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摘要：为开发与草鱼生长性状相关基因及单核苷酸多态性 (single nucleotide polymorphism，
SNP)标记，实验采用转录组测序技术 (RNA sequencing，RNA-Seq)对草鱼快长组和慢长
组的肝脏、肌肉和脑组织分别进行分析，共获得 31 465万条高质量短读序 (clean reads)，
经组装得到 34 147条拼接基因 (unigene)，平均长度为 1 060 bp，其中有 30 751条 uni-
gene获得注释。在肝脏、肌肉和脑组织中分别筛选到 1 013、552和 372个差异表达基因，
并从中检测到 4 580个 SNP标记。采用 SNaPshot技术对其中 34个 SNP标记在 300尾草
鱼生长性状极端群体中进行多态性检测和验证，30个 SNP标记分型成功，准确率为
88.24%。进一步采用一般线性模型分析 30个 SNP标记与生长性状的相关性，结果显示，
unigene00810126-8014标记 CC基因型的体质量、体长、体高、头长和尾柄长性状均值显
著高于 TT基因型。unigene00810126-2903标记 AA基因型的体质量显著高于 GG基因型。
unigene00870394-525标记 AA基因型的体质量和体长性状均值显著高于 GG基因型。uni-
gene02938762-011628标记的 TT基因型与 CC基因型在体质量、体长和头长性状上的差
异均达到显著水平。这 4个标记位于生长催乳素 α基因  (slα)、早期生长反应蛋白 -1
基因 (egr-1)和肌球蛋白重链基因 (myh) 上。其他标记不同基因型个体间的生长性状均不
存在显著差异。其中 8个 SNP标记在草鱼群体中的平均多态信息含量 (PIC)、平均期望
杂合度 (He)和平均观测杂合度 (Ho)分别为 0.300、0.377和 0.363，表明草鱼选育群体遗
传多样性较高。本研究获得与生长性状相关的 1 937个差异表达基因和 4个 SNP标记，
为草鱼分子辅助育种研究提供基础资料。
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草鱼 (Ctenopharyngodon idella)，隶属于鲤形

目 (Cypriniformes) 鲤科 (Cyprinidae) 草鱼属 (Cte-

nopharyngodon)，是我国淡水养殖鱼类中养殖年

产量最高的养殖品种。草鱼繁殖亲本主要来源
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于江河中直接捕捞的野生鱼，未经过驯化选育。

此外，多数繁殖场不遵守科学的苗种生产规

范，选择个体小、性成熟早、亲缘关系近的草

鱼作为亲本，导致养殖草鱼出现一定程度的种

质退化现象，主要表现为生长速率减慢、抗逆

性能下降等，制约草鱼养殖产业的健康发展 [1]。

因此，亟需加强草鱼种质资源的挖掘利用，尽

快选育出生产性状优良的草鱼品种。

草鱼的性成熟年龄为 4~5 a，育种周期较长。

随着分子生物技术的快速发展，分子标记辅助育

种技术有望缩短草鱼育种周期和快速培育出草鱼

优良品种的一个重要途径。分子标记辅助育种技

术是通过与目的基因紧密连锁或共分离的分子标

记，对目的基因进行筛选，从而不受环境条件的

影响，提高了选择的可靠性和育种效率，在动植

物育种中已有广泛应用[2-3]。规模化开发与草鱼生

长相关的功能基因以及挖掘与生长性状连锁的分

子标记是开展草鱼分子标记辅助育种研究的基础

性工作。单核苷酸多态性标记 (single  nucleotide
polymorphism，SNP)是指单个核苷酸发生改变而

引起的 DNA序列多态性，具有数量多、密度大、

遗传稳定性高等优点而被广泛应用[4]。由于全基因

组测序费用高，因此越来越多的研究者运用高通

量低成本的转录组测序技术 (RNA-Seq)筛选与生

长性状相关的功能基因和 SNP标记[5-7]。Salem等[8]

