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　　摘要：采集云南省５个不同地域的巨 ：红河曼耗（Ｍ）、怒江下游（Ｎ）、怒江坝（Ｂ）、澜沧江上游（Ｌ）、景洪（Ｊ）各
１２尾巨 共计６０个样本进行ＣＯⅠ基因克隆测序。结果表明，５个巨 群体的Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ４种碱基平均含量如下：怒
江坝（Ｂ）群体Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ碱基含量分别为２７４％、２７．６％、２８．０％、１７．０％，景洪（Ｊ）群体 Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ碱基含量分别为
２７４％、２７．６％、２８．０％、１７．０％，澜沧江上游（Ｌ）群体Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ碱基含量分别为２７．４％、２７．６％、２８．０％、１７．０％，红河
曼耗（Ｍ）群体Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ碱基含量分别为２７．３％、２７．６％、２８．１％、１７．０％，怒江下游（Ｎ）群体Ｔ、Ｃ、Ａ、Ｇ碱基含量分别
为２７．３％、２７．６％、２８．２％、１６．９％；５个巨 群体的Ａ＋Ｔ含量均大于Ｃ＋Ｇ含量。用ＭＥＧＡ５．０软件构建５个群体系
统进化树显示景洪和红河曼耗聚为一支，澜沧江上游大多数个体单独聚为一支，怒江坝和怒江下游群体混合聚为一

支；曼耗和景洪的群体间遗传距离（９．０９６）最大，本研究结果可为巨 的资源保护提供依据。
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　　巨 （Ｂａｇａｒｉｕｓｙａｒｒｅｌｌｉ）分布于中国云南的怒江、澜沧江
和元江水系，隶属于硬骨鱼纲（Ｏｓｔｅｒｉｃｈｔｈｙｅｓ）、鲇形目
（Ｓｉｌｕｒｉｆｏｒｍｅｓ）、 科（Ｓｉｓｏｒｄａｅ）、 属（Ｂａｇａｒｉｕｓ）［１］。巨 是

产地的主要食用鱼类［２］。目前，对于巨 鱼的研究主要包括

巨 的生物学特性［２］和野生巨 的生物学特性［３］、食性［４］、

人工繁殖与胚胎发育［５］和巨 细胞色素氧化酶基因多态性

及系统进化的研究［６］、巨 野生群体遗传多样性的 ＲＡＰＤ分
析［７］、巨 线粒体ＤＮＡＮＤ６基因克隆及多态性分析［８］、巨

鱼线粒体１２ＳｒＲＮＡ和１６ＳｒＲＮＡ基因克隆及多态性分析［９］。

随着分子生物学技术的不断进步，目前各种分子标记已

被广泛应用于各种生物的分子系统分类和物种鉴定研究，其

中线粒体 ＣＯⅠ 基因序列是最常用的分子标记之一［１０］。

Ｈｅｂｅｒｔ等提出了利用线粒体细胞 ＣＯⅠ基因的部分序列建立
全球动物的ＤＮＡ条码（ＤＮＡｂａｒｃｏｄｅ）标准数据库，从而进行
物种简单有效的识别和鉴定工作［１１］。区别于传统的形态学

鉴定方法，ＤＮＡ条形码技术更加简单有效且不受人为和客观
因素的影响，因为ＤＮＡ条形码技术是直接用碱基顺序来反映
物种的客观指标，对于不同地域鱼类的遗传和进化关系的鉴

定更为简单有效［１２］。单云晶等利用线粒体ＣＯⅠ基因序列对
５个不同的鲤养殖品进行遗传多样性分析［１３］；曹艳等基于线

粒体ＣＯⅠ基因序列对分布于渤海、黄海、东海和南海海域的
６个群体蓝点马鲛遗传多样性进行了比较［１４］；线粒体 ＣＯⅠ
基因序列对于鸟类的系统分类也有很好的依据性，李涛等对

雀科１３属３６种鸟类的ＣＯⅠ 基因部分序列初步分析了雀科
鸟类之间的系统发育关系［１５］；这些研究都表明线粒体 ＣＯⅠ
基因序列对于物种的分类以及不同地理位置的同一物种的进

