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摘要 为探讨不同地理群中华鳖的pomc基因的多态性,建立区分中华鳖不同地理群的分子遗传标记,采
用PCR-RFLP的方法扩增得到4个不同地理群(太湖鳖群体、沙鳖群体、台湾鳖群体和黄河鳖群体)中华鳖的

pomc基因,比较4个地理群中华鳖的pomc基因的同源性,构建遗传进化树,对其亲缘关系进行分析,并用

AccⅡ、BscBⅠ、AsuⅠ和TscⅠ4种限制性内切酶对pomc基因进行酶切分析。结果显示:4个不同地理群的中

华鳖均能扩增出786bp的pomc基因。亲缘关系分析表明:在遗传上台湾鳖和沙鳖亲缘关系较近,而太湖鳖与

黄河鳖亲缘关系较近。用酶切分析pomc基因扩增产物,结果表明:用AccⅡ内切酶对4种中华鳖pomc基因进

行酶切,其中沙鳖切出303bp和483bp2个条带,而其他3个种属的中华鳖只有1个786bp的条带。用BscBⅠ
酶对4种中华鳖pomc基因进行酶切,其中台湾鳖和沙鳖切出351bp和435bp2个条带,而其他2个种属的中

华鳖只有1个786bp的条带。用AsuⅠ酶对4种中华鳖pomc基因进行酶切,其中台湾鳖和黄河鳖切出349bp
和437bp2个条带,而其他2个种属的中华鳖只有1个786bp的条带。用TscⅠ酶对中华鳖pomc基因进行酶

切,其中黄河鳖和太湖鳖切出349bp和437bp2个条带,而其他2个种属的中华鳖只有1个786bp的条带。这

4个限制性内切酶的联合使用分析,可使这4个地理群的中华鳖在分子水平都得到明确的鉴定。从这4个地理

群的中华鳖pomc基因核苷酸序列的显著差异和酶切位点的变化,进一步证明pomc基因可以作为区分这4个

不同地理群中华鳖的分子遗传标记。
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  阿片黑素促皮质素原(POMC)是动物脑和垂

