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摘要 采用
一

测序技术对我国鲤属 个种
、

亚种和 个品种共 个个体 其中鲤的样品包括采 自长江
、

黄河
、

松花江三个水系的共 个种群
,

进行了 控制区
一

环区 始 自
’

端共 碱基的序列测定
,

发现其
一 环区

’

端至中央保守区之间不似其他鱼类和哺乳类是一个单一 的高变区
,

而是在其内部还插有一段长约

的保守区
,

这很可能是鲤属鱼类
一

环区 自身的一个特点
。
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鲤属 咖 隶属鲤科 中的鲤亚科
,

是鲤亚科中最繁盛的一个属
。

在共

计 个种和亚种中
,

除西鲤 咖。 咖。 的分布遍及欧
、

亚两洲外
,

其余的 种只见于我国
,

其中

个种只见于云南
,

为云南特有
。

对鲤属鱼类的研究
,

以往主要集中在形态分类上 ’一 “〕,

同时也开展了

一些细胞遗传与进化的研究 〔
一 ’。」。 自 年 等 ’‘ 首次报道了鲤 。

咖。 种限

制性内切酶的物理图谱
,

并对部分基因进行定位以来
,

鲤属鱼类分子水平的研究相继开展
,

特别是在线

粒体 上 ’“〕
。

年
,

等「‘, 对鲤的 进行了全序列测定
,

揭示了鲤 的

基因组结构
,

但该研究只局限于 咖。 一个种
,

未能全面反映该属鱼类 分子结构的全貌
,

尤
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其是 一些 区段的精细结构
。

例如
,

鲤属鱼类 上 主要 的非编码 区 —控制
区

或称
一

环区的结构特点就没能得以深人揭示
。

而一般认为
, 一

环区是线粒体基因组上进化最快

的部分〔‘ 〕
,

因此用
一

环区来进行近缘种间的系统进化关系研究和快速物种形成的探讨
,

已成为分子进

化研究的一个重要方面
。

分子的长度差异也被证明基本是源 自于
一

区不同长度的重复序

列的发生【’
, ’“〕。 因此

,

对鲤属鱼类
一

环区进化特点的了解
,

有助于进一步进行该属鱼类系统进

化关系和物种形成方式的探讨
。

故本研究即拟采用 一 测序技术对我国鲤属 个种
、

亚种和 个品

种共 个个体 其中鲤 咖。 的样品包括长江
、

黄河
、

松花江三个水系的共 个种群
,

进行

控制区
一

环区 始自
’

端共 碱基序列的测定
,

以揭示鲤属鱼类
一

区的结构

特点
,

为鲤属鱼类的分子进化研究奠定基础
。

材料和方法

实验材料

鱼类样本的来源和数 目见表

表 环区序列分析用的材料来源和数最

幼概
一

物种名 采集地 数量 简称
化

华南鲤
仁, , 户“ 。

云南元江渔场
,

武汉

吉林长春新立城水库
,

湖南

山东 只

鲤
甲

龙几名卫
祀麓鲤

, 沁

云南大理洱海
, ,

春鲤
凡 耳〕

洱海鲤
哪

云南大理洱海
, ,

云南大理洱海

大头鲤
尸 蕊

云南江川星云湖
, ,

建鲤 品种
,

,
大理州水产站 无锡引进

面 斤

镜鲤 品种
, 切 盯

昆明农贸市场
, ,

三角鲤 硫 广西南宁
,

总 的提取

按常规方法从 一 ℃冻存或 酒精保存的鱼卵或肝脏
、

肌肉组织中提取总 〔‘了〕。

扩增
、

产物纯化及序列测定

使用引物 评
’一 一 ’

和
’一

一 ’

进行
一

区约 碱基的正反链双向扩增
。

反应总体积为
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拼 ,

反应条件为 ℃预变性
,

℃变性
,

℃退火 而
,

℃延伸 而
,

个循环后
,

℃

后延伸
。

产物用 一 的琼脂糖凝胶检测 图
,

对扩增好的 产物经小量胶 回收试剂盒

上海华舜生物工程有限公司 进行 回收纯化
。

检测后
,

用 一 止 回收产物以 引物作测序引

物
,

进行正反链 双 向序列测定
。

测序反应使用 珑
一

的

瓦
, , ,

操作过程依公司推荐的方法进行
。

反应

产物经
一

柱 公司 纯化
、

真空干燥和变性后
,

使用 全 自动 测序仪 美国

公司 进行序列分析
。

图 扩增产物检测电泳图

注 左起第 泳道为 盯
,

第
,

泳道为华南鲤
,

第 泳道为祀麓鲤
,

第 泳道为春鲤
,

第
,

泳道为洱海鲤
,

第
, ,

泳

道为鲤
,

第
,

泳道为大头鲤
,

第 泳道为建鲤
,

第 泳道为镜鲤
,

第
,

泳道为三角鲤
。

〕 , , ,

, 砚乙店 。
,

印
,

刀 “ , , , , ,

, 附 叩 哪
, ,

尸 卿
,

‘ 甲 口
,

印 尸 乙 , ,

女 劣

数据分析

序列通过 盯 软件包的
、

和 软件进行排序
,

并人工校正
。

每一碱基均

经过正
、

反向测序验证
。

碱基组成和转换
、

颠换值利用 等
,

程序进行统计
。

结果

本研究测定了鲤属鱼类的鲤 。
咖
。 分别采 自武汉

、

湖南
、

山东和吉林
,

共 个种

群
,

分属长江
、

黄河和松花江三个水系
、

华南鲤 咖。 可‘ 、 、

祀麓鲤 咖。 。 、

春鲤

鳍
、

洱海鲤
、

大头鲤 尸 和三角鲤 等 个种 亚

种 及散鳞镜鲤 ‘ 咖
。 和建鲤 咖。 两个养殖品种共 个个体的

一

区始

自
’

