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鸻形目鸟类线粒体基因组测序策略 
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摘要：鸻形目（Charadriiformes），全世界约有 384 个物种，分属于 19 科 94 属，种类繁多、分布广泛，

是研究迁徙和觅食行为的良好材料。近年来，线粒体基因组的研究快速发展，由于样品难以收集，缺

乏系统的测序策略，鸻形目鸟类线粒体基因组的研究相对滞后。引物设计对聚合酶链式反应（PCR）

至关重要，一个成功的 PCR 实验依赖于高质量的特异性引物，本研究拟设计一套用于鸻形目鸟类线粒

体基因组扩增的通用引物。对 GenBank 中现有的鸻形目物种线粒体基因组进行多重比对，发现若干个

保守性区域，本研究在该区域设计 13 对扩增鸻形目鸟类线粒体基因组的通用引物，扩增的目的片段长

度均在 1.5 kb 左右。我们选取 4 个物种，即灰头麦鸡（Vanellus cinereus）、丘鹬（Scolopax rusticola）、

白腰草鹬（Tringa ochropus）和针尾沙锥（Gallinago stenura），进行 PCR 扩增验证，设计的引物在 4

个物种中均能顺利扩增、测序，该引物在鸻形目鸟类线粒体基因组扩增中的具有普遍适用性。本研究

设计的 13 对通用引物在扩增鸻形目物种线粒体全基因组中具有较强的应用价值，将为鸻形目的系统发

育关系、种群遗传学和生物地理学研究提供珍贵的资源。 
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Abstract: Charadriiformes (Vertebrate: Aves) is a species-rich order with approximately 384 species 

belonging to 94 genera of 19 families (Fig. 1), and contains some model species to study migration and 

foraging behavior. The resources of mitogenome have rapidly accumulated in recent years due to the 
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advanced genomic sequencing, however, Charadriiformes mitogenome has not been well studied (Table 2). 

Primer design has crucial importance to PCR experiments, and a successful PCR experiment depends on the 

quality and specificity of the primers. After the multiple sequence alignment, we found many conserved 

regions. Then, we designed the forward and reverse primers according to the overlapping and conserved 

regions. In this study, we designed 13 pairs of primers, with the amplified target fragment for each pair about 

1.5 kb in length (Fig. 2, Table 1). In order to test the proposed method and prove the performance of these 

primer pairs, the whole primer settings were applied to amplify and sequence the mitochondrial genomes of 

four birds: Grey-headed Lapwing Vanellus cinereus, Eurasian Woodcock Scolopax rusticola, Green Sandpiper 

Tringa ochropus, and Pin-tailed Snipe Gallinago stenura (Fig. 3). The results proved that these primer pairs 

were efficient. Taken together, the designed primer pairs are an effective toolkit of amplification and 

sequencing for the Charadriiformes mitogenomes. Our work provides a valuable resource facilitating further 

study of molecular systematics, population genetics, and phylogeography of Charadriiformes.  

Key words: Charadriiformes; Mitochondrial genome; Polymerase chain reaction, PCR; Universal primers 

 

线粒体是亚细胞结构的细胞器，有研究认

为其起源于 α变形菌共生细菌，原细菌的大部

分基因已经丢失或转移到核基因中，仅有少数

基因保留在如今的线粒体中（Boore 1999）。脊

椎动物线粒体基因组一般为 15 ~ 20 kb的环状

双链DNA分子，由13个蛋白编码基因（PCGs）、

2个核糖体基因（12S rRNA和 16S rRNA）、22

个转运 RNAs（tRNAs）和一个非编码控制区组

成（Boore 1999）。13个线粒体蛋白编码基因分

别为 2个 ATP合成酶亚基（ATP8和 ATP6）、3

个细胞色素氧化酶亚基（COⅠ ~ COⅢ）、7个

nadh还原酶亚基（ND1 ~ ND6和 ND4l）和细

胞色素 b（Boore 1999）。13个线粒体蛋白编码

基因与核基因编码的亚基结合，形成细胞氧化

磷酸化所需的 4种酶-复合物（共 5种复合物），

细胞中约 95%的能量由线粒体提供（da Fonseca 

et al. 2008，Koonin 2010）。线粒体在能量代谢

（ energy metabolism ）、 细 胞 凋 亡 （ cell 

apoptosis）、寿命（aging）及多种疾病中具有重

要作用（Hu et al. 2006）。 

线粒体基因作为遗传标记应用于动物系统

发生研究近 20 年，随着分子生物学技术的发

展，线粒体基因组的研究更加经济、可靠、便

捷。作为研究进化的重要分子标记，广泛应用

于分子系统和进化、种群遗传、生物地理及杂

交等方面的研究（Morin et al. 2010，Ma et al. 

