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青鱼生长QTL紧密连锁分子标记与生长性状的关联分析

杨    琳1    郭加民1    王元浩1    周思扬1    李家乐1, 2    徐晓雁1, 2    沈玉帮1, 2

(1. 上海海洋大学农业农村部淡水水产种质资源重点实验室, 上海 201306;
2. 上海海洋大学上海水产养殖工程技术研究中心, 上海 201306)

摘要: 研究对前期建立的青鱼(Mylopharyngodon piceus)家系高密度遗传连锁图谱及体长QTL的定位结果进行

深入分析, 在10号连锁群上识别到与体长相关的QTL区域, 存在2个与体长强烈相关的紧密连锁SNP位点。研

究利用特异性标记判定青鱼遗传性别, 对SNP位点侧翼序列PCR扩增子进行sanger测序。得到准确的SNP位
点基因型信息后, 研究对紧密连锁SNP位点不同基因型与邗江青鱼群体生长性状进行了细致的关联分析。结

果表明, 在563尾邗江青鱼群体中, 雌鱼290尾, 雄鱼273尾, 雌雄比约为1.06﹕1。遗传分析显示, SNP7957G>C和
SNP9802T>A有效等位基因数(Ne)分别为1.754和1.399, 观测杂合度(Ho)分别为0.384和0.266, 期望杂合度(He)分
别为0.430和0.285, 多态信息含量分别(PIC)为0.508和0.378。相比雄鱼, 雌鱼生长速度更快, 但是变异系数更

高, 说明雌鱼生长性状离散程度更大。SNP7957G>C和SNP9802T>A不同基因型在群体体长性状中存在显著差

异。SNP7957G>C位点的GG基因型在雄鱼体长性状中具有显著优势(P<0.05), SNP7957G>C和SNP9802T>A单标

记其他基因型与生长性状之间存在差异, 但未达到统计学差异。在SNP位点不同基因型构建的二倍型中, 雌
雄个体表现出一定的生长差异, D8(GGTA)在生长方面具有显著优势 (P<0.05), 具有一定育种价值。研究结果

可为选育快速生长青鱼新品种提供分子标记, 为未来青鱼遗传改良和分子标记辅助育种策略提供科学依据。
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青鱼 (Mylopharyngodon piceus)属鲤形目、鲤

科、青鱼属。青鱼主要分布于我国长江流域, 2019
年起青鱼养殖产量逐年上升, 2022年青鱼养殖产量

达74.8万吨
[1]
。青鱼易饲养, 个体大, 是重要的蛋白

质来源, 经济价值高。近几十年来, 人类活动使天

然水域中青鱼资源衰退, 以及繁殖生产中管理不当

使青鱼种质退化, 制约我国原良种开发和管理工作

的推进
[2, 3]

。传统选育方法主要是杂交、家系或群

体选育, 耗时长, 成本高
[4]
。虽然我国青鱼养殖历史

悠久, 产量也颇丰, 但是还未有青鱼新品种。青鱼

的遗传分子机制方面的研究较少。分子标记辅助

选择育种(MAS)是一种有效选育新品种的现代生

物技术, 利用遗传分子标记, 寻找与优异生长表型

性状相关联的基因型, 从而精准繁育含有优势基因

型的青鱼子代, 改良青鱼种质资源。研究人员曾通

过磁珠富集法构建青鱼微卫星文库, 开发多态性较

好的微卫星标记
[5], 利用微卫星分子标记分析长江

水系野生群体和养殖群体的遗传多样性和遗传结

构
[6, 7]

。

通常生长是由多个基因座控制的数量性状

(Quantitative trait loci, QTL), 效应较大的称为主效

QTL, 效应较小的称为微效QTL[8]
。QTL分析能够

定位与数量性状相关的基因组区间, 筛选紧密连锁

的遗传分子标记
[9]
。通过分析紧密连锁分子标记的

准确性和可靠性, 筛选分子标记的优势基因型, 通
过分子标记辅助育种技术在生产实践中改良水产

养殖动物的生长性能。遗传分子标记在水产动物

优良品种的研究和创制实践中发挥着至关重要的
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作用。随着二代标记微卫星的发展, 又开发了第三

