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摘 要：采用同源克隆法从吉富罗非鱼血液 DNA中分离出 GH基因。GH含有 5个内含子，阅读框长 615 bp，

编码 204个氨基酸。通过随机测序法，在 GH的外显子 6处找到 1个 SNPs位点(A/G)。通过 PCR–RFLP检测吉富

罗非鱼群体内 GH的 SNPs，同时将其增重性状与 SNPs进行相关分析，结果显示，在雌鱼中，GG型和 GA型个

体增重高于 AA型个体，但差异不显著；在雄鱼中，AA型个体增重显著高于 GG型个体(P<0.05)。 
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Abstract: GH gene of GIFT (genetically improved farmed tilapia) was isolated from blood DNA by homology-based 
cloning. GH gene included five introns and an open reading frame of 615 bp which encoded 204 amino acid residues. A 
site in exon 6 of GH gene showed SNPs (A/G) through random sequencing. PCR–RFLP method was used to detect SNPs 
in GIFT population and the correlation between weight gain and SNPs was analyzed. The results showed that the weight 
gain of female individuals with GG and GA genotypes was higher than that of which with AA genotype, but there was no 
significant difference. The weight gain of male individuals with AA genotype was significantly higher than that of which 
with the GG genotype (P<0.05).  
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生长激素(growth hormone，GH)是由动物垂体
前叶分泌的一种蛋白类激素，由190~191个氨基酸
残基组成[1]。在神经内分泌生长轴上，GH通过与生
长激素结合蛋白(growth hormone binding protein，
GHBP)结合而运输，与靶器官上的生长激素受体
(growth hormone receptor，GHR)结合，促使类胰岛
素生长因子(insulin-like growth factors，IGFs)产生，
并进入血液循环，再通过IGFs结合蛋白(insulin-like 

growth factor binding protein，IGFBP)转运到全身组
织细胞，促进动物生长和碳水化合物代谢、葡萄糖

吸收、脂肪分解以及核酸、蛋白质合成[2–3]。 
在育种领域，SNPs 常作为一种分子标记辅助

育种工具。研究者们对与生长性状相关基因的启动

子、外显子、内含子进行多态性检测，并对不同基

因型与可测性状进行相关性分析，确定各基因型和

性状间的关联度，寻找影响性状的 SNPs，然后将



 
 

第 38卷第 4期                 唐永凯等 吉富罗非鱼 GH基因的分离及其 SNPs与增重的相关性                423 

 

其运用于后续的育种实践中[4–6]。在畜禽上，GH的
SNPs 普遍存在，而且有些位点与动物经济性状显
著相关[7–9]。在水产动物上，尚未见 GH的 SNPs与
生长性状相关性的报道。吉富罗非鱼(genetically 
improved farmed tilapia，GIFT)是通过家系选育获得
的优良品系，其生长速率高于养殖类罗非鱼，具有

重要的经济价值[10]。笔者克隆吉富罗非鱼的 GH基
因，测序查找 GH的 SNPs，并通过 PCR–RFLP检
测 GH的 SNPs，同时对吉富罗非鱼的增重性状与其
SNPs进行相关性分析，找寻与增重相关的 SNPs，
旨在为后续分子标记育种提供参考。 

1 材料和方法 

1.1 材 料 

供试鱼取自中国水产科学研究院淡水渔业研

究中心宜兴实验基地，为同一批繁殖的苗种。在供

试鱼体质量为 20 g左右时进行 PIT标记，在同一池
塘养殖 300 d后测定每尾鱼体质量、体长、体高、
体厚等。标记筛选用鱼共 294尾，其中雌鱼 188尾，
雄鱼 106尾。 

1.2 基因组 DNA 的提取 

从鱼尾静脉抽血 0.2~0.3 mL，用蛋白酶 K消化
过夜，用酚–仿法抽提 DNA，用琼脂糖凝胶电泳检
测 DNA 质量，在紫外分光光度计(Eppendorf)上测
定 DNA 浓度，用 TE 将 DNA 样品稀释成 50~100 
ng/μL。 

1.3 吉富罗非鱼 GH 的克隆 

根据莫桑比克罗非鱼GH的DNA序列(GenBank 
登录号：AF033806)，设计 1 对能扩增翻译区的引
物(P1，P2)，分别靠近 GH的 5′端和 3′端，其序列见
表 1。反应程序为：94 ℃预变性 3 min，94 ℃变性 

表 1 克隆吉富罗非鱼 GH 及检测其 SNPs 的引物 

Table 1  Primers for GH gene cloning and SNPs detecting in GIFT 

引物 序列(5′—3′) 长度/ 
bp  

GC 
含量/%

融解

温度/℃

P1
 CCAGAGCCCTGAACTGATGCC 21 61.9 61.0

P 2 AGCAGAGTTTGCCAACATGAGG 22 50.0 59.4

P 3 GCTCCTTACGGAAACTATTATCA 23 39.1 57.8

P4 AACATTATTCCCGTTCACACCT 22 40.9 57.8
 

1 min，57 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 2 min，共 30个
循环，最后 72 ℃延伸 8 min，4 ℃保存。PCR产物
用 1.0%的琼脂糖凝胶电泳分离，切胶回收，连接转
化，蓝白斑挑选阳性克隆，酶切鉴定，送上海博尚

