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摘要: 运用 PCR扩增、克隆、测序等技术, 在获得洞庭青鲫和彭泽鲫线粒体 DNA控制区全序列的基础上, 对
洞庭青鲫、彭泽鲫、普通鲫、红鲫、白鲫、A系和 D系银鲫等 7个鲫鱼品系线粒体 DNA控制区的碱基组成、
变异情况、序列结构和系统进化进行了比较分析。结果表明, 7个鲫鱼品系线粒体 DNA控制区碱基的平均组
成为 A: (32.7 ± 0.16)%, C: (20.4 ± 0.37)%, G: (14.1 ± 0.08)%, T: (32.8 ± 0.36)%, 序列分歧率为 0—5.7%, 其中
红鲫和白鲫的分歧率最大(5.7%), 彭泽鲫、A系和 D系银鲫之间最小(0)。洞庭青鲫与白鲫的分歧率为 5.6%, 
与彭泽鲫、A系和 D系银鲫为 2.2%, 与红鲫和普通鲫分别为 0.8%和 0.7%。对比哺乳动物线粒体 DNA控制
区结构, 并参照其他鱼类序列, 将 7个鲫鱼品系的控制区分为终止序列区、中央保守区和保守序列区三个区
域。同时识别了 7个鲫鱼品系中一系列保守序列, 并给出了它们的一般形式。序列差异和系统进化分析表明, 
在 7个鲫鱼品系中, 洞庭青鲫与普通鲫和红鲫的亲缘关系最近, 与彭泽鲫、A系和D系银鲫亲缘关系次之, 与
白鲫的亲缘关系最远, 而彭泽鲫、A系和 D系银鲫三者在线粒体 DNA控制区的相似性和分歧率上则表现为
是同一个鲫鱼品系。 
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线粒体 DNA控制区又称 D-环区(D-loop), 位于
tRNA-Pro 和 tRNA-Phe 基因之间 , 是整个线粒体
DNA序列和长度变异最大的区域, 也是线粒体基因
组上进化最快的部分[1]。控制区为线粒体基因组中

主要的非编码区, 它以其较高的突变积累对于研究
物种内的遗传分化具有重要价值。近年来, 已有越
来越多的研究工作将D-loop区作为分子标记来探讨
各种鱼类的种内遗传分化[2—4]。对控制区结构功能

的研究将有助于了解 DNA的复制、转录的机制和进
化的规律[5,6]。控制区的结构在已研究的生物中相似, 
分为三个部分: 终止序列区(左区)(Extended termi-
nation associated sequence domain, ETAS)、中央保守
区(Central conserved sequence blocks domain)和保守
序列区 (右区 )(Conserved sequence blocks domain, 
CSB)。在对哺乳动物线粒体 DNA 控制区结构的研

究中还识别了众多的功能保守元件[7—10], 如终止结
合序列 (TAS), 保守序列 CSB1、CSB2、CSB3、
CSB-A、CSB-B、CSB-C、CSB-D、CSB-E、CSB-F
等。对照哺乳动物线粒体 DNA控制区结构, 目前在
鱼类中也识别了一些类群的终止相关序列和保守序

列[11—14]。 
鲫鱼由于分布广泛, 各水域群体间在形态、体

色、倍性和生殖方式上存在差异[15—17], 遗传背景复
杂, 因而是研究脊椎动物发育进化的好材料。洞庭
青鲫(Dongtingking crucian carp, Carassius auratus 
Dongtingking variety. 暂命名)是近年来在洞庭湖区
澧水北民湖水域发现的天然二倍体鲫鱼(2n=100)新
品系(鉴定资料 1)。在前期的工作中, 我们通过对洞
庭青鲫的形态特征、染色体组型、生殖方式等进行

研究 [18—20], 初步证明了洞庭青鲫是一个具有两性 
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繁殖方式、形态性状和染色体数目稳定的二倍体

(2n=100)鲫鱼品系。为了进一步了解洞庭青鲫这一
新型鲫鱼品系的遗传特征, 有必要从分子生物学的
角度对其做进一步的研究。本实验以二倍体洞庭青

鲫、普通鲫、红鲫、白鲫和三倍体彭泽鲫、A 系和
D 系银鲫等 7 个鲫鱼品系为对象, 通过对其线粒体
DNA控制区序列比较分析, 探讨了洞庭青鲫的分子
遗传起源及其与其他鲫鱼品系的相互关系, 同时也
为鱼类线粒体 DNA 控制区的结构与功能研究提供
更多的基础性数据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
本实验所用洞庭青鲫和彭泽鲫均取自湖南省水

产工程技术研究中心实验基地。每种鱼各随机选取

3 尾, 尾鳍静脉采血, 酸性柠檬酸葡萄糖溶液(ACD)
抗凝。血液总 DNA 的提取按照上海 Sangon 的
UNIQ-10 柱式基因组 DNA 抽提试剂盒方法进行, 
总 DNA 检测其质量和纯度后, −20℃保存备用。采
血后的 3 尾洞庭青鲫按常规肾细胞染色体直接制片
法进行染色体数目的检测, 进一步确定其倍性。 
1.2  引物设计与 PCR扩增 

