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鲤 EST 标记与耐低温性状的相关性分析及定位 

常玉梅 1, 高国强 1,2, 徐丽华 1,2, 刘金亮 1,2, 刘春雷 1,2, 梁利群 1,* 
(1. 中国水产科学研究院 黑龙江水产研究所, 黑龙江 哈尔滨  150070; 2. 上海海洋大学 水产与生命学院, 上海  201306) 

摘要：利用 GLM 模型对 12 个表达序列标签(expressed sequence tag, EST)标记的基因型与鲤耐低温性状进行

相关性分析, 然后使用 OneMap 软件将这些 EST 标记进行连锁定位研究, 并通过 Blast x 搜索引擎对这些候选 EST
进行注释。结果显示, EST 标记 CC009 (P<0.05)和 CC115(P<0.01)与鲤鱼耐低温性状显著相关; 12 个 EST 标记中有

8 个标记分别连锁定位到 6 个连锁群中, 其中与耐低温相关的 CC009 和 CC115 分别定位到鲤连锁图谱的第 38 号

连锁群和第 2号连锁群; 蛋白质数据库同源性比对发现, CC009与斑马鱼(Danio rerio)尿嘧啶激酶 1(uridine-cytidine 
kinaseI)的同源性高达 94%; 而 CC115 为原绿球藻(Prochlorococcus marinus str)的假定糖基转移酶(putative glycosyl 
transferase)的同源性为 56%。 

关键词：鲤鱼; 表达序列标签; 耐低温; 相关分析; 连锁图谱 
中图分类号：Q959.468; Q343.1; Q311.8; Q16; Q958.1124 文献标志码：A 文章编号：0254-5853-(2010)06-0581-06 

Correlation and location of EST markers with cold tolerance  
trait of common carp (Cyprinus carpio L.) 
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LIU Chun-Lei1,2, LIANG Li-Qun1,* 

(1. Heilongjiang River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin  150070, China;  
2. College of Fisheries and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306, China) 

Abstract: Expressed sequence tags (ESTs) are parts of complementary DNAs (cDNAs) with certain gene 
function．It provides us more information than other neutral markers. The association of EST markers with phenotypes 
can increase our understanding of the biochemical pathways and mechanisms affecting economically important traits. In 
this study, 12 candidate EST markers isolated from the cold-induced brain cDNA of common carp (Cyprinus carpio L.) 
were conducted the correlation analysis of marker and cold tolerance trait of common carp using GLM model of SPSS 
17.0 software firstly, then tried to locate them in the genetic linkage map using OneMap software. As a result, eight out of 
12 candidate EST makers were separately located in six linkage groups, in which marker CC009(P<0.05) and CC115 
(P<0.01) were associated with cold tolerance and mapped to LG38 and LG2, respectivey. Homology identity alignments 
showed that marker CC009 was highly homologous to the known Uridine-cytidine kinase I of Danio rerio with an 
identity of 94%, and marker CC115 was lowly homologous to the putative glycosyl transferase of Prochlorococcus 
marinus with an identity of 56%.  

Key words: Common carp; Expressed sequence tag; Cold tolerance; Correlation analysis; Linkage map   

对于一些优良的经济鱼类来说, 如何克服水域

分布的限制, 扩大养殖范围, 进一步提高经济效益, 
温度是决定其地域分布的主要限制因子。早期对鱼

类耐低温的研究侧重于抗冻蛋白(antifreeze protein,  
AFP)的研究, AFP 是 Devries (1971)在 Notothenioid 

鱼的血液中首次发现的。随着分子生物学的发展和

基因工程的日渐完善, AFP 得到了空前的应用。

Jiang et al (1990)克隆了黄盖鲽(Pseudopleuronectes 
yokohamae)抗冻蛋白基因。Zhang et al(2009)克隆了

大黄鱼类 lV 型抗冻蛋白基因, 并进行了表达和功
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能研究。Zhu et al (1997)利用转基因技术, 制备了转

