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鱼类线粒体 D N A控制区的结构和进化
:
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,
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摘要 以螃鱿鱼类为例
,

研 究了鱼类线粒体 D N A 控制区 的结构和进化 规律
.

识 别 了终止序列

区
、

中央保守区和保守序列区 3 个 区域
.

指出扩展终止相关序列 ( E T A S )的主体是 T A C A T 和它的

反向互辛「序列 A T G T A 形成的发夹结构
.

给 出了鱼类中若干重要保守序列的普遍形 式
.

研究结果

表明
,

一般情况下
,

只有一个行使功能的 E T A S
,

但可能会有多个复制的
、

不行使功能的 E T A S 存

在
.

鱼类的保守序列 C S B Z 最为保 守
.

线粒体 D N A 控制区被认为是 由各功能单位形成主体框架
,

主体框架复制产生重复序列
,

重复序列产生快速变异
,

这样造成不同类群 间线粒体 D N A 控制区 巨

大差异
.

易突变点和二级结构 的存在均可能与变异的发生相关
.

关键词 螃皱鱼类 线粒体 D N A 控制区 进化

控制区是线粒体 D N A 中变 化最复杂
,

被 了解

最少
,

也最吸引人的区域
.

对控制 区结构功能的研

究将有助于了解 D N A 复制
、

转录 的机制和进化规

律
.

目前对动物线粒体 D N A 控制区的研究主要是

识别了众多的功能保守序列汇
’ 一 5 ]

,

例如终止相关序

列 ( T A S )
,

保守 序 列 C S B I
,

C S B Z
,

C S B 3
,

C S B
-

A
, 一

B
, 一

c
, 一

D
, 一

E
, 一

F 等
.

另外是将控制区分为终

止序列区 (左区 )
、

中央保守区和保守序列区 (右区 )

3 个 区
.

这 些研 究 主要 是 针 对 哺乳 动物 进行 的
.

R a n id 等发现鸟类与哺乳动物线粒体 D N A 控制 区结

构相似但又有其特殊性 0[]
.

在鱼类方面
,

对 比哺乳动物的结构
,

识别了一

些类群的终止相关序列和部分保守序列〔7一 9〕
.

到 目

前为止
,

还没有 人给出各功能单位 (包括终 止相关

序列 T A S 和各种保守序列 C S B )的普遍形式
.

而且

I
_ e e
等仁

’ ,̀ ]对众多鱼类界定的中央保守区范围是错误

的
,

其后段 比实际的区域少约 100 b p
.

本文以螃皱

鱼类 为例
,

参考 已有研究结果
,

研究鱼类 线粒体

D N A 控制区的结构和进化规律
,

给 出保守序列的普

遍形式和不同区域 的划分标志
,

为进一步对鱼类线

粒体 D N A 控制区研究提供参考
.

1 材料与方法

选 取 高 体 螃鳅 ( R人do
e u : o c e l l a t u 、 )

、

彩 副 鳍

(凡 ar e人e i z呀
n a t人u : i m 占e r 占i、 ) 和大鳍鳝 ( A c人e i z叹

-

an ht us m ac or tP er us )为代表
.

标本 用酒精固定
,

取

背部肌肉按 K co he :
等 〔川的方法提取总 D N A

,

消化

温度改 为 56 ℃
,

时 间为 12 h
,

酚抽 提 去除 蛋 白
.

P C R 扩 增控 制 区的 完 整 片段
.

引物 序 列为 D L I

( A C C C C T G G C T C C C A A A G C ) 和 D H Z ( A T C

T T A G C A T C T T C A G T G )
,

分别位于脯氨酸和苯

丙氨 酸 的 t R N A 上
.

反 应 程 序为
:

9 4℃ 预 变 性

Z m i n : 9 4℃ 变性 3 0 5 ,

5 0℃ 退 火 3 0 5 ,

7 2℃ 延伸

1
.

s m i n
,

共进行 4 0 个循环 ; 最后 7 2℃延伸 1 0 m i n
.

采用 B io s t a :
的 g la s s m i k 纯化试剂盒进行 P e R 产物

的回收纯 化
,

并进行 D N A 测序 (上海基康公 司 )
.

