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  mt DNA 是核外遗传物质, 呈母系遗传 [ Bre sch 1984]。由于其结构简单, 易于分离, 进化较快等特点

[ Br ow n 1974] ,在动植物种群遗传结构分析、物种及品系鉴定方面得到了广泛的应用。线粒体 DNA 酶切技

术在国外已被遗传学家用于鱼类种群遗传结构及品种鉴定的研究[ Car vo lho 和 H auser 1994]。国内研究者

对哺乳类动物 mtDNA 的研究做了许多工作[张亚平等 1989; 兰  宏等 1993] , 鱼类 mtDNA 的研究起步较

晚,对其酶切图谱、基因定位[申宗候等 1993]、片段克隆[刘子铎等 1993]和结构分析[王钢锋和吴乃虎 1991]

已有一些研究,而且更多在于 m tDNA 限制性内切酶酶谱分析,涉及到应用于鱼类种群遗传结构研究报道极

少。本文叙述动物 mtDNA 的结构、特点和限制性酶切原理, 最后分析了该技术在鱼类种群遗传结构研究中

的应用。

1  动物 mtDNA 的结构

  动物 mtDNA 是一种环状、共价闭合的超螺旋分子 [ Br itte n 和 Kohne 1968] ,分子量在 1 @ 107 道尔顿左

右,分子大小约为 17kb,处于限制性内切酶的分析范围。mtDNA 复制方式相对简单, 结构基因排列紧凑, 几

乎没有间隔顺序和内含子[ Ande rson 等 1981、1982, Bibb 1981] , 可编码两种核糖体 RNA 分子, 22 种 tRNA

分子和 13 种 mRNA 分子。绝大多数的蛋白质编码基因及两个 rRNA 基因模板均在 H 链上, 由于其基因组

织结构相对比较简单和稳定,因此便于结果分析[ Br ow n 1974]。
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2  动物 mtDNA 的特点

2. 1  无组织特异性

  在 mtDNA 研究中,对同一个体的肾、心、肝、胎盘和皮肤等不同组织的比较表明, mt DNA 的结构没有组

织特异性[ Avise和 Lansm an 1983, Denao 1981, F r ansisco 1979]。这就有利于用限制性内切酶进行分析。

不同组织 mtDNA 反映在含量和断裂的程度有所不同,肝脏提取 mtDNA 最容易,新鲜组织提取 mtDNA 受核

DNA 污染少, 易纯化。

2. 2  母系遗传

  高等动物的 mtDNA 一般都是母系遗传的。虽然在某些高等生物的受精过程中, 精子可以全部进入卵细

胞,但精子只含有 100 个左右的 mtDNA 拷贝, 而卵细胞内却含有 108 个以上的 mtDNA 分子 [ M ichaclis

1982]。因此,来自父系的 mtDNA 并不对遗传作出重要贡献[ Br esch 1984]。而且, 用限制性酶切技术不可能

检测到低于总量 1% ~ 5%的 mtDNA 分子[ Br ow n 1974]。Lansman[ 1983]用放射性自显影技术证明, 在高等

动物中,父系 m tDNA 所占比例不超过 0. 004%。由于严格的母系遗传, 一个个体就可以代表一个母系集团,

在进行酶切分析时,通过几个随机的动物个体样本就可以了解一个群体的遗传结构[ Bre sch 1984] , 这也可减

少供试动物的数量。

2. 3  进化速度快

  mtDNA 是单拷贝核 DNA 的 5~ 10 倍[ Br own 1983]。群体内变异大, 近缘种间解析的灵敏度很高。其

进化速度快的原因: ( 1)选择压力小。细胞核承担了有关细胞的生长发育和新陈代谢的绝大部分功能, 线粒体

只是细胞内分子进行呼吸的一个细胞器。核 DNA 承担了绝大部分的选择压力, 对 m tDNA 的选择压力相对

较小,因而其突变容易固定下来。( 2)受诱变的影响大。mtDNA 没有与之结合的核蛋白, 在某种意义上说,

mtDNA 是裸露于诱变剂之中。因为线粒体作为氧化磷酸化和许多代谢反应的场所, 自由基和一些代谢中间

物如烷化剂,就在其中积累。这些物质都是强诱变剂,可以使 mtDNA 的突变率增高。( 3)代谢增补时间短。

由于代谢过程中被损伤与破坏的线粒体需要不断补充, mtDNA 表现快速增殖, 为碱基的突变提供了更多的

机会,使突变能不断传递下去。( 4)复制无校对修复。脊椎动物 mtDNA 复制酶A- 多聚酶不具备校对能力

[ Ciarr o cechi 1979] ,且线粒体缺乏修复机制[ Cla yton 1984; Lansman 和 Clay ton 1975]。实际上在已发现的

