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摘要：为探索建立具有实验红鲫品系特异性的线粒体 DNA 条形码，对鲫属品种进行鉴
定。本研究以实验红鲫和鲫属其他鱼类 (洞庭湖鲫、日本白鲫、大眼鲫、兰氏鲫、金鱼、
湘军金鱼和湘军花鲫) 为测试群体，利用 Sanger 测序对所有个体的线粒体 COⅠ、COⅢ、
Cytb 这 3 个基因和 D-loop 进行测序，同时构建 3 个基因的拼接序列，并分析它们的序列
特征和 10 种鲫属鱼类分子系统进化的聚类特征。结果显示，COⅠ、COⅢ、Cytb 这 3 个
基因的拼接序列和 COⅠ基因的进化树聚类能明显地发现 10 种不同的鲫属鱼类聚成不同
的小支，而 COⅢ基因和 D-loop 序列聚类不能同时区分 10 种鲫属鱼类。研究表明，通
过 COⅠ基因以及 3 个基因的拼接序列均能有效地鉴别实验红鲫与鲫属其他鱼类，故该
类序列能作为实验红鲫的有效分子标记，同时 COⅠ、COⅢ、Cytb 和 D-loop 序列构建的
进化树均可以反映 10 种不同鲫属鱼类之间的进化关系。
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DNA 条形码是指生物体内能够代表该物种

的、标准的、相对较短的 DNA 片段作为物种标

签，已在生物医药、食品科学、农业科学、生

态学等许多研究领域中应用，尤其是应用于物

种快速准确鉴定 [1-3]。目前，已经报道了条形码

在一些生物分类鉴定中的应用 [2]。Lopes 等 [4] 应

用 DNA 代谢条形码分析 2 种巴西栉鼠 (Ctenomys
brasiliensis) 亚种的食物种类差别。Liu 等 [5] 建立

了一种通用的 DNA 条形码 ITS2 序列，以识别中

国药典中的有毒药用植物及其有毒相关物种或

掺假物。DNA 条形码技术研究中最关键的一步

是选择合适的基因片段，该片段需具备：①包

含能够用于种间区分的遗传变异；②具有高度

保守的区域，便于开发可用范围更为广泛的通

用引物；③序列长度适中，以利于 DNA的扩增

及测序；④含有一定的物种进化信息来确定物

种的分类地位 [6]。与核 DNA 相比，线粒体基因

占有更多优势。线粒体基因 COⅠ、COⅢ、Cytb
和 D-loop 序列被认为是动物 DNA 条形码首选的

靶标基因。其一，这些基因编码的氨基酸序列

的演化速率比较慢，可以区分出分化时间较久

的物种。其次，在 DNA 序列上又有足够的变异

能够区分亲缘关系较近的姊妹种，所以被广泛

应用于动物中不同分类阶元水平的分子系统学

研究中。 Fernandes 等[7] 用 COⅠ和 Cytb 基因来鉴

定 4 种鳕的遗传变异，得出 Cytb 序列能够以

99.3% 的高置信度对所研究鱼类进行有效识别。

Huemer 等 [8] 采集约 690 种奥地利夜蛾 (鳞翅目，
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Lepidoptera) 的 671 个物种 COⅠ基因，构建了多

