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摘要 : 在红鲤、镜鲤和野鲤中进行线粒体 16S rRNA 和 Cyt b 基因片段的序列测定。结果发

现, 3 个鲤品种在多达 859 个碱基长度上无变异, 但是与已报道的鲤全序列中的同源序列则

有约 1� 5%的趋异。这个结果提示 3个鲤品种可能在起源中是独立的一支,并且分化极低。
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中国现有 10个以上鲤( Cyp rinus carp io L. var. )品种(系) , 但是它们在起源以及进

化上的关系如何,目前并不清楚。研究这些问题的主要困难是缺乏合适的遗传标记。尽

管鲤是最早完成线粒体基因组全序列测定的少数几种鱼类之一[ 1] ,从线粒体基因序列上

比较鲤品种间的变异还未见报道。

近十多年来, 分子技术的长足进步极大地丰富了遗传标记的内容
[ 2]
。在所有方法

中, DNA序列的比较是最直接地揭示遗传变异的方法。DNA 序列变异的数据既可用于

种内(品种、群体)间的微进化,也可用于种间的宏观进化研究。PCR的发明以及 DNA测

序的自动化极大地促进了这方面的研究[ 3 � 5]。线粒体基因组作为一个小分子量环状分

子(脊椎动物中约为 16kb) ,一般认为它具有比核 DNA 高几倍的进化率
[ 6]
。由于在绝大

多数动物中它们是单亲(系)遗传, 因而没有像核基因存在的重组现象[ 12]。线粒体 DNA

作为遗传标记被越来越广泛地应用于群体遗传和系统进化的研究[ 7]。本文报道利用2个

线粒体基因片段序列研究几种常见中国鲤品种的变异,目的是通过与一个已报道的鲤同

源线粒体基因的序列的比较, 探讨它们保守性的可能原因。

1 � 材料与方法

1. 1 � 鲤品种及采样地点 � 红鲤(兴国红鲤)及散鳞镜鲤采自水生所关桥试验场,用 Rcarp

和M carp表示。野鲤采自武汉庙湖,用Wcarp表示。另外,以鲫(彭泽鲫) 3 尾(采自江西

省水产研究所)作为外群( Outgroup) ,用 PJCCP 表示。每个品种的鲤分别采集 5尾体形、

体色一致的个体,然后每个品种随机地抽取 2尾分析线粒体 DNA。

1. 2 � 总 DNA提取及线粒体 16S rRNA和 Cyt b基因扩增 � 取 100mg 肝脏提取总 DNA。
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采用酚氯仿(酚�氯仿�异戊二醇= 25�24�1)抽提 2次, 氯仿异戊二醇( 24�1)抽提 2次,上

清液用 2倍无水乙醇沉淀, DNA经 70%乙醇洗涤后贮存于- 20 � 备用。

用M J- PT C- 100PCR 仪从总 DNA 中扩增线粒体 16S rRNA 和 Cy t b 基因片段。

采用 2 对 通 用 引 物, 扩 增 Cyt b 时 用 CBH ( 1478 ) : GCCCCTCAGAATGA�
TATTTGTCCTCA 和 CBL ( 1091) : CCAT CCAACATCAGCATGAT GAAA [ 3] , 扩增 16S

rRNA 时用 16Sar ( L2510) : CGCCTGT TTAT CAAAAACAT 和 16Sbr ( H 3080) : CCG�
GTCT GAACTCAGATCACGT

[ 8]
。在 50�L 体积的反应溶液内 , 含有 1�L DNA 模板

(总 DNA 10 0 倍稀释, 大约 20ng / �L ) , 5�L PCR 缓冲液, 5�L Mgcl2 ( 25 mmol /

L ) , 0. 5�L 的引物 ( 2�mol/ L ) , 0. 8�L dNT P ( 5m mol/ L ) , 2 IU Taq 酶( P romega, 5

