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中华鲟 (A cip enser s inens is)及相关种类的m tD NA 控制区
串联重复序列及其进化意义3
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(中国科学院昆明动物研究所细胞和分子开放实验室,昆明　650223; 1)中国水产科学研究院长江水产研究所,荆州　434000;

2)中国科学院水生生物研究所,武汉　430072)

摘要　采用 PCR 技术和 DNA 测序技术, 发现了我国一级珍稀保护动物中华鲟 (A cip enser

sinensis)线粒体DNA (m tDNA )的控制区 (D 2loop )存在数目不等的串联重复序列,该重复序列造成

了中华鲟广泛的异质性现象Λ从分子水平进行了不同类型重复序列变化规律的研究,同时还初探了

重复序列在我国其它几种鲟鱼类的存在情况, 发现在白鲟 (P sep hu rus g lad ius)、达氏鲟 (A .

d abry anus)和史氏鲟 (A . sch renck ii)均存在类似的重复序列结构Λ 序列比较分析表明,不同鲟鱼类

重复序列在鲟鱼类进化过程中扮演着一定的角色,很有可能碱基差异大小与它们的亲缘关系的远

近呈正相关Λ
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Tandem Repea ts of Ch inese sturgeon (A cip enser s inens is) and Rela ted

Spec ies and Its Sign if icance in Evolution
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Abstract 　 By u sing PCR and DNA sequencing the tandem repea ts w ere confirm ed in
m itochondria l con tro l reg ion of Ch inese stu rgeon (A cip enser sinensis) , an endangered fish under
first rank p ro tect ion in Ch ina. T he tandem repea ts cau sed an ex ten sive m tDNA heterop lasm y
w h ich had differen t m tDNA m o lecu lar sizes in sing le ind ividua l. R egu la t ion s of d ifferen t types of
repea ts w ere stud ied. In addit ion, the repea ts w ere a lso found in o ther Ch inese species such as
Ch inese paddlefish (P sep hu rus g lad ius) , Yangtze stu rgeon (A . d abry am us) and Am u r stu rgeon
(A . sch renck ii). T he sequence divergences am ong the repea ts have po sit ive rela t ion sh ip s am ong
rela t ion sh ip s of species.
Key words　Ch inese stu rgeon, A cipen serifo rm es, M itochondria l con tro l reg ion, T andem repea t,
Evo lu t ion

　　真核生物庞大的核基因组含有大量大小不等拷

贝数不一的重复序列Λ 但是,近年的研究表明,在分

子大小仅为 17 kb 左右的动物核外基因组线粒体

DNA (m tDNA ) 也发现有重复序列存在Λ 由于
m tDNA 基因组是一个高度经济有效的基因组, 绝

大多数区域为编码区,仅有控制区 (又称D 2loop )为

非编码区, 该区域受进化压力较小, 遗传变异较

大[ 1 ] ,串联重复序列也恰好发生在该区域Λ 目前,国



外已经在多种动物类群的m tDNA 中发现有重复序

列存在[ 2～ 8 ]Λ最近,我们发现分布在长江水系的国家

一级保护珍稀水生动物中华鲟 (A cip enser sinensis)、

达氏鲟 (A . d abry anus)和白鲟 (P sep hu rus g lad ius)

以及分布在黑龙江水域的史氏鲟 (A . sch renck ii)的

m tDNA 有类似的重复序列存在, 并由此造成了个

体内的m tDNA 长度异质性和个体间的长度多态现

象Λ

1　材料与方法

111　材料

中华鲟、达氏鲟、白鲟和史氏鲟分别来源于湖北

宜昌、重庆市万县、四川宜宾和黑龙江水域Λ 组织样
本于低温条件下或用 95%酒精保存运回实验室Λ
112　总D NA 的提纯、PCR 反应体系及 PCR 引物

序列

DNA 的提纯和 PCR 反应体系按张四明等方法

进行[ 9 ]Λ PCR 引物序列如下: 正链引物L 12925 (5′2
TCAAA GCT TA CA CCA GTCT T GTAA CC23′) [ 10 ] ,

正 链 引 物 DL ( 5′2CAA GAA CA CAA GA T TAA

T GA G23′) (本文作者设计) , 副链引物 H 740 ( 5′2
GA TCAA GGTA T GTCGA T GA CA 23′) [ 2 ]Λ 引物位
置如 F ig. 1所示Λ

