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摘要：为了探讨纽虫之间的遗传差异及亲缘关系，对取自北海和湛江的中华枝吻纽虫（Ｄｅｎｄｒｏｒｈｙｎｃｈｕｓ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ）２６个样本和湛江枝吻纽虫（Ｄｅｎｄｒｏｒｈｙｎｃｈｕｓ　ｚｈａｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ）３个样本的线粒体细胞色素氧化酶Ⅰ亚
基（ＣＯＩ）基因部分片段进行序列测定，并结合从ＧｅｎＢａｎｋ下载的其它纽虫序列，分析它们之间的系统发育关系。
结果显示，中华枝吻纽虫２６个个体共检测１７个单倍型，湛江枝吻纽虫３个个体共检测到２个单倍型，其长度均
为６１５ｂｐ；枝吻纽虫个体核苷酸序列Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ的含量相近，碱基组成均表现出 Ａ＋Ｔ含量偏倚，即 Ａ＋Ｔ含量
明显高于Ｇ＋Ｃ含量。中华枝吻纽虫的１７个单倍型以及湛江枝吻纽虫的２个单倍型之间的遗传距离分别为
０．００２～０．０１３和０．００８；而两种枝吻纽虫ＣＯＩ基因序列的遗传差异很大，彼此之间的遗传距离都在０．１９４以上，
加之分子系统树（ＮＪ）的拓扑结构也显示，作为同属的两种枝吻纽虫没有聚成１支，而是各自成支，这些表像都支
持两种枝吻纽虫分别为独立有效物种的观点。中华枝吻纽虫的１７个单倍型聚为１支后，与Ｃｅｒｅｂｒａｔｕｌｕｓ
ｍａｒｇｉｎａｔｕｓ，Ｃ．ｌａｃｔｅｕｓ聚 为 １ 大 支，而 湛 江 枝 吻 纽 虫 的 ２ 个 单 倍 型 聚 为 １ 支 后，与 Ｌｉｎｅｕｓ　ｒｕｂｅｒ 和
Ｌ．ｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓ聚为１大支，表明枝吻纽虫属（Ｄｅｎｄｒｏｒｈｙｎｃｈｕｓ）并非单系。
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　　枝吻纽虫隶属于异纽目（Ｈｅｔｅｒｏｎｅｍｅｒｔｅａ）纵沟
纽虫科（Ｌｉｎｅｉｄａｅ），共有８种，除欧洲和南极洲以外
的沿海海岸都已有发现［１，２］。迄今为止，我国报道了

４种枝吻纽虫，分别是分布于广东湛江的湛江枝吻纽
虫（Ｄｅｎｄｒｏｒｈｙｎｃｈｕｓ　ｚｈａｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ）、中华枝吻纽
虫 （Ｄｅｎｄｒｏｒｈｙｎｃｈｕｓ　ｓｉｎｅｎｓｉｓ）、疣 多 枝 吻 纽 虫
（Ｐｏｌｙｄｅｎｄｒｏｒｈｙｎｃｈｕｓ　ｐａｐｉｌｌａｒｉｓ）［３～５］和浙江奉化
的 浙 江 枝 吻 纽 虫 （Ｄｅｎｄｒｏｒｈｙｎｃｈｕｓ
ｚｈｅｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ）［２］。文献［１］对枝吻纽的形态、生态
及组织学研究后，认为前３种枝吻纽虫为同一物种，
即湛江枝吻纽虫。但是从科学的角度来看此观点还
需进一步验证。

　　动物线粒体ＤＮＡ因具有分子量小、母系遗传、
比核ＤＮＡ进化速率快等特征而广泛应用于进化生
物学研究，其中的细胞色素氧化酶Ⅰ亚基（ＣＯＩ）基因
则因其变异性较大，而多用于种间区分及分子系统学
研究［６，７］。针对纽虫分子系统基于ＣＯＩ基因的研究
已有一些报道［８～１３］，但是关于中国的枝吻纽虫仅见
王孟前等对浙江枝吻纽虫的１８ＳｒＤＮＡ 序列进行的
研究［１４］。本研究选用线粒体ＣＯＩ基因作为分子标
记，对产于中国的湛江枝吻纽虫和中华枝吻纽虫进行
序列测定和分析；再结合从ＧｅｎＢａｎｋ下载的有关纽
虫的基因序列，对其进行分子系统关系分析，探讨纽
虫之间的遗传差异及亲缘关系，以期为纽虫的种质鉴
定提供分子遗传学资料，为进一步研究纽虫的分子系
统提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料

