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摘　要：　本研究采用ＰＣＲ－ＳＳＣＰ技术，对长牡蛎（Ｇｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ）转化生长因子受体基因（Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ）编码区单核苷

酸多态性（ＳＮＰ）与来自５个家系３１６个长牡蛎个体的生长 性 状（壳 高、壳 长、壳 宽、总 体 量 和 软 体 部 量）和 糖 原 含 量 进 行 了

关联分析。研究表明，在Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基 因 编 码 区 扩 增 出 的６７１ｂｐ基 因 片 段 中 检 测 到４个ＳＮＰ，其 中３个ＳＮＰ位 点

（Ｔ７２６Ｃ，Ａ７４１Ｇ，Ａ７８６Ｇ）与经济性状相关；Ａ７４１Ｇ和Ａ７８６Ｇ与生长性状和糖原含量均存在显著相关性（Ｐ＜０．０５），Ｔ７２６Ｃ
仅与壳长和软体部重有显著相关性（Ｐ＜０．０５）；３个ＳＮＰ位点构建得到５个单倍型，Ｈ１（ＴＡＧ）和 Ｈ４（ＣＡＧ）单倍型的个体

在总体重和软体部重上均显著高于其它３种单 倍 型 的 个 体。研 究 结 果 表 明，Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基 因 多 态 性 影 响 长 牡 蛎 的 生 长

性状和糖原含量，可用于以后的长牡蛎的分子标记辅助育种和遗传性状的改良。
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　　 转化生 长 因 子β（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒβ，

ＴＧＦ－β）超家族是一组在细胞增殖和分化、细胞黏连、骨
质再生、胚胎发生、肿瘤发生等过程中具有重要作用的

多功能细胞因子［１］。ＴＧＦ－β超家族成员通过与细胞表

面的特 异 性 受 体 即 转 化 生 长 因 子 受 体（Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ－βｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＧＦ－βＲ）结合而发挥作用［２］。

其中ＴＧＦ－βＲ　Ｉ作为一个 中 介 物 介 导 信 号 在 细 胞 外 基

质 中 的 传 导，从 而 引 起 细 胞 核 内 基 因 表 达 的 变 化［３］。

在哺乳动物的研究中，发现ＴＧＦ－β可通过诱导糖原合

成酶激酶的磷酸化作用，进一步参与该基因的负调控，

进而影响糖原的含量［４－５］，但在水产动物尚未有ＴＧＦ－β
与糖原含量 的 相 关 性 报 道。目 前，在 水 产 动 物 中 已 克

隆出栉孔扇贝的ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基因，并通过表达量分析发

现该基因可能参与了肌肉的生长调控［６］。在长牡蛎中

也已克隆出转化生长因子受体基因（Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ）全

序列，并证实编码Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ受体蛋白可能在早 期

胚胎发育过程中发挥重要作用［７］。

长牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ）又称太平洋牡蛎，隶属

于软体动物门（Ｍｏｌｌｕｓｃａ）瓣鳃纲（Ｂｉｖａｌｖｉａ）牡蛎科（Ｏｓ－
ｔｒｉｄａｅ）巨蛎属（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ），是 世 界 上 养 殖 范 围 最 广、

产量最高 的 经 济 贝 类，同 时 具 有 怀 卵 量 大、繁 殖 周 期

短、生长速度快等生物学特性［８］。在人工选育过程中，

可通过与长牡蛎基因效应相关的分子标记辅助育种技

术来提高 长 牡 蛎 生 长 率，进 而 增 加 牡 蛎 的 产 量［９］。同

时，长牡蛎作为遗传多样性较高的物种，也为基因多态

性分析提供了便利［１０］。因 此，可 通 过 分 析 候 选 基 因 的

单 核 苷 酸 多 态 性（Ｓｉｎｇｌｅ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，

ＳＮＰｓ）及这些多 态 位 点 所 构 建 的 单 倍 型，来 建 立 表 型

性状与候选等位基因多态性 之 间 的 关 联［１１］，从 而 选 育

出对长牡蛎 生 长 最 有 利 的 基 因 型 个 体。目 前，在 长 牡

蛎中已经分析了包括 淀粉酶 基 因［１２］、胰 岛 素 相 关 多 肽

基因［１３］、胰 岛 素 受 体 相 关 基 因［１４］、糖 原 磷 酸 化 酶 基
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因［１５］在内的多种基因多态性与长牡蛎经济性状的相关

性，为分子标记 辅 助 育 种 方 法 在 改 良 长 牡 蛎 生 长 及 肉

质性状的应用奠定了良好的基础。
本研究以长牡蛎转化生长因子受体基因作为候选

基因，利用单链构象多态性技术（Ｓｉｎｇｌｅ　ｓｔｒａｎｄ　ｃｏｎｆｏｒ－
ｍａｔｉｏｎ　ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＳＣＰ）结 合 测 序 方 法 进 行 长 牡

