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摘要：用细胞色素氧化酶第二亚基基因（!1#）特异性引物对暗纹东方!（2+3#-)/) -+&4#+5)&）的线粒体

+,-（./+,-）进行 012 扩增，克隆并测定了 !1#及其侧翼 /2,- 基因的全序列，结果显示，!1#基因

%*& 34 和 #5端上游的 /2,--67基因及 )5端下游的 /2,-896基因序列共 (*" 34。用 +,- 分析软件比较暗纹东

方!与 :;7<=7> 中 * 个目 && 种鱼类的 !1#序列，显示暗纹东方!与这些鱼类的 !1#基因具有较高的

同源性；其中与同属红鳍东方!（2 ? *)6*#7%&）的同源性最高为 **@"A。暗纹东方! !1#基因的核苷酸

组成中，-B C 含量为 #%A，与其他 && 种鱼类的 -B C 含量（##A ’ %!A）相近。鱼类 !1#序列组成对 -
B C 核苷酸的偏倚程度比较低。根据暗纹东方!与其他 && 种鱼的 !1#基因序列同源性所建立的分子

进化树，与传统的分类地位基本吻合。推定的 /2,- 二级结构为典型的三叶草型结构。
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线粒体 !"#（$%!"#）是一类广泛存在于生

物体内的遗传物质。对进化过程中不同生物体

!"#序列的核苷酸替换率的比较研究发现，

$%!"# 基因组的替换率比 !"# 高 & ’ () 倍，是

研究生物进化的重要材料，目前已被广泛应用

于动植物的种群遗传学研究［(，*］。$%!"# 分析

技术在国外已被遗传学家用于鱼类种群遗传结

构及品系鉴定的研究；国内研究者对哺乳动物

的研究做了许多工作，对鱼类酶切图谱、基因定

位、片段克隆和结构分析也有一些研究，但更多

是对 $%!"# 限 制 性 内 切 酶 酶 切 图 谱 的 分

析［+，,］。

暗纹东方!（!"#$%&’& %"()$"*&(）隶属硬骨鱼

纲（-.%/012%23/.）、辐鳍亚纲（#1%0456%/73800）、鲈形

总目（9/715$5762:）、!形目（;/%7:5<54%0=57$/.）、

!科（;/%7:5<54%0<:/）、东方!属（ !"#$%&’&）。暗

纹东方!的鲜美肉质和药用价值，使其成为具

有极高经济价值的特种水产养殖对象［& ’ >］。迄

今为止，东方!属的分类，主要依据形态解剖学

特征，以及细胞遗传学和生化遗传学研究成果，

分子遗传学研究分类的成果不多［? ’ (*］。(@@&
年，东方!属的红鳍东方!（! A +&,+$-.(）正式被

英国医学研究委员会接纳为新的模式动物［(+］。

线粒体 /0!基因是动物线粒体 (+ 种结构蛋白

的编码基因之一。细胞色素氧化酶是参与线粒

体电子传递链末端氧化步骤的一种重要呼吸

酶，其 + 个大亚基由 $%!"# 编码，其中细胞色

素氧化酶亚基!（13%51275$/ 5B0<:./ .CDC40% !，

/0!）已经在脊椎动物中得到广泛研究。关于

鱼类 $%!"# /0!基因的研究报道不多，暗纹

东方! $%!"# 的 /0!基因研究迄今未见报

道。

本文在首次克隆暗纹东方! $%!"# E3% ,
基因后，又克隆了 /0!基因，并与 F/4G:4H 中

多个目的鱼类 /0!序列进行了同源性比较分

析，可为今后深入研究暗纹东方! $%!"# 的分

子结构、基因表达、种群之间的关系、不同地理

和水域之间的物种鉴定及特有种的保护、暗纹

东方!自然种群的健康发展和养殖群体的不断

改良提供理论基础。

! 材料与方法

!"! 材料 实验用暗纹东方!购自苏州南门

水产品市场。限制性内切酶、97/$0B IB!"1 酶、

!"# J7:8$/4% K/15L/73 M0%、6N!(?O; P/1%57 为

;:H:7: 公司产品，!":./ Q、K":./、连接酶及其他

主要试剂为 R08$: 公司产品，大肠杆菌 !S&"由

本实验室保存。

!"# 线粒体 $%& 的提取、克隆与筛选 活体

解剖，取肝脏组织 * 8，线粒体 !"# 的提取参考

吴乃虎等的方法［(,］并稍加改进。参照红鳍东

方! 线 粒 体 !"# 序 列（ F/4G:4H 登 录 号

#T,*(,&&），选择位于 /0!基因两侧保守性较

高的区域，设计合成暗纹东方! /0!基因的

9EK 扩增引物：

上游引物 9(：&UEE#E;E;F;E#E;;;E;; +U

下游引物 9*：&U#E;E##EEEEFE#EE;;F +U

9EK 反 应 总 体 积 为 *&#V，@,W 预 变 性 &
$04，每个循环包括 @,W变性 +) .，&*W退火 +)
.，>*W延伸 * $04，共 +& 个循环，最后一次循环

