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　　摘要：利用ＧｅｎＢａｎｋ数据库中 科鱼线粒体ＮＤ６基因序列保守区设计引物，采用 ＰＣＲ技术克隆并测序，共得到
１２尾巨 ＮＤ６基因全序列。用ＤＮＡＭＡＮ５．０软件比对序列，ＭＥＧＡ５．０软件分析 科不同鱼类的进化关系，结果表

明：巨 ＮＤ６基因序列全长为 ５１６ｂｐ，碱基含量分别为 １４．２０％、３４．５０％、４０．２０％、１１．００％，其中“Ａ＋Ｔ”含量
（５４．４０％）高于“Ｇ＋Ｃ”含量 （４５．５０％），存在４个单倍型，发生３次颠换；１２个个体４个单倍型间的平均相对遗传距
离为０．００３；将巨 与其他１４种鱼类的ＮＤ６基因用Ｎｅｉｇｈｂｏｒｅ－Ｊｏｉｎｉｎｇ（ＮＪ）法构建系统发育树，发现巨 单独聚为１
支。研究将为今后鱼类线粒体基因组的研究提供科学依据。
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　　巨 （ＢａｇａｒｉｕｓｙａｒｒｅｌｌｉＳｙｋｅｓ）是云南省特有鱼类，主要分
布于元江、澜沧江、怒江流域，属于鲇形目（Ｓｉｌｕｒｉｆｏｒｍｅ） 科

（Ｓｉｓｏｒｉｄａｅ） 属（Ｂａｇａｒｉｕｓ）。巨 个体很大，体质量约

５０ｋｇ，全身无鳞，皮肤表面布满细密的微小颗粒物，使其皮肤
极为粗糙，此外其体表无黏液，身体背面颜色为灰黄色，腹面

为白色，肌肉为黄色，所以又称“黄鱼”［１］。巨 为底栖肉食

性鱼类，具有口宽、上下颌都有齿带、牙齿呈锥形且排列紧密、

鳃耙粗短、胃大、肠短等特点，主要食物为鱼类、虾、泥鳅、水生

昆虫［２］。田树魁等通过比较巨 、叉尾鲇、斑点叉尾 ３种
鱼肌肉中常规营养成分和氨基酸含量，发现巨 肌肉中蛋白

质、粗脂肪和必需氨基酸的含量比常规鱼类高，是一种具有较

高营养价值的有待驯养开发的野生鱼类［３］。杜民等研究表

明，野生巨 具有较高的遗传多样性［４］。但是由于地理环境

的改变和人为因素的影响，野生可利用的巨 资源越来越

少。为了保护该鱼类，薛晨江等开展了巨 的人工驯养，并

取得初步成功［５］。

鱼类线粒体 ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）是细胞核
外（细胞质中）具有转录、自主复制和翻译能力的共价闭合环

状双链 ＤＮＡ［６］。鱼类的 ｍｔＤＮＡ主要包括３７个基因（２２个
ｔＲＮＡ编码基因、１３个疏水蛋白基因、２个 ｒＲＮＡ基因）；其中
１３个疏水蛋白基因编码的多肽中包含了７个氢化辅酶Ⅰ（ｎｉｃ
ｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｕｎｃｌｅｏｔｉｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎ，ＮＡＤＨ）脱氢酶的亚单
位（ＮＤ１、ＮＤ２、ＮＤ３、ＮＤ４、ＮＤ４Ｌ、ＮＤ５、ＮＤ６）。ＮＤ６蛋白编码基

因位于Ｌ链上，处于细胞色素ｂ与ＮＤ４之间的连续区域，是线
粒体内膜呼吸链的重要组成成分［７］。在氢化辅酶中，由于ＮＤ６
基因序列不易发生变异，进化速度一般，且基因片段不长，因此

常用来研究物种的遗传多样性、种群之间的亲缘关系以及系统

进化关系［８］。方月琴等用复合扩增体系，选择线粒体 ＮＤ６基
因进行种属鉴定，结果表明，该方法可以将１３种不同的动物区
分开来［９］。也有研究表明，ＮＤ６基因与人类疾病帕金森氏症
等发生有关［１０］，ＮＤ６基因还被用于研究鸟类的亲缘关系［１１］，

但是大多应用于鱼类群体和亚种间的遗传变异研究［１２－１３］。对

巨 的线粒体ＮＤ６基因全序列进行检测分析，进而分析巨
遗传结构、变异及与其他物种之间的同源差异，可为今后巨

鱼种研究提供一定的试验数据与理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本研究采用的１２尾巨 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，再加入无水乙醇，
于４℃保存备用。
１．２　试验方法
１．２．１　基因组 ＤＮＡ的提取及多态性引物筛选　ＤＮＡ的提
取参考Ｓａｍｂｒｏｏｋ等的酚／氯仿抽提法［１４］。用凝胶成像系统

