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斑马鱼 GSTM 单核苷酸多态性与低温耐受性的相关分析 
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摘要: 为分析谷胱甘肽硫-转移酶 M 基因(glutathione S-transferases M, GSTM)与鱼类低温耐受性的相关

性, 本实验运用 PCR-SSCP 技术研究了 130 尾斑马鱼(Danio rerio)GSTM 基因 5UTR、3UTR 和第一内

含子序列的单核苷酸多态性(Single nucleotide polymorphisms, SNPs), 同时分析了筛选到的基因型与其

低温耐受性状的关联性。结果显示, 在其 5UTR 区域检测到 AB、BC、AC 3 种基因型个体, 共 A、B、

C  3 个等位基因, 其观测杂合度和期望杂合度分别是 1.000 和 0.570, 多态信息含量为 0.472, 所检测

群体在该座位偏离了 Hardy-Weinberg 平衡; 第 1 内含子中检测到 DD、DE 和 EE 3 种基因型个体, 共

D、E 两个等位基因, 其观测杂合度和期望杂合度分别为 0.408 和 0.477, 多态信息含量为 0.362, 群体

在该座位符合 Hardy-Weinberg 平衡。3UTR 区域中没有发现多态性。上述 2 个 SNP 座位与斑马鱼低温

耐受性状的关联分析结果表明, 5UTR 区 3 种基因型与低温耐受性状均没有显著相关性(χ2 = 4.029, P > 

0.05)。而第 1 内含子 3 种基因型与低温耐受性状显著相关(χ2 = 8.498, P < 0.05): DD 基因型在耐低温群

体中占优势(50.00%), 并表现为对受低温胁迫斑马鱼的保护性因素(OR = 0.520, 95% CI = 0.255–1.061), 

而 DE 基因型在不耐低温群体中占优势(51.31%), 表现为低温胁迫下斑马鱼的危险因素(OR = 3.012, 

95% CI = 1.413–6.419)。研究结果为 GSTM 基因 SNPs 位点与斑马鱼低温耐受性能关联分析提供了依据, 

也将为海水经济鱼类抗寒标记筛选育种提供参考。 
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鱼类属于变温动物, 水温的改变可直接影响鱼

类生长、发育、代谢及繁殖等诸多生命活动[1]。在生

长过程中, 鱼类会面临昼夜性及季节性的水温变化

并产生一定的适应性, 但是当水温降低超过其适应

温度范围时, 往往造成大量死亡[2]。因此研究鱼类抗

寒机制, 筛选抗寒相关功能基因并进行分子标记开

发, 获得抗寒鱼类品系显得尤为重要。 

国内外学者采用抑制性消减杂交技术、比较转

录组分析、表达谱差异分析等方法在多种鱼类中筛

选出大量低温耐受相关基因, 功能分析发现它们主

要集中在转录调控、信号传导、脂肪代谢、蛋白质

合成及应激反应等[3-7], 为开发抗寒分子标记提供了

大量的候选基因。其中 , 谷胱甘肽硫 -转移酶 M 

(glutathione S-transferases M, GSTM)基因在鲤鱼

(Cyprinus carpio)的转录组与斑马鱼(Denio rerio)的

表达谱差异分析中, 表现为低温处理后上调表达[5, 8], 

是研究鱼类低温耐受性能的适宜候选基因之一。

GSTM基因属于GST基因家族, GST是广泛分布于哺

乳动物、鸟类、昆虫及微生物等体内的由多个基因编

码的一组多功能同工酶, 具有过氧化酶活性, 能清除

脂类自由基, 抑制微粒体过氧化反应, 在自由基引起

的膜磷脂损伤中起修复作用[9-10]。在植物中已有研究发

现 GST 转基因植物具有更好的低温耐受能力[11-12], 但

鱼类中 GSTM 基因的研究较少, 只在斑马鱼[13]、鲮

鱼(Cirrhinus molitorella)[14]、尼罗罗非鱼(Oreochromis 

niloticus)、草鱼 (Ctenopharyngodon idella)、鲢鱼

(Hypophthalmichthys molitrix)[15]、 鲀红鳍东方 (Takifugu 

rubripes)[16]等鱼中有其基因克隆与表达的相关报道 , 

有关鱼类 GSTM 基因的多态性及其与低温耐受性能
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关联的研究尚未见到报道。 

