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摘要: 通过比对 6 尾吉富罗非鱼(Genetically Improved Farmed Tilapia, GIFT)的胰岛素样生长因子 1(Insulin-like 

Growth Factor 1, IGF-1)基因外显子 1-部分内含子 2和外显子 3-部分内含子 4序列, 共找到 3个 SNPs位点, 分别

为内含子 1_A1307G、内含子 1_G1319T和内含子 3_C6T。使用 PCR-RFLP法检测了 5个家系共 121尾吉富罗非鱼

在内含子 1_A1307G 和内含子 3_C6T 的基因型 , 分析不同基因型与生长性状的相关性。结果表明 , 内含子

1_A1307G 与雌鱼增重和体厚/体长值均显著相关(P<0.05), 但与雄鱼的相关性不显著(P>0.05); 内含子 3_C6T 与雄

鱼和雌鱼的增重分别呈显著 (P<0.05)和极显著相关 (P<0.01), 与雌鱼体高/体长显著相关(P<0.05)。为了验证所选

标记在其他家系的表现, 本实验检测了来自 60个家系的 417尾吉富罗非鱼在内含子 1_A1307G、内含子 3_C6T的

基因型与增重性状的相关性, 结果具有相同趋势。本实验筛选到与吉富罗非鱼体型和增重相关的 SNP位点 2个, 可

作为辅助育种标记。 
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IGFs 是与胰岛素高度同源的一类单链多肽

物质, 至今发现动物体内有 2 种 IGFs, 分别为

IGF-1和 IGF-2。哺乳类研究结果表明, IGF-2主要

在胚胎阶段起作用, IGF-1则在动物生长、发育过

程中起重要作用, 具有调节细胞代谢, 促进细胞

生长、分化和分裂, 抑制细胞死亡和调节渗透压

等多种生理功能[1]。IGF-1以内分泌、旁分泌和自

分泌的模式发挥作用 [2], 但主要在肝脏表达, 在

血液中与 IGF 结合蛋白 (IGF Binding Proteins, 

IGFBP)结合后运输到不同靶细胞, 从 IGFBP中释

放后与细胞膜上 IGF受体(IGF receptors, IGFR)结

合, 发挥作用[3]。对鱼类的研究也表明 IGF-1具有

调节生长和生殖的作用[4−6]。1989年 Cao[7]首次在

银大麻哈鱼克隆了 IGF-1 cDNA。近年来, 国内外

学者已从马苏大马哈鱼 (Oncorhynchus masou 

formosanum)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)、罗非

鱼(Tilapia)、澳洲肺鱼 (Neoceratodus forsteri)、斑

马鱼 (Danio rerio)、鲤(Cyprinus carpio Linnaeus)、

鲫(Carassius auratus)等不同鱼中分离了 IGF-1

基因[3, 8]。鱼类 IGF-1基因阅读框由 5个外显子和

4个内含子组成。IGF-1的表达主要受生长激素 [6]、

营养水平[9]的调控。已有研究表明畜禽类 IGF-1

基因多态性与动物经济性状相关[10−16]。肖书奇等[14]

利用 PCR-SSCP技术研究发现, IGF-1基因第 4外

显子的 A/C突变对松辽黑猪断奶后日增重有显著

影响, AA 型的松辽黑猪断奶后日增重显著高于
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AB和 BB型黑猪; AA型猪的瘦肉率显著低于 AB

型和 BB 型。朱智等[15]利用 PCR-PFLP 方法检测

了鸡 IGF-1基因的 3个 SNPs位点, 结果表明 3个

SNP 位点与鸡的部分屠体性状呈现极显著

(P<0.01)或显著相关(P<0.05)[15]。范刚等[16]研究了

鸡 IGF-1基因 5′调控区 C/T转换与骨骼肌生长总

量和肌纤维直径的相关性, CC型个体的胸部和腿

部肌肉总量明显高于 TT 型个体。类似研究在鱼

类中尚未见报道。 

本实验查找了吉富罗非鱼 IGF-1 基因的 SNP

位点, 使用 PCR-RFLP 法检测 121 尾吉富罗非鱼

在 2个 SNP位点的基因型, 分析了不同基因型与

雌雄鱼群体增重、体型的相关性, 找到了与吉富

罗非鱼雌、雄鱼增重和体型相关的分子标记, 为

今后分子标记辅助育种奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验用吉富罗非鱼取自中国水产科学研究院