结束后，>*W延伸 () $04，,W保存。

参照 R:$D755H 分子克隆手册［(&］，扩增产物

纯化回收后，与 6N!(?O; P/1%57 进行连接，转化

大肠杆菌 !S&"感受态细胞，于含氨苄青霉素

的平板上生长过夜，挑选转化子，进行质粒提取

和重组子筛选。9EK 扩增法和限制性内切酶酶

切法鉴定目的片段的插入。

!"’ 序列测定和数据分析 选取 * 个经鉴定

的重组质粒送上海博亚生物技术公司测序，测

序仪为 #GQ 9KQRN;N +>> 型。根据暗纹东方!
线粒体 /0!序列，在 F/4G:4H 数据库中有选择

性地 检 索 出 其 他 (( 种 鱼 类 的 /0 !序 列

（F/4G:4H 登录号见表 (）。利用 EVC.%:V X 软件

与 (( 种鱼类 $%!"# 的 /0!核苷酸序列和氨

基酸序列进行同源性比较。应用 NIF#（L/7.054
*Y)）中 M0$C7:’. *O9:7:$/%/7 模型［(Z］计算遗传距

离，构建分子系统树采用邻接法（"T）、最大简约

法（N9），分 别 "T 程 序 和 N9 程 序，D55%.%7:6
( )))次检查各支的置信度。

·*· 动物学杂志 /2$3.(. 45&+3"6 5% 75565’8 ,) 卷



! 结果与讨论

!"# 暗纹东方!线粒体 !"!及其侧翼 $%&’
基因的扩增和克隆 !"# 扩增产物经琼脂糖

凝胶电泳显示有一条清晰明亮的区带，分子量

近 $%& ’(。此扩增产物经纯化回收后与 ) 载体

连接，转化大肠杆菌 *+,!，筛选重组子，提取质

粒。以重组质粒为模板，!-、!. 为引物，扩增到

近 $%& ’( 的片段。重组质粒经 !"##"和 $%&/
#酶切，结果显示除 .%0 ’( 的载体外，还有约

$%1 ’( 与 $%2 ’( 的两条片段。上述结果证明，

所挑选的质粒有目的片段的插入（图 -，.）。

图 # ($)&’ !"!基因片段的 *+% 扩增

,-./# 012 !"! *+% 345678$9
- 3 *4.$$$ 567’87；. 3扩增片段。

-%*4.$$$ 567’87；.3 )98 !"# :7;/<=>?3

图 ! 重组质粒的 *+% 鉴定及酶切鉴定

,-./! 012 -62:$-;-8<$-5: 5; 3=)#>?0?!"!
- 3$@$%& /# *AB 567’87；.3扩增片段；2% !"##"；

C3 !"##"D$%& /#；, 3 *4.$$$ 567’87 3

-%$@$%& /# *AB 567’87；.3 )98 !"# :7;/<=>?；

23 !"##"；C 3 !"##"D$%& /#；,3 *4.$$$ 567’87 3

序列分析表明，克隆片段全长为 E0$ (:，其

中包括 ’(%基因 1&- (:，含 - 个起始密码子

B)F 和不完全的终止密码子 ) 以及 ,G端上游的

>#ABB?H基因和 2G端下游的 >#AB4I? 基因（图 2）。

本文所克隆的基因序列已登录 F8HJ6H’ 数据库

（登录号 BKE.-0E2）。

!"! !"!基因

!"!"# 暗纹东方!线粒体 ’(%与部分鱼类

’(%的核苷酸序列和氨基酸序列比较 用

表 # 暗纹东方!与其他 ## 种鱼类 !"!基因序列及推测的氨基酸序列同源性比较

0<@A2 # +5(3<4-95: 5; 15(5A5.B（C）5; !"! .2:29 -: # / $%&’(%)*& <:6 5$124 9328-29

