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  摘 要:线粒体基因组(mitochondrialgenomeDNA,mtDNA)具有严格的母系遗传且能进行自我复制,并且

在世代传递过程中不易发生重组、进化速率较快等优点.因此 mtDNA广泛应用于系统进化、种群遗传、适应性进化

等领域中.本文对鱼类 mtDNA研究做了详细阐述,系统总结了近年来鱼类 mtDNA结构与特征、线粒体的起源与

演化、种群遗传、适应性进化、鱼类条形码物种识别等研究进展,以期对相关研究有一定参考价值.
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1 线粒体基因组及其结构

1.1 线粒体基因组

线粒体广泛存在于真核生物细胞内,线粒体基因组(mtDNA)结构较简单,多拷贝,易分离,且具有很高

的专一性、独特性,具有独立复制的能力.MtDNA有自身独特的蛋白质编码基因、rRNA和tRNA基因,在同

一个体内为单倍体,严格的母系遗传(个别例外);部分物种[1]存在种内重排,无内含子,非编码序列少(D-
loop除外).MtDNA是真核细胞较小而又较易纯化的复制单元.mtDNA在每个细胞大约有1000~10000
个拷贝,且一般无组织特异性,mtDNA不仅是研究DNA结构与DNA复制、转录的良好模型,也是研究真

核细胞核酸与蛋白质合成等基础问题的理想模型系统.它还是一个具有快速进化和慢速进化DNA区域的镶

嵌分子,能够设计保守性引物进行扩增,便于阐明不同分类水平系统发育演化的相关问题[2].
1.2 线粒体基因组结构

动物mtDNA是一个闭合双链环状DNA分子,长度大致为15~20kb,如鱼类mtDNA长度为15~20kb,
约占总DNA含量的1%[3],双链3’端多是串联重复序列,是一段具有二级结构的高度保守性控制区域,控制线

粒体DNA的复制和转录.这一区域在核DNA上有同源区.它与转座、错配表达和线粒体基因异质(hetero-
plasmy)相关.mtDNA包含约22个tRNAs、2个rRNAs、13个疏水性蛋白质多肽和包括2段非编码区域.

13个蛋白多肽包括了与线粒体内膜相结合的酶复合体的亚单位:细胞色素b(cytochromeb,Cytb)、

2个ATP酶的亚单位(ATPsynthaseFOsubunit;ATPase6,ATPase8)、3个细胞色素c氧化酶的亚单位

(cytochromecoxidasesubunit;COI,COII,COIII)、7个NADH还原酶复合体的亚单位(NADHdehydro-
genasesubunit;ND-1,-2,-3,-4,4L,-5和-6),这13个蛋白多肽是线粒体内膜呼吸链的组分.

2个rRNA基因分别为12SrRNA(12SribosomalRNA)和16SrRNA一般位于tRNA-Phe和tRNA-
Leu(UUR)基因之间.rRNA基因的二级结构很保守,形成多个大小不一的茎环结构.rRNA二 级 结 构 环 的
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核苷酸代替率高于茎,并且C-T转换较常见.
在线粒体基因组内存在着两条特殊的非编码区,其中一段为控制区(controlregion),又叫作D-环区

(displacement-loopregion,D-loop),除此之外另一段为 L-链复制起始区.D-loop区所在的位置是整个线粒

体基因组序列长度变异最大的区域,通常多位于tRNA-Pro与tRNA-Phe基因之间,也包含有部分保守区

域.L-链复制起始区长度约为30~50bp,位于tRNA-Asn与tRNA-Cys基因片段之间,该段在空间结构上可

发生折叠形成茎环结构.总体上,非编码区一般包含有 H-链复制起始区 OH,保守序列区段(conservedse-

quenceblocks,CSBI,CSBII,CSBIII),L-链启动子(L-strandpromoter,LSP),H-链启动子(H-strandpromot-
er,HSP)及终止结合序列(terminationassociatedsequences,TAS).
1.3 鱼类线粒体基因结构