根据 GenBank 中已知的鲫鱼品系线粒体 DNA
序列, 用 Premier 5.0 软件在控制区两侧设计引物, 
扩增线粒体 DNA 控制区完整片段 , 引物序列为 :  
上游引物 CR1: 5′-GGACAAATTGCATCCGTCCT-3′, 
下游引物 CR2: 5′-ATCTTAACATCTTCAGTG-3′, 引
物由上海 Sangon公司合成。 

PCR 扩增反应体系为 50 μL, 其中 10× PCR 
buffer 5.0 μL,  25 mmol/L MgCl2 5.0 μL, 2.5 mmol/L 
dNTPs 5.0 μL,10 μmol/L上下游引物各 2 μL, Taq 酶
3.0 μL (1 U/μL), 100 ng/μL DNA 模板 2 μL, ddH2O 
26 μL。PCR 扩增程序为: 95℃预变性 5min, 然后
94℃变性 30s, 50℃退火 35s, 72℃延伸 1min, 共 35
个循环, 最后在 72℃延伸 6min。 
1.3  PCR产物的克隆与测序 

扩增产物经 1.2%琼脂糖凝胶电泳和胶回收试剂
盒(Sangon)纯化后, 克隆到 pMD18-T 载体(TaKaRa), 
转化大肠杆菌 DH5α, 经蓝白斑筛选和 PCR 鉴定, 每
个片段选取 3个阳性克隆送上海 Sangon测序。 
1.4  序列分析与系统进化树构建 

鲫(C. auratus auratus)、红鲫(C. carassius red 
var.)、白鲫(C. auratus cuvieri)、银鲫 A系(C. auratus 

gibelio clone A)、银鲫 D系(C. auratus gibelio clone 
D)、斑马鱼(Danio rerio)的线粒体 DNA控制区序列
从GenBank数据库获得, 登录号分别为: AB111951、
AY714387、AB045144、AY786068、AY786069、
NC_002333。洞庭青鲫和彭泽鲫线粒体 DNA控制区
序列为本实验数据。以 tRNA-Pro的终点作为控制区
的起点, 以 tRNA-Phe的起点作为控制区的终点, 以
扩展的保守序列 CSB-F、CSB1的起点分别作为终止
序列区、中央保守区和保守序列区的分界线; 序列
的多重排列由 ClustalW 在线软件(http://www.ebi.ac. 
uk/clustalw/)完成; 用 MEGA(4.0)软件统计序列的碱
基组成, 基于Kimura二参数模型计算同源序列间的
分歧率。以斑马鱼的同源序列为外群, 用MEGA(4.0)
软件的 Neighbor Joining (NJ)程序构建系统进化树, 
置信度(Bootstrap)经 1000次重复抽样检验[21]。 

2  结  果 

2.1  线粒体 DNA控制区的序列扩增及碱基组成 
3 尾洞庭青鲫的肾细胞染色体检测结果均为

2n=100(图略), 证实了所选材料洞庭青鲫的二倍性。
用CR1/CR2引物对 3尾洞庭青鲫和 3尾彭泽鲫DNA
样品进行 PCR 扩增, 所有样品均扩增出约 1200 bp 
左右条带(图 1)。对所有扩增条带回收克隆测序, 序
列长度约为 1200 bp, 包括部分 Cytb 基因序列、侧
翼 tRNA-Thr 和 tRNA-Pro 基因全序列及部分
tRNA-Phe基因序列。对照鲫、红鲫、白鲫和银鲫线
粒体 DNA 序列 , 找到洞庭青鲫和彭泽鲫线粒体
DNA控制区的全序列, 其长度分别是 923 bp和 924 
bp (除去两侧基因序列)。3 尾洞庭青鲫和 3 尾彭泽
鲫分别共享 1 种单元型。洞庭青鲫和彭泽鲫线粒体
DNA控制区全序列已递交 GenBank, 序列登录号分
别为 FJ472986和 FJ472985。在 7个不同的鲫鱼品系
中, 彭泽鲫与 A系、D系银鲫三者线粒体 DNA控制
区的长度和碱基组成完全一样。7 个鲫鱼品系线粒
体 DNA 控制区核苷酸的平均组成为 : A=(32.7 ± 
0.16)%, C=(20.4 ± 0.37)%, G=(14.1 ± 0.08)%, T= 
(32.8 ± 0.36)%, 这与其他鱼类 A、T含量高, G含量
低的特点相似[11](表 1)。 

在终止序列区, 7 个鲫鱼品系核苷酸的组成情
况为: A>T>C>G; 在中央保守区, 洞庭青鲫的核苷
酸组成情况为: T>A>G=C, 其他 6 个鲫鱼品系的核
苷酸组成情况为: T>A>G>C; 在保守序列区, 7个鲫 
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图 1  洞庭青鲫和彭泽鲫线粒体控制区及其侧翼基因 PCR 扩增
结果 
Fig.1  The PCR amplification products of the mitochondrial DNA 
control and its  flanking genes in Dongtingking crucian carps and 
Pengze crucian carps 
M. 200 bp分子梯度标记; 1—3. 洞庭青鲫; 4—6. 彭泽鲫; 7. 空
白对照 
M. 200 bp marker; 1—3. Dongtingking crucian carps; 4—6. Pengze 
crucian carps; 7. negative control 
 
