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摘要:为阐明骨舌鱼科鱼类的遗传结构和进化关系，测定了美丽硬仆骨舌鱼 S玩cle如e旷rοψ'pa，咱ge刷sj卢Orη阳μ旧S 的 3 个品种金龙

(Gold a盯ro仰wana叫)、红龙 (Red a盯ro侧wana叫)、青龙( Gr陀een a旧ro￥阳￥

G仇e口nBan川Ik 中珍珠龙 S玩cl扣如e旷ro仰pα咱ge肘s le凹ich阳Wα旷rdtωt~ 、星点点、珍珠龙 S. j日rdini、非洲龙 Heterotis nilot比川、黑龙 Osteoglos.mm ferrerirai , 

银龙 O. bic盯hOSl川、海象 Arapaima gigas 的全序列，用邻接法( NJ)和最大简约法( MP) 构建分子系统树，初步分析

了骨舌鱼科鱼类的系统发育关系.N町J 树和 MP 树均一致表明，骨舌鱼类为单系类群，分为 4 支，支持骨舌鱼科下设4

个属(坚体鱼属 S玩cle如e旷roο仰'1'α咱ge时S 、异耳鱼属 H品ete旷ero刚O创tLs趴、骨舌鱼属 οS耐teο喀'gl阳O阳ss川ur肌m矶叭、巨骨舌鱼属 Araι叩:pχJaιωZ

属的系统关系与其形态、生态特征表型进化和地理分布较为一致.而金龙、红龙和青龙的 mtDNA Cytb 的碱基差异

小于 1 % ，说明这 3 个龙鱼品种还在同一种的水平上
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Abstract: The present study aimed to clarify the genetic structure and evolutionary relationships within 

Osteoglossidae ,using complete mitochondrial cytochrome b (Cyt b) gene sequences (1 141 bp) of three 

breeds of Scleropαges formosω: Gold arowana , Red arowana and Green arowana , together with relevant se­

quences of Scleropαges leichαrdti , S. jardi巾 ， Heterotis nilotic时 ， Osteoglossum ferrerirαi ， O. bicirrhosum , Ar­

αpαimα gigas obtained from GenBank. The phylogenetic trees constructed by two methods (NJ and MP) 

supported the same topology , and molecular phylogenetic relationships of fishes of the Osteoglossidae were 

constructed. Both of NJ tree and MP tree showed that fishes of the Os~eoglossidae were a monophyletic group 

and classified Osteoglossidae into four genera , namely Scleropαges ,Heterotis , Osteoglossum ， Arαpωma ， which 

were perfectly consistent with their morphological , ecological characteristics , evolution and geographic dis­

tribution pattern. Sequence variation of less than 1 % in mtDNA Cyt b gene among three breeds of S. for­

mo5US suggested that they might represent the same species. 

Key words: Osteoglossidae; Scleropαges formosω; Cyt b gene; systematical evolution 

骨舌鱼科 Osteoglossidae ，是现存最古老的热带

淡水鱼类之二，国内外记载的骨舌鱼类主要有 4 属 9

种 [l] ，分布在亚洲、南美洲、澳洲和非洲等地，因其寿
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命长，鳞片在光照下反射光华，被视为长寿、兴隆和

财富的象征，深受人们的喜爱.据记载[2] ，骨舌鱼首

次在南美洲亚马逊河流域发现，此后在非洲l尼罗河、
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澳洲及东南亚等地陆续发现不同的骨舌鱼类，而美

丽硬仆骨舌鱼在越南安南山脉模流被发现，由于其

优美的体型和体姿使其迅速成为一种国际著名的极

珍贵观赏鱼类，由于该鱼野生种群数量不详，又因需

求暴增遭酷捕而趋于濒危，于 1975 年被列入《濒危

野生动植物种国际贸易公约> (CITES) ，成为最高濒

危保护物种.同时骨舌鱼类保有真骨鱼类的原始形

态，其起源时间可追溯到中生代中后期[句，具有极高

的考古和学术研究价值.目前国内外对骨舌鱼科鱼

类的研究报道主要集中在生物学问和遗传多样性[4]

等方面. Yue 等问]采用 3 种分子标记研究了美丽硬

仆骨舌鱼的遗传多样性情况，并报道了美丽硬仆骨

舌鱼的线粒体 DNA 序列.细胞色素 b ( Cytochrome b , 

Cyt b)基因是线粒体中结构和功能研究最清楚的蛋

白质编码基因之一，进化速度适中，可为骨舌鱼科不

同分类单元间的系统发育研究提供可靠、有价值的信

息[6]. 本文通过对美丽硬仆骨舌鱼线粒体 Cty b 基因

全序列的测定，并结合从 GenBank 中下载的骨舌鱼科

鱼类线粒体 Cyt b 基因全序列进行分析和比较，探讨

种间的系统发育关系，验证骨舌鱼类的单系起源及分

类划分，同时验证美丽硬仆骨舌鱼种内的进化关系，旨

在为骨舌鱼类的系统分类、种类演化提供基础资料.

