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［摘要］ 为减少假阳性， 对患病和未患病大口黑鲈 （Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓ ｓａｌｍｏｉｄｅｓ） 各 ９６ 尾进行群体结构和亲缘

关系分析， 结果显示， 两个群体在亲缘关系上接近， 没有明显的群体分层， 但未患病群体的遗传分化明显

低于患病群体。 对 １９２ 尾大口黑鲈重测序个体， 通过全基因组关联分析和选择信号分析， 定位了与抗维氏

气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｏｎｉｉ） 相关的染色体区段及变异位点， 并在 ２、 ５、 １２ 和 １７ 号染色体中定位了 １２ 个

与抗病相关的候选基因。 其中 ｃｘａｄｒ 和 ｖｔｃｎ１ 基因在免疫应答中作用明显， 多个免疫球蛋白轻链基因 （ ｉｇｌ）
可能在鱼类免疫中发挥重要作用。
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０　 引言
大口黑鲈 （Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓ ｓａｌｍｏｉｄｅｓ）， 俗称加州鲈， 隶属于鲈形目 （ Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ） 太阳鱼科 （ Ｃｅｎ⁃

ｔｒａｒｃｈｉｄａｅ） 黑鲈属 （Ｍｉｃｒｏｐｔｅｒｕｓ）， 是一种栖息在北美河流和淡水湖泊的大型食肉鱼类。 经引进， 现

该物种已成为我国重要的淡水养殖品种［１ － ２］ 。 近年来， 我国的大口黑鲈养殖业遭遇病害暴发， 尤其是

多种细菌和病毒的大规模传播， 如诺卡氏菌属 （Ｎｏｃａｒｄｉａ） 和气单胞菌属 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ） 等， 使大口

黑鲈养殖业遭受了巨大的经济损失［３］ 。
维氏气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｏｎｉｉ） 隶属于气单胞菌科 （ Ａｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ） 气单胞菌属 （ Ａｅｒｏ⁃

ｍｏｎａｓ） ， 是一种人、 兽及水生生物共患的传染性病原菌， 广泛分布于水体环境中。 水生生物在免

疫力低下或体表有创伤的情况下更容易感染该菌， 病害暴发时可造成较高的死亡率， 如 ２０１４ 年四

川某水库的大口黑鲈因感染维氏气单胞菌出现大面积死亡， 死亡率高达 ６０％ ［４ － ５］ 。 维氏气单胞菌

是引起淡水鱼败血症和溃疡的重要病原菌［６］ ， 鱼类被感染后一般表现为皮肤溃疡、 体表或内脏出

血等［７］ 。 有研究表明， 大口黑鲈感染维氏气单胞菌后游动缓慢， 背部出现溃疡灶， 溃疡周围滋生

水霉［８］ 。 鲤 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ） ［９］ 、 斑点叉尾 （ Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ ｐｕｎｃｔａｔｕｓ） ［１０］ 、 罗非鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃ⁃
ｕｓ） ［１１］ 等被感染后也表现为体表溃疡、 体表或内脏出血等症状。 除了淡水鱼， 海水鱼中也有维氏气

单胞菌的病害报道， 如维氏气单胞菌导致大黄鱼 （ Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ ｃｒｏｃｅａ） 出现肝脏结节［１２］ ， 引起鳗

鲡肠炎和烂鳃等［１３］ 。
维氏气单胞菌引起的疾病主要依赖药物进行防治， 但治疗效果欠佳， 如江西省高安市怡佳仁生态

园的大口黑鲈在患病期间一直用药物治疗， 但是病害得不到有效控制， 患病鱼陆续死亡。 所以对特定

病原进行抗病基因及其遗传机制的研究， 并选育抗病品系在大口黑鲈养殖中显得尤为迫切。 本研究以

江西省高安市怡佳仁生态园养殖场的两批来源不同且抗维氏气单胞菌能力差异明显的大口黑鲈为研究

对象， 对这两批鱼进行 ＤＮＡ 样本的采集和基因组重测序， 分析其群体结构和亲缘关系， 并利用全基

因组关联分析 （ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＧＷＡＳ） 和选择信号分析等方法挖掘与大口黑鲈抗维

氏气单胞菌相关的基因位点， 以期为大口黑鲈的抗病育种研究提供一定的数据支持。

１　 材料及方法
１􀆰 １　 材料

本研究所用的 ２００ 尾大口黑鲈样本于 ２０２２ 年 １０ 月采自江西省高安市怡佳仁生态园大口黑鲈养殖

场， 其中患病群体（ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ，ＳＰ） 和未患病群体（ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ，ＤＲＰ） 各 １００
尾。 这两个群体分别来源于不同的育苗场， 两组鱼在相同的养殖条件下饲养， 包括相同的水温、 饲料

和管理措施， 以保证试验条件的一致性。 患病大口黑鲈平均体长 ２１􀆰 ２ ｃｍ， 未患病大口黑鲈平均体长

２２􀆰 ６ ｃｍ。 自 ２０２２ 年 ７ 月起， 患病群体因感染维氏气单胞菌陆续患病死亡， 到 ２０２２ 年 １０ 月， 患病率

超过 ９０％ ， 死亡率超过 ５０％ ； 未患病群体在相同的养殖条件下， 在患病群体持续发病的 ７—１０ 月共 ３
个月期间， 一直保持着健康的状态。
１􀆰 ２　 病原菌的分离鉴定

患病鱼体表出现溃疡， 肝脏、 脾脏及肾脏等器官出现结节。 对其肝脏、 脾脏、 肾脏和肠道等部位

进行病原菌分离， 对分离菌进行生理生化特性反应、 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列鉴定、 系统发育树构建、 回归感

