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　　中国胭脂鱼 ,Cycleptinae亚科 , Myxocyprinus 属 ,是亚口鱼

科鱼类在亚洲大陆唯一分布的单型属、种 [1 ] ,主要分布于我

国的长江和闽江流域。由于人类的破坏 ,目前中国胭脂鱼野

生种群近于灭绝 ,处于濒危状态 ,被列为国家Ⅱ级保护动物。

由于中国胭脂鱼的物种及分布区域的独特性 ,使得其在亚口

鱼科鱼类的生物地理学、系统发育进化以及保护生物学研究

中具有极为重要的价值。

目前 ,对亚口鱼科鱼类的研究主要是在线粒体 DNA层

次 ,如以线粒体 DNA的控制区和 DN5/ 6基因为分子标记 ,调

查胭脂鱼种群间、种群内的遗传结构和遗传分化以阐明其多

样性衰退的程度[2—4 ] ,以线粒体 DNA细胞色素 b基因以及

16S和 18S基因为分子标记探讨亚口鱼科鱼类的系统发育关

系等[5 ]。然而 ,线粒体 DNA只占鱼类遗传信息的极少部分 ,

越来越多的学者希望以鱼类核 DNA为分子标记来检测遗传

变异情况 ,其中 ,rRNA基因受到普遍的关注 [6 ]。真核生物的

rRNA基因以串联重复方式存在 ,其中 18S、518S、28S组成一

个转录元 ,其前体是由 18S2ITS12518S2ITS2228S剪切而来。本

文以中国胭脂鱼为中心 ,比较了亚口鱼科 6 属 7 种在 18S2
ITS12518S序列变异情况 ,并以此序列为分子标记 ,构建了亚

口鱼科鱼类系统发育树。18S2ITS12518S既含有编码序列 18S

和 518S ,又含有非编码序列转录间隔区 1 ( ITS1) ,适合用来分

析比较亚口鱼科鱼类在核 DNA编码与非编码区域的遗传变

异情况。

1　材料与方法

111　材料　亚口鱼科 6属 7种的鳍条或肌肉材料 ,低温保存

于 95 %的乙醇中 (表 1)。

表 1　亚口鱼科 6属 7个种 18S2ITSI2518S的 GenBank

登录号及材料来源

Tab. 1　Genbank acession no. for 18S2ITSI2518S and

fish materials of 7 catostomids

亚口鱼

亚科

代表

种名

GenBank

登录号

材料

来源

Cycleptinae Myxocyprinus asiaticus 3 AY540759 宜昌中华鲟所

Ictiobinae Ictiobus cyprinellus 3 进行中 湖北省良种场

Catostominae Moxostoma robustum 3 AY540758 Oconee ,GA ,USA

Catostomus macrocheilus 3 AY540756 Oregon ,USA

Catostomus commersoni 3 AY540754 willamette ,USA

Deltistes luxutas 3 AY540757 NYS Museum ,USA

Chasmistes brevirostris 3 AY540755 Oregon ,USA

112　DNA抽提　按照孙玉华[7 ]等的方法进行。
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113　18S2ITS12518S基因部分片段的扩增　基因部分片断的

PCR在 Biometra PCR 仪 (德国) 上进行。采用一对通用引

物[7 ] ,序列为 18d :5′2CACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTG23′;

518C:5′2GTGCGTTCGAAGTGTCGATGATCAA23′,预计的扩增片

段跨越部分 18S和 518S序列以及完整的 ITS1。反应体系

25μL : 10 ×Buffer 215μL (215mmol/ L Mg2 + ) , 215mmol/ L dNTP

1μL ,1215μmol/ L正反向引物各 1μL ,约 20ng DNA模板 ,1U的

Taq酶 ,最后超纯水补至 25μL。扩增程序如下 :94℃预变性

5min ,94℃变性 40s ,55℃退火 35s ,72℃延伸 60s ,35个循环。最

后 72℃延伸 8min。扩增产物上样于有少量 EB的 110 %琼脂糖

胶孔点样 5μL ,电泳后紫外线检测 ,以标准 100bp Ladder估计产

物大小。将电泳胶条切下 ,按纯化试剂盒 (MBI Fermentas ,

Lithuania)说明书纯化 ,直接送北京三博志远公司测序。

114　序列分析及系统发育树的构建方法 　用 CLUSTALW[9 ]

