中国水产科学  2014年9月, 21(5): 872(882
Journal of Fishery Sciences of China  

研究论文
882
中国水产科学
第21卷

第5期
胡雪松等: 鲤IGF-I基因2个高度多态微卫星位点的鉴定及其与生长相关性状的关联分析
881

DOI: 10.3724/SP.J.1118.2014.00872

鲤IGF-I基因2个高度多态微卫星位点的鉴定及其与生长相关性状的关联分析
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摘要: 利用PCR结合测序方法, 在鲤(Cyprinus carpio)类胰岛素生长因子-I (insulin-like growth factor-I, IGF-I)基因内含子1和内含子2中各鉴定1个微卫星多态性位点, 分别命名为intron1189和intron2310, 这两个位点均以4碱基为重复单元。以黑龙江鲤(Cyprinus cario haematopterus, YL)(n=263)、德国镜鲤选育系(Cyprinus carpio L. mirror, JL)(n=229), 及荷包红鲤抗寒品系(Cyprinus carpio var. wuyuanensis, HL)(n=255)为研究对象, 评估了这两个位点不同基因型(频率>3%)与鲤4个生长时段(135 d 、325 d、335 d和445 d)生长表型的关联。结果显示, 2个位点在3个鲤群体中均表现为高度多态(PIC>0.5)。intron1189位点多态性主要对YL的135 d、325 d体长和325 d、385 d体质量有显著影响(P<0.05), 而intron2310位点多态性对JL各检测时段的体长和体质量均有显著影响(P<0.05)。对不同基因型个体的体长和体质量性状进行多重比较, 结果显示, 在intron1189位点, 185/229基因型YL的135 d、325 d体长和325 d、385 d体质量最低, 而205/221基因型YL的135 d、325 d体长和325 d体质量最高。在intron2310位点, 290/350基因型JL在各检测时段的体长及135 d、325 d、385 d体质量最低, 而318/350基因型JL的135 d、325 d、385 d体长和体质量均为最高。上述结果表明, 鲤IGF-I基因内含子中的这两个高度多态微卫星位点潜在影响鲤的生长性能。
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脊椎动物的生长发育主要受下丘脑−垂体−肝轴(hypothalamic-pituitary-liver axis, HPL)调控。生长激素(growth hormone, GH)和类胰岛素生长因子- I(insulin like growth factor-I, IGF-I)是HPL轴的核心多肽。垂体来源的GH主要与肝生长激素受体(growth hormone receptor, GHR)结合, 诱导IGF-I合成, 后者以内分泌方式调节靶组织的生长和发育[1−2]。在肝外组织, IGF-I也受到GH-GHR信号的调控, 主要以自分泌或旁分泌的方式作用于靶细胞, 促进其增殖及分化[3−5]。IGF-I的特殊作用使编码该激素的基因成为畜禽生长相关性状的重要候选基因。畜禽IGF-I基因变异丰富, 其中多个位点潜在影响牛出生重[6]和周岁重[7]、猪日增重[8]和瘦肉率[9]、羊出生重和周岁重[10]、鸡屠体质量[11]及狗体型大小[12]。这些研究表明, 来自于遗传水平的IGF-I等位基因差异可能是导致个体间生长差异的重要因素。

