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养殖重点开放实验室!广东 广州'=&%!C%#

摘要! 采用B4+E114B和B4+E+/.B技术对大口黑鲈肌肉生长抑制素$FM6KWGWH:!X1D,%基因

全序列进行了1,BK位点筛选和分型!共筛选到 $ 个单核苷酸多态性$1,BK%位点$4E&"=!D和

Dl!!4%!其中4E&"=!D位于启动子3C P6V和)IWGF;O$ l%调控元件之间的区域!Dl!!4的

突变位于第一外显子区域!属于同义突变!氨基酸没有发生变化&利用一般线性模型分析单标

记位点与大口黑鲈生长性状$体重"体长"体高"体宽和眼间距%相关性!均未达到显著水平

$%S%8%=%# 将 $ 个1,BK位点不同基因型组合成 # 种双倍型$去掉频率小于 !i的组合%!关

联分析表明!双倍型@$ 在体重"体长"体高"体宽和眼间距的均值均高于其它双倍型!而双倍

型@= 在体重"体长"体高"体宽和眼间距的均值均低于其它双倍型!双倍型@$ 与@= 之间在 =

个主要生长性状均存在差异显著$%R%8%=%!推测双倍型 @$ 对生长性状起正相关!而双倍型

@= 与大口黑鲈的生长性状呈负相关!因此推断X1D,基因突变位点双倍型@$ 与 @= 可作为

大口黑鲈生长性状的两个标记位点!用其分子标记位点来辅助大口黑鲈育种工作以期加快育

种进程#

关键词! 大口黑鲈& 肌肉生长抑制素& 单核苷酸多态性位点& 双倍型& 关联分析

中图分类号! 1>&?'''''''文献标识码'-

''肌肉生长抑制素"FM6KWGWH:!X1D,#!属于转

化生长因子超家族"WOG:KN6OFH:] ]O6hWJ NGIW6OE

+

!

Db/E

+

#!该家族具有共同的蛋白水解加工信号位

点"+YY+#和4端生物活性区* X1D,基因是一

类分泌型的多肽!通过二聚体与细胞膜上的受体

结合!再经过 ! 种1FGT 蛋白的介导!信号传入细

胞核!抑制生肌决定因子"XM6@#家族成员转录

活性!负向调节肌肉的生长发育(&)

* 该基因是美

国(6J: 26QfH:K大学医学院的XIBJ;OO6:等($)在

研究转化生长因子 Q"Db/EQ#时发现的!并首次

扩增出该基因的 I@,-!其功能是抑制肌肉细胞

的增生和分化(! <=)

* 该结果一发表!立刻引起了

广大研究者的高度重视!对该基因的研究也迅速

地开展起来* 目前在人+猪+牛+羊+鸡等动物方面

对 X1D,基因的功能及调控机理做了大量的研

究(# <&%)

* 在水产动物方面!已克隆了斑马鱼"!*64.

#1#4.#

(&& <&$)

+虹鳟"062.#3;62395";B455#

(&!)

+大马哈

鱼"'*7". 5*7*##

(&")

+金头鲷"'=*#95*9#*$*#

(&=)

+罗

非鱼"0#1.23#."45".55*"D4295#

(&#)

+斑点叉尾

"M2$*79#95=962$*$95#

(&?)

+石首鱼 "N"D#46* 24##.8

5*#

(&C)

+大口黑鲈":42#.=$1#955*7".4C15#

(&>)等鱼

类的X1D,基因'并对鱼类X1D,基因在各个组

织的表达进行了相关研究!X1D,除在骨骼肌表

达外!还可在鱼类多个组织如肝+胃+心+腮+肌肉+

眼+脑+卵巢+精巢等中表达(&& <&>)

*

单核苷酸多态性"KH:]7;:9I7;6WHT;Q67MF6OE
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QJHKFK!1,BK#是指在染色体基因组水平上单个

核苷酸的变异引起的 @,-序列多态性!它包括

单碱基的转换+颠换+插入及缺失等形式($%)

*

1,BK作为一类遗传标记以其信息含量丰富+遗传

稳定等特性得以广泛应用($&)

* 候选基因法是一

种常用的从@,-水平寻找与数量性状相连锁的

方法* 从 &>>? 年 bO6P;W等($$)

!XIBJ;OO6: 等($!)

分别在比利时蓝牛"d;7]HG: d79;#和皮尔蒙特牛

"BH;TF6:W;K;#中发现了 X1D,基因的自然缺失

与变异造成这两种牛的双臀性状现象之后!许多

学者都相继把马+猪+鸡+羊等畜禽的 X1D,基因

作为候选基因对其进行了单核苷酸多态性研究!

