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摘要：为了解鲽科鱼类 ITS2 序列的多态性特征，本研究获得了鲽科 10 种鱼类 310 条 ITS2 序列，长度

在 419 ~ 486 bp 之间。种内序列长度差异最小的为粒鲽（Clidoderma asperrima）（419 ~ 420 bp）和太

平洋拟庸鲽（Hippoglossoides elassodon）（419 ~ 420 bp），其次为北岩鲽（Lepidopsetta polyxystra）（447 

~ 452 bp）和刺黄盖鲽（Limanda aspera）（457 ~ 463 bp），松木高眼鲽（Cleisthenes pinetorum）（452 ~ 

462 bp）和圆斑星鲽（Verasper variegatus）（465 ~ 479 bp）的种内序列差异分别为 10 bp 和 14 bp；其

余 4 种鱼类根据长度差异（14 ~ 32 bp）分型为长（A 型）、短（B 型）序列类型，同时检测存在重组

类型（R 型），其中长度差异最大的是钝吻黄盖鲽（Pseudopleuronectes yokohamae）（454 ~ 486 bp），其

次为尖吻黄盖鲽（P. herzensteini）（433 ~ 458 bp）、虫鲽（Eopsetta grigorjewi）（420 ~ 439 bp）、星突江

鲽（Platichthys stellatus）（466 ~ 480 bp）。通过双参数模型（K2P）计算遗传距离可见，种内遗传距离

多集中于 0.002 ~ 0.027 之间，仅星突江鲽和尖吻黄盖鲽因类型差异导致较高数值（0.043 和 0.053）；不

同物种间遗传距离在 0.046 ~ 0.180 之间。10 种鱼类 ITS2 的 GC 含量为 63.95% ~ 70.16%；9 种鱼类的

二级结构均为具有 5 个分支（HelixⅠ ~ Ⅴ）的闭合环状结构，仅圆斑星鲽中由于存在 Helix Ⅳ变异

形成 Helix Ⅳ-a 和 Helix Ⅳ-b 而具有 6 个分支。基于 ITS2 构建的鲽科 10 种鱼类的系统进化树显示，

不同种鱼类的克隆序列均单独聚支。序列的多态性特征分析表明，在具有不同序列类型的虫鲽、星突

江鲽、尖吻黄盖鲽和钝吻黄盖鲽 4 种鲽科鱼类中，ITS2 以非协同进化的方式存在，而其他 6 种鱼类为

协同进化；虽然存在种间 K2P 遗传距离小于种内的个例，但 ITS2 在属间不同物种的区分上具有适用

性。本研究结果丰富了鲽形目鱼类的 ITS2 数据，也将为鱼类的核糖体 RNA 序列多态性的研究提供科

学依据。 
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Abstract: The main objective of this study was to better understand the characteristics of ITS2 sequence 

polymorphism in Pleuronectidae species. We cloned and sequenced ITS2 fragments in 10 species of 

Pleuronectidae, and then performed further analyses, including analysis of polymorphic statistics, calculation 

of Kimura-2-parameter (K2P) genetic distances, prediction of secondary structure and minimum free energy, 

and determination of recombinants. Finally, the phylogenetic relationship among different species was 

constructed by Maximum likelihood (ML) and Bayesian Inference (BI) method with Bothus myriaster as 

outgroup species. A total of 310 sequences were obtained from 10 species of Pleuronectidae. Among 6 of 10 

species, Clidoderma asperrima (419﹣420 bp) and Hippoglossoides elassodon (419﹣420 bp) have the 

lowest variation in length, comparing to Lepidopsetta polyxystra (447﹣452 bp) and Limanda aspera (457﹣

463 bp) with 5 bp and 6 bp variations, and Cleisthenes pinetorum (452﹣462 bp) and Verasper variegatus 

(465﹣479 bp) with 10 bp and 14 bp variations. For other four species, the biggest length variation of each 

species is 14﹣32 bp, resulting in longer, shorter or recombinant sequence types that are classified as types A, 

B and R. The biggest length variation occurs in Pseudopleuronectes yokohamae (454﹣486 bp), then Ps. 

herzensteini (433﹣458 bp), Eopsetta grigorjewi (420﹣439 bp), and Platichthys stellatus (466﹣480 bp) 

(Table 1). The K2P genetic distances of intra-species ranges from 0.002 to 0.027, except the high values in Pl. 

stellatus and Ps. herzensteini, up to 0.043 and 0.053, respectively; while the genetic distance of inter-species 

ranges from 0.046 to 0.180 (Table 2). The GC contents of ITS2 in the 10 species range from 63.95% to 

70.16% (Table 1). The secondary structure has a uniform loop structure with five branches HelixⅠ﹣Ⅴ, 

except for V. variegatus with Helix Ⅳ-a and Ⅳ-b (Fig. 2). The phylogenetic trees constructed based on ITS2 

sequences of 10 Pleuronectidae species show that the different clones of each species are clustered together 

(Fig. 3). According to the ITS2 sequence polymorphism characteristics, these four species Ps. yokohamae, Ps. 

herzensteini, E. grigorjewi, and Pl. stellatus with different types may be evolved in non-concerted evolution, 

while the other six species in concerted evolution. Although the K2P genetic distance of intra-species has 

overlap with that of inter-species, ITS2 is considered to be applicable for species identification among these 

species. The results of this study will enrich the ITS2 data of flatfish, and further provide a scientific 

reference for the researches on ribosomal RNA polymorphism of teleostean fishes. 

