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基于 COⅠ序列的 DNA条形码
在中国南海裸胸鳝属鱼类中的应用

齐兴柱，骆　剑，刘志亮，胡　静，朱晓平，彭艳辉，尹绍武
（海南大学 海洋学院，海南大学 热带生物资源教育部重点实验室，海南 海口 570228）

摘　要：为探讨中国南海裸胸鳝属（Gymnothorax）鱼类系统发育关系，采用 DNA 条形码技术测定了 6 种中国
南海裸胸鳝的线粒体细胞色素氧化酶亚基Ⅰ（COⅠ）基因部分序列（504 bp）。 结合来自 GenBank 中的分布
于日本和 3 种同样分布于中国南海的裸胸鳝属鱼类的相应同源序列进行比较分析，用邻接法和最大简约法
构建分子系统树。 结果表明：（1）504 个位点中共有 187 个核苷酸位点存在变异（37． 1％）；（2）序列变异的转
换 ／颠换比值平均为 1． 5；（3）细斑裸胸鳝（Gymnothorax fimbriatus）与黑斑裸胸鳝（G． favagineus）之间的同源
序列碱基差异只有 0． 20 ％ ，支持二者是同种异名的观点；（4）在 NJ树和 MP 树中，蠕纹裸胸鳝和网纹裸胸鳝
聚为一支，位于系统树的基部位置。 其余 8 种聚为另外一支，然后又细分为 2 个较小的分支。
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DNA条形码技术（DNA Barcoding）是通过对一个标准目的基因的 DNA 序列进行分析而进行物种鉴
定的技术。 这个概念的原理与零售业中对商品进行辨认的商品条形码是一样的［1 － 3］ 。 自从提出 DNA 条
形码的概念以来，这种新兴分类学技术已经引起了越来越多的生物学家的关注，它代表了生物分类学研
究的一个新方向［4］ 。 用 DNA条形码鉴定不同物种类群时需要选择有效的目的基因。 目前，线粒体细胞
色素 C氧化酶亚基Ⅰ（cytochrome coxidase subunitⅠ，COⅠ）基因已成为动物 DNA条形码研究的最重要的
标准基因。 例如，Hebert等 2003 年对动物界中 11 门 13 320 个物种的 COⅠ基因序列进行分析，发现其序
列间的差异能够很好地区分所有研究物种，并认为在动物界中 COⅠ基因是合适的 DNA 条形码标准基
因［1 － 2］ 。 Vences等还在 2005 年利用 DNA条形码技术对国际上分类混乱的两栖爬行类进行了准确的物种
鉴别，而且还准确无误地识别出其不同地理类群的变异［5］ 。

裸胸鳝属（Gymnothorax）是硬骨鱼纲（Osteichthyes）鳗鲡总目（Anguillomorpha）鳗鲡目（Anguilliformes）
海鳝科（Muraenidae）的暖水性礁栖鱼类［6］，裸胸鳝属鱼类在中国分布于西沙群岛、海南岛、台湾等海域以
及广东、福建沿海。 目前国内外对裸胸鳝属鱼类的区系分类和系统发生研究报道很少［7］，仅对它们从形
态学进行了分类研究［6，8 － 9］，由于裸胸鳝属鱼类分布范围广，种类较多，且在不同的生长阶段的体色、花纹
不尽相同，传统的形态分类多依赖于体形、齿式、体色、斑纹等性状，这将对种类鉴定造成困难，致使种间
的分类及系统发育关系比较混乱，产生了许多分类上的分歧，如成庆泰等［6］按照裸胸鳝头部斑点小于体

部斑点，以及身体上斑点和眼径大、同等大小、小将其分为 3 种裸胸鳝［黑点裸胸鳝 Gymnothorax melanospi-
lus（Bleeker）、豆点裸胸鳝 G． favagineus （Bloch ＆ Schneider）、细斑裸胸鳝 G． fimbriata（Bennett）］。 而台湾



