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摘 要：采用四引物扩增受阻突变体系 PCR法对中华鳖的 2个 SNP位点进行验证，并统计其基因型频率。采用

方差分析法分析 2个 SNP位点与中华鳖 6个生长性状(体质量、背甲长、背甲宽、腹甲长、体高和裙边宽度)的差

异。结果显示，只有 A–1609G位点上的体高和裙边宽度有显著差异；这 2个 SNP位点的不同基因型共组成 6种

双倍型(去掉频率小于 3%的双倍型 D1、D6 和 D9)，ANOVA 分析结果表明这 6 种双倍型的 6 个生长性状间均存

在显著差异，D4双倍型 6个生长性状的均值最大，属于生长优势双倍型。筛选到的 IGF2基因上的 2个 SNP位

点具有用作中华鳖生长性状分子标记辅助育种的潜力。 
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Abstract: The 2 sites of SNP in Pelodiscus sinensis were verified by adopting tetra–primer amplification refractory 
mutation system PCR (ARMS–PCR) method, genotype frequency were counted as well. The relationship between six 
growth traits (body weight, carapace length, carapace width, shell length, body height and calipash width) and 2 SNP 
sites were analyzed by mean of one–way ANOVA. The result showed that there was only one significant difference in 
body height and calipash width on the site of A–1609G. The different genotypes on 2 SNP sites composed 6 different 
diplotypes (excepted for D1, D6 and D9, which frequency lower than 3%), and they were significant difference on all 
growth traits by the analysis of one–way ANOVA. The D4 belonged to dominant genotypes with the largest mean value 
on all aspects of growth traits. The result indicated that the 2 SNP sites of IGF2 gene could be used as a molecular 
marker–assistant breeding for growth traits of Pelodiscus sinensis. 
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胰岛素样生长因子2(Insulin–like growth fator 
2，IGF2)含67~70个氨基酸的单链多肽，相对分子
质量约7 500，前体由信号肽和B、C、A、D、E区
域共6个部分组成[1]。IGF2在胎儿生长发育、肿瘤
细胞增殖以及肌肉生长等方面具有重要作用[2–4]，也

能调控动物细胞的增殖、分化、细胞凋亡和转化[5]。

关于鱼类IGF2基因研究的报道较多，1992年在虹鳟
(Oncorhynchus mykiss)中首次分离出IGF2[6]；之后在罗

非鱼(Oreochromis niloticus)[7]、鲤(Cyprinus carpio)[8]、

吉富罗非鱼(GIFT Strain Nile Tilapia Oreochromis 
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niloticus)[9]、双棘黄姑鱼(Protonibea diacanthus)[10]

等鱼类中分离出了IGF2基因。IGF2基因在鱼类腮、
肾、肠、心、脑和性腺等组织中均有表达[11]。 
单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphisms，

SNP)于1996年由美国学者LANDER[12]首次提出，是

第3代DNA遗传标记，与其他分子遗传标记相比具
有密度高、遗传稳定性和代表性强、易实现自动化

分析等优点[13–16]。目前检测的SNP方法有很多种，
其中，PCR–RFLP [17]、SSCP [18]、TaqMan探针技术
[19]等较为常见。四引物扩增受阻突变体系PCR法
(tetra–primer amplification refractory mutation system 
PCR，tetra–primer ARMS PCR)是一种在普通PCR基
础上发展起来并专门用于检测SNP的衍生技术。该
技术用于检测单核苷酸突变具有快速、简便、低成

本和可以区分等位基因是否纯合等优点[20]。 
中华鳖(Pelodiscus sinensis)具有较高的营养价

值和药用价值，是中国重要的淡水养殖动物。目前，

通过PCR–RELP、SSR、PARD等分子标记方法对龟
鳖遗传多样性和品种选育的研究较多[21–23]，但与其

生长相关的研究尚少。为提高中华鳖的生长性能，

加快中华鳖的良种选育进程，笔者采用直接测序

法，结合序列多重比较，确定中华鳖IGF2基因的多
态性，并用四引物扩增受阻突变体系PCR法检测267
只中华鳖的IGF2基因型，采用SPSS分析SNP位点与
中华鳖体质量、背甲长、背甲宽、腹甲长、体高、

