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摘要: bmi1b 基因作为转录抑制因子, 在维持多种干细胞的自我更新和增殖活性方面起重要作用。本研究对鳙

(Hypophthalmichthys nobilis) bmi1b 基因进行了单核苷酸多态性发掘及其与生长和体型性状的关联性分析。鳙 bmi1b

全长 5800 bp, 包含 9 个外显子、8 个内含子, 其氨基酸序列在进化上较为保守。bmi1b 在鳙下丘脑和肝脏中的表达

量较高, 胚胎发育阶段从未受精卵至囊胚期都有极高的表达, 原肠期后表达量显著降低, 具有母源基因的表达特

征。采用 PCR 扩增产物直接测序的方法, 在鳙 bmi1b 3′ UTR 获得 2 个 SNPs g.5224 T>A 和 g.5550 C>T。利用来源

于 1 个鳙混合群体的 169 尾鱼进行 SNP 基因分型及其与生长和体型性状的相关性分析, 结果表明: g.5224 T>A 与

体重和头高呈显著相关(P<0.05), 与体高和头长呈极显著相关(P<0.01); g.5550 C>T 与体重和体型性状的相关性未

达到显著水平。2 个 SNP 位点等位基因间的组合分析显示, 双倍型 D2 (AT CC)为优势基因型组合, 其体重和体型

性状的平均值显著高于其他双倍型。这些结果为进一步研究鱼类 bmi1b 基因的功能提供了参考; 同时鳙 bmi1b 基

因 SNP 标记在生长和体型性状的分子育种研究中也具有良好的应用潜力。 
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B 细胞莫洛尼(氏)鼠白血病病毒插入位点 1 

(B-cell-specific Moloney murine leukemia virus 

insertion site 1, BMI1)是 PRC1 (polycomb repres-

sive complex 1)的家族成员, 是一种必不可少的

转录抑制因子, 具有调控正常和癌症干细胞的细

胞周期和自我更新的功能[1-3]。在 bmi1 的 N 端有

一个环指结构域, 通过这种环指结构, bmi1 在细

胞增殖和抑制蛋白表达中发挥着关键作用 [4-5]。 

bmi1 与 c-Myc 的共同作用在肿瘤发生中也发挥了

重要作用[6]。Chen 等[7]发现间充质干细胞(MSCs)

中 bmi1 通过失活 p16/p19 信号通路和抑制氧化应

激过表达, 从而发挥抗衰老和抗骨质疏松作用。

Lessard等[8]的研究表明, 缺乏 bmi1 的白血病干细

胞和组细胞的增殖潜能受到损害。基于全基因组 

加倍事件, bmi1 在鱼类中有两个同源基因: bmi1a

和 bmi1b。bmi1b 基因在斑马鱼(Danio rerio)[9]、

斑点叉尾鮰(Ictalurus punctatus) [10]和墨西哥丽脂

鲤(Astyanax mexicanus) [11]等鱼类中有研究报道, 

而其他鱼类中未见报道。 

分子标记辅助育种(molecular marker-assisted 

breeding, MAS)是利用与性状紧密相关的分子标

记对具有目标性状的个体进行直接选择育种的技

术[12-13], 有多种方法能够获得性状相关的基因和

分子标记, 候选基因法(candidate gene approach)

是其中之一[13]。单核苷酸多态性(single nucleotide 

polymorphism, SNP)作为第 3 代遗传标记, 具有位

点数量多、分布广和遗传多样性高等优点, 是目

前最主流的 DNA 分子遗传标记, 也是候选基因 
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法中使用最为广泛的基因分子遗传标记[14]。冯贺

等[15]研究发现, 延边黄牛 ASB12 基因 2 个突变位

点的不同基因型与体高、体斜长差异显著(P<0.05)。

谢海强[16]在山羊 STAT5A 基因内含子检测到 1 个

SNP 位点 G127A, 该位点与山羊体重、体斜长、

管围和胸围显著相关。候选基因法在鱼类中也有

大量的应用, 例如曹婷婷等[17]草鱼羧肽酶 A1 基

因(CPA1)部分片段上筛到的 2 个 SNP 位点中 , 

C+36A 位点不同基因型在体重、眼间距均值上存

在显著差异。Wang 等[18]发现载脂蛋白 ApoA-Ib

基因的 2 个 SNPs 对鳙(Hypophthalmichthys nobilis)

的体重、体长等生长性状均有显著影响。Liu 等[19]

