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摘要： 肌球蛋白重链 (Myosin heavy chain) 参与鱼类肌纤维肥大和增生过程，在肌肉生长和收缩过程中扮演重要角色。为

筛选出与生长性状相关的单核苷酸多态性 (Single nucleotide polymorphisms, SNPs) 位点，采用 PCR 扩增技术获得海水经

济养殖鱼类——杉虎杂交斑 (棕点石斑鱼 Epinephelus fuscoguttatus ♀ × 清水石斑鱼 E. polyphekadion ♂) 的肌球蛋白重链基

因序列全长，并基于相关性分析筛选与生长性状相关的 SNPs 位点。结果表明，杉虎杂交斑肌球蛋白重链基因序列全长

为 12 129 bp，包含 36 个外显子和 35 个内含子，可编码 1 934 个氨基酸。该基因包含 4 种类型的蛋白结构域：Myo-

sin_N、MYSc、IQ 和 Myosin_tail_1。经比对分析发现，该基因的核苷酸序列及蛋白结构域在鲈形目、鲀形目和鲽形目

鱼类中均表现出较高的保守性。在肌球蛋白重链基因中检测到 62 个 SNPs 位点，其中 8 个符合 Hardy-Weinberg 平衡。

有 12 个 SNPs 位点位于外显子区域，且均与体质量、全长等多个生长表型性状显著相关 (p<0.05)。在这 12 个 SNPs 位点

中仅有 g5417 C>G 为错义突变，导致丙氨酸变成甘氨酸；其余位点均为同义突变。这些与生长相关的 SNPs 位点可作为

杉虎杂交斑生长分子标记开发的候选位点。
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Abstract: Myosin heavy chain (MYH) participates in hypertrophy and hyperplasia of muscle fibres in fish and plays an impor-

tant  role  in  muscle  growth  and  contraction.  In  order  to  screen  single  nucleotide  polymorphism  (SNP)  sites  associated  with
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growth traits, we applied the PCR amplification method to obtain the nucleotide sequence of MYH in the cultured marine fish,

the  hybrid  grouper  (Epinephelus  fuscoguttatus ♀ × E.  polyphekadion ♂),  and  then  used  the  correlation  analysis  to  detect  the

SNPs related to its growth traits. The results show that the sequence length of the MYH was 12 129 bp, including 36 exons and 35

introns,  encoding  1  934  amino  acids.  Four  typical  domains  in  MYH  were  detected,  namely  Myosin_N,  MYSc,  IQ  and

Myosin_tail_1.  Comparative  analysis  reveals  that  high  conservation  in  nucleotide  sequence  and  protein  domain  of  MYH  was

manifested  in  Perciformes,  Tetraodontiformes  and  Pleuronectiformes  species.  Sixty-two  SNP  loci  were  found  in  the  MYH.

Eight SNP loci were in Hardy-Weinberg equilibrium state. Twelve SNP loci were located on exons, significantly correlated with

growth traits, such as body mass and total length. Among the 12 SNP sites, only g5417 C>G was a missense mutation, resulting

in the transformation from alanine to glycine. Other loci were synonymous mutations. These SNP sites related to growth provide

candidate sites for screening the growth-related molecular markers in the hybrid grouper.

Keywords: Epinephelus fuscoguttatus ♀ × E. polyphekadion ♂; Myosin heavy chain gene; Growth traits; Single nucleotide poly-

morphism

生长是水产养殖经济动物的重要性状。在一些

经济鱼类中，肌肉占到鱼体质量的 50%~70%[1]。

肌球蛋白是肌肉细胞的重要组成部分，在肌肉收

缩、细胞分裂及细胞内物质运输等方面有着重要功

能 [ 2 - 3 ]。肌球蛋白由 2 条肌球蛋白重链  (Myosin

heavy chain) 和 4 条肌球蛋白轻链 (Myosin light

chain) 共同形成“Y”形不对称结构。肌球蛋白重

链具有运动和肌纤维形成双重生物学功能，在肌肉

生长、发育和收缩上扮演着重要角色[4]，这与其球

状氨基末端头部结构域和细长 α-螺旋卷曲羧基末

端棒状结构域密不可分[5]。肌球蛋白重链基因属多

基因家族，在鳜 (Siniperca chuatsi)[6]、青鳉 (Ory-
zias latipes)[7]、斑马鱼 (Danio rerio)[8]、红鳍东方鲀

