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舟山海域4种鲷科鱼类线粒体 Cyt b基因全序列克隆分析

徐田军，王日昕，王健鑫
(浙江海洋学院海洋科学学院，海洋生物资源与分子工程实验室，浙江舟山3 16000)

摘要：克隆测序了分布于舟山海域的真鲷(Pagrus pagrus)、黑鲷(Sparus macrocephalus)、黄鳍棘鲷(Acan-

thopagrus latus)和二长棘鲷(Parargyrops edita)4种鲷科鱼类的线粒体Cyt b基因1 141 bp的全序列。通过对4

种鲷科鱼类Cyt b基因序列的比对分析，发现了292个核苷酸变异位点，其中存在186个信息位点，序列中的转

换大于颠换，碱基替换多发生于密码子第3位。遗传距离分析表明，4种鲷科鱼类的遗传差异在0．096 7-0．227 5

之间，其中真鲷与二长棘鲷之间遗传距离最小，为0．096 7，黄鳍棘鲷与二长棘鲷的遗传距离最大，为0．227 5；

序列变异的转换／颠换比值在2．293 0～7．358 7之间。以25种鲈总科鱼类构建的系统树表明鲷科鱼类与其他科的

鱼类存在较远的遗传亲缘关系。
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Cloning and sequence analysis of Cyt b gene in four Sparidae

fishes in Zhoushan sea area

XU Tianjun，WANG Rixin，WANG Jianxin

(Lab．ofMarine Living Resources and Molecular Engineering，College ofMarine Science，

Zhejiang Ocean Univers毋，Zhoushan 316000，China)

Abstract：The complete sequences of mitochondfiM Cyt b gene in Pagrus pagrus，Sparus macrocephalus，Acanthopagrus latus and Pa-

rargyrops edita in Zhoushan sea area were amplified，cloned and sequenced．The 1 141 bp Cyt b gene sequences of these four species

were obtaine&Compared with the sanle DNA fragment recorded in the GeneBank．tlle sequences of I 141 bp DNA had 292 nuelestide

variation sites，among which 186 parsimony informative sites were observed．Transitions were discovered to be more than transver-

sions，and most of the base substitutions occurred at the third locus of the eodon．The genetic distance among 4 Sparidae species

ranged from 0．096 7 to 0．227 5．The shortest distance occurred between P．pagrus and P。edits，being 0．096 7。while the longest one

between S macrocephalus and A．httus，being 0．227 5．Moreover，the transition—transversion ratio of the sequence differentiation of 4

species ranged from 2．293 0 to 7．358 7．The NJ phylogenetic tree revealed that 25 species were divided into two clades，and obvious

genetic divergence existed between fishes of Sparidae and the other fishes of Percoidea．
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鲷科(Sparidae)鱼类是中国东海海域捕获量

较大、经济价值很高的经济鱼类，作为世界四大渔
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场之一的舟山渔场主要分布有7种【11，其中部分

鱼类已形成养殖产业化。但由于过度捕捞和养殖业
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的迅速发展，鲷科鱼类的自然资源遭到很大的破

坏，种质资源及遗传多样性的保护亟需得到应有的

重视。真鲷(Pagrus mdjor)、黑鲷(Spar獬”娥ro—

cephalus)、黄鳍棘鲷(Acanthopagrus latus)和二长

棘鲷(Parargyrops edita)是舟山海域4种重要的

经济鲷科鱼类，由于肉质鲜美、营养价值较高而深

受消费者的欢迎，其养殖业也随之迅猛发展。因

此，开展鲷科鱼类遗传资源的研究对其养殖业的可

持续发展显得尤为重要。

由于动物线粒体DNA(mtDNA)具有绝大多

数母系遗传、进化速度快、结构简单等优点，已经

广泛应用于动物遗传多样性及系统进化的研究。在

水产动物中，进化速度适中的Cyt b基因序列被广

泛用于分析其遗传结构和探讨物种间及群体间的系

统发生关系‘2“3。笔者克隆了4种舟山海域常见鲷

科鱼类的线粒体Cyt b基因全序列，并利用其他近

缘物种的Cyt b基因全序列进行系统发生关系分

析。以期为鲷科鱼类的遗传种质资源研究奠定基

础。

1材料与方法

1．1材料

真鲷、黑鲷、黄鳍棘鲷和二长棘鲷的野生个体

收集于舟山海域，剪取尾部肌肉后用液氮速冻，

一80℃冰箱保存。另外，研究中用于系统发生关

系分析的鲈总科其他物种的Cyt b基因数据来源于

GenBank数据库(表1)。

表1 25种鲈总科鱼类的Cyt b数据信息

Tab．1 Accession No．of Cyt b of 25 Percoidea species
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1．2基因组DNA的提取