分类地位 )6L;H;MI 品种 N:8=O8?
F8HJ6H’ 登录号

B==8??O;H H<M(87 OH F8HJ6H’

核苷酸序列同源性

)98 H<=P8;>O/8 9;M;P;QI（R）

氨基酸序列同源性

)98 6MOH; 6=O/ 9;M;P;QI（R）

!形目 )*+%,-.- /-0/%123 BSC.-C,, &&%$ &&%-
!形目 4*35-/-3 6*&"2#6*5-3 B!$$1.2& E-%E &.%2
!形目 4#6* 7#6* B!$$1.2E E-%- &.%2
鲈形目 )8-&&-3 589&&-3 B!$$2$&- E$%C &.%2
鲑形目 :*67# 3*6*/ T-.-C2 0&%- &$%C
鲟形目 ;"%12&32/ 35266*5-3 BS,E,$,$ 0E%C E&%C
鳗鲡目 ;&.-%66* <*1#&%"* BJ$2E,,1 01%2 E1%,
鲽形目 =*/*6%"85893 #6%>*"2-3 BJ$.E11C 0,%2 E2%C
"形目 ?*70-3%* *,,%&%3 B!$$CC.. 0C%0 E1%$
角鲨目 :@-*6-3 *"*&58%*3 K-E-C2 0C%, EE%C
鲤形目 ’91/%&-3 "*/1%# U1-$-$ 0.%& EE%C
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!"# 分析软件 $%&’()% * 将暗纹东方!线粒体

!"!基因的序列及其推导的氨基酸序列与 +
个目 ,, 种鱼的 !"!核苷酸序列和推导的氨基

酸序列比较，结果显示具有良好的同源性（表

,），与硬骨鱼纲 - 个目的核苷酸序列之间的同

源 性 在 ./0+1 2 ++031，与 软 骨 鱼 纲

（$456789:4(4;<’）角鲨目（=>&)%9?58@<’）白斑角鲨

（#$%&’%( &)&*+,-&(）的同源性为 .A0B1，与同目

矛尾 翻 车!（ .&(+%/%( ’&*)01’&+%(）和 翻 车!
（.1’& 21’&）的同源性为 -,0-1和 -,0,1，而与

同属红鳍东方!的同源性最高达 ++031。氨

基酸序列的同源性比较也显示了相似的结果，

与同 纲 - 个 目 之 间 的 同 源 性 在 -C0A1 2
++0,1，与白斑角鲨的同源性为 --0A1，与矛尾

翻车!和翻车!的同源性为 +/0C1，而与红鳍

东方!的同源性最高为 ++0,1。

图 ! 暗纹东方!线粒体 !"!基因的核苷酸全序列和推测的氨基酸序列

以及 "#$%%&’、"#$%()&基因的核苷酸序列

*+,-! ./0123"3 ’4523/"+63 7’6 6364536 70+’/ 75+6 &3843’53& /9 # - $%&’(%)*&

0":$% !"!,3’3，"#$%%&’ ,3’3 7’6 "#$%()& ,3’3

·A· 动物学杂志 !,-*0(0 31%/*&’ 14 511’167 A3 卷



表 ! 暗纹东方!与其他 "" 种鱼类线粒体基因组 !"!基因碱基组成及编码子比较

#$%&’ ! ()*+$,-.)/ )0 %$.’ 1)*+).-2-)/ $/3 1)3)/. )0 !"! 4’/’. -/ # 5 $%&’(%)*& $/3 )26’, .+’1-’.

