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摘要：提取新鲜鲮（Cirrhinus molitorella）肌肉总RNA，采用RT-PCR技术分段克隆鲮Myf5基因核心序列，获得1 104 bp

的目的片段，其中开放阅读框为723 bp，编码240个氨基酸。分析表明，鲮Myf5蛋白具有MRF家族基因的典型性碱性

bHLH螺旋-环-螺旋 （Basic helix-loop-helix，bHLH）结构。设计特异性引物扩增获得2个内含子，大小分别为1 311 bp

和90 bp。用单链构向多态性SSCP的方法分析了Myf5基因在珠江水系3个不同江段鲮中的遗传变异，分布及群体杂合

性等群体遗传信息。发现其编码区非常保守，仅在外显子412位点处发生突变C→T。对该位点进行基因型分析，结果

表明：珠江北江段鲮中该位点符合Hardy-Weinberg平衡，而东江和西江段种群不符合Hardy-Weinberg平衡，3个江段种

群总体上符合Hardy-Weinberg平衡，并存在较大基因流。以Myf5基因该位点的多态性分析表明，3个种群未出现明显

分化；通过该位点的遗传结构分析表明：3个江段种群杂合度都较高，中度信息含量（PIC）及多态信息指数，即该位点有

较好的变异性及遗传多态性。3个江段种群总体上该位点在不符合Hardy-Weinberg的情况下AA > BB，并由该位点群体

杂合性及中性分析表明该位点突变群体具体良好的多态性且不遵循中性选择模式，说明BB型个体受到自然选择。本

研究结果表明，鲮 Myf5基因的C412T与个体生长有相关性，可作为候选基因标记，用于鲮生长相关分子标记辅助育种研

究。[中国水产科学，2010，17（4）：681-688]
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鲮（Cirrhinus molitorella）属鲤形目、鲤科、野鲮

亚科、鲮属。俗称土鲮鱼、鲮公、雪 、花鲮。分布于

珠江、闽江、韩江、海南岛、台湾岛、元江及澜沧江水

系，国外见于东南亚。鲮在珠江流域地区与草鱼、鲢、

鳙合称四大家鱼，是江河捕捞和池塘养殖的主要对

象之一 [1]。

Myf5 （myogenic factor 5）基因是生肌调节因子

MRFs家族的成员之一，该家族包括：Myf5、MyoG、

MyoD和MRF6 4种，基本功能是促进成肌细胞的增

殖和分化，其中MyoD、Myf5决定着肌卫星细胞是否

能启动成为具有成肌特性的肌肉干细胞，而 MyoG和

MRF6 则发挥着调节肌肉干细胞终末分化为肌管肌

纤维的功能 [2-4]。通过MRFs家族基因的典型性的碱

性bHLH螺旋-环-螺旋结构它们能够与E蛋白形

成二聚体，再与肌肉特异性基因如肌球蛋白轻链基

因和肌酸激酶等的上游调控序列E-box结合，从而

激活这些基因的表达 [5-6]。Myf5基因已经在多种哺

乳动物中被鉴定克隆出来，如小鼠（Mus musculus）、

牛（Bos taurus）、猪（Sus scrofa）、绵羊（Ovis ammon）、鸡

（Gallus gallus）等，但在鱼类中研究较少，目前只在

斑马鱼（Danio rerio）、条纹鲈（Morone saxatilis）、花鲈

（Lateolabrax japonicus）、褐牙鲆（Paralichthys olivaceus）
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中 克 隆 出 基 因 组 序 列；在 红 鳍 东 方 鲀（Fugu 

