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提要    通过对四个中华鳖(Pelodiscus sinensis)养殖品系(太湖品系、台湾品系、日本品系、黄河品
系)的线粒体部分序列进行测序对比, 筛选出不同品系中华鳖的品系特异性 SNP 位点, 并设计特异
性引物, 利用高分辨率熔解曲线法进行 SNP 分型与鉴定。结果表明, 所设计的 7 对引物组均可扩增
出 80—150bp 大小不等的中华鳖线粒体序列, 并成功用于中华鳖的 SNP 分型。在这 7 个位点中, 其
中可鉴定中华鳖日本品系和太湖品系的各 1 个, 可鉴定台湾品系的有 2 个, 可鉴定黄河品系的有 3
个。此方法能够快速、简便地鉴别以上四个中华鳖品系, 为鉴别市场中出现的假冒鳖, 并指导品种选
育工作提供技术支持。 
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单核苷酸多态性(Single Nucleotide Polymorphism, 
SNP)是指基因组上由于单个碱基的突变引起的核苷
酸序列的多态性, 突变形式包括转换、颠换和插入(缺
失 ), 是基因组中最常见的变异形式 (Brookes et al, 
1998)。SNP 往往与一些特定的疾病、性状和群体相
关联, 因此其可作为一种有效的分子标记, 常用于疾
病的相关性分析(Polonikov et al, 2008; Wong et al, 2008; 
Downey et al, 2009)、育种群体的筛选(Brunner et al, 
2000; Jeong et al, 2004)以及相近物种的鉴定(Mabru 
et al, 2004)等。目前常用于 SNP分型的技术有单链
构象多态性分析(SSCP)(Gonen et al, 1999)、聚合酶链
式反应 -限制性片段长度多态性分析 (PCR-RFLP) 
(Fukuen et al, 2002)、变性高效液相色谱法(DHPLC) 
(Wolford et al, 2000)、单碱基延伸法(SBE)(Steemers et 
al, 2006)、测序法(Griffin et al, 2000)和高分辨率熔解
曲线 (High-resolution melting curve analysis, HRM) 
(Liew et al, 2004)等。其中 HRM法的原理是通过设计
引物对变异位点序列进行 PCR 扩增, 并在高分辨率

荧光染料饱和浓度下对 PCR 产物进行熔解曲线分析, 
根据扩增产物 Tm值和熔解曲线的形状进行分析确定

突变位点的基因型(Wittwer, 2009)。因此, HRM法是
近年来兴起的一种低成本、操作简单、并且高通量的

SNP分型技术, 已逐渐在水产中得到应用。 
中华鳖(Pelodiscus sinensis)是我国的一种重要的

水产养殖品种, 目前已形成若干中华鳖养殖群体, 且
不同群体有其各自的养殖特性。由于缺乏有效的中华

鳖分子遗传标记 , 中华鳖的种质资源开发与保护工
作受到制约。目前不同中华鳖品系群体分子遗传差异

的相关研究主要基于以 RFLP (李思发等, 1997; 张
永正等 , 2009)为主的第一代分子标记 , 以及以 
RAPD (刘至治等, 2004)和 SSR (Zhu et al, 2012)为主
的第二代分子标记 , 但没有区分多种品系中华鳖的
有效标记, 也未见有第三代分子标记 SNP 的相关研
究方面的报道。本研究通过 HRM 法对线粒体 DNA
上不同中华鳖品系的特异性 SNP 进行分型, 以达到
快速、准确鉴别中华鳖种质的目的, 为中华鳖原良种
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场建设和管理等提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集及 DNA的提取 
中华鳖日本品系群体: 采自浙江萧山省级中华鳖

