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莫荷罗非鱼“广福1号”与其亲本间DNA甲基化的差异分析
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摘要：为了探讨罗非鱼杂种优势形成过程中基因组DNA甲基化模式的变化，运用甲基化
敏感扩增多态技术(methylation sensitive amplified polymorphism, MSAP)分析橙色莫桑比克
罗非鱼、荷那龙罗非鱼及其杂交种莫荷罗非鱼“广福1号”的皮肤、肌肉和鳃等11种组织
的DNA甲基化水平差异。采用16对引物进行选择性扩增，经聚丙烯酰胺凝胶电泳带型分
析结果显示：莫荷罗非鱼“广福1号”及其亲本在不同组织间的甲基化水平存在组织特异
性，相同组织不同亲、子代罗非鱼间的甲基化程度亦不同；橙色莫桑比克罗非鱼、荷那
龙罗非鱼以及“广福1号”各组织平均总甲基化水平分别为32.21%、38.03%和29.77%，莫
荷罗非鱼“广福1号”的甲基化水平低于双亲；与亲本相比，莫荷罗非鱼“广福1号”的甲基
化模式除了大多数保持稳定遗传(A、B、C类型分别为19.67%、29.99%、25.42%)之外，
24.92%胞嘧啶位点发生去甲基化和超甲基化，且去甲基化位点(E类型，15.73%)多于超甲
基化位点(D类型，9.19%)。研究表明，莫荷罗非鱼“广福1号”基因组DNA的低甲基化特
征和甲基化模式的重调可能与耐盐杂种优势有关。
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罗非鱼是热带、亚热带暖水性鱼类，隶属

于鲈形目(Perciformes)，丽鱼科(Cichlidae)，共3个
属100多个种，具有繁殖力强、生长速度快、抗

逆性强等优点，已成为世界性的养殖鱼类之一[1]。

中国水产科学研究院珠江水产研究所在2000年首

次引进了橙色莫桑比克罗非鱼(Oreochromis mossam-
bicus)和荷那龙罗非鱼(Oreochromis hornorum)。
以经过连续8代选育的橙色莫桑比克罗非鱼和荷

那龙罗非鱼作为亲本，种间杂交产生的F1——莫

荷罗非鱼“广福1号”在2015年已通过国家水产新

品种的审定(登记号GS-02-002-2015)，适宜在盐

度0~30的水域养殖，且雄性率达95%以上。急性

耐盐实验结果表明，莫荷罗非鱼“广福1号”幼鱼

的96 h半致死盐度为33.74±0.94，经过慢性盐度

驯化后其96 h半致死盐度可提升至112.93±4.87，
显著高于母本橙色莫桑比克罗非鱼和父本荷那

龙罗非鱼幼鱼的96 h半致死盐度 (24和21.56)[2]，

因此，莫荷罗非鱼“广福1号”幼鱼在耐盐胁迫方

面较亲本具有明显的杂种优势。由于“广福1号”
雄性率高，生长速度快，养殖性能好，已作为

新型优良的罗非鱼耐盐品种，在广东、广西、

海南和天津等地进行推广养殖[3]。

杂种优势是指杂交后代在生长、繁殖、适

应性和抗逆性等性状优于双亲的现象 [4]。关于杂

种优势的假说有很多，其中最为经典的就是“显
性假说” [5]、“超显性假说” [6]和“上位互补假说” [7]。

由于这3种假说注重性状的表现，而忽略杂种优

势的形成过程，所以并不能够全面解释杂种优
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势。近年有研究表明，杂种优势所形成的等位

