01058 0106 0106 01076 01069 01051 01081 01065 01067

Canth igaster 01251 0125 01262 0125 01248 0125 01248 01246 01251 01246 01234 01248 01248 01251

Sphoeroides

pachygaster
01246 01241 0125 01264 01262 01262 01269 01246 0125 01264 0125 0125 01257 01257 01188

Tetraodon

nigroviridis
01255 0125 01253 0126 01255 01251 01262 01246 01248 0125 01246 01244 01253 01262 01212 0123

Lagocephalus

g loveri
01241 01241 01241 01246 01242 01239 01246 01227 01235 01232 01228 01234 01248 01237 01232 01225 0126

212　系统发育关系

本研究中 ,各种分析方法所得的结果均表明东

方鲀属鱼类系一单系类群 , Bayesian、ML、MP和 NJ

树中所获得的节点支持率均为为 100。图 3给出了

Bayesian、ML ( 2ln L = 6627122)和 MP树。因为 NJ

法在建树过程和不同的遗传距离进行建树分析过程

中所得的拓扑结构间存在着一定的差异 ,所以研究

结果中没有加以展示。

Bayesian树中 ,由铅点东方鲀 ( T1 a lboplum beus)

和横纹东方鲀 ( T1 oblongus)组成的一个姊妹群位于

东方鲀属鱼类系统发育的基部位置 ;余下的物种构

成了一个单系群 ( PP = 99) ,其中包括两支。 T1 ex2
ascu rus位于其中一个单系群 ( PP = 92)的基部 ,由

T1 snyderi和密点东方鲀 ( T1 stictonotus)构成的姊妹

群 ( PP = 52)和紫色东方鲀 ( T1 porphyreus)构成了一

个单系 ( PP = 100)。另一支中 ,暗纹东方鲀 ( T1 fas2
cia tus)和圆斑东方鲀 ( T1 orbim acu la tus)构成一个姊

妹群 ( PP = 100) ,另外一圆斑东方鲀个体则同豹纹

东方鲀 ( T1 parda lis)聚成姊妹群 ( PP = 98)。Bayes2
ian树同 ML树较为一致 ,但同 MP树的拓扑结构间

存在着差异。我们推测这可能是由于 D2loop序列

的可变区内存在着较多的插入或缺失位点 ,从而影

响了 MP分析的准确性所致。

Buckley, et a l1[ 37 ]认为在有关不同拓扑结构是

否存在差异的检验方法中 , Shimodaira2Hasegawa

( SH)检验 [ 35 ]有两种相对优势 ,我们依此选定 SH

检验作为选择最优系统发育树的检验方法。 SH

检验的结果表明 ,本研究中的不同系统发育树间

不存在显著差异 (表 4 ) ;同时 ,我们依据 SH检验

的结果 ,选定 Bayesian树作为本研究的最优系统

发育树。

表 4　利用 SH统计检验对 M P、NJ、ML和 Bayesian树检验结果

Tab14　Statistical comparison of alternative topologies including MP, NJ,

ML and Bayesian trees using and Shimodaira and Hasegawa (1999) tests

Tree
Shimodaira2Hasegawa test

2ln L D iff 2ln L p

MP tree 50291880 81845 01140

Bayesian tree 50211035 Best

ML tree 50211525 01490 01693
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图 3　基于 D2loop序列构建的 (A) Bayesian树 ,采用 HKY + I + G

模型 ,后验概率检验随机重复抽取了 1000000代 ,树上数值为后

验概率 (低于 50%未展示 ) ; (B ) ML树 ,采用 HKY + I + G模型 ,

自展检验复抽样次数为 100次 ,α = 015094, - ln L = 501715361,

树上的数值为自展值 (低于 50%未展示 ) ; ( C) MP树 ,自展检验

复抽样次数为 1000次 , Tree length = 902, CI = 017239, H I =

　　　　012761;树上数值为自展值 (低于 50%未展示 )