对虹鳟 (Oncorhynchus mykiss)快长组和慢长组群体

分别进行 RNA-Seq分析，鉴定出 22个与生长性

状相关的 SNP标记。Ulloa等 [9] 采用 RNA-Seq技

术分析了斑马鱼 (Danio rerio)快长组和慢长组群

体的转录组，获得了与生长性状相关的 124个差

异表达基因，进一步对这些基因上的 164个 SNP
标记与生长性状进行关联分析，鉴定出 5个与生

长性状关联的 SNP标记。Lv等 [10] 对三疣梭子蟹

(Portunus trituberculatus)的大小蟹群体进行 RNA-
Seq分析，筛选得到 117个差异表达基因及 1个与

生长性状相关联的 SNP标记。Li等 [11] 对大口黑

鲈 (Micropterus salmoides)快长组和慢长组群体的

转录组进行高通量测序，筛选到 4 330个与生长性

状相关的差异表达基因，并对其中部分基因上的

SNP标记与生长性状进行关联分析，鉴定出 3个

与生长性状显著相关的 SNP标记。本实验采用

RNA-Seq技术分析快长组与慢长组草鱼群体中肌

肉、肝脏和脑组织的基因转录表达谱，筛选出与

生长性状相关的差异表达基因，进一步对差异表

达基因中的 SNP标记与生长性状进行关联分析，

以期为草鱼分子辅助育种研究提供基础资料，加

快草鱼优良品种的选育进程。 

1    材料与方法
 

1.1    实验鱼及基因组 DNA 提取

用于 RNA-Seq分析的实验鱼来自佛山市三

水白金水产种苗有限公司青岐基地，从同批次

繁殖的草鱼中选取 16月龄的极大个体 10尾 [快
长组，平均体质量为 (2.46±0.14) kg]和极小个体

10尾 [慢长组，平均体质量为 (1.48±0.10) kg]，从

每尾鱼中剪取肌肉、肝脏和脑组织分别冻存于

液氮中，用于总 RNA提取。

用于关联分析的草鱼群体来自于佛山市南

海百容水产良种有限公司清远基地养殖的草鱼

选育品系，随机选取同批次繁殖、且养殖在同

一个池塘中的 16月龄草鱼 300尾，分别测量体

质量、体长、体高、头长、尾柄长和尾柄高，

同时剪取腹鳍样本置于无水乙醇中保存备用。

按照海洋动物组织基因组 DNA提取试剂盒 [天
根生化科技 (北京)有限公司 ]说明书提取鳍条样

品基因组 DNA，用琼脂糖 (Sigma公司，美国)凝
胶电泳和多功能酶标仪 (BioTek公司，美国 )测
定 DNA质量和浓度，在−20 °C条件下保存备用。 

1.2    RNA提取、文库构建与测序

肌肉、肝脏和脑组织总 RNA的提取按照 TRI-
zol试剂盒 (TaKaRa公司, 北京)说明书进行，并用

2%琼脂糖凝胶电泳和多功能酶标仪分别检测其

质量和浓度。构建 RNA文库之前，通过 DNase I
去除基因组 DNA污染。将每组个体各个组织的

等量 RNA混合一起，共组成 6个测序样品。用

带有 Oligo(dT)的磁珠富集mRNA，然后加入 frag-
mentation buffer使其片断化为短片段，再以短片

段 mRNA为模板，用六碱基随机引物合成 cDNA
第一链，并加入缓冲溶液、dNTPs、RNase H和

DNA polymerase I合成 cDNA第二链，经 QiaQuick
PCR试剂盒 (Qiagen公司，美国 )纯化、加测序

接头、琼脂糖凝胶电泳回收目的片段并进行

PCR扩增，从而完成整个文库的制备工作。构

建好的文库用 Illumina HiSeqTM 2000进行测序。 
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1.3    差异表达基因筛选

将 RNA-Seq得到的原始序列 (raw reads)用
Cufflinks(2.2.1)软件 [12] 组装得到拼接基因 (uni-
gene)，通过 BLASTX方法将 unigene分别比对到

Nr、KEGG和 Swiss-Prot数据库中，使用 Blast2GO
软件[13] 得到unigene的GO注释信息，之后用WEGO
软件[14] 执行GO功能分类统计。采用 edgeR软件[15]

