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　　摘要：采用ＤＮＡ混池测序法筛选斑点叉尾 肌肉生长抑制素（ＭＳＴＮ）基因ＳＮＰ位点，同时使用ＳＮａＰｓｈｏｔ法将筛选
到的ＳＮＰ多态性位点进行分型，最后与生长性状进行关联分析。共筛选到４个ＳＮＰ位点，即ｇ．３５０１Ｔ＞Ｇ、ｇ．３８４４Ｔ＞Ａ、
ｇ．４２９７Ｃ＞Ｇ、ｇ．４３５５Ｇ＞Ｃ。其中，ｇ．３５０１Ｔ＞Ｇ位于第一内含子；ｇ．３８４４Ｔ＞Ａ位于第二外显子，并造成密码子 ＧＵＡ
变为ＧＡＡ，氨基酸由缬氨酸（Ｖａｌ）变为谷氨酸（Ｇｌｕ）；ｇ．４２９７Ｃ＞Ｇ、ｇ．４３５５Ｃ＞Ｇ位于第二内含子。关联分析结果表
明，ＳＮＰ位点ｇ．４３５５Ｇ＞Ｃ与斑点叉尾 的体质量和体长呈显著性负相关，具有ＧＧ基因型个体的体质量和体长显著
性低于ＣＣ型和ＣＧ型（Ｐ＜０．０５），该位点可作为斑点叉尾 分子育种的候选分子标记。
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　　肌肉生长抑制素（ｍｙｏｓｔａｔｉｎ，ＭＳＴＮ）是骨形成蛋白家族
（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｆａｍｉｌｙ）和 ＴＧＦ－β超家族成员之
一，又被称为生长分化因子８（ｇｒｏｗｔｈａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
８，ＧＤＦ－８）。ＭＳＴＮ基因是肌肉生长发育的关键基因，它编
码的蛋白是骨骼肌生长的负性调控因子。ＭｃＰｈｅｒｒｏｎ等敲除
小鼠的ＭＳＴＮ基因，发现小鼠骨骼肌生长加快［１］；在斑马鱼中

进行的ＭＳＴＮ基因敲除试验具有类似的试验结果［２］。脊椎动

物中ＭＳＴＮ基因的结构和功能具有较高的保守性［３］，因此可

将ＭＳＴＮ基因作为哺乳动物及鱼类等物种的候选生长相关
基因。

斑点叉尾 （Ｉｃｔａｌｕｒｅｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ）别称美洲鲇、沟鲇，属于
鲇形目（Ｓｉｌｕｒｉｆｏｒｍｅｓ） 科（Ｉｃｔａｌｕｒｉｄａｅ），原产于美国，是一种
重要的水产经济类物种，具有肉质细腻、适温范围广、生长速

度快、抗病能力强等特点，２０１３年全世界养殖产量为
４１９２１５ｔ［４］。斑点叉尾 自１９８４年引入国内后，养殖规模和
产量逐年增加，２０１３年我国养殖产量占全世界的一半以上，
产量达２２４１３２ｔ［５］。随着我国斑点叉尾 养殖产业的快速

发展，已经出现明显的生长减慢、体色分化、规格不齐等种质

衰退现象［６］；因此，培育生长快、抗逆性强的斑点叉尾 新品

种（系）已成为当前斑点叉尾 产业可持续发展亟待解决的

重要问题。本研究将ＭＳＴＮ基因作为斑点叉尾 生长发育性

状的候选基因进行了ＳＮＰ多态性检测，并将筛选到的ＳＮＰ位
点与生长性状进行关联分析，旨在为斑点叉尾 分子标记辅

助育种提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
供试斑点叉尾 样本均来自江苏省淡水水产研究所禄

口试验基地。于２０１３年６月进行家系培育，为减小环境对斑
点叉尾 生长的影响，苗种培育按照同一标准进行，即均一

的换水速率、投喂量、养殖密度、充氧量、水温。待稚鱼日龄为

３０ｄ时，每个家系随机选取３００尾于室外水泥池进行培育。
家系日龄达到１２０ｄ时，每个家系随机选取５０尾鱼注射ＲＦＩＤ
电子标记，并记录每尾鱼的电子编号、家系编号、体质量、体长

