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摘要　为研究scxa基因序列的多态性与团头鲂肌间骨数量性状之间的关联性,以期进一步获得团头鲂肌

间骨数目显著相关的SNP标记,通过克隆获得团头鲂scxa基因的cDNA序列,其开放阅读框为６０９bp,共编码

２０２个氨基酸.系统进化分析结果显示团头鲂scxa基因与斑马鱼、鲤、鲫、金线鲃具有较高保守性.荧光定量结

果显示,该基因在团头鲂肌肉和肌间骨中的表达量均显著高于其他组织,且肌肉中的表达量显著高于肌间骨

(P＜０．０５).通过比较肌间骨数量极端群体scxa基因外显子序列,共获得与肌间骨数目显著相关的２个SNP位

点及１个插入/缺失位点.以上结果表明,scxa基因在肌间骨发育过程中发挥潜在作用,其序列多态性与肌间骨

数目具有显著相关性.
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　　团头鲂(Megalobramaamblycephala)作为我

国大宗淡水养殖鱼类之一,肌间骨的存在严重影响

了其食用和深加工价值.肌间骨 (intermuscular
bones,IBs)仅存在于低等真骨鱼类中,由肌膈间的

肌腱骨化而来.对肌间骨的相关研究中,形态学研

究较多[１].近年来,鱼类肌间骨分子机制研究取得了

较大进展.Yang等[２]、Su等[３]、Zhang等[４]对 BMP
家族基因进行研究,结果表明部分BMP家族基因与

肌间骨发生发育密切相关;Nie等[５Ｇ６]、Wan等[７Ｇ８]分

别对肌间骨相关的组学数据进行分析,揭示了肌间

骨发育中重要的候选基因和 microRNA.在分子育

种研究中,Tang等[９]研究表明镜鲤肌间骨数量性状

遗传力属于中等遗传力,并发现８个肌间骨 QTLs
和２９个肌间骨相关的候选基因.Xiong等[１０]评估

显示,团头鲂脉弓小骨数量性状遗传力为０．３７,属于

中等遗传力.Wan等[１１]首次利用混合分组分析法

筛选出１８１个与肌间骨数量相关的候选SNP位点.

Perazza等[１２]发现无肌间骨大盖巨脂鲤(Colossoma
macropomum)群体,Nunes等[１３]通过 GWAS分析

获得了与大盖巨脂鲤肌间骨数量显著相关的６７５个

SNP位点,并且有１３个位点位于骨相关的候选基

因附 近.目 前,基 因 多 态 性 已 被 证 实 与 鱼 类 生

长[１４]、抗病[１５Ｇ１６]、繁殖[１７]、耐低氧[１８]等多种性状有

关联,因此,针对鱼类肌间骨性状的分子育种具有可

行性.

Scleraxis(scx)是肌腱早期发育中的一个特异

性的标志转录因子,对肌腱组织的分化起到重要作

用[１９].Kague等[２０]通过敲除斑马鱼scxa 和scxb
基因,发现scx 基因在斑马鱼肌腱发育和骨骼矿化

过程中发挥作用.Nie等[２１]的研究表明scxa 基因

对鱼类肌间骨的数目具有一定的调控作用.因此,
研究scxa 基因的多态性与团头鲂肌间骨数量性状

之间的关联性,筛选与团头鲂肌间骨数量显著相关

的分子标记具有重要意义,可为少刺团头鲂品种选
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育提供分子基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验用团头鲂均来自湖北百容水产良种有限公

