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摘要 : 该试验以快长尼罗罗非鱼( Oreochromis niloticus) 和普通尼罗罗非鱼 2 个群体为研究对象 , 通过 PCR 扩增与

测序 , 获得 GHSR基因 5′侧翼区序列 77 条, 片段大小为 1 217 bp。共检测出变异位点 57 个, 包括 12 个插入 /缺

失位点和 45 个多态性位点。共发现 16 种单倍型 , 其中 Hap2 可能为原始单倍型。16 种单倍型在进化树中聚为 A

和 B 2 支, A 支中有 11 种单倍型 , 在普通群体和快长群体中均有分布 , 但快长群体中所占比例较高 ; B 支中有 5

种单倍型 , 均分布于普通群体中。遗传多样性参数显示普通尼罗罗非鱼群体的核苷酸多样性 ( Pi) 、单倍型多样

性( Hd) 和平均核苷酸差异数( K) 都高于快长尼罗罗非鱼群体。AMOVA分析结果显示快长和普通尼罗罗非鱼 2 个

群体之间的 Fst为 - 0. 200 0( P > 0. 1) , 表明 2 个群体间遗传分化不明显, 且 2 个群体的遗传差异主要来自群体内

( 120% ) 。

关键词 : 尼罗罗非鱼 ; GHSR基因; 5′侧翼区 ; 多态性 ; 遗传多样性

中图分类号 : S 917. 4     文献标志码 : A   文章编号 : 2095 - 0780 - ( 2015) 01 - 0018 - 07

Sequence polymorphism of 5′-flanking regions of GHSR
genes and genetic diversity of two populations of Nile

tilapia ( Oreochromis niloticus)
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Abstract: We obtained 77 sequences of 5′-flanking regions of GHSR genes from two populations ( fast-growth group and normal-growth

group) of Nile tilapia ( Oreochromis niloticus) by PCR amplification and sequencing method, and detected 57 variation sites ( 12 inser-

ting or deleting sites and 45 polymorphic sites) and 16 kinds of haplotypes. Hap2 might be the original haplotype. There were two

branches ( A and B) in the phylogenetic tree of 16 kinds of haplotypes. Branch A contained 11 kinds of haplotypes which could be

found in both groups but showed higher-frequency distribution in fast-growth group; while Branch B contained five kinds of haplotypes

which only distributed in normal-growth group. The nucleotide diversity ( Pi) , haplotype diversity ( Hd) and average number of nucle-

otide differences ( K) in fast-growth group were higher than those in normal-growth group. The Fst value ( - 0. 200 0, P > 0. 1) and

genetic difference ( 120% , mainly from intragroup) between the two groups suggest that no genetic differentiation exist between the two
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  尼罗罗非鱼 ( Oreochromis niloticus) 俗称非洲鲫

鱼, 隶属于鲈形目、丽鱼科、罗非鱼属。原产于非

洲, 由于其具有生长快、繁殖力强、抗病力强、食

性杂、耐低氧、群体产量高和适应高密度养殖等特

点, 1976 年联合国粮农组织 ( FAO) 向世界各国推

广这一优良养殖品种, 目前已经成为养殖区域分布

最广的淡水养殖品种
[ 1 - 3 ]

。中国罗非鱼产量约占世

界罗非鱼产量的 45% , 目前主要养殖品种为尼罗

罗非鱼吉富品系。

生长是鱼类养殖的重要经济性状, 也是反映生

产水平和经济效益的重要指标。然而, 随着罗非鱼

的大规模养殖, 制种过程中近亲繁殖、种质退化现

象比较普遍, 快长等优良性状丢失的现象逐渐显

现。选育出生长速度快的罗非鱼新品种已成为广大

养殖业者的迫切需求, 也是罗非鱼品种改良的重要

方向之一。罗非鱼新品种通常是通过传统的选择和

杂交育种途径获得, 但传统的育种方法存在选育周

期长和优良性状遗传不稳定等缺点; 而利用候选基

因法, 筛选与数量性状密切相关的 DNA 标记进行

分子标记辅助育种, 则可以显著缩短育种周期, 增

加选择强度, 有利于定向选育, 使优良性状稳定遗

传, 从而成为新兴的高效育种方法
[ 4 ]

