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长江口额属鱼类线粒体 DNA 控制区结构分析
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摘 要:测定了 21 尾长江口跻属鱼类 mtDNA D-loop 区全序列，长度在 1 233 - 1 372 bp 之间，其中凤跻长达

1 372 bp ，短颁跻为 1 233 bp ，刀跻和湖跻出现长度的异质性现象，各具有 1 271 bp 和 1 233 bp 两种类型。识

别了终止序列区、中央保守区和保守区。终止序列区长 650 -790 坤，包含了多个重复的 ETA5 ，结构为:

TACATAT -一- ATGTATTATAT。全序列 21 次转换中的 17 次和 9 次颠换中的 7 次都发生于该区。终止区还

包含 140 个多态位点和 97 个系统发育信息位点，分别占整个 D-loop 区相应位点的朋.9% 和 78.9% 。中央保

守区中的 C5B-F ， C5B-E 、 C5B-D 等保守序列分别为 C5B-F: 生TGT生旦工生AGAGACCACç ，

C5B-E: 生豆豆GACAACTAπGT豆豆豆豆豆， C5B-D:工生TTCCTGGC生TCTGGT ，有 24 个多态位点和 18 个系统发育信

息位点来自该区。在保守区识别了 C5B1、 C5B2 和 C5B3 ，序列为 C5Bl: TT-ATAGAAGA-T-ACATAA , 

C5B2:AAACCCCCTTACCCCC ， C5B3:TGTCAAACCCCGAAA ，仅有 9 个多态位点和 8 个信息位点。研究表明

D-loop区的序列变异主要来自终止序列区。
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Abstract: We determined 21 mtDNA control region (D-loop) sequences of three Coilliαspecies in Yangtze 

River estuary , to analyze their sequence structure. Sequence lengths of the D-loop region ranged from 1233 bp 

(c. brachygnαthus) to 1372 bp (c. mystus) , and two types of sequence lengths (1233 bp and 1271 bp) 

were found both in C. n刨出 nasus and C. nαsus taihuensis. However , there were only 33% individuals with 

sequence length as 1271 bp in C. nωωnω时， while in C. nas旧归ihuensis its proportion was higher than 

679毛. The three domains of the D-loop region were recognized , and they were ETAS (Extended Termination 

Associated Sequence) domain , Central Conserved domain and Conserved Sequence Block domain. The ETAS 

domain ranged from 650 bp to 790 bp including several repeated core sequence of TAS. The consensus 
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sequence of ETAS in Coillis fishes was derived as TACATAT 一一- ATGTATIATAT. In the ETAS region , 

transition occurred 17 times (21 in total) and transversion happened 7 times (9 in total) , besides 140 

variable sites (80.9% of the total) and 97 parsimony-informative sites (78. 9% of the total) were found in 

this region. In Central Conserved region , several conservative sequences were recognized: CSB-F: 

ATGTAGTAAGAGACCACC , CSB-E: AGGGACAA CTATIGTGGGGG , CSB-D: TATICCTGGCATCTGGT. 

The陀 were 24 variable sites (13.9% of the total) and 18 parsimony-informative sites (14.6% of the total) in 

Central Conserved region. In the conserved region three conservative sequences were found , they were CSBl : 

TI-AT AGAAGA-T-ACATAA , CSB2: AAACCCCCTIACCCCC , CSB3: TGTCAAACCCCGAAA. There were 

only 9 variable sites (5. 2% of the total) and 8 parsimony-informative sites (6. 5% of the total) in this 

region. Considering the results listed above , we can draw a conclusion that in the D-loop region of the genus 

Coil的， sequence mutation occur它d mainly in the ETAS domain. 