裙边宽度的关系，以期为中华鳖生长性状的分子标

记辅助育种提供候选标记。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

中华鳖共267只，取自湖南省常德市河州水产
有限公司。随机选取同批次一起喂养的中华鳖，用

电子天平称取中华鳖样本的体质量，用游标卡尺测

量样本的背甲长、背甲宽、腹甲长、体高和裙边宽

度，测量3次，结果取平均值。剪取30 mg左右的裙
边组织置于无水乙醇中，–20 ℃保存，备用。 

1.2 方法 

1.2.1 基因组 DNA 的提取 

采用Transgen EasyPure Genemic DNA Kit试剂
盒提取中华鳖裙边组织DNA，用1.5%琼脂糖电泳进

行检测，确定其质量。用Eppendorf BioSpectrometer
紫外分光光度计测定光密度值，确定中华鳖DNA浓
度，于–20 ℃保存，备用。 

1.2.2 中华鳖 IGF2 基因 SNPs 位点的筛选 

将中华鳖转录组测序结果比对到全基因组，获

得IGF2部分片段序列。采用Primer Premier 6.0软件

设 计 1 对 引 物 P1(F 为 5′–TTTCGTTCTCACCC 
TGCTTT–3′，R为5′–ACCTCTTTCTCACACTTCA 
TCT–3′)。从267只中华鳖DNA样本中随机挑选20

个DNA样本扩增P1引物和筛选SNP位点。PCR反应

体系共25 μL：上、下游引物各0.5 μL，DNA 1 μL，

Mix 12.5 μL，ddH2O 10.5 μL。PCR扩增程序：94 ℃

预变性5 min；94 ℃变性30 s，55 ℃退火30 s，72 ℃

延伸30 s，共进行25个循环；72 ℃延伸7 min，4 ℃

保存。上、下游引物浓度均为10 μmol/L，稀释后的

DNA浓度约为50 ng/μL，Mix为TIANDZ Instant PCR 

Kit3.0 A型产品，主要成分为PCR MagicMix 3.0(编

号90805)和专用染料(编号131212)。将扩增产物用

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测0.5 h，置于Bio–Rad凝胶

成像系统Image–lab下观察，拍照。将PCR产物直接

送上海铂尚生物技术有限公司进行测序，用

Chromas软件查看测序结果峰图，获得SNP突变点。 

1.2.3 SNP 位点的分型与验证 

用软件Primer Premier 6.0设计由测序所获得的

2个SNP位点的引物如表1。运用四引物法在267个中

华鳖DNA样本中验证SNP位点。PCR反应体系共25 

μL：引物2 μL，DNA 1 μL，Mix 12.5 μL，ddH2O 9.5 μL。

A–1609G位点的引物组成：外引物上游0.5 μL，下

游0.3 μL；内引物上、下游均为0.6 μL。G–1586A

位点的引物组成：外引物上游0.4 μL，下游0.2 μL；

内引物上游0.4 μL，下游1.0 μL。PCR扩增程序：94 ℃

预变性5 min；94 ℃变性30 s，64 ℃退火30 s，72 ℃

延伸30 s，5个循环；94 ℃变性30 s，62 ℃退火30 s，

72 ℃延伸30 s，5个循环；94 ℃变性30 s，60 ℃退

火30 s，72 ℃延伸30 s，5个循环；94 ℃变性30 s，

58 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，15个循环；72 ℃延

伸7 min，4 ℃保存。将扩增产物用1.5%琼脂糖凝胶

电泳检测1 h，置于Bio–Rad凝胶成像系统Image–lab

下观察，拍照。
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表1 SNP引物序列 
Table 1 Lists of SNP primers 

SNP位点 引物位置 上游引物(5′—3′) 下游引物(5′—3′) 

A–1609G 外引物 GGAATACCGCATTGTCAGCAA GCATCTGTGTATGAGTGATAGCC 

 内引物 CTGAGAAGAAATTCCAAGAA CACAAATTCAGATGGGTCC 

G–1586A 外引物 ATAACTTCCCTAGCCCTTACCC CCCTTCCTTTACCTCTTTCTCAC 

 内引物 GCACCTTTACTTAAAAAGAAAG GGAATTTCTTCTCAGTTACT 
 

1.2.4 数据处理 

采用R–studio软件计算观测杂合度(Ho)、期望
杂合度(He)、多态信息含量(PIC)、有效等位基因数
(Ne)、哈迪–温伯格平衡(HWE)和等位基因频率等遗
传参数。用软件SPSS 22对IGF2基因的SNP位点基
因型与生长性状指标(体质量、背甲长、背甲宽、腹
甲长、体高、裙边宽度)进行单因素方差分析。 