1 材料与方法

1. 1 样品采集和 DNA 提取

本试验所用的材料为美丽硬仆骨舌鱼 S玩C扣如ro叩pα咱g臼

j卢brym阳7ηnoωlJS川旧(表 1门) ，俗称亚#讪讪洲l'川、'1 龙鱼( As盯ian bon盯1η守y阳耶le 或

A如ro侧wa肌na叫) ，是金龙、红龙、青龙等龙鱼品种的学名.将

试验龙鱼小心捕捞并实施麻醉于术，剪取少量尾鳝，

参照 EZNA 试剂盒的方法提取总 DNA ， - 20 "c保存

备用.参考 GenBank 其他骨舌鱼类序列，选用齿蝶属

齿蝶鱼作为外类群.

表 1 骨舌鱼科鱼类的学名及其相关信息

Tab. 1 Scientific name , length of Cyt b sequence and GenBank accession numbers of Cyt b sequences for Osteoglossidae 

种 序列长度/bp 登录号

金龙 s.卢rmoslμGold arowana 1 141 EU594546 
红龙 S. formosus Red arowana 1 141 EU594545 
青龙 S. formosus Green arowana 1 141 EU594547 

珍珠龙 S. leichardti 1 141 AB035237 
星点珍珠龙 S. jardini 1 141 AB035236 
非洲|龙 H. niloticus 1 141 AB035240 

黑龙 O. ferrerirai 1 141 AB035239 

银龙 O. bicιrrhosum 1 141 AB035238 

海象 A. gzgω 1 141 AB035241 

齿蝶鱼 P. buchholzi 1 141 AB035242 

属名

坚体鱼属 Scleropages

异耳鱼属 Heterotis

骨舌鱼属 Osteoglossum

巨骨舌鱼属 Arapaimα

齿蝶属 Pantodon

1. 2 引物设计与 PCR 扩增

参照双须骨舌鱼 Osteoglossum bicirrhosum ( Gen­

Bank: NC_003095) 线粒体 DNA 序列，选择位于 Cyt b 

基因外侧保守性较高的区域设计引物:PlJ'­

TGCGACTAAACATAAATGTITAG - 3'; P2: 5' - TG­

TATGGAAAATTGCAGTTATG - 3'. PCR 反应总体积

为 20μL，其中含有模板 DNA 0.5μL (40 - 100 

ng/L) ,10 x PCR Buffer 2μL ， MgC12 (25 mmollL) 1. 6 

DNA 序列，并进行人工核查，与 GenBank 下载的序列

一起用 Clustal W 排序，生成供系统发育分析的矩

阵.利用 MEGA 3.0 软件[7] 分析序列的碱基组成和

差异百分比、变异位点、简约信息位点数、转换/颠换

值，用邻接法( Ne吨i咆gh陆1由bo创I-j抖0创iInIimn吨g NJ川)和最大简约法

(Ma缸Ximnm1mIn1-p归arsl臼lmon盯y MP川)构建骨舌鱼类种间的系统

发育关系.系统树分枝置信度采用重复抽样分析

(Bootstrap analysis) 的方法，通过1 000次循环再抽样

统计分析，评估系统树的可靠性.μL ， dNTP ( 10 mmollL) O. 4μL ， T，αqDNA Polymerase(5 

U/μL)O. 3μL ， 20 pmollμL引物各 0.5μL，其余为灭 句

菌双蒸水.PCR 反应条件为 :94 ℃预变性 2 min ;94 "c -

变性 50 s ,52 "c退火 50 s ,72 "c延伸 1 min ， 30 个循环;

72 "C延伸 5 min. 每次反应设立不含 DNA 模板的空

白对照.用 0.01 g/mL 琼脂糖凝胶电泳检测.扩增产

物直接进行正反双向测序井核对，以保证所测序列

的准确性.序列数据已提交 GenBank ，序列号见表1.

