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蛋白Q#(EN)4序列进行了系统发育分析$结果表明#!#"/01#(基因在真骨鱼类等许多真核生物进化中高度保守+

!!"系统树中各物种之间的关系与形态分类一致*/01#(编 码 区 适 合 于 真 骨 鱼 类 目 以 上 分 类 阶 元 的 分 子 系 统 学 研

究*
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!!核糖体是蛋白质生物合成过程中一种不可或缺

的复杂细 胞 器%#&’对 细 胞 活 力 与 生 存 起 关 键 性 作

用%!&(迄今为止’在真核细胞核糖体中已发 现 大 约

"%种核糖体蛋白%#!,&’它们主要在蛋白质合成中发

挥作用’也 通 过 参 与 复 制)转 录)/)4加 工)N)4修

复等过程在细胞增殖)凋亡)发育的多种调控和恶性

转化等方面发挥作用%’!"&(其中核糖体大亚基蛋白

Q#("87D#(#的 基 因 最 先 在 龙 虾"F/?7-*?8*<1+A7G
<><#%-&和 矮 牵 牛 花"H*8>-+5:36/+=5#%#&中 克 隆)鉴

定(还有研究表明’核糖体蛋白Q#(基因在植物的

生长和发育过程中被协同调控%#&’也可能与人体内

食道癌的发生有关%,&(
真核生物的分子进化研究最先是基于核糖体小

亚基/)4"55X8/)4#序列%#%&(长期以来’分子系

统学 研 究 经 常 采 用 的 分 子 标 记 是 核 糖 体 /)4
"8/)4#和N)4"8N)4#’如#&58/)4)#"58/)4%##&)
细胞色素<基 因 "?38<#等%#!&(近 来’一 些 核 糖 体