鱼品系核苷酸的组成情况为: A>T>C>G。但是, 在
终止序列区、中央保守区和保守序列区核苷酸的组

成都具有共同的特点, 即(A+T)>(C+G)。 

2.2  线粒体 DNA控制区的序列变异分析 
7 个鲫鱼品系线粒体 DNA 控制区序列的相似

率和分歧率(表 2)。在 7个鲫鱼品系中, 核苷酸序列
的相似率在 93%—100%之间, 其中彭泽鲫、A系和
D 系银鲫三者间的核苷酸序列相似率为 100%, 洞
庭青鲫与红鲫和普通鲫的相似率均为 99%, 与彭泽
鲫、A系和 D系银鲫的相似率均为 97%, 与白鲫的
相似率为 93%。7 个鲫鱼品系线粒体 DNA 控制区
核苷酸序列分歧率的变化范围为 0—5.7%, 其中最
大发生在红鲫和白鲫之间(5.7%), 最小发生在彭泽
鲫、A系和 D系银鲫之间(0)。洞庭青鲫与白鲫的分
歧率为 5.6%, 与彭泽鲫、A系和 D系银鲫的分歧率
均为 2.2%, 与红鲫的分歧率为 0.8%, 与普通鲫的
分歧率为 0.7%。而所有鲫鱼品系线粒体 DNA控制
区序列与斑马鱼相比 , 分歧率都高达 75%以上  
(表 2)。 

 
表 1  七个鲫品系线粒体 DNA 控制区的序列长度和碱基组成 

Tab. 1  The mitochondrial DNA control region length variation and base composition in seven strains of Carassius auratus 

碱基组成 
Base composition (%) 

物种 
Species 

长度 
Length 

(bp) A C G T A+T C+G 
CC 923 32.6 20.8 14.1 32.5 65.1 34.9 

DCC 923 32.8 21.0 13.9 32.3 65.1 34.9 
RCC 923 32.5 20.8 14.2 32.5 65.0 35.0 
JCC 924 33.0 20.2 14.1 32.7 65.7 34.3 
PCC 924 32.6 20.1 14.1 33.2 65.8 34.2 

SCC-A 924 32.6 20.1 14.1 33.2 65.8 34.2 
SCC-D 924 32.6 20.1 14.1 33.2 65.8 34.2 
平均 

Averages 
− 32.7±0.16 20.4±0.37 14.1±0.08 32.8±0.36 65.5±0.35 34.5±0.35 

注: CC. 鲫; DCC. 洞庭青鲫; RCC. 红鲫; JCC. 日本白鲫; PCC. 彭泽鲫; SCC-A. A系银鲫; SCC-D. D系银鲫; 下同 
Note: CC. crucian carp; DCC. Dongtingking crucian carp; RCC. red crucian carp; JCC. Japanese crucian carp; PCC. Pengze crucian 

carp; SCC-A. silver crucian carp clone A; SCC-D. silver crucian carp clone D; The same as follows 
 

表 2  七个鲫品系线粒体 DNA 控制区的序列相似性(上三角)和分歧率(下三角) 
Tab. 2  The percent similarity of nucleotide sequences (above triangle) and the percent divergence calculated by Kimura two-parameter 

(below triangle) of the mitochondrial DNA control region sequences for the seven strains of Carassius auratus and zebrafish (%) 

物种 
Species 

CC DCC RCC JCC PCC SCC-A SCC-D ZF 

CC  99 99 93 97 97 97 52 
DCC 0.7  99 93 97 97 97 52 
RCC 0.1 0.8  93 97 97 97 52 
JCC 5.6 5.6 5.7  94 94 94 54 
PCC 2.1 2.2 2.1 5.0  100 100 52 
SCC-A 2.1 2.2 2.1 5.0 0.0  100 52 
SCC-D 2.1 2.2 2.1 5.0 0.0 0.0  52 
ZF 76.0 77.4 76.2 75.6 76.2 76.2 76.2  

注: 百分分歧率=转换比率+颠换比率; ZF. 斑马鱼 
Note: the percent divergence = rate of transition + rate of transversion, ZF. Zebrafish 
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2.3  线粒体 DNA控制区的终止序列区 
终止序列区位于线粒体DNA控制区的 5′端, 包

含与 DNA 复制终止相关的序列元件 (Terminal 
associated sequence TAS), 线粒体控制区的变异一

般出现在该区域, 故将这部分序列分别分析。 
7 个鲫鱼品系终止序列区的长度均为 252 bp, 

没有明显的重复、长片段的缺失和插入(图 2, 因彭
泽鲫、银鲫 A系和银鲫 D系三者序列相同, 故只显 

 
CC               GGATAACCATCCC-TGTATGGTTTAATACATAATATGCATAATATTACATTAGTGTATTA 59 

RCC              GGATAACCATCCC-TGTATGGTTTAATACATAATATGCATAATATTACATTAGTGTATTA 59 

DCC              GGATAACCATCCC-TGTATGGTTTAATGCATAATATGCATAATATTACATTAGTGTATTA 59 

SCC              GGATAACCATCCC-TATATGGTTTAATACATAATATGCATAATATTACATTAATGCATTA 59 

JCC              GGGTAACCATCCCCTATATGGTTTAGTACATAATATGCATAATATTACAT-AATGTATTA 59 

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

CC               GTACATATATGTATTATCACCATATCATTATATTAACCCCAAAGCAAGTACATATAAACT 119 

RCC              GTACATATATGTATTATCACCATATCATTATATTAACCCCAAAGCAAGTACATATAAACT 119 

DCC              GTACATATATGTATTATCACCATATCATTATATTAACCCCAAAGCAAGTACATATAAACT 119 

SCC              GTACATATATGTATTATCACCATATCATTATTTTAACCCCAAAGCAAGTACATGTAAATT 119 

JCC              GTACATATATGTATTATCACCATATCATTAATTTAACCATAAAGCAGGGACATATATGTG 119 

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

 

