
中国科学: 生命科学    2011 年  第 41 卷  第 2 期: 150 ~ 159 
 

SCIENTIA SINICA  Vitae www.scichina.com  life.scichina.com 

 

英文引用格式: Zhou C J, Wang X Z, Wang D Q, et al. The complete mitochondrial genome of the southern catfish (Silurus meridionalis) and divergence time 
estimations of Ostariophysan fishes. SCIENTIA SINICA Vitae, 2011, 41: 150–159, doi: 10.1360/052011-41 

《中国科学》杂志社
SCIENCE CHINA PRESS

论 文  

南方鲇线粒体基因组全序列与骨鳔鱼类分化 

时间的估算 

周传江
①②, 王绪祯

②, 汪登强
②③, 何舜平

②* 
① 西南大学生命科学学院, 重庆  400715; 

② 中国科学院水生生物研究所水生生物多样性与保护重点实验室, 武汉  430072; 

③ 中国水产科学研究院长江水产研究所, 武汉  430223 
* 联系人, E-mail: clad@ihb.ac.cn 

收稿日期: 2011-01-22; 接受日期: 2011-01-25 

国家自然科学基金(批准号: 30770300 和 31090254)和中国科学院知识创新工程(批准号: KSCX2-YW-R-136)资助项目 
DOI: 10.1360/052010-41 

  

摘要    用 PCR 方法获得了南方鲇(Silurus meridionalis)的线粒体基因组全序列, 长度为

16533 bp, 南方鲇线粒体基因组中 A 和 T 的含量略高((A+T)为 55.17%), 12S rRNA, 16S 

rRNA, tRNA 和控制区的(A+T)含量分别为 52.44%, 55.23%, 55.97%和 60.24%). 基于选取的

36 种代表性种类线粒体全序列中的 11 个蛋白编码基因, 构建了骨鳔鱼类系统发育树, 并以

骨鳔鱼类化石记录为标定点, 运用松散分子钟方法估算物种分化时间. 结果表明, 耳鳔系鱼

类为强烈支持的单系, 鲤形目位于该类群的基部, 脂鲤目和电鳗目构成姐妹群, 然后和鲇形

目构成姐妹群. 骨鳔鱼类起源于三叠纪(约为 231 Mya), 耳鳔系起源于三叠纪晚期(约为 216 

Mya), 其代表类群均起源于侏罗纪晚期(鲇形目、鲤形目、脂鲤目、电鳗目的分化发生在

161~139 Mya), 南方鲇的物种分化时间约为白垩纪中期, 估算的分化时间远早于化石记录. 
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动物的线粒体基因组 (mitochondrial genome 

mtDNA)是长度为 16~20 kb的成闭环状的独立于核基

因组的“小基因组”, 线粒体基因组有 13 个蛋白编码

基因 , 两个线粒体核糖体 rRNA(12SrRNA 和 16S 
rRNA), 22个 tRNA和一个含有控制转录及mtDNA复

制起始信号的非编码区(D-LOOP)组成 [1]. 动物线粒

体不仅有相同的基因数量, 且在基因结构上也有保

守性. 因其相比核基因组远远较小的长度、母性遗

传、独立复制能力和含有相对较少的重组等优点, 线
粒体已成为研究基因组进化[2]、各分类水平解决系统

发育问题[3]和种群遗传学[4,5]研究的有效工具. 
骨鳔鱼类 (Ostariophysi)属于鲱形亚部 (Clupeo- 

cephala), 是真骨鱼中的第二大总目, 包含 5 目, 近

1000属, 约7000种, 占淡水鱼的70%左右, 分布于所

有的大陆[6~8]. 骨鳔鱼类由非耳鳔系(Anotophysi)和耳

鳔系(Otophysi)组成; 其中耳鳔系包括鲤形目(Cypri- 

niformes)、脂鲤目 (Characiformes)、鲇形目 (Siluri- 

formes)、电鳗目(Gymnotiformes); 而非耳鳔系则包括

鼠鱚目 (Gonorynchiformes). 南方鲇 (Silurus meridi- 

onalis)俗称大口鲇 , 属于鲇形目鲇科鲇属 , 分布于
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珠江、闽江、长江等水系, 是重要的经济鱼类. 本研

究通过测定南方鲇线粒体基因组全序列并对其分化

时间进行估算, 以获得其线粒体的结构和分化时间, 

为南方鲇的资源保护打下基础, 同时通过现生骨鳔

鱼类的分化时间估算来解释形成其现在分布格局的

历史原因. 

