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rRNA 我国主要养殖罗非鱼的 168

序列特征分析
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510300 ; 

摘 要:对我国主要养殖的尼罗、奥利亚、莫桑比克、杂交种尼奥(尼罗♀ x 奥利亚ô )和红罗非鱼(莫桑比克 x

尼罗)的线粒体 16S rRNA 部分序列进行了 PCR 扩增和测序分析，探讨罗非鱼种间亲缘关系和种类鉴别标记。

PCR 产物经直接测序，5 种罗非鱼中大部分个体均获得长 546 峙的基因序列。其碱基组成 GC 含量为 47.

4% 。序列比对分析显示变异位点 18 个，没有插入/缺失位点，转换/颠换比率为 2.7 0 序列分析表明，红和

奥利亚各有 2 个单倍型，尼奥、莫桑比克与尼罗各有 1 个单倍型。其中，尼奥与尼罗的单倍型序列相同，莫桑

比克与红罗非鱼的 1 个单倍型序列相同。表明部分红罗非鱼的母本为莫桑比克。 UPGMA 聚类分析表明，尼

奥与尼罗聚成一支、红罗非鱼与莫桑比克成一支、奥利亚独成一支。

关键词:罗非鱼 ;16S rRNA 基因;种类鉴定;序列特征

中图分类号 :S 917 文献标识码 :A

Sequence analysis of mitochondrial 16S rRNA 
in Oreochromis species in China 
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Abstract: Mitochondrial 16S rRNA gene sequence variation of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) , blue 

tilapia (0. αureus) , Mozambique tilapia (0. mossambicus) , hybrid tilapia (0. nilotic山♀ x O.αu陀ωδ)

and red tilapia (0. mossαmbicus x O. niloticus) was investigated- in order to understand the genetic 

relationship among them as well as to provide interspecific molecular markers for breeding practice. The partial 

sequence of 16S rRNA was 546 bp long for the five species as revealed by directly sequencing the PCR . 

products. GC content was 47.4%. Alignment revealed 18 飞rariable sites including 15 parsimony - informative 

sites and 3 singletons but no insertion / deletions with transition / transversion ratio of 2.7. Sequence analysis 

indicated that there are five haplotypes: haplotype 1 and 2 (blue tilapias) , haplotype 3 (the hybrid and Nile 

tilapias) , haplotype 4 (the red and Mozambique tilapias) and haplotype 5 (red tilapia). Accordingly the five 
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species can be divided into three groups. It also suggests that O. mossαmbicl必 is the female parent of some red 

tilapias. Phylogenetic analysis suggested that the group of O. niloticus and the hybrid O. niloticus x O. αureω 

are closely related with the group of O. mossαmbicus and the red tilapia , whereas O. αureus is genetically 

distinct from the other four species. 

Key words: Oreochromis species; 16S rRNA; species identification; sequence characteristics 

目前，我国进行大规模养殖的主要种类有尼罗罗非鱼 ( Oreochromis nilo优ω) 、奥利亚罗非鱼( o. 
αureω) 、莫桑比克罗非鱼(0. mossαmbic山) ，杂交种尼奥罗非鱼(0. niloticus ♀ xo.αureωδ) 和红罗非

鱼(0. mossαmbicus x O. nilotic山)等，年产量占世界罗非鱼年产量的 70% 以上[1 -2) 。目前，罗非鱼是我

国出口最大宗的淡水养殖鱼类，因此其遗传育种受到高度重视。但罗非鱼原产于非洲，在我国没有自然

分布，养殖种群源于引种驯养，加上其种间差异较小，形态鉴定有一定难度，因此其种间水平和种群水平

的遗传多样性和分子鉴别标记研究受到广泛重视[3 -4) 。但有关我国主要养殖罗非鱼的线粒体 16S

rRNA 序列及其亲缘关系尚未有研究报道。 16S rRNA 基因是动物线粒体非编码基因，变异较大，适合于

遗传多样性、种类鉴定和亲缘关系的研究 [5 -6) 。本文对我国主要养殖罗非鱼线粒体 16S rRNA 的序列

特征进行分析，以探讨其种间亲缘关系和遗传多样性，为罗非鱼的分子标记辅助选育提供有关资料。

材料和方法

1. 1 实验材料与基因组 DNA 的提取

尼罗、奥利亚、尼奥(尼罗♀×奥利亚δ) 和红

罗非鱼(莫桑比克×尼罗)样品采集于广东省国家

级罗非鱼良种场(广州番禹) ，莫桑比克罗非鱼采自

海南陵水(表 1 )。活体运回实验室，取肌肉保存在

超低温冰箱 -70 "c备用。 DNA 提取按郭奕惠等[7)