样性丰富的奥地利夜蛾的 DNA 条形码文库，依

此分类的结果与 Linnean 分类法几乎完美匹配。

理论上，进行物种鉴定的前提是确定遗传

距离阈值，并将待定物种与已知物种群体进行

匹配。Hebert 等 [9] 提出，同一物种内的遗传距离

应小于 2%，大多数物种的种内遗传距离普遍小

于 1%，并推荐将 2% 和 10 倍的种内遗传距离作

为划分物种的标准阈值。线粒体 DNA 分子结构

简单、几乎不发生重组、呈现母系遗传、进化

速率快，目前在系统进化、分类学、群体遗传

以及动物保护生物学等研究方面得到普遍应用。

近年来常用的分子标记有 Cytb、ND、COⅠ、COⅡ

和 D-loop 等[10]。D-loop 区域在线粒体基因组中的

碱基突变率最高，长度变异最大，其碱基替换

率比 mtDNA 基因组的其他区域高 5~10 倍，D-
loop 序列比较适合于近缘种以及种内不同群体之

间的遗传差异分析。以线粒体条形码鉴别物种，

通常是利用单个基因来鉴别，但常常碰到对亲

缘关系特别近的物种难以区分的问题[11]。

此外，有的学者曾采用多种条形码标记联

合使用，如 2009 年国际生物条形码协会 (CBOL)
植物工作组对来自 550 个物种 907 个样品的 7 个

序列 (rbcL、matk、rpoC1、ropB、psbA-trnH、psbK-
psbl 和 atpF-atpH) 进行分析比较，提出将 matk+
rbcL 片段组合作为植物 DNA 条形码的核心序

列[12]。对有效识别亲缘关系很近的动物品种或品

系的 DNA 条形码起到了重要作用。随着斑马鱼

(Danio rerio) 等鱼类实验动物资源的开发与利用，

实验鱼类越来越多地被用于发育生物学研究、

水生态毒理学研究、水环境污染监测、药物与

化学品环境安全性评价等领域。红鲫是一种鲫

属鱼类，在实验动物研究方面具有重要意义。

实验红鲫 (Carassius auratus, red variety) 就是由红

鲫驯化而来的[13]。目前，已经对实验红鲫的生物

学特性进行了研究[14]，建立了一些遗传标记，并

颁布了地方标准[15]。为进一步完善实验红鲫的分

子遗传标记，又开展了本研究。

本研究以线粒体基因 (COⅠ、COⅢ、Cytb)
和 D-loop 序列为对象，通过比较鉴别实验红鲫

及同属的 9 种近缘鱼类，筛选出具有实验红鲫品

系特异性的线粒体 DNA 条形码标记，并以此研

究实验红鲫与其同属近缘鱼类之间的系统进化

关系，从而进一步完善实验红鲫的遗传背景资

料，为实验红鲫种质遗传质量控制标准的建立

提供数据支撑，对我国实验鱼类资源库的建设

具有重要的学术意义。

1    材料与方法

1.1    实验对象

实验红鲫 C1HD 系，2 龄，20 尾，雌雄各

半，由南华大学实验动物学部培育并供应；洞

庭湖鲫，2 龄鱼，20 尾，雌雄各半，购买于长沙

某市场；金鱼、湘军金鱼及湘军花鲫为 2 龄鱼，

各 6 尾，雌雄各半；雌性日本白鲫 (C.  cuvieri)
1 尾，均由湖南师范大学省部共建淡水鱼类发育

生物学国家重点实验室提供。

在 NCBI 数据库中下载其他鱼类的 DNA 序

列，用于 DNA 条形码比较分析。相关物种的

GenBank 序列号：实验红鲫，MN502672；日本

白鲫，AB045144；银鲫 (C. gibelio)，GU138989；
大眼鲫 (C. auratus grandoculis)，KJ874430；兰氏

鲫 (C. auratus langsdorfii)，LC019789.1。

1.2    仪器与试剂

PCR 仪 (Eppendorf 公司，22331 Hamburg，德

国 )；台式高速冷冻离心机 (Eppendorf)；−80 °C
冰箱 [SANYO 公司，MDF-382E(N)，日本 ]；恒

温培养箱 (北京中兴伟业仪器有限公司，DH-500A6，
中国 )；台式恒温振荡器 (CRYSTAL 公司， IS-
RSD3，美国 )；琼脂糖凝胶电泳 (北京百晶生物

技术有限公司，BG-Power 600，中国 )；凝胶成

像仪 (SYNGENE 公司，DR4V2/3255，美国)。
pMD18-T vector[ 宝日医生物技术 (北京 ) 有

限公司，SD4038]；2×Taq PCR Mastermix[ 天根生

化科技 (北京) 有限公司，KT201-02]；SanPrep 柱

式 DNA 胶回收试剂盒 [ 生工生物工程 (上海 ) 股
份有限公司，B518131-0100]；全基因组 DNA 提

取试剂盒 [ 宝日医生物技术 (北京 ) 有限公司，

9765]。引物由生工生物工程 (上海) 股份有限公

司合成。

1.3    基因组 DNA提取

实验样本按照 TaKaRa 全基因组 DNA 提取

试剂盒步骤抽提 DNA。通过琼脂糖凝胶电泳和

核酸分析仪，检测所提取 DNA 的质量及浓度。
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1.4    PCR扩增