学者沈世傑 ［8］认为上述 3 种裸胸鳝是同一种，命名为豆点裸胸鳝。 本研究以分布于中国南海常见的 6 种
裸胸鳝属鱼类：黄边裸胸鳝（Gymnothorax flavimarginatus）、网纹裸胸鳝（G． reticularis），黑点裸胸鳝（G． mel-
anospilus），宽带裸胸鳝（G． rueppeliae），细斑裸胸鳝（G． fimbriatus），黑斑裸胸鳝（G． favagineus）为研究材
料，提取总 DNA，PCR扩增并直接测序获得 6 种裸胸鳝的线粒体细胞色素氧化酶亚基Ⅰ（COⅠ）基因部分
序列（504 bp）。 结合 GenBank中的蠕纹裸胸鳝（G． kidako）、波纹裸胸鳝（G． undulatus）、匀斑裸胸鳝（G．
reevesi）、拟密花裸胸鳝（G． pseudothyrsoideus），探讨了 10 种裸胸鳝鱼类的分子系统发生关系，为我国南海
裸胸鳝属鱼类种质资源保护和开发提供参考资料。
1　材料与方法

1． 1　样本来源　研究的鱼类包括网纹裸胸鳝、黄边裸胸鳝、黑点裸胸鳝、宽带裸胸鳝、细斑裸胸鳝、黑斑
裸胸鳝、波纹裸胸鳝、拟密花裸胸鳝、匀斑裸胸鳝和蠕纹裸胸鳝，以日本鳗鲡和花鳗鲡作为外类群。 其中，
波纹裸胸鳝、拟密花裸胸鳝、匀斑裸胸鳝和蠕纹裸胸鳝（G． kidako）及外群花鳗鲡（Anguilla． marmorata）、
日本鳗鲡（A． japonica）的 COⅠ基因 B部分序列从 GenBank 下载，而且，波纹裸胸鳝、拟密花裸胸鳝、匀斑
裸胸鳝也来自中国南海，蠕纹裸胸鳝来自日本海域，其他裸胸鳝鱼类的为新测序列，标本均采自中国南海
海域，每种鱼类样本数为 3 ～ 6 尾（见表 1）。

表 1　鱼种类及其来源

鱼种类 来源 GenBank 登录号
拟密花裸胸鳝 G． pseudothyrsoideus 中国南海 South China Sea EU595143
黄边裸胸鳝 G． flavimarginatus 中国南海 South China Sea HM461874
网纹裸胸鳝 G． reticularis 中国南海 South China Sea HM461876
黑点裸胸鳝 G． melanospilus 中国南海 South China Sea HM461875
宽带裸胸鳝 G． rueppeliae 中国南海 South China Sea HM461877
细斑裸胸鳝 G． fimbriatus 中国南海 South China Sea HM461873
黑斑裸胸鳝 G． favagineus 中国南海 South China Sea HM461872
波纹裸胸鳝 G． undulatus 中国南海 South China Sea EU595146
匀斑裸胸鳝 G． reevesi 中国南海 South China Sea EU595145
蠕纹裸胸鳝 G． kidako 日本海域 Japanese Sea NC004417
花 鳗 鲡 A． marmorata GenBank AF074863
日本鳗鲡 A． japonica GenBank NC＿002707

