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摘要 根据草鱼EST数据库中的rho型谷胱甘肽硫转移酶基因cDNA序列设计引物,扩增预计存在的

SNP位点。采用PCR产物测序法和PCR-RFLP法,在珠江水系草鱼养殖群体中筛选到2个SNP位点,分别位

于外显子1和外显子2上,为C-T突变,且属于同义突变,统计了多态位点在群体中的分布:C+129T位点CC
型占0.69%,TC型占8.75%,TT型占80.56%;C+192T位点CC型占25.4%,TC型占48.6%,TT型占

26.1%。利用一般线性模型将SNPs与草鱼6个生长性状进行关联分析,结果表明,C+129T位点TT型个体6
个生长性状均值比 TC型高(P>0.05);C+192T 位 点 TT 型 个 体 体 质 量 均 值 高 于 TC型 和 CC型 个 体

(P<0.05)。双倍型关联分析表明D1型个体的体质量均值明显高于D3型和D6型(P<0.05),因而可以考虑将

GSTR基因作为影响草鱼体质量等生长性状的候选基因,应用于草鱼分子辅助育种。
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  草鱼(Ctenopharyngodonidellus)具有生长快、
肉质鲜美和养殖成本低等优点,是我国淡水渔业中

最重要的养殖品种之一。由于草鱼性成熟周期长,
亲鱼个体大等原因,给良种选育带来困难,目前草鱼

尚未获得遗传改良的品系。利用DNA遗传标记进

行辅助选育已经成为动物育种过程中的重要方

法[1]。筛选和利用与草鱼经济性状相关的分子标

记,可有效提高选择效率,缩短育种年限,对加快培

育具有优良经济性状的草鱼养殖品系,具有重要的

意义。SNPs作为第4代分子遗传标记以其优良特

性在动植物育种中被广泛应用[2],但目前国内对经

济动物SNPs的研究主要集中在畜禽类动物中,在
水产动物研究中涉及较少,与其他分子标记相比,

SNPs分辨率高,覆盖基因组范围大,遗传稳定,以
“有或无”的形式存在,利于发展自动化分析。

谷胱甘肽硫转移酶(gluthioneS-transferase,

GST)是一种广泛存在于生物组织中的小分子水溶

性蛋白,具 有 解 毒[3]、抑 制 脂 质 过 氧 化 作 用[4-7]。

GSTR 是鱼类所特有的一种GST同工酶基因,在微

囊藻毒素解毒过程中有重要作用。对金鱼(Caras-
siusauratus)GSTR 基因研究发现,其转录水平的

变动会增加金鱼的健康风险[8]。目前有近20种鱼

的GSTR 基因成功克隆,但有关GSTR 基因多态性

对鱼类生长影响的研究尚未见报道。笔者研究了草

鱼GSTR 基因上的SNPs对生长性状的影响,以期

为草鱼分子标记辅助育种奠定基础。

1 材料与方法

1.1 供试鱼及材料

供试草鱼取自广东省佛山市三水白金水产种苗

有限公司,亲本来源于珠江水系。为同批繁殖和同

池养殖20月龄的草鱼群体,体质量为(1292.5±
342.3)g。均采用尾静脉活体取血,抗凝剂(ACD)与
血液体积比为6∶1,采用天根生化科技(北京)有限

公司(TIANGEN)血液基因组提取试剂盒提取鱼血

液DNA,所有DNA样本均放于-20℃保存。

TaqDNA聚合酶,buffer和dNTP购自华美生

物工程公司,限制性内切酶 MboⅠ购自Fermentas
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公司,琼脂糖、去离子甲酰胺丙烯酰胺和N,N-亚甲

双丙烯酰胺等均购自广州威佳科技有限公司。
1.2 引物设计及合成

利用引物设计软件Primer5.0,根据草鱼EST
数据文库中具有多态位点的序列设计引物,由上海

英骏生物技术有限公司合成(INVITROGEN),上
游引物PF:ACACACAGTTACAGCCACATTTC-
CT;下游引物PR:CGCACTCTCCAGATACAGA-
CACG。
1.3 SNP 位点验证