淡水渔业研究中心宜兴养殖基地, 为同一批繁殖

的苗种。所有鱼在 20 g 左右进行 PIT 标记, 然后

在同一池塘养殖 300 d后, 再测定每尾鱼体质量、

体长、体高、体厚等, 并计算 300 d的增重。标记

筛选用鱼取自 5 个家系, 每家系 23～25 尾, 共

121尾吉富罗非鱼, 其中雌鱼 66尾, 雄鱼 55尾。

为了验证所选标记在其他家系的表现, 在 60个家

系, 每家系随机选 3~12尾鱼, 共 417尾, 雌鱼 271

尾, 雄鱼 146尾进行分析。 

1.2  基因组 DNA的抽提  

从尾静脉采血, 使用传统的蛋白酶 K 消化过

夜, 酚–氯仿法提取基因组 DNA[17], DNA 完整性

和浓度使用琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检

验和测定, OD260/OD280一般为 1.8左右。用 TE溶

液将 DNA样品稀释成 50~100 ng/μL。 

1.3  SNP位点的查找   

根据本实验室已分离的吉富罗非鱼 IGF-1 基

因序列(内含子 2大于 2.2 kb, 未分离完整), 设计

引物寻找 IGF-1基因外显子 1−部分内含子 2和外

显子 3−部分内含子 4 的 SNP 位点。引物由上海

捷瑞生物工程有限公司合成, 详细信息见表 1。

PCR总反应体系为 50 μL, 其中含模板 DNA 2 μL 

(100~200 ng), 10 μmol/L 引物各 1 μL, 其他组分

根据 Taq酶 (上海申能博彩生物有限公司)说明书

要求, 反应程序: 94℃预变性 2 min; 94℃变性 30 s, 

56℃退火 45 s, 72℃延伸 1~2 min, 30个循环; 72℃

延伸 5 min, 4℃保存, 延伸时间根据扩增片段大

小确定。PCR扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测, 

切胶, 用 DNA 胶回收试剂盒(上海申能博彩生物有

限公司)回收, 后与 pMDl8-T 载体(Takara, 中国大

连)连接, 转化到大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α

敏感态细胞中, 挑选阳性克隆(每个平板至少挑 2

个阳性克隆), 送至上海博尚生物技术有限公司测

序。使用 ClustalW [18]软件比对 6 个个体共 12 条

序列, 以同一位点不同碱基比例大于 1/3 认定为

SNP位点。 

1.4  多态位点的检测 

使用 PCR-RFLP 检测 2 个 SNP 位点(内含子

1_A1307G、内含子 3_C6T)的基因型。检测所使

用的 PCR引物、限制性内切酶以及不同基因型酶

切片段信息见表 2。PCR 反应体系总体积为 12.5 

μL, 其中含模板 DNA 1.0 μL, 引物各 0.25 μL (10 

μmol/L)。反应结束取 6 μL PCR 产物置于 10 μL

酶切体系, 其中含内切酶 0.2 μL (10 U/μL), 在 37 

℃反应 3 h以上, 然后使用 2%琼脂糖凝胶电泳检 

 
表 1  实验中所用引物 

Tab. 1  Primers used in this experiment 

引物 
primer 

序列(5′−3′) 
sequence (5′−3′) 

退火温度/℃ 
Tm 

产物 
product 

产物大小/bp 
size 

F1 TGAGTGTCTAGCGCTTTTTCCTTTC 

R1 AGGAGAAGCCAAAGCAGAGTGTC 
56.0 

外显子 1−部分内含子 2 
exon 1-partial intron 2 

1663 

F2 AATAAACCAACAGGCTATGGCC 

R2 AACGCTCACACTATAGCACCAGATC 
56.0 

外显子 3-部分内含子 4 
exon 3-partial intron 4 

668 
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表 2  2 个 SNP 位点的检测引物、限制性内切酶和酶切产物条带 
Tab. 2  Primers, restriction enzymes and restriction fragments 

SNP位点 
SNP locus 

引物 
primer 

内切酶(反应温度) 
restriction enzyme(reaction 

temperature) 

酶切片段长度/bp 
length of restriction 

fragments 

内含子 1_A1307G F1: TAATACTGCCACTTACTAGCGTGCC 
R1: AGGAGAAGCCAAAGCAGAGTGTC 

Pdm I 
(37℃) 

AA: 442 
GG: 304、138 

内含子 3_C6T F2: AATAAACCAACAGGCTATGGCC 
R2: AACGCTCACACTATAGCACCAGATC 

Bpu 1102I 
(37℃) 

