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摘要：为分析青鱼线粒体蛋白编码基因与体色性状的相关性，筛选出与体色相关的 SNP
分子标记。本研究选取了 5 尾广东佛山灰色青鱼和 5 尾扬州邗江正常体色黑色青鱼的皮肤
组织，通过 qPCR 检测 13 个线粒体蛋白质编码基因在 2 种颜色群体皮肤组织中的相对表达
量，进行显著性分析。对表达差异最明显的蛋白编码基因 CDS 区设计引物，并选取 78 尾
佛山灰色青鱼样本和 92 尾邗江黑色青鱼样本进行测序，根据测序峰图筛选出 SNP 位点。
结果显示，13 个线粒体蛋白质编码基因中，COⅡ基因相对表达量最高，ND5 基因最低，
ND4L 基因在两种体色青鱼中的表达差异最为明显。在 170 尾青鱼线粒体 ND4L 基因上共
检测到了 2 个 SNP 位点 C252T 和 A243G。佛山灰色群体 A243G 位点的 A、G 基因型频率
为 96.2%、3.8%，C252T 位点的 T、C 基因型频率为 38.5%、61.5%。邗江正常体色群体
C252T 位点的 A、G 基因型频率为 100%、0%，C252T 位点的 T、C 基因型频率为 15.2%、
84.8%。共检测到 3 种单倍型 AC、AT、GC，AC 频率最高，AC 和 AT 在两种体色中均有
分布，GC 频率最低，仅在正常体色中出现。本实验研究了与青鱼体色相关的线粒体
ND4L 基因上 2 个 SNP 位点的基因型和单倍型的分布情况，为青鱼的体色和生长研究以及
青鱼的育种工作提供理论指导。
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影响鱼类体色的因素有内在和外在因素。内

在因素包括遗传、自身健康、神经内分泌等，外

在因素包括光照、水温、摄取的食物、水深、水

温等。在很多研究中表明，水产动物的体色和生

长性状差异存在着相关联现象[1]。

Xing 等 [2] 在对不同体色的海参研究中发现，

紫色仿刺参 (Apostichopus japonicus) 中多糖和皂苷

含量最高，白色仿刺参中多糖和皂苷含量最低。

李清清等[3] 在对三角帆蚌 (Hyriopsis cumingii) 的研

究中发现，供片蚌内壳色与无核珍珠颜色相关性

极显著，改良供片蚌内壳色可以改良珍珠颜色。

钱永生等 [4] 研究发现，4 种体色瓯江彩鲤 (Cyp-
rinus carpio var. color) 间的生长、摄食率、消化酶

活性和呼吸代谢率存在显著差异。You 等[5]研究了

金属卤化物灯 (MHL) 灯光照射对凡纳滨对虾

(Litopenaeus vannamei) 的影响，发现对虾虾青素

浓度高，有着鲜艳的体色且生长迅速。吴秀林等[6]

对不同体色的黄鳝 (Monopterus albus) 生物学特性

进行了研究，结果发现，3 种体色黄鳝的生长速

率、繁殖力和适应能力、养殖效果等存在明显差异。

分子标记辅助育种借助于性状紧密相关的分

子标记，可以对水产动物具有优良性状的等位基
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因或基因型的个体进行选择育种[7]。吕耀平等[8] 利

用相关序列扩增多态性 (SRAP) 技术筛选与瓯江彩

鲤体色相关的分子遗传标记，最终发现 SC-3 标记

可以用来区分“全红”和“粉玉”瓯江彩鲤这两种体

色的群体。刘丽等 [9] 应用随机扩增多态性 DNA
(RAPD) 技术在两种不同体侧纵带颜色的纵带笛

鲷 (Lutjanus  vitta) 中筛选出了 OPP  14~629  bp 和

OPP 14~674 bp 等 11 个特异性分子标记，可用于

黄带纵带笛鲷和褐带纵带笛鲷的鉴定。线粒体基

因组具有严格的母系遗传、能进行自我复制、进

化速率比和遗传标记更快等优点，因此被广泛用

于分子标记辅助育种的研究[10]。

青鱼 (Mylopharyngodon piceus) 作为我国淡水

养殖的四大家鱼之一，由于其肉质好、生长快、

营养价值高，具有较高的市场需求和经济价值[11]，

在全国各地广泛养殖。青鱼养殖生产过程中，出

现了生长速率减慢，抗逆性能下降等种质退化现

象。目前国内外对青鱼的研究多集中于形态及生

长发育[12]、养殖技术[13]、生长性能[14]、分子标记开发[15]