脊椎动物的 mtDNA 中,每 1 000个脱氧核苷酸中就掺有 1~ 2 个随机分布的核糖核酸[ Br ennicke和 Clayton

1981]。

2. 4  提取方法简单,结果重复性高

  每个细胞中 mtDNA 有1 000~ 10 000 个拷贝, 因其分子量小,又具有线粒体双层膜的保护, mtDNA 的提

取相对核 DNA 来说容易得多, 不需繁复的保护步骤就可获得完整的 m tDNA 分子。mtDNA 的提取方法主

要有氯化铯超速离心法、柱层析法、DNase 法及碱变性法等 [ Britten 和 Kohno 1968; Bo r st 和 Gr iv ell 1981;

Clar y 和Wolstenho lme 1985; 李筱平 1986; Welter 等 1991; 王  文和施立明 1993]。

  利用 mtDNA 限制片段长度多态技术( RFLP )可研究种内及种间的系统发生和亲缘关系。根据种内或种

间 mtDNA 的歧异程度计算遗传距离,可推算出群体间的亲缘关系, 分歧年代和演化过程。利用 mtDNA 研

究种群的亲缘关系可为形态学上难以确定的分类关系提供有价值的线索, 而且在种内关系的研究中, m tDNA

多态分析尤为灵敏。

3  mtDNA 限制性酶切原理

  mtDNA 限制性酶切技术是利用识别特定碱基序列的限制性内切酶对 mtDNA 进行单酶消化、双酶消化
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或不完全酶消化,琼脂糖凝胶电泳将各消化片段分开,测定各片段的迁移距离, 计算各片段的大小。分析结果