CC               AAGGTATGCATAAAGCATAATCTTAAGACTCACAAGTTAAATTATTTTAACCCGGGTAAT 179 

RCC              AAGGTATGCATAAAGCATAATCTTAAGACTCACAAGTTAAATTATTTTAACCCGGGTAAT 179 

DCC              AAGGTATGCATAAAGCATAATCTTAAGACTCACAAGTTAAATTATTTTAACCCGGGTAAT 179 

SCC              AAGGTATACATAAAGCATAATCTTAAGACTCACAAGTTAAATTATTTTGACCCGGGTAAT 179 

JCC              AAGGTATACATAAAGCATAACATTAAGACTCACAAATTAAATTATTTCGACCCGGGTAAT 179 

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

 

CC               ATATTATTCCCCAAGAAATTGTCCCCACATTTTTCCTTGAATGACTCAACTAAGGTTTTA 239 

RCC              ATATTATTCCCCAAGAAATTGTCCCCACATTTTTCCTTGAATGACTCAACTAAGGTTTTA 239 

DCC              ATATTATTCCCCAAGAAATTGTCCCCACATTTTTCCTTGAATGACTCAACTAAGGTTTTA 239 

SCC              ATATTATTCCCCAAGAAATTGTCCTCACATCTTTCCTTGAATGACTCAACTAAGGTTTTA 239 

JCC              ATATTATTCCCCAAAAAATTGTCCTCACATTTTTCCTTGAATGGATCAACTAAGATTTTA 239 

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

CSB-F 

CC               TTCAAACATATTAATGTAGTAAGAGACCACCAACCA-TTTATATAAAGGAATATCATGCA 298 

RCC              TTCAAACATATTAATGTAGTAAGAGACCACCAACCA-TTTATATAAAGGAATATCATGCA 298 

DCC              TTCAAACATATTAATGTAGTAAGAAACCACCAACCA-CTTATATAAAGGAATATCATGCA 298 

SCC              TTCAAACATATTAATGTAGTAAGAAACCACCAACTAATTTATATAAAGGAATATCATGCA 299 

JCC              TTCGAACATATTAATGTAGTAAGAAACCACCAACTAATTTACATAAAGGAATATCATGCA 299 

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

CSB-E 

CC               TGATAGAATCAGGGACATCAATTGTGGGGGTCGCACAATATGAACTATTACTGGCATCTG 358 

RCC              TGATAGAATCAGGGACATCAATTGTGGGGGTCGCACAATATGAACTATTACTGGCATCTG 358 

DCC              TGATAGAATCAGGGACATCAATCGTGGGGGTTGCACAATATGAACTATTACTGGCATCTG 358 

SCC              TGATAGAATCAGGGACATCAATTGTGGGGGTTGCACAATGTGAACTATTACTGGCATCTG 359 

JCC              TGATGGAATCAAGGACACTAATCGTGGGGGTTGCACAATATGAACTATTACTGGCATCTG 359 

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

CSB-D 

CC               GTTCCTATTTCAGGTACATAACTGTAATACTCCACCCTCGGATAATTATACTGGCATCTG 418 

RCC              GTTCCTATTTCAGGTACATAACTGTAATACTCCACCCTCGGATAATTATACTGGCATCTG 418 

DCC              GTTCCTATTTCAGGTACATAACTGTAATACTCCACCCTCGGATAATTATACTGGCATCTG 418 

SCC              GTTCCTATTTCAGGTACATAATTGTAATATTCCACCCTCGGATAATTATACTGGCATCTG 419 

JCC              GTTCCTATTTCAGGGACATAACTGTAATATCCCACCCTCGGATAATTATACTGGCATCTG 419 

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

 