观察、照相记录后，将提取的 ＤＮＡ贮存在 －２０℃冰箱中
备用。

根据ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已公布的 科巨 鱼线粒体基

因组 ＮＤ６基因序列（登录号：ＮＣ＿０２１６０６，ＪＱ０２６２６０），用
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件设计简并引物：上游引物：５′－ＧＣＡＣＣＴ
ＣＡＧＡＡＫＧＡＴＡＴＴＴＧＷＣＣＹＣ－３′；下游引物：３′－ＴＹＴＡＡＡ
ＣＡＧＣＣＣＧＡＡＧＣＧＣＭＣ－５′，在ＰＣＲ扩增仪上进行扩增，反应
体系见表１。
　　ＰＣＲ反应条件：９４℃４ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５４℃５０ｓ，７２℃
９０ｓ，３０个循环；７２℃延伸６ｍｉｎ；４℃保存。ＰＣＲ产物用１％
琼脂糖凝胶在１２０Ｖ电压下电泳３５ｍｉｎ，最后通过凝胶成像
系统得到ＰＣＲ产物条带并照相。
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表１　巨 鱼ＮＤ６基因ＰＣＲ反应体系

试剂 体积（μＬ）
２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ ２５．０
上游引物（１０ｐｍｏｌ／μＬ） ２．０
下游引物（１０ｐｍｏｌ／μＬ） ２．０
ＤＮＡ（８０ｎｇ／μＬ） ２．０

ｄｄＨ２Ｏ １９．０
合计 ５０．０

　　检测后的ＰＣＲ产物用１．５％琼脂糖凝胶电泳，在紫外分
析仪下切下目的片段，用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（天根生物科
技有限公司）进行回收纯化，具体步骤参照回收试剂盒说明

书进行。

１．２．２　目的ＤＮＡ片段的连接与转化　用ｐＭＤ１８－Ｔ载体与
目的ＤＮＡ进行连接、转化，具体步骤参照载体连接试剂盒说
明书进行，用ＬＢ培养基进行扩大养后用 Ｍ１３进行阳性克隆
筛选，送交南京金斯瑞科技生物公司测序。

１．３　数据分析
利用ＤＮＡＭＡＮ５．０软件将测得的巨 线粒体 ＮＤ６基因

部分序列与参照物种 ＮＤ６基因部分序列进行比对。利用
ＭＥＧＡ５．０软件中的Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ方法计算遗传距离，
采用邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｅ－Ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）中的ＭａｘｉｍｕｍＣｏｍｐｏｓｉｔｅ
Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ法构建系统发育树，通过自举检验（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）获得
系统分支的置信度（重复１０００次）。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取
从巨 鱼鳍条或肌肉提取ＤＮＡ，结果见图１。可以看出，

ＤＮＡ条带清晰。

２．２　引物退火温度的优化
用设计的Ｂａｙａｍ１８引物退火温度的 ±１０℃范围进行梯

度ＰＣＲ（图２），所用 ｍａｒｋｅｒ为 ＢＭ２０００，Ｂａｙａｍ１８引物的退火
温度梯度见表２。由图２可知，Ｂａｙａｍ１８号引物能扩增出条带
的温度为５５、５５．６、５６．４、５７．５、５９．２、６０．７、６１．９℃，根据条带
明亮度，初步确定Ｂａｙａｍ１８引物最适的退火温度。
２．３　扩增产物与ＤＮＡ回收

利用凝胶回收试剂盒对ＰＣＲ产物（图３）进行回收，回收
产物（图４）于－２０℃保存。
２．４　菌液退火温度优化

通过梯度ＰＣＲ优化 Ｍ１３通用引物的退火温度（图５）。
Ｍ１３通用引物序列见表３，退火温度梯度见表４。由图５可

表２　梯度ＰＣＲ优化Ｂａｙａｍ１８引物退火温度

泳道序号 温度梯度（℃）
１ ５５．０
２ ５５．６
３ ５６．４
４ ５７．５
５ ５９．２
６ ６０．７
７ ６１．９
８ ６３．３
９ ６４．８
１０ ６５．８
１１ ６６．５
１２ ６７．０

知，Ｍ１３通用引物在每个泳道都扩增出了明亮条带。
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表３　Ｍ１３引物序列