PCR 总扩增体系为 20 μL，包括 2×Taq PCR
Mastermix 10 μL，模板 DNA 2 μL，正反向引物

各 1 μL(表 1)，ddH2O 6 μL。PCR 扩增条件：94 °C

预变性 5 min；94 °C 变性 30 s、退火 30 s、72 °C

延伸 (COI、COⅢ和 D-loop 均延伸 60 s，Cytb 延

伸 80 s)，循环 35 次；最后 72 °C 延伸 10 min，扩

增产物于 16 °C 保存。

1.5    目的基因产物检测、连接、转化及测序

PCR 扩增产物利用 1.5% 琼脂糖凝胶检测并

回收，连接到 pMD18-T 载体，再转化到大肠杆

菌 DH5α 感受态细胞中之后涂布于培养皿中，于

培养箱中倒置培养 12~16 h，再挑选单克隆菌落

进行阳性检测，并送生工生物工程 (上海 ) 股份

有限公司进行测序。

1.6    数据分析

对各物种条形码测序结果首先依据 abi 峰图

检查测序质量，利用 Bioedit 软件 (version 7.0) 查
找并去克隆接头，拼接双向序列，进行 BLAST
比对。利用 Mitofish (http://mitofish.aori.u-tokyo.ac.
jp/annotation/input.html) 在线软件获得实验红鲫线

粒体的 DNA 注释信息。

运用 MEGA 6.0 软件的 Kimura 双参数模型

法 (Kimura 2-Parameter，K2P) 计算遗传距离，并

依据遗传距离分别构建 NJ 树。自举检验  (boot-
strap test) 1 000 次重复估计各分支的置信值。

2    结果

2.1    实验红鲫 COI基因及拼接基因序列特征

实验红鲫 COⅠ基因序列全长为 1  551  bp
(GenBank no: MT559523) (图 1-a)，其中碱基 A 占

27.53%，碱基 C 占 25.73%，碱基 G 占 17.41%，

碱基 T 占 29.34%，A+T 含量为 56.87%，G+C 含
量 为 43.13%。 编 码 516 个 氨 基 酸 (图 1-a)。 由

COⅠ、COⅢ及 Cytb 基因构成的拼接序列全长

为 3 477 bp，命名为 PCCC。 其碱基 A 占 28.16%，

碱基 C 占 27.01%，碱基 G 占 16.05%，碱基 T 占

28.79%，A+T 含量为 56.95%, G+C 含量为 43.06%。

碱基 A+T 含量高于 G+C 含量之和。这与脊椎动

物线粒体 DNA 的碱基组成特征一致[16](图 1-b)。

2.2    基于 COⅠ、COⅢ、Cytb和 D-loop序列

的遗传距离分析及系统发育树构建

基于 COⅠ、 COⅢ、 Cytb 及 D-loop 序列的

10 种鱼类的 K2P 遗传距离及进化树分析表明，

COⅠ基因序列能够对实验红鲫与其他 9 种鲫属

鱼类进行区分 (表 2，图 2-a)。10 种鲫属鱼类的

种内遗传距离为 0.0%~0.7%，均值为 0.18%，其

中实验红鲫和洞庭湖鲫的种内遗传距离为 0.0%，

湘军花鲫的种内遗传距离最大 (0.7%)，均值为

0.18%。10 种鲫属鱼类的种间遗传距离为 0.2%~
13.8%，均值为 5.21%，其中金鱼与实验红鲫之间

的遗传关系最近，遗传距离为 0.2%。锦鲤 (Cyprinus
carpio var. koi) 与大眼鲫、兰氏鲫之间的关系最

远，遗传距离为 13.8%。以锦鲤为外类群，采用

NJ 法构建进化树显示，外类群锦鲤独立成支，

表 1    实验红鲫线粒体 DNA条形码 PCR引物

Tab. 1    Mitochondrial DNA barcode PCR primer of laboratory C. carassius, red variety

