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提要    以中华鳖 4 个种群 80 个个体(太湖种群、日本品系种群、台湾引进种群和“清溪乌鳖”种
群)肌肉基因组DNA为模板, 利用已知酪氨酸酶(Tyrosinase, TYR)基因部分序列设计合成特异引物进
行 PCR扩增, 克隆并测定了 TYR基因的核苷酸序列。扩增所得的 696bp序列中共有 13个多态性核
苷酸位点。中华鳖体色变异种群的 3个个体均在第 186核苷酸位点出现相同的变异。以此设计酶切
位点, 选用 SmaI内切酶进行 RFLP, 结果显示 80个中华鳖个体的 TYR基因存在多态性。AA型基因
除在中华鳖体色变异种群内未发现外, 其余三个种群内的频率大小顺序为日本品系种群(60%)>台湾
引进种群(30%)>太湖种群(20%), 以省外品种为丰富; AB 基因型频率大小顺序为“清溪乌鳖”种群
(70%)>台湾引进种群(50%)>太湖种群(40%)>日本品系种群(30%)。 
关键词    中华鳖, 酪氨酸酶基因, RFLP 
中图分类号    Q751, Q951.3 

中华鳖(Pelodiscus sinensis)俗称团鱼、甲鱼、“王八”, 
隶属于爬行纲(Reptilia)、龟鳖目(Testudoformes)、鳖科
(Trionychidae)。在我国除西藏、青海及新疆外的各个
地区均有分布, 以长江流域和华南地区为多见。在国
外主要分布于朝鲜、日本和越南(王培潮, 2000)。中
华鳖味道鲜美, 富含高蛋白、低脂肪, 而且含有多种
维生素和微量元素, 历来被视为滋补的营养保健品, 
深受广大消费者青睐 , 其养殖业也越来越受到人们
的重视。随着中华鳖养殖业的发展, 其种质资源保护
与合理利用已成为产业健康持续发展的首要制约因

素。目前浙江省内有着丰富的中华鳖资源, 如太湖种
群、日本品系种群、台湾引进种群和“清溪乌鳖”种

群等。现代医学证明, 乌骨鸡的食用价值和药用价值
主要在于其体内含有丰富的黑色素(伍革民等, 2005)。
清溪乌鳖作为浙江省新审定的水产新品种, 富含具有
食用价值和药用价值的黑色素, 主要特征是腹部体色
乌黑(张永正等, 2008; 张海琪等, 2008), 在外形上就

可与其它种群区分开来, 且黑色能稳定遗传, 因此清
溪乌鳖的体色是很好的遗传标记, 且开发前景广阔。 

酪氨酸酶(Tyrosinase, 简称 TYR)是黑色素合成
的关键酶, 由白化位点的酪氨酸基因编码(Ponnazhagan 
et al, 1994)。目前这一基因克隆测序工作已在小鼠
(Porter et al, 1991)、人(Giebel et al, 1991)、鸡(Boissy et 
al, 1987)、猪(Giuffra et al, 2000)等许多物种上展开, 
GenBank中已拥有大量的酪氨酸酶基因序列, 且其序
列变异与白化病、毛色、肤色的相关性状研究已成为

一个热点。本研究对中华鳖 4 个不同种群的 TYR 基
因进行克隆测序及其 PCR-RFLP分析, 以了解其多态
性信息, 掌握其基因变异与乌黑性状之间的关系, 为
今后中华鳖的分子育种奠定必要基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
实验用中华鳖(Pelodiscus sinensis)4 个不同地理
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种群于 2004 年 3 月—2005 年 8 月采集, 采集地点及
样本数量见表 1。活体运回实验室后进行常规生物学
测定后拍照、解剖取其腿部肌肉, 置于 1.5ml 灭菌的
离心管中, 于−75℃超低温冰箱冷冻保存备用。 
1.2  方法 
1.2.1  总 DNA 的提取    每个样品取肌肉组织约
0.1g, 采用传统的方法进行总 DNA 的提取, 即采用
SDS/蛋白酶 K 消化, 酚-氯仿抽提和乙醇沉淀法, 测
定浓度后于－20℃冰箱中保存备用。 
1.2.2  PCR扩增    用于 TYR基因外显子 1扩增的
两个引物为：HSF(5′-ATG TGT CTG TTG GCA 
CTG-3′)和 HSR(5′-GGT GAA GTT CTC ATC TCC-3′), 
由上海 Sangon公司合成。利用 PTC-200热循环仪进
行 PCR扩增。PCR反应体系为 50μl, 含 5μl 10×PCR
缓冲液, 5μl 25mmol/L MgCl2, 10pmol/μl引物各 1μl, 
1μl 10mmol/L dNTP, 3U Taq DNA聚合酶, 1μl模板
DNA (约 100ng)。PCR的循环参数为：94℃预变性 5 
min, 94℃变性 30s, 55℃退火 30s, 72℃延伸 60 s, 共
35个循环; 循环结束后 72℃再延伸 8min。 
1.2.3  PCR产物的纯化和测序    PCR产物经 l.4% 