在硬骨鱼中, 已从几十个物种中分离了IGF-I 的cDNA序列[13−14]。鱼类IGF-I基因包含5个外显子和4个内含子, 编码约70个氨基酸的成熟肽, 与高等脊椎动物具有高度同源性[15]。大量研究显示, 鱼类内源血浆IGF-I水平和肝IGF-I mRNA水平适合作为幼鱼生长的评估参数[16]。利用外源重组罗非鱼和鲮(Cirrhinus molitorella) IGF-I蛋白均可提高罗非鱼幼鱼的生长速度[17−18]。可见, 脊椎动物IGF-I的结构和功能在进化过程中均具有保守性。与畜禽相比, 对鱼类IGF-I基因多态性研究有限, 仅中国学者报道吉富罗非鱼(Oreochromis niloticus)内含子1和内含子3的单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)与增重有关[19]; 大口黑鲈(Micropterus salmoides)5′-侧翼区存在与体质量和体宽有关的单倍型位点[20]; 建鲤(Cypri​nus carpio var. jian) 内含子1和内含子4分别包含1个参与增重的SNP[21]。
黑龙江鲤(Cyprinus cario haematopterus)、德国镜鲤选育系(Cyprinus carpio L. mirror)和荷包红鲤抗寒品系(Cyprinus carpio var. wuyuanensis)是中国东北地区鲤代表性育种材料, 3个品种鲤的生长性能指标存在显著差异[22]。 最近, 笔者在上述几种鲤IGF-I基因3′-侧翼区鉴定到1处79 bp的插入/缺失位点, 该位点的不同纯合子基因型与德国镜鲤选育系的多个生长性状相关[23]。本研究在鲤IGF-I基因内含子1和内含子2各鉴定到1处微卫星标记, 初步分析2个位点的等位基因在不同品种鲤中的分布特征及其与生长相关性状的关系, 并探讨这两个微卫星标记应用于鲤生长性能辅助育种的可行性。
1  材料与方法

1.1  实验鱼及表型测定

实验用黑龙江鲤(YL)、德国镜鲤选育系(JL)及荷包红鲤抗寒品系(HL)亲本和子代均来源于黑龙江水产研究所松浦实验站。用于本研究的子代个体分别为YL 263尾、JL 229尾、HL 255尾, 所有个体均于2007年6月同批孵化, 且在相同条件下养殖至2008年8月。在135 d时(越冬前), 采用肌肉埋植PIT标记(Trovan ID 100A, 英国), 同时取 1 cm2大小鳍条保存于75%乙醇中用于DNA提取。分别于135 d、325 d (越冬后)、385 d及445 d进行标记识别, 测量体长(body length, BL)和体质量(body weight, BW)。在表型检测前, 所有实验鱼均经MS222麻醉, 于最后1次测量 (445 d后)取性腺鉴定性别, 同时去除其他内脏测净质量(net weight, NW)。其中越冬体质量损失率(WLR)参照Bauer等[24]提供的方法计算, 公式为WLR(%)= (BW325–BW135)/BW135 ×100, BW325和BW135分别为越冬后和越冬前的体质量。

1.2  DNA提取

采用酚/氯仿法提取鳍条中的基因组DNA, 用琼脂糖凝胶电泳检测质量, 经紫外分光光度法定量并稀释, 原液浓度为200 ng/µL, 置于(20℃保存。基因组DNA工作液稀释至50 ng/µL, 置于4℃保存。

1.3  引物设计及PCR扩增

根据GenBank发布的鲤IGF-I基因序列 (AF465830), 在假定存在微卫星位点的内含子1和内含子2两侧各设计1对引物, 其中内含子1上游引物为5(−CTGTCTCTGCAGGCTGTTTG−3(, 下游引物为5(−CACTGCATCCCAAAGAGAAG− 3(, 扩增约189 bp的产物; 内含子2上游引物为5(−CCCACCCTCATAATGCTTTG−3(, 下游引物为5(−CTCCTGGTTCTTTTTGCACTG−3(, 扩增约310 bp的产物。PCR反应体系均为总体积20 µL, 其组成为: H2O 13.7 µL, 10×PCR buffer 2 µL, 1.5 mmol/L MgCl2 1.6 µL, 10 mmol/L dNTPs 0.4 µL, 10 µmol/L上下游引物各0.6 µL, 5 U/µL Taq DNA 聚合酶0.1 µL, 50 ng/µL DNA 模板1 µL。反应条件均为94℃预变性5 min; 94℃变性15 s, 58℃退火15 s, 72℃延伸30 s, 循环30次; 72 ℃继续延伸5 min, 4℃保温。利用1.5%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物, 进一步将产物上样至10%聚丙烯酰胺凝胶电泳, 采用银染法显带并拍照。电泳图谱利用Gel-pro analyzer 4.5软件分析, 结合PCR产物长度及核苷酸重复大小确定等位基因大小及基因型。

