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Abstract　The nucleotide composition and phylogenetic relationship among 5 species in Calopterygidae were studied

based on the 576 bp sequences of cyt b gene.The results showed that the average contents of T , C , A and G are

31.6%, 21.6%, 31.4% and 15.4%, respectively.The content of A+T(63%)is obviously higher than that of G

+C (37%), reaching up to 66.4 % at the third position of the codons.Nucleotide substitution most likely occurs at

the third position.With Bayadera melanopteryx as outgroup , the phylogenetic trees shows that Mnais and Matrona are

monophyletic , but Mnais , differentiated earlier from their common ancestor , is a sister group to Matrona , Vestalis

and Neurobasis.
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摘　要　以昆虫mtDNA 的 Cyt b 基因作为分子遗传标记 ,用其特异性引物进行PCR扩增及DNA测序 , 共
获得蜻蜓目束翅亚目色 科 4属 5 种及 1外群的 Cyt b 基因部分序列(576 bp), 该片段中碱基 T , C , A , G
的平均含量分别为 31.6 , 21.6 , 31.4 和 15.4%, A+T 平均含量为 63%, 明显高于G+C 含量(37%)。 密码
子第 3 位点的 A+T平均含量较高 ,为 66.4 %。 碱基替换多发生在密码子的第 3 位点。以巨齿尾溪
Bayadera melanopteryx 作为外群构建系统发育树 ,结果显示 , 绿色 属 Mnais和单脉色 属Matrona 是单系

群 ,绿色 属是单脉色 属 、细色 属 Vestalis及艳色 属Neurobasis的姐妹群 , 是较早分化出来的一个类
群。
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　　蜻蜓目Odonata 是一类比较古老的昆虫 ,全

世界目前已知约 5 300多种
[ 1]
,包括差翅亚目 、

束翅亚目和间翅亚目 3个亚目 ,估计约为10 000

种左右
[ 2]
。我国目前已知 610多种

[ 3]
。近年现

代生物技术在蜻蜓研究中得到应用 ,已经获得

应用的标记主要有酯酶同工酶电泳 、核酸序列

分析 、AFLP 、RAPD 、以及核酸探针等
[ 4]
。双链环

状分子线粒体 DNA (mtDNA),由于结构简单 ,

序列和组成一般比较保守 、易于操作 、母系遗

传 、无重组 、单拷贝 、与核 DNA 相比较小等特点

而获得广泛应用
[ 5 ～ 14]

。昆虫线粒体 DNA 包括

13个编码蛋白质的基因 ,其中细胞色素 b(Cyt

b)是目前结构和功能研究最为清楚的基因之

一
[ 15 , 16]

。目前 ,国外应用于蜻蜓目系统发育关

系研究的mtDNA 有 16S rDNA ,CO Ⅰ ,CO Ⅱ , Cyt

b和 12S rDNA基因 。国内仅见张大治基于 Cyt

b 基因对差翅亚目部分种类的研究
[ 17]
,而对束

翅亚目 Cyt b 基因序列研究尚属空白 。

本研究以 Cyt b 基因作为分子遗传标记 ,
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首次对束翅亚目色 总科色 科的 4属 5种昆