生物有限公司测序。 

1.4 SNPs 的查找 

根据获得的吉富罗非鱼序列，随机挑选 8尾吉

富罗非鱼的 DNA，用引物 P1和 P2重新扩增 GH序

列。根据获得的 9条 GH序列，经 ClustalX比对，

找出 SNPs。当同一位点不同碱基出现的比例约为

1∶8时，即认定该位点为 SNPs位点。应用在线软

件 (http://insilico.ehu.es/restriction/two_seq/)查找适

合检测 SNPs的限制性内切酶。 

1.5 多态位点的检测 

根据获得的 SNPs位点，设计检测引物 P3和 P4，

其中反向引物P4根据莫桑比克罗非鱼GH序列设计

(表 1)。PCR反应总体积为 12.5 μL，其中，模板 DNA 

1.0 μL，10 μmol/L引物各 0.25 μL。取 5 μL PCR产

物，加限制性内切酶(RsaI)0.15 μL，反应总体积为

10 μL，37 ℃下消化 2 h以上，使之完全酶切，2%

琼脂糖凝胶电泳检测酶切产物，确定基因型。 

1.6 统计分析 

利用 SPSS软件对吉富罗非鱼GH的 SNPs与增

重性状进行相关性分析；用 Little Programe分析多

态信息含量。 

2 结果与分析 

2.1 吉富罗非鱼 GH 基因的分离 

从吉富罗非鱼 DNA中扩增 GH基因的长度为

1 494 bp，提交到 GenBank(登录号为 HM565014)，

参照莫桑比克罗非鱼的 GH，经序列比对，发现吉富

罗非鱼 GH含有 5个内含子，阅读框长 615 bp，编

码 204个氨基酸，内含子均符合 GT–AG原则(图 1)。

与莫桑比克罗非鱼 GH比对， DNA序列的相似性

为 98.9%，阅读框核苷酸序列长度一致，编码氨基

酸序列的相似性为 99.3%。 
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外显子、内含子分别以方框和直线表示。 

图 1 GH 基因的结构 

Fig.1 Gene structure of GH gene 

2.2 SNPs 的查找及检测结果 

通过双向测序，比对 9 尾吉富罗非鱼 GH 的

DNA序列，发现只有外显子 6上 1个位点不同碱基

出现的比例为 3∶6，其他位点均为 1∶8。根据以

往查找 SNP的经验，不同碱基出现比例为 1∶8的

为假阳性，故不进行检测。用在线软件查到该 SNPs

的适合限制性内切酶为 RsaI。酶切后，AA 型片段

长度分别为 142、265 bp；GG型片段长度为 407 bp；

GA型片段长度分别为 142、265、407 bp。图 2为

部分检测个体的酶切结果。 

GG  GG  GG  GG  AA  GA  GG  GG  GG  GG  GG  GA  M  GA  GA  GA  GA  GG  GA  GA  GA  GG  GG  GA  GA 

  
图 2 GH 基因 SNPs 位点的酶切电泳图 

Fig.1 Electrophoresis of SNPs sites of GH gene digested by restriction enzyme 

2.3 多态位点与增重的相关性 

在被检测的 294 尾吉富罗非鱼中，GG 型的有

193尾，其中雄鱼 73尾；GA型的有 94尾，其中雄

鱼为 29尾；AA型的有 7尾，其中雄鱼为 4尾(表 2)。

GG、GA、AA基因型频率分别为 65.6%、32.0%、

2.4%。等位基因 G、A 的频率分别为 81.63%、

18.37%，表现为低度多态(P<0.25)。 

表 2 GH 基因的基因型个体的增重和样本数 

Table 2  Weight gain of individuals with different 

GH genotypes and the sample number 

增重/g  样本数/个 基因型 
 雄鱼 雌鱼   雄鱼 雌鱼

GG (501.6±114.7)b 344.4±58.7  73 120 

GA (538.7±140.1)ab 346.6±72.5  29  65 

AA (627.5±21.0)a 279.3±21.5  4   3 

由表 2 可见，在雌鱼中，GG 型和 GA 型个体

的增重高于 AA型个体，但差异不显著；在雄鱼中，

AA型个体的增重显著高于 GG型个体(P<0.05)。 

3 结论与讨论 

通过同源克隆法得到吉富罗非鱼的GH基因。

吉富罗非鱼与莫桑比克罗非鱼GH氨基酸序列的相

似性高达99.3%，表明GH序列非常保守。用随机测

序法查找SNPs，发现只有1个位点存在SNPs，表明

SNPs在吉富罗非鱼GH中分布较少，而同为神经内

分泌生长轴上的GHR1和GHR2分别存在6个和16个

SNPs[11]，这表明GH受到的选择压力可能大于

GHRs。GH等位基因G、A的基因频率分别为81.63%、

18.37%，表现为低度多态(P＜0.25)，这与甘南牦牛

GH基因的SNPs分析结果[12]相似。甘南牦牛GH基因

存在2个SNPs，但基因位点均表现为低度多态，这

可能与SNPs的标记特性有关，通常只有3种类型，

而且有些位点只有3种类型[13–14]。 

吉富罗非鱼雌、雄鱼的生长速率差异较大，在

雌鱼中，GG 型和 GA 型个体的增重高于 AA 型个

体，但差异不显著；在雄鱼中，AA 型个体的增重

显著高于 GG 型个体(P<0.05)。这一标记可应用于

吉富罗非鱼的分子标记育种中，但增重属于数量性

状，受微效多基因控制。具有多个与生长性状相关

SNPs 个体的生长速率明显较快[15]，标记越多的个

体，增重越大，富集 4个标记以上的增重比 2个标

记的约快 44%。本研究中得到的与增重相关的 SNPs

和生长相关基因的 SNPs 可共同应用于吉富罗非鱼

的分子标记育种中。 

ATC 10 134 117 144 147 63

96 420 123 72 79 

TAC 

407 bp
265 bp
142 bp
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