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摘　要：为了探究大黄鱼（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓｃｒｏｃｅａ）免疫相关基因的ＳＮＰ与弧菌抗性关系，分别利用鳗弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ
ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ）和副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）人工感染大黄鱼。对感染前后抗感群体的转录组进行高
通量测序、筛选并分析其抗病差异：（１）筛选氨基酸的非同义突变 ＳＮＰ位点在抗鳗弧菌组有１７个，而抗副溶
血弧菌组的有２８个；（２）一代测序验证结果发现，染色体ＮＷ＿０１１３２３５０７．１上白细胞介素６受体基因（ＩＬ６Ｒ）
第９１１９６位碱基Ｇ突变为Ｃ，导致缬氨酸突变为亮氨酸，该位点 Ｇ／Ｃ在抗鳗弧菌组、对照组样本之间突变基
因型ＣＣ频率分别为１２．５％和０，呈显著性差异（Ｐ＜０．０５）；（３）补体Ｃ１ｑ／肿瘤坏死因子相关蛋白９（ＣＴＲＰ９）
基因在染色体ＮＷ＿０１１３２３９７５．１上的３５６６５位碱基突变（ＡＧ），在副溶血弧菌抗感易感群体中突变位点基因
型ＧＧ频率分别为３７．５％和０，呈极显著性差异（Ｐ＜０．０１）。结果表明，ＩＬ６Ｒ９１１９６Ｇ／Ｃ位点突变与大黄鱼
抗鳗弧菌有关联，ＣＴＲＰ９３５６６５Ａ／Ｇ位点突变与大黄鱼抗副溶血弧菌有关联，这为大黄鱼抗弧菌群体的选育
提供了理论依据。
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　　大黄鱼（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓｃｒｏｃｅａ）属硬骨鱼纲鲈形
目（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）石首鱼科（Ｓｃｉａｅｎｉｄａｅ）黄鱼属
（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ），是我国近海主要养殖经济鱼
类［１２］。近些年，养殖环境恶化、养殖规模扩大、

养殖密度过高等原因导致其病害频发，尤其是鳗

弧菌（Ｖｉｂｒｉｏａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ）和副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏ
ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）感染引起的弧菌病，对大黄鱼生
长危害极大。弧菌病发病时间短、死亡快、传染

性极强，严重威胁着渔业经济发展和人们的健

康［３］。因此，培育大黄鱼抗病品系是预防弧菌病

的重要途径之一。

单 核 苷 酸 多 态 性 （ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）是一种理想的遗传标记，在遗
传的多样性分析、关联分析、品种鉴定、高密度遗

传连锁图谱的构建以及辅助育种等方面有广泛

的应用［４６］。

水产品免疫基因 ＳＮＰ与抗病关联的研究在

鱼类和贝类中已有报道［７１７］。与大黄鱼生长、繁

殖性状、耐高温、溶氧等相关基因 ＳＮＰ标记也有
一定的筛选［１８２２］，这将提升大黄鱼遗传育种的效

率。有关大黄鱼免疫相关基因ＳＮＰ的报道不多，
李婵等［２３］从白细胞介素８（ＩＬ８）基因ｃＤＮＡ中筛
选出５个同义突变ＳＮＰｓ，这些ＳＮＰ可能被用作抗
病大黄鱼的分子标记。

为了确定免疫基因中 ＳＮＰ是否与抗弧菌相
关联，运用鳗弧菌和副溶血弧菌感染大黄鱼，观

察大黄鱼感染后的病理特征，从转录组中筛选免

疫相关基因的ＳＮＰ位点并加以验证，寻找抗弧菌
病的突变位点，为大黄鱼抗弧菌的分子选育奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　大黄鱼暂养、驯化
出膜４０余天、１～２ｃｍ左右的大黄鱼苗取自
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象山港水产引种育种有限公司，在水温２６℃、水
深１ｍ、１．０ｍ（内径）×１．２ｍ（高）的养殖桶里暂
养３～４ｄ，每天投饵２次（早上７：００、下午６：３０），
换水２次，每次换水９０％，清理底部食物残渣及
粪便。为了防止大黄鱼患白点病，换水时加入少

量甲醛并维持水体中甲醛浓度为０．００５‰。待鱼
苗适应环境、进食稳定后，将暂养的大黄鱼苗移

入实验缸中进行实验。

１．２　弧菌对大黄鱼的感染
鳗弧菌为本实验室从双斑河中分离保存

的菌种［２４２５］，副溶血弧菌（ＡＴＣＣ１７８０２）由中国工
业微生物菌种保藏管理中心提供。鳗弧菌和副

溶血弧菌分别在含盐１．５‰和高盐３０‰的 ＬＢ培
养基，２８℃培养。

实验水体为海水７０Ｌ，加入到长８０ｃｍ、宽４５
ｃｍ的玻璃缸，每缸放苗 ５００尾，水温控制在 ２６
℃，待鱼苗稳定后进行实验；设置鳗弧菌１．５×１０８

ＣＦＵ／ｍＬ和副溶血弧菌１．５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ浓度感
染实验组和对照组，每组设置３个平行。各缸每
隔２４ｈ投喂１次饵料，清理掉食物残渣和粪便，
换水１／３，并补充感染菌以维持其恒定的浓度。
每天清理、记录各缸中死苗数，ＲＮＡ保护液保存
死亡样本用于后续ＰＣＲ验证。
１．３　转录组分析

实验第 ７天取对照组、鳗弧菌感染无症状
（抗鳗弧菌组）、副溶血弧菌感染无症状（抗副溶

血弧菌组）活鱼样本各３尾，Ｔｒｉｚｏｌ法提取整鱼总
ＲＮＡ，各组样本总 ＲＮＡ混合后质检、建库，用

ＴｒｕＳｅｑＰＥＣｌｕｓｔｅｒＫｉｔ在 ｃＢｏｔ中进行 ｃｌｕｓｔｅｒ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ，然后在 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑＴＭ ２５００中进行
双向测序。测序原始数据去除低质量和错误碱

基后得到ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ，以模式生物斑马鱼转录组
和大黄鱼基因组数据为参考序列进行比对，对测

