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团头鲂低氧耐受相关 SNPs 标记的开发

陈柏湘１,２　王伟峰１　王卫民１　王焕岭１

１．华中农业大学水产学院,武汉４３００７０;２．广东佛山市南海百容水产良种有限公司,佛山５２８２１６

摘要　为寻找耐低氧相关SNPs分子标记辅助团头鲂优良品种选育,利用团头鲂低氧耐受和敏感群体的转

录组数据,进行SNPs位点的开发和鉴定,获得５２６２３个可能的SNPs位点,其中碱基转换和颠换型位点分别占

５７．４％(３０１９２个)和３１．９％(１６８０２个);同义SNPs占编码区总SNPs的９９．７％,非同义SNPs仅有３２~３５个;

使用PCRＧRFLP技术对筛选出的５个非同义的多态性 SNPs进行耐低氧性状关联分析.结果显示,Plin２Ｇ
A１１５７G和 HifＧ３αＧA２９１７G位点的SNPs在团头鲂亲本群体中与低氧耐受性状显著相关,但在子代群体中却与

低氧耐受性状无显著相关性.这说明亲代中筛选出的分子标记并不一定适用于子代群体,在利用分子标记辅助

育种时需要考虑标记在子代中的有效性.
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　　分子标记辅助选择育种是利用分子标记与目标

性状决定基因紧密连锁的特点,基于杂交后代不同

个体基因型的检测结果,进行辅助选择的一种育种

技术.该方法通过检测分子标记,将基因型与表型

相结合.由于其具有快速、准确、不受环境条件干扰

的特点,在育种过程中可显著提高育种的准确性和

效率,目前已广泛应用于动植物育种工作中,如水

稻、玉米、猪、牛等物种[１Ｇ３].水产中抗淋巴囊肿病毒

牙鲆、全雄黄颡鱼和耐寒大菱鲆新品系的培育等都

是基于该方法获得的[４Ｇ６].
筛选出有效的动植物重要性状相关的分子标记

是开展分子标记辅助育种的前提.国内外开展了大

量关于水产养殖动物重要性状尤其是性别和抗病相

关分子标记的筛选工作并获得了一些有效的分子标

记,如斑点叉尾鮰、半滑舌鳎、黄颡鱼、条石鲷等性别

特异的分子标记以及虹鳟、大菱鲆、牙鲆及斑节对虾

等抗病相关标记[７].关于鱼类耐低氧性状相关分子

标记的研究,已在罗非鱼、斑点叉尾鮰及杂交鮰中基

于全基 因 组 分 析 筛 选 出 低 氧 耐 受 相 关 的 QTLs
(quantitativetraitlocus)[８Ｇ１０],Zhang等[１１]基于候