在鳙生长 QTL 分析中定位到 TP53BP2 基因以后, 

进一步发现该基因外显子中的 1 个 SNP 与鳙的体

重(BW)显著相关, 也与体长(BL)、体高(BH)和头

长(HL)显著相关(P<0.05)。 
鳙是我国及部分亚洲国家最重要的水产养殖

鱼类之一。由于长期的人工繁殖和种质资源管理

欠规范等原因, 导致鳙等大宗鱼类的生长和体型

性状有所退化, 迫切需要开展经济性状的遗传改

良。本研究以 bmi1b 基因作为候选基因, 从鳙基

因组中获取基因全长序列, 采用直接测序法检测

该基因序列中的单核苷酸突变位点 , 旨在研究

bmi1b SNP 与鳙生长或体型性状的相关性, 探究

该基因在这些经济性状中可能的遗传调控作用和

分子育种潜力。本研究旨在为鳙生长和体型性状

的分子标记辅助育种研究提供候选基因和分子标

记资源。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集与处理 

用于 bmi1 基因 SNP 位点筛查的 10 尾鳙分别

来源于长江流域的石首、木洞、巫山、云阳、忠

县、秭归、仙桃、洪湖、洞庭湖、武汉。用于生

长和体型性状相关性分析的鳙样品, 采自武汉市

涨渡湖渔场, 选择同批繁育的混合家系子代以及

在标准池塘养殖条件(24~30 , pH 6℃ ~9)下同塘

饲养 6 个月的鳙群体样本 169 尾(平均体重 120 g

左右), 测定其体长(BL)、头长(HL)、头高(HH)、

头 宽 (HW) 、 体 重 (BW) 、 体 高 (BH) 和 头 体 比

(HL/BL), 并剪取尾鳍置于无水酒精中, –20 ℃保

存备用。 

用于实时荧光定量表达分析的鳙亚成鱼、成

鱼和各发育阶段的胚胎或鱼。鱼样本取自武汉市

涨渡湖渔场。胚胎和鱼苗样本包括未受精卵、多

细胞期、囊胚期、原肠期、神经胚期、体节出现

期、肌肉效应期、出膜当天、出膜 1 d、出膜 5 d、

出膜 20 d 和养殖 6 个月。选择 3 尾体重 1500 g

左右的鳙健康个体, 麻醉后解剖取脑、下丘脑、

垂体、心脏、肝、脾、肾、皮肤、肌肉和肠共 10

个组织样品保存于液氮, 随后转移至–80 ℃冰箱

保存备用。 

1.2  基因组 DNA 和总 RNA 提取 

基因组 DNA 提取采用经典的苯酚-氯仿抽[20]

提法, 用 1%琼脂糖凝胶电泳(1×TBE 5 V/cm)检测

所提取的 DNA 质量, 取 1 μL 在 NanoDrop 2000

微量分光光度计上测定 DNA 浓度和纯度。将 DNA

样品浓度稀释至 30 ng/μL 工作液于–20 ℃保存。 

使用 Trizol Reagent 进行胚胎、鱼苗及成鱼组

织总 RNA 提取, 利用 1%琼脂糖凝胶电泳检测

RNA 质量, 在 NanoDrop 2000 微量分光光度计上

测定总 RNA 浓度和 OD260/OD280 比值后, 保存于

–80 ℃备用。 

1.3  序列分析 

在鳙基因组[21]中查找获得 bmi1a 和 bmi1b 基

因全长和 cDNA 序列。从 GenBank 查询下载哺乳

动物 bmi1 基因序列以及硬骨鱼类 bmi1a 和 bmi1b

基因序列。通过 NCBI 网站 ORF Finder (http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/)获得 bmi1b 开

放阅读框(open reading frame, ORF)。利用 NCBI

网站 (http://blast.Ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)进行氨

基酸预测。利用 ProtParam 程序(http://web.expasy. 

org/protparam/)预测编码蛋白的理化性质。用

SingalP程序(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)

预测蛋白信号肽。通过 TMHMM Server v.2.0 程序

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) 分析蛋

白的跨膜结构。使用 Pfam 程序(http://pfam.xfam. 

org/search)预测蛋白结构域。使用 SWISS-MODEL

网站(https://swissmodel.expasy.org/)预测蛋白二级

结构。使用ESPript程序(http://espript.ibcp.fr/ESPript/ 
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cgi-bin/ESPript.cgi)进行序列多重比对分析 , 以

MEGA 4.0 软件和邻接法 [22] (neighbor-joining 

method, NJ)构建系统发育树。 

1.4  荧光定量 RT-PCR 

将提取的总 RNA 稀释至 500 ng/μL, 使用

M-MLV 第一链 cDNA 合成试剂盒(Illumina, 美国)