基因

gene
引物序列(5′→3′)

primer sequence (5′→3′)
退火温度/°C

Tm

PCR产物/bp
PCR product

COⅠ CACAAAGACATTGGCACCCT 51    940 

AGTCAGCTGAAKACTTTTAC

COⅢ ATGGCCCACCAAGCACATGC 51    788 

TATGAGCCTCATCAATAGAT

Cytb ATGGCAAGCCTACGAAAAAC 51 1 143 

AAGCTCATTTCAGTGCTTTA

D-loop GGATAACCATCCCTGTATGG 46    923 

TAAATAATGTTAGAAAATTT
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其他鲫属鱼类聚为一大支。其中实验红鲫与金

鱼聚为一支，在小支上存在一定差异，大眼鲫

与兰氏鲫聚为一支，湘军花鲫和湘军金鱼聚为

一支 (图 2-b)。
基于 COⅢ基因序列的遗传距离分析及进化

树构建结果显示，实验红鲫可与湘军金鱼、湘

军花鲫、洞庭湖鲫、银鲫等区别，但不能与金

鱼区分 (表 2，图 2-b)。所研究鱼类的种内遗传距

离为 0.0%~0.2%，平均值为 0.1%；种间遗传距离

分布为 0.2%~10.6%，平均为 3.8%，是种内遗传

距离的 38 倍。要进行条形码分析，必须满足种

间遗传距离超过 10 倍的种内遗传距离，因此，

该序列可用于 DNA 条形码分析。在种内遗传距

离中，湘军花鲫和银鲫 2 种鱼类的最小 (0.0%)；
金鱼、实验红鲫和洞庭湖鲫的最大，均为 0.2%。

亲缘关系最远的是日本白鲫与锦鲤，种间遗传

距离达到 10.6%；金鱼与实验红鲫之间遗传距离

最小，为 0.2%，且二者与其他几种鱼类之间的

种间遗传距离基本相同。用 K2P 法构建基于

COⅢ基因序列的进化树显示，除实验红鲫和金

鱼外，其他相同鱼类均聚为一分支；锦鲤作为

外类群，形成一个单系分支；日本白鲫与大眼

鲫和兰氏鲫聚为一大支；湘军金鱼、湘军花鲫、

洞庭湖鲫、银鲫、实验红鲫和金鱼聚在同一大
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图 1    实验红鲫 COⅠ基因及拼接基因序列

(a) 实验红鲫 COⅠ基因碱基序列和氨基酸序列，(b) 实验红鲫拼接 DNA 序列全长

Fig. 1    COⅠ and splicing gene sequence of laboratory C. carassius, red variety
(a) COⅠ gene sequence of CIHD and amino acid sequence of C1HD, (b) full length of the C1HD concatenating sequence
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支上，形成各自的小分支，但实验红鲫与金鱼

