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摘要: 以雌核发育牙鲆(Paralichthys olivaceus)为对象, 根据GenBank收录的牙鲆生长激素基因序列(GenBank登录号: D29737)设计9对引物, 采用直接测序的方法对50尾雌核发育牙鲆生长激素基因编码区和启动子进行了单核苷酸多态位点(SNPs)筛选, 共获得有效序列1 838 bp, 启动子区117 bp, 内含子区1 050 bp, 外显子区671 bp, 覆盖牙鲆生长激素基因78.3%的序列。共检测到7个SNPs, 平均发生频率为0.38/100个碱基, 其中颠换型3个, 插入型2个, 缺失型2个; 内含子区4个(Intron I: C477T、1 091~1 092/insert T、1 129~1 130/insert A; Intron IV: 1 906A/-del), 外显子区3个(Exon V: 2067T/-del、A2006C、A1974G); SNPs与生长性状相关分析结果显示: C477T和2 067T/-del两个位点对牙鲆的体重、体长、体高等生长性状均有显著影响(P<0.05), 其他5个SNPs对牙鲆生长性状均无显著影响(P>0.05)。研究结果可为牙鲆生长性状的SNPs标记辅助选育提供基础数据。
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鱼类生长激素(fGH)是一种单链多肽激素, 具有广泛的生理作用, 能促进肌肉中的蛋白质合成, 加速鱼类骨骼的纵向生长[1], 同时生长激素还具有提高饵料转化效率, 促进鱼类性成熟, 增强鱼体对高盐环境的适应能力等重要作用[2–3]。1985年, Sekine等[4]克隆了第一个鱼生长激素(GH)基因的cDNA并将其重组到大肠杆菌成功获得表达后, GH基因的克隆和序列测定以及功能研究成为鱼类分子生物学和生理学研究的热点。虹鳟(Salmo gairdneri)[5]、北方蓝鳍金枪鱼(Thnnus thynnus)[6]、尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)[7]、鲤(Cyprinus carpio)[8]、大黄鱼(Pseudosciaena crocea)[9]、牙鲆(Paralichthys olivaceus)[10]等40余种鱼类生长激素基因先后被克隆。

目前国内外有关鱼类GH基因的研究主要集中在序列、结构分析、表达和分子系统的研究[11–15]。有关鱼类GH基因多态性的研究也有报道, 如Almuly等[16]发现, 金头鲷(Sparus aurata)GH基因存在许多小卫星和微卫星重复序列, 导致了金头鲷GH基因的多态性。刘峰等[17]比较研究了鳜(Siniperca chuatsi)、大眼鳜(S. kneri)、斑鳜(S. schezeri) 3种鳜鱼的GH基因内含子多态性, 并构建了系统发育树, 但未与其生长性状建立关联。倪静等[18–19]利用PCR-SSCP检测到牙鲆GH基因部分外显子存在多态性, 且与体重和头长存在一定连锁关系, 另外还发现其第一外显子的微卫星座位不同基因型的幼鱼个体间表型性状存在极显著差异。但是有关牙鲆GH基因的单核苷酸多态性(SNPs)研究相对较少。

本研究中, 通过直接测序的方法检测了牙鲆GH基因的SNPs, 探讨突变位点对牙鲆生长性状的影响, 为进一步分析牙鲆GH基因SNPs与生长性状的关联奠定基础, 为其生长性状标记的辅助选择和育种提供理论依据。
1  材料和方法

1.1  样品获得

本实验所用实验鱼样品采自中国水产科学研究院北戴河中心实验站。在5个牙鲆减数雌核发育家系同池混养的群体中随机选取50尾8月龄的仔鱼, 进行体重、体长和体高测量, 并采集胸鳍鳍条, 分装后放在–80℃冰箱保存备用。

1.2  基因组DNA提取

将鳍条剪碎后约0.1 g加0.4 mL裂解液(50 mmol/L NaCl, 30 mmol/L Tris-Cl(pH 8.0), 100 mmol/L EDTA(pH8.0), 1%SDS, 200 μg/mLProteinase K), 55℃消化至澄清, 酚仿抽提法提取DNA。使用紫外分光光度计测定DNA浓度, 并取部分稀释至50 ng/μL, 分装后作为工作液4℃保存待用, DNA原液于–20℃保存。


1.3  引物设计

引物设计: 根据GenBank收录的牙鲆GH基因序列(GenBank登录号: D29737)使用Primer3 (http: //fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm)设计了9对引物(表1)。
1.4  PCR扩增及产物测序