抗冻蛋白基因鲮鱼, 但是并没有成功培育出耐低温

转抗冻蛋白基因鱼品种。国内外诸多学者已经对一

些优良的经济鱼类进行温度适应机制研究, 如罗非

鱼 (Oreochromis niloticus) 的 不 耐 低 温 ; 虹 鳟

(Oncorhynchus mykiss)的不耐高温研究等, 但是由

于罗非鱼和虹鳟是狭温性鱼类, 大部分研究多是从

生理、生化角度进行探索(Yamashita et al, 1996; Li 
et al, 2002; Atwood et al, 2003; Perry et al, 2005; 
Diegane et al, 2007), 因而关于鱼类的耐低温适应机

制的分子遗传基础尚不明了。Liang et al(1997)初步

建立了适于进行鲤鱼低温适应性分析的实验鱼体

系 ： 荷 包 红 鲤 抗 寒 品 系 (Cyprinus carpio 
wuyuanensis)(♂)和云南大头鲤(C. pellegrini Tchang) 
(♀), 构建了适于鲤鱼耐低温研究的 F2 家系, 并且

通过低温诱导实验建立了消减 cDNA 文库(Liang et 
al, 2006), 获得了约 350 个低温诱导表达的基因序

列, 这为研究鱼类低温适应机制打下坚实的遗传基

础。  
表达序列标签(expressed sequence Tag, EST)是

对 cDNA文库随机克隆测序获得的 cDNA序列片段, 
是一个完整基因的一小部分 , 它代表生物体某种

组织某一时期的基因表达(Hatey et al, 1998)。EST
作为表达序列所在区域的分子标签 , 因编码

DNA 序列高度保守而具有自身的特殊性质 ,与
来自非表达序列的标记(如 AFLP、RAPD、SSR 
等 ) 相比 , 更可能穿越家系与种的限制。因此 , 
EST 标记在亲缘关系较远的物种间进行比较基

因组连锁图和比较质量性状信息特别有用, 在基

因组进化研究领域有着广阔的应用前景。近年来, 
EST 标记愈来愈多地受到重视, 在模式鱼类斑马鱼

(Danio rerio)和青锵(Oryzias latipes)中, 已有大量

EST 标记成功用于构建遗传图谱和比较基因组作图

(Woods et al, 2000; Song et al, 2003); 在太平洋牡

蛎(Oysters crassostre)(Liu et al, 1999)、斑节对虾

(Penaeus monodon)(Yu et al, 2003)、斑点叉尾鮰

(Ietalurus Punetaus)(Naruse et al, 2004)和鲤鱼(Wang 
et al, 2008)等水产经济动物中也有关于 EST 标记的

报道。本研究通过对 12 个鲤鱼脑组织 EST 标记与

低温性状进行相关分析, 并尝试将 12 个基因标记

在鲤遗传图谱上进行连锁定位, 以期为今后研究鲤

鱼耐低温性状的 QTL(数量性状基因座)精细定位和

分子标记辅助育种研究提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
实验鱼均采自于黑龙江水产研究所松浦实验

站。作图群体为 F2 家系：祖父母分别为荷包红鲤抗

寒品系(♂)和云南大头鲤(♀), 经过杂交得到 F1, F1

自交获得 F2。约 1 000 尾 1 龄 F2 个体进行物理标记

后, 放入松浦实验站越冬池进行 6 个月的室外越冬

实验。翌年春出池发现只有 73 尾成活个体。本研

究实验样本由 51 尾死亡个体和 59 尾成活个体, 共
计 110 个个体组成。 
1.2  模板 DNA 提取 

剪取适当大小无水乙醇固定的鲤鱼尾鳍, 双蒸

水洗涤 3～4 次, 每次间隔约 10 min。待乙醇全部挥

发后, 用滤纸吸干水分, 转入新管; 每管加入 200 
μL 新鲜配制的组织裂解液(成份：200 µg/mL 蛋白

酶 K, 0.5%十二烷基肌氨酸钠, 10 mmol/L EDTA); 
于 50℃的保温箱中消化 3～4 h, 期间缓慢地上下颠

倒 1～2 次。消化后的样品加入等体积的苯酚/氯仿/
异戊醇(25∶24∶1), 缓慢抽提 3次; 2倍体积预冷的

无水乙醇沉淀, 并用 70%乙醇洗涤两次; 干燥后的

DNA 沉淀加入适量的 TE 溶解, 并于 4℃保存备用。 
1.3  EST 标记的来源 

选取鲤鱼脑 cDNA 文库获得低温诱导表达的

350 个基因序列, 根据 EST 序列非翻译区(UTR)引
物设计原则, 用 Primer3.0 软件共设计 64 对引物, 
其中35对获得清晰的扩增条带, 12对引物有多态性, 
其引物信息见表 1。 
1.4  多态 EST 标记的 PCR 扩增及产物检测 

