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摘要: 选择来自25个家系的536尾大菱鲆(Scophthalmus maximus L.), 进行为期90 d的低温(10.5~12℃)生长实验, 通过采集18、54、90 d的体质量、体长数据, 以特定生长率(SGR)为指标评估大菱鲆在低温下18~54 d、54~90 d这两个时间段的生长性能; 在一般动物模型中, 运用非求导约束极大似然法, 以18 d时的初始体质量、体长为协变量, 估算低温生长54、90 d时大菱鲆数量性状遗传力, 并分析低温生长时长对它们的影响。结果显示, 大菱鲆低温生长18~54 d、54~90 d的特定生长率分别为(0.869±0.181)%/d、(1.039±0.185)%/d(平均值±标准差), 后一时段特定生长率比前一时段高19.6%, 且经单因素ANOVA检验, 两个时间段特定生长率差异极显著(P<0.01), 说明随着低温生长时间的延长, 大菱鲆的生长速度明显提高, 且家系间的生长性能差异很大。遗传力方面, 以第54、90天时的测量体质量估计的遗传力分别为0.440±0.129、0.548±0.150(平均值±标准误), 以第54、90天的测量体长估计的遗传力分别为0.301±0.108、0.494±0.142(平均值±标准误), 经t检验, 所有遗传力均达到极显著水平(P<0.01), 且90 d时的体质量、体长遗传力均明显高于54 d时的体质量、体长遗传力。结果证明, 在低温条件下, 生长时长对大菱鲆数量性状遗传力的估算有明显影响, 且伴随低温生长时间的延长, 数量性状遗传力有明显的升高。从生长性能和遗传力的实验结果可以得出, 利用低温生长时长来对大菱鲆进行耐低温品种的选育是可行的。
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大菱鲆(Scophthalmus maximus L.)是中国主要的海水经济养殖鱼类之一, 属于冷温性鱼类, 适宜的生长温度范围在14~19℃[1]。但由于中国大菱鲆养殖区主要位于山东半岛、河北、辽宁的沿海地区, 冬季水温低于8℃(部分时间低于2℃)的时长达4个月[2−3]之久, 在这个时期就需要抽取深井海水或者蒸汽加热海水进行养殖, 而大量抽水会造成地下水位大幅度下降、水量不足和海水污染等问题, 蒸汽加热不但耗费大量能源, 还会造成空气污染[4]。在此阶段, 大菱鲆养殖面临着生长速度慢、养殖成本较高等诸多问题。因此, 对大菱鲆进行遗传改良, 选育出低温条件下生长迅速的优良新品种, 具有巨大的应用价值和经济价值。 

鱼类终生生活在水环境中, 其生长与温度的变化紧密相关[5]。温度作为对鱼类生长具有重要影响的环境因子[6], 主要控制鱼类的新陈代谢反应速率, 影响其生理生化功能, 如摄食量[7]、代谢率[8]和蛋白质合成率[9]等。而鱼类的生长与机体的新陈代谢密切联系[10], 当水温过低时, 鱼类体内各种消化酶活性降低, 摄食量下降, 同时新陈代谢减慢, 从而抑制其生长[11]。大菱鲆属于冷水性鱼类, 能够承受很低的生存温度[12], 但有关研究表明, 低温可抑制大菱鲆的生长。高淳仁等[13]研究发现养殖水温在8℃以下时, 大菱鲆基本不摄食, 体质量无增长。Burel等[14]研究发现, 8℃水温下的大菱鲆SGR(0.55%/d)仅为17℃(1.55%/d)的35%。Imsland等[15]研究了大菱鲆在10℃低温和16℃常温下的特定生长率分别为0.9%/d 和2.4%/d。以上研究结果表明低温抑制大菱鲆的生长。Temel等[16]研究发现大菱鲆在15.2~24℃的温度范围内的特定生长率从2.2%/d降至(1.8%/d。在100 d的实验周期内, Imsland等[17]研究表明大菱鲆在16℃、20℃、16~20℃、20~16℃环境下的特定生长率分别为1.00、1.05、1.05、1.17%/d。后续研究发现在10、13、16、19℃下, 6个月内的特定生长率均值分别为0.75、1.50、1.95、2.20%/d [18]。在大菱鲆的遗传力研究方面, 张庆文等[19]研究了25日龄的大菱鲆的体长、存活率和白化率的遗传力分别为0.20、0.07和0.22。马爱军等[20]估算了6月龄大菱鲆的体长、全长、体高、体质量的遗传力分别为 0.282、0.251、0.283、0.450。刘宝锁等[21]估算的大菱鲆的体质量遗传力为(0.22± 0.09); 肥满度遗传力范围为(0.21±0.18)~(0.39± 0.11); 耐热性遗传力为(0.026±0.034)。大菱鲆低温生长与常温遗传力研究方面已取得较多成果, 这为研究温度对于大菱鲆生长的影响, 和评估常温条件下对大菱鲆进行选育的可行性提供了理论参考, 但对于低温养殖时长对大菱鲆生长性能及数量性状遗传力影响的相关研究还未见报道。本研究在以往研究的基础上, 运用一般动物模型估算不同低温养殖时长下大菱鲆的数量性状遗传力, 并分析不同低温养殖时长对不同大菱鲆家系数量性状遗传力及生长性能影响, 以期为后续的大菱鲆耐低温分子机制研究、低温时间延长致使生长性能提高的分子机制研究和大菱鲆耐低温品系的筛选提供方法参考。
1  材料与方法