1.4  克隆测序

根据聚丙烯凝胶电泳图谱, 在2个微卫星位点各选择2个大小不同的纯合子基因型样本, 将其PCR扩增产物用柱式胶回收试剂盒(Omega BioTek, Norcross, GA, 美国)回收纯化, 回收后的DNA片段用PMD-18 T Vector(TaKaRa, 日本)连接, 并转化DH5α菌株, 用试剂盒(Omega BioTek, Norcross, GA, 美国)小量提取质粒, 双酶切鉴定, 将阳性克隆样本质粒用于测序。

1.5  统计分析

利用Popgen32软件对2个微卫星位点在3个鲤群体的等位基因数(Na)、有效等位基因数(Ne)、等位基因频率(allele frequency)、基因型频率(genotype frequency)、杂合度(heterozygosity, H)进行分析。参照Botstein等[25]提供的方法计算各位点的多态信息含量(polymorphism information content, PIC)。用JMP 5.1软件分析不同基因型(频率>3%)与鲤生长性状的相关程度。估算性状的最小二乘均值, 以平均值±标准误(
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±SE)表示。显著性差异标准为P<0.05。用于分析的统计模型为: Y=μ+G+S+e, 其中Y为生长性状的表型值, μ为群体均值, G为基因型固定效应, S为性别固定效应, e为剩余效应。由于G×S互作效应对各检测性状的影响均不显著, 因此未在模型中引入G×S互作效应。
2  结果与分析
2.1  鲤IGF-I 基因内含子1和内含子2微卫星多态位点鉴定

在鲤IGF-I 基因内含子1和内含子2中两处可能存在微卫星多态位点(intron1189和intron​2310)的侧翼设计引物, 以鲤基因组DNA为模板, 扩增出预计的约189 bp和310 bp的PCR产物。利用10%聚丙烯酰胺凝胶电泳对PCR产物进行分离, 确认两个位点在3个品种鲤子代群体中均具有多态性, 部分样本的检测结果见图1。测序结果
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图1   鲤IGF-I基因微卫星位点intron1189 (A)和intron2310 (B)的聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱
M: pBR322/MspI Marker; 1~25: 样本序号. YL为黑龙江鲤; JL为德国镜鲤选育系;  HL为荷包红鲤抗寒品系.

Fig. 1  The polyacrylamide gel results at intron1189 (A) and intron2310 (B) microsatellite loci of IGF-I gene in Cyprinus carpio
M: pBR322/MspI Marker; 1−25: serial number of samples; YL means Heilongjiang carp (Cyprinus cario haematopterus); JL means German mirror carp (Cyprinus carpio L. mirror); HL means cold-resistant line of Hebao red carp (Cyprinus carpio var. wuyuanensis).

显示, 两个位点不同等位基因对应的片段长度及重复单元序列与预期相符, intron1189位点的重复单元为(GATA), 测序片段大小分别为189 bp (重复数为10, 与GenBank中的一致)和205 bp(重复数为14), 如图2A所示; intron2310位点的重复单元为(ATCT), 测序片段大小分别为310 bp(重复数为29, 与GenBank中的一致)和286 bp(重复数为23), 如图2B所示。
2.2  鲤IGF-I 基因intron1189和intron2310位点等位基因和基因型信息

在3个鲤群体IGF-I 基因intron1189位点共检测到15个等位基因, 而intron3310位点共检测
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图2  鲤IGF-I基因微卫星多态位点部分等位基因的测序结果

A. intron1189位点(GATA)n重复; B. intron2310位点(ATCT)n重复.

Fig. 2  Sequencing results of partial alleles at intron1189 and intron2310 microsatellite loci of IGF-I gene in Cyprinus carpio
A. intron1189 locus tetranucleotide (GATA)n repeats of 10 and 14, respectively; B. intron2310 locus tetranucleotide (ATCT)n repeats of 29 and 23.

