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摘要: ITS2 (Internal transcribed spacer 2)是位于核糖体 5.8S 和 28S 基因之间的非编码序列。为了探讨该片段的多样

性特征以及进化模式, 本研究选取了鲈形目(Perciformes) 5 科 11 种鱼类为研究对象, 共获得了 444 条 ITS2 克隆序

列, 其长度范围为 332~515 bp。比较种内不同序列的长度发现, 金带细鲹(Selaroides leptolepis)在种内存在 24 bp 的

差异, 剑鱼(Xiphias gladius)在种内存在 32 bp 的差异, 这 2 种鱼类的差异较为明显; 其余 9 种鱼类的长度相对比较

保守, 长度差异小于 14 bp。依据 11 种鱼类的保守位点数、变异位点数、简约信息位点数、单倍型数、保守位点

比例、单倍型多样性指数、核苷酸多样性等特征分析发现, 种内存在着不同程度差异, 特别是金带细鲹的 ITS2 序

列存在着 Type A、Type B 和 Type C 3 种类型, 各类型间差异较大。根据序列的多样性特征推断, 金带细鲹和剑鱼

的进化方式为非协同进化; 蓝圆鲹(Decapterus maruadsi)、大甲鲹(Megalaspis cordyla)、吉打副叶鲹(Alepes djedaba)

䇲和日本竹 鱼(Trachurus japonicas)的长度和变异位点均存在着一定程度的差异, 但差异并不明显, 视为不严格的

协同进化; 泰拉䲠鲹(Scomberoides tala)、布氏鲳鲹(Trachinotus blochii)、尖吻鲈(Lates calcarifer)、射水鱼(Toxotes 

chatareus)和军曹鱼(Rachycentron canadum) 5 种鱼类为协同进化; 另外, 协同和非协同进化状态与分类系统没有相

关性。序列比对发现, 大甲鲹种内存在着由协同进化方式演变为非严格的协同进化方式的过度序列; 在金带细鲹的

3 个不同个体中, 序列间存在着从协同进化、非严格的协同进化演变为非协同进化的 3 种进化方式。基于 ITS2 序

列构建的 11 种鱼类的邻接系统树显示, 每种鱼类的克隆都分别按种单独聚为一支, 鲹科 7 属鱼类各属也是单独聚

支, 表明 ITS2 不仅可以用在种类的分子鉴定, 同时也可以作为分子标记应用于鲹科和属级水平的系统关系研究。 
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核糖体基因广泛地存在于真核生物基因组中, 

包含核糖体 RNA 编码基因的 18S、5.8S 和 28S 以

及 ITS1 和 ITS2 两个位于编码基因之间的内转录

间隔区 (internal transcribed spacer), 其中 ITS2 

(Internal transcribed spacer 2)位于 5.8S 和 28S 基因

之间, 是一种非编码基因的间隔区。其作为分子

标记, 较单拷贝基因和线粒体基因具有两方面明

显的优势: 一方面, 单拷贝基因只能反映基因进

化的起始点和终点, 而 ITS2 作为多拷贝基因可以

通过不同拷贝间的差异反映出基因在进化过程中

可能发生的历史事件, 能够在不同的时间尺度上提

供更为准确的分辨率, 构建更为准确的进化树[1]; 

另一方面, 线粒体的基因只包含单亲的遗传特征, 

不能为系统进化树提供足够多的双亲遗传信息[2], 

而 ITS2 具有双亲的遗传特征, 其构建的进化树较

线粒体基因更能够全面地反映出物种间的真实系
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统关系。另外, ITS2 在进化的过程中相对于编码

基因而言 , 受到的选择压力小 , 进化方向自由 ; 

在属或种水平上具有进化速率快、信息量丰富和

多态性高的优点, 所以在植物和动物的分类研究

中被广泛应用[1, 3-8]。例如, 在 Yao 等[7]在动物(腔

肠动物门、环节动物门等 11 分类大群)ITS2 的研

究中, 使用了 12221 条 ITS2 序列分析了该基因在

物种鉴定上的适用性, 分析发现, 在其研究的 25

科 28 属中, 在同一科下同属物种间的鉴定成功率

为 73.3%~100%(平均为 91.7%), 在属级水平上的

鉴定成功率为 99.7%, 并认为 ITS2在动物物种鉴定

中可以作为 COI 基因的补充。 

迄今, 将 ITS2 作为分子标记运用于硬骨鱼类

的研究较少, NCBI 数据库中仅有 1039 条(截止到

2017 年 9 月 1 日)硬骨鱼类 ITS2 的记录, 并且只

有部分序列为全序列, 因此有关硬骨鱼类 ITS2 的

研究有待进一步的开展。从以往有关硬骨鱼类的

报道中可以看出, ITS2 作为分子标记在硬骨鱼类

研究中取得了较好的效果[9-11]。例如, 袁万安[10]

