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U83 Box CID snoRNA 构建果蝇科系统发生树
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e 南吕大学生命科学学院，南昌 330031; 2 江西科技师范学院生命科学学院，南昌 330013)

摘要 利用已报道的黑腹果蝇 U83 基因技索果蝇基因数据库，鉴定了 10种新的果蝇科U83

同源基因，它们均位于相应物种核蛋白基因 rp13 的内含于中。以冈比亚按蚊为外类群，对 11 种果

蝇的 U83 核苦酸序列作进化关系分析，用邻接法重建了系统发生树，结果与传统方法构建的系统

发生树相比，能反映果蝇科的大致进化关系，但还存在部分差别。为增加序列信息，把序列长度拓

展至整个 U83 所在的内含子，同法构建系统发生树，结果与传统系统发生树几乎完全一致。该研

究是用 box CID snoRNA 基因序列构建系统发生树的首次尝试实验结果证明 U83 可以很好地用

于构建果蝇科内各物种的种系发生树。

关键词 U83 snoRNA; 内含子;系统发生树;果蝇科

核仁小分子RNA(srna1l nuc1eo1ar RNA, snoRNA)是

一类非编码小分子 RNA。除MRP RNA(mitochondria1 

RNA processing RNA)，它可分为 box CID snoRNA和

box H/ACA snoRNA 两大类，作用于 rRNA 的剪切、

加工和成熟，指导 rRNA 、 snRNA 、 tRNA 碱基修饰

和mRNA的编辑，有的还具有维持端粒酶稳定性等功
能[1 ， 2] 。

Box C/D snoRNA 的序列特征非常明显。序列

的两端具有异常保守的 C box (ugauga)和 D box 

(cuga); 链的中部通常还存在另一组保守性较弱的

C、 D box，被称为 C' 、 D' box; 在 D(或 D')box 的上

游通常有一段能和靶标 RNA(如 rRNA 或 snRNA)互

补的序列，称做反义序列(antisense e1ement, AE)，通过

碱基互补配对，指导相关的酶对特异位点进行甲基化

修饰。在 box CID snoRNA 序列中，只有 C 、 D box 

(和C'， D' box)以及 AE 序列受选择压力而保守，其

他的核昔酸没有选择压力而高度可变[3，4]。

U83 是 box CID snoRNA 中的一种，它在从昆虫

到哺乳动物中都广泛存在，并保守地位于核蛋白叩13

基因的内含子当中 [5)。果蝇科的多个物种 DNA序列

在果蝇序列数据库都有公布。本研究中，我们充分

利用以上公共资源，在 10 种果蝇序列数据库中找到

了 U汩的基因，对它们的序列特征进行了分析，并分

别利用这些序列和整个 U83 所在的内含子序列重建

了系统发育树，与果蝇科物种树进行对比，判断新建

进化树的正确程度，探讨 box CID snoRNA 基因在群

体系统演化研究中的价值。

1 材料与方法

1.1 使用的数据库

F1yBase 果蝇数据库 (http://f1ybase.net) 。

1.2 U83 snoRNA 的搜索

将黑腹果蝇DmU83 基因序列作为比对序列，在

F1yBase 果蝇数据库(http://flybase.net) 中用 BLASTN

程序 (http://f1ybase.netlb1astl) 搜索 10 种果蝇 Droso­

phila simula时， Drosophila sechellia, Drosophila yakuba, 

Drosophila erecta, Drosophila ananassae, Drosophila 

pseudoobscura, Drosophila persimilis, Drosophila virilis, 

Drosophila mojavensis, Drosophila grimshawi 中平日冈

比亚按蚊Anopheles gambiae 中的 U83 序列。用 PC

gene6.0 软件包对所获得的数据做进一步序列鉴定和

分析。

1.3 U83 所在内含子的搜索

分析所有 U83 基因两侧序列，寻找对应于

DmU83 所在内含子两端剪接位点的序列。

1.4 系统发生树的构建

对 U83 基因和 U83 所在内含子序列分别采用

MEGA3.1 软件[6)分析序列信息， C1usta1 X 软件[吨忆对

序列， PAUP4.0 软件构建系统进化树。

1.4.1 用 U83 序列构建果蝇科系统发生树 用

c1usta1X 1.83 比对所有 12 种 U83 序列(以冈比亚按蚊

为外类群)， MEGA3.1 软件计算碱基组成，转换颠换
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徐玲等: U83 Box CID snoRNA 构建果蝇科系统发生树