序数据的ＫＥＧＧ通路、差异表达基因和 ＳＮＰ进行
分析。从转录组中筛选免疫相关的 ＫＥＧＧ通路，
根据通路中的免疫基因从差异表达基因中筛选

差异倍数较大的免疫基因，并筛选出免疫基因对

应的非同义突变位点。

１．４　ＰＣＲ扩增及测序
选取鳗弧菌和副溶血弧菌感染第 ４天死亡

（易感）、第７天存活（抗感）和对照第７天存活的
实验鱼各２０、共１００尾，分别提取全鱼的总ＲＮＡ。
以ＲＮＡ为模版用ＴａＫａＲａ公司的ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ
１ｓｔ和ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ反转录成 ｃＤＮＡ，－２０℃
保存备用。根据大黄鱼转录组和基因组序列设

计免疫基因相关引物进行ＰＣＲ扩增（表１），ＰＣＲ
反应体系为２５μＬ：１２．５μＬ２×ＴａｑＰｌｕｓＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（ＤｙｅＰｌｕｓ）（诺唯赞公司），ＰｒｉｍｅｒＦ（１０
μｍｏｌ／Ｌ）和 ＰｒｉｍｅｒＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ｃＤＮＡ
模板 １μＬ，无菌水 ９．５μＬ。扩增反应器为
ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＰＣＲ仪（德国）。ＰＣＲ反应程序：９５℃
预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ、６４℃ 退火３０ｓ、７２
℃延伸 ３０ｓ（４５个循环），７２℃ 延伸 １０ｍｉｎ。经
琼脂糖凝胶检测、目的条带清晰无杂带的ＰＣＲ产
物送上海生工生物工程股份有限公司进行测序。

表１　免疫基因非同义突变ＳＮＰ引物设计
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｄｅｓｉｇｎｏｆｉｍｍｕｎｅｇｅｎｅｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｍｕｔａｔｉｏｎＳＮＰ

引物名称

ＰｒｉｍｅｒＮａｍｅ ＧｅｎｅＩＤ 片段大小

Ｓｉｚｅ／ｂｐ
上游引物

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ
下游引物

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ
１ＣＴＲＰ９ １０４９３７１８１ ４３１ ＡＧＣＣＴＡＡＣＣＴＴＣＣＴＧＴＴＣＣＴＴＴＣＴＡＴＡＣＴＡＴＣＡＴＴＴ ＧＧＴＧＧＴＧＴＴＧＣＣＡＴＣＧＧＧＡＣＣＴＴ
２Ｃｏｍｐｌｅｎｔ １０４９３８９４２ ２４２ ＡＴＣＡＧＧＡＣＧＣＣＧＴＣＴＧＴＴＣＧＡＧＡＡＡ ＡＴＧＧＴＧＧＣＧＧＣＣＴＴＣＡＧＧＣＴＴＧＴＧ
３ＩＬ６Ｒ １０４９３４４６９ １０４ ＴＴＴＡＴＧＴＣＴＡＡＧＣＴＣＣＡＧＡＧＴＴＴＧＡＧＴＧ ＧＴＣＡＣＣＡＧＡＧＣＣＴＧＣＣＣＴＴＣ
３２ＩＬ６Ｒ １０４９３４４６９ １５６ ＡＣＣＴＴＴＧＧＣＣＧＴＣＣＧＣＧＴＴＡＣ ＧＣＣＴＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＣＴＧＴＧＧＧ
４ｇａｌｅｃｔｉｎ４ １０４９３４３０１ ４１９ ＧＡＧＡＡＧＧＣＡＡＡＴＣＴＧＧＡＧＴＣＴＡＡＣＡＡＡ ＣＣＧＴＣＣＧＣＡＴＡＧＴＡＡＡＧＣＡＡＣＧ
５ＮＦ １０４９２９１０１ ２５４ ＴＣＧＡＣＣＣＴＣＣＧＡＣＡＣＣＡＧＴＡＣＡＣＴＴ ＡＴＡＣＧＣＣＡＧＡＧＣＣＣＧＴＣＴＡＣＣＴＴ
５２ＮＦ １０４９２９１０１ ２５８ ＧＡＡＡＴＧＴＴＣＡＡＴＴＡＴＧＡＧＧＧＴＴＴＡＡＣＴＧＣＧ ＡＡＧＧＴＴＣＡＡＣＡＧＣＴＣＣＡＣＧＴＴＴＧＣ

６ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ １０４９２９６１５ ２６９ ＴＴＣＧＣＣＡＡＡＧＧＧＡＧＴＧＣＴＧＣ ＧＧＧＴＡＡＡＣＴＴＣＡＴＣＣＡＧＧＴＡＴＴＣＡＣＡＧＧ
７Ｔｙｒｏｓｉｎｅ １０４９２９０２０ １３５ ＡＧＧＴＧＡＴＣＧＴＴＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＴＧＣ ＧＣＡＣＴＣＴＴＣＴＧＧＴＧＧＴＣＧＧＣＴＴＴＧＡＴ
８Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ １０４９２７７９７ ３０４ ＣＴＧＡＡＧＣＧＧＡＣＧＣＡＣＧＧＧＡＴＧＣ ＴＣＴＧＡＧＴＣＡＣＴＡＧＧＣＴＴＧＧＡＧＧＧＡＴＧＧＣ

１．５　基因型的判断及数据分析
根据测序结果用 ＢｉｏＥｄｉｔ软件观察测序峰型

图，进而确定 ＳＮＰ位点的基因型，单峰为纯合子
基因型，双峰为杂合子基因型。用 ＳＰＳＳ１８．０软

３７７
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件统计数据进行单因素方差分析（Ｐ＜０．０５：显著
性差异；Ｐ＜０．０１：极显著差异）。

２　结果

２．１　感染实验结果
记录实验鱼每天各缸的死亡数，计算其死亡

率，并绘制鳗弧菌和副溶血弧菌感染死亡趋势图

（图１）：对照组和鳗弧菌实验组死亡率在实验第
１、２天差别不大，从第３天开始感染组死亡率急
剧增加，到第７天对照组死亡率达到最高。副溶
血弧菌感染组死亡率趋势明显高于对照组（图

１）。感染组、对照组样本死亡率在实验第７天后
均急剧上升。

Ｖ．Ａ和Ｖ．Ｐ分别表示Ｖ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ和Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ的简称

Ｖ．ＡｉｓｓｈｏｒｔｆｏｒＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ，Ｖ．ＰｉｓｓｈｏｒｔｆｏｒＶ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

图１　两种弧菌感染大黄鱼死亡趋势
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｄｅａｔｈｔｒｅｎｄｓｏｆｔｗｏＶｉｂｒｉｏｉｎｆｅｃｔｅｄｌａｒｇｅｙｅｌｌｏｗｃｒｏａｋｅｒ