用引物PF和PR对144个草鱼DNA样本中随

机挑选的15个样本进行PCR扩增,PCR反应体积

20μL,10× PCR buffer2.0 μL,dNTP(10
mmol/L)0.3μL,Taq酶(5U/μL)0.2μL,上下游

引物(20μmol/L)各0.4μL,基 因 组 DNA(80
ng/μL)1μL,ddH2O15.8μL。反应程序为:94℃
预变性4min;94℃变性30s,60℃退火30s,72℃
延伸30s,共32个循环;72℃延伸7min,12℃保

存。扩 增 产 物 在 1% 的 琼 脂 糖 凝 胶 (EB:0.5

μg/mL)中进行电泳检测。PCR产物经纯化后送广

州博尚生物技术有限公司进行测序,用VectorNIT
Suite8.0软件分析测序结果,查找SNP位点。
1.4 SNP 位点 PCR-RFLP 检测

PCR产物经1.0%的琼脂糖凝胶电泳检测后,
用限制性内切酶酶切,酶切体系:PCR产物0.20

μg,10×FastDigestBuffer0.8μL,酶0.3μL,

ddH2O6μL。酶切产物用10%的聚丙烯酰胺凝胶

电泳(Acr∶Bis=29∶1),120V恒压电泳后,银染

显色。
1.5 统计分析

采用Popgene(Version3.2)软件分析基因型频

率和等位基因频率。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SPSS15.0软件一般线

性模型(generallinearmodel,GLM),对SNPs位点

基因型与草鱼主要生长性状之间的相关性进行最小

二乘分析。采用yij=μ+ai+eij线性模型公式,进
行最小二乘分析。式中yij为某性状第i个标记第j
个个体的观测值;μ为试验观测的所有个体的平均

值(即总体平均值);ai为第i个标记的效应值;eij为

随机误差。

2 结果与分析

2.1 草鱼 GSTR 基因序列扩增结果

根据设计引物对GSTR 基因进行扩增,扩得片

段条带清晰,特异性好,将测序结果与草鱼GSTR
基因(EU107283)cDNA 序列比对,该引物共扩得

553bp,其中外显子1、内含子1、外显子2序列长度

分别为168、153、232bp,且内含子与外显子边界符

合GT-AG规则。
2.2 草鱼 GSTR 基因 SNPs 位点分析

将测序结果进行比对分析,发现存在2个多态

位点。在外显子1第129个碱基处(以起始密码子

ATG始),存在 C-T 突变,突变比例为 T∶N=
11∶2(N为TC杂合型),未测得CC型(图1-A)。
外显子2上第192碱基处存在C-T突变,突变比例

为T∶C∶N=7∶5∶2(图1-B)。经序列分析C+
129T位点密码子改变类型为CAC-CAU,编码组氨

酸(His),位于草鱼GSTR 基因氨基酸序列的第43
个氨基 酸;C+192T 位 点 的 密 码 子 改 变 类 型 为

GAC-GAU,编码天冬氨酸(Asp),位于第64个氨基

酸,该2个突变位点均未造成氨基酸改变(表1)。
2.3 草鱼 GSTR 基因 SNPs 位点基因型检测

采用 限 制 性 内 切 酶 SduⅠ (酶 切 位 点 为

GDGCH↓C,D代表 A、G、T;H 代表 A、C、T)对

C+129T位点多态性进行酶切验证,该序列存在3
个公共酶切位点,经酶切出现3种基因型,分别命名

为CC型(79,6,91,37,228bp),TC型(79,6,128,

91,37,228bp)和TT型(79,6,128,228bp)(图2),
因37和6bp片段较小,电泳中在 Marker的最小片

段下 方,在 此 图 中 未 能 标 识。用 限 制 性 内 切 酶

MboⅠ(酶切位点为↓GATC)对C+192T位点的多

态性进行酶切验证,该序列上存在1个公共酶切位

表1 草鱼GSTR 基因外显子1和外显子2上的多态位点

Table1 Polymorphismsofexon1andexon2inGSTRgeneofgrasscarp

位置(相对起始ATG)
Position(relativetoATG)