反转录合成 cDNA 第一链, 于–20 ℃保存备用。将

鳙胚胎、鱼苗和成鱼各组织 cDNA 稀释 3 倍作为

模板。设计 1 对鳙 bmi1b 引物和 1 对鳙 β-actin 引

物用于荧光定量 RT-PCR。将下丘脑第一链 cDNA

进行 10 倍梯度稀释, 制作各 RT-PCR 引物的标准

曲线 , 并计算它们的扩增效率 , 扩增效率大于

0.95 且无非特异性扩增产物的引物将用于下一步

定量分析。定量 RT-PCR 反应体系如下: 总体积

12 μL, 包括: 6 μL Power SYBR Green PCR Master 

Mix、0.25 μL 的上下游引物、1.5 μL cDNA。在

ABI StepOneTM Real-Time PCR System 上进行定

量 RT-PCR 反应 , 反应程序如下 : 95 ℃预变性

10 min; 95 ℃变性 15 s, 57 ℃退火和延伸 1 min, 40

次循环; 并绘制熔解曲线。各组织的表达分析设

计 3个生物学重复, 每个样品的定量RT-PCR反应

设计 3 个操作重复。依据 2–ΔΔCT 法计算每个基因

相对于内参基因 β-actin的相对表达量[23]。用 SPSS 

22.0 软件分析表达差异水平。 

1.5  bmi1b 基因引物设计及 SNP 位点的筛选 

使用 NCBI 网站的 Blast 比对查找获得的

bmi1b 基因序列。利用 Primer premier 5.0 软件对

外显子和 UTR 区设计 PCR 扩增引物(表 1), 扩增

来自不同地区的 10 个鳙样本的基因组 DNA, PCR

反应总体积为 25 μL: 含有 1.5 μL DNA 模板, 2.5 μL 

10×PCR Buffer, 0.75 μL rTaq 酶(TaKaRa, 日本), 

0.8 μL 4×dNTP, 0.8 μL 的正向和反向引物混合物

(各 2.5 μmol/L), 最后加入适量灭菌超纯水至

25 μL。反应条件除退火温度有所差异外, 其他条

件均为: 95 ℃变性 5 min; 随后 38 个循环, 每个循

环包括 95 ℃变性 30 s, 退火 30 s, 72 ℃延伸 15 s; 

最后 72 ℃延伸 10 min。PCR 扩增产物先于 1 %的

琼脂糖凝胶中进行电泳检测, 紫外凝胶成像仪观

察为单一条带后, 把扩增产物送北京奥科鼎盛生

物科技有限公司进行纯化和测序。用 Clustalx 软

件对来源于不同水系的 10 尾鳙个体的测序结果

进行比对,以最小频率等位基因出现率大于 30%

的单核苷酸变异位点, 作为本研究后续分析的候

选 SNP 位点。 

1.6  SNP 位点的分型 

SNP 分型采用直接测序法。将所获 bmi1b 基

因序列片段上的候选 SNP 位点, 以 169 尾鳙群体

样本的 DNA 为模板进行 PCR 扩增, 扩增产物送 

 
表 1  鳙 bmi1b 基因扩增和所用引物 

Tab. 1  Primers used for bmi1b gene amplification and genotyping in Hypophthalmichthys nobilis 

引物名称 primer name 引物序列(5′−3′) primer sequence (5′−3′) 温度/℃ Tm 用途 usage 

Hynbmi1b-1F TTCGCACTGAACCATC 50 扩增 5′ UTR 区 

Hynbmi1b-1R CGTGACTCCGCTCTT   

Hynbmi1b-2F AGTGCGAGTTGACCATCTAA 52 扩增 1、2、3 外显子 

Hynbmi1b-2R ACTTACTTTTGAACAGACCAGG   

Hynbmi1b-3F GATGAAACGAAGGAGGGATT 52 扩增 4、5、6 外显子 

Hynbmi1b-3R GGCATTGTAAGTACCGCTTTA   

Hynbmi1b-4F GAAAGTCATGTAAAAGTAGTAGGCT 52 扩增 7、8、9 外显子 

Hynbmi1b-4R GAGACTGGACAGGGGTGC   

Hynbmi1b-5F ATTGAAGTTATGTATGAAGATGAGC 50 扩增 3′ UTR 区 

Hynbmi1b-5R GCACATTTCAGCCGAATA   

Hynbmi1b-qPCR-F TCATTGACGCGACCACCAT 57 qRT-PCR 

Hynbmi1b-qPCR-R CCGCATAAAAATCCCTCCTTC   

Hynβ-actin-qPCR-F TATCCTATTGAGCACGGTATTG 57 qRT-PCR 

Hynβ-actin-qPCR-R CCTGTTGGCTTTGGGATTC   
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北京奥科鼎盛生物科技有限公司纯化和测序。利

