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草鱼柠檬酸合酶基因 SNP 筛选
及与生长性状的关联分析
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摘要 根据草鱼(Ctenopharyngodonidella)EST-SNP库中预测的柠檬酸合酶基因的1个Contig序列,设
计引物扩增该基因的部分序列,然后采用PCR产物直接测序法筛选SNP突变点。测序的序列经比对后,共筛

选到2个在内含子10上的SNP突变点:A-386G和C-499G。随机选择同批繁殖和同塘混养的144尾草鱼对

2个SNP位点用Snapshot方法进行检测和分型,并统计基因型频率。A-386G位点的 AA基因型占47.10%,

AG基因型占38.41%、GG基因型占14.49%;C-499G位点的CC基因型占31.85%,CG基因型占46.67%,GG
基因型占21.48%,均属于中度多态位点。利用一般线性模型(GLM)分析2个SNP位点与草鱼6个生长性状

(体质量、体长、体高、头长、尾柄长和尾柄高)的相关性,结果显示,A-386G和C-499G位点的不同基因型在这

6个生长性状均值有差异,但均不存在显著差异。将这2个SNP不同基因型两两组合,一共组成7种双倍型(去
掉频率小于3%的组合D2和D5),GLM相关分析表明5种双倍型在5个生长性状(体质量、体长、体高、尾柄长

和尾柄高)上均存在差异,其中在头长上存在显著差异,D6双倍型(A-386G/AG和C-499G/GG)在6个生长性状

上均值均最大,属于生长优势双倍型。本研究显示,筛选到的柠檬酸合酶基因上的2个SNP位点具有用于草鱼

生长性状的分子辅助育种的潜力。
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  柠檬酸合酶(citratesynthase,CS/EC2.3.3.1)是
三羧酸循环中的第一步关键酶,三羧酸循环是动物体

内糖类、脂类和氨基酸三大营养素的最终代谢通路,
又是糖类、脂类、氨基酸代谢联系的枢纽[1-2]。柠檬酸

合酶基因活性降低,能引起机体能量代谢紊乱,活性

氧簇(ROS)产 物 增 多,氧 化 性 损 伤 和 细 胞 凋 亡

等[3-4]。因其功能重要,近年来柠檬酸合酶基因逐渐

成为农业、医学以及生命科学领域方面的研究热点。
在农业上研究人员采用转基因手段将同源或异源柠

檬酸合酶基因转入目标植物体内,以增加植物体内

该基因表达量,从而提高植物体生长、抗逆和营养成

分等性状[5-7]。研究发现,在小鼠中柠檬酸合酶基因

突变可以影响小鼠能量代谢、生长和神经系统功

能[8-9]。在人体中柠檬酸合酶基因主要参与脂肪酸

氧化,该基因突变或表达受阻,导致机体脂肪代谢受

阻,进而会影响生长、发育等很多方面[10]。
目前柠檬酸合酶基因在植物和小鼠中研究较

多,在鱼类中对于柠檬酸合酶基因研究仅集中在通

过检测柠檬酸合酶活性,间接评价鱼体线粒体功能

与生态适应性[11],而有关柠檬酸合酶基因多态性对

鱼类生长影响的研究尚未见报道。笔者在草鱼

EST-SNP库中查询到柠檬酸合酶基因有SNP突变

点,对该预测SNP进行验证,并将筛选的SNP位点

与体质量、体长等生长性状进行关联分析,以期为草

鱼生长性状的分子标记辅助育种提供候选标记。

1 材料与方法

1.1 试验鱼

用于筛选柠檬酸合酶基因SNP位点和生长性

状关联分析的草鱼样本取自广东省佛山市白金水产
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种苗有限公司。在同批繁殖、同塘饲养的草鱼群体

中随机选择144尾用于生长性状关联分析。144尾

草鱼均测量体质量、体长、体高、头长、尾柄长和尾柄

高等生长数据,并剪取尾鳍保存于无水乙醇中备用。
1.2 主要试剂

DNA提取试剂盒购自天根生化科技(北京)有
限公司。TaqDNA聚合酶体系为华美生物工程有

限公司产品。琼脂糖、无水乙醇等试剂均购自广州

威佳科技有限公司。
1.3 SNP 位点的筛选

根据笔者所在实验室Roche454对草鱼进行转

录组测序建立的EST-SNP数据库中的柠檬酸合酶

基因序列,利用PrimerPremier5.0软件设计1对

引物P1(F:GTTTAAGCTCCTCCCCTTCCTG;R:

