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摘　要:根据位点特异性频率模型 ( site-specific rate m ode l), 利用 PAUP软件 , 对线粒体 COI基因序列不同密

码子位点的数据模块分别进行了豉甲科和水生肉食亚目在亚科或科水平上的系统发育学分析 , 结果表明第二密

码子数据模块获得的系统分析结果与形态学分析结果一致。表明位点特异性频率模型在线粒体 COI基因作为标

记来进行昆虫分子系统发育分析上获得了更好的效果。
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　　许多分子标记 (DNA)现在被广泛地用于昆

虫分子系统学的研究 , 而 m tDNA更成为研究进化

的重要材料
[ 1]
。昆虫线粒体编码基因序列 , 其信

息位点 ( info rmative site)多位于第三密码子位点 ,

第二密码子的信息位点最少
[ 2]
。转换 /颠换比率最

高的则主要位于第一密码子
[ 2]
。整个核苷酸序富

含 A /T。核苷酸替换饱和位于第三密码子 , 而第

一 、第二密码子的则相对未达到饱和
[ 2]
。这些特

征为位点特异性频率模型提供了理论基础
[ 3]
。

水甲虫 , 尤其是豉甲科 , 有特殊的地理分布 ,

对解决中国地理学划分的古老问题提供了有利的参

考意义 。同时一些水甲虫具有药用价值 , 一些水甲

虫也有食用价值 , 因而研究水甲虫的分类有着一定

的实际意义和科研价值。豉甲科 (Gyrin idae)是水

生肉食亚目 (Hyd radephaga)的一个科 , 水生肉食

亚目属于水生生活习性的一类鞘翅目 。目前这个亚

目大约有 5 500个种 , 200多个属 , 含 7个科
[ 4]
。

豉甲科 (Gyrinidae)是这个亚目的第二大科
[ 4]
。

本文根据 CO I基因序列 , 利用位点特异性频

率模型研究了豉甲科的 13个种 , 涵盖了 3个亚科

的系统发育分析 , 也探讨了水生肉食亚目七个科间

的系统发育关系 。

1　样本序列与方法

1.1　样本序列

1.1.1　35个水生肉食亚目 (Hydradephaga)种的

CO I序列　其中:豉甲科 (Gyrinidae) 13个 , 龙虱

科 (Dy tisc idae) 8个 , 大卫两栖甲科 (Amph izo i-

dae) 2个 , 沼梭科 (H alip lidae) 3个 , 小粒龙虱科

(No teridae) 4个 , 水甲科 (Hygrob iidae) 3个 , A s-

pidy tidae科 2个
[ 4]
。 2个 Ptiliidae种作为外围群。

其中 9个豉甲科的序列为本室测定 , 其它序列来自

GenBank, 涵盖了豉甲科 3个亚科和所有的属或亚

属。样本序列物种名简写及序列号为:P .acroF ,

AY550882; P.acroA , AY550854; H.Peltodytes,

AY071816; H.mucrona tus, AY071804;

H. lineatocollis, AY071803;A. insolens, AY071796;

A. lecontei, AY071797;As. niobe1 , AY071808;As.

n iobe2, AY071809; A. geotroi, AY138728;

P .princeps, AY138764; P.obtusatus, AY138762;

AY138735;G. cinereus ;L. lanceola tus, AY138760;

L.varius, AY071810;M. coriacea , AF428209;

C.sch ildknechti, AF428236; Hy.austra liasiae,

AY071805; Hy. hermanni, AY071806;

Hy.macula ta , AY071807;G.m inutus, DQ266407#;

G.orientalis, DQ266406#;A. striatus, AY071799;

O.villosus, AY071815;O. fusiform is , DQ 266405#;

O.d ing , DQ266403#;O.Wui, DQ266402#;O. pro-

ductus, DQ266404#;O. chalceus, DQ 266401#;D.

melly i, DQ266408#;P . landaisi, DQ266409#;M.

IR - 2001, AY071812;A. ellipticus, AY071798;N.