品种

!"#$%#&

核苷酸总数

’($)#*+%,#
)#-.+/

氨基酸总数

’(01#2 *3
40%-* 4$%,

5 6 7 含量

84+%* *3
5 6 7（9）

第一位点 5 6 7
84+%* *3 5 6 7
*- +/# :&+

&%+#（9）

第二位点 5 6 7
84+%* *3 5 6 7
*- +/# ;-,

&%+#（9）

第三位点 5 6 7
84+%* *3 5 6 7
*- +/# <2,

&%+#（9）

富 = 6 >?5 6 7
密码子

84+%* *3
2%$/ $*,*-&

!"#$%&’& %"()$"*&( @A: ;<B C@ D; @@ CA BEF;
!"#$%&’& +&,+$-.( @A: ;<B C@ D; @@ CA BEFB
/01" 201" @A: ;<B C@ D; @@ CA BA:
/"(*&+&( 1"3).01"*&( @A: ;<B CC D; @@ CF BEA:
!4&33&( *4533&( @A: ;<B C@ D; @@ @B BEF:
65-+$3&( )"+-$0 @AB ;<B CG D: @@ @; BEAB
73’&$11" 8"-03$)" @A: ;<B CF D; @@ @G BEFF
9"2,&($" "%%$3$( @A: ;<B C@ D: @@ @D BEFB
:"+"1$)4*45( 01$;").&( @A: ;<B C@ DA @G G: BEFG
<"120 ("1"+ @A: ;<B C@ D< @G CA BEAB
7)$-.3(.+ (*.11"*&( @A: ;<B CC D: @@ CG BEF<
<=&"1&( ")"3*4$"( @A: ;<B @; D< @@ CF BEG@

由表 ; 可见，硬骨鱼纲 :: 种鱼类 6>!由

@AB H @A: 个碱基组成，编码 ;<B 个氨基酸。6>
!基因序列中没有发现任何碱基的缺失或插

入。:: 种 鱼 类 6>!基 因 的 起 始 密 码 均 为

57=，暗纹东方!及大多数鱼类 6>!基因的终

止密码子仅一个“7”，需经添加 "*)I5 后才形成

终止密码子。暗纹东方! 6>!基因的核苷酸

组 成 中，5 6 7 含 量 为 C@9（5，;FE:9；7，

;GE:9；>，;AEG9；=，:CE;9），与硬骨鱼亚纲其

他 :: 种鱼类的 5 6 7 含量（CC9 H CF9）相近，

比软骨鱼白斑角鲨的 5 6 7 含量（@;9）低。

:: 种鱼的 6>!序列的平均碱基组成是

5，;AEB9；7，;@EF9；>，;GEG9；=，:@EC9。其

中，密码子第一位点没有显示碱基组成的偏好，

第二位点 7 的含量稍微偏高（7 J <FEB9）；但是

第三位 = 的含量明显偏低（= J @EF9），5、> 的

含量基本相近（5 J <@E<9；> J <<E:9）（表 <）。

表 7 "! 种鱼类 !"!基因密码子各位点的碱基替换分析

#$%&’ 7 89*%’,. $/3 0,’:9’/1-’. )0 /91&’)2-3’ .9%.2-292-)/ -/ !"! 4’/’. %’2;’’/ # 5 $%&’(%)*& $/3 )26’, .+’1-’.