选基因法筛选出团头鲂３个低氧耐受相关SNPs标

记.但这些标记并没有应用到分子辅助育种中,并

且同一标记也不一定适合于其他群体或物种.
团头鲂(Megalobramaamblyocephala),俗称

武昌鱼,因其食性广、生长快、成活率高、规格适中等

优点而成为市场的畅销品种.为了克服和弥补草鱼

品质不高、易发病等方面的不足,一些养殖者加大了

团头鲂良种的引进力度和养殖规模,在一定程度上

调整了渔业结构,降低了养殖成本和风险[１２].因

此,团头鲂养殖产量呈现不断上升的趋势,２０１６年

全国养殖总产量达到８２．６万t(FAO).然而相对于

鲤、鲫等鲤科鱼类,团头鲂不耐低氧和运输,养殖过

程中常常由于不良环境因素产生应激,影响团头鲂

产业的可持续发展[１３].虽然人们对团头鲂的低氧

应激 机 制 进 行 了 研 究,鉴 定 了 多 个 低 氧 相 关 基

因[１４Ｇ１９],但团头鲂中关于与低氧相关分子标记的报

道仍非常有限.本研究基于耐低氧程度不同的团头

鲂个体的肌肉组织转录组高通量测序结果筛选

SNPs位点,对部分 SNPs位点建立合适的 PCRＧ
RFLP分型技术,并通过性状关联分析进行鉴定,以
期获得与团头鲂低氧耐受性状显著相关的SNPs,

为团头鲂耐低氧品系的遗传选育、分子辅助育种技

术等提供一定理论依据.
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1　材料与方法

1.1　材　料

１)转录组测序的样品.团头鲂各群体样本来源

于湖北百容水产良种有限公司.随机选取规格为

(４３０±２０)g的１龄半个体６００尾,在水泥池中暂养

３周后,根据文献描述的方法进行低氧处理[２０],选取

低氧处理后最早出现严重浮头、身体翻转的个体为

低氧敏感个体(MS,n＝５),待低氧处理持续至最后

浮头的鱼作为低氧耐受个体(MT,n＝５),鱼浮头翻

身后立即将其麻醉(４０mg/LMSＧ２２２),然后取背部

的肌肉组织,加入 Trizol后干冰保存送北京诺禾致

源科技股份有限公司进行 RNA 抽提并建库测序,
其中每个处理组的５尾鱼肌肉组织混合建库.同时

选取未经低氧处理的个体作为对照(MC,n＝５).

２)性状关联分析样本的亲本群体的构建.通过

鳍条和荧光标记相结合的方法对来自３９个家系的

幼鱼(约１００g/尾,每个家系５０尾)分别进行标记,
暂养２d后每个家系随机选取４０尾个体混合到一

个池中,适应２d后,进行耐低氧测试,根据各家系

累积身体失衡和腹部翻转率的变化情况,分别筛选

出５个低氧耐受能力最强和最弱的家系作为低氧耐

受和敏感群体的基础群.然后对２个群体的鱼体注

射电子芯片,进行亲鱼的培育.本研究用于 SNPs
分型和相关性分析的样品分别为低氧耐受群体２５
尾,敏感群体５０尾.

３)性状关联分析样本的子代群体的构建.从低

氧耐受群体中选取健康的个体,雌雄各５尾采用

５×５的繁育方式进行人工繁殖,获得低氧耐受的子

代群体,同样的方式获得低氧敏感的子代群体,每个

群体的子代分别放在３个平行水泥池养殖.当规格

达到２０g左右时,从每个水泥池中随机选取４０尾

鱼,并通过剪部分尾鳍和胸鳍方式对２个群体进行

标记,混合放入１０００L的桶中适应２d后进行低氧

处理,根据浮头时间先后确定低氧耐受和敏感的２
个群体共约２４０尾,采集不同个体的鳍条组织放入

９５％ 乙醇中用于基因组DNA提取.
1.2　SNPs 的筛选及引物设计

根据转录组测序结果从低氧耐受和低氧敏感个

体间的差异基因中筛选基因编码区非同义突变位

点,为了排除测序错误、提高SNPs的有效性,研究

筛选的SNPs位点应符合转录本覆盖度之和大于２０
的contigs,次要等位基因频率大于３０％,覆盖度大

于５００时SNPs的突变频率应大于１０％.确定候选

SNPs后,利用Primer５．０软件设计引物,引物由武

汉天一辉远生物科技有限公司合成.
在团头鲂低氧耐受和敏感群体中进行 PCR扩

增,PCR 体系(１０μL)为１×Buffer,０．２０mmol/L
的dNTPs,１U 的Taq 酶,０．２５μmol/L引物,０．２５

μg模板 DNA.５个 SNPs位点检测的 PCR 引物

如下:

plin２,F:５′ＧCACACTGACCATTGCCTACＧ３′,

R:５′ＧCGGACCTACCAGCCAATTＧ３′;nr４a１,F:５′Ｇ
CCAAGTTCAAGCGATGTAAＧ３′,R:５′ＧTTGTCTＧ
GAGAAGGAGGATGＧ３′;hifＧ３a, F: ５′ＧCTGAＧ
CAAACGCAACAAATACＧ３′,R:５′ＧATTGGAAGTＧ
GACACGAACAＧ３′;obsl１,F:５′ＧACTCCATTGTCCTＧ
GCTGTTＧ３′,R:５′ＧGCCACGCTTCCTCATTAAGＧ
３′;csrnp２,F:５′ＧAGGCTGCTCAATGACAACＧ３′,R:

５′ＧATACTGTTCTGCTCTGATCCＧ３′.PCR 反应程

序为:９４℃预变性５min;３２个PCR循环(９４℃变

性３０s,５６℃退火３０s,７２℃延伸３０s),７２℃延伸

７min.扩增产物通过２％琼脂糖凝胶电泳检测,并
将其送武汉天一辉远生物科技有限公司测序.
1.3　PCRＧRFLP 检测

利用Primer５．０软件对SNPs突变前后序列进

行分析,如果突变前后的序列改变了限制性内切酶

的识别位点,则利用相应的限制酶对扩增序列进行

酶切,酶切体系按照不同限制酶的说明书进行,酶切

产物经２％琼脂糖凝胶电泳检测.
1.4　数据分析

基于PCRＧRFLP的检测结果计算出各位点的

基因频率和基因型频率,并利用 Popgen３２软件进

行相关遗传多样性参数的统计,如有效等位基因数

(effectivenumberofalleles,Ne)、期望杂合度(exＧ
pectedheterozygosity,He)、观测杂合度(observed
heterozygosity,Ho)以及多态信息含量(polymorＧ
phisminformationcontent,PIC)等,并分析各个位

点是否符合哈迪Ｇ温伯格平衡(HardyＧWeinbergeＧ
quilibrium,HWE).

其中Ne＝１/∑Pi,He＝１－∑Pi
２,Pi为该位

点上第i个等位基因的频率;Ho＝ 杂合子观察数/
观察个体总数.

采用卡方检验对各SNPs位点在低氧敏感群体

和低氧耐受群体中的基因频率和基因型频率进行相

关性分析.

４２
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2　结果与分析

2.1　基于转录组的分子标记信息

本研究基于转录组数据共获得１５９０９个SSRs
(simplesequencerepeat,简单重复序列,也称微卫

星),占序列比例为２７．７６％.SSRs中１~６碱基重

复都存在,其中单碱基重复类型有１００８５个,占总

SSRs的比例(６３％)最大,其次是二碱基重复、三碱

基重复、四碱基重复,比例分别为２３％、１２％、２％,

而五碱基重复和六碱基重复类型最少;在二碱基复

复和三碱基重复类型中 AC/GT 类型以及 ATC/

ATG和 AAT/ATT类型在同类型中所占比例相对

较高(图１A).同时,本研究发现SNPs标记５２６２３
个,突变发生率为０．０８１％.其中５６２９个插入/缺

失 SNP(IndelSNP),发 生 碱 基 转 换 的 SNPs 有

３０１９２个,而颠换位点有１６８０２个;其中发生 A/G
和 C/T 转换的 SNPs最多,分别为 １５０２５ 个和

１５１６７个(图１B).

图１　SSRs(A)和SNPs(B)突变类型及分布频率

Fig．１　NucleotidevariationtypesandfrequencyofSSRs(A)andSNPs(B)

2.2　非同义 SNPs 的筛选及其与低氧耐受性状的

关联分析

　　经分析发现在低氧敏感群体、耐受群体以及对

照组中检测到总 SNPs分别为３３６７７、３４５５５及

３４６８４个,其 中 位 于 非 编 码 区 的 SNPs 占 多 数

(６７．９％~６８．９％),分别有２２８５９、２３８１９、２３８４８
个;而编码区SNPs所占比例为３１．０７％~３１．２４％.
进一步对编码区的突变位点进行分析发现,同义

SNPs分别为 １０７８６、１０７０１、１０８０２ 个,非同义

SNPs所占比例很小,仅为０．３％(３２~３５个).最终

对来自１６个基因的２８个非同义SNPs进行分析,
考虑到引物设计的难易及后期所采用的检测方法,
对其中５个RFLP突变位点进行了检测,其中５个

SNPs位点所采用的限制性内切酶以及产物的片段

大 小 分 别 为 Plin２ＧA１１５７G(BglⅡ,７３Ｇ２１３Ｇ２８６),

Nr４a１ＧC２１８８T(AfaⅠ,６８Ｇ１０１Ｇ１６９),HifＧ３αＧA２９１７G
(AfaⅠ,９３Ｇ１１８Ｇ２１１),Obsl１ＧC１０７６１G(HaeⅢ,２８２Ｇ１６４Ｇ
４４６),Csrnp２ＧC１５６８T(AvaⅡ,４１Ｇ１５４Ｇ１９５).