　　两感染组中，第４天死亡和第７天存活部分
样本出现了感染后症状。如图版１对照组，可以
看出鱼体整体剔透，外部无明显症状；图版２鳗
弧菌感染组中患病样本，部分鱼苗出现鳃部、腹

部内淤血、脊椎下充血和烂尾症状，大多数鱼苗

表现为头部内出血症状；图版３副溶血弧菌感染
组患病鱼苗部分出现鳃部、腹部内出血的症状。

２．２　转录组中免疫基因的ＳＮＰ统计
根据转录组测序结果，与免疫相关的信号通

路主要有 Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ、
Ａｒｇｉｎｉｎｅａｎｄｐｒｏｌｉｎｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ、ＴＧＦｂｅｔａｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ、Ｐ１３ＫＡｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ、ＭｙＤ８８
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐａｔｈｗａｙ、ＮＦκＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ、
ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ、ＪＡＫＳＴＡＴ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ等。根据信号通路筛选免疫差异基因
（Ｐ＜０．０１），从抗鳗弧菌组与对照组中共筛选出
１０１个，其中上调基因３９个、下调基因６２个；３９
个上调基因中筛选出的１４个基因编码区存在６４
个ＳＮＰ位点，其中氨基酸非同义突变位点有 １７
个（表２）。从抗副溶血弧菌组与对照组中筛选出
１２７个，其中有５３个免疫上调基因、７３个下调基
因；５３个免疫上调基因中共发现２９个基因的编
码区存在１４６个ＳＮＰ位点，其中非同义突变位点

有２８个（表３）。
２．３　免疫基因ＳＮＰ验证

选择对照组、鳗弧菌易感组（第４天死亡）、
抗鳗弧菌组（第７天存活）、副溶血弧菌易感组、
抗副溶血弧菌组样本各 １０尾，共 ５０尾样本的
ｃＤＮＡ对表２和表３中部分ＳＮＰ进行一代测序验
证。

数据统计分析结果（表 ４）显示：ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＳＴＹＫ１ｌｉｋｅ、ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｏｍｅｇａ １、 ＮＦｋａｐｐａＢ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｚｅｔａｌｉｋｅ、
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ１ｑａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ９Ａｌｉｋｅ、ＡＰＯＢＥＣ１ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
基因分别在其染色体上的第２６１７４６、１０６０６０６、
２８６２７８、３５６６５和３５７６７、６２０６位上的 ＳＮＰ位
点无显著性差异。补体Ｃ１ｑ／肿瘤坏死因子相关
蛋白９（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ１ｑａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ９Ａｌｉｋｅ，ＣＴＲＰ９）所在染色体上的
３５７６７位在抗副溶血弧菌组与对照组间存在显
著性差异（Ｐ＜０．０５），但抗副溶血弧菌组与对照
组样本却不存在显著性差异 （Ｐ＜０．０５）；
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＩＬ６Ｒ）基因所在染色体的
９１１９６位的突变在鳗弧菌实验组样本中存在极
显著性差异（Ｐ＜０．０１）。
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表２　对照组与抗鳗弧菌组差异表达的免疫基因非同义突变ＳＮＰ
Ｔａｂ．２　ＮｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｍｕｔａｔｉｏｎＳＮＰｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｍｍｕｎｅｇｅｎｅｓ

ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｒｏｕｐ

Ｇｅｎｅｉｄ 基因名称

ＧｅｎｅＮａｍｅ ｌｏｇ２．Ｆｏｌｄ＿ｃｈａｎｇｅ 染色体

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ
密码子

Ｃｏｄｏｎ
氨基酸

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ

１０４９２９１０１ ＮＦｋａｐｐａＢｉｎｈｉｂｉｔｏｒｚｅｔａｌｉｋｅ －３．８９８ ＮＷ＿０１１３２２９７２．１ ２８４１０３
２８６２７８

ＡＴＧ／ＡＴＡ
ＡＡＣ／ＣＡＣ

Ｍｅｔ／Ｉｌｅ
Ａｓｎ／Ｈｉｓ

１０４９３４３０１ ｇａｌｅｃｔｉｎ４ －２．８７９ ＮＷ＿０１１３２３４８８．１ １６１４６０ ＣＡＴ／ＣＧＴ Ｈｉｓ／Ａｒｇ
１０４９２９６１５ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｏｍｅｇａ１ －２．０１１ ＮＷ＿０１１３２２４４７．１ １０６０６０６ ＡＡＴ／ＣＡＴ Ａｓｎ／Ｈｉｓ
１０４９２９０２０ ｔｙｒｏｓｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＳＴＹＫ１ｌｉｋｅ －１．８３８ ＮＷ＿０１１３２２９６６．１ ２６１７４６ ＡＣＣ／ＧＣＣ Ｔｈｒ／Ａｒｇ

１０４９２７４２２ ｍｉｃｒｏｓｏｍａｌｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
Ｓｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ３ｌｉｋｅ －１．５９２ ＮＷ＿０１１３２２８６０．１ １８１４１０ ＣＡＴ／ＴＡＴ Ｈｉｓ／Ｔｙｒ

１０４９３９３５６ ＭＨＣｃｌａｓｓＩＩａｎｔｉｇｅｎａｌｐｈａｃｈａｉｎ －１．３７４ ＮＷ＿０１１３２４６８５．１
９７２５
９８２１
１０１６８

ＴＡＴ／ＴＴＴ
ＴＴＣ／ＴＡＣ
ＧＧＧ／ＡＧＧ

Ｔｙｒ／Ｐｈｅ
Ｐｈｅ／Ｔｙｒ
Ｇｌｙ／Ａｒｇ

１０４９２４４２７ ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒ，ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ２ －１．３６１ ＮＷ＿０１１３２２６９１．１

３９８８１０
３９８８９５
４００２０１
４００６７８

ＣＣＣ／ＧＣＣ
ＣＴＡ／ＣＣＡ
ＧＡＧ／ＧＡＣ
ＧＡＴ／ＧＡＡ

Ｐｒｏ／Ａｌａ
Ｌｅｕ／Ｐｒｏ
Ｇｌｕ／Ａｓｐ
Ａｓｐ／Ｇｌｕ

１０４９２９２０９ ＤＥＬＴＡｓｔｉｃｈｏｔｏｘｉｎＨｍｇ２ｂｌｉｋｅ －１．１８５ ＮＷ＿０１１３２２９７９．１
５０７９４５
５０７９５９
５０８０１４

ＴＧＣ／ＴＣＣ
ＧＴＣ／ＡＴＣ
ＧＣＧ／ＧＴＧ

Ｃｙｓ／Ｓｅｒ
Ｖａｌ／Ｉｌｅ
Ａｌａ／Ｖａｌ

１０４９２０９７０ ｇａｍｍａｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｌｙｓｏｓｏｍａｌｔｈｉｏｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ －１．１４８ ＮＷ＿０１１３２２５６５．１ １２１２６５４ ＣＡＧ／ＣＧＧ Ｇｌｎ／Ａｒｇ