到25个等位基因。由表1可见, 两个位点在3个鲤群体中等位基因信息极为丰富(等位基因数为8~21), 但等位基因在各群体分布并不均匀, Ne和Na相差较大。两个位点在3个群体中均表现高度多态(PIC>0.5), 其中多态性程度以YL和JL更高, 二者的Ho均高于0.7。在intron1189位点, YL、JL、HL群体中频率超过3%的基因型数量分别为12、8和10个; 在intron3310位点, YL、JL、HL群体中频率超过3%的基因型数量分别为9、10和10个(表2)。
2.3  鲤IGF-I 基因intron1189和intron2310位点基因型与生长相关性状的关联分析

最小二乘分析结果显示, intron1189位点不同基因型对YL的BL135(135 d体长)、BL325(325 d体长)、BW325(325 d体质量)和BW385(385 d体质量)性状有显著影响(P<0.05), 对YL的其他性状无显著影响(P>0.05)。在JL群体中, 不同基因型仅对BW135有显著影响(P<0.05), 对其他性状均无明显影响(P>0.05)。不同基因型HL个体的所有性状均无明显差异(表3); intron2310位点不同基因型对JL各检测时段的体长和体质量性状均有显著影响(P<0.05), 对JL的其他性状无明显影响。不同基因型YL和HL个体的所有性状均无明显差异(表3)。
多重比较结果显示, 在YL群体的intron1189位点, 205/221型个体的BL135、BL325、BW325最高, 显著高于185/229、193/205、197/205、197/229型(P<0.05)。但对于BW385来说, 193/193和221/221型个体最高, 且与185/229、193/205、221/229型差异显著(P<0.05)。185/229型个体的
表1  鲤IGF-I 基因intron1189和intron2310位点的遗传变异参数

Tab. 1  Genetic variation parameters at intron1189 and intron2310 loci of IGF-I gene in Cyprinus carpio
	位点locus
	群体 population
	个体数N
	等位基因数Na
	有效等位基因数Ne
	观测杂合度Ho
	多态性信息指数PIC

	intron1189
	
	
	
	
	
	

	
	YL
	263
	13
	8.253
	0.798
	0.867

	
	JL
	229
	8
	3.429
	0.703
	0.664

	
	HL
	255
	11
	7.166
	0.608
	0.846

	intron2310
	
	
	
	
	
	

	
	YL
	263
	21
	9.193
	0.859
	0.882

	
	JL
	229
	14
	6.409
	0.790
	0.826

	
	HL
	255
	10
	5.030
	0.592
	0.777


表2　鲤IGF-I基因intron1189和intron2310位点的基因型频率(>3%)
Tab. 2  Genotypic frequencies (>3%) at intron1189 and intron2310 loci of IGF-I gene in Cyprinus carpio
	位点 locus
	YL
	JL
	HL

	
	基因型genotype
	频率/%frequency
	基因型genotype
	频率/%frequency
	基因型genotype
	频率/%frequency

	Intron1189
	185/229
	3.4 (9)
	193/205
	4.8 (11)
	193/193
	6.3 (16)

	
	193/193
	3 (8)
	197/197
	5.7 (13)
	193/205
	3.5 (9)

	
	193/205
	4.6 (12)
	197/205
	23.1 (53)
	193/217
	3.9 (10)

	
	197/205
	3.4 (9)
	197/221
	12.7 (29)
	197/197
	5.1 (13)

	
	197/229
	3.8 (10)
	205/205
	18.3 (42)
	205/205
	4.3 (11)

	
	205/205
	5.3 (14)
	205/213
	3.5 (8)
	205/225
	3.9 (10)

	
	205/213
	3.8 (10)
	205/221
	14.8 (34)
	213/213
	4.7 (12)

	
	205/221
	4.2 (11)
	221/221
	3.5 (8)
	217/225
	6.3 (16)

	
	205/229
	3.8 (10)
	
	
	225/225
	13.3 (34)

	
	221/221
	3.4 (9)
	
	
	225/229
	3.5 (9)

	
	221/229
	7.2 (19)
	
	
	
	

	
	229/229
	3.8 (10)
	
	
	
	

	Intron2310
	258/326
	3.4 (9)
	290/290
	6.1 (14)
	274/274
	9.4 (24)