1.3 序列分析与数据处理

将 2 个片段进行拼接后，先用 Clustal W 排定

结果

2.1 骨舌鱼科鱼类 Cyt b 基因序列特征

本研究获得美丽硬仆骨舌鱼的 3 个品种红龙、

金龙、青龙 mtDNA Cyt b 基因的1 141 全序列，并与从

GenBa此下载的其他骨舌鱼科以及外类群的鱼类序

列一起比对，生成供系统发育的矩阵.在同源的1 141 

bp DNA 序列中没有发现碱基的插入和缺失，主要是

因为 Cyt b 基因序列为蛋白质编码序列，插入和缺失
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很少发生或发生后很容易被淘汰. ATG 为起始密码

子，以 T 为不完全终止密码子，这种不完整的终止密

码子在转录过程中需添加 poly A 后才形成终止密码

子，在草鱼[8] 等也可见这种现象.就所有分析的序列

来看， T、 C 、 A 和 G 平均碱基组成分别为 23.9% , 

34.6% ,27. 8% , 13. 7% ，其中 A+T 的组成 (5 1. 7%) 

高于 G+C 组成(48.3%) ， G 碱基相对缺乏，这与脊

椎动物的特点是一致的[9]. 在 1 141 bp DNA 序列位

点中，有 508 个碱基存在变异，约占 44.520毛，其中

152 个碱基具有简约性信息位点，约占 13. 32% ，序

列中的转换明显比颠换多，物种间的序列变异点基

本上转换多于颠换，这种差异在亲缘关系接近的类

群中更显著[lO];转换/颠换比值平均为 2. 75 ，通常认

为转换/颠换> 2. 0 时，基因序列的突变未达到饱

和[7]. 在三联体密码子中的碱基组成也有很大的变

化，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 42.6% ，在第 3 位中口的

频率达到 5 1. 3% ，密码子第 3 位碱基的突变受自然

选择压力小，突变率高，但这种突变很少导致氨基酸

替代，并且比导致氨基酸替代的突变积累得快[ll] ，但

G3 只有 4.0%表现出很明显的碱基差异.

2.2 分子系统树的构建

利用 Kimura-2 模型计算出骨舌鱼科的遗传距离

(表2) ，并以齿蝶鱼为外类群，对骨舌鱼科进行系统

表 2 基于 Kimura-2 模型计算的骨舌鱼科鱼类种间遗传距离

Tab.2 Genetic distances caIculated among Osteoglossidae species based on Kimura-2 model 

种名 双须骨舌鱼黑龙 星点珍珠龙珍珠龙 红龙 金龙 青龙 非洲龙 海象 齿蝶鱼

双须骨舌鱼 Osteoglossum bici厅加sum

黑龙 O. ferrerirai 0.096 

星点珍珠龙 Scleropages jardini 0.230 0.248 

珍珠龙 S. leichardti 0.223 0.221 0.173 

红龙(Red arowana) S. formosus 。.219 0.219 0.206 

金龙( Gold arowana) S.户rmosus 0.220 0.218 0.204 

青龙 (Green arowana) S.卢rmosus 0.218 。 .215 0.204 

非洲龙 Heterotis niloticus 。 .263 。 .250 0.264 

海象 Arαpαmα g!gω 0.257 0.273 0.303 

齿蝶鱼 Pαntodon buchholzi 0.307 0.286 O. 311 

发育分析，应用最大简约法(图 1 )和邻接法(图 2) 构

建分子系统树.从图 l 、图 2 中可以看出，最大简约法

产生的 MP 树和邻接法产生的 NJ 树均一致表明，所

研究的骨舌鱼科鱼类形成 4 个主要分支:巨骨舌鱼

属、异耳鱼属、骨舌鱼属、硬骨舌鱼属.骨舌鱼属与硬

骨舌鱼属形成姐妹群，异耳鱼属再与他们聚在一起，

最后与处在骨舌鱼科类群基部的巨骨舌鱼属相聚.

硬骨舌鱼属的 5 种鱼类被分成了二支，形成姐妹群:

珍珠龙和星点珍珠龙聚类，置信度 BP = 99%; 美丽
硬仆骨舌鱼在 NJ 树中，红龙先与金龙结为姐妹种，

而后与青龙聚类.
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每个分支上的数字表示基于 1 CXXl l'欠重复的自举检验置信度，齿蝶鱼为外群.