。生长激素

促分泌素受体( growth hormone secretagogue receptor,

GHSR) , 是生长激素促分泌素 ( Ghrelin) 的天然配

体, Ghrelin 是一种可促进机体摄食的脑肠肽
[ 5 ]

。

GHSR基因是由 2 个外显子和 1 个内含子组成的 G

蛋白偶联蛋白受体
[ 6 ]

。它包括 GHSR1a 与 GHSR1b

2 个亚型, GHSR1a 亚型含有 366 个氨基酸, 有 7

个跨膜域, 是主要的功能性受体
[ 7]

。GHSR1b 亚型

含有 289 个氨基酸, 只有前 5 个跨膜域
[ 8 ]

。研究表

明, GHSR与其配体 Ghrelin 结合后可激活磷脂酶 C

( phospholipase C, PLC) , 而 PLC 介导生成三磷酸

肌醇( IP3) 和甘油二脂 ( diacylglycerol, DAG) ; IP3

促使钙离子( Ca2 + ) 从 IP3 敏感的 Ca2 +
储存池中释

放出来, 同时 DAG 激活 PKC 介导 Ca
2 +

从胞外进

入, 最后由 Ca2 +
刺激生长激素 ( growth hormone,

GH) 的合成分泌, 从而对机体的生长发育起到一定

的促进作用
[ 9]

。GHSR与 Ghrelin的结合还能促进摄

食、调节能量代谢平衡、调节肠胃和心血管功能、

参与细胞分化和免疫调节等
[ 10 - 11]

。GHSR 基因作

为筛选生长相关分子标记的重要候选基因, 目前在

畜禽类的研究中已有较多报道。张宝
[ 12]

在黄牛

( Bos taurus) 的 GHSR 基因中发现 4 个与生长相关

的 SNP位点, 1 个位于 5′非翻译区, 2 个位于外显

子 1 上, 另一个位于 3′非翻译区, 而且都没有引起

氨基酸的变化。JIN等
[ 1 3]

利用 PCR 单链构象多态

性和 DNA 测序方法分析山羊 ( Capra hircus) 的 GH-

SR基因, 发现 2 个位于 GHSR 基因外显子 2 上的

生长相关 SNP位点。方梅霞等
[ 1 4]

研究表明鸭( Cai-

rina moschata ) 的 GHSR 基 因 中 2 个 SNP 位 点

T404C、G3427A 与其生长及屠体相关性状显著相

关, 可以 作为 快长 品种 选育 的重 要分 子标 记。

DARZI 等 [ 15]
在肉鸡 ( Gallus domesticus) 的 GHSR 基

因上检测到 1 个与生长相关的 SNP 位点, 其在调

控肉鸡的生长性状中发挥着重要的作用。上述研究

表明 GHSR基因可作为筛选生长相关标记的重要候

选基因。此外, 俞菊华等
[ 16]

利用分段 PCR 的方法

在建鲤 ( Cyprinus carpiovar Jian) 的 GHSR1a 和 GH-

SR1b 基因上共找到了 32 个 SNP 位点, 通过构建

PCR-RFLP 法对其中 9 个 SNPs 进行基因型检测,

结果发现 1a-C386T和 1b-G159T 与雌雄鱼鱼种和成

鱼阶段增重分别呈极显著相关。但目前在尼罗罗非

鱼中还没有 GHSR生长相关分子遗传标记的报道。

真核生物基因表达调控所需的顺式作用元件

( 启动子、增强子、TATA 盒和 GC 盒等) 多位于 5′

侧翼非编码区, 同时它也是反式作用因子的特异结

合部位, 因此, 5′侧翼区的变异引起的生长性状的

差异可能比编码区的变异引起的生长性状的差异更

大
[ 1 7]

