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基于 COX Ι基因的太平洋西岸文昌鱼地理种群分析 
李伟业，钟  婧，王义权* 

（厦门大学 生命科学学院，福建 厦门  361005） 

摘要：文昌鱼是进化发育研究的重要模式动物，目前实验材料均采自野外。因此，对其进行正确的物种鉴定

和地理种群的遗传分化分析十分必要。该研究扩增并测定了COX Ι基因部分序列，结合NCBI数据库中的COX Ι序
列信息，对太平洋西岸文昌鱼的种类和地理种群分化情况进行了分析。结果表明，马来文昌鱼（Branchiostoma 
malayanum）、白氏文昌鱼（B. belcheri）和日本文昌鱼（B. japonicum）这3个种之间的遗传差异很大，再次证实

3个物种的有效性，同时提出应当审慎对待NCBI数据库中文昌鱼的种名标注；太平洋西岸文昌鱼属Branchiostoma 
的3种文昌鱼群体遗传多样性均处于较高水平，同一物种的不同地理种群间没有出现明显的遗传分化，反映了海

洋动物的基因交流较容易，不同海域隔离较弱。 
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Analysis of Amphioxus Geographic Populations in the West  
Pacific Ocean Based on COX Ι Gene 

LI Wei-Ye, ZHONG Jing, WANG YI-Quan* 
（School of Life Sciences, Xiamen University, Xiamen  361005, China） 

Abstract: Amphioxus (lancelet) is an important model animal in the field of Evo-Devo study. However, the 
specimens for laboratorial experiments are usually sampled directly from the field. Thus, it is necessary to correctly 
identify species and evaluate the genetic diversity of geographic populations. In the present investigation, we amplified 
and sequenced COX Ι gene of amphioxus collected from various localities of the West Pacific Ocean and downloaded all 
available sequences of the gene from NCBI. Based on those sequences data, we constructed NJ tree to decide the 
taxonomic status of those amphioxus and performed AMOVA analysis to estimate genetic diversities among geographic 
populations and individuals. The current results supported the validity of the three amphioxus species, Branchiostoma 
malayanum, B. belcheri and B. japonicum. We also proposed that some amphioxus species names recorded in NCBI 
sequence database might be inaccurate. Genetic analysis on the geographic populations of amphioxus species suggested 
that each examined amphioxus species have a high level of genetic diversity. However, the genetic divergences among 
geographic populations of the same species are indetectable, indicating a frequent gene flow among them. 
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文昌鱼是脊索动物门（Chordata）头索动物亚

门（Cephalochordata）中30多种小型动物的统称，

它们广泛分布于世界各地的浅海沙滩，营钻沙、底

栖和滤食生活，相似生境下的进化趋同性使得该类

群不同物种形态特征相似，致使这一物种数并不多

的亚门至今仍有一些尚未鉴定的隐种存在（Wang et 
al, 2004）。另一方面，文昌鱼是一个非常古老的动

物类群，大约在5亿多年前即已出现（Shu et al, 
1996），这种分布广泛、古老而迁徒力较弱的海洋

底栖动物，不同地理种群间有无进一步分化所知甚

少。此外，与其它无脊椎动物不同，文昌鱼是现生

生物中与脊椎动物亚门（Vertebrata）亲缘关系最近

的无脊椎动物，其胚胎发育和躯体结构的基本图式

（body plan）与脊椎动物相同，在脊椎动物起源与
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进化研究中扮演着非常重要的角色（Stokes et al, 
1998; Holland et al, 2001），现在越来越多的人们认