等信息。标记后将鱼移至土池培育，家系平均日龄为５２０ｄ
时，扫描并记录存活个体编号，测量个体的体质量、体长等信

息。同时采集每尾鱼的尾鳍组织，放入 ９５％乙醇中，于
－２０℃ 下保存。
１．２　基因组ＤＮＡ提取

斑点叉尾 尾鳍 ＤＮＡ的提取使用 ＵＮＩＱ－１０型柱式动
物基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（上海生工生物工程有限公司），
按照试剂盒说明书进行操作。采用１％琼脂糖凝胶电泳检测
ＤＮＡ提取效果，采用紫外分光光度计测定ＤＮＡ样品浓度。
１．３　引物设计

根据ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ数据库公布的斑点叉尾 ＭＳＴＮ基
因序列（ＡＦ３９６７４７．１），采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５软件设计２对引
物（表１）。第１对引物（Ｐ１）主要用于扩增第一外显子及５′
非编码区、第一内含子部分序列，第２对引物（Ｐ２）主要用于
扩增第二外显子、第二内含子、第三外显子及第一内含子、３′
非编码区部分序列。

１．４　ＰＣＲ扩增及测序
随机抽取４０尾斑点叉尾 的ＤＮＡ样品，将每个样品的
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表１　用于筛选ＳＮＰ位点的引物

引物 引物序列（５′→３′） 产物长度（ｂｐ） 退火温度（℃）
Ｐ１ ５′：ＴＧＡＧＡＣＣＴＧＡＣＣＴＧＧＣＴＧＡＴＣＡＴＧ；３′：ＧＣＴＡＴＧＡＡＧＣＡＧＴＡＧＴＡＡＡＧＧＧＡＣ ４６６ ５５
Ｐ２ ５′：ＧＴＧＡＡＣＣＧＴＣＣＣＧＴＧＴＴＡＡＴＴＣ；３′：ＡＡＧＡＡＧＴＣＡＧＴＧＡＧＡＧＧＡＡＧＣＧ １６９６ ５６

质量浓度调整至１００ｎｇ／μＬ，各取１μＬ混合构建 ＤＮＡ池。
以ＤＮＡ池和２０尾个体基因组ＤＮＡ为模板，利用所设计的２
对引物进行ＰＣＲ扩增。采用即用型 ＵｔｒａＴａｑ酶 ＰＣＲ试剂盒
（上海捷瑞生物工程有限公司）进行 ＰＣＲ扩增。４０μＬＰＣＲ
反应体系为：２×ＵｌｔｒａＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂２０μＬ、基因组ＤＮＡ
２μＬ、上游及下游引物（质量浓度为 １０ｐｍｏｌ／μＬ）各 ２μＬ、
ｄｄＨ２Ｏ１４μＬ。采用 ＢＩＯＭＥＴＲＡＴ１型 ＰＣＲ扩增仪进行扩
增，ＰＣＲ扩增条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，退火
３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。采用１％
琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物，利用凝胶成像仪观察电泳结
果。ＰＣＲ产物纯化后送至生工生物工程（上海）股份有限公
司，直接采用 ＡＢＩ３７３０ＸＬ型测序仪测序。所得结果使用
Ｃｈｒｏｍａｓ软件观察测序峰图，并结合使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行
ＤＮＡ序列比对，判断ＳＮＰ位点的碱基类型。
１．５　ＳＮａＰｓｈｏｔ法ＳＮＰ分型

采用ＳＮａＰｓｈｏｔ法对４个家系共１７６尾鱼进行 ＳＮＰ位点
分型。根据ＳＮＰ位点侧翼序列设计扩增引物，使扩增片段长
度为２００～５００ｂｐ。延伸引物３′端第１个碱基紧邻待测 ＳＮＰ
位点，Ｔｍ值为５０℃以上，并且在引物的５′末端加上不同长度
的ＰｏｌｙＣ或ＰｏｌｙＴ。