PCR反应体系为25 μL, 包括10× buffer 2.5 μL、Mg2+ (25 mmol/L)1 μL、dNTPs(各2 mmol/L) 1 μL、上下游引物(10 mmol/L)各1 μL、模板1 μL(30~50 ng)、Taq DNA聚合酶1U, 加适量ddH2O。PCR反应程序包括: 94℃ 4 min, 94℃ 30 s, 退火30 s, 72℃ 30 s, 30循环, 最后72℃延伸10 min。反应条件因不同引物、扩增片段长度、退火温度及延伸时间等有差别。每对引物均要摸索最佳反应条件, 以获得较好的扩增效果。PCR结果用1.0%琼脂糖凝胶电泳, 在紫外可见光成像系统中观察并记录结果。
序列分析: PCR产物进行胶回收试剂盒纯化, 送上海生工双向测序。
表1  牙鲆生长激素基因的SNPs引物详细信息

Tab. 1  Details of pairs of primers for identifying SNPs of the Paralichthys olivaceus growth hormone gene

	引物

primer
	序列(5'–3')

primer sequence(5'–3')
	退火温度/℃

annealing temperature
	产物大小/ bp

production size
	扩增区域

product position

	Pogh1
	F: TAAGGCCAATCAGGATGGAG 
	60
	330
	80~450 promoter region and Exon 1

	
	R: AGGTGGAATGCAGAACCAAC 
	
	
	

	Pogh2
	F: AACCAGAACCAGCCATGAAC
	60
	186
	305~521

Intron 1

	
	R: GGGAGACAAAAAGGGGAGAG
	
	
	

	Pogh3
	F: AGTAACAGCCGCAGTTCGAT 
	60
	280
	400~720

Intron 1

	
	R: AGAGTTTCCATACGGCGTGA 
	
	
	

	Pogh4
	F: CAGTCATCCTCCTGCTGTCA 
	59
	114
	720~834

Intron 1

	
	R: GCAACCAGGTGAAGATACTGAA 
	
	
	

	Pogh5
	F: CAGAACCAGCCATGAACAGA 
	60
	220
	1060~1260

Intron 1, Exon 2

	
	R: GGGAGACAAAAAGGGGAGAG 
	
	
	

	Pogh6
	F: GTCATCCTCCTGCTGTCA 
	60
	414
	1202~1656

Exon 2&3, Intron 2&3

	
	R: CTGCGGCTGTTACTTATT 
	
	
	

	Pogh7
	F: AGTAAACAGCCGCAGTTCGAT 
	60
	297
	1644~1980

Exon 4, Intron 4

	
	R: AGAGTTTCCATACFFCGTGA 
	
	
	

	Pogh8
	F: CAGTCATCCTCCTGCTGTCA
	58
	250
	1860~2150

Exon 5, Intron 5

	
	R: GCAACCAGGTGAAGATACTGAA
	
	
	

	Pogh9
	F: CAAACACACACACACCCACA 
	58
	171
	2105~2316

Exon 6

	
	R: GTTCATGGCTGGTTCTGGTT 
	
	
	


1.5  数据分析

测序后进行BLAST比对, 进行SNPs位点筛查, 与GenBank中牙鲆GH基因序列进行比对, 确定SNPs的类型和位置。

由于实验鱼同池混养, 因此剔除环境误差的影响, 利用SAS软件(V.8.1)检验雌核发育牙鲆基因型与表型生长性状的相关性, 并用t-TEST进行显著性检验。

2  结果与分析

2.1  测序结果与SNPs分析

通过双向测序对9对引物的PCR产物进行序列分析, 共获得有效序列1 838 bp, 其中启动子区117 bp, 内含子(1 276 bp)区1 050 bp, 外显子(835 bp)区671 bp, 覆盖牙鲆GH基因78.3%的序列(表1)。

通过序列分析, 共检测出7个SNPs, 牙鲆GH基因的SNPs发生频率为0.38/100个碱基, 其中颠换型3个, 插入型2个, 缺失型2个; SNPs在外显子、内含子中均有分布, 内含子区4个(Intron I: C477T、1 091~1 092/insert T、1 129~1 130/insert A; Intron IV: 1 906A/-del), 外显子区3个(Exon V: 067T/-del、A2006C、A1974G); 牙鲆GH基因SNPs平均发生频率为0.38/100个碱基, 内含子区、外显子区的发生频率分别为0.38/100和0.45/100个碱基, 突变比例分别为57.1%和42.9%(表2)。