(Takifugu rubripers)[9] 等多种鱼类中发现了不同基

因类型。该基因编码区较长，普遍在 5 000 bp 以

上，约可编码 1 900 个氨基酸。

肌球蛋白重链基因可通过表达量的差异以及核

苷酸序列上存在的单核苷酸多态性 (Single nucleo-

t ide  po lymorphi sms ,  SNPs)  位点影响物种生

长[10-13]。已有文献报道其表达量与石斑鱼仔鱼期肌

纤维的新生、仔鱼后期原有肌纤维的增生相关[14]。

在红鳍东方鲀中，肌球蛋白重链基因表达量的差异

体现在快慢肌中，影响其生长速率 [ 1 5 ]。在虹鳟

(Oncorhynchus mykiss) 和玻璃梭吻鲈 (Sander vit-
reus) 中也同样发现肌球蛋白重链基因的表达量会

影响生长速度[16-17]。此外，在鳜中发现肌球蛋白重

链基因 5' 转录调控区存在与生长表型性状 (如体

长、体高等) 相关的 SNPs 位点，这些位点位于启

动子区域，可通过影响转录调控因子结合进而改变

该基因的表达量，最终实现对生长性状的调控[4]。

石斑鱼为名贵水产经济动物，属鲈形目、鮨

科、石斑鱼亚科。因其低脂肪、高蛋白、肉质细腻

等特点，备受消费者喜爱。在众多石斑鱼养殖种类

中，杉虎杂交斑 (棕点石斑鱼 Epinephelus fuscogut-
tatus ♀ × 清水石斑鱼 E. polyphekadion ♂) 因生长速

度快、抗病性强、肉质鲜嫩等特点，成为我国沿海

地区重要的养殖鱼类[18-19]。有学者基于生长重要基

因，如生长激素 (Growth hormone)[20]、生长激素

受体 (Growth hormone receptors)[19]、肌肉抑制素

(Myostatin)[21] 来研究杉虎杂交斑的生长性状。本

研究团队在杉虎杂交斑及其亲本的转录组数据比较

分析中发现，肌球蛋白重链基因在杉虎杂交斑生长

性状调控中具有重要作用。但该基因在杉虎杂交斑

中尚未见相关报道。获取杉虎杂交斑肌球蛋白重链

基因的序列全长，分析其蛋白结构是解析该基因功

能的重要前提。

分子标记辅助育种借助于目标性状分子标记对

个体进行选择，进而获得含有目标基因的优良个

体。该技术在水产经济动物育种中应用较为成熟，

其在育种中呈现的高效性和精准性是单一依赖表型

性状进行传统选育所无法比拟的[22-23]。筛选与性状

紧密相关的分子标记是开展辅助育种的重要前提和

基础。基于生长重要调控基因的 SNPs 位点挖掘生

长分子标记是一种非常有效的手段，在植物和动物

育种中应用较为广泛[24-26]。在水产经济动物如鳜[6]、

大口黑鲈 (Micropterus salmoides)[13]、马氏珠母贝

(Pinctada fucata martensii)[12] 中，均在肌球蛋白重

链基因核苷酸序列中成功筛选到与生长相关的

SNPs 位点。因此，本研究克隆了杉虎杂交斑的肌

球蛋白重链基因核苷酸序列，预测其蛋白结构，并

挖掘与生长相关的 SNPs 位点，可为杉虎杂交斑生

长分子标记开发提供候选位点，为筛选鉴定具有生

长优势的杉虎杂交斑提供技术支撑。 
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1    材料与方法
 

1.1    实验材料

杉虎杂交斑采集自陵水德林诚信水产养殖有限

公司 (海南省陵水黎族自治县)。杉虎杂交斑在鱼苗

时期养殖在 4 m×4 m×1.2 m 的椭圆形水泥池中，

养殖密度为 1 200 尾·m−3。根据鱼苗生长情况逐渐

调整养殖密度，最后转移至 6 m×5 m×1.5 m 的长

方形水泥池进行养殖。至 12 月龄时其养殖密度约

为 50 尾·m−3，每日投喂 1~2 次。利用游标卡尺测

量养殖在同一水泥池中 12 月龄杉虎杂交斑表型生

长数据 (包括全长、体长、头长、体高和尾柄高)。

利用电子秤称量体质量，精确到 0.01 kg。在体质

量数据符合正态分布的群体中，挑选位于两端极值

的杉虎杂交斑个体 (即生长较快个体和生长较慢个

体) 组成 2 个群体，每个群体各 30 尾。生长较快

的群体平均体质量为 (0.59±0.05) kg，生长较慢的

群体平均体质量为 (0.15±0.03) kg。表型数据测定

前利用 3-氨基苯甲酸乙酯甲基磺酸盐 (MS-222) 对

鱼体进行麻醉，数据测量同时取尾鳍组织。按照动

物基因组 DNA 快速抽提试剂盒 [生工生物工程 (上

海) 有限公司] 的操作步骤提取基因组 DNA。本研

究操作严格遵守实验动物伦理要求。 

1.2    肌球蛋白重链基因全长序列扩增及 SNPs 位点

筛选

根据研究团队测得的棕点石斑鱼基因组，获得

肌球蛋白重链基因参考序列并进行引物设计

(表 1)。以杉虎杂交斑 DNA 为模板，通过 PCR 扩

增获取肌球蛋白重链基因序列全长。扩增体系为：

DNA 模板 1 μL，Taq 5 μL，正、反向引物各 0.5 μL，

最后用水补齐至 10 μL。扩增程序：55~60 °C 退火

30 s，72 °C 延伸 30 s，循环数为 30。将扩增获得的产

物送至广州生工进行测序。采用 BioEdit 和 Clustal W

对序列进行多重比对分析并筛选 SNPs 位点。根据

SNPs 位点前后 150 bp 序列进行引物设计，再次进

行 PCR 扩增以验证 SNPs 位点 (表 1)。 

1.3    肌球蛋白重链基因序列分析

利用 Open Reading Frame (ORF) (https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) 预测肌球蛋白重链基因

序列阅读框。通过 SMART (https://smart.embl.de/)

预测蛋白结构域。MEGA 7.0 软件用于进化分析。

SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/) 用于

三级蛋白结构预测。 

 

表1   用于 PCR 扩增引物表
Table 1　Primers used for PCR

引物名称
Primer

序列 (5'—3')
Sequence (5'−3')

