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摘要：为研究ＤＮＡ条形码技术在蛇鳗科鱼类分类鉴定中的可行性，选取了蛇鳗科７属１０种３６个个
体进行ＣＯⅠ基因扩增，结果共获取３６条基因序列，平均长度为６５５ｂｐ，序列中Ｔ、Ｃ、Ｇ、Ａ碱基的平
均含量分别为：２７５０％、２８１０％、２６００％、１８４０％，Ａ＋Ｔ含量均高于５０％．样品种内、种间和属
间的遗传距离（Ｋ２Ｐ）分别为：０５２％、２００７％、２３９６％，遗传距离随着分类阶元的提高而增大，种
间遗传距离是种内遗传距离的３８５９倍，符合Ｈｅｂｅｒｔ提出的相差１０倍的物种鉴定标准，表明ＣＯⅠ
基因序列可以作为蛇鳗科鱼类分类鉴定的有效ＤＮＡ条形码．
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　　蛇鳗科（Ｏｐｈｉｃｈｔｈｉｄａｅ）鱼类隶属于鳗鲡目（Ａｎ
ｇｕｉｌｉｆｏｒｍｅｓ），是鳗鲡目中种类分化最多的一个科，目
前已发现 ５５属 ２６０多种，我国已定名有 １３属 ３３
种，其中蛇鳗属（Ｏｐｈｉｃｈｔｈｕｓ）有１４种［１］．主要分布于
各大海洋的热带和亚热带大陆架浅水水域，多数生

活于珊瑚礁和沙质沿岸，有些种类栖息于河口，少数

可进入淡水生活［２］．蛇鳗科鱼类身体细长，前段一
般呈圆形，尾部常稍侧偏，外形及其相似，又缺少鳞

片、腹鳍和尾鳍等结构，可用作鉴别的形态特征相对

较少，且在不同生长阶段的形态特征不尽相同，增加

了形态分类鉴定的难度．蛇鳗科鱼类不同属间的物
种性状间存在重复和交叉，如蛇鳗属和蠕鳗属

（Ｓｃｏｌｅｃｅｎｃｈｅｌｙｓ）都有鳃膜骨条交叠现象等，依据形
态的分类方式十分困难，易鉴别错误［３］．

鱼类的形态学鉴定主要是通过外部形态特征进

行区分，但鱼类样品在采集过程中外部形态特征常

受到损坏，并且样品形态性状受环境因子影响较大，

从而导致分类困难甚至错误［４］．ＤＮＡ条形码技术对
样品形态完整性要求低，操作简便、结果准确，已被

广泛应用于鱼类的物种鉴定中，尤其是在保护生物

学和生物多样性调查等领域［４６］．线粒体 ＤＮＡ的分
子结构简单，呈母性遗传，进化速度快且几乎不发生

重组，是一种应用较广的分子标记，其中线粒体细胞

色素Ｃ氧化酶亚基Ⅰ基因（ＣＯⅠ）是动物物种鉴定
常用的目的基因［７１０］．因此本研究对蛇鳗科７属１０
种鱼类样品的线粒体ＣＯⅠ基因片段进行了 ＰＣＲ扩
增及序列测定，分析该基因在蛇鳗科鱼类样品鉴定

中的适用性，为蛇鳗科鱼类物种鉴定及多样性研究

提供分子生物学数据．

１　材料与方法
１．１　实验材料

文中所用样品均采集于福建沿海，采样时间为

２０１４～２０１５年（表１）．经形态鉴定后置超低温冰箱
保存，每种各选３～４条，使用天根动物基因组 ＤＮＡ
提取试剂盒提取总ＤＮＡ．
１．２　ＰＣＲ扩增及测序

根据ＣＯⅠ基因序列设计的２对引物组合进行巢
式ＰＣＲ，引物 Ｃ１Ｆ和 Ｃ１Ｒ、Ｃ２Ｆ和 Ｃ２Ｒ的序列如
下：Ｃ１Ｆ：５’ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＣＣＴＣＧＡＴＣ
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ＣＴＡＣＡＴＴＣＴＣＴＴＡＧＴ３’； Ｃ１Ｒ：５’ＣＡＧＧＡＡＡ
ＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣＧＣＮＡＧＴＣＡＧＣＴＡＡＡＮＡＣＴＴＴ３’；Ｃ２
Ｆ：５’ＣＧＧＣＣＡＧＴＣＣＴＣＧＡＴＣＣＴＡＣＡＴＴＣＴＣＴＴＡＧＴＴ