。该试验以快长和普通尼罗罗非鱼 2 个群体

作为研究对象, PCR 扩增、测序获得 GHSR基因 5′

侧翼区序列, 并分析 GHSR基因序列多态性及 2 个

群体的遗传多样性, 为进一步研究 GHSR基因多态

性与生长之间的相关性提供基础材料, 以期为快长

罗非鱼分子辅助育种奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 试验材料

快长尼罗罗非鱼群体采自广州番禺广东罗非鱼

良种场, 普通尼罗罗非鱼群体采自中国水产科学研

究院珠江水产研究所高要水产良种基地。2 个群体
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各取鳍条 40 份, 100% 的无水乙醇固定, - 40 ℃

保存备用。

1.2 试验方法

1. 2. 1 总 DNA 提取   采用 TIANamp Genomic

DNA Kit试剂盒( TIANGEN) 从尼罗罗非鱼鳍条中提

取总 DNA, 步骤参照试剂盒说明书。1% 的琼脂糖

凝胶电泳检测总 DNA 的提取效果, 并用核酸蛋白

定量仪( Bio-Rad Smartspic Plus) 检测 DNA 纯度及浓

度, - 20 ℃保存备用。

1. 2. 2 PCR 扩增及测序  以提取的总 DNA 为模

板, 根据笔者实验室克隆到的莫桑比克罗非鱼

( O. mossambicus) GHSR 基因序列 ( GenBank 序列号

EU910220) , 设计特异扩增引物扩增尼罗罗非鱼

GHSR基因 5′侧翼区序列。正向引物 GHSR-335 为

5′-CCTAAGCCTGACTTTCCT-TGTC-3′; 反 向 引 物

GHSR-SNP2 为 5′-GGAGGGCATTGTTGCCTCTG-3′,

引物由上海立菲生物技术有限公司合成。50 μL

PCR 反应体系包括 10 ×PCR Buffer( without Mg2 + ) 5

μL, 氯化镁 ( MgCl2 ) ( 25 mmol·L
- 1

) 5 μL, dNTP

Mixture( 10 mmol·L - 1 each) 1 μL, 上下游引物 ( 10

μmol·L
- 1

) 各 1 μL, TaqDNA 聚合酶 ( 50 U·μL
- 1

)

0. 5 μL( 上海申能博彩) , ddH2 O 37. 5 μL。扩增条

件为 94 ℃预变性 3 min、94 ℃变性 30 s、54 ℃退

火 30 s、72 ℃延伸 90 s, 30 个循环, 最后 72 ℃再

延伸 7 min。扩增产物经 1% 的琼脂糖凝胶电泳检

测, 将目的片段大小的 PCR 产物直接送至上海立

菲生物技术有限公司测序。

1. 2. 3 数据分析   用 Vector NTI 8 软件中的

Conting Express程序对测序结果进行拼接并辅以手

工校正
[ 18]

。应用 Vector NTI 8 软件中的 Align X 程

序和 Clustal X 软件进行多重比对。用 DnaSP 5. 0 软

件计算序列的碱基组成, 分析单倍型并输出变异位

点及遗传多样性参数
[ 19 ]

。利用 Arlequin 3. 11 软件

中的分子方差分析( AMOVA) 计算群体间的遗传分

化
[ 20]

。用 MEGA 5 软件计算尼罗罗非鱼群体内与

群体间的遗传距离, 并利用拼接法 ( neighbor join-

ing, NJ) 构建单倍型的系统进化树
[ 21]