基因变异有可能来自于表观基因组，表观遗传

修饰能产生很多表观等位基因，这些表观等位

基因在遗传背景相近的双亲中对基因表达有着

不同的影响，从而产生杂种优势形成所需要的

多种变异[8]。

表观遗传学是指不涉及自身基因组DNA序

列改变的情况下，在基因或蛋白表达层面发生

可稳定遗传修饰的现象，其中包括DNA甲基

化、组蛋白修饰、染色质重塑和小分子RNA干

扰 [9-10]等。作为重要的表观修饰之一，DNA甲基

化常被作为“基因沉默”的标记 [11]。并且，DNA甲

基 化 已 经 证 实 在 基 因 调 控 、 基 因 组 印 记 、

DNA复制、染色质结构和X性染色体失活等方面

扮演至关重要的角色 [12-14]。DNA甲基化特别是胞

嘧啶的甲基化，在真核生物中既可以保持整个

基因组DNA稳定，又可以调控特定组织基因的

表达[15]。对杂种优势而言，本质上就是不同基因

差异表达的结果 [16]。Cedar[17]研究表明，基因组

DNA甲基化水平及分布与基因表达率显著相

关。因此，杂种优势的形成与基因组DNA甲基

化水平存在一定的内在联系。

本实验应用甲基化敏感扩增多态技术(methy-
lation sensitive amplified polymorphism, MSAP)对橙

色莫桑比克罗非鱼、荷那龙罗非鱼及其杂交种

莫荷罗非鱼“广福1号”各组织的甲基化水平进行

检测分析，比较亲、子代罗非鱼各组织基因组

DNA甲基化水平的差异及甲基化模式的变化，

探讨DNA胞嘧啶甲基化与耐盐性状杂种优势的

关系，为杂种优势机理的研究奠定基础。

1    材料与方法

1.1    实验材料

实验所用3种罗非鱼均由中国水产科学研究

院珠江水产研究所高要水产种质工程基地提

供，橙色莫桑比克罗非鱼[(39.05±7.94)g]、荷那

龙罗非鱼[(47.2±5.38)g]和全雄性杂交种莫荷罗非

鱼“广福1号”[橙色莫桑比克罗非鱼♀×荷那龙罗

非鱼♂，(3.55±0.52)g]各4尾，其中父、母本雌雄

各2尾。实验鱼均取自于相同的淡水养殖水体

中，统一管理。取鳃、肾脏、肠、皮肤、肌

肉、尾鳍、脑、肝脏、心脏、脾脏和胃组织，

置于无水乙醇中，–80 °C保存备用。

1.2    基因组提取

基因组DNA提取采用天根生物有限公司的

海洋动物组织基因组DNA提取试剂盒(TIANamp
Marine Animals DNA Kit)，具体操作步骤参照试

剂盒说明书。1%琼脂糖凝胶电泳检测DNA完整

性，紫外分光光度计检测DNA的浓度和纯度。DNA
样品于–20 °C保存备用。

1.3    甲基化扩增敏感多态性(MSAP)分析

参照Xiong[18]等的方法，针对实验所用罗非

鱼样品优化实验条件和程序，优化MSAP实验

条件。

双酶切和连接体系         对各组织基因组

DNA分别进行限制性内切酶 (Eco RⅠ/HpaⅡ和

Eco RⅠ/MspⅠ)双酶切反应：酶切体系为15.0 μL，
包含500 ng基因组DNA，Eco  RⅠ、HpaⅡ和

MspⅠ(Fermentas)各3U，1.5 μL 10×Tango缓冲

液，剩余体积由ddH2O补齐。37 °C水浴酶切6 h。
酶切结束后，在酶切产物中加入相应的 E c o
RⅠ接头引物50 pmol、HpaⅡ或MspⅠ接头引物

5 pmol、T4 DNA连接酶(Fermentas)1.5 U、2.0 μL
T4 DNA连接酶缓冲液，补双蒸水至20.0 μL，16 °C
连接过夜。连接产物稀释10倍后用于预扩增反

应。接头引物序列见表1。
预扩增反应        1.0 μL连接产物稀释液为模

板，10 pmol E和HM预扩增引物 (序列见表1)，
0.5 U Taq DNA聚合酶(TaKaRa)，20 pmol dNTPs，
2.0 μL 10×PCR缓冲液，补双蒸水至20.0 μL。预

扩增程序是94 °C预变性5 min，94 °C变性30 s，
56 °C退火1 min，72 °C延伸1 min，共30个循环，

72 °C延伸 5 min。预扩增PCR反应产物稀释20倍
用于选择性扩增反应。

选择性扩增反应        1.0 μL预扩增产物稀释

液为模板，10 pmol E和HM选择性扩增引物(序列

见表1)，10.0 μL 2×Easy PCR Supermix for PAGE
(Transgen)，补双蒸水至20.0 μL。选扩程序是

94 °C预变性5 min，第一轮扩增为94 °C 30 s，
65 °C(每个循环下降0.7 °C)30 s，72 °C 1 min，共

10个循环，第二轮扩增为 94 °C 30 s，55 °C 30 s，
72 °C 1 min，共25个循环，72 °C延伸 5 min。

PAGE电泳         取3.0 μL选择性PCR扩增产

物，进行8%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，160 V
预电泳20 min，150 V电泳3.5 h后进行银染显色。

MSAP数据统计与分析         同一个组织
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DNA样品分别用内切酶Eco RⅠ/HpaⅡ和Eco RⅠ/
MspⅠ酶切后选扩，选扩产物分为E/H、E/M两组