Key words: Pleuronectidae; ITS2; Polymorphism; Secondary structure; Concerted evolution; Non-concerted 

evolution 

 

真核生物核糖体 RNA 基因（ nuclear 

ribosomal DNA，nrDNA）为串联重复的多基因

家族，包括3个核糖体RNA编码基因18S rDNA、

5.8S rDNA、28S rDNA 和 2 个位于编码基因之

间 的 非 编 码 区 内 转 录 间 隔 区 （ internal 

transcribed spacer，ITS），即 ITS1 和 ITS2（Gerbi 

1986）。 

ITS2 序列作为非编码区具有较小的选择

压力，进化速率相对较快，在种间能够提供较

多的信息位点；同时由于 nrDNA 重复单元以协

同进化（concerted evolution）的方式存在于种

内，使得 ITS2 序列在种内存在较小的差异而在

不同的物种间存在较大的差异（Gerbi 1986，

Liao 1999），因此，ITS2 序列适用于种属鉴定
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的研究中（Yao et al. 2010，Marinho et al. 2012，

Schoch et al. 2012，Edger et al. 2014）。Yao 等

（2010）明确了 ITS2 序列在植物和动物物种鉴

定中的适应性，发现在属水平上鉴定的成功率

均达到 97.9%以上，并且在对动物 28 个属内的

种类（每个属 20 ~ 79 个种类）鉴别时成功率在

73.8% ~ 100%之间，具有较高的鉴别效率。在

鱼类 ITS2 序列的研究中，袁万安（2010）通过

对鲤形目 5 种鱼类的 ITS2 序列分析，得到具有

物种特异性的条带，认为 ITS2 序列可以应用于

物种鉴别。 

随着对核糖体基因研究的深入，发现当种

内基因同质化的速率小于序列变异的速率时，

基因不同拷贝之间出现序列间的异质性

（ heterogeneity ）， 导 致 基 因 非 协 同 进 化

（non-concerted evolution）的进化方式（Zheng et 

al. 2008，Li et al. 2013）。Gong 等（2016）对桑

给巴尔舌鳎（Cynoglossus zanzibarensis）ITS2

序列的研究，发现 3 种序列类型在长度和 GC

含量上存在显著的差异，A 型序列长 497 bp，

GC 含量 75.3% ~ 76.1%，B 型序列长 319 bp，

GC 含量 73.4% ~ 74.6%，重组产生的重组子

（recombinant）C 型序列长 323 bp，GC 含量

74.9%。其结果支持了在桑给巴尔舌鳎中 ITS2

遵循非协同进化模式。核糖体 RNA 基因的序

列多态性有时会导致系统关系的混乱（Bailey 

et al. 2003，Shapoval et al. 2015），Redmond 等

（2009）测定了 7 种海绵（Haplosclerida）的

ITS1-5.8S-ITS2 序列，发现其具有明显的种内

差异，尤其是 Haliclona cinerea 的 3 个个体分

别单独聚为一支，分散在系统树中，从而得出

ITS1-5.8S-ITS2 序列并不适用于海绵系统研究

的结论。 

ITS2 的二级结构在核糖体 RNA 成熟过程

中起到指导剪切作用，具有非常保守的结构区

域，为相关核酸内切酶提供了识别位点（Fromm 

et al. 2017）。Schultz 等（2009）、Joseph 等（1999）

以及 Coleman（2007，2015）比较了真菌、植

物、脊椎动物等真核生物的 ITS2 二级结构，发

现均具有多分支闭合环状结构及特征：有 Helix 

Ⅰ ~ Ⅳ稳定的螺旋分支，其中 Helix Ⅲ相对较

长和偶有分支，Helix Ⅳ是较短且变化最大的

区域；同时在 Helix Ⅱ和Ⅲ之间还存在保守的

单链序列，并且在 Helix Ⅲ的茎区上也存在保

守的酶切识别位点。 

目前鱼类中对于 ITS2 序列的研究，见于

Joseph 等（1999）对鲤形目、鲈形目和软骨鱼

类几个代表物种的 ITS2 序列二级结构的研究

以及袁万安（2010）在鲤形目 5 种鱼类中的研

究，而同样隶属于硬骨鱼类的鲽形目 ITS2 序列

的报道仅出现在对桑给巴尔舌鳎（Gong et al. 