。利用 Net-

work 4. 5 软件构建尼罗罗非鱼 GHSR 基因 5′侧翼区

16 种单倍型的网络进化图。

2 结果

2.1 GHSR 基因 5′侧翼区片段的扩增

提取的尼罗罗非鱼鳍条总 DNA, 经核酸蛋白

定量仪检测, 所有样品的光密度 OD260 /OD280 均为

1. 8 ～2. 0, 表明其纯度较高; 经 1. 0% 琼脂糖凝胶

电泳检测, 显示条带清晰明亮、DNA 完整性较好,

符合 PCR 反应要求, 可用于下一步试验。通过特

异引物扩增获得与预期大小一致的目的片段, 大小

为 1 265 bp。

2.2 GHSR 基因 5′侧翼区序列的变异分析

测序结果通过 Vector NTI8 软件进行拼接, 及

手工校正, 得到序列长度为 1 217 bp 的 GHSR 基因

5′侧翼区部分序列。BLAST分析表明, 所测得的序

列与莫桑比克罗非鱼的 GHSR 基因 5′侧翼区序列

( Genbank 序 列 号 EU910220 ) 有 高 度 的 相 似 性

( 99% ) , 说明扩增获得的序列为尼罗罗非鱼 GHSR

基因 5′侧翼区序列。由于 80 份 PCR 产物中有 3 份

测序结果的峰图杂乱, 对其进行删除后, 对余下的

77 条 GHSR 基因 5′侧翼区序列进行分析。MEGA

5. 0 软件分析表明, GHSR 基因 5′侧翼区基因片段

中 T、C、A、G 碱基的平均含量分别为 31. 8% 、

20. 5% 、25. 4% 和 22. 3% , A + T 的含量 ( 57. 2% )

明显高于 G + C 的含量( 42. 8% ) 。

77 条序列的 1217 个碱基中保守位点 1 160 个,

变异位点 57( 包括 12 个插入 /缺失位点和 45 个多

态性位点) , 45 个多态性位点中颠换多于转换, 其

中 29 个颠换位点( 12 个 A/ T颠换、5 个 G/ T颠换、

7 个 A/ C 颠换、5 个 G/ C 颠换) , 12 个转换位点( 8

个 A/ G 转换、4 个 T/ C 转换) , 4 个位点既出现转

换( A / G、T/ C) 又出现颠换 ( A / T、A/ C) 。45 个多

态性位点包括 12 个单核苷酸多态性位点 ( singleton

variable sites) , 33 个简约信息位点 ( parsimony in-

formative sites) 。77 条序列共 归为 16 种 单倍型

( Hap1 ～Hap16) 。变异位点在不同单倍型中的分布

情况见图 1。

2.3 单倍型的分布及遗传距离

分析 16 种单倍型在 2 个群体中的分布, 结果

显示 , 共享单 倍型比例 较低, 约为 18. 8% ( 3 /

16) , 其中 Hap8 和 Hap2 在 2 个群体中分布最为

广泛。Hap5 只存在于快长群体中, 且占快长群体

中个体总数的 71. 1% ( 27 /38) ; Hap2 在普通群体

中占的比例最大 , 为 33. 3% ( 13 /39) ( 表 1) 。利

用 MEGA 5. 0 软件的 Kimura-2-parameter 模型计算

尼罗罗非鱼群体中 16 种单倍型 ( Hap1 ～Hap16)

的遗传距离( 表 2) , 结果表明 , 尼罗罗非鱼 16 种

单倍型之间的遗传距离为 0 ～0. 041 2, 平均遗传
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图 1

 

尼罗罗非鱼 GHSR基因 5′侧翼区

序列 16 种单倍型中变异位点分布

Hap1 ～Hap16. 单倍型名称 ; 上方数字表示变异位点

在单倍型中的相应碱基位置 , “. ”表示与第一种单倍型

Hap1 有相同的碱基组成 ; “- ”表示碱基缺失

Fig. 1

 

Location of mutative nucleotide acids in 16 haplotypes

of 5′-flanking regions of GHSR genes from O. niloticus

Hap1 ～Hap16. names of 16 haplotypes; numbers on

the top represrent locations of mutative nucleotide acids in the 16

haplotypes of O. niloticus; dots indicate the bases

which are the same as haplotype 1( Hap1) ;

transverse lines indicate the base deletion.

