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摘要! 运用通用引物长距B4+$.6:]EB4+%和常规B4+相结合的方法测定了鲈形目笛鲷科的

" 种笛鲷属鱼类$孟加拉笛鲷"四带笛鲷"千年笛鲷和马拉巴笛鲷%和军曹鱼科的军曹鱼线粒体

@,-基因组全序列$b;:dG:f序列号分别为 /(&?&!!>!/("&##&"!/(C$"?"&!/(C$"?"$ 和 ,4j

%&&$&>%!得出所用全序列测定体系的方法通用性较强!操作简单# 线粒体基因组的比对分析

表明!测定的 FW@,-基因组的绝大部分区段与 b;:dG:f 中现有的脊椎动物的序列有较高的

同源性# 以军曹鱼外群结合b;:dG:f中近缘笛鲷鱼类$勒氏笛鲷"蓝点笛鲷和黑带鳞鳍梅鲷%

进行的聚类分析中!勒氏笛鲷与黑带鳞鳍梅鲷的聚类关系近于同属物种!与形态学分类存在矛

盾# 通过单个基因和基因拼接序列比较!综合考虑邻位连接法构建系统进化树的置信度和序

列的信息量!对 &! 种蛋白质编码基因在属内种间的系统进化分析能力进行了评估!将基因分

成不同的 " 等'很好的为 G-%*51# 和 2.+$&好的序列为 I!$ 和 2.+&&差的为 I!#"I!! 和

G-%*51C&包括?;$D在内的其余 # 种基因为中等# 分析还揭示出序列长度的增加可以提高系

统进化树的置信度!且属内物种间比较时序列长度的影响小于高级阶元#

关键词! 笛鲷属& 线粒体基因组& 分子系统进化

中图分类号! 1>&?'''''''文献标识码'-

''自-:T;OK6:等(&)

&>C& 年测定了人的FW@,-

全序列并分析其基因组成+结构和功能特点后!

FW@,-序列的测定和分析便逐渐成为脊椎动物

分子遗传学和进化遗传学研究的主要课题之一*

&>>" 年-\HK;

($)便已经对 FW@,-对进化分析以

及群体分析的优点进行了充分的阐述* 目前!从

线粒体@,-分离纯化+通用引物设计+长距 B4+

".6:]EB4+#+鸟枪法测序+序列拼接+基因预测+

+,-二级结构预测+基因组数据提交和 0:W;O:;W

公用数据库的建立到基因组进化分析和基因组特

征分析!一整套线粒体基因组研究方法已基本确

立!线粒体基因组在分子系统进化研究中的使用

频率大大提高* ,G]GK;等(!)运用 #% 对引物!通

过直接测序得到了日本飞鱼"?;=5179#9534#*44#

的FW@,-全序列"&# =$C PQ#!XG:IJGT6 等(")运

用.6:]EB4+技术扩增 FW@,-片段!测定并分析

了大西洋金枪鱼"-396695$3;6695#的FW@,-全序

列"&# =$# PQ#!29OKW等(=)测定并分析了大西洋鲑

"'*7". 5*7*##的 FW@,-全序列"&# ##= PQ#* 至

$%%> 年 && 月 $> 日(#)

!日本东京 XHW6/HKJ 鱼类线

粒体@,-全序列库已收集 #$$ 种鱼类的FW@,-

基因组全序列* 本研究室已掌握了相关技术!于

$%%# 年测定了勒氏笛鲷 "J9$K*695#95517744#的

FW@,-全序列"b;:dG:f序列号$3/=&"$%C#*

大量线粒体@,-基因组全序列测定必然为

系统进化分析提供更多可供使用的数据!但为了

评估已有的研究!保证现有分析可信度+节约成

本!探索如何正确高效地依分类阶元高低选择不

同基因!以及序列组合长度等问题仍然必要*

[GOT6MG等(?)

+XHMG等(C)

+陈姝君等(>)和郭昱嵩



# 期 王中铎!等$笛鲷属线粒体基因组编码序列的系统进化分析能力评估 ''

等(&%)先后基于脊椎动物+硬骨鱼纲或鲈形目对属

以上高级分类阶元进行了系统进化树构建时的信

息量的评估* 然而!对于动物 FW@,-至今仍然

缺乏属一级的探讨* 陈姝君等(>)指出$要想研究

各个基因在种间和种内群体间系统分化的表现情

况!必须获得同一个属的多个种+同一个种的不同

亚种和不同地理种群的大量基因序列*

本文利用本研究室在笛鲷属线粒体 @,-系

统进化研究方面的良好基础(&% <&!)