代分子标记单核苷酸多态性(Single nucleotide poly-
morphism, SNP), 具有双等位共显性, 在基因组中丰

度高、分布广, 遗传稳定, 广泛应用于分子标记辅

助育种中
[10, 11]

。目前有学者利用连锁的二代标记

微卫星  (Simple  sequence  repeat,  SSR)与草鱼 (Cte-
nopharyngodon  idella)生长性状进行关联分析

[12],
还有许多学者研究了连锁SNP与刺参(Apostichopus
japonicus)[13]

、大菱鲆 (Scophthalmus  maximus)[14]
、

脊尾白虾(Exopalaemon carinicauda)、马氏珠母贝

(Pinctada martensii)[15] 等水产动物生长性状的关联

分析。Guo等[16, 17]
基于简化基因组测序技术(Geno-

typing by sequencing, GBS)开发大量SNP, 在LG10、
LG17和  LG20这3个连锁群(Linkage Group, LG)上
定位到17个与体重、体长、体高和体宽生长相关

的QTL, 并且将体重QTL上紧密连锁的SNP与不同

地理青鱼群体的生长性状进行了关联分析。

基于前期研究, 从LG10筛选到2个与体长QTL
紧密连锁的SNP位点(位点间遗传距离为0.192 cM)[16],
以563尾邗江青鱼群体为实验材料, 开展SNP不同

基因型与体重和体长性状的关联分析, 为创制高生

长性能的青鱼新品种提供理论依据。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

实验材料的亲本为2021年从江苏广陵长江水

系家鱼原种场邗江水域收集的青鱼原种, 严格挑选

健康、肥满和成熟度较好的38尾雌鱼和13尾雄鱼

(7龄)。同年5月于苏州市申航生态科技发展股份有

限公司开展人工繁育, 卵子和精子分别混合后受

精。在受精卵孵化后, 待鱼苗正常平游, 转移至上

海海洋大学滨海养殖实验基地1.5 m深的土塘中,
养殖密度为1000尾/667 m2

。2022年11月, 在池塘中

从1500尾青鱼中随机选取563尾青鱼, 使用毫米刻

度尺(精度为0.1 mm)和电子秤(精度为0.01 g)测量

每尾青鱼的体重和体长, 剪取鳍条组织放置于无水

乙醇中, –20℃保存备用。

 1.2    实验方法

DNA提取　　参照Yue等 [18]
的方法用96孔过

滤板批量抽提青鱼鳍条中的DNA。使用1%琼脂糖

凝胶电泳评估  DNA 的完整性 , 利用分光光度计

NanoDrop  2000检测浓度。将达到实验要求的

DNA样本, 密封并储藏于–20℃冰箱, 便于后续实验

开展。

性别鉴定　　由于青鱼在性成熟之前, 难以从

外表分辨雌雄, 于是本研究采用实验室开发的青鱼

雌雄特异性引物(F: 5′-FAM-TTACGAGCGCATCT
GAAAAA-3′; R: 5′-AGAGCATCTGAAAGGGCAA
G-3′), 正向引物5′端处添加FAM荧光基团。扩增产

物的雄鱼信号峰为152/168 bp, 雌鱼信号峰为168 bp
(在后续分型结果中, 若152和168 bp两处同时有峰

信号, 则为雄性; 若仅168 bp处出现峰信号时, 则为

雌性)[19]
。以563尾青鱼的DNA为模板进行PCR扩

增, 扩增体系: 12.5 μL Taq PCR 反应预混试剂(2×),
2 μL模板DNA, 上下游引物 (浓度10 μmol/L)各1 μL,
加ddH2O至25 μL。反应程序: 94℃ 2min; 94℃ 30s,
退火温度30s, 72℃ 30s, 35次循环; 72℃ 10min。扩