距离为 0. 012 8; 在 16 种单倍型中 Hap5 与 Hap6

之间及 Hap4 与 Hap5、Hap6 之间的遗传距离最小

( 0) ; Hap13 与各单倍型之间的遗传距离较大,

其中 Hap5 与 Hap13 之间的遗传距离最大 ( 0. 041

2) 。

2.4

 

单倍型的聚类分析

利用 MEGA 5. 0 软件, 根据 Kimura-2-parame-

ter 进化参数模型, 对上述所得到的 16 种单倍型

( Hap1 ～Hap16) 构建单倍型的 NJ( Neighbor-Join-

ing) 分子系统进化树 ( 图 2) 。在此系统进化树中,

16 种单倍型可分为 A 支和 B 支, A 支中有 11 种单

图 2

 

基于尼罗罗非鱼 GHSR基因 5′侧翼区

序列单倍型构建的分子进化树( NJ树)

Fig. 2

 

Rooted molecular phylogenetic tree ( NJ tree)

of haplotypes based on 5′-flanking regulatory region

sequences of GHSR genes from O. niloticus

倍型, 而 11 种单倍型在普通群体和快长群体中都

有分布, 但快长群体中的分布比例较高。B 支中有

5 种单倍型, 均分布在普通群体中, 在快长群体中

没有分布; 在 A 支中, Hap7 与 A 支中的其他几个

单倍型遗传距离相对较远, 而 B 支中 Hap13 与其

他几个单倍型的遗传距离较远。

利用 Network 4. 5 软件构建了尼罗罗非鱼 GHSR

基因 16 种单倍型的进化网络关系图 ( 图 3) 。16 种

单倍型可分为 A 和 B 2 组, B 组包括了单倍型

Hap12 ～16, A 组包括了其他的单倍型, 这与 NJ

分子系统进化树中 16 种单倍型的分支基本一致。

此外, 单倍型 Hap2 处于所有单倍型最为中心的位

置, 并且与其突变连接的单倍型数量最多; 单倍型

8 是连接 A、B 2 组的唯一单倍型。

表 1

 

尼罗罗非鱼 GHSR 5′侧翼区序列 16种单倍型在 2个群体中的分布

Tab.1

 

Distribution of 16 haplotypes of GHSR 5′-flanking regions from O. niloticus in fast- and normal-growth groups

组别

group

单倍型

 

haplotype

Hap1 Hap2 Hap3 Hap4 Hap5 Hap6 Hap7 Hap8 H ap9 H ap10 Hap11 Hap12 Hap13 Hap14 Hap15 Hap16

合计

total

快长群体 fast-growth group 2 1 1 27 1 1 6 38

普通群体 normal- growth group 6 13 2 9 1 1 1 1 1 1 1 1 39

合计 total 6 15 3 1 27 1 1 15 1 1 1 1 1 1 1 1 77
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表 2 基于尼罗罗非鱼 GHSR 5′侧翼区序列单倍型的 Kimura-2-parameter 遗传距离

Tab. 2 Kimura-2-parameter genetic distance based on haplotypes of GHSR gene fragments of O. niloticus

Hap1 Hap2 Hap3 Hap4 Hap5 Hap6 Hap7 Hap8 Hap9 Hap10 Hap11 Hap12 Hap13 Hap14 Hap15 Hap16

Hap1 -

Hap2 0. 000 8 -

Hap3 0. 001 7 0. 000 8 -

Hap4 0. 003 3 0. 001 4 0. 003 3 -

Hap5 0. 003 3 0. 001 4 0. 003 3 0 -

Hap6 0. 003 3 0. 001 4 0. 003 3 0 0 -

Hap7 0. 011 6 0. 012 4 0. 011 6 0. 008 3 0. 008 3 0. 008 3 -

Hap8 0. 002 5 0. 003 3 0. 002 5 0. 000 8 0. 000 8 0. 000 8 0. 009 1 -

Hap9 0. 000 8 0. 001 7 0. 002 5 0. 002 5 0. 002 5 0. 002 5 0. 010 8 0. 001 7 -

Hap10 0. 000 8 0. 001 7 0. 002 5 0. 002 5 0. 002 5 0. 002 5 0. 010 8 0. 003 3 0. 001 7 -