1  材料与方法 

1.1  材料来源 

实验所南方鲇采自重庆北碚嘉陵江段, 取背部

肌肉用 95%酒精固定. 选取另外 35 种骨鳔鱼类的代

表性种类, 用于分析(表 1).   

表 1  本研究所用的样品信息 

目 科 种 GenBank 登录号 参考文献 

Amiiformes Amiidae Amia calva AB042952 [9] 

Osteoglossiformes Osteoglossidae Osteoglossum bicirrhosum AB043025 [10] 

Osteoglossiformes Pantodontidae Pantodon buchholzi AB043068 [10] 

Elopiformes Elopidae Elops hawaiensis AB051070 [11] 

Anguilliformes Anguillidae Anguilla anguilla AP007233 [12] 

Clupeiformes Clupeidae Sardinops melanostictus AB032554 [13] 

Clupeiformes Engraulidae Engraulis japonicus AB040676 [14] 

Gonorynchiformes Chanidae Chanos chanos AB054133 [15] 

Gonorynchiformes Gonorynchidae Gonorynchus greyi AB054134 [15] 

Cypriniformes Balitoridae Crossostoma lacustre M91245 [16] 

Cypriniformes Balitoridae Lefua echigonia AB054126 [15] 

Cypriniformes Catostomidae Carpiodes carpio AY366087 [17] 

Cypriniformes Catostomidae Myxocyprinus asiaticus AY986503 [18] 

Cypriniformes Cobitidae Cobitis striata AB054125 [15] 

Cypriniformes Cyprinidae Carassius auratus AB006953 [19] 

Cypriniformes Cyprinidae Carassius carassius AY714387 [20] 

Cypriniformes Cyprinidae Cyprinus carpio X61010 [21] 

Cypriniformes Cyprinidae Opsariichthys bidens DQ367044 [22] 

Cypriniformes Cyprinidae Danio rerio AC024175 未发表资料 

Cypriniformes Cyprinidae Zacco sieboldii AB218898 [23] 

Cypriniformes Cyprinidae Xenocypris argentea AP009059 [23] 

Cypriniformes Cyprinidae Xenocypris davidi GQ289558 未发表资料 

Characiformes Alestiidae Phenacogrammus interruptus AB054129 [15] 

Characiformes Characidae Chalceus macrolepidotus AB054130 [15] 

Gymnotiformes Apteronotidae Apteronotus albifrons AB054132 [15] 

Gymnotiformes Eigenmanniidae Eigenmannia sp. AB054131 [15] 

Siluriformes Bagridae Pseudobagrus tokiensis AB054127 [15] 

Siluriformes Callichthyidae Corydoras rabauti AB054128 [15] 

Siluriformes Ictaluridae Ictalurus punctatus AF482987 [24] 

Siluriformes Pangasiidae Pangasianodon gigas AY762971 [25] 

Siluriformes Cranoglanididae Cranoglanis bouderius AY989626 [26] 

Siluriformes Amblycipitidae Liobagrus obesus NC_008232 [27] 

Siluriformes Siluridae Silurus meridionalis HQ907992 本研究 

Salmoniformes Salmonidae Oncorhynchus mykiss L29771 [28] 

Salmoniformes Salmonidae Salmo salar U12143 [29] 

Perciformes Scombridae Scomber scombrus AB120717 [30] 
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1.2  PCR 扩增、克隆和测序 

采用改进的酚-氯仿法从肌肉组织中提取总基因组

DNA, 用灭菌双蒸水溶解后置于−4℃条件下保存. 根据

已有线粒体数据的鲇形目鱼类红黑带鼠(Corydoras 

rabauti, GenBank 登录号 : AB054128) 、越南拟鲿

(Pseudobagrus tokiensis, GenBank 登录号: AB054127)、牛

头鮰(Liobagrus obesus, GenBank 登录号: NC_008232)、

长臀鮠 (Cranoglanis bouderius, GenBank 登录号 : 

NC_008280)、斑点叉尾鮰(Ictalurus punctatus, GenBank

登录号: AF482987)和斑马鱼(Danio rerio, GenBank 登

录号: AC024175)的线粒体保守区用 Primer premier5.0

设计 11 对引物用于扩增南方鲇的保守区, 每对邻引

物均至少有约 100 bp 的重叠, 扩增目的片段长度为

2000 bp 左右. 