2016）和黑颊无线鳎（Symphurus plagiusa）

（Gong et al. 2018）的研究中。因此，本研究选

择了鲽科 9 属 10 种代表鱼类（表 1），分析了

这些鱼类 ITS2 序列多态性特征，并探究该序列

在物种鉴定中的适用性，以期丰富鲽形目鱼类

ITS2 的研究，为今后鱼类的核糖体 RNA 序列

多态性的研究提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

研究所用 9 属 10 种鲽科鱼类（表 1）的 19

个样品中，松木高眼鲽（Cleisthenes pinetorum）

1 尾采集于江苏盐城，星突江鲽（Platichthys 

stellatus）1 尾采集于广西北海，其他样品均采

集于山东青岛市场，样品用冰盒带回实验室，

鉴定后取背部肌肉组织约 20 ~ 30 mg于﹣20 ℃

保存。 

1.2  DNA 提取及 PCR 扩增和测序 

将保存的肌肉组织使用天根海洋动物基因

组织提取试剂盒 [TIANamp Marine Animals 

DNA kit，天根生化科技（北京）有限公司]提

取总 DNA，最后用双蒸水溶解，保存于﹣20 ℃

冰箱中。参考 Xu 等（2009）和 Gong 等（2016）

的研究，设计两对扩增引物 ITS1F/ITS2R 和

ITS2F/ITS2R，引物序列分别为，ITS1F 5′-TCG 

CTA CTA CCG ATT GGA TGG TTT A-3′，ITS2F 

5′-CAA CTC TTA GCG GTG GAT CA-3′和
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ITS2R 5′-GCT CTT CCC TCT TCA CTC G-3′。

PCR 反应总体积为 25 μl，包括 2.0 mmol/L 

MgCl2，0.4 mmol/L dNTP[宝生物工程（大连）

有限公司]，每个引物 0.5 μmol/L，1.0 U rTaq

酶[宝生物工程（大连）有限公司]，2.5 μl 10 × 

Taq buffer 缓冲液，50 ng 模板 DNA，灭菌双蒸

水补足至 25 μl。前期预实验中发现，ITS2 具

有较高的 GC 含量，在反应体系中加入 8%的二

甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）变性剂，

以利于提高 GC 含量较高序列的扩增效率

（Kitade et al. 2003）。反应在 ABI Veriti 96 孔梯

度 PCR 仪（USA）中进行。PCR 扩增程序为：

94 ℃预变性 2 min，94 ℃变性 1 min，50 ℃

退火 50 s，72 ℃延伸 1 ~ 2.5 min，35 个循环，

后 72 ℃延伸 10 min。PCR 产物用 1%的琼脂糖

凝胶电泳检测，凝胶片段回收，连接 pMD19-T

载体[宝生物工程（大连）有限公司]，转入大

肠杆菌（Escherichia coli）感受态细胞 DH5α，

扩大培养后菌液摇匀后取 100 ~ 200 μl 涂布于

LB 营养琼脂平板（含氨苄青霉素 ampicillin，

100 μg/ml），将平板倒置于 37 ℃恒温培养箱中

培养 12 ~ 14 h，挑取并检测阳性克隆，由上海

英潍捷基公司使用 ABI 3730 DNA 测序仪

（Applied Biosystems，USA）进行双向测序。 

1.3  数据分析 

测 定 的 克 隆 序 列 进 行 BLAST

（http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST/）检索，根据

两端 5.8S和 28S序列与已有鲽形目鱼类序列的

相似性确定目的片段。获得 310 条序列，其

Genbank 号 为 MH204213 ~ MH204273 、

MH204275 ~ MH204292 、 MH204294 ~ 

MH204446、MH204448 ~ MH204526。应用软

件 CodonCode Aligner 6.0.2 、 ClustalX 2.1

（Larkin et al. 2007）和 Bioedit 7.0.1（Hall 1999）

进行拼接、比对并辅以手工校对，得到完整的

ITS2 序列；使用 MEGA 6.0（Tamura et al. 2013）

统计碱基含量、变异位点和简约信息位点，应

用 DNAsp5.0（Librado et al. 2009）统计单倍型

及单倍型多样性、核苷酸多样性，平均核苷酸

变异数；在线网站（http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi- 

bin/RNAfold.cgi）预测 ITS2 序列的二级结构和

最小自由能，参数设置为默认值，并应用

VARNA（Darty et al. 2009）对预测所得二级结

构图进行调整；应用软件 RDP4.85（Martin et al. 

