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摘要$ 采用常规 DEF扩增并测序获得了齿缘摄龟"!01,%20&3%$4+4+#线粒体 +GH"6I+GH#全序列! 并研

究了其基因组结构特点’ 根据 "# 种龟的线粒体基因组重链蛋白编码基因序列! 分别利用最大简约法

"JD#)最大似然法"JK#和贝叶斯法"L7?AM87B#构建系统进化树! 探讨这些龟鳖物种之间的系统进化关

系( 结果显示! 齿缘摄龟线粒体基因组全序列长为 $) %/& NO "PABL7BQ 登录号为 RS%’’/"(#! HTU含

量为 )$V’$W! 编码 (X 个基因! 包括 $( 个蛋白质编码基因! " 个 YFGH! "" 个 IFGH和 $ 个控制区"+5

9<<O#! 基因组成与其他龟鳖类动物相似’ 非编码区 +59<<O 长 &X( NO! 包含 $ 个中央保守区"E+#! " 个

扩展终止结合序列区"4UHZM#! ( 个保守盒"EZLM#’ 构建的 JD树)JK树和 L7?AM87B 树的拓扑结构相

似! 闭壳龟属 X 种龟聚为一枝! 拟水龟属 ) 种龟聚为一枝! 齿缘摄龟与黑桥摄龟聚在一枝! ( 种进化树

均支持这些龟鳖物种现有的分类学地位(
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!!线粒体 +GH是动物细胞核外的遗传物质!
具有分子量小)进化速度快和母系遗传等特性!
是研究物种起源和分化的可靠分子标记"于晓
丽等 "##/#( 动物线粒体 +GH是闭合环状的
双链 +GH! 大小 $’ *"# QN! 一般包含 $( 个蛋
白质编码基因)" 个核糖体 YFGH基因)"" 个
IFGH基因和 $ 个非编码区 "+59<<O#( 线粒体
基因组全序列被广泛应用于动物高阶元的系统
发育研究"FAB AI79."##&#(

全世界现存龟鳖类 %%" 种! 分属于侧颈龟
亚目"D9A>Y<a8Y7# 和曲颈龟亚目 "EY?OI<a8Y7#
两大类群! 其中海龟有 X 种! 淡水龟 %(’ 种
"d7B +81Q AI79."#$"#( 龟鳖类物种多样性丰
富! 其物种分类学研究有许多报道"如 E722<BA
AI79."##%! ZO8BQMAI79."##%! 毕亭亭等
"#$$#( 齿缘摄龟 "!01,%20&3%$4+4+#! 俗称亚
洲叶龟! 在分类学上属曲颈龟亚目地龟科
"PA<A6?a8a7A#齿缘龟属 "中国动物志数据库
:IIO$00bbb.Q83.72.2B03?@b0QcM1Q0abM1Q0#(
齿缘摄龟主要分布于马来西亚半岛)新加坡)苏
门答腊岛)爪哇岛)婆罗德岛)菲律宾群岛)越南
以及中国的云南)广西等区域( 目前很多种类
龟鳖的线粒体基因组全序列已被公布! 但齿缘
摄龟线粒体基因全序列尚未见有文献报到( 因
此! 本文测定了齿缘摄龟的线粒体基因组全序