!通过系统测定

笛鲷属及近缘种的多个线粒体 @,-基因组全序

列!在深入揭示笛鲷及其近缘种系统进化史的同

时!对线粒体基因组序列在属内种间分类阶元的

系统进化分析的适用性进行了探讨*

&'材料与方法

&'&(实验材料和总#$%的提取

采用文献(&" <&=)中形态与 @,-条码结合

的方法鉴定实验对象!即鲈形目笛鲷科的 " 种笛

鲷属鱼类(孟加拉笛鲷"J9$K*695D16@*71654#+四

带笛鲷"J&B*5"4#*#+千年笛鲷"J&51D*1#和马拉

巴笛鲷"J&"*7*D*#4295#)和军曹鱼科的军曹鱼

"(*23;216$#.6 2*6*C9"#* 参照卢圣栋(&#)的方法

从肌肉或鳍条中提取样本@,-!" `保存备用*

&')(长距-.*

测序策略参考 eGhG]9IJH等(&?) 和郭新红

等(&C)

!引物由上海 1G:]6: 生物技术公司合成*

采用长距B4+引物.-& 和.-$ 扩增得到覆盖整

个线粒体 @,-序列的大片段作为模板!B4+反

应体系$总体积 $=

!

.!含 & cB4+.-d9NN;O!

T,DBK&= :F67!引物各 $% QF6.!.--*F @,-聚

合酶"DGeG+G#$8= *!总@,-约 $% :]*

扩增条件 >" `预变性 & FH:'>C `变性&% K!

#C `退火+延伸共 &# FH:!循环 !% 次'最后 ?$ `

延伸 &% FH:* %8?i的琼脂糖电泳对扩增产物进

行检测*

&'!(常规-.*扩增

以稀释 $% 倍的长距 B4+产物后为模板!扩

增获取长度 "%% _>%% PQ 的相互重叠的小片段*

反应体系为$总体积 =%

!

.!含 & cB4+d9NN;O!

T,DBK&% :F67!引物各 $% QF67!O-*F @,-聚合

酶"DGeG+G#$8= *!@,-约 $% :]*

B4+反应的循环参数为 >" `预变性 ! FH:!

>" `变性 "$ K!=% _== `退火 !% K!?$ `延伸

== K!共 !% 个循环!最后 ?$ `延伸 = FH:!用

&8%i琼脂糖凝胶电泳检测!凝胶成像仪扫描记录

结果* B4+扩增产物委托上海 1G:]6: 生物技术

公司进行序列测定*

&'+(序列拼接及全序列的分析

用@,-1D-+软件包中的1;kXG: 进行序列

拼接!人工辅助校对得到线粒体基因组全序列*

W+,-1IG:E13&8$&

(&>)

"JWWQ$

"

