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摘要：为研究草鱼MSTN-1基因多态性及与早期生长性状和肌肉成分的相关性，本研究
扩增出全长为3824 bp的草鱼MSTN-1基因，用长江选育草鱼群体对MSTN-1基因多态性进
行筛选和验证。结果共发现3个多态性位点(Locus 1:C1799T，野生型EE/突变型EF；Locus
2:C1842T，野生型HH/突变型HI；Locus 3:TGAAGCGCTGGTTCT/2585-，野生型BB/缺失
型BD)。利用一般线性模型分析3个位点及其组合型(剔除个体数少于3的组合)与生长性
状和肌肉成分的相关性，发现2个位点对幼鱼生长性状表型差异有显著影响，但3个位点
对肌肉成分差异均无显著影响。多重比较发现，单倍型HI突变组的体长和体质量显著高
于HH野生组，BD突变组的体长和体质量显著性低于BB野生组；多倍型中存在HI突变组
合的体长、体质量均显著高于其他组，存在BD突变的组合在体长性状方面显著低于其
他组。表明草鱼MSTN-1基因3个SNPs中，HI突变是对草鱼生长性状的有利突变，BD突变
是不利突变，而EF突变无显著影响，可将MSTN-1基因作为分子标记辅助草鱼选育的候
选基因。
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草鱼(Ctenopharyngodon idella)在我国养殖历

史悠久，目前其产量在我国水产养殖鱼类中占

首要地位。我国对草鱼种质资源的研究已有三

十多年历史，长期的工作积累为草鱼种质资源

保护和开发提供了理论基础，但至今尚未选育

出具有良好经济性状且适合大范围推广的优良

品种 [1]。草鱼多数经济性状(如生长、肉质等)为
数量性状，由许多微效基因共同控制，且易受

环境影响，传统质量性状的研究方法已不能有

效解决相关问题，因此可以借助数量遗传学研

究方法及现代分子生物技术手段 [2-3]，筛选与主

要经济性状相关的分子标记进而辅助草鱼选

育。目前在鱼类生长性状研究中应用较多的分

子标记有SSR和SNP，在草鱼研究中，研究人员

分别在羧肽酶A1[4]、醛缩酶B[5]、柠檬酸合酶[6] 和
GSTR[7]等基因中筛选到与草鱼生长性状正相关

的SNPs位点，可为草鱼分子标记辅助选育提供

理论支撑。

肌肉生长抑制基因(myostatin, MSTN)最早发

现于小鼠(Mus musculus)骨骼肌cDNA文库 [8]，对

肌肉生长有负调控作用，MSTN基因的主要作用

是影响骨骼肌总量，其位点的突变可能导致骨

骼肌肌群广泛分布，相应地影响肉质性状，历

来是研究人员作为提高禽畜产肉量及改良肉质

的理想基因 [9-10]。有关学者对吉富罗非鱼(GIFT
Oreochromis niloticus)[11]、大口黑鲈(Micropterus
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salmoides)[12]、黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco) 等
[13]的MSTN基因进行研究，发现几种鱼类MSTN 基
因不同SNPs位点对生长性状具有显著性影响。