司.参考万世明等[２２]的肌间骨数目统计方法,对

６４０尾团头鲂进行肌间骨数目计数(在进行肌间骨

数目统计前,采集样本的体长等生物学信息,并用无

水乙醇保存尾鳍鳍条,最终选取２４尾肌间骨数目不

大于１０２的个体,２１尾肌间骨数目不小于１２９的个

体构建肌间骨数目极端群体.采用醋酸铵/异丙醇

法提取DNA.
1.2　团头鲂 scxa 基因克隆

从 Ensembl(http://asia．ensembl．org/Danio_

rerio/Info/Index)上查找斑马鱼scxa 基因序列,与
团头鲂二代全基因组测序数据进行比对,获得匹配

的DNA序列及其相应的染色体坐标,与团头鲂二

代测序转录组序列进行比对,获得团头鲂scxa 基因

序列结构及相应染色体坐标,使用 ORFFinder(htＧ
tps://www．ncbi．nlm．nih．gov/orffinder/)预测开放

阅读 框,利 用 NCBI(http://blast．ncbi．nlm．nih．
gov/)验证和翻译序列.使用 PrimerPremier５．０
对团头鲂scxa 基因序列设计引物(见表１),送至武

汉擎科生物科技有限公司进行合成.以肌间骨数量

极端个体的基因组 DNA 为模板进行PCR扩增,检
测产物质量后,送至武汉擎科生物科技有限公司测

序.使用ProtParam(http://web．expasy．org/protＧ
param/)分析编码蛋白的理化性质;ProtScale(htＧ
tp://web．expasy．org/protscale/)分析蛋白亲疏水

性;TMHMM(http://www．cbs．dtu．dk/services/

TMHMM－２．０/)预测蛋白跨膜区结构;使用DNAＧ
MAN对不同脊椎动物scx 基因进行同源性分析,
采用最大似然法(maximumlikelihood,ML)构建系

统发育树.
1.3　团头鲂 scxa 基因组织表达分析

Trizol法提取１龄团头鲂８个组织的总 RNA,
并逆转录成cDNA.利用PrimerPremier５．０设计

其定量引物(表１),以βＧactin 为内参基因.使用

ABIQuantStudio６Flex荧光定量PCR仪(Thermo
Scientific,美国)检测scxa 基因在团头鲂８个组织

的表达情况,按照 HieffTMqPCRSYBR® Green
MasterMix(LowRoxPlus)(翊圣,上海)说明书进

行实验,每 个 样 品 设 置 ３ 个 平 行,PCR 程 序 为:

９５℃,５min;９５℃,１０s;６２℃,２０s;７２℃,２０s;

９５℃,１５s;６２℃,１min;９５℃,１５s.用２－ΔΔCT 法

计算相对表达水平,使用SPSS２６．０进行数据统计

分析(α＝０．０５).
表１　引物信息

Table１　Primerinformation

引物名称

Primername
序列(５′Ｇ３′)

Primersequence(５′Ｇ３′)

scxa１引物１ F:ATGATGTCGGAGGACGATGAA

scxa１primer１ R:TCAATGCGGTGAAGGCTGTA

scxa１引物２ F:GACCGCTCATTTCGCTTGG

scxa１primer２ R:TGCTGGGTGAGCCGTGGT

scxa２引物１ F:TGACCTGACATTCGTT

scxa２primer１ R:CCTCAACTCCCTGTG

scxa２引物２ F:TTTGACCACAGGGAGTTGAG

scxa２primer２ R:GTTGATCTTTATCTGGAGGGA

βＧactin定量引物 F:CGTGCTGTTTTCCCTTCCATT

βＧactinqPCRprimer R:CAATACCGTGCTCAAAGGATACTT

scxa定量引物 F:TCTTTCGCGATGGTGCGA

scxaqPCRprimer R:GCCACCACTTACTCCAGGTTT

　注:scxa１表示scxa基因第一外显子,scxa２表示scxa基因第二外

显子.Note:scxa１representsthefirstexonofscxagene,scxa２reＧ

presentsthesecondexonofscxagene．

1.4　肌间骨数量关联性 SNP 位点筛选

将测序获得的肌间骨数量极端个体scxa 基因

序列用 DNAMAN 进行多序列比对,获取突变位

点;用Chromas分析突变位点的基因型,统计多肌

间骨组和少肌间骨组在突变位点的基因型频率和等

位基因频率;用SPSS２６．０计算基因型频率和等位

基因频率与多(或少)肌间骨数目的显著性.使用

SHEsis(http://analysis．bioＧx．cn/)进行单倍型分析,
并使用Cervus３．０对多态性位点进行遗传参数分析.