F ig. 1　Schem atic diagram of location of the PCR p rim ers in

m itochondrial con tro l region

113　D NA 序列测定

纯化后的 PCR 产物在AB I377型全自动DNA

序列仪上进行序列分析Λ

2　结果和讨论

211　中华鲟重复序列存在及由此引起个体内导质

性的证明

本研究所用引物L 12925 是位于m tDNA 细胞

色素 b基因和控制区之间的 tRNA 基因的通用引

物,该引物被证明在包括鱼类在内的许多动物类群

均有效[ 10 ]Λ引物H 740是位于控制区的引物,该引物

在中华鲟大样本群体遗传分析 (没发表资料)和高首

鲟 (A . transm on tanus)群体遗传研究[ 2 ]中均有效,同

时也适合达氏鲟、史氏鲟和白鲟Λ F ig. 2a 是由这对

PCR 引物 (L 15925和H 740)在中华鲟m tDNA 上扩

增出的DNA 带型,一尾中华鲟个体出现多条DNA

带Λ 如果用另一对引物DL 和H 740配合扩增不包

括重复序列区的控制区序列时, 扩增的DNA 带仅

为一条DNA 带 (F ig. 2b) Λ由此,确切地证明了中华

鲟在m tDNA 控制区存在重复序列,重复序列位于

D 2loop 左边的位置Λ不同数目的重复序列单元造成
了同一个体存在多种不同m tDNA 分子大小的异性

现象Λ 在电泳带上表现为一个个体出现多条DNA

带 (见 F ig. 2a) Λ

F ig. 2 　 E lectropho retic patterns generated by PCR in

m itochondrial con tro l region in differen t individuals

(a) PCR p roducts generated by p rim er L 15925 and H 740

(b) PCR p roducts generated by p rim er DL and H 740

Each lane show s the PCR p roducts from one individual.

M is m arker DNA

212　中华鲟及相关种类的重复序列的核苷酸序列

在用 PCR 技术充分地证明了中华鲟重复序列

存在的基础上,进一步对中华鲟不同类型的重复序

列单元:如不同个体重复序列单元间差异,同一个体

不同m tDNA 分子的重复序列单元间差异的核苷酸

序列进行了分析Λ 同时还初探了我国其它几种鲟鱼
类有无类似的结构存在,以及他们的差异如何,测得

的序列结果列如 F ig. 3Λ
由 F ig. 3可以看出中华鲟重复序列长为 82 bp Λ
重复DNA 序列分析可以初步得到如下规律:

1)以中华鲟样本 07和 09号 (除 09- 4外)的结

果可以看出,同一类型m tDNA 分子不同串联重复

序列单元间保守,无变异发生Λ
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F ig. 3　N ucleo tide sequences of differen t types of repeats

a, b, c and d rep resen t Ch inese sturgeon, Yangtze sturgeon, Am ur sturgeon and Ch inese

paddlefishes. T he num bers beh ind letter are num ber of samp les, T he num ber in paren theses and

the num ber beh ind the dash rep resen t the differen t tandem repeats in sam e m tDNA mo lecu lar,

w h ich are in o rder from left to righ t

　　2)中华鲟不同个体的串联重复序列有较小的变

异,如第 31碱基样本 07和 09号为C,样本 30号为

T Λ
3)中华鲟同一个体不同类型m tDNA 分子的串

联重复序列间保守,没有观测到变异发生Λ
4)中华鲟的最后一个串联重复实际上是一个不

完全串联重复, 长约 36 bp , 在第 37 碱基时发生变

化Λ
5)由于很难采集到数目较多的达氏鲟、史氏鲟

和白鲟样本进行研究 (特别是一级保护动物白鲟和

达氏鲟几乎从自然界中消失) Λ由串联重复序列推测
达氏鲟、史氏鲟和白鲟可能存在个体间m tDNA 长

度变异甚至长度异质性现象Λ
6)推测重复序列中的突变现象可能发生在重复

序列形成之前Λ如果突变发生在重复序列之后,各个

重复序列单元间由随机突变产生的序列将会不一

样,DNA 测序的结果并非如此Λ
7)根据国外已报道的有限资料[ 2 ]以及本文的研

究结果可以推测鲟形目鱼类可能广泛地存在串联重

复序列结构,其原因还待进一步研究查明Λ
8)中华鲟、达氏鲟、史氏鲟和白鲟均观察到类似

的重复序列结构,其碱基的变化程度与亲缘关系成

正比,反映了其进化关系Λ如中华鲟个体间的重复序
列单元碱基突变为 1个,中华鲟与达氏鲟、史氏鲟和

白鲟间的碱基差异分别为 2～ 3、7～ 8 和 12～ 14个

(见 F ig. 3) Λ 物种碱基差异的大小与物种亲缘关系
成正比Λ碱基差异越大,物种亲缘关系越远Λ因此重
复序列差异所提示的几种鲟鱼类的亲缘关系与我们

从其它基因 (m tDNA ND 4L 和ND 4)序列[ 9 ]和随机

扩增多态性DNA [ 11 ]得到的亲缘关系结果相一致,

初步说明了重复序列在鲟鱼类的进化过程中扮演着

一定的角色Λ 很有可能DNA 碱基差异的大小与亲

缘关系的远近呈正相关关系Λ
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