草鱼MSTN基因的cDNA全长最早于2009年克隆[14]，

孙成飞 [15]和濮剑威等 [16]研究了该基因2种亚型的

功能，发现草鱼MSTN基因不但调节肌细胞的增

殖分化，还在早期的脊椎形成和神经系统发育

中起重要作用；但MSTN-1基因的多态性及与生

长性状和肌肉成分的相关分析工作尚未开展，

本研究针对草鱼MSTN-1基因进行多态性检测，

并结合早期草鱼的生长性状及肌肉成分进行相

关性分析，以期在MSTN-1基因中找到可辅助草

鱼育种的分子标记。

1    材料与方法

1.1    实验样品

2014年5月，于苏州市吴江水产养殖有限公

司国家级四大家鱼良种场对长江水系野生草鱼

群体进行人工繁殖，6月份将其子代运往上海海

洋大学南汇滨海基地进行培育。于9月份测量繁

殖后代草鱼的体长、体质量等生长参数，随机

收集192条草鱼的尾鳍和肌肉用于本实验研究。

1.2    基因组DNA提取及肌肉成分分析

对收集的192条草鱼尾鳍使用经改良的高盐

法 [17]提取基因组DNA。基因组DNA分别经1%琼

脂糖凝胶电泳、Drop 2000紫外分光光度计检测

质量和浓度，并统一稀释至50 ng/μL，–20 °C冰

箱保存。

使用凯氏定氮法、索氏抽提法分别对草鱼肌

肉中粗蛋白、粗脂肪含量进行分析检测[18]，相关

工作由青岛科标检测研究院完成。

1.3    草鱼MSTN-1基因SNPs筛选

将草鱼MSTN-1基因的cDNA序列 [14](GenBank
登录号：EU555520.1)与其他鱼类MSTN基因的

cDNA或DNA序列进行比对，利用Primer Premier
5软件[19]在保守区域设计2对引物(表1)以扩增草鱼

MSTN-1基因内含子。PCR反应体系总体积为25
μL：Taq PCR Mastermix(KT201-12)12.5 μL，上下

游 引 物 各 0 . 5  μ L  ( 1 0  μ m o l / L ) ， 模 板 2  μ L
(50 ng/μL)，ddH2O 9.5 μL。反应程序：94 °C预变

性2 min；94 °C变性30 s，58 °C退火30 s，72 °C延

伸45 s，共35个循环；72 °C延伸10 min。经1%的

琼脂糖凝胶电泳检测，对检测合格的PCR扩增产

物进行测序、拼接。

表 1    草鱼MSTN-1基因全长扩增及SNPs位点筛选引物

Tab. 1    Primers for full length and SNPs of MSTN-1 gene in grass carp

引物

primers
序列(5’-3’)

sequence of primers
序列起/止/bp

initiation /termination site
产物长度/bp

products length
退火温度/°C

annealing temperature

L1 GGGGGATGACAGTAAGGA 382 1131 58

TAACCACACCGAGAGCAC 1512

L2 GGTGCTCTCGGTGTGGTTA 1494 1576 58

ATGGATGGTGGGTGGTGT 3069

M1 TCCTCTAGTACGCCTTGG 68 682 56

ACATTTTCTTCTGACCGACG 749

M2 TGGGGGATGACAGTAAG 381 1130 58

ACCACACCGAGAGCAC 1510

M3 AGTCCGAAAATCCAAGCG 1294 1449 56

GAAGTCCACAGTGAGAGGGTAT 2742

M4 TGATGATTTGCTGGGGGC 2338 731 54

TGGATGGTGGGTGGTGTGAT 3068

M5 ATCCCCTCAATGGTAGTAG 2962 651 50

TTCTTCTCTCCCCTAATG 3612

4 期 张    猛，等：草鱼MSTN-1基因多态性及与早期生长性状和肌肉成分关联分析 619

 

http://www.scxuebao.cn



根据拼接得到的MSTN-1基因全长设计5对引

物(表1)，随机选取15个个体的基因组DNA为反

应模板，分段扩增草鱼MSTN-1基因。依据直接

测序的峰图筛选SNPs，在存在SNPs位点的区域

使用177尾草鱼个体进行验证。PCR反应体系及

条件(退火温度不同)同上。

本实验所需试剂均购置于天根生化科技(北
京)有限公司，所有引物合成及PCR产物测序均

由生工生物工程(上海)股份有限公司完成。

1.4    序列分析及数据处理

使用 N C B I在线软件 ( h t t p : / / b l a s t . n c b i .
nlm.nih.gov/)比对草鱼与其他鱼类的MSTN基因序

列 ， 寻 找 草 鱼 M S T N 基 因 保 守 区 域 。 使 用

BioEdit软件 [20]拼接MSTN基因并筛选SNPs。使用

SPSS18.0软件[21]中一般线性模型对草鱼MSTN-1基
因中SNPs位点与体长、体质量、肥满度、肌肉

粗蛋白和粗脂肪等的相关性进行分析。

2    结果与分析

2.1    草鱼MSTN-1基因全长及SNPs位点筛选

实验获得草鱼MSTN-1基因 (GenBank登录

号：KP719016)全长共3824 bp，包括3个外显子

(分别为376、370和382 bp，共组成1128 bp 的开

放阅读框 )和2个内含子 (长度分别为776和1008
bp)，上游非翻译区(5'UTR)88 bp和下游非翻译区

(3'UTR)824 bp [ 1 6 ]。与鳙 (Aristichthys nobilis，
G e n B a n k登录号： H Q 6 3 4 2 4 4 . 2 )、翘嘴红鲌

(Erythroculter ilishaeformis，GenBank登录号：

KC583257.1)MSTN基因的相似度分别为96%和

93%。

根据重新设计的5对引物，分段扩增草鱼

MSTN-1基因。对随机挑取的15尾草鱼基因组

DNA进行PCR扩增并直接测序，仅在草鱼MSTN-
1基因的第二内含子中发现3个SNPs位点 (Locus
1：C1799T，野生型EE/突变型EF；Locus 2：
C 1 8 4 2 T，野生型 H H /突变型 H I； L o c u s  3：

