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10种石斑鱼系统发育的线粒体细胞色素 b基因序列分析
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摘要 :为探讨石斑鱼亚科鱼类的系统发育关系 ,测定了此亚科中具有代表性的石斑鱼属、鳃

棘鲈属、九棘鲈属、驼背鲈属和白线光腭鲈属等 5个属 10种石斑鱼的细胞色素 b基因全序

列 ,分析了这些序列的特性 ,运用 Kimura 22parameter 模型 ,以邻接法构建了分子系统树。

结果表明 ,九棘鲈属与鳃棘鲈属位于系统进化树的基部 ,与石斑鱼类其它类群亲缘关系较

远 ;驼背鲈属与白线光腭鲈属网结于石斑鱼属构成的分支中。
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　　石斑鱼类 (groupers)隶属鲈形目 ( Perciformes)

科 ( Serranidae)石斑鱼亚科 ( Epinephelinae) [1 ] ,广泛

分布于全世界的热带至温带海域 ,是珊瑚礁中的重

要捕食者 (p rominent predators) ,在海洋生态中占据

重要地位。石斑鱼类多为名贵的食用鱼 ,近年来成为

重要的养殖对象 ,具有相当大的市场潜力 [2 ]。石斑鱼

类较大的个体习惯形成生殖集群 ,易于遭受过度捕

捞的危险 [3 ] ,部分种类已被世界自然保护联盟 ( The

World Conservation Union ,简称 IUCN)收录到《濒危

物种红皮书》( IUCN Red List ) 中 ,驼背鲈 ( Crom2
i leptes alti velis)等被列为濒危物种 [4 ,5 ]。因此 ,对石

斑鱼类合理开发和资源保护已迫在眉睫。

石斑鱼类分布范围广 ,种类繁多 ,仅中国就有 10

个属 50余种 ,其中石斑属 ( Epinephel us)的种类占大

部分 [1 ]。石斑鱼类形态保守 ,传统分类缺乏统一使用

的分化特征 ,在幼体期主要依据延长的背鳍第二棘

以及腹鳍棘、尾柄上的黑色素细胞等 ,对成体则依赖

体形、体色、牙齿、骨骼等性状 [6～9 ] ;由于不同生境中

以及不同发育阶段的个体在色泽、斑纹上存在明显

差异 ,种类鉴定非常困难 ,种间及属间的分类及系统

发育关系存在很多问题 ,给生物多样性研究和渔业

资源的合理利用与保护都带来困难和不便。随着分

子生物技术的发展 ,近年来 16S rDNA 和 RA PD 指

纹等分子标记也被应用到石斑鱼类的系统学分析

中 ,然而研究对象仅是宝石石斑 ( Epinep hel us areo2
l atus) 、网纹石斑 ( Epinephel us chlorosti gma) 、斜带石

斑 ( Epinep hel us coioi des ) 、巨石斑 ( Epinephel us

tauvina)等有限的种类 [10 ,11 ] ,因此石斑鱼亚科鱼类的

系统发育关系的确定还需要进行更多的研究。

线粒体 DNA母系遗传 ,几乎没有异质性 ,进化

速度快 ,是生物系统发育研究的理想标记 [12 ]。细胞

色素 b (cytochrome b , Cytb)基因是目前线粒体中结

构和功能了解得最为透彻的基因 ,进化速度适中 ,因

而将其作为分子系统学研究的分子标记 ,被广泛应用

于解决不同分类阶元的系统发育分析 [13 ] ,但目前国

内外仍未见石斑鱼类 Cytb研究的报道。本文分析石

斑鱼亚科中部分属种的 Cytb序列 ,以期从分子水平

初步探讨我国沿海石斑鱼亚科 ,特别是石斑鱼属的系

统发育关系 ,为渔业管理部门制定石斑鱼类的资源保

护和合理开发利用措施提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　材料
实验所用鱼类样品于 2003年至 2005年采集 ,用

95 %酒精保存。作者分析了石斑鱼属 6种 ,鳃棘鲈属
( Plect ropom us) 、九棘鲈属 ( Cephalop holis) 、白线光

腭鲈属 ( A ny perodon)、驼背鲈属各 1种 ,其中每种鱼

各取 1尾。样品形态分类、编号、生物学性状、采集地

点等信息见表 1。
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表 1　10种石斑鱼类的标本信息及其 Cytb基因的 GenBank登录号

Tab. 1　Specimens information and GenBank accession numbers of Cytb gene sequences analyzed in this study