可确定限制酶在 mtDNA 上的消化位点的位置,构建出该 mtDNA 的限制性酶切图谱。

各种动物的 mtDNA 的遗传学和分子生物学的研究表明, 尽管高等动物的 mt DNA 的基因组成在进化上

是保守的, 但动物 m tDNA 的一级结构却存在大量的趋异 [ Avise 和 Vruenhoek 1987]。因此不同物种的

mtDNA 各有其特异性限制酶切图谱,用这种方法可以比较种内及种间的差异, 且具有快速、经济和可靠等优

点[ Br ow n 1985]。

构建某种动物的 mtDNA 限制性酶切图谱,就可以将它与其它动物的已构建的图谱加以比较, 并根据它

们限制性位点的共享度计算其遗传距离。用于比较的两种动物 m tDNA 所共享的位点越多,两者 mtDNA 序

列的相似性就越高,它们的亲缘关系也就越近。

4  mtDNA 限制性酶切技术在鱼类种群遗传结构研究中的应用

  不同渔业生产活动对鱼类群体的遗传结构产生不同程度的影响。比如人工养殖的鱼类, 由于大部分苗种

是由有限繁育群体产生的,存在着不同程度的近交现象而导致近交衰退, 遗传瓶颈( Genetic neck)和遗传漂

变( Genetic dr ift)将使鱼类基因库损失大量的遗传变异。为增加某些濒危鱼类(如中华鲟)的种群数量而进

行人工增殖放流时,将可能增加那些对养殖条件最适应的基因型频率。而对野生种群的遗传结构的/纯洁性0

造成污染。过度捕捞及由于人类活动而造成的栖息环境的改变将导致种群的遗传结构的变化。上述这些变

化如不经测定无法察觉,需要一套有效的定性和定量的遗传学方法。目前,运用 m tDNA 限制酶切技术, 已在

海洋鱼类及淡水鱼类群体遗传结构研究方面取得了一些有益的结果。

鱼类群体遗传学研究中采用 mt DNA 限制性酶切片段分析技术有以下几个优点: ( 1)脊椎动物 m tDNA

是一种大小约为 17kb 的共价闭环分子。mt DNA 共编码 37 种基因, 这些基因紧密地排列在一起, 其间不但

没有内含子, 有些编码序列甚至出现重叠的情形 [ F err is 和 Whitt 1983]。因此, mtDNA 虽仅占真核细胞

DNA 总量的 1% ,但能够提供有关群体遗传结构的丰富的信息。( 2) mtDNA 具有严格的母系遗传方式, 一个

个体就能代表一个母系集团,只需少量材料就可反映群体的遗传结构,因而便于进行群体分析, 同时严格的母

系遗传方式又使 mtDNA 成为可靠的分子遗传标记。( 3)虽然高等动物 mtDNA 分子的大小、功能和基因的

排列顺序高度保守,其基本序列的进化速度却是单拷贝核 DNA 的 5~ 10倍[ Avise和 Lansman 1983] , 因而能

为群体间和近缘种间的细微差别提供一个放大的视野。

国外有关这方面的研究主要为海洋鱼类, Smo lenski等[ 1993]分析了南半球大西洋胸棘鱼( Hop lostethus at-

lanticus)群体基因型的同源性。当用识别六碱基对的限制酶分析时未发现东南澳洲( Southeastern Australian)海

域存在大西洋胸棘鱼的生殖隔离群体。而用识别三碱基对的酶分析时发现新南威尔士州( New South Wales)海

域的鱼同南澳洲( South Austr alian)和塔斯马尼亚岛( Tasmanian ) (澳大利亚一地区)海域的鱼存在至少是部分的

基因型分离。这为新南威尔士州海域大西洋胸棘鱼亚群的存在提供了生物学依据。用识别四碱基的酶对东南

康佳( Southeastern Kangarw)岛屿海域不同年份大西洋胸棘鱼样本分析时亦发现基因型存在差异。

Camper 等[ 1993]对墨西哥湾的紫红笛鲷( L utj anus campechanus )群体的 mtDNA 分析后发现,虽检出 29

种基因型,但以其中一种为主。不同地点来源的群体基因型差异不明显。这些结果符合以前提出的假设, 即

墨西哥湾紫红笛鲷形成单一的随机交配群体。这种基因的同源性表明, 在墨西哥湾紫红笛鲷群体间存在广泛

的基因渐渗。同样的现象也发现于太平洋和大西洋的鲣( K atsuwonus pelamis ) [ G r ay 1982]。鲣中存在广泛

的 mtDNA 多态,但却没有任何一种类型分布于特定区域,即两大洋的鲣不存在 mtDNA 的序列趋异, 这提示两

大洋的群体间近期或现在存在广泛的遗传接触,有足够的遗传交换发生,以致群体间未见有明显的遗传差异。

Gyllensten和 Er lich[ 1985]对几种鲑科鱼类的 m tDNA 的研究表明: ( 1)自然群体中拥有中等水平的

mtDNA 变异; ( 2)在养殖群体中可能发生遗传多样性减少的现象; ( 3)基于 mtDNA 酶切片段数据而得到的种

系发生关系,在很大程度上与前人的结论相吻合。

国外有关淡水鱼类的报道则较为鲜见。Genette 等[ 1993]对加拿大魁北克地区 James流域和 St. Lawrance

流域的黄鲟( A cipenser f ulvescens )mtDNA 进行限制酶片段分析后发现, James流域的黄鲟 mtDNA 异质性较大,
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而 St. L awrence流域异质性较小,这可能因为后者受到过度捕捞和人们定居于此而造成的人为影响较大有关。

相比之下,国内类似的工作起步较晚, 迄今只对草鱼、乌鱼、团头鲂、银鲫、白鲫、鲫、鲤、鲢、鳙和长吻 、

鲇、黄颡鱼、鳗鲡和黄鳝等 10 多种淡水鱼 mtDNA 作了限制性内切酶的酶切分析, 且都限于少数几种酶的酶

切图谱构建,在应用于鱼类种群遗传结构研究方面还未开展。

已报道的鱼类 mtDNA 分子大小见表 1。

表 1 已报道鱼类 mtDNA 分子大小

Tab. 1  Reported molecular lengthes of the mtDNA in fish species

鱼     类 分子大小( bp) 参考文献

蓝鳃太阳鱼( L epomis macrochir us) 16, 200 Avise 等[ 1984]

鲣( K atsuw onus pelamis) 16, 900 Graves等[ 1984]

大鳞大麻哈鱼( Oncorhynchus t shaw ytscha)
16, 670

16, 500 ? 500
B er g和 Ferris[ 1984]
Th omas等[ 1986]