软件将获得的 18S2ITS12518S同源序列对齐 ,比较各物种序列

组成和遗传变异情况。以 Kimura双参数法为距离测度 ,利用

MEGA211[10 ]软件中的非加权对组算术平均法 (UPGMA)和最

大简约数法 (MP)程序构建系统发育树。

2　结果

211　18S2ITS12518S部分片段扩增结果

PCR产物经 1 %琼脂糖凝胶电泳检测 ,发现亚口鱼科 7

个种均能获得较明亮的单一扩增条带。通过比较标准 100bp

Ladder ,扩增片段大小在 300—500bp之间。PCR产物测序后 ,

通过 NCBI BLAST命令 ,结果显示 :获得的序列确为 18S2ITS12
518S部分片段 ,包括完整 ITS1区以及 18S和 518S部分片段

(Genbank登录号见表 1) ,与鲤形目鳅科鱼类泥鳅 (Loach)相

应片段同源性最大 (约有 90 %左右)。用 CLASTALX软件将

同源序列对齐后 ,发现大口胭脂鱼 Ictiobus cyprinellus 18S2ITS12
518S序列最长 575bp ,红马胭脂鱼 Moxostoma robustum最短 ,仅

315bp ,其他胭脂鱼相应片段的长度大小居中。

分析 7种亚口鱼类 18S2ITS12518S部分片段 ,发现序列长

度变异主要在 ITS1上。各物种之间 ITS1长度变化很大 ,红

马胭脂鱼仅 53bp ,大口胭脂鱼达 289bp。在保守的 18S和

518S两个序列片段 ,序列长度相对变化不大 ,遗传变异主要

表现为核苷酸替代 (表 2)。

表 2　亚口鱼科 6属 7个种 18S2ITS12518S

部分序列长度及其组成

Tab. 2　Variation of 18S2ITS12518S

sequences of 7 catostomids

代表

种名

GenBank

登录号

18S2ITS12518S

长度

分割

位点

Ictiobus cyprinellus 登录中 575 12176 :18S rRNA

1772465 : ITS1

4662575 :518S

Moxostoma robustum AY540758 315 12150 :18S rRNA

1512204 : ITS1

2052315 :518S

Catostomus macrocheilus AY540756 406 12155 :18S rRNA

1562296 : ITS1

2972406 :518S

Catostomus commersoni AY540754 405 12154 :18S

1552295 : ITS1

2962405 :518S rRNA

Deltistes luxutas AY540757 407 12156 :18S rRNA

1572297 : ITS1

2982407 :518S

Chasmistes brevirostris AY540755 410 12155 :18S

1562300 : ITS1

3012410 :518S

Myxocyprinus asiaticus AY540759 565 12168 :18S rRNA

1692453 : ITS1

4542565 :518S

212　以 18S2ITS12518S序列为标记构建系统发育树

分别以 18S2ITS12518S序列、18S2518S序列以及 ITS1序列

为分子标记 ,用 EMGA软件构建了 6属 7种亚口鱼类的亲缘

关系树 (图 1)。这 3个标记获得的系统发育树是一致的。

图 1　基于 UPMGA方法亚口鱼科 7个种的 18S2ITS12518S、18S2518S及 ITS1序列的系统发育树

Fig. 1　Phylogenetic tree based on 18S2ITS12518S、18S2518S and ITS1 for 7 catostomids using UPMGA method
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3　讨论

311　18S2ITS12518S序列变异特点

亚口鱼科 7个种之间 18S2ITS12518S序列变异见表 3 ,平

均成对遗传距离为 01203。其中 , Catostomus属内白胭脂鱼 C.