ＡＡＣＡＧＣＴＡＡ３’；Ｃ２Ｒ：５’ＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣ
ＣＡＧＴＴＣＡＡＣＣＡＡＣＣＡＣＡＡＡＧＡＣＡＴＴＧＧＣＡＣＣＣ３’．

表１　实验样品相关信息
Ｔａｂ．１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

序号 属名 种名 ＧｅｎＢａｎｋ序列号

１ 蠕蛇鳗属

（Ｓｃｏｌｅｃｅｎｃｈｅｌｙｓ）

大鳍蠕蛇鳗

（Ｓｃｏｌｅｃｅｎｃｈｅｌｙｓｍａｃｒｏｐｔｅｒａ）

ＫＸ２１５１６９、ＫＸ４２６３０２、ＫＹ４７２８１０、ＫＹ４７２８１１

２ 虫鳗属

（Ｍｕｒａｅｎｉｃｈｔｈｙｓ）

裸鳍虫鳗

（Ｍｕｒａｅｎｉｃｈｔｈｙｓｇｙｍｎｏｐｔｅｒｕｓ）

ＫＸ２１５１７８、ＫＸ２１５１７９、ＫＸ２１５１８０、ＫＹ４７２８１６

３ 蛇鳗属

（Ｏｐｈｉｃｈｔｈｕｓ）

短尾蛇鳗

（Ｏｐｈｉｃｈｔｈｕｓｂｒｅｖｉｃａｕｄａｔｕｓ）

ＫＸ２１５１７０、Ｘ２１５１７１、ＫＹ４７２８１２、ＫＹ４７２８１３

４ 蛇鳗属 尖吻蛇鳗

（Ｏｐｈｉｃｈｔｈｕｓａｐｉｃａｌｉｓ）

ＫＸ２１５１７６、ＫＸ２１５１７７、ＫＹ４７２８１４、ＫＹ４７２８１５

５ 蛇鳗属 西里伯蛇鳗

（Ｏｐｈｉｃｈｔｈｕｓｃｅｌｅｂｉｃｕｓ）

ＫＸ２１５１８８、ＫＸ２１５１８９、ＫＹ４７２８１９

６ 豆齿鳗属

（Ｐｉｓｏｄｏｎｏｐｈｉｓ）

食蟹豆齿鳗

（Ｐｉｓｏｄｏｎｏｐｈｉｓｃａｎｃｒｉｖｏｒｕｓ）

ＫＸ２１５１８１、ＫＸ２１５１８２、ＫＹ４７２８１７

７ 豆齿鳗属

（Ｐｉｓｏｏｄｏｎｏｐｈｉｓ）

杂食豆齿鳗

（Ｐｉｓｏｏｄｏｎｏｐｈｉｓｂｏｒｏ）

ＫＸ２１５１９０、ＫＸ２１５１９１、ＫＸ３５５４７４、ＫＸ３５５４８０

８ 新鳗属

（Ｎｅｅｎｃｈｅｌｙｓ）

微鳍新鳗

（Ｎｅｅｎｃｈｅｌｙｓｐａｒｖｉｐｅｃｔｏｒａｌｉｓ）

ＫＸ２１５１８５、ＫＸ２１５１８６、ＫＸ２１５１８７、ＫＹ４７２８１８

９ 须鳗属

（Ｃｉｒｒｈｉｍｕｒａｅｎａ）

中华须鳗

（Ｃｉｒｒｈｉｍｕｒａｅｎａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）

ＫＸ２１５１９２、ＫＸ２１５１９３、ＫＸ２１５１９４、ＫＹ４７２８２０

１０ 无鳍蛇鳗属

（Ａｐｔｅｒｉｃｈｔｕｓ）

克氏无鳍蛇鳗

（Ａｐｔｅｒｉｃｈｔｕｓｋｌａｚｉｎｇａｉ）

ＫＸ２１５１９７、ＫＸ２１５１９８、ＪＱ６８１４０８、ＪＱ６８１３６３、ＪＱ６８１４０９、ＪＱ６８１４０７

１１ 蛇鳗属 黄蛇鳗

（Ｏｐｈｉｃｈｔｈｕｓｚｏｐｈｏｃｈｉｒ）

ＧＵ４４０４３６、ＥＵ５２０６５０

１２ 虫鳗属 裸虫鳗

（Ｓｃｏｌｅｃｅｎｃｈｅｌｙｓｇｙｍｎｏｔａ）

ＪＱ４３２１１７、ＪＱ４３２１１６

１３ 油鳗属

（Ｍｙｒｏｐｈｉｓ）