2012，Cameron 2014）。线粒体基因组比单个基

因提供更多的遗传信息，基因组水平的结构特

征可用于系统发生关系重建（Boore 2006），如

基因重排（Timmermans et al. 2012）、基因组成

异质性（Wei et al. 2010）、控制区的进化模式（Li 

et al. 2012）等。线粒体基因组代表着一个小的

基因组，包含基因组结构特征，其测序工作经

济高效。随着测序技术的发展，线粒体基因组

研究得到迅猛发展，应用线粒体基因组为遗传

标记已成功阐明很多动物类群的系统发生关系

（Pons et al. 2014，Yuan et al. 2015，Li et al. 

2016），特别在物种分歧时间估计上具有较好的

效果（Powell et al. 2013）。 

鸻形目（Charadriiformes）鸟类，全世界共

有约 384个物种，分属于 19科 94属。许多种

类在春秋季节具有远距离迁徙的习性。主要生

活在湖泊、江河、沼泽以及沿海滩涂等湿地环

境，其种类繁多、分布广泛、栖息地类型复杂，

倍受鸟类学家的关注（Livezey 2010，Hughes 

2015，Zelenkov et al. 2016，Friesen et al. 2017，

Hu et al. 2017）。鸻形目鸟类的系统发生关系一

直是分类学家关心的科学问题，重建鸻形目鸟

类系统发生关系对理解该类群的起源和进化历

史必不可少。基于形态特征和生物化学方法所
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构建的系统发生关系差异较大，一直备受争议

（Livezey 2010，Friesen 2015）。受趋同进化

（homoplasies）影响，一些类群在形态和生活

习性方面具有较强的相似性，选择适合重建系

统发生关系的形态特征困难重重（Björklund 

1994，Chu 1995）。 

分子系统学研究将鸻形目划分为鸻类

（Charadrii）、鹬类（Scolopaci）和鸥类（Lari）

三大类群，支持鸻形目的单系性（Ericson et al. 

2003，Paton et al. 2003，Baker et al. 2007，Gibson 

et al. 2012，Smith et al. 2015）。Paton等（2006）

用 14个线粒体基因研究鸻形目 16科的系统发

生关系，部分支系的支持度较低，且各科仅一

个代表物种；Fain和 Houde（2007）用 2个线

粒体基因（12S rRNA、16S rRNA）和 5个核基

因（rag-1，gpd3-5，adh5，fgb7，myo-2）标记

研究了鸻形目中 15个科的进化关系；Baker等

（2007）用 3个线粒体基因（12S rRNA、Cyt b

和 ND2）和 1 个核基因（rag-1），通过增加样

本量，构建鸻形目属级分类阶元的系统发生关

系。当前应用于鸻形目系统发生研究的分子标

记较少（Ericson et al. 2003，Paton et al. 2003，

Baker et al. 2007，Gibson et al. 2012，Smith et al. 

