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摘要:共获得 49 个太湖新银鱼 (Neosalanx taihuensis) 个 体 的 线 粒 体 细 胞 色 素 b(Cyt b) 全 序 列 和 控 制 区

(D-loop) 部分序列。所测线粒体 D-loop 部分序列长度变化范围为 648 ～ 680 bp，识别到位于前端的一个

串联重复序列、一个终止相关 序 列 (ETAS) ，3 个 中 央 保 守 区 保 守 序 列 (CSB-F、CSB-E、CSB-D) 及 一 个 保

守序列区保守序列(CSB-1) ，结构与其他鱼类的研究结果类似。太湖新银鱼线粒体 Cyt b 和 D-loop 片段

的相对进化速率的比较研究结果 表 明，太 湖 新 银 鱼 D-loop 总 的 序 列 多 态 性 位 点 的 比 例 为 0. 83% ，低 于

线粒体 Cyt b 部分总的序列多态性位点的比例(1. 31% )。假设太湖新银鱼 Cyt b 基因平均进化速率相对

值为 1，贝叶斯(Bayes)MCMC 模拟给出 Cyt b 基因的相对速率区间估计为 1. 000 ± 0. 131，而 D-loop 基因

的相对速率为 0. 859 ± 0. 261，表明太湖新银鱼 D-loop 基因的进化速率低于 Cyt b 基因，同时，后验概率分

布的变异方差也比较大。说明 Cyt b 基因比 D-loop 基因具有相对较高的进化速率，也相对更接近分子钟

假设。因此，可以认为 Cyt b 基因比 D-loop 基因更适于太湖新银鱼种内及近缘种间相关分子生态及系统

地理格局的研究。
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Abstract:The structure and related substitution rate of mitochondrial DNA displacement loop (D-loop) region

and cytochrome b (Cyt b) were comparatively analyzed through Bayesian MCMC simulation in present study.

Based on the sequence analysis of mtDNA D-Loop 648 － 680 bp，the D-Loop structure of this species is similar

to that of other fish species containing the extended termination associated sequence domain ( ETAS) ，the

central conserved domain ( CD ) and several conserved sequence block ( CSB-F、CSB-E、CSB-D、CSB-1 ) .
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According to comparative analysis of related substitution rate in Neosalanx taihuensis，the rate of polymorphic

loci was lower in D-Loop (0. 83% ) than in Cyt b (1. 31% ) and the interval estimation of related substitution

rate is 1. 000 ± 0. 131 in Cyt b and 0. 859 ± 0. 261 in D-Loop，respectively，which indicated that the mutation

rates of D-loop were slower than that of Cyt b with large variance of Bayes posterior density distribution in N.

taihuensis. It provided evidence that the substitution rate of Cyt b is higher than that of D-Loop，and is more

approximate to molecular clock hypothesis，which indicated that Cyt b might be more appropriate molecular

marker than D-Loop in studies on molecular ecology and phylogeography for this species.
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线 粒 体 DNA(mitochondrial DNA，mtDNA)