2　结果与分析

2.1　团头鲂 scxa 基因理化性质分析

团头鲂scxa 基因开放阅读框为６０９bp;编码

２０２个氨基酸,分子式为 C９３５H１５１１N２９７O３０８S８,分子

质量为２２．１０ku;理论等电点(pI值)为９．４１,为碱性

蛋白;氨基酸残基中Ser(１４．４％)含量最高(图１);
不稳定系数为５６．８１,属于不稳定蛋白;脂肪系数为

６０．４０,平均亲水性为－０．８３４,表明该蛋白为强亲水

性,为可溶性蛋白;该蛋白不存在跨膜区域.
2.2　团头鲂 scxa 基因氨基酸序列分析

经同源性分析(图２)发现:团头鲂scxa 基因氨

０５１
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基酸 序 列 与 鲫 (７５．４０％)、鲤 (７４．６０％)、金 线 鲃

(７３．４１％)、斑马鱼(７２．２２％)scxa 基因氨基酸序列

同源性较高;scxa 基因氨基酸序列存在７９个保守

的位点.从氨基酸序列比对分析发现,相对鸟类、哺
乳动物等外群,鱼类scxa 基因氨基酸序列中存在９
个氨基酸缺失(图３).使用 MAGEX构建进化树

(图４),主要聚为３个分支:鱼类scx、鱼类scxa/b
和其他动物scx.团头鲂scxa 与鲤、鲫、斑马鱼和金

图１　团头鲂scxa基因氨基酸频率分布图

Fig．１　Aminoacidfrequencydistributionof
scxainM．amblycephala

　１:鲫Carassiusauratus;２:鲤 Cyprinuscarpio;３:金线鲃 SinoＧ

cyclocheilusgrahami;４:斑马鱼 Daniorerio;５:纳氏锯脂鲤PygoＧ

centrusnattereri;６:斑点叉尾鮰Ictaluruspunctatus;７:墨西哥脂

鲤 Astyanaxmexicanus;８:黄颡鱼 Tachysurusfulvidraco;９:大西

洋鲱Clupeaharengus;１０:大西洋鲑 Salmosalar;１１:斑点雀鳝

Lepisosteusoculatus;１２:美 丽 硬 骨 舌 鱼 Scleropagesformosus;

１３:原 鸡 Gallusgallus;１４:半 滑 舌 鳎 Cynoglossussemilaevis;

１５:尼罗罗非鱼Oreochromisniloticus;１６:牛Bostaurus;１７:小鼠

Musmusculus;１８:人 Homosapiens;１９:青 鳉 Oryziaslatipes;

２０:多育花岩鳉 Poeciliopsisprolifica;２１:红鳍东方鲀 Takifugu

rubripes;２２:非洲爪蟾 Xenopustropicalis．

图２　团头鲂scxa蛋白序列与其他２２个

物种的同源性比较结果

Fig．２　Comparisonofhomologybetweenscxaproteinin
M．amblycephalasequenceandtheother２２species

黑色方框表示鱼类缺失的氨基酸序列.Theblackboxindicatestheaminoacidsequencemissingfromfish．

图３　不同物种scxa/scx氨基酸序列部分比对分析

Fig．３　Comparisonofscxa/scxaminoacidsequenceindifferentspecies

线鲃 同 源 性 较 高.聚 类 结 果 显 示,鲤、鲫、金 线

鲃、斑马鱼和团头鲂聚为一类;斑点叉尾鮰、黄颡

鱼聚为一类;半滑舌鳎、青鳉、红鳍东方鲀和尼罗

罗非鱼聚为一类;原鸡、非洲爪蟾、牛、人、小鼠聚

为一类.