50 μL PCR 反应体系: 5 μL 的 10×PCR buffer 

(Takara), 4 μL的2.5 mmol/L dNTPs(TaKaRa), 2 μL的10 

mmol/L 正反向引物, 0.5 μL rTaq 酶(5 U/μL, TaKaRa), 

1.0 μL 的模板(约 40 ng). PCR 反应条件: 94℃预变性 4 

min, 94℃变性 30 s, 54~56℃退火处理 30 s, 72℃ 

表 2  用于扩增南方鲇线粒体基因组所用的引物序列 

引物  

a) 序列(5′–3′)b) 

L295 GTAAAATTCGTGCCAGCCACCGCGGTTA 

H2440 TGCGCTGTTATCCCTAGGGTAACTTG 

L2220 AGACGAGAAGACCCTTTGGAGCTTAAG 

H4008 CGTATGGACTCATTGGTAAGAGAAGG 

L3826 TGCCAAAGGACCACTTTGATAGAGTG 

H5432 TGTGATTGTCACAGGTAGGRTGGCCGAG 

L5256 GCCCAAACCAGCGAGCATTCATCTACT 

H7196 TTCTATTACAGGCGAGGCCGCGTCTTG 

L7012 GAACCCCCATAAACTAGTTTCAAGCCAG 

H8961 CCTTCGCGKACAGTRTCTCGTCATCA 

L8773 CCACCAAGCACAYGCATATCATATGGT 

H10089 AGTCCBAGTGTAAATGCTGAGGTAAAG 

L9948 CAAGGAGGCCTAGAATGAGCTGAATAG 

H11730 GTTGAAACTATATCTACARTATCATCA 

L11331 CATATGAACGAACCCACAGCCGAACC 

H13175 TAGTGTTARGGYTAGGGCTCAGGCGTT 

L12836 AATTGTAGCCTTCTCAACATCMAGTCA 

H14540 CATCTCGGCAGATGTGGGCTACGGATGA 

L14184 AAATASGGYGCAGGATTAGAAGCAAC 

H15563 TAGCTTTGGGAGTTAGGGGTGGGAGT 

a) L 和 H 分别表示轻链和重链; b) 根据国际生物化学联合会

(IUB)规定兼并密码子: R=A/G; Y=C/T; W=A/T; M=A/C; K=G/T; 
S=G/C; H=A/T/C; B=G/T/C 

延伸2 min, 35个循环, 最后72℃延伸10 min, 用浓度

为 1.5%的琼脂糖电泳检测 PCR 产物(Promega). 用胶

回收试剂盒回收 PCR 产物(Promega), 纯化后的片段

用于后续的测序或克隆. 对于纯化后测序不成功的

片段 , 克隆后再测序 , 克隆用载体为 PMD18-T 

vector(Takara)和 Escherichia coli(Top ten). 对于直接

测序成功的样品, 测序引物同 PCR 反应的引物, 克

隆样品用 PMD18-T vector 通用引物测序, 测序由华

大基因公司完成. 

1.3  数据分析 

(1) 序列的拼接和比对.  所测得序列用 Lasergene 

version 7.0(DNASTAR)软件包进行分析, 用 Seqman

对重叠群(Contig)进行拼接, 然后用 MegAlign 对序列

进行多重比对. 用 Clustal W[31]软件和 Seaview 对排

序后的序列进行人工校对. 参考鲇形目的鱼类斑点

叉尾鮰(Ictalurus punctatus)[24]、长臀鮠(Cranoglanis 

bouderius)[26]、越南拟鲿(Pseudobagrus tokiensis)[15]和

巨鲶(Pangasianodon gigas)[25]的线粒体基因组 DNA

数据对所获得的序列的蛋白编码基因、rRNA 和 tRNA

进行识别, 并通过 tRNAscan-SE 搜索服务器(http:// 

lowelab.ucsc.edu/tRNAscan-SE/)进行识别 tRNA 的再

验证.  