聚在一起较难区分 (图 2-b)。
基于 Cytb 基因序列的遗传距离分析及进化

树分析，各物种种内遗传距离为 0.0%~0.4%，平

均为 0.13%，其中金鱼和湘军花鲫的种内平均遗

传距离最小 (0.0%)，银鲫的种内遗传距离最大

(0.4%)。根据种间遗传距离分析结果可知，种间

遗传距离分布为 0.0%~16.0%，均值为 6.2%，其

中锦鲤与日本白鲫之间的遗传距离最大，为 16%；

在鲫属内，表现为日本白鲫与洞庭湖鲫之间的

遗传距离最大，为 7.3%。而金鱼与实验红鲫之

间的种间遗传距离最小，为 0.0%，无法对二者

进行有效的区分。用 K2P 法构建基于 Cytb 基因

序列的进化树显示，在鲫属鱼类中，实验红鲫

与金鱼交叉地聚在一起，且种间遗传距离为 0.0%
(图 2-c)。依据线粒体基因调控区的序列信息对

10 种鱼类遗传距离进行分析。每种鱼类的种内

变异较小，表现为种内遗传距离为 0.0%~0.5%，

平均为 0.23%。其中银鲫的种内变异率最高，其

遗传距离为 0.5%；其次为实验红鲫、洞庭湖鲫

和日本白鲫，种内 K2P 遗传距离均为 0.3%(表 2)。

对种间遗传距离分析可知，种间遗传距离为

0.2%~13.9%，平均值为 5.5%。其中洞庭湖鲫与

锦鲤之间的遗传距离最大，为 14.1%。在鲫属鱼

类中，实验红鲫与日本白鲫之间的亲缘关系最

远，二者种间平均遗传距离为 6.6%。且由于同

属鱼的亲缘关系较近，不同鱼类之间的遗传距

离均小于 10%。

用 D-loop 序列作进化分析的结果显示，锦

鲤和日本白鲫分别独立为一支，大眼鲫和兰氏

鲫聚为一支，再与其他鲫聚为一大支，其置信

度为 100%；实验红鲫的聚类分别与金鱼、洞庭

湖鲫聚为一小支，甚至单独形成一个小分支，

说明实验红鲫在控制区的变异率较高，无法对 9
种鲫属鱼类进行有效地区分 (图 2-d)。基于 D-
loop 计算出的平均种内遗传距离均比 COⅠ、COⅢ

和 Cytb 这 3 个线粒体基因高。

2.3    基于 COⅠ、COⅢ和 Cytb拼接序列的系

统发育树的构建

以锦鲤为外类群，基于 COⅠ、COⅢ和 Cytb
编码基因的拼接序列进一步研究鲫属鱼类的系

表 2    基于 COⅠ、COⅢ、Cytb和 D-loop的遗传距离分析 (100%)

Tab. 2    Genetic distance analysis based on COⅠ, COⅢ, Cytb and D-loop

物种

species
金鱼

GF
实验红鲫

C1HD
湘军金鱼

GF-L
洞庭湖鲫

LCC
湘军花鲫

RCC-L
日本白鲫

JCC
银鲫

SCC
兰氏鲫

CAL
大眼鲫

CAG
锦鲤

KOC
金鱼

GF
0.1/0.2/0.0/0.0

实验红鲫

C1HD
0.2/0.2/0.0/0.2 0.0/0.2/0.0/0.2

湘军金鱼

GF-L
1.4/0.9/2.1/2.1 1.2/0.9/2.1/2.0 0.1/n/n/n

洞庭湖鲫

LCC
0.6/0.7/1.4/1.1 0.4/0.7/1.4/1.0 0.7/0.1/1.4/1.0 0.0/0.2/0.2/2.4

湘军花鲫

RCC-L
1.1/0.9/2.2/--- 1.0/0.9/2.2/--- 0.4/0.0/0.0/--- 0.6/0.0/2.1/--- 0.7/0.0/0.1/---

日本白鲫

JCC
4.6/4.6/6.8/6.6 4.6/4.6/6.8/6.5 4.9/4.6/7.4/5.5 4.6/4.3/7.3/6.8/ 4.9/4.6/7.4/5.2 0.3/0.1/0.1/0.3

银鲫

SCC
1.0/0.5/1.8/2.6 1.0/0.5/1.8/2.6 1.3/0.6/2.2/2.3 0.8/0.8/2.2/2.8 1.3/0.6/2.2/1.9 4.4/4.0/7.0/5.8 0.1/0.0/0.4/0.5

兰氏鲫

CAL
3.2/3.6/6.1/4.3 3.1/3.7/6.1/4.3 3.6/3.6/6.5/3.9 2.8/3.4/6.6/4.8 3.5/3.7/6.6/3.7 4.9/3.0/6.8/4.5 3.2/3.1/6.3/4.4 n/n/n/n/

大眼鲫

CAG
3.2/3.5/6.4/4.6 3.1/3.5/6.4/4.6 3.6/3.5/6.8/4.4 2.8/3.3/6.9/5.1 3.5/3.5/6.9/4.0 4.9/3.4/6.9/4.6 3.2/3.0/6.2/4.1 0.2/0.6/1.3/4.1 n/n/n/n

锦鲤

KOC
12.7/9.7/12.9/13.3 12.7/9.7/12.9/13.3 13.0/9.3/12.4/14.1 12.5/9.9/13.1/14.0 12.8/9.3/12.4/13.8 13.2/10.6/16.0/11.6 12.9/9.3/12.7/13.8 13.8/9.3/12.7/12.6 13.8/9.6/13.0/12.5 n