日本品系良种场, 2龄, 规格为(750±53)g的健康个体;  
太湖品系群体 : 采自浙江德清省级中华鳖良种

场, 2龄, 规格为(475±32)g的健康个体;  
黄河品系群体 : 采自浙江绍兴国家级中华鳖原

种场, 2龄, 规格为(332±37)g的健康个体;  
台湾品系: 采自浙江省德清县某养殖基地, 2 龄, 

规格为(436±44)g的健康个体。 
每个品系取 25 个个体, 其中 5 个用于引物设计

研究, 20个用于结果应用分析。分别取腿部肌肉组织, 
用Takara基因组总DNA提取试剂盒提取基因组DNA, 
将提取的 DNA稀释至 100ng/μL, 并用 1.5% 的琼脂
糖凝胶电泳检测其完整性, 保存于－20°C备用。 
1.2  位点筛选和引物设计 

采用彭巧玲等(2005)的方法对每个品系各 5个个
体的线粒体基因组部分序列进行 PCR 扩增测序, 用
Clustal X 2.0 (Larkin et al, 2007)软件进行序列对比分
析, 用 BioEdit 软件分析品系特异性 SNP 位点并记
录。用 Primer5.0软件设计引物用于扩增 SNP位点, 引
物长度控制在 19—25bp, 扩增片段长控制在 80—
150bp, 退火温度控制在 59—65°C。 
1.3  HRM分析和 SNP分型 

对每个品系的中华鳖选择 5 个个体进行分析 , 
PCR反应在 ABI 7500 Fast Real-Time System仪器中
进行。反应体系为 20μL, 包含 2×HRM MeltDoctor 
Master Mix 10μL, 10μmol/L的引物各 0.4μL, 模板
DNA 50ng, ddH2O 补足至 20μL。反应程序为 95°C
预变性 15min; 95°C变性 15s, 60°C退火/延伸 30s, 40
个循环。扩增产物以 0.05°C /s的升温速率由 60°C升

温至 95°C。反应结束后用 HRM 2.0软件对熔解曲线
进行分析并记录 Tm值。 

2  结果 

2.1  候选 SNP的筛选和引物设计 
通过对 4 个品系共 20 只中华鳖的线粒体基因组

序列进行比对, 共筛选出 22 个候选特异性位点。用
Primer5.0 引物设计软件设计出 7 对能够成功扩增出
目的产物的引物(表 1)。 

表 1  引物设计结果 
Tab.1  The results of designed primers 

引物组

序号
引物组序列信息(5’—3’) 

SNP 位点在线粒
体基因组

(AY687385)位置

1 F: GCCCCTTCCACCAAACTGTCATAC 486 
 R: GGGTATCTAATCCCAGTTTGTGTCT  
2 F: GGGGCAAGTCGTAACAAGGTAAG 1064 
 R: GCTCAAAATCAAAATAACCCTGG  
3 F: TAAGTAGAGGTGAAAAGCCTAACGA 1559 
 R: CTGTTTCAATTTGGCTGTACCCTAA  
4 F: AAGCATTCTCATCAAAACGAAAAGT 6879 
 R: AATCCTTCCTTTCTTGTGTTTTGTA  
5 F: CACATTCACACCAACTACACAACTCT 8330 
 R: GTAGTCCTGTGAGTACGGTGGCT  
6 F: CGAAGCCACACTAATCCCAACA 10668 
 R: GAAGTAGGTTCCAGCATTTAGTCGT  
7 F: TATACTTCAACACCTTAATCCACCG 13454 
 R: CGTATCAAATTAGGTCGGTTAGGTG  

 
2.2  SNP的 HRM分型 

通过对不同变异类型的序列的扩增产物进行

HRM 分析, 发现表 1 中所列 7 对引物的扩增片段均
能成功进行 SNP 分型。对相同序列的 5 个个体的扩
增产物的 Tm 值取平均值, 得出不同变异类型的位点
相应扩增产物的 Tm值(表 2)。不同变异类型的扩增片
段 Tm值差异均在 0.3°C以上, 说明分型效果较明显。 

表 2  七对引物的扩增变异类型及扩增产物 Tm 值 
Tab.2  Types of variation and Tm values of the products amplified by seven pairs of primers 