用途
Usage

引物 1
Primer 1

F: GAACTTTTTATCATCTCTAC
全长序列扩增

R: ACTTGTTATTTTCTTTTTGT

引物 2
Primer 2

F: GTATCTAAAACATGAAGCAC
全长序列扩增

R: AACCTACAAATTATCGACCA

引物 3
Primer 3

F: GGTCCCAAATCAAACTCCTG
全长序列扩增

R: GCCTGACATCTGTTGCCATC

引物 4
Primer 4

F: TGTCAGGCTCTCACTCATTC
全长序列扩增

R: GTAAGTGTCTCTTCTGATTG

引物 5
Primer 5

F: TACTCAAGAGGAAAAGAACT
全长序列扩增

R: TTGTTCTTCACCAGCCAGTT

引物 6
Primer 6

F: AGCTTCTGATACCACCTTTA
全长序列扩增

R: ACAAATCACAAACCAATCAT

引物 7
Primer 7

F: CTATTCAAGCCAGGTCCCGT
全长序列扩增

R: CATCCTCAAGTCTGCCATTT

引物 8
Primer 8

F: GACCTTGAGAGAGCTAAGAG
全长序列扩增

R: CAAGTGAAAAGAGTAATGCT

引物 9
Primer 9

F: GTCAGCATTACTCTTTTCAC
全长序列扩增

R: TCTCTCTCTTCAGGGTCTCC

引物 10
Primer 10

F: GGAAACAAAAATATGAGGAG
全长序列扩增

R: ATACAATGTACGAAAAAGCA

引物 11
Primer 11

F: CAGATTGAAGTAGAGGAAGC
全长序列扩增

R: GGGAAAGAAAGAAGAAGAGA

引物 12
Primer 12

F: AGAACCAATCAGAAGAGACA
SNP 位点验证

R: TGTAATACCAAGCAGTGAAA

引物 13
Primer 13

F: ACTTTCATAGATTTTGGGAT
SNP 位点验证

R: TAGACTTCTGGTAGAGCGCA

引物 14
Primer 14

F: ACTCATATTTTTGTCCCCTC
SNP 位点验证

R: TTTGCCTTCAGTAACTTCGG

引物 15
Primer 15

F: ATAAAATATTCTGTCCCTCC
SNP 位点验证

R: TGTCTTGAAAGTTCATCTAG

引物 16
Primer 16

F: ATTATCATTTGCCAAAATGT
SNP 位点验证

R: TCCTTCACCAAGTTGCTCAG

引物 17
Primer 17

F: TGGAGCAGGAAAAGAGCGAG
SNP 位点验证

R: GGTTACAAAGATGCCAGAGT

引物 18
Primer 18

F: CCTGAAGGTAAAAAAGAGGA
SNP 位点验证

R: ACAATGTACGAAAAAGCAAC
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1.4    肌球蛋白重链基因 SNPs 分析

计算 SNPs 位点基因频率和基因型频率[27]。选

取最小等位基因频率大于 0.05 的位点用于后续分

析。利用 PLINK 软件计算预期杂合度 (Expected

heterozygosity, He)、观测杂合度 (Observed hetero-

zygosity, Ho) 和 Hardy-Weinberg 平衡。采用 Pop-

gene v. 1.31[28] 分析有效等位基因数 (Effective num-

ber of alleles, Ne)。多态性信息 (Polymorphic infor-

mation content, PIC) 参考 Bostein 等[29] 提出的方法

进行计算。SNPs 位点间的连锁不平衡分析通过

Haploview 4.2 计算，连锁程度大小用 r2 度量[30]。

采用 PLINK 一般线性模型进行 SNPs 位点与生长性

状关联分析。同一位点不同基因型之间的性状表现

差异由 SPSS 17.0 软件的 t-test 检测。显著性水平

α 设为 0.05。 

2    结果
 

2.1    肌球蛋白重链基因序列分析

经测定发现杉虎杂交斑肌球蛋白重链基因序列

长度为 12 129 bp，包含 36 个外显子和 35 个内含

子  (图 1 )，完整的基因序列已经提交到 N C B I

(PQ826489)。外显子长度介于 28~390 bp，可编码

1 934 个氨基酸。推测其蛋白分子质量约为 223 kD，

等电点为 5.532。蛋白结构域分析结果显示存在 4

种结构类型，即 Myosin_N (第 34—第 73 位氨基

酸)、MYSc (第 79—第 782 位氨基酸)、IQ (第

783—第 805 位氨基酸) 和 Myosin_tail_1 (第 846—第

1 927 位氨基酸)。
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图1　杉虎杂交斑肌球蛋白重链基因核苷酸序列分析

Fig. 1　Nucleotide sequence analysis of MYH
 
 

2.2    肌球蛋白重链基因蛋白高级结构预测

将杉虎杂交斑肌球蛋白重链基因氨基酸序列与

棕点石斑鱼 (XP_049453941.1)、鞍带石斑鱼 (E.

lanceolatus, XP_033506503.1)、金钱鱼 (Scatophagus

a r g u s ,  X P _ 0 4 6 2 6 3 6 8 5 . 1 )、红鳍东方鲀  ( X P _

011614688.1)、黄鳍棘鲷 (Acanthopagrus latus,

XP_036941235.1)、狭鳞庸鲽 (Hippoglossus steno-

lepis, XP_035027113.1)、射水鱼 (Toxotes jaculatrix,

XP_040910911.1) 以及大口黑鲈 (XP_038574763.1)

进行同源性比对。结果表明，杉虎杂交斑肌球蛋白

重链基因氨基酸序列与其他鱼类的相似度均高于

90%；其中与棕点石斑鱼和鞍带石斑鱼的相似度最

高，分别为 98.9% 和 98.7%；与狭鳞庸鲽的相似度

最低 (91.6%)。以上结果表明肌球蛋白重链基因在

不同物种间具有较高的保守性 (表 2)。

对上述物种的 Myosin_N、MYSc、IQ 和 Myo-

sin_tail_1 蛋白结构域比较分析发现，在不同物种

间，结构域有较高的氨基酸序列相似性，其中 IQ

区域保守性最高。此外，在 Myosin_N、MYSc 和

Myosin_tail_1 这 3 个区域中存在石斑鱼类保守性氨

基酸位点，如 3 种石斑鱼在 Myosin_N 区域第

37 位均为缬氨酸、MYSc 区域第 245 位均为天冬酰

胺。而这些位点与其他鱼类的氨基酸组成不同

(图 2，红色星号所示)。在 MYSc 和 Myosin_tail_1 区
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表2   肌球蛋白重链基因氨基酸序列在不同物种间的相似度比较
 

Table 2　Similarity comparison of amino acid sequence in MYH gene between different species %

棕点石斑鱼
E. fuscoguttatus

鞍带石斑鱼
E. lanceolatus

金钱鱼
S. argus

红鳍东方鲀
T. rubripes

黄鳍棘鲷
A. latus

狭鳞庸鲽
H. stenolepis

射水鱼
T. jaculatrix

大口黑鲈
M. salmoides

杉虎杂交斑
E. fuscoguttatus × E. polyphekadion 98.9 98.7 94.5 92.4 94.3 91.6 94.2 94.0