方法。

1. 2 PCR 扩增与电泳观察

所用 16S rRNA 基因引物序列为[8) : 16SAR:5' _ 

CGC CTG TTT AHY AAA AAC AT - 3'; 16SBR:5' -

CCG GTC TGA ACT CAG MTC AyG - 3'。扩增反应

总体积 50μL。其中包括lO x 扩增缓冲液 (10

mmoVLTris.HCl , pH 9.0 ,50 mmoVL KCl ,O.OOl% 

的明胶)5μL ， 25 mmoVL MgC12 4μL ， 2.5 mmoVL 

dNTPs 4μL，引物 10 pmoVL 各 1μL，模板 1μL ，

Tαq DNA 聚合酶 1 U ，补足超纯水至终体积 50μL。

表 1 罗非鱼样品种类、数量及其 168 rRNA 

序列的 GenBank 登录号

Tab. 1 8pecies , sample size and GenBank 

accession numbers of 168 rRNA sequences 

of tilapias used in this study 

种名

尼罗罗非鱼
。reochromis niloticus 

奥利亚罗非鱼
o.αureus 

尼罗罗非鱼♀×奥利亚罗非鱼δ
o. niloticus ♀ x o. aure山 δ

莫桑比克罗非鱼
o. TTWSSαmbic旧

红罗非鱼
O. TTWSSαmb町us X o. niloticus 

样品量

3 

3 

2 

2 

3 

GenBank 登录号

DQ426664 

DQ426663 
DQ838652 

DQ426660 

DQ426661 

DQ426662 
DQ851854 

在扩增仪(德国 Bio-metra) 上反应。扩增参数为 :94 "c预变性 2 min ，接着 94 "c 45 s ,50 "c退火 1 min , 

72"C延伸 mln ，共运行 35 个循环;最后 72 "C延伸 5 mino 每次反应均设不含模板 DNA 的空白对照。扩

增产物用1. 5% 琼脂糖胶电泳检测(1 x TBE ,5 V/cm 恒压) ，漠化乙键染色，凝胶成像系统观察和拍照。

1. 3 测序和数据分析

PCR 产物纯化后送上海联合基因科技有限公司进行直接测序。所测的序列经校对在 GenBa此数

据库中进行比对( Blastn)分析[9) 用 Clustral X 软件[ 10) 进行多重比对分析。用 MEGA3 软件计算多态位

点、简约信息位，点，统计序列的碱基组成和转换/颠换比率(Ts / Tv ratios) ，根据 Kimura 双参数模型计

算遗传距离 ( D) 。用捕鱼科雅拥鱼属的长体雅拥鱼 ( Lepidiolamprolog山 elongωω) 16S rRNA 序列

(AF215464 )作外群，通过 MEGA 3 软件构建 UPGMA、町、ME 和 MP 系统树，用 Bootstrap1 000 次重复检
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验分子系统树各分枝的可信度。