用 Finch TV软件对测序结果进行等位基因和基因

型分型, 辅以必要的人工核对和校正。 

1.7  数据统计与分析 

实验数据采用平均值±标准差表示。利用

SPSS 22.0 软件进行混合群体中 bmi1b SNP 位点

不同基因型与体重、体长、头长、头高、头宽、

头体比和体高等 7 个生长和体型性状的关联分

析。首先对数据进行单因素方差分析, 若组间有

显著差异, 再进行 Duncan’s 多重比较分析。P< 

0.05 时被认为差异性显著, P<0.01 时被认为差异

性极显著, P>0.05 时没有差异。 

2  结果与分析 

2.1  鳙 bmi1b 基因结构与序列变异 

通过 BLST 对基因组 DNA 与 cDNA 序列进行

比对分析, 得到鳙 bmi1b 基因的结构(图 1)。bmi1b

基因全长 5800 bp, 包含 9 个外显子和 8 个内含子, 

9 个外显子的长度分别为 118 bp、102 bp、60 bp、

51 bp、111 bp、51 bp、101 bp、87 bp、331 bp; 外

显子与内含子的剪接符合 GT-AG 规则。bmi1b 

cDNA 全长 1732  bp, 包括 1 个 983 bp 的开放阅

读框(ORF)、346 bp 的 5′ UTR 和 1 个 403 bp 的 3′ 

UTR。 

经 ORF 预测结果显示, bmi1b 基因编码 326

个氨基酸(图 2)。蛋白结构和特性预测显示 Bmi1b

为非跨膜蛋白 , 该蛋白为不稳定的亲水性蛋白 , 

但未找到信号肽结构。该蛋白在 20~58 位氨基酸

为 RING 结构域, 该结构域为指形结构域, 参与

介导蛋白间相互作用。在 162~226 位氨基酸为

RAWUL 结构域, 该结构域位于多梳状环指蛋白

C 端, 是泛素结构域。由于公共数据库中 bmi1b

基因和 Bmi1b 蛋白的研究报道还较少, SWISS- 

MODEL 网站仅能预测 Bmi1b 蛋白的 123~232 位

氨基酸二级结构, 目前尚不能获得该蛋白完整的

功能结构域空间信息。 

从鳙基因组序列中调取 bmi1a 和 bmi1b 的氨

基酸序列, 其中 bmi1a 基因编码 323个氨基酸, 将

这两个氨基酸序列与脊椎动物 bmi1、bmi1a 和

bmi1b 基因编码(表 2)的氨基酸序列构建系统进化

树(图 3), 对该进化树的拓扑结构进行了自展检验

(boostrap), 重复 1000 次。结果表明, 在系统进化

树上鳙 bmi1a、bmi1b 各自聚为一支, 分别与金线

鲃属鱼类的 bmi1a、bmi1b 亲缘关系最近。 

2.2  鳙 bmi1b 时空表达分析 

利用实时荧光定量 RT-qPCR, 对鳙胚胎发育

期和幼鱼期样本以及成鱼不同器官组织样本进行

bmi1b 的时空表达分析。结果表明, bmi1b 在鳙的

胚胎发育各时期中, 未受精卵、多细胞期和囊胚

期的表达量显著高于其他时期(P<0.05), 其中多

细胞期的相对表达量是肌肉效应期的 30 倍。原肠

期后表达量趋于稳定。bmi1b 基因在鳙成鱼的各

组织中均有表达, 其中下丘脑的表达量最高, 脑、

垂体和肝也有较高的表达 , 脾和肠的表达量最

低。图 4 和图 5 分别显示的是采用 RT-qPCR 检测

鳙 bmi1b 的时间和空间表达模式。 

2.3  鳙 bmi1b 基因 SNP 位点与生长性状的关联

性分析 

通过 NCBI 上 BLAST 功能对测序结果进行比

对分析, 确认本研究所获得的序列是鳙 bmi1b 基

因片段。通过直接测序法, 在长度为 1732 bp 的鳙

bmi1b 基因 DNA 中共获得 6 个 SNP 位点, 分别是

位于第 4 内含子的 g.4045 C>T, 位于第 5 内含子

的 g.4230 C>T、g.4278 G>A 和 g.4316 C>T, 位于

3′ UTR 的 g.5224 T>A 以及 g.5550 C>T。根据同

一位点不同碱基出现比例大于 30%作为有效 SNP 

 

 
 

图 1  鳙 bmi1b 基因结构示意图 

左箭头表示 5′非翻译区, 黑色矩形表示外显子, 直线表示内含子, 右箭头表示 3′非翻译区. 

Fig. 1  Structure of Hypophthalmichthys nobilis bmi1b gene 
Left arrow represents 5′ UTR; black rectangle represents exon; straight line represents intron, and right arrow represents 3′ UTR. 
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图 2  鳙 bmi1b 与其他硬骨鱼类 bmi1b 之间的同源比对 

Hyn–鳙; Pip–黑头软口鲦; Dr–斑马鱼; Caa–鲫; Cm–大盖巨脂鲤; Ip–斑点叉尾鮰.  

预测的 RING 结构域和 RAWUL 结构域显示在氨基酸序列的上方. 

Fig. 2  Comparison of deduced amino acid sequence of Hypophthalmichthys nobilis bmi1b with  
its homologues from other species of osteichthyes 

Hyn–Hypophthalmichthys nobilis; Pip–Pimephales promelas; Dr–Danio rerio; Caa–Carassius auratus; Cm–Colossoma macropomum; 
Ip–Ictalurus punctatus. The putative RING domain and RAWUL domains are shown above the amino acid sequences. 

 

表 2  用于构建 NJ 树的物种及氨基酸序列号 

Tab. 2  Species and amino acid sequences used for NJ tree construction 

基因名称 
gene 
name 

物种  
species 

GenBank 登录号
GenBank  

accession No.