采取常规苯酚氯仿提取法，每个样本取50 mg

左右的尾部肌肉，剪碎后加入300斗L组织匀浆缓

冲液(10 mmol·L“嘣s—HCI，pH 8．0；50 mmol·

L～EDTA，pH 8．0)，混匀后加入终浓度为l％的

SDS和200斗g·mL“的蛋白酶K，55℃水浴3 h。

等体积的Tris一饱和酚、Tris一饱和酚：氯仿：异戊醇

(25：24：1)、氯仿：异戊醇(24：1)各抽提1

次。无水乙醇沉淀，70％乙醇洗涤2次，TE溶解。

紫外分光光度计测定样品DNA的oD瑚和OD：∞值，

确定其浓度和纯度，4℃保存备用。

1．3 PCR扩增和产物鉴定

用于扩增鲷科鱼类Cyt b基因全长序列的引物

为cytb—F： 5’一GTGACTTGAAAAACCACCGTll-3’和

eytb—R： 5 7一CTCCJ钔【℃TCCG唧’ACAAGAC-3’， 弓I

物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

PCR反应体系为50灿，包括：模板DNA 50～100

ng，10×Buffer 5斗L，dNTP各0．2 mmol·L一1，上、

下游引物各0．2 I_Lmol·L～，Taq DNA聚合酶2 u，

MgCl，1．5 mmol·L～。反应在Bio—Rad Mycycler PCR

仪上进行。反应条件如下：94℃预变性4 min，94

℃变性30 s，50℃退火45 s。72℃延伸60 s。经

30个循环后再在72℃延伸10 min。每次反应都设

不含模板的空白对照。PCR扩增产物经1。5％琼脂

糖凝胶电泳检测，电泳缓冲液为0．5×TBE(pH

8．0)，电压为5 V·cm～，常温电泳，EB染色，

Bio—Rad GD2000型凝胶成像系统下观察并拍照记

录。

1．4产物的纯化及重组后测序

PCR产物利用凝胶纯化试剂盒(Tiangen)纯

化回收，回收产物与pGEM—T载体(Promega)连

接后，转化Topl0感受态细胞，利用IPTG／X—gal

蓝白斑筛选阳性克隆子，利用T7／SP6引物进行阳

性克隆子的鉴定后，利用质粒提取试剂盒抽取质粒

(Tiangen)，TT／SP6引物在ABI 3730测序仪上进行

双向测序，每个物种选择3个个体进行测序。

1．5 序列的数据处理与系统发生关系分析

获得的序列利用SEQMAN程序【91经双向拼接

后剪去载体序列，经过人工校正后通过NCBI中

BLAST同源检索¨刚后确认所得的序列为Cyt b基因

序列，并剪去两端的tRNA序列后用于后续分析。

从GenBank数据库中下载近缘物种的Cyt b序列以

用于系统发生关系的分析。利用MEGA 4．1软

件⋯1进行不同物种的序列比对、碱基计算和构建

系统发生树。

2结果与讨论

2．1 4种鲷科鱼类Cyt b基因序列的特征

4种鲷科鱼类的cyt b扩增产物经测序剪切后

获得了线粒体Cyt b基因全序列(GenBank登录号

GUl31149一GUl31152)，进行比对排序后长度均为

1 141 bp(图1)，含起始密码子ATG；终止密码则

是在转录成mRNA时在3’端的T碱基上加上AA而

形成TAA终止密码子，编码380个氨基酸。在4

种鱼类Cyt b基因的比较中没有发现插入和缺失，

存在292个核苷酸变异位点，占全部序列的

25．6％，其中有186个信息位点，密码子第3位点

的突变率明显高于第1、2位点。氨基酸序列中发