１０４９１８２３６ ｌｏｎｒｆ２ －１．０３７ ＮＷ＿０１１３２２４９３．１ ６５２５３２ ＧＣＧ／ＧＴＧ Ａｌａ／Ｖａｌ
注：Ｇｅｎｅｉｄ表示大黄鱼基因组中基因编号，ｌｏｇ２．Ｆｏｌｄ＿ｃｈａｎｇｅ：ｌｏｇ２（对照组／鳗弧菌感染未患病），染色体为大黄鱼基因组染色体，位置为
该ＳＮＰ在大黄鱼基因组染色体上的位置
Ｎｏｔｅｓ：Ｇｅｎｅｉｄｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｇｅｎｅｎｕｍｂｅｒｉｎｔｈｅｌａｒｇｅｙｅｌｌｏｗｃｒｏａｋｅｒｇｅｎｏｍｅ，ｌｏｇ２．Ｆｏｌｄ＿ｃｈａｎｇｅ：ｌｏｇ２（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ／Ｖ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｇｒｏｕｐ），ａｎｄｔｈｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｉｓｔｈｅｌａｒｇｅｙｅｌｌｏｗｃｒｏａｋｅｒｇｅｎｏｍｅ，ｐｏｓｉｔｉｏｎｉｓｔｈｅＳＮＰｏｎｔｈｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｏｆｔｈｅｌａｒｇｅｙｅｌｌｏｗｃｒｏａｋｅｒｇｅｎｏｍｅ

表３　对照组和抗副溶血弧菌组差异表达的免疫基因非同义突变ＳＮＰ
Ｔａｂ．３　ＮｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｍｕｔａｔｉｏｎＳＮＰｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｍｍｕｎｅｇｅｎｅｓ

ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＶ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｒｏｕｐ

Ｇｅｎｅｉｄ 基因名称

ＧｅｎｅＮａｍｅ ｌｏｇ２．Ｆｏｌｄ＿ｃｈａｎｇｅ 染色体

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ
密码子

Ｃｏｄｏｎ
氨基酸

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ

１０４９３７１８１ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ１ｑａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ９Ａｌｉｋｅ －４．５０８ ＮＷ＿０１１３２３９７５．１ ３５６６５

３５７６７
ＡＴＣ／ＧＴＣ
ＴＧＧ／ＧＧＧ

Ｉｌｅ／Ｖａｌ
Ｔｒｐ／Ｇｌｙ

１０４９３８９４２ ＡＰＯＢＥＣ１ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ －４．４５ ＮＷ＿０１１３２４４７５．１ ６２０６ ＴＧＧ／ＣＧＧ Ｔｒｐ／Ａｒｇ
１０４９３４３０１ ｇａｌｅｃｔｉｎ４ －２．８７９ ＮＷ＿０１１３２３４８８．１ １６１４６０ ＣＡＴ／ＣＧＴ Ｈｉｓ／Ａｒｇ

１０４９３４４６９ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ｒｅｃｅｐｔｏｒ －２．１２５ ＮＷ＿０１１３２３５０７．１ ９１１７０
９１１９６

ＡＧＣ／ＡＣＣ
ＧＴＧ／ＣＴＧ

Ｓｅｒ／Ｔｈｒ
Ｖａｌ／Ｌｅｕ

１０４９２１３６４ Ｃｔｙｐｅｌｅｃｔｉｎｄｏｍａｉｎｆａｍｉｌｙ
４ｍｅｍｂｅｒＧｌｉｋｅ －１．９７２ ＮＷ＿０１１３２２５７５．１

９１５５６２
９１５５７３
９１６８７６

ＧＡＣ／ＧＧＣ
ＴＡＣ／ＣＡＣ
ＡＣＴ／ＴＣＴ

Ａｓｐ／Ｇｌｙ
Ｔｙｒ／Ｈｉｓ
Ｔｈｒ／Ｓｅｒ

１０４９２８６４２ ａｎｔｉｇｅｎｐｅｐｔｉｄｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ１ｌｉｋｅ －１．５８５ ＮＷ＿０１１３２２９３９．１ ６００８３ ＡＡＡ／ＧＡＡ Ｌｙｓ／Ｇｌｕ

１０４９１９８６５ ｌｙｓｏｓｏｍａｌａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ２ －１．４６２ ＮＷ＿０１１３２２５３６．１ １７２２３９ ＣＣＡ／ＴＣＡ Ｐｒｏ／Ｓｅｒ

１０４９２７７９７ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ
２ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｋｅ －１．３１８ ＮＷ＿０１１３２２８８５．１ ２９８４３１ ＧＧＡ／ＧＣＡ Ｇｌｙ／Ａｌａ

１０４９３４７５０ Ｅ３ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ／ＩＳＧ１５
ｌｉｇａｓｅＴＲＩＭ２５ｌｉｋｅ －１．２９８ ＮＷ＿０１１３２３５４３．１

１２２５１０
１２７５０９
１２８９２６

ＴＴＴ／ＣＴＴ
ＴＡＣ／ＴＧＧ
ＴＧＣ／ＧＧＣ

Ｐｈｅ／Ｌｅｕ
Ｔｙｒ／Ｔｒｐ
Ｃｙｓ／Ｇｌｙ

１０４９２７５４８ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２ －１．１３８ ＮＷ＿０１１３２２８７０．１ ２４３１０７ ＧＧＴ／ＡＧＴ Ｇｌｙ／Ｓｅｒ
注：ｌｏｇ２．Ｆｏｌｄ＿ｃｈａｎｇｅ：ｌｏｇ２（对照组／抗副溶血弧菌组）
Ｎｏｔｅｓ：ｌｏｇ２．Ｆｏｌｄ＿ｃｈａｎｇｅ：ｌｏｇ２（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ／Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｒｏｕｐ）

５７７



上 海 海 洋 大 学 学 报 ２８卷

表４　免疫基因ＳＮＰ位点卡方值统计
Ｔａｂ．４　ＣｈｉｓｑｕａｒｅｖａｌｕｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｉｍｍｕｎｅｇｅｎｅＳＮＰｌｏｃｕｓ