扩增产物 Tm值(°C) 
引物组序号 产物长度(bp) 变异类型 

太湖品系 台湾品系 日本品系 黄河品系 

1 118 T/C 75.80 75.43 75.43 75.43 
2 126 C/T 77.54 77.54 77.54 77.08 
3 149 C/A 75.33 74.93 75.33 75.33 
4 136 C/T 78.39 78.39 78.39 77.92 
5 83 T/C 74.30 74.78 74.30 74.30 
6 82 A/G 73.00 73.00 73.00 73.46 
7 96 T/C 76.33 76.33 76.93 76.33 
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通过比较 SNP 分型后 Tm值差异, 均可用于中华鳖种
质鉴定。其中: 引物 1可用于鉴别太湖品系(图 1); 引
物 2、引物 4 和引物 6 可用于鉴别黄河品系, 图 2 显

示了引物 2的分型结果; 引物 3和引物 5可用于鉴别
台湾品系, 图 3显示了引物 3 的分型结果; 引物 7可
用于鉴别日本品系(图 4)。 

 
图 1  引物 1中华鳖线粒体 486位点的 SNP分型结果 

Fig.1  SNP typing result in the locus 486 of mitochondrial DNA of P. sinensis using primer 1 

2.3  中华鳖的种质鉴别应用 
根据本研究建立的 HRM 方法, 在不告知样本信

息来源的情况下对上述 4 种不同原良种场来源的 80
只中华鳖进行种质鉴定, 结果准确度达 100%。 

3  讨论 

3.1  SNP分型技术 
目前, 用于 SNP分型的方法较多(张必弦等, 2012), 

但传统方法通量较低 , 并且大多都要基于凝胶电泳
或过柱的方法进行分辨, 操作繁琐, 不利于大量样品
的 SNP检测。双脱氧核苷酸测序法(Sanger法)是最直
观、最准确的方法, 是 SNP检测的金标准, 但此方法
需先进行 PCR 扩增之后对扩增产物进行测序, 检测
所需时间长, 工作量大, 成本高。因此, 先通过测序
方法发现未知 SNP 位点, 然后运用更快速的 SNP 分
型方法检测未知样本中的这些 SNP, 是降低成本、提
高效率的有效途径。与其它 SNP分型技术相比, HRM
技术可一步完成对 SNP 的分型, 具有通量大、成本
低、检测简便、省时的优点, 在检测的过程中通过加

入阳性标准对照进行对比, 可大大提高准确性, 因而
其可作为检测已知 SNP 的良好选择。目前该技术广
泛用于突变筛查 (Nomoto et al, 2006)和基因分型
(Lochlainn et al, 2011), 甚至被用于甲基化分析(Maat 
et al, 2007)和基因拷贝数分析(Aten et al, 2008)。本文
通过设计特异性引物对 SNP 位点所在序列进行两步
法 PCR 扩增, 随后进行 HRM 分析, 如图 1—图 4 所
示, 不同碱基类型的序列 Tm 值差异明显, 分型效果
直观明了。 
3.2  中华鳖的线粒体遗传标记和种质鉴定 

线粒体 DNA 具有母系遗传的特性, 能够反映出
群体遗传特征、种群分化和种属关系等特点(Cano et 
al, 1984), 并且由于其具有较高的突变率(Stoneking 
et al, 1996), 因而常常被用于遗传分化等方面的研
究。在中华鳖线粒体标记方面的研究主要集中于 Cyt b
和 12S rRNA方面。陈合格等(2005, 2006)曾对中华鳖、
砂鳖(Pelodiscus axenaria)和山瑞鳖(Palea steindachneri)
的 Cyt b和 12S rRNA序列进行比较分析, 发现此三个
物种可通过 PCR-RFLP 方法有效鉴别。在中华鳖种内 
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图 2  引物 2中华鳖线粒体 1064位点的 SNP分型结果 
Fig.2  SNP typing result in the locus 1064 of mitochondrial DNA of P. sinensis using primer 2 

