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摘　要：对体色相关通路基因的９个错义突变位点进行测序调查，在体色黑化、体色白化和体色正常的半滑
舌鳎小样本群体中发现３个突变位点与体色白化存在显著性相关，进一步通过扩大样本验证，显示Ｂ型内皮
素受体第１６０位的Ｃ／Ｔ位点（ｅｒｔＢ１６０Ｃ／Ｔ）与体色白化呈极显著性相关，酪氨酸酶第４７３的 Ｇ／Ａ位点（ｔｙｒ
４７３Ｇ／Ａ）和花生四烯酸５脂氧合酶的第１１７８位的 Ｃ／Ｔ位点（ａｌｏｘ５１１７８Ｃ／Ｔ）与体色白化呈显著性相关。
这３个突变位点分别位于蛋白Ｐｅｒｉｐｌａｓｍｉｃ＿Ｂｉｎｄｉｎｇ＿Ｐｒｏｔｅｉｎ＿ｔｙｐｅ１、ＴｙｏｓｉｎａｓｅＣｔｅｒｍｉｎａｌ和Ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ结构域。
ｑＲＴＰＣＲ检测表明：ｅｒｔＢ在白化半滑舌鳎中有眼侧正常和白化皮肤表达没有显著差异，而在无眼侧皮肤的表
达显著高于有眼侧皮肤；在白化半滑舌鳎中 ｔｙｒ在有眼侧正常和白化皮肤的表达水平均显著高于无眼侧；白
化半滑舌鳎中无眼侧ａｌｏｘ５的表达水平均显著高于有眼侧，有眼侧白化区 ａｌｏｘ５的表达水平明显高于有眼侧
正常皮肤。这些与半滑舌鳎养殖群体体色白化相关的突变位点可为今后半滑舌鳎的体色选育提供分子基础。
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　　半滑舌鳎（Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ）是我国重要
的海水养殖对象，在人工养殖半滑舌鳎群体中，

经常出现体色异常现象，有眼侧部分皮肤缺乏色

素细胞（白化）或无眼侧部分皮肤色素沉着过多

（黑化）［１３］。体色白化或黑化虽然对鱼体没有病

理影响，但体色异常被认为是一种劣质产品，大

大降低了半滑舌鳎的市场价值。已有众多报道，

半滑舌鳎等鲆鲽鱼类体色异常与环境和营养因

素有关，但关于导致体色异常产生的分子遗传的

研究还很少，目前尚无法从遗传选育角度降低体

色异常的比例。

鲆鲽鱼类的体色异常是由遗传以及环境因

素引起的，目前对于鲆鲽鱼类体色异常的研究和

预防主要体现在养殖环境、营养水平和内分泌因

素［４６］等方面。影响半滑舌鳎体色异常的因素主

要有营养、水温、背景色、光照强度［７１０］等。体色

异常的遗传因素尚不清楚，目前在牙鲆体色异常

的遗传分析中，鉴定出 ａｄｅｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａｓｅｔｙｐｅ６
ｌｉｋｅ第 ２６７７位点（ＡＣ２６７７Ｃ／Ａ）、ｃｙｃｌｉｃＡＭＰ

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＡＴＦ４ｌｉｋｅ第９６７和
１１１８位点（ＡＴＦ４９６７Ｇ／Ａ、ＡＴＦ４１１１８Ｃ／Ｔ）、
ｉｎｏｓｉｔｏｌ１，４，５ｔｒｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅ２ｌｉｋｅ第
７０３２和 ５５４位点（Ｉｔｐｒ２７０３２Ｃ／Ｔ、Ｉｔｐｒ２５５４Ｔ／
Ｃ）与牙鲆体色异常显著性相关［１１１２］，牙鲆的体色

形成，与来自水面的光线照射引起有眼侧和无眼

侧的９顺视黄酸合成水平差异有关，９顺视黄
酸通过视黄酸受体 ＲＸＲｓ起作用，因此能与 ＲＸＲ
形成异二聚体的核受体，如甲状腺激素受体ＴＲｓ、
全反式视黄酸受体ＲＡＲｓ、ＰＰＡＲγ等，以及这些受
体的配体合成等相关通路都可能影响色素细胞