蛋白的序 列 开 始 被 用 于 分 子 系 统 学 研 究%#,’#’&并 取

得了较好的结果’但这一类的数据还很少(
真骨总目是现存脊椎动物中物种多样性最为丰

富的类群’约,"目’!&科’%&’属!,’(%%种’占现

有鱼类总物种数的-&‘%#(&(由于真骨鱼类物 种 的

多样性%#&&)起源的古老"!亿到!+!亿年前#%#$&以及

在形态)行为)生 态)生 理 等 各 方 面 的 差 异%#"&’用 传

统的比较解 剖 学 方 法 研 究 其 分 类 遇 到 了 一 系 列 困

难(近年来’分子系统学在鱼类系统发育研究中的

作用日益 得 到 重 视%#-&’包 括 生 长 激 素 的 氨 基 酸 序

列%!%&)!"58/)4%!#&)细 胞 色 素<基 因%!!&’甚 至 整 个

线粒体基因 组%!,&等 分 子 数 据 已 用 于 鱼 类 系 统 发 育

重建’所获得到的系统树大多数与形态分类基本一

致%!’&(然而’常用的分子标 记 线 粒 体8N)4虽 然 是

解决亲缘关系较近的物种间关系"科内或属内#最好

的分子标记之一’却并不适合探讨真骨鱼类目间或

科间的关系%!(&(由 于 不 同 的 基 因 存 在 进 化 速 率 的

差异’单以少数几种基因为分子标记难以客观地进

行物种间系统进化分析(因此’有必要寻找新的分

子标记(目前’已有成功地采用核糖体蛋白为分子

标记进行物种系统进化分析的报道%#’’#(&’生物信息

学分析后表明/01#(基因在矮牵牛花%#&)龙虾%-&)大

鼠"0:A1CA]4EE:BB@*A)*+)̂ #,-##’#和人类%,&等

物种间同源性非 常 高’其 保 守 的N)4区 域 明 显’特

别有利于设计P>/引物 进 行 其 他 物 种 中 同 源 分 子

的克隆(为此’本研究选用/01#(基因为分子标记’
通过对真骨总目#(种鱼类的/01#(EN)4全序列的

测定’尝试将/01#(基 因 的 编 码 序 列 应 用 于 真 骨 鱼

类的系统发育分析’探讨其作为一种新的分子标记

来进行鱼类系统发育研究的可行性(

#!材料和方法

6B6!研究材料

研究样本 是 鱼 纲 真 骨 总 目 的#(种 鱼 类’根 据

):DB*A分类 法%#&&’除 鳗 鲡"’-.>+115,507-+?5#属 海

鲢形亚组"JD*7*I*87?C#的鳗鲡"46K6@DD@M*8I:B#’其

他#’种分 属 于 正 真 骨 亚 组"J69:D:*B9:@#的’个 目

中(具体种类的分类地位%!&&)名称及0:A1CA]序列

号%!$&见表#(其中鳗鲡在本研究中作为其他#’种

正真骨亚组鱼类的外类群(

6BC!89:;的克隆和序列测定

采用异硫氰酸胍.苯酚.氯仿一步抽提法%!-&从肝

脏组织 中 提 取 总/)4(采 用/G.P>/),a端 和(a端

/4>J"/C7@;CI7D@M@EC9@*A*M9?:EN)4:A;B#依 次

扩增87D#(的部分片段),a端"下游区域#和(a端"上

游区域#以获得完整的EN)4序列’具体实验方法见

文献%!-&’不同之处是,a端/4>J进行!轮P>/!第
一轮采用特异引物05P#和锚定引物4X4P’第二轮

采用特异引物05P!和4X4P(/G.P>/中所用引物

/PF"(a.G0>G00>40G4>>0GG>40>.,a#和 /P/"(a.
00>>4>0>0G>04>G40G4>.,a#是 根 据 已 经 公 布 的

87D#(基因的保守区设计’/4>J中采用的特异引物是

根据每种鱼类/G.P>/扩增的片段分别设计(/4>J
中用到的通用引物",4P)4X4P和44P#序列详见参

考文献%,%&$特异引物05P#和05P!是根据/G.P>/
克隆片段的序列所设计’其引物序列略(

P>/产物 经 提 纯 后 克 隆 到70Ĵ .GJCB=载 体

"P8*I:KC#’由上海联合基因公司进行测序(将/G.
P>/和,a端)(a端/4>J的测序结果用N)459C8"b+
’+%##%,#&进 行 拼 接 和 初 步 分 析’获 得 完 整 的EN)4
序列(

!"# 遗!传!"#"$%&’( ")*+,+-.#!%%&!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



表6!研究材料

!0-1#6!5,.%04’%0D)4)/,8E).,%,)4.)*%"#*,."#.&.#’,4%",..%&’(

分类阶元>C9:K*8=

目

38;:8

科

FCI@D=

亚科

56<MCI@D=

物种

57:E@:B

缩写

57:E@:BE*;:

0:A1CA]序列号

4EE:BB@*AA6I<:8

鳗鲡目

46K6@DD@M*8I:B

鳗鲡科

4AK6@DD@;C:
鳗鲡’-.>+115,507-+?5 4AK＿cC 4Y!’-’##

合鳃鱼目

5=I<8CAE?@M*8I:B

合鳃鱼科

5=I<8CAE?@;C:
黄鳝;7-708*/><516>< *̂A＿CD 4Y!’-’!%

鲈形目

P:8E@M*8I:B

鮨科

5:88CA@;C:
大眼鳜(+-+0*/?5I-*/+ 5@A＿]A 4Y!’-’!(

花鲈458*7156/5J,507-+?>< QC9＿cC 4Y!’-’#$

鲇形目

5@D68@M*8I:B

鲇科

5@D68@;C:
南方大口鲇(+1>/><A*/+=+7-51+< 5@D＿I: 4Y!’-’!’

!科

1CK8@;C:
黄颡鱼H*18*765./><9>1@+=/5?7 P:D＿M6 4Y!’-’!,

鲤形目C

>=78@A@M*8I:B

鳅科

>*<@9@;C:

花鳅亚科

>*<@9@AC:
泥鳅;+<.>/-><5-.>+11+?5>=58>< @̂B＿CA 4Y!’-’!!