为估算南方鲇和骨鳔鱼类的分化时间, 仅采用

线粒体基因中蛋白编码基因用于分析, 其中 ATP8 因

其序列过短而未用于本分析; 因 ND6 拓扑位置特殊

的核苷酸替代模式[32,33]其序列排序结果可能不可靠, 

故未被采用, 去掉不可信和不能排序整齐的序列, 所

有密码子均包含在其中, 最后剩余 10521 bp 用于本

分析.  

(2) 系统发育分析.  分别采用最大似然法和贝叶

斯法构建系统发育树, 采用Modeltest3.7软件[34]对序列

的替代模型进行分析, 最后选择GTR+I+G 模型做为最

适进化替代模型[35]用于本分析. 用 MrBayes Version 

3.0 软件[36]分析所得序列的 11 个蛋白编码基因, 采用

分区和不分区分析, 运行107代, 每1000代抽样一次以

确保抽样的独立性. 同时运行 4 条链, 3 条热链(温度为

0.05)和一条冷链, 其中 2500 棵树作为“born in”而舍弃. 

为求结果的可靠性, 重复该过程 2次, 每次均以随机树

起始. RAxML[37]分析也采用 11 蛋白编码基因分区

GTR+G 模型并运行 1000 次 bootstrap. 

(3) 分化时间估算.  首先将用于分析的各个分支
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进行速率一致性检验, 各分支的替代速率并不一致, 

不符合严格分子钟(P<0.01), 采用 MULTIDISRIBUTE

软件推算各个分支之间的分化时间 , 该软件通过

PAML[38]和 MULTIDITIME[39]联合分析, 其原理及过

程见文献[18,40]. MULTIDIVTIME 软件允许对有化

石记录各个标定点的最大和最小时间进行限定, 其

中以化石记录出现的最早时间作为最小时间, 而最

大值的估计相对困难. 根据 Hedges 和 Kumar[41]估计

的 sarcopterygians 和 actinopterygians 的分化时间(450 

Mya(百万年前))作为分化时间的上限(bigtime). 根据

已有的结果和化石记录选取 2 个最大时间为上限和 7

个有化石记录的类群化石出现时间作为时间的标定

点来联合 11 个线粒体基因估计骨鳔鱼类的分化时间

(表 3). 

Markov 链运行 107 代, 每 100 代取样一次, 舍弃

最初的 10000 次循环. 在运行 MCMC(Markov Chain 

Monte Carlo)之前, 对系统发育树根部节点年龄、速

率及各分支自主相关速率的 SEx ± 等参数进行设置: 

以 360 Mya 作为系统发育树根部节点到末端节点的 

分化时间的期望值, 但不对节点分化时间进行限制. 

以每  100 年作为一个时间单位(rttm=3.6, rttmsd=0.007)

根节点的先验速率分布的平均值为  0.007, 根节点的

先验速率分布的标准差为  0.007, 先验的布朗运动常

数的平均值和标准差均为  0.5. 

2  结果与讨论 

2.1  南方鲇线粒体基因组的特征 

南方鲇线粒体基因组的全长为 16533 bp, 

Genbank 登录号为 HQ907992, 其结构包括 2 个 rRNA

基因(12S rRNA 和 16S rRNA 基因)、22 个 tRNA 基

因)、13 个蛋白质编码基因和 1 个非编码的控制区

(control region)组成 . 整个线粒体基因组的 (A+T) 

(55.17%)含量高于 G+C 含量(44.83%). 此现象在其他

基因和区域也存在(如蛋白质编码基因的(A+T)含量

为54.85%, 12S rRNA为52.44%, 12S rRNA为55.23%, 

tRNA 为 55.97%, 控制区为 60.24%, 表 4). 