在鱼类种属的鉴定中, 借助于 ITS2 长度在种属间

的差异, 仅仅通过电泳图谱就能将 5 属 5 种的胭

脂 鱼 (Myxocyprinus asicvticus) 、 重 口 裂 腹 鱼

(Schizothorax davidi)、岩原鲤(Procypris rabaudi)、

华鲮(Sinilabeo rendahli)、四川白甲鱼(Varicorhinus 

angustistomatus)从 27 属 29 种鱼类中区分开 ; 

Kumar 等[11]在 5 种鲤形目鱼类[结鱼(Tor tor)、黄

鳍结鱼(Tor putitora)、似龟结鱼(Tor chelynoides)、

珠 结 鱼 (Tor progeneius) 、 墨 脱 四 须 (Neoli-

ssochilus hexagonolepis)]的研究中, 使用 ITS2 所

得到的系统关系在属水平和物种水平都能成功地

将这些鱼类区分开。 

在核糖体基因的早期研究中, 其进化方式被

认为严格遵循协同进化, 但是伴随着研究的深入, 

发现当有大量核糖体基因多态性出现时, 其进化

方式并非单纯的协同进化。对于某一个体或具体

的物种而言, 其进化方式取决于同质化速率和突

变速率, 当同质化速率大于突变速率时, 则表现

为协同进化; 反之, 则表现为非协同进化[4, 12-13]。

近年来有关硬骨鱼类核糖体基因的协同进化

(concerted evolution)和非协同进化(non-concerted 

evolution)研究[4, 6, 13-15]均有报道。例如, 龚理等[16]

在其所研究的 11 种鳎科鱼类中, 有 7 种鱼类为协

同进化, 塞内加尔鳎(Solea senegalensis)、缨鳞条

鳎 (Zebrias crossolepis)、眼斑豹鳎 (Pardachirus 

pavoninus)和卡氏大鼻鳎(Dagetichthys cadenati) 4

种鱼类为非协同进化; Gong 等[4]在桑给巴尔舌鳎

(Cynoglossus zanzibarensis)的研究中发现, ITS2 有

Type A、Type B、Type C 3 种类型共同存在, 并且

Type C 为 Type A 和 Type B 的重组子, 这是一种

典型的非协同进化, 这种进化方式反映了桑给巴

尔舌鳎基因组内 ITS2 序列的高度多态性。对于协

同进化, 通常会使得 ITS2 序列在物种内保持完全

一致或接近一致[14-15], 而在物种间或更高阶元上

却有较大的差异 , 因而借助于协同进化的特点 , 

ITS2 被用于物种鉴定或低阶元上的系统演化推断[3]; 

而非协同进化则在一定程度上能够反映基因组内

序列的多态性程度, 但缺少有关非协同进化方式

运用的报道。 

为了探讨 ITS2 序列在鲈形目鱼类基因组内

的多态性以及可能的进化方式, 本文选取了鲈形

目 5 科 11 种鱼类为样本, 详细分析了这些鱼类

ITS2 序列的遗传特征, 初步推断了其可能的进化

模式, 同时探讨了 ITS2 作为分子标记在这些鱼类

的种类鉴定以及鲹科鱼类属级水平上系统关系研

究的适用性。希望本研究结果能够丰富硬骨鱼类

ITS2 的研究并为今后系统关系应用提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料、DNA 提取、PCR 扩增和测序 

本研究选取了 5 科 11 种鱼类, 其样品种类、

数量及采集地等详细信息见表 1。从所获得的样

品中分别取肌肉放入 75%的酒精中保存待用。取

约 30 mg 的肌肉组织, 切碎置于 1.5 mL 的离心管

中, 加入 200 μL 匀浆缓冲液和 20 μL 蛋白酶 K, 

至肌肉组织完全裂解, 然后用海洋动物组织基因

组提取试剂盒(天根生化, 北京)提取 DNA; 加双

蒸水溶解后保存于20℃冰箱中。根据已有近缘物

种[17]的核糖体基因片段序列, 设计 ITS2 扩增引

物, 其正向引物 Z-5.8S-10 为: 5-CAACTCTTAG-

CGGTGGATCA-3, 反向引物 F-28S-100 为: 5-  
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表 1  本研究中 5 科 11 种鱼类及 ITS2 片段的相关信息 
Tab. 1  The relative information of 11 species in 5 families and ITS2 used in this study 