2 结果

2.1 扩增结果与序列变异

5 种罗非鱼中大部分个体均获得长 546 bp 的基因序列。每个种所获得的序列均己在 GenBa出数

据库注册，其序列号见表 1。其中，尼罗罗非鱼 3 个个体的序列相同，获得 1 个单倍型。尼奥罗非鱼和

莫桑比克罗非鱼各 2 个个体均只获得 1 个单倍型。红罗非鱼和奥利亚罗非鱼各 3 个个体均获得 2 个单

倍型，单倍型之间的碱基差异分别为 6 个和 1 个。其中，尼罗罗非鱼和尼奥罗非鱼单倍型的序列相同，

莫桑比克罗非鱼与红罗非鱼的 1 个单倍型的序列相同。各单倍型序列的位点变异见图 1 。比对长度包

括 546 个位点，其中有 18 个变异位点(图 1) ，包括 15 个简约信息位点和 3 个单突变子，转换/颠换比为

2. 7 。

2.2 

尼罗罗非鱼♀×奥利亚罗非鱼~ (Oreochromis ni1 0ticus 孚 X o. Bureus ~ ) 
尼罗罗非鱼 (0. n i1 oticus) 
奥利亚罗非鱼单倍型1 (0. Bureus haplotype 1 ) 
奥利亚罗非鱼单倍型2 (0. Bureus haplotype 2 ) 
莫桑比克罗非鱼 (0. moss皿bicus)
红罗非鱼单倍型1 ( O. mossambicusX O. n i10ticus hBplotype 1) 
红罗非鱼单倍型2 ( O. mossambicusX o. n i10ticus haplotype 2) 

图 1 5 种罗非鱼的 165 rRNA 单倍型序列变异位点

111222222 22333333 
8669023445 56027899 
9789482035 63138901 
ACATACGGTG GTACTACA 

. TT. G. AAC. c. c. c. T. 
GTT.G.AAC. c.c.c. T. 
... CGT...A cc..... C 
... CGT...A cc..... C 
..• CGG. ... c.. T. G. T 

Fig.1 Variable sites in haplotypes of 165 rRNA sequences in the five Oreochromis species 

碱基组成和遗传距离

罗非鱼 5 个种的碱基组成差别不大(表 2) ，平均为 T:23. 2% ,C:24. 7% , A:29.4% , G:22. 7% , G + 

C 含量为 47.4% ，低于 AT 含量。

表 2 5 种罗非鱼 16S rRNA 基因部分序列的础基组成和 GC 含量

Tab.2 Base composition and GC content of 16S rRNA partial sequence in the five Oreochromis species 

种类

尼罗罗非鱼
Oreochromis nilotic时

奥利亚罗非鱼
O. αure山

莫桑比克罗非鱼
。. rrwssαmbicus 

红罗非鱼

。. mossαmbicus x O. nilotic山

尼奥罗非鱼

O. niloticus ♀ xO. αure山 δ

平均

T C 

23.3 24.4 

23.3 24. 7 

23. 1 24.9 

23.2 24. 7 

23.3 24.4 

23.2 24.6 

碱基组成
GC 含量

G A 

29.5 22.9 47.3 

29.6 22.4 47. 1 

29.3 22. 7 47.6 

29.2 22.9 47.6 

29.5 22.9 47.3 

29.4 22.8 47.4 

% 

根据 Kimura 双参数模型得到的尼罗罗非鱼和尼奥罗非鱼遗传距离为 0，莫桑比克罗非鱼和红罗非

鱼的遗传距离为 0.0041 。奥利亚罗非鱼分别与莫桑比克罗非鱼和红罗非鱼的遗传距离最大，都为

0.0277 。
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表 3 5 种罗非鱼的Kimura 双参数遗传距离(对角线下方)及其标准误差(对角线上方)

Tab. 3 Pairwise geoetic distance based 00 Kimura 2-par组oeter model ( below diagooal) 

and the standard errors (above diagooal) 