Key words: Coiliαfishes; mitochondrial DNA control region; sequence length heteroplasmy; Yangtze River 

estuarγ 

长江口分布有凤跻( Coilia mystus) 、刀锵( C. coiliα coiliα) 和短颁跻(C. brachygnath山)等 3 种筋属

鱼类[1 - 3 J 。凤鳞俗称烤子鱼，是在河口产卵的短距离泪游鱼类，也是目前长江口捕捞产量最高的经济鱼

类之一[4J 。刀费开也称刀鱼，是一种过河口性溯河产卵的泪游鱼类，每年的 2 -5 月在长江口形成渔汛。
生殖泪游中的刀跻，肉质细嫩腆美，是长江口最负盛名的名贵水产品之一[3 ，5]O 同时，在太湖等长江下

游湖泊，还分布有一种定名为湖跻(c. coiliαtαihuensis) 的非泪游型刀矫亚种[6J 。短顿跻为定居性鱼类，

与刀僻的主要形态区别是上领骨后延较短。线粒体 DNA(mtDNA)是存在于线粒体内的核外遗传物质，

进化速度快，能反映较短时间内的进化事件。控制区( D-loop 区)是 mtDNA 中进化速度最快的部分，被

较多地应用于群体遗传学和种下系统学研究[7 口]。本研究通过对 D-loop 区序列的分析，试图从分子水

平上揭示长江口跻属鱼类、特别是刀跻与湖跻在遗传结构上的异同，为丰富鱼类 D-loop 区结构与功能

的研究积累资料，也为进行中的刀跻人工繁殖提供种质选择依据。

1 材料与方法

1. 1 材料

刀锵采自长江靖江段和九段沙水域，湖跻采自太湖长兴水域和淀山湖水域，短顿跻与凤跻均采自长

江靖江段(表 1) 0 标本用 95% 的乙醇固定，随机选取 21 尾个体用于测序。

1. 2 方法

1. 2.1 DNA 提取、PCR 扩增、纯化及测序

总 DNA 提取采用传统的"酣-氯仿"法。 PCR 反应使用大约 50 ng 基因组 DNA 作模板，扩增体系

为 50μL，其中 10 x Buffer 5μL ， dNTPs 2μL( 各 2.5 mmoVL) ，引物各 IμL ，f<αg 酶 2.0 U。扩增 mtDNA

控制区序列的引物序列为: DL1 : 5' -ACC CCT GGC TCC ACC AGC-3' 和 D曰: 5' -ATC TIA GCA TCT 

TCA GTG-3' ，分别位于 D-loop 区两端的脯氨酸和苯丙氨酸的 tRNA 上 [IIJ 。反应条件为 :95 OC 预变性

5 min ，然后 30 个循环包括 :95 "c变性 40 s ,55 "c退火 40 s ,72 OC 延伸 mln ，最后再 72 0C延伸 5 mino 

扩增产物用上海生工的 UNIQ-lO柱式 DNA 胶回收试剂盒进行回收，然后送上海生工生物技术公司测

序。

1.2.2 序列分析
控制区序列的对位排列( alignment )使用 Clustal X 软件[叫，并在 SEAVIEW 程序[臼]中辅以于工校

正。以两个 tRNA 的结束分别作为控制区的起点和终点，以 ECSB-F 、 CSBl 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。用 MEGA3.0[叫软件对序列的碱基组成和变异进行统计。
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表 1 研究所用样本的物种名、编号、采集地、采集时间及体长
Tab. 1 Species , numbers , collection localities and time , body length in the present study 

物种名及编号 采集地 采集时间 体长( cm) 

丰 Coilia nαsU.l l 丸段沙 2003 年 l 月初 13.5 
C. nαsus2 向上 同上 15.0 
C. nαSIL，3 向上 同上 16.5 
C. nαsus4 同上 同上 14.0 
C. nαsus5 长江靖江段 同上 29.5 
C. nα.lu.s6 同上 2003 年 4 月初 25.0 
C. nasus7 同上 同上 22.0 
C. nαsus8 长江靖江段 2003 年 5 月初 24.0 
C. nαsus9 同上 同上 28.5 
C. nasus tαihllen.s isl 太湖长兴水域 2002 年 l 月初 21. 5 
C. nas旧阳的旧时is2 同上 同上 14.0 
C. nasus taihlle旧叶 长江靖江段 2003 年 l 月初 12.0 
C. nasus tαihuensis4 太湖长兴水域 同上 12.5 
C. nasus taihuensis5 长江靖江段 同上 15.5 
C. n旧us taihuer口口6 青浦淀山湖 2003 年 4 月中旬 18.0 
C. nαsus tαihuensis7 同上 同上 16.0 
C. nasus tαihuens口8 太湖民兴水域 2003 年 10 月初 14.5 
C. nasus tαihuensis9 同上 同上 18.0 
C. bmchygnαthus 长江靖江段 2003 年 I 月初 19.0 
C. mystusl 同上 2003 年 5 月初 13.5 
C. mystus2 同上 同上 14.0 