1.1  实验材料来源

实验材料为黄海水产研究所在山东海阳市黄海水产有限公司培育的2012年人工培育的大菱鲆家系, 选取来自25个家系的536尾大菱鲆进行低温生长实验。其中包括13个全同胞家系和5个半同胞家系组(其中一雌配两雄的半同胞家系3个, 一雌配三雄的半同胞家系2个), 每个家系的个体数目为20~24个。

1.2  实验设计及管理

1.2.1  实验设计  当实验鱼的日龄达到100 d左右时, 挑选均重(7.96±2.64) g、均长(5.43±0.94) cm的实验鱼, 进行可视嵌入性荧光标记(visible im​p​l​ant elas​to​mer, VIE)[14, 22], 标记部位为背部(背前、背中、背后, 用于区分家系)和腹部(腹中、腹后, 用于区分个体), 以便在整个实验周期内对每一尾实验鱼进行跟踪。标记完成后, 将所有家系均分暂养于两个3 m×3 m×1.6 m的水泥池中(水深0.6 m)。
1.2.2  实验管理  实验开始时, 大菱鲆日龄在223~241 d, 均重达到(40.74±9.35) g, 均长达到(9.77±0.89) cm。在整个实验周期内, 通过调节深井海水与自然海水的混合比例, 使养殖池水温维持在10.5~12℃内。采用流水养殖, 换水率达到800%/d。每2天测量1次盐度、pH、溶氧值, 使盐度介于28~30, pH 7.8~8.2, 溶解氧>6 mg/L。每天(8: 30、16: 30)两次人工投喂颗粒饲料, 直到没有实验鱼浮起摄食为止。投喂饲料后0.5 h排水80%, 并根据养殖池底残饵与粪便情况, 及时推底, 保持良好的养殖环境。

1.3  实验数据采集

低温实验进行到18、54、90 d时, 对所有实验鱼采集体质量和体长数据(采集数据前停食24 h), 根据荧光标记, 使3次体质量、体长数据与个体一一对应。

1.4   数据统计分析

1.4.1  生长速度分析模型  采集体质量数据精确到0.01 g, 采用特定生长率(SGR)评价生长速度。其计算公式为: 
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式中, W1、W0分别为体质量的相邻两次测量值, [image: image2.wmf]t

为两次测量间隔的天数[16, 23]。

1.4.2  遗传力分析模型  根据所选大菱鲆遗传结构及养殖状况, 并综合动物育种理论, 利用一般动物模型(general animal models)[21, 24]进行遗传评估: 
Yij=u+ti+aj+bwOij(lOij)+eij
式中, Yij为鱼体的体质量、体长测量值; u为总体均值; ti为第i个养殖池的固定效应; aj为第j个个体的加性遗传效应; b为回归系数; wOij(lOij)为体质量(体长)协变量(拟合5阶Legendre多项式, 其优点在于能够以较少参数准确地拟合性状的方差−协方差结构, 比较准确地消除测定日记录中的环境效应, 拟合个体生长曲线同家系一般形状的偏离, 提高数量性状遗传评估准确度[25]); eij为随机残差。

所用模型以矩阵[24]表示为: 
Y=Xb+Zu+e
式中, Y为所有性状的观察值向量; X为固定效应的设计矩阵; Z为随机效应的设计矩阵; b为所有固定效应向量; u为所有随机效应向量, e为所有随机残差向量。随机效应及观察值的数学期望及方差定义为: 
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式中, A为分子亲缘系数矩阵, I为单位矩阵, [image: image4.wmf]2
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为加性遗传效应方差。

混合模型方程组为: 
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其中
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狭义遗传力([image: image7.wmf]2
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式中, 
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为加性遗传效应方差;
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为表型方差。

