
肌 细 胞 生 长 抑 制 素（Myostatin，MSTN）又

称 GDF-8 （ Growth differentiation factor 8），是 近 年

来发现的一类重要的肌细胞生长负向调控因子，

属 于 转 化 生 长 因 子 超 家 族（Transforming growth 

factor-β superfamily，TGF-β），通过抑制生肌决定因子

（Myogenic detendnation gene，MyoD）家族成员转录活

性来控制肌细胞的生长发育，它的表达量与肌肉质

量的变化呈负相关 [1-2]。通过基因打靶技术敲除小鼠

体内 MSTN 使其不能发挥作用，结果发现突变型小鼠

的体型显著大于野生型 [3-4]。在比利时蓝牛（Belgian 

Blue）和皮尔蒙特牛（Piedmontese）上，MSTN 的突变

导致蛋白活性区的移码突变，不能形成成熟的 MSTN

蛋白，结果引起动物肌肉的过度发育，表现为肌纤维

直径变大或肌纤维数增加，动物出现“双肌”症状 [5]。

鱼类 MSTN 基因的研究也较多，目前已克隆出了虹鳟

（Salmo gaidnerii）、斑马鱼（Braohydanio rerio）、罗非鱼

（Oreochromis mossambicus）、金头鲷（Sparus aurata）、鲈

（Morone chrysops）、斑点叉尾 （Ictalurus punctatus）、舌

齿鲈（Dicentrarchus labrax L.）、真鲷（Pagrosomus major）

等鱼类的 MSTN [6-11]。与其他动物类似，鱼类 MSTN

氨基酸序列都有信号肽序列、保守的半胱氨酸残基和

RXXR 蛋白水解位点等特征，但其表达不仅仅局限于

骨骼肌上，在脑、肠、鳃、舌、眼、卵巢、皮肤等部位都

有较强的表达 [6-7，12-13]。仅对少数几种鱼的 MSTN 基

因结构进行了分析 [7，11]。鱼类的 MSTN 和哺乳动物

MSTN 结构相似，都是由 3 个外显子和 2 个内含子

所组成，但目前还未见有关吉富罗非鱼 MSTN 基因

结构及其 5 ′调控区的研究报道。

单核苷酸多态（Signal nucleotide polymorphisms，

SNPs）是指在基因组水平上由单个核苷酸的变异所
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摘要：通过 PCR 和基因组步移法，从吉富罗非鱼 DNA 中扩增出肌细胞生长抑制素（MSTN）基因及其 5 ′调控区。该序列

全长 2 413 bp，含有 3 个外显子，2 个内含子。5 ′调控区 462 bp，外显子Ⅰ 379 bp，外显子Ⅱ 371 bp，部分外显子Ⅲ 145 bp，

内含子Ⅰ 305 bp，内含子Ⅱ 751 bp，编码区共编码 298 个氨基酸。5 ′调控区含有与肌肉特异性基因转录密切相关的

转录调控元件 E-box 以及其他一些转录调控元件，如 TATA box，OCT1，AP1，AP4。通过随机测序法寻找 SNPs（Signal 

nucleotide polymorphisms），获得了 3 个 SNPs，但在群体筛选中，只有内含子Ⅱ内的 1 个 SNPs 表现多态性。同时测量了 96

尾（45♂，51♀）吉富罗非鱼的体质量、体长、体高、体厚，并将这些数据与 MSTN 基因的 SNPs 多态性进行相关性分析，研究

发现 MSTN 基因内含子Ⅱ的 728 nt 处 G/T 多态与吉富罗非鱼体型（体厚 / 体长、体高 / 体长）存在显著相关（P<0.05）。这

些研究结果表明，MSTN 基因的 SNPs 可作为吉富罗非鱼育种的候选分子标记。[ 中国水产科学，2010，17（1）：44-51]
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引起的一种 DNA 序列多态性，是继限制性片段长