增产物使用ABI3730XL全自动DNA测序仪检测, 选
用LIZ500作为内标。

体长连锁SNP标记序列调取、引物设计及

PCR扩增　　Guo等 [16]
前期发现标记SNP7957和

SNP9802与青鱼体长性状紧密连锁。首先获取这2个
SNP位点在基因组(尚未发表)中的位置 , 然后用

BEDTools软件
[20]
截取SNP位点前后500 bp,  使用

Primer Premier 5软件设计引物(表 1), 扩增产物片

段包含SNP位点。对563尾青鱼DNA进行这2个特

异SNP位点的PCR扩增, 扩增反应体系和反应程序

同前。使用1%琼脂糖凝胶电泳检查扩增产物大小,
进行Sanger测序。

数据分析　　利用Excel汇总表型性状(体长、

体重和性别)。利用GeneMapper 4.0进行处理性别

特异性标记PCR扩增产物测序序列, 鉴定性别。利

用Sequencher 5.4.5对Sanger测序结果进行多序列比

对, 根据峰图判断位点基因型。利用SPSS 25软件

计算性状相关系数(Pearson相关系数)、平均值、

标准差、变异系数, 进行SNP不同基因型与体重和

体长的相关性分析, 差异显著性水平设置为0.05。
利用GenAlEx 6.5软件

[21]
计算邗江青鱼群体遗传多

样性参数 , 包括观测杂合度(Observed heterozygo-
sity, Ho)、期望杂合度(Expected heterozygosity, He) 、
有效等位基因数(Effective number of alleles, Ne), 并
对SNP位点进行哈迪-温伯格平衡(Hardy-Weinberg
equilibrium, HWE)检验。利用PIC_CALC软件计算

表 1   SNP分子标记的引物信息

Tab. 1   Primer sequences of SNP molecular markers

标记名称
Marker name

引物序列
Primer sequence (5′—3′)

退火
温度

Tm (℃)

产物
大小

Size (bp)
SNP7957 TCATAGCCTTTCCCTGC 56 221

CTCTGTCGTTCCTTATTTACTC

SNP9802 ACTGGTTTGATTTGGGAC 54 409

GGCAACAGACAAGTGACC
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SNP位点的多态信息含量(Polymorphic information
content, PIC)。

 2    结果

 2.1    SNP位点遗传多样性分析

青鱼生长QTL紧密连锁SNP标记的遗传多样

性参数见表  2。有效等位基因数 (Ne)为1.754和
1.399, 观测杂合度(Ho)为0.384和0.266, 期望杂合度

(He)为0.430和0.285, 多态信息含量(PIC)为0.508和
0.378, SNP7957G>C偏离哈迪-温伯格平衡(P<0.05),
SNP9802T>A处于哈迪-温伯格平衡。

 2.2    性别鉴定及生长数据

通过遗传性别标记片段扩增序列的基因分型,
信号峰出现向左滑动的现象, 对所有数据进行判读,
结果表明雌鱼290尾, 雄鱼273尾, 雌雄比例为1.06﹕
1(图 1)。邗江青鱼群体的体长与体重极显著相关

(P<0.01), Pearson相关系数为0.888, 表明性状之间

紧密相关。群体的体重平均值为(646.79±322.35) g,

体长平均值为(32.71±4.36) cm。雌雄体重平均值分

别为(677.26±372.71)和(614.41±255.83) g; 雌雄体长

平均值为(33.26±4.54) 和(32.12±4.09) cm。雌雄体

重变异系数分别为55.03%和41.64%, 雌雄体长变异

系数分别为13.65%和12.73%(表 3)。
 2.3    体长连锁SNPs的基因型分析

SNP7957和SNP9802的突变方式均为颠换(图 2)。
其中SNP7957位点GG 279个, GC 216个和CC 68个,
等位基因G的检出频率为0.69,  C为0.31; 同样地 ,
SNP9802位点也检测出3种基因型, 分别为TT 391个,
TA 150个和AA 22个 , 等位基因T的检出频率为