蛎ＳＮＰｓ的分型和筛选，分析 了Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基 因 单

核苷酸多态性与长牡蛎生长和糖原含量性状之间的相

关性，旨在为长牡蛎的遗传改良提供理论依据。

１　材料与方法

１．１实验材料与ＤＮＡ提取

２００９年６月从威海长牡蛎养殖群体中选取性腺发

育成熟的个体作为亲贝，采用平衡巢式设计构建３６个

全同胞家系。稚贝附着后，将各家系装至扇贝笼中，并

挂至乳山海 区 养 成。各 组 悬 挂 水 层 及 区 域 一 致，并 按

长牡蛎养成规范进行管理，尽量减小环境误差，以保证

所构建的全同胞家系均饲养于相同条件下。２０１１年选

取５个全同胞家系（０２７、０２８、０２９、０３２和０３４），取样个

数分别 为６６、６６、６１、５８和６５，共 计３１６个２龄 长 牡

蛎［１５］，测定各个体生长数据（壳高（７１．５０±１０．５４）ｍｍ；

壳长（４５．０７±７．５０）ｍｍ；壳宽（２３．８６±４．５０）ｍｍ；总质

量（３６．８３±１４．４８）ｇ；软体部重（４．９５±２．０８）ｇ）和糖原

含量（见表１）。糖 原 含 量 的 测 定 采 用 蒽 酮 比 色 法［１６］，
取经过冷冻干燥处理后的长牡蛎性腺组织３０ｍｇ，加入

３ｍＬ　３０％的氢氧化钾溶液，混匀后放于１００℃沸水浴

３０ｍｉｎ，迅 速 放 于 冰 上 冷 却；取５μＬ冷 却 液 稀 释 至

０．５ｍＬ，加入５ｍＬ冷却的０．２％蒽酮－硫酸溶液，混匀

后进行沸水浴，１０ｍｉｎ后取出迅速冷却；在可见分光光

度计６２０ｎｍ 波 长 下 进 行 比 色，测 其 吸 光 度 值；以

１００μｇ／ｍＬ的葡萄糖 溶 液 作 为 标 准，制 作 标 准 曲 线，并

根据测得的吸光度值对应换算出样品的糖原含量。
采集闭壳肌 组 织 放 于 无 水 乙 醇 中，－２０℃保 存。

用苯酚－氯仿法［１７］提取长牡蛎闭壳肌组织ＤＮＡ，在１％
琼脂糖凝胶电泳中检测ＤＮＡ质量和浓度，溶于ＴＥ中

－２０℃保存。

１．２引物设计与ＰＣＲ扩增

参考长牡蛎Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基因ｃＤＮＡ序列（Ｇｅｎ－
Ｂａｎｋ登录号ＡＪ４２７４１９），在 长 牡 蛎 基 因 组 范 围 内 设 计

能扩 增 出６７１ｂｐ的４对 特 异 性 引 物（ＴＧＦ１－ＴＧＦ４）
（见表２）。ＰＣＲ反应程序：９４℃变性５ｍｉｎ；９４℃变性

１ｍｉｎ，退 火 温 度５２～６４℃１ｍｉｎ，７２℃延 伸１ｍｉｎ，３５

表１　５个长牡蛎家系生长数据和糖原含量

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｔｒａｉｔ　ａｎｄ　ｇｌｙｃｏｇｅｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｆｉｖｅ　Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａ　ｇｉｇａｓ　ｆａｍｉｌｉｅｓ