分类阶元 
taxonomic category 

个体编号 
individual number

克隆数/个 
number 

采集地点 
collecting location 

鲹科 Carangidae      

副叶鲹属 Alepes      

吉打副叶鲹 Alepes djedaba 1 18 厦门第八市场 eighth fish market, Xiamen 

  2 59 厦门第八市场 eighth fish market, Xiamen 

  3 22 厦门第八市场 eighth fish market, Xiamen 

圆鲹属 Decapterus      

蓝圆鲹 Decapterus maruadsi 1 12 北海桥港鱼市 fish market, Beihai  

  2 10 厦门第八市场 eighth fish market, Xiamen 

大甲鲹属 Megalaspis      

大甲鲹 Megalaspis cordyla 1 19 北海桥港鱼市 fish market, Beihai  

  2 11 北海桥港鱼市 fish market, Beihai  

  3 12 北海桥港鱼市 fish market, Beihai  

似鲹属 Scomberoides      

泰拉鲹 Scomberoides tala 1 12 北海桥港鱼市 fish market, Beihai 

细鲹属 Selaroides      

金带细鲹 Selaroides leptolepis 1 22 北海桥港鱼市 fish market, Beihai 

  2 24 北海桥港鱼市 fish market, Beihai  

  3 36 北海桥港鱼市 fish market, Beihai 

鲳鲹属 Trachinotus      

布氏鲳鲹 Trachinotus blochii 1 11 厦门第八市场 eighth fish market, Xiamen 

  2 12 厦门第八市场 eighth fish market, Xiamen 

䇲竹 鱼属 Trachurus      

䇲日本竹 鱼 Trachurus japonicas 1 36 北海桥港鱼市 fish market, Beihai 

  2 36 北海桥港鱼市 fish market, Beihai 

尖吻鲈科 Latidae      

尖吻鲈属 Lates      

尖吻鲈 Lates calcarifer 1 11 广东湛江鱼市 fish market of Zhanjiang  

  2 13 广东湛江鱼市 fish market of Zhanjiang  

射水鱼科 Toxotidae      

射水鱼属 Toxotes      

射水鱼 Toxotes chatareus 1 12 广州花地湾 fish market of Huadiwan, Guangzhou 

  2 12 广州花地湾 fish market of Huadiwan, Guangzhou 

剑鱼科 Xiphiidae      

剑鱼属 Xiphias      

剑鱼 Xiphias gladius 1 11 澳大利亚 fish market, Australia  

  2 13 美国密苏里 fish market of Missouri, America  

军曹鱼科 Rachycentridae      

军曹鱼属 Rachycentron      

军曹鱼 Rachycentron canadum 1 12 浙江温岭 fish market of Wenling  

  2 8 浙江温岭 fish market of Wenling  

  

GCTCTTCCCTCTTCACTCG-3。其中 5端包括大

约 150 bp 的 5.8S, 3端包括大约 100 bp 的 28S。 

PCR 反应总体积为 25 μL, 包括 2.5 μL 10×缓

冲液, 2 μL MgCl2 (25 mmol/L), 2 μL dNTP(分别为 
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2.5 mmol/L), 双向引物各 1 μL (10 μmol/L), 1单位

rTaq酶, 1 μL模板 DNA (50 ng/μL), 灭菌双蒸水补

足至 25 μL。使用 ABI-9700 型 PCR 仪进行扩增, 

反应程序为: 94℃预变性 3 min, 94℃变性 1 min, 

50℃退火 50 s, 72℃延伸 50 s, 进行 35 个循环后

72℃延伸 10 min。扩增产物使用 1%琼脂糖凝胶

电泳检测, PCR 产物用 GenClean 柱式琼脂糖凝胶

DNA 回收试剂盒纯化回收与 pMD 18-T 载体连接, 

转化至大肠杆菌 DH5α, 每个个体的扩增片段分

别挑选 10~60 个单克隆子进行测序, 选择峰图准

确清晰的序列用于分析。 

1.2  数据分析 

将测定的 11 种鱼类的 ITS2 序列利用 BLAST

网站(http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST/)进行检索 , 

判定是否为目的片段。然后, 用 ClustalX 2.1[18]