CC               ATTAATGGTGTAGTACATATGGTTCATTACCCCACATGCCGAGCGTTCTTTTATATGCAT 478 

RCC              ATTAATGGTGTAGTACATATGGTTCATTACCCCACATGCCGAGCGTTCTTTTATATGCAT 478 

DCC              ATTAATGGTGTAGTACATATGGTTCATTACCCCACATGCCGAGCATTCTTTTATATACAT 478 

SCC              ATTAATGGTGTAGTACATATGGTTCATTACCCCACATGCCGAGCATTCTTTTATATGCAT 479 

JCC              ATTAATGGTGTAGTACATATGTTTCATTACCCCACATGCCGAGCATTCTTTTATATGCAT 479 

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



382 水 生 生 物 学 报 34卷 

CC               AAGGTATTTTTTTTTTGGTTTCCTTTCATCTTGCATCTCAGAGTGCAGGCACAAATGTTG 538 

RCC              AAGGTATTTTTTTTTTGGTTTCCTTTCATCTTGCATCTCAGAGTGCAGGCACAAATGTTG 538 

DCC              AAGGTATTTTTTTTTTGGTTTCCTTTCATCTTGCATCTCAGAGTGCAGGCACAAATGTTG 538 

SCC              AGGGTATCTTTTTTTTGGTTTCCTTTCATCTTGCATTTCAGAGTGCAGGCACAAATGTTG 539 

JCC              AAGGTATTTTTTTTTTGGTTTCCTTTCATCTTGCATCTCAGAGTGCAGGCACAAATGTTG 539 

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

CSB-1 

CC               GTTTAAGGTTGAACATTTTCCTTGAATGTGATTATATAAATGAATTATCGTAAGACATAA 598 

RCC              GTTTAAGGTTGAACATTTTCCTTGAATGTGATTATATAAATGAATTATCGTAAGACATAA 598 

DCC              GTTTAAGGTTGAACATTTTCCTTGAATGTGATTATATAAATGAATTATCGTAAGACATAA 598 

SCC              GTTTAAGGTTGAACATTTTCCTTGAATGTGATTATATAAATGAATTATCGTAAGACATAA 599 

JCC              ATTTAAGGTTGAACATTTTCCTTGAATGTGATAATATAAATGAATTATCGTAAGACATAA 599 

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

CC               TTTAAGAACTGCATACTTCTAACTCAAGTGCATAACATATTCATCTCTTATTCAACTTAT 658 

RCC              TTTAAGAACTGCATACTTCTAACTCAAGTGCATAACATATTCATCTCTTATTCAACTTAT 658 

DCC              TTTAAGAACTGCATACTCCTAACTCAAGTGCATAACATATTCATCTCTTATTCAACTTAT 658 

SCC              TTTAAGAACTGCATACTTCTAACTCAAGTGCATATCATATTCATCTCTTATTCAACTTAT 659 

JCC              TTTAAGAATTACATACTTCTAACTCAAGTGCATAACATATTCATCTCTTATTCAACTTAT 659 

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

CSB-2 

CC               CCTTATATAGTGCCCCCTTTGGTTTTTGCGCGACAAACCCCCCTACCCCCTACGCTCAAA 718 

RCC              CCTTATATAGTGCCCCCTTTGGTTTTTGCGCGACAAACCCCCCTACCCCCTACGCTCAAA 718 

DCC              CCTTATATAGTGCCCCCTTTGGTTTTTGCGCGACAAACCCCCCTACCCCCTACGCTCAAA 718 

SCC              CCTTATATAGTGCCCCCTTTGGTTTTTGCGCGACAAACCCCCCTACCCCCTACGCTCAAA 719 

JCC              CCTTACATAGTGCCCCCTTTGGTTTTTGCGCGACAAACCCCCTTACCCCCTACGCCCAGA 719 

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

CSB-3 

CC               GAATCCTGTTATCCTTGTCAAACCCCGAAACCAAGGAGGACCCAAGAACGTGTAAGCCAA 778 

RCC              GAATCCTGTTATCCTTGTCAAACCCCGAAACCAAGGAGGACCCAAGAACGTGTAAGCCAA 778 

DCC              GAATCCTGTTATCCTTGTCAAACCCCGAAACCAAGGAGGACCCAAGAACGTGTAAGCCAA 778 

SCC              GAATCCTGTTATCCTTGTCAAACCCCGAAACCAAGGAGGACCCAAGAACGTGTAAGCCAA 779 

JCC              GAATCCTGTTATCCTTGTCAAACCCCGAAACCAAGGAGGACCCAAGAACGTGTAAGCCAA 779 

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

 Putative promoter 
CC               CGAGTTGAGGTACGAATTGGCATCCCATTATATATATATATATATATGTGCATCGGTTTT 838 

RCC              CGAGTTGAGGTACGAATTGGCATCCCATTATATATATATATATATATGTGCATCGGTTTT 838 

DCC              CGAGTTGAGGTACGAATTGGCATCCCATTATATATATATATATATATGTGCATCGGTTTT 838 

SCC              CGAGTTGAGGTACGAATTGGCATCCCATTATATATATATATATATATGTGCATCGGTTTT 839 

JCC              CGAGTTGCGGTATGAATTGGCATCCCATTATATATATATATATATATGTGCATCGGTTTT 839 

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

CC               TTTATCCCAATTCAGTAATCACCCAAAAATCTCTGCCAAAAACCCCAAAAAATCACCTCC 898 

RCC              TTTATCCCAATTCAGTAATCACCCAAAAATCTCTGCCAAAAACCCCAAAAAATCACCTCC 898 

DCC              TTTATCCCAATTCAGTAATCACCCAAAAATCTCTGCCAAAAACCCCAAAAAATCACCTCC 898 

SCC              TTTATCACAATTCAGTGATCACCTAAAAATCTCTGCCAAAAACCCCAAAAAATCACCTCC 899 

JCC              TTTATCACAATTTATTGATCACCTAAAAACCTCTGCCAAAACCCCCAAAAAATCACCTCC 899 

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

CC               ACACTAAATTTTCTAACATTATTTA 923 

RCC              ACACTAAATTTTCTGACATTATTTA 923 

DCC              ACACTAAATTTTCTAACATTATTTA 923 

SCC              ACACTAAATTTTCTAACATTATTTA 924 

JCC              ACACTAAATTTTCTAATATTATTTA 924 

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

图 2  不同鲫鱼品系线粒体 DNA控制区序列比对 
Fig. 2  Aligned sequences of the mitochondrial DNA control region in different strains of Carassius auratus 