2015）检测重组片段，设置默认参数值（检测

步长 20 bp，置信重复 100 次等），并辅以序列

比对和人工校对。 

选取鲆科鱼类繁星鲆（Bothus myriaster）

为外群（outgroup），序列 Genbank 号 MH509948 

~ MH509956，应用 MEGA 6.0 最大似然法

（maximum likelihood，ML），采用双参数模型

（Kimura-2-parameter，K2P），设置 Bootstrap = 

1 000，构建 ML 树；应用 MrBayes v2.0 进行贝

叶斯推断分析（ Bayesian inference ， BI ）

（Huelsenbeck et al. 2001），最适进化模型在

MrModeltest 2.2（Nylander et al. 2004）24 个模

型中依据 AIC（Akaike information criterion）准

则，选择最适参数模型 GTR + G，蒙特马科链

（Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo，

MCMC）起始于随机树，运行 200 万代，每 100

代取样一次，同时运行 3 条热链、1 条冷链，

为了检测运行是否稳定，贝叶斯推断同时进行

3 次，并观测是否存在差异；“Burnin”数值设

定为 5 000，每个分支的后验概率值由 3 次独立

运行综合归纳取得贝叶斯推断树。 

2  实验结果 

2.1  ITS2 序列特征多态性 

本研究得到 10 种鲽科鱼类 ITS2 共 310 条

克隆序列，序列长度在 419 ~ 486 bp 之间，表

现出不同程度的种间长度异质性（表 1，图 1）。

同时，种内序列长度也存在变异。粒鲽

（ Clidoderma asperrima ）和太平洋拟庸鲽

（Hippoglossoides elassodon）种内变异最小，仅

为 1 bp，松木高眼鲽、北岩鲽（Lepidopsetta 

polyxystra）、刺黄盖鲽（Limanda aspera）以及

圆斑星鲽（Verasper variegatus）序列长度差异

在 4 ~ 14 bp 之间（表 1）。 位点的插入/缺失以 



表 1  10 种鲽科鱼类 ITS2 序列特征信息 

Table 1  The information of ITS2 sequence characteristics in 10 species of Pleuronectidae 

种名 

Species 

个体数 

Individual 

序列类型 

Type 

克隆数 

Clone 

number 

长度（bp） 

Length 

保守位点 

Conserved 

site 

变异位点 

Variable 

site 

简约位点 

Parsimony 

informative 

site 

GC 含量（%） 

GC content 

单倍型 

Haplotype 

单倍型 

多样性 

Haplotype 

diversity 

核苷酸 

多样性 

Nucleotide 

diversity 

平均核苷

酸差异 

Nucleotide 

difference 

粒鲽 

Clidoderma asperrima 
2 - 32 419﹣420 388 32 4 65.71﹣66.11 23 0.909 3 0.005 46 2.282 

松木高眼鲽 

Cleisthenes pinetorum 
2 - 29 452﹣462 426 37 3 67.75﹣69.41 24 0.972 9 0.007 63 3.434 

北岩鲽 

Lepidopsetta polyxystra 
1 - 11 447﹣451 449 5 1 66.52﹣66.96 8 0.955 6 0.003 05 1.356 

刺黄盖鲽 

Limanda aspera 
1 ﹣ 11 457﹣463 433 30 7 64.72﹣65.37 11 1.000 0 0.014 96 6.836 

太平洋拟庸鲽 

Hippoglossoides 
elassodon 

1 ﹣ 37 419﹣420 383 37 2 66.90﹣68.02 21 0.837 8 0.005 15 2.141 

圆斑星鲽 

Verasper variegatus 
2 ﹣ 29 465﹣479 451 25 2 64.90﹣65.89 19 0.940 9 0.004 74 2.185 

虫鲽 

Eopsetta grigorjewi 

2 A 34 434﹣439 404 36 9 68.20﹣70.16 28 0.982 2 0.009 30 4.018 

﹣ B 8 420﹣422 416 6 0 68.48﹣68.72 5 0.785 7 0.003 58 1.500 

﹣ 
总克隆
Total 

42 420﹣439 398 42 9 68.20﹣70.16 33 0.981 4 0.008 54 3.561 

尖吻黄盖鲽 

Pseudopleuronectes 

herzensteini 

3 A 3 456﹣458 454 4 0 66.38﹣66.89 3 1.000 0 ﹣ ﹣ 

﹣ B 45 434﹣439 403 36 9 66.51﹣67.43 26 0.950 5 0.008 05 3.477 

﹣ R 1 433 ﹣ ﹣ ﹣ 65.82 1 1.000 0 ﹣ ﹣ 

﹣ 
总克隆
Total 

49 433﹣458 412 52 23 66.38﹣67.43 30 0.958 3 0.011 48 4.913 

钝吻黄盖鲽 

P. yokohamae 

2 A 25 480﹣486 458 28 2 66.80﹣67.50 24 0.996 7 0.004 70 2.227 

﹣ B 6 454﹣457 454 3 0 66.59﹣67.18 5 0.933 3 0.002 22 1.000 

﹣ 
总克隆
Total 

31 454﹣486 458 30 2 66.59﹣67.50 29 0.995 7 0.004 18 1.858 

星突江鲽 

Platichthys stellatus 

3 A 40 475﹣480 432 50 5 67.16﹣68.28 37 0.994 9 0.007 30 3.469 

﹣ B 1 466 ﹣ ﹣ ﹣ 63.95 ﹣ ﹣ ﹣ ﹣ 

﹣ 
总克隆
Total 

41 466﹣480 415 68 5 63.95﹣68.28 38 0.995 1 0.009 18 4.261 

﹣ 表示该处不分类型或者无数值。﹣ Denotes no types or no value. 
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图 1  10 种鲽科鱼类 ITS2 序列比对 