的形成［１３］。此外，黑色素合成相关通路的基因突

变也可能导致体色异常［１４１５］。牙鲆体色异常的

基因突变位点与甲状腺合成通路和黑色素合成

通路有关［１１１２］。

本研究对体色相关通路基因的 ９个错义突
变位点进行了测序调查，发现有３个错义突变位
点与半滑舌鳎白化相关，可为减少体色异常的半

滑舌鳎育种工作提供分子基础。
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１　材料与方法

１．１　材料
半滑舌鳎正常样本８１尾、黑化样本８０尾和

白化样本６８尾，其中小样本测序的正常、白化和
黑化个体半滑舌鳎采自黄海水产有限公司（山东

海阳），大量样本测序的正常、白化和黑化个体半

滑舌鳎采自乾海源水产有限公司（天津）。每尾

剪取小部分尾鳍，用作 ＤＮＡ提取。其中，５尾半
滑舌鳎白化样本的皮肤用作 ＲＮＡ提取，白化舌
鳎采集有眼侧的白化皮肤和正常皮肤，无眼侧采

集正常皮肤。

１．２　方法
从天津乾海源水产养殖有限公司采集 ３尾

无眼侧黑化的半滑舌鳎，选取黑化半滑舌鳎无眼

侧黑化皮肤和无眼侧正常皮肤，Ｔｒｉｚｏｌ法提取
ＲＮＡ，运用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ／Ｓｏｌｅｘａ转录组测序的方法对
成年黑化半滑舌鳎的无眼侧正常和无眼侧黑化

的皮肤进行转录组高通量测序分析。通过对皮

肤的转录组数据的深度分析挖掘，在 Ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃ
ａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ 、Ｔｈｙｒｏｉｄｈｏｒｍｏｎｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、
Ｐｈｏｔｏｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ、Ｍｅｌａｎｏｇｅｎｅｓｉ、Ｒｅｔｉｎｏｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
和ＰＰＡＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ等６个体色相关通路
中，筛选出与体色相关的位于编码区且错义突变

率高的９个ＳＮＰ位点（表１）。
１．３　ＰＣＲ扩增以及产物测序

将采集的半滑舌鳎样本提取 ＤＮＡ，以 ＤＮＡ
为模板，用作 ＰＣＲ扩增的引物见表１，ＰＣＲ反应
体系为２５μＬ：１２．５μＬ２×ＴａｑＰｌｕｓＭａｓｔｅｒＭｉｘ、１
μＬＰｒｉｍｅｒＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ）、１μＬＰｒｉｍｅｒＲ（１０
μｍｏｌ／Ｌ）、１μＬＤＮＡ模板，无菌水９．５μＬ。ＰＣＲ
反应程序：９５℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ、６４℃ ３０ｓ、７２
℃ ３０ｓ，４０个循环后，再７２℃１０ｍｉｎ。经琼脂糖
凝胶检测、目的条带清晰无杂带的ＰＣＲ产物送上
海生工公司进行测序。

表１　ＳＮＰ位点信息和引物序列
Ｔａｂ．１　ＳＮＰｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

基因名称

ＧｅｎｅＮａｍｅ
ＳＮＰ位点
ＳＮＰｐｏｓｉｔｉｏｎ

密码子

Ｃｏｄｏｎ
上／下游引物

Ｆｏｒｗａｒｄ／Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ
Ｔｍ／
℃

片段大小

Ｓｉｚｅ／ｂｐ
用途

Ｐｕｒｐｏｓｅ

ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅｌｉｋｅ（ｔｙｒｌｉｋｅ） １４８２ｂｐ ＡＵＧ→ＡＵＡ
ＡＡＴＣＡＴＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＣＴＣＡ／
ＣＧＴＣＴＣＴＧＧＧＴＴＴＡＴＴＧＣＴＧＧＧＡＡＴ ５９．６ １１９ ＰＣＲ引物

ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ
１４９０ｂｐ ＡＧＵ→ＡＡＵ ５９．８

ｆｚｄ４ｆｒｉｚｚｌｅｄｃｌａｓｓ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ４（ｆｚｄ４） ５６９ｂｐ ＧＧＡ→ＧＡＡ

ＡＣＣＡＣＣＴＴＣＡＣＧＣＣＧＣＴＣＡＴＡ／
ＧＡＣＣＡＣＴＧＴＣＡＴＡＧＣＣＧＣＡＣＴＧ ６０．０ ３９１ ＰＣＲ引物

ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ
５， ６ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｉｎｄｏｌｅ２
ｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ
ａｃｉｄｏｘｉｄａｓｅｌｉｋｅ（５，６ｄｉｈｙｄ）

８１４ｂｐ ＡＧＣ→ＡＡＣ
ＣＣＡＴＴＧＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴＴＧＴＧＡ／
ＣＡＣＣＧＴＧＴＣＧＴＣＡＣＴＧＣＴＧＴＡＡ ５９．６ ４８０ ＰＣＲ引物

ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

ａｌｏｘ５ａｒａｃｈｉｄｏｎａｔｅ５
ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ（ａｌｏｘ５） １１７８ｂｐ ＣＣＵ→ＵＣＵ