现22个氨基酸变异位点，序列中转换大于颠换，

这是分歧较近的物种间编码区DNA序列较多发生

同义突变的结果【12|。对氨基酸残基进行分析后发

现，20种氨基酸均有分布。但其平均含量却差异

很大，例如丙氨酸和亮氨酸的平均含量分别为

8。42％和16．12％，而半胱氨酸和谷氨酸的平均含

量仅为1．05％和1．45％，说明氨基酸的使用存在

差异性。

4种鲷科鱼类Cyt b基因序列的碱基组成见表

2。可以看出T、C、A和G碱基在4种鲷科鱼类中

的平均含量分别为30．2％、29．6％、24．9％和

15．3％，其中C的含量约为G含量的2倍。A+T

平均含量为55．1％，高于G+c的含量44．9％。

这一特征和在5种石鲈科鱼类中观察到的Cyt b基

因部分序列的碱基分布具有相同的结论∞J。此外，

密码子第3位存在显著的碱基偏倚性，C-3含量为

36．9％，而G-3的含量仅为5．6％，密码子第3位

反G碱基偏倚分布在其他物种中也被发现¨’1卜141，

而在一些进化高级的物种细胞色素b基因则发现密

码子第3位具有对A和C极强偏倚特征¨2’”1，这

种碱基分布的差异是由功能的差异引起还是不同的

选择压力造成目前还没有明确的定论。
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TGCCTTGC^C T^TTC^CCCC G^^CCTGCT^GG^G^CCC^G^C^^TTTC^C CCCCGCGA^C CCCCTAGTCA CTCCCCC TCA T^TC^^GCCC

．．T．．A⋯T⋯．T6⋯．C⋯⋯．．T⋯⋯⋯⋯．．C．．T⋯．．T．．A⋯．．tT⋯．T．．C．．A．．C⋯⋯⋯⋯
⋯．．^⋯⋯．．T6．T．．A⋯⋯．．T．⋯⋯⋯⋯．C．．T．．T．．T．．A．．T．．TT⋯．^⋯．．^．．C⋯．．T⋯⋯
⋯．．A．．⋯⋯TG．T．．A⋯．．C．．．⋯⋯⋯．．T⋯⋯⋯．．T．．^⋯．．T⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．T⋯⋯

GAATGATACT TCCT^TTTGC GT^CGC^ATT CTACGCTC^^TCCC^^^C从^CT^GG^GG^GTCCTGGCTC TTCT^GCCTC T^TCCTCGT^

⋯⋯⋯⋯T⋯⋯⋯．T．．T．．．⋯⋯．．C．．T．．T．．T⋯⋯⋯⋯⋯．．T．．C．．C．．G⋯．．^．．T．．A．．C
⋯⋯⋯⋯T⋯⋯．A⋯．．C．．C T⋯．T⋯．．T．．T⋯．．G⋯⋯⋯⋯．．T．．C．．C．．G⋯．．C⋯．．A．．C
⋯．．G．．T．⋯⋯⋯．A⋯．．G⋯⋯⋯⋯．．T⋯⋯⋯⋯．．G．．T⋯．．^．．C⋯⋯．⋯⋯⋯．T⋯

CT^AT^GTCG TCCCC^TCCT CC^C^CATCT AAACAACGAA GCCTCAC^TT TCGACCTGTG ACCC^GTTCC TGTTTTG^GC^CTCATTGC^

．．C⋯．．T⋯⋯．．^⋯⋯．．T⋯⋯⋯．．G⋯．．A．．C．．C⋯．．A．．^⋯．．^⋯．．A．．C⋯．．⋯T⋯⋯
．．C．．G．．T⋯⋯．．G⋯．．T．．T．．C⋯⋯⋯⋯．．G．．C．．C．．C．．A．．C．．T⋯⋯T．A．．C⋯A．⋯TG⋯．．
．．．．．G．．T．．T．．T．．T．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．A．A．．T．．A．．．．．A．．．．．．．．．．．．．．C．．．

