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长鳍鲤 ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区序列结构和多态性分析
邹芝英１，杨　弘１，罗永巨２，吴长敬１，李大宇１，祝瞡琳１，肖　炜１

（１．中国水产科学研究院淡水渔业研究中心／农业部淡水渔业和种质资源利用重点实验室，江苏无锡 ２１４０８１；
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　　摘要：采用ＰＣＲ技术和测序的方法分离长鳍鲤线粒体ＤＮＡ控制区（ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ）的部分序列（６００～６０２ｂｐ），
结合已报道长鳍鲤序列（３８７ｂｐ），得到长鳍鲤Ｄ－ｌｏｏｐ区的全长序列（９２１ｂｐ），对照其他已报道的鱼类控制区结构，
成功识别长鳍鲤ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区的终止序列区、中央保守区和保守序列区，找到了终止相关的序列ＴＡＳ和ＣＳＢ－Ｆ、
ＣＳＢ－Ｅ、ＣＳＢ－Ｄ、ＣＳＢ－１、ＣＳＢ－２、ＣＳＢ－３等６个特征序列，运用ＤＮＡ分析软件对本研究获得的序列（６００～６０２ｂｐ）
进行序列多态性分析。结果显示，序列碱基Ａ＋Ｔ的含量（平均为６２．７％）高于 Ｇ＋Ｃ的含量（平均为３７．３％），共检
测到１３个变异位点，转换为８个，颠换为３个，有２个缺失，碱基的替换有明显的偏倚。８尾个体分属６种单倍型，长
鳍鲤的核苷酸多样性为０．００７３２，单倍型间平均遗传距离为０．００９。稀有长鳍鲤种群ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区序列存在着丰
富的多态性，说明该种群具有比较丰富的遗传多样性。

　　关键词：长鳍鲤；ｍｔＤＮＡ；Ｄ－ｌｏｏｐ区；遗传多样性
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作者简介：邹芝英（１９８０—），女，江苏无锡人，硕士，助理研究员，主要
从事产养殖与分子生物学研究。Ｔｅｌ：（０５１０）８５５５９００９；Ｅ－ｍａｉｌ：
ｚｏｕｚｙ＠ｆｆｒｃ．ｃｎ。

通信作者：杨　弘，研究员，主要从事鱼类育种研究。Ｔｅｌ：（０５１０）
８５５５０２５２；Ｅ－ｍａｉｌ：ｙａｎｇｈ＠ｆｆｒｃ．ｃｎ。

　　长鳍鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏｖａｒ．ｌｏｎｇｆｉｎ）属于鲤科鲤属鲤种，
是分布于我国广西壮族自治区的一种野生鲤鱼，因其身体各

鳍条的长度均比普通鲤鱼长而得名。由于受环境变化和人为

捕捞等因素的影响，现野生分布的长鳍鲤已基本消失，品种资

源已经变得非常宝贵。为保护物种资源，广西自治区水产研

究所将野生长鳍鲤引入池塘。目前，关于长鳍鲤的研究特别

是遗传结构和遗传多样性的研究报道很少［１－２］。动物线粒体

ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）是共价闭合的环状双螺旋
ＤＮＡ，是细胞核外具自主复制、转录和翻译能力的遗传因子，
具有分子量小、结构简单、进化速度快、高度多态、母性遗传等

特点。ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区别称控制区，是线粒体基因组序列
和长度变异最大、进化最快的区域。它因具有较高的突变积

累而形成多态性，成为种内、种群或个体间遗传多样性研究的

理想材料［３］。近年来，许多学者对很多鱼类的线粒体控制区

自身结构以及种内种群遗传结构和遗传分化进行了大量的研
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究［４－５］。１９８４年Ａｒａｙａ等首次报道了鲤 ｍｔＤＮＡ１１种限制性
内切酶的物理图谱，并对部分基因进行定位［６］。１９９４年，
Ｃｈａｎｇ等对鲤的 ｍｔＤＮＡ进行了全序列测定，揭示了鲤的
ｍｔＤＮＡ基因组结构，但该研究只局限于鲤鱼（Ｃ．ｃａｒｐｉｏ）一个
种，未能全面反映该属鱼类ｍｔＤＮＡ分子结构的全貌［７］。而后