列! 分析了其结构特点! 通过构建分子系统发
育树探讨了齿缘摄龟与其他龟鳖类物种的系统
进化关系( 本文结果可为该物种的资源保护及
分子遗传学提供基础(

@A材料与方法

@B@A样品采集和 CD<提取A广西壮族自治
区钦州市中意龟鳖养殖场为本实验提供实验研
究用齿缘摄龟样品! 样品原产地广西龙州县!
取自然死亡的齿缘摄龟后腿肌肉组织! 采用
U-HGP4G血液0细胞0组织基因组 +GH提取试
剂盒"天根生化科技北京有限公司 #提取总
+GH! f%#g保存备用(
@B8A线粒体 CD<测序引物设计与合成A参
照 PABL7BQ 中公布的黑桥摄龟"!@+4*#A($&#线
粒体基因组全序列"4‘#)X/’/#! 设计了 $) 对
特异性 DEF扩增引物! 相邻 DEF产物片段之
间前后重叠 ’# NO 以上( 引物送上海生工生物
工程有限公司进行合成! 引物序列详见表 $(
@BEA3$6扩增及片段克隆ADEF扩增反应体
系$ DYA68c7+C"UHhHFH! 大连宝生物公司#
XV’ #9! +GH模板 $V# #9"约 ’# B=#! 上下游引
物各 " $# #6<90K# $V# #9! 补足 aa]",至
$’ #9( DEF反应程序为$ &%g预变性 ’ 68B’
&%g变性 (# M! ’(V#g *’)V#g退火 (# M! X"g
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表 @A齿缘摄龟 &)CD<序列 3$6扩增引物
!0=(#@A3$60&’(+2+,0)+%-’/+&#/7%2)"#!"#$%&"’(%)*+*+ &)CD<
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延伸 &# M! (’ 个循环’ X"g后延伸 $# 68B( 用
$W琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果! 将纯化的
DEF产物连接到 OJ+$/5U载体上! 转化 +]’$
感受态细胞! 每个 DEF产物的阳性单克隆菌
液分别选择 ) 个菌样! 平分为两组"( 个0组#!
分别送至上海捷瑞生物工程有限公司和深圳华
大生物有限公司进行测序! 保证测序结果一
致( 若存在差异! 再挑相同的阳性单克隆菌液
送测序验证(
@BFA序列拼接"分析及系统进化研究A+GH
测序结果用 ZAC67B XV# "K7MAY=ABAXV# # 和
GEL-中的 L97MI" :IIO$00bbb.B2N8.B86.B8:.
=<d0LKHZU0#进行序列拼接( 齿缘摄龟线粒体
基因组结构分析采用 JA=H98=B XV# "K7MAY=ABA
XV##和 L97MIS":IIO$00bbb.B2N8.B86.B8:.=<d0
LKHZU0#参照黑桥摄龟线粒体确定基因组结构
及碱基组成’ 采用 IFGHM27B5Z4$V"$ " :IIO$00
9<bA97N.>2M2.Aa>0IFGHM27B5Z40#对 IFGH进行
预测分析( 根据 ZN8Mi 等 "$&&X #和 _:7B=等
""##/#对 6I+GH控制区序列结构进行分析(
比较研究 "# 种龟之间的分子遗传关系! 根据
它们线粒体基因组重链上 $" 个蛋白编码基因
的碱基序列! 分别采用 DĤ D!%V# 软件的最大
简约法"67c86>6O7YM86<B?! JD#构建 JD树!
采 用 D]\K-D5(V)& 软 件 的 最 大 似 然 法
"67c86>698QA98:<<a! JK#构建 JK树! 采用
JYL7?AM(V"V" 软件贝叶斯法 "L7?AM87B#构建
L7?AM87B 树! 各种方法均设置 $ ### 次重复运
算! 计算模型等其他设置使用软件的默认参
数! 建树时选择陆龟科"UAMI>a8B8a7A#凹甲陆龟
"B+$()*#+ #2A*%&&+#作为外群(

8A结果与分析

8B@A齿缘摄龟线粒体基因组组成与结构A齿
缘摄龟线粒体基因组 "6I+GH# 序列全长为
$) %/& NO! 提交 PABL7BQ 获登录号 RS%’’/"((
齿缘摄龟线粒体基因组包含 (X 个基因"图 $#!
包括 "" 个转运 FGH基因"IFGH#! " 个核糖体
FGH基因 "$)Z YFGH和 $"Z YFGH#! $( 个蛋
白质编码基因! 以及 $ 个控制区"+59<<O#和轻

链复制起始区"YAOj<Y8=8B#( $( 个蛋白质编码
基因中! 除<5DE脱氢酶亚基基因<D) 位于轻
链上外! 其他 $" 基因均位于重链上! 包括
<5DE脱氢酶亚基基因 <D$ *<D’ 和 <D%F)细
胞色素 E氧化酶亚基基因 !GH$ *!GH()细胞
色素 I基因 E?II)HUD7MA亚基基因 57J) 和
57J/( 全部蛋白质编码基因的起始密码子都
是 HUP! 但终止密码子不一致! 其中 X 个编码
基因 "<D$)<D%)<D%F)<D))!GH")57J) 和
57J/# 终止密码子为 UHH! " 个编码基因
"!GH$ 和 <D)#终止密码子为 HPP! % 个编码
基因"<D")<D()!GH( 和 E?II#为不完整的终
止密码子 Uff "表 "#(
8B8A碱基组成A齿缘摄龟 6I+GH碱基组成为
Hk(%V"XW! Pk$(V#/W! Uk"XV"%W! Ek
"’V%#W! HTU")$V’$W#含量非常高( 齿缘
摄龟 6I+GH碱基组成)蛋白质编码基因的碱基
偏好性都与黑桥摄龟相似 "表 (#( 齿缘摄龟
6I+GH包含的 $( 个蛋白质编码基因的 HTU
含量在 ’XV/&W *)XV/)W之间! 其中! EI?I
的 HTU含量最低! 57J/ 的 HTU含量最高(
计算蛋白质编码基因的碱基偏好性! !GH$)
<D( 和 <D%F 的 HU偏好性为负值! 其他 $# 个
基因的 HU偏好性均为正值! 全部蛋白质编码
基因的 PE偏好性都为负值(