研究表明 X1D,基因的突变与动物的肌肉产量

成相关($" <!%)

* 在水产动物方面把 X1D,基因作

为候选基因进行单核苷酸多态性研究相对薄弱!

国外只有 4JOHKWHG: @;1G:WHK等(!&) 对尖吻鲈

"J*$152*72*#4E1##X1D,基因进行了研究!在启动

子上发现了 " 个 1,BK位点'国内仅见薛良义

等(!$)对大黄鱼"J*#4"423$3;52#.21*#的X1D,基

因外显子
*

进行了遗传多态性研究!结果表明突变

均与体长和体质量呈显著性相关!但与肌肉脂肪含

量无显著相关* 本研究以大口黑鲈为研究对象!将

X1D,基因作为大口黑鲈生长性状的候选基因!寻

找X1D,基因全基因上的遗传多态位点!为寻找

大口黑鲈生长性状的分子标记+开展标记辅助育种

"FGOf;OGKK6IHGW;T K;7;IWH6:!X-1#工作奠定基础*

&'材料与方法

&'&(试验材料

实验生物''用来进行1,BK位点筛选的 $"

尾大口黑鲈及用于生长性状关联性分析的 &$? 尾

大口黑鲈均采自广东省大口黑鲈良种场!筛选

1,BK的样品从良种场随机采集!关联分析样本为

同一批繁殖和同池养殖 &% 月龄的大口黑鲈* 所

有样品鱼尾鳍静脉取血!抗凝剂"-4@#与血液体

积比为 # n&!采用北京时代天跟生化公司

"D0-,b3,#血液基因组提取试剂盒提取血液

@,-!所有@,-样本均放于<$% `保存*

主要试剂''-*F @,-聚合酶体系购自上

海申能博彩生物科技有限公司'QX@E&CD\;IW6O

KMKW;F购自大连宝生物工程有限公司'胶回收

"38[8,8-b;73VWOGIWH6: eHW#试剂盒为美国

)X3b-公司产品'@,-提取试剂盒购自北京天

跟时代科技有限公司'丙稀酰胺和 ,!,<亚甲基

双丙稀酰胺和甘油购自广州威佳科技有限公司*

大肠杆菌@2=

"

由本实验室保存*

引物合成''根据 b;:dG:f 上登录的大口

黑鲈 X1D,基因的序列 "b;:dG:f 序列号$

3/%?&C="#设计 &% 对引物用来扩增 X1D,基因

及进行相关酶切"表 &#*

表 &(大口黑鲈LT5$基因引物信息

536'&(-<8;0<79=LT5$E0109=D3<E0;9:@A6377

引物
QOHF;O

碱基组成"=oE!o#

:9I7;6WHT;I6:KWHW9W;K

产物长度"PQ#

7;:]WJ 6NQO6T9IWK

最适合退火温度"`#

G::;G7H:] W;FQ;OGW9O;

用处
Q9OQ6K;

B&

/$4---bb--D-bD4Db44D4-D-D4

+$DDbD4-D4D444-b4-4bD4bD-

& C"$ =?8"

启动子序列扩增
QO6F6W;OGFQ7HNHIGWH6:

B$

/$b44D-D4-bDbDbbb-4-DD--

+$bDDD4D-DDbbb4DbbDbb4bb

$$% =?8%

G79

*

酶切
G79

*

TH];KWH6:

B!

/$-b444--D-b---4bb-b4-bD

+$D4-D4D444-b4-4bD4bD-4D

$%# =C8%

筛选1,BK位点
NH7W;O1,BKKHW;

B"

/$44D4b-44-bD-4b-4bDb4

+$b4bD--D--4bbD4Db-b4b

&?? =C8%

筛选1,BK位点
NH7W;O1,BKKHW;

B=

/$DbD-4-4DD4--D4b4b4-Db

+$Db4bD-DbDb44DbDD444bD

$=$ =C8%

筛选1,BK位点
NH7W;O1,BKKHW;

B#

/$-D-4b4-D44b4D444Db--b

+$-44-D--bbbDD4-bDDD-bDbD-

$!% =C8%

筛选1,BK位点
NH7W;O1,BKKHW;

B?