用 12 对 EST 标记引物对鲤 F2 家系的 110 个个

体进行基因组扩增。PCR 反应体系：DNA 模板 2 µl 
(5 ng/µL), 自制 buffer 10.8 µL(含 50 mmol/L KCl, 
10 mmol/L Tris-HCl pH 8.0, 1.5 mmol/L MgCl2, 100 
μg/mL 的明胶, 4 种 dNTP100 μmol/L, 上、下游引物

(10 μmol /L)各 0.5 μL, Taq DNA 聚合酶 1U(MBI), 
灭菌去离子水补至总体积 15 µL。 

所有 PCR 反应均在 9700 PCR 热循环仪上进行

(ABI)。PCR 反应条件为：94℃预变性 3 min; 94  30℃  
s, 58～60  30℃  s (表 1), 72  30℃  s, 28 个循环; 72  7 ℃

min。 
PCR 扩增产物采用 10%非变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳进行分离。电泳完毕后, 参考 Ji et al(2008)
报道的方法进行银染, 扫描后保存图像。 
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表 1  鲤 12 对多态性 EST 标记引物 
Tab. 1  A set of 12 ploymorphic EST primers of common carp 

EST 标记 
EST Makers 

GenBank_登录号 
GenBank_Accn 

引物序列 5'−3' 
Primer sequence 5'−3' 

产物大小(bp) 
Product size 

退火温度(℃) 
Annealing temperature 

CC007 HO651666 F:TCTGGTAATGGCACAGTGGA 
R:TGTTCCTCTCGCTTACAGCA 275 60 

CC009 HO651666 F:ACATCAGCGGGATACACACA 
R:GTGTCAGACGCTGAAGGACA 

111 60 

CC030 HO651668 F:ACCGAGGAACATCAACTGCT 
R:GGCCGACGTTTTGTCTTTTA 158 60 

CC062 FF677502 F: GCCGCCAACATTTTTCTAA 
R:GTGGGCAGATTGTTGGACTT 194 60 

CC064 HO651669 F:AACTTCCCAAACTGTGCC 
R:TTCCAGCGGTGATGACTA 261 60 

CC094 HO651670 F:CACCGAGATCGATGACACAG 
R:TGAGGGAATGTGGATGTCTG 284 60 

CC095 HO651671 F: CCTGCTGCCCATAACAAAAT 
R:CGTTGCATTCCAAAATCAAA 457 60 

CC112 HO651672 F:GGTGCCTGTTCCCTAAACAA 
R:ATGCTGTGTGTGCCAGGTAG 632 60 

CC113 HO651673 F:GCAATGCAGAAACCAAAGGT 
R:TCATTTGTTGGTGCTGGTGT 293 60 

CC115 HO651674 F:ACAAAATGGAGGTGGCAAAG 
R:ATCGGCTCATTGAAAGTGCT 237 60 

CC143 HO651675 F:GTGTGTATGCCACCATGAGC 
R:CCAGACACACAGCTTCCAGA 165 59 

CC147 HO651676 F: TCCAGCTCCACCAGAAGAGT 
R: TTCAGCTTTGGTTGCTGTTG 488 58 

 
1.5  数据处理 
1.5.1  相关性检验  对 12 个候选基因标记的基因

组扩增结果分析, 按照 Wu et al (2002)所报道的标

记分离类型进行基因型分析, 然后利用 SPSS17.0
统计软件的一般线性模型(GLM)进行标记的基因型

和性状的相关性分析。模型如下：y=u+gi+e, u 表

示群体均值, gi 表示第 i 个基因型的效应, e 为残差, 
采用 permutation 确定基因型效应的显著性水平(1
万次)。 
1.5.2  OneMap 定位分析  同样, 将以上述方法进