注: *表示刀跻的指名亚种

2 结果与讨论

2.1 D-loop 区序列长度和碱基组成

获得的 21 尾长江口跻属鱼类 mtDNA D-loop 区全序列长度在 1233 -1372 bp( 表 2)0 其中以凤跻

D-Loop 的序列为最长，全长达到了 1 372 bp;短假跻的 D-Loop 区长度最短，为 1 233 bpo 刀僻和湖跻的

群体内均出现了长度的异质性现象，具有 1 271 bp 和 1 233 bp 两种长度类型，分别有 33% 的刀跻个体

和 679毛的湖跻个体全长为 1 271 bp ，而 679毛的刀鳞和 33% 的湖驾齐个体全长为 1 233 bp 。

表 2 三种跻属鱼类 D-Ioop 区序列长度和耐基频率
Tab.2 Seguence lengths anf base freguencies of three Coilia species 

T% C% A% G% 长度

Coiliα nasωl 33.6 18.7 33.3 14.4 1271 
C. n旧旧2 33.5 18.8 33.3 14.4 1271 
C. n旧旧3 33.6 18.7 33.3 14.4 1271 
C. n山山4 33.0 19.2 33.2 14. 5 1 232 
C. nasus5 33.1 19.2 33.3 14.4 1233 
C. n旧旧6 32.9 19.3 33.3 14.4 1 233 
C. nasus7 32. 7 19.6 33.6 14.1 1233 
C. nαsus8 33.0 19.2 33.5 14. 3 1 233 
C. n旧旧9 32.6 19. 3 33.8 14. 3 1 233 
C. nasus tαihuensis1 33.3 19.1 33.2 14. 5 1233 
C. nωus taihuensis2 33.2 19.1 33. 2 14. 5 1 233 
C. nasus tαihuer臼臼3 33.3 19. 1 33.4 14.2 1271 
C. n旧旧阳的ue旧is4 33.1 19.2 33.3 14.4 1 233 
C. n旧旧 tαihuensis5 33.1 19.0 33.8 14.1 1272 
C. n旧旧 tαihue旧臼6 33.1 19.0 33.6 14.2 1 271 
C. nαsus tαihuen.s is7 33.2 18.9 33.6 14.3 1270 
C. n旧旧 tαihue旧口8 33.3 19.0 33.3 14.4 1271 
C. nas旧阳ihue旧is9 33.4 18.9 33.3 14.4 1269 
C. bmchygnathus 33.3 19.1 33.5 14.0 1 233 
C. mystus1 33.0 19.4 34.2 13.4 1370 
C. mystus2 32.9 19.5 34.3 13.3 1372 
Avg. 33.2 19.1 33.5 14.2 1262 
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目前，从元脊椎动物的果蝇(Drosophila mωritiana) 到脊椎动物的日本狲猴(M，αcαca fuscαtα) 都发现

有 mtDNA 的长度异质性现象，鱼类的白自卢 (Morone Americanα) 、溪刺鱼 (Culaea inconstα旧)、大西洋自主

(Gαdus morhua) 、美洲西排(Alosαsα:pid山mα) 、小鲤( Cyprinella spilopterα) 以及饵形目的一些种类中也发

现有长度异质性现象[l7]O 王伟等[ 10] 报道 8 种锹壁亚科鱼类的 D-Loop 序列长约为 1 kb ，张燕等[ 12] 测得

20 种趾形目鱼类 D-Loop 全序列在 866 - 942 bp 之间，刘焕章[门]报道 3 种螃鲸鱼类 D-Loop 全序列长度

在 915 - 1 125 bp 之间。因此，与国内其他研究相比，长江口跻属鱼类的 D-Loop 区序列明显较长，但仍

未超过 Lee 等[ 18] 研究的 1 500 bp 的上限。

21 条 D-loop 区全序列共检测到多态位点 (variable sites) 173 个，占所有位点的 13.6% ;信息位点

(parsimony-informative sites) 123 个，占总位点数的 9.7% 0 平均碱基含量为 T = 33.2% , C = 19. 1 % , 