Ｍ１３Ｆ（－４７） Ｍ１３ＲｐｒｉｍｅｒＮＥＷ
５′－ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣ－３′ ３′－ＧＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴＴＣＡＣＡＣＡＧＧ－５′

表４　梯度ＰＣＲ优化Ｍ１３引物的退火温度

泳道序号 温度梯度（℃）
１ ４５．０
２ ４６．０
３ ４７．３
４ ４９．３
５ ５１．９
６ ５４．４
７ ５６．５
８ ５８．８
９ ６１．３
１０ ６３．２
１１ ６４．２
１２ ６５．０

２．５　巨 鱼ＮＤ６基因序列的碱基含量
本试验中，利用下载序列通过ＤＮＡＭＡＮ５．０软件对比排

位，得到ＮＤ６基因片段长度５１６ｂｐ，１２条序列中发现４个单
倍型，其中６号、７号、１１号个体序列相同，为１＃单倍型；１号、
３号、４号、５号、８号、９号、１２号个体序列相同，为２＃单倍型；
１０号个体为３＃单倍型；２号个体为４＃单倍型。采用 ＭＥＧＡ
５．０软件计算它们的碱基组成（表５），可以得出 Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ４
种碱基含量分别为 １４．１０％、３４．８０％、４０．１０％、１１．００％，其
中“Ａ＋Ｔ”含量（５４．２０％）高于“Ｇ＋Ｃ”含量（４５．８０％）。
２．６　巨 鱼ＮＤ６基因１２个个体的相对遗传距离

用ＭＥＧＡ５．０软件中的双参数法，通过转换加颠换、转换

比颠换分别计算１２个个体之间的相对遗传距离［１５］，详见表

６。由表６可知，１２个个体的４个单倍型之间的差异（转换加
颠换）为０．００２～０．００４。

表５　巨 ＮＤ６序列碱基含量

单倍型
含量（％）

Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ａ＋Ｔ Ｇ＋Ｃ
总长

（ｂｐ）

Ｂａｙａ－ＮＤ６－１ １４．１０３４．７０４０．１０１１．００５４．２０４５．７０ ５１６
Ｂａｙａ－ＮＤ６－２ １４．１０３４．７０４０．１０１１．００５４．２０４５．７０ ５１６
Ｂａｙａ－ＮＤ６－３ １４．００３４．９０４０．１０１１．００５４．１０４５．９０ ５１６
Ｂａｙａ－ＮＤ６－４ １４．００３４．９０４０．１０１１．００５４．１０４５．９０ ５１６
平均值 １４．１０３４．８０４０．１０１１．００５４．２０４５．８０ ５１６

表６　１２条巨 鱼线粒体ＮＤ６遗传距离

单倍型
Ｂａｙａ－
ＮＤ６－１

Ｂａｙａ－
ＮＤ６－２

Ｂａｙａ－
ＮＤ６－３

Ｂａｙａ－
ＮＤ６－４

Ｂａｙａ－ＮＤ６－１ ０．０００
Ｂａｙａ－ＮＤ６－２ ０．０００ ０．０００
Ｂａｙａ－ＮＤ６－３ ０．００２ ０．００２ ０．０００
Ｂａｙａ－ＮＤ６－４ ０．００２ ０．００２ ０．００４ ０．０００

　　注：数据是转换加颠换结果。

２．７　基于ＮＤ６基因构建系统发育树
将巨 鱼ＮＤ６基因与其他１４物种（表７）进行比对，用

ＭＥＧＡ５．０软件构建系统发育树［１６－１７］，从图６可以看出，系统
发育树分为两大支，巨 单独聚为１支。

表７　１４个 科种类及登录号

物种 属名 登录号

大鳍异齿 （Ｏｒｅｏｇｌａｎｉｓｍａｃｒｏｐｔｅｒｕｓ） 异齿 属（Ｏｒｅｏｇｌａｎｉｓ） ＮＣ＿０２１６０７
黄斑褶 （ＰｓｅｕｄｅｃｈｅｎｅｉｓｓｕＬｃａｔａ） 褶 属（Ｐｓｅｕｄｅｃｈｅｎｅｉｓ） ＮＣ＿０２１６０５