注： n代表不适用。a/b/c/d 数据表示分别用COⅠ、COⅢ、Cytb和D-loop序列的计算值。GF. 金鱼，C1HD.实验红鲫，GF-L. 湘军金鱼，LCC.
洞庭湖鲫，RCC-L. 湘军花鲫，JCC. 日本白鲫，SCC. 银鲫，CAL. 兰氏鲫，CAG. 大眼鲫，KOC. 锦鲤。下同

Notes: n means not applicable. a/b/c/d represents the calculated values of COⅠ, COⅢ, Cytb gene and D-loop sequence respectively. GF. goldfish,
C1HD. C. carassius, red variety, GF-L. goldfish-like fish, LCC. local C. auratus, RCC-L. red crucian carp-like fish, JCC. C. cuvieri. SCC, C. gibelio,
CAL. C. auratus langsdorfii, CAG. C. auratus grandoculis, KOC. Cyprinus carpio var. koi. The same below
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统进化关系。种间遗传距离为 7.3%~16.0%，实

验红鲫与金鱼的遗传距离为 0.2%~0.5%。通过将

3 个线粒体基因拼接得到 3 477 bp 的序列用于构

建系统进化树，实验红鲫与金鱼均可各自单独

形成一小支，二者又可以再聚在一起，然后它

们与湘军金鱼、洞庭湖鲫、湘军花鲫和银鲫形

成的分支聚合。大眼鲫与兰氏鲫聚合，再与日

本白鲫聚在一起形成一个独立的分支，最后 9 种

鲫属鱼类成功地聚为一大支(图 3)。

3    结论

在本研究中，发现单个基因不容易区分实

验红鲫和金鱼。3 个线粒体基因分别构建的系统

进化树表明，实验红鲫与金鱼的遗传距离小于

等于 0.2%。据文献报道，金鱼是由红鲫驯化而

来的，红鲫与金鱼亲缘关系很近[17]。为了获得实

验红鲫与金鱼高分辨的线粒体 DNA 分子标记，

本研究将基因 Cytb、COI 和 COⅢ的完整序列按

照同源位点拼接起来，构建一个线粒体大片段

DNA 序列，作为实验红鲫一种特异性线粒体

DNA 标记，增加了实验红鲫和金鱼在序列终止

密码子和起始密码子的差异性，从而增加了整

个标记序列的差异性。以它进行聚类分析，结

果表明实验红鲫和金鱼聚为不同的支，且遗传

距离大于 0.2%，表明该拼接序列标记能大幅度

地提高实验红鲫和金鱼的分辨率。拼接序列结

LCC3
LCC4
LCC2
LCC1
LCC5
RCC-L1

RCC-L2

RCC-L3
GF-L

GF-1
GF-2

GF-3
C1HD5
C1HD1
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图 2    基于 COⅠ(a)、COⅢ(b)、Cytb(c)和 D-loop(d)构建的系统进化树

Fig. 2    Phylogenetic tree based on COⅠ gene(a), COⅢ gene(b), Cytb gene(c) and D-loop sequence(d)
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合了编码序列的保守性以及非编码序列的变异