图 1 基于 Kimura 双参数的遗传距离以最大简约法构建的

分子系统树
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每个分支上的数字表示基于 1 CXXl次重复的自举检验置信度，齿蝶鱼为外群.

图 2 基于骨舌鱼科鱼类 Cty b 基因全序列通过邻接法构建

的分子系统树

Fig. 2 Molecular phylogenetic tree based on the complete Cyl b 

sequences of Osteoglossidae fishes constructed by neigh­

bor-joining method 

3 讨论
3.1 骨舌鱼科鱼类间的进化关系

从化石上的依据[叫来看，骨舌鱼科在白主纪早

期呈世界性分布，而在白主纪晚期却仅分布于瓦纳

古陆，目前学者们一般以"大陆漂移说"来解释其形

成现在分布格局的原因.骨舌鱼类的祖先在中生代

时期第一次出现在地球上[3] ，当时的地球分为瓦纳

Fig. 1 Maximum-parsimony tree for haplotypes using Kimura 2- 古大陆( Gondwanaland )和劳亚古大陆( Laaurasia) 2 

个部分，骨舌鱼的祖先就在 2 个隔离的大陆上往不

同的方向演化.由于地壳运动，瓦纳古大陆分裂成印
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度陆块、南极大陆、澳洲大陆，最后分裂出非洲大陆、

南美洲大陆，骨舌鱼类就进化为南美洲的银龙鱼、黑

龙鱼和澳洲的珍珠龙鱼、星点珍珠龙鱼.而瓦纳古大

陆分裂出的数个小陆块与劳亚古大陆结合形成东南

亚陆块，一部分龙鱼从南半球经过海峡到达北半球

演化成美丽硬仆骨舌鱼.本文根据骨舌鱼类线粒体

Cyt b 基因所建立的 MP 树和 NJ 树的聚类分析可以

很好地反映骨舌鱼类的进化关系，同时 2 种分析方

法的聚类结果一致，与其形态特征 [2J 、生态习性的进

化表现有较高的一致性，验证了骨舌鱼类为单系起

源的观点，与 Kumazawa 等[ 13 J 的研究结果一致.

3.2 美丽硬仆骨舌鱼种内进化
美丽硬仆骨舌鱼，俗称亚洲龙鱼，按照体色主要

分为 3 个自然群体[l2]: 金龙、红龙、青龙，其中红龙分

布于印度尼西亚的加里曼丹西部;金龙主要分布在

马来西亚和印度尼西亚的苏门答腊;青龙分布广泛，

在东南亚国家几乎都有分布.潘阳[ 14] 比较了红龙、青

龙和金龙的形态学性状，认为在形态方面有一定的差

异，主要表现在体色和体高/体厚比值上，金龙和红龙、

金龙和青龙、红龙和青龙的比值分别为1. 75 、1. 95 、

1. 94. Yue 等[4J 采用 RAPD 和 AFLP 技术对青龙和红

龙的遗传关系进行研究，结果一部分青龙单独成支，另

一部分青龙和红龙聚在一起;利用 SSR 和 AFLP 技术

研究了青龙、红龙和金龙的遗传多样性情况，研究得出

的系统发生关系与 RAPD 的研究结果一致:红龙和青

龙的遗传关系较近，与金龙的遗传关系较远.潘阳
等[15 J 对金龙和红龙 mtDNA D-Loop 全序列分析分化

变异程度，发现红龙和金龙的分化变异率很低，说明

二者有较近的亲缘关系.本文从美丽硬仆骨舌鱼线

粒体 Cyt b 基因的碱基组成上分析，金龙、红龙和青

龙的 mtDNA Cyt b 碱基仅有 0.3% 的差异，在 MP 树

和 NJ 树相聚，且红龙和金龙亲缘关系较近，与青龙
关系较远，这与 Yue 等 [4] 的研究结论有些差异，可能

与现今商业贸易、人工移植放流等活动引起的不同

种内或者不同种群基因混杂，导致种质不纯有关.根
据 Avise [16J 认为同一种的个体间一般有 0.1% -5% 

的差异.其他一些动物的 Cyt b 基因序列分析表明，
种内个体间的序列差异一般在 0% - 4. 06% [17-19] , 

差异超过 6% 的个体问已有明显的亚种或种的分化，

而金龙、红龙和青龙的序列差异仅为 0.3% ，因此 3

种美丽硬仆骨舌鱼的分化仍没有达到种的水平.
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