虹鳟( Salmo gai rd neri )
16, 670

16, 500 ? 500
B er g和 Ferris[ 1984]
Th omas等[ 1986]

鳟鱼( S alm o tru tta) 16, 670 B er g和 Ferris[ 1984]

美洲红点鲑( Salvel in us f ontinali s) 16, 670 B er g和 Ferris[ 1984]

斑点鱼由( S corpaena gut tata ) 19, 500 ? 300 Beckwi tt 和 Pet ruska[ 1985]

平鱼由( Sebastes atrovi rens ) 17, 300 ? 400 Beckwi tt 和 Pet ruska[ 1985]

铜平鱼由( Se bast es caurinus) 17, 400 ? 400 Beckwi tt 和 Pet ruska[ 1985]

黑点平鱼由( Sebastes melanosti ctu s) 17, 200 ? 400 Beckwi tt 和 Pet ruska[ 1985]

蓝平鱼由( Sebastes myst inus ) 16, 900 ? 400 Beckwi tt 和 Pet ruska[ 1985]

日本鲭( Scomber j aponicu s) 17, 200 ? 400 Beckwi tt 和 Pet ruska[ 1985]

大西洋鲑( Salmo salar ) 16, 700 Birt 等[ 1986]

银大麻哈鱼( Oncor hytchus kisut ch) 16, 500 ? 500 Th omas等[ 1986]

红大麻哈鱼( Oncorhytchus nerka ) 16, 500 ? 500 Th omas等[ 1986]

细鳞大麻哈鱼( Oncorhytchu s g orbuscha ) 16, 500 ? 500 Th omas等[ 1986]

大麻哈鱼( Oncorhytchus ke ta ) 16, 500 ? 500 Th omas等[ 1986]

大湖红点鲑( Salv el inu s namaycush ) 16, 860 ? 200 Gr ew e 和 Hebert[ 1987]

加拿大梭鲈( S ti zosted ion canadense) 16, 700 ? 260 Bill ington和 H ebert [ 1986]

暗斑梭鲈( S ti zost ed ion luiop erca) 16, 740 ? 280 Bill ington和 H ebert [ 1986]

大眼梭鲈( S tiz ostedion v i treum )
16, 860 ? 160
18, 520 ? 110
18, 540 ? 160

Bill ington和 H ebert [ 1988]
Bill ington和 H ebert [ 1988]
Bill ington和 H ebert [ 1988]

草鱼( Ctenop hary ngodon id ellus)
16, 300

17, 169 ? 70
吴乃虎等[ 1991]
崔建勋等[ 1992]

乌鳢( Ophiocephalus argus )
16, 200
17, 200

刘子铎等[ 1993]
张四明和龙  华[ 1991]

团头鲂( Megalobr ama am blycephala Y ih)
16, 600
16, 210

申宗候等[ 1993]
张四明和龙  华[ 1996]

银鲫( Carassius auratus gibelio) 15, 990 ? 90 张四明等[ 1992]

白鲫( Carassius auratus cu vi eri ) 16, 600 ? 130 张四明等[ 1992]

鲫( Carassius auratus aur atus) 15, 540 ? 140 张四明等[ 1992]

鲫( Carassius auratus)
15, 210

16, 100 ? 220
陈关君等[ 1984]

Beckw it t 和Aoyagi[ 1987]

鲤( Cypr inus carp io)
16, 990
16, 400

陈关君等[ 1984]
吴乃虎等[ 1991]

鲢( Hypoph thalmichthys mol it rix )
16, 820 ? 90
15, 930 ? 220

崔建勋等[ 1992]
宋 平等[ 1994]
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续表    
鱼     类 分子大小( bp) 参考文献

鳙( Ari st ichthys nobi li s)
16, 200 ? 90

16, 400
16, 650 ? 150

崔建勋等[ 1992]
樊连春等[ 1994]
宋 平等[ 1994]

长吻 ( L eiocassi s longirost ris ) 16, 690 戴建华等[ 1994a]

鲇( Si lu rus asotus) 17, 540 戴建华等[ 1994b]

黄颡鱼( Pseudobag rus f ul vidraco) 16, 420 戴建华等[ 1994c]

鳗鲡( A nguil la j aponica ) 16, 440 戴建华等[ 1994d]

黄鳝( Monopterus albus ) 16, 270 戴建华和殷文莉[ 1994e]
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