进行PAGE电泳，有条带出现的计为“1”，无条带

出现计为“0”。根据条带的有无可以分为4种条带

类型：带型Ⅰ指E/H和E/M泳道均出现相同大小

的条带(11)，表示CCGG位点无甲基化位点或该

位点存在单链DNA内侧胞嘧啶甲基化 (CmCGG/
GGCC)；带型Ⅱ指仅在E/H泳道出现扩增条带

(10)，说明存在单链DNA外侧胞嘧啶甲基化位点

(mCmCGG/GGCC或mCCGG/GGCC)即半甲基化位

点；带型  Ⅲ指仅在E/M泳道出现扩增条带(01)，
可认为在该酶切位点为双链DNA内侧胞嘧啶甲

基化(Cm CGG/GG m CC)也称全甲基化位点；带型

Ⅳ指E/H和E/M泳道均无条带，但在其他样品相

同位置处出现条带，即为全甲基化位点(mCmCGG/
GGmCmC))[19]。统计在50~1000 bp之间清晰可辨的

条带，分析3种罗非鱼各组织的半甲基化水平、

全甲基化水平及总甲基化水平，并利用SPSS 17.0
进行方差分析和多重比较(P=0.05)。其中，全甲

基化位点数=带型Ⅲ+Ⅳ；总甲基化位点数=带型

Ⅱ+Ⅲ+Ⅳ；DNA甲基化水平(%)=总甲基化位点

数/(带型Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，Ⅳ总和)[20]。

2    结果

2.1    MSAP带型分析

从64对选择性扩增引物中优选出16对重复

性好、条带清晰的引物组合(E1-HM1、E1-HM8、
E2-HM4、E2-HM6、E3-HM2、E3-HM3、E4-
HM2、E4-HM5、E5-HM4、E5-HM5、E6-HM1、
E6-HM6、E7-HM3、E7-HM8、E8-HM5、E8-
HM6)用于选择性扩增，选扩产物通过PAGE电泳

后获得清晰的扩增条带(图1)。MSAP扩增片段长

度多在50~1000 bp，大部分集中在50~500 bp，大

于500 bp条带很少，在本实验统计数据时不计

在内。

2.2    不同组织间DNA甲基化水平差异分析

对母本橙色莫桑比克罗非鱼、父本荷那龙

罗非鱼及其杂交种莫荷罗非鱼“广福1号”3种鱼各

组织基因组DNA进行MSAP分析，亲、子代罗非

鱼不同组织间DNA甲基化水平分布见表2。总甲

基化率经反正弦转换后再进行单因素方差分

析，方差分析结果亦见表2。亲、子代罗非鱼各

组织的甲基化水平统计分析显示，非甲基化位

点占据大部分比例，各组织甲基化位点存在方

式均以全甲基化方式为主，半甲基化位点为

辅。在父本荷那龙罗非鱼11种组织中，肾脏基因

组DNA的甲基化水平最高(42.47%)，且肾脏和脾

脏的甲基化水平显著高于肌肉 (35.88%)、皮肤

(35.61%)和胃组织(34.59%)(P<0.05)，与其他各组

织的甲基化水平差异不显著(P>0.05)；母本橙色

莫桑比克罗非鱼中，DNA甲基化水平最高的是

肝组织(35.04%)，与脑组织和胃组织之间无显著

表 1    MSAP体系中接头和引物序列

Tab. 1    Sequence of adapters and primers used for the whole MSAP analysis

引物

primers
EcoRⅠ(5’-3’) HpaⅡ/MspⅠ(5’-3’)

接头

adapters
EA1: CTCGTAGACTGCGTACC HM1：GATCATGAGTCCTGCT

EA2: AATTGGTACGCAGTC HM2：CGAGCAGGACTCATGA

预扩增引物

pre-amplification primers
E0：GACTGCGTACCAATTCA HM0：ATCATGAGTCCTGCTCGGT

选择性扩增引物

selective amplification primers
E1：GACTGCGTACCAATTCAAC HM1：ATCATGAGTCCTGCTCGGTAA

E2：GACTGCGTACCAATTCAAG HM2：ATCATGAGTCCTGCTCGGTAC

E3：GACTGCGTACCAATTCAAT HM3：ATCATGAGTCCTGCTCGGTAG

E4：GACTGCGTACCAATTCACA HM4：ATCATGAGTCCTGCTCGGTCA

E5：GACTGCGTACCAATTCACC HM5：ATCATGAGTCCTGCTCGGTCC

E6：GACTGCGTACCAATTCAGA HM6：ATCATGAGTCCTGCTCGGTCT

E7：GACTGCGTACCAATTCAGC HM7：ATCATGAGTCCTGCTCGGTTA

E8：GACTGCGTACCAATTCATA HM8：ATCATGAGTCCTGCTCGGTGA
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表 2    莫荷罗非鱼“广福1号”及其亲本各组织间的甲基化水平差异