Suphisellus, AY071818;N . Suphis, AY071817;N.
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clavicornis, AY071814;N. tenellus, AY071813。

1.2　方法

1.2.1　样品预处理与总 DNA的提取　干标本用

TE (pH 8.0)浸泡过夜;乙醇和福尔马林浸泡的

样品用 STE缓冲液浸泡 5 h, 用冲洗缓冲液冲洗 2

～ 3次;新鲜样品直接研磨 。取昆虫的胸部肌肉 ,

剩余部分保留在 φ=70%乙醇中作为标本凭证 。组

织剪粹后提取总 DNA (Omega公司 ), DNA保存

于 2 ～ 8 ℃, 长期保存于 - 20℃。

1.2.2　PCR扩增与测序　引物:C1-J-2138 (Je r-

ry ) 5 ’ -CAACATTTATTTTGATTTTTTGG-3 ’ , 和

TL2-N-3014 (Pat) 5 ’ -TCAATTGCACTAATCTGC-

CATATTA-3’ ,扩增片段为 876 bp的 CO I部分编码

区 。反应体系:10 ×Buffer 2.0 μL;10 mmo l /L

dNTP 0.4 μ;10 μmol /L Prime r各 1.0 μL;Tem-

plate DNA 1.0 μL ( ～ 10 ng);5 U Taq DNA po ly-

merase 0.3 μL ;ddH2O 14.3 μL。反应程序:

94 ℃ 5 m in;94 ℃ 30 s, 45℃ 30 s, 72 ℃ 1 m in;

72 ℃, 8 m in。 36个循环。T载体克隆测序。

1.2.3　序列分析

(1)序列比对:序列比对采用 C lusta lx (ve r-

sion 1.83)软件进行 , 为方便分析 , 除来自 Am-

phizoidae科的两个种的序列 486 bp和 692 bp外 ,

将所有序列用 B ioedit软件剪切成 744 bp长度 。序

列核苷酸差异以及转换 /颠换比率的统计用 MEGA

vs 2.1
[ 5]
分析 , 系统发育分析均使用 PAUP*

4.010b软件
[ 6]
。

(2) PAUP法分析 (位点特异性频率模型法 ):