家系／样品数

Ｆａｍｉｌｙ／ｎｕｍｂｅｒ

壳高／ｍｍ

Ｓｈｅｌｌ　ｈｅｉｇｈｔ

壳长／ｍｍ

Ｓｈｅｌｌ　ｌｅｎｇｔｈ

壳宽／ｍｍ

Ｓｈｅｌｌ　ｗｉｄｔｈ

总体重／ｇ
Ｔｏｔａｌ　ｗｅｉｇｈｔ

软体部重／ｇ
Ｓｏｆｔ－ｔｉｓｓｕｅ

糖原含量

Ｇｌｙｃｏｇｅｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ

０２７（６６） ７４．２８±１．２７　 ４６．８２±０．８９　 ２４．９６±０．５３　 ４３．６４±１．６３　 ０．８１±０．０３７　 ３６．２２±１．１３

０２８（６６） ７１．３４±１．２７　 ４５．５４±０．８９　 ２２．９８±０．５３　 ３３．７３±１．６３　 ０．６６±０．０３７　 ３０．２１±１．１３

０２９（６１） ６７．５１±１．３２　 ４５．５４±０．９０　 ２３．０１±０．５５　 ３３．１６±１．７０　 ０．５９±０．０３９　 ３０．１７±１．１８

０３２（５８） ７３．１６±１．３６　 ４５．５４±０．９１　 ２６．２１±０．５６　 ４４．５３±１．７４　 ０．７２±０．０４０　 ２９．３５±１．２１

０３４（６５） ７１．０９±１．２８　 ４５．５４±０．９２　 ２２．３５±０．５３　 ２９．６３±１．６５　 ０．５１±０．０３８　 ３６．９４±１．１４

表２　引物序列

Ｔａｂｌｅ　２　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名

Ｎａｍｅ

引物序列（５′－３′）

Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）
退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

产物长度／ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

扩增位置／ｂｐ
Ｌｏｃａｔｉｏｎ

ＴＧＦ－１－Ｆ　 ＴＣＴＣＣＣＣＧＴＣＣＧＡＣＡＣＡＣＴＣＴＴ　 ６０　 １５９　 ４００～５５９

ＴＧＦ－１－Ｒ　 ＧＴＧＧＡＧＣＡＧＣＧＴＣＴＧＡＣＣＴＴＴＧ

ＴＧＦ－２－Ｆ　 ＴＴＴＧＴＴＧＴＣＴＧＣＧＧＣＴＡＴＧＡＡＴ　 ６４　 ２５１　 ６２８～８７０

ＴＧＦ－２－Ｒ　 ＴＴＴＴＧＧＴＴＴＧＡＡＧＧＡＣＴＣＣＣＴＴ

ＴＧＦ－３－Ｆ　 ＡＧＴＣＴＴＡＴＣＡＴＣＴＧＴＧＴＧＧＴＴＧ　 ５２　 １１７　 ８６１～９７７

ＴＧＦ－３－Ｒ　 ＴＴＣＴＡＣＡＧＡＴＡＡＴＧＧＣＡＣＣ

ＴＧＦ－４－Ｆ　 ＴＡＣＣＴＣＡＡＴＧＧＴＣＴＧＣＣＡＣＣ　 ５８　 １５３　 １　３１４～１　４６６

ＴＧＦ－４－Ｒ　 ＣＣＣＴＣＴＡＴＣＣＣＴＧＣＣＣＴＡ

８２



３期 陈　钰，等：长牡蛎转化生长因子受体基因多态性与生长性状和糖原含量的相关性分析

个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，循环结束后４℃保存。整个

反应用１０μＬ体系：ＤＮＡ模版１００ｎｇ，引物１μｍｏｌ／Ｌ，

１×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ，２ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２，０．２ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰ
和０．２５ＵＴａｑ　ＤＮＡ聚 合 酶（ＴａＫａＲａ）。ＰＣＲ产 物 用

１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，并用０．５ｎｇ／μＬ的溴化乙

锭染色。

１．３ＳＳＣＰ电泳及测序

向扩增 片 段 与 目 的 片 段 大 小 一 致 且 特 异 性 好 的

ＰＣＲ产 物 中 加 入 等 量 变 性 剂（９８％去 离 子 甲 酰 胺，

０．２５％二甲苯菁，０．２５％溴 酚 蓝，１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ），

９８℃变性１０ｍｉｎ后立即冷却，直至上 样 时 取 出，以 防

止复性。电 泳 采 用 丙 烯 酰 胺／Ｎ，Ｎ′－甲 叉 双 丙 烯 酰 胺

（２９∶１）的非变性聚丙烯酰胺凝胶（１０％～１２％），置于

４℃，以１００Ｖ电泳１６～１８ｈ后银染。结合ＳＳＣＰ条带

分型，随机选择３个 以 上 具 有 相 同 电 泳 条 带 的 个 体 进

行纯化测序，从而确定各个体的基因型。

１．４数据分析

采用ＳＡＳ９．１统计分析软件ＧＬＭ 模块进行统计，
并采用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ多重比较分析各个ＳＮＰｓ及 其 单 倍