GCAGGGCAAGGCCAAGAAC)。从144个 草 鱼

DNA样本中随机挑选20个DNA样本用于扩增P1
引物和筛选SNP位点。PCR反应体系共20μL:其
中10×PCRbuffer为2.0μL,dNTP(10mmol/L)
为0.3μL,Taq酶(5U/μL)为0.2μL,上下游引物

(20μmol/L)分 别 为 0.4μL,基 因 组 DNA(50
ng/μL)为1μL,ddH2O为15.7μL。PCR扩增程

序为:94℃预变性4min;94℃变性30s,63℃退

火30s,72℃延伸1min,共进行35个循环;最后再

72℃延伸7min,12℃保存。将扩增产物在含有EB
的1.5%的琼脂糖凝胶中以5V/cm进行电泳检测。

PCR产物直接送上海博尚生物技术有限公司进行

测序,测序结果用 VectorNITSuite11.0比对分

析,获得SNP突变点。
1.4 SNP 位点的分型

将所获得的柠檬酸合酶基因片段上的2个

SNP位点送上海捷瑞生物工程有限公司应用Snap-
shot方法进行分型,分型的样品为144尾草鱼基因

组DNA,每个样品的DNA质量浓度为100~400
ng/μL。

Snapshot分型流程:设计引物分别特异扩增所

筛选的SNP突变点;扩增后取15μLPCR产物加

2UExoⅠ和5USap酶去除反应产物中的引物及

dNTPs,37℃保温1h,然后75℃高温灭活ExoⅠ
和Sap酶15min;然后进行延伸反应。取1μL延伸

产物,加8μL上样loadingbuffer(8μLloading
buffer+0.2μLGS120LIZ),95℃变性3min,立即

冰水浴4min,在ABI3730XL测序仪上进行检测。

1.5 数据处理

采用Popgene32(version3.2)软件计算有效

等位基因数(Ne)、观测杂合度(Ho)、期望杂合度

(He)和 等 位 基 因 频 率 等 遗 传 参 数。利 用 SPSS
17.0软 件 一 般 线 性 模 型 (generallinearmodel,

GLM)计算柠檬酸合酶基因片段的不同的SNP位

点基因型与生长性状(体质量、体长、体高、头长、尾

柄长和尾柄高)之间的关联分析并进行最小二乘分

析(least-significantdifference,LSD)。

2 结果与分析

2.1 柠檬酸合酶基因序列扩增

引物P1在20个样本有19个扩增到1200bp
左右的片段(图1)。将扩增片段的测序结果用Vec-
torNITSuite11.0进行序列比对,共发现2个SNP
突变点(图2和图3),将P1扩增到的片段与NCBI
中登录 的 斑 马 鱼 柠 檬 酸 合 酶 基 因 的 序 列(NM_

199598.1)比对发现,扩增到的序列为内含子10的

序列875bp和外显子11的序列188bp。

2.2 柠檬酸合酶基因序列的 SNP 位点筛选

PCR产物直接测序和比对后,在内含子10上

获得了2个SNP位点(图2和图3),以外显子11起

始密码子为起点,这2个SNP分别命名为A-386G
和C-499G。

2.3 柠檬酸合酶基因 2 个 SNP 位点在草鱼群体中

分布

  经Snapshot分型和Popgene32(Version3.2)

处理,144个草鱼样本上2个SNP位点的多态性遗

传参数见表1。根据0.25<PIC<0.50为中度多态

原则,分析发现这2个位点均属于中度多态位点,经

χ2检验得到2个位点均处于 Hardy-Weinberg平衡

状态 (P>0.05)。

SNP位点基因型及等位基因频率的统计结果

见表2。在144个草鱼样本中,A-386G位点的AA
基因型最多,AG基因型次之,GG基因型最少,等位

基因A频率显著高于等位基因C,推测该位点的等

位基因A为优势等位基因。C-499G位点的CG基

因型最多,CC基因型次之,GG基因型最少,等位基

因C频率比等位基因G频率稍高。
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M:MarkerⅢ;1-20:不同来源的草鱼样本 Grasscarpsamples,respectively.

