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方向为水产遗传育种。

卵形鲳
!

线粒体１６ＳｒＲＮＡ基因全长序列的克隆与分析
彭金霞，彭　敏，陈秀荔，蒋伟明，杨春玲，李咏梅

（广西水产研究所，广西 南宁　５３００２１）

摘要：根据近源物种线粒体序列的同源比对，在１６ＳｒＲＮＡ基因上、下游保守区域各设计１对通用引物。ＰＣＲ扩增
获得特异的ＤＮＡ片段，经克隆、测序和比对证实，该片段包含了卵形鲳

!

（ＴｒａｃｈｉｎｏｔｕｓｏｖａｔｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ）线粒体１６Ｓ
ｒＲＮＡ全长序列１７２５ｂｐ。对５个个体分别测序比对，发现卵形鲳

!

１６ＳｒＲＮＡ基因在钦州湾种群个体间存在至
少７个变异位点，使５个个体分别具有５种不同的单倍型。将卵形鲳

!

与
!

科其它种的１６ＳｒＲＮＡ序列进行比
对，构建鲳

!

科的系统进化树，支持
!

科下设４个亚科（
!

亚科、餷亚科、鲳
!

亚科、?
!

亚科）的分类系统。研究

表明，１６ＳｒＲＮＡ基因既可用于卵形鲳
!

种群遗传多样性分析，又适用于
!

科鱼类的系统进化分析。

关键词：卵形鲳
!

；线粒体；１６ＳｒＲＮＡ基因；克隆
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　　卵形鲳
!

（ＴｒａｃｈｉｎｏｔｕｓｏｖａｔｕｓＬｉｎｎａｅｕｓ）隶属于
鲈形目（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）、

!

科（Ｃａｒａｎｇｉｄａｅ）、鲳
!

亚科

（Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｉｎａｅ）、鲳
!

属（Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｕｓ）（成庆泰和郑
葆珊，１９８７）；卵形鲳

!

又被称为金鲳、短鲳
!

、黄腊

鲳，广泛分布于太平洋、大西洋和印度洋，属暖水性

中上层鱼类，其含肉率高、肉质细嫩、味道鲜美，为名

贵海产经济鱼类。该鱼是海洋捕捞对象，但渔获稀

少。近１０多年来，台湾、海南等地卵形鲳
!

人工育

苗相继获得成功，因而成为我国新开发的养殖品种

（舒琥等，２００７；农新闻等，２００８；刘楚斌和陈锤，
２００９）。线粒体１６ＳｒＲＮＡ基因由于其序列变异丰
富，常被用来阐明种内、种间的遗传多样性和系统进

化关系（孔晓瑜等，２００１；孔晓瑜等，２００２；郭天慧
等，２００４；王庆容和李黛，２００８；林琪等，２００８；王庆
容和李黛，２００９）。本文通过 ＰＣＲ扩增、序列测定
与分析，对卵形鲳

!

的线粒体１６ＳｒＲＮＡ基因进行
了初步研究，以期为今后种质资源保护、遗传育种等

工作提供基础资料和理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
２００８年９月，从广西钦州市钦南区尖山镇陈龙

养殖户池塘采集养殖１２３ｄ的卵形鲳
!

５０尾，取肌

肉组织保存于超低温冰箱（－８０℃）备用。
１．２　实验方法
１．２．１　总ＤＮＡ提取　取肌肉约１００ｍｇ，在１．５ｍＬ
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中剪碎，用含蛋白酶 Ｋ的裂解液（１０
ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ８．０；２ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ；１％
ＳＤＳ）于３７℃ 硝化过夜；次日分别以饱和酚、饱和酚
∶异戊醇∶氯仿（２５∶２４∶１）、氯仿∶异戊醇（２４∶
１）各抽提１遍，然后以１００％冰乙醇（－２０℃）沉淀
ＤＮＡ，干燥后溶于ＴＥ缓冲液中，置 －２０℃冰箱保存
备用。

１．２．２　引物设计　从 ＮＣＢＩ数据库下载了甲若
!

（Ｃａｒａｎｇｏｉｄｅｓａｒｍａｔｕｓ）、黑尻
!

（Ｃａｒａｎｘｍｅｌａｍｐｙ
ｇｕｓ）、竹夹鱼 （Ｔｒａｃｈｕｒｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）等已经完成线粒
体测序鱼类的１６ＳｒＲＮＡ基因区段序列，用 Ｄｎａｍａｎ
软件进行比对。在这些物种１６ＳｒＲＮＡ基因上游５５
ｂｐ和下游 １６ｂｐ位置设计保守引物（１６ＳＦ：５′－
ＡＧＡＡＡＡＧＣＡＴＣＴＣＣＣＴＴＡＣＡＣ－３′；１６ＳＲ：５′－
ＧＣＴＣＴＧＣＣＡＣＴＣＴＡＡＣＡＴＧＣ－３′），以扩增包含１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因的卵形鲳

!