型与生长性状的关联性。对于多位点ＳＮＰ单倍型与性

状的关联分析，首先利用ＰＨＡＳＥ　２．１软件将与性状相

关联的ＳＮＰｓ构 建 成 单 倍 型，再 通 过 构 建 一 般 线 性 模

型：Ｙ＝μ＋Ｇ，Ｈ＋ｅ（Ｙ 是性状观察值，μ是群体表型均

值，Ｇ是个体基因型效应，Ｈ 是单倍型效应，ｅ是随机误

差）分析各基因型及其单倍型的差异显著性（差异显著

Ｐ＜０．０５，极显著Ｐ＜０．０１）。

２　结果与分析

２．１基因型鉴定

本研究 成 功 设 计 了４对 特 异 性 引 物，扩 增 出 覆 盖

Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ 基 因ｃＤＮＡ 全 长 的６７１ｂｐ的 基 因 组

ＤＮＡ片 段，共 检 测 到 的 ４ 个 ＳＮＰ 位 点 （Ａ４７１Ｃ、

Ｔ７２６Ｃ、Ａ７４１Ｇ、Ａ７８６Ｇ）均 位 于 编 码 区，且 都 为 无 义 突

变，其中在ＴＧＦ－２中检测到３个ＳＮＰ，在ＴＧＦ－１中只

检测到１个ＳＮＰ，其余片段均未发现ＳＮＰ。ＴＧＦ－１和

ＴＧＦ－２两对引物ＰＣＲ扩增产物的ＳＳＣＰ电泳带谱如图

１所示。

２．２长牡蛎Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基因多态性与经济性状的关

联分析

　　通 过 显 性 遗 传 效 应 模 型 分 析，发 现 长 牡 蛎 Ｃｇ－
ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基因中有３个ＳＮＰ与长牡蛎生长性状和糖

原含量相关（见图２）。３个ＳＮＰ位点在５个家系中各

等位基因的频 率 如 表３所 示。因 为 家 系 间 的 差 异，导

致有的家系只 有 一 个 等 位 基 因，同 时 在３个 家 系 检 测

到哈迪－温伯格平衡的偏离，可能与不同基因型的个 体

存活率存在差异有关。表４显示了Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基因

３个ＳＮＰ与生长性状和糖原含量关联分析的结果。在

位点Ｔ７２６Ｃ，ＣＴ基因型个体的壳长和软体部重均显著

高于基因型为ＴＴ的个体（Ｐ＜０．０５）。在位点Ａ７４１Ｇ，

ＡＧ基因型个体的生长性状指标和糖 原 含 量 均 显 著 高

于ＧＧ基因型的个体（Ｐ＜０．０５），其中ＡＧ基因型个体

的壳 宽、总 重 量 和 软 体 部 重 极 显 著 高 于 ＧＧ 基 因 型

（Ｐ＜０．０１）。在位点Ａ７８６Ｇ，ＡＧ基因型个体的糖原含

量显著高于ＧＧ基因型的个体，而壳高显著高于ＡＡ基

因型的 个 体（Ｐ＜０．０５）；ＧＧ基 因 型 的 个 体 在 壳 长、壳

宽、总体质量和 软 体 重 方 面 均 显 著 高 于 ＡＡ基 因 型 的

个体（Ｐ＜０．０１）。Ｔ７２６Ｃ和Ａ７４１Ｇ位点仅存在２种基

因型，可能是由 于 基 因 与 环 境 的 互 作 效 应 导 致 相 关 的

基因型在自然选择过程中被逐步淘汰。

（ａ：引物ＴＧＦ－１的扩增片段ＳＳＣＰ带谱，其中条带Ｂ代表与ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃ－

ｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｏ．ＡＪ４２７４１９序 列 相 同 的 纯 合 子，条 带 Ａ代 表 杂 合 子；ｂ：引 物

ＴＧＦ－２的 扩 增 片 段ＳＳＣＰ带 谱，条 带Ｃ代 表 与 ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｏ．

ＡＪ４２７４１９序列相同的纯合子，其余条带代表不同组合的杂合子。ａ：ＳＳ－

ＣＰ　ｐａｔｔｅｒｎ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒ　ＴＧＦ－１，ｂａｎｄ　Ｂ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈｅ　ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ，ｃｏｎｓｉｓｔ－

ｅｎｔ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｏ．ＡＪ４２７４１９，ｂａｎｄ　Ａ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈｅ

ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅ；ｂ：ＳＳＣＰ　ｐａｔｔｅｒｎ　ｏｆ　ｐｒｉｍｅｒ　ＴＧＦ－２，ｂａｎｄ　Ｃ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｔｈｅ

ｈｏｍｏｚｙｇｏｔｅ，ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｏ．ＡＪ４２７４１９，

ｔｈｅ　ｏｔｈｅｒ　ｂａｎｄｓ　ｉｎｄｉｃａｔｅ　ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｔｅｓ．）

图１　Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基因引物扩增片段的ＳＳＣＰ电泳带谱

Ｆｉｇ．１　ＳＳＣＰ　ｂａｎｄ　ｐａｔｔｅｒｎｓ　ｆｏｒ　ｔｗｏ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｏｆ　Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ　ｇｅｎｅ

图２　与表型性状相关联的不同基因型的测序结果

Ｆｉｇ．２　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ　ｔｒａｉｔｓ

９２
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表３　长牡蛎Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基因３个ＳＮＰ位点在５个长牡蛎家系中的等位基因频率