将各种鱼类的片段进行比对, 并切去 ITS2 5端的

5.8S 和 3端的 28S 序列, 获得完整的 ITS2 序列。

将获得的比对序列利用 MEGA 7.0[19]统计各种类

的 ITS2 的 GC 含量、保守位点、变异位点、简约

信息位点及保守位点比例。使用 DnaSP 5.10.1[20]

计算每种鱼类所有克隆序列的单倍型数量、核苷

酸多样性及单倍型多样性指数。采用 MEGA 7.0

构建邻接树(neighbor joining tree, NJ), 和最大似

然树(maximum likelihood tree, ML)。 

2  结果与分析 

2.1  ITS2 序列特征 

本研究共获得 5 科 11 种鱼类的 444 条 ITS2

单克隆序列, 每种鱼类分别获得了 12~99 条序列。

所有单克隆序列的长度为 332~515 bp, 长度存在

着种内及种间的明显多态性(表 2, 图 1)。种内比

较可以发现个体间的变化不同 , 除了金带细鲹

(24 bp)和剑鱼(32 bp)的明显长度差异外, 其余 9

种鱼类的种内长度差异小于 14 bp, 相对比较保

守。在金带细鲹的 82 个克隆中, 331~363 bp 位点

处存在着明显的差异, 将其划分为 Type A(13 条

序列)、Type B(38 条序列)、Type C(31 条序列) 3

种类型(图 1)。在该区域 3 种类型存在不同长度的

缺失, 分别为 0~6 bp、23 bp 以及 25 bp, 然而其他

10 种鱼类的序列并无明显的分型及缺失。种间比

较显示, 11 种鱼类种间序列的长度差异也较为明

显, 其变化范围在 0~183 bp 之间。例如, 日本竹

䇲鱼和军曹鱼, 蓝圆鲹与大甲鲹两两之间具有相

似的长度, 只相差 4 bp; 射水鱼的最小长度(401 bp)

与蓝圆鲹(402 bp)和大甲鲹(403 bp)的最小长度十

分相似。其他 6 种鱼类的种间长度差异十分显著, 

特别是鲹科的吉打副叶鲹和布氏鲳鲹两种鱼类的

长度差异值为 183 bp, 在 11 种鱼种间最大, 明显

高于其他鱼类种间的差值(表 2, 图 1)。 

 
表 2  11 种鱼类 ITS2 克隆序列多态信息 

Tab. 2  The polymorphism information of ITS2 clonal sequence from 11 species 

种名 
species 

拉丁名 
scientific name 

GenBank 编号 
GenBank accession 

长度/bp 
length 

GC 含量/%
GC content

C/个 V/个 Pi/个 H/个 P π Hd 

吉打副叶鲹 Alepes djedaba MG681517~MG681615 332–341 62.4–63.8 285 56 15 62 0.836 0.00822 0.9736

蓝圆鲹 Decapterus maruadsi MG681616~MG681637 402–414 65.7–66.5 388 25 3 18 0.940 0.00695 0.9697

大甲鲹 Megalaspis cordyla MG681662~MG681703 403–417 72.5–73.6 389 30 7 33 0.929 0.00407 0.9744

䲠泰拉 鲹 Scomberoides tala MG681724~MG681735 365–369 73.2–74.0 359 10 0 10 0.973 0.00460 0.9545

金带细鲹 Selaroides leptolepis MG681736~MG681817 361–388 69.0–72.0 307 80 16 59 0.793 0.00776 0.9669

布氏鲳鲹 Trachinotus blochii MG681842~MG681864 514–515 73.0–74.1 489 26 2 16 0.950 0.00543 0.8893

日本竹䇲鱼 Trachurus japonicas MG681865~MG681936 395–403 65.7–68.2 332 72 13 52 0.822 0.01304 0.9785

尖吻鲈 Lates calcarifer MG681638~MG681661 494–495 71.3–72.5 479 16 3 14 0.968 0.00412 0.9058

射水鱼 Toxotes chatareus MG681818~MG681841 401–405 74.1–74.9 386 19 3 17 0.953 0.00507 0.9420

军曹鱼 Rachycentron canadum MG681704~MG681723 395–399 72.7–74.0 380 19 2 15 0.952 0.00455 0.9526

剑鱼 Xiphias gladius MG681937~MG681960 481–513 74.7–76.2 425 80 25 24 0.842 0.02175 1.0000

注: C 为保守位点数; V 为变异位点数; Pi 为简约信息位点数; H 为单倍型数; P 为保守位点比例; π为核苷酸多样性; Hd 为单倍型多样性指数. 