对样本间基因表达量进行差异分析，用 FPKM
(fragments per kilobase of exon per million fragments
mapped)法 [16] 对基因表达量进行计算，通过 FDR
(false discovery rate)控制 P-value的阈值，将 FDR<
0.05且 |log2 (Fold Change)|>1作为筛选条件，筛选

不同组间差异表达基因。 

1.4    SNP筛选与验证

用 GATK软件[17] 在差异表达基因中进行 SNP
标记的筛选，条件限于突变位点至少在一个样

本中、reads丰度不小于 3、QD值=1、FS(Fisher-
Strand)>30。将关联分析群体中 30尾极大个体和

30尾极小个体作为 SNP标记验证群体，从差异表

达基因中挑选 34个潜在的 SNP标记进行 SNaPshot
分型验证。进一步分析极端群体中与生长性状

关联的位点在其余个体中的基因型，最后在群

体中进行标记与生长性状之间的关联分析。

SNaPshot分型检测委托上海捷瑞生物工程

有限公司完成。首先是根据 SNP标记上下游的

序列设计引物，长度在 200~500 bp，用于扩增含

有 SNP标记的目的片段，通过多重 PCR对模板

进行扩增，反应程序采用 Touch-down方法：95 °C
预变性 3 min；94 °C变性 15 s，60 °C退火 15 s，
72 °C延伸 30 s，11个循环 (每个循环的退火温度

降 0.5 °C)；随后进入下一个循环程序：94 °C变

性 15 s，54 °C退火 15 s，72 °C延伸 30 s，24个

循环；72 °C终延伸 3 min。将扩增到的目的片段

用 Exo I和 FastAP酶进行纯化，去除反应产物中

剩余的引物和 dNTP。采用 SNaPshot试剂盒 (ABI
公司，美国)对纯化后的产物进行延伸反应，然

后在 ABI3730全自动测序仪上进行测序。在 SNP
位点的上游或下游位置进行延伸引物的设计。 

1.5    草鱼群体的遗传多样性分析

根据 SNP标记分型结果统计各基因型频率，

以PopGene 32 (Version 1.31)[18] 和PIC-Calc0.6软件[19]

计算 Hardy-Weinberg 平衡 (HWE)、多态信息含量

(PIC)及有效等位基因数 (Ne)等遗传多样性指标。 

1.6    SNP标记与生长性状的关联分析

采用 SPSS 19.0软件 (一般线性模型中的多

元方差分析)进行基因型与生长性状的相关性分

析。以 SNP标记的不同基因型为固定因子，体

质量、体长、体高、头长、尾柄长和尾柄高性

状值为因变量，对不同标记基因型之间的数量

性状值进行差异显著性检验[20]。 

2    结果
 

2.1    转录组测序数据、基因注释及差异表达

基因筛选

采用 RNA-Seq技术对草鱼快长组和慢长组

群体的肝脏、肌肉和脑组织的转录组进行分析，

总共获得 31 953万条 raw reads，过滤后得到 31 465
万条高质量短读序 (clean reads)。各组织的 Q20
平均值为 97.9 %，说明测序的准确度较高。组装

后共获得了 34 147条 unigene，平均长度为 1 060
bp，其中有 30 751个基因获得注释，占比 90.05%
(表 1)。对草鱼快长组和慢长组群体的肝脏、肌

肉和脑组织的转录组中的差异表达基因进行比

较分析，分别检测到 1 013、552和 372个差异表

达基因。进一步对筛选到的差异表达基因进行

表 1    草鱼肝脏、肌肉、脑组织转录组文库测序数据

Tab. 1    Transcriptome library sequencing data of liver, muscle and brain tissues in C. idella

测序产量

sequencing production
组装

assemblys
注释

annotation
原始短读序/bp

raw reads
高质量短读序/bp

clean reads
Q20/
%

拼接基因数量/个
all unigene no.