　　两种枝吻纽虫采集于广东湛江和广西北海沿海
潮间带泥滩，标本带回实验室后，所有个体均分别切
出一部分冷冻保存备用，其余部分用Ｂｏｕｉｎ液固定。
固定的标本经组织切片和形态鉴定确定种类［３～５］，中
华枝吻纽虫样本量２６，湛江枝吻纽虫样本量３，其它
信息见表１。

１．２　ＤＮＡ提取

　　取３种纽虫的肌肉约３０ｍｇ，采用Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴＭ

ＳＱ　Ｔｉｓｓｕｅ　ＤＮＡ　Ｋｉｔ（Ｏｍｅｇａ　Ｂｉｏ－ｔｅｋ，Ｉｎｃ．）从肌肉组
织中提取基因组ＤＮＡ。将ＤＮＡ放入－２０℃冰箱保
存备用。

１．３　ＰＣＲ扩增

　 　 以 ＣＯＩＬ１４９０：５′－ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡ－
ＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ－３′和 ＣＯＩＨ２１９８：５′－ＴＡＡＡＣＴ－

ＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ－３′为引物对ＣＯＩ
基因部分片段进行ＰＣＲ扩增［１５］。扩增时的反应体
积为２５μｌ，反应液中含２．５μｌ　１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ，２．０μｌ
ＭｇＣｌ２（１５ｍＭ），２．０μｌ　ｄＮＴＰｓ（２．５ｍＭ），１．０μｌ模板

ＤＮＡ，引物各０．５μｌ（１０μＭ），０．２μｌ　Ｔａｑ酶（５Ｕ／μｌ），
无菌去离子水补足到２５μｌ。ＰＣＲ循环参数为：９５℃
预变性５ｍｉｎ后，９４℃变性４０ｓ，５０℃退火５０ｓ，７２℃
延伸１ｍｉｎ，循环３５次，７２℃延伸８ｍｉｎ，４℃保存。

１．４　序列测定

　　用含有溴化乙锭的１．０％琼脂糖凝胶电泳检测

ＰＣＲ扩增产物，并用凝胶成像系统观察照相。用

１．０％琼脂糖凝胶，ＴａＫａＲａ　Ａｇａｒｏｓｅ　Ｇｅｌ　ＤＮＡ　Ｐｕｒｉ－
ｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（宝生物工程有限公司）回收和纯化扩增
效果良好的样品，纯化产物送至英潍捷基贸易有限公
司广州实验室进行正反链双向测序。

１．５　数据分析

　　 首先核对测序胶图的正反向序列，然后由

ＤＮＡＳＴＡＲ软件对其进行编辑、校对和比对，并分析
排序结果，所有序列均为两端去引物后的序列。用

ＭＥＧＡ４．０软件统计序列的碱基含量，基于 Ｋｉｍｕｒａ
双参数法计算种间种内的遗传距离，并进行相关的系
统发生和分子进化分析。

２　结果与分析

　　不包括引物，在中华枝吻纽虫的２６个个体中共
检测到 １７ 个单倍型 （ＣＯＩ基因片段长度均为

６１５ｂｐ），其中北海３个个体和湛江３个个体共享１个
主体单倍型（记为 ＨａｐＡ１），另外有北海的２个个体
与湛 江 的 ２ 个 个 体 共 享 另 一 个 单 倍 型 （记 为

ＨａｐＡ２），其他１５个单倍型中，其中北海的２个个体
共享１个单倍型（记为 ＨａｐＡ３），此外北海和湛江还
各有１３个和１个单倍型（记为 ＨａｐＡ４～ＨａｐＡ１７）；