基因名称
gene 
name

物种  
species 

GenBank 登录号
GenBank  

accession No. 

bmi1 鸡 Gallus gallus AY616032.1 bmi1b 斑马鱼 Danio rerio NM_001080751.1

bmi1 人 Homo sapiens NM_005180.9 bmi1b 大西洋鲱 Clupea harengus XM_012827972.3

bmi1 小鼠 Mus musculus NM_007552.4 bmi1b 美洲鲥 Alosa sapidissima XM_042073102.1

bmi1 野猪 Sus scrofa NM_001285971.1 bmi1b 黑头软口鲦 Pimephales promelas XM_039677706.1

bmi1 狼 Canis lupus NM_001287063.1 bmi1b 纳氏锯脂鲤 Pygocentrus nattereri XM_017725252.2

bmi1a 鲤 Cyprinus carpio XP_042570836.1 bmi1b 大盖巨脂鲤 Colossoma macropomum XM_036556691.1

bmi1a 大西洋鲱 Clupea harengus XP_012688726.2 bmi1b 电鳗 Electrophorus electricus XM_027017021.2

bmi1a 斑马鱼 Danio rerio NP_919347.1 bmi1b 巴丁鱼 Pangasianodon hypophthalmus XM_026940823.2

bmi1a 虹鳟 Oncorhynchus mykiss XP_036790978.1 bmi1b 白斑狗鱼 Esox lucius XM_010895367.4

bmi1a 大盖巨脂鲤 Colossoma macropomum XP_036414372.1 bmi1b 斑点叉尾鮰 Ictalurus punctatus XP_017351863.1

bmi1a 斑点叉尾鮰 Ictalurus punctatus XP_017309396.1 bmi1b 墨西哥丽脂鲤 Astyanax mexicanus XP_007236127.1

bmi1a 尖吻鲈 Lates calcarifer XP_018557543.1 bmi1b 遮目鱼 Chanos chanos XP_030631562.1

bmi1a 黄颡鱼 Tachysurus fulvidraco XP_027032564.1 bmi1b 鲱 Denticeps clupeoides XP_028832128.1

bmi1a 鲫 Carassius auratus XP_026056777.1 bmi1b 黄颡鱼 Tachysurus fulvidraco XP_026998707.1

bmi1a 金线鲃 Sinocyclocheilus grahami XP_016140926.1 bmi1b 鲫 Carassius auratus XP_026062350.1

bmi1a 鲤 Cyprinus carpio XP_042570836.1 bmi1b 安水金线鲃 Sinocyclocheilus anshuiensis XP_016342859.1

bmi1a 尼罗罗非鱼 Oreochromis niloticus XP_013125824.2 bmi1b 金线鲃 Sinocyclocheilus grahami XP_016127874.1

bmi1a 墨西哥丽脂鲤 Astyanax mexicanus XP_007254844.2    
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图 3  基于 Bmi1 氨基酸序列的脊椎动物系统进化树 

Fig. 3  Phylogenetic tree for selected species of vertebrates based on amino acid sequences of Bmi1 
 

 
 

图 4  鳙 bmi1b 在生长发育阶段的相对表达水平 

1. 未受精卵; 2. 多细胞期; 3. 囊胚期; 4. 原肠期; 5. 神经胚

期; 6. 体节出现期; 7. 肌肉效应期; 8. 出膜当天; 9. 出膜 1 d;  

10. 出膜 5 d; 11. 出膜 20 d; 12. 6 月龄亚成鱼.  

柱上不同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Relative expression levels of bmi1b in growth and 
development stages of Hypophthalmichthys nobilis 

1. unfertilized egg; 2. multi-cell; 3. blastula; 4. gastrula;  
5. nerve embryonic; 6. somite; 7. muscular effect; 8. newly 

hatched larvae; 9. larvae of 1 day post-hatch (1dph); 10. 5 dph; 
11. 20 dph; 12. 6 mouths. Values with different  

letters mean significant difference (P<0.05). 

 
 

图 5  鳙 bmi1b 在不同成鱼组织中的相对表达水平 

1. 脑; 2. 垂体; 3. 下丘脑; 4. 心脏; 5. 肝; 6. 脾; 7. 肾; 8. 肌

肉; 9. 肠; 10. 皮肤. 柱上不同字母表示差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  Relative expression levels of Hypophthalmichthys 
nobilis bmi1b in different tissues 

1. brain; 2. hypophysis; 3. hypothalamus; 4. heart; 5. liver;  
6. spleen; 7. kidney; 8. muscle; 9. intestines; 10. skin. Values 

with different letters mean significant difference (P<0.05). 
 

的原则, 从上述单核苷酸多态性位点中共筛选出

2个有效SNP位点(g.5224 T>A和 g.5550 C>T), 其
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突变类型和在群体中能够检测到的基因型如图 6

和图 7 所示。 

在 169 尾鳙群体样品中进行 g.5224 T>A 和

g.5550 C>T 位点的基因分型, g.5224 T>A 位点只

检测到两种基因型(AT/AA), AT 基因型占比相对

较高(53.3%), 等位基因 A 频率明显高于等位基因

T。g.5550 C>T 位点同样也只检测到两种基因型

(TC/CC), CC 基因型出现频率明显高于 TC, 等位

基因频率 C 是 T 的 4 倍以上(表 3)。 

利用 SPSS 软件进行的 SNP 变异与鳙生长和

体型性状的关联性分析结果显示, g.5224T>A 位

点的不同基因型与头长呈显著相关(P<0.05),与头

高和体高呈极显著相关(P<0.01); 其中 AT 基因型

在体长、体重、头长等指标上都高于 AA 型(表 4)。

统计结果显示, g.5550 C>T 位点与各个生长和体型

性状指标之间的相关性都没有达到显著相关水平。 
 

  