图1 草鱼柠檬酸合酶基因Contig片段的基因组扩增

Fig.1 ThegenomeamplificationresultofContigofcitratesynthasegeneingrasscarp

突变点用箭头标出 ArrowindicatesA-386Gsite.

图2 A-386G位点测序峰图

Fig.2 DNAsequencingmapofA-386Gsite

突变点用箭头标出 ArrowindicatesC-499Gsite.

图3 C-499G位点测序峰图

Fig.3 DNAsequencingmapofC-499Gsite
2.4 柠檬酸合酶基因 SNP 位点与生长性状关联

分析

  将筛选到的2个SNP位点6种基因型与体

质量、体长等6个生长性状进行 GLM 关联分析,
结果见表3。A-386G和 C-499G位点的不同 基

因型 在 6 个 生 长 性 状 上 的 差 异 不 显 著 (P>
0.05)。但A-386G杂合型 AG在6个生长性状均

值均高于纯合型 AA和GG。C-499G纯合型 GG
基因型在6个生长性状均值均高于杂合型CG和

纯合型CC。
表1 柠檬酸合酶基因2个SNP位点的遗传参数

Table1 ThepolymorphicparametersoftwoSNPsitesofcitratesynthasegene

位点

Site
观测杂合度

Ho

期望杂合度

He
多态信息含量

PIC
有效等位基因数

Ne
Hardy-Weinberg平衡

Hardy-Weinbergequilibrium

A-386G 0.3852 0.4509 0.3483 1.8158 P=0.08(χ2=2.90)

C-499G 0.4667 0.4965 0.3723 1.9787 P=0.48(χ2=0.49)
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表2 柠檬酸合酶基因A-386G和C-499G位点基因型及其等位基因频率

Table2 GenotypeandallelefrequencyofA-386GandC-499Gsiteofcitratesynthasegene

位点

Site
样品数

Number
基因型/频率/%

Genotype/Frequency
等位基因/频率/%
Allelegene/Frequency

A-386G 138 AA/47.10 AG/38.41 GG/14.49 A/66.30 G/33.70
C-499G 135 CC/1.85 CG/46.67 GG/21.48 C/55.19 G/44.81

表3 柠檬酸合酶基因SNP位点不同基因型的生长性状的关联分析

Table3 Associationofcitratesynthasegenepolymorphismswithgrowthtraits

SNP位点

SNPsite
基因型

Genotype
体质量/g
Bodyweight

体长/cm
Bodylength

体高/cm
Bodydepth

头长/cm
Headlength

尾柄长/cm
Caudalpeduncle

length

尾柄高/cm
Caudlepeduncle

depth

A-386G

AA 1282.96±42.87 42.26±0.55 9.80±0.14 9.19±0.13 7.25±0.11 4.68±0.07
AG 1301.48±47.47 42.77±0.61 9.83±0.15 9.16±0.14 7.41±0.12 4.75±0.08
GG 1282.06±77.28 41.71±0.99 9.75±0.25 9.19±0.14 7.14±0.20 4.49±0.12

C-499G

CC 1227.56±52.23 41.56±0.68 9.67±0.17 8.99±0.15 7.19±0.14 4.62±0.08
CG 1307.66±43.15 42.29±0.56 9.70±0.14 9.15±0.13 7.33±0.12 4.67±0.07
GG 1322.48±63.60 42.70±0.83 9.94±0.20 9.35±0.19 7.28±0.17 4.60±0.10

  A-386G和C-499G两个位点共组成7种双倍

型,去掉2个频率小于3%的双倍型D2和D5后与

生长性状进行关联分析,结果见表4。在头长上,双
倍型D6的均值最大,双倍型D4的均值最小,双倍

型D3、D6和D7的均值与双倍型D1和D4的均值

存在显著差异(P<0.05),推测双倍型D3、D6和D7
对头长有正相关,而双倍型D1和D4对头长有负相

关;在体质量上,双倍型D3和D6的均值高于双倍

型D1和D4的均值,均接近显著差异水平,推测双

倍型D3和D6对体质量也存在正相关;在体长、体
高、尾柄长和尾柄高性状上双倍型的均值之间均不

存在显著差异,但双倍型D6的均值均高于其他双

倍型,表明双倍型D6属于生长优势双倍型。分析

去掉的2个频率小于3%的双倍型D2和D5,表明

表4 柠檬酸合酶基因不同双倍型与草鱼生长性状的关联分析1)