识到文昌鱼是一个十分有潜力的新型实验室模式

动物（Holland et al, 2004）。然而，在完全实现文

昌鱼实验室模式化养殖之前，各地研究者的实验材

料均采自野外，因此有必要对文昌鱼物种的正确鉴

定和地理种群分化情况进行探讨。 
长期以来，分布于太平洋西岸的文昌鱼属

（Branchiostoma）被视为只有马来文昌鱼（B. 
malayanum）和白氏文昌鱼（B. belcheri）两个种；

分布在中国青岛和日本海域的文昌鱼，曾作为白氏

文昌鱼青岛亚种（B. belcheri tsingtauense）（Tchang 
& Koo, 1936; Nishikawa, 1981）对待。对文昌鱼线

粒体细胞色素b基因序列的研究发现，日本产的白

氏文昌鱼青岛亚种与厦门欧厝所产白氏文昌鱼间

的遗传分化已达到种间水平，提议将该亚种提升为

种（Wang et al, 2004）。随后，Xu et al（2005）用

12S rRNA分子标记结合形态学比较研究了该海域

的文昌鱼，结果也支持这一观点；Wang & Fang
（2005）通过文献学考证发现，根据命名优先权的

原则，B. belcheri tsingtauense应订证为B. japonic- 
um，进一步的形态学和染色体组型比较再次明确了

白氏文昌鱼（B. belcheri）和日本文昌鱼（B. 
japonicum）的分类地位（Zhang et al, 2006；Zhang et 
al, 2009），前者分布于厦门以南直到马来西亚海域；

而后者从厦门向北至青岛、日本海域。Chen et al
（2007）又在香港采到了白氏文昌鱼、日本文昌鱼

和马来文昌鱼。可见每种文昌鱼的分布范围也相当

广，但迄今却不知晓同一物种文昌鱼的地理种群间

是否已出现了遗传分化。 
线粒体细胞色素氧化酶亚基I（COX Ι）基因作

为一种常用的DNA分子标记，能很好地反映物种分

化情况。Hebert et al（2003）对动物界中除刺胞动

物门以外的所有动物，共涵盖11个门1.3 320万个物

种的COX Ι基因序列进行分析，发现序列间的差异

能很好地区分所有研究物种，认为在动物界COX Ι
基因是合适的DNA条形码标准基因。正在进行的国

际生命条形码项目（http://www.barcoding.si.edu）也

将COX I基因作为主要生物条形码的标记。作为一

个线粒体基因，COX Ι的进化速率比核基因快，在

进行种内遗传分析时，选择线粒体基因比核基因更

加有效。在脊椎动物中，近缘种间COX Ι基因通常

差异较大（Peng et al, 2008），能够用于衡量物种

内的变异情况。因此，本研究将通过COX Ι基因序

列的分析进一步探讨太平洋西岸文昌鱼分布和地

理种群分化情况。 

1  材料和方法 

1.1  样本采集 
文昌鱼样本分别采自广西北海(B)、广东茂名

(M)、山东青岛(Q)、福建厦门(X)海域，其中北海和

茂名的样本由南京大学陈均远教授提供，青岛的样

本由中科院海洋研究所张培军教授提供，厦门的样

本采自厦门欧厝和黄厝海域。所有样本均参照

Zhang et al（2006）的分类学描述鉴定种名，样本

用“种名缩写+采集地汉语拼音首字母+序号”的方

式编号，如采自茂名的白氏文昌鱼（B. belcheri）编

号为 BbelM3、BbelM4、BbelM5、BbelM6 等。本

研究从上述采集地得到的活样本隶属白氏文昌鱼

和日本文昌鱼两种：白氏文昌鱼 12 条，其中 3 条

采自北海，4 条采自茂名，5 条采自厦门；日本文

昌鱼 7 条，其中 3 条采自青岛，4 条采自厦门。 
1.2  基因组 DNA 提取和 COX Ι基因片段扩增 

活文昌鱼室内暂养 1~2 日，待其肠内食物排尽

后取体后段，匀浆后用常规酚氯仿抽提-乙醇沉淀法

提取基因组 DNA。 
为了在两个种中有效扩增COX I基因片段，我

们从GenBank中下载白氏文昌鱼（AY932825）、欧

洲文昌鱼（B. lanceolatum）（AB194383）、佛罗里

达文昌鱼（B. floridae）（NC_000834）、日本文昌

鱼（DQ407722）、鲁卡偏殖文昌鱼（Asymmetron 
lucayanum）（NC_006464）、马尔代夫侧殖文昌鱼

（Epigonichthys maldivensis）（NC_006465）等的

COX Ι基因序列，比对后参照Kon et al（2006）设计

简 并 引 物 ： A m p h L 1 0 9 ：

5 ' - A T T C G n G C n G A A y T n T C n C A - 
GCC-3'和AmphH1325：5'-TCnGAATAyCGnCGw- 
GGTATnCC-3'，该对引物理论扩增片段长度为1.2 
kb。 

PCR反应体系为25 µL，含2.5 µL 10×buffer，2 
µL dNTP mixture，1 µL基因组DNA，1 µL引物和1.25 
U Taq酶。反应条件为：首先94℃预变性4 min；再