长度/bp
length

平均长度/bp
average length

GO KEGG Nr Swiss-Prot 注释基因

数量/条
total

annotated
gene

319 533 882 314 657 346 97.9% 34 147 36 218 500 1 060
16 616
(48.66%)

8 075
(23.65%)

30 715
(89.95%)

24 805
(72.64%)

30 751
(90.05%)

注：Q20为转录组测序质量控制值

Notes: Q20 is the quality control value of transcriptome sequencing
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GO功能性显著富集分析，参与生物过程、分子

功能和细胞组分相关联的基因个数所占的比率

分别为 48.26%、20.51%和 31.23%(图 1)。 

2.2    SNP标记筛选、有效性检验及其遗传多

样性分析

在草鱼快长组和慢长组群体的肝脏、肌肉

和脑组织的转录组差异表达基因中分别筛选到

2 540、1 619和 421个 SNP标记。为进一步验证

这些 SNP标记的有效性，在差异表达基因中挑

选出 34个 SNP标记在草鱼生长性状极端群体中

进行分型检测。结果显示，30个 SNP标记可成

功分型，准确率为 88.24%(表 2)，并进行基因型

检测 (部分结果展示)(图 2，图 3)。

对其中的 8个 SNP标记的遗传参数进行统

计分析，各标记的遗传多态信息含量 (PIC)介于

0.185~0.374，结果显示，除 unigene02722463-1898、

unigene04620686-435为低度多态位点 (PIC<0.25)

以外，其他均为中度多态位点 (0.25<PIC<0.5)。

8个标记的平均有效等位基因数 (Ne)、平均期望

杂合度 (He)和平均观测杂合度 (Ho)分别为 1.634、

0.377和 0.363，表明草鱼人工选育群体具有较丰

富的遗传多样性。卡方分析显示，8个 SNPs标
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图 1    差异表达基因 GO功能分类

Fig. 1    GO functional classification of differentially expressed genes
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记的各个基因型频率均符合 Hardy-Weinberg定

律 (P>0.05) (表 3)。 

2.3    SNP标记与生长性状的关联分析

在极端群体中将 30个 SNP标记与生长性状

进行关联分析，筛选出 8个与草鱼生长性状存在

潜在性相关的标记，然后进一步扩大群体进行

验证和分析，8个 SNP标记中仅有 4个 SNP标记

与草鱼生长性状存在显著相关性，分别是 uni-

gene00810126-8014、unigene00810126-2903、unigene

00870394-525和 unigene02938762-11628，位于生

长催乳素 α基因 (slα)、早期生长反应蛋白 -1基

因 (egr-1)和肌球蛋白重链基因 (myh)上。 uni-

gene00810126-8014标记的 CC和 CT基因型个体

的体质量、体长、体高、头长和尾柄长的性状

均值都显著高于 TT基因型个体 (P<0.05)，CC基

因型个体的体质量、体高和尾柄高性状均值
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图 2    Unigene00810126-2903标记基因型检测图

(a) AA基因型；(b) GG基因型；(c) AG基因型

Fig. 2    Unigene00810126-2903 marker genotype detection map
(a) AA genotype; (b) GG genotype; (c) AG genotype

表 2    差异表达基因中 SNP位置及其基因注释

Tab. 2    SNP positions and their gene annotations in differentially expressed genes

编号

ID number
SNP位置

SNP position
基因名称

gene name
unigene00810126 8 014、2 903、568 生长催乳素α基因　somatolactin alpha, slα

unigene01116379 1 526 早期生长反应蛋白2b基因　early growth response protein 2b

unigene00870394 79、525、602 早期生长反应蛋白1b基因　early growth response protein 1b, egr−1b

unigene00340124 1 068、818、657 生长催乳素β基因　somatolactin beta

unigene02938762 18 537、16 046、15 610、11 751、
11 628

肌球蛋白重链X3基因　myosin heavy chain-like isoform X, myh X3

unigene02722463 423、1 898 促甲状腺激素释放激素受体基因　thyrotropin-releasing hormone receptor b

unigene00105489 775、13 CREB结合蛋白X3亚型基因　CREB-binding protein isoform X3

unigene07584666 3 997、3 909 转录因子基因Adf-1　transcription factor Adf-1

unigene04468671 2 533、2 692 成纤维细胞生长因子19基因　fibroblast growth factor 19

unigene01787612 1 723、285 类胰岛素生长因子结合蛋白1基因　insulin-like growth factors binding protein 1

unigene03521602 3 168、2 790、2 358、1 350 胰岛素受体底物2基因 　insulin receptor substrate 2

unigene01028640 242、795 类胰岛素生长因子结合蛋白复合物酸不稳定亚单位基因

insulin-like growth factor-binding protein complex acid labile subunit
unigene04620686 435、821、833 增强子结合蛋白基因　enhancer binding protein
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都比 CT基因型个体的均值高 (P>0.05)。unigene
00810126-2903标记的AA基因型个体的体质量、体