	
	278/310
	4.2 (11)
	290/298
	3.9 (9)
	274/290
	4.3 (11)

	
	290/298
	3.8 (10)
	290/310
	8.7 (20)
	274/298
	11 (28)

	
	290/310
	5.3 (14)
	290/322
	7.9 (18)
	278/278
	3.9 (10)

	
	290/326
	3.4 (9)
	290/350
	3.1 (7)
	278/290
	3.9 (10)

	
	298/310
	3.4 (9)
	298/298
	3.1 (7)
	278/298
	5.1 (13)

	
	310/310
	5.3 (14)
	298/310
	7 (16)
	290/290
	3.1 (8)

	
	310/326
	5.7 (15)
	310/310
	7 (16)
	290/298
	7.5 (19)

	
	326/326
	3.8 (10)
	310/318
	7.9 (18)
	298/298
	17.3 (44)

	
	
	
	318/350
	3.5 (8)
	298/310
	(10)


注: 括号内数字表示检测个体数. YL为黑龙江鲤; JL为德国镜鲤选育系; HL为荷包红鲤抗寒品系.

Note: Figures in bracket indicates number of individuals tested. YL means Heilongjiang carp (Cyprinus cario haematopterus); JL means German mirror carp (Cyprinus carpio L. mirror); HL means cold-resistant line of Hebao red carp (Cyprinus carpio var. wuyuanensis).
BL135、BL325、BW325和BW385均为最低; 在JL群体的intron1189位点, 205/213型个体的BW135显著低于197/221型(P<0.05), 与其他基因型间差异不显著(图3)。
在JL群体intron2310位点, 不同基因型个体的BL135、BL325、BL385表现较为相似, 均为318/350型表现最高, 并显著高于290/290、290/310、290/322、290/350型(P<0.05)。然而, 310/318型个体的BL445最高, 与290/298、290/310、290/322、290/350、298/310型差异显著(P<0.05)。290/350型个体在各检测时段的体长均为最低(图4); 在JL群体intron2310位点, 各基因型个体在不同时段的体质量表现并不一致, 298/310和318/350型个体的BW135表现最高, 与290/310和290/350型存在显著差异(P<0.05)。318/350个体的BW325和BW385表现最高, 与除298/298型外的其他各基因型均有显著差异(P< 0.05)。298/298型个体的BW445表现最高, 与290/290、290/298、 290/310、 290/350、310/310均有显著差异(P<0.05)。290/350型个体的BW135、BW325、 BW385均为最低。但对于BW455来说, 290/298型个体最低, 且与290/350型无显著差异(P<0.05, 图5)。
3  讨论

IGF-I的结构和功能在脊椎动物进化过程中具有很高的保守性。鱼类和人IGF-I的成熟肽存在72%~81%的同源性[13]。哺乳动物IGF-I在多种鱼类中具有生物学活性并能够产生生理效应[26]。然而, 从高等脊椎动物到鱼类, IGF-I的基因结构
表3  鲤IGF-I 基因intron1189和intron2310位点的基因型与生长相关性状的最小二乘分析结果
Tab. 3  Least square analysis between genotypes of intron1189 and intron2310 loci of IGF-I gene and growth-related traits in Cyprinus carpio
	位点 locus
	性状trait
	群体 population

	
	