比等。构建的分子系统树采用 PAUP4.0 软件的邻接

法(neighbor joining) 0 U83 基因在碱基组成上表现出

A+T 偏向性，故遗传距离采用 P distance 方法计算。

自展法(Bootstrap)检验系统树，自展数据集为 1 000 

次。

1 .4 .2 用 U83 所在内含子序列构建果蝇科系统发生

树 12种 U83所在内含子序列用 Clusta1 X 比对后，

于工适当校正以使序列排列更加合理。 MEGA3.1 软

件计算碱基组成，转换颠换比等。用 PAUP4.0 软件

邻接法构建系统发生树。

2 结果

2.1 新 U83 序列及其侧翼序列的获得

通过对现有果蝇数据库 Drosophila simulans , 

Drosophila sechellia, Drosophila yakuba , Drosophila 

erecta , Drosophila ananassae , Drosophila 

pseudoobscura , Drosophila persimilis , Drosophila 

mojavensis , Drosophila virilis , Drosophila grimshawi 

10 个物种的序列进行计算机方法搜索，找到了以下

10 种新的 U83 box CID snoRNA 基因和用于构建外

类群的冈比亚按蚊 U83 box CID snoRNA 基因(图1)。

O.melanogaster 
O.simulans 
O.sechellia 
O.yakuba 
O.erecta 
O.ananassae 
O. persimilis 
O. pseudoobscura 
O. virilis 
O. grimsha fYi 
O. 四，javensis

A. g8D1biae 
****** 

759 

2.2 序列特征

所有 10种果蝇U83 基因都具有保守的 C、 D盒;

下游 AE序列也十分保守·两端有反向互补序列形成

碱基配对的茎状结构，但序列差异较大，即二级结构

保守，一级结构不保守。分析 U83 侧翼序列发现:新

鉴定的 10种果蝇U83 基因都位于相应物种的核蛋白

甲13基因的内含子中，且所在的内含子都遵循GT/AG

剪接方式，剪接位点序列保守。 U83 序列核昔酸数

目相差不大，序列长度在 80-89 nt 之间; U83 所在的

内含子序列核昔酸数目相差较大，长度在 244-360 nt 

之间不等。

U83 序列碱基组成: T33.2%、 C20.7%、 A24.7% 、

G 2 1.3%, A+T 57.9% 高于 C+G 42%。转换与颠换

的比值 0.8。对 U83 所在的整个内含子序列进行分析

后，得到的统计学特征为:T32.l%、 C21.5%、 A26.5% 、

G 20.0% , A+ T 58.6% 高于 C+G 4 1.5%。转换与颠

换的比值为 0.7 。

有文献指出[町，当转换与颠换的比值小于2时，说

明该基因序列的突变己达到饱和状态，进化受饱和效

应的影响，有进化噪音，重建系统发生树时如不进行

特别加权就会得出错误信息。故分别根据 U83 基因

* * * * * * 
O.melanogaster 
O.simulans 
O.sechellia 
O.yakuba 
O. erecta 

'GAlfCGG 
TTACCAT--CTGCTGCCTTCCT]CTGAlfCGG 
口ACCAT--CTGCTGCCTTCCT]CTGAffCGG

TGAGCAT--CTGCTGCCTTCCT]cTGArrCGG 
CTACCAT--CT'臼TGCCTTCCT1CTGAffCGG

O. 四四assae

O.persimilis 
O. pseudoobscura 
O. virilis 
O.grimsha fYi 
O.mojavensis 
A. g.血rbiae

CTACCAmCT时TGCCTTCCT'

CTACCATCACTGCTGCCTTCCT' 
ATACCAT-ACTGTTo田CTTCC

*** ** ********* **** 

'CAG 

'CGG 

CAC 

图 1 果蝇科U83 box C/D snoRNA 基因及冈比亚按蚊 U83 基因序列

星号表示保守序列，方框内为 box C/D snoRN A 的特征序列，依次分别为 C 盒、 D 贪。

适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统，使实验数据更逼真 Te1: 021 翩64040161 www.bao1or.com 
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和 U83 所在内含子序列的转换与颠换比值进行加权。

2.3 系统发生树

我们用PAUP4.0软件的P distance方法计算遗传

距离(表 1)，邻接法对 U83 基因构建果蝇科系统发生

树(图 2) 。所重建的树拓扑结构基本能反映果蝇科

系统发生的大致过程:同为果蝇亚属的 D.mojavensis，

D.virilis及D.grimshawi关系较近;其他果蝇为水果果

蝇亚属，聚在一起。水果果蝇亚属中，两个暗果蝇

种组(Obscura species group)的姐妹种D.pseudoobscura

D.scchcllia 
D.simulans 
D.mclanogastcr 
D.crccta 
D.yakuba 
D. ananassac 
D.pscudoobscura 
D.pcrsimilis 
ρ.grimshawi 