染试验以及药敏试验。

·８０３·
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１􀆰 ３　 ＤＮＡ 样本采集与测序

剪取两组大口黑鲈的胸鳍， 放入 ７５％ 的酒精中保存。 利用南京诺唯赞 ＤＮＡ 提取试剂盒分别提取

两组样本的 ＤＮＡ。 将提取的大口黑鲈基因组 ＤＮＡ 送至北京诺禾致源 （Ｎｏｖｏｇｅｎｅ） 科技股份有限公司

进行 ＤＮＡ 文库构建和测序。 因成功提取的患病个体 ＤＮＡ 只有 ９６ 个 （舍弃 ４ 尾 ＤＮＡ 质量不合格样

本）， 为方便测序， 患病和未患病群体各送测 ９６ 尾， 共计 １９２ 尾。
１􀆰 ４　 测序数据与变异位点的挖掘

对测序所得的 １９２ 尾大口黑鲈的原始数据， 进行测序数据与变异位点的挖掘。 步骤如下：
１） 使用 Ｔｒｉｍｏｍａｔｉｃ （ｖ０􀆰 ３６） 软件［１４］过滤掉数据中的接头序列及质量不合格的碱基， 得到高质

量的 ｒｅａｄｓ， 即 ｃｌｅａｎ ｄａｔａ （ＣＤ）； 再用 ＦａｓｔＱＣ 软件［１５］对 ＣＤ 进行质量检测， 并通过 ＭｕｌｔｉＱＣ 软件［１６］生

成包含所有样本的质量评估报告， 包括 ＣＤ 的长度、 ＧＣ 含量和重复率等信息。
２） 使 用 ＢＷＡ （ ｖ０􀆰 ７􀆰 １７ ） 软 件 将 质 检 后 的 ＣＤ 与 大 口 黑 鲈 的 参 考 基 因 组 （ 版 本 为

ＡＳＭ１４８５１３９ｖ１） 进行比对， 生成 ｂａｍ 格式的文件； 再通过 ＳＡＭｔｏｏｌｓ （ｖ１􀆰 １１） 软件［１７］ 对 ｂａｍ 文件进

行排序和索引。
３） 使用 ＧＡＴＫ ４􀆰 ２ 软件［１８］去除建库过程中产生的冗余序列， 通过 ＧＡＴＫ ４􀆰 ２ 中的 ＨａｐｌｏｔｙｐｅＣａｌｌｅｒ

工具完成 ＳＮＰ ｃａｌｌｉｎｇ； 并使用 Ｂｅａｇｌｅ （ｖ４􀆰 １） 软件对部分缺失的单核苷酸 （ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒ⁃
ｐｈｉｓｍ， ＳＮＰ） 多态性进行基因型填充。

４） 使用 ＰＬＩＮＫ （ｖ１􀆰 ９） 软件［１９］对生成的 ｖｃｆ 文件进行过滤， 排除可能影响后续全基因组关联分

析 （ＧＷＡＳ） 结果的低质量 ＳＮＰｓ。
１􀆰 ５　 大口黑鲈群体结构与亲缘关系分析

由于本研究的患病和未患病两个大口黑鲈群体来源不同， 为了确定这两个群体的亲缘关系， 在全

基因组关联分析前对两批大口黑鲈的群体来源和结构进行分析。 我国养殖市场上的大口黑鲈大体可以

分为优鲈系和台湾苗， 为了确定本研究两个群体的遗传来源， 在进行主成分分析时加入 ２９ 尾福建漳

平养殖的台湾苗样本 （记为台湾群体， ＴＷ）。 用 ＰＬＩＮＫ （ｖ１􀆰 ９） 软件进行主成分分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍ⁃
ｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）。 对 ２２１ 尾大口黑鲈的 ＳＮＰ 数据集设置了 １０ 个主成分（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＰＣ），
选取所占比重最大的前两个主成分 ＰＣ１ 和 ＰＣ２ 用于绘制二维 ＰＣＡ 图， 以了解这 ３ 个大口黑鲈群体的

群体结构。 同时， 也将 ＰＣＡ 的结果作为后续全基因组关联分析的协变量， 以降低假阳性。
在构建进化树时， 同样也加入了 ２９ 尾的台湾群体 （ＴＷ） 样本， 用以比较这 ３ 个群体间的亲缘关

系。 使用 ＴＡＳＳＥＬ （ｖ５􀆰 ２􀆰 ４） 软件［２０］ ， 采用邻接法进行系统发育树的构建， 使用在线软件 ｉＴｏｌ （ Ｉｎ⁃
ｔｅｒａｃｔｉｖｅ Ｔｒｅｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ） （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｉｔｏｌ􀆰 ｅｍｂｌ􀆰 ｄｅ ／ ） 对进化树进行修饰。

为了进一步分析患病和未患病两个大口黑鲈群体的血统来源和基因交流情况， 加入了 ５ 个大口黑

鲈群体， 分别是台湾群体 （ＴＷ）、 漳州群体 （ＺＺ）、 三明群体 （ＳＭ）、 优鲈群体 （Ｕ） 和北方亚种群

体 （ＮＮ）。 其中漳州群体 （ＺＺ） 为福建漳州养殖群体， 三明群体 （ＳＭ） 为福建三明养殖群体， 优鲈

群体 （Ｕ） 和北方亚种群体为广东佛山养殖群体。 采用 ＡＤＭＩＸＴＵＲＥ 软件分析这 ７ 个群体的血缘关

系， 先预设了一个亚群数 Ｋ， 代表假设的祖先群体数量， 并基于不同的 Ｋ 值进行分析， 得到每个 Ｋ 值

下个体的群体归属概率， 然后通过交叉验证误差确定最优化 Ｋ 值。
１􀆰 ６　 全基因组关联分析

在进行大口黑鲈抗维氏气单胞菌的全基因组关联分析时， 以抗病表型 （高抗组和低抗组） 为分

析基础， 检测与维氏气单胞菌抗性相关的显著 ＳＮＰ 位点。 使用 ＧＥＭＭＡ （ｇｅｎｏｍｅ⁃ｗｉｄｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｍｉｘｅｄ⁃
ｍｏｄｅｌ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ） 软件［２１］中的混合线性模型（ｍｉｘｅｄ ｌｉｎｅａｒ ｍｏｄｅｌ，ＭＬＭ）进行分析。 为了校正群体结构