 

图 3  引物 3中华鳖线粒体 1559位点的 SNP分型结果 
Fig.3  SNP typing result in the locus 1559 of mitochondrial DNA of P. sinensis using primer 3 



380 海   洋   与   湖   沼 45卷 

 

研究方面, 张永正等(2008)通过对五个养殖品系的中华
鳖的 Cyt b基因进行比较分析, 表明日本品系和其它品
系之间无共享单倍型, 可作为日本品系鉴别标记, 但是
并未发现其它群体间的特异性分化标志 ; 许晓军等
(2012)通过对清溪乌鳖和日本品系两个中华鳖品系的
12S rRNA 部分序列进行了比较分析, 表明二者无共享
单倍型, 可作为二者区分的标记。但目前, 系统地寻找
不同品系中华鳖各自特异性标记的相关研究还未见报

道。此外, 在不同中华鳖品系间的 SNP标记相关研究方
面尚属空白。 
以往的研究表明, 线粒体 SNP 标记在用于种质鉴

定方面具有可行性(Mabru et al, 2004)。本研究对四个
在形态上难以鉴别的中华鳖品系的线粒体进行了以

寻找特异性 SNP 标记为目的的研究, 对线粒体 DNA
进行了测序比对 , 找到了四个品系各自的特异性位
点, 并通过 HRM的方法对这些 SNP进行分型。如表
2所示, 位点 468可用于鉴别太湖品系, 1559和 8330
可用于鉴别台湾品系, 13454 可用于鉴别日本品系, 
1064、6879 和 10668 可用于鉴别黄河品系。为了验
证此鉴别方法的可信度 , 本研究用另外每个群体各
20 个个体进行了盲测验证, 检测准确率达 100%, 未

发现这些位点在品系内的分化, 表
明此方法用于中华鳖种质鉴定方

面准确性高。此外, 与细胞核 DNA
相比, 线粒体 DNA 无重组杂合的
现象, 不会出现因杂合产生的熔解
曲线的双峰, 因此较核基因 SNP相
比, 线粒体 SNP的表现结果更直观
明了。 

总之, 本研究建立的不同品系
中华鳖的线粒体特异性 SNP 的
HRM 分型方法, 可有效鉴别四种
不同品系的中华鳖, 此方法弥补了
形态鉴别的不准确性, 并为鉴别市
场中出现的伪鳖, 指导品种选育工
作提供一定的技术支持。 
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IDENTIFICATION OF DIFFERENT STRAINS OF PELODISCUS SINENSIS BY USING 
HIGH RESOLUTION MELTING (HRM) ANALYSIS OF SNPS IN MITOCHONDRIAL DNA 

ZHANG Chao1, 2,  ZHANG Hai-Qi1, 3,  XU Xiao-Jun1,  HE Zhong-Yang1,  WANG Chun-Lin2,  SHAO Jian-Zhong3 
(1. Zhejiang Fisheries Introduction and Breeding Center, Hangzhou 310012, China; 2. School of Marine Science, Ningbo University, 

Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology of Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China; 3. College of Life 
Science, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China) 

Abstract    Partial sequences of mitochondrial DNA from four Pelodiscus sinensis strains (Taihu Lake, Taiwan, Japanese, 
and Huanghe River strains) were amplified and sequenced to locate strain-specific SNPs. Corresponding primers were 
designed and high-resolution melting (HRM) technique employed for genotyping these SNPs. Seven SNPs were detected 
by HRM, whose length of amplified DNA sequence ranged from 80bp to 150bp, of which one was the Taihu Lake strain 
specific, two specific to the Taiwan strain, one to Japanese strain, and three to the Huanghe River strain. This method is 
fast and simple, and may offer a technical support to the strain identification and breeding of P. sinensis in practice. 
Key words    Pelodiscus sinensis;  mitochondrial;  SNP;  germplasm identification 
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