按以下条件进行30个循环：94℃变性40 sec，58℃
退火40 sec，72℃延伸70 sec；最后72℃延伸7 min。 
1.3  测序和序列分析 

PCR 扩增产物用 TIANGEN 离心柱型 DNA 纯
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化试剂盒纯化，由上海桑尼生物公司单向测序。鉴

于白氏文昌鱼和日本文昌鱼的COX Ι基因序列差异

较大，分别设计测序引物，白氏文昌鱼为 COX Ι-BF：
5'-CTGGAGCTTTGTTAGGTGATG-3'；日本文昌鱼

为 COX Ι-JF：5'-GTGCACTTTTGGGTGATGATC- 
3'。 

测序结果用 MEGA3.1 软件（http://www.mega- 
software.net/）校对后（Tamura et al, 2007; Kumar et 
al, 2008），与从 NCBI 上下载的文昌鱼 COX Ι基因

序列合并成一个数据矩阵。选择 Kimura 2-parameter
模型（Flook et al, 1999），计算种间和种内遗传距

离，用 Neighbor-Joining 法（Saitou et al, 1987）构

建系统发育树，Bootstrap 1000 次重复检验。为考察

地理种群间的分化，采用 Kimura 2-parameter 模型

计算地理种群间和种群内个体间的遗传距离。用

Arlequin ver 3.01（http://cmpg.unibe.ch/software/ 
arlequin3/）计算文昌鱼的单倍型多态性和核苷酸多

态性指数，以评估其遗传多样性，并进行 AMOVA
分析比较个体间和地理种群间的差异对种群总遗

传多样性的贡献度。 

2  结  果 

2.1  太平洋西岸 Branchiostoma 属的文昌鱼种类 
PCR 扩增片段约为 1.2 kb，测得上述 19 个样本

COX Ι 基因的 DNA 序列，除去两端测序不准确部

分，比对后得到有效同源序列长度为 794  bp
（accession number AY932825, HM178949– 
HM178966），合并 GenBank 数据库中下载的 7 条

马 来 文 昌 鱼 同 源 序 列 （ accession number 
AB248225–AB248231）、107 条日本文昌鱼同源序

列（accession number AB248118–AB248224）构建

系统发育树，结果显示所有样本聚为三个主要分

支，其中采自泰国阁科考（Ko Khang Kao）的马来

文昌鱼样本形成一支，即第一个分支；采自各地的

12 条白氏文昌鱼聚为第二个分支；而日本文昌鱼聚

为第三个分支。文昌鱼样本分属三个独立的物种。 
2.2  种间差异和地理种群的遗传分化 

按照系统树中的聚类情况，将三个主要分支的

序列归为三组，计算种间遗传距离，与种内个体间

遗传距离比较。结果显示文昌鱼种间遗传距离为

0.167～0.191，白氏文昌鱼、日本文昌鱼和马来文

昌鱼种内个体间平均遗传距离分别为 0.012、0.009
和 0.009，种间遗传距离远大于种内遗传距离。 

将所有序列按照物种和地理种群分组，分别计

算各种群内和地理种群间的遗传距离（表 1）。结

果显示，同种的地理种群内遗传距离在 0.003～
0.022 间；白氏文昌鱼三个地理种群间遗传距离为

0.005～0.014，日本文昌鱼六个地理种群间遗传距

离为 0.007～0.011，与种群内遗传距离无明显差异；

马来文昌鱼来自同一产地，故无地理种群间遗传距

离。系统发育树也显示，每一分支内不同地理种群

的样本呈现散在分布，没有出现与样本来源地相关

的聚类现象（图 1）。 
2.3  文昌鱼种群的遗传多样性 

分别计算白氏文昌鱼、日本文昌鱼和马来文昌

鱼的单倍型多态性指数 h 和核苷酸多态性指数 π，
结果显示三种文昌鱼的 h 值都很高（0.9697～
1.0000），而 π 值相对偏低（0.008572～0.010686）
（表 2）。白氏文昌鱼序列按照采样地分为三个地理