AATGTAGC从TCCTC^C^TG^^TCGGCGGA^TGCCCGTTG^^G^CCCGT^C^TC^TT^TT GGTCAAATTG C^TCCCTT^C TTATTTTGCC

⋯C⋯T．．⋯⋯．G⋯⋯．．．．．T．．A．．A⋯⋯．．G．．T．．T．．T⋯⋯⋯⋯⋯⋯．．T．．C．．C．．C．．CT．．
⋯⋯ATG．．T⋯⋯⋯．．T．．A．．C⋯．．T⋯．⋯．G．．C．．T．⋯T C⋯⋯C⋯⋯⋯．T．．C．．C．．C．．CT．．
．．C．．．．．．．．，．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．6．．．．．A．．．．．．G．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．C．．．．．T

CTTTTCCTAC TTATCATACC c^T^Gc^GC^TTAGTAGAAA ACAAAGTGCT AGGTTGACAA T[1 t4t]真鲷

⋯⋯⋯G．A．T．．C⋯．C⋯⋯．GC．A．G⋯．⋯⋯．AT⋯．C⋯⋯．【11411黑翻
．．C⋯⋯6⋯．T．．T⋯⋯⋯⋯G．C．．G⋯．⋯⋯．^．⋯．C⋯⋯．[1“l】黄鳕棘舅
．．．．．．T．G⋯⋯．．C⋯GC．A⋯⋯⋯⋯．G⋯⋯．．^．．T．．C⋯⋯．[1141]二长棘鲷

图l 4种鲷科鱼类的细胞色素b基因全序列

Fig．1 Complete sequences of Cyt b gene of four Sparidae species

【90】真一

[90】黑鲷

[90]黄镛棘霸

[90】二长棘舅

【180]真一

[180]黑舅

[180】黄壕棘胡

[180]-二长鼻鲷

[270】真舅

[270]黑酮

[270]黄簧棘翻

[270]二长棘舅

[360]真鲷

[360]黑鲷

[3603黄鲭棘鳙

[300]二长棘鲷

[450]真碉

[4soJ黑鲷

[400】黄镑棘鲷

[450]二长棘舅

[s40]真舅

[s40]黑鲷

[540]黄鳢棘鲷

[540]二长棘蛔

[630]真鲷

[6303黑鲷

[630】黄鳍棘霸

[030]二长棘鲷

[720]真翻

[720]愚鲷

[720]黄鳍棘鲷

[720]二长棘绸

[810]真鲷

[slo]黑鲷

[8to】黄鳝棘舅

Isl0】二长棘鲷

[900]真鳙

[900l黑舅

[900】黄鳍棘鲷

[900]二长棘鲷

[990]真鲷

[990】黑鲷

[900]黄鳝棘鲷

[990]二长棘鲷

[1080]真鲷

[1080]黑鲷

[1080]黄簟棘一

[toso]二长棘舅
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注：表中数宁3表示密石15千的第3位

Note：The number 3 indicates the 3耐codon position．

2．2鲷科鱼类间的遗传距离

根据12种鲷科鱼类的Cyt 6基因全序列，利用

MEGA软件根据Kimura 2-parameter模型计算了物

种间的遗传距离(表3)。从表中可以看出，鲷科

12种鱼类的遗传距离在0．096 7～0．235 4之间，

其中真鲷与二长棘鲷之间遗传距离最小，为0．096

7，金鲷与赤鲷之间遗传距离最远，为0．235 4，12

种鱼类的平均遗传距离为0．186 7。此外，12种鲷

科鱼类之间的序列碱基转换与颠换比值在2．079 7

～7．358 7之间，平均为3．269 1，说明12种鲷科

鱼类的Cyt b基冈序列变异非常显著。另外，将研

究获得的4种鲷科鱼类的Cyt b全序列与其他海域

这4种鱼类获得的Cyt b全序列(表1)比较后发

现碱基差异不大，核苷酸突变位点数在1—5之间。

一般认为所分析序列的转换颠换比值小于2．0时，

此基因序列突变已经达到饱和状态，受到进化噪音

的影响可能性较大，在进行系统分析时必须进行加

权分析¨引，而研究中的Cyt b序列平均转换颠换比

为3．269 1，远大于2．0，因此，Cyt b基因序列适

宜用于鱼类的系统发生关系分析。

表3鲷科鱼类的相对遗传距离(对角线以下是转换加颠换。对角线以上是转换比颠换)

Tab．3 Pair-wise genetic distance among Sparidae species(below the diagonal is transition+transversion；

above the diagonal is transition／transversion)