SCC代表彭泽鲫、A系和 D系银鲫; “*”表示相同的核苷酸位点; “-”表示缺失位点; 中央保守序列(CSB-F, CSB-E, CSB-D)、保守序列
(CSB-1, CSB-2, CSB-3)和启动子用下划线表示; 终止相关序列(TAS)用阴影表示, 它的反向互补序列(ATGTA)用双下划线表示; 短小重
复序列用方框表示 
SCC indicates Pengze crucian carp, silver crucian carp clone A and D; ‘‘*’’ indicates the same base site, and dashes are gaps required for 
alignment. The central conserved sequence blocks (CSB-F, CSB-E and CSB-D), conserved sequence blocks (CSB1, CSB2 and CSB3), and 
putative promoters are underlined. The TAS motifs (TACAT) are indicated by shadows, and the palindromic motifs (ATGTA) are doubly 
underlined. The short repeated sequences are framed 
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示 1 个序列, 用 SCC 表示), 该区共有 30 个核苷酸
替换位点, 2个核苷酸插入/缺失位点。7个鲫鱼品系
中除白鲫只发现 2个 TAS外, 其他 6个均发现 3个
TAS, TAS中含有核心序列 TACAT, 同时还发现 7个
鲫鱼品系均含 TAS的反向互补序列 ATGTA。Doda, 
et al.[6]最初给出的TAS为ACATTAAAYYAAT, 但其
他研究者发现这一序列在不同群体有较大差异。

Sbisa, et al. [8]对比 27个哺乳动物的序列后, 将 TAS变
为扩展的 TAS (即 ETAS: Extended terminal associated 
sequence), 在哺乳动物中有两个, 其中比较稳定的
是 ACAT序列。Saccone, et al.[9]发现在哺乳动物中, 
TACAT 和它的反向序列 ATGTA 常常一起出现, 形
成发夹结构。事实上, 这一现象存在于许多类群中, 
本实验 7 个鲫鱼品系序列也存在这一发夹结构, 因
此我们认为它可能是 ETAS 的主体, 从而确定 7 个
鲫鱼品系的 ETAS 序列为 : TACATAT-ATGTA 
TTATCACCAT-TATATTAACC-(“-”表示发生变异的
碱基, 即转换、颠换或缺失)。 

2.4  线粒体 DNA控制区的中央保守区 
对比哺乳动物线粒体控制区结构, 并参照其他

鱼类序列, 确定了 7 个鲫鱼品系中央保守区的序列, 
其中洞庭青鲫、普通鲫和红鲫为 319 bp, 白鲫、彭
泽鲫、A系和 D系银鲫为 320 bp。该区共有核苷酸
替换位点 23个, 插入/缺失位点 1个。在 7个鲫鱼品
系中, 该区域首先被识别的关键序列为: ATGTAG- 
TAAGA-ACCACC, 命名为 CSB-F, 它是分开终止
序列区和中央保守区的标志(图 2), 紧接其后的是
CSB-E, 其识别的关键序列是 : ATGAT-GAATCA- 

GGACA-, CSB-F 之后是 CSB-D, 7 个鲫鱼品系
CSB-D 序列非常保守 , 一般形式为 : TTATACTG- 
GCATCTGATTAA。此外, 我们还找到一些保守重复
序列, 如 TCAT、GCAT 和 TTCC。7 个鲫品系和斑
马鱼线粒体 DNA控制区中央保守区的比较(表 3)。 

2.5  线粒体 DNA控制区的保守序列区 
哺乳动物的保守区一般存在保守序列 CSB-1、

CSB-2 和 CSB-3, 研究表明 CSB-1 与线粒体的复制
起始点相关[22], 在哺乳动物中特别保守, 其一般形
式为: ATT-AATTAATG-T-GCAGGACATA。本实验 7
个鲫鱼品系保守序列区的长度均为 352 bp, 共有核
苷酸替换位点 19个, 无插入/缺失位点。对比哺乳动
物和鱼类序列, CSB-1 中 GACATA 最为保守, 有助
于识别 CSB-1的存在。本实验 7个鲫鱼品系 CSB-1
高度保守序列形式为 : ATATAAATGAATTATCG- 
TAAGACATA; CSB-2 和 CSB-3 也非常保守, 容易
识别, CSB-2 的一般形式为: CAAACCCCC-TACC- 
CCC, CSB-3 的一般形式为: TGTCAAACCCCGA- 
AACCA。7 个鲫品系和斑马鱼线粒体 DNA 控制区
保守序列区的比较(表 4)。 

2.6  线粒体 DNA控制区的系统进化树 
根据 Kimura 二参数模型估计每个核苷酸位点

的碱基替换数 ,  以斑马鱼的同源序列为外群 ,  用
MEGA(4.0)软件的 Neighbor Joining(NJ)程序构建 7
个鲫鱼品系的系统进化树(图 3)。从图 3可见, 系统
进化树首先明显地分为内群与外群两支; 在内群中, 
普通鲫和红鲫聚合后再与洞庭青鲫聚合构成一个分