Table4 Associationofcitratesynthasegenediplotypewithgrowthtraits

双倍型

Diplotype

SNP位点SNPsite

C-499G A-386G
频率/%
Frequency

体质量/g
Body
weight

体长/cm
Body
length

体高/cm
Body
depth

头长/cm
Head
length

尾柄长/cm
Caudalpeduncle
length

尾柄高/cm
Caudlepeduncle

depth

D1 CC AA 40 1222.41±54.38 41.73±0.71 4.62±0.09 9.00±0.16b 7.22±0.15 4.62±0.09
D3 CG AA 21 1393.25±75.06 42.80±0.98 4.66±0.129.53±0.22abc 7.33±0.20 4.66±0.12
D4 CG AG 38 1262.86±55.80 42.04±0.73 4.68±0.09 8.95±0.16c 7.34±0.15 4.68±0.09
D6 GG AG 11 1374.34±103.7144.41±1.35 4.84±0.17 9.74±0.30a 7.55±0.28 4.85±0.17
D7 GG GG 17 1299.36±83.42 41.71±1.09 4.46±0.139.15±0.24abc 7.09±0.22 4.46±0.13
D2 CC AG 1 1394.00 43.41 5.18 9.65 8.18 5.18
D5 CG GG 2 1087.05±43.21 39.26±1.17 4.35±0.39 8.84±0.71 7.33±0.25 4.35±0.19

 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)。Thefiguresaremean±standarderror,valueswithdifferent
superscriptletterswithinacolumnindicatessignificantdifferenceatP<0.05.

在体质量、体长、体高、头长、尾柄长和尾柄高的均值

上,双倍型D2均比其他双倍型高,双倍型D5均比

其他双倍型低。

3 讨 论

在草鱼EST-SNP库中查阅到柠檬酸合酶基因

的一个contig有4个SNP突变点,考虑到该基因的

突变很可能会影响草鱼机体能量代谢,进而可能对

草鱼生长性状存在影响,我们将该基因作为草鱼生

长性状的候选基因进行分析。根据EST库柠檬酸

合酶基因序列设计引物,采用PCR产物直接测序法

验证,发现预测的4个SNP突变点均不存在,但在

内含子10上新发现了2个SNP突变点(A-386G和

C-499G)。曹婷婷等[12]在草鱼EST-SNP库中对羧

肽酶A4基因预测的SNP位点进行验证,也均不存

在,而在内含子3上检测到2个SNP位点。李宏俊

等[13]对紫贻贝EST库中SNP进行验证,共设计30
对引物验证预计的SNP位点,结果表明20%没有

扩增出产物,33%没有预计的突变点,47%有预计的

突变点,可见EST库中获得的SNP假阳性相当高。
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分析造成EST库中SNP假阳性可能原因是:构建