表2  牙鲆生长激素基因的SNPs.
Tab. 2  SNPs of the Paralichthys olivaceus growth hormone gene

	序号

No.
	SNP位点

SNP site
	数量

n
	位置/bp
mutation area
	类型

mutation type
	引物

primer
	所在区域region

	1
	C477T
	4
	477
	C转化T
	Pogh2
	Intron I

	2
	1129~1130 insert A
	4
	1129~1130
	插入“A”
	Pogh5
	Intron I

	3
	1091~1092 insert T
	5
	1091~1092
	插入“T”
	Pogh5
	Intron I

	4
	1906A/-del
	5
	1906
	缺失“A”
	Pogh8
	Intron IV

	5
	A1974G
	4
	1974
	A转化G
	Pogh8
	Exon V

	6
	A2006C
	4
	2006
	A转化C
	Pogh8
	Exon V

	7
	2067T/-del
	4
	2067
	缺失“T”
	Pogh8
	Exon V


2.2  牙鲆GH基因SNPs与生长性状相关分析

对牙鲆GH基因中的7个SNPs与雌核发育牙鲆生长性状进行相关分析, 结果显示: C477T和2067T/-del两个位点对牙鲆的体重、体长、体高等生长性状均有显著影响(P<0.05), 其他5个SNPs对牙鲆生长性状均无显著影响(P>0.05); t-test结果显示C477T位点个体的体重(P= 0.0011)、体长(P=0.0015)差异极显著, 体高(P= 0.0323)差异显著; 2067T/-del位点个体的体重(P= 0.0011)体长(P=0.0063)、体高(P=0.0063)差异均极显著(表3)。

3  讨论

生长激素基因是与动物生长直接相关的基因, 其突变将显著影响动物体重、体长等生长性状, 因此其成为动物分子育种研究中的首选基因。鱼类GH基因具有较高的多态性[20], 在鲑(Salmo salar)[21]、欧白鱼(Alburnus alburnus)[22]、红鳍东方鲀(Takifugu rubripes)[23]和鲫(Carassius auratus)[24]等鱼中得到普遍证实。牙鲆GH基因的研究中, Kang等[25]利用Sau3AⅠ酶切GH基因, 发现包括第1内含子、第1外显子和第2内含子的1 145 bp的Sau3A I酶切片段存在多态性, 并且与体重有一定相关性。倪静等[18–19]利用PCR-SSCP技术检测到牙鲆GH基因第4外显子存在多态性, 且与体重和头长相关, 另外其还对牙鲆GH基因第1外显子的微卫星座位多态性进行分析, 该位点各个基因型间的个体表型存在显著差异, 找到一个对体重头长和体高有利的等位基因。本研究中利用直接测序法对雌核发育牙鲆GH基因的SNPs进行筛查, 测序法可直接准确的鉴定SNPs在基因中位置、类型等信息, 不受单链构象的影响, 检出率

表3  牙鲆生长激素SNPs位点基因型与生长性状的均值和标准差

Tab. 3  Differences in growth traits among different genotypes of SNPs              
[image: image1.wmf]x

±SD

	位点SNP
	基因型(数) genotype(n)
	体重/g body weight
	体长/cm body length
	体高/cm body height

	C477T
	C/T(4)
	242.7000±20.3695a
	28.6874±1.1912a
	10.3541±0.2206a

	
	C/C(46)
	319.4833±60.5223b*
	30.5679±1.5581b*
	11.2926±0.7628b

	1091–1092 inert T
	inert T (5)
	269.0250±39.2037a
	29.2598±1.9539a
	10.8241±0.3471a

	
	/(45)
	293.8887±56.6281a
	29.6432±1.8887a
	10.9543±0.8099a

	1129–1130 insert A
	/insert A (4)
	294.4500±52.6232a
	30.1699±1.4015a
	11.0075±0.7540a

