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星斑川鲽、大菱鲆及其杂交后代的线粒体 DNA 序列比较分析 
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摘要: 为了揭示星斑川鲽(Platichthys stellatus)♀×大菱鲆(Scophthalmus maximus)♂杂交后代的种质遗传

属性, 作者采用线粒体(mt)DNA COI 基因片段和控制区(D-loop)序列对星斑川鲽、大菱鲆及两种间的杂

交后代(星斑川鲽♀×大菱鲆♂)遗传特性进行研究。研究结果显示, 基于 mtDNA COI 和 D-loop 序列结果

显示星斑川鲽和大菱鲆的种间遗传距离分别为 22.9%和 41.2%, 相似的研究结果显示星斑川鲽♀×大菱

鲆♂杂交后代与大菱鲆的遗传距离分别为 22.9%和 41.2%, 遗传差异极其显著。而基于 mtDNA D-loop

序列结果显示星斑川鲽♀×大菱鲆♂杂交后代与星斑川鲽的遗传距离仅为 0.4%, 并且在 mtDNA COI 基

因片段上两者序列完全一致, 杂交后代在线粒体 DNA 上呈现明显的偏母遗传。  
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星斑川鲽 (Platichthys stellatus)隶属于鲽形目

(Pleuronectiformes)、鲽科 (Pleuronectidae)、川鲽属

(Platichthys), 主要分布于北太平洋的亚洲和美洲沿

岸, 具有肉质鲜美, 内脏团小, 出肉率高等特点, 为

近年来开发的养殖新品种 [1]。大菱鲆(Scophthalmus 

maximus)隶属于鲆科 (Bothidae)、菱鲆属 (Scophth-

almus), 主要分布于大西洋东北部沿岸, 黑海、波罗

的海和地中海, 具有生长速度、宜驯化、病害较少且

便于密养等特点 , 成为目前工厂化养殖的理想品

种 [2]。上述两种鲆鲽鱼是目前极具养殖和商业开发价

值的鱼种。杂交育种技术是改良生物遗传性状的一

个重要手段, 远缘杂交是杂交育种技术中快速获得

优良新品种常用的有效方法之一, 远缘杂交可以明

显地促进种间基因的交流 , 动摇遗传的保守型 , 引

入异种有利基因 , 扩大和丰富杂交种的基因库 , 因

而能够创造出新变异类型[3]。近年来, 在海水鱼类进

行远缘杂交育种的研究工作已经展开, 在鲽形目鱼

类种间杂交育种工作也有相关报道。 

线粒体 DNA(mtDNA)因其具有严格遵守母系遗

传、几乎不发生重组、进化速度快等特征, 已被广泛

应用于物种系统关系分析、群体遗传、杂交渐渗、物

种鉴定等研究领域[4]。mtDNA COI基因片段具有长度

适宜、进化速率快、富含系统发育遗传信息等特点, 被

作为物种识别的 DNA 条形码广泛应用于探讨物种分

类和系统进化关系[5-6]。Sbisà[7]等认为线粒体控制区缺

乏编码选择压力而比其他线粒体基因的进化速率更

快, 更适合于研究低水平遗传分化, 国内外学者利用

mtDNA 控制区序列作为分子标记对海洋鱼类种群遗

传变异展开了广泛的深入研究[8, 9]。由于线粒体 DNA

具有母性遗传特性, 在亲子代遗传关系研究中, 可以

通过线粒体 DNA 序列变异评估亲子代间的遗传分化

程度, 从而确定并验证杂交子代偏母遗传特性。目前, 

有关星斑川鲽♀×大菱鲆♂杂交的研究工作在国内外

尚未见报道。本研究对星斑川鲽、大菱鲆及其杂交子

代(星斑川鲽♀×大菱鲆♂)线粒体DNA的COI基因片段

和 D-loop 片段的遗传特性展开了初步研究, 以期为星

斑川鲽♀×大菱鲆♂的杂交育种工作提供参考数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
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场, 采用人工培育 3 龄星斑川鲽雌性亲鱼(平均体质

