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生长相关优势基因型在大口黑鲈‘优鲈１号’
选育世代中的聚合

徐　磊１，２，白俊杰１，李胜杰１，孙成飞１

（１中国水产科学研究院 珠江水产研究所／农业部热带亚热带水产资源利用与养殖重点实验室，
广东 广州 ５１０３８０；２上海海洋大学 水产与生命学院，上海 ２０１３０６）

摘要：【目的】以先前研究所获得的８个与大口黑鲈生长性状相关的分子标记为检测目标，分析其优势基因型在大
口黑鲈选育群体中的分布数量，探索生长相关分子标记应用于大口黑鲈基因聚合育种的潜在可行性．【方法】采用
ＳＴＲ基因分型技术对大口黑鲈‘优鲈１号’Ｆ２、Ｆ３、Ｆ５和Ｆ６选育群体的生长标记基因型进行检测，８个生长标记中
含有４个单核苷酸多态性位点（分别位于 ＩＧＦ－Ｉ、ＰＯＵ１Ｆ１、ＰＳＳⅢ和 ＭＳＴＮ基因上）和４个微卫星位点（分别是
ＪＺＬ６０、ＪＺＬ６７、ＭｉｓａＴｐｗ７６和ＭｉｓａＴｐｗ１１７）．【结果和结论】试验鱼所含优势基因型的数量为０～６个，Ｆ２、Ｆ３、Ｆ５和Ｆ６
选育群体中优势基因型的分子标记平均数量依次为２１２、２７０、２９０和３０８，呈现逐代递增趋势；优势基因型的分
子标记数量与大口黑鲈生长速度呈同步递增趋势，说明人工选育在一定程度上聚合了优势基因．
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　　分子标记辅助选择（Ｍａｒｋｅｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎ，
ＭＡＳ）是利用分子标记在基因水平上对选择个体进
行筛选，提高了选择育种的准确性与效率［１］．近年来
随着生物技术的快速发展，使基于分子标记的数量

性状位点（Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｔｒａｉｔｌｏｃｕｓ，ＱＴＬ）的分子标记
辅助育种技术成为现实．鱼类的生长性状属于数量
性状，是育种研究的一个重要指标，目前已经有研究

报道了与生长相关的各种类型分子标记，如：黑龙江

水产研究所对鲤鱼体长性状的研究发现有３个基因
位点 ＨＬＪ５３４、ＨＬＪ３７０、ＨＬＪ３１９可能与鲤鱼生长相
关［２］．珠江水产研究所对草鱼生长性状的研究发现
有１个生长性状的候选 ＳＮＰ标记［３］，有待于将分子

标记辅助育种在实践中实现应用．
基因聚合最早由Ｙａｄａｖ等［４］在研究芥菜抗病和

抗逆性状改良时提出，许多研究者尝试开展数量性

状的基因聚合研究，期望通过基因聚合技术加快育

种进程．对风湿性关节炎性状的研究中发现，与抗该
病相关的ＳＮＰ标记优势基因型聚合的人，患病几率
较低［５］．对鸡的肌内脂肪含量的性状研究发现，优势
基因型聚合个体的肌内脂肪含量明显较高［６］．于吉
英等［７］和李国辉等［８］对鸡产蛋以及 Ｌｉ等［９］对波尔

山羊产仔性状的研究中均发现优势基因型聚合对性

状改良有促进作用．目前关于生长相关基因聚合的
研究鲜见报道，在中国美利奴羊［１０］和淮猪［１１］的研究

中显示，与生长性状关联的优势基因型聚合程度越

高，性状表现越优良；孙效文等［１２］研究发现１０尾极
大个体中含有的生长相关优势基因型的数量要多于

１０尾极小个体．珠江水产研究所／农业部热带亚热带
水产资源利用与养殖重点实验室已经获得大口黑鲈

Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓｓａｌｍｏｉｄｅｓ８个生长相关分子标记，与生长
呈显著或极显著相关，其中 ４个单核苷酸多态性
（Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰｓ）位点分别位
于胰岛素样生长因子Ⅰ（Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ
Ⅰ）５′侧翼区域［１３］、垂体特异性转录因子（Ｐｉｔｕｉｔａｒｙ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ１）启动子、生长抑素前体
（Ｐｒｅｐｒｏｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ）启动子［１４］和肌肉生长抑制素