1.4.3  生物统计分析  利用SPSS19.0计算SGR值, 并通过单因素ANOVA检验生长差异的显著性; 在WOMBA中应用非求导约束极大似然法(Deri​vative-Free Restricted Maximum Likelihood, DFREML)[26] 进行随机效应方差分量的剖分, 在计算过程中, 反复把软件运算结果中的变量方差值, 作为初始方差值进行重复计算, 直到方差值不发生变化为止, 以保证结果值不为局部收敛值。
2  结果与分析

2.1  SGR

在本实验设定的低温条件下, 18~54 d时间段大菱鲆SGR值为(0.869±0.181)%/d, 54~90 d时间段的SGR为(1.039±0.185)%/d (表1)。
其中18~54 d、54~90 d时间段SGR极小值分别为0.35%/d、0.40%/d, 极大值分别为1.48%/d、1.94%/d, 54~90 d时间段的极值均大于18~54 d时间段。对两个时间段的536个个体SGR值进行单因素ANOVA检验, 两个时间段的SGR值存在极显著差异(P<0.01)。每个家系在18~54 d、54~90 d时间段内的平均SGR值和这两个时间段的差值如表2所示。
对各家系内所有个体进行多重比较分析, 发现各家系间的SGR数值存在极显著差异(P<0.01)。对各个家系两个时间段的SGR求差值, 发现存在较大的正值、较小的正值和负值, 说明经过较长时间的低温胁迫生长后, 不同家系表现出了生长加快、生长无变化和生长减慢3种生长速度上的差异。
表1  不同低温时间段SGR参数

Tab.1  SGR parameters of different phases under low-temperature

	时长

time
	样本含量

sample size
	均值

mean
	标准差
SD
	标准误
SE
	均值的 95% 置信区间
95% confidence interval
	极小值
min
	极大值
max

	
	
	
	
	
	下限lower limit
	上限upper limit
	
	

	18−54 d
	536
	0.8693
	0.1808
	0.0078
	0.8540
	0.8847
	0.35
	1.48

	54−90 d
	536
	1.0388
	0.1854
	0.0080
	1.0230
	1.0545
	0.40
	1.94


表2  不同低温时间段大菱鲆名家系特定生长率及差值

Tab.2  Average specitic growth rate(SGR) and difference between Scophthatmus maxinus families
 at different phases under low temperature
	家系family
	18−54 d 特定生长率/(%·d–1) SGR in 18−54 d
	54−90 d 特定生长率/(%·d–1) 
SGR in 54−90 d
	差值/(%·d–1) difference

	1
	0.96±0.07
	1.02±0.11
	0.06

	2
	0.84±0.08
	0.92±0.04
	0.09

	3
	0.94±0.12
	0.99±0.09
	0.05

	4
	0.78±0.06
	0.85±0.04
	0.07

	5
	0.82±0.14
	0.99±0.09
	0.17

	6
	0.98±0.08
	1.03±0.08
	0.06

	7
	0.98±0.06
	1.05±0.08
	0.08

	8
	0.98±0.07
	1.07±0.05
	0.09

	9
	1.01±0.13
	0.99±0.07
	−0.02

	10
	0.86±0.12
	0.94±0.11
	0.08

	11
	0.95±0.08
	0.97±0.07
	0.02

	12
	0.80±0.08
	0.88±0.09
	0.08

	13
	0.84±0.11
	0.89±0.10
	0.04

	14
	0.87±0.08
	0.98±0.06
	0.11

	15
	0.83±0.14
	0.92±0.09
	0.10

	16
	0.94±0.11
	1.00±0.12
	0.06

	17
	0.76±0.08
	0.84±0.06
	0.07

	18
	0.76±0.03
	0.9±0.05
	0.15

	19
	0.75±0.06
	0.93±0.04
	0.18

	20
	0.94±0.11
	1.07±0.12
	0.13

	21
	0.81±0.08
	0.92±0.09
	0.11

	22
	0.80±0.10
	0.93±0.10
	0.13

	23
	0.84±0.12
	0.90±0.09
	0.05

	24
	0.97±0.09
	0.96±0.07
	(0.01

	25
	0.69±0.05
	0.86±0.07
	0.17


2.2  遗传力

以大菱鲆在低温条件下生长18 d的体质量和体长数据作为协变量, 利用一般动物模型, 求得遗传参数如表3所示。

估计遗传力的值被归类为低等(0.05~0.15), 中等(0.20~0.40)、高等(0.45~0.60)和极高等(>0.65)的水平[27]。从表3中可以看出, 低温条件下生长54、90 d的体质量遗传力分别为0.44±0.129、0.548±0.150, 均属于高等遗传力; 低温条件下生长54、90 d的体长遗传力分别为0.301±0.108、
表3  不同低温处理时长大菱鲆体质量、体长性状的遗传参数