rubripes）、大西洋鲑（Salmo salar）、虹鳟（Oncorhynchus 

mykiss）、鲤（Cyprinus carpio）、大 口 黑 鲈（Micropterus 

salmoide）中得到cDNA序列。

目前，对鲮的研究主要集中于分子标记与遗传

多样性方面 [7-9]，而关于相关功能基因的研究则很少，

因此本研究选择珠江水系的东江、北江、西江3个江

段种群的野生鲮作为实验对象，先克隆到Myf5基因

的cDNA序列并进一步获得基因组序列。通过生物

信息学方法，分析基因结构，蛋白质结构，以及预测

基因生物学功能，再用SSCP（single strand conformation 

polymorphism，SSCP）的方法对鲮Myf5基因进行SNPs 

（Single Nucleotide Polymorphisms）检测 [10-11]，以获得与

生长性状相关的SNPs位点，并对该位点的基因型在

各江段种群中的遗传分布及群体遗传结构进行研

究，为鲮分子标记辅助育种奠定基础。

1  材料与方法

1.1 材料

实验材料鲮采样于珠江水系3个江段：东江（惠

州）、北江（清远）、西江（梧州）。

1.2 总RNA的提取

肌肉总RNA的提取，取鲮背部肌肉30 mg，按照

Promega 公司SV Total RNA Isolation System试剂盒的

方法进行，用1.2%的琼脂糖电泳检测提取的RNA。

1.3 DNA的提取

珠江水系各江段鲮各56尾，取肝脏。按萨姆布鲁

克等的方法提取DNA[12]，用1.2%的琼脂糖电泳检测。

1.4 引物合成与PCR扩增

根据在GenBank上登录的斑马鱼和鲤的Myf5

基因的cDNA序列，在其保守区设计引物。引物由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。PCR体系

（buffer，Mg2+，DNTP，Taq酶）试剂购于上海生工生物

工程技术服务有限公司。

RT-PCR 扩增cDNA核 心 片 段：将15 μL RNA与

2 μL随 机 引 物 在70 ℃ 混 合 5 min，再 将 混 合 试 剂

（5 μL Buffer，0.7 μL RNA-inhibitor，1.3 μL DNTP，1μL 

M-MLVRT）加入到上一步混合液中，42℃，2 h，70℃，

5 min，冰浴2 min。稀释10倍作为扩增模板。

PCR 扩增总体积为20 μL，PCR扩增体系的组成为

10×PCR reaction buffer 2 μL、Mg2+ 2 μL ddH2O 13.3 μL、

引物（10 pmol/μL） 各0.5 μL、模板DNA（50 ng/μL）1 μL。

PCR扩增程序：预变性94℃ 5 min1个循环； 94℃ 30 s，

52～60℃ 30 s，72℃ 1 min，30个循环；最后72℃继续

延伸7 min PCR产物用1.2%琼脂糖凝胶电泳检测，结

束后用UVP凝胶成像系统分析检测扩增结果。

1.5 PCR扩增产物的克隆和测序

扩增产物经1.2%低熔点琼脂糖凝胶电泳并回

收纯化，与pMD18-T载体连接，转化感受态大肠杆菌

DH5a，涂平板，挑取单菌落，接种到含100 mg/L Amp+ 

LB培养基，37℃过夜。用载体通用引物和扩增引物

作菌落PCR检测并将阳性转化子送上海生工生物

工程技术服务有限公司公司测序。

1.6 PCR-SSCP分析

筛选SNPs位点引物合成：基因上设计在ORF

（Open reading frame）内DNA序列特异性引物，如表1

所示。

PCR程序为：预变性94℃，5 min，1个循环； 94℃，

30 s； 50～ 58 ℃，30 s， 72 ℃，30 s，共30个 循环；72 ℃ 

7 min。反应结束。产物2 μL与8 μL变性buffer（甲酰

胺9.8 mL，0.5 mol/L EDTA 0.2 mL，加小量溴酚蓝和二

甲苯菁；定容至10 mL）混合，98℃，10 min，冰浴5 min。

用12%聚丙烯酰胺凝胶15 V/CM，6 h，银染法染色[11]，

制成干胶保存。将纯合基因型送上海生工生物工程

技术服务有限公司测序，分析突变位置。

1.7 统计分析 

1.7.1　基因型分布分析 根据电泳结果直接判断出

每一个体的基因型，计算各等位基因在各江段鲮中

的基因频率并运用卡方检验和最大似然率法分别进

行符合Hardy-Weinberg平衡的检验。 

1.7.2　 群 体 遗 传 结 构 分 析 采 用PopGene32

（Popula-tion Genetic Analysis，Version1.31）软件进行

Myf5基因在各江段种群内的遗传变异、群体杂合性

及群体遗传结构等分析。分析内容涉及：Myf5基
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因位点在各品系内的遗传变异基因的观察等位基