采用了 3种方法:最小距离法 (ME)、 最大

似然法 (M L)以及最大简约法 (MP)。所有序列

比对的 gap均采用 Pairw ise-Deletion原则 。采用位

点特异性频率模型 (site-specific ra temode l)
[ 3]
, 即

密码子位点模块法 (codon site-partition ing)来分

析 。该模型允许编码基因不同密码子位点拥有各自

的频率 。M E法采用邻接法 (NJ)进行 , 距离矩阵

按 Jukes and Cantor的单参数法
[ 7]
和 K imura双参数

模式计算。系统树各分支的相对支持率采用 boo t-

strap检验 , 1 000次重复取样。M L法利用 M rM od-

eltest 2.2对不同的核苷酸替代模式进行评价 , 获

得最优复杂 GTR模型
[ 8]
。同时使用 LRTs和 A IC

原则构建系统发育树 , 分支相对支持率采用 boo t-

strap检验
[ 9]
, 100次重复取样。M P法针对各密码

子的饱和情况采用不同的加权值加权或不加权处

理 。分支相对支持率采用 boo tstrap检验 , 1 000次

重复取样。同时采用 Autodecay V5.0辅助检验分支

支持率 。

2　结　果

2.1　CO I序列特点及三个密码子位点的核苷酸替

换饱和性分析

本文构建了两个序列数据矩阵 , 一个 15个序

列数据矩阵 (含 13个豉甲科和 2个外围群序列 ),

一个是 37个序列数据矩阵 (含 35个水生肉食亚目

和 2个外围群序列 ), 分别对豉甲科和水生肉食亚

目的系统发育进行分析 。利用 MEGA vs 2.1软

件
[ 5]
分析两个数据矩阵的序列结构 , 结果发现在

15个序列数据矩阵中有 228个信息位点 ( inform a-

tive site), 占总位点数的 30.64%, 其中第一密码

子位点 47个 , 占总位点数的 6.32%, 第二密码子

位点 16个 , 占总位点数的 2.15%, 第三密码子位

点 165个 , 占总位点数的 22.17%。所有位点的转

换 /颠换比率为 0.79。在 37个序列数据矩阵中 ,

有 282个信息位点 ( info rm ative site), 占总位点数

的 37.90%, 其中第一密码子位点 65个 , 占总位

点数的 8.74%, 第二密码子位点 22个 , 占总位点

数的 2.96%, 第三密码子位点 194个 , 占总位点

数的 26.07%。所有位点的转换 /颠换比率为 0.71。

揭示了 CO I基因在第三密码子的信息位点最丰富 ,

分别为 165或 194个 。而转换 /颠换比率则主要位

于第一密码子 , 分别为 1.83或 2.30。整个核苷酸

序富含 A /T, A +T含量分别为 70.7%和 71.7%,

而且在第三密码子位点高达 90.0%, 这是昆虫线

粒体基因的共同特征
[ 2]
。此外 , 通过未校正的 p

距离值与 Γ分布的 K imu ra双参数距离值的对应比

较 , 获得各密码子位点的核苷酸替换饱和情况 , 高

饱和度位于第三密码子 , 而第一 、第二密码子的则

相对未达到饱和。

2.2　豉甲科系统发育分析

采用位点特异性频率模型将 15个 CO I序列数

据矩阵划分为不同的数据模块 , 包括所有密码子数

据矩阵 、 第一密码子数据矩阵 、 第二密码子数据矩

阵 , 以及第一 、第二密码子数据矩阵。

在 M P法分析中 , 分析结果表明最优树的获得

来自第二密码子数据矩阵 , 树长 leng th=465 steps,

C I=0.51, R I=0.49。此外 , 所有排除第三密码子

位点数据的严格一致树均表现相似的拓扑结构 , 但

包括了第三密码子位点数据所构建的树中主要表现

为 Enhyd rinae和 Gyrininae亚科内分类的紊乱 , 表

明第三密码子位点数据对树的构建有较大的影响。

在来自第二密码子数据矩阵的最优树中 , 除 Gyri-

ninae亚科恢复成一个单系外 , 另外两个亚科则为

并系 。而并系的 O rectochilinae亚科很好地形成了
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两个主要分支 , 分别对应着它的两个亚属 Patrus和

Orectochilus s. str. (图未显示 )。

在 ME法分析中 , 采用 TBR分支交换运算法 ,

选择 “ to tal character difference” 计算遗传距离 , 并

用邻接法起始系统树 。最好的 M E树 (M E score=

432)由第二密码子数据模块获得 。与 MP法结果

不同的是除亚科 Gyrininae为单系外 , 亚科 O rec-

toch ilinae也恢复成单系 , 并且它的两个亚属 Patrus

和 Orectoch ilus s. s.t 也同样各自为单系 , 虽然 boo t-

strap值支持不高 , 但也接近 50%, bootstrap值为

48%。亚科 Enhydrinae同样为并系。其它数据模块

构建的一致树 , 包含全部信息数据所构建的树主要

表现在亚科 Gyrininae和亚科 Enhydrinae的分类混

淆 (图未显示)。

在 ML法分析中 , 利用 M rM ode ltest和 A IC估

计获得了不同数据模块的 “GTR +G + I” 模型 。

结果显示含第三密码子的数据模块均表现低的

shape (α)值。最优 M L树同样来自第二密码子的

数据模块 (图 1)。并且亚科 O rec toch ilinae和 Gyri-

ninae分别以 100%和 81%的高 boo tstrap值恢复成

单系。而来自亚科 O rec toch ilinae的两个亚属 Patrus

和 Orectochilus s. s.t 也以高达 80%的 boo tstrap值得

到分开。其他的数据模块中 , 亚科 Enhydrinae和

Gyrininae表现种间分类混淆 , 亚科 O rectochilinae

成单系 。

图 1　根据第二密码子数据模块构建的豉甲科最优 M L树

F ig. 1　The optim al Gy rininaeM L tree based on the

second codon partition da tum

(用 PAUP软件的 “GTR +G + I”模型构建。分支上的数字为 >

50%的 b ootstrap值。来自 Dyt iscidae科的 P latambus btusa tus和 P la t-

am bu sprin ceps为外围群。内部垂直线表示属和亚属 , 外部垂直线表

示亚科)