commersoni与大鳞胭脂鱼 C. macrocheilus 之间序列差异最小 ,

DNA成对距离仅为 1130 %。红马胭脂鱼 M. robustum 与失河

胭脂鱼 D. luxatus 之间序列差异最大 ,DNA 间成对距离为

4116 %。中国胭脂鱼和亚口鱼科其他属种之间核苷酸的差异

总体来说较大 :与大口胭脂鱼之间成对遗传距离为 1213 % ,与

短鼻胭脂鱼 C. brevirostris之间成对遗传距离为 2210 %。

表 3　基于 Kimura双参数法亚口鱼科 7个种的 18S2ITS12518S

序列成对遗传距离

Tab. 3　Pairwise genetic distances of 18S2ITS12518S sequences based

on Kimura 22parameter of 7 catostomids

1 2 3 4 5 6 7

Catostomus commersoni

Catostomus macrocheilus 01013

Chasmistes brevirostris 01040 01040

Deltistes luxatus 01037 01037 01023

Ictiobus cyprinellus 01186 01186 01213 01208

Myxocyprinus asiaticus 01184 01175 01220 01206 01123

Moxostoma robustum 01391 01392 01405 01416 01380 01395

　　7种亚口鱼类的核基因片段 ITS1长度变化很大。红马胭

脂鱼 ITS1最短 ,仅 53bp ;大口胭脂鱼最长 ,达 289bp ,种间变异

很大。大口胭脂鱼与中国胭脂鱼的 ITS1区域长度明显比其他

物种大 ,分别为 289bp和 285bp。除红马胭脂鱼外 ,其他种 ITS1

长度均为 150bp。作者推测 , ITS1是非编码序列 ,它在进化中

由于受到的选择压力较小 ,进化速率快 ,是高变异的区域。

亚口鱼科 7个种 18S2ITS12518S中保守的 18S2518S部分

片段遗传变异情况见表 4 ,平均成对遗传距离为 01169。

Catostomus属内白胭脂鱼与大鳞胭脂鱼之间序列差异最小 ,

DNA成对距离仅为 0180 %。红马胭脂鱼和失河胭脂鱼之间

序列差异最大 ,DNA间成对距离为 3813 %。中国胭脂鱼与其

他亚口鱼类之间核苷酸的差异总体来说较大 :与大鳞胭脂鱼

之间核苷酸变异率为 1014 % ,DNA间成对距离为 1216 % (共

27个核苷酸替代 ,其中转换 14个 ,颠换 13个) ;与失河胭脂

鱼之间核苷酸变异率为 1119 % ,DNA间成对距离为 1511 %

(共 31个核苷酸替代 ,其中转换 16个 ,颠换 15个)。从核苷

酸组成来看 ,18S2518S总体还是较为保守的 ,没有大的片段

缺失 ,主要是碱基替代。在 18S片段 ,中国胭脂鱼和大口胭

脂鱼与其他胭脂鱼比较 :大口胭脂鱼在 18S片段约 70bp位点

处多了 19bp的插入片段 ,中国胭脂鱼在 18S片段约 100bp 处

多了 16bp的插入片段。

作者比较了亚口鱼科鱼类在核 DNA 18S2518S片段和线

粒体细胞色素 b基因片段的核苷酸替代率大小。在约 308bp

的细胞色素 b片段中 ,中国胭脂鱼与大鳞胭脂鱼之间共 42

个核苷酸替代 ,其中转换 30个 ,颠换 12个 ,变异率为 1316 % ;

与失河胭脂鱼之间共 45个核苷酸替代 ,其中转换 32个 ,颠换

13个 ,变异率为 1416 %。可以看出 ,线粒体细胞色素 b基因

的变异率要比核 rDNA 18S2518S编码基因略高一些 ,推测核

基因编码基因与线粒体细胞色素 b基因在进化中 ,受到的选

择压力大小不同。核内 rDNA 18S2518S编码基因受到的压力

较大 ,进化速率较慢 ,相对要保守一些。

表 4　基于 Kimura 22parameter亚口鱼科 7个种的 18S2518S

序列成对遗传距离

Tab. 4　Pairwise genetic distances of 18S2518S sequences based

on Kimura 22parameter

1 2 3 4 5 6 7

Catostomus commersoni

Catostomus macrocheilus 01008

Chasmistes brevirostris 01033 01025

Deltistes luxatus 01037 01029 01012

Myxocyprinus asiaticus 01136 01126 01146 01151

Ictiobus cyprinellus 01148 01138 01169 01174 01108

Moxostoma robustum 01362 01349 01376 01383 01302 01330

312　亚口鱼科系统发育关系

亚口鱼科鱼类的系统发育关系十分复杂 ,一直以来是学

者们感兴趣的课题。随着分子标记技术的发展 ,亚口鱼科鱼

类的系统发育关系研究取得了相当的成绩 ,但仍然存在许多

疑问。鱼类遗传信息主要储存于核 DNA中 ,如果能结合核

DNA和线粒体 DNA遗传信息构建系统发育树 ,相互印证 ,相

互补充 ,那么就有可能获得真树。基于此认识 ,首次以核

DNA 18S2ITS12518S序列构建了亚口鱼科鱼类的系统发育树

(图 2)。本次实验结果与先前以线粒体细胞色素 b基因构建

的系统发育树是吻合的。遗憾的是 ,由于亚口鱼科鱼类绝大

多数分布于北美 ,材料收集困难重重 ,本研究只探讨了 7种

亚口鱼科鱼类的亲缘关系。

一般认为 ,高变异序列如 ITS1序列 ,不适合高分类阶元

的系统重建工作 ,在本次研究中 ,以 18S2ITS12518S、18S2518S

以及 ITS1序列构建的系统进化树是一致的 ,这说明保守的

18S2518S基因和进化速率快的 ITS1序列可以作为分子标记 ,

用于亚口鱼科鱼类的系统发育研究。该结果提示 ,在解决亲

缘关系较近、内部关系复杂的 Catostominae 亚科内属种之间

的系统发育关系时 ,如果用编码序列如线粒体 DNA细胞色

素 b、12S rRNA和 16S rRNA等构建的系统发育树相互之间存

在争议 ,采用诸如类似 ITS1等进化速率快的非编码序列为分

子标记 ,可能是一个不错的选择。当然 ,仅根据一个或几个

标记基因获得的系统发育树去推测物种树是不太准确的 ,因

此重建亚口鱼科鱼类系统发育树可能需要更多的标记序列。
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