Hap11 0. 001 7 0. 002 5 0. 003 3 0. 005 0 0. 005 0 0. 005 0 0. 010 8 0. 004 1 0. 002 5 0. 002 5 -

Hap12 0. 021 8 0. 020 9 0. 021 8 0. 025 3 0. 025 2 0. 025 2 0. 028 6 0. 024 3 0. 028 6 0. 022 6 0. 021 8 -

Hap13 0. 027 8 0. 026 9 0. 027 8 0. 030 5 0. 041 2 0. 031 2 0. 032 9 0. 030 3 0. 028 6 0. 028 6 0. 029 5 0. 029 5 -

Hap14 0. 019 2 0. 020 1 0. 020 9 0. 022 8 0. 022 6 0. 022 6 0. 025 2 0. 021 8 0. 020 1 0. 020 1 0. 019 3 0. 019 2 0. 012 5 -

Hap15 0. 024 3 0. 025 2 0. 025 2 0. 027 9 0. 027 8 0. 027 8 0. 029 5 0. 026 9 0. 025 2 0. 025 2 0. 024 3 0. 024 3 0. 014 2 0. 006 6 -

Hap16 0. 018 4 0. 019 2 0. 019 2 0. 021 9 0. 021 8 0. 021 8 0. 023 5 0. 020 9 0. 019 2 0. 019 2 0. 018 4 0. 018 4 0. 015 0 0. 007 5 0. 007 5 -

表 3 尼罗罗非鱼群体内遗传多样性参数

Tab.3 Genetic diversity parameters in each population of O. niloticus

群体
group

样本数
number of
samples

单倍型数
number of
haplotypes

单倍型多样性
haplotype
diversity

( Hd ±SD)

平均核苷酸差异数
average number

of nucleotide
differences ( K)

核苷酸多样性
nucleotide
diversity

( Pi ±SD)

快长群体 fast-growth group 39 7 0. 862 0 ±0. 239 0 3. 091 2 0. 002 3 ±0. 000 9

普通群体 normal-growth group 38 15 1. 632 0 ±0. 121 0 20. 107 0 0. 016 6 ±0. 005 4

合计 total 77 22 1. 247 0 ±0. 180 0 11. 600 0 0. 004 7 ±0. 001 6

2.5 群体遗传多样性

利用 Dnasp 5. 0 软件对快长与普通尼罗罗非鱼

群体进行基于 GHSR基因 5′侧翼区序列的遗传多样

性参数的分析, 表明 2 个群体的遗传多样性存在差

异( 表 3) 。从核苷酸多样性 ( Pi ) 看, 普通群体的

Pi 较高, 为 0. 016 6 ±0. 005 4; 而快长群体的 Pi

相对较低, 为 0. 002 3 ±0. 000 9。普通群体的单倍

型多样性( Hd) 和平均核苷酸差异数 ( K) 高于快长

群体。

2.6 遗传距离和遗传分化

利用 MEGA 5. 0 软件的 Kimura-2-parameter 模

图 3 GHSR基因 16 种单倍型的进化网络关系图

Fig. 3 Median-joining network of 16 GHSR gene haplotypes
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型计算尼罗罗非鱼群体内和群体间的遗传距离。结

果显示 快长 群 体和 普 通群 体 间的 遗传 距 离为

0. 005 9, 普通群体内的遗传距离大于快长群体内

的遗传距离, 分别为 0. 006 8 和 0. 001 2。

AMOVA 分析结果表明, 快长和普通群体间的

遗传差异主要来自群体内 ( 120% ) , 而群体间遗传

差异为 - 20% , 2 个群体间的 Fst为 - 0. 200 0, P >

0. 1( 表 4) , 表明这 2 个群体间差异不显著, 遗传

分化不明显。

表 4 基于尼罗罗非鱼 GHSR 基因 5′侧翼区序列的 AMOVA 分析结果

Tab.4 AMOVA analysis based on GHSR genes 5′-flanking sequences of O. niloticus

变异来源
source of variation

自由度
d. f.