TT: 668 
CC: 443、225 

 
测酶切片段, 确定基因型。 

1.5  统计分析 

利用 SPSS软件包的 GLM模型进行吉富罗非

鱼 IGF-1基因 SNP位点不同基因型与增重、体高

/体长和体厚/体长的相关分析。 

2  结果与分析 

2.1  SNPs位点 

通过比对 6 个个体序列, 发现外显子上均无

SNPs位点, 在内含子 1存在 2个 SNP位点: 内含

子 1_A1307G, 距外显子 2 31 bp; 内含子 1_G1319T, 

距外显子 2 18 bp。在内含子 3存在 1个 SNP位点： 

内含子 3_C6T，距外显子 3 6 bp。3个位点不同碱

基出现比例分别为 2/1、1/2和 2/1。 

2.2  不同基因型的检测及其与增重、体型的关联 

分析 

内含子 1_A1307G和内含子 3_C6T位点的基

因型分型图如图 1 所示。表明各有 3 种不同基因

型, 内含子 1_A1307G中 AA型、GG型和 AG型

的雄鱼个体数分别为 6、13和 36, 雌鱼为 10、13

和 43; 内含子 3_C6T中 CC型、TT型和 CT型的

雄鱼个体数分别为 13、7和 34, 雌鱼为 8、16 和

42。但基因型分布差异较大, 个别基因型个体明

显偏少, 如内含子 1_A1307G 的 AA 基因型在雄

鱼中只有6尾 (表 3)。   

运行 SPSS软件 GLM程序, 对 121尾雌雄吉

富罗非鱼 SNP位点的不同基因型与增重进行关联

分析, 结果表明, 内含子 1_A1307G 位点与雄鱼

增重无显著相关(P>0.05), 与雌鱼增重显著相关

(P<0.05), AG 型个体增重显著大于 GG 型。内含

子 3_C6T 位点与雄鱼增重显著相关(P<0.05), 与

雌鱼增重极显著相关 (P<0.01), TT、CT型雄鱼增

重显著大于 CC型; CT型雌鱼增重极显著大于 TT

型。与鱼体型的相关性分析结果显示 , 内含子

1_A1307G 与雌鱼体厚/体长显著相关 (P<0.05), 

AG 型个体体厚/体长值显著大于 GG 型; 内含子

3_C6T 与雌鱼体高/体长显著相关(P<0.05), TT、

CT型个体体高/体长值显著大于 CC型(表 3)。 

 

 
 

图 1  2个 SNP位点不同基因型的电泳结果 

A: IGF-1内含子 1_A1307G; B: IGF-1内含子 3_C6T. M: DL1000分子标记. 

Fig. 1  Electrophoresis patterns of different genotypes in two SNP loci 
A: intron1_A1307G. B: intron3_C6T. M: DNA maker (DL1000). 
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表 3  121 尾吉富罗非鱼 IGF-1 不同基因型与增重和体型的相关性 
Tab. 3  Correlation of different genotypes with body shape and weight gain in 121 tilapias 

性状 trait 座位 
locus 

性别 sex 
基因型

genotype 
样本数
number 增重/g weight gain 体高/体长 height/length 体厚/体长 thickness/length

AA 6 426.3±131.9 0.3851±0.0415 0.1959±0.0055 

GG 13 483.8±150.3 0.3837±0.4862 0.2038±0.0119 
雄性 
male 

AG 36 527.6±114.2 0.3859±0.4301 0.1969±0.2015 

AA 10 341.7±104.1ab 0.3646±0.0229 0.1884±0.0109ab 

GG 13 322.5±73.9b 0.3452±0.0932 0.1798±0.0509b 

内含子 1_ 
A1307G 

雌性 
female 

AG 43 371.7±67.2a 0.3704±0.0167 0.1967±0.0117a 

CC 13 436.8±127.7b 0.3919±0.1729 0.1991±0.0110 

TT 7 561.8±96.1a 0.4023±0.2425 0.1962±0.0167 
雄性 
male 

CT 34 518.7±126.2a 0.3836±0.0422 0.1978±0.2010 

CC 8 369.4±52.7AB 0.3317±0.0119b 0.1809±0.0681 

TT 16 311.5±89.3B 0.3711±0.0247a 0.1879±0.0129 

内含子 3_ 
C6T 

雌性 
female 

CT 42 372.9±69.1A 0.3683±0.0146a 0.1958±0.0095 

注 : 同列中不同小写字母表示同一性别不同基因型间差异显著  (P<0.05), 不同大写字母表示同一性别不同基因型间差异极显著 

(P<0.01). 
Note: different small letters indicate significantly difference between different genotypes within the same gender at 0.05 level; and differentcapital 
letters indicate significantly difference between different genotypes within the same gender at 0.01 level. 