2015），代表类群不足，基于线粒体基因组水平

的研究甚少。鸻形目科级的高级阶元系统发育

关系尚未根本解决，分类体系争议较大，尤其

在鸻类和鸥类中（图 1）。鸻形目鸟类的分子系

统学研究工作较为贫乏，对其区系起源、物种

分化、地理分布格局的相关研究甚少，时间尺

度上物种多样化速率（diversification rates）变

化以及地质历史事件对物种多样化速率的影

响，仍鲜有研究。随着分子系统学的发展，系

统发育关系重建、分歧时间估算等分析方法的

广泛应用，为揭示鸻形目鸟类物种多样性起源

和维持的机制提供了可行的技术路线（Stein et 

al. 2015）。 

尽管已有鸻形目鸟类线粒体基因组的研

究，但线粒体基因组的扩增、测序策略、引物

设计的技术问题，并未有报道。因此，本研究

拟通过设计若干对通用引物，完成对鸻形目鸟

类线粒体全基因组的扩增，为鸻形目鸟类的系

统发生学、种群遗传学和系统地理学等研究提

供便捷的分子标记。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验样品收集于江苏省南通市如东小洋口

（32°32′43.41″N，121°06′09.01″E）海边滩涂的

废弃雾网上。用消毒的手术刀剪取约 50 g的肌

肉组织，编号后保存于无水乙醇中，放置在南

京师范大学江苏省生物多样性与生物技术重点

实验室。共收集到鸻形目 4个物种，鸻科的灰

头 麦 鸡 （ Vanellus cinereus ， 样 品 编 号

NJNU-Vcin02）和鹬科的丘鹬（ Scolopax 

rusticola，NJNU-Srus01）、白腰草鹬（Tringa 

ochropus，NJNU-Toch08）、针尾沙锥（Gallinago 

stenura，NJNU-Gste21）。 

1.2  基因组 DNA提取 

肌肉组织先用蛋白酶 K消化，然后用饱和

酚氯仿法抽提基因组 DNA（Sambrook et al. 

1989）。抽提完成后，用 1%的琼脂糖凝胶电泳

检测 DNA 质量，紫外分光光度计检测其浓度

（Nano-200超微量核酸蛋白分析仪），﹣80 ℃

保存 DNA母液备用。 

1.3  引物设计 

登陆 GenBank 搜索目前已测定的 18 种鸻

形目鸟类的线粒体基因组。使用 MEGA 6.0

（Tamura et al. 2013）中的Muscle程序进行序

列比对，用 BioEdit（Hall 1999）进行手工校正。

根据基因比对结果，选取线粒体基因组中保守

的序列，遵循引物设计原则（张新宇等 2004），

使用引物设计软件 Oligo Version 7.60（Rychlik 

2007）和 Primer Premier Version 6.24（Lalitha 

2004），在保守位置的设计相应的 PCR 引物，

目的片段大小约 1.0 ~ 1.5 kb。引物由生工生物

工程（上海）股份有限公司合成。 

1.4  PCR扩增及测序 

反应体系为 30 μl，含 0.5 U Ex Taq DNA聚         
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图 1  鸻形目科级分类单元进化关系（Hu et al. 2017） 

Fig. 1  Family-level phylogenetic relationships of Charadriiformes (Hu et al. 2017) 

a. 基于 rag-1的系统发育关系；b. 基于 14个线粒体基因（ND1、ND2、COⅠ、COⅡ、ATP8、ATP6、COIII、ND3、ND4l、ND4、ND5、

Cyt b、12S rRNA、16S rRNA）的系统发育关系；c. 基于 3个线粒体基因（12S、tRNAVal、16S rRNA）和 3个核基因（adh-5、gpd3-5、

fgb-7）的系统发育关系；d. 基于 3个线粒体基因（12S rRNA、ND2、Cyt b）和 1个核基因（rag-1）的系统发育关系。蓝色虚线框表示

系统发生地位不明确。 

a. Based on rag-1; b. Based on 14 mitochondrial genes (ND1, ND2, COⅠ, COⅡ, ATP8, ATP6, COⅢ, ND3, ND4l, ND4, ND5, Cyt b, 12S rRNA, 

16S rRNA); c. Based on 3 mitochondrial genes (12S rRNA, tRNAVal, 16S) and 3 nuclear genes (adh-5, gpd3-5, fgb-7); d. Based on 3 

mitochondrial genes (12S rRNA, ND2, Cyt b) and 1 nuclear gene (rag-1). The blue dotted line box indicates that the phylogenetic relationship is 

unclear. 

Laridae. 鸥科；Rynchopidae. 剪嘴鸥；Sternidae. 燕鸥科；Stercorariidae. 贼鸥科；Alcidae. 海雀科；Glareolidae. 燕鸻科；Turniciformes. 三

趾鹑科；Pedionomidae. 领鹑科；Thinocoridae. 籽鹬科；Jacanidae. 水雉科；Rostratulidae. 彩鹬科；Scolopacidae. 丘鹬科；Haematopodidae. 