基因名称

ＧｅｎｅＮａｍｅ
氨基酸

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ

对照组

Ｖｓ抗鳗弧菌
ＣＰＶｓ

Ｖ．Ａｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

鳗弧菌易感Ｖｓ
抗感Ｖ．Ａ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ／
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｒｏｕｐ

对照组Ｖｓ
抗副溶血弧菌

ＣＰＶｓＶ．Ｐ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

副溶血弧菌

易感Ｖｓ抗感
Ｖ．Ｐｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ／
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｒｏｕｐ

ＮＦｋａｐｐａＢｉｎｈｉｂｉｔｏｒｚｅｔａｌｉｋｅ Ａｓｎ／Ｈｉｓ ０．０３４ ０ ０．５０５ ０．５０５
ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｏｍｅｇａ１ Ａｓｎ／Ｈｉｓ ３．０８６ ５．９１４ ０．８４３ １．８１０

ｇａｌｅｃｔｉｎ４ Ｈｉｓ／Ａｒｇ ０ ０ ０ ０
ｔｙｒｏｓｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＳＴＹＫ１ｌｉｋｅ Ｔｈｒ／Ａｒｇ ０ ０ ０ ０
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ１ｑａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ９Ａｌｉｋｅ

Ｉｌｅ／Ｖａｌ １．９３８ ３．９０３ ４．５５ ２．５９
Ｔｒｐ／Ｇｌｙ ４．９５１ ４．３００ ６．９６４ ０．９１７

ＡＰＯＢＥＣ１ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ Ｔｒｐ／Ａｒｇ ０．６４３ １．７７８ ０．２２７ ０．０８５
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｖａｌ／Ｌｅｕ １０．０８ ４．４２５ ２ ２

ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ
２ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｋｅ Ｇｌｙ／Ａｌａ ２．５０ ２．５ ０ ０

注：表中代表差异显著（Ｐ＜０．０５）；代表差异极显著（Ｐ＜０．０１）
Ｎｏｔｅｓ： ｉｎｔｈｅｔａｂｌｅｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）； ｓｈｏｗｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）

２．３．１　ＩＬ６Ｒ基因ＳＮＰ位点扩大样本检测
扩大样本对照组（１９尾）、鳗弧菌易感组（１９

尾）、抗鳗弧菌组（１６尾）进行 ＩＬ６Ｒ基因 ＳＮＰ的
显著性差异验证。

数据分析显示ＳＮＰ位点ＩＬ６Ｒ９１１９６Ｇ／Ｃ在
抗鳗弧菌群体中 ＣＣ基因型频率为１２．５％，而在
对照组和易感群体中ＣＣ基因型频率均为０，存在
显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

表５　ＩＬ６Ｒ基因在鳗弧菌实验组ＳＮＰ位点统计
Ｔａｂ．５　ＳｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆＩＬ６ＲｇｅｎｅｉｎＳＮＰｓｉｔｅｓｏｆＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｇｒｏｕｐ

实验样本

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓａｍｐｌｅ
个数

Ｎｕｍｂｅｒ

ＳＮＰ

ＧＧ ＧＣ ＣＣ

基因型频率 Ｇｅｎｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ＧＧ ＧＣ ＣＣ

卡方值 Ｘ２

易感

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ
抗感

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
对照组 ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ １９ １１ ８ ０ ０．５７９ ０．４２１ ０．０００ ３．１９９ ６．８３８

易感 ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ １９ １６ ３ ０ ０．８４３ ０．１５８ ０．０００ － １５．３２２

抗感 ｒｅｓｉｓｔａｎｔ １６ ３ １１ ２ ０．１８８ ０．６８８ ０．１２５ － －
注：表中代表差异显著（Ｐ＜０．０５）；代表差异极显著（Ｐ＜０．０１）
Ｎｏｔｅｓ： ｉｎｔｈｅｔａｂｌｅｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）； ｓｈｏｗｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）

　　大黄鱼ＩＬ６Ｒ基因ｃＤＮＡ全长共１０２６ｂｐ，编
码４０１个氨基酸。生物信息学的预测分析：第
３４１位氨基酸缬氨酸 Ｖａｌ（ＧＵＧ）突变为亮氨酸
Ｌｅｕ（ＣＵＧ），会导致蛋白质结构发生明显变化，由
缬氨酸Ｖａｌ变为亮氨酸 Ｌｅｕ时，蛋白质折叠由近

似球状变为椭球状；为缬氨酸时 Ｎ端距离 ＩＬ６Ｒ
基因的蛋白分子较近，而为亮氨酸Ｌｅｕ时，Ｎ端远
离分子，蛋白质三级结构的变化，可能影响该基

因的功能（图２）。
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图（ａ、ｂ）分别表示ＩＬ６Ｒ基因３４１位氨基酸是缬氨酸（Ｖａｌ）和亮氨酸（Ｌｅｕ）时的蛋白质三级结构

Ｆｉｇｕｒｅｓ（ａ，ｂ）ｓｈｏｗｔｈｅｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｗｈｅｎｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄａｔｐｏｓｉｔｉｏｎ３４１ｏｆｔｈｅＩＬ６Ｒｇｅｎｅｉｓｖａｌｉｎｅ（Ｖａｌ）ａｎｄｌｅｕｃｉｎｅ

（Ｌｅｕ）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图２　Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ预测ＩＬ６Ｒ蛋白质三级结构
Ｆｉｇ．２　ＰｒｅｄｉｃｔｉｎｇＩＬ６ＲｐｒｏｔｅｉｎｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｕｓｉｎｇＳｗｉｓｓｍｏｄｅｌ

２．３．２　ＣＴＲＰ９基因ＳＮＰ位点扩大样本检测
为了更准确验证 ＣＴＲＰ９基因 ＳＮＰ位点在副

溶血弧菌感染组样本中的基因型，扩大样本进行

分析：对照组、副溶血弧菌易感组和抗副溶血弧

菌组样本分别为 ２０、１８、１６尾。数据分析发现
ＳＮＰ位点 ＣＴＲＰ９３５６６５Ａ／ＧＡＡ２２．２％、ＡＧ７７．
８％、ＧＧ０，在抗副溶血弧菌组中 ＡＡ３７．５％、ＡＧ
２５％、ＧＧ３７．５％。ＣＴＲＰ９基因的 Ｉｌｅ突变为 Ｖａｌ
位点，副溶血弧菌易感组与抗副溶血弧菌组间存