行基因型分析的 12 对 EST 标记的数据, 通过

OneMap 作图软件与此鲤 F2家系的遗传连锁图谱使

用过的 911个 fAFLP标记重新进行连锁定位(Gao et 
al, 2010)。 
1.5.3  同源性比较  使用 NCBI 中的 Blastx 搜索引

擎将 12 条基因序列与蛋白质数据库进行同源性  
比较。 

2  结果与分析 

2.1  EST 标记与低温性状的相关性分析 
通过 SPSS17.0 软件对 12 个候选 EST 标记与鲤

鱼耐低温性状进行相关性分析。结果显示, 标记

CC009 与耐低温性状相关性达到显著水平(P<0.05); 
标记 CC0115 与耐低温性状相关性达到极显著水平

(P<0.01), 其他 10 个标记与性状无明显关联(表 2)。 
2.2  EST 标记在鲤遗传连锁图谱上的定位结果 

借助F2群体的遗传连锁图谱使用的AFLP标记, 
将 12 个 EST 标记进行连锁定位分析。结果显示, 有
8 个标记分别连锁定位到 6 个连锁群, 其中标记

CC143 和 CC147 定位到第 7 号连锁群; 标记 CC030
定位到第 8 号连锁群; 标记 CC007 和 CC064 定位

到第 31 号连锁群; 标记 CC112 定位到第 33 号连锁

群; 而与鲤鱼耐低温性状显著相关的标记CC115和
标记CC009分别被连锁定位到图谱的第2号连锁群

与第 38 号连锁群(图 1)。 
2.3  EST 序列同源性比对结果 

使用Blast x搜索引擎将12个基因标记与NCBI
网站中的蛋白质数据库进行同源性比较, 结果显示, 
标记 CC009 与斑马鱼(Danio rerio)尿嘧啶激酶

1(uridine-cytidine kinaseI)的同源性水平高达 94%, 
而标记 CC0115 为原绿球藻(Prochlorococcus 
marinus str)的假定糖基转移酶(putative glycosyl 
transferase), 同源性为 56%, 标记 CC113 为大西洋

鲑的溶质载体 22 号家族 2 号成员; 标记 CC143 为  
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表 2  12 个候选基因标记与鲤低温性状的相关性分析结果 
Tab. 2  The correlation analysis of 12 EST candidates and cold tolerance of common carp 

EST 标记 
Marker 

平方和 
Sum of squares 

自由度 
df 

均方 
Mean square 

F 值 
F value 

P 值 
P value 

CC007 0.174 2 0.087 0.343 0.710 

CC009 1.361 1 1.361 5.656 0.019* 

CC030 0.369 2 0.185 0.732 0.483 

CC062 0.070 2 0.035 0.138 0.872 

CC064 0.606 2 0.303 1.213 0.301 

CC094 0.713 2 0.356 1.431 0.244 

CC095 0.208 2 0.104 0.411 0.664 

CC112 0.945 2 0.473 1.915 0.152 

CC113 0.687 2 0.344 1.379 0.256 

CC115 8.912 1 8.912 52.185 0.000** 

CC143 0.443 2 0.221 0.880 0.418 

CC147 0.872 1 0.872 3.558 0.062 

*P<0.05; **P<0.01。 

 

 

图 1  EST 标记 CC115 和 CC009 分别定位在第 2 和 
第 38 号连锁群上 

Fig. 1  EST marker CC115 and CC009 mapped to LG2 
and LG38 individually  

 
斑马鱼的 G 蛋白偶联受体, 其它标记均为假定蛋白
和未知序列。 

3  讨  论 

鱼类的耐低温性状是鱼类的主要经济性状之

一, 对于一些优良的喜温性鱼类如何克服分布水域

的限制, 尤其是北方温带水域, 成为鱼类生物学家

面临的巨大挑战。近几年来, 国内学者对鲤鱼的耐

低温性状做了大量研究, 在耐低温机理上也取得了

很大的进展。已有研究表明, 低温胁迫可能打破实

验鱼血清离子的稳态, 而这种稳态的存在是为了保

证细胞表面某些特定分子的正常功能(Burton et al, 
1996; Chang et al, 2006a; Chang et al, 2006b); 另外, 
本课题组成员亦从冷诱导基因表达方面做了大量