	YL
	JL
	HL

	intron1189
	BL135
	0.0291*
	0.0597
	0.9379

	
	BL325
	0.0006*
	0.1823
	0.9250

	
	BL385
	0.0657
	0.4488
	0.9892

	
	BL445
	0.5918
	0.0972
	0.9860

	
	BW135
	0.0745
	0.0239*
	0.4336

	
	BW325
	0.0011*
	0.0587
	0.2648

	
	BW385
	0.0176*
	0.3108
	0.7334

	
	BW445
	0.2197
	0.4995
	0.8475

	
	NW445
	0.2945
	0.5429
	0.4470

	
	WLR
	0.0686
	0.7519
	0.2911

	intron2310
	BL135
	0.3457
	0.0009*
	0.0722

	
	BL325
	0.2443
	0.0004*
	0.1668

	
	BL385
	0.9158
	0.0025*
	0.3201

	
	BL445
	0.9409
	0.0074*
	0.2509

	
	BW135
	0.3471
	0.0012*
	0.0880

	
	BW325
	0.1604
	0.0001*
	0.0251

	
	BW385
	0.9406
	0.0001*
	0.3052

	
	BW445
	0.5872
	0.0455*
	0.2416

	
	NW445
	0.7089
	0.2150
	0.6590

	
	WLR
	0.8121
	0.3198
	0.5635


注: 表中数字表示P值. BL135、BL325、BL385 、BL445分别为个体在135 d、325 d、385 d、445 d的体长, BW135、BW325、BW385、BW445分别为个体在135 d、325 d、385 d、445 d的体质量, NW为个体在445 d的净质量, WLR为个体越冬体质量损失率. “*”表示基因型与性状间存在显著相关(P<0.05).
Note: Figures in the table mean P value. BL135, BL325, BL385 and BL445 are body length of individuals in 135 d, 325 d, 335 d and 445 d. BW135, BW325, BW385 and BW445 are body weight of individuals in 135 d, 325 d, 335 d and 445 d. NW445 is net weight of individuals in 445 d. WLR is the overwintering weight loss rate of individuals. “*” donates significant correlation between genotypes and traits (P<0.05).

均存在丰富的多样性[10−12, 19−21, 27−29]。本研究亦在3个品种鲤IGF-I基因的两个微卫星位点检测到丰富的变异。因此, IGF-I基因在同一物种群体水平存在多样性是物种进化过程中的显著特点, 这可能是个体间生长差异的重要遗传来源。

本研究在鲤IGF-I 内含子1和内含子2鉴定到两个微卫星位点(intron1186和intron2310), 均具有高度多态性(PIC >0.5), 表明两个位点适合于群体遗传结构和分子标记选择分析。YL和JL在两个微卫星座位上的杂合度相似, 二者均高于HL, 这与本研究使用的实验材料来源及养殖状况有关。本次使用的YL亲本来自黑龙江抚远江段, 尚未进行系统选育, 而JL虽经多年人工选育, 但核心群始终保持较大的有效群体数量, 这是两者具有较高遗传多样性的原因。与YL和JL相比, HL选育成功后仅被作为育种材料定位[30], 保种群体较小, 因此遗传多样性相对较低。本研究在JL中得到的等位基因数和杂合度指标与笔者2007年[31]在3个不同地区JL群体中的结果接近。两项指标在3个品种鲤群体中的数据明显高于以往在其他品种鲤中的检测结果[32−35], 这可能与位点选择、检测方法、群体来源、样本量等多个因
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图3  IGF-I基因intron1189位点基因型对鲤生长性状的影响

柱上字母不同表示基因型间差异显著 (P<0.05). A. 不同基因型黑龙江鲤(YL)个体135 d体长; B. 不同基因型YL个体325 d体长; C. 不同基因型YL个体325 d体质量; D. 不同基因型YL个体385 d体质量; E.不同基因型德国镜鲤选育系(JL)个体135 d体质量.

Fig.3  Effects of genotypes at intron1189 locus of IGF-I gene on growth traits of Cyprinus carpio
Bars with different letters indicate significant difference between genotypes(P<0.05). A. Body length at 135 day of Cyprinus cario haematopterus (YL) individuals with different genotypes; B. Body length at 325 day of YL individuals with different genotypes; C. Body weight at 325 day of YL individuals with different genotypes; D. Body weight at 385 day of YL individuals with different genotypes; E.