序 列 均 已 送 G en B an k
,

序 列 号 为
:

A Y 0 1 71 47
,

A Y 0 1 7 1 4 8
,

A Y 0 1 7 1 4 9
.

用手 工和计算 机结合进行

排序 仁̀“ 〕
,

先找出同源保守序列
,

再进行调整完成排

序
.

以两个 t R N A 的结束分别作为控制 区的起点和

终点
.

以 E c s B
一

F
,

c s B I 的起点分别作为终止序列

区
、

中央保守区和保守序列区的分界线
.
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2 结果与讨论

2
.

1 序列长度与核昔酸组成

测得的 3 种螃皱鱼类控制 区长度分别为
:

高体

鳍皱 1 0一s b p
,

彩副鲡 9 15 b p
,

大鳍鲡 1 1 2 5 b p
,

长

度差异 非常 明显
,

但 是仍 在 L e e
等研 究 的 8 56 一

15 0 0 b p 的变异范围之内 [ ’ 0 ]
.

核昔酸的平均组成为
:

T 3 2
.

2 %
,

C 2 0
.

1 %
,

A 3 3
.

6 %
,

G 1 4
.

1%
.

同其他

鱼类 A
.

T 含量高
,

G 含量低的特点也很相似
.

, , , . 尸 . ,

2
.

2 终止序列区

终止序列区
,

包含与 D N A 复制终止相关 的序

列 T A S
,

主要的变异一般出现在该 区域
.

由于序列

差异较大
,

将这部分 的序列分别分析
.

彩副鳍的终

止序列区长为 2犯 b p
,

没有明显的重复
、

长片段 的

缺失和插入 (图 1 )
,

发现一个 T A S
,

其中含有核心

序列 A C A T
.

高体鳍皱终止序列 区长为 3 40 b p
,

其

中有两处重复
,

一处位于 54 一 1 0 3 nt
,

长 为 50 b P,

另一处位于 10 5一 12 9 nt
,

长为 2 5 b p
.

这两处均为不

完全重复
.

与源序列相 比
,

重复序列 中的碱基有一

定的变异
,

都含有 T A S 的反向互补序列 A l
,

G T
.

高

体鳍皱中有多个 T A S 被发现
.

大鳍鲡终止序列区长

为 4 4 2 b p
,

其中有一段 59 b p 的不完全重复 ( 46 一

I O3 nt 处 )
,

重复序列也含有 T A S 的反向互补序列

A T G T
.

紧接 在重 复序列 后有 一段 15 9 b p 的插 入

( 1 0 4 一 2 6 2 n t 处 )
,

其同源性尚不清楚
.

彩副鳍 (aP ar ch 盯了口岁 ,a t爪巧 加 b` , 丫
〕
j s) 2 3 2 b p

G A TA GT AA CC AT A T GG GT
A C

~
CCA G A T吻歇及TA GT

A TA GT C
乒三五于I

T盯甜 A哪 , A T T

A T C A C C A T GC几 A T T A T T T T A A C C T了、几卫飞A G C八几 G T A C T了、 A了公气T T C C A户 G A G T C C八 T A G A C T

八八八 T G A A T T八 C A A A T及子、 T T子、 A T G A T T G G A T T A C T C C A C T A A C G T T T八 A A T A A

大鳍鲡 (A e h e

而 g月 a t h su m a c r哪 , et r u s ) 连纽Z b p

GG AT G

~ CC AT T T G砂雌那CA AAA
T机渺即AA T

AAA GA AT T

框夔鬓壑巡塑塞垒 J

丛工c 丛皿g丛工昼仁丛丑T工己工理里里塑里二匡鱼鱼二` (迅 3昼

匹
工几几丁蚁 T TCA G AA

(

沥而冲 GA C

T A A A T A T T C A A C A A T C A了、 C C A A A A T A G T T T T T几具 A T TA T A T T T A A T A T T C T T C C A C C C C C

CC CT T
GT AA T A

GT
A T T

~
G
GT

C CAA AT T A
匹回

T TAA T T A T

~
G
呕亘乎

A户弃望GT T C

AA T

~
AT T TAA T GG AT AT T A

砺远率里侄丝蒸鱼重垂里里丛箕里姿里里叠J鬓里孕桑里里勇里理~
C C T A A A A G C八八G T A C T A A T A T A T T A A A C G T T C A G A A C T T A A八A T G A A几多公、 T C A A T T A A子、 A