2.3　 scxa 基因在团头鲂不同组织的表达分析

定量表达分析结果显示,scxa 在肌间骨和肌肉

中表达量相对较高,与其他组织中的表达水平存在

显著差异(P＜０．０５),scxa 基因在肌肉中的表达量

显著高于在肌间骨中的表达量(P＜０．０５)(图５).

１５１
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图４　scx基因的系统发育树

Fig．４　Phylogenetictreeofscxgenes

　１:肌间骨Intermuscularbone;２:肌肉 Muscle;３:脑 Brain;４:鳍

Fin;５:心 Heart;６:肝 Liver;７:脾Spleen;８:肋骨 Rib．不同的小写

字母表示scxa 在不同组织中的差异显著性(P＜０．０５)．Lowercase

lettersindicatesthesignificantdifferenceforscxainthedifferenttisＧ

sues,respectively(P＜０．０５)．

图５　scxa基因在团头鲂不同组织中的相对表达量

Fig．５　Relativeexpressionlevelsofscxagene

inthedifferenttissuesofM．amblycephala

2.4　 scxa 基因多态性与团头鲂肌间骨数量的相关性

　　基于所检测的团头鲂群体,scxa 基因在肌间骨

较多和较少群体个体中的多态性位点信息如表２所

示,２个SNP位点和１个插入缺失位点的等位基因

频率和基因型频率在２个极端群体存在显著性差异

(P＜０．０５).其中,SNP位点chr０９_２２６６７３８９位于

第一外显子,chr０９_２２６６１７４３位于第二外显子;插
入缺失位点chr０９_２２６６１３４５Ｇchr０９_２２６６１３４４位于

第二外显子(图６).单倍型分析中,剔除频率小于

３％的组合,共发现３种单倍型;其中 Haplotype１
频率(０．７３)最高,Haplotype２ 频率 (０．０５)最 低

(表３).chr０９_２２６６１７４３、chr０９_２２６６１３４５Ｇ２２６６１３４４、

chr０９_２２６６７３８９ 位 点 的 多 态 性 信 息 含 量 分 别 为

０．２３９２、０．２４６１和０．２５８３.统计结果显示,３个位点

的观测杂合度的数值范围为０．０８７０~０．２３８１,期望

杂合度的数值范围为０．２８４６~０．３１１２,无有效等位

基因的数值范围为０．０７６９~０．５３３３(表４).