A 二 33.5% ， G 二 14. 2 % ; A + T = 66. 7 %恰好为 G+C=33.3% 的两倍(表 2) 。转换( transition) 共发生了

21 次，包括 12 次 T 和 C 间转换和 9 次 A 和 G 间转换。颠换( transversion) 共发生了 9 次，包括 4 次 T 和

A 颠换、2 次 T 和 G 颠换和 3 次 C 和 A 颠换。转换与颠换的比值为 2.2 0

2.2 D-loop 结构分析

D-loop 区又称控制区，是 mtDNA 的复制起始

点，也是其中变化最快、最复杂的区域，因此成为

mtDNA 研究中的热点[11] 。在哺乳动物的 D-loop 区

中，己识别出了众多的功能保守序列，并将控制区分

为终止序列区 (extended termination associated 

sequences , ET AS )、中央保守区 (central conserved 

region) 和保守区 (conserved region) [19 -20] 。刘焕

章[11] 对照哺乳动物 D-loop 区的结构，在螃敏亚科中

识别出了各功能单位，并给出了保守序列的普遍形

式和不同区域的划分标志。参考已有的研究，本文

在跻属鱼类中识别了 D-loop 区的三个区域和其中

的一些保守序列。

2.2.1 终止区序列结构分析

终止区是 D-loop 区中变异最大的部分，又称高

变区 (hypervariable domain) ，它包含了与 DNA 复制
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图 l 跻属三种鱼类 D 一 Loop 终止区序列比较

Fig. 1 Comparison of mtDNA D -loop ETAS of 

three Coilia species 

终止相关的序列 (termination associated sequences , E亘可表示 ET峭的起始序列，下划线表示盯AS 内的核心序列
TAS) 0 在不同的物种中 TAS 的变异较大，其主体的 ATGCAT 表示最后→个 ETAS 的特征序列，斜体表示凤跻 ETAS 的

突变序列
核心序列是 TACAT 和它的反向互补序列Ù ATGTA , 
两者可形成发夹结构[20]O

长江口几种跻属鱼类的终止区中包含有大段序列的插入和缺失，长度范围在 650 -790 坤，在其中

识别出多个重复的终止相关序列 ETAS ，刀跻和湖跻有 5 到 6 个这样的重复，而凤驾齐多达 8 个，变异多由

这些重复序列产生。如图 1 中方框间的序列所示，其结构为: TACATAT - - - - - - -

ATGTATTATAT，这与刘焕章[11] 在螃触鱼类识别的序列有部分出人。值得注意的是，在凤跻的重复序列

中， ATGTAT 均突变为 ATGCAT，这些片段正好可形成自身互补(图 l 阴影部分) ，这与其他类群有较大

差异。

2.2.2 中央保守区结构分析

在整个控制区序列中，中央保守区被认为是最为保守的区域。如图 2 中的方框和阴影所示。在鳞

属的该区域中，我们识别了如下保守序列 (conserved sequence blocks , CSB): CSB - F: 
ATGTAGTAAGAGACCACC , (该序列被认为是区分终止区和中央保守区的标志); CSB-E: 

生豆豆豆ACAACTAπ旦旦旦旦(下划线部分为识别标志); CSB-D: 卫TTCCTGGC生卫TGGT，这与刘焕
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章[1门描述的鱼类普遍序列有部分出人。
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CSB F 800 