八 T T A T T T C G八A C T A G T T C A T T A T T C C A C T了、八 G A八 T G G A T C A C A A鑫史启士药八 GA T八 T C G诬U 、 T

T A C T C C A C T A八T C T T T A A A TA A

高体螃皱 沃 ho de us
o e e

lla
t u s ) 3 心 o b p

GG AT GT AA CC AT AT AT GA TAT中CA AT巨AT T
CT区回

A T
叫AT CA中

T T AT中批袒四

县里匡里里g里乙工蒸熙嘿军里缝鬓丛(迎二丛里典昼(三里T T A , ll r T工丛乃c Q军翼班 T画西砚五取聋幸生熟工里

八工c c c皿乃工丑A A A T

一一
颐彝垂业赎华瞰业叠匹琴里翌班丝婴丝

T匡通丑互仁 T A A A A G C A A G T A C T A户 J公、 A T T G T A A T T C A八八 A G C A C T A T C A T T T A G A T C C C C T A

T GG T T T A T C T T T C G T C T A A G G T T A T G GA G G A C T T八 A C T A A C几几几 T C C A C A G C C A A T A T T T

c :
cT

T GG GT GA c c c AA : : 厂

匹回
T TA TA cT GA c AA GA T TA

图 1 3 种螃皱鱼类线粒体 D N A 控制区终止序列区的序列

图中方框表示终止相关的序列
,

阴影表示终止相关序列的反向互补序列
,

双线表示重复序列和源序列所在位置
,

单线表示 E T A s

D x la 等 [’ ]最初给出的
尹

认S 为 A C A I
,

IA AA Y Y A八丁
.

但是其他研究者发现这一序列在不同类群有较大的

变异
.

s b i s 6 等 [ 5 ]对 比 2 7 个哺乳动物的序 列后
,

将

T A S 变为扩展的 T A S ( E T A )S
,

在哺乳动物中有两

个
,

其 中比较稳定的是 A cA
T 序列

.

sa cc o n e
等〔`3 }

发现 在 哺乳 类 中
,

T A C A T 和 它 的反 向互 补 序列
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T A GT A常常一起 出现
,

形成发 夹结构
.

事实上
,

这一现象在许多类群中存在
.

所比较的鱼类序列中

都存在这一结构
,

因此我们认为它可能是 E T A S 的

主体
.

同 时
,

我 们确 定 鱼类 中的 E T A S 序 列为
:

T A C A T A T
- - - - - -

一 A T G T A T T A T C A C C A T
一

A T A T

T A T A T T A A C C A T (图 2 ) (
“

一
”

表示发生变异的碱

基
,

即转换
,

颠换 或缺 失
,

下同 )
.

由于很多类群

中 E T A S 只有一个
,

我们认为一般情况下
,

只有一

个 E T A S 行使功能
,

其他的是复制的结果
,

不行使

功能
.

叫卜2

纠卜3

鲜 2

妒鱼由2

鲤

台湾缨 口鳅

黑线鳍

大西洋小鳍

青鳄

大西洋鲤

丽鱼

妒鱼由l

丽鱼 b

隆头鱼 1

鱼苗

黄盖蝶 2

欧蝶

西叫卜

锯腹鲜

鳃

通式

T A C A T C T 一 一 一 一 一 一一 一 A T G T A T T A T C A C C A T A C G C一 T G子、几 A T T A C C C T A 一

T A C A T C T 一 一一 一 一 一 一 一 A T G T A T T A T C A C C A T A C G C 一 T GA A A T T A C C C T A 一

T A C A T T A T 一 一 一一 一 一 一 A T G T A T T A T C A A C A T A C G G 一 T GA T T T T Z、A C C C C 一

T A C A T A T一 一 一 一 一 一一 一 A T G T A T T A T C A C C A T八 TA T一 A G A A T T T八 A C C A T 一

T A C A T A T 一 一 一 一 一 一 一 一 A T G T A T T A T C A C C子、A C T C A 一 C T A T T T T A A C C A T 一

