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波纹唇鱼 mtDNA D-loop序列变异分析 
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摘要: 为研究波纹唇鱼(Cheilinus undulatus)线粒体 D-loop 序列遗传多样性, 作者采用聚合酶链式反应

和克隆技术对海波纹唇鱼群体(n=25)的 mtDNA D-loop 序列进行克隆和测序, 获得长度大约为 1 400 bp

的产物。用 ClustalX 软件进行排序比较, 将结果导入 MEGA5.0, 结果显示出在这 25 尾个体中, 共检测

出 66 个变异位点, 包括 0 个碱基缺失, 4 个碱基插入, 59 转换位点, 2 颠换位点及 1 个转换和颠换同时

存在的位点。并用 MEGA5.0 软件构建该群 25 尾个体的 NJ 和 UPGMA 系统树。由 DNASP 软件计算

出该波纹唇鱼群体的多态位点数(S)为 62, 核苷酸多样性(Pi)为 0.00606, 平均核苷酸差异数为 6.907。结

果表明波纹唇鱼群体的 mtDNA-loop 基因个体差异程度不明显。 
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波纹唇鱼(Cheilinus undulatus),俗称苏眉, 曲纹
唇 鱼 , 隶 属 鲈 形 目 (Perciformes) 、 隆 头 鱼 科
(Labridae)、唇鱼属(Cheilinus), 分布于大洋洲、太平
洋西部热带海域、大堡礁、印度洋西北部及红海[1]。

在中国分布于南海与东海的南部海域 [2], 海南的万
宁、陵水、三亚等海域以及台湾、香港。波纹唇鱼

肉质细嫩而爽滑, 味甚鲜美, 营养价值高, 深受亚洲
人喜爱, 需求的剧增和巨额的利润吸引人们大量捕
杀波纹唇鱼, 加之环境污染、珊瑚礁栖息地的破坏等
因素 , 自然海区的波纹唇鱼数量越来越少 , 目前已
经濒临绝种。因此, 有关波纹唇鱼的的遗传资源调
查、资源保护、人工繁殖等工作亟待加强。 

对于波纹唇鱼 , 国内的研究及公开报道很少 , 
仅在食用中毒及中毒后急救护理和形态学两方面有

少许报道[3]。目前已有一些繁殖和生理特性方面的研

究 [4-5], 国外对波纹唇鱼的生物学等方面报道较   
多[6-7], 但仍未见关于波纹唇鱼线粒体控制区的研究
报道。近年来, 随着 mtDNA 的研究不断深入, 同时
因为其具有分子小、结构简单、演化速度快、母系

遗传等优点而作为有效的分子标记广泛应用于物种

系统进化研究[8], 而 mtDNA的控制区或 D-loop区是
最有意义的区域, 也是线粒体基因组进化最快的部
分[9]。本研究对海南近海海域波纹唇鱼种群 mtDNA 
D-loop区进行扩增、克隆及测序, 旨在研究波纹唇鱼

控制区的序列变异情况 , 分析其序列多态性 , 以获
得相关数据, 为该种群遗传多样性和保护生物学的
研究提供科学资料。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
25尾波纹唇鱼样品于 2009年采自海南三亚海域, 

平均质量约 350 g, 长约 30 cm, 均为 1龄鱼。取其肌
肉于超低温冰箱中储存(–80℃)备用。 

1.2  方法 
1.2.1  总 DNA提取   

分别取25尾个体(编号为1~25)0.1 g肌肉组织以提
取总 DNA。总 DNA的提取按常规的“酚–氯仿”方法
进行[10], DNA经异丙醇沉淀、70%(体积分数)乙醇洗涤
并干燥后, 用 50μLTE溶解, –20℃保存备用。 
1.2.2  PCR扩增   

采用 PCR扩增 mtDNA D-loop区靠近 Cyt b基因
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的苏氨酸 tRNA 基因和脯氨酸 tRNA 基因及其后的
D-loop序列。采用 PCR类别为巢式 PCR, 通过引物

设计所得巢式 PCR正链引物和反链引物见表 1。 
 
表 1  引物序列 
Tab. 1  The sequences of primer 
巢式 PCR引物 序列 

cheilD-loopsen1 GGGAACCCTAATCACCGCCG 
cheilD-loopant1 CAAAGATGAGGATTGAGCTTGTGG
cheilD-loopsen2 AACTCAGCGAGGACAACTACC 
cheilD-loopant2 GGTTATTATAATTGAGGTGGGG 