化关系都是简单且有效的手段。由于现代工业化的加快，缺

乏物种的保护，巨 鱼数量减少，已被列入云南省水生野生

动植物保护名录［１６］。为保护巨 群体的多样性，对不同巨

群体在分子水平上进行遗传多样性研究，为今后建立基于

ＤＮＡ分子标记的巨 物种提供资料基础。本试验选用来自

澜沧江上游（Ｌ）、怒江坝（Ｂ）、红河曼耗（Ｍ）、景洪（Ｊ）以及怒
江下游（Ｎ）不同群体的巨 作为试验材料，采用基因克隆方

法获得线粒体ＣＯⅠ基因全序列进行分析，构建系统进化树，
探讨不同巨 群体的遗传和进化关系。

１　材料与方法

１．１　试验材料
选用２０１３年１０月至２０１７年６月采自中国云南临沧市

澜沧江上游（Ｌ）、西双版纳傣族自治州景洪市（Ｊ）、红河曼耗
江段（Ｍ）、怒江傈僳族自治州怒江坝大桥（Ｂ）以及怒江傈僳
族自治州三江口怒江下游（Ｎ）的巨 各１２尾，依次编号为
１～１２，取其背部肌肉组织放入１．５ｍＬＥＰ管中并浸入无水乙
醇，做好标记置于冰箱－２０℃保存。
１．２　试验方法

采用酚－氯仿方法［１３］提取巨 基因组 ＤＮＡ，１％的琼脂
糖凝胶进行电泳检测后经凝胶成像系统进行拍照并保存在

－２０℃ 冰箱。巨 ＰＣＲ扩增所用的引物为杜民等［１７］设计

合成的１对简并引物，其名称和序列分别为 Ｂａｙａ０９Ｆ：５′－ＧＡ
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ＧＴＧＡＡＡＡＹＣＴＣＣＴＡＧＴＣＹＣＴ－３′，Ｂａｙａ０９Ｆ：５′－ＧＴＴＴＣＴＣＡＴＴＴ
ＡＡＴＷＧＡＫＣＣＴＣＣ－３′，经过琼脂糖凝胶检测的目的ＰＣＲ产物
利用凝胶回收试剂盒（天根生化科技有限公司）回收、纯化、

连接转化后，利用通用Ｍ１３引物进行菌液ＰＣＲ后将筛选后的
阳性克隆样品送至上海生物工程有限公司进行测序。

１．３　数据处理
　　测序结果利用 ＤＮＡＭＡＮ５．２．２软件进行比对，采用
ＤｎａＳＰ５．１０．０１软件分析核苷酸序列，采用ＭＥＧＡ５．０软件对
序列的碱基含量、转换和颠换比分析并构建系统进化树。

２　试验结果

对测序的结果用ＤＮＡＭＡＮ５．２．２软件对６０个巨 的核

苷酸序列进行比对并用 ＤＮＡｓｐ［１８］软件比对后发现在５个群
体６０个样本序列共存在５９个单倍型，其中怒江下游１２个序
列存在１１个单倍型，其余４个群体的１２个序列均发现１２个
单倍型；利用 ＭＥＧＡ５．０［１９］软件中的 Ｋｉｍｕｒａ双参数模型［２０］

分析５个巨 群体之间的碱基转换／颠换（Ｒ）的范围在
０．６９１～３１．７９８，５个群体之间碱基的平均转换／颠换比值范

围为 ２．８６４～９．０９６。６０个体 ＣＯⅠ 基因序列的全长为
１５５１ｂｐ，保守位点１１４４个、变异位点４２８个、简约信息位点
２６７个、单态突变位点１６０个。５个巨 群体碱基组成百分比

结果见表１。

表１　５个巨 群体碱基组成

群体
碱基类型（％）

Ｔ Ｃ Ａ Ｇ Ａ＋Ｔ Ｃ＋Ｇ
ＢａｙａＢ ２７．４ ２７．６ ２８．０ １７．０ ５５．４ ４４．６
ＢａｙａＪ ２７．４ ２７．６ ２８．０ １７．０ ５５．４ ４４．６
ＢａｙａＬ ２７．４ ２７．６ ２８．０ １７．０ ５５．５ ４４．５
ＢａｙａＭ ２７．３ ２７．６ ２８．１ １７．０ ５５．４ ４４．６
ＢａｙａＮ ２７．３ ２７．６ ２８．２ １６．９ ５５．５ ４４．５
总计 ２７．３ ２７．６ ２８．２ １７．０ ５５．５ ４４．５