ＧＡＣＴＴＣＣＡＴＴＡＣＣＡＣＣＡＧＡＣＴＡＴＣＡＣＡ／
ＣＡＣＣＧＴＧＴＣＧＴＣＡＣＴＧＣＴＧＴＡＡ ５９．６ ４２６ ＰＣＲ引物

ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

１３２５ｂｐ ＵＣＣ→ＧＣＣ
ＧＧＴＧＴＴＣＧＣＣＡＴＣＧＣＣＡＴＣＡＡ／
ＡＧＣＣＡＴＣＧＴＣＴＣＴＧＴＡＧＡＡＧＡＡＧＧＴ ５９．１ ２９６ ＰＣＲ引物

ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

ｐｕｔａｔｉｖｅａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｌ１３，１４
ｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ｐｕｔａｔｉｖｅ１３１４） １８３４ｂｐ ＧＣＧ→ＧＵＧ

ＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＧＡＣＧＣＴＧＣＴＡ／
ＧＧＡＧＧＴＣＧＡＴＧＴＡＧＡＧＧＡＴＣＴＧＧＴＴ ５９．２ ２５５ ＰＣＲ引物

ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

ｔｙｒｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ
（ｔｙｒ） ４７３ｂｐ ＡＣＧ→ＡＧＧ

ＣＴＧＣＧＧＡＧＡＧＴＧＴＡＧＡＴＴＣＧＧＴＴＡＣ／
ＣＡＧＧＴＣＡＴＡＧＧＴＧＴＴＧＡＴＧＴＣＡＧＡＧＡ ５９．７ ２３２ ＰＣＲ引物

ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅＢ
ｌｉｋｅ
（ｅｒｔＢ）

１６０ｂｐ ＧＵＣ→ＵＵＣ
ＡＣＡＣＣＡＡＣＧＣＣＴＣＣＴＴＣＴＣＡＧＴ／
ＡＡＴＴＣＣＣＧＡＣＧＡＴＣＣＣＧＡＣＣＡ ５９．９ １５６ ＰＣＲ引物

ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

ｔｙｒｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ
（ｔｙｒ）

ＣＣＴＧＣＣＴＧＡＣＴＡＣＧＡＧＡＣＴＧＧＡ／
ＡＣＴＧＡＧＧＡＣＡＴＧＧＡＧＣＣＧＴＴＣＡ ６０．０ １６２ ＲＴＰＣＲ引物

ＲＴＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅＢ
ｌｉｋｅ
（ｅｒｔＢ）

ＧＴＧＧＡＡＧＡＣＧＧＴＧＧＡＧＧＴＧＡＣＴ／
ＧＧＡＴＧＣＡＧＧＡＧＡＣＡＧＡＣＧＡＧＧＡ ６０．０ １２９ ＲＴＰＣＲ引物

ＲＴＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

ａｌｏｘ５ａｒａｃｈｉｄｏｎａｔｅ５
ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ（ａｌｏｘ５）Ｃ

ＴＡＣＧＡＣＴＧＧＣＴＧＣＴＧＧＣＴＡＡＧＡ／
ＡＴＧＧＣＧＡＴＧＧＣＧＡＡＣＡＣＣＴＣ ６０．０ １１３ ＲＴＰＣＲ引物

ＲＴＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

βａｃｔｉｎ
ＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣＡＧＣＣＧＡＡＡＧ／
ＡＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＣＴＣＣＡＴＡＣＣＡＡ ６０．０ ２２３ ＲＴＰＣＲ引物

ＲＴＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ
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１．４　基因型分析
纯合型半滑舌鳎 ＳＮＰ位点的测序峰图为单

峰，杂合型半滑舌鳎 ＳＮＰ位点的测序峰图为双
峰。分别统计测序结果中正常、黑化和白化半滑

舌鳎的基因类型和每个基因型的数量，以及等位

基因频率，最后用 ＳＰＳＳ１８．０软件对正常和黑化
半滑舌鳎、正常和白化半滑舌鳎、黑化和白化半

滑舌鳎进行单因素方差分析，并对基因型分布进

行独立性检验。χ２＞χ２０．０５＝５．９９１，Ｐ＜０．０５，表明
样本间具有显著性差异；χ２＞χ２０．０１＝９．２１，Ｐ＜
０．０１，表明样本间具有极显著差异。
１．５　蛋白质结构的生物信息学分析

从ＮＣＢＩ网站下载半滑舌鳎ｅｒｔＢ、ｔｙｒ、ａｌｏｘ５蛋
白的氨基酸序列（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｏｒｆｆｉｎｄｅｒ／）。用 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ预测蛋白的
三 维 结 构 （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／），使用包含ＳＮＰｓ的外显子区域进行建模，然
后，选择得分最高的模型作为最终模型。

１．６　定量ＲＴＰＣＲ
用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取皮肤组织的总 ＲＮＡ。用

Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００测定 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０及浓度，再用
１．５％琼脂糖凝胶电泳检测ＲＮＡ完整性。然后把
ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ作为模板在