Note: C indicates number of conserved site; V indicates number of variable site; Pi indicates number of parsimony informative site; H indi-
cates number of haplotype; P indicates sequence conservation; π indicates nucleotide diversity; Hd indicates haplotype diversity. 
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图 1  大甲鲹 370410 bp 区域间和金带细鲹 330370 区域间 ITS2 序列差异比对图 

“M. cor”为大甲鲹种名的缩写, “S. lep”为金带细鲹种名的缩写, 字母后边的第一位数字代表个体编号,  

第二个的数字代表克隆序号. 

Fig. 1  Alignment of ITS2 sequence of 370410 bp region of Megalaspis cordyla and 330370 region of Selaroides leptolepis 
“M. cor” is the abbreviation of Megalaspis cordyla; “S. lep” is the abbreviation of Selaroides leptolepis;  

the first digit indicates individual’s number; the second was monoclone’s number. 
 

为了探讨 11 种鱼类在序列上的差异以及各

种内序列的多态性, 本研究对序列的遗传特征进

行了详细的分析(表 2)。11 种鱼类的 GC 含量范围

为 62.4%~76.2%, 其中金带细鲹的 GC 含量在种

内变化最大, 约为 3%, 泰拉䲠鲹、射水鱼和蓝圆

鲹 3 种鱼类的 GC 含量在种内的差值相似(均为

0.8%), 且为种内变化的最小值。所有鱼类的保守

位点数(C)在 285~489 之间, 变异位点数(V)分布

于 10~80 之间, 简约信息位点数为 0~25, 明显存

在着简约信息位点数少于变异位点数的现象, 特

别是鲹科的泰拉䲠鲹的简约信息位点数为 0, 这

是 11 种鱼类中唯一 1 种不存在简约信息位点的鱼

类。除了保守位点数和变异位点数以外, 保守位

点比例(P)能反映该序列的平均变异程度, 金带细

鲹的该值最小(0.793), 泰拉䲠鲹最大(0.973)。由

此可以看出, 在所研究的这些鱼类中泰拉䲠鲹的

平均变异程度最低, 金带细鲹的平均变异程度最

高。在核苷酸多样性(π)的比较中发现, 除日本竹

䇲鱼(0.01304)外, 其余 10 种鱼类的该值均小于

0.01。单倍型多样性指数(Hd)分析显示, 除布氏鲳

鲹(0.8893)、尖吻鲈(0.9058)和射水鱼(0.9420)以外, 

其他鱼类的 Hd 值均高于 0.95, 特别是剑鱼的 Hd

值为 1, 这说明剑鱼的 24 个克隆中不存在完全一

样的两个单克隆序列, 由此可见, 序列多态性分

布于剑鱼的所有克隆中, 而其他 10 种鱼类的序列

多态性仅仅存在于相应物种的部分克隆中。 

2.2  不同种类 ITS2 的进化方式及演化方式的转换 

通过对 11 种序列的长度和序列多态性的比
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较可以发现, 除了金带细鲹和剑鱼存在明显的长