（Ｍｙｏｓｔａｔｉｎ）［１５］基因上，４个微卫星 ＤＮＡ位点分别为
ＪＺＬ６０、ＪＺＬ６７、ＭｉｓａＴｐｗ７６和 ＭｉｓａＴｐｗ１１７［１６］，有必要
探索它们的聚合效应，进而对其有更好的利用．

大口黑鲈自２０世纪８０年代被引入我国，已成

为主要的淡水经济养殖品种之一．针对大口黑鲈养
殖群体出现的种质退化问题［１７］，中国水产科学研究

院珠江水产研究所经多年选育，培育出生长性状改

良的优良养殖品种‘优鲈１号’，已通过全国水产原
种和良种审定委员会审定．‘优鲈１号’比普通养殖
大口黑鲈生长速度提高１７８％ ～２５３％［１８］．本研究
利用已经获得的８个大口黑鲈生长性状相关的分子
标记来分析大口黑鲈选育世代含有的优势基因型的

变化规律，研究结果可以为下一步生长性状相关标

记的聚合选育提供理论依据．

１　材料与方法
１．１　试验材料

大口黑鲈‘优鲈１号’是被审定的国家级养殖新
品种，试验所用的大口黑鲈选育鱼 Ｆ６取自珠江水产
研究所良种基地，Ｆ２、Ｆ３和 Ｆ５均来源于珠江水产研
究所，农业部热带亚热带水产资源利用与养殖重点

开放实验室已保存样本．从选育群体的 Ｆ２、Ｆ３、Ｆ５和
Ｆ６中各随机选择３０尾成鱼取尾鳍组织，提取样品基
因组ＤＮＡ（在连续选育过程中，前一世代群体为后一
世代群体的亲本）．各个位点 ＰＣＲ反应所用的引物
均为生工生物工程（上海）股份有限公司产品，并用

荧光进行标记（表１）．ＴＩＡＮａｍｐＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ为
天根生化科技（北京）有限公司产品．ＴａｑＤＮＡ聚合
酶，Ｂｕｆｆｅｒ和 ｄＮＴＰ为华美生物工程公司产品．限制
性内切酶ＴａｑＩ、ＢｓｒＢＩ和ＡｌｕＩ为Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司产品．
１．２　方法
１．２．１　基因组 ＤＮＡ的提取　按照天根生化科技
（北京）有限公司试剂盒说明书提取大口黑鲈鳍条组

织的总ＤＮＡ．８ｇ／Ｌ的琼脂糖凝胶电泳和分光光度计
检测ＤＮＡ质量和浓度，保存于－２０℃条件下备用．
１．２．２　ＰＣＲ扩增　在 ＰＣＲ扩增之前，引物用 ＦＡＭ、
ＲＯＸ或 ＨＥＸ荧光来进行标记．ＰＣＲ反应总体积为
２０μＬ，含有１０×Ｂｕｆｆｅｒ２０μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）
０８μＬ；ｄＮＴＰ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０４μＬ；上下游引物（２０
μｍｏｌ／Ｌ）各 ０４μＬ；基因组 ＤＮＡ（４０ｎｇ）１μＬ；
ｄｄＨ２Ｏ１５０μＬ，Ｔａｑ酶（上海申能博彩生物科技有
限公司）１Ｕ．ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性４ｍｉｎ；然
后９４℃变性３０ｓ，４８～６３℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０
ｓ，３２个循环；最后７２℃再延伸１０ｍｉｎ．
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表１　大口黑鲈生长性状相关分子标记引物信息　
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｏｆｇｒｏｗｔｈｒｅｌａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓｏｆｌａｒｇｅｍｏｕｔｈｂａｓｓ