蛎鹬科；Ibidorhynchidae. 鹮嘴鹬科；Recurvirostridae. 反嘴鹬科；Charadriidae. 鸻科；Pluvianellidae. 麦哲伦鸻科；Burhinidae. 石鸻科；

Chionidae. 鞘嘴鸥科。 
 

合酶（Takara），1 × PCR Buffer（Takara），dNTPs 

0.1 mmol/L，上、下游引物各 1 μmol/L，DNA

模板 50 ~ 100 ng。聚合酶链式反应在 ABI 9700

型 DNA扩增仪（Applied Biosystems）上进行。

循环参数：95 ℃预变性 8 min；95 ℃变性 30 s，

55 ℃退火 30 s（每循环降 0.2 ℃），72 ℃延伸
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60 s，循环 25次；95 ℃变性 30 s，50 ℃退火

30 s，72 ℃延伸 60 s，循环 10次；循环结束后

72 ℃补齐 8 min。PCR扩增产物用溴酚蓝着色，

经溴化乙啶染色的 1%琼脂糖凝胶电泳检测片

段大小及浓度；电泳缓冲液为 1 × TAE，电压

为 10 V/cm，G-BOX 紫外凝胶成像系统检测

PCR扩增结果。 

PCR扩增产物使用 AxyPrep PCR Cleanup 

Kit（Amersham Pharmacia Biotech，Piscataway，

USA）纯化，纯化后的 PCR 产物在 ABI 3730 

DNA analyzer自动测序仪（Applied Biosystems，

Foster City，California，USA）测序，测序试剂

为 BigDye。扩增和测序采用相同引物，均采用

双向测序方法，有些测序效果较差的个体，在

片段中间设计测序引物重新测序。序列测序结

果用 DNASTAR Lasergene Version 13.0软件包

中的 Seqman 程序进行序列排列和拼接，生成

一致序列。 

2  结果 

2.1  引物设计 

本研究共设计 13对引物，引物片段长度为

（21 ± 3）bp（15 ~ 23 bp），退火温度为（52 ± 

0.6）℃（51 ~ 53 ℃）（表 1）。扩增产物长度在

950 ~ 2 300 bp之间，相邻两条引物对应的基因

序列重叠大小在 100 ~ 400 bp之间，GC百分含

量在 40% ~ 60%之间（图 2）。 

2.2  PCR扩增结果 
 

表 1  本研究中设计的引物序列 

Table 1  Primers for amplifying complete mtDNA genome of Charadriiformes 

引物 

Primer 

引物序列（5′ - 3′） 

Primer sequence（5′ - 3′） 

碱基数（bp） 

Base number 

退火温度（℃） 

Annealing 

Temperature  

片段长度（bp） 

Length 

Cha01 
F ATGGCACTGAAGATGCCAAG 20 52 1 250 

R ATTTCAKCTTTCCCTTACGGTAC 23 52 
 

Cha02 
F GCATTCAGCTTACACCTGAAAG 22 52 1 700 

R CATTTACCRAGCTCTGCCAC 20 53 
 

Cha03 
F CCAGGTCGGTTTCTATCTATG 21 52 1 400 

R GGTATGGGCCCGATAGC 17 52 
 

Cha04 
F AAAGGGTCACTRTGATAAAGTGAA 24 51 1 500 

R TTCATGTTGAGTTGCAAGCTCAT 23 52 
 

Cha05 
F CCGARGGCCTTCAAAGCC 18 53 2 000 

R ATTTAGRCTTGACARGGCTATGTAAT 26 52 
 

Cha06 
F AAGGAAGGAATCGAACCCTC 20 52 1 750 

R TGGTAGGARTGTGCTTGGTG 20 52 
 

Cha07 
F CAGGYCTACGAAACCAACC 19 53 1 550 

R GTTGAGCCGAAATCAACTGTC 21 52 
 

Cha08 
F GTATAHTAATTACAATTGACTTCCAATCT 29 53 2 300 

R ACTTTTACTTGGATTTGCACCAAG 24 52 
 

Cha09 
F GTTTAACCCAAACATTAGACTGTGA 25 53 2 100 

R GTAGGGAHCCRAAGTTTCATCA 22 53 
 

Cha10 
F GCCCCAAAYCTMCGAAAATC 20 52 1 250 

R GTAAAATACCAGCTTTGGGAG 21 52 
 

Cha11 
F GTTTAWMMAAAACATTGGTCTTGTAA 26 51 1 300 

R CCAGAGGCGCAAAAGAGC 18 52 
 

Cha12 
F ATWCTTTCCCCCTACACCC 19 51 1 100 

R CGCGGTGGCTGGCAC 15 53 
 

ChaCR 
F ACYAARCCAACYACYCCATA 20 52 1 300 ~ 1 500 

R ACTAAACCAACTACCCCATA 20 52 
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图 2  鸻形目鸟类线粒体基因组结构（a）及扩增引物相对位置（b） 

Fig. 2  The map of the mitochondrial genome of Charadriiformes (a) and the primers location in the genome (b) 

CR表示控制区；图 b中的阿拉伯数字表示引物序号，L和 H分别代表引物的轻链和重链。 

CR. Control region; L and H represented the light and heavy DNA strands, respectively.  
 