 
巢式 PCR 分步进行两次,每个 PCR 的总体积为

25 μL, 其中模板 1 μL, PCRmix12.5 μL(天根生化科技
有限公司); 去离子双蒸水 8.9 μL; 正、反链引物各
1.3 μL, 两步引物分别为 cheilD-loopsen1、cheilD- 
loopant1和 cheilD-loopsen2、cheilD-loopant2。第一步

PCR程序: 94℃预变性 4 min, 然后进行 30个热循环
(94℃、30 s, 54℃、30 s, 72℃、2 min), 72℃延伸 10 min; 
10℃保温。第二步 PCR的模板为第一次反应产物, 其
退火温度为 51℃, 其他程序与以上相同。 
1.2.3  PCR产物克隆  

扩增产物用 DNA纯化试剂盒纯化。将目的片段
与 pMDTM18-T Vector*1(宝生物工程有限公司)连接。
连接产物与 DH5ɑ感受态细胞[11]充分混匀转化。挑

取目的单克隆菌落于含有氨苄的液体培养基中扩大

培养, 后菌液 PCR。测序工作由天根生化科技(北京)
有限公司操作。 
1.2.4  数据分析    

测序结果在 BLAST 上进行比对分析 ; 在
ClustalX 软件上对比以剪切所有序列为相近长度 ; 
整理后的序列在 MEGA软件上计算个体间的遗传距
离, 并构建 UPGMA和 NJ系统树; DNASP软件上计
算遗传多样性参数, 及碱基含量、突变位点等。 

2  结果 

2.1  目的片段的序列特征及群体内的序列

变异 
本实验共测定了波纹唇鱼 25 尾个体的 mtDNA 

D-loop 序列片段, 在对比除去部分端部序列后, 碱
基序列长度共出现 4 种情况 : 1141bp、1142bp、
1143bp、1144bp, 即 25 个序列中存在碱基缺失或插
入的情况。利用 BLAST 软件将 25 个序列与 NCBI
上波纹唇鱼线粒体全序列 (序列号 :GU296101)的

D-loop 序列区域进行对比, 结果表明两者同源性很
高, 均为 97%~99%。A、T、C、G 4个碱基在 25尾
个体中的平均含量分别为 27.6%、24.9%、28.4%、
19.1%(表 2), 且 AT 含量 (52.5%)高于 CG 含量

(47.5%)。 
 
表 2  25 尾波纹唇鱼线粒体 D-loop 序列碱基含量(%) 
Tab. 2  Nucleotide compositions of mtDNA D-loop se-

quences in 25 C. undulatus(%) 
密码子 T(U) C A G 总数 (bp)

1 25.0 28.4 27.6 19.1 1142.0 
2 25.0 28.3 27.7 19.1 1142.0 
3 24.9 28.5 27.4 19.2 1141.0 
4 25.0 28.4 27.6 18.9 1143.0 
5 24.9 28.5 27.6 19.1 1142.0 
6 24.9 28.4 27.7 18.9 1143.0 
7 24.9 28.5 27.8 18.8 1142.0 
8 24.8 28.5 27.5 19.2 1142.0 
9 24.8 28.5 27.4 19.2 1143.0 

10 24.9 28.5 27.6 19.0 1142.0 
11 24.6 28.7 27.5 19.2 1142.0 
12 25.1 28.2 27.5 19.2 1142.0 
13 24.9 28.5 27.5 19.2 1142.0 
14 25.0 28.4 27.7 19.0 1142.0 
15 25.0 28.4 27.6 19.0 1142.0 
16 25.0 28.3 27.7 19.0 1142.0 
17 24.9 28.5 27.6 19.1 1142.0 
18 24.8 28.5 27.6 19.1 1143.0 
19 24.9 28.5 27.6 19.1 1142.0 
20 24.8 28.4 27.6 19.1 1144.0 
21 24.9 28.4 27.6 19.1 1143.0 
22 24.9 28.5 27.5 19.1 1142.0 
23 25.0 28.4 27.7 19.0 1142.0 
24 25.1 28.2 27.6 19.1 1142.0 
25 25.0 28.4 27.5 19.2 1142.0 
平均 24.9 28.4 27.6 19.1 1142.2 

 
波纹唇鱼 D-loop序列变异位点如表 3 所示。25

尾个体中共检出 66 个变异位点, 其中包括 0 个碱基
缺失, 4个碱基插入, 59个转换位点, 2个颠换位点及
1个转换和颠换同时存在的位点。结果可以看出, 在
所有核苷酸序列中变异位点主要分布在 200bp~    
1 000bp。 