T A C A T A T一 一 一 一一 一一 一 A T G T子、A T A T C八 C C八 T T子、多、 A 一 T T A T T T A G A C C A T 一

T A C八 T一 一一 一一 一 一 一一 一 A T GT A T了U入T C G C C A T T A A T一 T八几 C一 T T八2、C C A T T

T A C A T A T G T A T A A T C A C C A T T A A T一 T A A C一 T T
J

乌; 、 C C子公 、 T

T A C A T一 一一 一 一 一 一 一
一 A T G T A T Z、A T C A C C A T T ZU 、 T一 T A A C一 T T夕入A C C A T A

T A C A T一 一 一 一 一 一一 一
一 A T G T A T A A T C A C C A T T了U 、 T一 T A A G 一 T T几A C C A T A

T G C A T A T一 一一 一一 一 一 一A T G T A T T A T C A C C A T T A T T一 T T A T G T T Z、几 A C A T 一

T A C A T A T一 一一 一一 一 一 一 A T G T A T T A T C A C C A T T A A T一 T T A T A T T Z气A C C A T 一

T A C A T A T一 一 一 一一 一 一 一 A T G T A C T T A C A C C A T G了七入 T一 T T A T A T T I丫AC C A T 一

T A C A T A T 一一 一 一 一 一 一 一 A T G T A八T T A C A C C A T八几了、 T一 T T A T A T T八A C C A T 一

T A C A T G T 一一 一 一 一 一

一 A T G T八A T了、几 C A C C A T A T A T一 T T A T A G TA C C C A T 一

T A C A T G T 一一 一 一 一 一

一 A T G T八2、 T IU 、C A C C A T A T A T一 T T A T A G T Z飞A C C A T 一

T A C A T C T 一一 一 一 一 一

一 A T G T AA T A AC A C C A T A T A T一 T T A T A G T 子、 A C C A T 一

T A C A T A C T 一一 一一 一 一 一 A T G T A T p J、 T C A C C A T T C A T A T T A T A T C AA G T A 一 一

T A C A T A C T 一 一一 一一
一 A T G T A T A A T C C C C A T T C A T A T T A T G T C AG G T A 一一

T A C A T A A GA C A T GC T A T G T T T I、八 T C C C C A T T Z、 1、 T 一 T T C T A G C C A C C A T一

T A C A T A T 一 一 一 一 一一 一 一 A T G T A T T A T C A C C A T 一一 A T A T T A T A T T Z丫几C C A T一

图 2 19 种鱼类 E T A S 序列比较和普遍性序列

序列来源于 L e e

等 L川
.

注意鲜有一个 E T A s 的完全重复
.

许多种类有多个 E T A s 存在
,

但图中只列出可能行使功能的 E T A S,

种类名字后面的数字表示该 E T A S 在出现多个 E T sA 时的编号

2
.

3 中央保守区

os ut he m 等 〔4〕首次在哺乳动物线粒体 D N A 控

制区的 中央保守 区识别了保守序 列 B
,

C
,

D
,

E
,

F
.

R a n d i 等 〔6 ]发现保守序列 e
,

D
,

E
,

F 在鸟类中

存在
.

在对更多的哺乳动物进行比较时
,

s ib 劝 等 〔5〕

发现保守序列并不明显
.

L e e
等 [`“ 〕在对众多鱼类的

序列进行比较时
,

仅识别了 C S B
一

D 的存在
.

对 比哺

乳动物的结构
,

并参照其他鱼类序列
,

我们研究了

螃皱鱼类中央保守区的结构
.

首先有一段保守序列
,

其位置相当于哺乳动物

中的 C S B
一

F
,

但 序 列 不 相 似
,

关 键 序 列 为 A T G

T A G T -A 一 G A G A C C A C C
,

我 们将其命名为 E C S B
-

F
,

它是分开终止 序列区和 中央保守 区的标志 (图

3)
.

紧接其后 的是 C S B
一

E
.

C S B
一

E 有较 大的变异
,

识别的标志 是关 键序列 A G G G
-

一 G T G G G G 的存

在
,

其 中 G T G G G
一

bo
x 已 被 L e 。

等 10[ ]所描 述
.

