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摘要 为探讨中华鳖不同地理种群的POMC基因的多态性,建立区分中华鳖不同地理种群的分子遗传标

记,采用RT-PCR的方法扩增得到4个不同地理种群(太湖鳖种群、沙鳖种群、台湾鳖种群和黄河鳖种群)中华鳖

的POMC基因,对该基因进行克隆及序列测定,并对所测序列进行比较,分析其SNP位点,并对所得的SNP位

点进行验证。结果显示:4个不同地理种群中华鳖所扩增的POMC基因的核苷酸序列均为786bp;以 megalign
软件比较分析4个不同地理种群中华鳖的POMC基因,发现该序列中共有15个多态性核苷酸位点,经过验证,

第129位核苷酸的变异为台湾鳖种群不同于其他种群的变异,第441位核苷酸变异为太湖鳖种群不同于其他种

群的变异,第168和396位核苷酸为黄河鳖种群不同于其他种群的变异,第531和618位核苷酸为沙鳖种群不

同于其他种群的变异。结果表明,中华鳖的POMC基因存在多态性,不同地理种群中华鳖POMC基因均有各

自特异的核苷酸序列,可以作为区分中华鳖的不同地理种群的分子遗传标记。

关键词 中华鳖;不同地理种群;POMC基因;单核苷酸多态性;分子遗传标记

中图分类号 S966.5  文献标识码 A  文章编号 1000-2421(2012)05-0645-05

  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基因的组织细胞特异性表达和加工而产生

不同的活性肽,如 ACTH、MSH、β-内啡肽等,如在

垂体前叶ACTH 细胞中,POMC被加工为 ACTH
和β-促脂素(β-LPH),而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。
这些活性肽类在动物的应急、摄食和能量代谢等的

调节 中 起 着 重 要 作 用。人 POMC 基 因 定 位 于

2p23.3,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(QTL)[1]、血 清 瘦 素 水 平

QTL[2]和肥胖QTL[3]。POMC基因和其他几个食

欲控制关键基因如Leptin[4]和Leptin受体[5],已用

于一些肥胖病的遗传检测。牛POMC基因位于一

个与 平 均 日 增 重 和 屠 体 质 量 相 关 的 QTL[6]。

Buchanan等[7]利用连锁作图的方法将该基因定位

于牛11号染色体上,并且还发现1个距转录起始位

点288bp的C>T 同义突变,该突变引入了1个

BtsⅠ酶切位点,该位点与牛的屠体质量、眼肌面积

相关,并以该突变位点被申请了牛生长速度选择标

记的专利。Shen等[8]早在2003年首次报道了中华

鳖的POMC基因 mRNA全序列,该基因除了在脑

和垂体表达外,在其他很多的外周组织均有表达。
人体或多种哺乳动物的POMC均与生长性状相关,
中华鳖的POMC基因可能也与中华鳖的生长性状

相关。因此笔者对不同地理种群中华鳖的POMC
基因的多态性位点差异性进行比较分析,旨在建立

鉴别中华鳖不同地理种群的分子遗传标记。

1 材料与方法

1.1 受试动物及试剂

试验所用不同地理种群的中华鳖幼鳖,分别采

集于安徽(太湖鳖种群)、湖南(沙鳖种群)、福建(台
湾鳖种群)和山东(黄河鳖种群)。验证所用的不同

地理种群的中华鳖采集自全国各地的中华鳖养

殖场。
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血液样本RNA提取纯化试剂盒(TaKaRaCat-
rimox-14® RNAIsolationKitVer.2.11,货 号:

DWA005),cDNA 合成试剂盒(TaKaRaM-MLV
RTasecDNASynthesisKit,货号:D6130),凝胶回

收试剂盒,PBS缓冲液,TE缓冲液,核酸染料Green
View,电泳级琼脂糖。

QiagenRNA 提取纯化仪,PCR 仪(IO-RAD
Laboratories);紫外凝胶成像系统(BIO-RADLa-
boratories)。
1.2 动物处理

每个种群取中华鳖幼鳖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 RNA 提取

中华鳖血液RNA的提取采用TaKaRa公司的

血液样本RNA提取纯化试剂盒提取,操作按试剂

盒说明书进行。
1.4 cDNA 的合成

cDNA的合成采用的是TaKaRa公司的cDNA
合成试剂盒,以所提的中华鳖 RNA为模板,进行

cDNA的合成,操作按试剂盒说明书进行。
1.5 引物设计和 PCR 扩增

根据GenBank中已发表的中华鳖的POMC基

因序列(GenBank登录号:AY099290.1)设计引物,
对不同地理种群的中华鳖的POMC基因组进行扩

增。引物由北京奥科生物科技有限公司合成,引物

序列如下:上游引物:5′-TATGCTGAAACCCGT-
GCGGA-3′,下 游 引 物:5′-GGTGTTACTGGC-
CCTTCTTG-3′。PCR 扩 增 条 件:94 ℃ 预 变 性