大鳞副泥鳅H5/5A+<.>/-><=56/35->< PC8＿;C 4Y!’-’#-

鲤科

>=78@A@;C:

鲤亚科

>=78@A@AC:
鲤B30/+-><?5/0+7 >=7＿EC 4Y!’-’#(

鲫B5/5<<+><5>/58>< >C8＿C6 4Y!’-’#,

雅罗鱼亚科

Q:6E@BE@AC:
青鱼;3170:5/3-.7=7-0+?*>< =̂D＿7@ 4Y!’-’!#

草鱼B8*-70:5/3-.7=7-+=*115 >9:＿@; 4Y!’-’#’

"亚科

>6D98@AC:
团头鲂;*.5176/5A55A613?*0:515 :̂K＿CI 4Y!’-’#"

鲢亚科

V=7*7?9?CDI@E?9?=@AC:
白鲢!3070:8:51A+?:8:3<A71+8/+J V=7＿I* 4Y!’-’#&

鳙’/+<8+?:8:3<-76+1+< 48@＿A* 4Y!’-’#!

!!C!据乐佩琦等"4EE*8;@AK9*Y6:P:@[@*851+#$!"%

6BF!系统发育分析

分别采用N)459C8和>D6B9CDH$,!%进行序列比

对&找出起始和终止密码子&去掉两端序列&只对完

整的编码 区 进 行 序 列 排 定’使 用 Ĵ04$,,%分 析 这

些序列的 特 征 和 它 们 之 间 的 差 异’应 用 Ĵ04的

邻接法")W#和 最 大 简 约 法"̂P#以 及PVYQ2P$,’%的

N)4̂ Q程序 和)J20V13/分 别 构 建 系 统 发 育 树’
在对,个密码子分别进行饱和度评估后&选择全部

位点进行数据处理’在构建)W树时&遗传距离模型

选择d@I68C两 参 数 模 型’在 构 建 P̂树 时&采 用

>)2">D*B:.):@K?<*8.2A9:8E?CAK:#搜 索&#%%次 随 机

序列加入&所 有 核 苷 酸 等 权’用N)4̂ Q构 建 最 大

似然树"̂Q#时&转 换(颠 换 比 采 用 根 据 这 些 序 列 算

出的实际值#+$’)W树)̂P树以及 Q̂树分支的可

信 度 测 试 均 采 用 #%%% 次 重 复 抽 样 检 验’用

)J20V13/构 建 XP0̂ 4树"G?:XAZ:@K?9:;PC@8
08*67 :̂9?*;Z@9?48@9?I:9@E :̂CA#时&首 先 根 据

ED6B9CDZ的多序列 比 对 的 结 果 使 用PVYQ2P软 件 包

中的5JR133G产生#%%%个由<**9B98C7产生的随

机样本&然后使用PVYQ2P软件包中的N)4N25G生

$"#!!期!!!!!!!!向!筑等!核糖体蛋白87D#(EN)4序列在真骨鱼类系统进化研究中的价值



成距离矩阵!默 认 参 数"#再 使 用PVYQ2P软 件 包 中

的)J20V13/生成XP0̂ 4树!默 认 参 数"#最 后 使

用PVYQ2P软件包中的>3)5J)5J生成一致树!以

鳗鲡’-.>+115,507-+?5为外类群#树型为有根树"$

!!结果与分析

CB6!序列分析

实验共得到分属于(个目下$个科的#(种真

骨鱼类 的/01#(的 完 整EN)4序 列#全 长 从$#!<7
到$-,<7不等#但编码区长度均为&#(<7#经预测

编码一个包含!%’个氨基酸的蛋白$这#(种鱼类

/01#(基因的编码序列经>D6B9CDH 进行排序后!图

略"#序 列 长 度 仍 为&#(<7#没 有 碱 基 插 入 和 缺 失$
其中变异位点数为#"(个#信息位点数为#,’个#分
别占总位点数的,%‘和!!‘$

在这#(种/01#(编码区序列中#4%G%0%>四种

碱基 的 平 均 含 量 分 别 为!!+-‘##"+!‘#!-+#‘#

!-+$‘$结果显示#0e>含量!("+"‘"明显高于4
eG含量!’#+#‘"$在 这 些 序 列 中#转 换 数 为’,#
颠换数为!&#转换&颠换比为#+$$序列变异大多发