对这５个 SNPs位点利用 PCRＧRFLP方法在

低氧耐受和低氧敏感亲本群体中检测,根据 PCRＧ
RFLP的分型结果计算出５个SNPs位点在２个群

体中的基因频率和基因型频率,结果如表１所示.
卡方 检 验 结 果 表 明 Plin２ＧA１１５７G 和 HifＧ３ɑＧ
A２９１７G 位 点 在 ２ 个 群 体 中 分 布 频 率 差 异 显 著

(P＜０．０５),其优势等位基因型均为 AA 型.进一

步关联分析显示这２个SNPs与团头鲂低氧耐受性

状显著相关.
2.3　基于 SNPs 的遗传多样性分析

根据分型结果统计各SNPs位点的基因型,利
用PopGen３２软件分析遗传多样性相关指标.结果

显示,低氧耐受和敏感群体中５个位点的观测等位

基因数均为２个,平均有效等位基因数分别为１．６５１
(１．４３８~１．９３０)和１．５３０(１．１８５~１．８０７),平均观测

杂合度分别为０．４０１和０．２７６,期望杂合度的范围分

别为０．３１１~０．４９４和０．１５７~０．４５１.Shannon信息

指数分 布 范 围 分 别 为 ０．４８３~０．６７５ 和０．２９１~
０．６３９.PIC 分析显示这２个群体都属于中度多态

(表２).除了 Nr４a１ＧC２１８８T在低氧敏感群体中偏

离哈迪Ｇ温伯格平衡外,其他位点在这２个群体中都

符合哈迪Ｇ温伯格平衡.
团头鲂低氧耐受和敏感群体间的近交系数

(Fit)和群体内近交系数(Fis)平均分别为０．０６８和

０．０５６,群体间基因分化系数(Fst)为０．００３~０．０３４
(平均为０．０１３),基因流(Nm)为７．０５０~９４．４５３(平
均为１９．６３６)(表３).另外,分析显示两群体的遗传

相似度高达０．９９１,遗传距离仅为０．００９,说明群体间

遗传分化程度很低.

５２
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表１　５个SNPs的基因和基因型频率在低氧耐受群体和敏感群体中的卡方检验结果

Table１　ChiＧsquaretestof５SNPsgeneandgenotypefrequenciesinhypoxiatolerantandsensitivepopulations

SNP位点

SNP
locus

基因型

Genotype
耐受群

MT
敏感群

MS
c２ P

SNP位点

SNP
locus

等位基因

Allele
耐受群

MT
敏感群

MS
c２ P

Plin２Ｇ
A１１５７G

AA
１１

(５０．００％)
３８

(７９．１７％) ６．７００ ０．０３５∗
Plin２Ｇ

A１１５７G

A
３２

(７２．７２％)
８４

(８７．５０％) ４．６３６ ０．０３１∗

AG
１０

(４５．４５％)
８

(１６．６７％) G
１２

(２７．２７％)
１２

(１２．５０％)

GG
１

(４．５５％)
２

(４．１７％)

Nr４a１Ｇ
C２１８８T

CC
８

(３８．１０％)
２６

(５７．７８％) ２．６９１ ０．２６０
Nr４a１Ｇ
C２１８８T

C
２５

(５９．５２％)
６３

(７０．００％) １．４１４ ０．２３４

CT
９

(４２．８６％)
１１

(２４．４４％) T
１７

(４０．４７％)
２７

(３０．００％)

TT
４

(１９．０５％)
８

(１７．７８％)

HifＧ３αＧ
A２９１７G

AA
１５

(６２．５０％)
３９

(８２．９８％) ６．６５９ ０．０３６∗
HifＧ３αＧ
A２９１７G

A
３９

(８１．２５％)
８６

(９１．４８％) ４．１６１ ０．０３５∗

AG
９

(３７．５０％)
８

(１７．０２％) G
９

(１８．７５％)
８

(８．５１％)

GG
０

(０．００％)
０

(０．００％)

Obsl１Ｇ
C１０７６１G

CC
１０

(４０．００％)
２３

(４６．００％) ０．９８３ ０．６１２
Obsl１Ｇ

C１０７６１G

C
３０

(７１．４３％)
６６

(６７．３４％) ０．２２７ ０．６３４

CG
１０

(４０．００％)
２０

(４０．００％) G
１２

(２８．５７％)
３２

(３２．６５％)

GG
１

(４．００％)
６

(１２．００％)