76h;7GP89IKI8;T9A

W+,-KIG:E13# 识别 W+,- 基因位置* X3b-

"8&

($%)中通过与勒氏笛鲷+蓝点笛鲷线粒体基因

组比较定位蛋白编码基因+O+,-基因和 @E766Q

区!并计算线粒体@,-组合数据的变异位点+简

约信息位点和相对碱基频率等* 1;k9H:整理序列

并提交到b;:dG:f*

&',(系统进化分析和评估的方法

&! 种基因的核苷酸和相应的预测氨基酸序

列都分别通过X3b-"8& 内含有的 4.*1D-.̂

分析方法($&)进行比对!末端的难于排列的区域由

人工去除!@-Xd3软件($$) 中完成基因序列

"NGKWG格式#的拼接* 用X3b-中邻接法",;H]JE

P6OE(6H:H:] F;WJ6T!,(法#构建系统发生树!自举

法"d66WKWOGQ#重复& %%%次检验可信度*

具体评估各基因序列系统进化分析能力方法

为以d66WKWOGQK获取的置信度高低作为 ,(系统

树可靠性的直观反映!假设 &! 种蛋白编码基因的

拼接序列最大程度上地反映种系进化关系* 给予

构建系统发生树的分枝置信度之和高的单一序列

较高权重!同时考虑单位碱基信息量"置信度和A

序列长度#*

$'结果与分析

)'&(长距-.*扩增结果

以各实验对象的总 @,-为模板扩增!长距

引物扩增得到特异目的条带!分别为 .-& "约

&= %%% PQ#和.-$"约 > %%% PQ#"图 &#*

)')(常规-.*扩增结果

将各物种长距扩增产物.-&和.-$的稀释液

为模板进行常规 B4+扩增得到了 "%% _& $%% PQ

不等的特异性扩增条带"图 $#*

)'!(序列拼接和初步分析结果

孟加拉笛鲷+四带笛鲷+马拉巴笛鲷+千年笛鲷

和军曹鱼测序结果经拼接校准的全序列数据已发

布到 b;:dG:f 数据库!登录号分别为 /(&?&!!>+

("#
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/("&##&"+ /(C$"?"&+ /(C$"?"$ 和 ,4j%&&$&>* 在

碱基组成分析中补充了勒氏笛鲷 "J&#95517744!

b;:dG:f登录号$,4j%&%>#!#以及同为笛鲷科的

黑带鳞鳍梅鲷"%$1#.2*154. $471!b;:dG:f 登录号$

,4j%%""%C#*

图 &(长距 -.*产物电泳结果

X$

%

E>2.D&" FGOf;O! &$千年笛鲷.-&! $$军曹鱼.-&! !$千年笛

鲷.-$! "$军曹鱼.-$! =$孟加拉笛鲷.-$! #$孟加拉笛鲷.-&*

G8E'&(P91EH-.*B<9?:"@79=@A0"9;BD0@0

;8@9"A91?<83DE019;0

X$

%

E>2.D&"! &$ .-& N6OJ9$K*69551D*1! $$ .-& N6OI6PHG!

!$.-$ N6OJ9$K*69551D*1! "$ .-$ N6OI6PHG! =$ .-$ N6OJ&

D16@*716545!#$.-& N6OJ&D16@*7165458

图 )(常规-.*部分扩增产物电泳检测结果

X$XGOf;O@.$%%%! & _C$孟加拉笛鲷! > _&#$四带笛鲷

G8E')(-3<@9=-.*B<9?:"@7"9M0<81E @A0"9;BD0@0

;8@9"A91?<83DE019;0

X$XGOf;O@.$%%%! & <C$J&D16@*716545! > <&#$J&B*5"4#*8

''碱基组成''以 .链分析!与一般脊椎动物

线粒体基因组的碱基组成类似!所有 C 种鱼在碱

基组成上都出现明显的反 b偏倚!-lD含量高

于bl4含量* 笛鲷属与同科的黑带鳞鳍梅鲷的

组成十分接近!与军曹鱼科则有一定差异*

基因组成与定位''C 种鱼类的 FW@,-基

因组全序列均由 !? 个基因和非编码区组成!包括

&! 个蛋白质编码基因!$ 个 O+,-基因!$$ 个

W+,-基因"其中 W+,-E1;O和 W+,-E.;9 各有两

个#!@E766Q非编码区* 除存在 &% 处合计约#= PQ

的间隔序列和 &% 个基因重叠区段!多数地方紧密

排列!无基因间隔和重叠现象* 基因分布呈不均

一性!其中轻链".EKWOG:T#仅编码 C 个 W+,-基因

"BO6+b79+1;O+DMO+4MK+-K:+-7G+b7:#及 I!# 基

因!其余 $> 个基因皆由重链"2EKWOG:T#编码!且

各区段长度基本一致* 除 @E766Q 外!其余区域长

度基本一致*

)'+(系统进化树

以同科异属的黑带鳞鳍梅鲷+同目异科的军曹

鱼"(*23;216$#.6 2*6*C9"!,4j%&&$&>#作为外群!构

建了基于 #种笛鲷"本实验室测定的勒氏笛鲷+孟加

拉笛鲷+四带笛鲷+千年笛鲷和马拉巴笛鲷!以及日

本研究者测定的蓝点笛鲷"J&#4A97*$95#FW@,-基因

组全序列+&!种蛋白编码基因的单一序列和合并序

列以及2.+&条码序列的分子系统进化树*

FW@,-基因组及 &! 种蛋白编码基因合并序

列的,(树''由图 ! 和图 " 可见!&! 个蛋白编

码基因拼接序列所构建的 ,(树除置信度有微小

降低外!在聚类关系等方面与线粒体 @,-基因

组全序列 @,-的 ,(树基本一致* 同目异科的

军曹鱼处于树根位置* 千年笛鲷和马拉巴笛鲷

"J&"*7*D*#4295#聚为一支!另外的 " 种笛鲷属鱼

类和黑带鳞鳍梅鲷聚为一支*

图 !(线粒体#$%基因组全序列的$F树

G8E'!($F @<009=;8@9"A91?<83DE019;07

图 +(蛋白编码基因拼接序列的$F树

G8E'+($F @<009="9?81E <0E8917

''基于单一蛋白编码基因的分子系统进化树'