长、体高、头长和尾柄长性状均值都比其他 2个

基因型的均值高，且 AA基因型个体的体质量显

著高于GG基因型个体 (P<0.05)。unigene00870394-
525标记的 AA基因型个体的体质量、体长、体

高、头长、尾柄长和尾柄高的性状均值都比其

他 2个基因型的均值高，且 AA基因型个体的

体质量和体长性状均值都显著高于 GG基因型个

体 (P<0.05)。 unigene02938762-011628标记的 TT
基因型个体在体质量、体长、体高、头长和尾

柄长的性状均值都比其他 2个基因型个体的均值

高，且 TT基因型与 CC基因型个体在体质量、

体长和头长性状上的差异达到显著水平 (P<0.05)

(表 4)。 

3    讨论
 

3.1    利用 RNA-Seq数据进行 SNP标记开发

利用 RNA-seq测序技术在草鱼肝脏、肌肉

和脑组织转录组数据库中的差异表达基因上获

得 4 580个 SNP，平均每 3.73 kb序列中出现一个

SNP (1/3 730 bp)，明显低于大口黑鲈 (1/2 000 bp)[21]、
大黄鱼 (Larimichthys crocea)(1/506 bp)[22]、半滑舌

鳎 (Cynoglossu semilaevis)(1/491 bp)[23]、大西洋鲑

(Salmo salar)(1/614 bp)中SNPs的分布密度[24]，SNPs
在不同物种间分布密度差异较大，可能与测序

质量和过滤标准等有关。从差异表达基因的 SNP
标记中挑选出 34个进行多态性验证，发现其中
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图 3    Unigene00810126-8014标记基因型检测图

(a) CT基因型；(b) CC基因型；(c) TT基因型

Fig. 3    Unigene00810126-8014 marker genotype detection map
(a) CT genotype; (b) CC genotype; (c) TT genotype

表 3    8个 SNPs位点在草鱼群体中的遗传多态性

Tab. 3    Genetic polymorphisms of 8 SNPs in the C. idella population

SNP位点

SNP locus
碱基突变类型

mutation type
有效等位基因数/个

Ne

期望杂合度

He

观测杂合度

Ho

多态信息含量

PIC
Hardy-Weinberg平衡

(P-value)

unigene00810126-8014 C/T 1.995 0.503 0.417 0.374 0.180

unigene00810126-2903 A/G 1.704 0.417 0.450 0.328 0.539

unigene00810126-568 C/T 1.621 0.386 0.417 0.310 0.539

Unigene00870394-525 A/G 1.471 0.323 0.300 0.269 0.579

unigene02938762-11628 C/T 1.910 0.481 0.383 0.363 0.114

unigene02722463-1898 T/G 1.260 0.208 0.200 0.185 0.762

unigene04468671-2533 G/T 1.744 0.430 0.450 0.335 0.717

unigene04620686-435 A/T 1.363 0.269 0.283 0.231 0.667

平均值　mean 1.634 0.377 0.363 0.300 0.445
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30个标记具有多态性，准确率达 88.24%。先前

有研究对大西洋鳕 (Gadus morhua)全基因组进行

测序并开发和验证 SNP，其准确率为 74.6%[25]；

采用 Illumina HiSeqTM 2000测序平台对大口黑鲈

进行转录组测序，对数据库中存在潜在的 SNP
进行挖掘和验证，其准确率为 70.0%[20]；运用Solexa
高通量测序技术对大菱鲆 (Scophthalmus maximus)
转录组中 SNP进行发掘，经分析验证其准确率