度 多 态 性（Restriction fragment length polymorphism，

RFLP）、简 单 串 联 重 复 序 列（Simple tandem repeat，

STR）之后的第三代分子遗传标记，在人类遗传性

疾病的病因诊断、治疗和防治方面已受到广泛的重

视 [14]。在动物育种方面，SNPs 作为一种分子标记在

分子标记辅助育种中也得到了广泛的应用，将 SNPs

与经济性状进行相关性分析，寻找影响性状的主效

基因或与主效基因紧密连锁的候选基因，然后将其

运用于后续的育种实践中 [15-16]。在畜禽上，MSTN 基

因的 SNPs 普遍存在，而且有些位点和动物经济性状

存在着显著性的相关 [17-18]。而在水产动物中，MSTN

的 SNPs 与生长性状是否存在相关性还未见报道。

吉富罗非鱼（Genetically improved farmed tilapia，GIFT）

是通过家系选育获得的优良品系，其生长速度高于

其他类养殖罗非鱼，具有重要的经济价值 [19-20]。本研

究旨在通过克隆吉富罗非鱼的 MSTN 基因、分析其基

因结构，寻找 SNPs；通过四引物扩增受阻突变体系

PCR 法（Tetra-primer PCR method and the amplification 

refractory mutation system，tetra-primers ARMS）[21] 检测

其 SNPs；同时将生长相关性状和 SNPs 进行关联分

析，确立成熟的分子标记辅助选择方案，这无疑将对

吉富罗非鱼的育种工作做出较大贡献。

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验鱼　2006 年 8 月，60 个家系的吉富罗

非鱼鱼苗由世界渔业中心运送到中国水产科学研究

院淡水渔业研究中心宜兴实验基地，分池养至 100 g

左右再用 PIT 标记，然后放入同一池塘养殖。2007

年 6 月测量鱼体长、体质量、体高等生长参数，随机

取 96 尾（45♂，51♀）用于实验分析。

1.1.2 试剂　LA PCRTM  in vitro cloning kit、限制性

内切酶、pMD18-T 载体、胶回收试剂盒等购自宝生

物工程（大连）有限公司；质粒抽提试剂盒、Taq 酶

购自上海捷瑞生物工程有限公司；大肠杆菌 JM109

为本实验室保存。

1.1.3 引物　用于实验的所有引物见表 1，碱基位

置 以 序 列（GenBank accession number：FJ972683）

5 ′端第 1 个碱基为“1”计算。根据莫桑比克罗非

鱼 MSTN 的 cDNA（GenBank accession number：

AF197193）以及其他鱼类 MSTN 的 cDNA 和 DNA

序列设计引物，分段扩增吉富罗非鱼 MSTN 序列，

共获得 3 个外显子，2 个内含子。其中引物 F1 和

R1 扩 增 exonⅠ-intronⅠ 片 段，引 物 F2 和 R2 扩 增

exon Ⅱ片段，引物 F3 和 R3 扩增 intron Ⅱ 片段。根

据获得的序列设计扩增 5 ′调控区的引物 R4 和 R5。

根 据 获 得 的 SNPs，设 计 Tetra-primers ARMS 引 物

FIP、RIP、FOP、ROP，所有引物均由上海捷瑞生物

工程有限公司合成。

1.2 方法

1.2.1 基因组 DNA 的提取　 从 鱼 尾 静 脉 抽 血

0.2～ 0.5 mL，用经典的酚-氯仿法抽提 DNA，并溶

解于 1×TE 中。电泳检测 DNA 质量，在紫外分光

光度计（Eppendorf）上测定 DNA 浓度，DNA 使用液

浓度为 50 ng/μL。

1.2.2 MSTN 基因的分离　根据设计的引物分别

扩增出吉富罗非鱼 MSTN 内含子、外显子序列，然后

将其拼接。反应条件为：94 ℃ 3 min；94 ℃ 1 min，

55～ 58 ℃ 1 min，72 ℃ 1～ 2min，共 30 个 循 环；

72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存。5 ′调控区序列扩增方

法 按 LA PCRTM in vitro cloning kit 使 用 说 明 进 行。

扩增液用 1.0% 的琼脂糖凝胶电泳分离，切下含有

目的条带的胶，用胶回收试剂盒回收产物，将产物和

pMD18-T 载体连接，然后转化到大肠肝菌感受态细

胞中，蓝白斑法筛选阳性克隆，酶切鉴定目的产物，

送南京博亚生物有限公司测序。

1.2.3 SNPs 位点的查找及检测　将 上 述 扩 增

MSTN 内显子、外显子的引物在 10 个随机选取的个

体中扩增，经克隆、测序比对，寻找 SNPs 位点。根

据找到的 SNPs 位点，设计 Tetra-primers ARMS 引物，

检测吉富罗非鱼群体内 SNPs。

1.2.4 序列分析和数据处理　序列拼接以及分析

使用 DnaStar 软件，序列比对使用 ClustalW 软件。

启 动 子 预 测 使 用 TFSEARCH （http：//www.cbrc.jp/

research/db/TFSEARCH.html）以及 TESS（http：//
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www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess）数 据 库。 使 用