2.+&"& =#% PQ#和2.+$"#>% PQ#基因全序列建立的

,(树见图 =和图 #!与 &! 个基因拼接序列构建的

标准树"图 "#比较!笛鲷属物种聚类关系基本一

致* 但图 =中黑带鳞鳍梅鲷处于笛鲷属一支的根

部"置信度为 =##!除四带笛鲷和孟加拉笛鲷一支

外的其余各支的置信度都有所下降*

)"#
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图 ,(基于2/3& 基因的$F树

G8E',($F @<006C 2/3& E010

图 Q(基于2/3) 基因的$F树

G8E'Q($F @<006C 2/3) E010

''其余 && 个基因全序列建立的,(树反映出的

笛鲷属聚类关系基本一致* 四带笛鲷和孟加拉笛

鲷一支的置信度在 G-%*51C 基因的 ,(树中下降

为 C$!其余基因都为 >> 或 &%%* 黑带鳞鳍梅鲷的

位置出现了 = 种情况!分别为"&# I!$+?;$D+

I!"+2.+$ 和I!".与标准树一致支持其作为千

年笛鲷和马拉巴笛鲷外的其他 " 种笛鲷一支的

根'"$# 2.+&+I!! 和 I!= 支持其作为笛鲷属的

根'"!# G-%*51# 和 G-%*51C 支持其与蓝点笛鲷

一支'""# I!#支持其与马拉巴笛鲷一支'"=#

I!& 支持其与千年笛鲷一支*

基于2.+& 条码!PGOI6T;"区段的分子系统进

化树''与 2.+& 基因全序列"& =#% PQ#构建的

,(树"图 =#比较!截取自 2.+& 全序列的 2.+& 条

码序列"##& PQ#

(&")的,(树"图 ?#的物种聚类关

系变化较大* 黑带鳞鳍梅鲷与标准树一致!为千

年笛鲷和马拉巴笛鲷外的其他 " 种笛鲷一支的根

"置信度为 =>#* 整体的置信度明显下降*

图 R(基于"9K& 条码序列的$F树

G8E'R($F @<006C "9K& 63<"9?07

''基于?;$D#2.+& 和 2.+$ 拼接序列的分子系

统进化树''! 个基因拼接序列长度为 ! !C" PQ!