鱼类线粒体基因结构同大多数动物线粒体基因结构基本一致,多数鱼类 mtDNA有22个tRNAs、2个

rRNA基因、13个蛋白编码基因和2个非编码区,且各个基因的位置相对保守,多数鱼类各基因的排列位

置[4-8].但也有报道鱼类 mtDNA发现基因重排现象,如 Kong[9]研究发现半舌滑塌(Cynoglossussemilae-
vis)线粒体基因组控制区发生基因易位,tRNAGln基因发生了倒置,tRNAIle基因发生了滑移重排现象,导
致tRNAIle基因滑移到tRNAGln基因的3’端.另外,河川沙塘鳢(Odontobutispotamophila)线粒体基因组

也发生了基因重排现象[10].Satoh[11]等对250种鱼类的线粒体基因进行研究,发现95%鱼类的COI基因起

始密码子是GTG.鱼类的ND5、ND6和COI基因的终止密码子为完整终止密码子,其他编码基因均为不完

整终止密码子(如TA-,T-).鱼类mtDNA控制区分3个区段:终止序列区(extendedterminalassociatedse-

quences,ETAS)包括1-8个拷贝的与DNA复制终止相关的序列,谭围[12]研究发现笛鲷鱼类的终止序列

区段有两段不相连保守的终止结合序列 TAS(TACATA与 ATGTAT)形成稳定的发卡结构,用来完成

DNA复制的终止;整个控制区最为保守区域中央保守区(centralconserveddormainCD)和含有与 mtDNA
复制起始相关单元的保守序列区(conservedsequenceblock,CSB)[13].Satoh[11]等发现多数鱼类的线粒体基

因CSB区域均有CSB-D和CSB-I,而一些鱼类则出现CSB-II和CSB-III区域部分或完全缺失.大多数鱼类

的13个蛋白编码基因除了ND6位于L链,其余的12个位于 H链.硬骨鱼类的13个蛋白编码基因中的12
个都是以ATG起始,但多数鱼类COI基因的起始密码子是GTG[14,15].

2 线粒体基因组的起源、演化

早期关于线粒体及其基因组起源有多个假说[16,17].目前,内共生假说已经普遍的被多数学者接受.内共

生假说认为早在15亿年前具有独立新陈代谢能力的好氧细菌被原始真核生物吞噬,经过消化、融合、共生形

成一个具有独立遗传系统和氧化分解能力的一个共生体.在共生过程中演变形成线粒体[18,19].然而在早期,

内共生学说受到了多位学者的质疑,Lynn等首次对线粒体进行了数十年的大量系统研究,使得线粒体(和叶

绿体)起源于内共生假说成为普遍接受的正统学说.目前有更多证据证明这一假说,如20世纪60年代发现

线粒体自身有DNA和其独有的RNA翻译系统[18].随着分子生物学技术发展,克隆、基因测序、mtDNA特

征的研究等强有力地支持线粒体起源于α-变形菌门的一个亚群[20].
一些哺乳类动物线粒体基因的全测序首次发现 mtDNA独立遗传的遗传学功能[21].这些研究建立了一

种模型,证明编码参与线粒体电子传递反应链的小分子蛋白质和ATP合成酶,以及核糖体RNA(rRNA)和
转运RNA(tRNA)构成线粒体独立的翻译系统.

mtDNA是母性遗传,具有基因较保守,与核DNA比较序列相对较小,序列变异相对快等优点,因此,

mtDNA在演化和系统发育研究中具有一定的优点.动物mtDNA的平均进化速率是单拷贝核DNA的1-2
倍,但mtDNA进化速率在谱系间、基因间以及基因内部都不同,且同种动物线粒体的13个蛋白编码基因、

12SrRNA和16SrRNA基因的进化速度均不同,因此不同功能片段的 mtDNA适用于分析不同的分类单

位水平.Saccone等[22]分析了哺乳动物mtDNA不同功能片段的保守程度,通过比较得出ATP8是变异最大
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的基因,其次是ATP6基因,而比较保守的是12SrRNA和16SrRNA基因.而Miya[23]从系统发育表现对硬

骨鱼类的线粒体13个蛋白编码基因进行研究,ND4L,ND6和ATPase8的进化速率最快,ND5,ND4,COIII
和COI最为保守.陈姝君等[24]分析了硬骨鱼mtDNA不同基因功能片段的保守程度,结合其综合dt值得出

进化速率最快的基因片段包括:16SrRNA,ND2,ND4,12SrRNA,ND6,ND5,中等的有Cytb,COII,COIII,

ND1,COI,而ND3,ND4L,ATPase6,ATPase8为较为保守的一组.申欣[25]等对真鲨目和鳐形目的10种软

骨鱼类线粒体基因组特征分析,结果显示在软骨鱼不同群体之间的遗传多样性分析中ND4和ND5是最理

想的分子标记基因.