２５１



　第４期 王旭东 等:团头鲂scxa基因SNP位点与肌间骨数目的关联性分析 　

图６　团头鲂scxa多态性位点定位信息

Fig．６　TheSNPpolymorphiclocationinformationofscxainM．amblycephala

表２　团头鲂肌间骨数量性状显著相关突变位点信息

Table２　TheSNPsinformationrelatedtothenumbertraitsofIBsinM．amblycephalascxagene

位点坐标

Locus
基因型

Genotype
少肌间骨组

Less_IBs
多肌间骨组

More_IBs
显著性

Pvalue
位点坐标

Locus
等位基因

Allele
少肌间骨组

Less_IBs
多肌间骨组

More_IBs
显著性

Pvalue

chr０９_
２２６６１７４３

AA ２１ １５
０．０１７

chr０９_
２２６６１７４３

A
G

４２
０

３５
７

０．０３４
AG ０ ５
GG ０ １

chr０９_
２２６６１３４５－
２２６６１３４４

AT/AT ２３ １４

０．０３０

chr０９_
２２６６１３４５－
２２６６１３４４

AT
TCTGGGAT
TGTGCTCA

４６
０

３０
６

０．０１４AT/TCTGGGA
TTGTGCTCA ０ ２
TCTGGGAT
TGTGCTCA/
TCTGGGAT
TGTGCTCA

０ ２

chr０９_
２２６６７３８９

TT ２４ １６
０．０４０

chr０９_
２２６６７３８９

T
C

４８
０

３４
８

０．０２２
CT ０ ２
CC ０ ３

表３　scxa基因外显子多态性位点单倍型分析

Table３　Haplotypeanalysisofpolymorphicsitesintheexonofscxagene

单倍型

Haplotype

　　　　　　位点 Site

chr０９_２２６６１７４３ chr０９_２２６６１３４５Ｇ２２６６１３４４ chr０９_２２６６７３８９
频率 Frequency

１ A AT T ０．７３

２ A AT C ０．０５

３ G TCTGGGATTGTGCT C ０．１２

表４　scxa基因３个多态性位点的遗传参数

Table４　Geneticparametersof３polymorphiclociinscxagene

多态性位点

Site
观测杂合度

Ho

期望杂合度

He

无效等位基因数

F(Null)
多态性信息含量

PIC

chr０９_２２６６１７４３ ０．２３８１ ０．２８４６ ０．０７６９ ０．２３９２

chr０９_２２６６１３４５Ｇ２２６６１３４４ ０．０８７０ ０．２９３７ ０．５３３３ ０．２４６１

chr０９_２２６６７３８９ ０．１２５０ ０．３１１２ ０．４１７７ ０．２５８３

　注Note:Ho:观测杂合度 Observedheterozygosity;He:期望杂合度 Expectedheterozygosity;PIC:多态性信息含量PolymorphisminforＧ

mationcontent．
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3　讨　论

本研究通过高通量测序和基因克隆技术获得团

头鲂scxa 基因的cDNA序列,通过ProParam 进一

步分析scxa 基因的理化性质,为研究scxa 基因对

于团头鲂肌间骨发生发育的作用提供理论依据.对

该基因编码的氨基酸序列分析发现,团头鲂scxa 与

鲤、鲫等鲤科鱼类scxa 具有高度同源性,与其他物

种的scxa 同源性相对较低.而且scxa 在不同进

化地位的 鱼 类 中 也 存 在 差 异.另 外,scxa 存 在

７９个氨基酸保守位点;鱼类的氨基酸序列相对于

哺乳类存在一段９个氨基酸的缺失,推测这段缺

失的氨 基 酸 序 列 可 能 与 物 种 所 处 的 进 化 地 位

有关.

Nie等[２１]研究发现scxa 基因敲除斑马鱼肌间

骨数量显著减少.本研究定量结果显示,scxa 基因

在团头鲂肌肉中的表达量最高,在肌间骨中表达量

次之.已有研究表明,scx 在哺乳动物肌腱发育中

发挥了重要作用.例如,Sakabe等[２３]发现scx 基因

缺失小鼠在发育过程中肌腱完全缺失,导致异位骨

化现象;陈宇龙等[２４]定量分析了团头鲂tnmd 基因

在团头鲂肌间骨发育过程的４个关键时期表达情

况,结果表明tnmd 基因的表达情况与肌间骨的发

育存在同步性.Shukunami等[２５]研究表明scx 基

因促进tnmd 表达,正向调节肌腱细胞的分化和成

熟.因此,我们可以推测scxa 基因在鱼类肌间骨发

育过程中发挥重要作用.
本研究在团头鲂scxa 基因外显子上获得２个

与多肌间骨数量性状相关的SNP位点,这２个位点

均为转换类型.研究表明其转换发生概率通常比其

他几个位点变异更高,这是因为细胞中胞嘧啶大多

甲基化并自发除去氨基以形成胸腺嘧啶[２６].研

究[２７]表明基因编码区SNP在外显子上的突变率为

其周围序列的１/５,但位于基因编码区的SNP突变

会对该基因的表达产生潜在影响,从而可能对表型

变化发挥作用.因此,编码区SNP对生物育种有重

要意义.多态信息含量与杂合度是群体内遗传变异

的测度,其值的高低反映了群体内个体的均质度,遗
传变异大,数值就高.但由于不同标记得出的数值

有很大的差异,Vaiman等[２８]提出了确定位点多态

性的标准:PIC＞０．５为高度多态座位,PIC＜０．２５为

低度多态座位,０．２５＜PIC＜０．５ 为中度多态座位.

chr０９_２２６６７３８９表现中度多态性,适合作为分子育

种标记.