IU/�L) , 37. 3�L ddH2O。扩增条件为 94 � 预变性 1�5m in,然后以下列参数循环 35个周

期: 94 � 5s, 48 � 30s, 72 � 30s,最后一个循环时在 72 � 延伸 5m in。PCR产物纯化以后

即可以用于测序。

1. 3 � 序列测定 � 利用 ABI ( Applied Biosystem Inc)公司的荧光标记终止物测序试剂盒

( Dye�terminator sequencing kit)作测序反应。反应产物在 ABI310 型自动测序仪(香港中

文大学)中测出核苷酸序列。每个品种测定 2个个体。

1. 4 � 数据处理 � 每个个体的二条互补链在 ABI SeqEditor 中经互补排序后用肉眼检查碱

基的吸收峰以证实测序的准确性。经核对无误后输出核苷酸序列作分析用。用 Clastal

W 软件作不同个体间序列的多重排序( Mult iple alignment )。用 M EGA 软件包作不同鲤

品种间以鲤鲫间核苷酸序列的比较和统计分析。本文共统计比较了百分数趋异、碱基构

成、转换/颠换比率及 Cyt b基因密码子构成等参数。

1. 5 � 参考序列 � 从基因库( GenBank)中的鲤线粒体全序列
[ 1]
中取得 16S rRNA和 Cyt b

基因序列,加入到本研究中一同作变异性分析。由于该文的作者只说明是普通鲤( Com�
mon carp)而未注明是何种品种,因此本文将这个参考序列记为参考鲤品种。

2 � 结果与讨论

2. 1 � 鲤品种间线粒体 16S rRNA和 Cyt b基因片段序列的比较

从所有个体的总 DNA 中成功地扩增出大约 570bp(碱基对)的 16S rRNA 及大约

380bp的 Cyt b基因。PCR产物的直接测序得到了 517bp 16S rRNA 和 342bp Cyt b。通

过与鲫(外群)的同源序列片段排序后的序列见图 1和图 2。

从图 1可见, 16S rRNA 基因非常保守, 在 3种测试鲤品种中完全相同(变异为 0)。3

种鲤品种与本文引用的参考鲤鱼品种比较,则有 3个变异, 其中 2个为插入/缺失变异, 1

个碱基转换。鲤与鲫比较,共有 18个变异位点,其中 4个为插入/缺失, 其余为碱基转换

和颠换。表 1(上半三角)列出了鲤品种之间的趋异。在 3 种测试鲤与参考鲤品种间有

0�19%的趋异, 而鲫则为 3�5%。16S rRNA 基因的碱基组成在鲤与鲫之间很相似,均为

约32%A、21% T、24%C及 23% G(表2)。很明显,AT 比率大于 GC 比率, 转换/颠换比率

在3种测试鲤品种中不存在(因无变异) , 在鲫与 4种鲤品种之间则有 2�6。这个结果与
其它一些分类地位相近动物中的数值相类似[ 10]。

在 Cyt b基因片段中,鲤品种与鲫比较则在碱基组成上有较大的差异(表 2) , 尤其是
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图 1 � 经排序后的不同鲤品种线粒体 16S rRNA 基因片段的核苷酸序列。� � 表示此位点与鲫( 最上排)核苷酸相

同。� �  被引进序列中以改进排序。PJCCP:鲫; Ucarp:参考鲤品系[ 1] ; Mcarp:镜鲤; Wcarp:野鲤; Rcarp:红鲤。

Fig. 1 � Aligned partial sequences of mitochondrial 16S rRNA gene in various strains of Chinese carp. Dots indicate

nucleot ide identity to crucian carp ( top row ) , and dashes indicate gaps introduced to the sequences for improvement of

alignment. PJCCP: crucian carp; Ucarp: reference carp[ 1] ; Mcarp: mirror carp; Wcarp: w ild carp; Rcarp: red carp.

第3位密码子:在鲫有 2�6% G, 在鲤更低至 0�9%。这种碱基组成的偏离远较其它动物

为大(如对虾的 COI基因中第 3位密码上大约有 4% G, 童金苟等,未发表资料)。较高的

碱基组成偏差使得第 3位密码子位置上很容易产生大量的碱基转换以致达到饱和[ 10]。

在 Cyt b基因片段中鲫与参考鲤品种间的转换/颠换比率达到 6�4,而 3种测试鲤品种更

高达 9�7。这表明鲤与鲫之间的碱基变异主要是转换, 而甚少发生颠换。这种情形只发
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图 2 � 经排序后的不同鲤品种线粒体 Cytb 基因片段的核苷酸序列。� � 表示此位点与鲫 (最上排)核苷酸相同。

� # �表示此位点变异导致 1个氨基酸的改变。PJCCP:鲫; Ucarp:参考鲤品系[ 1] ; Mcarp:镜鲤; Wcarp:野鲤;

Rcarp:红鲤。

Fig. 2 � Aligned partial sequences of mitochondrial 16S rRNA gene in various strains of Chinese carp. Dots indicate

nucleot ide ident ity to crucian carp ( top row ) and # indicate base subst itution result ing in an amino acid change. PJCCP:

crucian carp; U carp: reference carp[ 1] ; Mcarp:m irror carp; W carp: w ild carp; Rcarp: red carp.