5min;94℃变性45s,60.5℃复性45s,72℃延伸

50s,35个循环;72℃延伸10min;4℃保存。产物

用1%琼脂糖凝胶电泳检测。
1.6 PCR 产物测序及 SNP 位点分析

经1%琼脂糖凝胶电泳后,用 QuantityEQ凝

胶成像分析系统检测过的PCR产物进行琼脂糖凝

胶纯化回收,将纯化回收的PCR产物送往北京奥科

生物科技有限公司进行基因测序,并对测序所得的

基因序列进行同源性分析和SNP位点分析。
1.7 SNP 位点的验证

为进一步验证所获得的SNP位点的可信性,又
从不同的中华鳖原种场,分别采取4个不同地理种

群的中华鳖各50只,并分别对其POMC基因进行

扩增与序列分析,进一步对各个地理种群中华鳖的

SNP位点进行确认。

2 结果与分析

2.1 不同中华鳖 POMC 基因的 PCR 扩增

以不同地理种群中华鳖血液RNA为模板,经

RT-PCR扩增,得到了中华鳖POMC基因的编码核

苷酸序列,大小约为760bp的目的条带,与预期结

果相符 (图1)。

 1~5:黄河鳖种群 HuangheRiverpopulation;6~10太湖鳖种群TaihuLakepopulation;11~15:沙鳖种群Pelodiscusaxenariapop-
ulation;16~20:台湾鳖种群 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 PCRamplificationofPOMCgenefromdifferentpopulationPelodoiscussinensis
2.2 不同品种中华鳖 POMC 基因的序列测定及

SNP 位点分析

  分别扩增了4个不同地理种群各10只中华鳖

的POMC基因,并对各个地理种群的每个中华鳖

POMC基因序列进行测定与分析,结果表明:所得

的4个不同地理种群中华鳖的POMC基因高度保

守,各个种群内的不同个体的POMC基因100%的

同源,不同地理种群之间也有99%的同源性,所得

到的POMC基因与已报道的中华鳖的同源性高达

99%;与龟类的POMC基因的同源性也高达95%,
表明POMC基因在中华鳖不同地理种群之间高度

保守。4种中华鳖的POMC基因扩增序列长度相

同,均 为 786bp,编 码 由 261 个 氨 基 酸 组 成 的

POMC多肽。用 Megalign序列比对分析软件对

4个地理种群的中华鳖POMC基因进行比对分析,
并列出核苷酸发生变异的位置(图2),结果显示:不
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同地理种群的中华鳖POMC基因一共有15个核苷

酸多态性位点,碱基发生变异的位点在第51、129、

168、226、303、349、351、396、441、531、618、621、684、

735和768个碱基处,其中第51、129、303、349、351、

621和768位的碱基变化为同义突变,其余8个碱

基的变化为非同义突变;15个碱基的变异均为碱基

颠换,其中13个碱基的变异发生在密码子的第3位,

2个碱基的变异发生在密码子的第1位,没有变异

发生在第2位,这主要是由于密码子3个位点受到

的选择压力明显不同,造成突变过程偏向于密码子

第3位点。15个核苷酸多态性位点中,第129位的

核苷酸在台湾鳖种群中为A,其余3个中华鳖地理

种群为C,此位点可以作为台湾鳖区别于中华鳖其

他地理种群的一个分子标记;第441位的核苷酸在

太湖鳖种群中为C,其余3个中华鳖地理种群为

G,此位点可以作为太湖鳖区别于中华鳖其他地理

种群的一个分子标记;第168、396和684位的核

苷酸在黄河鳖种群中分别为 A、T和 G,其余3个

地理种群为T、A和C,此位点可以作为黄河鳖区

别于中 华 鳖 其 他 地 理 种 群 的 一 个 分 子 标 记;第

303、531、618和735位的核苷酸在沙鳖种群中分

别为C、G、T和T,其余3个地理种群为A、C、G和

G,此位点可以作为沙鳖区别于中华鳖其他地理种

群的一个分子标记。

 1)太湖鳖种群 TaihuLakepopulation;2)黄河鳖种群 HuangheRiverpopulation;3)沙憋种群Pelodiscusaxenariapopulation;4)台

湾鳖种群Taiwan-introducedpopulation.