Body weight at 135 day of selective line of Cyprinus carpio L. mirror (JL) individuals with different genotypes.
素有关。需要指出的是, 尽管各群体在两个位点上均检测到丰富的等位基因, 但等位基因在群体中分布并不均衡, 表现为等位基因数和有效等位基因数相差较大, 这提供了群体尚未经过系统强化培育的证据。
目前, 作为几个物种重要生产性状的数量性状位点(quantitative trait loci, QTL), IGF-I基因已被分别定位于牛5号染色体(初生重、周岁重)[7]、鸡1号染色体(产蛋数、蛋重)[36]和狗15号染色体(体型大小)[12]。在鲤中, IGF-I mRNA大量在肝表
[image: image5.png]>

325d18 K /em

135dfA K /em
body length (135 d)
=

18 ¢

[
N

L
o

[\

e
be de de
be
bd - . bd be
i ii i i

@)
NN
N s

| )

[\
-
T

[E—
N
A\

)

385diA K /em
body length (385 d)
o

[\
|

Q 0B 10 1) 1 0B A0 AQ B 0 _
,ng\’%g\’%Q\”;L})Q\“g;gg\“g;%\’%%\”g?\g\”g?\g\”g?\%\%5 0
S 75 PN ORI NN ONA N
SLINTY genotype 700 A0 7001 A0 g0 2GR ZgRIANQI DI A
FEHT genotype
1B b zg '_ d a1 T
- a a
I d I
< 16 ¢ bd bd bd bd bd g8 ac o~
e _ bc be bc g § 27 [ ac b a
on ~ i
= 14t < M =26 ¢
B L 25|
- &l
g 37 IIIIIIIIII Y257
e O
0 0
N 10D AAD 1L A E0 10D 4AD 14D 1AD 120 N 19D AAD 1L AE0 10D 4AQ 4D 1AD &0
,.LQQ\?LQQ\?LQQ\G,D.LQQ\%QQ\%q%\%g%\%\Q\z\Q\%\%\% ,.LQQ\?LqQ\?LQQ\G,D.LQQ\q,).qu\%q%\%g%\z\Q\%\Q\%\%\%

FLRTY genotype FLA A genotype




图4  IGF-I基因intron2310位点基因型对德国镜鲤选育系(JL)135 d(A)、325 d(B)、385 d(C)、445 d(D)体长的影响

柱上字母不同表示基因型间差异显著(P<0.05).

Fig.4  Effects of genotypes at intron2310 locus of IGF-I gene on body length of 135 d(A), 325 d(B), 385 d(C) and 445 d(D) in selective line of Cyprinus carpio L. mirror (JL)
Bars with different letters indicate significant difference between genotypes (P<0.05).
达, 利用重组猪GH能刺激鲤肝IGF-I的转录水平升高6倍, 表明IGF-I在鲤中具有介导GH促生长作用的保守功能[37]。因此, 在鲤IGF-I基因上鉴定多态座位有望获得生长相关性状的QTLs或连锁标记。在生长表型方面, 本研究以初次越冬为基准来设计生长性状的检测时间, 分别为越冬前、越冬后、越冬后2个月、越冬后4个月(上市), 这种划分办法能更全面地反映北方鲤从孵化至上市的整个生长过程。在此基础上, 笔者考察intron1186和intron2310多态位点与鲤生长性状的连锁关系。为保证统计效率, 此次仅对各群体中频率高于3%的基因型进行了相关分析。在3个鲤群体中, 各位点计入统计的基因型数量均大于或等于8个, 表明样本量符合要求, 获得的数据具有较高的可信度。由于各位点频率较高的基因型在群体间存在较大差异, 因此未将群体进行合并分析。IGF-I intron1189和intron2230位点基因型对不同鲤群体作用不一致, 表明两个位点的基因型效应与遗传背景有关。在intron1189位点, 不同基因型对YL上市前部分时段的体长和体质量性状有影响。这些效应尽管未表现出时间连续性, 但优势基因型(205/221)和不利基因型(185/229)对体长和体质量的作用方式基本一致, 因此有必要在YL更多世代和更多样本中有针对性的验证。在intron2310位点, 不同基因型对JL所有检测时段的体长和体质量均有显著影响, 且优势基因型(318/350)和不利基因型(290/350)对体长和体质量的影响表现基本一致。该位点不同基因型个体的生长差异是否由IGF-I表达不同引起仍需进一步研究。随着鲤基因组测序和鲤基因连锁精细图谱的完成, 将会全面揭示两个标记的效应。
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图5  IGF-I基因intron2310位点基因型对德国镜鲤选育系(JL)135 d(A)、325 d(B)、385 d(C)、445 d(D)体质量的影响

柱上字母不同表示基因型间差异显著(P<0.05).