云南拟 （Ｐｓｅｕｄｅｘｏｓｔｏｍａｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ） 拟 属（Ｐｓｅｕｄｅｘｏｓｔｏｍａ） ＮＣ＿０２１６０４
细尾 （Ｐａｒｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｇｒａｃｉｌｉｃａｕｄａｔａ） 属（Ｐａｒｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓ） ＮＣ＿０２１６０３
安氏凿齿 （Ｇｌａｒｉｄｏｇｌａｎｉｓａｎｄｅｒｓｏｎｉｉ） 凿齿 属（Ｇｌａｒｉｄｏｇｌａｎｉｓ） ＮＣ＿０２１６００
扁头离 （Ｃｒｅｔｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｋａｍｅｎｇｅｎｓｉｓ） 离 属（Ｃｒｅｔｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓ） ＮＣ＿０２１５９９
黄石爬 （Ｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｋｉｓｈｉｎｏｕｙｅｉ） 石爬 属（Ｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓ） ＮＣ＿０２１５９８
黑斑原 （Ｇｌｙｐｔｏｓｔｅｒｎｏｎｍａｃｕｌａｔｕｍ） 原 属（Ｇｌｙｐｔｏｓｔｅｒｎｏｎ） ＮＣ＿０２１５９８
长丝黑 （Ｇａｇａｔａｄｏｌｉｃｈｏｎｅｍａ） 黑 属（Ｇａｇａｔａ） ＮＣ＿０２１５９７
藏 （Ｅｘｏｓｔｏｍａｌａｂｉａｔｕｍ） 属（Ｅｘｏｓｔｏｍａ） ＮＣ＿０２１５９６

中华纹胸 （Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘｓｉｎｅｎｓｉｓ） 纹胸 属（Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘ） ＮＣ＿０２４６７２
中华 （Ｐａｒｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓｓｉｎｅｎｓｉｓ） 属（Ｐａｒｅｕｃｈｉｌｏｇｌａｎｉｓ） ＮＣ＿０２４４３４
福建纹胸 （Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘｆｏｋｉｅｎｓｉｓ） 纹胸 属（Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘ） ＮＣ＿０１８７６９
三线纹胸 （Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘｔｒｉｌｉｎｅａｔｕｓ） 纹胸 属（Ｇｌｙｐｔｏｔｈｏｒａｘ） ＮＣ＿０２１６０８

３　讨论与分析

本试验通过从 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中查询已公布的 科巨

线粒体基因组中ＮＤ６基因序列保守区设计引物，采用ＰＣＲ
反应扩增、克隆及测序巨 ＮＤ６基因，共得到１２条 ＮＤ６基
因全序列。对巨 线粒体ＮＤ６基因序列进行研究，得到ＮＤ６
基因全序列长５１６ｂｐ。

利用ＭＥＧＡ５．０软件分析对巨 鱼线粒体 ＮＤ６基因１２

个个体进行分析，得到 Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ这 ４种碱基含量分别为
１４．１０％、３４．８０％、４０．１０％、１１．００％，其中“Ａ＋Ｔ”含量
（５４．２０％）高于“Ｇ＋Ｃ”含量（４５．８０％），说明 ＮＤ６基因序列
中富含碱基Ａ、Ｔ。共发现４个单倍型，３个变异位点，都为单
突变位点，表明ＮＤ６基因序列多态性贫乏，序列之间差异不
大，这与赖瑞芳等比较鲂属鱼类线粒体基因组，研究鲂属鱼类

系统发育的结果［１８］是一致的。ＮＤ６基因序列共发生３次颠
换，表明本研究的４个单倍型的ＮＤ６基因核苷酸变异类型以
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颠换为主。１２个个体的４个单倍型之间平均相对遗传距离
为０．００３，转换和颠换的比值为０．６６７，表明这１２个个体之间
亲缘性近，ＮＤ６基因序列变异并不显著，这与于美玲等对
科鱼类系统发育关系的研究结果［１９］一致。

此外，由系统发育树可知，系统发育树分为两大支，其中

巨 单独聚成１支，置信值为１００％，表明与其他１４种 科

鱼亲缘性远。另一支又分为２支，分别是细尾 、长丝黑

先聚为１支，黄石爬 、黑斑原 先聚为１支后，这４个种类
进而聚为一个大的分支后与本研究的 ４个巨 聚在一起。

大鳍异齿 和中华 先聚为１支，二者与三线纹胸 聚在一

起后与中华纹胸 聚为１支，再与藏 聚在一起，然后与黄

斑褶 聚为较大的分支。巨 单独聚成１支，这与形态学分
类结果与基于细胞色素ｂ（Ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅｂ）、ｒｐＳ７基因研究的遗
传进化是一致的［２０－２１］。本研究通过研究巨 鱼ＮＤ６基因序
列多态性，可为以后研究巨 与其他鱼类的亲缘性、系统进

化等研究提供科学依据。
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