Fig. 1  Sequence alignments of ITS2 in 10 Pleuronectidae species 

图中左侧缩写代表物种：C. asp. 粒鲽；C. pin. 松木高眼鲽；L. pol. 北岩鲽；L. asp. 刺黄盖鲽；H. ela. 太平洋拟庸鲽；V. var. 圆斑星鲽；

E. gri. 虫鲽；P. her. 尖吻黄盖鲽；P. yok. 钝吻黄盖鲽；P. ste. 星突江鲽；名称之后的字母 A、B、R 代表序列类型。 

Abbreviations in the left side of the figure present species name as following: C. asp. Clidoderma asperrima; C. pin. Cleisthenes pinetorum; L. 

pol. Lepidopsetta polyxystra; L. asp. Limanda aspera; H. ela. Hippoglossoides elassodon; V. var. Verasper variegatus; E. gri. Eopsetta grigorjewi; 

P. her. Pseudopleuronectes herzensteini; P. yok. P. yokohamae; P. ste. Platichthys stellatus; Capital letter A, B and R followed the names presents 

the sequence type. 
 

及微卫星拷贝数差异是造成序列长度差异的主

要原因，不同鱼类的微卫星存在种类及重复数

的差异：北岩鲽（TC）8-10，刺黄盖鲽（GA）

5-6 和松木高眼鲽中（GC）2-3 为单一类型的微卫
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星，圆斑星鲽则存在 3 种微卫星类型（CG）6-7、