碱基突变类型

Basemutationtype
密码子类型

Codontype
氨基酸

Aminoacid
突变类型

Mutationtype
C+129T C-T CAC-CAU His 同义Synonymous
C+192T C-T GAC-GAU Asp 同义Synonymous
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B:C+192T位点C+192Tsite.

图1 草鱼GSTR 基因C+129T和C+192T位点测序峰图

Fig.1 DNAsequencingmapofC+129TsiteandC+192TsiteinGSTRgeneofgrasscarp

点,经酶切后出现3种基因型:分别命名为CC型

(107,334bp)、TC型(334,107,283,51bp)和TT
型(107,283,51bp)(图3),因酶切后片段长度相

差较远,此图仅截取3种基因型中含有能表示不

同基因型的特异条带,107和51bp带在该图中未

标识。

 M:pBR322DNA/BsuRⅠmarker;泳道3、11为TC基因型;泳道

1、2、4~10、12为TT基因型。M:pBR322DNA/BsuRⅠmarker;3,

11:TCgenotype;1,2,4-10,12:TTgenotype.

图2 草鱼GSTRC+129T位点SduⅠ酶切电泳图谱

Fig.2 SNPs-C+129TdemonstratedbySduⅠ
PCR-RFLPinGSTRofgrasscarp

 M:MarkerpBR322DNA/MspⅠ,2、3、6、9、11为CC基因型;

5、7、10为 TC 基 因 型;1、4、8、12为 TT 基 因 型。M:Marker

pBR322DNA/MspⅠ;2,3,6,9,11:CCgenotype;5,7,10:TC

genotype;1,4,8,12:TTgenotype.

图3 草鱼GSTRC+192T位点MboⅠ酶切电泳图谱

Fig.3 SNPs-C+192TdemonstratedbyMboⅠ
PCR-RFLPinGSTRofgrasscarp

2.4 草鱼 GSTR 基因 SNPs 位点在群体中的分布

  GSTR 基因C+129T位点和C+192T位点3
种基因型及其等位基因频率的统计结果见表2。在

144个样本中,C+129T位点TT型最多,TC型居

中,CC型比例低,只有1个个体,T为优势等位基

表2 草鱼GSTR 基因突变位点基因型及其等位基因频率

Table2 GenotypeandallelefrequencyofGSTRgeneSNPsofgrasscarp

基因名称

Genename
位点

Site
样品数

Number

基因型频率(个体数)/%
Genotypefrequency(Number)

TT TC CC

等位基因频率/%
Allelegenefrequency
T C

GSTR
C+129T 144 80.56(116) 18.75(27) 0.69(1) 89.93 10.07
C+192T 142 26.06(37) 48.59(69) 25.35(36) 50.35 49.65

因。C+192T位点以TC型居多,约占50%,TT型

和CC型比例相差不大,T、C基因频率基本相当。
2.5 草鱼多态位点密码子及编码氨基酸与 12 种鱼

类的比较

  把草鱼GSTR 基因上的2个多态位点对应的

密码子和氨基酸与5种鲤科鱼类(鳙、鲢、鲤、鲫、斑

马鱼)和7种鲈形目鱼类(斑马鱼、斜带石斑鱼、真
鲷、金头鲷、斑鳢、鳜、大口黑鲈、尼罗罗非鱼)进行比

较,结果见表3。草鱼GSTR 基因C+129T位点对

应的密码子有CAC和CAU两种类型,其他12种

鱼类在该处的密码子为CAC,编码 His。草鱼C+
192T位点对应的密码子有GAC和GAU两种类
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表3 草鱼GSTR 多态位点密码子与12种鱼类的比较