扁吻油鳗

（Ｍｙｒｏｐｈｉｓｐｌａｔｙｒｈｙｎｃｈｕｓ）

ＧＵ２２４９６４、ＧＵ２２４９６５

１４ 阿尔鳗属

（Ａｈｌｉａ）

大眼阿尔鳗

（Ａｈｌｉａｅｇｍｏｎｔｉｓ）

ＧＵ２２４２９９、ＧＵ２２４６５９

　　注：“”表示序列从Ｇｅｎｂａｎｋ数据库获取

　　ＰＣＲ反应分两轮进行，使用ＴＩＡＮＧＥＮ公司２×
ＴａｑＰｌｕｓＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒，体系均为２５ｍｍ３．
第一轮ＰＣＲ反应循环为：９５℃预变性２ｍｉｎ，９５℃变
性１５ｓ，６０℃退火 ３０ｓ，每个循环退火温度降低
０５℃；７２℃延伸５０ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，
４℃保存．每次反应均设置阴性对照以检测是否存在
污染．第２轮 ＰＣＲ反应循环为：９８℃预变性２ｍｉｎ；
９５℃变性１５ｓ，６０°Ｃ退火３０ｓ，每个循环退火温度降

低０３℃；６８℃延伸 ４０ｓ，３５个循环；７２℃延伸 １０
ｍｉｎ，４℃保存．ＰＣＲ产物经１２％琼脂糖凝胶电泳检
测并进行双向测序，保证序列的可靠性．
１．３　生物信息学分析

运用ＤＮＡｍａｎ及Ｃｈｒｏｍａｓ软件拼接每个样品正
反向测序结果并进行校对后提交至ＧｅｎＢａｎｋ（表１）
并计算序列长度、碱基组成及 ＧＣ含量．利用 Ｃｌｕｓｔ
ａｌＷ及ＭＥＧＡ６０软件检测多态位点和简约信息位
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点数量，使用 Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）双参数模型
计算种内距离及种间距离（表２）．结合 Ｇｅｎｂａｎｋ检
索到的１２条蛇鳗科序列，以邻接法（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎ
ｉｎｇ）构建系统发育树［１１］．

２　结果与讨论
２．１　序列结构特征分析

本研究共测序获得蛇鳗科７属１０种３６个个体
的ＣＯⅠ基因片段．经比对后得到ＣＯⅠ基因５’端一
段长度为６５５ｂｐ的序列，共编码２１８个氨基酸，所
有序列没有插入、缺失密码子并不含终止密码子．３６
条ＣＯⅠ序列共有２０个单倍型．２０个 ＣＯⅠ单倍型
之间共检测到保守位点４４１个（约占 ６７３３％），变
异位点２１５个（约占３２８２％），包括２１４个简约信
息位点和１个自裔位点．

ＣＯⅠ序列碱基组成分析显示平均碱基含量为
Ｔ（２７５０％）、Ｃ（２８１０％）、Ａ（２６００％）和 Ｇ
（１８４０％），其中Ｃ含量最高，Ｇ含量最低，Ａ＋Ｔ含
量为５３５％，高于 Ｇ＋Ｃ含量４６５％．密码子３个
位点在碱基使用偏向性中，只有 Ｃ使用频率相近，
其余３个碱基使用频率有显著不同：第１密码子中
４种碱基使用频率相近，分别为 Ｔ（２５００％）、Ｃ