所得的,(树见图 C* 黑带鳞鳍梅鲷的位置处于

笛鲷属内支"置信度为 #?#* 比较可见!该树的整

体聚类结果与 &! 个基因拼接序列构建的标准树

"图 "#以及?;$D 和 2.+$ 单基因构建的 ,(树基

本一致* 但不同于 2.+& 基因构建的进化树"图

=#* 该树的整体置信度低于标准树但高于单基

因树*

图 S(基于%-$4#2/3& 和2/3) 基因拼接序列的$F树

G8E'S($F @<006C @A0"9;6810?70>:01"079=

%-$4#2/3& 31?2/3) E0107

)',(各基因系统进化分析适用性整体评价的

结果

线粒体 @,-全序列+&! 个基因拼接序列+

2.+& 条码序列以及单独的基因序列构建的 ,(系

统发生树经 & %%% 次 d66WKWOGQK检验获取的置信

度数值和每个碱基的平均信息量统计如表 &

所示*

全部 &! 个基因拼接序列的置信度明显高于

单基因序列!每个碱基的信息量也依然显著低于

所有单基因序列* 另外!?;$D+2.+& 和 2.+$ ! 个

基因的拼接序列"! !C" PQ#的置信度"Im"">#也

明显高于单基因*

而2.+& 条码序列的置信度"Im!=$#处于单

基因置信度的中下水平!远低于2.+& 全序列的置

信度 "Im"&" #* 但 2.+& 条码序列的信息量

"ILJm%&=!#较 2.+& 全序列"ILJm%&$?#有显

著提高*

单基因由上到下按照置信度 I由高到低排

列* I!$"& %"? PQ#的系统树置信度累加值最高

"Im"&>#!其次是 2.+& "& =#% PQ!Im"&"#+

G-%*51#"#C! PQ!Im"%"#和 2.+$ "#>& PQ!Im

!>=#* G-%*51# 和2.+$ 的@,-序列长度明显短

于前两者!相应的信息量"ILJ#分别为 %&=> 和

%&=?!显著大于前两者* 因此!作者认为对于属内

阶元的系统进化分析!利用 I!$+2.+&+G-%*51#

*"#
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和 2.+$ 能构建高置信度进化树* I!#+I!! 和

G-%*51C 尽管信息量存在明显优势!但是置信度

明显低于其他基因* G-%*51C 反映得尤为明显$

其ILJm&&$% 远大于其他基因!然而 I值远低于

其他基因!难以构建高置信度的系统树* 其他基

因!如?;$D等的表现较为一般*

表 &(;@#$%邻位连接树置信度分析

536'&(%13DC7879=699@7@<3BM3D:079=;@#$%$FH@<00

整体评价

6\;OG77

Q;ON6OFG:I;

FW@,-序列

FW@,-

K;k9;:I;

比对碱基数

".#

7;:]WJ

置信度和",#

P66WKWOGQ \G79;

K9F",#

单碱基信息量

",A.#

,Q;O:9I7;6WHT;

S=% 的置信度和"X#

P66WKWOGQ \G79;

" S=%#K9F"X#

单碱基信息量

"XA.#

X Q;O:9I7;6WHT;

FW@,-全序列

FW@,-I6FQ7;W;K;k9;:I;

&# !"% =%% %8%" =%% %8%"

线粒体蛋白质编码序列

FW@,-4@1

&& ""% ">? %8%" ">? %8%"

?;$D l2.+& l2.+$ ! !C" ""> %8&! ""> %8&!

2.+& 条码

2.+& PGOI6TH:]

##& !=$ %8=! !=$ %8=!

好 ]66T I!$ & %"? "&> %8"% !?= %8!#

好 ]66T 2.+& & =#% "&" %8$? "&" %8$?

很好 \;OM ]66T G-%*51# #C! "%" %8=> "%" %8=>

很好 \;OM ]66T 2.+$ #>& !>= %8=? !>= %8=?

中 F;TH9F ?;$D & &"% !C$ %8!" ?=? %8##

中F;TH9F I!= & C"% !?= %8$% !?= %8$%

中F;TH9F I!" & !C& !#& %8$# !&= %8$!

中F;TH9F I!& >?= !=> %8!? !=> %8!?

中F;TH9F I!". $>? !=C &8$& !=C &8$&

中F;TH9F 2.+! ?C? !$> %8"$ $=$ %8!$

差 Q66O I!# =$$ !&& %8#% &C> %8!#

差 Q66O I!! !=% $?? %8?> $%? %8=>

差 Q66O G-%*51C &#? $%% &8$% C$ %8">

''综合考虑置信度和信息量将各基因全序列进

行系统进化分析的适用性水平分为 " 个等级$很

好的为 G-%*51# 和 2.+$'好的序列为 I!$ 和

2.+&'I!#+I!! 和G-%*51C 差'包括?;$D在内的

其余 # 种基因为中等*

!'讨论

!'&(笛鲷属的系统进化

近来技术的进步和对基因组认识的加深使研

究者在进行系统进化分析时有了更多选择* 一方

面!可以依靠生物信息学分析揭示出来的序列不

同区段的特征选取合适的区段'另一方面可以借

助先进的测序技术快捷的获得更多的序列数据*

本研究首先通过测定 FW@,-基因全序列获取的

进化树进一步确认了笛鲷属鱼类种系发生过程中

-77;:的形态学系统强调的体色+体表条带等与进

化关系的高度相关性($!)