对比分析 "# 种龟线粒体基因组发现! 它
们的 6I+GH平均长度为 $) )&"V’ NO! 核苷酸
组成是 Hk(%V$W! Pk$"V&W! Uk"XV#W! E
k")V#W "表 %#( "# 种龟 6I+GH的大小)核
苷酸组成比例都存在差异! 其中黄额闭壳龟
" !)(*+ /+,I#$#-*($&# 的 6I+GH 最 长
"$X "%% NO#! 其他龟的 6I+GH长度均在 $)V’
QN 左右( 本文测序获得的齿缘摄龟 6I+GH大
小)核苷酸组成比例与其他物种相近(
8BEA非编码区A齿缘摄龟 6I+GH的轻链复制
起始区 "YAO j<Y8=8B! ,K#位于 6I+GH轻链上
lHGE\区域的 IFGH5HMB 和 IFGH5E?M之间!
长度为 () NO "表 "! 图 $#’ 二级结构预测显
示! ,K可形成一个发夹状的二级结构! 包含
$ 个$#碱基对的臂和$个/碱基的环 "图" # (



*’%#!!* 动物学杂志 !"#$%&%’()*$+,(-.((,(/0 %& 卷

表 8A齿缘摄龟线粒体基因组组成
!0=(#8A$%-7)/;,)+%-%2)"#!"#$%&"’(%)*+*+ &+)%,"%-./+0(5#-%&#
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表 EA齿缘摄龟和黑桥摄龟线粒体基因核苷酸组成对比
!0=(#EA$%&’0/+7+%-%2&)CD<5#-#-;,(#%)+.#7,%&’%7+)+%-=#)?##-)"#!"#$%&"’(%)*+*+

0-.!,+*-./0)’

!!E\.齿缘摄龟 6IFGH’ ][.黑桥摄龟 6IFGH( HU偏好性 k"HW fUW#0"HW TUW# ’ PE偏好性 k"PW fEW#0"PW
TEW# (

E\.!01,%20&3%$4+4+ 6I+GH’ ][.!@+4*#A($&6I+GH.HUOYA@AYAB2Ak"HW fUW#0"HW TUW# ’ PEOYA@AYAB2Ak"PW f
EW#0"PW TEW#.

图 @A齿缘摄龟线粒体基因组示意图
G+5B@A*0’%2)"#!"#$%&"’(%)*+*+

&+)%,"%-./+0(5#-%&#

图 8A轻链复制起始区二级结构图
G+5B8A:#,%-.0/4 7)/;,);/#%2)"#(+5"),"0+-

/#’(+,0)+%-%/+5+-

!!齿缘摄龟 6I+GH的控制区 "+59<<O#位于
IFGH5DY<和 IFGH5D:A之间 "图 $ #! 其全长
&X( NO! 碱基组成中碱基 HTUk)/V(’W( +5
9<<O 区包含 $ 个长度为 (") NO 的中央保守区
"E+#! "个扩展终止结合序列区4UHZ$和4UHZ"!
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表 FA89 种龟线粒体基因组的核苷酸组成对比
!0=(#FAD;,(#%)+.#7,%&’%7+)+%-,%&’0/+7+%-%2&+)%,"%-./+0(5#-%&#72/%& 89 );/)(#7’#,+#7

长度分别为 ’X NO 和 )# NO! ( 个保守盒 EZL$)

EZL" 和 EZL(! 长度分别为 $/ NO)$& NO和 $&

NO "图 (#(

8BFA系统进化分析A对比分析 $& 种 "# 个龟

的线粒体基因组中位于重链上的 $" 个蛋白编

码基因碱基序列! 分别采用最大简约法)最大

似然法和贝叶斯法构建 JD)JK和 L7?AM87B 进

化树! 三种方法构建的 ( 棵进化树具有相似的

拓扑结构"图 %#! 在这些龟鳖物种区分上表现

出相同的结果! 如锯缘摄龟与其他 ) 种闭壳龟

聚为一个大枝’ " 种乌龟与日本石龟) 中华花

龟)黄喉拟水龟聚为另外一个大枝’ 齿缘摄龟

和黑桥摄龟聚为一枝! 再与果龟聚类’ 眼斑龟

和四眼斑龟聚为一枝! 再与庙龟聚类’ 凹甲陆

龟单独一枝! 位于进化树的最外端( 本文研究

结果将 "# 个龟聚为两大支系! 对应地龟科

"PA<A6?a8a7A#和陆龟科 "UAMI>a8B8a7A#( 在地

龟科聚类中! $& 个龟分类入 ) 个属$ 闭壳龟属

"!)(*+#X 个! 拟水龟属"B+)*%20&#) 个! 东方

龟属"E%(&%20&#$ 个! 果龟属"<(4(1"%,0&#$ 个!