性，对于物种鉴定具有重要意义。本研究首次

报道了多基因拼接序列能够在分子水平上有效

地区分亲缘关系很近的物种，如实验红鲫和

金鱼。

基于线粒体基因 COⅠ、COⅢ、Cytb 和 D-
loop 序列构建了 5 种 NJ 进化树，其拓扑结构大

致相同，锦鲤作为外类群始终单独聚为一支，

其他 9 种鲫属鱼类聚在同一个大分支上，COⅠ

基因构建的进化树以及拼接序列构建的进化树

均能有效地鉴别实验红鲫和金鱼，然而 Cytb 基

因扩增的结果表明了实验红鲫和金鱼具有高度

的序列同源性。COⅠ基因扩增的实验红鲫和金

鱼序列在不同的位点上，二者呈现一定数目的

碱基位点差异，进而在进化树上聚在不同的小

支上。而拼接序列在实验红鲫和金鱼的序列的

比对结果，显示了二者存在明显的序列片段差

异，进化树上表现为聚在不同的分支上，可以

有效地鉴别实验红鲫和金鱼。D-loop 序列比对及

进化树结果显示了实验红鲫个体之间存在差异。

通过序列筛选，已经检测了 COⅠ基因以及拼接

序列可以作为实验红鲫的分子标记。

本研究中，基于鲫属鱼类线粒体基因组序

列构建的进化树结果与单个基因构建的进化树

的结果基本一致，但以线粒体基因组构建的进

化树置信度较高，均为 100%。线粒体基因构建

的进化树可以从一定程度上反映鲫属鱼类之间

的进化关系，实验红鲫与金鱼之间亲缘关系最

近，这与物种分类上的结果一致，其次是银鲫，

亲缘关系最远的是黑鲫，与程磊等 [18] 的研究成

果一致，说明基于线粒体基因的 DNA 条形码可

以用于鲫属鱼类的鉴定。与此同时，单个基因

条形码用于属内种间的鉴定也有其局限性，由

于同属物种之间的亲缘关系较近，物种间的线

粒体基因组的变异较小，导致种间遗传距离可

能未达到种内遗传距离阈值，比如当依据 COⅠ、

COⅢ和 Cytb 单个基因序列分析鲫属鱼类之间的

进化关系时，虽然银鲫可以形成独立的单系支，

实验红鲫与银鲫之间的遗传距离均小于 2%，但

在分类学上银鲫与红鲫属于两个不同的种。而

基于拼接序列计算的遗传距离显示银鲫与红鲫

之间的遗传距离大于 2%，表明在属内物种鉴定

时，应选择进化速率较快的条形码进行标记，

且应当使用多个基因进行分析以提高准确性。

本研究基于拼接 DNA 序列和 D-loop 序列构建的

进化树，均可反映不同鲫属鱼类之间的进化关

系，其中拼接序列以及 COⅠ基因序列均能够作

为实验红鲫的有效的分子标记。研究表明，上

述两种序列作为实验红鲫的条形码标记是可行的。
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Characteristics analysis and application of mitochondrial DNA barcoding in
laboratory red crucian carp (Carassius carassius, red variety)

WANG Yude 1,     LI Dengke 2,     CHEN Kejie 2,     WU Duansheng 1,2*,     LIU Shaojun 1

(1. State Key Laboratory of Developmental Biology of Freshwater Fish, College of Life Sciences,
Hunan Normal University, Changsha    410081, China;

2. Department of Laboratory Animal Science, University of South China, Hengyang    421001, China)

Abstract: To explore and effectively identify the laboratory red crucian carp’s mitochondrial DNA bar-
code, we have identified the species of crucian carp. This research based on the laboratory red crucian
carp  and  the  other  species  of  crucian  carp  (Dongting  lake  crucian  carp,  Japanese  white  crucian  carp,
Carassius auratus grandoculis, C. auratus langsdorfii, goldfish, goldfish-like fish and red crucian carp-like fish) as
the test  group, using Sanger sequencing for all  individual mitochondrial COⅠ, COⅢ, Cytb,  D-loop sequencing,
and built the three gene splicing sequences, and analyzed their characteristics and ten kinds of sequence clustering
characteristics of crucian carp molecular system evolution. The results showed that the splicing sequence of three
genes (COⅠ, COⅢ, Cytb) and the evolutionary tree clustering of COⅠ gene can obviously find that ten different
species  of  crucian  carp  can  form  different  small  branches,  while  the  clustering  of COⅢ gene  and  D-loop
sequence can’t distinguish ten species of crucian carp at the same time. The results showed that COⅠ

gene and the splicing sequences of three genes can effectively identify laboratory red crucian carp and other spe-
cies of crucian carp, so this sequence can be used as an effective molecular marker of laboratory red crucian carp.
Meanwhile, the evolutionary tree constructed by COⅠ, COⅢ, Cytb and D-loop gene can reflect the evolutionary
relationship between ten different species of crucian carp.

Key words: Carassius carassius, red variety; mitochondrial DNA; DNA barcoding; phylogenetic tree
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