ＡＢＩ７５００定量 ＰＣＲ仪上进行定量 ＰＣＲ。ＰＣＲ反
应体系：ｑＰＣＲＭｉｘ１０μＬ，上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）
０．５μＬ、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，ｃＤＮＡ＜
１００ｎｇ，加ＤＥＰＣ水到２０μＬ。每个样品进行３组
平行，βａｃｔｉｎ作为内参，引物序列见表１。ＰＣＲ程
序：９５℃１ｍｉｎ，９５℃１５ｓ、６０℃３０ｓ，９５℃３０ｓ，
共４０个循环。内参基因和目的基因的相应扩增
效率（Ｅ）均大于９５％。采用７５００Ｓｏｆｔｗａｒｅ２．３软
件进行溶解曲线分析，计算Ｃｔ值。相对表达量计
算采用 ２ΔΔＣｔ法，其数值用平均值 ±标准误
（Ｍｅａｎ±ＳＥ）表示，ｎ＝３。

２　结果与分析

在各１６尾正常、白化、黑化的半滑舌鳎样本
中，对７个与体色形成相关通路基因的９个有义
突变ＳＮＰ位点进行基因型分析，发现ａｒａｃｈｉｄｏｎａｔｅ
５ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ第 １１７８位的 Ｃ／Ｔ位点（命名为
ａｌｏｘ５１１７８Ｃ／Ｔ）、ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｐｅＢｌｉｋｅ第
１６０位的 Ｃ／Ｔ位点（命名为 ｅｒｔＢ１６０Ｃ／Ｔ）和 ｔｙｒ
ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ第４７３位的 Ｇ／Ａ位点（命名为 ｔｙｒ４７３
Ｇ／Ａ）在正常、黑化和白化半滑舌鳎群体中的基
因型分布具有显著性差异（表２）。

表２　ＳＮＰ位点小样本间的基因型分布和卡方值统计结果
Ｔａｂ．２　ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｅｎｏｔｙｐｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄＣｈｉｓｑｕａｒｅｖａｌｕｅａｍｏｎｇｌａｒｇｅｓａｍｐｌｅｓｏｆＳＮＰｌｏｃｉ

ＳＮＰ位点
ＳＮＰｌｏｃｕｓ

实验样本

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｓａｍｐｌｅ

个数

Ｎｕｍｂｅｒ
基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

基因型频率

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

卡方值χ２

正常舌鳎

Ｎｏｒｍａｌ
ｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ

白化舌鳎

Ｎｏｒｍａｌ
ｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ

ＣＣ ＣＴ ＴＴ ＣＣ ＣＴ ＴＴ

ｅｒｔＢ１６０Ｃ／Ｔ
正常舌鳎Ｎｏｒｍａｌｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ １６ ８ ５ ３ ０．５００００．３１２５０．１８７５ － ６．０２

黑化舌鳎ｈｙｐｅｒｍｅｌａｎｏｓｉｓｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ １６ ５ ６ ５ ０．３１２５０．３７５００．３１２５ １．２８０ ４．０１
白化舌鳎Ａｌｂｉｎｏｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ １６ ２ １１ ２ ０．１３３３０．７３３３０．１３３３

ＧＧ ＧＡ ＡＡ ＧＧ ＧＡ ＡＡ

ｔｙｒ４７３Ｇ／Ａ
正常舌鳎Ｎｏｒｍａｌｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ １６ １３ ２ １ ０．８１２５０．１２５５０．６２５０ － ７．９８６

黑化舌鳎ｈｙｐｅｒｍｅｌａｎｏｓｉｓｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ １６ １４ ２ ０ ０．８７５００．１２５００ １．０３７ ９．６９６

白化舌鳎Ａｌｂｉｎｏｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ １６ ５ ９ １ ０．３３３３０．６００００．０６７０
ＣＣ ＣＴ ＴＴ ＣＣ ＣＴ ＴＴ

ａｌｏｘ５１１７８Ｃ／Ｔ
正常舌鳎Ｎｏｒｍａｌｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ １６ ３ ７ ４ ０．２１４３０．５００００．２８５７ － ６．５０

黑化舌鳎ｈｙｐｅｒｍｅｌａｎｏｓｉｓｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ １６ ２ ６ ８ ０．１２５００．３７５００．５０００ １．４８０ ２．５６
白化舌鳎Ａｌｂｉｎｏｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ １６ ０ ５ １１ ０ ０．３１２５０．６８７５

注：表示差异显著（Ｐ＜０．０５），表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
Ｎｏｔｅｓ： ｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），ｓｈｏｗｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．

　　ｅｒｔＢ１６０Ｃ／Ｔ位点中正常、白化、黑化半滑舌
鳎的优势基因型分别为 ＣＣ（５０．００％）、ＣＴ
（７３．３３％）、ＣＴ（３７．５０％），正常和白化半滑舌鳎

的显著性检验结果为 χ２＝６．０２，Ｐ＜０．０５，大于
χ２０．０５＝５．９９１，表明 ｅｒｔＢ１６０Ｃ／Ｔ位点与半滑舌鳎
的白化性状显著相关。
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ｔｙｒ４７３Ｇ／Ａ位点中正常、白化、黑化半滑舌
鳎的优势基因型分别为 ＧＧ（８１．２５％）、ＧＡ
（６０．００％）、ＧＧ（８７．５０％），正常和白化半滑舌鳎
的显著性检验结果为 χ２＝７．９８６，Ｐ＜０．０５，表明
ｔｙｒ４７３Ｇ／Ａ位点在正常和白化半滑舌鳎养殖群
体间基因型分布具有显著性差异，此位点与半滑

