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太湖新银鱼线粒体DNA物理图谱及分析①

谢志雄 杨代淑 熊全沫 郝广勤 张德春

（武汉大学生命科学学院，武汉 430072)

摘 要 采用改进的碱裂解法制备太湖新银鱼线粒体DNA，构建其PvuII , BamHl. Xhol, Sa几

EcoRI和Pst I等6种限制性内切酶的物理图谱。比较了继形目3种鱼的线粒体DNA物理图谱，根据限

制性位点差异法计算它们之间的遗传距离，利用UPGMA聚类分析法构建分子聚类图，结果表明：红

点蛙属与大西洋蛙先聚在一起，再与太湖新银鱼相聚，前两者间遗传距离为 12.23 ，亲缘关系较近，

太湖新银鱼与这两者间的遗传距离为21.36%，亲缘关系较远，表明银鱼科与链科分离较早。
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Abstract The mitochondrial DNA(mtDNA) from Neosalanx taihuensis Chen was prepared by the im-

proved alkaline lysis procedure. The cleavage sites map of six kinds of restriction endonucleases(Pvu且，

BamHl, Xhol, Sall, EcoRI and Psil) was determined. The physical maps of mtDNAs from N. taihuensis

Chen, Salvelinus taxa and Salmo salar were analyzed, Genetic distances between mtDNAs were calculated

by the formula of Nei and Li (1979). Phylogenetic reconstruction method, UPGMA, was used to analyze

the genetic relationships and the molecular dendrogram was established and revealed: the genetic distance

between Salvelinus taxa and Salmo salar is 12.23% and that between N. taihuensis Chen and Salvelinus

taxa--S. salar is 21.36%. Thisc indicates that Salangidae diverged from Salmoninae earlier

Keywords Neosalanx taihuensis Chen, Mitochondrial DNA, Physical map

动物线粒体DNA(mitochondrial DNA, mtDNA）一般是共价闭合的环状双链DNA，基因组结构简单、稳

定，遗传上具有相对自主性，遵循母性遗传方式，进化速度快〔’〕，而且mtDNA的限制性内切酶图谱具有相对

的科属稳定性，这些使得 mtDNA成为研究物种起源、遗传分化和系统进化的良好模型。

太湖新银鱼 （Neosalanx taihuensis Chen）属鱿形目 （Salmoniformes)、胡瓜鱼亚目 （Osmeroidei),银鱼科

(Salangidae),新银鱼属(2)。有关银鱼科的分类尚无定论，新银鱼属中的分类情况尤为复杂〔3.4)。银鱼具有幼

态持续现象 （neoteny) 0 1925年Jordan最早提出银鱼的骨骼几乎没有骨化，Berg指出银鱼似乎是幼态持续的鱼

类，伍献文等明确提出银鱼具有幼态持续现象〔s)。对银鱼幼态持续机制与进化关系的研究，有助于阐明个体发
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育过程中基因的表达调控及各器官系统发育协调的机制及其在进化过程中所起的作用。有关银鱼幼态持续现象分

子水平的研究工作已有报道〔6)，但有关其mtD NA方面的研究工作还未见报道．本实验采用改进的碱裂解法制

备太湖新银鱼mtDNA，构建了其6种限制性内切酶的物理图谱，结合红点娃属 （Salvelinus taxa）和畦属

(Salmo）的大西洋蛙(Salmo salar)的mtDNA物理图谱进行比较分析，从分子水平为其分类及系统进化的研

究提供资料，初步探讨了这些鱼类mtDNA间的趋异性及其进化地位，为银鱼幼态持续机制及避形目鱼类的系

统分类和遗传进化等方面的深人研究积累资料。

1材 料 和 方 法

1.1材料来源

太湖新银鱼于1994年11月和1995年11月取自湖北省广水市徐家河水库，起网后液氮冷冻，-37℃保存备

用。

1.2 mtDNA的制备

太湖新银鱼mtDNA制备方法参照Tamura和Aotsuka (7)的方法改进，mtDNA限制性内切酶酶切、片段

大小的确定及物理图谱构建参照戴建华等〔8，的方法。

1.3遗传分析

参考有关文献〔9. 10)，结合红点鲜属和大西洋蛙mtDNA的物理图谱进行比较分析，按Nei和Li川〕建立的

．‘利用限制性内切酶研究遗传差异的数学模型”，依据限制性位点差异法计算各物种mtDNA间的遗传距离，采

用UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic mean)聚类分析法（12〕构建分子聚类图。

2结 果 与 讨 论

2.1 mtDNA限制性内切酶酶切电泳图谱

根据电泳结果测得太湖新银鱼mtDNA分子大小为17.12kb，与文献报道的动物mtDNA分子大小在15.7--

19.5 kb之间的结果相符〔’〕。太湖新银鱼mtDNA限制性内切酶酶切电泳图谱见图1; mtDNA经6种限制性内切

酶酶切产生的片段大小见表 1.