3 鱼类线粒体基因组研究及应用

截至2018年2月,MitochondrialGenomeDatabaseofFish(Mitofishhttp://mitofish.aori.u-tokyo.ac.

jp)数据库共收录2551个物种的鱼类线粒体全基因序列.其中28%是鲤形目鱼类,有5%属于分类地位不明

确的鱼类.鱼类线粒体全基因组研究起步较晚于哺乳动物和节肢动物.随着Sanger测序法日臻成熟及二代和

三代测序技术不断完善,线粒体全基因组测序变得容易而快速.从2006年起,鱼类线粒体全基因组的发表文

章数量快速增加(图1),2014年,关于鱼类线粒体全基因组的文章有超过300篇发表,远远超过前几年发表

文章的数量.大多数文章被发表在一些主流杂志并提出了许多重要和有趣的科学问题.

3.1 系统进化研究中的应用

系统发育学(Phylogenetics)研究的是有机体的进化关系.系统发育树(Phylogenetictree)就是描述有机

体各个类群进化顺序的拓扑结构.早期的系统发育分析方法主要通过化石和现存物种的生理、形态特征来构

建系统发育关系.随着分子生物学的发展和应用,我们对基因和蛋白质的认识不断增加,逐渐形成了以DNA
或蛋白质序列等生物大分子遗传信息来研究物种进化关系的学科,即分子系统发育学(Molecularphyloge-
netics).而由于线粒体基因是母系遗传,且序列变异迅速,因此在系统进化研究中得到广泛的应用.美洲鱥属

是鲤科鱼类的一个亚属,该物种生态多样化但形态保守.Joseph[26]利用 mtDNA的Cytb基因对美洲鱥属

(Notropis)的24个物种进行系统进化关系分析,尤其是对14个存在争议的物种进行系统进化分析.莫斯科
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的食草鱥属(Algansea)鱼类的分类进化关系一直是不确定的,由于其高水平的种内形态变异,导致许多对

Algansea 进行的系统发育分析存在一定的不足,Perezrodriguez[27]利用Cytb基因和第一个核糖体蛋白S7
基因做分子标记对莫斯科的Algansea 进行系统发育分析,贝叶斯结果显示Algansea 是一个单系群,并和

Agosiachrysogaster为姐妹类群.鲤形目是现生淡水鱼类中最大的一个目,5个科有超过3400个物种,Sai-

toh[28]等利用53个鲤形目鱼类的线粒体基因的5个分区进行贝叶斯分析,分析鲤形目更高一级的系统发育

关系.Kusuma[29]等利用COI、Cytb、RAG1和opsin基因对印度尼西亚爪哇岛的波鱼属(Rasbora)鱼类进行

系统发育关系分析,并划分了其东部与西部分布界线.
结合形态学和mtDNA特征分析用于重建物种的系统发育关系,特别是基于 mtDNA全基因组重建的

系统发育关系,在解决物种起源和分歧问题上提供了较好的遗传学证据.Miya[30]等选择100个几乎能完全

代表高等硬骨鱼所有类群(除了蟾鱼目鱼类)的线粒体全基因序列进行分析,重建高等硬骨鱼类的系统发育

关系.Kappas[31]分析了鲇形目的62条 mtDNA,建立系统发育关系树,并对其进行了分化时间的估算.