线粒体片段。

１．２．３　ＰＣＲ扩增与片段克隆　以提取的５０个卵形
鲳

!

ＤＮＡ为模板，用引物１６ＳＦ和１６ＳＲ进行 ＰＣＲ
扩增。ＰＣＲ反应体系为：５０μＬ体系中模板 ＤＮＡ约
１００ｎｇ，Ｔａｑ酶（ＴａＫａＲａＬＡＴａｑ）２Ｕ，１０×ＰＣＲ缓冲
液（２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣ１，１００ｍｍｏｌ／ＬＫＣ１，０．１
ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＹ，０．５％ Ｔｗｅｅｎ－２０，
０．５％ ＮＰ－４０，５０％ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ，ｐＨ８．０）５μＬ，ｄＮＴＰｓ
２μＬ（２．５μｍｏｌ／ｍＬ），１６ＳＦ／１６ＳＲ引物各１μＬ。

ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３５个循环，最



后７２℃延伸１０ｍｉｎ；同时设不含 ＤＮＡ模板的空白
对照，扩增产物经１．５％的琼脂糖凝胶电泳检测。

ＰＣＲ产物电泳后，对目的片段进行割胶回收。
目的片段经凝胶纯化试剂盒纯化后，溶于去离子水

中，再与ＰＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ载体４℃连接过夜。取５μＬ
连接产物转化 Ｔｏｐ１０感受态细胞，通过蓝白斑和
ＰＣＲ相结合筛选阳性克隆。
１．２．４　序列测定与分析　每个体选取３个阳性克
隆提取质粒，用Ｔ７、ＳＰ６引物在自动测序仪（Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ３７３０，联合基因）上进行正反双向测序，
再在Ｔ７、ＳＰ６引物测序结果的６００ｂｐ左右分别设计
与Ｔ７、ＳＰ６同向的引物继续测序，１．８ｋｂ序列共测４
个反应，序列拼接时每个反应取６００ｂｐ以前的序列
并对照测序峰图，以保证序列的准确性。

序列的多重比对采用生物学软件 ＣＬＵＳＴＡＬＷ
（ｖｅｒｓｉｏｎ１．８３）来完成。采用生物学软件包 Ｍｅｇａ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｓｏｆｔｗａｒｅｐａｃｋ
ａｇｅ（ｖｅｒｓｉｏｎ４．０），用最大似然法来构建卵形鲳

!

与

其它物种１６ＳｒＲＮＡ基因的进化树，并且通过重复
测试１０００次来评估该进化树的每一个分支的置信
度。

２　结果

２．１　ＤＮＡ片段扩增与克隆
随机选取１个个体 ＤＮＡ样本进行 ＰＣＲ扩增，

产物经琼脂糖凝胶电泳，显示为大小约１．８ｋｂ的清
晰条带，与预期大小一致；然后以５０个卵形鲳

!

个

体的ＤＮＡ为模板分别进行扩增，均获得预期大小的
片段（目的片段约１．８ｋｂ），部分电泳结果见图１。
随机抽取其中５个个体，对其目的条带回收，连接到
ＰＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ载体上，转化筛选阳性克隆，均筛选
到８０％以上的阳性克隆，每个个体选择３个阳性克
隆进行测序。

图１　卵形鲳
!

不同个体的１６ＳｒＲＮＡ
基因扩增后的电泳结果

Ｆｉｇ．１　Ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｉｍａｇｅｏｆ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔＴｒａｃｈｉｎｏｔｕｓｏｖａｔｕｓｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

２．２　序列分析
拼接测序后，经 ｂｌａｓｔ比对发现，引物 １６ＳＦ和

１６ＳＲ扩增的片段包含了卵形鲳
!

１６ＳｒＲＮＡ基因全
长１７２５ｂｐ及上游５５ｂｐ、下游１６ｂｐ的侧翼序列，
如图２所示，箭头显示上下游引物位置。１６ＳｒＲＮＡ
基因序列中４种碱基含量分别为 Ａ－３３．７％、Ｃ－
２５１％、Ｇ－１９．８％、Ｔ－２１．４％；Ａ／Ｔ含量高于Ｃ／Ｇ，
与其它鱼类一致。

共测定了１５个个体的１６ＳｒＲＮＡ基因全长。比
较发现，个体内不同克隆间无序列差异，而５个个
体间存在第７１、７６９、１１５０位等３个Ａ／Ｇ转换位点，
５７８、１１０４位等２个Ｃ／Ｔ转换位点，１０７１位的１个
Ｃ／Ａ颠换位点及１６４４位的 １个 Ｔ碱基插入突变
（图３）。综合来看，５个个体分别具有５种不同的
基因型。因此，１６ＳｒＲＮＡ基因的序列在种群内个体
间存在丰富的变异，适用于种群内遗传多样性分析。

２．３　基于１６ＳｒＲＮＡ序列的鲳
!