引物 序列（５′→３′） 片段长度／ｂｐ
最适退火

温度／℃
荧光

ＭＳＴＮＣ１４５３ＴＦ ＣＡＡＡＧＧＡＡＴＡＧＴＣＴＧＣＣＴＣＡＴＡＴＣ
２２０ ５７ ＦＡＭＭＳＴＮＣ１４５４ＴＲ ＧＧＣＡＧＧＣＧＡＡＡＧＡＡＡＴＧＡＧＴＡ

ＭＳＴＮＴ＋３３ＣＦ ＧＣＣＴＡＴＣＡＧＴＧＴＧＧＧＡＣＡＴＴＡＡ
４１２ ５７ ＦＡＭＭＳＴＮＴ＋３４ＣＲ ＧＴＴＴＣＴＡＴＴＧＧＧＣＴＧＧＴＧＧＣＧＧ

ＩＧＦⅠ６３２Ｆ ＡＴＣＴＧＡＡＡＴＡＧＧＣＴＡＣＧＴＣ
２６０ ５５ ＨＥＸＩＧＦⅠ６３２Ｒ ＣＴＣＴＡＴＧＴＣＡＣＣＡＧＴＧＴＧＣ

ＰＳＳⅢ １０１Ｆ ＣＣＴＴＣＴＧＧＡＴＣＴＣＴＧＧＣＴＡＧ
１１８ ５３ ＨＥＸＰＳＳⅢ１０１Ｒ ＡＧＧＴＧＡＣＧＧＡＣＣＡＧＡＧＡＣＴＡＣ

ＰＯＵ１Ｆ１１８Ｆ ＧＡＴＡＡＡＧＴＡＡＧＡＣＴＡＡＡＣＡＣＡＡＧＣ
２１０ ５２ ＲＯＸＰＯＵ１Ｆ１１８Ｒ ＣＡＴＴＣＴＴＣＴＣＡＧＧＣＣＣＣＧＣＴ

ＪＺＬ６０Ｆ ＡＧＴＴＡＡＣＣＣＧＣＴＴＴＧＴＧＣＴＧ
２２７ ６０ ＦＡＭＪＺＬ６０Ｒ ＧＡＡＧＧＣＧＡＡＧＡＡＧＧＧＡＧＡＧＴ

ＪＺＬ６７Ｆ ＣＣＧＣＴＡＡＴＧＡＧＡＧＧＧＡＧＡＣＡ
２６６ ６０ ＨＥＸＪＺＬ６７Ｒ ＡＣＡＧＡＣＴＡＧＣＧＴＣＡＧＣＡＧＣＡ

ＭｉｓａＴｐｗ７６Ｆ ＡＣＡＣＡＧＴＧＴＣＡＧＴＴＣＴＧＣＡ
２６８ ４８ ＦＡＭＭｉｓａＴｐｗ７６Ｒ ＧＴＧＡＡＴＡＣＣＴＣＡＧＣＡＡＧＣＡＴ

ＭｉｓａＴｐｗ１１７Ｆ ＴＧＴＧＡＡＡＧＧＣＡＣＡＡＣＡＣＡＧＣＣＴＧＣ
２２０ ５５ ＨＥＸＭｉｓａＴｐｗ１１７Ｒ ＡＴＣＧＡＣＣＴＧＣＡＧＡＣＣＡＧＣＡＡＣＡＣＴ

１．２．３　扩增产物检测　短串联重复序列（Ｓｈｏｒｔｔａｎ
ｄｅｍｒｅｐｅａｔ，简称 ＳＴＲ）基因分型委托生工生物工程
（上海）股份有限公司完成，使用ＤＹＹ８型稳压稳流
电泳仪（上海琪特分析仪器有限公司）、凝胶成像系

统（ＧｅｎｅＧｅｎｉｕｓ公司）和３７３０ＸＬ测序列分析仪（美
国ＡＢＩ公司）进行ＳＴＲ序列分析，根据每个扩增条带
的相对分子质量的差异性，判断每尾鱼中各个位点

的基因型．其中４个微卫星位点和 ＩＧＦⅠ基因上片
段缺失的突变位点直接用ＳＴＲ基因分型技术分析基
因型，位于 ＰＯＵ１Ｆ１、ＰＳＳⅢ和 ＭＳＴＮ基因上的３个
ＳＮＰ位点分别需要经过限制性内切酶 ＴａｑⅠ、ＢｓｒＢⅠ
和ＡｌｕⅠ酶切后再使用ＳＴＲ基因分型．
１．２．４　统计指标　通过 ＳＴＲ基因分型技术确定每
个个体在各个位点的基因型，计算出每个世代选育