（TG）5-9 和（CCCCCCG）2-3（图 1）。 

星突江鲽、虫鲽（Eopsetta grigorjewi）、

尖吻黄盖鲽（Pseudopleuronectes herzensteini）

以及钝吻黄盖鲽（P. yokohamae）的 ITS2 序列

长度差异明显，其中长序列类型为 A 型，短

序列类型为 B 型，本研究将重组产生的重组子

命名为 R 型（表 1，图 1）：虫鲽中 A 型（433 

~ 439 bp）和仅存在于 1 尾个体中的 B 型（420 

~ 422 bp）有 12 bp 的缺失；星突江鲽也存在 A

型（475 ~ 480 bp）和只有 1 尾个体由于 20 bp

位点缺失和 5 bp 位点插入导致的 B 型（466 bp）；

尖吻黄盖鲽的 3 尾个体中，存在 34 bp 插入导

致的A型（456 ~ 458 bp）以及B型（433 ~ 439 bp），

同时还发现了由 A 型和 B 型重组产生的 R 型

（433 bp）；比较发现，尖吻黄盖鲽只在 1 尾个

体内同时存在上述 3 种片段类型，其余 2 尾个

体只有 B 型；在钝吻黄盖鲽的 2 尾个体内均有

A 型（480 ~ 486 bp）和 B 型（454 ~ 457 bp），

两类型间的长度差异是由于 B 型中 29 bp 的片

段缺失以及序列中有 1 处微卫星（TC）5-7 导致

的。 

计算鲽科 10 种鱼类 ITS2 序列的种内和种

间 K2P 遗传距离（表 2）。种内遗传距离普遍在

0.002 ~ 0.027 之间，仅在星突江鲽和尖吻黄盖

鲽中分别达到了 0.043 和 0.053；分别计算星突

江鲽与尖吻黄盖鲽中不同序列类型内的遗传距

离，最高值分别为 0.019 和 0.026。种间遗传距

离尖吻黄盖鲽与钝吻黄盖鲽间最低（0.046），

其他物种间在 0.049 ~ 0.180 之间。比较种内和

种间遗传距离发现，尖吻黄盖鲽和钝吻黄盖鲽

的种间遗传距离低于尖吻黄盖鲽种内遗传距

离。 

ITS2 序列的碱基组成在种内和种间均表

现出明显的 GC 偏倚（表 1），GC 含量（63.95% 

~ 70.16%）远高于 AT 含量，碱基含量由高到

低为 C（33.84% ~ 37.81%）、G（29.44% ~ 

33.63%）、T（18.45% ~ 22.32%）、A（11.39% ~ 

14.29%）。星突江鲽、虫鲽、尖吻黄盖鲽以及

钝吻黄盖鲽 4 种鱼类中，种内不同序列类型间

GC 含量没有明显的变异（表 1）。 

本研究中9种鲽科鱼类 ITS2序列在种内的

变异位点多为单碱基突变位点（＞ 76.7%），

仅在尖吻黄盖鲽中单碱基突变位点较少

（55.8%），而具有较高的简约信息位点。单倍

型多样性指数，太平洋拟庸鲽为 0.837 8，虫鲽

的短序列类型为 0.785 8，其余 9 种鲽科鱼类单

倍型多样性指数均高于 0.900 0。核苷酸多样性

指数刺黄盖鲽中最高（0.014 96），其他 9 种鱼

类以及不同类型内的核苷酸多样性指数在

0.003 05 ~ 0114 80 之间。平均核苷酸差异数最

高也出现在刺黄盖鲽（6.836），最低则为钝吻

黄盖鲽（1.858），其他鱼类以及不同序列类型

均在此范围内。 

2.2  ITS2 序列二级结构及最小自由能预测与

分析 

对 10 种鱼类 ITS2（包括种内不同序列类

型）进行了二级结构与最小自由能预测，并参

考已有研究中的模型进行人工校对，得到 ITS2

与 5.8S rDNA 的 3′端以及 28S rDNA 的 5′端序

列相互作用而共同形成多分支闭合环状结构

（multi-branched loop structure）。9 种鱼类的闭

合环上均具有 5 个分支（Helix）结构Ⅰ ~ Ⅴ，

圆斑星鲽在 Helix Ⅳ位置上存在分支，形成

Helix Ⅳ-a 和 Helix Ⅳ-b 的结构（图 2）。 

在所有 ITS2序列的二级结构中，Helix Ⅰ、

Ⅱ以及Ⅲ的两个分支的端凸（terminal bulge）

均具有统一的单链序列，分别为 CCCG、TTCG、

TCAC 和 ACTC；同时，发现了位于分支 Helix 

Ⅱ和 Helix Ⅲ之间的“CAGAC”和在 Helix 

Ⅲ的 5′端茎区结构上的“CCGGTGGA”两个

保守序列。10 种鲽科鱼类 ITS2 序列的比对（图

1）显示，不同种间在 5′端具有较高的保守性，

而在 3′端则表现出较高的差异，这与 HelixⅠ ~ 

Ⅲ结构的保守性相吻合，Helix Ⅳ和 Helix Ⅴ

的变异也与序列上变异最显著的区段相对应。

此外，比较星突江鲽、虫鲽、尖吻黄盖鲽以及

钝吻黄盖鲽种内不同序列类型的 ITS2 的二级 



 

表 2  10 种鲽科鱼类 ITS2 序列种内及种间 K2P 遗传距离 

Table 2  The Kimura-2-parameter genetic-distance of ITS2 sequence within and between 10 species of Pleuronectidae 

物种 Species 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 粒鲽 

Clidoderma asperrima 
0.002 ~ 0.017 

         

2 松木高眼鲽 

Cleisthenes pinetorum 
0.128 0.002 ~ 0.020 

        

3 北岩鲽 

Lepidopsetta polyxystra 
0.135 0.103 0.002 ~ 0.007 

       

4 刺黄盖鲽 Limanda aspera 0.136 0.112 0.129 0.004 ~ 0.027 
      

5 太平洋拟庸鲽 

Hippoglossoides elassodon 
0.098 0.050 0.054 0.062 0.002 ~ 0.022 

     

6 圆斑星鲽 

Verasper variegatus 
0.049 0.144 0.176 0.180 0.114 0.002 ~ 0.019 

    

7 虫鲽 Eopsetta grigorjewi 0.087 0.137 0.176 0.147 0.114 0.110 0.002 ~ 0.024 
   

8 尖吻黄盖鲽 

Pseudopleuronectes 

herzensteini 

0.107 0.075 0.079 0.089 0.053 0.140 0.133 0.002 ~ 0.053 
  

9 钝吻黄盖鲽 P. yokohamae 0.120 0.099 0.097 0.115 0.057 0.175 0.128 0.046 0.002 ~ 0.021 
 

10 星突江鲽 

Platichthys stellatus 
0.105 0.100 0.094 0.136 0.066 0.167 0.137 0.071 0.091 0.002 ~ 0.043 

表中对角线数值为该种内 ITS2 克隆序列间 K2P 遗传距离范围。 

The figure of diagonal line mean the range of K2P genetic distances of ITS2 clone sequences within species. 
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图 2  10 种鲽科鱼类 ITS2 序列的二级结构及最小自由能 

Fig. 2  Secondary structure and minimum free energy of ITS2 sequence in 10 Pleuronectidae species 