种群，进行 AMOVA 分析，结果显示 97.97%的差

异来自种群内个体间，只有 2.03%的差异来自地理

种群间；同样将日本文昌鱼序列分为六个地理种

群，进行 AMOVA 分析，结果显示 98.08%的差异

来自种群内个体间，只有 1.92%的差异来自地理种

群间（表 3）。由此可见文昌鱼个体差异较大，种

群的遗传多样性较高，且个体差异是种群总遗传多

样性的主要来源。 

3  讨  论 

3.1  太平洋西岸文昌鱼的种类 
作为国际生命条形码项目的主要分子标记，

COX Ι序列能够很好地区分各个物种，Hebert et al
（2003）提出用 COX Ι序列有效鉴别物种的关键是

种间遗传距离必须大于种内遗传距离，且距离差异

约为 10 倍，对动物界 11 门一万多个物种分析得出

种内遗传距离大多小于 1%，极少大于 2%。本研究

对太平洋西岸文昌鱼 133 条 COX Ι序列的聚类分析

表明，这些序列明显地聚成三个分支，提示它们隶

属三个独立的物种，三者间的遗传距离约为各自种

内遗传距离的 17 倍，比许多脊椎动物同属内物种

间差异大了许多；而三种文昌鱼种内个体间遗传距

离也在 Hebert et al（2003）提出的范围内。因此，

太平洋西岸这三种文昌鱼的种间差异十分明显。 
从 NCBI 下载日本文昌鱼同源序列时发现数据

库将其种名记为 Branchiostoma belcheri，但在来源

一项又记载为 Japanese lancelet，这些样本采自 
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图 1  基于文昌鱼线粒体 COXⅠ基因序列采用 NJ 法构建的系统发育树 

Fig. 1  Phylogenetic tree constructed by the neighbor-joining method based on COX  Ⅰ gene 
图中实心标签为日本文昌鱼，空心标签为白氏文昌鱼，无标签的为马来文昌鱼。不同形状的标签表示不同的采样地。正方形：厦门；星形：

茂名；长方形：北海；三角形：青岛；圆形：日本各地。 
Solid labels indicate Branchiostoma japonicum, hollow bables indicate B. belcheri, and B. malayanum has no label. Different loci are labeled with 
different shapes. Square: Xiamen; Pentagram: Maoming; Oblong: Beihai; Triangle: Qingdao; Rotundity: Japan. 

表 1  文昌鱼地理种群内和种群间的遗传距离 
Tab. 1  Genetic distance within and among amphioxus geographic populations 

地理种群 Population 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1.BBBH 0.003 0.002 0.002 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.015 
2.BBMM 0.013 0.022 0.002 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.015 
3.BBXM 0.005 0.014 0.006 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.016 0.015 
4.BJQD 0.188 0.192 0.189 0.006 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.015 
5.BJXM 0.191 0.195 0.192 0.009 0.010 0.001 0.001 0.001 0.001 0.015 
6.BJAK 0.189 0.193 0.190 0.007 0.010 0.008 0.001 0.001 0.001 0.015 
7.BJSD 0.189 0.193 0.190 0.007 0.009 0.008 0.008 0.001 0.001 0.015 
8.BJNS 0.189 0.194 0.190 0.007 0.009 0.008 0.008 0.008 0.001 0.015 
9.BJAT 0.189 0.193 0.190 0.008 0.011 0.009 0.009 0.009 0.010 0.015 
10.BMKK 0.173 0.173 0.175 0.166 0.169 0.166 0.166 0.167 0.169 0.009 

以左上角至右下角的对角线为界，对角线的数值是同一地理种群内个体间的遗传距离，下三角为地理种群间的平均遗传距离，上三角为标准

差。1. BBBH：北海的白氏文昌鱼；2. BBMM：茂名的白氏文昌鱼；3. BBXM：厦门的白氏文昌鱼；4. BJQD：青岛的日本文昌鱼；5. BJXM：

厦门的日本文昌鱼；6. BJAK：天草（Amakusa）的日本文昌鱼；7. BJSD：西淡（Seidan）的日本文昌鱼；8. BJNS：南势（Nansei）的日本文

昌鱼；9. BJAT：渥美（Atsumi）的日本文昌鱼；10. BMKK：泰国阁科考（Ko Khang Kao）的马来文昌鱼。 
The values on the diagonal are the genetic distance within geographic population. The values in the lower and upper triangle areas are the genetic 
distance among geographic populations and SD. 1. BBBH: B. belcheri from Beihai; 2. BBMM: B. belcheri from Maoming; 3. BBXM: B. belcheri from 
Xiamen; 4. BJQD: B. japonicum from Qingdao; 5. BJXM: B. japonicum from Xiamen; 6. BJAK: B. japonicum from Amakusa; 7. BJSD: B. japonicum 
from Seidan; 8. BJNS: B. japonicum from Nansei; 9. BJAT: B. japonicum from Atsumi; 10. BMKK: B. malayanum form Ko Khang Kao. 
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表 2  文昌鱼单倍型多态性和核苷酸多态性 
Tab. 2  Haplotype diversity and nucleotide diversity of amphioxus 