总之 , 3种方法分析第二密码子信息所获得的

系统树与形态学结果一致
[ 10]
。而用全部 CO I基因

信息位点或其他密码子信息位点所构建的系统树则

相对紊乱 , 与形态学分类相差甚远。

2.3　水生肉食亚目系统发育分析

将 37个序列数据矩阵构建与 15个序列数据矩

阵相似的几种密码子位点特异性数据模块。 PAUP

分析结果显示来自第二密码子数据模块的 ML分析

获得了理想的拓扑结构树 , 选择的核苷酸替换模型

为 “GTR +G + I” (_ lnL =5500.4398;A =

0.3650, C =0.1137, G =0.0452, T =0.4761;gam-

ma shape pa rame ter =0.4539;assumed proportion o f

invariable sites=0.4942)。此外 , 来自第二密码子

数据模块的 M P和 M E的一致树的拓扑结构相同:

(Ptiliidae, (Porro rhynchus landaisi landaisi, (Hyg ro-

biidae, (No te ridae, (Gyrinidae, (Ha lip lidae,

(Amphizoidae, A spidy tidae, Dytiscidae ))))))),

并且与对应氨基酸序列获得的 M P和 M E树结构相

似。虽然水生肉食亚目及其大多数科都恢复成单

系 , 但是科与科之间的关系却与文献资料不一

致
[ 11]
, 科 Hyg robiidae位于分化枝 (科 Dytiscidae

和 Amph izo idae)的外面。而来自第二密码子数据

模块 M L树却获得了与当前分类学高度一致的拓扑

结构 (图 2)
[ 12]
。Hydradephaga恢复成一单系 , 种

Porro rhynchus landaisi landaisi和其他 Gyrinidae种位

图 2　根据第二密码子数据模块构建的

水生肉食亚目最优 ML树

F ig.2　The op tim a lHyd radephagaML tree ba sed on the

second codon pa rtition datum

(用 PAUP软件的 “GTR +G + I” 模型构建。分支上的数字为 >

50%的 boots trap值。来自 Pt iliidae科的 P. acroA和 P.a croF 为外围

群。垂直线表示 H yd radephaga各个科)

80



　第 5期 习欠云等:位点特异性频率模型在昆虫分子系统发育分析中的应用

于树的基部 , 并且 Gyrinidae 形成了较高支持

(bootstrap=65%)的单系。在 Gyrin idae中 , 3个

亚科呈现层次性排列 ( (Gyrininae +E ryhdrinae)

+O rec toch ilinae), 与 15序列矩阵获得的最优树结

果一致 。此外形成了 Dy tiscoidea总科 ( =Dytisci-

dae, Hygrob iidae, Note ridae, and Amphizoidae), 并

恢复成一单系 。 Hyg rob iidae和 No teridae形成姐妹

群位于 Dy tisco idea总科的基部。 A spidy tidae与 Am-

phizoidae +Dy tiscidae形成姐妹群 , Amphizoidae与

Dy tiscidae形成姐妹群。

3　讨　论

研究表明用位点特异性频率信息模块来进行系

统分析往往比用整个数据矩阵信息有效得多
[ 12 -14]