种　　名 标本号 体长 (cm) 体质量 (g) 采集地点 序列号

黑斑石斑 ( Epinephelus tukula) ET HS1 26. 6 367. 1 广州黄沙水产市场 A Y986973

纵带石斑 ( Epinephelus lati f asciatus) SY1 17. 3 81. 8 广东阳江闸坡 A Y986974

青石斑 ( Epinephelus awoara) EAWDX1 17. 3 100. 9 广西东兴 A Y986975

双棘石斑 ( Epinephelus diacanthus) A64 12. 9 50. 3 广州黄沙水产市场 A Y960584

橙点石斑 ( Epinephelus bleekeri) EBDX1 22. 2 198. 2 广西东兴 A Y963558

花点石斑 ( Epinephelus maculates) A78 20. 5 209. 1 广州黄沙水产市场 DQ088680

横带九棘鲈 ( Cephalopholis boenack) A31 12. 6 47. 6 广州黄沙水产市场 A Y986972

横斑鳃棘鲈 ( Plect ropomus laevis) A17 26. 4 280. 1 广州黄沙水产市场 A Y963554
白线光腭鲈 ( A ny perodon leucogrammi2
cus)

SHAL 22. 2 148. 8 广州黄沙水产市场 A Y963557

驼背鲈 A1 21. 2 295. 1 广州黄沙水产市场 A Y960586

　　注 :表中的体长和体质量数据是用 95 %酒精把标本浸泡后所测量的　　

1. 2　总 DNA的提取
取背部肌肉 0. 5 g ,使用标准的酚/氯仿方法提取

总 DNA。

1. 3　PCR扩增与序列测定

自行设计的 PCR扩增及测序的引物为 EpiCytbF :

5’2ACCGAGACCAATGACTTGAARAACCACCGTTG和

EpiCytbR:5’2GCTTTGGGAGTTAGGGGTGGGAG ,由英

俊生物技术有限公司合成。PCR 反应总体积为 50

μL ,其中 10×Buffer 5μL ,MgC12 (25 mmol / L) 4μL ,

dN TPs ( 2. 5 mmol/ L ) 4 μL , 正反向引物 ( 20

mmol/ L)各 0. 5μL , Taq酶 (MBI) 2. 0 U ,模板 DNA

约 10 ng。PCR反应的程序为 :95℃预变性 3 min ,然

后 95℃变性 45 s ,56℃退火 1 min ,72℃延伸 1 min ,

29个循环 ,最后 72℃延伸 10 min。利用未加模板

DNA 的反应液作为空白对照 , 以检查是否存在污

染。PCR产物用 1 %琼脂糖凝胶电泳 ,检测结果于

BioRad凝胶成像系统中观察。PCR 产物经 Q IA2
GEN E公司 Q IAquick PCR纯化试剂盒纯化 ,送至英

俊生物技术有限公司在 ABI 3730自动测序仪上进行

双向测序。

1. 4　序列拼接、比对和分子系统学分析

双向测序后正反两条链用 ContigExpress ( Infor2
Max , Inc. ) 软件拼接 ,并经人工校对后 ,用 Clust2
alX1. 83 [14 ]进行比对。应用 Mega 3. 1 [15 ]统计各序列

的碱基频率和序列间的碱基替代 ,以 Kimura222pa2
rameter模型计算遗传距离 ,以在内类群中与其他内

类群亲缘关系较远的鳃棘鲈作为其他石斑鱼类的外

类群 ,采用邻接法 ( Neighbor2Joining , NJ )构建系统

发育树 ,系统树各分枝的置信度自举检测 (boot st rap)

1 000次。

2　结果

本研究获得 PCR 扩增产物长 1 314 bp ,其中

Cytb基因全序列长度为 1 141 bp ,其序列的 Genbank

登陆号见表 1。

2. 1　序列特征分析

所有被分析序列的相对碱基频率为 T ( U) =

29. 6 % ,C = 30. 7 % ,A =为 24. 8 % , G = 14. 9 %。这些

序列的 A ,C , G , T频率在密码子第 1位没有较大偏

差 ,第 2位富含 T ,第 3位富含 C ,而且 G的含量仅有

3. 4 %～9. 5 %。

在碱基替代中 ,变异位点 435个 ,其中 108个变

异发生在第三位点 ,平均碱基转换位点 132个 ,颠换

位点 57个 ,转换高于颠换。碱基替换大部分发生在

密码子的第 3位点 ,第 2位点最保守。密码子不同位

点的碱基转换/颠换比不同 ,第一位点 3. 6最高 ,第二

位点最低为 1. 4 ,所有碱基的两两比较的平均转换/

颠换比为 2. 3。

2. 2　石斑鱼类 NJ 树的构建

石斑鱼类 NJ 树见图 1。从图中可看出 ,鳃棘鲈

和九棘鲈位于分子系统树的根部 ,石斑属 6个种、白

线光腭鲈和驼背鲈等组成了一个自展数据支持率高

达 100 %的分支。
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图 1　用 Kimura双参数模型构建的 NJ 树