２６个个体核苷酸序列中 Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ的含量相近，其
平均值分别为１４．０％、４２．４％、２９．３％、１４．３％。湛
江枝吻纽虫的３个个体中共检测到２个单倍型（ＣＯＩ
基因片段长度也均为６１５ｂｐ），其中２个个体共享１
个单倍型（记为 ＨａｐＢ１），另一个个体独享１个单倍
型（记为 ＨａｐＢ２）；３个个体的核苷酸序列Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ
的含量相近，其平均值分别为 １６．８％、４１．２％、

２８．６％、１３．４％。碱基含量均表现出Ａ＋Ｔ含量明显
高于Ｇ＋Ｃ含量。上述单倍型序列的ＧｅｎＢａｎｋ登录
号见表１。
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表１　测序用纽虫取样信息

Ｔａｂｌｅ　１　Ｓａｍｐｌｉｎｇ　ｄａｔａ　ｏｆ　Ｐ．ｐａｐｉｌｌａｒｉｓ，Ｄ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ　ａｎｄ　Ｄ．ｚｈａｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ　ｕｓｅｄ　ｉｎ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ　ＣＯＩ　ｇｅｎｅ

种类
Ｓｐｅｃｉｅｓ

样本量（只）
Ｓａｍｐｌｅ　ｓｉｚｅ

采集地点（经纬度）
Ｌｏｃａｌｉｔｉｅｓ（ｌａｔｉｔｕｄｅ　ａｎｄ
ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ　ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ）

采样时间
Ｄａｔｅ　ｏｆ　ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ

单倍型
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ

ＧｅｎＢａｎｋ
登录号
ＧｅｎＢａｎｋ
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｕｍｂｅｒ

中华枝吻纽虫
Ｄｅｎｄｒｏｒｈｙｎｃｈｕｓ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ

６ 湛江 Ｚｈａｎｊｉａｎｇ（２１°１５′１４．４２″
Ｎ，１１０°２５′４２．７３″Ｅ） ２００９－０８ Ａ１－Ａ１７ ＫＣ６０２６８６～

ＫＣ６０２７０２

２０
北海 Ｂｅｉｈａｉ（２１°２９′５１．４３″Ｎ，
１１９°０８′１３．６６″Ｅ） ２００９－０８

湛江枝吻纽虫
Ｄｅｎｄｒｏｒｈｙｎｃｈｕｓ
ｚｈａｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ

３
湛江 Ｚｈａｎｊｉａｎｇ（２１°１５′１４．４２″
Ｎ，１１０°２５′４２．７３″Ｅ） ２００９－０８ Ｂ１－Ｂ２ ＫＣ６０２７０３～

ＫＣ６０２７０４

　　序列比对显示，在中华枝吻纽虫的１７个单倍型
中，无碱基的插入、缺失，序列间共有２１个变异位点，

其中简约信息位点６个，各单倍型之间的遗传距离为

０．００２～０．０１３；在湛江枝吻纽虫种的２个单倍型中，

亦无碱基的插入、缺失，序列间有５个变异位点，无简
约信息位点，２个单倍型之间的遗传距离为０．００８。

　　从图１可以看出，两种枝吻纽虫的１９个单倍型
比对获得的６１５ｂｐ的序列中，无碱基的插入、缺失，

序列间共有１２０个变异位点，其中简约信息位点１０７
个；中华枝吻纽虫与湛江枝吻纽虫所有单倍型之间的
遗传距离为０．１９４～０．２０７。

图１　枝吻纽虫ＣＯＩ基因片段变异位点

　　Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｓｉｔｅｓ　ｏｆ　ＣＯＩ　ｇｅｎｅ　ｆｒａｇｍｅｎｔ　ｏｆ

Ｄ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ　ａｎｄ　Ｄ．ｚｈａｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ

　　把两种枝吻纽虫的１９种单倍型与已报道的４种
纽虫（种名及 ＧｅｎＢａｎｋ序列号见图２）序列比对，获
得了５３０ｂｐ的同源序列（无插入缺失），共有变异位
点１７８个，其中简约信息位点１２７个。将上述２３条
序列用ＮＪ法构建系统发生树（图２）。图２是以序列
数据集１０００次重复抽样检验的自引导值表示系统树
各个结点的支持率，仅显示各分支上得到的大于