D.virilis 
D.m<ûavcnsis 
A.gambiac 

图 2 U83 基因序列系统进化分析

该系统进化树运用 PAUP4.0 软件中的邻接法构建。

和 D.persimilis 聚在一起;水果果蝇亚属，黑腹果蝇种

的 6种果蝇聚在一起，井将黑腹果蝇亚种中的 5种果蝇

与 D.ananassae 区分开。另外，如l妹种 D.melanogaster、

D.sechellia 和 D.simulans 构成一簇，与黑腹果蝇亚种

中的 D.yakuba 和 D.erecta 区分开。新构建的系统发

生树与传统方法所构建的果蝇科系统发生树[9]虽然大

致相同，但还存在一定差别。例如，传统方法构建

的系统发生树认为 D.erecta 与 D.yakuba 是两个姐妹

种，它们在进化树中的地位相同，而图 1 则显示 D.

erecta 比 D.yakuba 进化程度更高。:再如，前者认为

果蝇亚属与水果果蝇亚属是平行的两个分支，且 D.

virilis 与 D.mojavensis 为姐妹种， D.grimshawi 比这两

1 个物种略早分化;后者却显示D.grimshawi与 D.virilis

关系密切，而 D.mojavensis 比包括水果果蝇亚属在内

的其他果蝇更早分化。

为获得更多的序列信息，我们将用来构建系统发

生树的序列扩展至整个 U83 基因所在的内含子序

列。通过 P distance 方法计算遗传距离(表匀，邻接

法构建系统发生树(图匀，所得的系统发生树与传统

2 3 

表 1 U83 基因序列差异百分比(p 值)

12 4 5 6 7 8 9 
ov l 

11 

1 D.grimshaw 

2 D. virilis 

3 D.mojaνens 

4 D.melanoga 

5 D.sechelli 

6 D.simulans 

7 D.erecta 

8 D.yakuba 

9 D.ananassa 

10 D.pseudoob 

11 D.persimil 

12 A.gambiae 

0.160 

0.214 0.188 

0.201 0.164 0.211 

0.201 0.164 0.211 0.000 

0.201 0.164 

0.187 0.151 

0.232 0.182 

0.186 0.162 

0.161 0.126 

0.211 0.000 

0.210 0.012 

0.191 0.073 

0.186 0.083 

0.215 0.096 

0.000 

0.012 0.012 

0.073 0.073 

0.083 0.083 

0.096 0.096 

0.085 

0.071 0.133 

0.084 0.135 0.084 

0.161 0.126 0.215 0.096 0.096 0.096 0.084 0.135 0.084 0.000 

0.507 0.508 0 .470 0 .492 0 .492 0 .492 0 .480 0 .465 0 .469 0 .487 0 .487 

2 4 

表 2 U83 所在内含子序列差异百分比(p 值)

12 

1 D.ananassae 

3 5 6 7 8 9 10 11 

2 D.erecta 0.276 

3 D.grimshawi 0.436 0.423 
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ACAsnoRNA 构建了 16 种龟的系统进化树，结果与

形态学结果一致，验证了用 box H/ACA snoRNA构建

分子系统发生树的可行性，这为利用box CID snoRNA 

构建系统发生树提供了实践依据。

在割裂基因发现初期，人们认为内含子是基因

组序列中的"垃圾"成分[11]。但随着人类基因组序

列和其他多种模式生物基因组序列的测序完成以及

对非编码 RNA研究的深入，人们发现内含子序列之

中蕴藏着大量的 snoRNA 和 microRNA (miRNA)。它

们在转录调控、 RNA 的加工和修饰、细胞的分化

发育等过程中发挥作用成为当前生物学研究领域的

热点和前沿。内含子序列也因而摆脱了"多余序列"