群体中每一个位点上的优势基因型的频率（ｘ）和各
个选育世代中优势基因型的平均数量和分布．各个
世代中优势基因型的数量计算公式：珋ｘ＝∑ｘｉｆｉ／∑ｆｉ．
式中，珋ｘ为８个优势基因型的平均数量；ｘｉ为第 ｉ个
优势基因型频率；ｆｉ为第ｉ个优势基因型所对应的大
口黑鲈检测数量．

２　结果
２．１　优势基因型的分子标记的检测

试验采用ＳＴＲ基因分型技术对大口黑鲈８个生
长相关分子标记进行检测，结果显示：随人工选育的

推进，Ｆ２、Ｆ３、Ｆ５和 Ｆ６中，只含有２个优势基因型的
分子标记的个体数量逐渐减少，而含有４个优势基
因型的分子标记的个体数量逐渐增多（表２）．在Ｆ２、
Ｆ３和Ｆ５中，每个优势基因型频率的分析结果显示，
除ＰＳＳⅢ和 ＰＯＵ１Ｆ１优势基因型的频率有波动之
外，其他优势基因型的频率是逐渐升高的（表３）．

表２　选育世代中不同优势基因型数量的样本分布
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｍｉｎａｎｔ

ｇｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆｅａｃｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ 尾

世代
优势基因型数量

０ １ ２ ３ ４ ５ ６
总计

Ｆ２ ０ ３ ２０ ６ １ ０ ０ ３０

Ｆ３ １ ４ １４ ９ ２ ０ ０ ３０

Ｆ５ ０ ４ １０ ９ ７ ０ ０ ３０

Ｆ６ ０ １ ９ １２ ５ ２ １ ３０

２．２　优势基因型在各个世代的数量及分布
根据大口黑鲈‘优鲈１号’Ｆ２、Ｆ３、Ｆ５和Ｆ６中各

个优势基因型的分布进行统计，得到每个世代中 ８
个优势基因型的平均数量．结果显示：‘优鲈 １号’
Ｆ２、Ｆ３、Ｆ５和Ｆ６选育群体中优势基因型的分子标记
平均数量依次为２１２、２７０、２９０和３０８，呈现逐代
递增趋势，说明人工选育使生长优势基因得到聚合，

随着‘优鲈１号’Ｆ２、Ｆ３、Ｆ５和 Ｆ６生长速度的提高，
生长优势标记的平均数量也同步递增．
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表３　 ‘优鲈１号’各世代中的优势基因型频率
Ｔａｂ．３　Ｔｈｅａｄｖａｎｔａｇｅｇｅｎｏｔｙｐｅ’ｓｆｒｅｑｕｅｎｃｙｉｎｅａｃｈｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｏｆ‘ＹｏｕｌｕＮｏ．１’

世代 ＭｉｓａＴｐｗ７６ ＭｉｓａＴｐｗ１１７ ＩＧＦⅠ ＰＳＳⅢ ＰＯＵ１Ｆ１ ＪＺＬ６７ ＭＳＴＮ ＪＺＬ６０
Ｆ２ ０．０００ ０．０４３ ０．０００ １．０００ ０．９００ ０．０３３ ０．０３８ ０．１４３
Ｆ３ ０．０６９ ０．３２１ ０．０６７ ０．８９７ １．０００ ０．１３３ ０．０７１ ０．１４３
Ｆ５ ０．１２０ ０．３５３ ０．１３３ ０．８６２ ０．８３３ ０．１８５ ０．２６７ ０．１４３
Ｆ６ ０．２００ ０．３００ ０．０６７ １．０００ ０．７７７ ０．１３３ ０．３３３ ０．２６７

