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摘要 :核糖体 DNA内转录间隔区 (internal transcribed spacers ,ITS)是经常被用作种和种群水平系统研究的

分子序列。本文分离了奥利亚罗非鱼 ( Oreochromis aureus)、尼罗罗非鱼 ( O. niloticus)内转录间隔区 ,包括

部分 18S序列 ,ITS1、518S、ITS2全序列及部分 28S序列。4尾奥利亚罗非鱼的 10个克隆序列分析表明 ,

其存在长度不同的 a、b两种类型 ITS1。a型长为 536 bp , GC含量为 69196 % ;b型长为 520 bp , GC含量为

69104 %～69142 %。4尾尼罗罗非鱼的 10个克隆序列分析表明 ,其只存在 a型 ITS1 ,长为 536～540 bp ,GC

含量为 69142 %～70119 %。与 b型 ITS1相比 ,a型 ITS1在 16～31 nt有 16 bp片段 ( GGCCCGCCTGCGGCGC)

的插入。奥利亚罗非鱼和尼罗罗非鱼共 20条 ITS序列中 ,518S长度均为 157 bp , GC含量为 56169 %～

57196 % ; ITS2为 408 bp , GC含量为 72179 %～74126 %。奥利亚罗非鱼和尼罗罗非鱼 ITS区序列相似性高

达 9812 % ,表明这两种罗非鱼亲缘关系很近。此外 ,本文对 14尾奥利亚罗非鱼、15尾尼罗罗非鱼以及 15

尾奥尼罗非鱼[ O. aureus (♂) ×O. niloticus (♀) ] ITS1的扩增结果显示 ,奥利亚罗非鱼均有 a、b两种类

型 ITS1 ;15尾尼罗罗非鱼中 1尾为 a、b两类型 ITS1 ,14尾为 a型 ITS1 ;15尾奥尼罗非鱼中则有 6尾具有

a、b两类型 ITS1 ,9尾为单一的 a型 ITS1。分析表明 ,奥利亚罗非鱼在 ITS1这个位点一致性高 ,但尼罗罗

非鱼中有 1尾混杂了奥利亚罗非鱼的基因 ,同时也说明分子生物学手段应用于种质鉴定比形态学手段

更为精确。
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Abstract : Internal transcribed spacers in ribosomal DNA were often used as molecular sequence in phylogenetic study

at the population and species level. PCR was used to isolate the complete sequence of internal transcribed spacer

( ITS12518S2ITS2) and partial 18S and 28S sequence from Oreochromis aureus and O. niloticus . The analysis of ten



clones from four individuals indicated that O. aureus had two types of ITS1 ( ITS1a and ITS1b) with different lengths.

ITS1a was 536 bp ,GC content was 69196 % ; ITS1b was 520 bp ,GC content was 69104 % - 69142 %. The analysis of

ten clones from four O. niloticus individuals indicated that only ITS1a existed in O. niloticus which was 536 - 540 bp

in length , and 69142 % - 70119 % in GC content. Compared with ITS1b , ITS1a had 16 bp sequences

( GGCCCGCCTGCGGCGC) which was inserted from 16 nt to 31 nt. 518S of all the 20 sequences from O. aureus and

O. niloticus was 157 bp , GC content was 56169 % - 57196 % ,and ITS2 was 408 bp , GC content was 72179 % -

74126 %. The high identity of ITS between O. aureus and O. niloticus indicated that the genetic relationship of the two

Oreochromis was very close. Furthermore , PAGE electrophoresis was used to investigate the ITS1 divergence of O.

aureus , O. niloticus and O. aureus ( ♂) ×O. niloticus ( ♀) with distinguished morphological characters. The

analysis showed that all of the 14 O. aureus individuals had two types of ITS1 ; 1 individual of the 15 O. niloticus and

6 individuals of the 15 O. aureus (♂) ×O. niloticus (♀) had two types of ITS11 This paper showed the population

of O. aureus had high identity while 1 individual of O. niloticus was genetic mixture with O. aureus in the locus of

ITS1 and it also indicated that the means of molecular biology is more accurate than the means of morphology in

germplasm identification.