的影响， 将主成分分析的结果和每个个体的体重作为协变量加入全基因组关联分析中。 为筛选出最有

可能与抗病性状相关联的 ＳＮＰ 位点， 并评估它们与抗病性的相关性， 设定显著关联的 ＳＮＰ 位点的显

著性阈值 Ｐ１ ＝ ０􀆰 ０５ ／ Ｎ 数， 并建议显著性阈值 Ｐ２ ＝ １ ／ Ｎ 数， 其中 Ｎ 表示 ＳＮＰ 位点数。

·９０３·
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１􀆰 ７　 群体间遗传分化指数

本研究计算了 １９２ 尾大口黑鲈的遗传分化指数（ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ，ＦＳＴ）。 使用 ＶＣＦｔｏｏｌｓ 软件， 设滑动

窗口的大小为 １００ ｋｂ， 步长为 ５０ ｋｂ， 计算患病和未患病大口黑鲈群体间的 ＦＳＴ 值。 为了更直观地展

示遗传分化的结果， 使用 Ｒ 语言的 “ｑｑｍａｎ” 包绘制 Ｍａｎｈａｔｔａｎ 图， 对 ＦＳＴ 值从大到小进行排序， 并

以前 １％ 为阈值线［２２］ ， 将高于阈值线的 ＳＮＰ 位点作为受选择的位点， 其所在的染色体区域可能携带

与抗维氏气单胞菌相关的遗传变异。
１􀆰 ８　 群体间扩展单倍型纯合度

通过群体间扩展单倍型纯合度（ｃｒｏｓｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｈｏｍｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，ＸＰ⁃ＥＨＨ）可以确定

选择作用所在的群体。 当 ＸＰ⁃ＥＨＨ 值为正时， 表明选择发生在试验群体； 反之， 则选择发生在参考

群体。 将未患病群体作为试验群体， 患病群体作为参考群体， 用 ｓｅｌｓｃａｎ （ ｖ１􀆰 １􀆰 ０） 软件［２３］ 计算这 ２
个大口黑鲈群体的 ＸＰ⁃ＥＨＨ 值。 由于 ＸＰ⁃ＥＨＨ 法得到的统计值近似遵循正态分布［２４］ ， 为了提高结果

的准确性， 使用 ｓｅｌｓｃａｎ 软件的 ｎｏｒｍ 参数对原始 ＸＰ⁃ＥＨＨ 值进行了标准化处理， 将其转换为标准正态

分布。 随后， 将这些经过标准正态化处理的 ＸＰ⁃ＥＨＨ 值按降序排列， 并以前 ０􀆰 １％ 的值作为显著性阈

值。 通过该阈值判断未患病和患病大口黑鲈 ２ 个群体之间是否发生选择作用， 并进一步筛选出受到选

择的染色体区段。
１􀆰 ９　 候选基因的定位

综合以上 ３ 种方法的结果， 找到信号显著的染色体 Ｐ 值最大的 ＳＮＰ 位点。 用 ＳｎｐＥｆｆ 软件［２５］ 及大

口黑鲈基因组注释文件进行变异位点的注释。 根据大口黑鲈基因组注释文件， 在该 ＳＮＰ 位点上下游

５００ ｋｂ 范围内找出对应的基因， 并在 ＧｅｎｅＣａｒｄｓ 数据库对这些基因进行功能注释， 识别出可能与大口

黑鲈抗维氏气单胞菌相关的候选基因。
１􀆰 １０　 连锁不平衡衰减分析

对筛选到与抗病相关的 ＳＮＰ 基因组区域进行连锁不平衡（ｌｉｎｋａｇｅ ｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ，ＬＤ）衰减分析， 可

判断其关联程度及提高候选基因筛选的准确性。 先用 ＶＣＦｔｏｏｌｓ 软件提取 ｖｃｆ 文件中所筛选出的 ＳＮＰ 基

因组区域， 然后用 ＰｏｐＬＤｄｅｃａｙ 软件计算其 ＬＤ 值， 再用 Ｒ 语言的 “ｇｇｐｌｏｔ２” 包绘制 ＬＤ 衰减图。

２　 结果与分析

图 1 大口黑鲈每条染色体每 1 Mb 的 SNP 密度图
Fig.1 SNP density plot in the 1 Mb range of

each chromosome of largemouth bass
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２􀆰 １　 病原菌的鉴定结果

从患病大口黑鲈的肾脏结节部位分离出

一株优势菌， 菌株氧化酶反应、 葡萄糖发酵、
硝酸盐还原以及产氨等表现为阳性， 革兰氏

染色、 甲基红等呈阴性， 与维氏气单胞菌的

生化指标一致。 分离菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列与

维氏气单胞菌聚为一支， 相似性达 ９８％ 。 因

此， 该菌株被鉴定为维氏气单胞菌。
２􀆰 ２ 测序数据与变异位点的挖掘

对 １９２ 尾大口黑鲈的 ＤＮＡ 进行了基因组

重测序， 共获得 ６６７ Ｇｂ ＣＤ， 基因组大小为

９３０􀆰 ５７ Ｍｂ， 平均测序深度为 ４􀆰 ０３ 倍。 经 ＳＮＰ
ｃａｌｌｉｎｇ、 质控及过滤， 最终保留了２ ４０３ ２９４
个高质量 ＳＮＰ 位点用于后续的分析。 大口黑