0.83, A为0.17(表 4)。
 2.4    不同基因型与生长性状的关联分析

SNP7957G>C和SNP9802T>A与邗江青鱼群体体

重和体长进行关联分析见表 5。SNP7957G>C位点

的GG基因型个体的体重大于GC和CC基因型个体,
但无显著差异 ;  GG基因型个体的体长显著大于

CC基因型个体(P<0.05)。SNP9802T>A位点的TA基

因型个体的体重大于TT和TA基因型个体, 但无显

著差异; TA基因型个体的体长显著大于TT和AA基

因型个体(P<0.05)。
不同性别个体中2个SNP位点与生长性状的关

联分析见表 6。雌鱼SNP7957位点的GC基因型个体

的生长速率快于CC和GG基因型个体, 但三者无显

著差异; 雄鱼同位点3种基因型在体重和体长性状

中具有相同的趋势, CC<CG<GG, CC基因型个体体

表 2   邗江青鱼群体中2个SNP位点的遗传参数

Tab. 2   Genetic parameters of 2 SNP loci in Hanjiang population
of black carp

SNP
位点

SNP locus

有效等位
基因数

Ne

观测
杂合度

Ho

期望
杂合度

He

多态
信息量

PIC

Hardy-
Weinberg
平衡
PHW

SNP7957G>C 1.754 0.384 0.430 0.508 0.011
SNP9802T>A 1.399 0.266 0.285 0.378 0.118

表 3    邗江青鱼群体生长表型数据

Tab. 3    Phenotypic data in Hanjiang population of black carp

性状
Trait

极小值
Minimum

极大值
Maximum

均值
Mean±SD

变异系数
Coefficient of variation

雌
Female

雄
Male

雌
Female

雄
Male

群体
Population

雌
Female

雄
Male

群体
Population

雌
Female

雄
Male

体重
Body weight (g) 73.20 101.60 4250.00 3015.00 646.79±322.35 677.26±372.71 614.41±255.83 49.84% 55.03% 41.64%

体长
Body length (cm) 23.40 21.10 61.20 56.30 32.71±4.36 33.26±4.54 32.12±4.09 13.31% 13.65% 12.73%

2000

138 140 142 144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172

1600

1200

800

400

0

138 140 142 144 146 148 150 152 154 156 158 160 162 164 166 168 170 172

1600

1200 雄性Male

雌性Female

800

400

0

图 1    遗传性别分子标记基因分型结果

Fig. 1    The genotyping results of genetic sex markers
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长显著小于GG基因型个体(P<0.05)。雌鱼SNP 9802T>
A位点的TA基因型个体生长速率最快, 但三者无显

著差异。雄鱼3种基因型在体重和体长性状中具有

相同的趋势, TT< AA<TA, 但未达到统计学差异。

将SNP7957G>C和SNP9802T>A位点不同基因型

组合分析显示, D1—D9的基因型与生长性状进行

关联性分析见表 7。
二倍型D8 (GGTA) 个体生长速率显著快于其

他二倍型个体, D8 (GGTA)个体体重显著大于D1
(CCTT)、D5  (GCTA)、D6  (GCAA)、D7  (GGTT)
个体; D8 (GGTA)个体的体长显著长于D1 (CCTT)、
D7 (GGTT)个体 (P<0.05)。

在雌鱼中, D8 (GGTA)生长速度较大, 但未达

到统计学差异(P>0.05)。在雄鱼中, D8 (GGTA)和D1
(CCTT)之间体重差异显著(P<0.05); D8 (GGTA)和

D1 (CCTT)、D4 (GCTT)、D6 (CGAA)之间体长差

异显著(P<0.05)。

 3    讨论

遗传多样性和种群内进化、环境因素紧密相

连, 可以衡量种群遗传变异的程度。SNP7957G>C和
SNP9802T>A有效等位基因数 (Ne)分别为 1.754和
1.399, 观测杂合度(Ho)分别为0.384和0.266, 期望

杂合度 (He)分别为 0.430和 0.285。 SNP7957G>C和
SNP9802T>A位点观测杂合度低于期望杂合度, 在郭

加民等
[17]
的研究中, 邗江青鱼群体也是观测杂合度

低于期望杂合度, 说明邗江群体的杂合性较低, 遗
传信息较为一致。SNP7957G>C多态信息含量分别

(PIC)为0.508, 属于高度多态 (PIC>0.50); 529SNP9802

T>A多态信息含量分别(PIC)为0.378, 属于中度多

态。2个SNP位点中, SNP9802T>A符合哈迪-温伯格

平衡, 说明SNP9802T>A位点在遗传过程中更稳定。

而SNP7957G>C显著偏离哈迪-温伯格平衡(P<0.05),
可能与小群体中个体数量变化频繁和人工选择育

种等因素有关。

生长性状是衡量鱼类群体生产性能的一个重

要指标。本研究结果表明, 青鱼体长和体重性状高

表 4   邗江青鱼群体的基因型及等位基因频率统计

Tab.  4   Genotype  and  allele  frequency  of  SNP  site  in  Hanjiang
population of black carp