以提取的 4个物种的基因组 DNA为模板，

分别用本研究设计的 13 对通用引物进行 PCR

扩增。经电泳检测，12号引物在丘鹬和针尾沙

锥中以及 13 号引物在丘鹬中扩增的条带不清

晰，而其他扩增产物均能获得单一的目的 DNA

片段，条带清晰、明亮，特异性扩增产物大小

为 1.5 kb左右，引物扩增效果良好。 

为进一步检验扩增的目的片段是鸻形目线

粒体 DNA，将 PCR产物纯化、测序后，在 NCBI

的核酸序列数据库中搜索与比对，结果显示匹

配度最高的序列均为鸻形目线粒体基因，表明

扩增产物是目的片段。因此本研究设计的 13

对简并引物能针对多数鸻形目鸟类，扩增理想

的目的片段，具有较好的效果（图 3）。 

2.3  鸻形目鸟类线粒体基因组的基本特征 

比较分析鸻形目中已发表的 19 个物种的

线粒体基因组（表 2），基因组长度显示中等大

小的变异，平均长度为 16 807 bp（SD = 179.66，

n = 18），其中，白额燕鸥线粒体基因组最小 

（16 357 bp），灰头麦鸡最大（17 074 bp），差

距达 717 bp；长度差异多由控制区的突变导致。

鸻形目鸟类线粒体基因组的组成与结构非常保

守，基因排列顺序与典型鸟类线粒体基因组排

列方式一致，未发现基因重排现象（图 2）。鸻 

图 3  线粒体基因组扩增产物电泳结果 

Fig. 3  Agarose gel electrophoresis of PCR products 

a. 灰头麦鸡；b. 丘鹬；c. 白腰草鹬；d. 针尾沙锥。 

a. Grey-headed Lapwing; b. Eurasian Woodcock; c. Green Sandpiper; 

d. Pin-tailed Snipe. 

泳道M为DNA Marker 2000，分子量从大到小依次为 2 000、1 000、

750、500、250和 100 bp；泳道 1 ~ 13表示引物 Cha01 ~ Cha12

和 ChaCR的扩增产物。 

M represented the DNA Marker 2000, and the length 2 000, 1 000, 

750, 500, 250 and 100 bp, respectively. 1﹣13 represented the 

primers name of Cha01﹣Cha12 and ChaCR.   
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表 2  GenBank中公布的鸻形目鸟类线粒体基因组 

Table 2  Mitogenomes of the order Charadriiformes retrived from GenBank 

序号 

Order 

物种名 

Species name 

GenBank登陆号 

Accession no. 

长度（bp） 

Size 

 蛎鹬科 Haematopodidae   

1 美洲蛎鹬 Haematopus ater AY074886 16 791 

 反嘴鹬科 Recurvirostridae   

2 反嘴鹬 Recurvirostra avosetta KP757766 16 897 

 鸻科 Charadriidae   

3 灰头麦鸡 Vanellus cinereus KM404175 17 074 

4 凤头麦鸡 V. vanellus KM577158 16 795 

 水雉科 Jacanidae   

5 水雉 Jacana jacana KJ631049 16 975 

6 美洲水雉 J. spinosa KJ631048 17 079 

 丘鹬科 Scolopacidae   

7 丘鹬 Scolopax rusticola KM434134 16 984 

8 翻石鹬 Arenaria interpres AY074885 16 725 

9 勺嘴鹬 Eurynorhynchus pygmeus KP742478 16 707 

10 针尾沙锥 Gallinago stenura KY056596 16 899 

 鸥科 Laridae   

11 棕头鸥 Chroicocephalus brunnicephalus JX155863 16 769 

12 黑头鸥 C. ridibundus KM577662 16 807 

13 黑嘴鸥 C. saundersi JQ071443 16 725 

14 黑尾鸥 Larus crassirostris KM507782 16 746 

15 黑背鸥 L. dominicanus AY293619 16 701 

16 遗鸥 Ichthyaetus relictus KC760146 16 586 

17 白额燕鸥 Sternula albifrons KT350612 16 357 

 贼鸥科 Stercorariidae   

18 灰贼鸥 Catharacta maccormicki KM401546 16 669 

 海雀科 Alcidae   

19 扁嘴海雀 Synthliboramphus antiquus AP009042 16 730 

 