鲈 ２３ 条染色体的 ＳＮＰ 数量如图 １ 所示， 由图 １
可见， ＳＮＰ 比较均匀地分布在每条染色体上。

·０１３·
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２􀆰 ３　 群体结构与亲缘关系

对未患病 （ＤＲＰ）、 患病 （ＳＰ） 及台湾 （ＴＷ） ３ 个大口黑鲈群体进行了主成分分析 （ＰＣＡ）。 从

主成分分析散点图 （见图 ２） 中可以看出， 第一主成分 （ ＰＣ１） 占总变异的 ７􀆰 ５１％ ， 第二主成分

（ＰＣ２） 占 ７􀆰 ０６％ ， 前两个主成分贡献了总变异的 １４􀆰 ５７％ 。 由图 ２ 还可以看出 ＤＲＰ 与 ＳＰ 大口黑鲈群

体有明显的交集， 说明这两个群体遗传上较为接近； 然而， 患病和未患病群体都与台湾群体明显分

离， 表明它们与台湾群体有明显的遗传差异。 根据 ＰＣＡ 的结果， 将 １０ 个 ＰＣ 作为协变量加入 ＧＷＡＳ
分析的模型中， 以校正群体结构的影响， 降低假阳性率。

对 ３ 个大口黑鲈群体构建的系统发育树如图 ３ 所示。 进化树主要分为 ３ 大支， ＤＲＰ 和 ＳＰ 群体有

一定的交集， 而 ＤＲＰ、 ＳＰ 群体与 ＴＷ 群体明显分层； 表明 ＳＰ 群体中部分个体与 ＤＲＰ 群体遗传距离

关系较近， 而 ＤＲＰ、 ＳＰ 群体均与 ＴＷ 群体遗传距离较远， 这与 ＰＣＡ 结果一致。

图 2 3 个大口黑鲈群体主成分分析图
Fig.2 Principal component analysis of

three largemouth bass populations

图 3 3 个大口黑鲈群体系统发育树
Fig.3 The phylogenetic tree of three

largemouth bass populations
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对 ７ 个大口黑鲈群体进行血缘关系分析， 得到的结果如图 ４ 所示。 由图 ４ 可知， 当 Ｋ ＝ ３ 时误差

最小 （０􀆰 ６２０）， 此时的结果表明， ＤＲＰ 和 ＳＰ 群体的祖先来源十分相似， 都来源于优鲈系， 两个群体

的血缘关系比较接近， 这与 ＰＣＡ 及系统发育树分析的结果相一致； ＺＺ 和 ＳＭ 与 ＴＷ 来源相似， 应都

来源于台湾苗， 而与 ＳＰ、 ＤＲＰ、 ＮＮ 和 Ｕ 群体的祖先来源不同。

图 4 7 个大口黑鲈群体血缘关系
Fig.4 Genetic relationship of seven largemouth bass populations

每个竖条代表一个个体; 不同的颜色代表不同的祖先群体;
颜色的长度表示祖先群体在该个体基因组中所占比例。
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２􀆰 ４　 全基因组关联分析结果

本研究使用 ＧＥＭＭＡ 软件的 ＭＬＭ 模型对 １９２ 尾大口黑鲈进行全基因组关联分析， 并将 ＰＣＡ 结果

和每个个体的体重作为协变量纳入关联分析。 计算了 ２ ４０３ ２９４ 个 ＳＮＰ 与大口黑鲈抗维氏气单胞菌相

关的阈值 Ｐ。 计算结果为： Ｐ１ ＝ ０􀆰 ０５ ／ ２ ４０３ ２９４ ＝ ２􀆰 ０８ × １０ －８ （ － ｌｇ Ｐ ＝ ７􀆰 ６８）， Ｐ２ ＝ １ ／ ２ ４０３ ２９４ ＝
４􀆰 １６ × １０ －７ （ － ｌｇ Ｐ ＝ ６􀆰 ３８） 。 根据全基因组关联分析的结果绘制了曼哈顿图 （见图 ５）。 从图 ５ 可以

看出， 信号簇主要集中在 ５ 号和 １７ 号染色体上， ５ 号染色体上有 ９ 个 ＳＮＰ 位点的 Ｐ 值超过了建议显

著性阈值， １７ 号染色体上有 ４ 个 ＳＮＰ 位点的 Ｐ 值超过了建议显著性阈值， 同时 ２ 号染色体上也存在

一定的信号簇。

图 5 大口黑鲈抗病 GWAS 曼哈顿图和 QQ 图
Fig.5 The Manhattan plots and QQ plots of GWAS in largemouth bass disease-resistant

蓝线为建议显著性阈值线; 红线为显著阈值线。
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２􀆰 ５　 群体间遗传分化指数计算结果

通过 ＶＣＦｔｏｏｌｓ 软件计算得到了每个滑动窗口大口黑鲈 ＳＮＰ 位点的 ＦＳＴ 值， 并将阈值线定为 ＦＳＴ
值的前 １％ ， 即 ０􀆰 １４３１ （见图 ６ 中红线）， 其中高于阈值线的 ＳＮＰ 位点共有 １６２ 个， 占总 ＳＮＰ 数的

０􀆰 ９４％ 。 且 ２、 １２ 和 １７ 号染色体中均有比较明显的信号， 又以 １２ 号染色体的信号最为明显 （其 ＦＳＴ
值为 ０􀆰 ２８０４）。

图 6 大口黑鲈遗传分化指数 FST 分析
Fig.6 FST analysis of genetic differentiation of largemouth bass
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２􀆰 ６　 群体间扩展单倍型纯合度 （ＸＰ⁃ＥＨＨ） 结果