1． 2　总 DNA的提取　将活鱼放血后，取鱼体背部肌肉约 50 mg，参照 Sambrook 等［10］的酚 ／氯仿抽提方法
稍加改进提取总 DNA。 采用 TAE琼脂糖凝胶（质量分数为 1． 0％）电泳检测提取所得的总 DNA，然后存
放于 － 20 ℃用作 PCR反应的模板。
1． 3　PCR扩增 mtDNA细胞色素氧化酶亚基Ⅰ基因部分序列　以递交到 GenBank的蠕纹裸胸鳝线粒体
基因组全序列（NC004417）作为模板，用 Primer 5． 0 软件在其细胞色素氧化酶亚基Ⅰ基因序列的保守区设
计一对引物，引物由上海生物技术有限公司合成，引物序列为 GYM － COⅠ sen：5′ GAACTACAGCCCAC-
CGCCTA 3′ GYM － COⅠ ant：5′ GCCGAAGCCGGGTAAAATA 3′。 PCR反应体系总体积为 25 μL，含 Buffer
和 dNTP各 2． 5 μL，去离子水 16． 2 μL，正向和反向引物各 1． 3 μL，mtDNA模板 1． 0 μL，ExTaq酶 0． 2 μL。
PCR反应条件：94 ℃预变性 4 min；然后循环 40 次（94 ℃，0． 5 min →53 ℃，0． 5 min→72 ℃，2 min）；最后
72 ℃延伸 10 min。 PCR反应试剂盒（包括 Buffer，dNTP 和 ExTaq 酶）购自大连宝生物（TaKaRa）公司。
用未加模板 DNA的反应液作为空白对照以检查是否有污染存在。 PCR 产物用琼脂糖凝胶（质量分数为
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1． 0％）电泳检测，置于 － 20 ℃保存。
1． 4　PCR产物纯化和测序　扩增所得 PCR产物经琼脂糖凝胶电泳，切下所需带用宝生物工程（大连）
有限公司 （Takara）生产的 DNA凝胶回收试剂盒（TaKaRa Anarose Gel DNAPurification Kit Ver． 2． 0）纯化
回收，并直接送上海生物工程公司进行正反双向测序，以确保测序的准确性。
1． 5　DNA序列分析　对照测得的序列阅读测序峰图，去除两端不准确的序列，然后与从 GenBank 下载
的 4 种裸胸鳝属鱼类以及作为外群的日本鳗鲡（A． japonica）和花鳗鲡（A． marmorata）的 COⅠ基因部分序
列一起用 MEGA version 5． 0 软件中的 Clustal W排序，生成供系统发育分析的矩阵；用 DNAMAN6． 0 软件
进行序列的比对（图 1）；用 MEGA version 5． 0 软件分析序列的变异位点、简约信息位点数、转换 ／颠换值以
及 K2P遗传距离。 系统进化树分析用最大简约法（MP）和邻接法（NJ）。 最大简约法构树方法采用 Close-
Neighbor-Interchange algorithm （CNI），所有数据未加权。 邻接法分析使用 Kimura’2 － parameter。 系统树
分支的置信度采用重复抽样分析（Boot strap analysis）的方法，重复抽样的次数为 1 000 次。 大于 35％的
bootstrap标注在图上。
2　结果与分析

2． 1　COⅠ基因片段序列特征　经 PCR 扩增、产物纯化回收、测序等步骤得到 COⅠ基因部分序列，经过
比对核查，获得 COⅠ基因部分序列长度 504 bp，没有发现碱基的插入或缺失。 从 GenBank 中得到分布于
日本、中国南海裸胸鳝属鱼类 COⅠ基因部分序列，经比对后发现在 504 bp的 DNA序列中，有 187 个碱基
存在变异，约占 37． 1％，其中 115 bp具有简约性信息位点，317 个位点是保守的（图 1）。 10 种裸胸鳝属
鱼类 COⅠ基因部分片段序列中 T，C，A和 G碱基平均含量分别为 30． 5％，26． 1％，24． 4％和 19． 0％，显
示 G碱基相对缺乏。 其中 A ＋ T的含量为 54． 9％，高于 G ＋ C 含量（45． 1％）。 在三联体密码子中的碱基
组成有很大的变化（图 2），在密码子的第 1 位中 4 种碱基频率相近，但在第 2 位中 T 碱基的频率高达 41．
5％，在第 3 位中，G －3 只有10． 4％ 。 序列中的转换总的来说要比颠换多，但转换与颠换的比值为 1． 5。
而一般认为转换与颠换比值小于 2． 0 时基因序列突变就达到饱和状态［11 － 12］，所以这些位点突变已经
饱和。

除去外群，基于 Kimura’2 － parameter 的平均遗传距离为 18． 6％，其中细斑裸胸鳝与黑斑裸胸鳝之
间同源序列的 K2P遗传距离只有 0． 2％，细斑裸胸鳝与宽带裸胸鳝 K2P遗传距离为 0． 80％ 、宽带裸胸鳝
与黑斑裸胸鳝之间 K2P 遗传距离分别为 1． 0％ 。 波纹裸胸鳝与黑点裸胸鳝 K2P 遗传距离最高，为
21． 83％，但黑点裸胸鳝与细斑及黑斑裸胸鳝的 K2P遗传距离分别为 6％和 6． 2％（表 2）。

表 2　裸胸鳝属部分鱼类的 COⅠ基因部分序列的 K2P 遗传距离 （下三角）和转换 ／ 颠换（上三角）
鱼种类 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