　　利用ＭＥＧＡ５．０软件中 Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒｍｏｄｅｌ参数
对本研究５个群体６０个巨 ＣＯⅠ基因核苷酸序列分别进行
群体内和群体间的遗传距离分析，群体间平均遗传距离见

表２，右上角为转换＋颠换（Ｔｓ＋Ｔｖ），群体间平均遗传距离左
下角为转换／颠换（Ｔｓ／Ｔｖ）。

表２　５个巨 群体间平均遗传距离以及群体内平均遗传距离

群体
群体间平均遗传距离

ＢａｙａＢ ＢａｙａＪ ＢａｙａＬ ＢａｙａＭ ＢａｙａＮ
群体内平均遗传距离

ＢａｙａＢ ０．０８９ ０．０６１ ０．０８２ ０．０１９ ４．６２９
ＢａｙａＪ ３．４２７ ０．０９０ ０．０４５ ０．０８８ ４．０００
ＢａｙａＬ ４．６４２ ４．３２０ ０．０７４ ０．０６２ ２．６９７
ＢａｙａＭ ２．８６４ ９．０９６ ４．５０４ ０．０８２ ３．４２７
ＢａｙａＮ ５．６４７ ３．５２２ ５．４４１ ２．９６５ ６．７１８

　　本研究选择斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）作为外群，ＮＣＢＩ上面的
登录号为ＮＣ＿００２３３３。利用５个群体６０尾巨 和斑马鱼基

于 Ｋｉｍｕｒａ双参数模型建立的最大似然法 （Ｍａｘｉｍｕｍ
Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ＭＬ）系统进化树见图１。

３　讨论

３．１　巨 ＣＯⅠ基因碱基组成
线粒体基因属母系遗传且稳定，线粒体 ＣＯⅠ 基因既有

足够的变异，又便于ＰＣＲ扩增，使其成为 ＤＮＡ条形码基因之
一［２１－２２］，利用其核苷酸序列的差异，可以进行物种鉴别、遗传

及进化关系分析，被广泛应用于鸟类、鱼类、昆虫和动物的鉴

别［２３］。本研究采用基因克隆测序方法比较了云南省内３个
河流５个不同群体（Ｍ－红河曼耗、Ｎ－怒江下游、Ｂ－怒江
坝、Ｌ－澜沧江上游、Ｊ－景洪），各１２尾巨 共计６０个样本的
线粒体ＣＯⅠ基因全长序列的碱基组成和单倍型进行分析。
结果表明，巨 线粒体 ＣＯⅠ 基因核苷酸序列长度为

１５５１ｂｐ，其保守位点１１４４个、变异位点４２８个、简约信息位
点２６７个、单一突变位点１６０个。５个群体巨 Ａ＋Ｔ的含量
（５５．５％）明显高于Ｃ＋Ｇ的含量（４４．５％），Ｇ含量（１７．０％）
最低，这与单云晶等的研究结果［１４］一致。从原核生物到真核

生物，其ＣＯⅠ基因组中碱基 Ａ＋Ｔ高的现象广泛存在，这一
现象的产生与基因长度以及密码子反密码子间结合能力的大

小有关［２４］。

３．２　基于ＣＯⅠ基因的不同巨 群体的亲缘关系

５个群体中每１２个个体中得到的单倍型除了怒江下游

（Ｎ）群体为１１个单倍型外，其余４个群体各得到１２个单倍
型，６０个个体共得到５９个单倍型，这可能是由于本试验利用
的是ＣＯⅠ基因的全长序列而不是特定的条形码所需的部分
序列（６４８ｂｐ）［２２］；５个群体的单倍型不存在共享的情况，表明
５个巨 鱼群体的遗传多样性较高。不同群体的单倍型个体

在系统进化树上交织在一起，其中怒江坝（Ｂ）群体和怒江下
游（Ｎ）交叉最为严重，这一结果与董新培等在日本沼虾群体
中的研究结果［２５］相一致。红河曼耗（Ｍ）群体和景洪（Ｊ）群体
和另外其他３个不存在交叉情况，且红河曼耗（Ｍ）群体和景
洪（Ｊ）群体的遗传距离较小。５个群体中怒江坝（Ｂ）群体和
怒江下游（Ｎ）群体聚为一支、红河曼耗（Ｍ）和景洪（Ｊ）聚为一
支；澜沧江上游（Ｌ）单独为一支并且靠近怒江坝（Ｂ）和怒江
下游（Ｎ）的分支，这可能与其不同流域的基因交流有关系。
巨 是分布在东南亚的越南、柬埔寨、缅甸、印度及中国云南