生于亲缘关系很近的动物之间。上述碱基构成的偏差以及较高的转换/颠换率从另外一

个侧面证实本文所分析的核苷酸序列是线粒体基因而不是核基因的假基因[ 11]。

在Cyt b的密码子使用上, 共使用了 44个密码子。其中使用频率最高的密码子为
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CTA( 8�8%) , 编码亮氨酸( L ) ;其余依次为 TAC( 6�4% ) ,编码酪氨酸( Y) ; TGA ( 4�0%) ,

编码色氨酸( W)。以哺乳动物的遗传密码为模式在 Cytb的氨基酸序列中鲤鲫之间只有

1个氨基酸变异,由位于第 151位的 A�G转换所产生。在鲤鲫之间, 共有 37个碱基变异

位点, 3个发生在第 1位密码子上, 34个发生于第 3位密码子,第 2密码子无变异。可见,

与其它亲缘关系近的动物一样,鲤、鲫间的变异主要发生在第 3位密码子。在 342个碱基

长度 Cyt b片段中, 3种鲤品种之间仍没有任何变异, 但是在参考鲤品种与 3种鲤品种之

间,则有 1�46%趋异(表 1)。

表 1 � 鲤品种间及鲤鲫间的百分数趋异。上三角为 16S rRNA基因数据,下三角为 Cyt b基因数据

Tab. 1 � Percentage divergence among st rains of common carp and betw een common carp and crucian carp.

Data above triangle are f rom mitochondrial 16S rRNA gene and those below diagonal from cytochrome b gene.

Ucarp Mcarp Wcarp Rcarp PJCCP

Ucarp - 0. 19 0. 19 0. 19 3. 50

Mcarp 1. 46 - 0 0 3. 49

W carp 1. 46 0 - 0 3. 49

Rcarp 1. 46 0 0 - 3. 49

PJCCP 10. 82 9. 36 9. 36 9. 36 -

表 2 � 鲤品种及鲫线粒体 Cyt b基因片段的碱基组成

Tab. 2 � Base composit ion of partial sequences of mitochondrial cytochrom e b gene

in st rains of common carp an d crucian carp.

总核苷酸 第 3位密码子核苷酸

种(品种) A% T% C% G% A+ T % A 3% T 3% C3% G 3% A 3+ T3%

Ucarp 27. 8 28. 7 28. 4 15. 2 56. 5 38. 6 16. 7 43. 9 0. 9 55. 3

Mcarp 28. 4 28. 9 27. 5 15. 2 57. 3 40. 4 17. 5 41. 2 0. 9 57. 9

Wcarp 28. 4 28. 9 27. 5 15. 2 57. 3 40. 4 17. 5 41. 2 0. 9 57. 9

Rcarp 28. 4 28. 9 27. 5 15. 2 57. 3 40. 4 17. 5 41. 2 0. 9 57. 9

PJCCP 27. 8 33. 0 23. 7 15. 5 56. 8 37. 7 29. 8 29. 8 2. 6 67. 5

2. 2 � 鲤线粒体序列的低分化性与不同品(亚)种间的差异

一般认为线粒体 16S rRNA是动物种内个体间较为保守的序列,主要用于种以上水

平变异分析;同时,它也是鱼类种内的分子遗传标记之一[ 12, 13]。但是像本结果所显示的

3种测试鲤品种在多达 859( = 517+ 342) bp无任何变异,则是十分少见的情形。因为在

其它动物的群体遗传和进化研究中, 同一种的不同个体间一般有 0�1% � 5%的趋异(视

不同物种以及群体的分化程度而定) [ 2]。明显的例子是 3种鲤品种与参考鲤品种之间有

0�19%( 16S rRNA)及 1�46% ( Cyt b)的趋异。本文结果表明, 至少在 16S rRNA和 Cyt b

这 2个基因上, 3种测试鲤品种的分化是极低的。

中国鲤品种的记载有千年以上,而且由于地理阻隔等原因, 某些品种不仅在体色上有

变异, 在体形及其他特征上也有了变异[ 14]。然而, 本文在 2个线粒体基因片段未能发现

变异,这似乎与事实不同。现将可能的原因探讨如下: 1)上述形态特征主要由核基因所控

制,线粒体基因组不参与这些变异。2)由于线粒体基因组缺乏突变修饰功能, 因此, DNA
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突变一般会积累下来,从而使得它具有比核基因组更快的进化率。可能在中国鲤中存在

某种选择机制,例如稳定性选择( Stabling select ion) , 使得主导线粒体基因型在群体中保

持绝对优势。当然, 像其它动物一样,是否真正存在这种选择机制是较难证实的[ 10]。3)