对鲤科鱼类的ｍｔＤＮＡ方面展开了广泛的研究，尤其是控制区
的研究覆盖了较多的鲤鱼品种［８］。本研究拟采用 ＰＣＲ结合
ＤＮＡ测序技术对长鳍鲤的线粒体 ＤＮＡ控制区序列进行分
析，初探其来源以及对群体遗传多样性的现状正确评估，为该

群体的资源保护与利用提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
试验鱼取自广西壮族自治区水产研究所，体色均为橘红

色，保存在中国水产科学研究院淡水渔业研究中心。２００９年
６月对８尾长鳍鲤尾静脉采血，于－７０℃保存备用。
１．２　试验试剂与仪器

引物于上海博彩生物科技有限公司合成。ＰＣＲ反应试
剂盒、ＳｐｉｎＣｏｌｕｍｎ柱式 ＤＮＡ胶回收试剂盒和小剂量抽提质
粒试剂盒、ｐＭＤ１９－Ｔ载体、ＥｃｏＲⅠ和 ＰｓｔⅠ内切酶等购自大
连宝生物工程有限公司（ＴａＫａＲａ），ＤＨ５α由农业部淡水渔业
和种质资源利用重点实验室保存；其他试剂均为国产分析纯。

扩增反应在ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭａｓｔｅｃｙｃｌｅｒｇｒａｄｉｅｎｔ型 ＰＣＲ仪中进行，
电泳仪为ＢＩＯ－ＲＡＤＰｏｗｅｒＰａｃＵｎｉｖｅｒｓａｌ。
１．３　基因组ＤＮＡ的提取与ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区的ＰＣＲ扩增

尾静脉采血（ＡＣＤ抗凝），取５０μＬ血样，加入５００μＬ的
组织裂解液（０．５％十二烷基肌氨酸钠、２０ｍｇ／ｍＬ蛋白酶 Ｋ、
１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ），５０℃约消化２ｈ，用等体积苯酚 －氯仿法
抽提，在得到的基因组ＤＮＡ中加入适量的０．１×ＴＥ缓冲液溶
解，４℃保存。

以提取的基因组 ＤＮＡ为模板，使用引物 ３４４Ｆ：５′－
ＣＴＡＴＴＡＣＴＧＧＣＡＴＣＴＧＧＴＴＣＣ－３′；ＰＨＥ１Ｒ：５′－ＡＣＡＴＣＴ
ＴＣＡＧＴＧＴＴＡＣＧＣＴＴ－３′进行 ＰＣＲ扩增［９］。ＰＣＲ反应总体积
为５０μＬ，其中１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含 Ｍｇ２＋）５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰ４μＬ，ｒ－Ｔａｑ２Ｕ，５μｍｏｌ／Ｌ３４４Ｆ、ＰＨＥ１Ｒ均为４μＬ，模
板１μＬ（约１０ｎｇ），最后补充灭菌去离子水至５０μＬ。ＰＣＲ反
应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，退火温度５０℃
４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，４０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。
１．４　ＰＣＲ产物纯化与目的片断的克隆及测序

扩增产物用１％琼脂糖凝胶电泳分离（１２０Ｖ，２５ｍｉｎ），
ＧｏｌｄＶｉｅｗ染色，Ｇ：Ｂｏｘ（ＧｅｎｅＣｏｍｐａｎｙＬｉｍｉｔｅｄ）记录电泳图
谱。切胶回收目的片段，连接到ｐＭＤ１９－Ｔ载体上，并转化到
ＤＨ５α菌株中进行扩大培养。提取质粒 ＤＮＡ，限制性内切酶
ＥｃｏＲⅠ和ＰｓｔⅠ双酶切反应鉴定阳性克隆。将确定为阳性克
隆的菌液送往上海基康生物技术有限公司进行双向测序。序

列递交ＧｅｎＢａｎｋ，序列号为ＧＵ９８０７４０至ＧＵ９８０７４５。
１．５　序列分析

将测定的序列通过Ｂｉｏｗｉｒｅ软件包去除引物及载体序列，
并进行人工校正。在ＧｅｎＢａｎｋ进行ＢＬＡＳＴ分析，确定得到的
为长鳍鲤线粒体控制区序列。用ＢｉｏＥｄｉｔ软件编辑序列，利用
ＣｌｕｓｔａｌＸ（１．８１）程序默认的设置参数对测得的序列进行同源