Zhou[32]利用青藏高原及其附属水系鮡科鱼类的mtDNA和核基因进行系统发育分析及进化历史推测,并认

为鮡科鱼类可作为理想群体模型来推断该地区的地质发展历史.刘思情等[33]利用ND4、ND5及两个基因间

的3个tRNA基因联合序列作为分子标记分析鳅超科鱼类系统发育关系得出,条鳅类和平鳍鳅类在鳅超科

鱼类中关系更为亲近,Vaillantellidae处于更基部位置,成为一个独立的分支.赵金良[34]等分析了几种鱖类鱼

类的DNA控制区域,得到翘嘴鱖、大眼鱖、斑鱖、暗鱖、波纹鱖、长体鱖构成一支鱖类鱼群,长体鱖未单独成

一支聚入鱖鱼群内,因此应该更名为Sinipercaroulei,而翘嘴鱖与大眼鱖为姐妹种,中国少鳞鱖属于另一支

少鳞鱖属.Li[35]等测得8种小丑鱼(Amphiprion)的线粒体全基因组,并用Cytb分析其系统发育关系,结果

认为海葵鱼亚科鱼类为一支单系类群,棘颊雀鲷(Premnasbiaculeatus)应该属于双锯鱼属,棘颊雀鲷和海葵

亚科鱼类(同属于双锯鱼属鱼类)为祖先类群的小丑鱼.Zhu[36]测得并注释了五带锦鱼(Thalassomaquin-

quevittatum)的线粒体基因组,并基于线粒体13个蛋白基因和氨基酸数据集的分析,探讨了五带锦鱼及其

在隆头鱼科的系统进化地位,研究得出五彩带鱼与三斑海猪鱼(Halichoerestrimaculatus)、黄尾海猪鱼(H.
chrysus)、黑尾海猪鱼(H.melanurus)聚为一支,锦鱼属与海猪鱼属的关系较近.
3.2 在种群遗传中的应用

基因频率的改变和影响基因频率的因素如迁移、突变、选择、遗传漂变等决定着种内和种间的遗传变异.
而种群遗传研究的是描述种内遗传变异的程度和解释这种遗传变异的变化[37].目前分子遗传基因标记在研

究鱼类种群遗传得到了广泛的应用.Salzburger[38]总结了东非丽鱼科(Cichlidae)种群遗传学和分子系统发育

学的最新研究进展,整合了近几年一些利用线粒体基因进化最快的控制区基因研究的分子数据及研究结果,

发现性别选择在小异域种群甚至是同域种群物种形成过程中发挥着重要作用,丽鱼科鱼类的演化作为一种

理想的系统演化模型可以成功地检验许多进化和生态的基本问题.Wang[39]研究了中国青岛、舟山以及日本

爱知县、香川县4个地点77尾青鳞小沙鱼(Sardinellazunasi)个体线粒体D-loop区,共检测到69种单倍型,

爱知群体和香川群体共享一个单倍型.单倍型频率表明青岛群体的遗传多样性水平最丰富,舟山群体的遗传

多样性水平相对较低.
目前对鱼类遗传多样性的研究中,16SrRNA、D-loop区和COI序列应用于鱼类种群遗传结构研究,D-

loop区因其缺乏编码的压力,进化速度最快,积累了碱基的替换、缺失、插入、重复等突变等优点作为分子标

记在种群遗传学分析中得到广泛应用.Zheng[40]等利用D-loop区部分序列分析舟山海域带鱼种群遗传结构,

结果显示金塘、沈家门、定海三个带鱼种群的种群内个体差异大于种群间的差异水平,表明舟山海域各区域

间不存在显著的遗传分化.Ferreira[41]等利用线粒体基因的D-loop区作为分子标记研究了巴西珠母丽鱼

(Geophagusbrasiliensis)的种群遗传结构.而Yang[42]等测定了长江流域和珠江流域的96尾大鳍鳠(Mys-
tusmacropterus)的Cytb基因,并分析了长江流域群体和珠江流域群体的大鳍鳠种群遗传结构.Ju[43]等用

123条Cytb基因分析了内地、台湾、日本子陵虾虎鱼的种群遗传结构,发现子陵虾虎鱼 mtDNA的遗传多样
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性水平低于其它淡水虾虎鱼,推测这可能与其洄游生活方式有关.Fang[44]等用Cytb和控制区序列对额尔齐