形目鸟类线粒体基因组的平均碱基组成为：A 

31.20%，C 30.60%，T 24.44%，G 13.76%。碱

基组成表现出显著 AT偏移，范围从 54.39%（黑

嘴鸥）到 58.35%（针尾沙锥）。AT和 GC偏移

（AT and GC skews）可衡量碱基组成异质性，

在鸻形目鸟类线粒体基因组中，AT偏移的平均

值为 0.12 ± 0.02（Mean ± SD；下同），范围从

0.09（白额燕鸥）到 0.15（反嘴鹬）；GC 偏移

的平均值为﹣0.38 ± 0.01，范围从﹣0.40（水雉）

到﹣0.36（白额燕鸥）。由此可见，线粒体基因

组的主编码链（H-strand）碱基中 A和 C的含

量较高。 

在 13个蛋白编码基因中，有 5种起始密码

子（ATG、GTG、ATT、ATC和 ATA）、4个终

止密码子（TAA、TAG、AGG和 AGA），以及

一个不完整的终止密码子（T--）。ATG和 TAA

分别是最常见的起始和终止密码子。起始密码

子 ATG出现在 12个蛋白编码基因中（ND3除

外），8 个基因仅使用 ATG 作为起始密码子。

终止密码子 TAA出现在 8个基因中，有 6个基
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因（COⅡ、ATP6、ATP、ND3、ND4l和 Cyt b）

仅使用 TAA作为终止密码子。碱基组成在各基

因中存在差异，GC偏移在各基因中均为负值，

其中 ATP8的值显著高于其他基因；AT偏移在

4 个基因（ND1、COⅠ、ND3 和 ND4l）中出

现负值，其他基因均为正值。基于 p-distanced

的成对遗传距离揭示各基因进化速率的异质

性，在 COⅢ、COⅠ和 COⅡ的进化速度很慢，

而 ND6、ND2和 ATP8的进化速度相对较快。

核苷酸多样性分布图表明，核苷酸变异较高的

基因有 ATP8、ND6、ND1 和 ND2，变异较低

的基因有 COⅠ、COⅡ和 COⅢ（图 4）。由此

可见，COⅢ为最保守的蛋白编码基因，而 ATP8

进化速度最快。在核苷酸水平，COⅠ、COⅡ

和 COⅢ进化速度最慢，可以作为物种辨别的

分子标记。 

3  讨论  

基于 PCR 扩增产物直接测序的方法可以

采用多种策略，大体可以归纳为长 PCR的方法

和 PCR 引物步移法（孙毅等 2004，刘念等 

2006，高瑞瑞等 2013）。其具体方法为参考

Sorenson 等提供的引物位置和序列，结合

GenBank中相关鸟类的线粒体基因组序列，确

定所需的 PCR扩增引物（Sorenson et al. 1999，

柯杨等 2010）。长 PCR技术能够扩增 5 kb以

上的 DNA片段，其需要大分子 DNA片段，所

以要求样本来源于新鲜材料或保存条件较好的

材料；同时，扩增片段越长，反应的特异性越

低，长 PCR对引物的要求更加严格。PCR引物

步移法，目前，GenBank中有较多的各类动物

的线粒体基因组，寻找能够覆盖线粒体全基因

组的保守引物相对容易实现（张乃心等 2013）。

此方法的缺点是许多类群缺乏通用引物信息，

使得扩增线粒体基因组部分片段变得困难，实

验耗费时间长。基因组中特殊的结构，如重复 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

图 4  鸻形目鸟类线粒体 13个蛋白编码基因的核苷酸多样性分布 

Fig. 4  Sliding window analysis of the 13 protein coding genes in Charadriiformes 