表 3  用于做标定点的节点的化石记录信息 

节点  

a) 标定点  

b) 标定点信息 

a L116 自巴西的早白垩纪阿普第阶最早的 osteoglossoid 化石记录 Laeliichthys[42] 

b U334 估算的海鲢总目和骨舌总目的分化时间[43] 

c L57 自赞尼特阶的第三纪鲱形目化石[44] 

d L94 自苏丹森诺曼阶的脂鲤目化石记录[45] 

e L70 一些关于晚白垩纪的鲇形目的化石记录[46] 

f L153 自晚侏罗纪最古老的骨鳔鱼类化石记录 Tichlingenichthy(约 153 Mya)[47] 

g L60 自古新世的亚口鱼科鱼类化石记录[48] 

h L50 自第三纪伊普雷斯阶的鲤形目化石[44] 

Tip-Root U450 估计的软骨硬鳞类+全骨类与 Teleostei 分化时间[43] 

a) 节点信息见图 1; b) L 为下限, U 为上限, 单位为 Mya 

表 4  南方鲇线粒体基因组不同基因(区域)碱基组成比较 

碱基组成(%) 
基因/区域 

A T G C A+T 

蛋白编码基因      

1st codon 27.67 20.57 24.15 27.61 48.24 

2rd codon 20.33 38.79 13.04 27.82 59.11 

3rd codon 39.26 17.93 7.13 35.66 57.19 

全部蛋白编码基因 29.08 25.76 14.77 30.36 54.85 

tRNA 31.19 24.78 19.06 24.97 55.97 

12S rRNA 31.53 20.91 21.44 26.11 52.44 

16S rRNA 35.11 20.12 19.51 25.26 55.23 

D-loop 31.96 28.29 15.81 23.94 60.24 

整个线粒体基因组 30.18 24.98 16.11 28.71 55.17 
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蛋白编码基因中除了 COI 基因以 GTG 为起始

密码子外 , 其他基因均以 ATG 作为起始密码子 , 

COII, COIII, ND4 和 Cytb 基因以 T 和 TA 作为不完

全的终止密码子. 蛋白编码基因第三密码子中 G 的

含量也低于其他位点G的含量(第一密码子: 24.15%, 

第二密码子: 13.04%, 第三密码子: 7.13%). 线粒体

12S rRNA 基因和 16S rRNA 基因长度分别为 942 和

1635 bp. 
南方鲇线粒体控制区长度为 900 bp, 其 3′端识别

出 3 个参与 RNA 酶转录和翻译过程的保守序列块

(conserved sequenece block, CSB): CSBI(位于第 53~  

62 bp 处), CSBII(位于第 754~776 bp 处)和 CSBIII(位

于第 807~821 bp 处). 5′端也识别出了终止结合序列

(termination association sequence, TAS, 分别位于 60~ 

66 bp, 651~658 bp 处), 回文结构序列 TACAT 在南方

鲇的线粒体控制区5′端重复了6次(分别位于52~56 bp, 

86~90 bp, 105~109 bp, 120~124 bp, 201~205 bp, 
230~234 bp 处)同时在 94~98bp 处也识别了和其互补

的序列 ATGTA. 这些结构被认为通过形成热稳定的

发夹-环结构来终止重链延伸的信号[49], 同时在 3′端
识别到 2 个 TA 重复的微卫星位点. 

2.2  系统发育分析和分化时间的估算 

基于 11 个线粒体蛋白编码基因所构建的 RaXML

树和 Bayesian 树的拓扑结构基本一致, 仅在个别节点

拓扑位置和 bootstrap 值以及后验概率存在差异(图 1). 

在系统发育树上, 以弓鳍鱼(Amia calva)作为外类群

时 , 鼠鱚目和鲱形目(Clupeiformes)为姊妹群 , 而后

与真骨下区(Euteleostei)鱼类构成姊妹群. 脂鲤目和

电鳗目构成姐妹群然后与鲇形目构成姐妹群. 鲤形

目、脂鲤目、电鳗目及鲇形目构成的耳鳔系的单系性

得到了强烈支持. 在鲇形目中, 红黑带鼠位于基部位

置, 南方鲇位于靠近基部的位置, 巨鲶及长臀鮠构成

姐妹群, 然后斑点叉尾鮰构成姐妹群. 牛头鮰和朝鲜

拟鲿(Pseudobagrus tokiensis)构成姐妹群. 鲤形目所有

个体构成了强烈支持的单系, 其中鳅科位于基部位置, 

上述研究结果与现有关于骨鳔鱼类研究结果相似[50~53]. 