生在第,个密码子上#第三个密码子上的转换数和

颠换数分别为,(和!!$
由/01#(编 码 区 全 部 排 列 位 点 的 序 列 计 算 出

d@I68C遗传 距 离#以 确 定 这#(种 鱼 类 之 间 的 遗 传

分化程 度$结 果 显 示#它 们 之 间 的 遗 传 距 离 值 为

%O%%"!%O!%$!表略"$

CBC!系统发育树

基于/01#(编码区的全部排列位点分别得到了

反映这#(种鱼类相互关系的)W树!图#"%̂P树以

及 Q̂树!图 略"$其 中 P̂树 共 有 两 棵#树 长 均 为

,$&$
当以鳗鲡!4AK＿cC"作为外类群时#不管是)W树

还是 P̂树%̂Q树#它们 的 拓 扑 结 构 表 现 出 高 度 的

相似性’位于同一目下的鱼类序列基本上都聚类在

一起#如同属鲇 形 目 的 黄 颡 鱼!P:D＿M6"和 南 方 大 口

鲇!5@D＿I:"聚为一个类群#而同属鲤 形 目 的-种 鱼

类聚在一起$一个 例 外 是 黄 鳝!̂*A＿CD"#在 P̂树

和 Q̂树中 属 于 合 鳃 目 的 它 和 两 种 鲈 形 目 的 鱼 类

(((花鲈!QC9＿cC"和大眼鳜!5@A＿]A"聚在一起#尽管

它和鲈形目的鱼类在形态上差别相当大$另外#在

系统发育树中#鲤形目的-种鱼类中同属鳅科花鳅

亚科的泥鳅!̂@B＿CA"和大鳞副泥鳅!PC8＿;C"虽聚为

一个类群#但 分 布 于 鲤 科 的 鲤 亚 科)鲤!>=7＿EC"和

鲫!>C8＿C6"*和 雅 罗 鱼 亚 科)青 鱼!̂=D＿7@"和 草 鱼

!>9:＿@;"*%鲢亚科)鳙!48@＿A*"和 白 鲢!V=7＿I*"*%
"亚科)团头鲂!̂:K＿CI"*这,个亚科的鱼类之间$

图6!67种真骨鱼类基于3E167编码区序列的:G树

节点显示#%%%次重复抽样检验的自展率+分支的类名见表#$

H,?B6!!"#:G%3##*)3%"#67.E#8,#.)**,."#.,4%#1#).%#,-0.#’)4%"#8)’,4?.#<&#48#.)*3E167
G?:A6I<:8C9:CE?A*;:@B9?:<**9B98C7\CD6:<CB:;*A#%%%8:7D@EC9@*A+B::GC<D:#M*8ACI:B*M9C_C*A<8CAE?:B+

%"# 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!%%&!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



,!讨!论

从目前已 克 隆 的 序 列 来 看!/01#(基 因 在 真 核

生 物 进 化 中 相 当 保 守"从 低 等 的 果 蝇#$/7<70:+15
A*15-7.5<8*/$%龙 虾 到 高 等 哺 乳 类 人%小 鼠 这 样 大