采用ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ程序进行多重 ＰＣＲ扩增，２０μＬ反
应体系为：０．８μＬＭｇＣｌ２（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）、２μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ
（Ｍｇ２＋ｆｒｅｅ）、０．５μＬｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）、０．５μＬ混合引物、
１μＬ模板ＤＮＡ、０．５μＬＰｌａｔｉｎｕｍＴａｑ（５Ｕ），其余用ｄｄＨ２Ｏ补
足。ＰＣＲ反应程序为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 １５ｓ，
６０℃ 退火１５ｓ，７２℃延伸３０ｓ，３０个循环；共１１个循环，每
个循环退火温度降低０．５℃；９４℃变性１５ｓ，５４℃退火１５ｓ，
７２℃延伸３０ｓ，共２４个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。反应完成后
进行ＰＣＲ产物纯化，１０μＬ反应体系为：ＦａｓｔＡＰ（Ｔｈｅｒｍｏｓｅｎｓｉ
ｔｉｖｅＡｌｋａｌｉｎｅＰｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）０．８μＬ、ＥｘｏⅠ ０．２μＬ、
ＥｘｏⅠ ｂｕｆｆｅｒ０．７μＬ、ＰＣＲ产物３μＬ、Ｈ２Ｏ５．３μＬ。反应条件
为３７℃１５ｍｉｎ，８０℃ １５ｍｉｎ，纯化后进行延伸反应，并预先

混匀延伸引物。

ＳＮＰ分型采用ＡＢＩＳＮａＰｓｈｏｔＭｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲ试剂盒（美国
应用生物系统公司），６μＬ反应体系为：ＳｎａｐｓｈｏｔＭｉｘ１μＬ、延
伸引物０．１μＬ、多重ＰＣＲ产物２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ２．９μＬ。反应条
件为：９６℃预变性１ｍｉｎ；９６℃变性１０ｓ，５２℃退火５ｓ，６０℃
延伸３０ｓ，共３０个循环。反应结束后加入１ＵＦａｓｔＡＰ，并以
３７℃ ６０ｍｉｎ、８５℃ １５ｍｉｎ条件进行纯化。以ＧｅｎｅＳｃａｎ－
１２０ＬｉｚＳｉｚｅＳｔａｎｄａｒｄ（ＡＢＩ）为内标，取１μＬ产物与９μＬ含有
Ｌｉｚ的Ｈｉ－Ｄｉ（ＧＳ－１２０Ｌｉｚ∶Ｈｉ－Ｄｉ＝１∶２００）混合，９５℃变
性３ｍｉｎ，立即冰浴３ｍｉｎ后上测序仪。采用ＡＢＩＰＲＩＳＭ３７３０
ＸＩ型自动遗传分析系统进行检测及分析，并利用Ｇｅｎｅｍａｐｐｅｒ
ｖ４．１软件进行分型。
１．６　数据统计

利用Ｒ（３．０．１）软件对试验斑点叉尾 ＳＮＰ位点的各基
因型体质量、体长进行方差齐性分析（ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙｏｆｖａｒｉａｎｃｅ
ｔｅｓｔ）和单因素 ＡＮＯＶＡ（ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ）分析。采用均值
多重比较（ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｏｆｍｅａｎｓ）方法分析 ＳＮＰ位点
各基因型与生长性状的关联程度。统计分析模型为：

Ｙｉｊ＝μ＋Ｇｉ＋ｅｉｊ。
式中：Ｙｉｊ为某个性状第 ｉ个标记第 ｊ个个体观测值，μ为试验
观测所有个体的平均值（即总体平均值），Ｇｉ为第 ｉ个标记的
效应值，ｅｉｊ为对应于观察值的随机残差效应。

２　结果与分析

２．１　ＭＳＴＮ基因ＳＮＰ位点筛选
利用所设计的２对引物对４０尾斑点叉尾 构建的 ＤＮＡ

池及２０尾个体进行 ＰＣＲ扩增和测序分析。共筛选出 ４个
ＳＮＰ位点，即 ｇ．３５０１Ｔ＞Ｇ、ｇ．３８４４Ｔ＞Ａ、ｇ．４２９７Ｃ＞Ｇ、
ｇ．４３５５Ｇ＞Ｃ，且所有位点均由第２对引物扩增得到。其中，
ｇ．３５０１Ｔ＞Ｇ位于第一内含子；ｇ．３８４４Ｔ＞Ａ位于第二外显子，
密码子ＧＵＡ变为 ＧＡＡ，氨基酸由缬氨酸（Ｖａｌ）变为谷氨酸
（Ｇｌｕ）；ｇ．４２９７Ｃ＞Ｇ、ｇ．４３５５Ｃ＞Ｇ位于第二内含子（图１）。
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２．２　ＳＮＰ位点的关联分析
对斑点叉尾 ４个家系１７６尾鱼的体质量和体长进行统

计分析，数据以“平均值 ±标准误”表示。体质量、体长分别
为（２８０．６３±１３．２１）ｇ、（３１．２６±０．５６）ｃｍ。采用Ｒ软件将筛
选得到的４个ＳＮＰ位点与测量的斑点叉尾 体质量、体长进