但 Fink[52,53]基于形态特征的支序分析认为, 电鳗目

和鲇形目构成单系, 而后和脂鲤目构成姐妹群, 而本

研究中脂鲤目和电鳗目构成单系, 然后和鲇形目构成

姐妹群, 此结果得到了一些研究的支持[15,50,51,54]. 一

直有争议的鼠鱚目的系统位置也得到多数研究的支

持[15,26,51,55], 研究认为其应和非耳鳔鱼类的鲱形目关

系较近, 而不是与耳鳔系成姐妹群关系. 

分化时间估算的结果表明(图 2), 骨鳔鱼类分化

时间约为 231 Mya(95%置信区间为 189~267 Mya), 

此结果和郭宪光[51](233 Mya)、Peng[18](239 Mya)以及

Inoue[43](201~239 Mya)的研究相一致, 耳鳔系的分化

时间约为 216 Mya(95%置信区间为 175~253 Mya). 在

耳鳔系中, 脂鲤目的分化时间约为 155 Mya, 电鳗目

约 139 Mya, 鲇形目约为 153 Mya, 鲤形目分化时间

约为 161 Mya, 上述结果均支持这些鱼类的晚侏罗纪

起源[18,56,57], 即在泛大陆时期, 冈瓦那大陆和劳亚大

陆还存在联系, 这将有助于解释这些类群鱼类的泛

古陆可能分布格局, 即在泛古陆时期这些类群的原

始种已经存在 . 南方鲇的物种分化时间约为 104 

Mya(95%置信区间为  74~136 Mya, 白垩纪), 鳅科分

化时间约为 144 Mya(95%置信区间为 112~180 Mya

早白垩纪), 亚口鱼科分化时间约为 84 Mya(95%置信

区间为  62~115 Mya, 白垩纪), 这些结果同样支持骨

鳔鱼类的泛古陆起源. 

根据分子钟所估算的骨鳔鱼类各类群的分化时

间和最早的化石记录之间存在着显著的差异, 化石

记录显示, 骨鳔鱼类最早出现在大约 153 Mya的晚侏

罗纪 , 而耳鳔系最古老的化石存在于阿尔必阶

(Albian, 约 98~112 Mya), 本研究的估算时间分别为

231 和 216 Mya, 鲇形目、鲤形目、脂鲤目和电鳗目

均存在此种情况. 该现象可能是由于化石记录的有

限性和缺失造成的[26,50,51,56]. 绝大多数的骨鳔鱼类实

际存在的时间要比最古老的化石记录提供的时间更

久远, 不能因为化石记录的缺乏而否认这种可能性

存在[56,57]. 

3  结论 

本研究获得了南方鲇全长为 16533 bp 的线粒体

基因组全序列, 同时选取 36 个代表性骨鳔鱼类并基

于其 11 个线粒体蛋白编码基因构建了系统发育树并

估算了其分化时间, 结果强烈支持耳鳔系的单系性

和骨鳔鱼类的泛古陆起源. 
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图 1  联合分析 11 个线粒体蛋白编码基因, 基于 GTR+I+G 模型的 50%以上一致 Bayesian 不分区树和基于 GTR 模型的 11
个蛋白编码基因分区的一致性大于 50% AxML 树 

节点处字母编号是所采用的标定点的位置, 节点详细信息见表 3. −示该节点的支持率低于 50 或者该节点 Bayesian 和 AxML 结果不一致. 节点处

前的数字为 Bayesian 后验概率, 其后的数字为 AxML 的节点支持率. A: 骨舌鱼亚部(Osteoglossomorpha); B: 海鲢亚部(Elopomorpha); C: 真骨下区

(Euteleostei); D: 鼠鱚目(Gonorynchiformes); E: 鲱形目(Clupeiformes); F: 脂鲤目(Characiformes); G: 电鳗(Gymnotiformes); H: 鲇形目(Siluriformes);  

I: 鲤形目(Cypriniformes) 



周传江等: 南方鲇线粒体基因组全序列与骨鳔鱼类分化时间的估算 
 

156 

 

图 2  基于图 1 的标定点和 11 个线粒体基因的 MULTIDIVTIME 程序所估算出来的骨鳔鱼类的分化时间 
节点处的数字为采用图 1标定点和表 3标定点相应信息用MULTIDIVTIME 程序所估算出来分化时间, 节点处的时间单位为百万年前(Mya), 

数字经过四舍五入获得 
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