Fig13　 Tree resulting from Bayesian analysis of Tetraodontiformes

based on D 2loop gene sequences1 Bayesian tree using HKY + I + G

model and posterior p robability analyses with 1000000 generations

(only values above 50 are shown) (A ) 1 Tree resulting from maxi2

mum likelihood analysis of combined cytochrome b and 12S rRNA

gene sequences1 ML tree using GTR + G + Imodel;α = 015976,

I = 015458; - ln L = 66271223351 Bootstrap estimates are derived

from 250 rep licates ( only values above 50 are shown) (B ) 1 The

50% majority2rule consensus of 1000 trees resulting from maximum

parsimony analysis, Tree length = 902, CI = 017239, H I = 0127611

Bootstrap estimates are derived from 1000 rep licates ( only values

　　　　 above 50 are shown) (C)

3　讨　论

311　D 2loop的序列变异

Lee, et a l1[ 38 ]专门探讨了硬骨鱼类 D2loop的结

构和进化方式 ,发现即使在亲缘关系很近的物种间

也存在高度的长度变异。对于探讨一些快速形成的

物种 , D2loop提供的信息可能更有价值。本研究中 ,
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基于 D2loop序列的东方鲀属各物种间的遗传距离

明显较以前的研究结果 [ 21 ]高。同时 ,由于 D2loop序

列间插入和缺失的比例较高 ,所以在分析过程中 ,需

要对这部分序列进行更为精细的分析。

312　东方鲀属鱼类的单系性及属内系统发育关系

长期来 ,有关东方鲀属鱼类的分类及系统发育

关系比较混乱 ,相关的分子系统学研究相对缺

乏 [ 3, 13, 15, 16 ]。成庆泰等 [ 15 ]、王可玲等 [ 16 ]和我们最近

的研究结果 [ 21 ]均表明 ,东方鲀属鱼类为一个单系类

群 ,本研究结果也再次印证了这一结果。本研究中 ,

东方鲀属中铅点东方鲀和横纹东方鲀所构成的姊妹

群关系与我们以前的研究结果 [ 21 ]一致。本研究结

果进一步显示 ,铅点东方鲀和横纹东方鲀位于东方

鲀属鱼类系统发育树的基部 ,这支持了苏锦祥和李

春生 [ 23 ]有关东方鲀属鱼类起源的解释。他们提出 ,

东方鲀属鱼类起源于印澳热带海域 (东印度洋和西

太平洋海域 ) ,如横纹东方鲀和铅点东方鲀 ,从南方

海域逐渐向北扩散 ,并向咸淡水水域环境移进 ,获得

了种分布的扩散和不同环境的适应性 ,并以此进行

种的分化和演变 ,由此推动了东方鲀属物种多样化

的历史进程。

本研究中 ,暗纹东方鲀和圆斑东方鲀直接的关

系比较接近 ,这同我们以前的研究结果 [ 21 ]是一致

的。然而 ,在比较暗纹东方鲀和圆斑东方鲀的形态

学特征之后 ,我们发现暗纹东方鲀的体表花纹变化

较大 ,所以它同邻近种的分类特征往往容易混淆 ,而

且暗纹东方鲀和晕环东方鲀之间可能存在着同种异

名的现象 [ 21 ]。因此 ,对暗纹东方鲀的分类学研究需

要进一步深入进行。研究中我们还发现 ,我们选取

的两尾圆斑东方鲀中花纹变异较大的一尾同豹纹东

方鲀之间关系密切 ,这可能是由于豹纹东方鲀的序

列不完整和 D 2loop基因序列间插入和缺失位点较

多共同导致的分析结果中的“噪音”所致。另外 ,本

研究中 ,我们发现密点东方鲀和日本文献记载中的

T1 snyderi形态特征非常接近 ,而两者外部形态特征

的差别主要体现在臀鳍和背鳍的颜色变化 :密点东

方鲀的鳍条颜色较淡 , T1 snyderi为淡黄色。因此 ,

这两个物种的命名可能是同种异名。

313有关未来研究工作的展望

通过不同研究结果的比较 [ 4, 20, 21 ]
,我们发现东

方鲀属鱼类相互间的关系非常密切 ,不同物种间的

遗传距离较为接近。研究中我们还发现 ,圆斑东方

鲀同暗纹东方鲀的关系密切 ( PP = 100)。

东方鲀属是硬骨鱼类中最特化的类群 [ 23 ]之一 ,

它们是区域分布的类群 ,分布区域限于太平洋西海

岸沿岸 ;游泳能力一般 ;形态上主要是通过体色花

纹、体形、气囊和体表的皮刺分布与其他类群的鱼类

相区别。就形态学特征而言 ,东方鲀属鱼类的体表

花纹变化多样 [ 23 ]
,有些物种非常相似 ,相互间不容

易区别 ,很容易混淆。Kadereit[ 39 ]指出 ,适应性特征

会随着基因突变的增加而呈递增趋势 ,这明显同在

该属鱼类中观察到的结果不一致。同时 ,东方鲀属

鱼类中存在的不同物种间的中间型个体 [ 4, 21, 23 ]
,我

们以前研究中发现的与该类群物种分化可能相关

的、独特的物种分化方式等问题也一直吸引着我们。

在东方鲀属作为模式生物扮演着越来越重要的功能

基因组的时代 ,上述研究工作对物种形成及进化机

制的描述 ,将为不同生物物种内部分化关系的研究

带来更多的启示。