科鱼类进化关系

用Ｄｎａｍａｎ软件对卵形鲳
!

及其它鲳
!

科鱼类

１６ＳｒＲＮＡ序列进行比对，参与比对的各物种及序列
信息见表１。根据比对结果，运用最大似然法构建
了系统发育进化树。基于１６ＳｒＲＮＡ序列的

!

科各

亚科、属系统进化关系如图４所示。枝长表示分歧
度，枝上的数值是１０００次重复抽样检验的置信度
值。从图４可以看出，参与构建进化树的

!

科鱼类

形成４个分支，各自都形成单系群，分别代表鲳
!

亚

科、
!

亚科、餷亚科、?
!

亚科。
!

亚科和餷亚科形

成１个姐妹群，然后与鲳
!

亚科相聚，这３个亚科最
后再与?

!

亚科聚到一起，与用
!

科鱼类线粒体

ＤＮＡ控制和Ｃｙｔｂ基因构建的进化树结果一致（朱
世华等，２００７ａ；朱世华等，２００７ｂ；Ｒｅｅｄｅｔａｌ，
２００１）。

３　讨论

３．１　１６ＳｒＲＮＡ基因在卵形鲳
!

种质资源评价中

的应用

卵形鲳
!

作为新开发的海水养殖品种，池塘和

深水网箱养殖都取得了良好的效益。由于其对盐度

适应范围广，甚至可以在淡水中生存，具有广泛的推

广养殖价值和良好的产业发展前景。但国内养殖卵

形鲳
!

的亲本均是野外捕捞驯化后繁殖下来的，经

过多代繁育，出现了遗传趋同和种质退化严重的问

题。找到一个合适的分子标记，进行养殖和野生群

体的种质资源调查，然后收集尽量丰富的种质，通过

遗传选育获得优良养殖品种是卵形鲳
!

养殖产业可

持续发展的必由之路。
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图２　引物１６ＳＦ和１６ＳＲ扩增片段的测序结果
Ｆｉｇ．２　ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｔｈｅＤＮＡａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｐｒｉｍｅｒｓ１６ＳＦａｎｄ１６ＳＲ

标尺示各位点在１６ＳｒＲＮＡ基因全长中的位置；１、２、３、４、５代表个体编号

图３　卵形鲳
!

５个个体间的变异位点
Ｔｈｅｓｃａｌｅｓｈｏｗｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｉｎｔｈｅ１６ＳｒＲＮＡｗｈｏｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅ，１、２、３、４、５ａｒｅｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｎｕｍｂｅｒｓ

Ｆｉｇ．３　ＶａｒｉａｔｉｏｎｓｉｔｅｓａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔＴｒａｃｈｉｎｏｔｕｓｏｖａｔｕｓｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ

３８２０１０年第４期　　　　　　　　　彭金霞等，卵形鲳
!

线粒体１６ＳｒＲＮＡ基因全长序列的克隆与分析



表１　用于序列比对和进化树构建的信息
Ｔａｂ．１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｆｏｒａｌｉｇｎｍｅｎｔａｎｄｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ
亚科

Ｓｕｂｆａｍｉｌｙ

属

Ｇｅｎｅｒａ

种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

登录号

Ｇｅｎｅｂａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎ
鲳

!

亚科 Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｉｎａｅ 鲳
!

属Ｔｒａｃｈｉｎｏｔｕｓ 卵形鲳
!

Ｔ．ｏｖａｔｕｓ ＨＭ２４１６５２
狮鼻鲳

!

Ｔ．ｂｌｏｃｈｉｉ ＥＦ６１３２６３．１
北美鲳

!

Ｔ．ｃａｒｏｌｉｎｕｓ ＡＹ８５７９５２．２
!

亚科 Ｃａｒａｎｇｉｎａｅ
!

属 Ｃａｒａｎｘ 长面
!

Ｃ．ｈｉｐｐｏｓ ＤＱ５３２８４７．１
六带

!

Ｃ．ｓｅｘｆａｓｃｉａｔｕｓ ＤＱ４２７０５５．１
黑尻

!

Ｃ．ｍｅｌａｍｐｙｇｕｓ ＤＱ４２７０５３．１
缚若

!

Ｃ．ｖｉｎｃｔｕｓ ＡＹ８２０７３２．２
细

!

属 Ｓｅｌａｒｏｉｄｅｓ 金带细
!

Ｓ．ｌｅｐｔｏｌｅｐｉｓ ＥＦ６１３２７０．１
副叶

!