2.2  群体内遗传多样性 
2.2.1  遗传多样性参数   

由 DNASP 软件计算出这 25 尾个体的遗传多样 
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表 3  变异位点在 25 尾波纹唇鱼 D-loop 序列中的分布 
Tab. 3  Distribution of D-loop variable sites in 25 C. undulatus 
N              碱 基 突 变 位 点              
1 . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . - . G . . . . .
2 . . A . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . - . G . . . . .
3 . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . A - . G . . G G .
4 . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . A . . . - . G . . . . .
5 . . . . . . . - . . . . . . . C . . . . . . . . - . G . . . . .
6 . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . A . . . - . G . . . . .
7 T A G A A A C - T T G A G A A T G G C A G T C G - G A C T A A C
8 . . . . . . . - C . . . . . . . . . . G . . . . - . G . . . . .
9 C . . . . G . - . . . . . . . . . . . . . . . . - . G . . . . .
10 . . . . T . . - . . . . . G . C . . . . . . . . - . G . . . . .
11 . . . . . . . - . C . . A . G . A . . . . C . . - . G . . . . .
12 . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . T . - . G . . . . T
13 . G . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . - . G . . . . .
14 . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . - . G . . . . .
15 . . . . . . T - . . . C . . . . . . . . . . . . - A G . . . . .
16 . . . . . . T - . . . . . . . . . . . . . . . . - A G . . . . .
17 . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . - . G . . . . .
18 C . . . . . . - . . . . . . G . . . . . . . . . - . G . . G . .
19 . . . . . . . - . . A . . . . . . . . . . . . . - . G . . . . .
20 . . . G . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . A . G . . . . .
21 . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . - . G . . . . .
22 . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . - . G . . . . .
23 . . . . . . . - . . . . . . . . . A . . . . . . - . G T . . . .
24 . . . . . . T - . . . . . . . . . . T . . . . . - . G . C . . .
25 . . . . . . . - . . . . . . . . . . . . . . . . - . G . . . . .

N               碱 基 突 变 位 点               
1 . . . . . . - . . . . . T . G . . . . . . . . . . G . . A T . . . .
2 . . . . . . - . . . . . T . G . . . . . . . . . . G . . A T . . . G
3 . . . . . . - . . . . . . . G . . . . . . . . . . G . . A T . . . .
4 . . . . . . - . . . . . . . G . . . . . . C . . . G T A A T . . . .
5 . . . . . A - . . G . . T . G . . . . . . . . . . G . . A T . . . .
6 . . . . . . - . . . . . . . G . . . . . . . . . . G . A A T . . . .
7 C C A C A G - A G A T A C G A A A A T A G A G G C A C G - A A T A C
8 . . . . . . - . . . . . . . G . . . . . . . . . . G . . - . . . . .
9 . . . . . . T . . . . . . . G . . . . . . . . . . G . . A T . . G .
10 . . . . . A - . A G . . T A G . . . C . . . . . . G . . A T . . . .
11 . . . . . . - . . . . . . . G . G . . . . . . . . G . . A T G C . .
12 . . . . G . - . . . . . T . G . . . . G . . A . . G . . A T . . . .
13 . . . . . . - . . . . . . . G . . . . . . . . . . G . . - . . . . .
14 T . . . . . - . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . - . . . . .
15 . . . . . . - . . . . . T A G . . G . . . . . . . G . . A T . . . .
16 . . . . . . - . . . . . T A G G . G . . . . . A . G . . A T . . . .
17 . . . . . . - . . . . . . . G . . . . . . . . . . G . . - . . . . .
18 . . . . . . - . . . . . . A G . . . . . A . . . . G . . A T . . . .
19 . . G . . . - . . . . . . . G . . . . . . . . . . G . . A T . . . .
20 . . . . . . - . . . . G . . G . . . . . . . . . . G . A A T . . . .
21 . . . . . . - . . . . . . . G . . . . . . . . . . G . . T . . . . .
22 . . . . . . - . . . . . . . G . . . . . . . . . . G . . - C . . . .
23 . . . T . . - . . . C . . . G . . . . . . . . . . G . . A T . . . .
24 . . . . . . - . . . . . T . G . . . . . . . . . T G . . A T . . . .
25 . T . . . . - G . . . . . . G . . . . . . . . . . G . . A T . . . .