目前, 有关鱼类低温分子标记的开发和研究多

集中 RAPD、微卫星等 DNA标记中, 如鲤鱼中已开

发出与抗寒性状相关的 10 个 RAPD 标记[17-20]、2

个微卫星分子标记[21]及 2 个 EST 标记[22]; 大黄鱼

(Pseudosciaena crocea R.)中发现了一个与耐低温相

关的微卫星标记 [23]; 罗非鱼(Oreochromis)中也有研

究通过 QTL 定位方法获得了与低温耐受性状连锁

的微卫星分子标记 [24-25]。研究表明, 大多数鱼类的

重要经济性状包括耐低温能力等都表现为数量性

状遗传, 应用传统的遗传育种标记方法无法确定这

些重要性状是由哪些具体的基因控制的 , 因此

DNA 分子标记技术与候选基因法相结合 , 可以有

效地进行连锁标记的筛选, 而应用于鱼类遗传育种, 

但是, 用功能基因进行鱼类耐寒相关标记的筛选还

几乎未见到报道。 

斑马鱼是一种广泛使用的模式鱼类, 其最适生

长温度为 28.5 ℃, 报道的生长温度范围为 16.5~ 

38.6 ℃[26]。利用斑马鱼进行鱼类抗寒机制研究已有

报道, 主要探究了低温下的基因表达谱变化 [8, 27-28], 

但还没有耐低温遗传标记筛选的报道。本研究以斑

马鱼为研究对象 , 首次利用单链构象多态(Singles-

trand conformation polymorphism, SSCP)对 GSTM 基

因 5UTR、第 1内含子及 3UTR区域进行 SNP分析, 

以期筛选到与低温耐受性相关的 SNPs分子标记, 并

检验其与低温耐受性状的关联性, 为鱼类耐低温标

记的筛选及其在海水经济鱼类耐寒育种中的应用提

供依据。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

实验用斑马鱼成体共 130 尾, 购自山东青岛南 

山市场, 饲养于本实验室内, 水温为 28℃± 0.5℃, 光

照为 14 h光/10 h暗周期。早晚各投喂 1次商品化饵

料。实验前进行形态学测量, 其平均体质量为 0.18 g ± 

0.01 g, 平均全长为 2.17 cm ± 0.02 cm。 

1.2  低温处理 

经过预实验确定急性降温的条件: 将 130 尾斑马

鱼从 28℃ ± 0.5 ℃直接移入 10℃ ± 0.5℃水体低温处理

13 min, 密度为 3尾/L, 处理后立即将实验鱼移至 24℃± 

0.5℃水体中进行恢复, 并观察记录存活及死亡鱼数

目。存活斑马鱼为低温耐受组, 取其尾鳍组织样品, 继

续饲育; 死亡斑马鱼为低温不耐受组, 取其肌肉组织

样品。采取样品均编号后置于液氮中, –80℃保存备用。 

1.3  基因组 DNA 的提取及检测 

样品基因组总 DNA 的提取采用盐析法[29], 提取

后用 1%琼脂糖凝胶电泳检测, 并用Nanodrop 1000微

量分光光度计测定其质量及浓度, –20℃保存备用。 

1.4  引物设计及 PCR 扩增 

根据NCBI中的斑马鱼GSTM基因(NM_212676.1)

的基因组序列, 使用 Primer 5软件针对 5′UTR、第 1

内含子和 3′UTR 区域进行引物设计, 引物序列、预

期 PCR 产物大小、扩增区域及退火温度见表 1。引

物由上海生物工程有限公司合成, PCR 扩增在 PCR 

Thermal Cycler TP600(Takara, 日本)上进行。扩增体

系为 50 μL, 包括: 基因组 DNA 200 ng, 正反引物各

0.4 μmol/L, 2 × Reaction Mix 25 μL, Taq DNA聚合酶

1 μL(东盛, 广州), DDW补至 50 μL。PCR反应条件

为: 94℃预变性 5 min; 之后进行 30个循环, 每个循

环包括 94℃变性 30 s, 58℃退火 30 s, 72℃延伸 15 s; 

最后 72℃再延伸 10 min。PCR 产物于 2%琼脂糖凝

胶电泳后用紫外凝胶成像仪(BioRAD, 美国)拍照检

测扩增结果。 

 
表 1  GSTM 基因 PCR-SSCP 的引物序列、扩增位置、产物大小及退火温度 
Tab.1  The primer sequences, augmentation positions, corresponding PCR product sizes and annealing temperature for 

GSTM PCR-SSCP 

扩增区域 引物序列(5′-3′) 预期片段长度(bp) 退火温度(℃) 