棕点石斑鱼
E. fuscoguttatus 99.4 95.1 93.0 95.0 92.2 94.8 94.6

鞍带石斑鱼
E. lanceolatus 95.0 92.9 94.8 92.2 94.9 94.5

金钱鱼
S. argus 94.7 96.7 93.4 96.3 95.9

红鳍东方鲀
T. rubripes 94.9 91.8 93.8 93.6

黄鳍棘鲷
A. latus 93.1 95.9 96.1

狭鳞庸鲽
H. stenolepis 93.0 92.3

射水鱼
T. jaculatrix 95.2
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射水鱼 Toxotes jaculatrix
狭鳞庸鲽 Hippoglossus stenolepis

大口黑鲈 Micropterus salmoides
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KK E C F V P DQV E E F VKA T I T S R DGDKV TV E TQYGK TVVVKD

KK E C F V P DQV E E F VKA T I T S R DGDKV TV E TQYGK TVVVKD

KK E C F V P DQV E E F VKA T I T S R DGDKV TV E TQYGK TVVVKD

KK E C F V P DQA E E F VKA T I T S R DGDKV TVD T E R GK TV TVKD

KK E C F V P D P VQ E F VKA TV I S R E GDKV TV E T EHGK TV T F KD

KK E C F V P D P V E E F VKA T I T S R DGDKV TV E TQNGK TV TVKD

KK E C F V P DQV E E F VKA TV T S R DGNKV TVD TQRGK TV I VKD

KK E C F V P D P V E E F VKA T I T S R DGDKV TV E TQNGK TV TVKD

KK E C F V P D P V E E F VKA T I T S R DGDKV TV E TQYGK TV TVK E

*
Myosin_N IQ

10 20

R L S K I I T A I QAR S R G L L S R I E YQ

R L S K I I T A I QAR S R G L L S R I E YQ

R L S K I I T A I QAR S R G L L S R I E YQ

R L S K I I T A I QAR S R G L L S R I E YQ

R L S K I I T A I QAR S R G L L S R I E YQ

R L S K I I T A I QAR S R G L L S R I E YQ

R L S K I I T G I QAR S R G L L S R I E F Q

R L S K I I T A I QAR S R G L L S R I E YQ

R L S K I I T A I QAR S R G L L S R I E YQ

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700

QN P P K F DK I E DMAML T F L H E P AV L F N LK E R YAAWM I Y TY S G L F C V TVN P YKWL P VYNQ EVVVAYRGKKR S E A P P H I F S I S DNAYQYMLADR ENQ S I L I T G

E S GAGK TVN TKRV I QY F A S I AAGG I KKD TVAKDKG T L E DQ I I QAN P A L EA F GNAK T I R NDN S S R F GK F I R I H F D T R GK LA S AD I E T T PWEK S R V I F Q P KA

E R EHH I F YQ I L S NKKQ E P P EML L I T NN P YDYA F I S QG E TQVA S I ND S E E LMA TDDA F DV LG F TQ E EKN S VYK L TGA I MHHGNMK F KQKQR E EQA EAVG T E

DADKVAY LMG LN S AD L I KG L LH P R VKVGN EWV TKGQNVAQV TYAVGA L S KAVY E RMF LWMVMR I NQ S L E T R Q P R QY F I GV LD I AG F E I F D F N T F E Q L C I N

F T N EK LQQ F F NHHMF V L EQ E EYKK EG I EWT F I D F GMD LQAC I D L I E K PMG I MS I L E E E CMF P KA S D T T F KAK LYDNH LGK S AN F QK P R I VKGK P E AH F A L

I HYAG I VDYN I NNWLVKNKD P LN E TVVA LYQK S N LK L LA T L F ANYAGAD S VAA EV T EGKK EKKKKG S S F Q TV S A LHR EN LNK LMTN L R S T H P H F VR C I I P

N E T K T P GAMEN P LVMHQ L R CNGV L EG I R I C R KG F P NR I L YGD F KQR YR I L N P AA I P E GQ F I D S R KGA EK L LG S L D I DHNQYK F GH TKV F F KAG L LG L L E E
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QN P P K F DK I E DMAML T F L H E P AV L F N LK E R YAAWM I Y TY S G L F C V TVN P YKWL P VYNQ EVVVAYRGKKR S E A P P H I F S I S DNAYQYMLADR ENQ S I L I T G
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域还存在杉虎杂交斑特异性氨基酸位点，如 MY-

Sc 区域第 187—第 189 位分别为苏氨酸、脯氨酸和

色氨酸，Myosin_tail_1 区域第 951 位为脯氨酸。这

些位点与其他鱼类均不同 (图 2，黑色星号所示)。

对杉虎杂交斑、棕点石斑鱼及狭鳞庸鲽的高级

蛋白结构进行预测，发现三者蛋白结构具有极高的

相似性 (图 3)，表明肌球蛋白重链基因在不同物种

间具有相似的蛋白功能。 

2.3    肌球蛋白重链基因遗传进化分析

基于肌球蛋白重链基因氨基酸序列构建进化树

(图 4)。结果表明，3 种石斑鱼先紧密聚集形成一

小支，再与其他鲈形目鱼类聚集。红鳍东方鲀 (鲀
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图2　不同物种中肌球蛋白重链基因蛋白结构域氨基酸序列比较分析

Fig. 2　Amino acid sequence alignment in Myosin_N, MYSc, IQ and Myosin_tail_1 domain of MYH gene among different species
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形目) 相较于狭鳞庸鲽 (鲽形目)，与鲈形目鱼类的

遗传关系更近。 

2.4    肌球蛋白重链基因 SNPs 位点分析

根据肌球蛋白重链基因全长，筛选获得 62 个

SNPs 位点 (表 3)。各位点 He 介于 0.066 7~0.750 0，

Ho 介于 0.152 8~0.497 8。在 62 个 SNPs 位点中，

除 4 个为低水平遗传多态性外，其余均属于中等水

平遗传多态性，未发现有位点属于高水平遗传多态

性。有 8 个 SNPs 位点符合 Hardy-Weinberg 平衡

(p>0.05)，即 g960 C>T，g988 G>A，g1442 C>T，

g3740 A>G，g5196 T>C，g5253 C>A，g8598 A>G，

g10120 C>T。对这些位点进行连锁不平衡分析，发

现位点 g5196 T>C 和 g8598 A>G 之间显示出强连

锁 (r2=0.81)。 

2.5    SNPs 与生长性状关联分析

在 62 个 SNPs 位点中有 12 个位点位于外显子

区域，将它们与生长性状进行关联分析。结果表

明，所有 SNPs 均与生长性状表现出显著相关

(p<0.05) (表 4)。在 12 个 SNPs 中，除 g5196 T>C、

g5253 C>A 和 g8598 A>G 外，其余位点均发生了基

因型丢失现象。例如在 g4482 A>G 位点处丢失 GG

型。但所有位于外显子区域的 SNPs 仅有 g5417 C>G

为错义突变 (第 606 个氨基酸)，导致丙氨酸变成甘

 