Key words : Oreochromis aureus ; O. niloticus ; Internal transcribed spacer ( ITS) ; Sequence character ; Germplasm

identification

　　罗非鱼为世界性养殖鱼类 ,在我国淡水养

殖业中占有重要的地位。由于其性成熟早 ,因

此在生产上需要控制其性别。目前除使用激素

培育全雄性罗非鱼外 ,较推崇的是使用纯种雄

性奥利亚罗非鱼 ( Oreochromis aureus)与雌性尼

罗罗非鱼 ( O . niloticus)杂交生产高雄性率的奥

尼罗非鱼[ O . aureus ( ♂) ×O . niloticus ( ♀) ]。

理论上推导 F1代奥尼罗非鱼应为全雄 ,但在实

际生产中杂交后代雄性率并不能达到理想效

果 ,研究表明 ,雄性率的高低与两亲本的种质有

着很大的关系[1 ] ,因此亲本选择受到极大的重

视。目前对于亲本的选择主要由技工根据外形

特征及凭个人经验判断挑选。由于养殖过程中

两亲本以及杂交后代之间互相混杂[2 ]、近交衰

退[3 ]、遗传渐渗[4 ]等诸多因素使得罗非鱼的种

质出现混杂及退化。因此 ,确定罗非鱼亲本种

质是否混杂 ,筛选可靠的种质鉴定的分子标记

意义重大。

真核生物 rDNA基因的多拷贝性[5 ]和序列

高度一致性[6 ]
,使得该基因常被用作种的鉴定

标记[7～9 ]。其中分隔 18S、518S和 28S的内转录

间隔区 (internal transcribed spacer , ITS)由于所受

的选择压力比成熟 RNA编码区小 ,因此常被作

为一种分子标记来区分种和研究种群间关系。

已有研究报道昆虫[10 ]、植物[11 ]、微生物[12 ]的种

质混杂现象可以用 ITS区序列进行鉴定。目前

ITS也已经用于水产动物的种质鉴定和遗传多

样性的分析。本文分离了奥利亚罗非鱼和尼罗

罗非鱼 ITS区全序列 ,分析各部分序列特征 ,并

调查了形态学上鉴定为奥利亚罗非鱼、尼罗罗

非鱼及其杂交后代奥尼罗非鱼在该位点的差

异 ,探讨了 ITS在 3 种罗非鱼种质鉴定中应用

的可行性 ,以期为今后罗非鱼 ITS的研究提供

可靠的依据。

1　材料与方法

111　材料　奥利亚罗非鱼为 1983年从美国引

进的 38 尾的繁殖选育后代 ,尼罗罗非鱼 1999

年引自埃及 ,奥尼罗非鱼为这两个亲本的繁殖

后代。所有实验鱼均取自中国水产科学研究院

无锡淡水渔业研究中心宜兴养殖基地。

112　方法

11211　基因组 DNA的提取　从鱼尾静脉抽血

012～015 ml ,加入 1Π6体积的ACD抗凝剂 ,置于

4℃冰箱中沉淀 2 h ,吸取 30μl 血细胞 ,酚2氯仿
法抽提基因组 DNA[13 ]。

11212　PCR扩增、产物纯化及克隆测序　根据

GenBank已登录的其他鱼类 18S和 28S保守区
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设计特异性引物扩增 ITS区全序列。引物序列

为 :F :5′2 TCG CAA TAA GTG TCT CGT AG23′和

R :5′2CAC GCA CAT ACC ATC TGT TTT CG 23′。

PCR反应总体积为 25μl ,模板为 50 ng DNA ,所

有组分按照 LA Taq 酶 ( TaKaRa)说明书要求。

PCR反应条件为 :94℃2 min ;94℃30 s ,55℃45

s ,72℃2 min ,30 个循环 ;72℃延伸 10 min ;4℃

保存。扩增产物在 1 %的琼脂糖凝胶 (含 015

μgΠml EB)上电泳、回收、克隆 ,将阳性克隆送南

京博亚生物公司测序。根据 GenBank已登录的

其他鱼类 18S和 518S保守区设计特异性引物

( F :5′2 TCG CAA TAA GTG TCT CGT AG23′和 R :