斯河和阿穆尔河的江鳕(Lotalota)进行研究,发现中国境内的江鳕种群多样性水平偏低,阿穆尔河流域的江

鳕具有较高的种间差异.Kumar等[45]用Cytb基因分析了印度的双斑絢鲶(Ompokbimaculatus)的种群遗传

结构和系统发育关系,结果发现该研究所用的24个双斑絢鲶群体没有共享一个单倍型,表明其有较高的种

群遗传多样性.
3.3 用于种类鉴定的条形码研究

地球上估计有1~10亿个物种,至2017年8月21日鱼类有效种有32723个(台湾鱼类资料库http://

fishdb.sinica.edu.tw/AjaxTree/tree_mobi.php).物种的鉴定仍然是一项艰巨而耗时的任务,物种鉴定主要

以形态学为基础,但是形态学分类方法有一定的局限.物种的表型可塑性和遗传可变性容易影响种群的鉴

定,形态学鉴定在一定程度上受性别和发育阶段的限制,多数群体普遍存在隐存分类单元,形态学分类无法

鉴定隐存种,而且分类学家队伍的不断缩减使传统分类学的发展面临巨大挑战.因此作为一种解决途径的

DNA条形码技术(DNABarcoding)得到了广泛关注.
DNA条形码技术是通过对一个目标基因的DNA序列进行分析从而进行物种鉴定的技术.2003年,

Herbert[46]发现利用COI基因的一段长为648bp的片段,成功地在核苷酸水平上区分物种,并且认为利用

COI基因从分子演化的角度提供一种快速、简便、有效的分类方法,这种方法即是逐渐发展起来的DNA条

形码技术.Herbert[47]在2004年利用COI基因对北美不同的260个物种的667个鸟类进行分类与鉴别,与

传统分类学的分类结果一致,进一步验证了DNA条形码技术结果的可靠性.近年来已有研究表明,COI基

因是许多鱼类[48,49]分类与鉴别的理想DNA条形码.Nwani[50]利用线粒体的COI基因对尼日利亚淡水鱼进

行分类鉴定.FISH-BOL组织目前已经收集了116147个条形码,利用COI对32257个目标物种DNA条形

码数据进行测序分析,已获得11234个物种的DNA条形码.由于幼鱼和鱼卵受形态限制很难对其进行分类

和鉴别,GrahamG[51]利用线粒体基因高突变区的COI基因作为DNA条形码成功实现对大堡礁珊瑚礁幼

鱼的分类鉴别.该研究为鱼类生物学家和分类学家提供一种对鱼类幼体和鱼卵进行分类鉴定的方法,利用成

年鱼的DNA条形码样本对未知幼鱼和鱼卵进行分类鉴定.Chen[52]用线粒体基因COI序列作为DNA条形

码,分析了中国东沙群岛和南海珊瑚礁栖息地的海洋鱼类仔鱼群体多样性并建立了幼鱼的形态模型.
Chen[53]通过对怒江46个物种的1139个鱼类样本的mtDNA进行多种方法分析得到了43个可操作的进化

单元(OTUS),建立了可靠的DNA条形码库,并重新阐明了当地鱼类的物种多样性.Decru[54]对刚果东北部

通过形态学方法分类的206个物种的821个鱼类样本的COI基因序列进行分析,发现仅依靠形态学方法对

物种分类鉴定存在着较多问题,认为DNA条形码技术将会有助于建立一个比较可靠的分类目录.
3.4 适应性进化研究

鱼类在生活环境发生改变时会产生一系列相应的改变以适应新的生存环境,如在进化过程中体型[32]和

体色[55]上发生改变,而相应的细胞、分子和基因组也发生了改变.Thomas[56]阐述了鲷鱼模型的形成,在生态

选择、性别选择和基因冲突选择压力下,鲷鱼的牙齿形状、下颚形状、体色类型、视觉灵敏度等发生的适应性

变化.高海拔的低氧作为一种选择压力,促进了一些生物的进化.裂腹鱼有体略侧扁或近似圆筒形身体很好

地适应了急流环境的形态特征,Li[57]等基于线粒体基因的研究分析了裂腹鱼对高原环境的适应.Yang[58]等

基于对转录组研究了裂腹鱼的高原适应,由于线粒体在ATP合成和能量代谢过程中发挥着重要的作用,低
氧高压强烈的环境压力迫使其发生变化,且线粒体基因的母性遗传,基因一般较为保守,与核DNA比较相