Tab. 2       Methylation levels of “Mohe” hybrid tilapia and its

                                     parents in different tissues mean±SD , %

甲基化类型

methylation
type

皮肤

skin
肌肉

muscle
尾鳍

tail
鳃

gill
肠

intestine
脑

brain
肝脏

liver
心脏

heart
脾脏

spleen
肾脏

kidney
胃

stomach

Ⅱ

H 13.03±1.69 13.81±1.52 14.42±1.47 13.17±1.11 13.96±1.58 12.00±1.49 12.04±0.96 13.02±2.46 17.98±1.02 16.78±0.55 10.81±0.33

M 11.56±0.17 11.40±1.10 10.81±0.40 10.54±0.45 11.25±0.94 10.18±0.37 11.63±0.54 10.85±0.62 13.11±1.23 11.03±0.56 11.36±0.41

MH 9.38±0.48 8.73±0.23 9.93±0.58 10.21±0.17 8.87±0.63 8.55±0.21 8.43±0.20 10.78±0.20 11.57±0.50 10.92±0.30 11.01±0.47

Ⅲ+Ⅳ

H 22.58±0.30 22.08±0.30 24.39±0.44 23.54±0.86 26.01±0.34 26.12±1.28 25.28±0.83 23.85±0.74 23.99±0.41 25.69±0.84 23.78±0.81

M 19.07±0.29 19.47±2.09 20.07±0.27 20.39±0.17 21.04±0.56 22.95±0.93 23.41±0.88 20.98±0.36 20.64±0.56 21.04±0.34 21.53±0.34

MH 19.96±0.57 18.19±0.74 21.95±0.91 19.80±0.36 23.17±0.92 20.57±0.77 21.67±0.64 15.92±0.54 18.25±0.39 21.09±1.05 18.55±0.93

Ⅱ+Ⅲ+Ⅳ

H 35.61±1.95b 35.88±1.64b 38.82±1.32ab 36.71±1.62ab 39.97±1.63ab 38.11±2.46ab 37.31±1.39ab 36.87±3.01ab 41.97±1.01a 42.47±1.26a 34.59±0.85b

M 30.63±0.18c 30.87±1.13c 30.88±0.44c 30.93±0.45c 32.28±0.62bc 33.12±0.72abc 35.04±0.77a 31.83±0.65bc 33.75±1.29ab 32.07±0.85bc 32.90±0.68abc

MH 29.35±0.80abcd 26.92±0.84cd 31.88±1.22ab 30.00±0.52ab 32.04±1.05a 29.12±1.05bcd 30.11±0.68ab 26.70±0.58d 29.83±0.16ab 32.01±0.86a 29.55±1.14abc

注：H：荷那龙罗非鱼；M：橙色莫桑比克罗非鱼；MH：莫荷罗非鱼“广福1号”；相同小写字母表示数值之间无显著差异(P>0.05)，不同小写字母则表

示数值之间存在显著差异(P<0.05)；下表同。Ⅱ%= TypeⅡ/Type (Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ+Ⅳ)表示半甲基化水平；(Ⅲ+Ⅳ)%= Type (Ⅲ+Ⅳ)/Type (Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ+Ⅳ)表示全

甲基化水平；(Ⅱ+Ⅲ+Ⅳ)%= Type (Ⅱ+Ⅲ+Ⅳ)/Type (Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ+Ⅳ)表示总甲基化水平

Note: H: Oreochromis hornorum; M:Oreochromis mossambicus; MH: O. mossambicus (♀) ×O. hornorum  (♂); same lowercase letters mean no significant
difference between the numbers (P>0.05), different lowercase letters mean significant difference between the numbers (P<0.05); the following tables are the same.
Ⅱ%=Hemi-methylation level; (Ⅲ+Ⅳ)%=fully methylation level; (Ⅱ+Ⅲ+Ⅳ)%=total methylation level
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图 1    莫荷罗非鱼“广福1号”及其亲本肝组织基因组DNA甲基化MSAP图谱(E4-HM5)

m：DNA分子量标准；1：EcoRⅠ/HpaⅡ双酶切样品(EH)；2：EcoRⅠ/MspⅠ双酶切样品(EM)；H：荷那龙罗非鱼；M：橙色莫桑比克

罗非鱼；MH：莫荷罗非鱼；TypeⅠ：无甲基化位点或单链DNA内侧胞嘧啶甲基化；TypeⅡ：单链DNA外侧胞嘧啶甲基化位点(半甲基

化位点)；Type Ⅲ：双链DNA内侧胞嘧啶甲基化(全甲基化位点)；Type Ⅳ：全甲基化位点

Fig. 1    Genomic DNA methylation MSAP patterns of
“Mohe” hybrid tilapia and its parents in liver (E4-HM5)