图 6  鳙 bmi1b g.5224 T>A 位点测序峰图 

Fig. 6  DNA sequencing chromatograms of bmi1b g.5224 
T>A site in Hypophthalmichthys nobilis 

图 7  鳙 bmi1b g.5550 C>T 位点测序峰图 

Fig. 7  DNA sequencing chromatograms of bmi1b g.5550 
C>T site in Hypophthalmichthys nobilis 

 

表 3  鳙 bmi1b 单核苷酸多态性位点在群体中的基因型分布 

Tab. 3  Distribution of the genotypes of bmi1b SNPs in Hypophthalmichthys nobilis population 

位点 site 样品数 number 基因型频率/% ratio of different genotypes 等位基因频率/% ratio of different alleles 

g.5224 T>A AA/46.7 AT/53.3 A/73.4 T/26.6 

g.5550 C>T 
169 

CC/72.2 TC/27.8 C/86.1 T/13.9 

 

g.5224 T>A 和 g.5550 C>T 之间的组合基因型

分析表明, 两个 SNP 位点可以组成 4 种双倍型。

双倍型与鳙群体中的 169 尾个体的生长和体型性

状进行关联性分析, 子代数目较多的双倍型统计

结果见表 5。在体重、头宽和头体比这 3 个指标

上, 双倍型 D1 与 D2 呈显著相关(P<0.05); 在体

高、头长和头高指标上, 双倍型 D1 与 D2 呈极显

著相关(P<0.01)。其中, 双倍型 D2 的绝大多数生

长和体型性状指标的均值皆高于其他双倍型, 是

群体中的优势组合基因型。由于 D4 双倍型只有 1

尾鱼, 无法对该双倍型与生长或体型指标的关联

性进行统计学分析。 

3  讨论 

3.1  鳙 bmi1b 基因结构与功能 

鳙 bmi1b 基因开放阅读框为 983 bp, 由 9 个

外显子和 8 个内含子组成。5′ UTR 为 346 bp、3′ 

UTR 为 403 bp。与其他硬骨鱼类氨基酸序列比对

结果显示, 鳙 bmi1 基因高度保守(图 2)。在进化

上, bmi1 在鱼类中包含 bmi1a 和 bmi1b 两种亚型

(图 3), 这与鱼类在进化上发生第 3 次全基因组加

倍的事件相吻合[24]。 
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表 4  鳙 bmi1b 2 个 SNPs 基因型与生长和体型性状的关联性 

Tab. 4  Association of genotypes of bmi1b two SNPs with growth and body type traits in Hypophthalmichthys nobilis 

g.5224 T>A g.5550 C>T 
          项目 item 

AT AA CC TC 

体重/kg body weight 0.127±0.015a 0.121±0.015b 0.124±0.01 0.126±0.02 

体长/cm body length 17.73±0.66 17.52±0.73 17.61±0.69 17.69±0.72 

体高/cm body height 5.19±0.25A 5.06±0.24B 5.12±0.24 5.17±0.27 

头长/cm head length 6.50±0.30A 6.38±0.29B 6.44±0.30 6.47±0.32 

头高/mm head height 47.05±2.34a 46.00±2.18b 46.40±2.23 46.97±2.52 

头宽/mm head width 31.15±2.01 30.51±1.86 30.82±1.89 30.94±2.16 

头体比 head length/body length 0.367±0.009 0.364±0.008 0.366±0.008 0.366±0.010 

注: 不同小写字母之间显示显著差异(P<0.05); 不同大写字母之间显示极显著差异(P<0.01); 相同的字母之间显示没有显著差异. 

Note: Different superscript letters within a column means significant difference (P<0.05), and different superscript capital letters within a 
column means extremely significant difference (P<0.01). The same superscript letters within a column means no significant difference. 

 
表 5  鳙 bmi1b g.5224 T>A 和 g.5550 C>T 双倍型与生长和体型性状的关联性 

Tab. 5  Association of diplotypes of bmi1b g.5224 T>A and g.5550 C>T with growth and  
body type traits in Hypophthalmichthys nobilis 

双倍型 diplotype 

D1 D2 D3 D4          项目 item 

AA  CC AT  CC AT  TC AA  TC 

频率/% frequency 46.15 26.04 27.22 0.59 

体重/kg body weight 0.122±0.015b 0.128±0.013a 0.126±0.016 0.118 

体长/cm body length 17.53±0.73 17.76±0.60 17.70±0.72 17.30 

体高/cm body height 5.07±0.24B 5.21±0.23A 5.18±0.28 4.90 

头长/cm head length 6.39±0.29B 6.53±0.28A 6.48±0.32 6.20 

头高/mm head height 45.99±2.20B 47.13±2.13A 46.97±2.55 47.01 

头宽/mm head width 30.51±1.88b 31.37±1.81a 30.94±2.19 30.86 

头体比 head length/body length 0.364±0.008b 0.368±0.009a 0.366±0.010 0.358 

注 : 不同小写字母之间显示显著差异 (P<0.05); 不同大写字母之间显示极显著差异 (P<0.01); 相同的字母之间显示没有显著差异 . 