5′UTR 
F- GGGTCTAAACGCACAGAGCCCA 
R- ACTACTGGTTCTTACCCCGCGT 

161 58.0 

3′UTR 
F-TGGCCAAATGGGGAAACAAGAAGG 
R-CAGACTGTTGTGTTGTGCTGTGCT 

155 58.0 

第 1内含子 F-CGTCCAAATGCCTTGTGTGACGCT 
R-AGTGTCGCCACACCCGAAGT 

151 58.0 
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1.5  SSCP 分析 

将 3 μL PCR产物与 9 μL上样缓冲液(98%去离

子甲酰胺、10 mmol/L EDTA(pH 8.0)、2%甘油、0.025%

溴酚蓝、0.025%二甲苯青)混合, 98℃变性 10 min, 立即

插入冰中 5 min。变性后的产物在 14%非变性聚丙烯

酰胺凝胶中(丙烯酰胺与 N, N-亚甲双丙烯酰胺质量
比为 29︰1)130 V电泳过夜(15~18 h)。电泳结束后进

行常规银染显色[29]。 

1.6  数据处理 

采用 Cervus 3.0软件及 Popgene 1.31软件计算

多态座位的等位基因数、有效等位基因数、观测杂

合度、期望杂合度、多态性信息含量及 Hardy- 

Weinberg 平衡性等遗传参数, 利用 PASW Statistics 

18.0 软件的皮尔逊-χ2 检验分析多态座位基因型与

低温耐受性之间的相关性, P < 0.05为差异显著。利

用 2×2 交叉制表进行相对危险度分析, 并以比值比

(OR)表示[30]。 

2  结果 

2.1  PCR-SSCP 结果分析 

对 GSTM 基因的 5′UTR、第 1 内含子和 3′UTR

进行 PCR扩增, PCR产物由 2%琼脂糖凝胶电泳检测, 

扩增产物特异性较好 , 均为单一条带 , 且与目的片

段长度一致(图 1), 可以用来进行 SSCP分析。 

SSCP检测结果显示, GSTM基因 5′UTR区域和

第 1内含子区域的 PCR扩增产物存在多态性。其中

5′UTR中检测到 3种基因型: AB、AC和 BC型, 存

在 3个等位基因 A、B和 C, (图 2A); 第 1内含子中

检测到 3 种基因型: DD、DE和 EE 型, 存在 2 个等

位基因 D和 E(图 2B)。而 3UTR区域的 PCR产物则

没有检测到多态性。 

 

图 1  斑马鱼 GSTM 基因 5′UTR(A), 第 1 内含子区(B)和

3′UTR(C)的 PCR扩增产物 

Fig.1  PCR products of GSTM gene 5′UTR(A), intron1(B) 
and 3′UTR(C) in Danio rerio 

 

2.2  SNP 座位遗传变异分析 

GSTM 基因 5′UTR 及第 1 内含子 2 个座位的

遗传杂合度和多态性信息含量计算结果如表 2 所

示 , 多态性信息含量(PIC)分别为 0.472 和 0.362, 

均属于中度多态 (0.25<PIC<0.5)。经检验 , 5′UTR

区的 SNP座位偏离 Hardy-Weinberg平衡 ,  而第

1 内含子区的 SNP 座位则符合 Hardy-Weinberg

平衡。  

2.3  耐低温组和不耐低温组基因型及等位

基因频率的分布 

根据 SSCP 检测结果 , 统计耐低温组和不耐低

温组 2 个 SNP 座位基因型及等位基因频率如表 3

所示 , 5′UTR 区域的 AC 基因型频率在两组中分别

为 84.21%和 85.19%, 都明显高于其他基因型 ; 等

位基因 A 及 C 的频率在两组都非常接近 , 并且明

显高于 B 等位基因的频率。第 1 内含子区的 DE 基

因型频率在不耐低温组中为 51.31%, 占优势地位 , 

而 DD 基因型频率在耐低温组中为 50.00%, 占优

势地位 ; 等位基因 D 的频率在两组均高于等位基

因 E 的频率。  

 

图 2  斑马鱼 GSTM基因 5UTR(A)及第 1内含子(B)PCR-SSCP检测结果 

Fig.2  PCR-SSCP analysis on GSTM 5UTR (A) and intron 1 (B) in D. rerio 
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表 2  GSTM 基因 2 个 SNP 座位的遗传多样性参数及 Hardy-Weinberg 平衡检验 
Tab.2  Genetic diversity index and Hardy-Weinberg equilibrium analysis of GSTM SNPs 

SNP座位 
等位基因数 

(Na) 

有效等位基因数 

(Ne) 

观测杂合度

(Ho) 

期望杂合度

(He) 

多态信息含量 

(PIC) 

哈温平衡检验 

(HW) 