量均为 1750 g)和 3 龄大菱鲆雄性亲鱼(平均体质量

2400 g), 进行同步促熟培养; 采用人工干法授精杂

交, 获得杂交受精卵并进行孵化培养。2013 年 7 月

采集平均体长为 23mm 的杂交苗种肌肉及星斑川鲽

和大菱鲆背鳍样本, 分析所用星斑川鲽和大菱鲆成

体包含人工杂交所用全部亲本, 在 95%酒精中固定

以备基因组 DNA 提取(表 1)。在系统发育研究中采

用牙鲆(Paralichthys olivaceus, AB028664)作为外群

进行了系统发育构建。 

1.2  基因组 DNA 提取和 PCR 扩增 

取星斑川鲽、大菱鲆及其杂交后代样本肌肉组

织 100 mg, 采用标准的酚 -氯仿方法提取基因组

DNA, 将提取的基因组 DNA溶解于 100 L双蒸水, 

4℃保存备用。用于扩增 mtDNA COI的引物分别为: 

COI-S5′-GATCCAATCCTCTACCAACACC-3′和 COI- 

R5′-AGCAGCAACGATGGCAAAGACG-3′; mtDN-
AD-loop 的引物分别为: DL-S 5′-CCCACCACTAA-

CTCCCAAAGC-3′和 DL-R 5′-TTCACCGAGTGAA-

ACCCCCAC-3′[10]。PCR反应体系总体积为 50 L, 其

中: 10×PCR缓冲液 5 L , dNTPs 4 L (2.5 mmol/L), 引

物各 2 L , Taq酶 2U, 模板DNA 2 L , 加 双蒸水至 50 L。

PCR反应条件为: 94℃预变性 3 min, 然后 35个循环

包括: 94℃变性 1 min, 49℃退火 1 min, 72℃延伸 1 min; 

最后在 72℃延伸 10 min。取 2 L  PCR扩增产物进行

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测(U = 5V/cm)。用 UNIQ-10柱

式 DNA 胶回收试剂盒(上海华舜)进行目的片段的回收

纯化。用 ABI公司 3700型全自动 DNA序列分析仪进

行双向测序, 测序反应采用与 PCR反应一致的引物。 

 
表 1  样品采集信息 
Tab.1  Information of samples 

物种名称 采样地点 采样时间(年-月) 样品数(个) COI长度(bp) D-loop 长度(bp)

星斑川鲽 山东日照 2013-07 40 626 446 

大菱鲆 山东日照 2013-07 39 626 442 

星斑川鲽♀×大菱鲆♂ 山东日照 2013-07 30 626 446 
 

1.3  数据分析 

运用 Dnastar软件包(DNASTAR, Inc., Madison, 

USA)进行序列比对并辅以人工矫正。运用 MEGA4.0

计算序列的碱基组成、多态性、序列间的转换颠换

比率[11]。并选择 Kimura 2-parameter公式计算遗传距

离。采用 MEGA4.0 软件, 基于 K-2P 模型构建构建

星斑川鲽、大菱鲆及其杂交子代线粒体 COI 基因片

段和 D-loop片段邻近关系树。 

2  结果 

2.1  mtDNA COI 序列分析结果 

本研究所测定样品序列与 GenBank 中注册的星

斑川鲽和大菱鲆的 mtDNA COI 基因序列进行比对, 

确定所测序列为目的片段, 所得目的片段长度皆为

626bp。星斑川鲽不同 , 样本碱基组成呈现一致性 , 

平均为 A: 24.6%; T: 30.7%; G: 18.2%; C: 26.5%。大

菱鲆的碱基组成与星斑川鲽碱基组成略有不同, 平

均为 A: 23.6%; T: 33.1%; G: 18.7%; C: 24.6%。星斑

川鲽(♀)与大菱鲆(♂)杂交后代碱基组成与星斑川鲽

碱基组成呈现一致性, 平均为 A: 24.6%; T: 30.7%; G: 