AACATT ACTCGGT A TTCCCTT A TTTI出TGTAGTAAGAGACCACdilACCAG

AACA TT ACTCGGTA TTCCCTT A TTT AA TGT AGT AAGAGACC ACCAACCAG 

AAC A TT ACTCGGT A TTCCCTT A TTT AA TGTAGT AAGAGACCACCAACCAG 

AACA TT ACTCGGT A TTCCCTT A TTT AA TGT AGTAAGAGACCACCAACCAG 

CSB-E50 

TATAATTA记GCATATCATGAATGAT AAGATqAGGGACAACTATTGTGGI 

TAT AA TT A -GCGCA TATCA TGAA TGA T AAGATCAGGGACAACTA TTGTGG 

TAT AA TT A -GCGCA TATCA TGAATGA T AAGA TCAGGGACAACTA TTGTGG 

TAT AA TT AAGCGCA T ATCA TGAA TGA T AAGATCAGGGACAACTA TTGTGG 

CSB D 900 

囚rCTCAωAATGAA你川C肌ATCTGG市CCTACTTCAω町
GGGTCTCACAGAA TGAACT A TTCCTGGCATCTGGTTCCT ACTTCAGGGCC 

GGGTCTCACAGAA TGAACT A TTCCTGGCATCTGGTTCCT ACTTCAGGGCC 

GGGTCGCACAGAA TGAACT A TTCCTGGCATCTGGTTCCTACTTCAGGGCC 

图 2 跻属三种鱼类 D-L口op 中央保守区序列比较
Fig. 2 Comparison of central conserved region 

(CCR) of mtDNA control region 
示中央保守区的起始序列，口示中央保守区核心序列

2.2.3 保守区结构分析
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E写B1150

TTT M TGTTCAATACTTCATCAAC叫TTCATAGMGAA TCACAT AI\I(.TGAT 

TTT ̂ ^ TGTTCAATACl寸CATCAACATTCA T A队AGAATTACATAACTGA1'

TTTAATGTl二飞ATACTTCATCAACA TTCATAGAAGAA TT ACAT AACTGAT 

TT A^^ TA TCCAA TACTTC A 1'CAACA TTGA TAGAAGACTT ACA T A町 TGAT

1200 

A TCATGTGC1I T AAGGTTTT A TTCCTT ACTCC ACAAC ACCCT A TT 11 T AGTG 

A TC ATGTGCA TJ\J\GGTTTTA TTCCTT ACTCCACAACACCCTA TTATAGTG 

A TCATGTGCAT AAGGTTTT A TTCCTTACTCCACAACACCCT A TT AT AGTG 

ATCAAGTGCA TAAGGTTTT A TTCCTT AC1'CCACA,\ T ACα:TATTAT/\GTG 

CS日 125 口

CCCα:CC川CααC C'丁:T阳f

CCCCCCCTGCCT ACGAAAA TT八ACTTTTT-CGCGCGTI\TA飞AACCCCCTTA

CCCCCCCTGCC、寸TACGAAAAl丁TAACTTTTT-CG证汇CGC 丁 TA 丁，\飞 ，1Mι;CCCC'rT 八

CCCCCCCTGCCT ACGAAAA TT AACTTTTTTCGCGCGTA T A^^CCCCCTTA 

CSB3 1300 

~ACGACCCAGACAAGTCTATTTTCAT~豆豆~CA
CCCCCTACGACCCAGACAAGTCTATTTTCATCTGTCAAACCCCGAAACCA 

CCCCCT ACGACCCAGACAAGTCT A TTTTCA TCTGTCAAACCCCGAAACCA 

CCCCCTACGACCCAGACAAGTCTATTTTTATCTGTCAAACCCCGAAACCA 

图 3 跻属三种鱼类 D-Loop 保守区序列比较
Fig.3 Comparison of conserved region (CR) of 

mtDNA control region. 
示保守区的起始序列，口示保守区核心序列
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保守区包含有重链的复制起始点、重链和轻链的启动子、以及三个保守序列 CSBl 、 CSB2 和 CSB3 。