。

本研究利用不同密码子位点的信息数据模块来分析

Gyrinidae科以及 Hydradephaga亚目的系统发育关

系 , 结果显示 PAUP法对密码子数据模块的分析得

到了理想的结果 。虽然第二密码子含有限的信息位

点 , 比其它两个密码子的信息位点少 , 但是根据第

二密码子的信息模块所构建的 M E、 M P和 ML树却

比其他密码子数据模块 , 包括全部密码子的信息模

块更合理。

在 Gyrinidae科的系统发育分析中 , 来自第二

密码子数据模块所构建的大多数树 (MP、 ME和

M L)获得了最优的拓扑结构 (图 1), 在 3个亚科

中 , 亚科 O rec tochi linae和 Gyrininae以高的支持率

获得了单系 , 但亚科 Enhydrinae没有形成单系 。此

外 , 来自亚科 Orectochilinae的 Orectochilus d inghush-

anensis是一个新的种 (资料没发表), 其成功地分

类于亚属 Patrus中。在所有获得的树中 , 种 Porro-

rhynchus landa isi landaisi始终位于树的基部 , 如果

不考虑这个种 , 那么其它 Gyrinidae的种得到了与

形态分类相同的拓扑结构
[ 10]
, 也就是根据 CO I基

因序列而生成的分子系统学分类与形态学分类是一

致的。结果表明 CO I基因对研究 Gyrinidae科的系

统发育分类是一个有效的分子标记 , 也说明第二密

码子在分类上含有充分的系统发育信息。而第三密

码子的饱和性以及第一密码子的高转换率也许是影

响分类紊乱的原因 , 或者利用更复杂的替换模型可

能克服这种缺点。种 Porrorhynchus landa isi landaisi

在树中的异常位置为该种分类研究也许提供了一个

参考。

虽然 Hyd radephaga亚目被认为一个单系 , 但

其科间关系却一直未得到共识 。目前普遍的观点就

是 Gyrin idae科位于 Hydradephaga亚目内的基础位

置 。K avanaugh
[ 15]
没有解决 Dy tiscoidea总科分化枝

问题 。 Beu tel根据成虫或幼虫的形态特征解决了

Dy tiscoidea总科分化枝问题 , 把由 No teridae、 Am-

phizo idae、 Hyg robidae和 Dytiscidae组成的 Dytis-

coidea总科恢复成一单系。 Ribera
[ 11]
首次根据 18S

rRNA的序列信息获得了相同的结果 , 只是 Hyg ro-

bidae科被分类于 Dy tisc idae内 , 而不是与之为姐妹

关系 。Ba lke
[ 12]
结合形态学和 18s、 16s、 12s、 H3

和 CO I分子标记而获得的分类树中同样获得了 Dy-

tisco idea总科 , 其中 Hyg robidae位于分化枝 (Am-

phizo idae +Dy tiscidae)的外面。本文研究结论与

Balke
[ 12]
一致 (图 2)。

另一个有争议的问题是原始的 Hyd radephagan

亚目是来自水生还是陆生  现在普遍认为原始的

Hydradephagan亚目是来自古老陆生生物
[ 16]
。根据

其入侵水生环境的顺序 , 一个观点认为 Gyrinidae

是第一个入侵的 , 接下来的两次入侵分别是 Hali-

plidae的祖先和 Dytisco idea总科 ( =Dy tiscidae、

Hyg robiidae、 No te ridae 和 Amph izo idae) 的祖先。

根据这一理论 , Hydradephaga应该呈现三个分化

枝。本文研究也正好与此一致 (图 2), 该结果也

同时反映了三个起源的系统发育关系。本文研究结

果也与当前的 系统分类结 果
[ 11, 12, 17]

相一 致 ,

Hydradephaga是一个高支持的单系 , 也排除了原先

形态学认为的 Hydradephaga是一个多起源的假说。
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A Case Study Using Site-specific RateM odel in Insect

Phy logenetic Tree Reconstruction
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Abstract:Comparison of different codon partition data schemes in phy logenetic tree construction demonstrated the

advan tage of second codon partition da ta in phylogene tic analyses a t sub fam ily leve l fo rGy rinidae and at fam ily leve l

forHydradephaga, using PAUP orM rBayes w ithM E , MP, o rML criteria based on partialm itochondrial CO I gene

sequences. A ll op timal trees infe rred using PAUP were obtained based on second codon partition data Trees in ferred

from morpho log ica l data suppo rted the optimal trees. The results suggest the site-specific rate model (codon-parti-

tioning schemes) is availab le app roach to reconstruc t insect phy logenetic trees based on pa rtial m itochondrial CO I

gene sequences.

Key words:site-specific ratemode l;Gyrinidae;mitochondrialCOI gene;phy logene tic relationship;Hydradephaga
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