和遗传多样性[16] 等方面，对青鱼体色相关的基因

以及青鱼体色相关分子标记的开发目前还未见报

道。为了开发与体色相关的 SNPs位点进行分子标

记辅助育种，本研究对青鱼线粒体 13 个蛋白质编

码基因在皮肤组织中的表达量进行了分析，选取

在两种体色青鱼中的表达差异最为明显的基因，

进行 PCR 扩增和 SNP 基因分型。在后续的研究中，

可以将体色相关的 SNP 分子标记与不同体色生长

性状差异相关联，从而开发优良性状的特征分子

标记，为青鱼优良性状的选育以及杂交育种提供

分子生物层面的理论参考。 

1    材料与方法
 

1.1    实验对象

本研究选取了 5 尾广东佛山灰色青鱼和 5 尾

扬州邗江黑色青鱼群体的皮肤组织用于线粒体 13
个蛋白质编码基因的表达量分析，然后选取了 78
尾佛山灰色青鱼和 92 尾邗江黑色青鱼的鳍条作为

实验样本，储存于无水乙醇中，待进行 SNPs 位

点的筛选与基因分型。 

1.2    总 RNA提取与 cDNA合成、总 DNA提取
 

　　总 RNA 提取与 cDNA 合成　　选取了 5 尾

佛山灰色青鱼和 5 尾邗江黑色青鱼群体的皮肤组

织，使用 TRIzol 对样品进行总 RNA 提取，提取

得到的 RNA 样品使用分光光度计 Nanodrop 2000
(Thermo Scientific，美国) 检测 260/280 值及浓度，

使用 1% 琼脂糖凝胶电泳检验 RNA 的完整性。按

照 PrimeScriptTM First-strand  cDNA  Synthesis  Kit
(TaKaRa，大连 ) 合成 cDNA 第一链。反转后的

cDNA 模板储存在−20 °C，以备后续实验。 

　　总 DNA 提取　　选取了 78 尾佛山灰色青鱼

和 90 尾邗江黑色青鱼样本，使用 PALL96 孔过滤

板进行 DNA 的提取 [17]，使用分光光度计 Nano-
drop  2000  (Thermo Scientific，美国 ) 检测 260/280
值和浓度，使用 1% 琼脂糖凝胶电泳检验 DNA 的

完整性。 

1.3    Real-time PCR检测
 

　　引物设计与合成　　参照 NCBI 青鱼线粒体

参考基因组 (GenBank 登录号：MT084757)[18]，使

用 NCBI 网站中 Primer-BLAST 设计 13 个线粒体

蛋白质编码基因的引物 (表 1)，用 Get Primers 对

其进行引物特异性验证。

Real-time PCR 以反转录的 cDNA 为模板，使

用 BIO-RAD  CFX96TM 仪 器 和 SuperReal  Premix
Plus (SYBR Green) 荧光定量试剂盒检测 13 个蛋白

质编码基因在皮肤组织中的表达量。反应体系包

括 12.5 μL 2×SuperReal Premix Plus，0.75 μL Primer F
(10  μmol/L)，0.75  μL Primer  R  (10  μmol/L)，1  μL
cDNA 和 10 μL ddH2O，共 25 μL。反应程序：95 °C
预变性 15 min，95 °C 变性 10 s，60 °C 退火 30 s，
循环 40 次。 

1.4    ND4L基因 PCR扩增及突变位点筛选

根据 NCBI 数据库中青鱼的 ND4L 基因数据

(GenBank 登录号：MT084757)，使用 NCBI 网站

中 Primer-BLAST 设计 1 对引物，并用 Get Primers
对其进行引物特异性验证。上游引物 F (5′-3′) 为
CATTCCACCGTACCCACC，下游引物 R (5′-3′) 为
TGATTCAAATTGTAGAGCC。 对 ND4L 基 因 进

行 PCR 扩增序列，用 Sequencher 5.4.6 软件比对测

序结果筛选 SNP 单核苷酸变异位点。 

1.5    数据分析

数据采用 2−ΔΔCT 计算内参基因与 13 个蛋白质

编码基因的相对表达量[19]。矩形图使用 SigmaPlot
软件进行绘制，SPSS 22.0 软件分析评估样本间的

显著性差异。使用 SPSS 22.0 软件分析佛山灰色青

鱼和邗江黑色青鱼群体突变位点和单倍型的分布

特征，并使用卡方检验分析差异显著性。 
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2    结果
 

2.1    线粒体 13个蛋白质编码基因在佛山灰色

青鱼以及邗江黑色青鱼群体中的表达

qRT-PCR 结果显示，13 个蛋白质编码基因

在两个群体皮肤组织中都表达，COⅡ基因表达量

最高，ND5 基因表达量最低。根据显著性分析得

知，ND1、ND2、ND4 和 ND4L 在两个群体的相对表

达量为极显著，分别为 0.002 8、0.001 8、0.002 9
和 0.001 0，ND4L 基因在两种体色青鱼中的相对

表达差异最为明显 (图 1)。 

2.2    线粒体 ND4L基因 SNP位点筛选与分布

统计

在两种体色线粒体 ND4L 基因中共检测到 2
个 SNP 位点。将这 2 个 SNP 位点分别命名为 A243G
和 C252T (表 2)。佛山灰色体色群体 A243G 位点