在

C BS
一

E 之 后 的是 c sB
一

D
.

尽管 L e e
等 [` 0] 识别 了

C S B
一

D
,

但实际上 C S B
一

D 的变异也还是很大
,

在螃

皱鱼类其普遍序列为
: T A T T

一

C T T G
一

A T C T G
一

T 一A
.

除此之外
,

我们没有能够找到 C SB
一

B 和 C S B
一

C
.

但

是我们找到了一些保守片段
,

特别是其中 G C A T 多

次出现
,

并且有的还形成发夹结构
.
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ECS B一 F C SB
一

E

一
一

彩副鳃

大鳍龋

高体螃酸

团而示丽丽丽蔽 CAe中
Ae T GGAA

,

: Ae e GT从TGe ATA: T AT T , ATGAT AGAAT
小GGG、 c T T AAAe AGT GGG“ “

}
,̀ ;

.

G
.

C
.

G
.

A

CSB
一 D

一
彩副龋

大鳍结

高体螃皱

Ge c e Ae e : GAIAT T AT TCe T TGTATe TGAT Te小e、 TCT e ATGGACAGTe GGTGAAGACCe ee CCGT以 AATe T e TT Ce T T

一
一

一
彩副龋

大鳍肠

高体螃皱

区画
e GGe TAc T TGT GTAGTT e ATAe GAe Te G TT Ae e e AAe ATGee G AGeGT Te Te T TAT A1

区亚GGGGT
·

l℃ e
·

re T:
·

一
.i(位

. . . . . . . .

… … A

…
,

T C
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图 3 3 种鳍鲸鱼类线粒体 D N A 控制区的中央保守区和保守序列区序列比较

方框表示保守序列
,

阴影表示发夹结构
.

箭头为中央保守 区和保守序列区的分界点
.

“

一
”

表示缺失
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4 保守序列区

哺乳 动物 的保 守 序 列 区 一般 存 在 保 守 序 列

e s B I
,

e s B Z
,

c s B 3
.

R a n d i 等 [` 3 ]发现鸟类中 e s B Z

和 c s B 3 合并到一起
.

在鱼类仅 Br ou g ht on 等 8j[ 成

功地识别了雅 罗鱼上的 C S B I
,

C S B Z
,

C S B ;3 其他

人 [”
,

`“ 〕则没有能识别 c s B I
.

对 比哺乳动物的序列
,

参考 Br ou g ht
o n
等研究

,

我们识别了螃鲤鱼类 上面

的 C S B I
,

C S B Z
,

C S B 3
.

研究表明 C S B I 与线粒体 D N A 的复制起 点相

关 [ ’ 4〕
,

在哺乳 动物 中特别保 守
,

其 一般形 式 为
:

A T T
一

A A T T A A T G
一

T
一

G C A G G A CA T A
.

对 比哺乳 动

物和鱼类的序列
,

我们发现 其中的 G A C A T A 最为

保守
,

可以帮助识别 C S B I 的存在
.

在螃皱鱼类中
,

其 一 般 形 式 为 T T
一

A T T A T T G A A
一

G A C A T A
.

在

C S B I 之后有一个含多个碱基 C 的序列
,

其一般形

式为 T A T G C C C C C
,

功能尚不清楚
.

C S B Z 在哺乳动物有一些变异
,

在鱼类则最为

保守
,

最 容易识 别
.

螃鲤 鱼类中其普遍形 式为
:

CA A A C C C C C C T A C C C C C
,

其他鱼类中有一定的变

异图
.

鱼类 的 c s B 3 也较 容易识 别
,

它 比 c s B Z 变

异大 一些
,

一 般形 式 为
: T G T C A A A C C C C T /、 A A

-

C A A
.

在 C S B 3 之后有两个保守序列 C T A A A A A 被

发现
,

其功能 尚不清楚
.

似的重复解释为独立复制更简约
.

也有人认为复制

可能与形成稳定的二级结构有关
.

从 鱼类情况看
,

不同的区域机制可能不同
,

易发变异点和二级结构

的存在均可能与变异相关
.

致谢 张唐林同志协助采样 ; 胡振新同学进行测

序 ; 肖武汉博士帮助设计引物
,

在此表示感谢
.
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