为 46.7%[26]，上述结果中 SNP标记的准确率均低

于本研究中 SNP标记的准确率，可能与不同的

测序方法、质量及深度有关。 

3.2    SNP标记的遗传多样性分析

杂合度反映了遗传一致程度，而多态信息

含量是衡量多态性的指标。杂合度越高，群体

遗传一致程度越低，遗传多样性越高；多态信

息含量越大，则该位点的杂合子比例越大，遗

传信息就越丰富[20]。本研究中 8个 SNP标记在草

鱼群体中的 PIC 为 0.185~0.374，平均值为 0.300。
除 unigene02722463-1898、unigene04620686-435为

低度多态 (PIC<0.25)以外，其他均为中度多态

(0.25<PIC <0.5)，未发现高度多态性标记。本研

究结果与张猛 [27] 利用 SNP标记分析人工选育草

鱼群体的遗传多样性结果相似，所选择的标记

均没有表现出高度多态性。Yu等 [28] 采用 SNP标

记分析长江和珠江 6个草鱼群体的遗传多样性，

所有群体的平均 Ho 和 He 分别为 0.605 6和 0.451 0，
均明显高于本研究中草鱼群体的平均 Ho 和 He 值，

表明草鱼人工选育群体遗传多样性低于野生群

体，推测可能是人工定向选育造成草鱼群体遗

传多样性的降低[27]。 

3.3    生长相关基因中 SNP标记对草鱼生长性

状的影响

生长催乳素 α(Slα)是生长激素 (Gh)/催乳素

(Prl)家族的成员之一，在生长发育和代谢等生物

过程中发挥重要作用[29]。已有研究发现，长期饥

饿导致莫桑比克罗非鱼 (Oreochromis mossambi-
cus)肝脏中 slα 的 mRNA水平显著升高，复投喂

后，slα 的表达水平下降至正常水平 [30]。在金头

鲷 (Sparus aurata)[31] 和虹鳟 [32] 中长期饥饿均导致

血浆中 Slα的蛋白水平显著升高，复投喂后，

Slα的蛋白水平下降至正常水平，在金头鲷中血

浆 Gh的表达水平变化趋势与 Slα相反，Slα与

Gh的功能作用相反 [33]。在罗非鱼肝细胞中添加

重组的同源蛋白 SL，可引起胰岛素生长因子Ⅰ基因

(igfⅠ)和胰岛素生长因子Ⅱ基因 (igfⅡ)的表达水

平升高，采用 SL抗血清免疫中和罗非鱼肝细胞

表 4    4个 SNP标记不同基因型与生长性状的相关性分析

Tab. 4    Correlation analysis between different genotype and growth traits of 4 SNP markers

SNP位点

SNP locus
基因型

genotype
样本数

number

体质量/kg
body
mass

体长/cm
body
length

体高/cm
body
height

头长/cm
head
length

尾柄长/cm
caudal

peduncle length

尾柄高/cm
caudal

peduncle height

unigene00810126-8014 CC 134 2.49±0.03a 55.43±0.34a 13.78±0.09a 10.67±0.08ab 8.20±0.07ab 6.81±0.09

CT 112 2.42±0.03a 55.47±0.37a 13.75±0.10a 10.81±0.08a 8.32±0.08a 6.73±0.10

TT 54 2.24±0.05b 54.11±0.53b 13.32±0.14b 10.42±0.13b 8.01±0.11b 6.95±0.14

unigene00810126-2903 AA 168 2.45±0.03a 55.52±0.31 13.77±0.08 10.79±0.07a 8.33±0.06a 6.72±0.08

AG 112 2.40±0.03ab 54.86±0.37 13.55±0.10 10.55±0.88ab 8.08±0.08ab 6.91±0.09

GG 20 2.28±0.08b 54.55±0.88 13.69±0.24 10.45±0.21b 7.99±0.18b 6.92±0.23

unigene00870394-525 AA 15 2.59±0.09a 57.11±1.01a 14.16±0.27 10.99±0.24 8.44±0.21 6.84±0.26