度多态(27~32 bp)外, 其他 9 种鱼类的长度差异分

布于 0~14 bp 之间, 并且蓝圆鲹(12 bp)和大甲鲹

(14 bp)的长度变异主要是由于微卫星和多聚碱基

的缺失引起的。序列的保守位点比例分析显示, 7

种鱼类的保守位点比例都在 0.9 以上, 其余 4 种鱼

类, 吉打副叶鲹(0.836)、日本竹䇲鱼(0.822)、金

带细鲹(0.793)和剑鱼(0.842)的保守位点比例均低

于 0.9 䇲以下。吉打副叶鲹和日本竹 鱼的保守位

点比例虽然较低, 但这两种鱼类的长度却没有大

的差异, 分别是 9 bp 和 8 bp 的差异。因此, 对吉

䇲打副叶鲹和日本竹 鱼保守位点比例进行了进一

步的分析, 结果发现这两个种类的克隆数量都比

较多, 由于克隆数量的多少对保守位点比例有直

接影响 , 因此 , 对于这两个种克隆数较多鱼类 , 

为了和其他种类的克隆数有可比性, 本研究以大

甲鲹 33 个单倍型数量为参考, 对这两个种类进行

了 33 个单倍型的统计, 结果显示, 吉打副叶鲹保

守比例为 0.906, 䇲日本竹 鱼为 0.868。综合上述

序列长度和保守位点比例的特征比较结果, 推断

金带细鲹和剑鱼的进化方式为非协同进化, 蓝圆

䇲鲹、大甲鲹、吉打副叶鲹和日本竹 鱼的长度和

变异位点均存在着一定程度的差异但并不是很明

显, 视为不严格的协同进化, 其他 5 种鱼类的进

化方式则为协同进化。 

进一步的分析比较可以发现, 除了特别保守

的布氏鲳鲹和尖吻鲈外, 不管是协同进化还是非

协同进化的种类, 都可以观察到碱基的增加或删

减现象。例如, 在大甲鲹 3 个个体的 382~384 bp

位点之中, 个体 3 没有差异, 个体 2 存在 3 bp 的

差异, 个体 1 则存在 3 和 9 bp 的差异。金带细鲹

3 个个体在 338~363 bp 位点之间, 个体 2 分别存

在 1 bp、2 bp、3 bp 和 24 bp 的差异, 个体 1 分别

存在着 6 bp、24 bp 和 25 bp 的差异, 个体 3 则存

在 24 bp 和 26 bp 的差异(图 1)。 

2.3  系统发育分析 

为了探讨 ITS2 作为分子标记在鱼类系统演

化中的适用性, 本研究以石斑鱼(Epinephelus ad-

scensionis)作为外类群, 构建了 5 科 11 种鱼类 444

条克隆序列的 NJ 和 ML 进化树(图 2), 两种方法

得出的系统发育树的拓扑结构一致, 因此只以 NJ

为代表进行系统发育分析。系统分析结果发现, 11

种鱼类的克隆序列都是分别以种类聚支, 支持率

均为 100。从系统树上主要可以看出, 射水鱼、泰

拉鲹和剑鱼聚为一支, 并与军曹鱼和布氏鲳鲹

的聚支形成了一个大支, 尖吻鲈与金带细鲹形成

的分支和上边 5 种鱼类形成的大支构成了姐妹关

系。 从形态分类的角度来看, 鲹科 7 属的代表鱼

类并非完全聚为一支, 而是被其他 4 科鱼类分散

开, 并与其他非鲹科鱼类混合聚支。 

 

 
 

图 2  基于 ITS2 构建的 5 科 11 种鱼类的 NJ 系统树 

括号内数字代表克隆数. 

Fig. 2  The NJ phylogenetic tree was reconstructed based on ITS2 sequences of 11 species from five families 
Numbers in the bracket indicate the amount of clones. 
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3  讨论 