端的 的碱基序列
。

另从基因库 中检索出已报道的台湾的鲤 咖 。 的一致序

列
。

对上述序列进行了排序和单倍型分析
。

在 中进行序列复合
,

长的序列共显示有 个变异位点 图
,

其中 个为碱基替

换
,

替换 比例为
,

且核昔酸替换多为转换
,

转换 颠换比例为
。

其余 个为插人 缺失
,

碱基替

换与插入 缺失的比例为
。

在人的
一

研究中发现
,

碱基替换是插人 缺失的 倍以上 ‘”〕
,

而在

丽鱼科的近缘种间碱基替换则更远远高于插人 缺失〔’”〕
。

我们的结果也与之基本一致
。

此次研究的鲤

属鱼类的
一

区始 自
’

端的 帅 序列中没有任何长度的重复序列
。

在 个鲤鱼个体中共检出 种单倍型 洱海的三种鲤鱼共 个个体存在 种单倍型 大头鲤 个

个体存在 种单倍型 三角鲤 个个体存在 种单倍型 从基因库中检索到的台湾的鲤 咖。 单独
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享有 个单倍型 其余的 种单倍型为华南鲤亚种
、

鲤亚种和建鲤
、

镜鲤两品种的共 个个体共享
。

鲤属鱼类各单倍型
一

环区的碱基组成
,

以碱基 的含量最高
,

平均为 碱基 的含量最低

平均为
。
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,

二

图 鲤属鱼类
一

区序列差异 比较
一

肥 拍 叩 璐

注 一洱海鲤
,

采 自洱海 一祀麓鲤
,

采自洱海 一春鲤
,

采自洱海 一大头鲤
,

采自星云湖 一三角鲤
,

采

自广西 一华南鲤
,

采自元江 一鲤
,

采自湖南 一鲤
,

采自武汉 一鲤
,

采 自山东 一

鲤
,

采自吉林 一建鲤
,

无锡引进 一镜鲤
,

购于昆明农贸市场 一鲤
,

从基因库检索到的台湾鲤鱼的序

列
。

一 码
,

一 以
,

加 一 切亡 ‘
,

一

花梦
,

丘。 飞 ‘材一 洲以‘ ‘ ,

灿 一
速

和 。
,

一 。 印化 因
,

一 ￡ ,

加。 ‘加川 一 械 、
,

加 丙 刀面叮 一 加己恻即 、
,

一
,

。 二 痴
, 代刁 石 一

甲曰 〕以 , ”” , 万 一 ,
,

彻 呷
,
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讨论

一般认为
, 一

环区是线粒体基 因组上进化最快的部分
,

它的变异速率约为 完整分子或

分子其他区域的 一 倍 ‘ 〕
。

仆环 区又可分为三个部分
,

两端是两个高变区
,

进化速度快 位于两个高变区之间的部分由于包含了数个保守序列 区
,

而被称为中间保守域
,

在遗传上为相对保守区
,

进化速度慢
。

但

已有一些研究
,

尤其是鱼类上的研究
,

对
一

区上
“

高变区进化最快
”

这一普遍观察到的现象提出

了挑战
,

发现在某些鱼类
,

高变区与 上的蛋白编码区或与完整的 分子的进化速率相

似 么 ,
, ‘ 。

等 “ 通过对硬骨鱼类 个科 种鱼控制区序列的比较
,

标定了鱼类控制区中间保守域的

位置
。

我们此次测定的序列范围是紧接脯氨酸
一 一

的 一 。

如果按 等的标

定
,

我们测定的九种鲤属鱼类的
一

区的中间保守域位置在 一 这一 的区段
,

那么我

们测定的序列就刚好包含了完整的
’

端高变区
、

等的标定的中间保守域及少部分 的
’

端

高变区
。

经对我们所测序列进行仔细分析后发现
,

紧接脯氨酸
一 一

的 一 为最高

变区
,

在 个碱基范围内出现了高达三个位点的碱基替换及一个位点的插人 缺失
,

变异比例高达
一 为保守区

,

在 长的片段上仅有 个位点变异
,

变异率为 一

为高度可变区
,

的长度内发生了 个变异
,

变异率达 一 为另一保守区
,

有

个位点发生碱基替换
,

变异率亦为 一 为可变区
,

在 个碱基长的片段上存在 个

变异位点
,

变异速率为
。

从以上我们对多种鲤属鱼类
一

环 区
’

端一半的测序结果看
,

鲤属鱼类象其他鱼类一样
,

其

环区有保守区和高变区之分
,

也存在一个中间保守区
。

但是与其他鱼类明显不同的是 第一
,

中央保

守区
’

端的界限虽与 等所标定的几乎一致
,

但
’

端的界限我们仅划在
,

而不是
。

相应

地
,

中央保守区的长度仅
,

而不是 第二
,

从中央保守区到
一

环的
’

末端之间
,

不是简单地

为一个高变区
,

而是有一个保守区和两个高变区相间存在
。

当然
,

我们也能够按 等所标各种鱼

类的中央保守区那样
,

把我们所研究的鲤属鱼类之
一

环 区划分为一个中央保守 区和两边两个高变

区
,

但是这样一来
,

中央保守区的碱基变异率将提高到
,

高变区的变异将平均为
,

两者

的差异便不很突出
。

而在近
’

端变异率仅为 的保守区有约 长
,

这在其他鱼类上 〔州也是

没有的
。

总之
,

鲤属鱼类
一

环区序列的上述变异
,

看来很可能是鲤属鱼类本身所具有的一个特点
。
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