AG 97 2.48±0.04ab 55.41±0.39ab 13.69±0.11 10.64±0.09 8.25±0.08 6.83±0.11

GG 188 2.38±0.03b 54.95±0.29b 13.64±0.08 10.67±0.07 8.18±0.06 6.79±0.08

unigene02938762-11628 CC 65 2.33±0.34b 54.16±3.72b 13.51±1.16 10.43±0.89b 8.04±0.75 6.70±1.00

CT 135 2.44±0.36a 55.10±3.61a 13.66±1.03 10.62±0.89a 8.24±0.86 6.85±1.17

TT 100 2.46±0.36a 56.03±4.34a 13.83±1.04 10.92±0.98a 8.29±0.78 6.82±0.86

注：表中上标为平均值的差异显著性(最小显著性差异法，LSD)，同一列数值中，不同小写字母代表差异显著(P<0.05)
Notes: Values with different superscript letters within a column indicate significant difference (P<0.05)
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中表达的内源性 SL蛋白，导致 igfⅠ和 igfⅡ的表

达水平受到抑制[34]。然而，在金头鲷幼鱼中腹腔

注射一定剂量的 slα 并未引起 igfⅠ表达水平的改

变，对于 sl 和 igf 之间的相互作用还存在一定的

争议 [35]。本研究发现，慢长组草鱼脑组织中 slα
表达水平比快长组显著上调，而快长组草鱼脑

组织中 gh 的相对表达水平是慢长组的 2倍，说

明 slα 与 gh 之间可能存在一定的互补，slα 对生

长起一定的负调控作用 [31]，且该基因中的 uni-
gene00810126-8014标 记 和 unigene00810126-2903
标记与生长性状显著相关，说明 slα 是影响草鱼