cDNA文库时,各种反转录酶和DNA聚合酶会不

可避免地引入错配[14];EST测序往往只是进行单

次测序,而测序方法本身固有的局限性使得碱基间

测序正确率各不相同,可能对基于生物信息学的

SNP发掘造成干扰,因此,需要利用有效的判别标

准和算法以排除假阳性位点[15]。例如鲤EST-SNP
挖掘方法是严格设置 QualitySNP软件参数,筛选

的SNP假阳率才可大大降低[16]。
在生物体基因组中SNP标记分布广泛,根据它

们在基因组分布的位置可分为基因编码区SNP和

非编码区SNP[17-18]。基因编码区SNP在外显子上

的变异率为非编码区的1/5[18],研究结果表明,基因

编码区SNP突变对生物育种有重要意义,但有研究

证明非编码区的SNP突变对该基因的表达效应同

样有一定的影响[19],如Graessmann等[20]对单纯疱

疹病毒(HSV)tk编码区和SV40病毒T-抗原内含

子进行体外单一位点甲基化,结果均导致基因失活。
也就是说某些候选基因内含子的突变对生物的性状

也有一定的影响。本研究结果表明,草鱼柠檬酸合

酶基因内含子10上发现了2个突变点(A-386G和

C-499G),这2个突变点的不同基因型在体质量、体
长、体高、头长、尾柄长和尾柄高均有差异,但不存在

显著差异(P>0.05)。利用单个标记的基因型与性

状进行关联分析,往往存在位点信息模糊和不够精

确等问题[21],单倍型(haplotype)分析方法的出现很

好地 解 决 了 这 些 问 题。刘 福 平 等[22]从 罗 非 鱼

MC4R 基因中筛选到5个SNP突变点,经关联分析

表明与生长性状均不存在显著差异,但将这5个突

变点不同基因型组合成7种双倍型,双倍型D4和

D2均与其他双倍型有差异,属于负效双倍型。刘小

献等[23]从草鱼GSTR 基因上筛选到2个SNP位

点,将这2个位点组合成6种双倍型,双倍型D1个

体的体质量明显高于双倍型D3和D6。本试验将

A-386G和C-499G两个位点组成的5种双倍型进

行关联分析,在体质量、体长、头长、体高、尾柄长和

尾柄高方面,除了头长存在显著差异(P<0.05),双
倍型在其他性状上的均值均不存在显著差异,但双

倍型D6的均值均高于其他双倍型,说明双倍型D6
属于生长优势双倍型。分析频率小于3%的双倍型

D2和D5,显示在体质量、体长、头长、体高、头长、尾
柄长和尾柄高的均值上,双倍型D2均比其他双倍

型高,双倍型 D5均比其他双倍型低,推测双倍型

D2可能对草鱼的生长性状有正相关,而双倍型D5

对草鱼的生长性状有负相关,下一步工作要增加关

联的样本数,着重分析双倍型D2和D5的影响效

用,并期待其是一个比较好的用于选育生长快的草

鱼的有效候选标记。
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DetectionofSNPincitratesynthasegeneandassociationanalysiswith
growthtraitsingrasscarp(Ctenopharyngodonidellus)

FANJia-jia LIUXiao-xian BAIJun-jie YULing-yun

PearlRiverFisheriesResearchInstitute,CAFS/KeyLaboratoryofTropical&Subtropical
FisheryResourceApplication&Cultivation,MinistryofAgriculture,Guangzhou510380,China

Abstract Theenzymecitratesynthase(E.C.2.3.3.1)existsinnearlyalllivingcellsandstandsas
apace-makingenzymeinthefirststepofthetricarboxylicacidcycle(TAC).Citratesynthaseislocated
withineukaryoticcellsinthemitochondrialmatrix.Inthisstudy,genomicfragmentsofthecitratesyn-
thasegenewereamplifiedbasedonthesequencesofoneavailablecontigintheEST-SNPdatabaseof
grasscarp.TwoSNPsmutations,A-386GandC-499G,wereidentifiedaftersequencingthePCRprod-
ucts.ThetwoSNPswerelocatedinintrontenofthecitratesynthasegene.RegardingthetwoSNPs,the
genotypeandgenefrequencyof144grasscarpswerefurtherassayedwiththemethodofSnapshot.The
frequenciesofAA,AGandGGwere47.10%,38.41%and14.49%attheA-386Gsite,andCC,CGand
GGwere31.85%,46.67%and21.48%attheC-499Gsite,respectively.Thepolymorphicinformation
content(PIC)ofthetwoSNPsweremediumgeneticdiversity.Agenerallinearmodelwasusedforthe
correlationanalysisbetweenthecitratesynthasegeneSNPsandgrowthtraits(bodyweight,body
length,bodydepth,headlength,caudalpedunclelengthandcaudalpeduncledepth).Thedifferentgeno-
typesoftheA-386GandC-499Gsiteweredifferentbutnotsignificantlydifferentassociatedwiththesix
growthtraits(P>0.05).SevendiplotypesconsistedofthetwoSNPs(removeminorallelicfrequencies
lowerthan3%oftheD2andD5)wereusedtodothecorrelationanalysisbetweenthesixgrowthtraits.
Associationanalysisindicatedthatfive diplotypes were notsignificant different growth traits
(P>0.05),exceptforheadlength(P<0.05).ThediplotypesD6(A-386G/AGandC-499G/GG)had
themaximummeanofallgrowthtraits,suggestingthatD6belongstodominantgenotypes.Thesere-
sultsindicatethatthetwoSNPsofcitratesynthasegenecanbeusedasamolecularmarkerforgrowth
traitsselectivebreedingingrasscarp.

Keywords grasscarp;citratesynthasegene;singlenucleotidepolymorphism (SNP);growth
traits
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