物种

species
真鲷 黑鲷 纛磊 磊螽 曩磊 紫磊 累磊绯海鲷赤鲷又牙鲷金鲷黑椎鲷

真鲷P．major

黑鲷S．macrocephalus

黄鳍棘鲷A．1atus

二长棘鲷P．edita

黑尾斑鲷0．melanura

腋斑小鲷P．acarrte

黑斑小鲷P．bogaraveo

绯海鲷P．erythrinus

赤鲷尸．auriga

叉牙鲷S．s口盘m

金鲷S．aurata

黑椎鲷S．cantharus

2．2930 2．5493 7．3587 2．3066 2．7524 2．4505 5．4167 5．4650 2．5751 2．4608 2．1017

0．1999 5．1064 2．3704 4．1398 4．1897 3．8931 2．2294 2．1849 2．7756 3．0084 2．1049

0．2261 0．126l

0．0967 0．2013 O．2275

2．6289 3．9624 4．0734 4．0647 2．0797 2．1247 3．2934 2．8186 2．1539

2．4808 2．575l 2．1049 4．9218 4．8678 2．4852 2．2636 2．0797

O．1812 0．1489 0．1763 0．1873 5．4304 4．7578 2．9703 2．3911 3．3673 4．6025 2．7345

0．2167 0．1649 0．1659 0．2029 0．1564 7．2577 2．5642 2．7963 3．3551 4．6641 2．3129

0．2026 0．1600 O．1800 0．1854 0．1561 0．1104

0．1739 0．2154 0．2272 0．1550 0．2097 0．2199 0．2155

2．7976 2．2580 2．7954 2．4658 2．4309

7．3169 2．3244 2．3791 2．2945

0．1692 0．2092 0．2274 0．1482 0．1825 0．2229 0．2010 0．1870 2．2468 2．7545 2．1911

0．2029 0．1738 0．2018 0．1944 0．1676 0．1630 0．1601 0．1952 0．1939

0．2135 0．1729 0．1832 0．2046 0．1675 0．1641 0．1839 0．2085 0．2354 0．1838

3．2594 3．6007

2．7311

0．2007 0．1854 0．2104 0．1900 0．1936 0．1685 0．1779 0．2131 0．2033 0．1678 0．2044
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图2基于Cyt b基因全序列的25种鲈总科鱼类的NJ系统进化树

Fig．2 Phylogenetic tree of 25 species based on complete sequences of Cyt b gene

2．3系统发生关系分析

基于25种鲈总科鱼类的Cyt b基因全长序列，

利用DAMBE软件评测了遗传距离与对应的转换和

颠换数的关系，根据对核苷酸变异的预测，所分析

序列的核苷酸转换和颠换数随着遗传距离的增加而

呈递增关系，核苷酸变异没有达到替换饱和，适宜

进行系统发生关系的分析ⅢJ。利用MEGA软件进

行系统发生关系分析，建立NJ分子系统发生树

(图2)。从图2看出，利用线粒体Cyt b序列可以

准确地将鲈总科各个科的鱼类区分开，每个科的鱼

类首先聚成独立的分支，而后根据亲缘关系聚成类

群。25种鱼类聚成2个类群，类群1由雀鲷科、

石鲷科、石鲈科、笛鲷科及梅鲷科的13个物种构

成，类群2完全由鲷科的12个物种构成，说明鲷

科与其他5个科之间存在较远的遗传距离，其他5

个科的鱼类之间存在相对较近的遗传关系。其中笛

陋Pom且科cen试妇
I石鲷科
l Oplegnathidao

I石鲈科
I Pomadasyidae

陋Lutjani妇
I梅鲷科
Caesionidae

鲷科

Sparidae

鲷科和梅鲷科鱼类亲缘关系非常近，在系统树中混

合聚在一起。在文章研究的鲷科鱼类中，真鲷与二

长棘鲷亲缘关系最近，首先聚在一起，而黄鳍棘鲷

与黑鲷遗传距离也相对较小，属于在进化过程中较

晚分化的2个物种。

研究通过克隆舟山海域4种常见鲷科鱼类的

cyt b基因全序列，结合近缘物种的cyt b基因序列

进行了遗传信息的分析，旨在为鲷科鱼类分子系统

发育、进化关系及遗传多样性研究提供依据。
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