注: N为个体编号, 7号个体碱基为标准 
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性参数[12], 单倍型数目 h为 25, 单倍型多样性 Hd为
1, 多态位点数(S)为 62, 核苷酸多样性(Pi)为 0.00606, 
平均核苷酸差异数(K)为 6.907。 
2.2.2  个体间的遗传关系 

应用MEGA5.0软件, 根据D-loop序列计算出了
25 尾个体间的 Kumar 遗传距离(表 4)。从表 4 可以
看出, 25 尾个体任何两个个体间的遗传距离不为零, 
即任何 2 个个体的核苷酸序列不完全相同, 故共有
25 个单倍型; 个体 10 和个体 11 之间的遗传距离最
大(0.015), 个体 13 及个体个体 22 分别与个体 17 之
间的遗传距离最小(0.001)。由此可以看出个体间的
差异很小。 

以 25尾个体的 D-loop序列构建的 NJ系统树分
别如图 1所示。从图中可见, 25尾个体形成了 2大分
支。线粒体 DNA属于母系遗传, 可推断该群体的 25
个个体可能来源于 2个不同母系祖先[13]。 

3  讨论 

3.1  目的片段序列特征及变异分析 
A、T、C、G 4个碱基在 25尾个体中的平均含

量为 27.6%、24.9%、28.4%、19.1%(表 2), 且 AT含
量(52.5%)高于 CG含量(47.5%)。结果表明波纹唇鱼
mtDNA D-loop 基因的 AT 含量与稀有白甲鱼

(Onychostoma rara)D-loop基因的 AT含量(66.1%)非
常接近[14], 这也符合脊椎动物mtDNA D-loop区域碱
基组成的特点[15]。 

3.2  遗传多样性以及个体间的遗传关系 
分析 
由 DNASP 软件计算出这 25 尾个体的遗传多样

性参数, 单倍型数目 h为 25, 单倍型多样性 Hd为 1, 
多态位点数(S)为 62, 核苷酸多样性(Pi)为 0.00606, 
平均核苷酸差异数(K)为 6.907, 从表 4 可以看出 25
尾波纹唇鱼个体间的遗传距离很小, 即个体间的差
异很小。 

鱼类线粒体 DNA D环是 mtDNA中不编码多肽
链的核苷酸片段 , 无修复系统 , 不受选择压力的影
响, 因而积累了较多的变异[16]。mtDNA 母系遗传特
性使得相对较少个体即可代表该群体的有效样本 , 
因此, 这些参数已经能代表该群体的 D 环序列的变
异水平。 

波纹唇鱼个体间的差异很小其原因可能是波纹

唇鱼群体由一个较小的有效群体迅速增长形成, 虽

然通过变异产生了单倍型多态性, 但还未能积累相
对较丰富的核苷酸序列的多样性[17]。 

由实验结果得出, 波纹唇鱼单倍型多样性程度
较高而个体差异较低。由于有限的群体会导致近交

频繁发生进而加剧遗传多样性的减少 [18], 而过度捕
捞也会降低个体核苷酸序列一致的几率, 故波纹唇
鱼的以上遗传变异情况可能受其分布地域小和过度

捕捞影响严重。目前波纹唇鱼的野生资源有限, 波纹
唇鱼分布较窄 , 有利于个体间产生基因交流 , 而基
因交流会进一步地减少个体间的差异, 使得遗传多
样性降低。此外, 由于需求增加和利润吸引, 波纹唇
鱼的渔业捕捞强度日益加大 , 群体数量剧烈减少 , 
小群体产生的基因丢失某种程度上会降低该群体的

遗传多样性 , 故捕捞过度必然导致遗传多样性的  
降低。 

 

图 1  由D-loop 序列得到的NJ系统树(无其他序列作参照) 
Fig. 1  NJ phylogenetic tree based on D-loop sequences 

Bootstrap (500 replicateseed=64238) 



 
 
表 4  波纹唇鱼不同个体间 D-loop 序列的 Kumar 遗传距离 
Tab. 4  Kumar genetic distance of D-loop sequences between individuals of 25 C. undulatus   
个体 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

1                          

2 0.002                         

3 0.004 0.005                        

4 0.006 0.006 0.006                       

5 0.003 0.004 0.006 0.007                      

6 0.003 0.004 0.004 0.002 0.005                     

7 0.004 0.006 0.006 0.007 0.007 0.005                    

8 0.004 0.005 0.005 0.006 0.006 0.004 0.004                   

9 0.004 0.005 0.005 0.006 0.006 0.004 0.006 0.005                  

10 0.007 0.009 0.011 0.012 0.004 0.010 0.012 0.011 0.011                 

11 0.008 0.010 0.010 0.011 0.011 0.009 0.011 0.010 0.010 0.015                

12 0.004 0.006 0.008 0.009 0.007 0.007 0.009 0.008 0.008 0.012 0.012               

13 0.003 0.004 0.004 0.005 0.005 0.004 0.004 0.003 0.004 0.010 0.009 0.007              

14 0.004 0.004 0.005 0.006 0.006 0.004 0.003 0.004 0.005 0.011 0.010 0.008 0.003             

15 0.004 0.006 0.008 0.009 0.007 0.007 0.009 0.008 0.008 0.010 0.012 0.009 0.007 0.008            