2 结果与分析 

2.1 基因组 DNA 提取结果 

由图1可见，基因组DNA的条带清晰，表明基
因组DNA提取质量可靠，完整性良好，满足后续试
验条件。 

 
1~10为 DNA泳道；M为 DNA分子量标准(5 000 DNA ladder)。 

图 1 中华鳖基因组 DNA 的电泳图谱 
Fig.1 Gel electrophoresis patterns of genome DNA from 

Pelodiscus sinensis 

2.2 中华鳖 IGF2 基因 SNP 位点的筛选与验证结果 

对20个中华鳖进行PCR扩增和测序，获得了2
个SNP位点(图2和图3)。将这2个SNP分别命名为
A–1609G和G–1586A。 

 
箭头所示为突变点。 

图 2 A–1609G 位点测序峰图 
Fig.2 DNA sequencing map on site of A–1609G 

  

 
箭头所示为突变点。 

图 3 G–1586A 位点测序峰图 
Fig.3 DNA sequencing map on site of G–1586A 

1    2   3   4    5   6    7   8   9   10   M 

5 000 bp
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由图4可见，A–1609G位点267只中华鳖均有
AA、GG、AG共3种基因型；AA基因型显示的条带
为513 bp，GG基因型显示的条带为440 bp。由图5可

见，G–1586A位点267只中华鳖均有AA、GG、AG
共3种基因型；AA基因型显示的条带为548 bp，GG
基因型显示的条带为129 bp。 

 

 
1—5为 AA型；6—10为 GG型；11—15为 AG型；M为 DNA分子量标准(100 bp DNA ladder)。 

图 4 A–1609G 位点 3 种基因型的电泳结果 
Fig.4 Gel electrophoresis patterns on site of A–1609G 

 

 
1—5为 AA型；6—10为 GG型；11—15为 AG型；M为 DNA分子量标准(100 bp DNA ladder)。 

图 5 G–1586A 位点 3 种基因型的扩增结果 
Fig.5 Gel electrophoresis patterns on site of G–1586A  

2.3 中华鳖 IGF2 基因 2 个 SNP 位点在中华鳖群

体中的分布 

由表 2可知，中华鳖 IGF2基因 SNP位点
A–1609G和G–1586A的观测杂合度 (Ho)分别为
0.479 4和0.651 7，期望杂合度(He)分别为0.499 8和
0.491 4。当多态信息含量(PIC)＜0.25时群体处于低

度多态性水平；当0.25≤PIC≤0.50时群体处于中度多
态水平；当PIC＞0.50时群体处于高度多态性水平[24]。

本研究中2个SNP位点均为低度多态性位点，经χ2

检验得到2个位点均处于哈迪–温伯格平衡状态
(P>0.05)。 

表 2 IGF2 基因 2 个 SNP 位点的遗传参数 
Table 2 Polymorphism analysis on 2 SNPs loci of IGF2 gene 

SNP位点 观测杂合度 期望杂合度 多态信息含量 有效等位基因数 哈迪–温伯格平衡 

A–1609G 0.479 4 0.499 8 0.124 4 1.920 86 P=0.543 3， χ2=0.445 8 

G–1586A 0.651 7 0.491 4 0.094 8 2.871 00 P=0.537 5，χ2=0.445 8 
 
由表3可知，在267个中华鳖样本中，A–1609G

位点的AG基因型最多，AA基因型个体数与GG基因
型个体数仅相差5个，等位基因A的频率比等位基因
G的频率稍高。G–1586A位点的AG基因型最多，AA 
 

基因型次之，GG基因型最少，AA基因型个体数是
GG基因型个体数的2倍，等位基因A的频率显著高
于等位基因G的频率，推测该位点的等位基因A为
优势等位基因。 

1    2     3    4    5    6     7   8    9    10   11   12    13   14   15   M 

700 bp
600 bp
500 bp

200 bp

100 bp

外扩增 
A等位基因

G等位基因

1    2     3    4    5  6    7   8   9   10   11   12    13   14   15   M 

1 000 bp 
900 bp 

600 bp 

500 bp 

400 bp 

外扩增 

A等位基因

G等位基因
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表 3 中华鳖 IGF2 基因 A–1609G 位点和 G–1586A
位点的基因型及其等位基因频率 

Table 3 Genotype and allele frequency on site of A–1609G and 

G–1586A in gene IGF2 

SNP位点 基因型 样品数/个 基因型频率/% 等位基因频率/%

A–1609G AA  72 26.97 A/50.94 
 AG 128 47.94 G/49.06 
 GG  67 25.09  

G–1586A AA  63 23.60 A/56.18 
 AG 174 65.17 G/43.82 
 GG  30 11.23  

 