第一位点

7/# :&+ &%+#
第二位点

7/# ;-, &%+#
第三位点

7/# <2, &%+#
所有位点

5)) &%+#&
第一、二位点

7/# :&+ 4-, +/# ;-, &%+#&
多态性核苷酸位点比例

>*0"42%&*- *3 K42%#, -($)#*+%,# &%+#&（9）
<;EB AE:< ADEF DCE< ;BE@

转换数 724-&%+%*-，7! :G ; CA GF :A
颠换数 724-&K#2&%*-，7L C ; DA C@ G
替换总数 7*+4) -($)#*+%,# &(1&+%+(+%*- ;; D :BF :<D ;@
碱基总数 7*+4) *3 14&#& ;<: ;<B ;<B @A: D@:
替换率 M2#N(#-$%#& *3 -($)#*+%,# &(1&+%+(+%*-（9） AEC; :EGD D@EA :AED CE@<
转换?颠换（7!?7L） <E;B :E:B :E;B :EDB ;E:C
碱基 5 的含量 84+%* *3 5（9） ;<EB ;GEG <@E< ;AEB ;CED
碱基 > 的含量 84+%* *3 >（9） ;@EG ;<ED <<E: ;GEG ;CE:
碱基 = 的含量 84+%* *3 =（9） <:EG :BEA @EF :@EC ;:E<
碱基 7 的含量 84+%* *3 7（9） :FEC <FEB ;<EF ;@EF ;FE<
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参照 !"#$%&" 等［’(］提出的富 ) * ! 密码子

（) * !+"%,- ,#.#/）与富 0 * 1 密码子（0 * 1+"%,-
,#.#/）比值，基于推导的 ’2 种鱼 !"!多肽链

的氨基酸组成，估计密码子使用模式的偏倚情

况，其中富 ) * ! 密码子的氨基酸包括 3"#、045、
0"6 和 )47，富 0 * 1 密码子的氨基酸包括 3-&、
84&、9&:、17" 和 0;/。在暗纹东方!的 !"!多

肽链中，由氨基酸组成估计的密码子使用模式，

即富 ) * !<富 0 * 1 密码子的比值为 =>?2，这与

其他 ’’ 种鱼类的富 ) * !<富 0 * 1 密码子的比

值（=>?= @ =>A’）也较相近（表 2）。鱼类 !"!的

序列组成对 0 * 1 核苷酸的偏倚程度比较低，

这与孙红英等对中华绒螯蟹的研究分析结果一

致［’?］。但对使用与富 0 * 1 密码子的偏倚程度

较有关的昆虫研究报道值低［’A］。

暗纹东方!线粒体 !"!与其他 A 个目鱼

类的线粒体 !"!相比（表 B），有 ’BC 个多态性

核苷酸位点（CD>BE），密码子第一位点和第二

位点的替换率分别为 A>D2E和 ’>(CE，较第三

位点（CF>A’E）的低得多，表明第三位点的碱基

取代速率明显高于第一位点和第二位点。而且

在各位点的碱基替换分析中表明，第三位点转

换<颠换值虽仅为 ’>2=，但转换数与颠换数的绝

对值最高（DA<CA），表明进化过程中，种属间发

生了大量的碱基替换事件。东方!属两个种间

只有 ( 个碱基的转换（替换率 B>=E），没有颠

换；而!科与翻车!科的碱基替换率达到了

’C>FE左右。可见，同属间的替换以转换为主，

而科间的替换中，颠换数已接近转换数。在传

统分类学基础上，利用 G:HI0 的 !7: # 以及细

胞色素氧化酶（!""，!"!，!"#）等基因从

分子水平进行鱼类种属间的系统发育分类及良

种标记具有广阔的前景［’，2=，2’］。

图 ! 根据暗纹东方!等 "# 种鱼 !"!基因序列构建的分子系统树（上：IJ 树；下：93 树）

$%&’! ()* +),-.&*/*0%1 02**3 4*2%5*4 62.7 0)* !"! /81-*.0%4* 3*98*/1*3 .6 # ’ $%&’(%)*&
:/4 .0)*2 "" ;%/43 .6 6%3)（KL：IJ 1"&&；H#M/：93 1"&&）
$%&’()*) (%+,’%-)+（暗纹东方!）；$%&’()*) .)#.’/0+（红鳍东方!）；

123% 423%（翻车!）；1%+-).)+ 3%5,023%-)+（矛尾翻车!）；$6)55)+ -6755)+（金枪鱼）；!7/.’5)+ ,%./’2（鲤）；