图1 太湖新银鱼mtDNA限制性内切酶酶切电泳图谱
x. ).DNA/ Hind1II；1: a, b. PvuH；2: a. EcoRI;

b. Pstl; c. BamHl; d. Xhol; e. Sall.
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表 1 太湖新银鱼mtDNA限制性片段大小（kb)

酶、片段 A B c D E F 合 计

Sall 17.12 7.74 2.67 2.29 0.88 17.12 

Xhol 17.12 6.08 2.14 1.99 17.12 

Pvuu 17.12 3.91 17.12 

BamHI 9.37 17.11 

EcoRI 6.08 17.12 

Pstl 8.21 17.13 

2.2遗传距离
采用双酶法构建的太湖新银鱼mtDNA物理图谱见图2。共有6种限制性内切酶数据，其中红点维属酶切位

点为该属中保守位点或在大多数种间较为保守的位点。参加比较的位点共占mtDNAI14-- 138bp的序列，约占

mtDNA基因组的0.7一O.8%.

mtDNA间限制性位点共享度及限制性位点核昔酸的平均取代值 （遗传距离）见表 2，利用UPGMA聚类

分析法构建的分子聚类图见图3.

F E B F F F E J E 0 B E F

N. taihttensis Chen

Salvelinus taxa

S. salar

图2 畦形目3种鱼mtDNA物理图谱
B二BamH1, E=EcoRl, F＝Pstl, J = Salt, O＝Xhol, P=PvuII；大西洋蛙无Sall数据。

表2 限制性位点核昔酸的平均取代值 （遗传距离）

mtDNA N. taihuensis Chen Salvelinus taxa S. salar

拟 taihuensis Chen 0.2244 0.2308 0.2963 

Salvelinus taxa 0.2027 0,1223 0.4800 

S. salar 

注：对角线右上方为限制性位点共享度，左下方为限制性位点核昔酸的平均取代值几

N. taihuensis Chen

Salvelinus taxa

S. salar

兀％

图3 类平均聚类进化树

红点蛙属与大西洋蛙间mtDNA核昔酸平均取代值为12.23%，与Grewe等（9)整理的蛙科（Salmoninae)

鱼类中红点蛙属与蛙属间mtDNA核昔酸平均取代值11.7％的结果很接近，依据Brown等〔’”提出的’每百万年
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mtDNA平均碱基突变速率为2%”估算，两者分离时间在600万年以前，而太湖新银鱼与这二者间mtDNA核昔

酸的平均取代值为21.36%，分离时间在1100万年前。类平均聚类进化树中，红点蛙属与大西洋肚先聚在一起，

再与太湖新银鱼相聚。

2.3进化速率

利用限制性内切酶研究mtDNA遗传差异的估算中没有将回复突变计算在内，分离时间很长时（超过1 000

万年），估算结果一般偏低〔14)，由此，银鱼科与娃科分离时间应该早于1 100万年前。而且“每百万年mtDNA

平均碱基突变速率为2%”的假设是根据对哺乳类动物mtDNA研究结果推算出来的，不一定符合鱼类mtD NA

的进化速率。

考查的位点所占序列约为 mtD NA基因组的0.7--0,8%，增加限制性内切酶种类，随着考查位点的增多，分

析结果会更接近于实际情况。受材料限制，目前还没有蛙形目中香鱼科 （Plecoglossidae)、胡瓜鱼科

(Osmeridae）及茵鱼科 （Thymallidae）的mtDNA物理图谱的资料，银鱼科mtDNA研究也未见到相关资料，

确定银鱼科在蛙形目中的地位及其系统演化历程还有待更多的工作积累，这里只给出了银鱼科新银鱼属与蛙科两

属间的粗略关系。

lvankov等〔”，’‘，发现白斑红点蛙( Salvelinus leucomaenis）和马苏大麻哈鱼（Oncorhynchus masu）中存在稚鱼

幼态持续现象 （postlarval neoteny )。具幼态持续现象的太湖新银鱼与红点蛙属和大西洋畦间遗传距离分别为

22.44％和20.27 ，相差不大，目前还未见到大西洋鲜存在幼态持续现象的资料，这是否暗示蛙形目中具幼态持

续现象鱼类在亲缘关系上没有紧密联系，这一点还需对银鱼科和鱿形目中其他科属 （如Oncor枷nchus）鱼类作

进一步比较研究才能确定。
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