/$D-DD4-4-4-4-4D4DbD4-DD

+$-4D4444bb-b4--D-bDDb

$&# =%8%

筛选1,BK位点
NH7W;O1,BKKHW;

BC

/$ b44--4D-DDb4D44bbbb-

+$44bD444--4D4--b-b4-D4

$$! =?8%

筛选1,BK位点
NH7W;O1,BKKHW;

B>

/$ Db4D4DDb-bDDbbb-4bb

+$4Dbb-bb---b----bD--b-b4

$$> =#8%

筛选1,BK位点
NH7W;O1,BKKHW;

B&%

/$4---bb--D-bD4Db44D4-D-D4

+$ bb4-bb4b---b---Db-bD-

$%? =?8"

-*F

*

酶切
-*F

*

TH];KWH6:

注$/8正向引物' +8反向引物*

,6W;K$/8N6OhGOT QOHF;O' +8O;\;OK;QOHF;O8

###
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&')(方法

大口黑鲈基因组@,-的提取''采用-4@

抗凝剂!实验鱼尾静脉活体取血!按天根离心柱型

基因组@,-提取试剂盒的使用方法提取样品基

因组@,-!取 &%%

!

.双蒸灭菌水溶解!%8Ci的

琼脂糖凝胶电泳检测 @,-质量和浓度* 检测完

毕后取 $%

!

.基因组@,-保存于 " `供使用!余

C%

!

.基因组@,-保存<$% `备用*

114B分析''将 =

!

.B4+产物与 >

!

.上

样缓冲液 " >=i 甲酰胺! &% FF67A. 3@D-!

%8%>i二甲苯青!%8%>i溴酚蓝!Q2C8%#混匀后!

&%% `变性 &% FH: 后迅速置于冰上冷却 = FH:!

&#% 5电压!" `下 &$i非变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳 &# _$$ J!银染显色*

克隆测序''对所获得的目的片断!经低熔

点琼脂糖凝胶电泳回收后连接到 QX@E&CD载体

上!筛选阳性转化子进行序列测定!测序由上海英

骏生物技术有限公司完成*

酶切反应$体系及检测''根据预扩增的大

口黑鲈 X1D,基因目标碱基序列和测序结果进

行比对!利用网络酶切软件" JWWQ$

"

J;7HV8h9KW78

;T9ATIGQKATIGQK8JWF7#进行突变点的酶切位点查

询!结果限制性内切酶 -*F

*

及G79

*

分别识别<

&"=! 处和l!! 处的突变位点!然后分别参照 -*F

*

及G79

*

酶切反应体系和反应条件对所扩增目

的片断的 B4+产物进行酶切* 酶切产物用 &%i

的非变性聚丙酰胺凝胶电泳进行检测*

统计分析''由于样本是同一批繁育且同池

养殖+采样时间一致!不存在时间+环境及人工饲

养水平的差别!所以在建立模型时不考虑年季+环

境及人工饲养技术差别* 利用1B11&=8% 软件一

般线性模型"];:;OG77H:;GOF6T;7!b.X#!对1,BK

位点基因型与大口黑鲈主要生长性状之间的相关

性进行最小二乘分析* 统计分析模型采用 )

4K

m9

lO

4

l1

4K

!其中$)

4K

为某个性状第 4个标记第 K个

个体观测值'9为实验观测所有个体的平均值"总

体平均值#'O

4

为第 4个标记的效应值'1

4K

为对应

于观察值的随机残差效应*

$'结果与分析

)'&(-.*HTT.-结果

根据表 & 中各引物的条件和用处对 X1D,

基因进行B4+扩增!扩增片断大小与预期扩增大

小相一致!扩增效果良好!没有非特异性条带* 对

这些片断进行 114B分析后发现!启动子和第一

外显子上 @,-序列存在单核苷酸多态性!第二

外显子和第三外显子均无多态性* 挑取表现多态

性的不同个体的B4+产物分别进行纯化!连接到

QX@E&CD载体上!筛选阳性转化子进行双向序列

测定* 将所测序列进行同源性比较发现!启动子

上<&"=! 处存在4

#

D突变'外显子 l!! 处存在

D

#

4突变!编码的氨基酸没有发生改变!仍然是

丝氨酸*

)')(酶切结果

采用限制性内切酶-*F

*

对大口黑鲈X1D,

基因<&"=! 处突变点扩增产物进行酶切!结果出

现了 ! 种基因型!分别命名$--"?C PQ!!!! PQ#!

-d"?C PQ!!!! PQ!"&$ PQ#!dd""&$ PQ#!由-+d

两个共显性基因控制* 限制性内切酶G79

*

对大

口黑鲈X1D,基因外显子 l!! 处扩增产物进行

酶切!结果出现了 ! 种基因型!分别命名$--

"$$% PQ#!-d"C! PQ!&!? PQ!$$% PQ#!dd"C! PQ!