体中多种活性肽类的共同前体,在动物体内通过

pomc基因在不同的组织细胞中选择性地表达和加

工而产生如 ACTH、MSH、β-内啡肽等不同的活性

肽,如在垂体中叶的促黑素细胞中POMC被加工为

α-MSH、β-LPH和β-内啡肽等,在垂体前叶 ACTH
细胞中,POMC被加工为 ACTH 和β-促脂素。这

些活性肽物质在动物的应激、摄食和能量代谢等调

节中起着至关重要的作用,并且该基因在不同动物

体内的特异性表达及加工后的产物对动物的生产性

能也有着显著的影响,如人的pomc基因定位于人

的2号染色体中,编码267个氨基酸,该基因紧靠营

养物质进食量的数量性状位点[1]、肥胖数量性状位

点[2-3]和血清瘦素水平数量性状位点[4-5]等基因位点

附近,调控着人的进食量,导致肥胖发生,因此人的

pomc基因已用于一些肥胖病的遗传检测;动物中

关于POMC的功能也有报道,如牛的pomc基因位

于一个与平均日增重和屠体质量相关的 QTL[6]附
近,对牛的生长性能起着至关重要的作用。中华鳖

的pomc基因mRNA全序列早在2003年台湾学者

Shen等[7]首次进行了报道,发现该基因除了在脑和

垂体表达外,还在其他很多的外周组织有表达,但不

同中华鳖的pomc基因是否存在多样性,该基因是

否也与中华鳖生长性状相关有待进一步的研究。笔

者在前期工作[8]的基础上,对不同地理群中华鳖的

pomc基因的多态性位点进行了PCR-RFLP分析,
以期为开发中华鳖不同地理群鉴别的分子遗传标记

奠定基础。
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1 材料与方法

1.1 主要试剂及器材

血液样本RNA提取纯化试剂盒,cDNA合成

试剂盒,凝胶回收试剂盒,核酸染料GreenView,琼
脂糖以及AccⅡ、AsuⅠ、BscBⅠ和TscⅠ等限制性

内切酶均购自 TaKaRa公司。PBS缓冲液,TE缓

冲液自行配制。
主要器材包括 QiagenRNA提取纯化仪、PCR

仪(IO-RAD Laboratories)、紫 外 凝 胶 成 像 系 统

(BIO-RADLaboratories)、凝胶电泳系统等。
1.2 试验鳖及处理

试验所用的不同地理群的中华鳖幼鳖,分别采

集于安徽(太湖鳖群体)、湖南(沙鳖群体)、福建(台
湾鳖群体)和山东(黄河鳖群体)[8]。

每个群体取中华鳖幼鳖10只,共40只,带回实

验室后每只鳖采取抗凝血3~5mL用于RNA的

提取。
1.3 pomc 基因的扩增

RNA的提取、cDNA的合成以及pomc基因的

PCR扩增,严格按照试剂盒操作进行,具体方法参

考作者前期试验[8]。
1.4 pomc 基因的序列测定及分析

将经过凝胶电泳分析正确的PCR产物进行纯

化回收,并将纯化回收产物送往北京奥科生物科技

有限公司进行基因序列测定,利用Jellyfish软件分

析4个地理群的中华鳖pomc基因的同源性。并利

用 MEGA3.1软件对4个地理群的中华鳖及相关

群体构建分子进化树,分析其亲缘关系。
1.5 PCR-RFLP 分析

用 Mega2.1分析软件比较所测得的不同中华

鳖pomc基因序列,找出基因发生变异的位点。根

据变异的序列位点寻找合适的核酸内切酶,并以此

内切酶对所扩增的4个不同群体中华鳖的pomc基

因PCR产物进行酶切,并对酶切产物经凝胶电泳分

析,比较4个群体中华鳖pomc基因的多态性。经

过分析本研究选用的是 AccⅡ、AsuⅠ、BscBⅠ和

TscⅠ4种限制性内切酶。酶解反应体系总体积20

μL,酶切反应按照试剂盒说明书操作进行。酶切产

物经2.0%琼脂糖凝胶上电泳分离,然后用凝胶成

像分析系统进行观察、分析。

2 结果与分析

2.1 不同中华鳖 pomc 基因的 PCR 扩增

以4个不同群体中华鳖血液RNA为模板,经

RT-PCR扩增,均得到大小为760bp左右的目的条

带,与预期的结果相符,标明所得到的基因片段为中

华鳖的pomc基因的编码核苷酸序列 (图1)。

 1-5:黄河鳖群体 HuangheRiverpopulation;6-10:太湖鳖群体 TaihuLakepopulation;11-15:沙鳖群体 Pelodiscusaxenariapopula-
tion;16-20:台湾鳖群体 Taiwan-introducedpopulation;M:DL2000marker.

图1 不同地理群中华鳖pomc基因编码核苷酸序列的PCR扩增

Fig.1 PCRamplificationofpomcgenefromdifferentgroupPelodoiscussinensis
2.2 不同品种中华鳖 pomc 基因的序列测定及

分析

  经测序4个不同地理群中华鳖pomc基因的扩

增序列长度相同,均为786bp。统计结果显示沙鳖群

体、台湾鳖群体、太湖鳖群体和黄河鳖群体的A、G、

T、C含 量 相 似,分 别 为208个(26.46%)、233个

(29.64%)、127个(16.46%)、218个(27.74%);210
个(26.72%)、234个(29.77%)、124个(15.78%)、218
个(27.74%);208个(26.46%)、234个(29.77%)、126
个(16.03%)、218个(27.74%);208个(26.46%)、236

个(30.03%)、126个(16.03%)、216个(27.48%)。
用Jellyfish软件分析对同源性分析结果表明:pomc
基因序列在4个群体的中华鳖中高度保守,仅有15
个核苷酸位点存在差异。
2.3 4 个不同地理群中华鳖亲缘关系分析

利用 MEGA3.1软件对4个地理群的中华鳖

及相关群体构建分子进化树(图2)。结果显示:中
华鳖4个地理群之间遗传距离比较近,其中沙鳖和

台湾鳖2个群体之间的相对遗传距离最近、这2个

地理群与太湖鳖群体之间的相对遗传距离比较近,
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图2 4个地理群的中华鳖及相关群体的分子进化树

Fig.2 PhylogenetictreesofdifferentpopulationofPelodoiscussinensis
而与黄河鳖群体相对遗传距离比较远。但是4个地