研究, 筛选出约有 350 个耐低温相关的候选基因, 
并对其中的多个基因进行了表达差异分析, 结果表

明基因在表达量上与鲤鱼的耐低温性状相关, 而且

某些基因存在组织特异性(Li et al, 2008; Liang et al, 
2009; Li et al, 2009); Liang ＆ Sun (2003)首次应用

RAPD 技术获得了 10 个与鲤耐寒性状相关的分子

标记, 且将其中的 1 个标记定位在鲤第 5 号连锁群

上, 随后 Pan et al(2008)又鉴定了 2 个与鲤耐寒性状

相关的 SSR 标记, 这些标记的开发及应用将推动鲤

鱼耐低温新品种的培育。由于 EST 序列是从 cDNA
文库随机克隆测序而来的, 它能够比其他分子标记

提供更多的信息, 在基因定位和克隆、分子标记辅

助育种方面具有其他标记无法比拟的优势(Cato et 
al, 2001)。因此, 本研究将前期低温诱导获得的鲤

EST 序列作为标记, 以期通过扫描越冬成活个体和

死亡个体的基因组, 进一步鉴定耐寒相关候选基

因。结果有 2 个 EST 标记与鲤鱼耐低温性状显著相

关, 并将两者成功地定位在了鲤遗传连锁图谱上, 
这对今后的耐低温性状 QTL 的精确定位以及与耐

低温相关基因的克隆提供一定的依据。虽然其余 10
个标记未能检测出相关性, 但有 6 个标记被定位到

了遗传图谱上, 提高了图谱的分辨率, 而且 EST 标

记属于基因标记, 进一步提高了鲤遗传连锁图谱的
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精确度。 
本实验得到的两个与耐低温性状相关的标记

CC009(P<0.05)和标记 CC0115(P<0.01)通过 Blast x
进行功能比对, 发现其分别编码尿嘧啶激酶 1 和假

定糖基转移酶。尿嘧啶激酶在核酸代谢的尿嘧啶补

救途径中发挥重要作用, 尿嘧啶核苷酸激酶的作用

是将三磷酸腺苷酸(ATP)上的磷酸基团转移到尿嘧

啶核苷酸(UMP)上, 最终形成双磷酸尿嘧啶核苷酸

(UDP)及双磷酸腺苷酸(ADP)(Wang et al, 2002), 其
核酸代谢途径中也有 ATP 能量的转化, 由此推测, 
鲤鱼在低温胁迫时, 尿嘧啶核苷酸激酶通过核酸代

谢参与了能量的转化, 可能对鲤鱼适应低温环境起

着一定的作用。糖基转移酶是糖基化过程的关键酶, 
在生物体内催化活化的糖连接到不同的受体分子, 
如蛋白、核酸、寡糖、脂和小分子上, 糖基化的产

物具有很多生物学功能(Dai et al, 2007), 如参与细

胞识别、信息传递、激素调节、发育、细胞分化、

神经系统和免疫系统调节等各个方面。另外, 糖基

转移酶的表达和细胞周期密切相关。在细胞分化阶

段, 许多糖基转移酶的基因是表达的, 为此出现了

一系列糖类异质体作为分化抗原, 一旦发育成熟, 
在细胞表面出现了另一些糖类异质体。如果糖基转

移酶在成熟细胞中活性很高, 就会产生癌变, 同时

出现了早期的分化抗原, 因此一些糖基转移酶活性

被视为肿瘤的重要标志(Yang et al, 1997)。假定糖基

转移酶与鲤的耐低温性状极显著相关说明低温下

鱼机体糖基化作用加强, 信号通路、神经系统调节、

内分泌系统调节等生化途径活跃起来, 而且有可能

会牺牲鱼体的某些生理功能, 来应对低温刺激, 但
是具体的调节机制和调节通路还有待深入研究。 
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