2.4 SNP 关联分析 

由表4可知，A–1609G位点基因型GG的体高和

裙边宽度均显著高于基因型AG的 (P<0.05)，而3种
基因型体质量间的差异、背甲长间的差异、背甲宽

间的差异和腹甲长间的差异均无统计学意义

(P>0.05)。在此位点上，除体高外，杂合型基因型
AG的体质量、背甲长、背甲宽、腹甲长和裙边宽
度等各生长性状指标的均值均高于纯合型基因型

AA的和GG的。G–1586A位点表4中3种基因型间各
生长性状指标的差异均无统计学意义(P>0.05)，纯
合型基因型AA表4中各生长性状指标均明显高于
纯合型基因型GG的和杂合型基因型AG的，AG生长
性状指标的均值均相对较低。 

表 4 IGF2 基因 SNP 位点不同基因型的生长性状指标 
Table 4 Growth traits of different genotype of gene IGF2 

SNP位点 基因型 体质量/g 背甲长/mm 背甲宽/mm 腹甲长/mm 体高/mm 裙边宽度/mm 

A–1609G AA 380.07±23.08 134.57±3.34 116.20±2.55 102.17±2.35 (8.76±1.03)ab (22.88±0.62)ab 

 AG 398.41±17.23 138.06±2.50 118.01±1.88 104.12±1.74 (8.85±0.78)b (23.40±0.49)b 

 GG 342.20±12.57 129.11±3.93 111.37±2.98  98.26±2.62 (9.67±1.18)a (21.53±0.78)a 

G–1586A AA 418.13±27.16 140.12±3.76 119.93±2.80 105.42±2.55 44.32±1.11 23.58±0.76 

 AG 364.88±15.46 132.83±2.25 114.21±1.71 100.87±1.55 41.88±0.70 22.41±0.43 

 GG 381.93±34.18 135.68±4.79 116.83±3.72 102.45±3.48 42.77±1.64 23.34±0.95 

同一 SNP位点数据后字母不同示组间差异显著(P<0.05)；n=267。  
A–1609G位点和G–1586A位点共组成9种双倍

型，剔除3个频率小于3%的双倍型D1、D6和D9，
对其余6种双倍型的生长性状指标进行差异显著性
分析的结果见表5。由表5可见，体质量、背甲长、
背甲宽、腹甲长、体高、裙边宽度等生长性状指标

双倍型间的差异均达显著水平(P<0.05)。双倍型D8
的6个指标均值均低于其他双倍型的，其体质量尤
其低于其他双倍型的，而双倍型D4的各指标均值都

显著高于其他双倍型的，由此可推测双倍型D4属于
生长优势双倍型。双倍型D5为双杂合型(AG×AG)，
其个体数在群体中所占的比例最大，但其6个生长
性状指标双倍型间的差异均无统计学意义

(P>0.05)。剔除3个频率小于3%的双倍型D1、D6和
D9，双倍型D1的体质量、背甲长、背甲宽、腹甲
长、体高、裙边宽度均值均高于其他双倍型的，而

双倍型D9的各指标均值均比其他双倍型的低。 

表 5 IGF2 基因不同双倍型的生长性状指标 
Table 5 Growth traits of different diplotype of gene IGF2 

基因型  
双倍型 

A–1609G G–1586A 

样品 
数/个

频率/ 
% 

体质量/g 背甲长/mm 背甲宽/mm 腹甲长/mm 体高/mm 裙边宽度/mm

D2 AA AG 42 15.73 (362.43±31.52)ab (130.85±4.58)ab (113.78±3.52)ab (100.35±3.17)ab (41.85±1.41)ab (22.28±0.86)ab
D3 AA GG 24 8.99 (397.17±38.83)ab (138.33±5.52)ab (118.54±4.20)b (103.32±4.10)ab (43.68±1.75)b (23.71±1.06)b 
D4 AG AA 29 10.86 (425.84±37.22)b (141.59±5.28)b (120.30±3.90)b (106.09±3.63)b (45.19±1.72)b (23.97±1.00)b 
D5 AG AG 95 35.58 (392.41±19.90)ab (137.31±2.92)ab (117.40±2.21)ab (103.66±2.04)ab (43.23±0.88)b (23.29±0.57)b 
D7 GG AA 29 10.86 (405.99±44.49)b (137.01±6.07)ab (118.24±4.53)b (103.72±4.06)ab (42.88±1.63)ab (23.22±1.29)b 
D8 GG AG 37 13.86 (296.99±35.69)a (123.58±5.13)a (106.51±3.86)a (94.33±3.40)a (38.46±1.65)a (20.32±0.95)a 
D1 AA AA 6 2.25 435.20±68.83 145.54±9.14 123.77±7.17 110.40±6.07 47.69±2.14 23.76±1.42 
D6 AG GG 4 1.5 342.28±102.21 130.34±12.16 115.88±10.99 100.90±8.72 38.65±5.77 22.11±3.05 
D9 GG GG 1 0.37 165.23 104.46 91.61 85.11 31.59 17.17 