85*)’33% 9%/25’,%（日本鳗鲡）；:%4#)+’% %((’5’+（食蚊鱼）；;%.%3’,6-67+ 23’<%,0)+（牙鲆）；

=%342 +%3%.（鲑）；8,’/05+0. +-033%-)+（闪光鲟）；=>)%3)+ %,%5-6’%+（白斑角鲨）。
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!"!"! 以 !"!基因为基础的分子系统进化树

的构建 应用 !"#$ 中 %&’()*’+ ,-.*)*’/0/) 模

型计算遗传距离、由 12 和 !. 法构建了 3 个目

4, 种鱼 ’051$ !"!基因的聚类分析图和分子

系统树（图 6），12 聚类分析图的枝长表示分歧

度，枝上的数值是 7880+0)*9 4 ::: 次后的置信

值。构建的 12 树和 !. 树在拓扑结构上基本

一致。由构建的 !. 分子系统树可见，根据 !"
!基因序列获得的分类结果与传统分类结果、

系统发育演化基本吻合。

我国东方!属已报道的有 ,, 个种［;，<］。成

庆泰等依据东方!属鱼类头骨的形态特征，结

合外部形态和地理分布，深入探讨了其中 4= 种

的种间关系，将东方!属的 4= 个种分为二大

支，暗纹东方!和红鳍东方!分属地理分布局

限于北太平洋西部一支的第四和第五小支［;］。

本研究结果表明，上述二种鱼类 !"!基因核

苷酸序列之间的同源性（33>:?）、氨基酸序列

间的同源性（33>4?）比较以及分子系统树的研

究结果与成庆泰等的结论一致。

在分子系统学研究中，目的基因的选择非

常重要。暗纹东方!线粒体 !"!基因构建的

分子系统树在各支点的支持率低于 @A0 # 基

因。B*)C8A* 等考察了脊椎动物 ’051$ 基因上

4D 个蛋白编码基因包含的系统发育信息情况，

不考虑数据处理和加权的方法，将 4D 个基因分为

好、中、差三组。好的一组基因含有良好的系统

发育信息：$%6、$%=、$%,、@A0 # 和!""；中等

的一组基因含有一定的系统发育信息：!"!、

!"#、$%4 和 $%;；差的一组基因不能很好地

提供系统发育信息：&’()*+;、$%D、&’()*+E 和

$%6,［,,］。!"!基因构建的 12 树和 !. 树各

节点支持率较低表明，对于鱼类，!"!基因并

不适合作为高分类阶元的系统发育标记。而一

些昆虫研究学者则认为 !"!基因是非常有效

的分子标记［43，,D，,6］，特别是对属内不同种、种内

不同亚种或不同地理型之间的物种鉴定。据此

推测，!"!可能成为东方!属不同种间聚类分

析与分子系统进化学研究的合适基因。分子分

类依据的优劣评价不同，可能与所研究的物种

不同 有 关 系。从 本 研 究 结 果 看，根 据 ’051$
!"!基因构建的分子系统进化树，尽管可反映

这一组物种的亲缘关系，然而鱼类物种数目多，

所处的生态环境、迁移活动范围及繁殖方式各

异，所以遗传变异较为丰富，进行分子进化分析

时，往往与形态分类有所矛盾。因此，在采用线

粒体基因序列进行分子进化分析时，应该综合考

虑其繁殖模式及生态特点，将分子与形态、生态

行为和化石等多方面的证据结合起来，方可对生

物多样性和物种进化作出更客观的描述和解释。

图 # 推定的暗纹东方!线粒体 $%&’’()（*’+）（左）、$%&’,-(（’’’）（右）二级结构

./01# 2345634 (367)489- ($956$593( 7: ;/$76<7)49/8= $%&’’()（,3:$）8)4 $%&’,-(（%/0<$）03)3(

!"> $%&’ 基因 暗纹东方!线粒体 !"!基

因两侧各有一个 0F1$ 基因，其中，=G端上游的

0F1$$+H 基 因 由 <, 个 碱 基 组 成，DG 端 下 游 的

0F1$IA+基因由 <D 个碱基组成。推定的 0F1$$+H

和 0F1$IA+的二级结构模型如图 = 所示，都为典
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