 

2.3  SNPs在其他家系中的表现 

为了验证所选标记在其他家系的表现, 从 60

个家系中的每个家系随机选取 3～12 尾, 共 417

尾吉富罗非鱼。将 SNP位点的不同基因型与增重

进行关联分析, 结果表明, 内含子 1_A1307G 位

点 AG型雌鱼、雄鱼增重均大于 GG、AA型个体, 

但差异不显著(P>0.05)。内含子 3_C6T 位点 CT

型雌鱼增重显著大于 TT型个体(P<0.05), TT、CT

型雄鱼增重大于 CC 型个体, 但差异不显著(P> 

0.05)。与鱼体型的相关性分析结果显示, 内含子 

 
表 4  417 尾吉富罗非鱼 IGF-1 不同基因型与增重和体型的相关性 

Tab. 4  Correlation of different genotypes with body shape and weight gain in 417 tilapias 

生长性状 trait 
座位 
loci 

性别 sex 
基因型 

genotype 
样本数 
number 增重/g 

weight 
体高/体长 

height/length 
体厚/体长 

thickness/length 

AA 12 468.9±133.5 0.3983±0.0156 0.1996±0.0169 

GG 29 514.4±90.6 0.3934±0.0259 0.1943±0.0152 
雄性 
male 

AG 105 519.0±137.8 0.3990±0.0201 0.1954±0.0195 

AA 30 335.3±92.5 0.3756±0.0174 0.1956±0.0125 

GG 96 335.3±96.4 0.3718±0.0425 0.1924±0.0246 

内含子 1_ 
A1307G 

雌性 
female 

AG 145 347.6±96.9 0.3739±0.0325 0.1971±0.0198 

CC 31 507.5±113.5 0.3957±0.0224 0.1977±0.0164 

TT 31 519.3±125.5 0.3995±0.0183 0.1957±0.0210 
雄性 
male 

CT 84 511.3±140.8 0.3982±0.0216 0.1944±0.0188 

CC 94 349.5±94.4a 0.3726±0.0429 0.1979±0.0251 

TT 46 315.3±80.7b 0.3751±0.0346 0.1915±0.0112 

内含子 3_ 
C6T 

雌性 
female 

CT 131 352.6±96.4a 0.3738±0.0334 0.1958±0.0205 

注: 同列中不同小写字母表示同一性别不同基因型间差异显著 (P<0.05).  

Note: different small letters indicate significantly difference between different genotypes within the same gender at 0.05 level. 
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1_A1307G 位点 AG 型雌鱼体厚/体长值大于 GG