Table3 ThecodonsofSNPsinGSTRgeneof

grasscarpcomparedwithother12species

物种

Species
C+129T位点密码子

C+129Tsitecodons
C+192T位点密码子

C+192Tsitecodons
草鱼

Ctenopharyngodonidellus
CAC-CAU GAC-GAU

鳙 Aristichthysnobilis CAC GAC
鲢

Hypophthalmictuthysmolitrix
CAC GAC

鲤Cyprinuscarpio CAC GAC
鲫Carassiusauratus CAC GAC
斑马鱼 Daniorerio CAC GAG

斜带石斑鱼

Epinepheluscoioides
CAC GAC

真鲷

Pagrosomusmajor
CAC GAC

金头鲷

SparusaurataLinnaeus
CAC GAC

斑鳢

Channamaculata
CAC GAC

鳜Sinipercachuatsi CAC GAC
大口黑鲈

Micropterussalmoides
CAC AAC

尼罗罗非鱼

Oreochromisniloticus
CAC AAC

型,与鳙、鲢、鲤、鲫4种鲤科鱼类的一致,编码Asp;
斑马鱼在该处的密码子为GAG,编码Glu,与其他

鱼类均不同。鲈形目中斜带石斑鱼、真鲷、金头鲷、
斑鳢、鳜这5种鱼类在该处的密码子是GAC;大口

黑鲈和尼罗罗非鱼在该处的密码子是 AAC,编码

Asn,与其他10种鱼类所编码的氨基酸不同。
2.6 GSTR 基因多态性与草鱼生长性状关联分析

将2个SNPs位点不同基因型与草鱼的体质

量、体长、体高、头长、尾柄长和尾柄高6个主要生长

性状进行一般线性模型(GLM)分析,结果见表4。

C+129T位点TT型6个生长性状的均值都高于

TC型,但未达到显著水平(P>0.05),CC型个体其

6项指标均值比TT型和CC型低,因只有1个样

本,未进行统计学分析。C+192T位点TT型的6
个生长性状的均值最高,CC型的各项指标均值最

低,关联分析表明,TT型与TC型和CC型的体质

量均值存在显著差异(P<0.05)。将2个突变位点

不同基因型组合成6种双倍型,结果见表5。D1型

的体质量均值最高,D6型的体质量均值最低,D1型

与D3型 和 D6型 的 体 质 量 均 值 存 在 显 著 差 异

(P<0.05)。

表4 草鱼GSTR 基因C+129T和C+192T位点不同基因型的生长性状的关联分析1)

Table4 AssociationofSNPsinGSTRgenepolymorphismswithgrowthtraitsofgrasscarp

SNPs位点

SNPssite
基因型

Genotype
体质量/g
Bodymass

体长/cm
Bodylength

体高/cm
Bodyheight

头长/cm
Headlength

尾柄长/cm
Caudalpedunclelength

尾柄高/cm
Caudlepeduncleheight

C+129T
TT 1305.34±31.7542.52±0.41 9.84±0.10 9.21±0.09 7.30±0.08 4.70±0.05
TC 1218.28±65.2541.24±0.84 9.56±0.21 8.96±0.19 7.16±0.17 4.54±0.11

TT 1403.5±55.07a42.94±0.72 9.94±0.18 9.34±0.17 7.37±0.15 4.76±0.09

C+192T TC 1252.8±40.32b41.99±0.53 9.72±0.13 9.08±0.12 7.21±0.11 4.64±0.07

CC 1228.2±55.84b42.02±0.73 9.71±0.18 9.10±0.17 7.27±0.15 4.62±0.09
 1)表中数值为平均值±标准误差,同一列字母不同表示差异显著(P<0.05)。下同。Valueswithdifferentsuperscriptletterswithin

acolumnindicatessignificantdifferenceatP<0.05.Thesameasbelow.