&!? PQ#!由-+d两个共显性基因控制*

)'!(基因型及其基因频率分布

X1D,基因<&"=! 处和 l!! 处突变点表现

的 ! 种基因型及其等位基因频率在大口黑鲈样品

中的统计结果在表 $ 中* X1D,基因 <&"=! 处

突变点在大口黑鲈中以 -d型居多!-!d基因频

率基本相当'该基因外显子 l!! 处突变点在大口

黑鲈中的基因型以 --和 -d型居多!-基因频

率为 %8#%"!这表明在大口黑鲈中 -等位基因为

优势基因*

表 )(大口黑鲈LT5$基因突变点基因型及其基因频率

536')(/019@CB031?E010=<0>:01"C 9=T$-778@079=@A0D3<E0;9:@A6377LT5$E010

位点

76I9K

样品数

:9FP;O

基因型频率"个体数#

];:6WMQ;NO;k9;:IM":9FP;O#

-- -d dd

等位基因频率

];:;NO;:k9;:IM

- d

4<&"=!D &$? %8$""!&# %8=&"#"# %8$="!$# %8"># %8=%"

Dl!!4 &$= %8"&"=&# %8!>""># %8$"$=# %8#%" %8!>#

(##
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)'+(LT5$基因多态性与大口黑鲈生长性状关

联分析

把筛选的 $ 个1,BK位点不同基因型与大口

黑鲈体重+体长+体高+体宽和眼间距这 = 个主要

生长性状进行一般线性模型"b.X#分析表明!$

个1,BK位点不同基因型与体重+体长+体高+体

宽和眼间距均未达到显著性水平"%S%8%=# "表

!#* 将 $ 个突变点不同基因型组合成 # 种双倍型

"去掉频率小于 !i的组合#!关联分析表明!双倍

型@$ 在体重+体长+体高+体宽和眼间距的均值

均高于其它双倍型!而双倍型 @= 在体重+体长+

体高+体宽和眼间距的均值均低于其它双倍型!双

倍型@$ 与@= 之间在 = 个主要生长性状均存在

差异显著"%R%8%=#"表 "#*

表 !(LT5$基因T$-7不同基因型与大口黑鲈生长性状的关联分析

536'!(%779"83@8919=LT5$E010B9DC;9<BA87;7O8@AE<9O@A@<38@781D3<E0;9:@A6377

1,BK位点

1,BKKHW;

基因型"样本量#

];:6WMQ;"6#

体重"]#

P6TM h;H]JW

体长"IF#

P6TM 7;:]WJ

体高"IF#

P6TM J;H]JW

体宽"IF#

P6TM hHTWJ

眼间距"IF#

H:W;O6OPHWG7hHTWJ

4<&"=!D -- ">?8$? p!"8>% $#8%% p%8=? C8=! p%8$# "8=% p%8&" $8$$ p%8%#

-d "?"8>& p$"8C? $=8=$ p%8"& C8!> p%8&C "8"& p%8&% $8&? p%8%"

dd ""&8"$ p!=8"# $"8>& p%8=C C8$" p%8$# "8!& p%8&" $8&! p%8%#

Dl!!4 -- "#?8#= p$?8>! $=8?% p%8"# C8!# p%8$% "8"% p%8&& $8&> p%8%"

-d "C!8>? p$C8$$ $=8"% p%8"# C8"= p%8$& "8"! p%8&& $8&= p%8%$

dd "=?8$> p"%8!! $=8"? p%8## C8!! p%8$> "8!= p%8&# $8&# p%8%#

表 +(LT5$基因不同双倍型与大口黑鲈生长性状的关联分析

536'+(%779"83@8919=LT5$E010?8BD9@CB0O8@AE<9O@A@<38@781D3<E0;9:@A6377

双倍型

THQ76WMQ;

1,BK位点 1,BKKHW;

4<&"=!D Dl!!4

频率"i#

NO;k9;:IM

体重"]#

P6TM h;H]JW

体长"IF#

P6TM 7;:]WJ

体高"IF#

P6TM J;H]JW

体宽"IF#

P6TM hHTWJ

眼间距"IF#

H:W;O6OPHWG7hHTWJ

@& -- -- $"8!>

"C$8#= p!=8"!

GPI

$=8?! p%8=C

GP

C8"% p%8$#

P

"8"! p%8&"

GP

$8$& p%8%#

GI

@$ -- -d !8$=

?&#8=% p!?8$&
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!%8&$ p&8$"

G

&%8#" p&8%%
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G

$8"% p%8%$

G

@! -d -- &#8$#

""=8&= p"!8!>

GPI

$=8## p%8?&

GP

C8!% p%8!$

P

"8!# p%8&?

P

$8&? p%8%?