舌鳎的白化性状显著相关。

ａｌｏｘ５１１７８Ｃ／Ｔ位点中正常、白化、黑化半滑
舌鳎的优势基因型分别为 ＣＴ（５０．００％）、ＴＴ
（６８．７５％）、ＴＴ（５０．００％），正常和白化半滑舌鳎
的显著性检验结果为 χ２＝６．５，Ｐ＜０．０５，表明
ａｌｏｘ５１１７８Ｃ／Ｔ与半滑舌鳎的白化性状显著相
关。

２．１　体色异常相关ＳＮＰ位点的鉴定
为了进一步明确 ｅｒｔＢ１６０Ｃ／Ｔ位点、ｔｙｒ４７３

Ｇ／Ａ位点和 ａｌｏｘ５１１７８Ｃ／Ｔ位点与半滑舌鳎白
化性状的相关性，把正常、白化和黑化样本数扩

大到５０尾以上，分别对６０尾正常的半滑舌鳎样
本、５４尾黑化样本和５１尾白化样本进行 ＳＮＰ测
序分型。ｅｒｔＢ１６０Ｃ／Ｔ位点中正常、白化、黑化半
滑舌鳎的优势基因型分别为 ＣＣ（５８．３３％）、ＣＴ
和ＣＣ（４０．７４％）、ＣＴ（６２．７５％），正常和白化半滑
舌鳎样本间，呈极显著性相关（表３），表明 ｅｒｔＢ
１６０Ｃ／Ｔ位点与半滑舌鳎发生白化有关。ｔｙｒ
４７３Ｇ／Ａ位点中正常、白化、黑化半滑舌鳎的优势
基因型分别为 ＧＧ（７４．５１％）、ＧＡ（４７．０６％）、ＧＧ
（７２．５５％），正常和白化半滑舌鳎样本间呈显著
性相关（表３），表明ｔｙｒ４７３Ｇ／Ａ位点与半滑舌鳎
发生白化有关。ａｌｏｘ５１１７８Ｃ／Ｔ位点中正常、白
化、黑化半滑舌鳎的优势基因型分别为 ＣＴ
（５６．９２％）、ＣＴ（５１．９２％）、ＣＴ（４３．７５％），正常和
白化半滑舌鳎样本间，呈显著性相关（表３），表明
ａｌｏｘ５１１７８Ｃ／Ｔ位点与半滑舌鳎发生白化相关。

表３　ＳＮＰ位点大样本间的基因型分布和卡方值统计结果
Ｔａｂ．３　ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｅｎｏｔｙｐｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄＣｈｉｓｑｕａｒｅｖａｌｕｅａｍｏｎｇｌａｒｇｅｓａｍｐｌｅｓｏｆＳＮＰｌｏｃｉ

ＳＮＰ位点
ＳＮＰｌｏｃｕｓ

实验样本

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓａｍｐｌｅ
个数

Ｎｕｍｂｅｒ
基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

基因型频率

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

卡方值χ２

正常舌鳎

Ｎｏｒｍａｌ
ｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ

白化舌鳎

Ｎｏｒｍａｌ
ｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ

ＣＣ ＣＴ ＴＴ ＣＣ ＣＴ ＴＴ

ｅｒｔＢ１６０Ｃ／Ｔ
正常舌鳎Ｎｏｒｍａｌｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ ６０ ３５ ２０ ５ ０．５８３３０．３３３３０．０８３４ － １２．２９

黑化舌鳎ｈｙｐｅｒｍｅｌａｎｏｓｉｓｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ ５４ ２２ ２２ １０ ０．４０７４０．４０７４０．１８５２ ４．４２ ５．０８
白化舌鳎Ａｌｂｉｎｏｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ ５１ １３ ３２ ６ ０．２５４９０．６２７５０．１１７６

ＧＧ ＧＡ ＡＡ ＧＧ ＧＡ ＡＡ

ｔｙｒ４７３Ｇ／Ａ
正常舌鳎Ｎｏｒｍａｌｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ ５１ ３８ ８ ５ ０．７４５１０．１５６９０．０９８０ － １２．２７

黑化舌鳎ｈｙｐｅｒｍｅｌａｎｏｓｉｓｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ ５１ ３７１１ ３ ０．７２５５０．２１５７０．０５８８ ０．９９ ９．１４

白化舌鳎Ａｌｂｉｎｏｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ ５１ ２２２４ ５ ０．４３１４０．４７０６０．０９８０ － －
ＣＣ ＣＴ ＴＴ ＣＣ ＣＴ ＴＴ

ａｌｏｘ５１１７８Ｃ／Ｔ
正常舌鳎Ｎｏｒｍａｌｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ ６５ ６ ３７ ２２ ０．０９２３０．５６９２０．３３８５ － ６．３９

黑化舌鳎ｈｙｐｅｒｍｅｌａｎｏｓｉｓｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ ６４ １１ ２８ ２５ ０．１７１９０．４３７５０．３９０６ ２．９０ ９．８８

白化舌鳎Ａｌｂｉｎｏｔｏｎｇｕｅｓｏｌｅ ５２ ０ ２７ ２５ ０ ０．５１９２０．４８０８ － －
注：代表差异显著（Ｐ＜０．０５）；代表差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
Ｎｏｔｅｓ： ｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）；ｓｈｏｗｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．

２．２　ｅｒｔＢ、ｔｙｒ和ａｌｏｘ５蛋白质结构预测
ｅｒｔＢ基因编码区（ＣＤＳ）为１２３９ｂｐ，编码４１２

个氨基酸，脯氨酸（Ｐｒｏ）在第１６０位突变为丝氨
酸（Ｓｅｒ）。ｔｙｒ基因 ＣＤＳ为１５８４ｂｐ，编码５２７个
氨基酸，在第４７３个氨基酸由甘氨酸（Ｇｌｙ）突变
为谷氨酸（Ｇｌｕ）。ａｌｏｘ５基因全长 ｃＤＮＡ为１３２４
ｂｐ，编码４４０个氨基酸；在１１７８个氨基酸处，丙
氨酸（Ａｌａ）突变为缬氨酸（Ｖａｌ）。

ｅｒｔＢ基因特定匹配在 ７ｔｍＡ＿ＥＴＣＲ，属于

７ｔｍ＿ＧＰＣＲｓ超级家族，ｅｒｔＢ１６０Ｃ／Ｔ这个突变位
点位于蛋白的 Ｐｅｒｉｐｌａｓｍｉｃ＿Ｂｉｎｄｉｎｇ＿Ｐｒｏｔｅｉｎ＿ｔｙｐｅ１
结构域，是许多糖基溶质趋化和转运的主要受

体，ｅｒｔＢ第１６０个氨基酸由 Ｐｒｏ突变为 Ｓｅｒ，可能
会影响周质结合蛋白对糖基溶质趋化和转运。

ｔｙｒ基因特定匹配在Ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ，属于Ｔｙｒｏｓｉｎａｓｅ超
级家族。ｔｙｒ４７３Ｇ／Ａ突变位点位于蛋白的
ＴｙｏｓｉｎａｓｅＣｔｅｒｍｉｎａｌ结构域，ｔｙｒ第４７３个氨基酸
由Ｇｌｙ突变为 Ｇｌｕ，可能会影响酪氨酸酶的 Ｃ端
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结构域对酶活性的调节。ａｌｏｘ５基因特定匹配在
ＰＬＡＴ＿ＬＯＸ，属于 ＰＬＡＴ超级家族，非特定匹配在
Ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ，属于 Ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ超级家族，ａｌｏｘ５
１１７８Ｃ／Ｔ突变位点位于蛋白的 Ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ结
构域，ａｌｏｘ５第１１７８个氨基酸由 Ａｌａ突变为 Ｖａｌ
时，可能会影响脂氧合酶的酶活性。

图１中 ｅｒｔＢ１６０Ｃ和 ｅｒｔＢ１６０Ｔ显示第１６０
个氨基酸分别为 Ｐｒｏ和 Ｓｅｒ时，突变前后 ｅｒｔＢ蛋
白质的三级结构整体折叠水平相似，但略有不

同。ｅｒｔＢ蛋白质第１６０个氨基酸的突变使第１６０
个氨基酸的丝氨酸和蛋白质之间形成不规则连

接，ｅｒｔＢ１６０Ｔ尾部部分与蛋白质大分子相连（图
１红色箭头）。ｔｙｒ４７３Ｇ和 ｔｙｒ４７３Ａ显示第４７３
个氨基酸由亲水性的 Ｇｌｙ转变为疏水性的 Ｇｌｕ
时，ｔｙｒ蛋白质的三级结构的整体折叠水平相似，
但有细微差别。ｔｙｒ４７３Ｇ的蛋白质一处由不规
则卷曲变成β折叠，还有一处由 β折叠变成不规
则卷曲，而ｔｙｒ４７３Ａ的蛋白质结构变化与其相似
（图１红色箭头）。ａｌｏｘ５１１７８Ｃ和 ａｌｏｘ５１１７８Ｔ
显示第 １１７８个氨基酸分别为 Ａｌａ和 Ｖａｌ时，
ａｌｏｘ５蛋白质的三级结构折叠水平相似，与突变前
蛋白相比，突变后蛋白的空间结构发生了一定程