Ｔａｂｌｅ　３　Ａｌｌｅｌｉｃ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ＳＮＰ　ｌｏｃｉ　ｏｆ　Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ　ｇｅｎｅ　ｉｎ　ｆｉｖｅ　ｆａｍｉｌｉｅｓ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ．

ＳＮＰ位点

ＳＮＰ　ｌｏｃｕｓ

家系Ｆａｍｉｌｙ

２７　 ０２８　 ０２９　 ０３２　 ０３４

Ｔ７２６Ｃ Ｔ　 ０．７　 ０．７　 １　 １　 １

Ｃ　 ０．３　 ０．２

Ｐ　 ０．０００＊ ０．０２５＊

Ａ７４１Ｇ Ａ　 ０．２

Ｇ　 ０．８　 １　 １　 １　 １

Ｐ　 ０．０２５＊

Ａ７８６Ｇ Ａ　 ０．３５

Ｇ　 １　 １　 １　 １　 ０．６５

Ｐ ０．０２５＊

　　注：哈迪－温伯格平衡偏离水平，＊Ｐ＜０．０５。

　　Ｎｏｔｅ：Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ　ｏｆ　Ｈａｒｄｙ－Ｗｅｉｎｂｅｒｇ　ｄｅｐａｒｔｕｒｅ，＊Ｐ ＜０．０５．

表４　长牡蛎中Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基因３个ＳＮＰｓ与生长性状以及糖原含量的关联分析

Ｔａｂｌｅ　４　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｔｈｒｅｅ　ＳＮＰ　ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ　ｗｉｔｈ　ｇｒｏｗｔｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ａｎｄ

ｇｌｙｃｏｇｅｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ａｔ　Ｃ．ｇｉｇａｓ　Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ　ｇｅｎｅ

ＳＮＰ位点 基因型（样本量） 壳高／ｍｍ 壳长／ｍｍ 壳宽／ｍｍ 总体重／ｇ 软体部重／ｇ 糖原含量／％

ＳＮＰｓ　 Ｇｅｎｏｔｙｐｅ（ｎ） Ｓｈｅｌｌ　ｈｅｉｇｈｔ　 Ｓｈｅｌｌ　ｌｅｎｇｔｈ　 Ｓｈｅｌｌ　ｗｉｄｔｈ　 Ｔｏｔａｌ　ｗｅｉｇｈｔ
Ｓｏｆｔ－ｔｉｓｓｕｅ

ｗｅｉｇｈｔ
Ｇｌｙｃｏｇｅｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｔ７２６Ｃ ＴＴ（２４７） ７１．０３±０．６７ａ ４４．６１±０．４８ａ ２３．９６±０．２９ａ ３６．０７±０．９２ａ ４．７８±０．１３ａ ３２．４５±０．６２ａ

ＣＴ（６９） ７３．１８±１．２７ａ ４６．７１±０．９０ｂ　 ２３．５２±０．５４ａ ３９．５５±１．７４ａ ５．５８±０．２５ｂ　 ３３．５０±１．１７ａ

Ａ７４１Ｇ ＧＧ（２８５） ７１．０１±０．６２ａ ４４．７６±０．４４ａ ２３．６０±０．２６ａ ３５．７７±０．８４ａ ４．７５±０．１２ａ ３２．１５±０．５７ａ

ＡＧ（３１） ７６．０３±１．８８ｂ　 ４７．８９±１．３４ｂ　 ２６．２６±０．８０ｂ　 ４６．６２±２．５４ｂ　 ６．８３±０．３６ｂ　 ３７．５７±１．７３ｂ

Ａ７８６Ｇ ＡＡ（１３） ６６．１５±２．９１ａ ４１．２１±２．０７ａ ２０．３９±１，２３ａ ２３．７４±３．９３ｂ　 ３．０１±０．５６ａ ３５．６０±２．６８ａｂ

ＡＧ（２０） ７４．３１±２．３５ｂ　 ４２．５０±１．６７ａｂ　 ２２．５４±０．９９ａｂ　 ３１．２７±３．１７ｂ　 ４．２９±０．４５ａｂ　 ３７．７１±２．１６ａ

ＧＧ（２８３） ７１．５５±０．６２ａｂ　 ４５．４３±０．４４ｂ　 ２４．１１±０．２６ｂ　 ３７．８３±０．８４ａ ５．０９±０．１２ｂ　 ３２．１９±０．５７ｂ

注：同一列标不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：Ｍｅａｎｓ　ｏｆ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｗｉｔｈｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ　ｉｎｄｉｃａｔｅｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ　ａｔ　５％ｌｅｖｅｌ．