属 Ａｌｅｐｅｓ 及达副叶
!

Ａ．ｄｊｅｄａｂａ ＥＦ６１３２６９．１
丽叶

!

Ａ．ｋｌｅｉｎｉｉ ＥＦ６１３２６４．１
丝

!

属 Ａｌｅｃｔｉｓ 长吻丝
!

Ａ．ｉｎｄｉｃａ ＥＦ６１３２６５．１
圆

!

属 Ｄｅｃａｐｔｅｒｕｓ 蓝圆
!

Ｄ．ｍａｒｕａｄｓｉ ＥＦ６１３２６６．１
罗氏圆

!

Ｄ．ｒｕｓｓｅｌｌｉ ＤＱ６６０４２８．１
竹荚鱼属 Ｔｒａｃｈｕｒｕｓ 竹荚鱼Ｔ．ｄｅｃｌｉｖｉｓ ＧＱ４１２３０２．１

大西洋马鲛 Ｔ．ｔｒａｃｈｕｒｕｓ ＡＢ０９６００７．１
餷亚科Ｓｅｒｉｏｌｉｎａｅ 餷属 Ｓｅｒｉｏｌａ

"

尾餷Ｓ．ｌａｌａｎｄｉ ＡＹ８２０７３４．２
?

!

亚科Ｃｈｏｒｉｎｅｍｉｎａｅ ?
!

属 Ｓｃｏｍｂｅｒｏｉｄｅｓ 康氏似
!

Ｓ．ｃｏｍｍｅｒｓｏｎｉａｎｕｓ ＥＦ６１３２６８．１
逆钩

!

Ｓ．ｌｙｓａｎ ＤＱ０２７９２２．１

图４　基于
!

科鱼类１６ＳｒＲＮＡ序列运用最大

似然法构建的系统进化树

Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｍａｘｉｍｕｍ

ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄｍｅｔｈｏｄｂａｓｅｄｏｎｔｈｅ１６ＳｒＲＮＡ

ｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＣａｒａｎｇｉｄａｅｆｉｓｈｅｓ

１６ＳｒＲＮＡ基因是进行水产动物种内和种间进
化关系分析最常用的线粒体基因之一。如在甲壳动

物中，Ｍａｃｈａｄｏ等（１９９３）和邱高峰等（２０００）通过序
列测定发现，１６ＳｒＲＮＡ基因具有丰富的变异位点，
适用于对虾种群遗传多样性研究。鱼类线粒体序列

更是广泛应用于研究种内和种间系统学关系、物种

起源及遗传分化、母系演化、种内多态和地理分布关

系、种质评估、种群遗传结构研究、原种鉴定等（周

先文等，２００９）。前期关于
!

科鱼类１６ＳｒＲＮＡ基因
的研究都是克隆了其变异程度最大的区段（６００ｂｐ

左右），本研究克隆了卵形鲳
!

１６ＳｒＲＮＡ基因全长
序列，为遗传分析提供了更多变异位点。比较测定

的５个个体的序列发现，其分别具有５种不同的单
倍型，这些丰富的变异是进行卵形鲳

!

种群遗传多

样性分析、进而进行种质资源评价的有效工具。由

于测序成本高，对全长序列测序比对来进行种质资

源评价是不合适的，鉴于卵形鲳
!

１６ＳｒＲＮＡ基因
序列中存在丰富的变异位点，我们正在探索１６ＳｒＤ
ＮＡＰＣＲ－ＲＦＬＰ进行种质资源评价的技术，但不同
地理种群的材料收集尚未完成，以此技术进行种质

资源评价的准确性尚待进一步验证。

３．２　１６ＳｒＲＮＡ基因在鲳
!

科鱼类进化关系中的

应用

早期基于形态学特点推断的
!

科下各亚科的进

化关系一直存在争议（Ｓｍｉｔｈ－Ｖａｎｉｚ，１９８４；Ｇｕｓｈｉｋ
ｅｎ，１９８８）。现代分子生物学技术发展起来后，研究
者通过线粒体 Ｃｙｔｂ全序列和控制区序列构建了分
子系统发育关系树。本研究以

!

科１８种鱼的１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列构建了系统发育树，结果与以线粒
体Ｃｙｔｂ全序列和控制区序列构建的分子系统发育
关系树一致，支持

!

科鱼类形成４个分支，即
!

亚

科、餷亚科、鲳
!

亚科、?
!

亚科，各亚科都形成了各

自的单系类群。
!

亚科与餷亚科形成姐妹群，再与

鲳
!

亚科聚合，?
!

亚科处于类群的基部，最后与前

面３个亚科聚在一起。表明１６ＳｒＲＮＡ基因进化速
度适中，其变异既可用于物种内遗传多样性分析，又

可用于阐明
!

科鱼类的系统发育进化关系。
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