3.1  5 科 11 种鱼类的 ITS2 与硬骨鱼类 ITS2 的

特征比较 

本研究中 5 科 11 种鱼类的 ITS2 长度范围为

332~515 bp, 与司李真等[21]对硬骨鱼类 ITS2 长度

统计(128~630 bp)的结果相似。然而在种内的保守

位点比例水平上, 本研究为 0.793~0.973, 其最低

值与已有的硬骨鱼类的数据 0.975~1.000 之间差

异较大。分析认为造成这种不一致结果的原因可

能有 2 个, 一方面是司李真等的研究中具有种内

保守位点比例分析的种类本身就是协同进化的类

型, 因而相对变异较小, 如本研究中的 5 种具有

协同进化状态的种类的保守位点比例变异也在比

较高的水平上(0.950~0.973); 另一方面是已有的

硬骨鱼类种内具有的单克隆数量太少(4~7个), 而

没有完全包含存在差异的克隆序列, 因而导致不

能真实反映物种的该片段特征。 正如在本研究中, 

在非协同进化的种类中, 也存在着一些相同单倍

型的克隆序列, 如金带细鲹的 82 条序列, 13 条克

隆具有同一单倍型; 吉打副叶鲹的 99 条序列中, 

12 条克隆序列具有同一单倍型。仅依据种内少量

的克隆序列来计算物种内的序列保守位点比例 , 

尤其是当选择到单倍型差异较小的多个克隆时 , 

这种结果往往不可能反映出存在的真实差异, 会

得出不够准确的结论, 因而由于 ITS2 的序列变异

的特点, 在用于研究的过程中建议要多扩增克隆

数量, 避免由于序列数量不足而造成的误差。 

3.2  ITS2 序列进化方式及相互之间的转换 

本研究的 11 种鱼类中, 金带细鲹和剑鱼两种

类的长度及序列位点变异均较大, 推断为非协同

进化的状态; 尖吻鲈、布氏鲳鲹、射水鱼、泰拉

鲹和军曹鱼, 5 种鱼类的长度基本没有差异并且

变异位点较少, 属于协同进化方式; 蓝圆鲹、大甲

䇲鲹、吉打副叶鲹和日本竹 鱼都存在着较少的长

度及多态位点的变异, 但这种变异并没有达到非

协同的程度, 因此属于不严格的协同进化状态。

最初, 在硬骨鱼类核糖体基因进化方式的研究中, 

认为只存在协同进化, 但是随着研究的范围的扩

大和深入, 发现硬骨鱼类的进化中既存在协同进

化又存在着非协同状态的现象。目前, 物种研究中

关于这两种状态的特征及应用的研究已有报道[16], 

但对于这两种状态之间关系的研究则鲜有报道。

在本研究中涉及的 5 科 11 种鱼类中, 种类的协同

和非协同进化状态都有存在, 并且没有发现和种

类分类系统的相关性。例如, 在本研究中, 鲹科的

7 种代表鱼类, 有 2 种鱼类为协同进化, 1 种鱼类

为非协同进化, 其余 4 种鱼类为非严格的协同进

化。同样的现象也可以在种内的个体中观察到 , 

如大甲鲹的序列中从部分序列的协同进化到不同

序列间演变为非严格的协同进化关系, 以及在金

带细鲹中, 不同序列间从协同进化方式、非严格

的协同进化方式到非协同的进化关系都可以观察

到。在某种程度上, 有些序列的差异没有达到从

协同到非协同的改变(如大甲鲹序列), 但如果不

同克隆的碱基变化不断积累, 造成了序列的长度

和碱基差异, 最终导致了种内序列间由协同到非

协同的转换(如金带细鲹序列)。 

从金带细鲹的 3 个不同类型之间的关系看来, 

非协同进化除了具有反映序列间的多态性外, 非

协同进化与协同进化相比, 对多拷贝基因的演化

历史可能具有推导作用。在金带细鲹长时间的进

化过程中, 协同状态和非协同状态并不是独立存

在, 每个个体中都同时存在着 2 种或 3 种序列类

型(图 1)。Type A 中存在着 1 bp、2 bp、3 bp 和 6 bp

的差异, 且这些位点的差异是一种渐变的演化过

程, 作者推断, 伴随着这种渐变过程的不断积累, 

最终演变为 Type B 或 Type C。金带细鲹 ITS2 多

拷贝基因之间的多态性差异在一定程度上反映了

该基因组内的动态变化过程, 相对于只能反映进

化中的终点和起点的线粒体基因而言, 这种动态

过程显得更加有意义。这是首次通过非协同进化

探讨 ITS2 序列在基因组内可能的演化历史, 正如

Wiemers 等 [1]的观点一样 , 与单拷贝基因分子标

记相比, 单拷贝基因只能反映基因进化的起始点

和终点, 而多拷贝基因分子标记可以通过不同拷

贝间的差异反映出整个基因在进化过程中可能发

生的历史事件, 能够在不同的时间尺度上提供更

为准确的分辨率, 构建更为准确的进化树, 本研

究中借助于多拷贝基因间的差异, 推断出金带细
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鲹 ITS2 序列间存在着从协同进化、非严格的协同