5UTR 3 2.3144 1.000 0.570 0.472 P < 0.05 

内含子 2 1.9052 0.408 0.477 0.362 P > 0.05 

 
表 3  斑马鱼 GSTM 基因 5UTR、第 1 内含子区域基因型及等位基因频率统计 
Tab.3  Genotype and allele frequency of GSTM 5`UTR and intron 1 

基因型及其频率(%) 等位基因及其频率(%) 
位点 组别 个体数(尾) 

AB BC AC A B C 

不耐低温组 76 6.58(5) 9.21(7) 84.21(64) 45.39 7.89 46.71 

耐低温组 54 12.96(7) 1.85(1) 85.19(46) 49.07 7.41 43.52 5UTR 

总计 130 9.23(12) 6.15(8) 84.62(110) 46.92 7.69 45.38 

   DD DE EE D E  

不耐低温组 76 34.21(26) 51.31(39) 14.47(11) 59.87 40.13  

耐低温组 54 50.00(27) 25.93(14) 24.07(13) 62.96 37.04  
第 1 

内含子 
总计 130 40.77(53) 40.77(53) 18.46(24) 61.15 38.85  

注: 括号内数字为该基因型的个体数 

 

2.4  GSTM 基因多态性与抗寒性状相关分析 

GSTM 基因 2 个 SNP 的各基因型及等位基因与

低温耐受性关联分析结果显示: 5UTR中, AB、BC、

AC 3种基因型的分布与低温耐受性没有显著关联性

(χ2 = 4.029, P = 0.115), 3种等位基因 A、B、C也没

有显示出与低温耐受性的关联(χ2 = 0.343, P = 0.842); 

第一内含子中, DD、DE、EE 3种不同基因型的分布

与低温耐受性有显著关联性(χ2 = 8.498, P = 0.014), 

其中 DD 型在耐低温组中占优势, 频率为 50.00%, 

DE型则在不耐低温组中所占比例较大, 为 51.31%。

但是, D、E 的分布与低温耐受性均没有统计学意义

上的关联(χ2 = 0.225, P = 0.614)。进一步对第 1内含

子的 3种不同基因型进行了相对危险度分析, OR值

计算结果表明: 在斑马鱼受到低温胁迫时, DD 基因

型和 EE基因型对斑马鱼起到保护性作用, (DD: OR = 

0.520, 95% CI = 0.255–1.061; EE: OR = 0.534, 95% 
CI = 0.219–1.304), 而 DE 基因型是一个危险因素

(OR = 3.012, 95% CI = 1.413–6.419)。 

3  讨论与结论 

鱼类的低温耐受性状是其重要的经济性状之一, 

提高鱼类的低温耐受能力对于延长经济鱼类生长

期、降低其越冬成本及越冬死亡率都具有重要意义, 

从而有益于鱼类养殖的健康发展, 因而鱼类的耐低

温研究一直受到国内外鱼类生物学家和养殖业者的

关注。目前, 已经在多种鱼类如鲤鱼[17-22]、大黄鱼[23]、

罗非鱼[24-25]等中筛选出了与耐低温相关的分子标记, 

但主要为 RAPD及微卫星标记等 DNA标记。新一代

分子标记-SNP 标记的相关研究报道尚未见到, 采用

候选基因法筛选 SNP 标记的研究在鱼类中也未见到

报道, 而该方法是目前鉴定数量性状基因座位的一

种有效方法, 是通过揭示直接在生理发育上或生长

发育过程中能得以表现的基因DNA序列差异与性状

差异之间的关系而进行的标记辅助选择, 可以明显

提高其标记筛选的有效性。如倪静等[29]就在牙鲆养

殖群体中发现与鱼类生长密切相关的生长激素基因

GH第 4个外显子存在多态性, 且该多态性与体质量

和头长具有一定的相关关系; 徐田军等[31]在牙鲆野

生群体中也分析了与鱼类免疫密切相关的 MHC- 

DAA 基因与抗病性相关的等位基因。鱼类的低温耐

受是一个非常复杂的过程, 这种性状往往也是由多

个基因控制形成数量遗传性状(QTL), 故以耐低温相

关基因为候选基因筛选与抗寒相关遗传标记预期是

有效的。 

在耐低温相关基因中, GSTM基因属于 GSTs家

族中的 μ亚型同工酶, 具有抗氧化作用, 可以缓解机

体内氧自由基的积累。该基因在斑马鱼、鲤鱼中均

表现为低温下表达量显著上调。低温下鱼体内的代

谢酶系受到抑制 , 导致大量中间产物的积累 , 其中

大部分属于自由基, 自由基的毒害作用可能是导致
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低温致死的原因之一[32-33]。因此, 作者推测 GSTM基