G

@" -d -d !&8?%

">=8== p!%8!&

GI

$=8#% p%8">

GP

C8"> p%8$$

P

"8"# p%8&$

GP

$8&C p%8%=

GI

@= dd -d "8CC

!$?8!! p!>8$$

P

$$8"> p&8$>

I

?8"? p%8=C

P

!8>% p%8!&

P

&8>% p%8&!

P

@# dd dd &>8=&

"=?8$> p!>8#&

GPI

$=8"? p%8#=

PT

C8!! p%8$>

P

"8!= p%8&=

P

$8&# p%8%#

G

注$同一列字母不同表示差异显著"%R%8%=#*

,6W;K$5G79;KhHWJ THNN;O;:WK9Q;OKIOHQW7;WW;OKhHWJH: GI679F: H:THIGW;KKH]:HNHIG:WTHNN;O;:I;GW%R%8%=8

!'讨论

X1D,基因与动物骨骼肌总量的调节有关!

其功能的缺失会造成骨骼肌的异常肥大!该基因

的突变能使动物骨骼肌肌群分布广泛!肉质性状

优良!所以X1D,基因是提高畜禽产肉数量和质

量的理想基因(!! <!")

* .H等(!=) 通过大口黑鲈

X1D,基因启动子调控元件的研究发现!X1D,

基因启动子有 $ 个 D-D-盒和 > 个 3EP6V!其中

3# P6V 是调控大口黑鲈 X1D,基因表达的重要

因子'对该基因编码区功能研究方面!王全喜

等($>)认为 X1D,基因表达产物的功能区主要由

&%> 个氨基酸组成!编码这一段氨基酸的核苷酸

主要集中在外显子 !!其中 > 个半胱氨酸对该因

子的发挥起重要的功能!属保守性氨基酸* 本研

究采用常规 B4+E114B技术对大口黑鲈 X1D,

基因进行 1,BK筛选!发现了 $ 个 1,BK位点!其

中4<&"=!D位于启动子 3C P6V 和 )IWGF;O" l#

调控元件之间的区域'外显子 Dl!!4的突变处

于第一外显子区域!属于同义突变且氨基酸没有

发生变化!仍为丝氨酸'突变点单标记不同基因型

与大口黑鲈生长性状关联分析!均未达到显著水

平"%S%8%=#* 说明该基因两个突变位点并未直

接影响该基因的转录及功能!这与基因突变位点

所处位置与其所起功能相一致*

作为一种关联分析和连锁不平衡分析方法!

单倍型"JGQ76WMQ;#分析方法的出现很好地解决

了单标记分析存在的位点信息模糊+检测和统计

效率低等问题(!#)

* 由于不同的1,BK之间存在相

互作用!因而由单倍型构成的双倍型比单个1,BK

能够提供更多的基因型频率信息* 本研究对

X1D,基因不同双倍型与大口黑鲈生长性状进行

)##
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关联分析!结果显示$双倍型 @$ 在体重+体长+体

高+体宽和眼间距的均值均高于其它双倍型!而双

倍型@= 在体重+体长+体高+体宽和眼间距的均

值均低于其它双倍型!双倍型 @$ 与 @= 之间在 =

个主要生长性状均存在差异显著"%R%8%=#!推

测双倍型@$ 对生长性状起正相关!可作为分子

标记辅助育种应用的首选标记!而双倍型 @= 与

大口黑鲈的生长性状呈负相关!从育种角度来看!

应该选择优势基因型个体!淘汰不利基因型个体!

以期加快育种进程*

生长性状属于数量性状!是由多基因控制的!

存在主效基因!这些基因可能在不同世代中分离

或整合!因此!对于本研究与大口黑鲈生长性状相

关联 X1D,基因突变点的 @$+@= 双倍型标记!

不仅要证明其在不同群体中的可重复性!还要验

证其在不同世代中也具有相关性!进一步确保研

究结果的准确性和可用性!因此本研究所获得的

与大口黑鲈生长性状存在相关的 @$+@= 双倍型

标记还需要在不同群体中及不同世代中进行相关

可重复性及准确性做进一步验证* 另外!体重作

为鱼类选育中重要的目标性状之一!体重与形态

性状存在着不同程度的相关性* 根据何小燕

等(!?)对大口黑鲈 > 个形态性状对体重的影响效

果分析结果!体宽+体长+眼间距等形态性状是直

接或间接影响大口黑鲈体重的主要形态性状!因

此本研究选择了体重+体宽+体长+眼间距及体高

等部分生长性状作为标记,关联分析的形态学性

状!对大口黑鲈选育和育种参数评估具有较好的
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