２．３长牡蛎Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基因ＳＮＰｓ单倍型与经济性

状的关联分析

　　利用ＰＨＡＳＥ２．１软件预测的Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基 因

ＳＮＰ单倍型共有５种，频率大于１％的５种单倍型与长

牡蛎生长性状进行关联分析（见表５）。最小 二 乘 法 线

性拟合结果表 明，所 构 建 的 单 倍 型 与 糖 原 含 量、壳 宽、
总重和软体部重存在极显著 关 联（Ｐ＜０．０１）。单 倍 型

为 Ｈ３（ＴＧＡ）的个体在壳长、壳宽、总体重和软体部重

方面均显著 低 于 其 他 单 倍 型 的 个 体；而 Ｈ１（ＴＡＧ）和

Ｈ４（ＣＡＧ）单倍 型 的 个 体 在 总 体 重 和 软 体 部 重 上 均 显

著高于 Ｈ２（ＴＧＧ）、Ｈ３（ＴＡＧ）和 Ｈ５（ＣＧＧ）单 倍 型 的

个体（Ｐ＜０．０５）。其 中，在 糖 原 含 量 上，单 倍 型 Ｈ１

（ＴＡＧ）、Ｈ３（ＴＧＡ）和 Ｈ２（ＴＧＧ）两两之间有极显著差

异（Ｐ＜０．０１），Ｈ１（ＴＡＧ）和 Ｈ５（ＣＧＧ）之 间 有 显 著 差

异（Ｐ＜０．０５）。在 壳 高 方 面，Ｈ２（ＴＧＧ）和 Ｈ４（ＣＡＧ）
之间，Ｈ３（ＴＡＧ）和 Ｈ４（ＣＡＧ）之间均表现出显著差异

性（Ｐ＜０．０５）。在壳长方面，Ｈ３（ＴＡＧ）单倍 型 的 个 体

均显著低于其它单倍型的个体，其中除了与 Ｈ１（ＴＡＧ）
有显著差异外（Ｐ＜０．０５），其 他 均 为 极 显 著 差 异（Ｐ＜
０．０１）。在壳宽方 面，Ｈ１（ＴＡＧ）单 倍 型 的 个 体 均 显 著

大于 Ｈ２（ＴＧＧ）、Ｈ３（ＴＡＧ）、Ｈ５（ＣＧＧ）单倍型的 个 体

（Ｐ＜０．０５），并且 Ｈ３（ＴＧＡ）单倍型的个体在壳宽上极

显著低于 Ｈ１（ＴＡＧ）、Ｈ２（ＴＧＧ）和 Ｈ４（ＣＡＧ）单 倍 型

的个体（Ｐ＜０．０１）。在 总 体 重 和 软 体 部 重 性 状 方 面，

０３
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Ｈ３（ＴＧＡ）单倍 型 的 个 体 均 显 著 低 于 其 他５种 单 倍 型

的个体，而且 Ｈ１（ＴＡＧ）和 Ｈ４（ＣＡＧ）单倍型的个体显

著高于 Ｈ２（ＴＧＧ）、Ｈ３（ＴＡＧ）和 Ｈ５（ＣＧＧ）这３类 单

倍型的个体（Ｐ＜０．０５），其中在软体部质量方面，仅 Ｈ４
（ＣＡＧ）和 Ｈ５（ＣＧＧ）２种 单 倍 型 的 个 体 间 存 在 显 著 差

异（Ｐ＜０．０５），其余均为极显著差异（Ｐ＜０．０１）。

表５　Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基因单倍型与长牡蛎生长性状与糖原的关联分析

Ｔａｂｌｅ　５　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ　ｏｆ　Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ　ｇｅｎｅ　ａｎｄ　ｇｒｏｗｔｈ　ｔｒａｉｔ　ａｎｄ　ｇｌｙｃｏｇｅｎ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　Ｃ．ｇｉｇａｓ

单倍型

Ｈａｐｌｏ－
ｔｙｐｅ

ＳＮＰ位点Ｌｏｃｕｓ

Ｔ７－
２６Ｃ

Ａ７－
４１Ｇ

Ａ７－
８６Ｇ

频率

（样本量）

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ（ｎ）

糖原／％

Ｇｌｙｃｏｇｅｎ

ｃｏｎｔｅｎｔ

壳高／ｍｍ

Ｓｈｅｌｌ

ｈｅｉｇｈｔ

壳长／ｍｍ

Ｓｈｅｌｌ

ｌｅｎｇｔｈ

壳宽／ｍｍ

Ｓｈｅｌｌ

ｗｉｄｔｈ

总体重／ｇ
Ｔｏｔａｌ

ｗｅｉｇｈｔ

软体部重／ｇ
Ｓｏｆｔ－ｔｉｓｓｕｅ

ｗｅｉｇｈｔ

Ｈ１ Ｔ Ａ　 Ｇ　 ２．３１％（１３） ４０．２４±２．６７ａ ７４．４４±２．９１ａｂｃ　４７．３７±２．０６ａ ２７．０７±１．２２ａ ４６．２３±３．９１ａ ７．３５±０．５５ａ