因数（Na）、有效等位基因数（Ne）、Shannon’S信息指

数（I）；Myf5基因位点的群体杂合性：群体纯合度

（Homozygosty，Hom）、群体杂合度（Heterozygosity，Het）、

Wright’s固定指数（Fis）等 [12-13]。参照Botstein等 [13]

的方法计算多态信息含量（Polymorphism Information 

Content，PIC）：
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式中，Pi 和Pj 分别为群体 i和 j的等位基因频率。

2  结果与分析

2.1 鲮Myf5基因序列及多肽序列分析 

将 测 序 结 果 除 去 载 体 序 列 并 在NCBI上 用

BLAST搜索其他物种同源序列，使用Vector 8.0将测

序所得的Myf5基因序列进行拼接，克隆获得鲮 Myf5

基因序列（GenBank注册号：GU289508），基因序列为

2 516 bp，包括部分5 ′侧翼区、3个外显子、2个内含

子和部分3 ′侧翼区序列。外显子和内含子数与人、

家鼠、鸡、斑马鱼、鲤等物种相同，其ORF框内外显子

大小分别为453 bp、76 bp、194 bp；外显子1包括起

始密码子ATG，外显子3包括终止密码子TGA；内含

子1和内含子2大小分别为1 311 bp和90 bp。

用Primer 5.0和Vector 8.0以 及 在 线（www.expasy.

org）翻译将鲮Myf5基因的ORF译成氨基酸序列（使

用标准密码子），共编码240个氨基酸，在线计算得该

多肽等电点和分子量为： 6.08，26.288 31 kD多肽序列

通过expasy proteomic server 用SWISS-MODEL预测并

用 RasMol进行分析，该基因编码的氨基酸序列具有

一典型的碱性螺旋－环－螺旋 （basic helix-loop-helix，

bHLH） 结构域，位于第60～124氨基酸处用Vector8.0

等生物信息软件分析现已知的10种物种编码区内核

苷酸序列同源性，并通过clustalx1.81和MEGA4.0构建

分子进化树，如图1所示。

表1　PCR-SSCP特异性引物
Tab. 1　The GSP of PCR-SSCP

名称
Name

碱基组成
Primer sequence

位置
Location

长度 /bp
Length

扩增区域
Amplification 

area 

扩增长度 /bp
Amplification 

length

TM 值
TM value

作用
Usage

P（1-1） TCCAACCAATCATGGACGTATTCTC exon 25 1 64.2 筛选 SNP 位点
P（1-2） TCTCCACCTTGGGAAGTCGCTGA exon 23 330 330 67.8 筛选 SNP 位点
P（2-1） CCTCGGCGAACCCCAGTCAGC exon 21 292 70.6 筛选 SNP 位点
P（2-2） TTCAGTATCAATCTAAACCCCTC exon 23 520 229 55.2 筛选 SNP 位点
P（3-1） CTCTTCAAGTCAAACTGAGGGGT exon 23 482 59.4 筛选 SNP 位点
P（3-2） GATGGATAGAATGCCCTGTGTGC intron 23 694 213 63.3 筛选 SNP 位点
P（4-1） CTCTCTCTCCAACTGGAAGTGATT intron 24 2056 58.8 筛选 SNP 位点
P（4-2） CTTATTGGCATCTGAAAGCATTAT exon 24 2271 216 58.1 筛选 SNP 位点

图1　依据不同动物Myf5核苷酸序列构建的进化树
Fig. 1　NJ-tree according to the nucleotide sequence of myf5