m: the DNA molecular weight marker; 1: EcoRⅠ/HpaⅡdouble digestion; 2: EcoRⅠ/MspⅠdouble digestion; H: Oreochromis hornorum；M:
Oreochromis mossambicus; MH:O. mossambicus (♀) ×O. hornorum (♂); TypeⅠ: no methylation or inner methylation of single-stranded DNA locus;
TypeⅡ: outer methylation of single-stranded DNA locus (hemi-methylation loci); Type Ⅲ: inner methylation of double-stranded DNA locus (fully
methylation loci); Type Ⅳ: fully methylation loci
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差异，但显著高于其他各组织(P<0.05)，皮肤、

肌肉、尾鳍和鳃组织之间的甲基化程度差异不

显著(P>0.05)；肠(32.04%)和肾脏(32.01%)的甲基

化水平在莫荷罗非鱼“广福1号”中相近，且都显

著高于肌肉(26.92%)和心脏组织(26.70%)(P<0.05)，
其余各组织间的甲基化水平差异不显著(P>0.05)。

2.3    亲、子代罗非鱼相同组织间DNA甲基化

水平差异分析

在各组织总甲基化水平上，杂交种莫荷罗

非鱼的甲基化比率均低于双亲(尾鳍除外)，且均

接近于母本橙色莫桑比克罗非鱼的甲基化水平

(表3)。皮肤、肌肉、鳃、肠和肾脏组织中，莫

荷罗非鱼“广福1号”的甲基化比率低于母本莫桑

比 克 罗 非 鱼 ， 但 两 者 之 间 并 无 显 著 差 异

(P>0.05)，母本和杂交种的甲基化水平均显著低

于父本荷那龙罗非鱼的甲基化水平(P<0.05)；脑

与心脏组织中，莫桑比克罗非鱼的甲基化程度

居于荷那龙和莫荷罗非鱼“广福1号”的中间水平

且与二者无显著差异(P>0.05)，但在该两种组织

中，荷那龙罗非鱼和“广福1号”之间的甲基化水

平存在显著差异(P<0.05)；肝脏和胃中，母本橙

色莫桑比克罗非鱼和父本荷那龙罗非鱼之间的

甲基化水平无显著差异，但均显著(P<0.05)高于

莫荷罗非鱼“广福1号”的甲基化水平；脾脏组织

中父母本和“广福1号”罗非鱼的甲基化水平之间

均存在显著差异(P<0.05)，荷那龙罗非鱼脾脏的

甲基化比率最高，莫荷罗非鱼最低；在尾鳍组

织中，杂交种莫荷罗非鱼的平均甲基化水平略

高于母本但差异不显著，较父本而言呈现显著

降低的现象(P<0.05)。橙色莫桑比克罗非鱼、荷

那龙罗非鱼以及莫荷罗非鱼“广福1号”各组织平

均总甲基化水平分别为 3 2 . 2 1 %、 3 8 . 0 3 %和

29.77%，杂交种的甲基化水平低于双亲，且显著

低于父本荷那龙罗非鱼(P<0.05)。

2.4    亲、子代甲基化模式的变化

基于DNA甲基化模式改变的角度，进一步

比较杂交种莫荷罗非鱼“广福1号”和其亲本间扩

增条带类型的差异，可将这些差异带型主要分

为5类(表4)。A类型：杂交种和两亲本都观察到

相同的甲基化位点，即完全继承双亲的甲基化

类型，占19.67%。B类型：“广福1号”与母本橙色

莫 桑 比 克 罗 非 鱼 甲 基 化 条 带 类 型 一 致 ， 占

29.99%。C类型：莫荷罗非鱼“广福1号”与父本荷

那龙罗非鱼的甲基化条带相同的比例为25.42%。

A、B、C 3种类型共75.08%的甲基化类型来源于

亲本，均属于遗传类型，符合孟德尔遗传定

律。D类型：杂交种与相应亲本相比甲基化位点

增加(超甲基化位点)。E类型：杂交种与相应亲

本相比甲基化位点减少(去甲基化位点)。D类型

和E类型在总甲基化位点中所占比例较低，分别

表 3    亲、子代罗非鱼各组织间甲基化水平差异

Tab. 3       Methylation levels in different tissues of

                                    “Mohe” hybrid tilapia and its parents mean±SD , %

组织

tissue
橙色莫桑比克罗非鱼

O. mossambicus
荷那龙罗非鱼

O. hornorum
莫荷罗非鱼“广福1号”

O. mossambicus (♀)×O. hornorum (♂)

皮肤　skin 30.63±0.18b 35.61±1.95a 29.35±0.80b