的 A、G 基因型频率为 96.2% 和 3.8%，C252T 位

点的 T、C 基因型频率为 38.5% 和 61.5%。邗江正

常体色群体 C252T 位点的 A、G 基因型频率为

100% 和 0%，C252T 位点的 T、C 基因型频率为

15.2% 和 84.8%。
 

表 1    青鱼线粒体 DNA 13个蛋白质编码基因引物

Tab. 1    Primers for 13 protein coding genes in
mtDNA of M. piceus

引物
primers

序列(5′-3′)
sequences (5′-3′)

退火温度/°C
Tm

ND1-F TCAGCACAGCCCAAGAAA 50

ND1-R CTACGTTGAAGCCGGAGA 50

ND2-F AAACCAAACCCAACTACGA 50

ND2-R GCTGCGGATGTTATGAAG 50

ND3-F TACTGGCAATCGTGTCTT 50

ND3-R TTGGGTTGTGGAGTTGGTCT 56

COⅠ-F TGGAGGATTCGGAAACTG 51

COⅠ-R AGATTGCCTGCGAGTGGT 57

COⅡ-F CATAGAATCGCCAGTCCG 53

COⅡ-R AGGCAATGAAGGCAGTTT 52

COⅢ-F TAGCACCAACACCAGAGC 55

COⅢ-R CACCCTCTATGATGCTGT 51

ATP8-F GAATCGTCTTCCTCACCA 51

ATP8-R CTCAGGGTTCTGTTTTGT 53

ATP6-F TTATTGGAATGCGAAACC 47

ATP6-R AATACGGCTGTGGCGATG 55

ND4-F TAAGTCCCTAATCGCCTAC 50

ND4-R TTCGGCTGTGGGTTCGTT 57

ND4L-F CATTCCACCGTACCCACC 56

ND4L-R TGATTCAAATTGTAGAGCC 46

ND5-F ACCAGGGAATAGAAAGCA 49

ND5-R ATGTTAGGGTCGGAGTGT 52

ND6-F CTAAACGGCACGAAGAGT 52

ND6-R TTGTTGATGGGTTGAAGG 49

cytb-F CGACCTTCCAACACCATC 53

cytb-R GGATGAGTCAGCCGTAAT 51

表 2    ND4L基因在佛山群体以及邗江群体中的 SNPs统计分析

Tab. 2    SNPs analysis of ND4L gene in Foshan population and Hanjiang population

位点
locus

基因型
genotype

样本(佛山)/尾
samples (Foshan)

频率(佛山)/%
frequency (Foshan)

样本(邗江)/尾
samples (Hanjiang)

频率(邗江)/%
frequency (Hanjiang)

A243G G 3 3.8 0 0

A 75 96.2 92 100

C252T T 30 38.5 14 15.2

C 48 61.5 78 84.8
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图 1    线粒体 13个蛋白质编码基因在佛山灰色青鱼

以及邗江青鱼群体中的表达

**表示差异极显著 (P<0.01)，*表示差异显著 (P<0.05)

Fig. 1    Expression of 13 mitochondrial protein coding
genes in Foshan grey M. piceus and
Hanjiang M. piceus populations

** indicates  extremely significant  difference(P<0.01), *  indicates  signi-
ficant difference(P<0.05); 1. ND1, 2. ND2, 3. ND5, 4. COⅠ, 5. COⅡ, 6.
ND4, 7. ND4L, 8. ATP8, 9. ND3, 10. ATP6, 11. COⅢ, 12. ND6, 13. cytb
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2.3    ND4L基因单倍型分布统计

在两种体色线粒体 ND4L 基因中共检测到 3 种

单倍型，分别为 Hap1(AC)、Hap2(AT)、Hap3(GC)