16 0.005 0.007 0.009 0.010 0.008 0.008 0.010 0.009 0.009 0.011 0.013 0.010 0.008 0.009 0.003           

17 0.002 0.004 0.004 0.004 0.004 0.003 0.003 0.002 0.004 0.009 0.008 0.006 0.001 0.002 0.006 0.007          

18 0.005 0.007 0.005 0.008 0.008 0.006 0.008 0.007 0.005 0.011 0.010 0.010 0.006 0.007 0.008 0.009 0.005         

19 0.003 0.004 0.004 0.005 0.005 0.004 0.005 0.004 0.004 0.010 0.009 0.007 0.004 0.004 0.007 0.008 0.003 0.006        

20 0.004 0.005 0.005 0.004 0.006 0.003 0.006 0.005 0.005 0.011 0.010 0.008 0.004 0.005 0.008 0.009 0.004 0.007 0.004       

21 0.002 0.004 0.004 0.004 0.004 0.003 0.003 0.002 0.009 0.009 0.008 0.006 0.001 0.002 0.006 0.007 0.000 0.005 0.003 0.004      

22 0.002 0.004 0.004 0.004 0.004 0.003 0.004 0.003 0.004 0.009 0.008 0.006 0.002 0.003 0.006 0.007 0.001 0.005 0.003 0.004 0.001     

23 0.004 0.006 0.006 0.007 0.007 0.005 0.007 0.006 0.006 0.012 0.011 0.009 0.005 0.006 0.009 0.010 0.004 0.008 0.005 0.006 0.004 0.004    

24 0.004 0.005 0.007 0.008 0.006 0.006 0.008 0.007 0.007 0.011 0.012 0.008 0.006 0.007 0.006 0.007 0.005 0.009 0.006 0.007 0.005 0.005 0.008   

25 0.003 0.004 0.004 0.005 0.005 0.004 0.005 0.004 0.004 0.010 0.009 0.007 0.004 0.004 0.007 0.008 0.003 0.006 0.004 0.004 0.003 0.003 0.005 0.006  
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Pi 值是衡量群体多态程度和群体遗传分化的重

要指标之一, Pi值越大表示群体多态程度越高, 反之
亦然。本研究所得的波纹唇鱼遗传多样性参数 Pi较

黑鲷的 D-loop 数值(Pi =0.00903)[19]和稀有白甲鱼的

D-loop数值(Pi =0.0107)[14]低。这种现象可能与种类

差异和栖息地及活动范围狭窄有关, 因为波纹唇鱼
为珊瑚礁栖息类鱼 , 而珊瑚礁正大面积的污染 , 甚
至面临濒临消失的险境。此外, 作为近几年的增养殖
鱼类, 波纹唇鱼的遗传多样性在一定程度上也受到
了由于人工苗种培育而导致的近郊等方面的影响。 

本研究基于线粒体 D-loop 序列变异对海南近海
海域的波纹唇鱼进行了遗传多样性研究, 有关结果
尚不能肯定人为因素对其遗传多样性影响的程度 , 
但仍不能忽视对波纹唇鱼的必要保护和管理; 也不
能完全反映所有波纹唇鱼群体遗传多样性水平和群

体分化程度, 但为后续的波纹唇鱼研究积累了遗传
多样性参考资料。 
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Abstract: The aim of this paper was to study the variations in the mtDNA D-loop sequences of Cheilinus undulatus 

populations. Twenty-five individuals of C. undulatus were collected from the offshore area of Hainan province. One 

thousand and four hundreds bp nucleotide sequences of mtDNA D-loop region were obtained using PCR and clon-

ing techniques. 66 variation sites including 0 deletion, 4 inserts, 59 transition sites, 2 transversion sites and 1 tran-

sition- transversion sites were observed using ClustalX and MEGA5.0 softwares. The pairwise genetic distances of 

these 25 individuals were calculated using the MEGA5.0 software and based on that, the NJ phylogenetic trees was 

contracted for these fish populations. Analysis of this fish populations using the DNASP software showed that they 

had a polymorphic sites (S) of 62, a nucleotide diversity (Pi) of 0.00606 and an average number of nucleotide dif-

ferences (K) of 6.907, respectively. Overall, there were no significant variations between mtDNA D-loops of C. 

undulatus populations. 
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