0.35 0.30 0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

鸡  Gallus gallus
人  Homo sapiens
家鼠  Mus musculus
挪威鼠  Rattus norvegicus
热带爪蟾  Xenopus tropicalis

虹鳟  Oncorhynchus mykiss
斑马鱼  Danio rerio
鲤  Cyprinus carpio
鲮  Cirrhinus molitorella
大口黑鲈  Micropterus salmoide
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鲮Myf5基因编码序列与鲤亲缘关系最近，序列

同源性为93.6%；其次与斑马鱼相比序列同源性为

85.9%。

2.2 PCR-SSCP结果分析

用表1中所示4 对引物的PCR产物进行SSCP

分析，其中第2对引物的PCR产物进行SSCP分析表

现出3种基因型，分别命名为AA为野生型，BB为突

变型，AB为杂合型（图2）。测序发现AA野生型在

412位点处发生C→T突变而形成BB型突变型（图3

所示突变碱基位置），突变点好位于密码子的第一个

位碱基位，将丝氨酸（Ser，S）变成了脯氨酸（Pro，P），

改变了氨基酸序列。

图 3　分离自Myf5的基因SNP序列分析
箭头表示替换碱基位置.

Fig. 3　Sequence analysis on the isolated genotype of Myf5 gene
Arrow denotes substitution.

AA AA BB BB AB AB

图2　鲮Myf5基因不同基因型个体的SSCP分析
AA：野生型，BB：突变型，AB：杂合型.

Fig. 2　SSCP analysis on PCR amplification in different individuals of Myf5 gene
AA：wild，BB：mutation，AB：Heterozygote.

2.3 突变位点在不同江段鲮的基因型和基因频率

统计以及遗传变异结果

不同江段鲮Myf5基因的基因型频率和基因频

率统计结果见表2。在各个江段种群内，AA基因型

和A等位基因频率明显地高于BB基因型和B等位

基因。分别用卡方检验和最大似然率法对各江段种

群内鲮Myf5基因的基因型分布进行Hardy-Weinberg

平衡的检验。结果表明，3个江段种群中只有北

江 江 段 种 群 符 合Hardy-Weinberg平 衡（P > 0.05），

西江江段种群显著的偏离了Hardy-Weinberg平衡

（0.01 < P < 0.05），而东江江段种群均极显著的偏离

了Hardy-Weinberg平衡（P < 0.01）。

多态信息含量及遗传杂合度等指标是度量群体

遗传变异的重要参数，多态信息含量以及遗传杂合

度越低，表明遗传一致性越高。由表3得出，各江段

种群的多态信息含量均在0.25与0.5之间，该位点属

于中度多态性。就群体杂合度而言，3个江段种群的

杂合度较高，均高于期望值，通常当杂合子观察频率

大于随机交配情况下的预期频率时，固定指数为负

值，若存在近交效应时，杂合子频率的观察值减小，

则固定指数为正。本实验中3个江段种群的固定指

数均为负数，表明杂合子过剩。
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图4　珠江3个江段鲮遗传距离
Fig. 4　NJ-tree of C. molitorella from three sections of Pearl River according to genetic distance