肌肉　muscle 30.87±1.13b 35.88±1.64a 26.92±0.84b

尾鳍　tail 30.88±0.44b 38.82±1.32a 31.88±1.22b

鳃　gill 30.93±0.45b 36.71±1.62a 30.00±0.52b

肠　intestine 32.28±0.62b 39.97±1.63a 32.04±1.05b

脑　brain 33.12±0.72ab 38.11±2.46a 29.12±1.05b

肝脏　liver 35.04±0.77a 37.31±1.39a 30.11±0.68b

心脏　heart 31.83±0.65ab 36.87±3.01a 26.70±0.58b

脾脏　spleen 33.75±1.29b 41.97±1.01a 29.83±0.16c

肾脏　kidney 32.07±0.85b 42.47±1.26a 32.01±0.86b

胃　stomach 32.90±0.68a 34.59±0.85a 29.55±1.14b

平均值　average value 32.21±0.42b 38.03±0.77a 29.77±0.55b
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为9.19%和15.73%，呈现超甲基化位点低于去甲

基化位点的现象。

在莫荷罗非鱼“广福1号”中，与双亲甲基化

类型一致的数量(A类型)相比于与亲本其中一方

类型甲基化模式相同的数量 (B、C类型 )要少很

多，是因为不同种双亲间部分CCGG位点的甲基

化模式本身具有差异性。D类型甲基化水平升高

的比例相比E类型甲基化水平降低的比例要低。

说明与亲本相比，在杂交种莫荷罗非鱼“广福

1号”形成过程中，除了继承双亲可稳定遗传的甲

基化类型外，还在此基础上经历去甲基化和超

甲基化两种甲基化模式的变化，并以去甲基化

模式为主，超甲基化模式为辅，较亲本整体表

现为甲基化水平降低的现象。

3    讨论

本研究以橙色莫桑比克罗非鱼、荷那龙罗

非鱼及其杂交种莫荷罗非鱼“广福1号”为研究对

象，采用 MSAP技术对 11种组织进行基因组

DNA甲基化水平分析。在MASP分析中，根据同

表 4    莫荷罗非鱼“广福1号”与亲本间的甲基化类型差异

Tab. 4    Methylation types differences of “Mohe” hybrid tilapia and its parents

模式

patterns

橙色莫桑比克罗非鱼

O. mossambicus
荷那龙罗非鱼

O. hornorum

“广福1号”
O. mossambicus (♀)×O. hornorum

(♂)
位点数

number of sites
HpaⅡ MspⅠ HpaⅡ MspⅠ HpaⅡ MspⅠ

A 1 1 1 1 1 1 350

1 0 1 0 1 0 19

0 1 0 1 0 1 31

总计　total 400(19.67%)

B 0 1 0 0 0 1 154

1 1 0 1 1 1 144

1 0 1 1 1 0 109

0 1 1 1 0 1 112

1 0 0 1 1 0 91

总计　total 610(29.99%)

C 0 0 0 1 0 1 96

0 1 1 1 1 1 102

1 1 0 1 0 1 87

1 0 0 1 0 1 79

1 0 1 1 1 1 153

总计　total 517(25.42%)

D 0 1 0 0 0 0 52

0 0 0 1 0 0 56

0 1 0 1 0 0 79

总计　total 187(9.19%)

E 0 1 0 0 1 1 136

0 0 0 1 1 1 184

总计　total 320(15.73%)

注：1代表该位点有条带，0代表该位点没有条带

Notes: 1 indicates that a band was found at the site; 0 indicates that no band was found at the site
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裂酶Hpa II和 Msp I对CCGG序列中胞嘧啶甲基化

修饰的敏感程度不同，导致基因组经过EcoR
I/Hpa II和EcoR I/Msp I两种双酶切扩增后出现条

带多态性，然后通过PAGE电泳判断出CCGG位

点的甲基化水平。  Hpa II和  Msp I均可以识别并

切割非甲基化CCGG序列，除此之外，Hpa II可
以识别并切割单链甲基化序列(mCmCGG/GGCC或
mCCGG/GGCC)，即半甲基化序列，而Msp I不能