平方和
sum of squares

方差分量
variance components

总变异百分比
percentage of variation

Fst P

群体间 between populations 24 0 - 0. 088 9 Va - 20 - 0. 200 0 > 0. 1

群体内 within population 125 66. 667 2 0. 533 3 Vb 120

总数 total 149 66. 667 3 0. 444 4

3 讨论

3.1 尼罗罗非鱼 GHSR 基因 5′侧翼区基因片段的

多态性

鱼类生长受到脑 ( 各种神经内分泌因子) -脑垂

体( 由生长激素细胞分泌生长激素) -肝脏 ( 肝细胞

产生类胰岛素生长因子) 轴的调控, 是多种生长相

关基因共同作用的结果
[ 7 ]

。生长激素( GH) 作为鱼

类生长调节中最为重要的激素, 其分泌主要受到生

长激素释放激素( GHRH) 和生长激素抑制素( soma-

tostatin, SRIF) 的调控, 但最近研究表明 GHSR 参

与组成 GH 分泌调节的另一个重要调节通路
[ 22 ]

。

目前, 在河豚( Spheroides nephelus) [ 2 3]
、黑鲷( Acan-

thopagrus schlegeli)
[ 24 - 25]

、斜带石斑鱼 ( Epinephelus

coioides) [ 26 ]
、斑马鱼 ( Danio rerio) [ 27]

、虹鳟 ( On-

corhynchus mykiss) [ 28 ]
、荷那龙罗非鱼 ( Oreochromis

hornorum)
[ 29 ]

等硬骨鱼类中已有 GHSR 基因克隆及

其表达的相关研究报道, 但有关鱼类 GHSR 基因多

态性的研究却鲜有报道。关于家禽 GHSR 基因多态

性的研究较多, NIE 等
[ 30 ]

对 4 个地方品种鸭 GHSR

全基因( 包括 5′侧翼区 ) 直接测序筛查 SNP, 共发

现 48 个 SNPs 和 5 个插入缺失。FANG 等
[ 31 ]

对全长

为 4 121 bp( 包括侧翼区) 的鸡 GHSR基因进行 SNP

筛查, 发现有 1 处 6 bp 的片段插入 /缺失突变和 37

处 SNPs。该研究采用 PCR 产物测序方法获得尼罗

罗非鱼快长和普通群体 1 217 bp 的 GHSR 基因 5′侧

翼区序列片段, 从中共检测出变异位点 57 个 ( 包

括 12 个插入 /缺失位点和 45 个多态性位点) , 45

个多态性位点包括 12 个单核苷酸多态性位点和 33

个简约信息位点。与以上家禽中 GHSR全基因的多

态性比较可发现, 尼罗罗非鱼 GHSR基因 5′侧翼区

序列具有更丰富的多态性。这可能是相对于家禽,

罗非鱼的选育时间较短、选育强度较低的缘故。如

对肉鸡个体增重性状的选育经历了近 30 年, 且目

前养殖的优良鸡品种一般至少经过 6 ～8 个世代的

选育
[ 32 - 34 ]

。唐永凯等
[ 3 5 - 36 ]

通过对吉富罗非鱼生长

相关基因———生长激素基因( GH) 和肌细胞生长抑

制素基因( MSTN) 进行多态性分析, 分别发现 1 个

和 3 个 SNPs 位点, 远少于该研究从尼罗罗非鱼

GHSR基因中发现的 SNPs 位点, 说明在尼罗罗非

鱼生长相关基因中 GHSR具有较丰富多态性, 更适

用于筛选生长相关分子标记。

3.2 单倍型的分布特点及进化分析

单倍型是在单核苷酸研究基础上发展起来的一

种新方法, 它是指一个 DNA 分子中具有统计学关

联性的一类单核苷酸多态性位点, 相对单个 SNP

可提供较多的多态信息
[ 37]