图2 不同地理群中华鳖POMC基因编码核苷酸序列多态性分析

Fig.2 PolymorphismanalysisofthePOMCgenefromdifferentpopulationPelodoiscussinensis
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2.3 SNP 位点的验证

对采集于不同原种场的4个地理种群的中华鳖

进行POMC基因的克隆、序列测定与分析,并与上

面所分析的 SNP位点进行比较,证实所获得的

SNP位点的可信性。结果表明:所获得的台湾鳖特

异的SNP位点,即中华鳖POMC基因第129位的

A,与其他养殖场的台湾鳖的POMC基因是100%
相符,此位点可以作为台湾鳖区别于中华鳖其他地

理种群的一个分子标记;所获得的太湖鳖特异的

SNP位点,即中华鳖POMC基因第441位的C,与
其他养殖场太湖鳖的POMC基因也是100%相符,
该位点可以作为太湖鳖区别中华鳖其他地理种群的

一个分子标记;所获得的黄河鳖特异的SNP位点,
即中华鳖POMC基因第168、396位的A和T,与其

他养殖场黄河鳖的POMC基因是100%相符,但是

其684位的G,与其他养殖场黄河鳖的POMC基因

只有80%相符,其中有一个养殖场6只黄河鳖的此

位点为T,另一个养殖场4只黄河鳖此位点为C,表
明经过进一步的验证分析,此位点不能作为黄河鳖

区别于中华鳖其他地理种群的分子标记,只有第

168、396位的A和T可以作为黄河鳖区别于中华

鳖其他地理种群的分子标记;所获得的沙鳖特异的

SNP位点,即中华鳖POMC基因第531和618位的

G和T,与其他养殖场沙鳖的POMC基因是100%
的相符,但是其第303位的A与其他养殖场沙鳖的

POMC基因只有90%的相符,其中有一个养殖场的

3只沙鳖的此位点为C,另一个养殖场的2只沙鳖

此位点为 T;其735位的T,与其他养殖场的沙鳖的

POMC基因只有78%的相符,其中有一个养殖场的

4只沙鳖的此位点为C,一个养殖场的2只沙鳖此

位点为G,另一个养殖场的5只沙鳖此位点为A,表
明此位点也不能作为沙鳖区别于中华鳖其他地理种

群的分子标记,只有第531和618位的G和T可以

作为沙鳖区别于中华鳖其他地理种群的分子标记。

3 讨 论

自从1979年首次报道了牛的POMC基因cD-
NA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[9]、两 栖

类[10-11]、辐鳍鱼类[12-13]和无颌类[14-15]。对这些不同

来源的POMC基因cDNA 的分析表明,在脊椎动

物进化过程中,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[16]。
另外研究发现POMC基因表达产物ACTH 作

用于肾上腺皮质可促进糖皮质激素的产生。而糖皮

质激 素 与 肥 胖 有 关,它 直 接 调 控 肥 胖 基 因 的 表

达[17-18],通过肥胖基因表达产物达到对体质量的调

控。POMC基因的另一表达产物α-MSH 则是采食

的强效调控因子。α-MSH对 MC3R和 MC4R均有

很高的亲和力,并且MC3R和MC4R缺陷型小鼠表

现暴食和肥胖。POMC基因还参与体脂分布的调

控。Baker等[19]报道,人POMC基因均与腰臀比例

(衡量体脂分布的指标)存在极显著相关。而体脂分

布已成为动物育种工作者密切关心的问题,因为体

脂分布会影响肉品质。肌间脂肪是影响肉品质的重

要因素,而腹脂沉积则增加生产成本。
本研究以不同地理种群的中华鳖为研究对象,

分析不同地理种群中华鳖的POMC基因的多态性

位点,这些多态性位点差异可以作为中华鳖不同地

理种群鉴别的分子标记。中华鳖不同地理种群

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的研究。
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Abstract Tostudythepolymorphismoftheproopiomelanocortin(POMC)geneandestablishthe
moleculargeneticmarkerforidentifyingdifferentpopulationofPelodoiscussinensis,populationsfrom
TaihuLake,HuangheRiver,Taiwan-introducedandPelodiscusaxenaria,werecollectedtogetthe
blood.ThePOMCgenewasamplifiedbyRT-PCR,sequencedandanalyzedthereafter.FifteenSNPswere
detectedinthePCR-amplified786bpfragments.OneSNPatnucleotide129inTaiwan-introducedpopu-
lation,oneSNPatnucleotide441inTaihuLakepopulation,twoSNPsatnucleotide168and396in
HuangheRiverpopulation,andtwoSNPsatnucleotide531and618inP.axenariawereidentified.The
resultsshowedthatthePOMCgeneofP.sinensisshowedpolymorphic,thePOMCgeneofdifferentpop-
ulationhasspecificmutationsite,whichcanbeusedasamoleculargeneticmarkerforidentifyingdiffer-
entpopulationofP.sinensis.
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