TGAAGCGCTGGTTCT/2585-，野生型BB/缺失型

BD，图1)。

2.2    草鱼MSTN-1基因多态性分析

使用其余177尾草鱼基因组DNA对筛选出的

SNPs位点进行验证，剔除测序失败的个体，共

统计出162个有效个体在以上3个位点的碱基组

成。软件分析发现，在草鱼MSTN-1基因 3个

SNPs位点中，均存在杂合型突变，无纯合型突

变；且3个位点的突变等位基因频率均很低(表2)。

2.3    草鱼MSTN-1基因SNPs与生长性状及肌肉

成分相关分析

把经筛选及验证的3个SNPs位点的单倍型与

草鱼体长、体质量、肥满度(%，肥满度=体质量/
体长3×100%)[22]、肌肉粗脂肪和粗蛋白含量等5个
性状进行相关分析。单倍型分析时发现Locus
1的2种基因型在5个性状上均无显著差异；位点

2的突变型体长和体质量均显著高于野生型

(P<0.05)，而位点3的突变型体长和体质量均显著

低于野生型(P<0.05)，但这2个位点不同基因型在

其他3个性状上均无显著差异(表3)。
随机将3个位点中两两组合成双倍型(剔除频

率低于3%的组合后，共9种双倍型)与5个性状进

行相关分析。在位点1和位点2组成的双倍型中，

J 1 2 组 的 体 长 和 体 质 量 显 著 高 于 另 外 2 组

(P<0.05)，其他性状无显著性差异；在位点1和位

点3组成的双倍型中，J22组的体长显著低于另外

2组(P<0.05)，体质量仅显著低于J21组，其他性

状无显著性差异；在位点2和位点3组成的双倍型

中，3组在体长上都有显著性差异(P<0.05)，体质

量仅有J33组显著高于其他2组(P<0.05)，而其他

性状无显著性差异(表4)。
将3个位点不同基因型组成的4种三倍型(剔

除频率低于3%的组合)分别与5个性状进行相关

分析，N3组在体长和体质量两性状上均显著高

于其他组(P<0.05)；N2组虽然在体长上显著低于

另外3组，但在体质量性状上不显著；不同组合

的其他3个性状差异不显著(表5)。

3    讨论

本研究拼接得到的草鱼MSTN-1基因全长

3824 bp，和其他动物一样，均由3个外显子和

2个内含子组成，在与其他鱼类已知MSTN基因序

列比对时显示出较高的相似度；而已知研究表

明草鱼MSTN-1基因的开放阅读框为1128 bp，草

鱼MSTN-1和MSTN-2基因编码的蛋白结构相同，

均包括TGF-β前肽结构域和TGF-β或类TGF-β结构

域2个蛋白结构域、有典型RXXR蛋白酶水解位

点RIRR、都有9个保守半胱氨酸残基 [16]。赵浩斌

等 [23]发现多数动物MSTN氨基酸序列中都有信号
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图 1    草鱼MSTN-1基因3个SNPs位点峰图

图中Locus 1和Locus 2箭头处代表突变位置，Locus 3的2箭头之间为缺失片段的始末位置

Fig. 1    The peak chart of three SNPs of MSTN-1 gene in grass carp
The arrows in Locus 1 and 2 represent the mutation positions, the arrows in Locus 3 represent the starting and ending positions of the deletion fragment

表 2    草鱼MSTN-1基因SNPs位点基因型及基因频率

Tab. 2    Genotype and gene frequency of SNPs sites in grass carp MSTN-1 gene

位点

SNPs site
基因型

genotype
样本数

number
基因型频率

genotype frequency
等位基因

allele
等位基因频率

allele frequency

Locus 1 EE 130 0.8025 E 0.9012

EF 32 0.1975 F 0.0988

Locus 2 HH 145 0.8951 H 0.9475

HI 17 0.1049 I 0.0525

Locus 3 BB 156 0.9630 B 0.9815

BD 6 0.0370 D 0.0185
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肽序列、典型蛋白水解位点RXXR和保守半胱氨

酸残基等特征，表明MSTN基因在长期进化过程

中保守性较高；且MSTN基因在鱼体内分布更为

广泛，推测该基因在鱼体内不但具有负向调控

肌肉生长的作用，还可能影响其他组织的发育。

鉴于MSTN基因在草鱼个体发育和肌肉生长过程

中发挥重要作用，且其保守性较高，其他动物

中的功能研究结果可为草鱼MSTN基因的功能研

究提供参考。

1997年MSTN基因的cDNA首次从小鼠骨骼肌

表 3    草鱼MSTN-1基因SNPs不同基因型与生长性状及肌肉成分相关分析

Tab. 3    Association of MSTN-1 gene polymorphism with growth traits and muscle compositions in grass carp