D1–D4: 分别表示鳙的 4 种双倍型. 

Note: Different superscript letters within a column means significant difference (P<0.05), and different superscript capital letters within a 
column means extremely significant difference (P<0.01). The same superscript letters within a column means no significant difference. 
D1–D4: four different diploid types, respectively. 

 
由于鳙 bmi1b 基因未预测到跨膜结构域及信

号肽, 因此推测 bmi1b 为非跨膜蛋白。通过结构

域预测可知, 鳙 bmi1b 基因编码的蛋白主要包括

RING 结构域和 RAWUL 结构域 2 个蛋白结构域。

含 RING 结构域的蛋白质最早发现于 1991 年[25]。

随后大量含有 RING finger 结构域的蛋白质被发

现, 他们的功能主要为介导蛋白质之间的相互作

用以及蛋白质的降解 [26]。RAWUL 结构域是于

2008 年由 Luis 等[27]发现的 PRC1 环指蛋白中一个

新的泛素样结构域。在 PRC1 复合体中, Ring1 和

Bmi1 通过 N 端环指结构域相互作用, 而 RAWUL

结构域与其他 PRC1 核心蛋白相互作用, 形成功

能不同的 PRC1 复合物[28]。Xiao 等[29]在拟南芥中

鉴定到含有 RAWUL结构域的蛋白家族 RING1a/b

和 BMI1a/b/c, 它们在发育阶段发挥调控细胞增

殖的作用。本研究通过分析基因结构和比较结构

域的保守性判断, bmi1b 在鳙机体的生长和发育

中发挥了广泛的生理作用, 其分子机制可能涉及

细胞分化和增殖的调控。对于其他硬骨鱼类来说, 

该分子调控机制可能表现为对生长和体型或头部

尺寸等相关性状的调控, 对揭示鳙快速生长和头

部发育的遗传调控机制有参考意义。鳙 bmi1b 的
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功能还有待进一步采用基因敲除等功能基因组方

法加以实验验证。 

3.2  鳙 bmi1b 功能推测及基因时空表达特征 

本研究的实时荧光定量 PCR 结果显示, bmi1b

基因在鳙胚胎发育各时期以及幼鱼期均有表达。

值得注意的是, 在未受精卵、多细胞期以及囊胚

期这 3 个时期鳙 bmi1b 基因的相对表达量显著(P< 

0.05)高于其他时期(例如多细胞期的表达量是肌

肉效应期的 30 倍), 原肠期以后的其他发育时期的

表达量水平相对稳定。由此我们推测, 鳙 bmi1b 是

一种母源基因。有研究表明, 胚胎早期的发育过

程不是由其细胞核控制的, 而是由以 mRNA 和蛋

白质形式储存在卵质中的母源基因(maternal gene)