因为大体上呈进化中性、没有重组，特别是有相

对恒定的进化速率，因此在种内水平及种间水平

的分子生态学特别是分子系统地理学的研究中，

是广泛应用的主流分子标记。脊椎动物线粒体

基因组由 13 个蛋白质编码基因、22 个转运 RNA
基因( tRNA)、2 个核糖体基因( rDNA) 和一段控

制区(control region，CR;或 displacement loop，D-
loop)组成。D-loop 位于 tRNAPro

及 tRNAPhe
基因

之间，长度一般在 880 ～ 1 400 bp 之间，某些物种

由于大量重复序列的出现，控制区的长度可能会

大大长于上述最大长度
［1 － 3］。脊椎动物控制区

可分为 3 个结构区:终止相 关 序 列 区 ( extended
termination associated sequence，ETAS)、中 央 保

守区 ( central conserved sequence block domain，

CD) 和 保 守 序 列 区 ( conserved sequence block
domain，CSB)。在人类和一些哺乳 动 物 的 线 粒

体控制区中已分别识别了位于终止相关序列区

的 ETAS，位于中 间 保 守 区 域 的 CSB-A、CSB-B、
CSB-C、CSB-D、CSB-E、CSB-F 和位于保守序列区

的 CSB-1、CSB-2、CSB-3。中间保守区(CD) 长度

在不同物种及种内个体间长度变异不大，而位于

两端的终止相关序列区(ETAS) 及 保 守 序 列 区

(CSB)往往具有较高的碱基替代速率，较多的插

入 和 缺 失，不 同 长 度 及 拷 贝 数 的 重 复 序

列
［1，4 － 7］。在 鱼 类 方 面，Buroker 等

［8］
和

Broughton 等
［9］

分 别 识 别 了 鲟 鱼 ( Acipenser
transmontanus)和雅罗鱼(Cyprinella spiloptera) 线

粒体控 制 区 的 终 止 相 关 序 列 TAS 和 保 守 序 列

CSB1、CSB2、CSB3。Liu 等
［10］

识 别 了 鲤 形 目

(Cypriniformes) 2 种鳅科(Cobitiae) 鱼类及 6 种

亚 口 鱼 科 ( Catostomidae ) 鱼 类 的 保 守 序 列

ETAS1、CSB-D、CSB-F、CSB-E、CSB-1、CSB-2 和

CSB-3。线粒体控制区中保守序列的存在，暗示

具有 一 定 程 度 的 功 能 约 束，其 主 要 与 线 粒 体

DNA 的复制及转录的起始有关
［11］。一般认为在

线 粒 体 基 因 组 中 控 制 区 部 分 变 异 速 率 最

快
［5，12–13］，因此 D-loop 被认为相对线粒体 DNA

细胞色素 b (cytochrome b，Cyt b)等编码基因，更

适于种内或近缘种水平种群遗传结构及系统地

理分析
［14–15］。然而，随着多种动物线粒体基因

组测序的完成及相关分析工作的开展，在鱼类、
两栖类、鸟类、哺乳类中均发现线粒体基因组中

控制区部分变异速率低于线粒体细胞色素 b 等

编码基因的现象
［16–21］。

太湖新 银 鱼 (Neosalanx taihuensis) 为 我 国

重要经济鱼类，目前自然资源严重下降，急需找

出原因并进行保护。D-loop 和 Cyt b 同为线粒

体基因组中进化较快的片段，动物线粒体 Cyt b
作为蛋白质编码基因，一般认为进化上符合分

子钟或近似( 松弛) 分子钟假设，可以用来估计

该物种与其近缘种谱系分化及其他相关地质历

史事件发生的时间。D-loop 作为非功能约束序

列，大多数动物 D-loop 片段进化速率高于 Cyt b
片段，但也有相反的例子

［5，12 － 13，16 － 21］。太湖新

银鱼线粒体 Cyt b 序列及 D-loop 片段结构及变

异情况的研究尚未见报道，为此我们初步研究

了新银鱼线粒体 D-loop 的结构，并以太湖新银

鱼线粒体编 码 基 因 Cyt b 序 列 为 参 照，比 较 了

太湖新银鱼线粒体 D-loop 与 Cyt b 基因的相对

进化速率，为后续相关研究 ( 如种群遗传结构、
分子系统地理等) 选择合适的分子标记提供依

据，以促进太湖新银鱼及相关近缘种保护遗传

学研究的有效开展。
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1 材料与方法

1. 1 实验材料 实验样本为淮河流域 2 个种

群的 49 个太湖新银鱼样本，其 中 25 个 样 本 来

自洪泽湖 ( 东 经 118°42′12″，北 纬 33°16′20″) ，

24 个样本来 自 城 东 湖 ( 东 经 116°22′57″，北 纬

32°18′41″) ，所 采 集 的 完 整 银 鱼 样 本 清 洗 后 置

于 250 ml 采 样 瓶 中，加 入 适 量 的 95% 乙 醇 保

存。
1. 2 基因组总 DNA 提取、目的片段扩增、纯化

及测序 取 保 存 的 太 湖 新 银 鱼 样 本 背 部 肌 肉