切割半甲基化序列，但可以识别并切割双链内

侧胞嘧啶甲基化序列(CmCGG/GGmCC)[21]。虽然

MSAP技术仅限于识别5′-CCGG-3′位点 [22]，从而

导致基因组实际的甲基化水平被低估，但是以

上述原理为基础建立的MSAP技术具有操作简

便、高效率和低成本的特点[23]，在拟南芥(Arabidopsis
thaliana)[22]、鸡 (Gallus gallus)[24]和马氏珠母贝

(Pinctada fucata)[20]等研究中也体现出MSAP技术

的有效性和可靠性，使之成为大多数实验室研

究基因组甲基化分析的技术首选。瓜实蝇(Bactrocera
cucurbitae)[25]和长牡蛎(Crassostrea gigas)[26]均采用

MSAP技术建立DNA甲基化分析体系。

基因组DNA甲基化水平的不同可以反应物

种基因组间的差异性。本研究结果显示，杂交种

莫荷罗非鱼“广福1号”各组织的总DNA甲基化水

平为29.77%，与尼罗罗非鱼(O. niloticus)23.74%[27]、

栉孔扇贝 (Chlamys farreri)32.79%、虾夷扇贝

(Pat inopec ten  yessoens i s )24 .13% [ 2 8 ]和刺参

(Apostichopus japonicus)23.36%~31.07%[29]等水产动

物接近，显著低于高等哺乳动物牛(Bos taurus)
45.7%~72.7%和猪(Sus scrofa)40.6%~44.8%[30]以及

草鱼(Ctenopharyngodon idella)初孵幼苗75.9%[31]等

的甲基化水平。在本实验3种罗非鱼个体中，基

因组DNA平均的全甲基化位点数均要多于半甲

基化位点数，这与在哺乳动物基因组全甲基化

位点较半甲基化位点多的研究结果一致[30]。

同一物种的不同组织以及不同物种相同组

织的甲基化水平存在差异。杜盈等 [32]采用30对引

物进行选扩得到的PAGE带型图谱显示，中国明

对虾(Fenneropenaeus chinensis)野生群体和选育品

种“黄海1号”肌肉、鳃和血液组织基因组DNA甲

基化水平存在差异现象。Li等[20]建立了一种MSAP
技术研究马氏珠母贝早期发育阶段各组织的甲

基化带谱，闭壳肌、消化腺、斧足、心脏和鳃

的甲基化水平为11.71%~14.71%，并观察到不同

组织的甲基化水平之间存在显著差异。同一物

种表现出来的组织甲基化特异性可能是在组织

分化过程中产生，不同的甲基化水平会产生不

同的基因表达，从而行使不同的功能。本实验

中，同种罗非鱼不同组织间甲基化水平存在差

异。荷那龙罗非鱼的肾脏和脾脏甲基化水平显

著高于皮肤和肌肉等其他组织，杂交种莫荷罗

非鱼“广福1号”肠和肾脏的甲基化程度要显著高

于其他各组织。纵向比较时发现亲、子代罗非

鱼在同一组织间基因组DNA甲基化水平亦不

同。亲、子代罗非鱼脾脏之间的甲基化程度存

在显著差异，杂交种“广福1号”和其父本荷那龙

罗非鱼的其他10种组织的DNA甲基化水平之间

存在显著差异，这与徐青 [24]研究白洛克肉鸡(EE)
和白来航蛋鸡(AA)及其杂交子代(F1 EA)同一组织

的基因组CCGG位点甲基化水平在不同群体是不

同的实验结果一致。

研究表明，杂交所产生的基因组重新配置

包含了基因组在表观遗传水平上的重组，从而

导致基因表达的改变[33]，故许多学者认为的杂种

优势是不同基因差异表达的结果 [16， 34]实质上是

基因组表观遗传调控的结果。越来越多的研究

表明，DNA甲基化可以调控基因的表达，如

Cedar[17]发现基因组DNA甲基化水平及分布与基

因表达率显著相关。因此，近年来研究学者倾

向于从DNA甲基化的角度分析杂种和亲本之间

的变化和杂种表现。栉孔扇贝和虾夷扇贝杂交

F1代的甲基化水平低于双亲，DNA甲基化率与壳

长、壳高、软体重和闭壳肌等生长相关的性状

成负相关 [28]；万亚琴 [35]从群体水平研究的重庆山

地黄牛(Bos taurus)的F1杂交后代群体的总甲基化

水平、全甲基化水平和半甲基化水平均低于双

亲，并且甲基化率对牛的胸围、体质量等性状

有显著影响。这些研究证明了杂种优势的形成

和杂种基因组DNA甲基化水平的降低有关。近

年来，关于DNA甲基化对杂种优势形成的作用

在植物杂交育种研究中比较多，如具有杂种优

势的落叶松(Larix kaempferi)杂种一代，基因组

DNA发生了去甲基化，其甲基化水平为26.47%，

显著低于双亲甲基化水平的均值33.80%[36]。在拟

南芥ddm1 (DNA methylation 1)基因突变体的杂交

种中，当所有对生长杂种优势形成的关键位点

发生甲基化改变时，其杂种优势才会完全消

失；如只有部分位点发生甲基化改变，则其杂

种优势只有部分降低[37]。与上述结果一致，本研
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究表明莫荷罗非鱼 “ 广福 1号 ” 的甲基化水平