序列比对分析，确定序列的位置并对其结构进行分析。利用

ＭＥＧＡ３．１软件包分析序列特征、统计碱基组成和转换与颠换
值、计算遗传差异和遗传距离等，并构建系统树，系统树各分

支的置信度由 １０００次 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ自举法检验。通过 ＤｎａＳＰ
３１４软件统计种群的遗传多样性参数。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增结果
对长鳍鲤ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ扩增结果显示，扩增片段的长

度约６００ｂｐ，形成的电泳条带单一，均未检测到差异性条带；
空白对照组未出现扩增产物（图１）。在进行群体扩增时，试
验结果重复性好。

２．２　长鳍鲤Ｄ－ｌｏｏｐ区序列多态性
利用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件将本试验得到的序列与锦鲤的同源序

列（ＧｅｎＢａｎｋ登陆号：ＡＹ３４７２９８）进行对比分析，确定本试验
中的序列为靠近 ｔＲＮＡｐｈｅ端的一部分序列，长度为 ６００～
６０２ｂｐ。其中８个样品中共检测到６种单倍型，１号样品出现
碱基插入／缺失现象，导致序列出现长度的多态性。序列碱基
含量分别为Ａ：２９．８％（２９．７％～３０．１％）、Ｔ：３２．９％（３２．７％～
３３．１％）、Ｃ：２２．６％（２２．４％ ～２２．８％）、Ｇ：１４．７％（１４．５％ ～
１５．０％），其中碱基 Ｔ的含量最高，碱基 Ｇ的含量最低，Ａ＋Ｔ
的含量（平均为６２．７％）明显高于Ｃ＋Ｇ（平均为３７．３％）。

由表１可知，８个个体共检测到１３个变异位点，占全序列
的２．１６％。其中，有３个是单一多态位点，８个为简约信息位
点。１３个变异位点中转换为９个，颠换为２个，转换与颠换
比为４．５。有２个位点缺失，即４８２、４８３，碱基替换与插入或
缺失比为５．５。
２．３　长鳍鲤Ｄ－ｌｏｏｐ区序列结构特征

本研究所得序列与孙莉分离的３８７ｂｐ序列［１０］进行拼接，

得到全长９２１ｂｐ的序列。通过对照其他学者对鲤鱼控制区结
构的研究结果［１１］，推测出长鳍鲤控制区的结构。通过比对分

析共识别了６个比较保守的特征序列，分别为中央保守区的
ＣＳＢ－Ｆ、ＣＳＢ－Ｅ、ＣＳＢ－Ｄ和保守序列区的ＣＳＢ１、ＣＳＢ２、ＣＳＢ３，
终止序列区存在ＴＡＣＡＴ－ＡＴＧＴＡ这一个稳定的发夹结构。图
２以其中的一个单倍型为例列出了各个特征序列的情况。
２．４　长鳍鲤遗传多样性分析

利用Ｋｉｍｕｒａ２－ｐａｒａｍｅｔｅｒ模型计算群体内的遗传距离，
并运用 ＤｎａＳＰ３．１４软件对长鳍鲤群体的遗传多样性参数进
行分析，统计结果见表２。

３　结论与讨论

３．１　长鳍鲤Ｄ－ｌｏｏｐ区序列结构特征
ｍｔＤＮＡ控制区序列结构在许多脊椎动物中都是类似的，
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表１　长鳍鲤ｍｔＤＮＡＤ－ｌｏｏｐ区部分序列变异情况

单倍型
不同位点的碱基变异情况

３３ ３７ ９７ １２２ １３９ １４５ １４７ １７６ ４３０ ４８２ ４８３ ４９０ ５５６
ＣＱ１ Ａ→Ｇ Ｔ→Ｃ － －
ＣＱ２ Ａ→Ｇ Ｔ→Ｃ
ＣＱ３ －
ＣＱ４ － Ａ→Ｇ
ＣＱ５ Ａ→Ｃ Ａ→Ｔ Ｔ→Ｃ － Ｇ→Ａ Ｔ Ｇ→Ａ Ｇ→Ｃ Ａ→Ｇ
ＣＱ６ Ｔ→Ｃ － Ｇ→Ａ Ｔ Ｇ→Ａ Ｇ→Ｃ Ａ→Ｇ