SPSS 软件分析基因型与吉富罗非鱼增重和体型（体

厚 / 体长，体高 / 体长）相关性。

2  结果与分析

2.1 吉富罗非鱼 MSTN 基因的分离和分析

使用引物 F1-R1、F2-R2、F3-R3、R4 和 R5 分别

扩增吉富罗非鱼 exonⅠ-intronⅠ、exon Ⅱ、intronⅡ和

5 ′调控区序列，获得 DNA 序列片段分别为 767 bp，

477 bp，1 088 bp 和 506 bp，经过拼接获得吉富罗非

鱼 MSTN 基因，全长 2 413 bp，含有 3 个外显子和 2

个内含子。其子 5 ′调控区 462 bp，exonⅠ 379 bp，

intronⅠ305 bp，exon Ⅱ 371 bp，intronⅡ 751 bp，部

分 exon Ⅲ 145 bp。阅读框长 895 bp，编码 298 个氨基

酸，内含子均符合 GT-AG 原则（图 1）。与奥利亚罗

非 鱼（Oreochromis aureus）MSTN（GenBank accession 

number：AF197193）、莫桑比克罗非鱼（O. mossambicus 

orange）MSTN（GenBank accession number：AH006117）

比对显示，阅读框核苷酸序列长度一致，相似性分别

为 99.3%、98.9%，编码的氨基酸序列相似性分别为

99%、97%。

使用 TFSEARCH 以及 TESS 在线分析吉富罗非

鱼 MSTN 基因 5 ′调控区序列的潜在调控位点，结果

显示 5′调控区域存在 2 个与肌肉特异性基因转录密

切相关的转录调控元件 E-box，还有其他多个转录调

控元件如八聚体结合因子 1 （Octamer-bindingfactor 1，

OCT1 ） 、激动蛋白 1 （Activator protein 1，AP 1）、AP4，

垂 体 特 异 性 转 录 因 子（Pituitary-specific transcription 

factor 1，PIT 1 ）以及转录反应起始框 TATA box。

2.2 多态位点的查找及检测

使用扩增外显子、内含子的不同引物对，分别

在随机选取的 10 尾吉富罗非鱼基因组中扩增相

应片段，测序后使用 ClustalW 进行序列比对，确定

SNPs 位点。结果显示，F2-R2 引物对扩增序列中

存 在 1 个 SNPs 位 点 （41 nt T/C），位 于 exon Ⅱ 中；

F3-R3 引物对扩增序列中存在 2 个 SNPs 位点 （1 nt 

G/A，728 nt G/T），均位于 intron Ⅱ中；F1-R1 引物对

扩增序列中不存在 SNPs 位点。

    根 据 测 序 得 到 的 SNPs，分 别 设 计 Tetra-primers 

ARMS 引物，检测吉富罗非鱼群体内 SNPs 位点。结

果显示测序得到的部分 SNPs 为假阳性， 41 nt T/C 和

1 nt G/T 位点无多态性，只有 intron Ⅱ 的 728 nt G/T

位点显示多态性。当该位点为 G 时，扩增产物为

247 bp，当该位点为 T 时，扩增产物为 176 bp，2 个外

引物扩增产物为360 bp，图2为部分个体的检测结果。

在检测的 96 尾吉富罗非鱼中，基因型为 TT 型

的有 53 尾，其中雄鱼 29 尾；GT 型的有 43 尾，其中

雄鱼 24 尾；未检测到 GG 型的个体（表２）。

表 1　克隆吉富罗非鱼 MSTN 基因以及检测其 SNPs 的引物
Tab. 1　Primers used for MSTN cloning and SNPs detection in genetically improved farmed tilapia （GIFT）

引物  Primer 序列  Sequence 位置/nt  Position 产物  Product

F1 GAGACAATGCATCTGTCTCAGATCG 457-481 exonⅠ-intronⅠ
767 bpR1 GCGACTGGCTTGAAACTTCTGC 1202-1223

F2 ATTTTCTTTTCCCATGTCTCCG 1122-1143 exonⅡ
477 bpR2 AAACGATGAACAATAGGTGGAGC 1576-1598

F3 CACATACGAATCCGCTCCTTGA 1326-1347 intronⅡ
1088 bpR3 GAGGACTTTGGCTGGGACTGGA 2392-2413

R4 TCGCGTTTAATCGCATGGTTTTAATCTGC 606-634 5 ′-flanking region
506 bpR5 GCAGTCAGCAAGCTCAGATACAGCACGATC 477-506