* 以外型十分相似!且都

拥有 " 条亮蓝色纵带+黄体色的外海岩礁种类孟

加拉笛鲷和四带笛鲷为例!它们最显著的区别在

于前者的腹部拥有亮蓝色的纵细纹!而后者完全

没有* 在本文的各系统进化树都证明他们为亲缘

关系十分接近的两个种* 这两个笛鲷属物种的加

入也进一步强化了我们对于笛鲷属形态学特征中

体表条纹对于分类乃至进化重要性的认识(&=)

*

!')(黑带鳞鳍梅鲷的分类地位有待确认

黑带鳞鳍梅鲷属于梅鲷亚科"4G;KH6:H:G;#!该

亚科曾属于笛鲷科".9WgG:HTG;#!现普遍将其独立

成梅鲷科"4G;KH6:HTG;#

($")

!这主要由于梅鲷科鱼

类具食浮游生物的许多特征!例如体呈长纺锤型!

嘴小!尾鳍分叉深等形态特征($= <$#)

* 世界上最大

的鱼类分类学数据库 /HKJPGK;" JWWQ$

"

NHKJPGK;8

NHKJH:N68I:AK;GOIJ8QJQ#中笛鲷科包括 "个亚科!分

别为滨鲷亚科"3WO7H:G;#+笛鲷亚科".9WgG:HG:;#+

曳丝笛鲷亚科"BGOGTHIHIJWJMH:G;#及拟乌尾亚科

"-QKH7H:G;#!共计 &? 属约 &%= 种* 梅鲷科已被独

立出来* 然而!郭昱嵩等(&%)通过勒氏笛鲷FW@,-

全序列分析认为笛鲷亚科".9WgG:HG:;#与梅鲷亚科

分歧小* XH77;O等($?)运用线粒体 &#1O+,-和

!##



# 期 王中铎!等$笛鲷属线粒体基因组编码序列的系统进化分析能力评估 ''

?;$D基因序列分析的结果表明梅鲷亚科与笛鲷亚

科的关系十分密切!不支持梅鲷亚科从笛鲷科中独

立出去* 本文的结果表明黑带鳞鳍梅鲷与笛鲷属

鱼类分子系统进化关系十分密切* 可见有必要对

黑带鳞鳍梅鲷和梅鲷科的形态学分类地位进行更

深入的评估*

!'!(系统进化分析的;@#$%序列选择

[GOT6MG等(?)对脊椎动物门下各纲的系统进

化进行分析!XHMG等(C)及陈姝君等(>)对 C 种硬骨

鱼进行的研究都得到了纲下各目的比较结果"表

$#* 他们的研究在目一阶元出现一些结论上的

不一致!陈姝君等(>)认为I!# 的系统发育信息属

于好的类型!而XHMG等(C)的研究结果中!它属于

非常差的类型'陈姝君等认为 ?;$D+2.+! 和 I!&

是中等类型!而XHMG等(C)将它们依次归为好+非

常好+差的类型'陈姝君等(>)认为 2.+& 是差的类

型!但XHMG等(C)认为它是非常好的类型* 在郭

昱嵩等(&%)进一步对鲈形目下各科的系统进化为

主体并与其他研究者结论比较可见$对 G-%*51C+

I!".+I!"+I!= 等基因的评价一致!但对 I!#

基因的评价差异较大* 这一方面可能源于数据取

样+分析方法等原因!但考虑到不同阶元的确需要

不同基因已成为一般性规律!因此分类阶元的不

同所产生的影响应该是一个重要的原因* 这充分

显示出探讨分子系统学中基因适用性问题的复杂

性!因此本文通过鲈形目笛鲷属的深入揭示

FW@,-不同基因进化的规律!对于实际应用中根

据分类阶元选择合适基因将有一定指导*

表 )(线粒体#$%蛋白编码基因适用性

536')(-ACD9E010@8"B0<=9<;31"09=;@#$%B<9@081H"9?81E E0107

基因
];:;

基于脊椎动物(?)

\;OW;POGW;

陈姝君等基于硬骨鱼类(>)

4J;: 1(!1$*7&N6O

W;7;6KW;G:O

(>)

XHMG等基于硬骨鱼类(C)

XHMG!1$*7&N6O

W;7;6KW;G:

(C)

郭昱嵩等基于鲈形目(&%)

b96 Z1!1$*7&N6O

B;OIHN6OF;K

(&%)

本研究基于笛鲷属
WJHKKW9TM N6O

79$K*695

I!&

中等
F;TH9F

中等
F;TH9F

差
Q66O

中
F;TH9F

中
F;TH9F

I!$

好
]66T

好
]66T

中等
F;TH9F

中
F;TH9F

好
]66T

2.+&

好
]66T

中等
F;TH9F

很好
\;OM ]66T

中
F;TH9F

好
]66T

2.+$

中等
F;TH9F

中等
F;TH9F

好
]66T

很好
\;OM ]66T

很好
\;OM ]66T

G-%*51C

差
Q66O

差
Q66O

非常差
\;OM Q66O

差
Q66O

差
Q66O

G-%*51#

差
Q66O

差
Q66O

差
Q66O

中
F;TH9F

很好
\;OM ]66T

2.+!