两个大口黑鲈群体的 ＸＰ⁃ＥＨＨ 值见图 ７。 ＤＲＰ 群体在 １、 ２、 ５、 １２、 １７、 １８ 和 ２２ 号染色体上存

·２１３·
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在较为明显的选择区段， 其中以 ２、 ５ 和 １２ 号染色体最为明显； 前 ０􀆰 １％ ＸＰ⁃ＥＨＨ 值为 ３􀆰 ７１３６， 高于

阈值线的 ＳＮＰ 位点有 ２０５５ 个； ＸＰ⁃ＥＨＨ 值最高的位点位于 １２ 号染色体， 其值为 ６􀆰 ５９２５。

图 7 患病和未患病大口黑鲈的 XP-EHH 选择信号分布
Fig.7 The XP-EHH selection signal distribution of susceptible population and

disease resistant population of largemouth bass
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２􀆰 ７　 候选基因的定位结果

全基因组关联分析结果显示， 具有明显信号簇的染色体为 ２、 ５ 和 １７ 号； ＦＳＴ 结果显示， ２、 １２
和 １７ 号染色体的信号比较明显； ＸＰ⁃ＥＨＨ 结果显示， ２、 ５ 和 １２ 号染色体的信号比较明显。 综合三种

分析结果， 将与大口黑鲈抗维氏气单胞菌相关的基因定位在 ２、 ５、 １２ 和 １７ 号染色体上。
在 ＧＷＡＳ 的结果中， ２ 号染色体上 Ｐ 值最大的 ２ 个为 ５􀆰 ９３ （位置： １８４１８５１５） 和 ６􀆰 １７ （位置：

４３２１３２８１）； ５ 号染色体上 Ｐ 值最大的 ２ 个为 ７􀆰 ２６ （位置： １９９５７４２４） 和 ６􀆰 ６０ （位置： １８９５７１２０）；
１７ 号染色体上 Ｐ 值最大的 ３ 个为 ６􀆰 ６７ （位置： ３００３００）、 ６􀆰 ６０ （位置： １７９６４９７） 和 ６􀆰 ９３ （位置：
６９３３１２３）。 在 ＦＳＴ 的结果中， ２ 号染色体上 ＦＳＴ 值最大为 ０􀆰 ２５ （位置： ４３７００００１—４３７５０００１）； １２ 号

染色体上 ＦＳＴ 值最大为 ０􀆰 ２８ （位置： ３５２００００１—３５２５０００１）； １７ 号染色体上 ＦＳＴ 值最大为 ０􀆰 ２４ （位

置： １５０００１—２００００１）。 在 ＸＰ⁃ＥＨＨ 的结果 （ 见表 １ ） 中， ２ 号染色体上最大值为 ５􀆰 ６３ （ 位置：
４６９２４７８２）； ５ 号染色体上最大值为 ６􀆰 ０７ （位置： １８５３１３４１）； １２ 号染色体上最大值为 ６􀆰 ５９ （位置：
３５２３８３５２）。 综合以上结果， 截取了 ４ 条染色体上 Ｐ 值最大的 ＳＮＰ 位点的上下游各 ５００ ｋｂ （２ 号：
４３２５０００５—４４２４８５９０； ５ 号： １８５０１１５０—２０００４８８３； １２ 号： ３４７５０１７７—３５７４９９５１； １７ 号： ６６１７９８８—
７６１７４５５ 和 ７０—５２６９０４） 寻找并确定候选基因。

在 ２ 号染色体上找到 ４ 个候选基因， 分别是柯萨奇病毒和腺病毒受体 （ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ ａｎｄ ａｄｅｎｏｖｉ⁃
ｒｕｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ｃｘａｄｒ）、 含有 ｖ 细胞活化抑制剂 １ 的 ｖ 型结构域 （ ｖ⁃ｓｅｔ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １⁃ｌｉｋｅ，ｖｔｃｎ１⁃ｌｉｋｅ）、 ｆｃ 受体蛋白 （Ｆｃ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ５，ｆｃｒｌ５） 和基质重塑相关蛋白 ５ （ｍａ⁃
ｔｒｉｘ⁃ｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ５⁃ｌｉｋｅ，ｍｘｒａ５⁃ｌｉｋｅ）。 候选基因的相关信息见表 ２。

在 ５ 号染色体上找到 ３ 个候选基因， 分别是原钙黏蛋白 γ⁃Ａ１１ （ ｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ ｇａｍｍａ⁃Ａ１１⁃ｌｉｋｅ，
ｐｃｄｈγ⁃Ａ１１⁃ｌｉｋｅ）、 原钙黏蛋白 β⁃１５ （ｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ ｂｅｔａ⁃１５⁃ｌｉｋｅ，ｐｃｄｈβ⁃１５⁃ｌｉｋｅ） 和原钙黏蛋白 β⁃１６ （ｐｒｏ⁃
ｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ ｂｅｔａ⁃１６⁃ｌｉｋｅ，ｐｃｄｈβ⁃１６⁃ｌｉｋｅ）。

在 １２ 号染色体上找到 ２ 个候选基因， 分别是 ｆ７ （ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ７，ｆ７） 和整合素亚基 α⁃Ｌ （ｉｎｔｅｇｒｉｎ
ａｌｐｈａ Ｌ， ｉｔｇａｌ）。

在 １７ 号染色体上找到 ３ 个候选基因， 分别是免疫球蛋白 Ｌａｍｂｄａ 位点 （ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｌｉｇｈｔ ｃｈａｉｎ，
ｉｇｌ）、 免疫球蛋白 Ｌａｍｂｄａ 多肽 １ （ｉｇｌｌ１） 和唾液酸结合 Ｉｇ 样凝集素 １ （ｓｉａｌｏａｄｈｅｓｉｎ⁃ｌｉｋｅ，ｓｉｇｌｅｃ１）。
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表 １　 与大口黑鲈抗病相关的 ＳＮＰ 位点信息