行单因素 ＡＮＯＶＡ分析，并结合均值多重比较分析得出，４个
ＳＮＰｓ中的１个（ｇ．４３５５Ｇ＞Ｃ）与斑点叉尾 体质量、体长呈

显著性负相关（表２）。在ＳＮＰ位点ｇ．４３５５Ｇ＞Ｃ，具有ＧＧ基
因型个体的体质量、体长显著性低于 ＣＣ型和 ＣＧ型（Ｐ＜
００５）。

表２　斑点叉尾 ＭＳＴＮ基因ＳＮＰｇ．４３５５Ｇ＞Ｃ位点不同基因型
生长性状的关联分析

基因

型

个体数

（尾）

基因型

频率

体质量

（ｇ）
体长

（ｃｍ）

ＣＣ １０１ ０．５７ ２８９．５１±１３．５４ａ ３１．７３±０．４７ａ
ＣＧ ５９ ０．３４ ２８６．５６±１９．７４ａ ３１．３３±０．６８ａ
ＧＧ １６ ０．０９ １９５．３１±３１．８１ｂ ２８．０３±１．４０ｂ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

３　结论与讨论

ＭＳＴＮ基因具有多种重要功能，它在哺乳动物中的主要
功能为调节胚胎发育过程中肌纤维的数量，以及抑制肌纤维

的生长［１］。ＭＳＴＮ基因多态性及其与生长性状的关联分析研
究最早于哺乳动物中进行，绵羊、猪、中国肉牛等［７－１１］均已发

现突变位点与生长性状之间存在相关性。近年来，在鲤鱼、罗

非鱼、黄颡鱼、圆斑星鲽、鲈鱼、鳙鱼等［３，１２－１８］重要的水产动物

中也开展了相关研究。唐永凯等在吉富罗非鱼中筛选到１个
与增质量显著相关的ＳＮＰ位点［１３］。朱媛媛等、陈校辉等先后

对黄颡鱼ＭＳＴＮ基因进行研究，均发现了造成不同个体间生
长性状显著性差异的ＳＮＰ位点［１４－１５］。

本研究在斑点叉尾 ＭＳＴＮ基因中共筛选到４个 ＳＮＰ
位点，其中１个 ＳＮＰ位点位于第二外显子，其余３个均位于
内含子区域。将筛选到的 ＳＮＰ位点与生长性状进行关联分
析，结果表明ＳＮＰｇ．４３５５Ｃ＞Ｇ与生长性状显著相关。具有
ＧＧ型个体的体质量、体长显著低于ＣＣ型和ＣＧ型，ＧＧ型个
体的平均体质量、平均体长分别比４个家系所有个体体质量、
体长的平均值小３０％、１０％。４个家系中的个体以 ＣＣ型和
ＣＧ型为主，具有ＧＧ型的个体较少。综合推测该位点 ＧＧ型
属于隐性突变，由于该位点碱基突变造成 ＭＳＴＮ基因的表达
量升高，进而抑制了斑点叉尾 的生长。这种现象也存在于

猪［９］、牛［１１］、红鳍东方［３］的研究中。

本研究获得的与生长性状显著关联的 ＳＮＰ位点位于内
含子区域。尽管内含子不具有编码蛋白质的能力，但其发生

单核苷酸突变能够显著影响基因的表达效率。已有研究表

明，内含子的功能主要为转录调控，即在转录阶段对相应的基

因进行调控进而影响生长性状［１９］。越来越多的试验结果证

明，内含子在调控ｍＲＮＡ剪切、转录、基因表达方面起着重要
作用［２０－２１］，例如内含子长链非编码ＲＮＡ（ｉｎｔｒｏｎｉｃｌｎｃＲＮＡ）发
生单核苷酸突变将使其调控的转录本表达水平发生改变。然