(a) (b) (c)

 
图3　预测肌球蛋白重链基因的蛋白结构

注：a. 杉虎杂交斑；b. 棕点石斑鱼；c. 狭鳞庸鲽。

Fig. 3　Predicted protein structure of MYH

Note: a. E. fuscoguttatus × E. polyphekadion; b. E. fuscoguttatus;
c. H. stenolepis.

 

红鳍东方鲀 (Takifugu rubripes) XP 011614688.1

黄鳍棘鲷 (Acanthopagrus latus) XP 036941235.1

大口黑鲈 (Micropterus salmoides) XP 038574763.1

金钱鱼 (Scatophagus argus) XP 046263685.1

射水鱼 (Toxotes jaculatrix) XP 040910911.1

棕点石斑鱼 (Epinephelus fuscoguttatus) XP 049453941.1

鞍带石斑鱼 (Epinephelus lanceolatus) XP 033506503.1

狭鳞庸鲽 (Hippoglossus stenolepis) XP 035027113.1

0.01

杉虎杂交斑 (Epinephelus fuscoguttatus × E. polyphekadion)

 
图4　在不同物种间基于邻接法构建肌球蛋白重链基因进化树

Fig. 4　Phylogenetic tree of MYH among different species based on Neighbor-Joining method

 

表3   肌球蛋白重链基因上 62 个 SNPs 的遗传参数
Table 3　Genetic parameters of 62 SNPs in MYH

单核苷酸多态性位点
SNPs

碱基类型
Type of base

有效等位
基因数 Ne

期望杂合度
He

观测杂合度
Ho

遗传多态性
PIC

Hardy-Weinberg 平衡 (p 值)
HWE (p value)

g960 T/C 1.342 3 0.300 0 0.255 0 0.255 0 0.332 4

g979 A/T 1.973 1 0.750 0 0.468 8 0.469 0 9.27×10−7*

g988 A/G 1.280 0 0.250 0 0.218 8 0.219 0 0.579 5

g1011 T/C 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.469 0 9.27×10−7*

g1017 C/T 1.800 0 0.666 7 0.444 4 0.444 0 6.59×10−5*

g1027 A/G 1.800 0 0.666 7 0.444 4 0.444 0 6.59×10−5*

g1038 A/G 1.800 0 0.666 7 0.444 4 0.444 0 6.59×10−5*

g1113 T/A 1.935 0 0.316 7 0.483 2 0.483 0 0.008 008*

g1166 T/C 1.724 1 0.550 0 0.398 8 0.399 0 0.002 727*

g1187 C/T 1.724 1 0.600 0 0.420 0 0.420 0 0.000 535 5*
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　续表 3 to be continued
单核苷酸多态性位点

SNPs
碱基类型

Type of base

有效等位
基因数 Ne

期望杂合度
He

观测杂合度
Ho

遗传多态性
PIC

Hardy-Weinberg 平衡 (p 值)
HWE (p value)

g1283 C/A 1.851 4 0.650 0 0.459 9 0.459 8 0.001 751*

g1352 A/G 1.910 3 0.683 3 0.476 5 0.476 5 0.001 054*

g1442 T/C 1.219 5 0.200 0 0.180 0 0.180 0 1

g1805 C/T 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g2796 C/T 1.763 0 0.200 0 0.432 8 0.432 8 4.39×10−5*

g2975 G/A 1.896 7 0.300 0 0.472 8 0.472 8 0.005 796*

g3006 A/C 1.991 2 0.200 0 0.497 8 0.497 8 2.38×10−6*

g3007 A/G 1.763 0 0.166 7 0.432 8 0.432 8 2.80×10−6*

g3015 C/T 1.663 2 0.116 7 0.398 8 0.398 8 1.16×10−7*

g3073 T/C 1.882 4 0.183 3 0.468 8 0.468 8 2.95×10−6*

g3176 A/T 1.882 4 0.183 3 0.468 8 0.468 8 2.95×10−6*

g3428 G/C 1.834 9 0.133 3 0.455 0 0.455 0 3.49×10−8*

g3740 G/A 1.406 0 0.250 0 0.288 8 0.288 8 0.36

g4301 G/A 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g4482 G/A 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g4778 T/C 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g5196 C/T 1.973 1 0.616 7 0.493 2 0.493 2 0.071 36

g5217 T/C 1.743 8 0.616 7 0.426 5 0.426 5 0.000 456 2*

g5253 A/C 1.683 8 0.300 0 0.406 1 0.406 1 0.054 04

g5265 C/T 1.743 8 0.616 7 0.426 5 0.426 5 0.000 456 2*

g5322 C/T 1.867 2 0.733 3 0.464 4 0.464 5 2.56×10−6*

g5391 G/A 1.867 2 0.733 3 0.464 4 0.464 5 2.56×10−6*

g5417 G/C 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g6413 T/C 1.956 0 0.183 3 0.488 8 0.488 8 9.08×10−7*

g7071 C/T 1.683 0 0.066 7 0.406 1 0.406 1 1.36×10−7*

g7588 G/T 1.743 8 0.616 7 0.426 5 0.426 5 0.000 456 2*

g7606 T/C 1.743 8 0.616 7 0.426 5 0.426 5 0.000 456 2*

g7619 T/C 1.743 8 0.616 7 0.426 5 0.426 5 0.000 456 2*

g8320 T/C 1.743 8 0.616 7 0.426 5 0.426 5 0.000 456 2*

g8328 G/A 1.743 8 0.616 7 0.426 5 0.426 5 0.000 456 2*

g8406 C/A 1.743 8 0.616 7 0.426 5 0.426 5 0.000 456 2*

g8528 A/G 1.743 8 0.616 7 0.426 5 0.426 5 0.000 456 2*

g8548 A/G 1.743 8 0.616 7 0.426 5 0.426 5 0.000 456 2*

g8598 G/A 1.973 1 0.583 3 0.476 5 0.476 5 0.110 2

g8715 T/C 1.683 8 0.066 7 0.406 1 0.406 1 1.36×10−10*

g9646 T/C 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g9649 T/C 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*
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　续表 3 to be continued
单核苷酸多态性位点