0.005

东江段  Dongjiang section

北江段  Beijiang section

西江段  Xijiang section

Popgene32计算得3个江段鲮种群的基因流为

661.3523，说明3个江段的鲮种群有很频繁的基因交

流。Popgene32根据3个江段鲮种群基因型分布构建

遗传距离图。图4表明，东江与北江亲缘关系更近。

3  讨论

对Myf5的mRNA序 列 推 导 发 现，起 始 密 码 子

AUG上游的第3个核苷酸为腺嘌呤，而紧跟AUG后面

的核苷酸为鸟嘌呤，这与“Kozak序列”特征一致，符

合大多数真核生物起始密码子所具有的结构特征。

用Popgene32计算得3个江段鲮的基因流很大，

基因交流频繁，这符合鲮在该地区的繁殖特点：鲮卵

为浮性卵，在繁殖季节东江、北江、西江鲮卵随水流

而下，汇集于珠三角，而后成鱼产卵时候随机逆流到

3个不同江段，形成3个江段鲮种群交流。

各个江段种群内，AA基因型和A等位基因频率

明显地高于BB基因型和B等位基因，并都存在杂合

子过剩，3个江段种群总体上不符合Hardy-Weinberg

平衡，说明群体中A、B等位基因在传递过程中可能

受到过突变、选择或者是迁移、以及遗传漂变等因素

影响。

分子进化的中性理论认为，自然群体中分子水

平上的遗传变异在很大程度上是中性的，各种变异

的存在与否完全取决于自然选择和遗传漂变作用。

对实验中遗传变异情况的进化形式进行中性选择分

析。先计算各群体在该基因座位上杂合度的观察值，

再根据中性理论进行样本含量为1 000的模拟群体

的遗传变异预测。通过检验表明两者之间存在显著

水平的差异（P < 0.05），即不遵循中性选择模式。

多态信息含量及遗传杂合度等指标是度量群体

遗传变异的重要参数，多态信息含量以及遗传杂合

度越低，表明遗传一致性越高。3个江段种群都有中

等多态信息含量及杂合度，说明该位点遗传变异程

度高。信息指数高表明各实验群体的遗传变异性较

高，该检测结果与群体杂合度的分析基本一致。较

高的Shannon’s指数也表明，实验群体的遗传变异性

较高，该检测结果与群体杂合度的分析基本一致。

所以，在总体都不符合Hardy-Weinberg平衡的

情况下，AA基因型个体数大于BB基因型个体数，由

群体杂合性及中性分析表明，该位点突变群体具体

良好的多态性，变异程度较高且不遵循中性选择模

式，则是BB基因型个体受到自然选择，即A等位基

因突变成B等位基因后，纯合子BB基因型个体生殖

力下降。杂合子AB基因型个体生殖力则不受影响。

因此，突变位点可以作为在选育过程度中的一个分

子标记，在选育过程中，避开纯合基因型BB型个体。

从分子水平上推测，真核细胞内蛋白质磷酸化

位点主要发生在丝氨酸（Ser）、苏氨酸（Thr）和酪氨

酸（Tyr）残基侧链的羟基上，不同的蛋白激酶可识别

和修饰不同蛋白质的不同位点，形成磷酸化作出了

调控开关 [17]。通过分析基因序列，翻译在珠江水系

3个不同江段种群中都有T412C的存在，此突变位点

正好位于密码子的第一个碱基位点，改变氨基酸组

成，将氨基序列中的138位丝氨酸（Ser）突变成脯氨

酸（Pro）。在多肽的C-端132～ 148内富含丝氨酸

（Ser），已克隆的鱼类Myf5基因中，都存有此富含丝

氨酸（Ser）的区域，并都以LPXESSSEPXSPS（P）SSXS
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形式存在（X为任意氨基酸），此位点可能是可磷酸

化位置，可以起磷酸化功能开关作用。氨基酸序列

中丝氨酸（Ser）突变成脯氨酸（Pro）导致位点消失，

无法形成磷酸化调控。蛋白质功能由其高级结构

决定，而一级结构决定了多肽的高级结构。突变型

纯合子BB总体上数量较少，是否因为突变后部分功

能丢失，导致个体生活力下降，这还需作进一步实验

证明。
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Cloning and SNPs analysis of Myf5 gene from Cirrhinus molitorella
ZHONG Maochun�1，2�，ZHENG Guangming�1�，ZHAO Jian�1�，ZHU Xinping�1�，MA Lisa�1�，PAN Debo�1�，CHEN Kunci�1�，

XIE Wenping�1�，SHI Yan�1

（1. Pearl River Fisheries Research Institute，Chinese Academy of Fishery Sciences，Guangzhou 510380，China； 2. College of Aqua-life 
Science &Technology，Shanghai Ocean University，Shanghai 200090，China）