Tab.3  Genetic parameters of body weight and body length of Scophthalmus maximus 
at different time intervals under low temperature

	数量性状
quantitative trait
	方差组分 variance component
	遗传力(平均值(标准误)
heritability(mean(SE)
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	54 d体质量/g 54-day body weight
	13.433
	5.911
	7.522
	0.440±0.129**

	90 d体质量/g 90-day body weight
	63.378
	34.762
	28.616
	0.548±0.150**

	54 d体长/cm 54-day body length
	0.0591
	0.0178
	0.0413
	0.301±0.108**

	90 d体长/cm 90-day body length
	0.1252
	0.0618
	0.0634
	0.494±0.142**


注:
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为表型方差,
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为加性遗传方差,
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为残差, **表示差异极显著(P<0.01).
Note:
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means phenotype variance;
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 means residual variance; ** means difference is extremely significant(P<0.01).
0.494±0.142, 前者为中等遗传力, 后者为高等遗传力。所有结果经t检验均达到极显著水平(P<0.01)。第90 天估算的体质量、体长遗传力明显增大, 可能是因为随着低温生长时间的延长, 大菱鲆耐受低温能力增强, 环境因素对大菱鲆生长影响减弱, 以致环境方差分量的减小, 进而导致遗传力升高。
3  讨论

3.1  不同低温养殖时长对SGR的影响

本研究观察同一大菱鲆群体在低温条件下不同养殖时段的生长状况, 通过测量收集在低温条件下第18、54、90天的体质量数据, 计算出18~54 d和54~90 d的平均SGR值分别为(0.869±0.181)%/d、(1.039±0.185)%/d, 且54~90 d 的SGR值比18~ 54 d的SGR值高19.56%, 说明随着低温生长时间的延长, 大菱鲆的生长速度有明显的提高。多重比较分析发现, 所有个体的SGR数值存在显著性差异(P<0.01), 表明这两个相邻的时间段内, 大菱鲆的生长速度有着明显的差异。分析可能是由于随着低温养殖时间的延长, 大菱鲆对低温的适应能力增强, 在生理生化、新陈代谢水平发生相应变化, 使得低温环境对其生长的影响变小, 从而表现为生长速度的加快。以家系为单位, 求得18~54 d和54~90 d的家系平均SGR值, 通过两时间段SGR差值可以得到, 19、5、25、18号家系表现为低温养殖时间越长生长速度越快(差值为正的较大的值); 而9、24号却表现相反, 低温养殖时间越长生长速度越慢(差值为负值); 3、11、13、23号家系低温养殖时长对生长速度没有明显影响(差值接近0)。

生物体在环境因子变化时, 能够依靠自身特有的平衡调控机制来进行适应性反应, 这种反应包括不同水平的生化、生理和行为的变化[28], 但具有不同遗传基础的家系对环境变化的适应能力不一致, 导致环境变化对不同家系的影响不同。本研究中低温时长对不同家系的生长有着截然不同的影响, 有的家系经过长时间低温后, 生长速度会有所提升, 而有的家系会降低, 这就体现了不同家系对低温环境有着不同的适应能力, 可以对那些适应性强的家系, 进行长时间低温刺激, 再通过选择及逐代杂交, 培育出可以长时间适应低温环境, 并且生长迅速的优良品种。

3.2  不同低温养殖时长对遗传力的影响

在估算数量性状遗传力时, 模型的选择尤为重要, 最佳的遗传力模型可以有效地剖分出各种效应, 从而得到准确的遗传力值[29]。通过在WOMBAT中利用多种模型对本研究数据进行遗传力预估算, 最终发现, 一般动物模型适于对本研究数据进行分析处理, 且以初始体质量或体长做协变量时, 可以矫正实验开始前样本大小、质量、体长等数量性状对遗传力估算的影响, 可以很好地剖分各种效应进而保证估算结果的准确度。本研究估算的体质量、体长遗传力介于0.440~ 0.548和 0.301~0.494, 与所报道的水生动物的遗传力为0.2~0.7[24]是一致的。