(表 3)。Hap1 出现的频率最高，Hap1 和 Hap2 在

两种体色中均有分布，Hap3 的频率最低，仅在正

常体色中出现。
 

2.4    ND4L基因 CDS与氨基酸序列结构的分析

ND4L 基因没有内含子，其 CDS 序列长 297
bp，以 ATG 开头，TAA 结尾。如图 2 所示，297
bp 的 DNA 序列编码了 98 个氨基酸，CDS 序列来

自登录号 MT084757。两个 SNPs 位点，A243G

为 A-G 的转换突变，C252T 为 C-T 的转换突变。

A243G 位点编码苏氨酸，位于密码子的第 3 位，

为同义突变。C252T 位点也是编码苏氨酸，位于

密码子的第 3 位，为同义突变 (表 4)。
 
 

3    讨论

线粒体 ND4L 基因编码的 ND4L 蛋白是呼吸

复合物Ⅰ (NADH 脱氢酶) 亚基之一，有研究表明，

ND4L 基因与人类某些疾病有关联，2 型糖尿病

(T2DM) 患者 T10609C 突变和白内障患者 C10676G
突变均发生在编码 ND4L 蛋白的 mtDNA ND4L 基

因上 [20], Leber 遗传性视神经病与在 ND4L 基因中

同时发生的 10609T>C 和 10663T>C 突变相关 [21]。

ND4L 基因在遗传育种与进化中更多的是用来研

究系统发育关系[22-24]。Guan 等[25] 的研究表明，线

粒体蛋白编码基因中，ND4、ND4L 基因在蜉蝣

(Choroterpes yixingensis) 中的稳态转录模式可以随

着环境污染程度的不同而发生变化，因此有可能

表 3    在两种体色的青鱼中检出的 3种单倍型的分布

Tab. 3    Distribution of three haplotypes detected in two body colors of M. piceus

单倍型
haplotypes

组合
combination

样本(佛山)/尾
samples (Foshan)

频率(佛山)/%
frequency (Foshan)

样本(邗江)/尾
samples (Hanjiang)

频率(邗江)/%
frequency (Hanjiang)

Hap1 AC 77 84.6% 45 57.7%

Hap2 AT 14 15.4% 30 38.4%

Hap3 GC 0 0% 3 3.9%

表 4    ND4L基因 SNPs位点对应的氨基酸变化

Tab. 4    Changes of amino acids in SNPs of ND4L gene

SNPs位点
SNPs locus

对应氨基酸变化
mutant of amino acid residue

是否同义突变
synonmous mutation

A243G

C252T

苏氨酸　threonine (ACA)→苏氨酸　threonine (ACG)

苏氨酸　threonine (ACC)→苏氨酸　threonine (ACT)

是

是

a t g a c a c c a g t a c a t t t c a g c t t t a g c t c a g c a t t c a t t c t a g g a c t a a t a g

 M  T   P   V  H  F   S   F   S   S   A  F   I   L   G  L   M

g a c t a g c a t t c c a c c g t a c c c a c c t a c t a t c c g c a c t c c t g t g c t t a g a a g g

G  L   A  F   H  R  T   H  L   L   S   A  L   L   C  L   E   G 
a a t a a t a c t a t c c c t g t t c a t t g c a c t a g c c c t g t g g g c t c t a c a a t t t g a a

  M  M  L   S   L   F   I   A  L   A  L   W  A  L   Q  F   E
t c a a c a a g t t t c t c c g c a g c c c c a a t a c t a c t g c t a g c t t t c t c c g c c t g c g

 S   T   S   F   S   A  A  P   M  L   L   L   A  F   S   A  C  

a a g c a a g c a c a g g t c t a g c a c t t c t a g t a g c t a c a g c c c g a a c c c a c g g a a c

E   A  S   T   G  L   A  L   L   V  A  T   A  R  T   H  G  T

c g a c c g c c t a c a a a a c c t t a a c c t c c t a c a a t g c t a a

  D  R  L   Q  N  L   N  L   L   Q  C  * 
图 2    ND4L基因 CDS序列及氨基酸序列

椭圆. 起始密码子，终止密码子；方框. SNPs 位点 (a. A243G，c. C252T)；下划线. 氨基酸序列

Fig. 2    CDS sequence and amino acid sequence of ND4L gene
Ellipses indicate start codon/stop codon; boxes indicate SNPs (a. A243G, c. C252T); underscores indicate amino acid sequence
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成为未来水生态毒性监测的生物标志。杜民等[26]