黑色实线：各基因名称、相对位置和平均核苷酸变异。 

The black line shows the value of nucleotide diversity (π) in a sliding window analysis of window size 300 bp with step size 10, and the value is 

inserted at its mid-point. Gene boundaries are indicated in the black box with a variation ratio per gene.    
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序列、高 A + T含量和二级结构也会导致扩增

的失败（杨婧等 2016）。目前使用较为广泛的

鸟类线粒体基因组测序技术是基于 PCR 扩增

产物的 Sanger 测序方法，即通过长 PCR 产物

结合引物步移法，是小规模线粒体基因组测序

的常用方法（柯杨等 2010，高瑞瑞等 2013，

沙淼等 2013）。 

第二代测序（next-generation sequencing，

NGS）技术的迅速发展为基因组测序带来了一

场巨大的变革，能够快速高效地获得大量序列，

为线粒体基因组测序提供了新的思路。目前基

于 NGS 技术已经对鸟类开展了大规模线粒体

基因组测序（Cooke et al. 2012，Lounsberry et al. 

2015），而基于新技术的鸻形目鸟类线粒体基因

组测序则刚刚起步。与 Sanger测序技术相比，

虽然实验操作简单，只需提取总基因组，但也

有其固有的缺点，如：核基因组中存在线粒体

假基因，组装困难，测序覆盖度低，拼接过程

常产生缺口，测序成本高等（李雪娟等 2014，

杨婧等 2016）。目前的高通量测序技术对于小

规模线粒体基因组的研究费用较高，基于长

PCR的高通量测序通常难以获得线粒体基因组

全序列等固有局限性，今后仍需结合 Sanger测

序方法。 

当前鸟类线粒体基因组的研究飞速发展，

并广泛应用于从目到科等各分类阶元的系统发

生研究。目前大多数鸻形目鸟类线粒体基因组

研究仅限于其基本特征的描述，并未成熟应用

于系统发生研究。鸻形目中还缺少一些关键类

群物种的测序结果，如三趾鹑科、石鸻科、彩

鹬科等类群还未有物种完成线粒体基因组测

序。线粒体基因组作为目前已知最小的基因组，

包含了一些基因组结构特征，提供了丰富全面

的“组学”信息；其测序工作经济高效，模板

要求低，在未来系统发生和物种演化研究方面

将持续发挥作用。大量鸻形目物种的线粒体全

基因组的发表促进了鸟类系统发生关系和物种

演化速率与模式的研究（Yoon et al. 2015，Hu et 

al. 2017）。线粒体基因在鸻形目鸟类系统发育

分析上应用广泛，但线粒体编码基因的分子适

应性研究却寥寥无几。鸻形目鸟类大多在春秋

季节有远距离迁徙的习性，长距离迁徙对动物

造成了严重的生理挑战，长期的进化使其具备

了完善的生理适应能力，但迁徙行为的适应性

机制仍不清楚。线粒体编码基因与细胞能量代

谢相关，鸻形目鸟类大多具有长距离迁徙的习

性，期间必然涉及能量消耗、补给问题（Shen et 

al. 2010，Strohm et al. 2015），对线粒体基因组

的研究将促进鸟类能量代谢相关基因的进化研

究。 

本研究通过比较鸻形目鸟类线粒体基因

组，研究发现其结构和组成相对保守，基因组

中存在多个大片段保守区，可以设计多对保守

引物。本研究在相对保守区域共设计 13对扩增

通用引物，引物之间相互交叠，可以覆盖线粒

体全基因组。引物设计使用了简并碱基，扩增

产物长度均在 1.5 kb左右，以保证扩增和测序

效果。该套引物已经在反嘴鹬科、鸻科和鹬科

等鸻形目物种中成功扩增，测序效果良好，可

以得到完整的线粒体基因组序列[相关结果已

经发表：GenBank No. 灰头麦鸡 KM404175

（Xie et al. 2016）；丘鹬 KM434134（Yu et al. 

2016）；白腰草鹬 KX668223（Chen et al. 2016）；

针尾沙锥 KY056596（Hu et al. 2017）]。此外，

本研究设计的通用引物，退火温度均在 52 ℃

左右，目的片段的扩增均可在相同的 PCR扩增

程序下完成，极大地提高了线粒体基因组的扩

增效率、简化了扩增程序。希望该套引物可以

为后续鸻形目鸟类线粒体基因组测序和分析提

供便捷的研究方法。 
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