表5 草鱼GSTR 基因不同双倍型与草鱼生长性状的关联分析

Table5 AssociationofGSTRgenediplotypewithgrowthtraitsofgrasscarp

双倍型

Diplotype

SNPs位点

C+192T C+129T
频率/%
Frequency

体质量/g
Bodymass

体长/cm
Bodylength

体高/cm
Bodyheight

头长/cm
Headlength

尾柄长/cm
Caudalpeduncle

length

尾柄高/cm
Caudlepeduncle

height

D1 TT TT 22.70 1409.51±59.55a 42.97±0.78 9.93±0.20 9.28±0.18 7.37±0.16 4.77±0.10
D2 TT TC 3.55 1365.16±150.66ab42.75±1.97 10.02±0.49 9.72±0.45 7.38±0.40 4.68±0.25
D3 TC TT 41.13 1258.36±44.23b 42.15±0.58 9.78±0.15 9.15±0.13 7.22±0.12 4.67±0.07
D4 TC TC 7.80 1223.58±101.57ab41.11±1.33 9.48±0.33 8.70±0.30 7.19±0.27 4.50±0.17
D5 CC TT 17.02 1280.00±68.77ab 42.80±0.90 9.87±0.23 9.25±0.21 7.40±0.18 4.68±0.11
D6 CC TC 7.80 1146.22±101.57b 40.69±1.32 9.44±0.33 8.87±0.30 7.02±0.27 4.50±0.17

3 讨 论

不同物种的基因在密码子使用上存在着明显的

偏性,不同功能的基因,其密码子使用偏性也存在着

较大差异[9-12]。tRNA的种类及含量不同是生物长

期进化过程中根据外界压力而选择的结果[13-15]。

657



 第6期 刘小献 等:草鱼GSTR基因外显子1、外显子2的SNPs筛选及其与生长性状的关联分析  

Ikemura[16]研究发现,同义密码子的使用频率与细

胞质中对应的tRNA丰度呈正相关,tRNA丰度越

高,蛋白质翻译效率和准确性越高。将草鱼GSTR
基因多态位点处的密码子与12种鱼类GSTR 基因

对应位点比较,发现C+129T位点处的密码子趋于

一致,为CAC,编码His;C+192T位点处有4种密

码子,编码3种氨基酸:Asp、Asn和Glu,5种鲤科

鱼类除斑马鱼外,都编码Asp,鲈形目中的大口黑鲈

和尼罗罗非鱼在该位点处编码Asn,可见该位点处

密码子使用在不同目的鱼类中有一定的偏性。C+
129T位点位于草鱼GSTR 基因编码的氨基酸序列

第43个氨基酸处,草鱼在该位点处 TT型比例约

80%,且6项生长性状均值均高于TC型,CC型个

体只有1个,其值低于TT型和TC型,从以上结果

推测草鱼该位点密码子的改变,对草鱼生长有促进

作用,T 为有利等位基因。C+192T位点对应的密

码子编码草鱼GSTR 基因氨基酸序列的第64个氨

基酸,TT型体质量均值比TC型和CC型个体高,
且差异显著,推测该位点的突变对草鱼的生长也有

促进作用,T 为有利等位基因。C+129T位点反密

码子由GUA突变为GUG,C+192T位点反密码子

由CUA突变为CUG,该2个突变位点的存在,改变

了在翻译过程中tRNA的使用。本试验中发现的2
个同义突变虽然不导致基因编码氨基酸的改变,但
有可能影响 mRNA的合成、成熟、运输及翻译,最
终导致功能的变化[17],可能对草鱼该基因表达水平