对巨魾(Bagarius yarrelli) 线粒体 ND3、 tRNA-Arg
和 ND4L 进行了测序，发现 12 条巨魾的 ND4L 基

因序列仅存在 1 种单倍型，说明 ND4L 基因的序

列是高度保守的。

鱼类的体色由鱼体色素细胞的数量、分布的

区域、色素细胞内色素颗粒的状态等决定[27]，随

生长发育及环境的改变而发生变化，包括形态学

体色变化和生理学体色变化[28]。研究发现，两个

不同环境下的佛山灰色青鱼以及邗江黑色青鱼的

线粒体 13 个蛋白质编码基因表达量有明显不同，

ATP6 基因以及 COⅢ基因在邗江黑色群体中的表

达量要高于佛山灰色青鱼群体，其余 11 个蛋白质

编码基因则相反，ND4L 基因在两种体色青鱼中

的表达差异最为明显。在 78 尾佛山灰色青鱼群体

和 92 尾邗江黑色青鱼群体线粒体 ND4L 基因长为

297 bp 的 CDS 序列中共检测出 2 个 SNP 突变位

点 A243G 和 C252T。研究发现青鱼线粒体 ND4L
基因上的 SNP 位点 (2 个) 占基因组碱基 (297 bp)
比例为 0.67%，位于编码区，且都为同义突变，氨

基酸的编码没有发生改变，考虑到密码子存在偏

好性，本研究中检出的 ND4L 基因的同义突变密

码子可能不是青鱼的最佳密码子，甚至可能会突

变成低效密码子，而这也可能会影响苏氨酸的编

码效率，而后进一步对 ND4L 基因在青鱼生物体

中的功能发挥产生影响，这也可能影响佛山灰色

青鱼群体表皮黑色素的数量和分布，最终表现出

较浅体色，呈现灰色。在 2 种体色的群体中共发

现了3 种单倍型Hap1 (AC)、Hap2 (AT)、Hap3 (GC)，
其中 Hap1 (AC) 出现的频率最高，Hap1 (AC) 和
Hap2 (AT)在两种体色中均有分布，Hap3 (GC) 的
频率最低，仅在正常体色中出现。

本研究筛选了两种体色青鱼线粒体 ND4L 基

因并进行了 SNP 位点的筛选，分析了两个 SNP 位

点的基因型以及单倍型的分布。在后续的工作中

可以进一步探究青鱼不同体色与生长性状之间的

关系，并与筛选到的 SNPs 分子标记相结合，为

青鱼优良品种选育及杂交育种提供理论依据，促

进青鱼养殖产业向健康、可持续、优质化方向发展。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Screening of SNP markers of mitochondrial ND4L gene in
black carp (Mylopharyngodon piceus) and their frequencies in

two different body color populations

MAO Siqi 1,2,     BAO Shengcheng 1,2,     XU Xiaoyan 1,2,     LI Jiale 1,2,     SHEN Yubang 1,2*

(1. Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture and Rural Affairs,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: In order to analyze the association between mitochondrial protein-coding genes and body color traits of
black carp (Mylopharyngodon piceus)  and screen out  SNP markers  related to body color,  this  study selected the
skin tissues of five Foshan gray black carp samples and five Hanjiang black M. piceus samples and detected the
relative  expression  of  13  mitochondrial  protein-coding  genes  in  the  skin  tissues  of  the  two color  populations  by
qPCR, and then performed the significance analysis. The study designed primers for the CDS region sequence of
the protein-coding gene with the most obvious expression difference, and then selected 78 Foshan gray M. piceus
samples  and  92  Hanjiang  black M. piceus samples  for  sequencing,  and  screened  out  SNP markers  based  on  the
sequencing  peak  map.  The  results  showed  that  among  the  13  mitochondrial  protein  coding  genes,  the  relative
expression of ND4L gene is the most significant, the relative expression of COⅡ gene is the highest, and the relat-
ive  expression  of ND5  gene  is  the  lowest.  Two  SNPS  (C252T  and  A243G)  were  detected  in  the  mitochondrial
ND4L gene of 170 M. piceus samples. The frequencies of A and G genotypes at A243G in Foshan gray body color
population are 96.2% and 3.8%, while the frequencies of T and C genotypes at C252T are 38.5% and 61.5%. The
frequencies of A and G genotypes of C252T locus in Han Jiang normal body color population are 100% and 0%,
while the frequencies of T and C genotypes of C252T locus are 15.2% and 84.8%. Three haplotypes, AC, AT and
GC were  detected.  AC shows  the  highest  frequency;  AC and  AT are  distributed  in  both  body  colors,  while  GC
shows the lowest frequency and only appeares in normal body colors. This study studied the distribution of geno-
types and haplotypes of two SNPS in mitochondrial ND4L gene related to body color of M. piceus and provided
theoretical guidance for the study of body color and growth traits of M. piceus as well as the breeding of M. piceus.
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