ITS2 二级结构的分支结构标记为Ⅰ ~ Ⅴ，在粒鲽中标记出参与构成闭合环的 5.8S rDNA 和 28S rDNA 部序列的位置；各二级结构图下

数值为该种类及种内不同类型的最小自由能。 

The structure of branched Helix were noted as Ⅰ﹣Ⅴ, and the fragments of 5.8S rDNA and 28S rDNA that formed the loop were showed in C. 

asperrima; the minimum free energies of each species and different types were showed below each separating graphs.           
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结构显示，不同类型主要是导致了序列分支长

度、分支上侧凸（lateral bulge）大小、数量以

及最小自由能的变化，而没有造成二级结构构

型的改变。 

2.3  基于 ITS2 序列的聚类分析 

为进一步探讨 ITS2 序列能否作为种类鉴

定的分子标记，以鲆科鱼类繁星鲆为外群，应

用本研究中10种鲽科鱼类的310条克隆序列构

建最大似然树（ML 树）和贝叶斯推断树（BI

树）。ML 树和 BI 树具有相同的树形（仅展示

BI 树，图 3），10 种鲽科鱼类聚为两大分支。

每个种类的 ITS2 序列不管是否具有不同类型

都单独聚支。同属的尖吻黄盖鲽和钝吻黄盖鲽

聚支后与星突江鲽形成姐妹群，北岩鲽和太平

洋拟庸鲽聚支后与松木高眼鲽形成姐妹群，之

后以上两姐妹群与刺黄盖鲽形成一个大的分 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
      

图 3  基于 10 种鲽科鱼类 ITS2 序列构建的贝叶斯推断树 

Fig. 3  The Bayesian Inference (BI) tree was constructed based on the ITS2 sequences in  

10 specie of Pleuronectidae 

节点位置依次显示最大似然树（ML）置信值和贝叶斯树（BI）的后验概率值，“-”表示置信值低于 50%；括号内数值为序列条数；三

角形为该种类分支集合；标尺表示遗传距离。 

The first number at each node indicates the bootstrap support values for ML (numbers below 50% not show) and the second number indicates 

Bayesian posterior probability for BI; “-” means the bootstrap support values lower than 50%; numbers in brackets present the clone numbers; 

triangles present the cluster branch of each species; scale shows genetic-distance.        
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支；而圆斑星鲽和粒鲽聚支后则与虫鲽聚支形