Csrnp２Ｇ
C１５６８T

CC
１４

(６３．６４％)
２４

(５２．１７％) １．２８０ ０．５２７
Csrnp２Ｇ
C１５６８T

C
３４

(７７．２７％)
６７

(７２．８３％) ０．３０８ ０．５７９

CT
６

(２７．２７％)
１９

(４１．３０％) T
１０

(２２．７３％)
２５

(２７．１７％)

TT
２

(９．０９％)
３

(６．５２％)

表２　５个SNPs位点的遗传多样性

Table２　GeneticdiversityforfiveSNPs

群体

Population
SNP位点

SNPlocus
多态信息
含量PIC

观测杂
合度 Ho

期望杂
合度 He

有效等位
基因数Ne

Shannon
信息指数I

哈Ｇ温
平衡 HＧW

低氧耐受群体

Hypoxiatolerantgroup

Plin２ＧA１１５７G ０．３１８ ０．４５５ ０．４０６ １．６５８ ０．５８６ ns
Nr４a１ＧC２１８８T ０．３６６ ０．４２９ ０．４９４ １．９３０ ０．６７５ ns
HifＧ３αＧA２９１７G ０．２５８ ０．３７５ ０．３１１ １．４３８ ０．４８３ ns
Obsl１ＧC１０７６１G ０．３２５ ０．４７６ ０．４１８ １．６９０ ０．５９８ ns
Csrnp２ＧC１５６８T ０．２９０ ０．２７３ ０．３５９ １．５４１ ０．５３６ ns

低氧敏感群体

Hypoxiasensitivegroup

Plin２ＧA１１５７G ０．１９５ ０．１６７ ０．２２１ １．２８０ ０．３７７ ns
Nr４a１ＧC２１８８T ０．３３２ ０．２４４ ０．４２５ １．７２４ ０．６１１ ∗∗

HifＧ３αＧA２９１７G ０．１４４ ０．１７０ ０．１５７ １．１８５ ０．２９１ ns
Obsl１ＧC１０７６１G ０．３４７ ０．３８８ ０．４５１ １．８０７ ０．６３９ ns
Csrnp２ＧC１５６８T ０．３１７ ０．４１３ ０．４００ １．６５５ ０．５８５ ns

　注:ns:差异不显著(P＞０．０５);∗∗:差异极显著(P ＜０．０１).Note:ns:Nosignificantdifference(P＞０．０５);∗∗:SignificantdifferＧ

ence(P＜０．０１)．

2.4　子代群体中 SNPs 与低氧耐受性状相关性的

验证

　　为了在低氧耐受和敏感群体的子代群体中检测

Plin２ＧA１１５７G和 HifＧ３αＧA２９１７G 位点与耐低氧性

状的相关性,对这２个SNPs标记在子代群体中的

基因型进行了分析(表４),结果显示这２个SNPs位

点的优势等位基因型和在亲代中的结果类似,然而

卡 方检验的结果却显示在子代群体中这２个SNP

６２
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表３　低氧耐受和低氧敏感群体遗传分化指数

Table３　Geneticdifferentiationbetweenhypoxiatolerantandsensitivepopulations

SNP位点 SNPlocus 群体内近交系数Fis 总群体近交系数Fit 遗传分化系数Fst 基因流 Nm

Plin２ＧA１１５７G ０．００９ ０．０２５ ０．０３４ ７．０５０
Nr４a１ＧC２１８８T ０．２５４ ０．２６３ ０．０１２ ２０．５４３
HifＧ３αＧA２９１７G ０．１８４ ０．１５８ ０．０２２ １０．９７９
Obsl１ＧC１０７６１G ０．０１１ ０．００８ ０．００３ ８２．１００
Csrnp２ＧC１５６８T ０．０８２ ０．０８４ ０．００３ ９４．４５３
平均值 Mean ０．０５６ ０．０６８ ０．０１２６ １９．６３６

表４　２个SNPs标记在低氧耐受和敏感子代群体中的基因型分布情况

Table４　GenotypedistributionoftwoSNPsinoffspringpopulationsfromhypoxiatolerantandsensitiveparents

SNP标记

SNPlocus
群体

Population
低氧耐受性

Hypoxiatolerance

基因型(频率/％)
Genotype(Frequency)