（２５１０％）、Ａ（２９００％）和 Ｇ（２０５０％）；第２密码
子中４种碱基分别为 Ｔ（２７００％）、Ｃ（２７３０％）、Ａ
（２３６０％）和Ｇ（２１６０％）；第３密码子中Ｃ含量最
高，高达３２００％，Ａ（２５３０％）和Ｔ（３０００％）；Ｇ的
含量最低，仅为 １３２０％，出现了明显的反 Ｇ偏倚
现象．

本研究采用 Ｋｉｍｕｒａ２ｐａｒａｍｅｔｅｒ（Ｋ２Ｐ）双参数
模型，使用ＭＥＧＡ６０软件，结合Ｇｅｎｅｂａｎｋ数据库中
１２条ＣＯⅠ序列，计算分析样品种内、种间及属间的
遗传距离．结果显示实验样品种内的 Ｋ２Ｐ遗传距离
为０～１４１％，平均为０５２％，其中最小距离为０，最
大为大眼阿尔鳗１４１％，其次为微鳍新鳗１０２％，
其余均小于 １００％．种间遗传距离为 ３９７％ ～
２９３３％，平均为２００７％，是种内遗传距离的３８５９
倍．种间遗传距离最小的两个种为大鳍蠕蛇鳗和短
尾蛇鳗，其中大鳍蠕蛇鳗的种内遗传距离为０，大鳍
蛇鳗的种内遗传距离为０２０％．属间的遗传距离为
１４８３％～３７４１％，平均为２３９６％．属间的遗传距
离大于种内和种间的遗传距离，分类阶元越高遗传

距离越大，而且遗传距离的增长随分类阶元的增加

变缓．

表２　各阶元Ｋ２Ｐ遗传距离
Ｔａｂ．２　Ｋ２Ｐｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｇｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔａｘｏｎｏｍｉｃｌｅｖｅｌｓ

阶元 样品数 平均值／％ 最小值／％ 最大值／％ 标准误差／％

种内 ４８ ０５２ ０ １４１ ０３８

种间 １４ ２００７ ３９７ ２９３３ １１５

属间 ８ ２３９６ １４８３ ３７４１ １２４

２２　系统进化分析
利用距离法构建 ＮＪ树（图１），１４个物种共分

成１４组，同一物种的序列均聚合在一起，与形态学
分析一致．在属及属以上阶元中，ＮＪ系统进化树与
形态学系统进化树并不一致，同属的样品未能完全

聚合在一起，存在一定的交叉．
２３　讨论

ＤＮＡ条形码是利用一段标准的短序列进行物
种鉴定，具有操作简且不受样品的形态完整性及生

长发育影响，能准确鉴别形态相似种、发掘隐存种等

优点，已广泛用于鱼类物种鉴定中［１２１４］．Ｗａｒｄ等
（２００５）对澳大利亚海洋鱼类的 ＣＯⅠ基因进行了研
究［１５］，共获取了２０７种鱼类的７５４条 ＣＯⅠ基因序
列，分析了它们的ＧＣ含量以及种内、种间及属科遗
传距离的差异，得出ＣＯⅠ基因序列可以用于鱼类物

种鉴定．Ｚｈａｎｇ等（２０１１）利用ＣＯⅠ基因对日本海洋
鱼类进行了鉴定研究［１６］，发现１５８个鱼类样品的种
间遗传距离是种内遗传距离的 ６０倍，并证明了
ＤＮＡ条形码在鱼类不同生长阶段中鉴定的可行性．
ＢａｒｒｏｓＧａｒｃｉａ等（２０１６）利用 ＤＮＡ条形码技术对深
海鱼类海蜥鱼科和棘背鱼科的样品进行了鉴定，

９６％的样品鉴定到种［１７］．
本研究通过扩增测序共获得蛇鳗科７属１０种

３６个个体的ＣＯⅠ基因片段．经比对后得到 ＣＯⅠ基
因５’端一段长度为６５５ｂｐ的序列，碱基组成分析显
示平均碱基含量为 Ｔ（２７５％）、Ｃ（２８１％）、Ａ
（２６０％）和 Ｇ（１８４％）．３６条 ＣＯⅠ序列的 Ａ＋Ｔ
含量相似，最高为尖吻蛇鳗（５５３％），最低为大鳍
蠕蛇鳗（５２２％），平均含量为５３５％，均高于Ｇ＋Ｃ
含量，与以往鱼类 ＣＯⅠ基因序列的研究结果一