	
	/(46)
	284.7454±50.0465a
	29.4079±1.9324a
	10.8973±0.6364a

	1906A/-del
	A/-del (5)
	299.5800±62.0963a
	30.2305±1.5977a
	10.9535±0.6675a

	
	A/A(45)
	292.3000±75.2848a
	29.5659±2.0966a
	10.9845±0.9352a

	A1974G
	A/G(4)
	284.6500±48.5541a
	29.6202±1.0684a
	10.8418±0.4987a

	
	A/A(26)
	299.7444±77.1023a
	29.9110±2.1989a
	11.0307±0.9396a

	A2006C
	A/C(4)
	284.6500±48.5541a
	29.6202±1.0684a
	10.8418±0.4987a

	
	A/A(46)
	299.7444±77.1023b
	29.9110±2.1989a
	11.0307±0.9396a

	2067T/-del
	T/-del (4)
	232.7000±28.5344a
	27.4488 ±1.2025a
	10.5368±0.3714a

	
	T/T(46)
	323.1300±59.9879b*
	30.7364±1.5985b*
	11.3946±0.7657b*


注: 同列中上标字母不同表示差异显著(P<0.05),“*”表示差异极显著(P<0.01). 

Note: Different superscripts within the same column denote significant differences, P<0.05;“*”P<0.01.

较PCR-SSCP高。本研究分别在第1、4内含子和第5外显子中共检查出7个SNPs, 在获得的序列中SNPs的发生频率0.38/100个碱基, 说明牙鲆GH基因具有较高的遗传多样性, 具有较高的选择潜力。

基因组中的SNPs绝大多数位于内含子区域, 而外显子相对较保守。Halushka等[26]通过对人的75个基因进行检测后, 推测人类基因组有近百万个SNP位点, 其中大约有50万个在非编码区, 估计有24万~40万个在编码区, 且与蛋白质的功能有关。Rafalski [27]利用直接测序法对美国优良玉米品种进行多态性分析发现在非编码区平均每48 bp出现1个SNPs, 在编码区每131 bp有1个SNPs。Nie等[28]在鸡中对与生长相关的候选基因进行SNPs分析, 结果68%的突变在内含子上, 而外显子的突变只有16.6%。本研究中SNPs在外显子和内含子中比例为42.9%和57.1%(表2), 结果符合基因组SNPs突变规律。

鱼类中遗传标记与生长性状的相关研究还相对较少, 国内鱼类中相关研究报道有鲤(Cyprinus carpio)[29]、鲇(Ictalurus punctatus和I. frucatus)[30]等。在牙鲆中, 王桂兴等[31]利用30对微卫星标记对雌核发育家系进行了检测, 发现有8个标记分别与体重体长体高显著相关, 将基因型与生长性状进行Duncan多重比较, 找到4种与生长性状相关的基因型。倪静等[18–19]对牙鲆GH基因中微卫星标记与生长性状进行了相关分析。本研究首次对牙鲆GH基因中的SNPs与生长性状进行相关分析, 获得了与牙鲆体重、体长、体高等性状显著相关的SNPs(C477T和2067T/-del, P<0.05), 这为进一步为牙鲆GH基因多态性与生长性状的关联分析打下了基础。

本研究得到的这些结论是初步的, 尽管在鱼类中这类报道还甚少, 但GH基因在畜禽类动物生长发育等性状研究中已成为重要候选基因之一。在我们现有的研究基础上, 可在更多的群体中验证牙鲆GH基因的SNPs与生长性状的相关关系, 可为标记辅助选育奠定良好基础。
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Identification of SNPs in growth hormone gene and association with growth traits in Paralichthys olivaceus
WANG Guixing1, LIU Yongxing2, WANG Yufen1, JIANG Xiufeng1, LIU Haijin1, 2
1. Beidaihe Central Experiment Station, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qinhuangdao 066100, China;
2. Chinese Academy of Fishery Sciences, Beijing 100141, China

Abstract: The fish growth hormone (GH) gene has extensive physiological function. GH gene is directly related to animal growth, its mutation will significantly influence the animal growth properties such as body weight, body length, so it becomes preferred gene in the study of animal molecular breeding. We identified 7 single nucleotide polymorphisms (SNPs) from a fragment of the GH gene spanning 1 838 bp by direct sequencing in Paralichthys olivaceus．Among these SNPs, 4 located in introns (Intron I: C477T, 1 091–1 092/insert T, 1 129–1 130/insert A; Intron IV: 1906A/-del) and 3 in the exon (Exon V: 2067T/-del, A2006C, A1974G). In addition, 7 SNPs associated with growth traits in 50 individuals of the gynogenesis Japanese flounder. C477T (Intron I) and 2067 t/del (Exon V) effect on body weight, body length, body depth growth traits were significant (P<0.05). These SNPs might be useful for a further research on GH gene relation to production performance in Japanese flounder.
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