所控制[30]。母源 mRNA 调节和指导从未受精卵到

单细胞胚胎的发育。由于母源 mRNA 发生瞬时多

聚或脱腺苷酸化,使细胞内保持一定数量的表达,

从而对早期胚胎发育具有调节作用[31]。鳙 bmi1b

基因在成鱼组织的空间表达模式表明, 该基因在

各主要组织中均有表达, 其中在脑、下丘脑、垂

体和肝中的相对表达量高于其他组织。这意味着, 

该基因可能是通过生长轴对鱼体的各个器官组织

的发育发挥重要的调控作用。脑是中枢神经系统

最重要的组成部分, bmi1 介导染色质修饰, 进而

调控中枢神经系统前体细胞的增殖[32]。Molofsky

等[33]研究证明, Bmi1可以抑制Cdkn2a位点, 是神

经干细胞自我更新所必需的。bmi1 基因与许多哺

乳动物的肿瘤发生有关[34], 在原发性肝癌中也发

现 bmi1 基因的过表达[35]。肝脏是许多重要蛋白

合成的场所, 也是生长调控轴组成部分之一, 这

也许是鳙 bmi1b 基因在肝中表达量高于其他组织

的原因。根据上述这些神经–内分泌等组织中的较

高表达量等信息, 我们认为 bmi1b 可能具有促进

鳙生长和脑部及其他器官组织发育的作用。 

3.3  鳙 bmi1b 基因多态性 SNP 与生长和体型性

状的关联性 

本研究在鳙 bmi1b 基因中共发现 6 个 SNP 位

点, 对其中突变率不小于 30 %的 2 个位点 g.5224 

T>A 和 g.5550 C>T 进行研究, 这 2 个位点都位于

3′ UTR 区。SNP 在基因组中的分布广泛, 主要位

于基因编码区和非编码区[36]。基因编码区的 SNP

可能产生非同义突变或同义突变, 导致氨基酸改

变或蛋白质空间构象稳定性的变化。尽管我们测

序筛查了所有的外显子序列, 但并未在在 bmi1b

的外显子中发现 SNP, 暗示鳙 bmi1b 基因具有较

高的功能保守性(functional constrain), 从而限制

其外显子区域存在 SNP 变异。存在于编码区邻近

调控序列的 SNP 突变位点, 也可能引起基因的表

达产物或表达水平发生改变, 因此成为研究基因

组多态性以及进行疾病和生长、繁殖性能等相关

基因识别和定位的一种新工具[37]。已有不少研究

表明, 位于非编码区的 3′非翻译区(3′ UTR) SNP

突变对基因的表达效应有一定影响, 这些 SNP 不

仅调控 mRNA 在体内的稳定性及降解速率, 控制

其利用效率, 还调控 mRNA 的翻译时间、位点及

产物[38-42]。于莹莹等[43]研究发现鸡 IGFBP2 基因

3′ UTR 1196C>A SNP 影响 miRNA 对 IGFBP2 基

因表达的调控作用。故此我们推测, 3′ UTR 的 2

个 SNP 对鳙 bmi1b 基因的表达和发挥生理功能有

调控作用。 

本研究在 g.5224 T>A 和 g.5550 C>T 位点都

只检测到一种纯合基因型, 而另一种纯合基因型

没有在该群体被检测到, 推测与隐性致死基因位

点连锁或样品数量和来源等其他未知的遗传或环

境因素有关。将鳙 bmi1b 基因 g.5224 T>A 和

g.5550 C>T 位点与生长性状进行关联分析, 结果

显示 g.5224 T>A 位点的不同基因型与头长呈显

著相关(P<0.05), 与头高和体高呈极显著相关(P< 

0.01)。而 g.5550 C>T 位点与各生长性状之间没有

显著相关性。将 g.5224 T>A 和 g.5550 C>T 两个

位点组成的 4 种双倍型与生长性状进行关联性分

析后发现, 双倍型 D2 在体重和体型的主要性状

的平均值均高于其他双倍型, 因此该双倍型是鳙

潜在的优势基因型, 具有较好的分子标记辅助研

究和育种应用的潜力。 

4  结论 

bmi1 作为在鱼类中研究较少的基因, 本研究

结果证实鳙 bmi1b 在进化上具有保守性, 其基因

表达特性上可能存在母源效应。通过候选基因法

扩增和测序筛选 , 我们发现位于鳙 bmi1b 基因
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3′ UTR 区的 2 个 SNP 位点(g.5224 T>A 和 g.5550 

C>T)的基因型和组合基因型与生长和体型性状

的部分指标有显著或极显著关联性, 具有潜在的

分子标记辅助育种价值, 值得对其开展进一步的

基因功能分析和验证。 
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Single nucleotide polymorphisms in bmi1b and their associations with 
the growth and body type traits of bighead carp (Hypophthalmichthys 
nobilis) 

GAO Yifan1, 2, YU Xiaomu2, GUI Jianfang2, TONG Jingou2 

1. College of Fisheries and Life Science, Dalian Ocean University, Dalian 116023, China; 
2. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Hubei Hongshan Laboratory, Innovation Academy 

of Seed Design, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China 

Abstract: As a transcription repressor, the bmi1b gene plays an important role in maintaining the self-renewal and 
proliferation of many stem cells. This study identified single nucleotide polymorphisms of bmi1b and conducted 
an association analysis with bighead carp (Hypophthalmichthys nobilis). The bighead carp bmi1b gene has 5800 bp 
in length including nine exons and eight introns; therefore, its amino acid sequence is evolutionarily conserved. 
The hypothalamus exhibited the greatest spatial expression of bmi1b in the tissues of adult bighead carp. During 
the embryonic development and larval stages of bighead carp, this gene was highly expressed from the unfertilized 
egg to the blastocyst stage, whilst its expression was significantly lowered after the gastrula stage. Two sin-
gle-nucleotide polymorphism (SNPs), g. 5224 T>A and g.5550 C>T, were obtained at the 3′ UTR of bighead carp 
bmi1b by direct sequencing of polymerase chain reaction (PCR)-amplified products. The results from genotyping 
these two SNP loci in 169 fish from a multi-family population of bighead carp and their correlation with growth 
and body type highlighted three key findings: (1) g. 5224 T>A was significantly associated with body weight and 
head height (P<0.05); (2) g. 5224 T>A was significantly associated with body height and head length (P<0.01); 
and (3) g.5550 C>T had no significant association with body weight and body type traits. Allele combination 
analysis of the two SNPs showed that the diplotype D2 (AT CC) was the dominant genotype combination and its 
mean body weight and size traits were significantly higher than other diplotypes. These results provide a valuable 
reference for further research on the function of the bmi1b gene in fish. Additionally, the SNP markers of the 
bmi1b gene and their dominant genotype show good potential in molecular breeding studies of growth and body 
type traits in bighead carp. 
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