SNPs
碱基类型

Type of base

有效等位
基因数 Ne

期望杂合度
He

观测杂合度
Ho

遗传多态性
PIC

Hardy-Weinberg 平衡 (p 值)
HWE (p value)

g9657 A/G 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g9846 A/G 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g9884 C/T 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g9902 T/C 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g10120 T/C 1.180 3 0.167 0 0.152 8 0.152 8 1

g10187 C/G 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g10221 G/A 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g10368 C/T 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g10444 C/T 1.896 7 0.733 3 0.472 8 0.472 8 1.88×10−5*

g10545 T/C 1.867 2 0.733 3 0.464 4 0.464 5 2.56×10−6*

g10559 T/G 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g10575 T/G 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g10658 A/C 1.882 4 0.750 0 0.468 8 0.468 8 9.27×10−7*

g10661 C/T 1.239 5 0.083 3 0.193 2 0.193 1 0.000 693 7*

g10994 A/G 1.600 0 0.066 7 0.375 0 0.375 0 8.73×10−10*

注：*表示偏离 Hardy-Weinberg 定律 (p<0.05)。

Note: *. Devating from Hardy-Weinberg equilibrium (p<0.05).
 

表4   肌球蛋白重链基因 SNPs 位点与各生长性状相关性
Table 4　Correlations between different genotypes at SNP loci of MYH and various growth traits

单核苷酸
多态性位
点 SNPs

位置
Location

基因型
Genotype

样本数
Number

体质量
Body

mass/kg

全长
Total

length/cm

体长
Body

length/cm

头长
Head

length/cm

体高
Body

height/cm

尾柄高
Caudal peduncle

height/cm

g4482 外显子 11
AA 15 0.58±0.06a 32.48±1.00a 27.30±0.88a 10.31±0.53a 9.65±0.63a 3.35±0.29a

AG 45 0.30±0.21b 21.36±7.52b 18.17±6.35b 6.75±2.51b 6.07±2.65b 2.15±0.88b

g5196 外显子 14

CC 8 0.27±0.19a 20.18±6.65a 17.08±5.53a 6.29±2.08a 5.52±2.48a 2.01±0.84a

CT 37 0.31±0.22a 21.62±7.68a 18.41±6.49a 6.84±2.58a 6.19±2.68a 2.17±0.88a

TT 15 0.58±0.06b 32.48±1.00b 27.30±0.88b 10.31±0.53b 9.65±0.63b 3.35±0.29b

g5253 外显子 14

AA 8 0.27±0.19a 20.18±6.65a 17.08±5.53a 6.29±2.08 5.52±2.48a 2.01±0.84a

AC 18 0.17±0.11b 16.88±3.51b 14.40±3.02b 5.35±1.37a 4.57±1.31b 1.67±0.51b

CC 34 0.50±0.18a 28.92±6.70a 24.45±5.59a 9.16±2.26b 8.57±2.30a 2.96±0.77a

g5322 外显子 14
TT 16 0.56±0.12a 31.41±4.25a 26.41±3.56a 9.96±1.43a 9.29±1.53a 3.23±0.54a

TC 44 0.30±0.22b 21.50±7.56b 18.29±6.38b 6.79±2.52b 6.12±2.66b 2.16±0.88b

g5391 外显子 14
AA 16 0.56±0.12a 31.41±4.25a 26.41±3.56a 9.96±1.43a 9.29±1.53a 3.23±0.54a

AG 44 0.30±0.22b 21.50±7.56b 18.29±6.38b 6.79±2.52b 6.12±2.66b 2.16±0.88b

g5417 外显子 14
CC 15 0.58±0.06a 32.48±1.00a 27.30±0.88a 10.31±0.53a 9.65±0.63a 3.35±0.29a

CG 45 0.30±0.21b 21.36±7.52b 18.17±6.35b 6.75±2.51b 6.07±2.65b 2.15±0.88b

g8598 外显子 25

AA 10 0.49±0.19a 29.11±6.31a 24.36±5.10a 9.27±2.13a 8.17±2.01a 2.87±0.69a

AG 47 0.35±0.22b 23.24±8.09b 19.74±6.82b 7.32±2.63b 6.79±2.85b 2.38±0.96b

GG 3 0.31±0.21 21.77±7.73 18.57±6.60 7.17±2.99 5.73±2.89 2.05±0.78
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氨酸；其余均属同义突变。位点 g10444 T>C 虽存