5′2TGT CGA TGA TCA ATG TGT CCT G23′)扩增

ITS1区序列。PCR反应总体积为 10μl ,模板为

25 ng DNA ,所有组分按照 Taq酶 (申能博彩)说

明书要求。PCR反应条件 :94℃2 min ;94℃30

s ,55℃30 s ,72℃1 min ,25个循环 ;72℃延伸 10

min ;4℃保存。扩增产物进行 PAGE胶 (8 %)电

泳分析。

11213　数据处理 　用 DNAStar 中的 EditSeq进

行序列拼接 ,将拼接好的序列用 NCBI服务器

上的 Blast 软件进行同源性检测 ,确定 ITS序列

的边界及长度。用 Clustalw 1183软件进行序列

比对 ,辅以手工校正。个体内差异采用 Clustal

W nj下获得的两两序列百分变异度的平均值

表示。Mega 410分析核苷酸组成。

2　结　果

211　奥利亚罗非鱼、尼罗罗非鱼 ITS　在 4尾

奥利亚罗非鱼和 4 尾尼罗罗非鱼 DNA中分离

ITS全序列 ,PCR扩增后克隆 ,测通 20个克隆。

测序结果经过 Blast分析表明 20条序列均为罗

非鱼的 ITS区序列 ,与 GenBank 中奥利亚罗非

鱼 (DQ397881) 和尼罗罗非鱼 (DQ397879) ITS1

区序列比对 ,去除 18S和 28S部分序列后得到

完整的 ITS12518S2ITS2全序列。

4尾奥利亚罗非鱼 10个克隆包括 2种类型

的 ITS1 ,长的 ITS1(a型)有 3个克隆 ,序列长 536

bp ,GC含量均为 69196 %。短的 ITS1 (b型)有 7

个克隆 ,序列长 520 bp , GC 含量为 69104 %～

69142 % ,个体内平均差异为 0113 %～0164 % ,序

列比对显示该片段具有 5个转换位点及 1个颠

换位点。a、b两型 ITS1比较 ,a型 ITS1在 16～31

nt 插入 16 bp 的片段 ( GGCCCGCCTGCGGCGC)。

518S序列长度一致 ,为 157 bp , GC 含量为

56169 %～ 57196 % ,个体内平均差异为 0～

01638 % ,其中包括 4个转换位点 ,不存在颠换位

点。ITS2 序列长度一致 ,为 408 bp , GC含量为

73184 %～ 74126 % ,个体内平均差异为 0～

01125 % ,只存在一个转换位点 ,没有颠换位点

(表 1)。

4尾尼罗罗非鱼 10个克隆 ITS1长为 536～

540 bp ,均为 a型 ,在 16～31 nt存在同奥利亚罗

非鱼一样的 16 bp 的片段插入 , GC 含量为

69142 %～70119 % ,个体内差异为 01280 %～

01528 % ,存在 3个转换位点 ,不存在颠换位点。

518S序列长度一致 ,为 157 bp , GC 含量为

57105 %～57196 % ,个体内差异为 01320 %～

01638 % ,其中含有 2个转换位点及 1个颠换位

点。ITS2序列长度一致 ,为 408 bp , GC含量为

72179 %～ 74126 % ,个体内差异为 0125 %～

1139 % ,包括转 4 个转换位点和 7 个颠换位点

(表 1) 。

奥利亚罗非鱼和尼罗罗非鱼 ITS区序列比

较表明 ,奥利亚罗非鱼存在 a、b两种类型 ITS1 ,

尼罗罗非鱼只有 a 型 ITS1。尼罗罗非鱼 ITS1

部分 473～480位 CCTT 4个碱基在不同克隆内

重复数存在差异 ,造成 ITS1序列长度不同。两

种罗非鱼 518S和 ITS2 长度一致 ,只是存在着

少数的转换和颠换位点。两种罗非鱼 ITS区全

序列相似性为 9812 %。

212　群体内 ITS1检测　鉴于奥利亚罗非鱼与

尼罗罗非鱼在 ITS1 区存在差异 ,随机选择 14

尾奥利亚罗非鱼、15尾尼罗罗非鱼、15尾奥尼

罗非鱼 ,根据设计的特异引物扩增 ITS1 ,使用

PAGE胶 (8 %)电泳检测。结果 14 尾奥利亚罗

非鱼皆存在 a、b两型 ITS1 ,15尾尼罗罗非鱼中

有 1 尾与奥利亚罗非鱼一样 ,存在 a、b 两型

ITS1 ,其余 14 尾均只有 a 型 ITS1 ,15 尾奥尼罗

非鱼中 6尾存在 a、b两型 ITS1 ,其余均为单一
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　　　　　 表 1　不同克隆 ITS各部分的长度和 GC含量

Table 1　The lengths and GC contents of ITS fragments in different clones

个体
Individual

克隆
Clones

ITS1 518S ITS2

GC含量
GC

content
( %)

长度
Length

(bp)

个体内差异
Percentage
divergence

( %)

GC含量
GC

content
( %)

长度
Length
(bp)