的进化跨 度 内!氨 基 酸 序 列 同 源 性 高 达$%‘以 上

#结果略$&本研究中的/01#(EN)4序 列 虽 然 分 别

克隆自真骨总目下(个目的#(种鱼类!但其完整的

编码 区 长 度 均 为&#(<7!没 有 碱 基 插 入 和 缺 失 现

象!目间核 苷 酸 同 源 性 超 过"%‘&通 过 比 较 这#(
种/01#(基因编 码 区 的 全 部 排 列 位 点 发 现"在 亲 缘

关系较近#同 一 目$的 物 种 中!/01#(编 码 序 列 具 有

高度相似性!一般大于-%‘!最高可达--‘!d@I68C
遗传距离大多小于%+#!如鲤形目的-种鱼类之 间

遗传距离为%O%%"!%O#!,’而 亲 缘 关 系 较 远#不 同

目$的物种间!除了合鳃目与#形目 间 的d@I68C较

小#%O%(&’%O%’$$外!同源性降至-%‘以下!d@I68C
遗传距离平均大于%O#&’!如外群鳗鲡和其他#’种

正真 骨 鱼 类 之 间 遗 传 距 离 为%O#(’!%O!%$&这 一

差异表明87D#(基因的编码区可以为真骨鱼类的进

化关系研究提供有用信息&
这#( 种 编 码 序 列 的 0e> 含 量 都 相 当 高

#("O"‘$!这与基因编码区0e>含量高的特 性 是

一致的(,()&有研究认为!0e>含量与序列的替 代

速率间存在着一 定 的 相 关 关 系"当 序 列 的0e>含

量低时!它的 替 代 速 率 就 高(,&)&因 此!这 里 较 高 的

0e>含量是否 暗 示/01#(基 因 的 编 码 序 列 变 异 较

慢!进化速率较低呢？对这一问题有待进一步研究&
从/01#(基因编码区提供的信息量来看!在&#(

个核苷酸分析位点中!信息位点仅为#,’个!约占总

分析位点数的!!‘&与经典的分子标记?38<基因

相比较"同样取#’种鱼类#不包含大鳞副泥鳅!另外

鳜属 取 样 是 鳜 (+-+0*/?5?:>58<+而 非 大 眼 鳜$的

?38<编码序列!##’%个排列位点中信息 位 点 数 为

’!"个!占全长的,$+(‘&在几乎同样的进 化 跨 度

内!87D#(编码 区 的 信 息 位 点 数 所 占 比 例 仅 为?38<
编码区的!*,&应用同样的遗传距离模型和各种参

数!计算出这#’种鱼类之间的遗传距离值为%+%"#
!%+’#!#结 果 略$&/01#(编 码 区 的 进 化 速 率 大 约

是?38<编码 区 的#*!&据 此 推 测!/01#(编 码 区 可

能适合于真骨鱼类目之间甚至目以上更高分类阶元

的分子进 化 分 析&我 们 也 尝 试 了 与#&5%#"5%!"5

8N)4和?38E基因 等 其 他 分 子 标 记 相 比 较!但 因 为

这些标记有关这#(种鱼类的数据太少#均不足,*

($!比较结果意义不大!因此在本文中略去&
基于 这#(种 鱼 类 的/01#(编 码 区 构 建 的 )W

树%̂P树以及 Q̂树都支持以上推论&它们的拓扑

结构显示出与经典的形态分类基本一致!特别是不

同目的鱼类间关系"##$除在 P̂树和 Q̂树中合鳃

目的黄鳝和鲈形目的花鲈和大眼鳜聚在一起!其他

都是各目鱼类分别聚类’#!$鲤形目和鲇形目较为接

近&关 于##$!考 虑 到 鲈 形 目 并 不 是 一 个 单 系 类

群(,$!,")以及以 往 分 子 系 统 学 研 究 中 鲈 形 目 与 真 骨

鱼类各目的相对位置!如在 @̂=C等人基于完整的线

粒体基因组序列所构建的系统发育树中!包括合鳃

目%鲽形目%鲀形目等在内的若干目都散布在鲈形目

的几个类群 之 间(!,)!加 上 计 算 中 可 能 存 在 误 差!在

系统发育树中黄鳝和这两种鲈形目鱼类关系密切甚

至聚在一起是可能的&关于#!$!依据传统的形态分

类特征!真骨总目下同属骨鳔鱼类#3B9C8@*7?=B@$的

鲤形目和鲇形目鱼类亲缘关系较近!常常聚在一起!
而这一点也被以生长激素的氨基酸序列为分子标记

的系统发育研究所证实(!%)&因此!本研究中各物种

之间的关系与已有的形态和分子系统学研究是一致

的&而/01#(基因编码区用于系统发育研究的可靠

性也被基于这#(种编码序列建立的系统发育树中

的分支节点普遍具有"(%‘的较高的支持率#图#$
这一结果所支持&

关于/01#(编码区是否适合于较小的分类阶元