群体 Population h π 

B. belcheri 0.9697±0.0443 0.010686±0.005989 

B. japonicum 0.9974±0.0020 0.008572±0.004504 

B. malayanum 1.0000±0.0764 0.008636±0.005303 

h：单倍型多态性（Haplotype diversity）；π：核苷酸多态性（Nucleotide diversity）。 

表 3  文昌鱼 AMOVA 分析结果 
Tab. 3  AMOVA analysis of B. belcheri and B. japonicum populations 

种名 Species 变异来源 Source of variation 自由度 df 
方差总和 

Sum of squares

贡献率 

Variance（%） 

固定指数 

Fixation index 

种群间 Among population 2 9.341 2.03 
B. belcheri 

种群内 Within population 8 34.750 97.97 
FST: 0.02026 

种群间 Among population 5 22.909  1.92 
B. japonicum 

种群内 Within population 108 361.644 98.08 
FST: 0.01923 

 
日本天草（Amakusa）、西淡（Seidan）、南势（Nansei）、
渥美（Atsumi）等海域，但我们的分析结果再次表

明 ， 实 际 上 它 们 的 种 名 应 为 Branchiostoma 
japonicum。关于太平洋西岸 Branchiostoma 种类的

问题，Zhang et al（2006）有过详细的描述，随后

的一些研究也证实 B. belcheri 和 B. japonicum 分属

两个独立的物种（Chen et al, 2007; Zhang et al, 2009; 
Zhong et al, 2009）。然而，直到撰写此文，我们再

次登录 NCBI 数据库时，发现仍有许多源自日本和

中国青岛的文昌鱼种名记为 B. belcheri，下载其中

部分序列比较发现，这些物种的正确种名应为 B. 
japonicum，提醒我们使用 NCBI 中序列数据时应当

审慎地对待其种名标注，用前首先需查验物种种名

是否正确。 
3.2  太平洋西岸三种文昌鱼的分布和遗传多样性 

我们采集和下载的样本分别来自广西北海、广

东茂名、山东青岛、福建厦门，泰国阁科考和日本

天草、西淡、南势、渥美海域。就这九个样品来源

地看，日本文昌鱼在我国厦门、青岛和日本天草、

西淡、南势、渥美分布；白氏文昌鱼在北海、茂名、

厦门分布，在青岛和日本海域没有发现，因此其分

布区域应在厦门以南；马来文昌鱼则分布在泰国阁

科考。此外，Chen et al（2007）在香港采集到了马

来文昌鱼和日本文昌鱼，因此这两种文昌鱼在中国

香港海域也有分布，但我们在北海和茂名的样本中

均未发现日本文昌鱼。Cao et al（2001）和 Zhu et al
（2003）等曾报道在河北昌黎、山东威海等海域采

到过文昌鱼，因此我们推测日本文昌鱼的分布范围

应当自香港向中国的东南沿海伸展，至勃海湾直到

日本海域。 
在文昌鱼地理种群分化问题上，基于COX Ι基

因的系统发育树，遗传距离和AMOVA分析结果均

显示，采自厦门、北海、茂名的白氏文昌鱼没有明

显分化，而我国青岛、厦门和日本天草、西淡、南

势、渥美的日本文昌鱼也没有明显分化。这种现象

可能与文昌鱼幼体在一个多月的浮游期中随洋流

运动迁徙有关，反映了不同海域的海洋动物地理隔

离较弱，地理种群间的基因交流较容易。文昌鱼群

体的单倍型多态性极高，这种现象在海洋鱼类中普

遍存在（Atarhouch et al, 2006）；而其核苷酸多样

性指数π值与日本鳀、白姑鱼等其他广布于西太平

洋的物种相当（Liu et al, 2006; Han et al, 2008）。

总的来说，太平洋西岸文昌鱼属Branchiostoma 三
种文昌鱼群体的遗传多样性均处于较高水平，同一

物种的不同地理种群间没有出现遗传分化。 
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