个体内差异
Percentage
divergence

( %)

GC含量
GC

content
( %)

长度
Length

(bp)

个体内差异
Percentage
divergence

( %)

A1 69196 536 57132 157 74126 408

A2 A2 - 1 69123 520 0113 57132 157 0 74102 408 0

A2 - 2 69123 520 57132 157 74102 408

A2 - 3 69104 520 57132 157 74102 408

A2 - 4 69196 536 57132 157 74102 408

A3 A3 - 1 69142 520 0164 57169 157 01638 73184 408 01125

A3 - 2 69142 520 57196 157 74102 408

A3 - 3 69142 520 56169 157 74102 408

A3 - 4 69196 536 57132 157 74126 408

A4 69142 520 56169 157 74102 408

N1 70119 540 57169 157 74126 408

N2 70100 540 57105 157 74126 408

N3 N3 - 1 69142 536 01528 57169 157 01638 74108 408 1139

N3 - 2 69144 540 57196 157 72179 408

N3 - 3 69181 540 57176 157 73104 408

N3 - 4 70100 540 57132 157 74126 408

N4 N4 - 1 69181 540 0128 57132 157 0132 74126 408 0125

N4 - 2 70100 540 57132 157 74126 408

N4 - 3 70100 540 57132 157 74102 408

N4 - 4 69181 540 57169 157 73177 408

　　A1～A41奥利亚罗非鱼 ;N1～N41 尼罗罗非鱼。A1 - A41 Oreochromis aureus ; N1 - N41 O . niloticas .

图 1　奥利亚罗非鱼、奥尼罗非鱼、尼罗罗非鱼 ITS1扩增产物电泳图

Fig. 1　Electrophoresis result of ITS1

M. PBR322 DNA分子量标准 ; 1～141奥利亚罗非鱼 ; 15～291奥尼罗非鱼 ; 30～441 尼罗罗非鱼。

M. PBR322 DNA Marker ; 1 - 141Oreochromis aureus ; 15 - 291 O. aureus ( ♂) ×O. niloticus (♀) ; 30 - 441 O. niloticus .
　

的 a型 ITS1 (图 1) 。

3　讨　论

核糖体 DNA由于在真核生物体内具有多

拷贝性以及协同进化 ,因而序列高度一致 ,这使

得该分子标记容易分离并且无需考虑不同拷贝

之间的差异 ,但随着研究的广泛和深入 ,个体内

差异在很多生物中都有报道 ,特别是十足目生

物[14 ,15 ]。本文结果显示 ,在奥利亚罗非鱼体内

明显存在长度不同的两类 ITS1 ,奥利亚罗非鱼、

尼罗罗非鱼同一个体不同克隆之间也存在着碱

基的颠换、转换以及少数位点重复序列的拷贝

数不一致 ,这提醒我们今后研究罗非鱼 ITS时

也应该考虑测定多个克隆。目前在 GenBank中
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奥利亚罗非鱼 (DQ397881) ITS1 为本文的 b 型

ITS1。

使用 ITS1这个位点对各 14、15、15 尾形态

上判定是奥利亚罗非鱼、尼罗罗非鱼以及奥尼

罗非鱼的 3种罗非鱼进行了鉴定 ,结果显示 ,所

有奥利亚罗非鱼均存在两种类型 ITS1 ,而 15尾

尼罗罗非鱼中有 1尾与奥利亚罗非鱼一样有两

种类型 ITS1 ,15尾奥尼罗非鱼中部分个体为 a、

b两型 ITS1 ,另外个体为单一 a型 ITS1。对此 ,

我们认为具有两种类型 ITS1的尼罗罗非鱼 ,可

能在 ITS1这个位点混杂了奥利亚罗非鱼的基

因。本实验室使用功能基因 MyoD中奥利亚罗

非鱼、尼罗罗非鱼有明显差异的内含子序列 ,对

上述 14尾奥利亚罗非鱼、15 尾尼罗罗非鱼和

15尾奥尼罗非鱼进行鉴定 ,结果显示 15 尾尼

罗罗非鱼表现一致 (结果待发表) ,由此证明该

尾具有两种类型 ITS1 的尼罗罗非鱼并非奥尼

罗非鱼。我们推测其很可能是奥尼罗非鱼与尼

罗罗非鱼回交多代的后代。本文结果显示 ,现

代分子生物学手段比传统形态学方法更能准确

地反映种质混杂现象 ,在种质鉴定过程中也更

为精确。
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