型个体 , 但差异不显著(P>0.05); 内含子 3_C6T

位点 TT、CT型雌鱼体高/体长值大于 CC型个体, 

但差异不显著(P>0.05, 表 4)。 

3  讨论 

IGF-1 在动物生长发育中起着非常重要的作

用。本实验对吉富罗非鱼 IGF-1基因的 SNP位点

以及其基因型与增重、体型的相关性进行了分析, 

结果表明, 检测的 2 个位点与生长呈一定的相关

性。考虑到罗非鱼雌雄之间生长差异比较明显[19], 

本实验对雌雄吉富罗非鱼分开进行分析, 发现内

含子 1_A1307G 与雌鱼增重显著相关 ; 内含子

3_C6T 与雌雄鱼增重均显著相关, 说明 IGF-1 对

生长具有重要影响, 同时也体现了 SNPs 与生长

相关性存在性别差异。 

检测SNP的方法很多, 但由于内含子1_G1319T

没有合适的限制性内切酶, 使用四引物等方法设

计引物存在困难(内含子部分 AT含量较高), 其他

如 SSCP(Single Srand Conformation Polymprphism)、

荧光方法、高效液相色谱法等方法存在不够稳定、

重复性差、对设备条件要求高等缺点, 因此未能

构建合适的检测方法。本实验找到的与生长相关

的 2个 SNP位点均位于外显子附近, 分别距外显

子 2 31 bp和外显子 3 6 bp。近期的研究表明, 与

外显子交界处的内含子序列与基因正确加工有密

切关系[20−22]。此外, IGF-1外显子中未查找到 SNP

位点 , 主要由于内含子不参与功能基因的编码 , 

所受的选择压力小, 因而比外显子更容易积累较

大的变异[23]。 

在内含子 1_A1307G 和内含子 3_C6T 位点, 

基因型 AG、CT型个体增重均有大于纯合型的趋

势。表明杂合型 AG、CT是控制生长性状的优势

基因型。具有内含子 3_C6T不同基因型的雌鱼、

雄鱼增重不一致, TT、CT型的雄鱼增重显著大于

CC 型个体, CC、CT 型的雌鱼增重显著大于 TT

个体, 类似结果在李建林等[24]、陈雪峰等[25]的研

究中也有出现。此类标记与生长性状相关性不一 

致的现象, 在标记辅助选育中不具有普遍性, 推

测其原因, 可能是此类基因 mRNA在雌雄罗非鱼

的表达水平不一致, 具体原因有待于进一步探究。 

生长性状是由多基因控制的数量性状, 因此

筛选 SNP位点时应尽量使样本遗传背景一致, 从

而减少对生长有影响的遗传位点。样本的遗传背

景越复杂, 则要求的样本量越多。本实验用于进

行 SNPs 与增重、体型相关性分析的 121 尾吉富

罗非鱼来自 5个家系, 每个家系样本数大于 22尾; 

而用于验证的 417 尾吉富罗非鱼来自 60 个家系, 

平均每家系 7 尾, 样本量少而遗传背景多样, 导

致筛选出的在 121 尾鱼中极显著相关的位点在验

证组呈显著相关, 而在 121 尾鱼中筛选出的显著

相关的位点在验证组则相关不显著。标记验证中

出现显著性降低的现象除了样本量不够大外, 标

记本身不够理想也可能是原因之一, 比如各基因

型分布不均。然而基因型在群体中分布不均的现

象还是比较普遍的[24,26]。今后筛选标记时应考虑

样本的遗传背景和数量的关系, 应该取尽量多的不

同家系, 同时同一家系的个体数应该达到一定量。 

研究表明, 罗非鱼的出肉率主要取决于鱼增

重, 但体型也有一定程度的影响[27], 因此在育种

过程中考虑增重的同时也应重视体型的选育。本

研究结果表明, IGF-1内含子 1_ A1307G AG基因

型个体的增重及体高/体长比值为本次调查中的

最大值, 可以作为影响吉富罗非鱼生长性状的分

子标记。 
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Effects of IGF-1 genotype on weight gain and body shape in GIFT 
strain Oreochromis niloticus  

RUAN Ruixia1, YU Jvhua2, LI Hongxia2, LI Jianlin2, TANG Yongkai2 
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Aquaculture Biology of Freshwater Fishes, Ministry of Agriculture,Wuxi 214081, China 

Abstract: Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) is one of important genes controlling growth and development in 
animals. By comparing with exon1- partial intron 2- exon 3- partial intron 4 sequences of IGF-1 from six indi-
viduals of Genetically Improved Farmed Tilapia(GIFT) strain, we identified three SNPs on IGF-1 in this study, 
including intron1_A1307G, intron1_G1319T and intron3_C6T. PCR-RFLP was performed in intron1_A1307G and 
intron3_C6T genotypes detection on 121 individuals from five families of GIFT strain. The results of correlation 
analysis showed that intron1_A1307G was significantly associated with female fish weight gain and the ratio of 
body thickness/length (P<0.05). The weight gain and thickness/length ratio of female fish with AA genotype were 
significantly higher than those of female fish with GG type (P<0.05). However, the correlation of genotypes with 
those traits in male fish was not significant(P>0.05). Intron3_C6T was significantly associated with weight gain in 
both male (P<0.05) and female (P<0.01). The weight gain of male fish with TT and CT genotype was significantly 
higher than that of male fish with CC type, while the weight gain of female with CT genotypes was significantly 
higher than that of female fish with TT. Intron3_C6T was also significantly associated with height/length ra-
tio(P<0.05) in female fish. The height/length ratio of female fish with TT and CT genotypes was significantly 
higher than that with CC(P<0.05). In order to verify the performance of the screened markers in other families, we 
detected the correlation between intron1_ A1307G, intron3_C6T genotypes and weight gain among 417 individuals 
from 60 families of GIFT strain(averaging seven individuals per family), and similar results were observed. The 
diverse genetic background and smaller size of samples resulted in the decreased correlation significance. These 
results showed that genetic background and sample size should be considered during molecular maker screening. 
And the two molecular markers of intron1_ A1307G, intron3_C6T identified in this study could be used as refer-
ence in GIFT strain breeding. 
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