理群的中华鳖与斑马鱼、龟类等水产动物的遗传距

离都比较远。
2.4 PCR-RFLP 检测

用Jellyfish软件对4个群体中华鳖的pomc基

因的核苷酸序列比对分析,以及限制性内切酶位点

的预测,结果表明在测定的786bp的片段中:沙鳖

在303bp处有1个AccⅡ限制性酶切识别位点,而
台湾鳖、黄河鳖和太湖鳖在此位点没有该酶识别位

点。用AccⅡ酶对4个地理群中华鳖pomc基因进

行酶切,其中沙鳖切出303bp和483bp2个条带,

而其他3个种属的中华鳖只有1个786bp的条带,
结果与理论相符(图3);台湾鳖和沙鳖在351bp处

有1个BscBⅠ限制性内切酶识别位点,而黄河鳖和

太湖鳖在此处没有该酶识别位点。用BscBⅠ酶对

4个地理群中华鳖pomc基因进行酶切,其中台湾

鳖和沙鳖切出351bp和435bp2个条带,而其他2
个种属的中华鳖只有1个786bp的条带。结果与

理论相符(图4);台湾鳖和黄河鳖在349bp处有

1个AsuⅠ限制性内切酶识别位点,而沙鳖和太湖鳖

在此处为TscⅠ限制性内切酶识别位点。用AsuⅠ
酶对4个群体中华鳖pomc基因进行酶切,其中台

 1-5:台湾鳖群体 Taiwan-introducedpopulation;6-10:黄河鳖群体 HuangheRiverpopulation;11-15:太湖鳖群体 TaihuLakepopu-
lation;16-20:沙鳖群体 Pelodiscusaxenariapopulation;M:DL2000marker.

图3 pomc基因的AccⅡ酶切图

Fig.3 RestrictionmapofpomcgenedigestedbyAccⅡ

 1-5:太湖鳖群体 TaihuLakepopulation;6-10:黄河鳖群体 HuangheRiverpopulation;11-15:台湾鳖群体 Taiwan-introducedpopu-
lation;16-20:沙鳖群体 Pelodiscusaxenariapopulation;M:DL2000marker.

图4 pomc基因的BscBⅠ酶切图

Fig.4 RestrictionmapofpomcgenedigestedbyBscBⅠ
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湾鳖和黄河鳖切出349bp和437bp2个条带,而其

他2个种属的中华鳖只有1个786bp的条带。结

果与理论相符(图5);用TscⅠ酶对4个群体中华鳖

pomc基因进行酶切,其中黄河鳖和太湖鳖切出349

bp和437bp2个条带,而其他2个种属的中华鳖只

有1个786bp的条带。结果与理论相符(图6)。

4个群体中华鳖的PCR-RFLP检测结果和用Jelly-
fish软件预测的结果一致。

1-5:台湾鳖群体 Taiwan-introducedpopulation;6-10:黄河鳖群体 HuangheRiverpopulation;11-15:太湖鳖群体 TaihuLakepopula-
tion;16-20:沙鳖群体 Pelodiscusaxenariapopulation;M:DL2000marker.

图5 pomc基因的AsuⅠ酶切图

Fig.5 RestrictionmapofpomcgenedigestedbyAsuⅠ

1-5:台湾鳖群体 Taiwan-introducedpopulation;6-10:沙鳖群体Pelodiscusaxenariapopulation;11-15:太湖鳖群体TaihuLakepopula-
tion;16-20:黄河鳖群体 HuangheRiverpopulation;M:DL2000marker.

图6 pomc基因的TscⅠ酶切图

Fig.6 RestrictionmapofpomcgenedigestedbyTscⅠ

3 讨 论

3.1 pomc 基因在分子群体遗传学中的应用

自从1979年首次报道了牛的POMCcDNA以

来,到 目 前 为 止,大 多 数 脊 椎 动 物 代 表 种 类 的

POMC一级结构都已阐明,如哺乳类[7]、两栖类[9]、

辐鳍鱼类[10-11]和无颌类[12-13]。对这些不同来源的

POMCcDNA 的分析表明:在脊椎进化过程中,由
于基因的重复增加了pomc基因的拷贝数,或因基

因内部 MSH 区域的重复或缺失,而造成pomc基

因的多样性[14]。而且研究发现pomc基因与动物

的生长速度及动物肉品质具有一定的相关性[14]。
目前在哺乳动物中已有利用动物pomc基因作为动

物鉴定的分子标记。
3.2 分子鉴定标记方法分析

种群亲缘关系的传统研究方法是从形态学、细
胞学、生化指标等方面进行,但受个体和环境的影响

较大,有时不能反映物种本身所固有的特征。随着

分子生物学技术的发展,很多新的分子生物学标记

技术发展成熟,如同工酶技术、RAPD技术及RFLP
技术等。这些分子生物学方法由于受到技术方面的

限制在实际应用中也有一定的局限性,如RAPD鉴

别技术在操作过程中对所获得的模板DNA质量要

求高,DNA模板质量的差异会干扰检测结果;同工

酶鉴定标记技术由于受到个体或组织的差异性影

响,导致检测结果的可信度降低;而 RFLP技术是

基于不同物种之间DNA序列的核苷酸多态性而发

展起来的分子生物学方法,该方法可以通过PCR方

法方便地控制扩增的DNA片段的大小,从而有效

地限定酶切位点数量;而且模板量的扩大,特别适用

于微量组织样品的分析。同时检测所需的组织材料

的量很少,尤其适用于物种早期发育阶段的鉴别研

究,并且该方法在很多物种的鉴定中得到验证与

应用,如Sun等[15]利用线粒体DNA16SrRNA部

分片段的PCR-RFLP标记,对中华绒螯蟹和合浦绒

螯蟹成功地进行了快速有效的鉴别;Angel等[16]利

用线粒体DNA12SrRNA部分片段的PCR-RFLP
标记,对商用比目鱼5个不同种进行了准确的鉴别;
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Carrera等[17]和 Cespedes等[18-19]利用细胞色素b
基因的PCR-RFLP标记,分别对大西洋鲑、虹鳟和