生长发育的一个关键基因。

早期生长反应蛋白 -1(Egr-1)属于转录因子

锌指蛋白家族成员，是正向调控 igfⅡ、成纤维

细胞生长因子基因 (fgf)和表皮生长因子受体基

因 (egfr)的重要表达调控因子 [36-37]。Egr-1作为一

种激活因子，通过刺激胰岛素样生长因子受体

Ⅰ基因 (igf-Ⅰr)表达激活 PI3K+/AKT信号通路，

进而促进生长发育 [38]。Egr-1也可以通过抑制转

化生长因子 βⅡ基因 (tgfβⅡ)型受体表达，从而

限制 tgfβ 的生长抑制作用，发挥促进机体生长效

应 [39]。本研究结果显示，草鱼快长组脑组织中

egr-1的表达水平比慢长组显著上调，受其调

控的 igfⅡ、fgf 和 egfr 的表达水平变化趋势与 egr-
1一致，且 egr-1上的 unigene00870394-525标记

与体质量和体长性状显著相关，表明 egr-1是影

响草鱼生长性状的一个重要功能基因。

肌球蛋白重链 (myh)是肌肉细胞的重要组成

成分，是一种多功能马达蛋白，为肌肉增长和

细胞分裂等提供动力 [40]。myh 是影响鱼类生长的

重要功能基因之一。陈之航等 [41] 研究了 myh 在

翘嘴鳜 (Siniperca chuatsi)早期发育过程中的表达

水平，发现其表达量高低与鳜生长快慢密切相

关。Overturf等 [42] 利用虹鳟肌肉组织中 myh 的表

达量监测其生长速度情况，结果发现，摄食量

大且生长快的个体中 myh 的表达水平最高。myh
在大口黑鲈快长组和慢长组肌肉组织中的表达

水平同样存在显著差异   [11]。本研究结果显示，

myh 在草鱼快长组中的表达水平显著高于慢长组，

这与在鳜、虹鳟和大口黑鲈中的研究结果一致，

表明 myh 在草鱼生长发育过程中发挥重要作用。

本研究进一步筛选该基因中的 SNP位点并与生

长性状进行关联分析，结果发现该基因存在 5
个 SNP标记，其中 unigene02938762-11628标记

与体质量和全长性状显著相关，这与鳜和大口

黑鲈 myh 中均存在与生长性状显著相关的 SNP
标记的研究结果一致 [41, 43]。进一步说明 myh 是调

控生长性状的重要基因，提示其可作为草鱼分

子标记辅助育种研究中的目标基因并应用于选

育工作中。

本研究在 slα、egr-1和 myh 3个基因中筛选

到了 4个与草鱼生长性状显著相关的 SNP标记，

其 中 unigene00810126-8014和 unigene02938762-
11628标记位于 3′UTR，不具有编码蛋白质的功

能，unigene00810126-2903和 unigene00870394-525
标记为同义突变，这 4个标记均不会引起氨基酸

序列的改变，但功能基因的 3′非编码区突变和编

码区的同义突变都可能影响到基因的 mRNA翻

译等而使蛋白质的功能发生变化[44]，进而影响到

草鱼的生长性状。

本研究采用 RNA-Seq技术对草鱼快长组与

慢长组群体肌肉、肝脏和脑组织的转录组进行

比较分析，分别筛选到 1 013、552和 372个差异

表达基因，从这些差异表达基因中共检测得到

4 580个 SNP标记，通过关联分析方法发现差异

表达基因 slα、egr-1和 myh 中存在 4个与生长性

状显著相关的 SNP标记，可应用于草鱼分子标

记辅助育种研究。
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RNA sequencing to identify genes and SNP markers associated with
growth traits in Ctenopharyngodon idella

SUN Xue 1,2,     LI Shengjie 1*,     JIANG Peng 1,     DU Jinxing 1,     ZHOU Jiahui 1,2,     BAI Junjie 1

(1. Key Laboratory of Aquatic Genomics, Ministry of Agriculture, Key Laboratory of Tropical & Subtropical Fishery Resource
Application & Cultivation of Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Pearl River Fisheries Research Institute of

Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou    510380, China;
2. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education,

Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract:  In  order  to  identify  genes  associated  with  growth  traits  and  SNP  (Single  nucleotide  polymorphism)
markers in Ctenopharyngodon idella, RNA-Seq (RNA Sequencing technology) was used to analyze the transcrip-
tomes of liver, muscle and brain tissues of fast-growing and slow-growing C. idella groups. A total of 314.65 mil-
lion clean reads were gained for the fast-growing and slow-growing groups, and 34 147 unigenes were assembled,
with an average length of 1 060 bp, of which 30 751 genes were annotated. 1 013, 552, and 372 significant differ-
entially expressed genes were screened in liver, muscle, and brain tissues, respectively, of which 4 580 SNP mark-
ers were detected. Then, the polymorphisms of 34 SNP markers was detected and validated with SNaPshot tech-
nique in the extreme populations of growth traits of C. idella (n=300), and among which, 30 SNPs (83.24%) were
successfully genotyped. A general linear model was used to analyze the correlation between 30 SNPs and growth
traits.  The  results  showed  that  at  the  position  of  Unigene00810126-8014,  the  body  weight,  body  length,  body
height,  head  length  and  caudal  peduncle  length  in  individuals  with  CC genotype  had  significantly  higher  values
than TT genotype. At the position of Unigene00810126-2903, the body weight of AA genotype was significantly
higher than those with GG genotype. At the position of Unigene00870394-525, individuals with the AA genotype
had significantly higher values in body weight and body height than those with GG genotype. At the position of
Unigene02938762-011628, TT and CC genotypes had significant differences in body mass, body length and head
length traits. Besides, other SNPs loci were not significantly correlated with growth traits. The four selected mark-
ers  were  located  at  Somatolactin  alpha  (slα),  Early  growth  response  protein-1  (egr-1)  and  Myosin  heavy  chain
(myh)  genes.  The  average  polymorphism  information  content  (PIC),  average  expected  heterozygosity  (He)  and
average observed heterozygosity(Ho) of 8 EST-SNP markers in C. idella population were 0.300, 0.377 and 0.363,
respectively, indicating that genetic diversity of C. idella breeding population had relatively high level. In conclu-
sion, 1 937 differentially expressed genes and four SNP markers related to growth traits were obtained, which can
be used as candidate genes and for molecular marker-assisted selection of C. idella, and can also be used in sub-
sequent breeding work.

Key words: Ctenopharyngodon idella; transcriptome sequencing; differentially expressed genes; single nucleotide
polymorphism; growth traits
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