中等
F;TH9F

中等
F;TH9F

很好
\;OM ]66T

中
F;TH9F

中
F;TH9F

I!!

差
Q66O

差
Q66O

中等
F;TH9F

差
Q66O

差
Q66O

I!"J

差
Q66O

差
Q66O

非常差
\;OM Q66O

差
Q66O

中
F;TH9F

I!"

好
]66T

好
]66T

很好
\;OM ]66T

好
]66T

中
F;TH9F

I!=

好
]66T

好
]66T

很好
\;OM ]66T

好
]66T

中
F;TH9F

I!#

中等
F;TH9F

好
]66T

非常差
\;OM Q66O

很好
\;OM ]66T

差
Q66O

?;$D

好
]66T

中等
F;TH9F

好
]66T

中
F;TH9F

中
F;TH9F

''考虑到信息位点在 FW@,-基因组以及各基

因中分布的不均匀性!我们还难以获知长度与进

化分析可信度的直接关系* 本部分通过笛鲷属的

全序列与单个基因序列+2.+& 基因全序列和 2.+&

条码序列或者 ?;$D+2.+& 和 2.+$ ! 个基因的拼

接序列和对应单基因的比较!清晰的揭示出笛鲷

$##



''' 水'产'学'报 !" 卷

属的序列长度对于系统进化树的置信度有明显的

影响以及长度的决定性意义不适用于不同基因

间* 但从系统进化树聚类关系的稳定性可以看

出!属内物种间比较时不同序列以及序列长度的

影响小于高级阶元*

!'+(线粒体#$%全序列测定方法探讨

快速高效地获取 FW@,-全序列是充分解析

和利用全序列数据前必须解决的问题* 目前!从

低等的无脊椎到高等的哺乳动物!已有 & %%% 多

种动物的线粒体全序列被测定出来!就采用的方

法而言!一般包括 " 种$

&

.6:]EB4+!将线粒体基

因组拆分为 $ 个或几个相互重叠的 @,-大片段

进行扩增!为研究人员所广泛采用的一种方法!是

一种理想的线粒体基因组分离策略($C)

'

'

参照

已测定出的近源物种 FW@,-全序列进行设计引

物!采用常规B4+技术直接由总 @,-中对线粒

体基因组进行扩增!形成一系列长度短于 = fP 的

@,-片段!并将其克隆进质粒载体进行测序($>)

*

(

采用酶切或超声波打断FW@,-!构建@,-文

库!鸟枪法测序拼接(!%)

*

)

酶切建文库载体测

序拼接(!&)

* 本研究室在测定第一条笛鲷属鱼类!

即勒氏笛鲷的线粒体全序列时采取了长距 B4+

产物直接克隆测序的方法(&&)

* 长距 B4+的确保

证了总@,-很少时模板足够使用!也保证了模

板的质量!避免了诸如假基因等的干扰* 但是!勒

氏笛鲷的线粒体@,-全基因组序列的测定是建

立在?;$D和2.+$ 基因全序列的测定和分析基础

上* 通过?;$D和 2.+$ 基因全序列的 d.-1D分

析!搜索出最优的扩增引物设计的参照,,,军曹

鱼的线粒体@,-全序列!然后设计了 ? 对长距扩

增引物* 这些引物的设计需要有一定的前期试

验!且经实验发现特异性强!不能普遍适用于其他

鱼类!甚至同属的物种* 另外!需要将 ? 个长距

B4+产物克隆进载体也存在一定难度* 本研究

采取了长距 B4+与常规 B4+相结合的方法获取

序列* 使用的长距引物通用性强!扩增片段仅需

稀释作为进一步常规 B4+的模板* 实验结果表

明常规 B4+的引物和扩增程序通用于笛鲷属多

个物种以及军曹鱼等鲈形目鱼类!因此本研究采

取的方法具有更好的可操作性*
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