５０％的支持率。

　　图２　两种枝吻纽虫及其它４种纽虫的ＣＯＩ基因分子系
统树

　　Ｆｉｇ．２　Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｏｆ
ＣＯＩ　ｇｅｎｅ　ｏｆ　Ｄ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ，Ｄ．ｚｈａｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｆｏｕｒ
Ｎｅｍａｔｉｎｅａｎｓ

　　从图２可以看出，中华枝吻纽虫的１７个单倍型
聚为一支后，与Ｃｅｒｅｂｒａｔｕｌｕｓ　ｍａｒｇｉｎａｔｕｓ再聚为一
支。 而湛江枝吻纽虫２个单倍型聚为一支后，与

Ｌｉｎｅｕｓ　ｒｕｂｅｒ聚为一支。结果表明，枝吻纽虫属并非
单系，支持这两种纽虫分别为独立有效物种。

３　讨论

　　Ｓｕｎ通过对湛江枝吻纽虫、中华枝吻纽虫、疣多
枝吻纽虫的形态、生态及组织学的比较研究，倾向于

３种枝吻纽虫为同一物种的观点，即湛江枝吻纽
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虫［１］。但是，本研究发现两种枝吻纽虫ＣＯＩ基因序
列的遗传差异特别大，它们彼此之间的遗传距离都在

０．１９４以上，远远高于Ｃｈｅｎ等人［１２］报道的不同种类
纽虫ＣＯＩ基因序列彼此之间的遗传距离的下限为

０．０４３。图２的拓扑结构也显示，中华枝吻纽虫（１７
个单倍型聚为１支）和湛江枝吻纽虫（２个单倍型聚
为１支）没有聚成１支，而是各自成支；此外，湛江枝
吻纽虫和中华枝吻纽虫的种内差异很小，前者的种内
遗传距离仅为０．００８，后者则为０．００２～０．０１３，远低
于０．０４３的下限。因此，分子数据支持两种枝吻纽虫
分别为独立物种，原分类地位有效。

　　但是，由于中华枝吻纽虫的１７个单倍型聚为１
支后，没有与湛江枝吻纽虫聚为１支，而是与两种脑
纽虫（Ｃｅｒｅｂｒａｔｕｌｕｓ　ｍａｒｇｉｎａｔｕｓ，Ｃ．ｌａｃｔｅｕｓ）聚为１
支（图２）。１８ＳｒＤＮＡ序列的研究也表明浙江枝吻纽
虫与Ｃ．ｌａｃｔｅｕｓ的亲缘关系最近，二者构成同一分
支［１４］。同样的，图２还显示，湛江枝吻纽虫的两个单
倍型聚为１支后，与Ｌｉｎｅｕｓ　ｒｕｂｅｒ和Ｌ．ｌｏｎｇｉｓｓｉｍｕｓ
聚为１大支。此种分子系统关系表明枝吻纽虫属
（Ｄｅｎｄｒｏｒｈｙｎｃｈｕｓ）并非单系。

　　在纽虫形态分类中，Ｃ．ｍａｒｇｉｎａｔｕｓ，Ｃ．ｌａｃｔｅｕｓ
隶属于脑纽科（Ｃｅｒｅｂｒａｔｕｌｉｄａｅ），而枝吻纽虫则属于
纵沟纽虫科（Ｌｉｎｅｉｄａｅ），但是基于ＣＯＩ基因序列的分
子数据（图２）提示，它们在科属划分上存在与形态分
类结果的不一致。因此，还需要对更多纽虫种类以及
更多基因的深入研究后才能进一步确定枝吻纽虫及

其他纽虫的科属划分以及它们之间的系统发育关系。

４　结论

　　经过对中华枝吻纽虫和湛江枝吻纽虫的ＣＯＩ基
因部分序列的测定。结果表明，两种枝吻纽虫ＣＯＩ
基因序列的遗传差异很大，彼此之间的的遗传距离都
在０．１９４以上。分子系统树的拓扑结构也显示，中华
枝吻纽虫和湛江枝吻纽虫分别为独立有效的物种。
从结果还可以看出，中华枝吻纽虫更倾向于划入脑纽
科。这说明有关枝吻纽虫和其他纽虫科属的划分，还
有待于对更多种类和更多基因的深入研究。
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