100 mg 左右切碎，置于 1. 5 ml 离 心 管 中，常 规

SDS 蛋 白 酶 K 消 化，使 用 酚 ∶ 氯 仿 ∶ 异 戊 醇

(25 ∶ 24 ∶ 1) 抽 提 3 次，乙 醇 沉 淀 获 得 基 因 组 总

DNA。太湖新银鱼线粒体 Cty b 前端扩增引物为

L14321:5′-CAGTGACTTGAAAAACCACCG-3′，后

端 扩 增 引 物 为 H15634: 5′-CTTAGCTTTGGG
AGTTAAGGGT-3′。太湖新银鱼线粒体 D-loop 片

段 前 端 扩 增 引 物 为 L050801: 5′-CCAT
CGCTGACACCGCCAGA-3′，后 端 扩 增 引 物

H050801: 5′-ACAGTGGCAGCGGCAATGAT-3′。
PCR 反应体系均为:10 × buffer 5 μl，10 mmol /L
dNTPs 0. 5 μl，前 /后引物各 0. 5 μmol /L，Taq 酶

1. 25 U，以及模板 DNA 0. 5 ～ 5 ng，加 超 纯 水 至

50 μl。PCR 反 应 条 件 为:95℃ 预 变 性 5 min;

95℃ 变 性 45 s，56℃ 退 火 30 s，72℃ 延 伸 45
min，共 30 ～ 35 个 循 环;最 后 72℃ 延 伸 7 min。
PCR 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测，纯化试

剂盒 ( UltraClean Agarose Gel DNA Purification
Kit，MO BIO Laboratories，Inc) 纯 化 后，送 交 北

京华大生物技术有限公司测序，所用测序引物

与 PCR 扩增引物相同。
1. 3 数据分析 序列的比对、拼接使用 Clustal
X［22］

或 DNAStar 软件。控制区不同结构区的划

分综合参照哺乳动物
［4，23］、鱼类

［8 － 10，24 － 25］
的方

法。用 MEGA 4［26］
求得碱基组成变异位点数、

碱基 替 换 数 等 基 本 数 据，并 计 算 碱 基 偏 倚

性
［27］。最适合的 DNA 替代模型用嵌套似然率

检验法由 Modeltest 3. 06［28］
给出。

重复序列区域具有与其他部分不同的进化

机制
［29］，因此在进行太湖新银鱼线粒体 D-loop

与细胞色素 b 基因的进化速率的比 较 时，删 去

了相应的重复序列。太湖新银鱼线粒体 D-loop
与 Cyt b 基 因 的 相 对 进 化 速 率 的 比 较，采 用 基

于 贝 叶 斯 ( Bayes ) 马 尔 可 夫 链 蒙 特 卡 罗

(MCMC) 方法，假定 Cyt b 基因的平均进化速率

的相对值为 1，模拟 D-loop 基因的序列的相对

速率及 后 验 概 率 分 布。运 行10 000 000 步 链，

前1 000 000步 作 为 burn-in 期，然 后 每1 000步

取样一次，用 Tracer v1. 4［30］
分析运行结果并绘

制相对速率的后验概率分布图。

2 结果与讨论

实验共获得 49 个太湖 新 银 鱼 样 本 的 线 粒

体 Cyt b 全 序 列 和 D-loop 部 分 序 列。线 粒 体

Cyt b 全序列长度为1 141 bp，参照 Zhang 等
［31］

的标准，未发现假基因。所测线粒体 D-loop 部

分序列长度变化范围为 648 ～ 680 bp，包括了鱼

线粒体 DNA 控制区的前端终止 相 关 序 列 区 全

部、中间保守区全部及后端保守序列区小部分

( 见附录)。D-loop 部 分 序 列 比 对 结 果 获 得 26
种单元型。所获太湖 新 银 鱼 DNA 控 制 区 部 分

序列中识别到位于前端的一个串联重复序列、
一个终止相关序列(ETAS) ，3 个中央保守区保

守序列 (CSB-F、CSB-E、CSB-D) 及 一 个 保 守 序

列区保守序列(CSB-1)。
终止相关序 列 区 因 含 有 与 DNA 复 制 终 止

相关的序列而得名。太湖新银鱼的终止序列区

长度约在 268 ～ 300 bp 之间。在此区段发现一

段保守的终止结合序列 TAS ( TACATA) ，对比

其他鱼类中的保守序列，在终止序列区识别了

ETAS1 这一保守序列，其序列为 TACATATATG
CCTTTAAACA AACTATGTA，与 Liu 等

［10］
在 鲤

形目 部 分 鱼 类、Zhao 等
［25］

在 鳜 鱼 ( Siniperca
kneri) 中识别出的序列有所不同。太湖新 银 鱼

终止相关序列区 5′ 端为一串联重复序列，这段

重复序列包含 10 个碱基(CTGCGCCACA) 的完

整重复单元及插入和缺失。在哺乳类、鸟类、爬
行类、两栖类 和 鱼 类 等 脊 椎 动 物 线 粒 体 D-loop
区域均发现有串联重复序列

［18，32 － 35］，这些重复
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序列主要位于控制区的 ETAS 区和中央保守区