18.2%; C: 26.5%, 其与大菱鲆碱基组成存在差异。单

倍型分析结果显示, 在 626bp长的片段上, 星斑川鲽

(40个)、大菱鲆(39个)及其杂交子代(30个)样本各共

享一个单倍型, 其中星斑川鲽和星斑川鲽♀×大菱鲆

♂杂交后代各自所共享的单倍型为同一单倍型。 

遗传分化结果显示, 基于 mtDNA COI序列获得

的星斑川鲽与大菱鲆种间遗传距离为 22.9%, 属于

典型的科属水平的大分类阶元分化。星斑川鲽(♀)与

大菱鲆(♂)杂交后代与大菱鲆的遗传分化显著, 遗传

距离达 22.9%, 而与星斑川鲽差异为种内遗传分化

水平(表 2)。基于邻近关系构建的系统发育结果显示, 

星斑川鲽♀×大菱鲆♂杂交后代与星斑川鲽聚为一支

形成单系群, 大菱鲆样本单独聚为一支(图 1)。 
 

表 2  基于 mtDNA COI 基因片段和 D-loop 序列的样品间

遗传距离 
Tab.2  Genetic distance calculated using Kimura 2-par-

ameter model for mtDNA COI and D-loop seque-
nces of samples  

物种名称 星斑川鲽 大菱鲆 
星斑川鲽♀×

大菱鲆♂ 

星斑川鲽 0.000 0.412** 0.004** 

大菱鲆 0.229* 0.000 0.412** 

星斑川鲽♀×大菱鲆♂ 0.000* 0.229* 0.000 

注: *. COI结果; **. D-loop结果 
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图 1  样品线粒体控制区序列邻近关系系统发育树 

Fig.1  Neighbor-joining (NJ) phylogeny estimated using 
mtDNA D-loop sequence 

 

2.2  mtDNA D-loop 序列分析结果 

通过对星斑川鲽、大菱鲆及其杂交子代序列比

对分析, 在 449bp长的 mtDNA D-loop片段上检测到

148 个多态位点, 其中转换位点 67 个, 颠换位点 72

个, 另外还检测到了 10个碱基插入/缺失位点。在星

斑川鲽mtDNA D-loop片段上共检测到了 4个多态位

点, 定义了 3个单倍型, 其碱基组成为 A: 33.1%; T: 

28.7%; G: 15.8%; C: 22.4%。大菱鲆 40个样本共享一

个单倍型, 其碱基组成为 A: 33.3%; T: 27.6%; G: 

16.1%; C: 23.1%。在星斑川鲽(♀)与大菱鲆(♂)杂交后

代 mtDNA D-loop 片段上共检测到了 3 个多态位点, 

定义了 2 个单倍型 , 其碱基组成为 A: 33.1%; T: 

28.7%; G: 15.8%; C: 22.4%, 与星斑川鲽碱基组成呈

现一致性。 

遗传分化结果显示, 基于 mtDNA D-loop序列获

得的星斑川鲽与大菱鲆种间遗传距离为 41.2%, 星

斑川鲽(♀)与大菱鲆(♂)杂交后代与大菱鲆的遗传分

化显著, 遗传距离达 41.2%, 而与星斑川鲽差异仅为

0.4%, 为种内遗传分化水平。星斑川鲽样本间的遗传

距离平均为 0.3%, 星斑川鲽(♀)与大菱鲆(♂)杂交后

代样本间的遗传距离平均为 0.4%。基于邻近关系构

建的 mtDNA D-loop 系统发育结果与基于 mtDNA 

COI 序列获得的系统发育结果一致, 星斑川鲽♀×大

菱鲆♂杂交后代与星斑川鲽聚为一支形成单系群 , 

大菱鲆样本单独聚为一支。 

3  讨论与结论 

目前, 关于海水杂交鱼类 mtDNA遗传特征的研

究已有报道, 徐晖[12]等采用 mtDNA 16S rRNA序列

片段作为分子标记研究了褐牙鲆(Paralichthys oliva-

ceus)和大西洋牙鲆(P. dentatus)及其杂交后代(褐牙

鲆♀×大西洋牙鲆♂)的遗传特性, 发现杂交后代与褐

牙鲆为同一单倍型, 遵循母性遗传特性。周翰林[13]