·４１４　　 · 应 用 海 洋 学 学 报 ３６卷

图１　基于ＣＯⅠ序列的蛇鳗科鱼类邻接关系树
Ｆｉｇ．１　ＮｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｔｒｅｅｏｆＯｐｈｉｃｈｔｈｉｄａｅｂａｓｅｄＣＯⅠ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

致［１２］．密码子３个位点对碱基使用偏向性有显著差
异：第１密码子中４种碱基使用频率相近，分别为 Ｔ

（２５００％）、Ｃ（２５１０％）、Ａ（２９００％）和 Ｇ
（２０５０％）；第 ２密码子中 ４种碱基分别为 Ｔ
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（２７００％）、Ｃ（２７３０％）、Ａ（２３６０％）和 Ｇ
（２１６０％）；第 ３密码子中 Ｃ含量最高，高达
３２００％，Ａ（２５３０％）和 Ｔ（３０００％）；Ｇ的含量最
低，仅为１３２０％，出现了明显的反 Ｇ偏倚现象，在
鳎科鱼类中也发现类似现象［１８］．在物种进化中，线
粒体基因密码子位点会受到不同程度的碱基突变选

择压，碱基使用偏向性可能是由密码子位点上碱基

突变压力造成的．
ＤＮＡ序列能否成为物种鉴定条形码的主要标

准为种内和种间遗传距离的大小．Ｈｅｂｅｒｔ等（２００３）
对动物ＣＯⅠ基因研究后得出物种种内的遗传距离
通常低于２％，并提出只有种间遗传距离大于种内
遗传距离，且差异高于１０倍时，ＣＯⅠ基因才可对物
种进行有效鉴定［１９］．本研究所有蛇鳗科鱼类样品
中，ＣＯⅠ序列种内的遗传距离为０～１４１％，平均为
０５２％，其中最小距离为 ０，最大为大眼阿尔鳗
１４１％，其次为微鳍新鳗１０２％，其余均小于１％．
种间 遗 传 距 离 为 ３９７％ ～２９３３％，平 均 为
２００７％，是种内遗传距离的３８５９倍，符合 Ｈｅｂｅｒｔ
提出的标准，表明ＣＯＩ基因序列可以作为蛇鳗科鱼
类物种鉴定的ＤＮＡ条形码．

本研究利用距离法构建ＮＪ系统进化树，在种的
水平上，３６样品序列首先与同种的序列聚合，１４个

物种共分成１４组，与形态学分析一致，具有一定的
低阶元系统进化分析能力，同时也验证了ＣＯⅠ序列
在蛇鳗科鱼类鉴定中的可行性．同属的样品并未在
ＮＪ系统进化树聚合到一枝，不同科属间样品存在一
定交叉，这与形态学系统进化树不符，可靠性明显降

低．究其原因，虽然ＣＯⅠ基因序列在属及属以上水
平变异增大，但是所获取基因仅为 ＣＯⅠ基因５’端
一段长度为６５５ｂｐ的序列，信息位点数量少，且在高
级分类阶元中碱基置换趋于饱和，因而系统学水平

上的分辨效果较差，不适合作为蛇鳗科属科阶元系

统进化研究的分子标记．

３　结论
本研究共获得蛇鳗科 ７属 １０种 ３６个个体的

ＣＯⅠ基因片段，ＣＯⅠ序列种间的 Ｋ２Ｐ遗传距离平
均为２００７％，种内的Ｋ２Ｐ遗传距离平均为０５２％，
种间遗传距离是种内遗传距离的 ３８５９倍，符合
Ｈｅｂｅｒｔ等（２００３）提出的相差 １０倍的物种鉴定标
准［１９］，表明ＣＯⅠ基因序列可以作为蛇鳗科鱼类物
种鉴定的条形码．另外，ＣＯⅠ基因序列在属及属以
上阶元分辨效果较差，不适合用于高级分类阶元分

类鉴定及系统进化的研究．
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