在 3 种基因型，但 CC 型个体仅 1 个 (体质量 0.16 kg，

全长 16.50 cm，体长 14.40 cm，头长 5.30 cm，体

高 4.27 cm，尾柄高 1.40 cm)。通过对 12 个 SNPs

位点各基因型生长性状的比较分析发现，杂合基因

型均不属于优势基因型。 

3    讨论
 

3.1    肌球蛋白重链基因结构特征

肌球蛋白约占鱼类骨骼肌蛋白总质量的

60%[31]，在肌肉生长和运动过程中具有结构和动力

学功能[32]。有研究表明在太阳科鱼类中，肌球蛋

白重链基因在游泳和进食过程中对肌肉收缩起重要

作用[33]。尽管肌球蛋白重链基因的分子结构已在

多种鱼类中被报道，但在石斑鱼类中的研究较少。

本研究获得杉虎杂交斑的肌球蛋白重链基因全长序

列 (12 129 bp)，包含 36 个外显子和 35 个内含子。

经与其他物种比对分析，发现其在氨基酸组成及蛋

白结构上均呈现较高的保守性。这也与其他文献报

道的结果一致[12-13]。肌球蛋白重链基因包含 4 种结

构域，即 Myosin_N、MYSc、IQ 和 Myosin_tail_1。

Myosin_N 区域主要形成球状头部，保守性较强，

是肌球蛋白家族的主要功能域。MYSc 结构是分子

马达，具有 ATP 酶活性。ATP 酶合成和水解的速

率与肌肉新陈代谢和生理学特征息息相关，例如收

缩速率、肌肉类型等[34]。MYSc 结构通过分子间构

型变化可以调节肌球蛋白与 ATP 的结合能力，其

与肌动蛋白结合位点可直接参与肌肉运动和能量供

应[35]。IQ 结构域为保守结构域，一般包含 23 个氨

基酸，常作为 EF-hand 家族的结合位。在软体动物

中，Ca2+和 EF-hand 结构域的结合可引发肌肉收

缩[36]。Myosin_tail_1 具有决定肌球蛋白与膜结合

或与另外肌球蛋白分子相互反应的功能[37]，同时

也是构成粗肌丝的基础结构 [ 3 8 ]。Myosin_N 和

IQ 在本研究中显示出较高的序列保守性。而在

MYSc 和 Myosin_tail_1 区域，发现存在杉虎杂交斑

特异性氨基酸位点，与其他物种均不同。肌球蛋白

重链的蛋白高级结构在杉虎杂交斑与棕点石斑鱼中

未见明显差异，表明该基因在杉虎杂交斑中仍具有

正常的生物学功能。Nakaya 和 Watabe[39] 提出，不

同驯化温度下鲤 (Cyprinus carpio) Myosin_tail_1 的

α-螺旋结构有所差异，进而影响该基因的表达。相

较于其他石斑鱼，杉虎杂交斑的肌球蛋白重链基因

在氨基酸组成上发生改变，这种改变对基因的表达

是否有影响仍有待进一步研究。除了仅存在于杉虎

杂交斑中的特异性氨基酸位点外，还在 M y o -

sin_N、MYSc 和 Myosin_tail_1 区域检测到石斑鱼

与其他鱼类的差异性位点。例如在 Myosin_N 第

37 位氨基酸，石斑鱼为缬氨酸，而其他鱼类为苏氨

酸、异亮氨酸。遗传进化分析结果也证明，所有石

斑鱼类紧密地聚集成一个分支，与其他鱼类分开。

以上结果表明，肌球蛋白重链基因在石斑鱼进化过

程中具有高度保守性，因此可作为石斑鱼类与其他

　续表 4 to be continued
单核苷酸
多态性位
点 SNPs

位置
Location

基因型
Genotype

样本数
Number

体质量
Body

mass/kg

全长
Total

length/cm

体长
Body

length/cm

头长
Head

length/cm

体高
Body

height/cm

尾柄高
Caudal peduncle

height/cm

g9846 外显子 29
GG 15 0.58±0.06a 32.48±1.00a 27.30±0.88a 10.31±0.53a 9.65±0.63a 3.35±0.29a

AG 45 0.30±0.21b 21.36±7.52b 18.17±6.35b 6.75±2.51b 6.07±2.65b 2.15±0.88b

g10221 外显子 31
AA 15 0.58±0.06a 32.48±1.00a 27.30±0.88a 10.31±0.53a 9.65±0.63a 3.35±0.29a

AG 45 0.30±0.21b 21.36±7.52b 18.17±6.35b 6.75±2.51b 6.07±2.65b 2.15±0.88b

g10368 外显子 31
TT 15 0.58±0.06a 32.48±1.00a 27.30±0.88a 10.31±0.53a 9.65±0.63a 3.35±0.29a

TC 45 0.30±0.21b 21.36±7.52b 18.17±6.35b 6.75±2.51b 6.07±2.65b 2.15±0.88b

g10444 外显子 31
TC 44 0.30±0.22a 21.47±7.57a 18.26±6.40a 2.19±0.43a 6.11±2.67a 2.16±0.88a

TT 15 0.58±0.06b 32.48±1.00b 27.30±0.88b 10.31±0.53b 9.65±0.63b 3.35±0.29b

g10658 外显子 32
CC 15 0.58±0.06a 32.48±1.00 a 27.30±0.88a 10.31±0.53a 9.65±0.63a 3.35±0.29a

CA 45 0.30±0.21b 21.36±7.52b 18.17±6.35b 6.75±2.51b 6.07±2.65b 2.15±0.88b

注：均值±标准误。同一列中不同上标字母表示差异显著 (p<0.05)。

Note: Mean±SE. Values with the different superscript letters within same column are significantly different (p<0.05).
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鱼类的分子鉴定标记。 

3.2    肌球蛋白重链基因编码区 SNPs 位点分布特征

杉虎杂交斑肌球蛋白重链基因序列共检测到

62 个 SNPs 位点，其中有 12 个分布于外显子。这

些外显子区域包括 11、14、25、29、31 以及 32。

其中位于外显子 14 的 SNPs 位点最多，有 5 个；

其次是外显子 31，为 3 个；其余外显子均只含有

1 个 SNPs 位点。外显子 14 编码第 526—第 628 位

氨基酸，参与 MYSc 蛋白结构域。外显子 31 编码

第 1  5 5 2 —第 1  6 5 4 位氨基酸，参与 M y o s i n _

tail_1 蛋白结构域。以上结果表明这 2 个区域的遗

传变异相对较高。从基因进化的角度分析，功能基

因在进化中其蛋白编码区保持高度的保守性以保障

基因的正常功能。而通过对本研究中 3 种石斑鱼的

肌球蛋白重链基因在 4 种蛋白结构域的氨基酸序列

比对分析发现，该基因在石斑鱼中有着极高的保守

性，但杉虎杂交斑仍存在与其他石斑鱼不同的特异

性氨基酸位点。杉虎杂交斑是由棕点石斑鱼和清水

石斑鱼种间杂交而来。杂交可以快速改变物种基因

型，使子代具备更强的遗传可塑性和更好的生理适

应性，为其具备优于亲本的表型性状奠定遗传基

础[40-41]。在 2 种杂交鲍 (Haliotis rubra × H. laevi-
gata 和 H. discus hannai × H. fulgens) 中，均有文献