如果以3�3 � 10- 8为鲤科鱼类的进化率, 根据 Nei的公式 T= D/ 2�(这里T 为分化年代, D

为遗传距离,�为进化率) ,则鲤和鲫鱼的分化年代大约为 5�3 � 105年, 3 种测试鲤品种

(红鲤、镜鲤和野鲤)与参考鲤品种分化于大约 2�8 � 10
4
年前。上述估算是根据线粒体

16S rRNA的趋异, 若根据 Cyt b基因估算,分化年代大约要再早 1万年。总之,本结果表

明,红鲤、镜鲤和野鲤与参考鲤品种只是从一个共同祖先在很近的时间才分化出来, 品种

间的分化程度相当低。4)根据伍献文先生[ 14]的研究结果,中国鲤主要有 3个亚种, 分布

于新疆西北部的为西鲤( C . c. carp io) , 分布于岭南以北的鲤( C. c. haematop ter us )和

华南鲤( C . c. rubrof oscus )。从线粒体 16S rRNA和 Cyt b基因的序列分析结果看,兴国

红鲤的祖先应是我国分布最广的鲤( C . c. haematop ter us ) ,而且育成的时间不长。前苏

联的散鳞镜鲤的祖先可能也是我国的鲤。关于欧洲镜鲤的祖先, 有不同的观点。有人认

为是中国的鲤, 有人认为是多瑙河的野鲤。关于这一问题将另文讨论。Chang 等分析的

鲤材料来自于台湾, 台湾的塘养鲤应为华南鲤,其线粒体基因的序列与本文所测试的其它

鲤鱼品种有一定差异是合理的。5)一个有趣的但尚待探讨的问题是中国的野鲤是否还能

真正称为一个野生的品种? 一般相信, 其它鲤品种是从野鲤突变而来,即野鲤应保留一些

原始性状。这在线粒体基因序列上是否也应有所反映? 尽管变异水平很低, 本文在 2个

mtDNA片段中未发现野鲤具有别于其它品系的变异位点。目前已经证实,除少数几种无

脊椎动物以外, 绝大多数动物线粒体基因组并不受父系线粒体基因组的�渗入�。理论上

即便发生了杂交,如果母本为野鲤,则杂种的线粒体基因组仍是野鲤型的。但是, 自然杂

交的结果却使得根据形态特征所进行的采样变得较为困难。随着人类对自然水体的开

发,遗传资源逐渐受到破坏,保护中国鲤及其它鱼类的天然种质基因库将变得越来越重

要。

2. 3 � 进一步探讨鲤种内遗传变异和演化的可能性

本文结果表明鲤品种间 mtDNA 遗传变异较低。选用其它线粒体基因检测鲤种内遗

传变异是否能得到不同的结论,是一个值得探讨的问题。已证实哺乳动物及一些无脊椎

动物粒体转录控制区( D�环区)具有较高的进化速率[ 7]。对于 D�环区是否就是鱼类线粒
体中进化最快的区域,目前尚无系统的比较资料。例如 Danzm an等就认为 D�环区并非一
定比其它线粒体基因进化快。作者猜测, 可能不同种类以及不同生态条件下的鱼类,其

D�环区的进化速率有所不同。总之,利用线粒体 D�环区来进一步研究包括西欧本土鲤以
及俄罗斯(伏尔加流域)鲤在内的更多鲤品种间的遗传变异将不失为弄清鲤起源问题的可

行方法之一。
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SEQUENCE CONSERVATION ON SEGMENTS OF MITOCHONDRIAL 16S

rRNA AND CYTOCHROME B IN STRAINS OF COMMON CARP

( CYPRINUS CARPIO L. VAR. )

TONG Jin�gou and WU Qing�jiang

( I nst itute of Hydrobiology , The Chinese A cademy of Sciences, Wuhan 430072)

Abstract: M itochondrial DNA sequence analysis w as carried out in 3 strains of Chinese carp

( Cyp rinus carp io L. var. ) , i. e. red carp, mirror carp and w ild carp and compared w ith ref�
erence carp st rain of unknown origin. There w ere no base substitut ions among 3 st rains at up

to 859 base pairs, how ever, comparison betw een these sequences and homologous sequence of

the reference st rain show ed about 0. 19% and 1. 46% divergence at 16S rRNA and Cy�
tochrome b sequence, respectively. These results indicate that the genet ic divergence among

red carp, mirror carp and w ild carp is except ionally low , and they are probably an indepen�
dent branch in the evolut ion of carp.
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