支, 然后它们与彭泽鲫、A 系和 D 系银鲫构成的分 
 

表 3  七个鲫品系和斑马鱼线粒体 DNA 控制区中央保守区元件的比较 
Tab. 3  The comparison of the central conserved sequence blocks of the mitochondrial DNA control region in seven strains of Carassius 

auratus 

中央保守区元件 
Central conserved sequence blocks 物种 

Species CSB-F CSB-E CSB-D 

CC ATGTAGTAAGAGACCACC ATGATAGAATCAGGGACAT TTATAC-TGGCATCTGATTAA 

DCC ***********A****** ******************* ********************* 

RCC ****************** ******************* ********************* 

JCC ***********A****** *****G******A*****C ********************* 

PCC ***********A****** ******************* ********************* 

SCC-A ***********A****** ******************* ********************* 

SCC-D ***********A****** ******************* ********************* 

ZF -*CA***G********** ******************* *GG**AAC*****A******G 

注: “*”表示相同的核苷酸位点; “-”表示缺失位点; 下同 
Note: “*”indicated the identical base sites; “-”indicated the gaps required for alignment; The same as follow 
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表 4  七个鲫品系和斑马鱼线粒体 DNA 控制区保守序列区的比较 

Tab. 4  The comparison of the conserved blocks of the mitochondrial DNA control region in seven strains of Carassius auratus 

保守序列区 
Conserved blocks 物种 

Species CSB-1 CSB-2 CSB-3 

CC ATATAAATGAATTATCGTAAGACATA CAAACCCCCCTACCCCC TGTCAAACCCCGAAACCA 

DCC ************************** ***************** ****************** 

RCC ************************** ***************** ****************** 

JCC ************************** *********T******* ****************** 

PCC ************************** ***************** ****************** 

SCC-A ************************** ***************** ****************** 

SCC-D ************************** ***************** ****************** 

ZF *****T**T*******TA******** *********T******* ***********T****** 
 

 
 

图 3  NJ法构建的 7个鲫鱼品系和斑马鱼线粒体 DNA控制区系
统进化树 
Fig. 3  The NJ phylogenetic tree based on the complete nucleotide 
sequences of control regions in seven strains of Carassius auratus 
and zebrafish 
接点处数值表示 1000次重复抽样检验值 
The values in nodes represented local bootstrap values from 1000 
replicates 
 
支聚合, 最后与白鲫聚合成一个大的分支。线粒体
控制区序列聚类关系显示, 在 7 个鲫鱼品系中, 洞
庭青鲫与普通鲫和红鲫的亲缘关系最近 , 与彭泽
鲫、A 系和 D 系银鲫亲缘关系次之, 与白鲫的亲缘
关系最远。而彭泽鲫、A系和 D系银鲫三者则表现
为是一个相同的鲫鱼品系。 

3  讨  论 

3.1  7个鲫鱼品系线粒体 DNA控制区结构特征分析 
本实验对比哺乳动物线粒体 DNA 控制区结构, 

并参照其他鱼类序列, 首次识别了 7 个鲫鱼品系的
中央保守区序列 CSB-D、CSB-E、CSB-F 和保守区
序列 CSB-1、CSB-2、CSB-3, 并且给出了识别 7个
鲫鱼品系中央保守区序列 CSB-D、CSB-E、CSB-F
和保守序列 CSB-1、CSB-2、CSB-3的一般形式。表
3和表 4的数据表明, 7个鲫鱼品系的中央保守区和

保守区序列元件都具有极高的保守性。近年来, 大
量的研究表明, 至少在脊椎动物中, 线粒体的结构
是相似的, 一些序列非常保守, 在鱼类、鸟类和哺乳
动物中都有存在, 经受了强烈的自然选择压力, 被
认为是功能单位。因此, 在进行鱼类线粒体 DNA控
制区的研究时, 我们识别的这些功能单位是有着重
要参考价值的。 

线粒体 DNA 控制区的终止序列区是最容易发
生变异的区域, 在这一区域我们找到了与终止相关
的序列 TAS (TACAT), 而且还发现多个 TAS 拷贝, 
这与Yang, et al. [23]发现的在同一物种内部 TAS的拷
贝数存在个体差异的结论相一致。本实验我们在同

为一个物种的 7 个鲫鱼品系中发现白鲫为 2 个 TAS
拷贝, 而其他 6 个鲫鱼品系有 3 个 TAS 拷贝, 多个
TAS 拷贝的出现可能是终止序列复制的结果。一般
认为, 在终止序列区, 只有一个 TAS 与它的反向互
补序列 ATGTA一起构成 ETAS的主体行使功能, 而
其他复制的 TAS不行使功能[11]。 

3.2  7个鲫鱼品系的起源与遗传关系分析 
线粒体控制区序列由于其进化速度快, 遗传变

异大, 因此非常适合于物种内的遗传分化和遗传关
系研究[3]。本实验利用 7 个鲫鱼品系的线粒体控制
区序列, 探讨了它们的起源和相互间遗传关系。从
表 2数据看到, 在 7个鲫鱼品系中, 红鲫、洞庭青鲫
二者与白鲫的分歧率均较大, 分别为 5.7%和 5.6%, 
而与普通鲫的分歧率很小, 分别为 0.1%和 0.7%, 系
统进化树也显示红鲫、洞庭青鲫和普通鲫三者间具

有极近的亲缘关系, 推测红鲫和洞庭青鲫均直接起
源于普通鲫, 而它们与白鲫的亲缘关系较远, 可能
有着不同的遗传起源。 
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彭泽鲫、A系和 D系银鲫都是行雌核发育的三
倍体鲫鱼 , 关于雌核发育三倍体鲫鱼的遗传起源 , 
有报道认为它们是由二倍体鲫鱼在一定的条件下