进化和非协同进化 3 种进化方式可能的演变方式, 

显示了种类序列的动态进化过程。 

3.3  ITS2 在分类研究中的适用性 

本研究中, 每个种类都获得了 12~99 条 ITS2

克隆序列, 从系统树的分析可以看出每个种类的

克隆序列都是按种类聚支的, 说明 ITS2 在这些鱼

类种内中具有很好的保守性。虽然在 11 种鱼类中

金带细鲹和剑鱼变异较大, 但并没有出现在关于

其他核基因片段研究中种类克隆分散聚支的现象, 

例 如 , 龚 理 [16] 在 研 究 11 种 鳎 科 鱼 类 的

18S-ITS1-5.8S 片段时发现, 塞内加尔鳎和卡式大

鼻鳎的 18S 出现了种内单克隆没有完全聚支的现

象。本研究中的 444 条序列中, 与已有报道的鲽

形目鱼类[16, 22]的核糖体片段相比较, 没有发现变

异很大的序列, 从而也说明了这个基因在种内的

相对保守性, 因此可以作为种类鉴定的分子标记。 

武宝生等[23]在利用 ITS1研究鲹科 7 属之间的

系统关系时, 发现鲹科的不同属明显分为 2 支, 

䇲其中金带细鲹、日本竹 鱼、蓝圆鲹, 大甲鲹、

吉打副叶鲹聚为一支, 布氏鲳鲹和泰拉䲠鲹聚为

一支; 本研究利用 ITS2 作为分子标记的系统研究

中也同样发现了鲹科 7 属不聚支的结果, 与 ITS1

的研究结果一致, 但这与形态学上的分类关系不

一致, 因此鲹科的分类问题还需进一步的研究。

本文所探讨的鲹科 7 属鱼类各自都单独聚支, 在

属级水平上的鉴定成功率高达 100%, 这表明

ITS2 不仅可以用在种类的分子鉴定, 同时也可以

考虑作为分子标记运用于鲹科属级水平的区分。

从本研究中的结果可以看出, ITS2 的片段是多拷

贝序列, 存在有多态性, 由于该片段协同进化方

式的存在, 相较其他的核糖体基因片段具有保守

且序列长度短扩增方便等优势, 因而可将其作为

分子标记用于种类的分类鉴定, 甚至用于低阶元

的系统演化关系探讨都是一种很好的选择。 
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Abstract: The nuclear ribosomal RNA (nrRNA) genes of eukaryotes are organized in clusters of tandem repeat 
units, including three genes (18S, 5.8S, and 28S) and two internal transcribed spacers (ITS1 and ITS2). The ITS2 
is located between the 5.8S and 28S genes. Because multiple copies of ITS2 have different intra- and inter-species 
evolution rates, ITS2 is often used as the molecular marker to identify species or to infer the phylogenetic rela-
tionship at the rank of species or genera. In this study, 11 species from five families of Perciformes were selected 
as the representatives to investigate the characteristics and the evolutionary pattern of the ITS2 in fishes. A total of 
444 cloning sequences of ITS2 were obtained from 24 samples through PCR and cloning methods. The length of 
these sequences ranged between 332–515 bp. A comparison of sequences within species found that the length of 
Selaroides leptolepis (24 bp) and Xiphias gladius (32 bp) were extremely varied, and that of others, less than 14 bp, 
were relatively conservative. The evolutionary pattern of ITS2 of 11 species within species were conjectured based 
on the difference in several polymorphism characteristics, including the difference in length, conserved and vari-
able sites, parsimony-informative site, the number of haploid type, proportion of conserved and variable sites, 
haploid type diversity index, nucleotide diversity and genetic diversity. The two out of 11 species (S. leptolepis 
and X. gladius) had obvious differences, especially the three different sequence types (Type A, Type B and Type C) 
detected in three individuals, suggesting a non-concerted evolution. Although, to a certain extent, length and 
variable sites were observed in four other species (Decapterus maruadsi, Megalaspis cordyla, Alepes djedaba, and 
Trachurus japonicas), those differences were not as obvious as those in S. leptolepis and X. gladius, therefore, the 
four species were not subjected to  strict concerted evolution (no-strict concerted evolution). The five other 
species (Scomberoides tala, Trachinotus blochii, Lates calcarifer, Toxotes chatareus, and Rachycentron canadum) 
almost had no intraspecific variations, suggesting a concerted evolution process. Meanwhile, there was no correla-
tion between the evolution pattern of 11 species and the taxonomic system. In addition, sequence comparison re-
vealed that transitive sequences between concerted evolution and non-concerted evolution were observed in M. 
cordyla. In S. leptolepis, all three evolutionary patterns (concerted evolution, no-strict concerted evolution and 
non-concerted evolution) were detected in three individuals. Based on 444 cloning sequences of ITS2 from 11 
species with Epinephelus adscensionis as the outgroup, two phylogenetic trees were constructed using the neighbor- 
joining and maximum likelihood methods. The results showed that both trees were largely congruent with each 
other. The topology showed that sequences from the same species clustered together and sequences from each genus 
of seven genera in Carangidae claded together. These results supported that the ITS2 is applicable as a molecular 
marker for species identification, but also useful for phylogenetic relation analysis at the rank of genus in Carangidae. 
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