等采用 mtDNA COI 基因片段研究了斜带石斑鱼

(Epinephelus coioides)和鞍带石斑鱼(E. lancelatus)及

其杂交后代青龙斑(斜带石斑鱼♀×鞍带石斑鱼♂)遗

传特性, 同时也研究了棕点石斑鱼(E. fuscoguttatus)

和鞍带石斑鱼(E. lancelatus)及其杂交后代虎龙斑(棕

点石斑鱼♀×鞍带石斑鱼♂)遗传特性, 结果表明, 两

种杂交后代在mtDNA COI基因片段上严格遵循母性

遗传规律。随着近年来研究发现, 线粒体 DNA在有

些哺乳动物[14]、鸟类[15]、昆虫[16]、贝类[17]等物种中

发现了不同程度的父性遗传现象。在多倍体鱼类杂

交研究中, 郭新红[18]通过mtDNA全序列测序发现三

倍体湘云鲫(日本白鲫 Carassium auratus cuvieri♀×

异源四倍体鲫鲤♂)mtDNA存在父性遗传现象。因此, 

在开展鱼种间杂交工作中有必要对杂交种的 mtDNA

遗传特性进行研究, 确定杂交后代 mtDNA的遗传偏

向性。 

本研究采用 mtDNA COI 基因片段和 D-loop 序

列作为分子标记对星斑川鲽、大菱鲆及其杂交后代

(星斑川鲽♀×大菱鲆♂)的 mtDNA遗传特性进行了研

究。研究结果显示, 基于 mtDNA COI和 D-loop序列

分析结果显示星斑川鲽和大菱鲆的遗传距离分别为

22.9%和 41.2%, 种间遗传差异显著。基于上述

mtDNA两个分子标记获得的星斑川鲽♀×大菱鲆♂杂

交后代与大菱鲆的遗传距离分别为 22.9%和 41.2%, 

杂交后代与父本的遗传差异极其显著。基于 mtDNA 

D-loop 序列结果显示星斑川鲽♀×大菱鲆♂杂交后代

与星斑川鲽的遗传距离仅为 0.4%, 并且在 mtDNA 

COI 基因片段上两者序列完全一致, 杂交后代与母

本的遗传差异极其相似。碱基组成分析结果显示, 星

斑川鲽和大菱鲆在 mtDNA 两个分子标记上碱基组

成存在一定的差异, 星斑川鲽与星斑川鲽♀×大菱鲆

♂杂交后代的碱基组成呈现一致性。基于 mtDNA 

COI 和 D-loop 分子标记的系统发育结果也显示星斑

川鲽与星斑川鲽♀×大菱鲆♂杂交后代聚为一支形成

一个单系群, 大菱鲆独立聚为一支。综上, 星斑川鲽

♀×大菱鲆♂杂交后代在线粒体 DNA 上呈现明显的

偏母遗传, 未在星斑川鲽♀×大菱鲆♂杂交后代中检

测到父性遗传。 
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Abstract: Partial COI gene fragments and D-loop sequences of mitochondrial DNA were used to estimate genetic 

variability in Platichthys stellatus, Scophthalmus maximus and their hybrids (P. stellatus♀×S. maximus♂). Based 

on the analyses of the mtDNA COI gene and D-loop fragments, the genetic distances (D) between P. stellatus and S. 

maximus were 22.9% and 41.2% respectively. Similar result was obtained between the hybrids (P. stellatus♀×S. 

maximus♂) and S. maximus, which showed significant differentiation between hybrids and male parent. A very low 

differentiation (D = 0.4%) was observed between the hybrid and female parent based on the mtDNA D-loop 

sequences, and no genetic differentiation was found between them based on the mtDNA COI gene sequences. 

According to the above results, the hybrids (P. stellatus♀×S. maximus♂) showed strict maternal inheritance in 

mtDNA genome. 
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