SNP位点
SNP site

基因型频率
Genotype frequency

等位基因频率
Allele frequency

SNP7957G>C GG GC CC G C

0.50(279) 0.38(216) 0.12(68) 0.69 0.31

SNP9802T>A TT TA AA T A

0.69(391) 0.27(150) 0.04(22) 0.83 0.17

表 5   SNP位点与体重和体长性状的关联分析(平均值±标准差)
Tab. 5   Association of SNPs with growth trait of Hanjiang popula-
tion of black carps (mean±SD)

位点
Locus

基因型
Genotype

个体数/尾
Number

体重
Body

weight (g)

体长
Body

length (cm)
SNP7957G>C GG 279 664.34±272.53 33.04±4.03a

GC 216 640.72±398.71 32.58±4.69ab

CC 68 594.01±225.02 31.75±4.45b

SNP9802T>A TT 391 633.43±348.52 32.45±4.43b

TA 150 685.57±248.36 33.37±3.96a

AA 22 619.78±278.45 32.87±5.27ab

注: 同位点同列数据字母不同表示差异显著(P<0.05); 下同
Note:  Different  letters  in  the  same  site  and  column  show

significant difference (P<0.05); the same applies below

表 6    不同性别个体中2个SNP位点与生长性状的关联分析(平均值±标准差)
Tab. 6    Association of 2 SNP with growth trait in individuals of different sexes (mean±SD)

位点
Locus

基因型
Genotype

雌鱼Female 雄鱼Male
个体数/尾

Number
体重

Body weight (g)
体长

Body length (cm)
个体数/尾

Number
体重

Body weight (g)
体长

Body length (cm)
SNP7957G>C GG 146 678.71±242.30 33.31±3.88 133 648.57±302.41 32.75±4.18a

GC 109 689.30±520.94 33.36±5.25 107 591.24±202.59 31.78±3.92ab

CC 35 633.72±256.73 32.72±4.77 33 551.88±180.09 30.73±3.89b

SNP9802T>A TT 197 666.67±411.08 33.06±4.57 194 596.60±270.26 31.83±4.21

TA 81 714.33±286.07 33.74±4.48 69 651.81±191.68 32.94±3.22

AA 12 600.98±157.98 33.38±4.39 10 642.34±386.49 32.26±6.35

SNP 7956 G>C

G C T A A AG G GCT T T AA

G C CT A A A G GCT T T AA

G C CT A A A G
GCT T AA A

SNP 9802 T>A

 
图 2   SNP位点测序峰图

Fig. 2   The sequencing peak chart of SNPs site
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度正相关。苏玉红等
[22]
对湘江、石首、邗江地理