表型的相似程度主要取决于遗传因素, 有时一些共同环境因素也起到至关重要的作用[28−29], 所以在对数量性状遗传力进行估算时, 要充分考虑到共同环境效应的影响。Hyuma等[30]研究了高温条件下虹鳟(Oncorhynchus mykiss)存活的狭义遗传力为0.476, 广义遗传力为0.517±0.189, 该结果可为虹鳟高温耐受品系的选育提供指导。王俊等[31]估计了哲罗鲑(Hucho taimen)幼鱼在低温[(9(1.5)℃]和高温[(13(1.5)℃]条件下体质量的遗传力分别为0.413~0.675、0.396~0.558, 体长遗传力分别为0.297~0.777、0.194~0.624。结果显示低温条件下体长、体质量遗传力估计值高于高温条件下的估计值, 表明基因和环境互作效应较为明显。本研究估算了大菱鲆在低温环境中不同时长的体质量和体长的遗传力, 发现随着低温养殖时间的延长, 估算的体质量和体长遗传力都有明显提高, 体质量遗传力由54 d的0.440升至90 d的0.548, 体长遗传力由54 d的0.301升至90 d的0.494。由表4可以看出, 90 d时体质量和体长的剩余方差的比重较54 d时有明显的降低, 说明大菱鲆群体随着低温刺激时间的延长, 其自身逐渐适应了低温环境, 环境效应的影响逐渐降低, 而基因效应的作用得到了突出与强化, 从而表现出数量性状遗传力数值的升高。这从基因与环境互作的层面, 揭示了低温条件并没有减弱亲代将优良性状遗传给子代的可能性, 相反却增强了遗传的可能性; 除第54天的体长遗传力为中等遗传力外, 其余均为高等遗传力[27]。该结果提示通过采取长时间低温刺激、累代杂交、世代选育, 很有可能培育出耐低温、生长快的优良品种, 这为大菱鲆耐低温性状的选育实践提供了理论指导。 

本研究对大菱鲆群体在低温养殖不同时长下的生长性能与遗传力进行了研究, 从表型变化到遗传本质, 都得到了低温刺激时间延长可以促进低温耐受并获得高遗传能力的结果。研究结果对于后期大菱鲆低温耐受相关实验的设计、低温生长遗传力的评估以及低温快速生长品系的培育等工作有一定的指导意义, 并对从分子层面研究低温下大菱鲆的生理生化变化、基因的表达和相关蛋白的合成等工作奠定了方法基础。
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Effect of duration of exposure to low temperature on growth of turbot (Scophthalmus maximus L.) and heritability of cold resistance 
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Abstract: Turbot (Scophthalmus maximus L.) are a cold-water fish. Despite this, their growth rate is inhibited by exposure to low-temperatures in regions of China where cultured fish are reared in natural sea water that is <8℃ from December to March. To counter this, farmers extract deep well seawater or use heated natural seawater for cultivation. The extraction of a large amount of groundwater can result in a serious decrease in the water table and subsequent water shortage. Heating water is not only a waste of energy, but also it causes air pollution. Additionally, the costs of turbot cultivation increase significantly during this period. Improvements in performance traits and breeding of rapid growth varieties under low temperature conditions are important for two reasons: a reduction in pollution and ground water use and an increase in profitability. We evaluated the growth performance and heritability of growth traits in fish held for different durations at a range of low-temperatures (10.5–12℃). We used a total of 536 turbots from 25 family groups, including 13 full-sib families and 5 half-sib family groups (with 3 families derived from a cross of one dam with two sires and 2 families derived from a cross of one dam with three sires). During the 90-day study period, we measured the body weight (BW) and body length (BL) of each individual on days 18, 54, and 90. We calculated the SGR (specific growth rate) to describe growth performance. A general animal model was used to estimate the heritability of BW and BL after 54 and 90 days, with the initial body weight or initial body length (day 18) as a covariate. The specific growth rates (SGR) during days 18–54 and 54–90 were (0.869±0.181)%/d and (1.039±0.185)%/d (P<0.01), respectively. The specific growth rate between 54–90 d was 15.6% higher than in the previous period. The growth rate of turbot improved significantly with time and growth performance differed among families (P<0.01, one-way ANOVA). Turbot were able to adapt to low-temperature and prolonged holding at low temperature promoted cultivation of cold-resistant turbot. The heritabilities for body weight at 54 and 90 days were 0.440±0.129 and 0.548±0.150 (P<0.01), respectively; and for body length were 0.301±0.108 and 0.494±0.142 (P<0.01, t-test), respectively. The heritabilities for body weight and body length at 90 days were significantly higher than at 54 days. Our results suggest that the environmental effect decreases as duration of exposure to low temperature increases and a genetic effect can yield an increase in the growth of turbot. The heritability of body weight and body length increased with the duration of exposure to low-temperature, and the heritability of body length was higher than that for body weight. Thus, body length has greater utility as a breeding trait than body weight.
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