Fig.5  Effects of genotypes at intron2310 locus of IGF-I gene on body weight of 135d(A), 325d(B), 385d(C)and 445d(D) in selective line of Cyprinus carpio L. mirror (JL)
Bars with different letters indicate significant difference between genotypes(P<0.05).

与高等脊椎动物不同, 鱼类特殊的繁殖方式使其易受环境或选择等因素的干扰, 导致基因序列的多样性下降, 在核心群较小或系谱混乱时, 易发生近交并引起生产性状衰退。但另一方面, 这种繁殖方式也能使优良基因快速富集并在大量子代中获得传递。因此, 在成熟的培育品种中鉴定与优良性状相关的基因位点, 并将相关信息纳入选育计划, 对提高群体生产性能具有重要意义。中国北方鲤养殖生长期短、越冬期长, 与南方鲤相比, 北方鲤性成熟晚、世代间隔长。这些因素导致基于传统方法的选育方式可控性较低、准确性差、遗传进展缓慢。利用确定的生长性能相关标记进行早期选择, 并筛选优良个体留种, 将会使养殖效率迈向新的台阶。本研究在鲤IGF-I基因上鉴定到两处潜在影响鲤生长的高度多态微卫星标记, 应将其作为鲤生长性能分子标记, 在更多的鲤随机群体中做进一步验证, 并在育种计划中作为参考。
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Two IGF-I gene microsatellite loci with high polymorphism and their association with growth-related traits in common carp (Cyprinus car​pio L.) 
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1. Heilongjiang Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, National and Local United Engineering Laboratory for Freshwater fish Breeding, Key Laboratory of Freshwater Aquatic Biotechnology and Genetic Breeding, Ministry of Agriculture, Harbin 150070, China;
2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China
Abstract: Insulin-like growth factor-I (IGF-I) is a key hormone in the vertebrate growth axis. Thus, the identification of polymorphic IGF-I gene molecular markers could aid in selection for desirable growth traits. We identified two polymorphic microsatellite loci with tetrad repeats in the IGF-I gene by polymerase chain reaction (PCR) and sequencing in common carp (Cyprinus carpio). One locus in intron1 was designated intron1189, and the other locus in intron2 was designated intron2310. The allele and genotype information for the two loci were obtained by polyacrylamide gel electrophoresis for all individuals from Heilongjiang carp (Cyprinus cario haematopterus) (YL) (n=263), a selected line of German mirror carp (Cyprinus carpio L. mirror) (JL) (n=229), and a cold-resistant line of Hebao red carp (Cyprinus carpio var. wuyuanensis) (HL) (n=255). We evaluated the association between the genotypes that constituted >3 percent of the frequencies of the two loci and growth-related traits. The allele numbers were 15 (intron1189) and 25 (intron2310), and both loci were high polymorphic (PIC>0.5). The number of genotypes that exceeded 3% of the frequency were 12 and 9 (YL), 12 and 10 (JL), and 10 and 10 (HL), respectively. The polymorphism at the intron1189 locus was significantly correlated with body length at 135 and 325 d, and body weight at 325 and 385 d in YL (P<0.05). There was a significant correlation between the polymorphism of intron2310 locus and body length and body weight during each detection period in JL (P<0.05). Fish with genotype 185/229 at intron1189 had the lowest body length at 135 and 325 d and the lowest body weight at 325 and 385 d in YL. Conversely, fish with genotype 205/221 at intron1189 had the highest body length at 135 and 325 d and the highest body weight at 325 d in YL. At intron2310, JL individuals with genotype 290/350 had the lowest body length at all time points and the lowest body weight at 135, 325, and 385 d. In contrast, body length and body weight were highest at these time in JL individuals with genotype 318/350. In summary, we isolated two microsatellite loci that have high polymorphism from introns of the IGF-I gene. These markers appear to be correlated with growth performance and should be further investigated to develop marker assisted selection breeding programs in common carp.
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