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｔｈｅ ＳＮＰｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｏｆ ｌａｒｇｅｍｏｕｔｈ ｂａｓｓ

染色体编号 ＳＮＰ 名称 参考等位基因 替代等位基因 最小等位基因频率 突变类型

２ Ｃｈｒ２＿４３３０５３４９ Ｃ Ｔ ０． ０５００ 无义突变

Ｃｈｒ５＿１８８２７４７５∗ Ｇ Ｔ ０． ４０６２ 内含子变异

Ｃｈｒ５＿１８８３４７２２∗ Ｔ Ｃ ０． ４０３６ 内含子变异

Ｃｈｒ５＿１８９４９８７１∗ Ｇ Ｃ ０． ４０３６ 内含子变异

Ｃｈｒ５＿１８９５７１２０∗ Ｔ Ｃ ０． ４０６２ 内含子变异

５ Ｃｈｒ５＿１８９７９０９６∗ Ａ Ｃ ０． ３９８４ 下游基因变异

Ｃｈｒ５＿１９２４６９９０∗ Ｇ Ａ ０． ４０３６ 上游基因变异

Ｃｈｒ５＿１９２４７０５４∗ Ｃ Ｇ ０． ４０３６ 上游基因变异

Ｃｈｒ５＿１９９３０６１０∗ Ｔ Ｃ ０． ４２９７ 下游基因变异

Ｃｈｒ５＿１９９５７４２４∗ Ｔ Ａ ０． ４２４５ 下游基因变异

１２
Ｃｈｒ１２＿３５２４５８６７ Ｇ Ａ ０． ２２１４ 翻译起始缺失

Ｃｈｒ１２＿３５３０９８９１ Ａ Ｇ ０． ０７８１ 无义突变

Ｃｈｒ１７＿６６５８２７８ Ｃ Ａ ０． ０５３５ 无义突变

１７ Ｃｈｒ１７＿６７２６８８７ Ａ Ｇ ０． １４５８ 无义突变

Ｃｈｒ１７＿６９３３１２３∗ Ｔ Ｇ ０． １４８４ 上游基因变异

　 　 注：∗表示超过阈值线的 ＳＮＰ 位点。

表 ２　 显著 ＳＮＰ 位点附近与大口黑鲈抗病相关的候选基因

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｌａｒｇｅｍｏｕｔｈ ｂａｓｓ ｎｅａｒ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ＳＮＰｓ