位点

locus
基因型

genotype
样本数

number
体长/cm

body length
体质量/g

body weight
肥满度/%

fatness
粗脂肪/%

total fat
粗蛋白/%

total protein

Locus 1 EE 130 8.53±0.11 13.51±0.63 2.01±0.02 1.70±0.07 15.43±0.22

EF 32 8.43±0.27 13.27±1.55 1.99±0.03 1.77±0.15 14.60±0.38

Locus 2 HH 145 8.43±0.10a 12.97±0.55a 2.01±0.01 1.71±0.07 15.23±0.20

HI 17 9.18±0.48b 17.71±2.93b 1.97±0.07 1.75±0.18 15.60±0.54

Locus 3 BB 156 8.57±0.11a 13.72±0.60a 2.01±0.01 1.73±0.06 15.28±0.19

BD 6 6.93±0.38b 6.78±1.22b 1.96±0.07 1.22±0.09 14.87±0.83

注：同一位点中同列的不同小写字母表示差异显著(P<0.05)
Notes: different superscript letters in a column of each locus indicate significant difference at P<0.05

表 4    草鱼MSTN-1基因SNPs双倍型与生长性状及肌肉成分相关分析

Tab. 4    Association of MSTN-1 gene diplotype with growth traits and muscle compositions in grass carp

双倍型

diplotype
基因型

genotype
样本数

number
体长/cm

body length
体质量/g

body weight
肥满度/%

fatness
粗脂肪/%

total fat
粗蛋白/%

total protein

Locus 1&2 J11 EE&HH 114 8.42±0.11b 12.80±0.56b 2.01±0.02 1.69±0.07 15.40±0.23

J12 EE&HI 16 9.28±0.48a 18.33±3.04a 1.97±0.07 1.75±0.19 15.66±0.57

J13 EF&HH 31 8.47±0.28b 13.45±1.58b 1.99±0.03 1.77±0.16 14.60±0.39

Locus 1&3 J21 EE&BB 124 8.61±0.11a 13.84±0.64a 2.01±0.02 1.72±0.07 15.46±0.22

J22 EE&BD 6 6.93±0.38b 6.78±1.22b 1.96±0.07 1.22±0.09 14.87±0.83

J23 EF&BB 32 8.43±0.27a 13.27±1.55ab 1.99±0.03 1.77±0.15 14.60±0.38

Locus 2&3 J31 HH&BB 141 8.47±0.10b 13.13±0.56b 2.01±0.01 1.72±0.07 15.25±0.21

J32 HH&BD 4 7.05±0.55c 7.25±1.86b 1.95±0.05 1.26±0.12 14.58±1.11

J33 HI&BB 15 9.51±0.47a 19.29±3.10a 1.97±0.07 1.83±0.19 15.62±0.59

注：相同两位点组合中同列的不同小写字母表示差异显著(P<0.05)
Notes: different superscript letters in a column of the same two locus indicate significant difference at P<0.05

表 5    草鱼MSTN-1基因SNPs三倍型与生长性状及肌肉成分相关分析

Tab. 5    Association of MSTN-1 gene triple-type with growth traits and muscle compositions in grass carp

三倍型

triple-type
基因型/n
genotype

个体数

number
体长/cm

body length
体质量/g

body weight
肥满度/%

fatness
粗脂肪/%

total fat
粗蛋白/%

total protein

N1 EE&HH&BB 110 8.47±0.11b 13.03±0.57b 2.02±0.02 1.71±0.07 15.43±0.24

N2 EE&HH&BD 4 7.05±0.55c 7.25±1.86b 1.95±0.05 1.26±0.12 14.58±1.11

N3 EE&HI&BB 14 9.67±0.48a 20.15±3.20a 1.97±0.08 1.84±0.21 15.70±0.63

N4 EF&HH&BB 31 8.47±0.28b 13.47±1.59b 1.99±0.03 1.77±0.16 14.60±0.39

注：同列的不同小写字母表示差异显著(P<0.05)
Notes: different superscript letters in a column indicate significant difference at P<0.05
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细胞中分离出 [ 8 ]后，一系列研究结果均表明