波纹裸胸鳝　 55 ／ 27 15 ／ 3 67 ／ 27 62 ／ 27 61 ／ 23 71 ／ 39 63 ／ 28 62 ／ 28 62 ／ 34
匀斑裸胸鳝　 0． 187 58 ／ 30 54 ／ 22 50 ／ 20 61 ／ 20 59 ／ 30 51 ／ 17 50 ／ 21 62 ／ 25
拟密花裸胸鳝 0． 037 0． 203 64 ／ 30 59 ／ 30 58 ／ 24 67 ／ 42 60 ／ 31 59 ／ 31 58 ／ 33
黄边裸胸鳝　 0． 221 0． 172 0． 220 8 ／ 6 63 ／ 22 20 ／ 18 7 ／ 7 8 ／ 7 60 ／ 27
细斑裸胸鳝　 0． 206 0． 157 0． 206 0． 028 60 ／ 24 13 ／ 16 1 ／ 3 0 ／ 1 60 ／ 29
网纹裸胸鳝　 0． 194 0． 186 0． 188 0． 197 0． 193 68 ／ 32 60 ／ 23 60 ／ 25 54 ／ 21
黑点裸胸鳝　 0． 264 0． 206 0． 260 0． 080 0． 060 0． 237 14 ／ 17 13 ／ 17 69 ／ 39
宽带裸胸鳝　 0． 212 0． 152 0． 211 0． 028 0． 008 0． 191 0． 064 1 ／ 4 60 ／ 26
黑斑裸胸鳝　 0． 209 0． 159 0． 208 0． 030 0． 002 0． 196 0． 062 0． 010 60 ／ 30
蠕纹裸胸鳝　 0． 224 0． 201 0． 210 0． 201 0． 206 0． 170 0． 258 0． 198 0． 208

323　第 4 期 　　　　齐兴柱等：基于 COI序列的 DNA 条形码在中国南海裸胸鳝属鱼类中的应用



图 1　COⅠ基因部分序列的比对
黑色部分表示碱基相同的位点，灰色和白色表示碱基有变化的位点。
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图 2　密码子 3 个位点的碱基组成频率

2． 2　系统进化树的建立　以日本鳗鲡和
花鳗鲡作为外群，应用邻接法（NJ）和简约
法（MP）构建了裸胸鳝属部分物种的分子
系统发育关系树（图 3），树上各分支上的
数字用1 000次 Bootstrap 表示统计分析后
对该支的支持百分比［13］ 。 从图 3 可以看
出，10 种裸胸鳝聚集为 2 个大的分支，蠕
纹裸胸鳝和网纹裸胸鳝聚为一支，其余 8
种聚为较大的一支，其中，拟密花裸胸鳝
和波纹裸胸鳝聚集为较小一支，其余 6 种
聚集为另外一支。 所构建的 NJ 和 MP 树

图 3　基于 COⅠ条码序列的邻位连接树（A）和最大简约树（B）
图中数字为自举置信水平（BCL）值

的拓朴结构也较相似，只有匀斑、黄边、黑
点、宽带、细斑和黑斑 6 种裸胸鳝所在的分
支内部的拓扑结构有所差异。
3　讨　论

裸胸鳝属（Gymnothorax）是硬骨鱼纲
（Osteichthyes）鳗鲡目（Anguilliformes）海鳝
科（Muraenidae）的鱼类［6］，我国南海具有
丰富的裸胸鳝属鱼类资源，其中大部分具
有重要的经济价值。 目前，对裸胸鳝属的
分类仅依据体色花纹等外形特征［6］，而且
该类群鱼类在不同的生长阶段的体色花纹