基因编号 基因名 染色体 基因位置 基因功能

ＬＯＣ１１９９１１６０２ ｃｘａｄｒ ２ ４２８５１３０３—４３３０５４１３ 促进 Ｔ 细胞增殖进而刺激上皮组织修复

ＬＯＣ１１９９１１６５２ ｖｔｃｎ１⁃ｌｉｋｅ ２ ４３３１９５３７—４３３２６３４０ 在抑制肿瘤相关抗原特异性 Ｔ 细胞免疫中起重要作用

ＬＯＣ１１９９１１９９１ ｆｃｒｌ５ ２ ４３６７３３６６—４３６８０１６７
可能参与外周淋巴器官的 Ｂ 细胞发育和分化，在边缘

区 Ｂ 细胞中具有免疫调节作用

ＬＯＣ１１９９１１６０５ ｍｘｒａ５⁃ｌｉｋｅ ２ ４４０１４３６９—４４０４４８３４
在肾脏中，通过限制趋化因子、纤连蛋白和胶原蛋白的

表达来响应 ＴＧＢ１ 和促炎刺激，具有抗炎和抗纤维化

特性

ＬＯＣ１１９８８９２２５ ｐｃｄｈγ⁃Ａ１１⁃ｌｉｋｅ ５ １８５４０３２６—１８８０１７４５ 在特定细胞间神经连接的建立和功能中起着关键作用

ＬＯＣ１１９８８９２５２ ｐｃｄｈβ⁃１６⁃ｌｉｋｅ ５ １８５３１５６０—１８５３４３７９ 在特定细胞间神经连接的建立和功能中起着关键作用

ＬＯＣ１１９８８９２５３ ｐｃｄｈβ⁃１５⁃ｌｉｋｅ ５ １８５７７５６７—１８５８０７９２ 在特定细胞间神经连接的建立和功能中起着关键作用

ＬＯＣ１１９８９９８８７ ｆ７，ｂｒａｉｎ⁃ｌｉｋｅ １２ ３５２６８９４１—３５２７２１８７ 在血液凝固中起重要作用

ＬＯＣ１１９８９９８７６ ｉｔｇａｌ １２ ３５２４５７９２—３５２６８７８０

参与多种免疫反应，包括白细胞⁃内皮细胞相互作用、
细胞毒性 Ｔ 细胞介导的杀伤以及粒细胞和单核细胞的

抗体依赖性杀伤，与 ＩＣＡＭ３ 结合有助于巨噬细胞凋亡

中性粒细胞吞噬作用。 在淋巴组织生成中起作用

ＬＯＣ１１９９０７３１９ ｉｇｌ １７ ４９３８６３— ５１４６０２
在识别外来抗原和启动免疫反应中起重要作用，其相

关通路包括免疫应答 Ｆｃ ｅｐｓｉｌｏｎ ＲＩ 通路和免疫应答中

的 ＮＦＡＴ

ＬＯＣ１１９９０８０４１ ｉｇｌ １７ ６６５８２４８—６６５８７５２
在识别外来抗原和启动免疫反应中起重要作用，其相

关通路包括免疫应答 Ｆｃ ｅｐｓｉｌｏｎ ＲＩ 通路和免疫应答中

的 ＮＦＡＴ

·４１３·
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　 续表

基因编号 基因名 染色体 基因位置 基因功能

ＬＯＣ１１９９０８１３５ ｉｇｌ １７ ６７７３２４０—６７７３７４２
在识别外来抗原和启动免疫反应中起重要作用，其相

关通路包括免疫应答 Ｆｃ ｅｐｓｉｌｏｎ ＲＩ 通路和免疫应答中

的 ＮＦＡＴ

ＬＯＣ１１９９０８０５２ ｉｇｌ １７ ６６７６８３２—６６７８４６７
在识别外来抗原和启动免疫反应中起重要作用，其相

关通路包括免疫应答 Ｆｃ ｅｐｓｉｌｏｎ ＲＩ 通路和免疫应答中

的 ＮＦＡＴ

ＬＯＣ１１９９０７４６７ ｉｇｌｌ１ １７ ６７２６２６０—６７２７３２５
对 Ｂ 细胞发育至关重要，该基因的突变可导致 Ｂ 细胞

缺乏症和无丙种球蛋白血症

ＬＯＣ１１９９０６８２０ ｓｉｇｌｅｃ１ １７ ６９９４０１５—７００２２７４

通过与唾液酸化细菌结合来促进适应性免疫反应的

有效吞噬作用和抗原呈递，在限制细菌传播方面起着

至关重要的作用。 通过 ＴＹＲＯＢＰ 和 ＴＲＩＭ２７ 介导的

泛素化促进 ＴＢＫ１ 降解，在抑制抗病毒先天免疫中发

挥作用

２􀆰 ８　 ＬＤ 衰减分析结果

从图 ８ 可以看出， 随着距离的增加， ＬＤ 衰减的速度逐渐加快， 在较近的距离范围内， 两个位点

之间的连锁不平衡程度较高； 而在较远的距离范围内， 两个位点之间的连锁不平衡程度较低。

图 8 抗病相关 SNP 位点基因组区域 LD 衰减
Fig.8 LD decay in genomic regions of disease resistance associated SNP

a） 5 号染色体
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３　 讨论
本研究 ＰＣＡ、 系统发育树及血缘关系的结果显示， 患病和未患病大口黑鲈群体亲缘关系接近，

没有明显的群体分层， 均来源于优鲈系， 且未患病群体的遗传分化明显低于患病群体。 因此， 推测患

病和未患病群体虽均来源于优鲈系， 但未患病群体可能在最近世代中因维氏气单胞菌感染， 经选择和

淘汰后， 存活个体繁育的后代获得了对该菌的抵抗能力。 ＰＣＡ 图中未患病个体聚集紧密， 遗传分化

低， 也反映出该群体内亲缘关系近， 可能是少量抗病存活个体的后代。
本研究在 ４ 条染色体上共找到 １４ 个 ＳＮＰ 位点和 １２ 个可能与大口黑鲈抗维氏气单胞菌相关的基

因。 这些 ＳＮＰ 位点大部分分布在编码区和调控区。 位于编码区的 Ｃｈｒ１２＿３５３０９８９１ 和 Ｃｈｒ１７＿６６５８２７８
等的 ＳＮＰ 属于无义突变， 这些位点的变异可导致相关蛋白质的翻译过程提前终止， 直接影响蛋白质

的结构和功能， 进而可能导致抗病能力的差异。 也有一些 ＳＮＰ 位于上下游调控区， 可能影响相关基

因的表达水平。 这些 ＳＮＰ 位点基本都在 ＧＷＡＳ 阈值线以上， 说明与抗病有比较明显的关联， 后续也
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将尝试从这些位点中开发与抗病相关的分子标记。 从 ＳＮＰ 所在的基因组区域的 ＬＤ 衰减图可以看出，
在较近的距离范围内， 两个位点之间的连锁不平衡程度较高， 在较远距离则相对较低， 这意味着在研

究 ＳＮＰ 与疾病之间的关系以及挖掘相关的基因时， 需要考虑这种距离效应。
本研究定位的基因中， ｃｘａｄｒ （柯萨奇病毒和腺病毒受体） 可促进 Ｔ 细胞增殖， 刺激上皮组织的

修复。 Ｌｕｉｓｓｉｎｔ 等［２６］发现该基因在结肠癌中具有抑制肿瘤作用， 表明 ｃｘａｄｒ 可能在大口黑鲈抗病方面

起作用。 研究［２７］还表明， 人体 ＣＸＡＤＲ 基因的两个单核苷酸多态性 （ＳＮＰ） 与胰岛自身免疫的易感性

增加有关， 这也暗示其表达可能与未患病群体的抗病能力相关。 Ｗａｎｇ 等［２８］ 发现， ＶＴＣＮ１ （含有 ｖ 细

胞活化抑制剂 １ 的 ｖ 型结构域） 在多种疾病中异常表达， 抑制 Ｔ 细胞免疫应答， 促进免疫逃逸。 Ｘｉａ
等［２９］的研究表明， Ｖｔｃｎ１ 在小鼠白血病中具有肿瘤抑制作用。 有研究［３０］ 表明 ＶＴＣＮ１ 表达受限会加剧

自身免疫疾病的症状。 因而推测 ｖｔｃｎ１ 在大口黑鲈感染维氏气单胞菌后的表达模式： 未患病群体中

ｖｔｃｎ１ 正常表达， 使其对体表溃疡和其他炎症具有保护效果； 而易感群体中 ｖｔｃｎ１ 表达下降 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）， 加剧了维氏气单胞菌导致的症状。 ｆｃｒｌ５ 和 ｍｘｒａ５ 基因在抗炎及其免疫反应中也具有类似的作用。