而，本研究中该ＳＮＰ位点参与调控 ＭＳＴＮ基因功能的具体机
制有待进一步研究。

ＭＳＴＮ基因ｇ．４３５５Ｃ＞Ｇ位点的多态性与斑点叉尾 的

生长性状显著相关。在斑点叉尾 的育种过程中，可尝试淘

汰该位点具有ＣＧ型和ＧＧ型的亲本或进行相应配组，从而避
免出现小规格的后代。该位点可作为斑点叉尾 分子育种

的候选分子标记，该位点的发现为斑点叉尾 分子标记辅助

育种提供了重要依据。
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　　摘要：对５株固氮与１１株非固氮斯氏假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｔｕｔｚｅｒｉ）基因组开展综合比较分析，从基因组水平上
研究斯氏假单胞菌种内遗传多样性及其固氮基因岛进化机制。核心与元基因组分析发现，１６个斯氏假单胞菌拥有的
独特基因数占元基因数的４６．３７％；基于平均核苷酸相似度分析，这１６个菌株被划分为１１种不同的基因组变异型，表
明斯氏假单胞菌基因组异质化程度高。固氮基因岛及进化树分析表明，５株固氮菌属于３种不同基因组变异型，它们
的固氮基因岛及其侧翼序列保守性好，而且固氮酶基因进化树与菌株谱系进化树呈现高度一致性。据此推测，斯氏假

单胞菌祖先可能通过水平基因转移的方式获得固氮基因岛，从而转变为固氮菌，但是在后期进化过程中，绝大部分固

氮菌株丢失了固氮基因岛。
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　　斯氏假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｔｕｔｚｅｒｉ）属 γ变形菌亚门
（γ－Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ），是革兰氏阴
性菌。它广泛分布于土壤、湖泊和海洋，甚至临床环境

中［１－２］，是研究细菌反硝化作用机制的主要模式菌株之一，同

时也是假单胞菌属中为数不多的具备生物固氮能力的菌

种［３－４］。代谢功能多样性是斯氏假单胞菌的典型特征，这些

代谢功能使得斯氏假单胞菌在农业生产和环境修复领域具有

重要应用价值［３］。例如，斯氏假单胞菌的生物固氮和反硝化

代谢作用广泛参与氮元素的地球化学循环；一些斯氏假单胞

菌能够降解芳香族化合物（如萘、苯并蒽、咔唑）［５］并参与重

（类）金属循环与转化［６］。此外，很多菌株具有自然转化（自

然吸收外界 ＤＮＡ）的能力，如自然转化菌株 Ｐ．ｓｔｕｔｚｅｒｉＤＳＭ

１０７０１［７］、Ｐ．ｓｔｕｔｚｅｒｉ２８ａ２４［８］。
基于１６ＳｒＲＮＡ基因及多位点序列分析发现，斯氏假单

胞菌在遗传水平上呈现高度异质性［９－１０］。因为在分类学上

暂时没有发现明确的表型来支持新种的划分，所以研究者暂

时采用基因组变异型对这些斯氏假单胞菌进行分类［３］。目

前斯氏假单胞菌被划分为多达 １９种不同的基因组变异
型［３，１１］，如该种的典型菌株 Ｐ．ｓｔｕｔｚｅｒｉＡＴＣＣ１７５８８和固氮菌
株Ｐ．ｓｔｕｔｚｅｒｉＡ１５０１为基因组变异型１的菌株［１２－１３］；Ｐ．ｓｔｕｔｚ
ｅｒｉＡＴＣＣ１４４０５为基因组变异型 ２的菌株［１４］；固氮菌株 Ｐ．
ｓｔｕｔｚｅｒｉＮＦ１３为基因组变异型１９的菌株［１５］。

自２００８年中国农业科学院首次完成联合固氮斯氏假单
胞菌Ａ１５０１基因组序列测定以来［１３］，目前累计已对十几株分

离于不同环境的斯氏假单胞菌完成了基因组序列的测定，其

中包括５株固氮菌，分别是菌株 Ｐ．ｓｔｕｔｚｅｒｉＡ１５０１、Ｐ．ｓｔｕｔｚｅｒｉ
ＤＳＭ４１６６、Ｐ．ｓｔｕｔｚｅｒｉＢ１ＳＭＮ１、Ｐ．ｓｔｕｔｚｅｒｉＮＦ１３、Ｐ．ｓｔｕｔｚｅｒｉ
ＫＯＳ６［１３，１５－１８］。对Ｐ．ｓｔｕｔｚｅｒｉＡ１５０１菌株的固氮基因岛分析显
示，它由４９个成簇分布的基因组成。通过与假单胞菌属其他
菌株基因组序列比较并结合 ＧＣ含量分析，推测菌株 Ａ１５０１
的固氮基因岛可能通过水平基因转移的方式获得［１３］。

虽然众多斯氏假单胞菌完成了基因组测序，但是目前还
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