不同种的比目鱼进行了准确的鉴别;Yang等[20]在

测定采自浙江瑞安市的一头须鲸类标本 mtDNA细

胞色素b基因和控制区部分序列的基础上,发现其

可能是所罗门群岛的小布氏鲸。
本研究利用PCR-RFLP标记技术对4个地理

群体的中华鳖进行检测,扩增出中华鳖pomc的基

因片段后利用不同的限制性内切酶对该片段进行酶

切鉴定,结果表明该标记的鉴定结果准确可靠,可重

复性好且未发现有个体特异性,同时扩增反应对基

因组模板的质量要求不高,使得这个标记为4个地

理群体的中华鳖的快速鉴别提供了一种准确、可靠、
易于操作的分子鉴定途径。  
3.3 中华鳖的遗传标记

目前已经报道的作为中华鳖鉴定的分子遗传标

记有线粒体细胞色素b的基因(Cytb)、16SrRNA
基因以及mtDNA的D-loop片段[21-22],而与动物的

生长速度呈一定的相关性的编码动物阿片黑素促皮

质素原的基因(pomc),在哺乳动物中已有利用该基

因作为动物鉴定的报道,但是在中华鳖中还是首次

报道。本研究的前期工作[8]对不同地理群的中华鳖

的pomc基因进行了扩增及序列测定分析,结果表

明该基因具有一定的多态性,而且利用序列比对的

方法鉴定了不同地理群的中华鳖的SNP位点,本研

究利用RFLP的方法进一步确定了pomc基因可以

作为不同地理群体中华鳖鉴定的分子标记,联合利

用AccⅡ、AsuⅠ、BscBⅠ和TscⅠ这4种不同的限制

性内切酶可以鉴定不同地理群的中华鳖。但中华鳖

不同地理群pomc基因的差异是否与中华鳖的生长

速度及中华鳖肉品质相关还需进一步研究。
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PCR-RFLPanalysisonpomcgeneinfourpopulationsofPelodoiscussinensis

ZHANGLin1,2 WUTao3 HELi2

1.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.FreshwaterFishGermplasmQualitySupervisionandTestingCenter,

MinistryofAgriculture/YangtzeRiverFisheriesResearchInstitute,

ChineseAcademyofFisherySciences,Wuhan430023,China;

3.SchoolofAnimalScienceandNutritionalEngineering,

WuhanPolytechnicUniversity,Wuhan430023,China

Abstract ToestablishamoleculargeneticmarkerforidentifyingdifferentpopulationsofPelodois-
cussinensis,pomcgenewasamplifiedbyPCRandidentifiedbyRFLPusingfourrestrictionendonucleas-
esincludingAccⅡ,BscBⅠ,AsuⅠandTscⅠ.Atthesametimehomologywerecomparedandphyloge-
netictreeswereconstructed.Theresultsshowedthata786bpfragmentwasamplifiedfromfour
P.sinensispopulations.TherelationshipbetweenTaiwan-introducedandPelodiscusaxenariapopula-
tionswascloserandtherelationshipbetweenTaihuLakeandHuangheRiverpopulationwascloser.For
AccⅡdigestion,theP.axenariapopulationcarriedtwobandsof303bpand483bp,whiletheother
threepopulationscarriedonlyonebandof786bp;forBscBⅠdigestion,Taiwan-introducedandP.axe-
nariapopulationcarriedtwobandsof351bpand435bp,whiletheothertwopopulationscarriedonly
onebandof786bp;forAsuⅠdigestion,Taiwan-introducedandHuangheRiverpopulationcarriedtwo
bandsof349bpand437bp,whiletheothertwopopulationscarriedonlyonebandof786bp;forTscⅠ
digestion,TaihuLakeandHuangheRiverpopulationscarriedtwobandsof349bpand437bp,whilethe
othertwopopulationscarriedonlyonebandof786bp.Combinedapplicationofthefourrestrictionendo-
nucleasecouldclearlyidentifythedifferentpopulationofP.sinensisatthemolecularlevel.Allresults
suggestedthatthepomcgenecouldbeusedasamoleculargeneticmarkerforidentifyingdifferentpopu-
lationofP.sinensis.
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