报道杂交带来的遗传变异可能是它们呈现杂交优势

的潜在原因[42-43]。杉虎杂交斑在生长速率上相较于

亲本存在一定的优势[44]，其肌球蛋白重链基因的

核苷酸位点变异可能与其生长优势存在关联性，但

具体作用机制本研究并未涉及，仍需进一步探究。 

3.3    SNPs 位点与生长性状关联分析

位于肌球蛋白重链基因外显子区域的 12 个

SNPs 位点，其 Ho 和 PIC 均高于 0.4，属中等水平

遗传多样性，但不符合高水平遗传多样性标准。本

研究的实验样本杉虎杂交斑为棕点石斑鱼与清水石

斑鱼杂交获得的子一代，属人工养殖群体。该群体

虽未经历选育，但其亲本均为选育群体。而定向选

育会导致群体遗传多样性水平呈现一定程度下

降[45]。定向选育还可导致不利基因型逐渐丢失，

而使有利基因型得到累积[46-47]。在 12 个 SNPs 位点

中仅有 4 个位点包含 3 种基因型，其余位点均发生

基因型丢失事件。而这种基因型丢失可能在杉虎杂

交斑 2 个亲本的重要经济性状中属于不利基因型或

与隐性致死基因位点连锁，进而在选育过程中遭到

淘汰。在马氏珠母贝、鳙 (Aristichthys nobilis) 中也

发现与生长性状显著相关的 SNPs 位点存在基因型

丢失现象，认为这是适应选育的一种结果[12,46,48]。

现代分子育种策略是通过育种技术使后代富集优势

基因或基因型。但实际育种情况非常复杂，需要考

虑基因与基因之间的互作关系，以及不同基因型对

性状的作用效应大小。因此，某一基因型的丢失对

整个性状的影响及其作用机制仍有待进一步探究。

通过重要调控基因筛选与经济性状相关的 SNPs

位点，获得分子标记，可应用于水产经济动物分子

辅助选育工作[49-50]。在鳜 MYH-7 基因 5' 端调控区

筛选到与生长显著相关的 SNP 位点[4]。在大口黑鲈

中，肌球蛋白重链基因在位于内含子的 C-6811T

位点存在与体质量、全长、体高以及尾柄长显著相

关的基因型[13]。而本研究中将位于外显子区域的

12 个 SNPs 位点与生长性状进行关联分析发现，所

有位点均与生长性状 (体质量、体长、全长、头

长、体高、尾柄高) 呈显著性相关。在只有 2 种基

因型的位点 g 4 4 8 2、g 5 3 2 2、g 5 3 9 1、g 5 4 1 7、

g9846、g10221、g10368、g10658，均为纯合基因型

(AA、TT、AA、CC、GG、AA、TT、CC) 的生长

表型性状显著高于杂合基因型  (AG、TC、AG、

CG、AG、AG、TC、CA)，成为优势基因型。具

有 3 种基因型的位点 g5196、g5253、g8598 和

g10444，TT、CC、AA 和 TT 分别为优势基因型，

其生长表型数据均高于其他 2 种基因型。位点

g5196 T>C 和 g8598 A>G 显示出强连锁。2 个位点

的联合作用相较于单个位点其效应可能会更强，进

而对性状的影响更大[51]。上述结果显示，杉虎杂

交斑的肌球蛋白重链基因编码区存在与生长性状显

著相关的 SNPs。Chen 等[12] 在马氏珠母贝的肌球

蛋白重链基因编码区同样检测到 18 个与生长性状

显著相关的 SNPs，与本研究结果一致。肌球蛋白

重链基因氨基酸组成变异可对肌肉特性产生重要影

响，进而影响其功能[52]。本研究仅发现位点 g5417

C>G 表现为错义突变，该位点位于 MYSc 区域，

可能通过影响 MYSc 结构进而改变 ATP 酶活性。

肌球蛋白重链头部 ATP 酶活性的差异与肌纤维的

收缩速率极其相关[53]，而高质量的肌肉收缩对肌

肉的生长不可或缺[54]。其余与生长相关的 SNPs

位点均为同义突变。在豹纹鳃棘鲈 (Plectropomus
leopardus) 中同样发现有生长相关 SNPs 位点属同
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义突变[55]。同义突变可影响基因 mRNA 的二级结构，

从而改变在翻译、翻译整体速度以及蛋白折叠过程

中暂停周期的时间长度[22,56-57]。这种普遍存在的长

时间暂停会导致阅读框移码和蛋白质错误折叠[58]。

已有研究表明，基因外显子区域的同义突变位点确

实会通过影响转录和转录后过程进而影响该基因的

表达和生物学功能[59]。本研究基于肌球蛋白重链

基因 SNPs 位点与生长性状之间的关联分析，筛选

获得生长候选标记。但由于样本数量有限，可能会

带来抽样误差，从而影响研究结果的准确性，后续

仍需继续扩大样本数量对候选位点进行进一步验证

分析。 

4    结论

本研究成功获得了杉虎杂交斑肌球蛋白重链基

因的核苷酸序列全长，识别出完整的蛋白编码区，

并分析了其蛋白功能结构域及高级结构，为解析该

基因的生物学功能奠定了基础。同时，通过与其

他 8 种鱼类的蛋白结构域氨基酸序列进行比对分析

及基于全部氨基酸序列构建遗传进化树，鉴定到能

够区别石斑鱼类和其他鱼类的氨基酸位点以及杉虎

杂交斑的特异性位点。揭示肌球蛋白重链基因在物

种进化中有着极高的保守性，而杂交可为生物带来

遗传变异。此外，基于杉虎杂交斑肌球蛋白重链基

因上发现的 62 个 SNPs 位点，筛选到 12 个位于外

显子且与生长表型性状显著相关的位点。本研究填

补了石斑鱼肌球蛋白重链基因的研究空白，同时为

杉虎杂交斑生长优势个体的筛选提供了候选分子

标记。
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