种类

1.莫桑比克罗非鱼
Oreochromi.s mossambicus 

2. 红罗非鱼
。. mossαmbicus x O. niloticus 

3. 尼奥罗非鱼

。. niloticus ♀ x O. aureus δ 

2.3 

4. 尼罗罗非鱼
O. niloticus 

5. 奥利亚罗非鱼
O. aure山

系统发育分析

2 

0.0016 

0.0041 

0.0144 0.0144 

0.0144 0.0144 

0.0277 0.0277 

聚类分析得到的 5 种罗非鱼的 UPGMA、町、

ME 、MP 系统树的拓朴结构相同，这里给出 UPGMA

系统树(图 2) 。尼罗罗非鱼与尼奥罗非鱼聚成一

支，红罗罗非鱼与莫桑比克罗非鱼聚为一支，奥利亚

罗非鱼独成一支。根据聚类分析结果可将这 5 个

(杂)种分为 3 个组，其中尼罗-尼奥罗非鱼组与红

罗-莫桑比克罗非鱼组亲缘关系较近，而与奥利亚

罗非鱼组相距较远。

3 讨论

3 

0.0051 

0.0048 

0.0000 

0.0214 

0.020 0.015 

4 

0.0051 

0.0048 

0.0000 

0.0214 

0.010 ' 0.005 

5 

0.0072 

0.0070 

0.0064 

0.0064 

NAl 
NA2 

991 
NI3 
NI2 
NI1 
删2

MOl 
剧3

面I阳1
M02 
AU2 

99W AU1 
77'AU3 

LE 

0.000 

图 2 5 种罗非鱼的 UPGMA 系统树
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目前，未见国内有关罗非鱼 165 rRNA 序列的报

道，而国外也甚少有关罗非鱼属 ( Oreochromis )罗非

鱼 165 rRNA 序列的研究。 5parks[1I]报道了罗非鱼

Tilapia sp. 的 165 rRNA 序列， Farias 等[叫报道了尼

罗罗非鱼序列， 5parks 等[臼]报道了莫桑比克罗非鱼

Fig. 2 An UPGMA tree for the five Oreochromis species 

MO:莫桑比克罗非鱼;MN:红罗非鱼 ;NA:尼奥罗非鱼;

NI:尼罗罗非鱼 ;AU:奥利亚罗非鱼;

LE:长体雅丽鱼; 1 儿3 :代表个体编号

和美味口孵罗非鱼。reochromis esculent山 (5ingida tilapia) 的序列，本文首次报道了奥利亚罗非鱼、杂交

种尼奥罗非鱼和红罗非鱼的 165 rRNA 序列，可为罗非鱼类的种类鉴别、遗传多样性和分子进化等研究

提供基础资料。

红罗非鱼 3 个个体的 2 个单倍型之间碱基相差 6 个，而奥利亚罗非鱼的 2 个单倍型只差 1 个碱基，

表明红罗非鱼种内个体之间的差异较大、遗传多样性较高。而尼罗罗非鱼(3 个个体)和莫桑比克罗非

鱼(2 个个体)均只有 1 个单倍型，表明它们个体之间的遗传变异比前 2 种更小。尼奥罗非鱼的线粒体

由于遗传于母本尼罗罗非鱼，所以尼奥罗非鱼相当于尼罗罗非鱼。由于 2 个尼奥罗非鱼也只有 1 个单

倍型，且与尼罗罗非鱼的单倍型序列相同，所以实际上相当于 5 个尼罗罗非鱼个体只有 1 个单倍型，表

明尼罗罗非鱼的遗传多样性较低，可能是引种过程中母本数量较少造成的，因为不同引种来源其雌雄亲

本数量不同[14] 。聚类分析表明奥利亚罗非鱼与其余 4 种罗非鱼的亲缘关系较远，序列也相差较大，遗

传距离达 0.0214 -0.0277 ，井大于这 4 种罗非鱼之间的差异，原因之一可能与它们的性染色体核型不

同有关。奥利亚罗非鱼性染色体核型为 ZW(雌)/ ZZ( 雄)[l5] ，而其它 4 种罗非鱼的性染色体核型为

XX( 雌)/ XY( 雄) [16 -17] 。这种较大的遗传差异可能是产生杂交优势的遗传基础。但由于本实验中样

品量较少，种间遗传多样性差异有待进一步分析。
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关于红罗非鱼的起源，说法不一[山]。大多认为红罗非鱼由莫桑比克罗非鱼的情红色突变种与正常

体色的奥利亚罗非鱼、尼罗罗非鱼或霍诺鲁姆罗非鱼杂交而来(19-20]0 Liao 等认为台湾红罗非鱼是由

野生型尼罗罗非鱼与红色莫桑比克罗非鱼杂交选育出来的杂交种[叫，但谁是父、母本未见报道。 16S

rRNA 基因为线粒体 DNA，表现为母系遗传，因此可用线粒体 DNA 来鉴定亲本关系。在本实验中，其中

一条红罗非鱼 16S rRNA 基因序列与莫桑比克罗非鱼完全一致，表明部分红罗非鱼的母本应为莫桑比

克罗非鱼，同时也表明红罗非鱼的来源确实比较复杂[山，15 叫。
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