Fig. 1　Neibour2Joining t ree const ructed wit h Kimura 22pa2
rameter model f rom Cytb gene sequences

节点上的数值表示 1 000次重复抽样检查后得到的支持率 ,标尺为

基于 Kimura双参数模型计算的相对遗传距离

Numbers around branches are percentage of boot st rap values by

1 000 replicates , scale bar is relative evolutionary distance calculated

by Kimura 22parameter method

3　讨论

3. 1　关于外类群
外类群的选择在构建分子系统树时具有十分重

要的意义 [16 ]。外类群的选择原则是尽可能选择与内

类群亲缘关系较近的类群 ,最好是内类群的姐妹群。

在选择外类群时 ,若内类群的姐妹类群不确定 ,或外

类群与内类群亲缘关系太远 ,而造成共有的性状太

少 ,会影响分子系统树的正确构建。在此情况下 ,如

能确定内类群中最早与其它成员分开的类群 ,也可

用它作为研究其它成员系统发育关系的外类群 [17 ]。

由于已有的研究未能明确石斑鱼类近缘类群 [6 ,9～11 ] ,

本文没有选用非石斑鱼类的外类群。从石斑鱼类两

两序列遗传差异及无根树 (未发表)的结果看 ,鳃棘鲈

位于石斑鱼类分子系统树的根部 ,与其它石斑鱼类

差异相对较大 ,为尽可能提高石斑鱼类分子系统树

的解析度 ,本研究中将鳃棘鲈作为研究其它石斑鱼

类相互关系的外类群。

3. 2　石斑鱼类系统发育分析
从石斑鱼类 cy tb的序列特征分析结果看 ,本文

所分析的 5属 10种石斑鱼类细胞色素 b基因碱基特

征符合其他鱼类的共同特征 [7～9 ] ;所有碱基的平均转

换/颠换比 > 2 , 表明这些序列碱基替代还没有达到

饱和点 ,适合进行系统发育分析 [18 ]。

3. 2. 1　石斑鱼类的单系性

虽然白线光腭鲈因腭骨无齿、体形比较延长这

两个特征与石斑属区分开来 ,独立成为单型属 [19 ] ,但

白线光腭鲈与石斑属背鳍却有不少相似之处 ,如背

鳍棘的数目相同以及都缺少三节的支鳍骨等特征相

同 ,在 NJ 树中 ,白线光腭鲈与橙点石斑等 3 种石斑

鱼亲缘关系较近 ,该结果与上述形态特征相吻合。虽

然 Craig等 [10 ]对 16SrDNA 部分序列分析的研究显

示 ,白线光腭鲈属跟红鲈 ( Mycteroperca)聚在一起。

但值得注意的是 ,二者聚类的自展数据支持率并不高

( < 50 %) ,且都网结于石斑鱼属分支中 ,表明该研究

与作者的结果并不矛盾。

从形态上看 ,驼背鲈后鼻孔呈裂缝状 ,头背后缘

突然隆起成驼背 ,背鳍棘为 10而石斑属鱼类颇为不

同 [20 ] ,但在分子水平 ,驼背鲈与石斑属鱼类的 Cytb

基因序列相似性很高 ,两者的遗传差异甚至小于石斑

属部分种类间的差异 ,该结果亦与 Craig等的研究相

一致 ,均表明驼背鲈属与石斑属亲缘关系密切。

在 Cytb和 16S rRNA 分子系统树上 ,白线光腭

鲈和驼背鲈与石斑属一起构成了一个自展数据支持

率很高的单系类群 ,表明 3属亲缘关系很近。分子数

据与形态研究的不一致 ,质疑白线光腭鲈和驼背鲈作

为单型属的合理性。如果白线光腭鲈、驼背鲈和红鲈

确能单独成属 ,则可认为石斑属为多系类群 ;作者推

测 ,石斑鱼类一些种类外形保守 ,内部结构已发生较

大变化 ;而一些种类如驼背鲈和白线光腭鲈外部形态

发生了很大变化 ,而遗传变异却很小 ,很可能是近期

对特殊生境或食性适应的结果 ,具体原因将进一步研

究。

3. 2. 2　九棘鲈、鳃棘鲈与石斑属的系统发育关系

Leis[8 ]根据印度 - 太平洋 4 种鳃棘鲈背鳍棘的

形成过程、体侧黑色素细胞的分布及迁移、背鳍前骨

骼的数目等幼体发育性状的比较 ,证明九棘鲈属不是

石斑属的一个亚属而是独立于石斑属的有效属 ,认为

鳃棘鲈属是比九棘鲈属、石斑鱼属更原始的类群。在

分子系统树上 ,石斑鱼亚科 5个属 10种鱼中鳃棘鲈

与其他类群的系统位置较远 ,位于分子系统树的根

部 ,表明其分类地位原始 ,支持 Leis的研究结果。

4　结论与展望

总体而言 ,作者从 Cytb基因序列对石斑鱼类的

系统分析和 Craig 等用 16S rDNA 对石斑鱼类的研

究结果基本上一致。但是石斑鱼亚科属种众多 ,具有

14个属 ,仅石斑属种类就近达 100种 [16 ] ,作者仅报道

5个属共 10种鱼类 Cytb基因全序列 ,Craig也只报

道了 8属 38种鱼类的 16S rDNA部分序列。石斑鱼

亚科鱼类的幼体与成体在形态上差别很大 ,目前为止

对石斑属、九棘鲈属、鳃棘鲈属等的个体发育研究比

较多 [7 ,8 ] ,但未见有驼背鲈以及白线光腭鲈的相关报

道 ;驼背鲈、白线光腭鲈与石斑鱼属之间分类与进化

关系的解决还有赖于传统上对驼背鲈与白线光腭鲈
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个体发育等研究以及更多的分子证据。对于石斑鱼

亚科各属内属间、特别是石斑鱼属内的种间关系及

单系性问题 ,还有待更全面深入的研究。
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Sequence analysis of 70 ku heat shock protein cognate cDNA in
crayf ish
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Abstract : According to the sequence of PCI246 , two primers were designed. The 5’end and 3’ end of 70