同列数据后字母不同示组间差异显著(P<0.05)。  
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3 结论与讨论 

SNP是基因组水平上单核苷酸的变异，是继

RFLP和SSR后的第3代分子遗传标记，在遗传多样

性结构分析[25]、高密度连锁图谱构建[26]、性状关联

分析[27]等方面具有广阔的应用前景。本研究中通过

对IGF2基因进行生物信息学分析，发现了2个SNP

位点(A–1609G位点和G–1586A位点)，并用四引物

扩增受阻突变体系PCR对这2个位点进行了验证。所

获得2个位点的优势基因型分别为AG型和AA型，优

势等位基因均为A。A–1609G位点仅有体高间和裙

边宽度间表现出显著差异，其他性状间的差异均无

统计学意义；G–1586A位点所有性状间的差异均无

统计学意义，表明单个位点基因型与中华鳖的生长

不相关；双倍型 D4(A–1609G位点的 AG型和

G–1586A位点的AA型组合)的6个生长性状指标均

值都最高，生长优势明显，推测这2种基因型存在

协同作用，而双倍型D8(A–1609G位点的GG型和

G–1586A位点的AG型组合)的6个生长性状指标均

值都较低，不存在生长优势，推测这2种基因型存

在拮抗作用。该现象在中华鳖IGF1基因上也有类似

连锁反应。李婷[28]在研究中华鳖2个群体中IGF1基

因SNP位点的遗传结构特征时发现，中华鳖极大群

体中IGF1基因3个位点S1、S3和S4出现频率最高的

基因型分别为杂合型AG、AT、CT，而极小群体中

IGF1基因3个位点S1、S3和S4出现频率最高的基因

型也是杂合型AG、CG、AT，且S1和S3的基因型频

率和等位基因频率完全一致。周春龙等[29]在大口黑

鲈(Micropterus salmoides)的高密度脂蛋白结合蛋白

基因(high density lipoprotein binding protein，HBP)

上筛选了H1、H2和H3这3个SNP位点，其中H1和

H2位点的基因型和基因频率都一致，单个位点基因

型与生长不相关，而二者组成的BB基因型与生长密

切相关，认为这2个位点之间连锁，之间存在协同

或拮抗作用。 
本研究结果表明，中华鳖IGF2基因2个SNP位

点不同基因型的体质量间、背甲长间、背甲宽间、

腹甲长间、体高间、裙边宽度间均存在差异，但差

异均无统计学意义(P>0.05，A–1609G位点的体高和
裙边宽度除外)，但频率大于3%双倍型D2、D3、D4、
D5、D7和D8的生长性状指标间差异均达显著水平

(P<0.05)。刘福平等 [30]从尼罗罗非鱼(Oreochromis 

niloticus)MC4R基因中筛选出5个SNP位点，GLM关
联分析结果表明各位点的基因型差异和生长性状

间差异均不明显，但将这5个突变点的不同基因型
组合成7种双倍型，双倍型D4和D2均与其他双倍型
有差异，属于负效双倍型。樊佳佳等 [31]从草鱼

(Ctenopharyngodon idella)柠檬酸合酶基因中筛选出
了A–386G和C–499G 2个SNP位点，2个位点的不同
基因型生长性状间差异均无统计学意义(P>0.05)。
由这2个位点组成的5种双倍型的生长性状中，仅有
头长存在显著差异(P<0.05)，其他性状间的差异均
不明显。本试验中2个位点组成的6种双倍型的体重
间、背甲长间、背甲宽间、腹甲长间、体高间、裙

边宽度间的差异显著 (P<0.05)，双倍型D4的各生长
性状指标均高于其他各组双倍型的，说明双倍型D4
属于生长优势双倍型。分析频率小于3%的双倍型
D1、D6和D9，双倍型D1的体质量、背甲长、背甲
宽、腹甲长、体高、裙边宽度均比D4的略高，而双
倍型D9的均比其他双倍型的低，双倍型D6的较双
倍型D9的生长略好。由此可推测，基因型为双倍型
D1的中华鳖生长较快，而基因型为双倍型D9的中华
鳖生长较慢，但由于这两种双倍型样本数所占比例

较少，所以，无法分析双倍型D1和D9的影响效用。 
本研究结果表明，在IGF2基因中，双倍型D4 

(AG×AA)为中华鳖的生长优势双倍型，可以作为分
子标记辅助育种的候选标记。 
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