琼脂糖凝胶电泳后, 用 Quantity EQ 凝胶成像分析系
统进行检测。回收琼脂糖凝胶中的 PCR 产物 , 用
UNIQ-10 Spin Column PCR Products Purification 
Kit(上海 Sangon产品)进一步纯化, 分别取 2.5—5.0μl
产物用 PCR的引物做测序反应。采用 ABI Prism 377 
DNA sequencer直接对 PCR产物进行双向测序。 
1.2.4  PCR-RFLP分析    对测序结果进行校对, 通
过 Mega2.1 分析软件比较中华鳖 TYR 基因序列, 找
出变异位点。根据序列的变异位点寻找合适的核酸内

切酶, 根据酶切条带分析 4 个种群 TYR 基因的多态
性。本研究选用的是 SmaI 内切酶。酶解反应体系总
体积 20μl, 含 2μl缓冲液, 10μl PCR反应产物, 1μl 10 
U/μl 内切酶, 7μl 灭菌水, 30℃保温 4h。酶切片段在
2.5%琼脂糖凝胶上电泳分离。电泳结束后用 Quantity 
EQ型生物凝胶成像分析系统进行观察、拍照。 

2  结果 

2.1  PCR扩增结果 
利用设计的引物成功克隆了中华鳖 TYR 基因片

段, PCR产物长度为 696bp。电泳检测结果见图 1。由 
 

表 1  中华鳖样品来源 
Tab.1  The origins of P. sinensis 

种群名称 主要特性 采集地 样本数量

太湖种群(THP) 腹部有规则块状黑斑, 背部青灰色有小黑点, 体宽且厚, 稍圆 浙江德清省级中华鳖良种场 20 

日本品系种群(JNP) 
腹部白底有黑斑, 中间有明显的三角形黑斑; 背部光滑, 无疣状
物, 裙边特别宽大, 有凹痕 

浙江萧山省级中华鳖良种场 20 

台湾种群(TWP) 腹部白底或有点状黑斑, 背甲粗糙, 背甲后部疣状物特别多 浙江德清某养殖基地 20 

清溪乌鳖种群(WBP) 腹部全为乌黑色 浙江德清省级中华鳖良种场 20 

 

 
 

图 1  中华鳖不同种群 TYR基因片段的扩增产物 
Fig.1  PCR amplification products of TYR gene fragments in different P. sinensis populations 

1—10：日本品系种群; 11—20：太湖种群; 21—30：清溪乌鳖种群; 31—40：台湾引进种群; M：GeneRulerTM 100bp DNA Ladder 
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图 2  中华鳖不同种群的 TYR基因部分序列 
Fig.2  Sequence of TYR gene fragments in different P. sinensis populations 

#1和#2：太湖种群; #3和#4：日本品系种群; #5和#6：清溪乌鳖种群; #7：台湾引进种群 
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图 1可知扩增产物条带清晰, 且无杂带。 

2.2  TYR基因的序列测定结果 
根据测定的 TYR 基因序列, 利用 Mega2.1 软件

对序列进行比较, 并列出发生变异的位置(图 2)。结
果发现有 13 个多态性位点, 其中 8 个位点为碱基转
换, 5 个为碱基颠换。这些序列变异大多发生在密码
子的第 3 位, 其次是第 1 位, 第 2 位则很少发生。这
主要是由于密码子 3 个位点受到的选择压力明显不
同, 造成突变过程偏向于密码子第 3位点。 

2.3  RFLP结果分析 
根据序列差异特性, 选用 SmaI 内切酶对 696bp

片段进行 RFLP检测分析种群的多态性。结果见图 3。 

2.4  统计分析结果 
根据 PCR-RFLP 电泳结果带型分析, 发现 80 个

中华鳖样本中共有 3种基因型。AB型最多, 占 38个, 
AA 型和 BB 型分别为 22 个和 20 个。各种群基因频

率统计结果见表 2。 
由表 2可知, 清溪乌鳖种群只检测到AB型和BB

两种基因型, 没有 AA 型, 以 AB 型居多。日本品系
种群则以 AA型为主, 其次是 AB型, 最少为 BB型。
在 4 个中华鳖种群中, AA 型基因除在中华鳖体色变
异种群内未发现外 , 其余三个种群内的频率大小顺
序为日本品系种群(60%)>台湾引进种群(30%)>太湖
种群(20%); AB基因型频率大小顺序为清溪乌鳖种群
(70%)>台湾引进种群(50%)>太湖种群(40%)>日本品
系种群(30%)。 