在极显著性差异（Ｐ＜０．０１），但抗副溶血弧菌组
与对照组之间却不存在显著性差异（Ｐ＞０．０１）
（表６）。
　　ＣＴＲＰ９基因 ｃＤＮＡ全长１３６８ｂｐ，编码４５５
个氨基酸，异亮氨酸（Ｉｌｅ）突变为缬氨酸（Ｖａｌ）发
生在氨基酸序列的第３８３位，用Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ预测
ＣＴＲＰ９蛋白质三级结构（图 ３）。ＣＴＲＰ９氨基酸
序列第３８３位为 Ｉｌｅ和 Ｖａｌ时蛋白质三级结构整
体折叠层次都近似球体状，但稍有差异，为 Ｉｌｅ时
Ｃ端尾巴折叠靠近蛋白质大分子，为 Ｖａｌ时 Ｃ端
尾巴则远离蛋白质大分子。位点突变导致其蛋

白质三级结构改变，该ＳＮＰ位点可能与大黄鱼抗
副溶血弧菌有关。

表６　ＣＴＲＰ９基因两个ＳＮＰ位点
在副溶血弧菌实验组样本中卡方值统计

Ｔａｂ．６　ＣｈｉｓｑｕａｒｅｖａｌｕｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｔｗｏＳＮＰ
ｌｏｃｉｏｆＣＴＲＰ９ｇｅｎｅｉｎＶ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓａｍｐｌｅｓ

ＣＴＲＰ９ＳＮＰ

对照组Ｖｓ
抗副溶血弧菌组

ＣＰＶｓＶ．Ｐ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｒｏｕｐ

副溶血弧菌

易感组Ｖｓ抗感组
Ｖ．Ｐｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ／
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｒｏｕｐ

ＩｌｅＶａｌ ２．３０１ １１．８７９

ＴｒｐＧｌｙ ３．６３３ ５．６２１
注：表中代表差异极显著（Ｐ＜０．０１）
Ｎｏｔｅｓ： ｉｎｔｈｅｔａｂｌｅｓｈｏｗｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜
０．０１）

３　讨论

鳗弧菌和副溶血弧菌感染大黄鱼，激活相应

组织上的 ＴＬＲ受体［２６］，与受体结合后激活细胞

内相关免疫通路。从相关免疫通路中，筛选出有

差异表达的免疫基因及相关的非同义突变的

ＳＮＰ，推测４５个 ＳＮＰｓ可能与抗弧菌有关。首次
对免疫相关基因的ＳＮＰ进行一代测序验证，证明
白细胞介素受体ＩＬ６Ｒ３８３位 ＳＮＰ与抗鳗弧菌有
关；补体 Ｃ１ｑ／肿瘤坏死因子相关蛋白 ＣＴＲＰ９
３４１位ＳＮＰ与抗副溶血弧菌有关。
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图（ａ、ｂ）分别表示ＣＴＲＰ９基因３８３位氨基酸是异亮氨酸（Ｉｌｅ）和缬氨酸（Ｖａｌ）时的蛋白质三级结构

Ｆｉｇｕｒｅｓ（ａ，ｂ）ｓｈｏｗｔｈｅｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｗｈｅｎｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄａｔｐｏｓｉｔｉｏｎ３８３ｏｆｔｈｅＣＴＲＰ９ｇｅｎｅｉｓｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ（Ｉｌｅ）ａｎｄ

ｐｒｏｌｉｎｅ（Ｖａｌ）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图３　Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ预测ＣＴＲＰ９蛋白质三级结构

Ｆｉｇ．３　ＰｒｅｄｉｃｔｉｎｇＣＴＲＰ９ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｕｓｉｎｇＳｗｉｓｓｍｏｄｅｌ

　　白细胞介素受体是参与免疫反应的重要基
因，在启动和调节免疫反应中起中心调节作用。

ＩＬ６Ｒ主要有α链和和 β链，当病原菌感染机体
时，ＩＬ６首先与Ｂ淋巴细胞、Ｔ淋巴和吞噬细胞等
细胞表面的 ＩＬ６Ｒ的 α链结合，后与 β链上的信
号转导蛋白ｇｐ１３０结合，形成高亲和复合体，激活
ＪＡＫＳＴＡＴ信号通路，发挥免疫功能［２７］。ＩＬ６Ｒ
基因的ＳＮＰ在人、牛等生物中有相关报道。溶藻
弧菌感染大黄鱼后，ＩＬ６Ｒ基因在大黄鱼所有组
织中表达量都上调，在头肾中最高［２８］。本实验中

两种弧菌感染大黄鱼部分出现腹腔内出血症状，

推测大黄鱼的血管内皮质细胞和炎性细胞中 ＩＬ
６Ｒ被激活、上调，从而发挥免疫学功能和抗菌活
性。因此，研究大黄鱼 ＩＬ６Ｒ基因多态性与抗弧
菌关联，不仅为大黄鱼抗菌机制研究提供新思

路，也是分子育种的迫切需要。

ＣＴＲＰ９基因是脂肪因子超家族中与脂联素
结构最相近的分子，可与脂联素形成异源多聚复

合物参与炎症等诸多生理和病理过程［２９］。

ＣＴＲＰ９基因还通过脂联素受体１／ＡＭＰＫ／Ａｋｔ／内
皮型一氧化氮合酶依赖的通路，增加人静脉内皮

细胞一氧化氮，发挥舒张血管的作用［３０］。ＣＴＲＰ９
基因在鱼类中的研究主要有石斑鱼和罗非鱼。

点带石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｃｏｉｏｉｄｅｓ）中，ＣＴＲＰ９的结
构和蛋白功能在硬骨鱼代谢和食物摄入起重要

的调节作用［３１］。杨国坤等［３２］在尼罗罗非鱼中证

明了ＣＴＲＰ９对硬骨鱼类繁殖的调节作用。梁丽
丽等［３３］首次对ＣＴＲＰ９基因多态性与冠心病的相
关性进行研究，本文对 ＣＴＲＰ９基因的 ＳＮＰ与抗
副溶血弧菌的关系进行研究，这为ＣＴＲＰ９基因多
态性与疾病关联研究奠定基础。