本研究在 ５ 号染色体的显著 ＳＮＰ 附近找到 ３ 个原钙黏蛋白基因簇的成员 （ｐｃｄｈγ⁃Ａ１１⁃ｌｉｋｅ、 ｐｃｄｈβ⁃
１６⁃ｌｉｋｅ 和 ｐｃｄｈβ⁃１５⁃ｌｉｋｅ）， 其具体功能有待研究， 很可能在特定细胞间神经连接中起关键作用［３１］ 。
Ｚｈａｎｇ 等［３２］在小鼠的 ７ 号染色体上鉴定出 Ｓｔｓｌ６ 和 Ｓｔｓｌ７ 两个位点， 在 Ｓｔｓｌ７ 区域， 他们发现整合素 α⁃
Ｌ （ Ｉｔｇａｌ） 基因中携带沙门氏菌特有的功能丧失变异。 Ｉｔｇａｌ 功能丧失增加小鼠对沙门氏菌的易感性。
Ｓｍｉｔｈ 等［３３］发现， 小鼠中与细菌控制和细胞因子相关的多个数量性状位点， 包括 Ｉｔｇａｌ 基因中的功能

丧失突变位点， 导致其受细菌感染的肺部中抗原特异性 Ｔ 细胞减少， 并且这些 Ｔ 细胞中并未表达该

基因。 Ｋｏｕｔｓｏｇｉａｎｎａｋｉ 等［３４］也得到了类似的结果， 通过敲除小鼠中的 Ｉｔｇａｌ， 发现其体内细菌载量减

少， 并且减少了小鼠中性粒细胞的死亡， 同时增强了中性粒细胞的吞噬作用， 即 Ｉｔｇａｌ 可以作为细菌

引起的脓毒症的新靶点。 这些研究结果表明 Ｉｔｇａｌ 参与小鼠多种细菌感染后的免疫反应。 ＩＴＧＡＬ 在

牛［３５］ 、 狗［３６］ 、 兔［３７］和人［３８］的疾病中均发挥重要的保护作用， 推测该基因在大口黑鲈抗菌过程中也

起到了关键作用。
值得注意的是， 本研究在 １７ 号染色体中定位的 ６ 个候选基因中有 ５ 个都是免疫球蛋白轻链

（ ｉｇｌ） 及其家族基因， 表明该基因存在多个拷贝， 需进一步研究。 Ｏｚｔｕｒｋ 等［３９］ 研究了褐鳟 （ Ｓａｌｍｏ
ｔｒｕｔｔａ） 品系及其杂交种对格氏乳球菌 （Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ ｇａｒｖｉｅａｅ） 和鲁氏耶尔森菌 （Ｙｅｒｓｉｎｉａ ｒｕｃｋｅｒｉ） 的敏

感性， 并分析了褐鳟免疫相关基因的组织表达谱， 发现未患病群体中的免疫相关基因如 ｍｈｃ⁃ｉ 和免疫

球蛋白轻链 （ ｉｇｌ） 等都是高表达。 Ｚｈａｎｇ 等［４０］ 对虹鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ） 注射脂多糖 （ ＬＰＳ） 模

拟细菌感染， 激活免疫系统并引起炎症反应， 发现 ｉｇｌ 在虹鳟脾脏和肠道中上调表达， 参与免疫应答。
Ｔｉａｎ 等［４１］研究发现， 大黄鱼 （Ｌａｖｉｍｉｃｈｔｈｙ ｃｒｏｃｅａ） 具有 ２１ 个免疫球蛋白轻链 （ ｉｇｌ） 基因， 病原刺激

后， 其中 ３ 种 ｉｇｌ 在肾和脾脏组织中表达上调。 这些研究表明 ｉｇｌ 基因在鱼类识别外来抗原和启动免疫

反应中起重要作用， 推测该基因家族在大口黑鲈抗菌中也发挥关键作用。 ｓｉｇｌｅｃ１ 基因编码的蛋白质是

一种免疫球蛋白受体， 主要表达在巨噬细胞、 树突状细胞和自然杀伤细胞等免疫细胞表面， 参与调节

免疫反应。 ｓｉｇｌｅｃ１ 与肿瘤、 自身免疫性疾病和细菌感染等有关， 在限制细菌传播方面起重要作用。
Ｋｏｎｇ 等［４２］对尼罗罗非鱼 （Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓ ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ） 注射无乳链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ）， 发现感染

后 ｓｉｇｌｅｃ１ 在前肾和脾脏中的表达显著上调， 巨噬细胞对无乳链球菌的吞噬能力增强， 这表明 ｓｉｇｌｅｃ１
在尼罗罗非鱼中具有促进巨噬细胞吞噬活性的功能。

４　 结论
通过分析患病和未患病两个大口黑鲈群体的群体结构和亲缘关系， 发现这两个群体均来自优鲈群

体， 亲缘关系接近， 遗传分化不大。 通过 ＧＷＡＳ 等方法在 ２、 ５、 １２ 和 １７ 号染色体上挖掘到 １４ 个

ＳＮＰ 位点以及 １２ 个可能在大口黑鲈抗维氏气单胞菌病中发挥重要作用的候选基因， 如 ｃｘａｄｒ、 ｖｔｃｎ１ 和
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ｉｇｌ 等， 为大口黑鲈的抗病育种研究提供了数据支撑， 但这些基因在免疫过程中的具体作用仍需进一

步探究。 后续会对其他大口黑鲈群体进行攻毒试验， 对筛选到的 ＳＮＰ 位点进行验证分析， 用于开发

相关分子标记。 对挖掘到的候选功能基因也会进行验证以及抗菌功能的研究。
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