的元江（红河）、澜沧江和怒江的底栖性鱼类，由于味道鲜美

而受到当地居民的喜爱，本研究中的巨 １个群体来自红河
的曼耗段（Ｍ），而红河最终经过中国的河口流向越南后最终
到达北部湾，２个群体来自澜沧江的澜沧县段（Ｌ，澜沧江上
游）和景洪段（Ｊ），而最终经过缅甸、老挝、泰国、柬埔寨、越南
后进入南海，２个群体来自怒江的潞江坝段（Ｂ）和三江口段
（Ｎ，怒江下游），怒江经由缅甸后流入印度洋；这样的地理状
况为巨 群体间的基因交流提供了可能性。怒江坝、景洪、

澜沧江上游、曼耗、怒江下游同一群体内的遗传距离分别为

４．６２９、４．０００、２．６９７、３．４２７、６．７１８，以怒江下游群体内的遗传
距离最大。遗传距离越大表明该群体内的遗传多样性越丰
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富，本研究中怒江下游群体的遗传多样性最丰富、怒江坝群体

次之、澜沧江上游群体的遗传多样性最小。遗传多样性的丰

富程度表明了这个生物群体对于外界环境的适应能力，本研

究的结果可为巨 的遗传资源保护提供分子方面的依据。
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蓖麻 ＧＡ２０－氧化酶基因表达分析
侯宇奇１，２，李贞景１，２，翟雨佳１，谢彩梅１，武淑芬１，２，王昌禄１，２

（１．天津科技大学新农村发展研究院，天津３００４５７；
２．天津科技大学食品工程与生物技术学院／食品营养与安全教育部重点实验室，天津 ３００４５７）

　　摘要：为研究ＧＡ２０氧化酶基因在蓖麻中的表达情况，以具有典型代表的４种高秆和４种矮秆蓖麻品种为材料，
采用实时定量ＰＣＲ和荧光定量ＰＣＲ技术，对ＧＡ２０氧化酶基因在蓖麻的不同器官及器官发育的不同阶段的表达特异
性进行分析。结果表明，蓖麻的矮化不是由ＧＡ２０氧化酶基因的突变所引起；ＧＡ２０氧化酶基因在种子和嫩叶中的表
达量最高，在成熟叶中可大量表达，在茎中可微量表达，在根中可痕量进行表达；同一生长时期，高秆品种的 ＧＡ２０氧
化酶基因表达量明显高于矮秆品种，不同生长时期高秆品种 ＧＡ２０氧化酶基因的表达量呈现由高到低再升高的变化
趋势，而矮秆蓖麻ＧＡ２０氧化酶基因的表达量始终处于相对较低水平。该研究结果为进一步阐明蓖麻ＧＡ２０氧化酶基
因的功能特征及揭示其参与调控植物生长的分子机制提供了参考。
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　　蓖麻（ＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓＬ．）是一种经济潜力十分巨大的
工业油料作物，是世界十大油料作物之一，具有极高的应用价

值和巨大的经济前景［１］。以蓖麻籽为原料生产的蓖麻油具

有性能稳定、不易变性等特点，在极端温度环境下仍能保持原

有的燃烧特性。此外，蓖麻油是目前羟基脂肪酸的唯一来

源［２］，以蓖麻油为基础原料的深加工产品多达３０００多种，广
泛用于航空、纺织、环保、医药等领域［３］。然而，我国主推种

植的蓖麻品种绝大多数属高秆品种，因植株高大，单位面积单

株数过少且抗倒伏性较差，使我国蓖麻种植面临的机械化收

割困难和种植效益低下等问题日益突出，影响了农民种植蓖

麻的积极性，使我国蓖麻原料的供应不足，成为严重制约我国

蓖麻产业健康发展的瓶颈［４］。

实践证明，矮化育种是解决蓖麻种植业发展瓶颈的有效

途径之一。通过植株适当矮化，改善株型，增大群体结构，能

够提高植物光合效率等能力［５］。赤霉素（ｇｉｂｂｅｒｅｌｌｉｎｓ，简称
ＧＡｓ）是一类普遍存在于高等植物体内的类四环二萜羧酸，在
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