3  讨论 

酪氨酸酶是黑色素合成的关键酶 , 编码酪氨酸
酶的 TYR 基因也就成了研究乌质性状的重要候选基
因。Brumbaugh 等(1983)用正常鼠的酪氨酸酶 cDNA
对 ca/ca 鸡黑色素细胞进行体外治疗, 结果能产生正 

 

 
 

图 3  中华鳖不同种群的 TYR基因扩增产物的 RFLP分析 
Fig.3  RFLP analysis of TYR gene fragments in different P. sinensis populations 

1—10：太湖种群; 11—20：日本品系种群; 21—30：清溪乌鳖种群; 31—40：台湾引进种群; M为 100bp DNA Ladder 
 

表 2  中华鳖不同种群 TYR 基因片段 RFLP 分析 
Tab.2  RFLP analysis of TYR gene fragments in different P. sinensis populations 

基因型个体数 
                                                             

基因型频率 
                                                              

基因频率 
                                          种群 

AA AB BB AA AB BB A B 

太湖种群 4 8 8 0.20 0.40 0.40 0.40 0.60 

日本品系种群 12 6 2 0.60 0.30 0.10 0.75 0.25 

台湾引进种群 6 10 4 0.30 0.50 0.20 0.55 0.45 

清溪乌鳖种群 0 14 6 0 0.70 0.30 0.35 0.65 
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常的黑色素 , 证明 ca/ca 是酪氨酸酶突变产生的。
Aigner等(1996)证实了鼠科野生型酪氨酸酶基因不仅
能在转基因兔子中表达 , 而且可使有白化病的兔子
恢复正常。这些研究都表明酪氨酸酶是黑色素合成过

程中一个很重要的关键酶 , 如果酪氨酸酶基因突变
或酶活性丧失, 都将引起黑色素代谢紊乱, 导致机体
黑色素表达异常。本实验结果表明中华鳖 TYR 基因
片段 RFLP检测存在 3个基因型(AA、AB和 BB)。从 
基因频率来看, 日本品系种群等位基因 A 出现的频
率要明显高于等位基因 B; 而清溪乌鳖种群则相反, 
等位基因 B出现的频率要明显高于等位基因 A。这个
基因位点是由 TYR 基因的第 186bp 变异引起的, 虽
然此位点是同义突变 , 对黑色素相关性状无直接影
响 , 但此位点可作为与中华鳖乌质性状有关的一个
SNP标记。当然也不排除可能存在其他黑色素相关基
因与该标记紧密连锁。因此下一步还需通过对中华鳖

全基因序列进行检测 , 以获得与黑色素相关性状相
关的分子标记。由于黑色素合成机制极为复杂, 许多
研究认为 , 黑色素的形成可能是多个基因位点的编
码产物共同参与和调控的一个复杂级联过程(Jimbow, 
1999; 杨舒黎等, 2006), 因此清溪乌鳖腹部乌黑性状
的分子机理还有待于进一步深入研究。 
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CLONE OF TYR GENE AND POLYMORPHISM IN POPULATIONS  
OF PELODISCUS SINENSIS 

ZHANG Yong-Zheng1,  ZHANG Hai-Qi2,  HUANG Li-Ying3,  DING Shi-Hua3 
(1. Xiaoshan College of Science & Technology, Zhejiang Ocean University, Hangzhou, 311258; 2. Zhejiang Fisheries Introduction and 

Breeding Center, Hangzhou, 310012; 3. Lab of Aquatic Bioengineering, Southwest University, Chongqing, 400716) 

Abstract    Tyrosinase (TYR) is an essential enzyme in melanogenesis. Genetic DNAs of four Pelodiscus sinensis 
populations: Taihu Lake population, Japanese breed population, Taiwan-introduced population and Qingxi black mutant 
population, were prepared as templates from muscle tissue. TYR gene was amplified by PCR with a pair of specific prim-
ers designed on the known TYR sequences. 13 nucleotide polymorphisms were detected in the PCR-amplified 696bp 
fragments. Only one mutation site at nucleotide 186 was identified in three individuals of black mutant of P. sinensis. TYR 
gene polymorphisms were detected in 80 individuals of P. sinensis using RFLP-PCR analysis with SmaI enzyme. AA hap-
lotype did not appear in the black mutant population but was rich in the Taiwan and Japanese populations. The percentage 
of AA haplotype was: Japanese breed population (60%) > Taiwan-introduced population (30%) > Taihu Lake population 
(20%). The percentage of AB haplotype was: Qingxi black mutant population (70%) > Taiwan-introduced population (50%)  
> Taihu Lake population (40%) > Japanese breed population (30%). These data may provide basic information for mo-
lecular breeding of P. sinensis in the future. 
Key words    Pelodiscus sinensis,  Tyrosinase gene,  RFLP 
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