不尽相同，属、种间也出现重叠，依据该形
态的分类方式十分困难，而且也容易出错。
由于线粒体细胞色素 C 氧化酶亚基Ⅰ（cy-
tochrome coxidase subunitⅠ，COⅠ）基因已
成为动物 DNA 条形码研究的最重要的标
准基因，因此，本研究应用 COⅠ基因序列
作为 DNA 条形码对中国南海裸胸鳝的系
统进化进行分析，以解决我国裸胸鳝属鱼
类分类上的难题，充实裸胸鳝分类学资料。
NJ树和 MP树表明：以日本鳗鲡和花鳗鲡作为外类群，10 种裸胸鳝聚为 2 个分支。 蠕纹裸胸鳝和网纹裸
胸鳝聚在一起形成 1 个分支，处于系统树的基部位置；其余 8 种裸胸鳝聚为另外 1 个分支，在此分支中，波
纹裸胸鳝和拟密花裸胸鳝又聚集成较小的 1 个分支，其余 6 种聚集成另外 1 个分支，支持这 2 个分支的置
信度为（55％，NJ树；100％，MP树）。 虽然其余 6 种裸胸鳝组成的分支的内部拓扑结构在 NJ树和 MP树
中有些差异，但在 2 种树中，细斑裸胸鳝和黑斑裸胸鳝亲缘关系最近，其次是宽带裸胸鳝，所不同的仅仅
是黑点裸胸鳝和黄边裸胸鳝的位置有变动。 总的来说，在 10 种裸胸鳝属鱼中，分歧最早的是网纹裸胸鳝
和蠕纹裸胸鳝；其次是波纹裸胸鳝和拟密花裸胸鳝。 黑斑裸胸鳝和细斑裸胸鳝的分歧最近，实际上，这 2
种裸胸鳝之间的 K2P 遗传距离仅为 0． 2％，按照王中铎等［14］对中国南海硬骨鱼类 40 个物种 COⅠ条码
660 bp的分析结果，同物种的不同个体间的 K2P遗传距离平均为0． 84％，同属不同物种间的 K2P 遗传距
离为 15． 67％，证明黑斑裸胸鳝和细斑裸胸鳝是同一个种，支持台湾学者沈世傑［8］的观点，但黑点裸胸鳝
与细斑及黑斑裸胸鳝的 K2P遗传距离分别为 6％及 6． 2％，因此，明显为另一个种，这一点则支持成庆泰
等［6］的观点。 另外，宽带裸胸鳝与细斑裸胸鳝的 K2P遗传距离为 0． 8％，这是由于笔者研究的 COⅠ序列
（504 bp）短于王中铎等研究的序列长度（660 bp）所致。 而蠕纹裸胸鳝虽然来自日本海域，但与来自中国
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南海的网纹裸胸鳝仍聚集为一支，因此，从系统树上来看，它们之间并没有明显的地域差异。
总的来说，本研究以 COⅠ条码序列构建 9 种中国南海和 1 种来自日本海域的裸胸鳝的 NJ 和 MP 系

统进化树（图 3），可直观地反映出该条码序列能成功分辨 10 种裸胸鳝。 这对于辅助完善形态学系统，尤
其对补充《中国鱼类系统检索》记录等将具有很好的指导意义。 但是，COⅠ条码序列在广泛适用于鱼类
物种鉴别的同时也存在其局限性。 由于 COⅠ基因的突变速率相对线粒体 DNA控制区的要慢些，因此，难
以分辨分化程度过低的物种。 总之，裸胸鳝的分类较复杂，其系统发生关系有待于对更多的种类从分子
水平上进行揭示。
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Application of COⅠ-based DNA barcoding
in Gymnothorax Species in South China Sea

QI Xing-zhu，LUO Jian，LIU Zhi-liang，HU Jing，ZHU Xiao-ping，PENG Yan-hui，YIN Shao-wu
（College of Ocean，Hainan University，Ministry of Education，Key Laboratory for Tropical Biology Resources，Haikou 570228，China）

Abstract： In order to explore the phylogenetic relationships of gymnothorax species in South China Sea，504 bp
length fragments of mitochondrial cytochrome oxidase subunit Ⅰ gene from 6 species of genus Gymnothorax （G．
flavimarginatus，G． reticularis，G． melanospilus，G． rueppeliae，G． fimbriatus，G． favagineus）in South China Sea
were sequenced． Based on the phylogenetic analysis of the homologous sequences of COⅠ gene sequences of
Gymnothorax from 3 species in South China Sea and 1 species in Japan downloaded from GenBank，neighbor-
joining （NJ ）and maximum parsimony （MP）methods were used to construct molecular phylogenetic trees． The
results indicated that there were 187 nucleotide sites substituted（37． 1％）in 504 bp sites；the average value of
transition ／ transversion ratios was 1． 5；nucleotide sequence divergence was only 0． 20 ％ between G． fimbriatus
and G． favagineus，which supported the opinion that G． fimbriatus and G． favagineus might be synonyms；the NJ
tree and the MP tree Clustering maps showed that the genetic differentiation of G． reticularis and G． kidako was in
the same branch，and the genetic differentiation of eight species Gymnothorax was in another branch．
Key words：Gymnothorax；cytochrome oxidase subunit Ⅰ gene；DNA barcodes；molecular phylogenetic tree
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