齿缘龟属"!01,%20&# " 个! 眼斑龟属" 6+1+,#+#

" 个! 支持这些龟鳖物种现有的分类学地位(
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图 EA齿缘摄龟 &)CD<CH(%%’组成结构图
G+5BEA:)/;,);/#&0’%2)"#!"#$%&"’(%)*+*+ &)CD<CH(%%’

EA讨A论

龟鳖类动物是一支古老和特化的爬行动
物! 在脊椎动物的系统演化过程中处于承前启
后的重要地位! 但关于龟鳖类动物的系统进化
关系一直存在不少争论"‘Y8I3AI79."##/! 夏行
权等 "#$"#( 形态学上主要根据龟鳖类的甲
壳)头颈的形态)斑纹图案等进行区分! 但由于
这些表观容易受到生活环境等外在条件影响!
以及考虑杂交混血和迁徙等因素 "‘Y8I3AI79.
$&&X! $&&&#! 仅靠单纯的形态特征来鉴定龟
鳖类动物之间的系统进化关系不够可靠(
LY76N9A"$&X%#根据形态学特征对地科龟具有
闭壳结构的 % 个属进行了系统进化关系分析!
其认为锯缘龟属)齿缘龟属)闭壳龟属都归于齿
缘龟组! 与东方龟属具有共同的祖先! 与果龟
属关系较远( 然而! ]8Y7?767"$&/%#认为闭壳
龟属)锯缘摄龟属和齿缘摄龟属不是起源于
同一祖先!闭壳龟属与锯缘龟属为姐妹群!两

者与齿缘摄龟属关系较远( 分子生物学技术广
泛应用于龟鳖类动物分类学领域研究! 对形态
学分类提供了可靠的辨证"hYAB3AI79."##’#(
吴平等 " $&&/! $&&& # 利用线粒体 +GH $)Z
YFGH序列研究闭壳龟类的系统进化与分类!
结果支持 ]8Y7?767"$&/%#的观点( 刘海情等
""#$"#利用 !GH%和 E<=K$!基因序列! 从线
粒体基因和核基因两个不同角度来分析龟鳖类
的系统进化关系! 其结果支持将龟亚科)淡水
龟亚科提升为龟科)淡水龟科! 与万全等
""#$##和郑将臣等 ""#$$ #利用线粒体 +GH
$"Z YFGH基因和 $)Z YFGH基因对龟鳖类动物
系统发生关系的研究结果一致( 本文研究根据
"# 种龟的线粒体基因组的重链编码蛋白基因
序列构建的 ( 种系统进化树! 具有相似的拓扑
结构! 分析结果都支持这些龟鳖物种现有的分
类学地位! 与文献报道的结果一致"d7B +81Q AI
79."#$"#( 本文结果可为齿缘摄龟的资源保
护及分子遗传学提供基础(



*’%%!!* 动物学杂志 !"#$%&%’()*$+,(-.((,(/0 %& 卷

图 FA基于线粒体基因组重链蛋白编码基因序列构建的龟鳖物种进化树
G+5BFA!"/##’"4(%5#-#)+,)/##7%2);/)(#7?#/#,%-7)/;,)#.=07#.%-)"#"#0I4 ,"0+-

’/%)#+-H,%.+-5 5#-#7%2&+)%,"%-./+0(5#-%&#
7.最大简约树"JD# ’ N.贝叶斯树"L7?AM87B# ’ 2.最大似然树"JK# ( 枝"节点#上数字表示置信度(

7.J7c86>6O7YM86<B?"JD# IYAA’ N.L7?AM87B IYAA’ 2.J7c86>698QA98:<<a "JK# IYAA.G>6NAYM7N<dANY7B2:AMbAYAN<<IMIY7O

OY<O<YI8<BM.

!)(*+ I()**%4#@布氏闭壳龟’ !)(*+ A#14)*+4+@安南闭壳龟’ !)(*+ /+,I#$#-*($&@黄额闭壳龟’ !)(*+ 2()"(4##@锯缘摄龟’

!)(*+ +)*(1+A#4+4+@金头闭壳龟’ !)(*+ A+$#@潘氏闭壳龟’ !)(*+ +2I(#$%$&#&@安布闭壳龟’ B+)*%20&*%%;%&##@乌龟’

B+)*%20&2%/+,(1%A"+,+@大头乌龟’ B+)*%20&&#$%$&#&@中华花龟’ B+)*%20&L+A($#1+@日本石龟’ B+)*%20&2)4#1+@黄喉拟

水龟’ !01,%20&+4*#A($&@黑桥摄龟’ !01,%20&3%$4+4+@齿缘摄龟’ <(4(1"%,0&A,+40$(4+@果龟’ E%(&%20&+$$+$3+,##@庙龟’

6+1+,#+ I%+,%#@眼斑龟’ 6+1+,#+ C)+3*#(1%,,+4+@四眼斑龟’ B+$()*#+ #2A*%&&+.凹甲陆龟(
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