的头衔，受到人们的广泛关注[12]。编码 snoRNA 基

因的内含子除 snoRNA基因保守性强外，其余的序列

变化速度较快，不受生存选择压力的影响。本文把

比对序列延展至整个 U83 所在的内含子，克服了 U83

基因序列短、信息含量少的缺陷，使保守序列与可

变序列有效结合，为系统进化树的构建提供了更多信

息，建树结果与传统方法的建树结果几乎完全一致。

目前，国际上用于系统进化树构建的软件主要有

PAUP、 PHYLIP 和 MEGA 等，但一直以来，人们所

研究的序列都以 rRNA 、 mtDNA 以及其他一些蛋白

质序列为主，这些序列都比 snoRNA 序列长，使人们

置疑用 PAUP 等软件构建短序列系统进化树的正确

性。近来，随着人们对 miRNA 的深入研究，使

PAUP、 PHYLIP 等软件在构建仅 80 nt 的 miRNA 前

体分子中得到肯定[13.14]。这说明 PAUP 用来构建比

miRNA 前体序列长的 snoRNA 和 snoRNA 所在的内

含子序列是适合的。此外，我们还用了适用于小分

子则A 系统发生树构建的 Splits Tree4 软件旧.16]分别

对 U83 序列和 U83 所在的内含子序列构建系统发生

树，得到与用 PAUP4.0 建树一致的结果(图略)。

本研究是用 box C/D snoRNA 基因序列构建系

统发生树的首次尝试，其结果肯定了 U83 box CID 

snoRNA 构建果蝇科种系发生树的价值，并为利用众

多位于内含子中，序列较短的 snoRNA基因构建系统

发生树开创了方法。但 U83 仅是众多 box C/D 

snoRNA 中的成员之一尽管 box C/D snoRNA 用于

构建系统发生树有一定的理论基础，其普遍适用性还

需要更多实验证据来支持。

玲等: U83 Box C/D snoRNA 构建果蝇科系统发生树

水
m
A
m点
蜕
收
属
果
蝇
收
属

熙
川
附
胆
果
蝇
种

D.sechellia 照
D. simuJans 1 胞
。.meJanogaster I 果
D.yakuba I 虫，11!
D.erecta 1 收
D.ananassae 中l'
D.persimilís 
D.pseudoobscura 
D.grimshawi 
D.viriJis 
D.mojavensis 
A.gambiac 

f余

图 3 U83 所在内含子序列系统进化分析

i生系统进化树ill!1J PAUP4.0 软件的邻接法构建。

方法构建的果蝇科系统发生树拓扑结构几乎完全一

致，只是在果蝇亚属3个物种间的关系上有所分歧:传

统方法认为 D. virilis Lj D.mojavensis 为姐妹种， D.

grimshawi 比这两个物种略早分化;本研究结果却显

示 D.grimshawi 与 D. virilis 关系更密切。
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台，突显了 snoRNA 数据量多，容易获得的优势。

U83 是众多 box CID snoRNA 中的一员，本研究

利用该基因构建果蝇科内各物种的种系发生树，并获

得良好结果。利用 box C/D snoRNA 构建系统进化

树是我们在 snoRNA 研究领域的新尝试，但这→尝试

也具有-定理论基础和实践依据。通常用来构建系

统发育树的序列有 16S/l 8S rDNA 、 rRNA ITS , 

mtDNA 12S 、 cyt b 等，同时具有易变区和保守区使

这些分子成为构建分子系统发生树的理想序列。

snoRNA 也和以上序列一样，同时具有易变区和保守

区，这为用 snoRNA序列构建分子系统进化树打下了

理论基础。此外， Cervelli 等[10]利用龟 U17 box H/ 
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U83 box CID snoRNA as a Molecular Marker in the Phylogeny of Drosophilidae 

Ling Xu 1气 Yu-Ping Luo1, Dong-Gen Zhou1, Si-Guang Lil* 

eCollege of Life Science, Nanchang Univers仰'， Nanchang 330031, China; 2College ofLife Science, Jiangxi Science and Technology 

Normal Universiη， Nanchang 330013, China) 

Abstract Based on FlyBase and U83 in Drosophila melanogaster, ten new U83 gene homologues were 

identified in Drosophilidae which were located in intron of rp13 respectively. The homologous sequences were 

compared, and the molecular trees were reconstructed by neighbor才oining method of PAUP4.0 program using 

Anopheles gambiae as outgroup. The result ref1ected the evolutionary relationship in Drosophilidae roughly. Se­

quences were enlarged to the entire U83 located introns to get more information, and the phylogenetic tree con­

structed by those sequences was more correct compared with the former one. Genes of box C/D snoRNA were 

used for constructing phylogenetic tree for the first time, our study confirmed the good effect of U83 box C/D 

snoRNA as a molecular marker in the phylogenetic analysis of Drosophilidae. 
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