AA AG GG
χ２ P

Plin２ＧA１１５７G
A

敏感 Sensitive ３６(９０．００) ４(１０．００) ０(０．００)
２．４２５ ０．１１９耐受 Tolerant ５０(７８．１３) １４(２１．８７) ０(０．００)

B
敏感 Sensitive ５８(９３．５５) ２(３．２３) ２(３．２３)

４．９５７ ０．０８４耐受 Tolerant ２５(８０．６５) ５(１６．１３) １(３．２２)

HifＧ３αＧA２９１７G
A

敏感 Sensitive ３４(８０．９５) ７(１６．６７) １(２．３８)
１．６９８ ０．４２８

耐受 Tolerant ５７(８５．０７) １０(１４．９３) ０(０．００)

B
敏感 Sensitive ４９(６４．４７) ２６(３４．２１) １(１．３２)

０．５４３ ０．７６２耐受 Tolerant ２２(６８．７５) １０(３１．２５) ０(０．００)

　注:A:低氧耐受(♀×♂)杂交子代,B:低氧敏感(♀×♂)杂交子代.Note:PopulationA:Hypoxiatolerance(♀×♂)offspring;

PopulationB:Hypoxiasensitivity(♀×♂)offspring．

位点与低氧耐受性状无显著相关(P＞０．０５).

3　讨　论

SNPs作为一种分子遗传标记,对动植物的遗

传选育非常重要.而随着测序技术及相关生物信息

学技术的快速发展,测序成本逐渐降低,不管在模式

生物还是非模式生物中大量的SNPs标记被筛选出

来,用于构建遗传连锁图、分析群体结构和性状关

联、开展标记辅助育种等方面.通过高通量测序大

规模开发SNPs的最好途径是基因组测序,但成本

较高;其次是通过对数据库中现有 ESTs序列的比

对分析获得,但标记开发效率低、目的性弱且难以验

证.而基于转录组测序获得的SNPs来自转录区,
也就是突变以后可能会导致氨基酸的变化,进而会

影响基因的功能,且测序成本较低[２１],因此,在动植

物分子进化分析、QTL 定位等方面得到了广泛应

用.本研究基于高通量转录组测序从团头鲂低氧耐

受和敏感个体中筛选到了５２６２３个可能的 SNPs
位点,可为鱼类低氧耐受机制研究提供依据.然而

进一步分析发现编码区非同义SNPs仅有３２~３５
个,这主要是由于非同义SNPs位点常常受到较强

的选择压力进而会影响生物的表型.而利用PCRＧ
RFLP分型技术从２８个候选非同义SNPs位点中

筛选出５个多态性SNPs,比例为１７．８％,显著低于

栉孔扇贝、中国对虾及大菱鲆中的比例[２２Ｇ２５].这可

能与群体数量及其遗传多样性等有关,也与 PCRＧ
RFLP分型方法的使用范围有关.

在团头鲂低氧耐受和敏感群体中所检测的５个

SNPs位点的多态信息含量大多数都在０．２５~０．５０,
为中度多态.由于SNPs标记大多为双态,中度多

态即可满足分子标记的要求,并且SNPs广泛分布

于物种的整个基因组中,遗传稳定易分型检测,因
此,在实际应用中为了弥补多态性低的缺陷,通过增

加SNPs位点的数量来提高群体的遗传多样性.团

头鲂低氧耐受和敏感群体间的遗传分化系数和遗传

相似度分别为０．１２６和０．９９１,说明这２个群体间没

有发生明显的遗传分化,即在选育过程中团头鲂低

氧耐受性的差异未引起群体间遗传分化.该结果与

在中国对虾抗病性状[２６]、褐牙鲆耐热性状[２７]中的

研究类似,在短期内群体单一表型性状的选育并不

会引起群体间的遗传分化[２８].
关联 分 析 显 示,在 亲 代 群 体 中 仅 仅 HifＧ３ɑＧ

A２９１７G和 Plin２ＧA１１５７G 位点与团头鲂低氧耐受

性状显著相关,即这２个SNP分别位于hifＧ３α(hyＧ
poxiainduciblefactor,低 氧 诱 导 因 子)和 plin２
(perilipin,脂滴表面蛋白)基因中.Hif是细胞在低