FIP CCTCCTGCAAAGCTGTTATTTTCAAATCGT 2216-2245

SNPs in intronⅡ
RIP CGGTTGCTGAAACAAGAGAGTGTGTGTAAC 2245-2274

FOP AGCTCTAATAATGGCACCCGGCACTG 2301-2327

ROP CCACAGTGAGTGGGTAGCGACAGCAC 2358-2386
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图 1　吉富罗非鱼 MSTN 基因及推导的氨基酸序列
5 ′调控区及内含子用小写字母表示，外显子用大写字母表示，转录因子结合位点用方框表示，SNP 位点以阴影表示 .

Fig. 1　Genomic and deduced amino acid sequences of MSTN in genetically improved farmed tilapia （GIFT）
The introns and 5 ′-flanking region were shown with small letters，and the exons were shown with capital letters. The putative transcription factor binding 

sites in 5 ′-flanking region are in frames. SNP was shown in shade.
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2.3 多态位点与生长性状的相关性

由于 MSTN 的 intron Ⅱ只存在 2 种基因型，故

采用独立样本 T 检验，结果显示基因型为 TT 的雄

鱼体厚 / 体长值显著高于 GT 型的个体（P<0.05），

基因型为 GT 的雌鱼体高 / 体长值显著高于 TT 型

的个体（P<0.05）。

Mbp

1 500

500
400
300
200

100

TT TT TT TTTT TTTT TT TT TTTT TTTG TGTG TG TGTG TG TG TG TG TG TG

图 2　吉富罗非鱼 MSTN intron Ⅱ Tetra-primers ARMS 检测结果
Fig. 2　SNPs analysis of MSTN intron Ⅱ through Tera-priemrs ARMS in GIFT

表 2　吉富罗非鱼 MSTN 基因型频率和基因频率
Tab. 2　Genotype and allele frequencies of MSTN gene in GIFT

基因型
Genotype

样本数
Sum of samples

基因型频率
Genotype frequency

等位基因
Allele

基因频率
Allele frequency

TT 53 0.552 T 0.776

GT 43 0.448 G 0.224

表 3　不同基因型的吉富罗非鱼体质量和体型
Tab. 3　The value of body weight and body shape with different genotype in GIFT

性别
Sex

性状
Traits

基因型  Genotype

TT GT

雄  Male 体质量（Weight） 519.88±131.25 458.81±127.66

体高 / 体长（Height/Length） 0.37±0.058 0.38±0.014

体厚 / 体长（Thickness/Length） 0.21±0.020* 0.19±0.019

体质量 / 体长（Weight/Length） 21.23±4.09 19.02±3.7

雌  Female 体质量（Weight） 345.83±68.05 353.55±65.85

体高 / 体长（Thickness/Length） 0.37±0.018* 0.38±0.017

体厚 / 体长（Thickness/Length） 0.19±0.035 0.19±0.012

体质量 / 体长（Weight/Length） 15.16±3.52 16.13±2.01

注：同行中 * 表示 2 种基因型间差异显著（P<0.05）.
Note：* in the same line represents significant difference between two genotypes（P<0.05）.

3  讨论

本研究首次分离了吉富罗非鱼 MSTN 基因，结

果表明该基因具有 3 个外显子，2 个内含子，基因结

构与虹鳟 [6]，斑马鱼 [7]、真鲷 [11] 等一致。与莫桑比

克罗非鱼、奥利亚罗非鱼 MSTN 序列比较发现，编码

区核苷酸序列相似性分别高达 96.6%、96.3%，这表

明 MSTN 在种间高度保守，这也与叶寒青等 [11] 对真

鲷的分析结果相一致。根据这一特性，本研究设计

的 3 对引物可以直接从吉富罗非鱼的基因组 DNA

中扩增出 MSTN 的编码区，而无需从 mRNA 中扩增。

由此可见，对于同源性较高的基因，完全可以利用同
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源克隆的策略来获得目的基因。