　　注：“－”表示插入或缺失；空白表示未变异。

表２　稀有长鳍鲤ｍｔＤＮＡ遗传多样性参数

遗传多样性参数 数值

多态性位点数 １３
单倍型数 ６

平均遗传距离 ０．００９
单倍型多样度 ０．８５７

平均核苷酸差异数 ４．３９３
核苷酸多样性 ０．００７３２

包括终止序列区（ｅｘｔｅｎｄｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，
ＥＴＡＳ），中央保守区（ｃｅｎｔｒａｌｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｂｌｏｃｋ，ＣＳＢ）和
保守序列区（ｃｏｎｓｅｒｖｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｂｌｏｃｋ，ＣＳＢ），其中两端为高
变区，中间较保守。

　　终止序列区 ＥＴＡＳ是 Ｄ－ｌｏｏｐ区变异最大的部分，存在
不同程度的串联重复序列。一般认为每个重复序列中都含有

一个保守的终止相关序列（ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，
ＴＡＳ），它可能是与 Ｈ链复制终止有关的信号。在沙鳅亚科
（Ｂｏｔｉｉｎａｅ）［１２］、鳜属（Ｓｉｎｉｐｅｒｃａ）［１３］和

!

白鱼（Ａｎａｂａｒｉｌｉｕｓｇｒａ
ｈａｍｉ）［１４］等大部分鱼类中仅存在一个终止相关序列ＴＡＳ１；而
朱世华等在大部分

"

科（Ｃａｒａｎｇｉｄａｅ）鱼类中识别到了 ＴＡＳ１
和ＴＡＳ２等２个终止相关序列［１５］。对于这种多终止相关序

列，刘焕章认为只有１个 ＴＡＳ行使功能，其他的都是复制的
结果，不行使功能［１６］。具体该区含有几个终止相关序列及其

功能问题有待进一步研究。由于ＴＡＳ序列均存在着ＴＡＣＡＴ－
ＡＴＧＴＡ这一个稳定的发夹结构，本研究成功识别了长鳍鲤的
ＴＡＳ序列（ＴＡＣＡＴＡＴＡＴＧＴＡＴＴＡＴＣＡＣＣＡＡ），此外还发现了一
些含有ＴＡＣＡＴ的短片段重复序列，可能与长鳍鲤的 ＴＡＳ有
关。这一现象与 Ｇｕｏ等在鲤鱼研究中发现的 ＴＡＳ及一些重

复ＴＡＳ片段相似［１１］。

　　中央保守区ＣＳＢ是整个控制区最为保守的区域，它几乎
在所有的种类中都十分保守。Ｌｅｅ等对众多鱼类的序列进行
比较时，仅识别了 ＣＳＢ－Ｄ的存在［１７］。另外，曾青兰等也仅

识别了大口胭脂鱼（Ｉｃｔｉｏｂｕｓｃｙｐｒｉｎｅｌｌｕｓ）的 ＣＳＢ－Ｄ序列［１８］。

而在大部分鱼类的研究中都已识别出 ＣＳＢ－Ｆ、ＣＳＢ－Ｅ、
ＣＳＢ－Ｄ，并确定了其关键序列，其中ＣＳＢ－Ｆ和ＣＳＢ－Ｄ序列
较稳定，很容易识别，ＣＳＢ－Ｅ含有 ＧＴＧＧＧ－ｂｏｘ特殊结
构［１２－１６］。本试验对照其他鱼类的中央保守区序列，成功识别

了长鳍鲤的 ＣＳＢ－Ｆ（ＡＴＧＴＡＧＴＡＡＧＡＧＡＣＣＡＣＣ）、ＣＳＢ－Ｅ
（ＡＧＧＡＣＡＡＴＡＡＴＴＧＴＧＧＧＧＧＴ）、ＣＳＢ － Ｄ（ＴＡＴＴＡＣＴＧ
ＧＣＡＴＣＴＧＧＴＴＣＣＴＡ）序列，但未找到ＣＳＢ－Ｃ和ＣＳＢ－Ｂ。

保守序列区可能是整个控制区最关键的部分，因为它包

含有重链的复制起点（Ｈ－ｓｔｒａｎｄｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｒｉｇｉｎ，ＯＨ）、重链
启动子（ｐｒｏｍｏｔｅｒｓｆｏｒｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＨ－ｓｔｒａｎｄ，ＨＳＰ）和轻
链启动子（ｐｒｏｍｏｔｅｒｓｆｏｒｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＬ－ｓｔｒａｎｄ，ＬＳＰ）以
及ＣＳＢ１、ＣＳＢ２和ＣＳＢ３等３个保守区［１９］。有学者认为，ＣＳＢ１
位于新Ｈ链上游，一般与将近完成Ｈ链替代合成的终止信号
有关；而ＣＳＢ２和ＣＳＢ３可能与Ｈ链的复制起始有关［２０］。ＣＳＢ
的３个保守序列区在鱼类中一般都存在，且其排列和序列都
很保守。也有研究者认为 ＣＳＢ１的存在不具有普遍性，序列
变化较大，其特征基因序列尚未有定论［１７，２１］。现在普遍认为