Abstract：Several molecular markers were used in mud carp genetic diversity research. There is no choiceness 
varietal mud carp （Cirrhinus molitorella） in present culture. Three part of Pearl-river drainage wild mud carp 

（Cirrhinus molitorella） were sampled as experimentation fish，and PCR-SSCP（single strand conformation 
polymorphism，SSCP）was used to screen Myf5 ORF（open reading frame） DNA sequence，expecting to find SNPs 
relative to growth and trait. Mud carp （Cirrhinus molitorella） belongs to Cypriniformes，Cyprinidae，distributing in 
Pearl River，Ming River，Han River，Hainan. Taiwan and southeast of Asian. It is an important fishery production 
in Pearl-river drainage area. Myf5 gene （myogenic factor 5） is a member of MRFs gene family，which include 
Myf5，MyoG，MyoD and MRF4. The primary function of the gene family is advance myoblast multiplication and 
differentiation. The function of MyoD and Myf5 genes is determined to initiate the differentiation process of that 
muscular satellite cells to be muscle derived stem cell. And that of MyoG and MRF4 genes was thought to be involved 
in regulating the differentiation process of muscle derived stem cell to be myotube and muscle fibers. All of those 
functions were implementing by the typical trait b-HLH structure of MRF family，which form dimeric by combining 
with E-protein. Then Key gene is activated and pressed by the dimeric recognize upstream E-box. Many species of 
Myf5 gene or cDNA have been cloned. Such as Mus musculus，Bos Taurus，Sus scrofa，Ovis ammon，Gallus gallus，
Danio rerio，Cyprinus carpio，Micropterus salmoide and Oncorhynchus mykiss.

Myf5 gene of mud carp （Cirrhinus molitorella） has been cloned，sequenced and analyzed by PCR-SSCP. Mud 
carp Genome DNA and total RNA was extracted from flesh muscle of mud carp. Myf5 gene was cloned including three 
exons and two introns of which the length is 453 bp，76 bp，194 bp and 1 311 bp and 90 bp（GeneBank accession：
GU289508）. The cDNA sequence of Myf5 gene was obtained by RT-PCR. The length of the cDNA is 1 104 bp，
and 723 bp ORF （open reading frame） was identified，which shared 93.6% homology with that of Cyprinus carpio，
85.9% homology with Danio rerio. It encodes a peptide of 240 amino acids whose calculated molecular weight is 
26.288 31 kD and theoretical isoelectric is 6.08. AA sequence analysis showed that the Myf5 protein have the typical 
trait b-HLH structure of MRF family. The population genetic information about genetic distribution，variation and 
heterozygosity of Myf5 gene was analyzed by using PCR-SSCP in three part of the Pearl River. The only one mutation 
C/T at base position 412 of the whole CDS was found among individuals in whole group. Through further analysis of 
the position，it could be inferred that the genotypes distribution of Myf5 in three parts of the Pearl River were not in 
accordance with the Hardy-Weinberg equilibrium except the north of the Pearl River subgroup，and not in accordance 
with the Hardy-Weinberg equilibrium in whole group. All of the three groups have high heterozygosity and moderate 
PIC，which indicate that the mutation is high degree in the groups and fine genetic diversity. Furthermore，there is 
obvious differential between observed values and expected values that indicate the evolution is discord with theory of 
neutral selection. In the whole of the Pearl River，A and B alleles are that not in accordance with the Hardy-Weinberg 
equilibrium，high degree mutation，fine genetic diversity and discord with theory of neutral selection. The number 
of AA type is more than that of BB type evidently，and the conclusion can be made that BB type individual has been 
selected. Consequently，the SNP can be used in the breeding process，avoiding the BB type as parents

From the molecular level，to speculate，phosphorylation switch site changed or disappeared because of the 
mutation，resulting in decline in individual life force. This is in the need of further experiments. [Journal of Fishery 
Sciences of China，2010，17（4）：681-688]
Key words：mud carp；Myf5 gene；SSCP；genetic diversity
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