成另外一个大的分支。 

3  讨论 

3.1  进化方式与物种鉴定的适用性 

对 10 种鲽科鱼类的 ITS2 序列多态特征的

研究发现，在不同鱼类种内序列变异程度存在

差异并遵循了不同的进化方式。通过对序列长

度差异的分析，粒鲽、松木高眼鲽、北岩鲽、

刺黄盖鲽、太平洋拟庸鲽以及圆斑星鲽 6 种鱼

类中均只有一种序列类型；同时种内 K2P 遗传

距离的统计也显示，这 6 种鱼类遗传距离在

0.002 ~ 0.027 之间，均低于这 10 种鲽科鱼类种

间的遗传距离。因此，在这 6 种鱼类中基因的

不同拷贝以协同进化的方式共存。 

在虫鲽、星突江鲽、尖吻黄盖鲽和钝吻黄

盖鲽的 ITS2 中，存在因长、短片段和单碱基位

点的插入/缺失而导致的不同序列类型以及重

组产生的重组子；而在种内遗传距离的计算中，

虫鲽和钝吻黄盖鲽的种内遗传距离最高分别为

0.024 和 0.021，但在星突江鲽和尖吻黄盖鲽中

却高达 0.043 和 0.053，造成这种差异的原因是

由于在虫鲽和钝吻黄盖鲽中序列的差异来源是

片段的缺失导致的长度变异，而在星图江鲽和

尖吻黄盖鲽中序列的差异除了位点缺失和片段

插入导致的长度差异，还存在碱基变异导致的

序列差异（图 1）。因此，在这 4 种鱼类中 ITS2

遵循了非协同的进化方式，而不同于前面提到

的 6 种鲽科鱼类。 

虽然在种内和种间 K2P 遗传距离分析时，

同属鱼类尖吻黄盖鲽和钝吻黄盖鲽的K2P遗传

距离（0.046）低于尖吻黄盖鲽种内遗传距离

（0.053），但是鲽科 10 种鱼类 ITS2 序列的聚类

分析中，各鱼类种内的克隆序列均单独聚支，

没有因种内不同序列类型的存在而出现聚支混

乱，显示了 ITS2 序列在属间不同物种的区分上

具有适用性，可以将不同鱼类明确区分开来。 

本研究中，虽然不同物种的聚类没有受到

种内不同序列类型的影响，但要注意在应用

ITS2 序列进行物种的鉴定或者分类分析时，需

要对其序列的多态性特征进行详细的分析比

较，以避免因序列多态性、序列类型差异等原

因导致的错误结果。 

3.2  GC 含量特征 

司李真等（2017）对已有硬骨鱼类的 ITS2

全长序列进行了统计分析，发现在硬骨鱼类中

均表现出较明显的 GC 偏倚，GC 含量普遍高于

60%，而鲽科这 10 种鱼类的 GC 含量为 63.95% 

~ 70.16%之间，表现出与已有硬骨鱼类 ITS2 相

同的趋势，说明鲽科与其他硬骨鱼类在 ITS2

序列碱基组成方面存在着相似的进化模式。但

是 Yao 等（2010）对于部分动物的统计数据中，

ITS2 序列的平均 GC 含量仅为 48.3%，这与目

前本研究和已有的硬骨鱼类的含量存在较大差

异，我们试图探究这一现象的原因，但是其研

究的动物没有明确的物种信息，因此无法分析

这种不同的结果是否是由于动物种类的选择所

造成的。 

已有硬骨鱼类基因组 GC 含量统计数据显

示为 40%左右（Kryukov et al. 2012），整体并

未显示出对 GC 碱基的偏倚，这与非编码间隔

区 ITS2 序列的高 GC 碱基组成存在不同。到目

前为止，已有对于物种基因组以及基因的 GC

含量的研究中，涉及到的物种、基因种类和数

量等的数据积累，并不能为 GC 含量的分布特

点提供合理解释，需要进一步的数据积累和深

入探究。 

3.3  ITS2 序列二级结构 

本研究中 10 种鲽科鱼类的 ITS2，不同序

列类型能够形成统一的 5 或 6 个螺旋分支的闭

合环状结构，其中除了圆斑星鲽外，其余种类

的 HelixⅠ ~ Ⅳ分支均与 Coleman（2015）总

结的结构基本一致，在本研究由于序列长度及

碱基变异还多出了一个分支 Helix Ⅴ。比较本

研究的结果和前人的研究可以发现，ITS2 的

HelixⅠ ~ Ⅲ分支是非常保守的，在 Helix Ⅱ

和Ⅲ之间的与其他鱼类中相同的保守的单链

CAGAC（Joseph et al. 1999），Helix Ⅲ的 5′端

的序列 CCGGTGGA 也与新鳍亚纲中保守的

“YCGGTGGR”（Y 和 R 为简并碱基，Y 代
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表 C/T，R 代表 A/G）（Coleman 2007）序列相

一致。Helix Ⅲ之后的结构变异较大，这也与

本研究中 10 种鲽科鱼类的序列比对结果相吻

合，即在 ITS2 序列的比对位点 390 bp 之前的

序列相对保守，之后的140 bp序列变异较大（图

1）。 

正是由于 ITS2 二级结构的稳定性，近来有

研究将其应用于物种的进化分类研究（Marinho 

et al. 2011，Edger et al. 2014，李倩等 2015）；

此外，序列一级结构的改变将导致二级结构发

生相应的改变，因此在 ITS2 序列多态性特征的

研究中，也可以将其作为假基因推断的依据之

一（Bailey et al. 2003，Gong et al. 2018）。本研

究发现同一物种的不同序列类型间，存在片段

插入或缺失的序列中，在其对应的二级结构中

表现为对应位置分支结构长度的改变，比如在

尖吻黄盖鲽中片段的插入导致 Helix Ⅳ增长，

而钝吻黄盖鲽中片段的缺失导致 Helix Ⅳ变

短；虫鲽中除了片段的缺失导致了 Helix Ⅲ变

短，同时其侧凸增大；而星突江鲽中则是增加

了 Helix Ⅲ中侧凸的数量。以上对于种内不同

序列类型二级结构的预测和分析也将为下一步

真、假基因的推断提供重要的线索。 

目前鲽形目鱼类中 ITS2 序列研究仅有舌

鳎科两种鱼类——桑给巴尔舌鳎（Gong et al. 

2016）和黑颊无线鳎（Gong et al. 2018）的报

道。在这两种鱼类中 ITS2 序列都出现了不同的

序列类型，并且不同序列类型间序列特征如长

度、GC 含量、最小自由能等都表现出显著的差

异（桑给巴尔舌鳎种内不同类型间差异 178 bp，

2.7%，101.2 kcal/mol；黑颊无线鳎种内不同类

型间差异 65 bp，22.5%，80.1 kcal/mol），均为

非协同的进化方式。本研究的 10 种鲽科鱼类

ITS2 序列中既有协同进化，也存在非协同进

化。本研究中，协同进化的鱼类中序列间多态

性特征差异较小；非协同进化的鱼类中，不同

序列类型间虽然存在差异，但没有达到舌鳎科

两种鱼类的差异程度。另外比较发现，舌鳎科

鱼类的 GC 含量（＞ 74%）相比于鲽科鱼类

（63.95% ~ 70.16%）校高。由此也可以看出，

鲽科与舌鳎科鱼类 ITS2 序列在进化上的不同，

本研究也为鲽形目鱼类的进化分类提供了分子

数据的参考。 
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