大部分鱼类中 ＣＳＢ１序列存在 ＧＡＣＡＴＡ结构［１１，１９，２２］，但曾青

兰等认为大口胭脂鱼的 ＣＳＢ１特征基因序列为 ＧＡＣＡＴＴ［１８］，
朱世华等在

"

科鱼类中发现ＣＳＢ１特征序列为ＧＡＧＣＡＴＴ［１５］。
本试验通过比对分析，在长鳍鲤中成功识别了 ＣＳＢ１序列
（ＡＴＴＡＡＴＴＡＴＣＧＴＡＡＧＡＣＡＴＡ），其特征序列与大部分鱼类的

—９２—江苏农业科学　２０１３年第４１卷第８期



ＣＳＢ１特征序列一致。相对而言，ＣＳＢ２和 ＣＳＢ３的序列较稳
定，且其序列中富含 Ａ、Ｃ碱基，很容易被识别［１９，２２］。本试验

在长鳍鲤序列中成功识别了ＣＳＢ２（ＣＡＡＡＣＣＣＣＣＴＴＡＣＣＣＣＣ）
和ＣＳＢ３（ＴＧＴＣＡＡＡＣＣＣＣＧＡＡＡＣＣＡ），另外还发现在ＣＳＢ３之
后含有１串８～９个重复的ＡＴ序列比较保守。
３．２　稀有长鳍鲤的遗传多样性与资源保护

生物群体的遗传多样性是评价物种资源状况的一个重要

依据，而核苷酸多态性（Ｐｉ）是衡量一个种群ｍｔＤＮＡ遗传多样
性的重要指标。长鳍鲤群体的 Ｐｉ值（０．００７３２）高于长江铜
鱼（Ｃｏｒｅｉｕｓｈｅｔｅｒｏｄｏｎ，０．００２１８）［２３］、青海湖裸鲤（Ｇｙｍｎｏｃｙｐｒｉｓ
ｐｒｚｅｗａｌｓｋｉｉ，０．００４３）［２４］、长江中下游的草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇ
ｏｄｏｎｉｄｅｌｌｕｓ，０．００２）［２５］种群内的 Ｐｉ值，与!

白鱼（Ａｎａｂａｒｉｌｉｕｓ
ｇｒａｈａｍｉ，０．００６）［１４］、长江中下游的鳙（０．００８）［２５］处于同一水
平，这说明本研究中长鳍鲤的遗传多样性中等，具有一定的遗

传开发潜力，与Ｗａｎｇ等的研究结果［１－２］一致。

长鳍鲤来源于广西的偏远地区，与其他鲤鱼品种存在严

重的地理隔离现象，说明长鳍鲤有可能是由于它们的母系祖

先在体色或形态相关基因上经过了突变而产生的，具体情况

须进一步研究［１］。笔者认为应该从广西本地的鲤鱼品种进

行分析，了解它的起源，从根本上了解长鳍鲤的遗传多样性特

点，对该品种的遗传多样性的保护具有十分重要的意义。

一个物种的遗传多样性程度与其适应能力、生存能力和

进化潜力密切相关。物种的遗传多样性越丰富，其对环境变

化的适应能力、生存能力就越强，其进化和选育的潜力也就越

大，越有利于物种的稳定和延续。反之，遗传多样性的降低可

导致其适应能力、生存能力降低，物种退化甚至威胁物种生

存。长鳍鲤种群具有较丰富的遗传多样性，从遗传多样性角

度揭示了资源保护具有较好的前景。但由于其群体较小，资

源较少，因此大力开展长鳍鲤资源的保护和恢复显得刻不容

缓；同时，可利用其进行鲤鱼的杂交选育，培育新的品种。比

如龙凤鲤就是长鳍鲤和锦鲤的杂交后代，它不仅具有锦鲤体

色鲜艳多彩的特点，而且具有长鳍鲤鳍长的优势，具有较高的

观赏价值［１０］。
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