如科间的分子进化分析!我们以鲤形目的-种鱼类

做了初步的探讨&虽然在基于这#(种鱼类的/01#(
编码区构建的)W树%̂P树以及 Q̂树中!泥鳅和大

鳞副泥鳅聚成的鳅科类群都夹在鲤科的鲤亚科和雅

罗鱼亚科%鲢亚科%"亚科之间!但这是由于系统发

育树构建中随着其他相距较远的物种的加入而引入

虚假的信息位点所致&当我们对这-种鲤形目鱼类

的序列进行单独分析时!发现在&#(个核苷酸分析

位点中!信息位 点 仅 为&#个!占 总 长 的#%‘!也 即

对这#(种序列进行总的分析时引入了#倍以上的

虚假信息位点!由此产生的误差可想而知&应用同

样的遗传算法和各种参数!以鳗鲡#4AK＿cC$为 外 类

群对上述#%种序列单独构建系统发育树#图!!XP.
0̂ 4有根树$"鳅科和鲤科各自聚成一个类群!其中

鲤科的’个亚科各自聚群&虽然87D#(编码区提供

&"#!!期!!!!!!!!向!筑等"核糖体蛋白87D#(EN)4序列在真骨鱼类系统进化研究中的价值



图C!以鳗鲡为外类群!鲤形目I种鱼类基于3E167编码区序列的J2=;K一致树

节点显示#%%%次重复抽样检验的自展率!

H,?BC!!"#J2=;K8)4.#4.#%3##*)3I.E#8,#.)**,."#.,4L(E3,4,*)3/#.-0.#’)43E1678)’,4?
.#<&#48#.A,%";4?&,110M0E)4,80)&%?3)&E

G?:A6I<:8C9:CE?A*;:@A;@EC9:B9?:<**9B98C7\CD6:<CB:;*A#%%%8:7D@EC9@*AB+

图F!CN种真核生物的基于3E167编码区序列的:G树

节点显示#%%%次重复抽样检验的自展率!

H,?BF!!"#:G%3##)*CN#&>03()%#.-0.#’)43E1678)’,4?.#<&#48#.
G?:A6I<:8C9:CE?A*;:@A;@EC9:B9?:<**9B98C7\CD6:<CB:;*A#%%%8:7D@EC9@*AB+

’"# 遗!传!"#"$%&’( ")*+,+-.#!%%&!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



的信息位点不多!但是已经较好的反映了这-种鲤

形目鱼类之间的关系"当然!由于鲤形目是现存硬

骨鱼类中最 大 的 一 个 类 群!种 类 庞 杂#!"$!而 我 们 的

取样量较少!所 以 还 不 能 肯 定/01#(编 码 区 能 否 提

供足够的信息位点用于鲤形目科间%亚科间甚至更

小分类阶元 系 统 发 育 的 重 建"但 是!至 少/01#(基

因编码区用于较小的分类阶元的分子系统学研究的

可能性值 得 进 一 步 探 讨"关 于 鲤 科 鱼 类 的 系 统 发

育!基于?38<基 因#,-$%核 糖 体 蛋 白 基 因5$内 含 子

##’%$等序列的分子系统学研究已经提供了许多有价

值的信息!应 用/01#(基 因 编 码 区 序 列 可 能 取 得 新

的收获"

!!而且!/01#(基 因 的 编 码 区 可 能 适 于 更 大 进 化

阶元的系统发育研究"当我们尝试加入更多已克隆

的/01#(编码序列构建系统发育树!我们发现&聚类

结果’图,!)W树和 P̂树拓扑结构高度一致(̂P树

略)与公认的分类标准基本相符!所有这些物种聚为

两个姐妹群!一个包括所有的动物!又分为两枝&脊

椎动物和无脊椎动物!另一个类群也是两枝!一枝为

真 菌!另 一 枝 包 括 植 物 和 原 生 生 物 利 什 曼 原 虫

’4*+<:A5-+5+-95-8>A!Q:@＿@A)"考虑到原生生物的

多源性#’#$和计算误差!利什曼原虫和低等植物土生

墙藓’&7/8>15/>/51+<!G*8＿86)聚在一起也是可能的!
而且在 P̂树中该节点仅获得,"‘的低支持率"

总之!/01#(基 因 编 码 区 可 能 是 一 种 很 好 的 分

子遗传标记!尤其是可能适合于较高分类阶元的分

子系统学研究"本研究将其初步用于真骨鱼类系统

发育分析!取得了较好的结果"作为一种新的可能

的分子标记!已经克隆的/01#(序列还很少"因此!

/01#(基因编码区在真骨鱼类分子系统学研究中的

意义还有待进一步的探索"
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