虫的线粒体基因进行特异性扩增和序列测定 ,

并以溪 科 Epallagidae 的巨齿尾溪 Bayadera

melanopteryx 为外群 ,构建分子系统树 ,以便为深

入研究束翅亚目昆虫提供分子生物学的证据和

资料 。

1　材料和方法

1.1　材料

供试材料用无水乙醇浸泡并在-20℃低温

条件下保存 ,实验所得的各种类的 Cyt b 基因

部分序列均已在 GenBank登录(表 1)。

1.2　基因组 DNA的提取

对基因组总 DNA 采用酚 氯仿抽提法
[ 18]
,

取一定量(50 ～ 100 mg)的蜻蜓的飞行肌加入

600μL 的匀浆缓冲液(由 A 液 0.5 mol L NaCl 、

0.1 mol L Na2EDTA 、0.05 mol L Tris , pH=8.5 、B

液 5%的SDS 和C液 2 mg mL的蛋白酶K按8∶

1∶1组成)充分研磨后在 65℃的水浴锅中恒温

水浴4 ～ 6 h ,用饱和Tris平衡酚 、CI液(氯仿 、异

戊醇混合液 24∶1)抽提 ,用无水乙醇沉淀并洗

涤所提取的 DNA ,使其在自然状态下干燥 ,干

燥后的 DNA以无菌的三蒸水溶解 ,于 4℃冰箱

保存备用 ,如果长期保存可转入-20℃冷藏。

表 1　供试材料名称及来源

科名 种类 采集地 采集日期(年-月-日) GenBank登录号

色 科 华艳色 Neurobasis chinensis 云南昆明 2004-7-26 DQ499014

Calopterygidae 多横细色 Vestalis gracilis 云南勐腊 2004-7-27 DQ499015

透顶单脉色 Matrona basi laris 陕西镇巴 2003-7-30 DQ499013

黄翅绿色 Mnais auripennis 陕西佛坪 2004-5-29 DQ499012

溪 科 亮翅绿色 Mnais maclachlani 陕西平利 2003-7-24 AY960599

Epallagidae 巨齿尾溪 Bayadera melanopteryx 陕西镇平 2004-7-21 DQ499011

1.3　PCR扩增 Cyt b 基因片段

用于扩增的目的基因是线粒体 Cyt b 基因

片段 ,采用 1 对昆虫特异性引物进行 PCR 扩

增 ,引物设计参考Simmons等
[ 19]
,由上海生工生

物工程有限公司合成。引物序列为:5′- TGA

GGA CAA ATA TCA TTT TGA GGW-3′(24bp)和

5′-ACT GGT CGA GCT CCA ATT CAT GT- 3′(23

bp)。扩增体积为 50 μL。反应体系为:10×缓

冲液 5.0 μL , 25 mmol L 的 MgCl2 4.0 μL , 10

mmol L dNTPs 1.0μL ,10 pmol μL 的 1对引物各

1.5μL ,约 20 ～ 50 ng μL的模板DNA 2.0μL ,2.5

μL的 Taq DNA聚合酶0.4 μL ,加入无菌三蒸水

至50 μL。

扩增条件为 94℃预变性 4 min 后 ,按下列

参数进行 35个循环:94℃变性 1 min ,50℃退火

1 min ,72℃延伸 1 min ,最后 1个循环后 ,72℃再

延伸 7 min ,4℃保存。扩增产物用 1.0%的琼脂

糖凝胶电泳检测 ,对扩增效果良好的样品委托

上海博亚公司进行纯化和测序 ,所有样品均进

行双向测序 ,以保证序列的精确性 。

1.4　DNA序列数据处理

所测序列数据经过正反义链互补校正 ,并

在 GenBank 中进行“BLAST”相似性搜索 ,以确

保扩增所得序列的准确性和可靠性。将所得的

序列用 CLUSTAL X(1.81)软件进行序列比对 。

用MEGA3.0
[ 20]
统计核苷酸的使用频率 、转换及

颠换数 、计算遗传距离 、进行碱基替换饱和度分

析等 ,在 Kimura-2-parameter模型的基础上 ,用邻

接法(neighbor-joining meithod ,NJ)和最大简约法

(maximum-parsimony method ,MP)构建分子系统

树 ,对空位采用完全删除(complete deletion),并

用“bootstrap”1 000次自举检测表明各分支的置

信度。

2　结果与分析

2.1　Cyt b 基因序列组成及变异

实验获得了色 科 5个种的 Cyt b 基因的

部分序列片段 ,去除引物序列长度共计 576 bp ,

在 576 bp 长度的核苷酸序列中 ,共检测到有

233个变异位点(保守位点 343个),约占核苷酸
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总数的 42.5%,其中简约信息位点 136个 ,自裔

位点 97个 ,多数变异发生在密码子的第 3位 ,

约占 62.7 %,第 2位点最少 ,仅占 10.3% 。T ,

C ,A 和 G 的含量分别为 31.6 , 21.6 , 31.4 和

15.4%。A+T 平均含量为 63%,G+C 含量为

37%,A+T 平均含量明显高于G+C 含量。就

每个氨基酸密码子来看 ,第 3位点的 A+T 平

均含量也较高 ,达到 66.4% 。

统计两两序列间的碱基替换数和序列差异

百分比(表 2),总体上看 ,序列间转换大于颠

换。统计表明:不同密码子位点的核苷酸替换

表现出了差异 ,尤其在密码子第3位点 ,转换与

颠换发生的频率都较高 ,转换的发生占所有转

换总数的 59.7%,颠换占总颠换的 67.2% 。颠

换主要发生在A与 T 之间 ,转换主要是 T 与 C

之间的转换 ,序列间 TS TV 值最高为 1.581 ,最

低为 1.187。

表 2　碱基转换数 颠换数(下三角)和

序列差异百分比(上三角)