MSTN基因具有负向调控骨骼肌生长发育的作

用 [24]。经对牛、猪等动物MSTN基因的多态性及

与肉质相关性研究，发现这些动物MSTN基因中

存在的单核苷酸多态性与其生长性状及肌肉成

分存在一定相关性。水产动物方面，罗非鱼 [11]、

大口黑鲈[12]、黄颡鱼[13]、建鲤(Cyprinus carpio var.
jian)[25]等MSTN基因中均已发现SNPs位点，且多

数SNPs位点位于内含子区域；将这些SNPs与鱼

类生长性状关联分析，发现部分SNPs与生长性

状显著相关(P<0.05)。本研究中，在草鱼MSTN-1
基因中共发现3个SNPs位点，且均位于第2内含

子区域，可能是因为内含子不参与氨基酸编

码，与外显子相比其受到的选择压力较小，变

异更容易积累 [ 2 6 ]。虽然草鱼MSTN-1基因 3个
SNPs均位于内含子区域，不影响基因蛋白的编

码，但可能在基因转录及mRNA剪切时发挥作

用 [27]。将草鱼MSTN-1基因SNPs位点与生长性状

进行关联分析，发现Locus 2和Locus 3的单倍型

以及包含2个位点的组合型对生长性状的表型差

异有显著影响(P<0.05)。对实验草鱼MSTN-1基因

中3个SNPs位点的基因频率进行分析，发现EF突
变所占基因频率相对较高，可能因为该突变型

对草鱼早期生长发育无显著影响，人工选择压

力较小；HI突变基因型频率较低，而该突变属

于草鱼生长性状有利突变，表明该选育群体仍

有很大选育潜力；BD缺失型突变基因频率最低

(仅0.0185)，可能由于选育群体亲本数量有限，

且该位点多态性较低所导致。综上，草鱼MSTN-1
基因3个SNPs与生长性状及肌肉成分相关分析结

果表明，HI突变是与草鱼生长性状相关的有利

突变，因此可以将草鱼MSTN-1基因作为分子辅

助草鱼选育的候选基因。

本研究对草鱼MSTN-1基因SNPs位点(单倍及

组合型 )与草鱼肌肉成分相关分析时，除含有

BD突变的组合外，其他组肌肉粗蛋白、粗脂肪

含量基本相同，而含BD突变的组合中草鱼肌肉

粗脂肪、粗蛋白虽低于其他组，但无显著性差

异。各组肌肉成分无显著性差异可能因为该时

期草鱼处于快速生长阶段，摄取的能量主要用

于生长发育；含BD突变的组合肌肉粗脂肪、粗

蛋白低于其他组，可能由于该缺失型突变影响

草鱼早期生长发育[16]、竞争力差，进而导致存活

个体少、存活个体肌肉成分与其他组差异不显

著。另外，本研究仅针对草鱼肌肉粗脂肪和粗

蛋白含量进行分析，并未具体分析其肌肉组成

成分；草鱼MSTN-1基因多态性与肌肉成分(尤其

影响草鱼肌肉品质的成分)的关联分析工作需要

进一步开展和验证。
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Polymorphism of MSTN-1 and the association with growth traits and
muscle compositions of juvenile grass carp (Ctenopharyngodon idella)
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SUN Junlong1,    HU Moyan1,    LI Jiale1 *

(1. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of Education,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. Tongwei Technology Center, State Level, Chengdu    610041, China)

Abstract: Previous studies suggested that the myostatin-1(MSTN-1) gene played as an important role in the growth
and development of grass carp (Ctenopharyngodon idella). In order to determine whether the polymorphism of
grass carp MSTN-1 gene was associated with growth traits and muscle compositions, 192 individuals from Yangtze
River were used in this study. Three polymorphic loci were found in the 3824 bp MSTN-1 gene: C1799T, C1842T
and TGAAGCGCTGGTTCT /2585-, which were named Locus 1 (wild-type EE/mutant EF), Locus 2 (wild-type
HH/mutant HI) and Locus 3 (wild-type BB/deletion type BD), respectively. A general linear model was used to
analyse the correlation between those three single nucleotide polymorphisms (SNPs) and grass carp traits. The
results showed that two SNPs have a significant influence on grass carp growth traits. Whereas, none of those
SNPs have a significant effect on grass carp muscle compositions. Multiple comparisons found that the body
length  and  body  weight  of  individuals  with  HI  genotype  were  significantly  higher  than  that  of  wide-type
individuals, conversely, mutant individuals with BD genotype were significantly lower than wide-type individuals
at body length and body weight in haplotype analysis; the groups with HI or BD genotype also had the similar
results  in  fold  type  combinations  analysis,  while  the  body  length  of  groups  with  BD  genotype  were  not
significantly lower than other groups. Results indicate that HI is a beneficial mutation on growth traits, while BD is
a detrimental mutation on grass growth traits. Preliminary study indicated the MSTN-1 gene could be a candidate
modifier gene in Molecular Marker-assisted Selection (MAS) of grass carp.
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