(如环境急变, 天然杂交或产生未减数的二倍体配子)
演变而来[17, 24, 25], 因此它们与二倍体普通鲫仍然保
持着比较亲近的遗传关系。本实验利用线粒体 DNA
控制区对彭泽鲫、A系和 D系银鲫三个三倍体鲫鱼
品系与二倍体普通鲫进行序列相似性比较, 相似率
高达 97%, 这一结果与上述三倍体鲫鱼起源于二倍
体普通鲫的报道是相符合的。洞庭青鲫是新近发现

的一个优良鲫鱼品系, 本实验及先前的研究结果均
证实了其为一个染色体数目稳定(2n=100)的二倍体
鱼, 至于在今后的养殖生产中洞庭青鲫是否会发生
类似银鲫的遗传分化, 我们将密切加以关注。 

对于彭泽鲫、A 系和 D 系银鲫的相互关系, 有
报道表明彭泽鲫与 A系银鲫具有基本相似的遗传背
景, 是属于银鲫的一个地方品系[26, 27], 而 A 系和 D
系银鲫则是直接由银鲫种群内的遗传分化产生[28]。

如果彭泽鲫和 A系、D系银鲫都起源于银鲫的结论
正确, 根据银鲫的雌核发育生殖方式和线粒体的母
性遗传特性, 则它们在线粒体 DNA 遗传上具有完
全的一致性。本实验彭泽鲫、A系和 D系银鲫线粒
体 DNA 控制区序列比较完全相同的结果恰好证实
了上述推论。当然也不排除由于异源基因的影响银

鲫雌核发育子代线粒体出现序列变异的情况。 
此外, 从图 2线粒体 DNA控制区序列比对数据

可见, 尽管不同的鲫鱼品系同属一个相同的物种 C. 
aurutus, 而且在线粒体 DNA 控制区有着相似的保
守序列元件, 但是这些鲫鱼品系在线粒体 DNA 控
制区上仍然存在着碱基位点差异, 这些差异可以作
为区分不同鲫鱼品系的分子遗传标记。 
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COMPARATIVE ANALYSIS OF THE MITOCHONDRIAL DNA CONTROL REGION IN 
DONGTINGKING CRUCIAN CARP AND OTHER SIX STRAINS OF CARASSIUS 

AURATUS  

LIU Liang-Guo1, YANG Pin-Hong1, 2, WANG Wen-Bin1, WANG Xiao-Yan2, XIE Chun-Hua2 and LI Meng-Jun2 
(1. College of Life Science, Hunan University of Arts and Science, Changde 415000;  
 2. Hunan Province Fisheries Engineering Technological Centre, Changde 415000) 

Abstract: In this study, the complete fragment of the mitochondrial DNA control region were amplified using the ge-
nomic DNA of Dongtingking crucian carp (Carassius auratus Dongtingking variety) and Pengze crucian carp (Caras-
sius auratus of Pengze). The PCR products were ligated and sequenced to the plasmid of pMD18-T Vector by the 
method of direct cloning, and then, the base composition, variation, sequence structure and phylogeny of the mitochon-
drial DNA control region were compared and analyzed among seven strains of Carassius auratus (Dongtingking crucian 
carp, Pengze crucian carp, crucian carp, Red crucian carp, Japanese crucian carp, Silver crucian carp clone A and D). In 
the seven strains of Carassius auratus, the percentages of average base compositions of the mitochondrial DNA control 
region were A (32.7±0.16)%, C (20.4±0.37)%, G (14.1±0.08)% and T (32.8±0.36)%, respectively, the sequences percent 
divergences were between 0—5.7%, the highest percent divergence (5.7%) was between Red crucian carp and Japanese 
crucian carp, and the lowest percent divergence (0) was among Pengze crucian carp, Silver crucian carp clone A and D. 
The percent divergence between Dongtingking crucian carp and Japanese crucian carp was 5.6%, which was 2.2% 
among Dongtingking crucian carp and Pengze crucian carp, Silver crucian carp clone A and D, 0.8% between Dong-
tingking crucian carp and Red crucian carp, and 0.7% between Dongtingking crucian carp and crucian carp. Compared 
with the mitochondrial DNA control region in mammalian and other fishes, the extended terminal associated sequences 
(ETAS), central conserved sequence blocks (CSB-F, CSB-E, CSB-D), conserved sequence blocks (CSB-1, CSB-2, 
CSB-3) and putative promoters of the mitochondrial DNA control region in the seven strains of Carassius auratus were 
observed. Analysis of the sequences percent divergences and phylogeny indicated that the Dongtingking crucian carp 
had a extremely close relationship with crucian carp and Red crucian carp, taking the second place with Pengze crucian 
carp, Silver crucian carp clone A and D, and had a farthest relationship with Japanese crucian carp. Moreover, the con-
sistent similarity and percent divergence of the mitochondrial DNA control region among Pengze crucian carp, Silver 
crucian carp clone A and D demonstrated that they were the same strain of Carassius auratus. 
 
Key words: Carassius auratus Dongtingking variety; Strains of Carassius auratus; Mitochondrial DNA; Control region; 
Phylogeny 
 