1 2 3 4 5 6

1 Neurobasis chinensis 0.222 0.219 0.285 0.283 0.234

2 Vestalis gracilis 74 54 0.234 0.285 0.290 0.233

3 Matrona basi laris 69 57 80 55 0.278 0.278 0.219

4 Mnais auripennis 93 71 89 75 98 62 0.009 0.264

5 Mnais maclachlani 92 71 92 75 98 62 5 0 0.267

6 Bayadera melanopteryx 71 64 70 64 65 61 77 75 79 75

2.2　遗传距离

依据 2 种分子模型 Kimura-2 参数模型 、

Jukes-Cantor 模型计算种间遗传距离(表 3),得

到的 2种遗传距离矩阵反映的遗传距离基本一

致。结果表明 ,属内种间的遗传距离明显要小

于属间的遗传距离 ,绿色 属 2种蜻蜓之间遗

传距离最小 ,仅为 0.009 ,属间遗传距离平均为

0.326。

2.3　系统进化树

基于 Cyt b 基因序列 , 以巨齿尾溪

Bayadera melanopteryx 为外群 , Bootstrap 1 000 次

检验各支的置信度 ,采用邻接法(NJ)和最大简

约法(MP)构建分别构建色 科 5种昆虫的分

子系统树(图1 ,图2)。从NJ树和MP树的拓扑

结构看 ,这 2种聚类方法结果基本一致 ,大体上

出现了 2个聚类簇 ,首先是艳色 属 Neurobasis

的华艳色 与细色 属 Vestalis 的多横细色

优先相聚 ,然后与单脉色 属 Matrona 的透顶

单脉色 相聚构成第 I聚类簇 ,绿色 属 Mnais

的黄翅绿色 和亮翅绿色 以 100%的置信度

相聚构成聚类簇Ⅱ 。在这 4属中 ,艳色 属位

于系统树的最顶端 ,是相对比较进化的类群 ,绿

色 属位于系统树的基部 ,是较早分化出来的

1个类群。

表 3　5 种色 种间遗传距离(下三角为 Jukes Cantor

距离 , 上三角为 Kimura-2 距离)

1 2 3 4 5 6

1 Neurobasis chinensis 0.268 0.262 0.366 0.363 0.284

2 Vestalis graci lis 0.264 0.287 0.365 0.374 0.281

3 Matrona basilaris 0.259 0.281 0.358 0.358 0.261

4 Mnais auripennis 0.358 0.358 0.347 0.009 0.329

5 Mnais maclachlani 0.355 0.367 0.347 0.009 0.335

6 Bayadera melanopteryx 0.281 0.278 0.259 0.325 0.331

图 1　5 种色 的 NJ分子系统树

图 2　5 种色 的MP分子系统树

3　讨论

本研究结果表明 , 4属 5种色 的 A +T

平均含量(63%)明显高于 G+C 含量(37%),

这与其它大多数昆虫的研究结果基本一致 ,但

与某些昆虫相比含量偏低
[ 21～ 23]

。密码子的第 3
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位点 A+T 含量高达 66.4%,反映出 Cyt b基因

在密码子的使用上具有偏向性 。从碱基替换的

结果看 ,密码子第 3位点的替换频率显著高于

前2个位点 ,这与密码子第 3位点承担较小的

进化压力 ,发生的碱基替换多为同义替换有关 。

颠换主要发生在 A与 T 之间 ,为 52.5%;转换

主要是 T 与 C之间的转换 ,为 61%。实验所得

576 bp的序列共编码 192个氨基酸 ,其中有 58

个发生了变异 ,占总数的 30.2%。Crozier 等通

过对高A+T 与氨基酸序列关系的广泛研究 ,

认为高 A+T 与氨基酸序列变异没有显著的相

关性
[ 21]
;Desalle 等认为高A+T 增加了AT 颠换

的可能性 ,因而导致了第 3 位点颠换速率增

加
[ 24]
。Hugall也认为高 A+T 含量加速了氨基

酸的变异
[ 25]
。本研究所揭示的 5种色 昆虫

Cyt b 基因序列中的高 A+T 与氨基酸序列变

异之间的关系还有待深入研究 。

在外群的选择上 ,根据所选外群尽可能与

研究类群有最密切亲缘关系 ,并且是所研究的

单系群以外种的观点
[ 12]
,我们选取了比色 科

单系群起源关系较近的且相对古老
[ 26]
的溪

科昆虫作为外群 。

目前 ,对束翅亚目是单系群还是并系群仍

处在争论之中
[ 27]
。色 科是束翅亚目中较大

的科 ,对其形态学 、行为学 、生态学及分子生物

学等 方 面 的 研 究 主 要 集 中 在 色 属

Calopteryx
[ 28 , 29]

。在分子生物学方面 ,Misof等用

线粒体DNA的 16S rDNA研究了色 科部分属

的系统发育关系 ,指出色 属 、单脉色 属 、绿

色 属都是单系群
[ 28]
。用 Cyt b对束翅亚目进

行分子系统学研究仅见于 Chippindalel等利用

mtDNA的包括 Cyt b ,COⅡ和12SrDNA 3种序列

(总 1长度为 1 205 bp)对采自北美的 科异痣

属(Ischnura)的 16种豆娘进行的系统发育研

究
[ 30]
。本研究用 Cyt b基因序列也进一步支持

了绿色 属和单脉色 属是单系群的观点。从

系统树可以看出 ,绿色 属是单脉色 属 、细色

属及艳色 属的姐妹群 ,单脉色 属是细色

属和艳色 属的姐妹群 。当然要对色 科的

各属间的系统关系作出更为合理的解释 ,需要

增大种属级分类单元的扩展研究 ,以增强分类

单元的代表性 ,从而得出比较确切的结论 。
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