。该研究在 2 个尼罗罗

非鱼群体中共发现 16 种单倍型 ( Hap1 ～Hap16) ,

Hap5 只存在于快长群体中, 且占快长群体中个体

总数的 71. 1% , Hap2 在普通群体中占的比例最大

( 33. 3% ) , 从而可推测 Hap5 为快长尼罗罗非鱼群

体中的主要单倍型, Hap2 为普通群体中的主要单

倍型。从表 2 可知在 16 种单倍型中 Hap5 与 Hap6

之间及 Hap4 与 Hap5、Hap6 之间的遗传距离最小

( 都为 0) , Hap13 与各单倍型之间的遗传距离都较

大, 这与单倍型 NJ分子进化树( 图 2) 中结果一致。

说明 Hap4、Hap5 及 Hap6 这 3 种单倍型可能具有

相同的起源, 且分化时间较短, 而 Hap13 可能形
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成时间较早, 由基因突变长期积累和组合产生。在

进化树中, A 支中有 11 种单倍型, 且在普通群体

和快长群体中均有分布, 但快长群体中的分布比例

较高, B 支中有 5 种单倍型都只分布于普通群体

中。这说明快长和普通尼罗罗非鱼群体之间 GHSR

基因 5′侧翼区序列存在一定的差异, 拥有各自特

有的单倍型。虽然单凭 GHSR基因 5′侧翼区序列尚

无法把 2 个尼罗罗非鱼群体完全分开, 只能分成 2

个比较明显的分支, 但在进一步的研究中, 通过对

GHSR全基因序列及对 Ghrelin 基因、 IGF 基因等生

长相关基因 SNP 的联合分析, 有可能筛选到尼罗

罗非鱼快长分子标记并应用于进一步的品种改良

中。

在物种系统进化的研究中, 物种最为原始的单

倍型是处于所有单倍型最为中心的位置, 在物种的

个体中出现频率也最高, 并且与其突变连接的单倍

型数量最多
[ 38 ]

。该研究发现, 2 个群体中出现频

率最高的为 Hap5、Hap8 和 Hap2, 分别有 27、15

和 15 个体共享该单倍型( 表 1) 。进化网络关系图

中, 单倍型 2 处于所有单倍型最中心的位置, 并且

与其连接的单倍型数量最多, 因此可认为单倍型 2

是最为原始的单倍型。另外, Hap8 是 A 单倍型组

中最靠近外群的单倍型, 是连接 A 和 B2 个单倍型

组的唯一单倍型, 且出现的频率较高( 表 1) , 推测

B 组单倍型起源于 Hap8。

3.3 群体遗传多样性及遗传分化

动物的遗传多样性是动物进化和适应环境的

基础, 群体的遗传多样性越丰富, 适应环境变化

的能力就越强, 反之遗传多样性丧失对生存于不

稳定环境中的动物群体则是极大的威胁
[ 39 ]

。该研

究结果表明 , 普通尼罗罗非鱼群体的 Pi、Hd 和 K

都要高于快长尼罗罗非鱼群体, 这说明选育在一

定程度上导致了快长尼罗罗非鱼群体遗传多样性

的下降 , 这不利于优良性状的稳定遗传, 因此在

今后的育种过程中应增加选育家系数量, 避免近

亲繁殖 , 保证选育群体足够的遗传多样性。群体

内和群体间的遗传距离数据及 AMOVA 分析结果

均表明 , 这 2 个群体之间遗传分化不明显, 群体

间遗传差异主要来自群体内 ( 120% ) , 这可能与

快长群体是从吉富品系尼罗罗非鱼选育而来、选

育代数仍较少有关。

综上所述, 尼罗罗非鱼 GHSR 基因序列具有较

丰富多态性, 可作为生长相关分子遗传标记筛选的

候选基因。快长尼罗罗非鱼和普通尼罗罗非鱼 2 个

群体的遗传分化不明显, 还未形成 2 个独立的地理

种群; 快长尼罗罗非鱼群体遗传多样性比普通群体

的低, 在进一步的选育中需采取必要的措施提高其

遗传多样性。
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