产生了一定影响,最终对草鱼生长有影响。
单倍型(haplotype)是指位于一条染色体上或

某一些区域的一组相关联的SNP位点,它包含着多

个SNPs的遗传信息。由于不同的SNPs之间存在

着相互作用,因而由单倍型构成的双倍型比单倍型

SNPs能够提供更多而准确的信息[18]。对草鱼双倍

型分析结果显示:D1型的体质量均值最高,D6型的

体质量均值最低,且D1型与D3型和D6型在体质

量均值存在显著差异,该相关性与C+192T位点单

独分析时有一定的联系,即当C+192T位点为TT
的2种单倍型(D1和D2型),其体质量均值较高,
而该位点为CC的2种双倍型(D5和D6型)其值最

低,且该6种双倍型的生长性状均值有依次降低的

趋势(由于C+129T位点TC型比例较少,导致D4
型的频率较低,与D5型的生长性状均值相比较小,
在统计上存在一定的误差,对该趋势有一点影响)。

D1型的体质量均值比C+192T位点TT型高,D6

型体质量均值比C+192T位点CC型更低,由以上

分析可以发现,2个位点都是有利基因型的双倍型,
其6项生长性状的均值比只含1个位点为有利基因

型的双倍型要高;当2个位点都是不利基因型时其

6项生长性状的均值最低,通过数据比较发现这2
个位点对生长性状的联合作用中,C+192T位点的

作用较大。
微囊藻毒素在水体中普遍存在,鱼类通过摄食

浮游藻类或含毒素的浮游动物会在肝脏、胃、鳃中富

集毒素,鱼类对毒素通常比较敏感,较低浓度的毒素

积累即可造成鱼类死亡,有研究发现谷胱甘肽转移

酶基因表达越多的鱼类对微囊藻毒素的抵抗力越

强[19-20]。草鱼GSTR 基因外显子上的同义突变对

草鱼生长的有利作用,可能与突变后草鱼GSTR 基

因的表达量提高有一定的关系,目前尚需进一步的

研究。本研究发现了GSTR 基因上2个SNP位点,
并与草鱼的生长性状存在一定的相关性,因此可以

考虑将GSTR 基因作为影响草鱼生长性状的候选

因子,将这2个位点作为标记,应用于草鱼的分子辅

助育种。
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SNPsinexon1,exon2ofGSTRgeneandits
relationshipwithgrowthtraitsingrasscarp
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Abstract PrimersweredesignedaccordingtoglutathioneS-transferase-rhogenefromESTdata-
baseofgrasscarp.ThePCRproductsweresequencedfordetectingpolymorphismsinculturedpopula-
tionandtwoSNPssiteswerefound:C+129Tinexon1andC+192Tinexon2.BothSNPsaresynony-
mousmutation.ThepolymorphismsweregenotypedbyPCR-RFLPmethods.ThepercentageofCC,TC
andTTgenotypeinC+129Tsitewas0.69%,18.75%and80.56%,respectively.ThepercentageofCC,
TC,andTTgenotypeinC+192Tsitewas25.4%,48.6%and26.1%,respectively.Agenerallinear
modelwasusedtoanalyzerelationshipbetweenGSTRgenepolymorphismsand6majorgrowthtraits.
TheresultsindicatedthattheaveragevalueofgrowthcharacterTTgenotypewashigherthanthatofTC
genotypeinC+129Tsite,althoughnosignificantdifferencewasobserved.Theaveragebodyweightof
TTgenotypewashigherthanthatofTCandCCgenotypeinC+192Tsite(P<0.05).Sixdiplotypes
wereconstructedbasedontwoSNPsintheexperimentpopulationandtheaveragebodyweightofdiplo-
typeD1washigherthanthatofD3diplotypesandD6diplotypes(P<0.05).GSTRgenecouldberecom-
mendedasacandidategeneforcharacterizinggrasscarpgrowthtraitswhichcouldbeusefulformolecu-
larbreeding.

Keywords grasscarp;SNPs;gluthioneS-transferase;GSTR;polymorphisms;growth
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