群体青鱼生长差异研究中发现, 3个地理群体青鱼

体重和体长相关性较强(P<0.01), 与本研究结果一

致, 控制体长和体重的基因很可能紧密连锁。本研

究中青鱼雌鱼生长速度快于雄鱼, 且雌鱼生长性状

离散程度更大, 并且同一标记不同基因型中雌雄生

长异速。在水产动物中普遍存在雌雄个体生长差

异的现象, 如翘嘴鲌(C. alburnus)[23]
、南美白对虾

(Litopenaeus  vannamei)[24]
和半滑舌鳎 (Cynoglossus

semilaevis)[25]
雌性个体比雄性生长速度快。Kocour

等
[26]
发现鲤(Cyprinus carpio L.)雌鱼生长速度比雄

鱼快10%以上。樊佳佳等
[27]
在池塘养殖草鱼雌雄

生长研究中发现, 16月龄后的草鱼雌雄体重差异显

著, 雌性个体生长更快, 与本研究结果相一致, 在未

来的工作中可以探究青鱼雌雄个体生长速度的变

化规律。

本研究中体长QTL上紧密连锁的SNP7957G>
C和SNP9802T>A标记不同单倍型与群体的生长性

状存在一定的差异, 尤其与群体的体长性状存在统

计学差异(P<0.05), 也验证了前期青鱼家系QTL分
析得到SNP位点的准确性和可靠性。本研究中单

标记在雌雄个体的体重和体长性状中发挥的作用

不完全显著, 可能因为基于青鱼家系的QTL分析结

果在其他养殖群体中存在差异。等位基因G为

SNP7957G>C位点中的优势等位基因, 具有优势基因

的基因型个体体重和体长平均值均高于其他基因

型。SNP7957G>C的 GG基因型为雄鱼体长性状的

优势基因型, 纯合子在子代中稳定遗传, 具有重要

的应用价值。SNP9802T>A标记中杂合子为优势基

因型。通常多个基因共同控制表型数量性状, 所以

本研究还将SNP7957G>C和SNP9802T>A不同基因型

两两组合成得到的二倍型与生长性状进行分析, 不
同二倍型个体数明显不同且放大了生长性状的差

异, 二倍型D8(GGTA)个体生长性状显著优于其他

二倍型(P<0.05), 为体重和体长的优势基因型组

合。李胜杰等
[28]
在大口黑鲈(Micropterus salmoides)

筛选的(CC—CCTT)二倍型个体生长性状最优异,
还有马氏珠母贝(Pinctada ucata)[15]

等水产动物中通

过构建二倍型挑选优势基因型组合。在后续的人

工选育中, 优势基因型组合具有很高的实际应用价值。

综上所述, 基于前期青鱼家系高密度遗传连锁

图谱和 QTL 分析, 利用获得的紧密连锁候选SNP
位点结合邗江青鱼群体生长性状进行关联分析, 验
证与体长体重表型相关的 SNP 位点, 确定二倍型

D8(GGTA)为生长性状优势基因型组合, 对青鱼分

子标记辅助育种工作的开展提供理论和技术上的

支持。
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CORRELATION ANALYSIS OF GROWTH QTL TIGHTLY LINKAGE
MOLECULAR MARKERS AND GROWTH TRAITS IN BLACK

CARP (MYLOPHARYNGODON PICEUS)

YANG Lin1, GUO Jia-Min1, WANG Yuan-Hao1, ZHOU Si-Yang1, LI Jia-Le1, 2,
XU Xiao-Yan1, 2 and SHEN Yu-Bang1, 2

(1. Key Laboratory of Freshwater Aquatic Genetic Resources, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Shanghai Ocean Univer-
sity, Shanghai 201306, China; 2. Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture, Shanghai

Ocean University, Shanghai 201306, China)

Abstract: In  this  study,  leveraging  the  high-density  genetic  linkage  map  and  growth  QTL mapping  outcomes  estab-
lished in  the  prior  phase  for  black carp  (Mylopharyngodon piceus),  two SNPs loci  were  identified  as  correlated with
growth  traits  within  the  Hanjiang  population  of  black  carp.  These  loci  were  situated  on  LG10  (linkage  group)  and
closely associated with a specific growth QTL. Sex-specific markers were devised for sex determination. Subsequently,
SNP polymorphisms were assessed through direct sequencing, and the association degree of different genotypes with
male and female growth traits was scrutinized. The results showed that among the 563 individuals in the Hanjiang black
carp population, there were 290 females and 273 males, with a female-to-male ratio of approximately 1.06:1. Genetic
diversity analyses showed that the effective number of alleles (Ne) was 1.754 and 1.399, observed heterozygosity (Ho)
was 0.384 and 0.266, expected heterozygosity (He) was 0.430 and 0.285, and polymorphic information content (PIC)
was  0.508  and  0.378  for  SNP7957G>C  and  SNP9802T>A,  respectively.  Compared  to  males,  females  exhibited  faster
growth rates, albeit with higher coefficients of variation, indicating greater variability in females growth traits. Geno-
types  of  SNP7957G>C  and  SNP9802T>A  displayed  significant  disparities  in  body  length  traits  within  the  black  carp
population. The SNP7957G>C GG genotype notably dominanted (P<0.05) in male body length traits, while variations in
haplotypes between SNP7957G>C and SNP9802T>A showed distinctions in growth traits,  albeit  not  reaching statistical
difference. Among diplotypes constructed from the two SNP loci, males and females showed dissimilarities in growth,
with D8 (GGTA) notably superior in growth traits (P<0.05). The results of this study provide potential molecular mar-
kers  for  selective  breeding of  new fast-growing black carp varieties  and establish  a  theoretical  foundation for  the  in-
depth exploration of growth traits fine mapping in black carp, along with QTL tightly linked marker assisted selected
breeding.
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