氧环境下调控与低氧应激相关基因表达的重要调节

因子,包括 HifＧ１、HifＧ２和 HifＧ３,每个成员又由α和

７２
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β组成[２９Ｇ３０].关于 HifＧ３α的功能,人们认为其作为

负调控因子通过与 HifＧ１α和 HifＧ２α竞争 HifＧ１β参

与低氧调控[３１].后来有研究证实 HifＧ３α也可以与

HRE结合,促进一些基因的转录以应对低氧胁

迫[３２].PLIN２又称脂肪分化相关蛋白,分布在脂滴

表面,参与脂质代谢,可促进胞內脂滴形成,保护三

酰甘油免受脂解[３３].另外研究也发现低氧可以显

著激活plin２mRNA和蛋白质的表达,敲除该基因

可以促进滋养层细胞凋亡,说明PLIN２在脂质调控

和滋养层防御凋亡性细胞死亡过程中具有重要作

用[３４].这些研究表明hifＧ３α 和plin２基因在低氧

胁迫中发挥作用.
为了在子代群体中进一步验证 Plin２ＧA１１５７G

和 HifＧ３ɑＧA２９１７G位点是否仍然与低氧耐受性状

显著相关,本研究在低氧耐受和敏感亲本的子代群

体中分析了 Plin２ＧA１１５７G 和 HifＧ３ɑＧA２９１７G 与低

氧耐受性状的关联,结果显示这２个SNPs标记与

低氧耐受性能无显著相关,说明亲代中筛选出的分

子标记并不一定适用于子代群体,无法进行分子标

记辅助选择.关于分子标记有效性的问题在不同的

研究中结果也不相同.黄智慧[６]筛选出２个与大菱

鲆耐高温性状相关的分子标记,并在子代中对其进

行评估,发现子代的耐高温性能也得到了显著提高,
认为利用分子标记辅助选择耐高温品系亲本是有效

的.而 Wang等[５]却发现筛选出的２对与黄颡鱼

XY染色体连锁的SCAR标记在其他种群中不起作

用.同样地,卢钟磊等[３５]筛选出的２个SSR标记分

别与褐牙鲆耐热性状呈极显著的正相关和负相关,
但在另一研究中却没有检测到相应的基因位点[２８].
这些研究均表明分子标记或引物存在一定的特异

性.另外,低氧耐受性状是微效多基因和环境因素共

同控制的复杂数量性状,每个基因对性状表现的影响

较小.因此,在育种实践中筛选出的目标性状相关的

基因或分子标记,需要在多种养殖环境或群体中进行

性状测试,以保障其在性状辅助选择中的有效性.
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IsolationofSNPmarkersassociatedwithhypoxiatolerance
inMegalobramaamblycephala

CHENBoxiang１,２　WANG Weifeng１　WANG Weimin１　WANGHuanling１
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Abstract　InordertoobtainSNPmarkersassociatedwithhypoxiatolerancetraitforapplyingin
molecularmarkerＧassistedbreedingofMegalobramaamblycephala,inthepresentstudy,basedonthe
constructedtranscriptomedatainhypoxiatolerantandsensitiveM．amblycephala,５２６２３potential
SNPsincludingtransitiontypeof３０１９２(５７．４％)andtransversiontypeof１６８０２(３１．９％)werefound．
SynonymousSNPsaccountedfor９９．７％ oftotalSNPslocatedinthecodingregion,whileonly３２~３５
(０．３％)nonsynonymousSNPswerefound．FivenonsynonymousandpolymorphicSNPswereobtained
usingPCRＧRFLPmethod．AnalysisshowedthattwoSNPs,Plin２ＧA１１５７GandHifＧ３αＧA２９１７G,weresigＧ
nificantlyassociatedwithhypoxiatolerancetraitintheparentalpopulations．ButfurtheranalysisreＧ
vealedthatnosignificantassociationexistedbetweenthetwoSNPsandhypoxiatolerancetraitinthe
offspringpopulations．ItisindicatedthatmolecularmarkersisolatedintheparentpopulationsmaybeinＧ
appropriateintheiroffspring,therefore,theeffectivenessofmarkersinoffspringneedstobeconsidered
inmolecularmarkerassistedbreeding．

Keywords　Megalobramaamblycephala;hypoxia;SNP;traitassociationanalysis
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