度的变化ａｌｏｘ５１１７８Ｔ从不规则卷曲变为α螺旋
（图１中红色箭头）。
２．４　ｅｒｔＢ、ｔｙｒ和ａｌｏｘ５在正常和白化半滑舌鳎皮
肤中的表达差异

ｑＲＴＰＣＲ检测表明：ｅｒｔＢ在白化半滑舌鳎中
有眼侧正常与白化皮肤表达没有显著差异（Ｐ＞
０．０５），而在无眼侧皮肤中的表达显著高于有眼
侧皮肤（Ｐ＜０．０１）；ｔｙｒ在有眼侧正常和白化皮肤
的表达水平均显著高于无眼侧（Ｐ＜０．０１）；白化
半滑舌鳎中无眼侧ａｌｏｘ５的表达水平均显著高于
有眼侧（Ｐ＜０．０５），有眼侧白化区ａｌｏｘ５的表达水
平明显高于有眼侧正常皮肤（Ｐ＜０．０１）。如图
２。

３　讨论

通过直接测序法在正常、黑化和白化半滑舌

鳎大样本群体中验证了 ｅｒｔＢ１６０Ｃ／Ｔ、ｔｙｒ４７３Ｇ／
Ａ、ａｌｏｘ５１１７８Ｃ／Ｔ基因型分布具有显著性差异；

通过ＣＤｓｅａｒｃｈ工具预测基因的蛋白结构域发现
这３个突变位点分别位于蛋白的 Ｐｅｒｉｐｌａｓｍｉｃ＿
Ｂｉｎｄｉｎｇ＿Ｐｒｏｔｅｉｎ＿ｔｙｐｅ１、ＴｙｏｓｉｎａｓｅＣｔｅｒｍｉｎａｌ和
Ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ结构域，同时利用生物信息学预测
蛋白质三维结构变化，发现突变后蛋白质结构与

突变前存在差异，导致其功能可能发生变化；通

过ＲＴＰＣＲ发现Ｂ型内皮素受体第１６０位的Ｃ／Ｔ
位点（ｅｒｔＢ１６０Ｃ／Ｔ）在正常与白化半滑舌鳎样本
之间呈极显著性相关（Ｐ＜０．０１），酪氨酸酶第
４７３的 Ｇ／Ａ位点（ｔｙｒ４７３Ｇ／Ａ）和花生四烯酸５
脂氧合酶的第１１７８位的 Ｃ／Ｔ位点（ａｌｏｘ５１１７８
Ｃ／Ｔ）在正常与白化半滑舌鳎样本之间呈显著性
相关（Ｐ＜０．０５）。表明这３个ＳＮＰ位点与半滑舌
鳎白化相关。

图１　Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ预测ｅｒｔＢ、ｔｙｒ和ａｌｏｘ５
蛋白以及含有ＳＮＰｓ的蛋白质的结构

Ｆｉｇ．１　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｅｒｔＢ、ｔｙｒ
ａｎｄａｌｏｘ５ｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｓ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇＳＮＰｓｂｙＳｗｉｓｓｍｏｄｅｌ
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ｂ．有眼侧正常皮肤；Ｗ．有眼侧白化皮肤；Ｌ．无眼侧正常白皮肤。柱状图上方含代表显著差异（Ｐ＜０．０５），代表极显著差

异（Ｐ＜０．０１）。

ｂ．ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｒｍａｌｓｋｉｎｏｎｔｈｅｏｃｕｌａｒｓｉｄｅ；Ｗ．ｔｈｅｒｅｗａｓａｌｂｉｎｏｓｋｉｎｏｎｔｈｅｅｙｅｓｉｄｅ；Ｌ．ｎｏｒｍａｌｗｈｉｔｅｓｋｉｎｗｉｔｈｏｕｔｅｙｅｓ．Ｔｈｅ ａｂｏｖｅｔｈｅ

ｈｉｓｔｏｇｒａｍｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５），Ｔｈｅ ｓｈｏｗｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．

图２　ｅｒｔＢ、ｔｙｒ和ａｌｏｘ５在白化半滑舌鳎中的定量检测结果
Ｆｉｇ．２　ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｅｒｔＢ、ｔｙｒａｎｄａｌｏｘ５ｉｎｐｓｅｕｄｏａｌｂｉｎｏＣｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ

　　ｅｒｔＢ是皮肤细胞黑色素不均匀沉积的重要靶
点之一［１６］。内皮素Ｂ型受体（ｅｒｔＢ）是Ｅｄｎ１的受
体，ｅｒｔＢ与 Ｅｄｎ１结合导致肌醇多磷酸酯水解产
生肌醇三磷酸酯（Ｉｐ３）。Ｉｐ３可以激活体细胞中
的Ｃａ２＋，而二酰甘油可以通过活化磷脂酶 Ｃγ来
激活ＰＫＣ，使苏氨酸蛋白激酶（Ｒａｆ１）磷酸化。磷
酸化的Ｒａｆ１会将信号传递给丝裂原活化蛋白激
酶（Ｍａｐｋ），使 ＭＥＫ，ＥＲＫ和 ＲＳＫ均按顺序被激
活并发生磷酸化。最终磷酸化的 ＲＳＫ将信号传
导至ｃＡＭＰ应答元结合蛋白（ＣＲＥＢ），使其激活
并发生磷酸化。磷酸化的ＣＲＥＢ与ｍｉｔｆ基因启动
子结合，调控 ｍｉｔｆ基因的转录，并最终激活 ｔｙｒ基
因，合成黑色素。与此同时，活化的 ＰＫＣ还可以
基于 ａＭｓｈ和黑皮质素受体 １（Ｍｃ１ｒ）来提高
ｃＡＭＰ水平。ｃＡＭＰ通过信号转导激活ＰＫＡ，而活
化ＰＫＡ也能引起 ＣＲＥＢ磷酸化，磷酸化的 ＣＲＥＢ
同样作用于 ＭＩＴＦ基因上，导致黑色素的产
生［１７］。

ｔｙｒ位于黑色素相关信号通路的下游，在黑色
素合成中起关键作用。鱼类背部体色的深浅主

要与皮肤中黑色素细胞的数量有关［１８］。ｔｙｒ的表
达水平直接影响真黑素和褪黑素的表达，进而影

响动物的体色［１９］。在模式生物斑马鱼中，编辑破

坏ｔｙｒ基因的ＣＤＳ区域对表型有显著影响，而编
辑３′ＵＴＲ中的非 ｐｏｌｙａ尾信号区域对表型没有
显著影响［２０］。ＬＩＵ等［２１］通过半滑舌鳎白化病相

关连锁图谱，鉴定并定位了１０个具有简单序列

重复序列（ＳＳＲｓ）的白化相关基因，ｔｙｒ２基因就是
其中之一。本研究发现与体色异常相关的 ｔｙｒ基
因在深色皮肤和白色皮肤中有差异表达，表达水

平与色素沉着呈正相关，与以前的研究结果一

致。此外，该ＳＮＰ还位于ｔｙｒ基因ＣＤＳ区，这与斑
马鱼ｔｙｒ基因编辑研究的结果一致［２０］。

ａｌｏｘ５是花生四烯酸脂氧合酶家族的成员，也
是炎症介质白三烯（Ｌｔｓ）和脂蛋白（Ｌｘｓ）形成的
初始催化酶。二十烷化合物如白三烯、前列腺素

和血栓素是调节一系列重要的生理代谢途径［２２］。

ＡＬＩＣＩＡ等报道，用花生四烯酸（ＡＲＡ）强化饲料
喂养牙鲆，由于ＭＳＨ和ＡＣＴＨ的产生和释放速率
不同，可能导致白化的出现［２３］。ＫＯＶＥＮ等［２４］发

现，在环境变化前喂食 ＡＲＡ的鲷鱼比在环境变
化后喂食能更有效地抵抗环境变化的不利影响。

这可能是因为幼鱼利用 ＡＲＡ合成细胞膜磷脂，
环境变化激活磷脂酶，磷脂酶启动一系列生化反

应，产生具有高生物活性的 ＡＲＡ，调节鱼类对新
环境的适应。其他研究表明，ＡＲＡ可提高鱼类对
急性刺激的应激耐受性，但不影响对慢性刺激的

应激抵抗力［２４］。二十碳五烯酸（ＥＰＡ）与花生四
烯酸（ＡＲＡ）比率小于４时对比目鱼大菱鲆的背
部体色有不利影响［２３，２５２６］。然而，ＬＵＮＤ等［２７］发

现，在欧洲比目鱼中，饲料中 ＡＲＡ的含量与体色
异常有关，而与饲料中 ＡＲＡ和其他多不饱和脂
肪酸的比例无关。

筛选到的ｅｒｔＢ、ｔｙｒ位于黑色素合成相关信号
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通路中，这两个基因如果发生错义突变的话，可

能会导致体色形成异常。ａｌｏｘ５是花生四烯酸合
成通路中的关键酶，研究表明用花生四烯酸强化

过的饲料喂养牙鲆会导致白化现象［２３］，这与本实

验中白化半滑舌鳎有眼侧白化皮肤高表达量的

ａｌｏｘ５结果一致。
综上所述，本研究首次对半滑舌鳎体色异常

相关基因编码区的突变 ＳＮＰｓ位点进行筛选与验
证，最终得出位于３个基因上的３个 ＳＮＰ位点与
半滑舌鳎假性白化病相关，为今后半滑舌鳎的体

色选育提供了分子基础。
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