之 间
［32 － 33］，或 者 是 位 于 CSB-2 之 前

［34 － 35］
及

CSB-3 之后
［18］，但本研究结果发现串联重复序

列位于终止相关区 5′ 端的现象尚未见报道，相

关功能有待进一步研究。
控制区的中央保守区是最 为 保 守 的 区 域。

Southern 等
［36］

首 次 在 哺 乳 动 物 中 识 别 了

mtDNA 控制区中央保守区中的 CSB-A、CSB-B、
CSB-C、CSB-D、CSB-E、CSB-F，在大多鱼类线粒

体 D-loop 中央保守区中仅识别了 CSB-D、CSB-
E 和 CSB-F［25，37–40］。太 湖 新 银 鱼 D-loop 中 央

保守区长度为 330 bp，其中只有 3 个保守序列

被识别 出 来，近 5′ 端 的 是 CSB-F，其 普 遍 形 式

为:ATGCGCAGTAAGAACCGACCA。紧 接 其 后

的 是 CSB-E 和 CSB-D，它 们 的 序 列 分 别 为:

AGGGACAATAATCGTGGGGG 和 CTATTCCTG
GCATTTGGTTCCTATTTCAG。在 太 湖 新 银 鱼

D-loop 中 央 保 守 区 中 未 发 现 CSB-A、CSB-B、
CSB-C 相似序列，与 上 述 鱼 类 方 面 的 研 究 结 果

相似。
虽然重复序列标记信息已被研究者用于鲤

形 目 部 分 鱼 类
［10］，3 种 鲈 鱼 ( 黄 金 鲈 Perca

fluviatilis、孢 鲈 Acerina cernua、梭 鲈 Stizostedion
lucioperca)［24］，鲟 鱼

［41］
等 谱 系 关 系 的 分 析，但

由于不同拷贝重复序列的存在往往造成测序及

比对困难，同时，重复序列区域可能具有与其他

部分不同的进化机制
［29］，因此限制了该部分序

列信息在种群历史研究中的应用。在进行太湖

新银鱼线粒体 D-loop 与 Cyt b 基因的相对进化

速率的比较时，我们删去了相应的重复序列。
不包括 5′ 端终止相关区(ETAS) 重复序列

区部分，太湖新银鱼 D-loop 序列其余 600 个碱

基组成及变异分析结果见表 1，A、T、C、G 的平

均含 量 为 32. 5%、31. 7%、20. 5%、15. 3%。A
+ T 的 含 量 (64. 2% ) 明 显 高 于 C + G 的 含 量

(35. 8% ) ，明 显 与 线 粒 体 Cyt b 部 分 碱 基 组 成

不同。与其他鱼类 D-loop 部分 A、T 含量高，C、
G 含量低 的 特 点 相 似

［24，41］。比 较 D-loop 各 区

段的碱基组成情况，从所获得的终止相关区和

中央保守区的碱基组成可 以 看 出:A 的 平 均 含

量在终止 序 列 区 (39. 9% ) 显 著 高 于 中 央 保 守

区(27. 8% ) ，这与一般认为的终止序列区和保

守序列区的 A 的 含 量 应 明 显 高 于 中 央 保 守 区

的观点
［4，24，41］

是 一 致 的。中 央 保 守 区 中 G 的

含量(18. 7% ) 明显高于终止序列区(9. 8% )。
研究发现，所获得 D-loop 序列总的序列多

态性位点 的 比 例 为 0. 83% ，低 于 线 粒 体 Cyt b
片段总的序列多态性位点的比例 (1. 31% ) ，但

简约信息位点的比例线粒体 D-loop 与 Cyt b 基

因基本相等，分别为 0. 67% 及 0. 61%。D-loop
基因在终止相关序列区 (ETAS) 多态性位点 的

比例 较 高 (1. 48% ) ，中 央 保 守 区 (CD) 多 态 性

位点的比例较低(0. 56% ) ，这说明终止序列区

变异较大，中央保守区较为保守。线粒体 Cyt b
部分突变主要发生在第一位和第三位密码子位

置上，与其他 脊 椎 动 物 的 研 究 结 果
［42 － 43］

相 似。
D-loop 大多突变 出 现 在 简 约 信 息 位 点，与 此 不

同的是，线粒 体 Cyt b 的 大 多 突 变 为 发 生 在 非

简约信息位点上的单碱基随机突变( 表 1)。假

定 Cyt b 基因的平均进化速率的相对值为 1，贝