ku heat shock protein cognate cDNA in crayfish ( Procambarus clarkii) were amplified respectively. A 1 184 bp

f ragment was obtained with the completed sequence of 3’end of the gene. The GenBank accession number is

A Y357302. The nucleotide identity between this p rotein and heat shock protein cognate of B omby x mori was

83 %. And the amino acid identity between this protein and heat shock protein cognate 3 of D rosop hi la mela2
nogaster was 85 %.
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Molecular phylogeny of 10 species of groupers( Serranidae : Epi2
nephelinae) based on mitochondrial cytochrome b gene sequences
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Abstract : Groupers are edible fish of highly economic values. Owing to enormous number of the subfami2
ly Epinephelinae and the lack of unified morphologic speciation characters , species identification for groupers is

very difficult , and phylogenetic relationships among some taxa are not yet determined , playing negative effect s

on the sustainable exploitation and conservation of groupers. In this study sequences of mitochondrial cyto2
chrome b gene of 10 species f rom genera Epinep hel us , Cep halopholis , Plect ropom us , Comileptes and A ny per2
odon were analyzed to infer phylogenetic relationships within the subfamily Epinephelinae. Neighbour2Joining

unrooted t ree based on the Kimura 22parameter model indicated that Epinephelus was paraphyletic with the in2
clusion of two morphologically distinct monotypic genus slender grouper A ny perodon and humpback hind

Cromileptes. Compared to other groupers , Cromilepetes had slot nost rils , humpbacked body and the unique

number of dorsal spines , nevertheless the Cytb gene sequence similarity between Cromileptes and Epinephel us

was so high that their genetic distance was even closer than those between some Epinephel us fish. More mo2
lecular data and additional ontogenic development investigations are required to confirm phylogenetic status of

Cromileptes. Unlike other groupers , A ny perodon lacked palatine teeth ; whereas A ny perodon shared 11 dorsal

spines with Epinep hel us , indicating that the moving of A . leucog rammicus to the Epinephel us clade was not

unexpected. Cephalopholis and Plect ropom us were basal in the NJ tree ,revealing their p rimitivity in the Epi2
nephelinae , which was consistent with former researches on Epinephelinae larvae.

(本文编辑 :刘珊珊)
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