Ｈ２ Ｔ Ｇ　 Ｇ　７９．５％（５０４） ３２．０１±０．４３ｂ　７１．３５±０．４７ａ ４５．０６±０．３３ａ ２４．０４±０．２０ｂ　 ３７．０９±０．６３ｂ　 ４．９３±０．０９ｂ

Ｈ３ Ｔ Ｇ　 Ａ　 ７．２７％（４６） ３６．５２±１．４２ａｃ　６９．７０±１．５５ａ ４１．７７±１．１０ｂ　 ２１．３２±０．６５ｃ　 ２７．０１±２．０８ｃ　 ３．５６±０．２６ｃ

Ｈ４ Ｃ Ａ　 Ｇ　 ２．５９％（１８） ３５．６５±２．６７ａｂ　７７．１７±２．４８ｂｃ　 ４８．２６±１．７５ａ ２５．６７±１．０４ａ ４６．９０±３．３２ａ ６．４４±０．４７ａ

Ｈ５ Ｃ Ｇ　 Ｇ　 ８．３２％（５１） ３２．９０±１．３５ｂｃ　７１．８８±１．４７ａｂ　 ４６．３８±１．０４ａ ２２．９５±０．６２ｂｃ　３７．２１±１．９７ｂ　 ５．３２±０．２８ｂ

注：同一列不同上标字母表示ＳＮＰ单倍型各性状的差异显著性（Ｐ＜０．０５）。

Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ｗｉｔｈｉｎ　ａ　ｃｏｌｕｍｎ　ｏｆ　ｅｖｅｒｙ　ＳＮＰ　ｈａｐｌｏｔｙｐｅ　ａｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ａｔ　０．０５ｌｅｖｅｌ．