３　讨论
３．１　各个优势基因型对生长贡献的差异分析

目前关于不同基因在基因聚合中贡献率的差异

报道仍然很少．本研究发现了在基因聚合中对大口
黑鲈生长的贡献率较大的生长相关优势基因型．对８
个生长相关优势基因型的研究结果显示：位于ＭＳＴＮ
基因上的ＳＮＰ位点和ＭｉｓａＴｐｗ７６位点上的优势基因
型出现的频率随着‘优鲈１号’生长速度的加快而逐
代增大，其余６个优势基因型频率在选育进程中有
时增加，有时减小或不变．Ｆ２到Ｆ３，位于ＰＳＳⅢ基因
上的ＳＮＰ位点和ＪＺＬ６０位点的优势基因型频率均未
增加，其余位点的优势基因型频率均有所增加；Ｆ３到
Ｆ５，除位于 ＰＳＳＩＩＩ基因和 ＰＯＵＩＦＩ基因上的 ＳＮＰ位
点与ＪＺＬ６０位点的优势基因型频率没有增加之外，
其余位点的优势基因型频率都增加；Ｆ５到 Ｆ６，位于
ＩＧＦＩ基因和ＰＯＵＩＦＩ基因上的ＳＮＰ位点以及ＭｉｓａＴ
ｐｗ１１７和ＪＺＬ６７位点的优势基因型频率都下降，其余
位点的优势基因型频率均增大．从 Ｆ２到 Ｆ６，８个标
记中，只有 ＭｉｓａＴｐｗ７６和位于 ＭＳＴＮ基因的 ＳＮＰ位
点的优势基因型频率是逐渐上升的，推测这２个标
记对生长性状的作用效果比较明显．珠江水产研究
所／农业部热带亚热带水产资源利用与养殖重点开
放实验室之前的研究结果表明：ＭｉｓａＴｐｗ７６位点和位
于ＭＳＴＮ基因上的优势基因型的个体分别比其他基
因 型 的 个 体 平 均 体 质 量 高 ４６１８％［１６］ 和

５３２４％［１５］，其余６个标记中优势基因型群体比自身
位点的其他基因型群体的体质量高 １６８６％ ～
３５８４％［１３１４，１６］，本研究获得的结果与之基本相符．
利用 ８个生长标记来辅助亲鱼挑选时，位于基因
ＭＳＴＮ上的ＳＮＰ和 ＭｉｓａＴｐｗ７６位点的优势基因型会
比其余６个分子标记具有更好的选择效果，应作为
今后亲鱼筛选的主要标记，用于大口黑鲈生长性状

改良．
３．２　人工选育对优势基因型数量变化的影响

目前，生长性状与生长相关基因聚合的研究大

多利用的是２个或３个位点，本文对生长性状与多
个生长相关优势基因型间的联系进行探索，试验结

果显示：大口黑鲈‘优鲈１号’随着选育世代的累进，
优势基因型的平均数量也逐代递增，这种现象与生

长速度逐代提高的现象是吻合的，说明传统的以形

态和体质量为指标的选育也使优势基因型得到聚

合．本研究发现优势基因型的数量从Ｆ２到Ｆ３、Ｆ３到
Ｆ５、Ｆ５到 Ｆ６（Ｆ４保留样品不足，本试验未对其进行
分析）的增加幅度依次为：０５８、０２０和０１８，增幅
逐渐减小，这与选育群体目标性状逐渐趋向稳定的

观测结果相一致．理论上讲，人工选择育种是把某些
性状逐渐选留下来，使性状相关的基因型频率增加，

随着选育世代的累进，基因的纯合率就会上升，选择

的有效度就会下降，对表型和基因型频率的改变幅

度都会有所降低［１９］，所以优势基因型的数量增幅就

会降低．李爱民等［２０］对鲁西牛ＡＮＧＰＴＬ６基因的３个
生长相关位点的研究发现，优势基因型数量的增加

与生长性状改良是同步的，可以应用于鲁西牛的分

子育种实践．赵广泰等［２１］对大黄鱼选育世代的研究

发现，有２个位点的基因频率随着选育世代的发展
呈现有规律的增加，推测这２个位点可能与选育性
状存在相关性．本研究也发现，‘优鲈１号’随着选育
世代的累进，优势基因型的平均数量是逐渐增加的，

推测本研究所选的８个优势基因型在大口黑鲈中所
含的数量多少可能与其生长快慢存在相关性．
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