吉富罗非鱼 MSTN 基因 5 ′调控区分析显示，该

区除了存在肌肉调控特有的 E-box 外，还含有 AP1、

AP4 以及 Oct1 等其他转录因子结合位点。在斑马

鱼、牛、羊等脊椎动物的 MSTN 基因 5 ′调控区中均

存在多个 E-box 以及其他一些转录因子。如斑马

鱼 MSTN 基 因 5 ′调 控 区 1.2 kb 的 区 域 含 有 7 个

E-box[7]；牛 MSTN 基因 5 ′调控区 1.6 kb 的区域含

有 10 个 E-box，1 个 MEF2 位点，4 个 AP1 结合位点
[22]；绵羊 MSTN 基因 5 ′调控区 1.5 kb 的区域有 8 个

E-box，以及 OCT1、AP1、MEF2、MTBF 和 GRE 等一

些肌肉生长应答元件 [23]。这表明不同物种的 MSTN

具有许多相同转录因子的结合基序。杜荣等 [24] 研

究绵羊 MSTN 启动子功能时发现，肌肉调控因子

MyoD 可能是通过 E-box 引起 MSTN 基因在 C2C12 

细胞分化和生长状态时转录和表达差异的原因，

而 MyoD 能通过和 E-box 结合而调控其下游靶基因

MSTN 的转录。推测吉富罗非鱼 MSTN 基因可能也

通过 MyoD 结合 E-box 进行转录调节。

在 SNPs 的查找中，通过随机克隆、测序比较，

本研究获得了 3 个 SNPs，但在群体筛选中，只发现

intron Ⅱ中有 1 个 SNPs，另外 2 个 SNPs 可能是由

于 PCR 扩增、克隆、测序等过程中的碱基错配造成

的，这表明在 SNPs 的发掘中，通过测序获得的 SNPs

可能会出现假阳性。然而检测到的 1 个 SNPs 也是

位于内含子内，这与于凌云等 [25] 的研究结果相似，

也只是在 MyoD 的内含子中发现 SNPs，可能是由于

内含子不参与功能基因的编码，所受的选择压力小，

因而比外显子更容易积累较大的变异 [26]。另外，在

吉富罗非鱼 MSTN 内含子Ⅱ中只检测到 2 种基因

型，这可能由于本研究选择的吉富罗非鱼样本遗传

多样性不高，应该扩大样本数进一步研究。

本研究通过 Tetra-ARMS 法，找到了 1 个与吉富

罗非鱼体型显著相关的分子标记。在对猪、羊及牛

MSTN 基因 SNPs 的研究中，均发现其与脂肪沉积、

背膘厚、体质量、体型等指标存在显著的相关性，可

作为分子标记辅助选育 [27-22]。因此，本研究获得的

与生长及体型相关的这个 SNP 标记应该也能用于
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Genetic structure of MSTN and association between its polymorphisms 
and growth traits in genetically improved farmed tilapia （GIFT）

TANG Yongkai1，LI Jianlin1，YU Juhua1，CHEN Xuefeng2，LI Hongxia1

（1. Key Laboratory for Genetic Breeding of Aquatic Animals and Aquaculture Biology，Ministry of Agriculture；Freshwater Fisheries 
Research Center，Chinese Academy of Fishery Sciences，Wuxi 214081，China；2. Wuxi Fishery College，Nanjing Agricultural 
University，Nanjing，214081，China）

Abstract：In the present research，sequence of myostatin （MSTN） gene and its 5′-flanking region was amplified from 

genome DNA isolated from genetically improved farmed tilapia （GIFT） with PCR and genome walking technique. 

The whole sequence with the length of 2 413 bp included 5 ′-flanking region （462 bp），three exons and two introns. 

The sequence length of exonⅠ，exon Ⅱ，and partial exon Ⅲ was 379 bp，371 bp，and 145 bp，respectively. And 

the sequence length of intronⅠ and intron Ⅱ was 305 bp and 751 bp respectively. The open reading frame encoded 298 

amino acids. Sequence analysis of the 5′-flanking region revealed that it contained putative muscle growth response 

elements （E-box） and other transcription regulation elements such as TATA box，OCT1，AP1 and AP4. Three SNPs 

were obtained through sequencing MSTN gene from 10 random GIFTs. However only one SNP in intron Ⅱ showed 

polymorphism through testing from total samples. Meanwhile，growth traits of body weight，length，height and thick 

of GIFT （45♂，51♀） were measured，and the association between growth traits and SNPs polymorphism in MSTN 

gene was analyzed. The results showed that GIFT’s body shape parameters （including body width/body length and 

body height/body length） had a significant correlation with the SNP locating in MSTN intron Ⅱ 728 nt （P<0.05）. In 

short，the SNPs （T/G） of MSTN could be used as a candidate molecular marker in GIFT breeding. [Journal of Fishery 

Sciences of China，2010，17（1）：44-51]
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