３　讨论

遗传变异 是 水 产 动 物 进 行 长 期 遗 传 改 良 的 基 础，

因此保护和有效利用遗传资源对水产养殖业的可持续

发展有重要意义［１８］。一 般 而 言，对 于 长 牡 蛎 这 类 具 有

群居习性且繁殖力强的有效群体来说极有可能有丰富

的遗传多态性。刘思玮等［１５］在糖原磷酸化酶基因的研

究中检测到的ＳＮＰ平 均 密 度 为１／２５，Ｃｏｎｇ等［１３，１４］在

长牡蛎胰岛素受体相关受体基因（ＩＲＲ）的多态性研究

中发现上述基因的ＳＮＰ平均密度为１／８０，在长牡蛎胰

岛素相关多肽 基 因（ＯＩＲＰ）中ＳＮＰ平 均 密 度 为１／４０。

本研究在共６７１ｂｐ的长牡蛎生长转化因子受体基因中

共检测到４个ＳＮＰ位点，ＳＮＰ平均密度为１／１６７ｂｐ，明
显低于之前的研究结果。而且在栉孔扇贝ＴＧＦ－βＲ　Ｉ受

体基因的 非 编 码 区 中 也 仅 筛 查 到１个ＳＮＰ［６］。导 致

ＴＧＦ－βＲ　Ｉ受体基 因 单 核 苷 酸 多 态 性 如 此 低 的 原 因 可

能是由于自然 选 择 对 于 基 因 的 选 择 作 用，也 可 能 是 由

于该基因在 进 化 上 相 对 保 守 使 得 变 异 度 降 低。因 此，

针对不同的基因而言，ＳＮＰ的频率不尽相同，需要综合

考虑各方面的因素。本研究中ＳＮＰ频率较低可能是由

于候选基因本 身 存 在 差 异 性，并 且 也 应 考 虑 基 因 和 环

境的互作效应。检测到的ＳＮＰ位点在部分家系中由于

缺乏多态性，无 法 检 测 到 与 表 型 的 相 关 性。这 可 能 是

因为从各家系 中 选 取 的２龄 长 牡 蛎，由 于 不 同 基 因 型

个体生存能力 不 同，从 而 导 致 部 分 家 系 中 等 位 基 因 多

态性的缺失以及哈迪－温伯格平衡的偏离。长牡蛎较高

的遗传 负 荷，在 以 往 的 研 究 中 已 有 报 道。Ｌａｕｎｅｙ和

Ｈｅｄｇｅｃｏｃｋ［１９］发现偏分离比例在长牡蛎早期幼虫阶段

最低，随着生长发育而逐渐增加，指出高遗传负荷是导

致偏分离增加 的 原 因，并 且 支 持 某 些 等 位 基 因 由 于 和

致死基因连锁而受到选择的理论。由于家系间基因型

存在显著的差 异，利 用 单 个 家 系 难 以 检 测 到 基 因 型 与

表型的相关，因 而 本 研 究 中 将 各 家 系 合 并 成 混 合 群 体

进行ＳＮＰ及 其 单 倍 型 与 生 长 性 状 的 关 联 性 分 析。然

而，采用遗传背景差异较大的家系组成的混合群体，可

能会产生群体 分 层 现 象，一 定 程 度 上 干 扰 关 联 分 析 的

准确性。

相关 研 究 表 明，ＴＧＦ－β信 号 通 路 可 以 诱 导 特 定 类

型细胞生长的停滞［２０－２１］。特别是在肌细胞中通过抑制

肌细胞特异基因的表达，进而抑制肌肉形成。目前，在

长牡蛎Ｃｇ－ＴＧＦ－β基因研究中，发现该基因在各个发育

时期都有表达，其中唇瓣和鳃中的表达量相对较高［２２］。

在相关ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基因研究中，发现栉孔扇贝和长牡蛎

中可能存在与哺乳动物类似的ＴＧＦ－β信号通路，而且

分析出ＴＧＦ－βＲ　Ｉ表 达 量 和 横 纹 肌 量 的 负 相 关 性［６，７］。

以上研究都表明了ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基因不仅在在动物体的

各个发育时期 都 具 有 功 效，而 且 对 于 肌 肉 生 长 调 控 发

挥重要 作 用。因 此，查 找Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ 基 因 编 码 区

ＳＮＰ可以全面分析基因多态性在影响蛋白修饰过程中

的作用，进而将 会 更 有 效 地 研 究 该 基 因 与 生 长 性 状 的

相关性，有利于 从 分 子 生 物 学 方 面 对 长 牡 蛎 早 期 苗 种

进行选择，进而 发 挥 分 子 标 记 在 辅 助 育 种 技 术 中 的 作

用。

本研究通过对长牡蛎５个家系共３１６个个体的生

长性 状 和 糖 原 含 量 与Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基 因 内 筛 查 到 的

ＳＮＰ位点相关性 进 行 分 析，获 得３个 与 表 型 性 状 相 关
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联的ＳＮＰ位点（Ｔ７２６Ｃ，Ａ７４１Ｇ和Ａ７８６Ｇ）。所检测到

的ＳＮＰ位点均并未引起氨基酸的改变。此类同义多态

性可能 通 过 影 响 ｍＲＮＡ的 拼 接、稳 定 性、结 构 和 蛋 白

质折叠，从而间接影 响 蛋 白 质 的 功 能［２３］。也 会 通 过 控

制转录来影响基因的表达水平。这３个ＳＮＰ位点构建

成的５个ＳＮＰ单倍型中，Ｈ１（ＴＡＧ）和 Ｈ４（ＣＡＧ）单倍

型个体的总 体 量 和 软 体 部 重（分 别 为４６．２３、４６．９０和

７．３５、６．４４）均 显 著 高 于 其 它３种 单 倍 型 Ｈ２（ＴＧＧ）、

Ｈ３（ＴＡＧ）和 Ｈ５（ＣＧＧ）的 个 体（Ｐ＜０．０５），表 明 Ｈ１
（ＴＡＧ）和 Ｈ４（ＣＡＧ）单倍型是对长牡蛎的生长最为有

利的单倍型，证 实 了 在 长 牡 蛎 的 转 化 生 长 因 子 受 体 基

因对于长牡蛎生长发育具有极为重要的作用。在糖原

含量 方 面，Ｈ１（ＴＡＧ）单 倍 型 的 个 体 显 著 高 于 Ｈ２和

Ｈ５单倍型的个体，表明该基因可能参与糖原含量的调

控，为确认这种关系的可靠性，需要进一步分析该基因

在调节糖原代谢中的生理作用。

４　结论

本实验研究 了 长 牡 蛎Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ基 因 多 态 性，
获得了３个与生长性状相关的ＳＮＰ位点，并首次证实

了单核苷酸多 态 性 影 响 长 牡 蛎 生 长 性 状 和 糖 原 含 量。
在获得的５个单倍型中，发现 Ｈ１（ＴＡＧ）单倍型相对有

利于长牡蛎的 生 长，为 今 后 分 子 标 记 辅 助 育 种 技 术 的

应用提供了 有 力 的 工 具。同 时，证 实 了 编 码 区 的 基 因

突变会导致 生 长 性 状 的 改 变，从 而 表 明Ｃｇ－ＴＧＦ－βＲ　Ｉ
基因可作 为 候 选 基 因 来 应 用 于 今 后 长 牡 蛎 的 遗 传 改

良。
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