对较小,序列变异也较为迅速等优点,可用于物种适应性进化研究.近几年,在一些鱼类中发现线粒体基因发

生了适应性进化.Ma[55]对分布在青藏高原及其周边的鮡科鱼类的线粒体基因研究,发现鰋鮡鱼类的Ka/Ks
值比非鰋鮡鱼类要高,并且鰋鮡鱼类共同祖先的COI基因受到强烈的正向选择作用,而且在其他鰋鮡鱼类

的特化类群中也发现了这种正向选择变化,说明鰋鮡鱼类线粒体基因对高海拔环境的适应性进化,促进了该

类群的高原适应性.Sun[59]等对401种硬骨鱼的线粒体全基因组进行了比较分析,并对线粒体编码蛋白基因
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进行适应性进化检测发现热带鱼的dN/dS要明显大于寒带鱼,洄游鱼类要小于不洄游鱼类,但是没有在核

基因的研究中检测到这种变化趋势.
鱼类体重和温度的改变,在一定程度上跟体内新陈代谢速率有关.Estabrook[60]基于对北美鲤科鱼类的

Cytb基因序列的分析,研究体重和温度的变化与体内新陈代谢速率和分子替换速率的关系.研究表明:体型

小的鱼类生活在较温暖的水域有较快的新陈代谢速率和分子替换速率,从而基于 mtDNA水平说明鱼类对

体重和温度改变的适应.Consuegra[61]利用454测序方法对20个代表整个欧洲范围的大西洋鲑鱼样品的线

粒体基因组测序并分析,发现正向选择的一些突变通常涉及一些功能性的改变,mtDNA一些序列的突变和

氨基酸属性的改变通常影响到氧化磷酸化途径从而影响鱼类的新陈代谢功能的变化.

4 鱼类线粒体研究展望

随着分子生物学技术、生物信息学的发展和多种新策略的应用,高通量测序技术(High-throughput-se-

quencing,HTS)目前得到了许多研究者的应用.与传统的Sanger测序技术相比,高通量测序技术能够一次

获得大量的完整线粒体基因,大大减少了人工操作的工作量,节省测序费用和测序周期,且在某种程度上加

大了对多位点方法在完整线粒体基因测序的应用.另外,高通量测序技术需要的模板量少,特别适合于古

DNA的研究,这对灭绝物种的研究开辟了一条新途径.目前高通量技术已广泛地应用于人[62]、哺乳动物[63]、

线虫动物[64]、刺胞动物[65]、软体动物[66]、节肢动物[67,68]、脊椎动物[69]、被子植物[70]、鱼类等线粒体基因组全

序列的获得.利用高通量测序对鱼类基因进行测序,对研究其基因功能提供方便.Wang等[71]利用高通量测

序技术对草鱼基因进行测序,利用草鱼基因蓝图对草鱼的进化和草食食性的适应进行研究.高通量测序技术

的发展有助于获取更多的鱼类线粒体基因,对鱼类线粒体多态性研究(SNP)、线粒体转录组研究及从基因组

水平上研究鱼类的系统演化关系提供了良好契机.
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ProgressonFishMitochondrialGenome

ZhouChuanjiang,MaAizhe,WangXi,YangChangxing,LiZheng,ZhangChangqing,ZhuGuochao,GuQianhong

(CollegeofFisheries;EngineeringTechnologyResearchCenterofHenanProvinceforAquaticAnimalCultivation;

EngineeringLabofHenanProvinceforAquaticAnimalDiseaseControl,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

  Abstract:MitochondrialDNA(mtDNA)hasaseriesofadvantages,suchasstrictmaternalinheritance,self-replication
capabilities,rareoccurrencegenerecombinationbetweendifferentgenerationsandfastevolution.Soitalwaysapplytosystemtic

evolutions,populationgeneticsandadaptiveevolutionresearch.ThisreviewcomprehensivelysummarizedfishmtDNAstudyin

recentyear,includingoriginsandevolutionofthemitochondria,latestresearchofthestructureandcharacteristics,population

genetic,adaptiveevolutionandspeciesidentificationwithbarcodingoffishmtDNA.Itcanprovidecertainreferencevalueforthe

subsequentresearch.
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