(29.77%)低于双亲的甲基化水平38.03%和32.21%，

与母本橙色莫桑比克罗非鱼更为接近，说明莫

荷罗非鱼在杂交过程中更多地受母性效应影

响，这与杂交稻一致 [38]。刘玉姣 [39]和李茜茜 [40]研

究表明，莫荷罗非鱼在耐盐碱胁迫方面较亲本

具有明显的杂种优势。结合本次的甲基化研

究，推测杂交种莫荷罗非鱼“广福1号”基因组

DNA甲基化水平的降低可能是其耐盐性状杂种

优势形成的诸多原因之一。

杂交组合中，亲本基因组的甲基化模式会

经过复杂的调整，在保持大部分模式稳定遗传

给子代外，基因组的甲基化和去甲基化水平会

发生改变，在环境因子的相互作用下，最终形

成一个适应生存并具有双亲性状的杂交子代。

在本实验中，莫荷罗非鱼“广福1号”中75.08%甲

基化类型完全继承或部分继承于亲本 (A、B、

C类型 )，同时发生的去甲基化位点 ( E类型，

15.73%)多于超甲基化位点(D类型，9.19%)，与

亲本相比呈现出甲基化总体水平降低的现象，

这与栉孔扇贝和虾夷扇贝的杂交子一代[28]、落叶

松[41]杂交研究结果相似。一般地，DNA甲基化与

基因表达成负相关。杂交种DNA甲基化水平降

低，使得许多沉默基因被激活，基因表达活性

增强[34]；杂交种中基因组甲基化模式的重排会向

着更有利于杂种优势的方向进行。关于盐胁迫

下有关基因的差异表达与甲基化水平之间的关

系将在后续实验中进行验证分析。

本研究基于DNA甲基化水平对莫荷罗非鱼

“广福1号”与亲本各组织间的甲基化差异做了初

步探讨，试图从表观遗传学角度分析DNA甲基

化和莫荷罗非鱼耐盐性状杂种优势之间的关

系。实验结果表明相同物种不同组织间的甲基

化水平存在特异性，亲、子代罗非鱼相同组织

的甲基化程度亦存在差异。莫荷罗非鱼“广福

1号”除尾鳍组织外，其余各组织的甲基化水平均

低于双亲，推测莫荷罗非鱼的杂种优势与其基

因组DNA甲基化模式发生改变和重新调整有

关，但杂种优势的形成与多种因素有关，至于

特异性去甲基化位点与莫荷罗非鱼“广福1号”的
耐盐性状杂种优势的关系，以及这些DNA甲基

化位点的遗传方式，对基因结构和功能产生影

响的作用和调控机制有待进一步深入研究。
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Analysis of DNA methylation difference between
“Mohe” hybrid tilapia and its parents

SHANG Huiwen 1,2,     LIU Zhigang 1,     ZHU Huaping 1*,     GAO Fengying 1,     KE Xiaoli 1,     LU Maixin 1

(1. Key Laboratory of Tropical & Subtropical Fishery Resource Application &Cultivation, Ministry of Agriculture,
Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou    510380, China;

2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: DNA methylation difference of eleven tissues of Oreochromis mossambicus, Oreochromis hornorum
and " Mohe” hybrid tilapia (O. mossambicus♀×O. hornorum♂), such as skin, muscle and gill etc. was analyzed to
explore the change of methylation pattern during the interspecific hybridization using methylation sensitive
amplified  polymorphism  (MSAP).  16  pairs  of  primers  were  used  to  amplify  selectively.  The  results  of
electrophoretic banding analysis showed that there were differences in the methylation levels among these different
tissues of the same species and between the same tissues among " Mohe” hybrid tilapia and its parents; the average
methylation level of these tissues from O. mossambicus, O. hornorum and " Mohe” hybrid progenies was 32.21%,
38.03% and 29.77%, respectively. The methylation level of hybrid progenies was lower than those of the parental
progenies. Most of the methylation patterns of the hybrid progenies were similar to the parental progenies (A, B
and C types, 19.67%, 29.99% and 25.42%), while 24.92% cytosine demethylation and hypermethylation were
found in the genome of hybrid progenies and the number of demethylation sites (E type, 15.73%) was greater than
that of hypermethylation sites (D type, 9.19%). These results suggested that the genomic DNA hypomethylation
and the reshuffling of the DNA methylation pattern in the hybrid progenies might be associated with the heterosis.
The present findings established epigenetic foundation to further reveal the heterosis mechanism of tilapia.
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