因的上调表达有助于减少低温胁迫下鱼体内有害自

由基的积累, 从而表现为鱼体应对低温刺激的一种

适应机制。斑马鱼 GSTM基因(NM_212676.1)位于第

8 号染色体上, 包括 8 个外显子和 7 个内含子, 全长

1 141 bp, 其中 ORF为 660 bp, 编码 219个氨基酸, 

根据其在基因组上的串联重复, 又可分为 GSTM1、

GSTM2、GSTM3、GSTM4、GSTM5[34]。目前, GSTM

基因多态性的研究大部分与疾病相关, 如在人类中

已确认 GSTM3在第 6内含子中存在 3个碱基的缺失, 

会导致患喉癌、结肠腺瘤等疾病的危险性增加[35-36]; 

GSTM3 起始密码子上游第 63 位的 A/C SNP 座位和

第 783位 A/G SNP座位(即位于 5UTR区域)与 RNA

聚合酶 II结合能力相关, GSTM3 -63C等位基因结合

RNA 聚合酶 II 的能力显著下降, 可能造成多种与谷

胱甘肽转移酶缺陷相关的疾病 [37], 其根本原因是细

胞内的自由基不能得到及时清除, 累积造成氧化损

伤。有关该基因与低温相关 SNP 标记的研究还几乎

没有涉及。 

作者筛查的斑马鱼 GSTM 基因的 5′、3′UTR 及

第 1内含子区中, 仅在第 1内含子区发现了与耐低温

性状显著相关的多态性座位。关于功能基因内含子

区域多态性的报道已有很多, 其中同样可以发现影

响基因功能的 SNP 座位, 如刘峰等[38]比较了 3 种鳜

鱼(Siniperca)生长激素基因内含子, 发现其序列多态

性与生长性状差异具有关联性; 黄军等[39] 鲀在东方

中也发现生长激素基因内含子 2 在品种间的差异远

大于品种内差异。事实上, 内含子虽然不编码蛋白, 

但并不能说明内含子的突变对功能没有影响, 这些

座位可能会通过影响基因的转录水平、剪接等机制

影响基因的表达及功能 , 从而达到调控的作用 , 所

以内含子中 SNP的多态性也是不能忽略的。 

综上, 本研究在斑马鱼GSTM基因第 1内含子区

域发现的 1 个 SNP 座位的 DD 基因型与低温耐受性

状存在相关性, 并表现为对低温胁迫下斑马鱼的保

护性因素, 研究结果初步显示该基因参与鱼类低温

适应的调控过程, 可以应用于后续的耐低温育种研

究, 也可以为耐寒鱼类的遗传改良研究及海水经济

鱼类抗寒品系分子辅助育种研究提供依据。 
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Abstract: In order to explore the correlation between Glutathione S-transferases M (GSTM) gene and cold tolerance 

traits in fish, the single nucleotide polymorphisms (SNPs) of GSTM gene in 130 zebrafish were investigated using 

PCR-SSCP method, and the association between the polymorphisms and cold tolerance traits was also analyzed. In the 

5UTR region, AB, BC and AC genotypes were detected, and there were A, B and C alleles. The observed heterozy-

gosity and expected heterozygosity of this locus were 1.000 and 0.570, respectively. The polymorphism information 

content was 0.472 and the locus in this zebra stock was significantly deviated from Hardy-Weinberg equilibrium. In 

intron 1 of the GSTM gene, three genotypes (denoted DD, DE and EE) were found, and there were D and E alleles. 

The observed heterozygosity and expected heterozygosity of this locus were 0.408 and 0.477, respectively. The poly-

morphism information content was 0.362 and the genotypes distribution fitted to the Hardy-Weinberg equilibrium. 

And no polymorphism site was identified in 3UTR region. The correlation between different genotypes and 

cold-tolerance traits of zebrafish was analyzed by Pearson’s chi-square test. The results indicated that there was no 

significant correlation between the genotypes of 5UTR and cold-tolerance traits (χ2 = 4.029, P > 0.05). While the 

genotypes of intron 1 were significantly associated with the cold-tolerance traits (χ2 = 8.498, P < 0.05). Among them, 

the DD genotype was dominant in the cold-tolerance group (50.00%) and performed as a protective factor for zebraf-

ish under cold stress (OR = 0.520, 95% CI = 0.255–1.061). The DE genotype was dominant in the cold-sensitive group 

(51.31%) and acted as a risk factor for zebrafish enduring cold stress (OR = 3.012, 95% CI = 1.413–6.419). These 

results could provide a basis for a further research on GSTM gene in association with cold tolerance in zebrafish, and a 

reference for the Marker Assistant Selection Breeding in marine commercial fish culture. 
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