INDEL是指在近缘种或同一物种不同个体之

间基因组同一位点的序列发生不同大小核苷酸片段

的插入或缺失,是同源序列比对产生空位的现象.

INDEL分子标记在动植物遗传育种中得到了广泛

应用[２９].本研究获得的 chr０９_２２６６１３４５Ｇchr０９_

２２６６１３４４位点仅存在于多肌间骨个体中,并且该位

点发生变异时,chr０９_２２６６７３８９、chr０９_２２６６１７４３
分别也会产生变异,但这种连锁关系并不双向发生.
由此推测,该位点的变异会影响其他多肌间骨关联

性SNP位点的发生,但需要扩大样本做进一步验

证.目前对于肌间骨发育关键基因上的SNP位点

尚未有研究报道,但肌间骨数量相关SNP位点的筛

选和应用将有助于快速活体检测鱼类肌间骨数量信

息,相对于传统解剖学肌间骨计数法更加节省资源,
从而促进相关育种研究的进展.
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ExpressionofscxaandcorrelationanalysisbetweenSNPandnumber
ofintermuscularbonesinMegalobramaamblycephala

WANGXudong１,２,TANGYutian２,XIONGXuemei１,ZHOUJiajia１,

LIXiangshan３,CAOShuhong３,GAOZexia１,４

１．CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/KeyLaboratoryofFreshwater
AnimalBreeding,MinistryofAgricultureandRuralAffairs/KeyLaboratoryof
AgriculturalAnimalGenetics,BreedingandReproduction,MinistryofEducation/

EngineeringTechnologyResearchCenterforFishBreedingandCultureinHubeiProvince/

EngineeringResearchCenterofGreenDevelopmentforConventionalAquaticBiological
IndustryintheYangtzeRiverEconomicBelt,MinistryofEducation,Wuhan４３００７０,China;

２．WuhanAgriculturalTestingCenter,Wuhan４３００２３,China;

３．AquaticProductsServiceCenterofFutuTown,YangxinCounty,HubeiProvince,

Huangshi４３５２３９,China;

４．HubeiHongshanLaboratory,Wuhan４３００７０,China

Abstract　TostudytheassociationbetweenthepolymorphismofthescxagenesequenceandtheinＧ
termuscularbone(IB)quantitytraits,andtoobtainSNPsthataresignificantlyrelatedtothenumberof
IBsinMegalobramaamblycephala,thecDNAsequenceofthescxageneinM．amblycephala wasobＧ
tainedbycloning．Itsopenreadingframeis６０９bp,encoding２０２aminoacids．Phylogeneticanalysis
showedthatthescxageneofM．amblycephalaishighlyrelatedwiththatofzebrafish,commoncarp,

cruciancarp,andgoldenthreadcarp．ThefluorescencequantitativePCRresultsshowedthattheexpresＧ
sionofscxainthemuscleandIBwassignificantlyhigherthanthatinothertissues,andtheexpressionin
themusclewassignificantlyhigherthanthatinIB(P ＜０．０５)．Bycomparingthescxaexonsequenceof
theIBＧextremepopulation,２SNPsand１InDelthatweresignificantlyrelatedtothenumberofIBwere
obtained．ThisresultindicatesthatscxageneplaysapotentialroleinthedevelopmentofIB,anditspolＧ
ymorphismissignificantlycorrelatedwiththenumberofIBinM．amblycephala．

Keywords　Megalobramaamblycephala;intermuscularbones;scxa;expression mode;SNPs;

highＧthroughputsequencing;genecloning
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