陈小明等［２２］在研究大黄鱼耐高温性状全基

因组关联分析时，在 ３８个 ＳＮＰｓ附近共找到 ２６
个已知的功能基因，部分基因与免疫功能相关。

本研究首次对筛选到的大黄鱼免疫基因 ＳＮＰｓ进
行验证，确定具体抗弧菌的基因型频率。ＳＮＰ位
点 ＩＬ６Ｒ９１１９６ＣＣ和 ＣＴＲＰ９３５６６５ＧＧ基因型
ＣＴＲＰ９３５６６５ＧＧ基因型可以作为大黄鱼抗弧菌
病的候选基因，用于指导大黄鱼的分子标记辅助

选择育种。另外，ＨＡＯ等［３４］发现三疣梭子蟹

（Ｐｏｒｔｕｎｕｓｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ）Ｃ型凝集素中的ＳＮＰＥ４
２０５Ｃ／Ｔ与抗溶藻弧菌有关联，基因型 ＴＴ可增加
梭子蟹对溶藻弧菌抗性；ＧＵＯ等［３５］克隆出了血

蓝蛋白Ｉｇ样结构域基因存在１１个 ＳＮＰ，通过测
序验证了５个ＳＮＰ位于基因组ＤＮＡ和ｃＤＮＡ中，
可能与环境压力或致病性相关。免疫相关基因

的ＳＮＰｓ在水产育种中的应用，将大大提升水产
品的质量和育种速率。

综上所述，本研究首次对大黄鱼免疫相关基

因非同义突变ＳＮＰ进行筛选与验证，ＳＮＰ的标记
不仅可以评估大黄鱼遗传多样性，而且为大黄鱼

的抗病选育等工作提供研发基础。同时，本研究
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检测到了大黄鱼 ＩＬ６Ｒ、ＣＴＲＰ９基因与弧菌抗性
相关的ＳＮＰ，为大黄鱼的选育工作提供新思路，有
利于推进大黄鱼的遗传育种进程。
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ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ８ｇｅｎｅｉｎｌａｒｇｅｙｅｌｌｏｗ ｃｒｏａｋｅｒ（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ

ｃｒｏｃｅａ）［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１３，３４：７９９

８０９．

［２４］　韦芬．细菌河?毒素合成的前体及相关基因的筛选［Ｄ］．

上海：上海海洋大学，２０１７．

ＷＥＩＦ．ＳｃｒｅｅｎｉｎｇＴＴＸ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｐｒｅｃｕｒｓｏｒａｎｄｒｅａｔｅｄ

ｇｅｎｅｓｉｎｂａｃｔｅｒｉａ［Ｄ］．Ｓｈａｎｇｈａｉ：ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ

［２５］　张娜，韦芬，鲍宝龙．星点东方及共生细菌河毒素的

提取与检测［Ｊ］．上海海洋大学学报，２０１７，２６（６）：８０１

８０７．

ＺＨＡＮＧＮ，ＷＥＩＦ，ＢＡＯＢＬ．Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎｉｎＴａｋｉｆｕｇｕｎｉｐｈｏｂｌｅｓａｎｄｉｔｓｓｙｍｂｉｏｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１７，２６（６）：

８０１８０７．

［２６］　ＣＵＩＪ，ＧＡＯＹ，ＣＨＵＱ，ｅｔａｌ．ｍｉＲＮＡ８１５９ｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎＴＬＲ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｇｕｌａｔｉｏｎａｆｔｅｒｐａｔｈｏｇｅｎｉｎｆｅｃｔｉｏｎｂｙｄｉｒｅｃｔ

ｔａｒｇｅｔｉｎｇＴＬＲ１３ｉｎｍｉｉｕｙｃｒｏａｋｅｒ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ Ｓｈｅｌｌｆｉｓｈ

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１７，６６：５３１５３９．

［２７］　ＢＩＦＦＬＷＬ，ＭＯＯＲＥＥＥ，ＭＯＯＲＥＦＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ｉｎ

ｔｈｅｉｎｊｕｒｅｄ ｐａｔｉｅｎｔ．Ｍａｒｋｅｒｏｆｉｎｊｕｒｙ ｏｒｍｅｄｉａｔｏｒｏｆ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎｎａｌｓｏｆＳｕｒｇｅｒｙ，１９９６，２２４（５）：６４７

６６４．

［２８］　ＷＵＪ，ＳＨＩＹＨ，ＺＨＡＮＧＸＨ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ

ａｎＩＬ１βｇｅｎｅｆｒｏｍｔｈｅｌａｒｇｅｙｅｌｌｏｗｃｒｏａｋｅｒ（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓ

ｃｒｏｃｅａ）ａｎｄ ｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎ ｆｉｓｈ ｄｅｆｅｎｓｅ ａｇａｉｎｓｔＶｉｂｒｉｏ

ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＺｏｏｌｏｇｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１５，３６

（１）：１３１１４１．

［２９］　雷虹，张洁，王瑾瑜，等．补体Ｃ１ｑ／肿瘤坏死因子相关蛋白

家族研究进展［Ｊ］．生理科学进展，２０１５，１：４３４８．

ＬＥＩＨ，ＺＨＡＮＧＪ，ＷＡＮＧＪＹ，ｅｔａｌ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｒｅｓｅａｒｃｈｏｎ

ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ１ｑ／ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｆａｍｉｌｙ

［Ｊ］．ＰｒｏｇｒｅｓｓｉｎＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅ，２０１５，１：４３４８．

［３０］　ＺＨＥＮＧＱ，ＹＵＡＮＹ，ＹＩＷ，ｅｔａｌ．Ｃ１ｑ／ＴＮＦｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ，

ａｆａｍｉｌｙｏｆｎｏｖｅｌａｄｉｐｏｋｉｎｅｓ，ｉｎｄｕｃｅｖａｓｃｕｌａｒｒｅｌａｘａｔｉｏｎ

ｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ１／ＡＭＰＫ／ｅＮＯＳ／ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］． ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓＴｈｒｏｍｂｏｓｉｓ＆

ＶａｓｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１１，３１（１１）：２６１６２６２３．

［３１］　ＹＡＮＧＧ，ＱＩＮＣ，ＷＡＮＧＢ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣｔｒｐ９ｉｎＥｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｃｏｉｏｉｄｅｓ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２０１７，５８（４）：１７９．

［３２］　ＹＡＮＧＧＫ，ＳＯＮＧＱＱ，ＳＵＮＣＹ，ｅｔａｌ．Ｃｔｒｐ９ａｎｄａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ

ｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｎＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａ（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）：Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

ｃｌｏｎｉｎｇ，ｔｉｓｓｕｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｅｆｆｅｃｔｓｏｎｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｇｅｎｅｓ

［Ｊ］．ＧｅｎｅｒａｌａｎｄＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，２０１８，２６５：

１６０１７３．

［３３］　梁丽丽，蔡梦云，周萌媛，等．ＣＴＲＰ９基因多态性与冠心

病的相关性［Ｊ］．中国老年学杂志，２０１７，３７（１）：６７７０．

ＬＩＡＮＧＬＬ，ＣＡＩＭＹ，ＺＨＯＵＭＹ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ＣＴＲＰ９ｇｅｎｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎｄｃｏｒｏｎａｒｙｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｒｏｎｔｏｌｏｇｙ，２０１７，３７（１）：６７７０．

［３４］　ＨＡＯＧＪ，ＬＩＮＦ，ＭＵＣＫ，ｅｔａｌ．ＳＮＰＥ４２０５Ｃ／ＴｉｎＣｔｙｐｅ

ｌｅｃｔｉｎ ｏｆ Ｐｏｒｔｕｎｕｓ ｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｔｕｓ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ

ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ／ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏＶｉｂｒｉｏａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓｃｈａｌｌｅｎｇｅ［Ｊ］．

Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，２０１５，４４２：１２５１３１．

［３５］　ＧＵＯＬＬ，ＺＨＡＯＸＬ，ＺＨＡＮＧＹＬ，ｅｔａｌ．ＥｖｉｄｅｎｃｅｓｏｆＳＮＰｓ

ｉｎｔｈｅｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎｏｆｈｅｍｏｃｙａｎｉｎＩｇｌｉｋｅｄｏｍａｉｎｉｎｓｈｒｉｍｐ

Ｌｉｔｏｐｅｎａｅｕｓｖａｎｎａｍｅｉ［Ｊ］．Ｆｉｓｈ＆ ＳｈｅｌｌｆｉｓｈＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，

２０１３，３５：１５３２１５３８．

０８７



５期 孙明洁，等：两种弧菌感染大黄鱼免疫相关基因的ＳＮＰ位点分析

ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＳＮＰｌｏｃｉｉｎｉｍｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｏｆｔｗｏｓｐｅｃｉｅｓｏｆＶｉｂｒｉｏ
ｉｎｆｅｃｔｉｎｇｌａｒｇｅｙｅｌｌｏｗｃｒｏａｋｅｒ（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓｃｒｏｃｅａ）

ＳＵＮＭｉｎｇｊｉｅ１，ＺＨＡＮＧＮａ１，ＸＵＳｈａｎｌｉａｎｇ２，ＢＡＯＢａｏｌｏｎｇ１，ＧＯＮＧＸｉａｏｌｉｎｇ１

（１．ＴｈｅＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥｘｐｌｏｒａｔｉｏｎａｎｄＵｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡｑｕａｔｉｃＧｅｎｅｔｉｃＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０１３０６，Ｃｈｉｎａ；２．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＡｐｐｌｉｅｄＭａｒｉｎｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，ＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆＥｄｕｃａｔｉｏｎ，Ｎｉｎｇｂｏ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎｉｎｇｂｏ　３１５２１１，Ｚｈｅｊｉａｎｇ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＩｎｏｒｄｅｒｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＳＮＰａｎｄＶｉｂｒｉｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｉｍｍｕｎｅｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ
ｏｆｌａｒｇｅｙｅｌｌｏｗｃｒｏａｋｅｒ（Ｌａｒｉｍｉｃｈｔｈｙｓｃｒｏｃｅａ），ＶｉｂｒｉｏａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍａｎｄＶｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏ
ａｒｔｉｆｉｃｉａｌｌｙｉｎｆｅｃｔｌａｒｇｅｙｅｌｌｏｗｃｒｏａｋｅｒ．Ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｓｅａｓｅｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ｇｒｏｕｐｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ：（１）１７ｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｆｒｏｍＶ．
ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｒｏｕｐ．Ａｔｏｔａｌｏｆ２８ＳＮＰｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅＶ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｇｒｏｕｐ．（２）ＴｈｅｆｉｒｓｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｔｈｅＳＮＰｌｏｃｉｗａｓｌｏｃａｔｅｄｏｎｔｈｅ９１１９６ｔｈｏｆ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅＮＷ＿０１１３２３５０７．１ｔｈａｔｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ｒｅｃｅｐｔｏｒｇｅｎｅ（ＩＬ６Ｒ）ｗａｓｆｒｏｍＧｃｈａｎｇｅｄｔｏＣ，ｔｈｅ
ｐｒｏｌｉｎｅｗａｓｍｕｔａｔｅｄｔｏｌｅｕｃｉｎｅ，ａｎｄｔｈｅｇｅｎｏｔｙｐｅＣＣｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｏｆｔｈｉｓｓｉｔｅｉｎｔｈｅＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ１２．５％ ａｎｄ０，ｗｈｉｃｈｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．（３）Ａｎｄｔｈｅ
３５６６５ｂａｓｅｍｕｔａｔｉｏｎ（ＡＧ）ｏｆｔｈｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔＣ１ｑ／ＴＮＦｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ９（ＣＴＲＰ９）ｇｅｎｅｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ＮＷ＿０１１３２３９７５．１ｓｈｏｗｅｄａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅＶ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ／ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｒｏｕｐｓ
（Ｐ＜０．０１），ｔｈｅｇｅｎｏｔｙｐｅＧＧｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓｗｅｒｅ３７．５％ ａｎｄ０．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＩＬ６Ｒ９１１９６Ｇ／Ｃ
ｓｉｔｅｍｕｔａｔｉｏｎｗａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＶ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｒｏｕｐ，ａｎｄＣＴＲＰ９３５６６５Ａ／Ｇｓｉｔｅｍｕｔａｔｉｏｎｗａｓ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｌａｒｇｅｙｅｌｌｏｗｃｒｏａｋｅｒａｇａｉｎｓｔＶ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ．Ｉｔｐｒｏｖｉｄｅｓｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｓｕｐｐｏｒｔｆｏｒｔｈｅ
ｓｅｌｅｃｔｉｏｎａｎｄｂｒｅｅｄｉｎｇｏｆｌａｒｇｅｙｅｌｌｏｗｃｒｏａｋｅｒａｇａｉｎｓｔＶｉｂｒｉｏｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ．
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图版　弧菌感染大黄鱼后的症状
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