其中 CSBl 是区分保守区和中央保守区的标志，但变异较大，不易识别，在鱼类中仅有雅罗鱼和螃触类

被成功识别的报道[11] 。对照螃触类的 CSB1 ，我们在位置相当处识别了一段类似序列 TI-ATAGAAGA

T-ACATAA(下划线处为与螃触类 CSBl 相似部分) (图 3)0 CSB2 与 CSB3 都比较保守，容易识别，其序

列分别为 :AAACCCCCTIACCCCC 和 TGTCAAACCCCGAAA。

2.3 D-loop 各区域碱基组成分析

2.3.1 终止区碱基频率

由表 3 可见，21 尾跻属鱼类终止区 A+T 的平均含量高达 74.3% ，其长度占了全序列的一半以上，

且不同种类间序列变化幅度超过 100 坤，约占该区长度的 20% 。另外，全序列 21 次转换中的 17 次和 9

次颠换中的 7 次都产生于这一区域。该区还包含了 140 个多态位点和 97 个信息位点，分别占整个

D-loop区多态位点和信息位点的 80.9% 和 78.9% 。表明终止区是 D-loop 区序列变异的主要区域。

表 3 D-Ioop 序列三个区域的平均耐基频率和序列长度

Tab.3 A verage base frequency and sequence length of three domains of mtDNA D-Ioop region 

种类 区域

c. nα旧 ETAS

C. naus tαihue旧日

C. brachygnathus 

C. myst山

C. nα山

C. nα ustα仇ue旧臼

C. brachygnathus 

C. mystω 

C. nα山

C. 四旧 tαih旧时臼

C. brachygnαthus 

C. mystus 

CCR 

CR 

T% C% 

34.9 14.2 

35.0 14.2 

35.6 13.9 

34.4 15.5 

31. 6 23.8 

31. 7 23.8 

31. 4 24.0 

30.7 24.9 

29.1 26. 7 

29.1 26.7 

28.7 27.1 

30.1 25.5 

A% G% 长度

39.4 11. 5 657/695 

39.3 11. 5 657/695 

39.9 10.6 657 

39.9 10.2 793/794 

25.2 19.4 340/341 

25.2 19.3 3411342 

24.9 19.7 341 

25.4 19.0 342 

28.7 15.4 247 

28.7 15.4 247 

28.7 15.4 247 

28.7 15.8 247/248 
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2.3.2 中央保守区和保守区碱基频率

由表 3 可以看出，与终止区相比，A+T 的含量在这 2 个区中明显下降，而 A 的下降幅度最大，由终

止区的 39.9% 降到中央保守区的 25.2% 0 在中央保守区中，产生了 24 个多态位点和 18 个信息位点，

分别占整个 D-loop 区多态位点和信息位点自"1l3.9% 和 14.6% 0 而在保守区中，多态位点和信息位点分

别只有 9 个和 8 个，仅占整个 D-loop 区相应位点的 5.2% 和 6.5% 0 由此可见，在长江口的跻属鱼类中，

保守区的碱基序列似乎比中央保守区更为保守。

2.3.3 碱基组成与序列变异

根据 DNA 碱基配对原则，A 与 T 配对形成两个氢键，G 与 C 相配形成三个氢键，所以 GC 之间的连

接较为稳定。在测得的 21 尾 D-Loop 序列中， A +T 的平均含量为 66.7% 。在产生大部分变异的终止

区， A +T 的含量高达 749毛;而在相对保守的中央保守区和保守区，这二比值降到了 56.7% 和 57.9% 0 

所以， A +T 的含量可以反映出序列的变异性，具有高比例的 A+T 可能是 D-Loop 序列变异较快的原因

之一。刀跻与湖跻个体间的碱基含量几乎二致，没有差别。在 18 尾刀跻和湖跻个体中共产生了 8 次转

换，2 次颠换。而将短顿跻统计在内，转换共有 9 次，颠换仍为 2 次。若将凤费开也统计在内，则转换共为

21 次，颠换为 9 次。可见，风跻与刀鳞间的遗传距离要大于短领跻与刀跻间的遗传距离，而湖跻与刀跻

间的遗传距离比另两者间更小。

本文承中国科学院水生生物研究所刘焕幸研究员审阅，特此致谢。
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