叶斯 (Bayes) MCMC 模 拟 给 出 Cyt b 基 因 的 相

对速率为 1. 000 ± 0. 131，而 D-loop 基因的相对

速率为 0. 859 ± 0. 261，表 明 太 湖 新 银 鱼 D-loop
基因的平均 进 化 速 率 低 于 Cyt b 基 因，同 时 变

异方差也比较大。太湖新银鱼 Cyt b 基因及 D-
loop 基因进化速率的后验概率分布( 图 1) 直观

地显示了上述结果。
本研究所 涉 及 的 D-loop 基 因 片 段 简 约 信

息位点的比 例 与 Cyt b 基 因 基 本 相 等，但 序 列

多态性位点的比例低于线粒体 Cyt b 基因的多

态性位点 的 比 例。同 时，基 于 贝 叶 斯 ( Bayes)

MCMC 方法的太湖新银鱼线粒体 D-loop 与 Cyt
b 基因的相 对 进 化 速 率 的 比 较 结 果 表 明，太 湖

新银鱼 D-loop 基 因 的 进 化 速 率 低 于 Cyt b 基

因，同时变异方差也比较大( 图 1) ，说明对于太

湖新银鱼来说，Cyt b 基因片段比 D-loop 基因片

段具有相对较高的进化速率，也相对更接近近

似分子钟假 设。因 此，可 以 认 为 Cyt b 标 记 比

D-loop 片段更适于太湖新银鱼种内分子系统地

理格局及近缘种间比较系统地理格局的研究。
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表 1 太湖新银鱼线粒体 D-loop 及 Cyt b 碱基组成及变异分析

Table 1 Composition and variability of the analyzed mtDNA of Neosalanx taihuensis

基因片段

Region
位点

Sites
NS

A
(% )

C
(% )

G
(% )

T
(% )

NPS
(% )

NIS
(% )

Model Ts / Tv

细胞色素 b
Cyt b

合计

Total
1 141 21. 0 33. 6 17. 4 28. 0 15(1. 31) 7(0. 61) F81 7. 8

第一密码子

1st code
381 21. 8 26. 6 27. 3 24. 4 6(1. 57) 4(1. 05)

第二密码子

2nd code
380 20. 3 23. 4 13. 4 42. 9 3(0. 79) 0

第三密码子

3rd code
380 21. 1 50. 7 11. 6 16. 6 6(1. 58) 3(0. 79)

多态位点

Polymorphic
15

控制区

D-loop
合计

Total
600 32. 5 20. 5 15. 3 31. 7 5(0. 83) 4(0. 67) F81 8. 6

终止相关区

ETAS
203 39. 9 20. 7 9. 8 29. 6 3(1. 48) 2(0. 99)

中央保守区

CD
359 27. 8 21. 2 18. 7 32. 3 2(0. 56) 2(0. 56)

多态位点

Polymorphic
5

NS:比对碱基位点数;NPS:多态位点数及百分比;NIS:简约信息位点数及百分比;Model:进化模型;Ts /Tv:转换颠换比。
NS: Number of sites of aligned sequences，except in the VNTRs;NPS: Number and percent of polymorphic sites;NIS: Number and

percent of parsimony informative sites;Model: hLRT-estimated model of sequence evolution;Ts /Tv: Estimated transition / transversion ( Ts /
Tv) ratio.

图 1 线粒体 D-loop 与 Cyt b 进化速率后验概率分布

Fig. 1 The plots of the posterior density of the rates of Cyt b and D-loop
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