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PHYLO GENET IC RELAT IO NSH I PS O F THE GENUS

TA KIFUGU ( TETRAODO NT IFO RM ES , TETRAODO NT IDAE)

TESTED BY m tD NA D 2LOO P REG IO N SEQUENCE VAR IAT IO NS

ZHANG Yu2Bo
1, 2

, GAN Xiao2N i
1

and HE Shun2Ping
1

(11 Institute of Hydrobiology, Chinese Academ y of Sciences, W uhan　430072; 21 Graduate U niversity of Chinese A cadem y of Sciences, B eijing　100039)

Abstract: The pufferfishes of the genus Takifugu are East A sian fish, mainly distribute along the coastal region in western

part of the Sea of Japan and the East China1 This genus is attached more and more importance to researchers, for Takifugu

rubripes, which is one species in it, has been a new model fish in the post2genom ic era1 The details of the phylogenetic re2
lationship s within the genus remain unresolved1 In the p resent paper, m itochondrial D2loop sequences of 11 species of the

genus Takifugu were determ ined and analyzed to test the p resent phylogenetic hypotheses1 The sequence saturation analy2
sis was inferred from the shape of the trend line, which indicated that the sequence was unsaturated and could be used in

the following phylogenetic analysis1 After alignment, the sequence compositions and variations were analyzed by using

MEGA 3 software1 There were 841 sites, among which 395 sites were variable, and 267 were informative1 There was sig2
nificant difference in base compositional bias between the ingroup and the outgroup species1 The uncorrected p2distance

matrix obtained from the analysis of the alignment of all D2loop sequences showed that the relationship s among the different

species were closely1 Neighbor2joining, Maximum Parsimony, Maximum L ikelihood and Bayesian methods were emp loyed

for phylogenetics analysis, respectively1 Due to the SH test about the phylogeny hypothesis, we chose the Bayesian tree as

our best tree in this paper1 The Bayesian tree has described a more clearly phylogeny and the analysis also has pointed out

the basal species in the genus1 The results indicate that the genus form a monophyletic group s, with the sister group con2
sisted by T1 oblongus and T1 alboplum beus is the basal group of the genus1 Our results also show some confusion about the

taxonomy in the genus, according to the data and combined analysis with the morphological characters, we suppose some

species are in fact synonymous in this genus, which suggest that the taxonomy should be clarified based on both molecular

and morphological data in the future1

Key words: Phylogeny; D2loop; Takifugu


