
第３８卷 第２期

２０１９年　３月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３８　No．２

Mar．２０１９,３８~４４

收稿日期:２０１８Ｇ１０Ｇ３０
基金项目:国家自然科学基金项目(３１５７２６１３);中央高校基本科研业务费专项(２６６２０１５PY１３４)
孙千惠,硕士研究生．研究方向:鱼类遗传育种．EＧmail:２５０４３３７９３１＠qq．com
通信作者:刘　红,博士,教授．研究方向:鱼类遗传育种．EＧmail:liuhong５９＠mail．hzau．edu．cn

团头鲂 hepcidin 基因单核苷酸多态性
及与抗病性状的相关性

孙千惠　田万平　罗　航　王卫民　刘　红

华中农业大学水产学院/农业农村部淡水生物繁育重点实验室,武汉４３００７０

摘要　为了解hepcidin(铁调素)基因的多态性及其与抗病性状的相关性,以团头鲂(MegalobramaamＧ
blycephala)为研究对象,从公共数据库中获得hepcidin基因序列,对团头鲂进行嗜水气单胞菌(AeromonashyＧ
drophila)人工感染来区分易感和抗病个体,采用PCR扩增及测序技术筛选hepcidin基因序列中的SNP(单核苷

酸多态,singlenucleotidepolymorphisms)位点,对SNP位点运用高分辨率熔解曲线法(highＧresolutionmelting,

HRM)进行分型,分析其多态性及与抗病性状之间的关系.结果在hepcidin基因上共筛选出２个SNP位点,其
中１个位点位于内含子部分,１个位于３′非编码区.经过统计分析发现,位于３３７１bp(A/G)的这一SNP位点

的基因型频率和等位基因频率在易感和抗病组间差异极显著,位于２１７bp(A/G)位点的基因型频率和等位基因

频率在易感组和抗病组间差异显著.据此推测hepcidin的这２个SNP位点多态性与团头鲂抗病性状相关.
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　　团头鲂(Megalobramaamblycephala Yih),又
名 武 昌 鱼,属 硬 骨 鱼 纲 (Osteichthyes)、鲤 形 目

(Cypriniformes)、鲤科(Cyprinidae)、鲌亚科(CultrＧ
inae)、鲂属(Megalobrama),在长江中下游湖泊中

广泛分布[１],２０世纪５０年代,易伯鲁将其命名为团

头鲂[２].团头鲂在我国华中地区养殖较多,因其肉

质鲜嫩,营养物质丰富,具有很高的经济价值,作为

一种名优淡水鱼[３],被推广至全国养殖,２０１７年的

年产量约８３万t[４].在多年大规模养殖的过程中,
细菌性败血症是对团头鲂危害最大的疾病之一[５],
其发病率高,暴发性强,流行性广,致病周期长,殃及

鱼类品种较多,死亡率高[６].在如今国家不断推广

生态养殖的大背景下,只有不断深入分析鱼类免疫

应答机制,研究相关基因与抗病的相关性,选育抗病

品种,才能改善养殖环境,促进水产养殖健康发展.
近年来,动物育种研究者们着力从动物的基因

序列上来研究抗病相关性,繁殖培育抗病能力强的

动物品种,以不断增强动物抵抗疾病的能力.SNP
(单核苷酸多态,singlenucleotidepolymorphisms)
是单个核苷酸突变导致该位点的 DNA 序列出现多

态性,是研究基因与抗病相关性的一个重要方法[７],
在许多对生物表现型、生物抗药性的研究中,具有非

常重要的意义.高分辨率熔解曲线技术(highresoＧ
lutionmelting,HRM)是一种新的SNP分析方法,
广泛应用于基因突变和基因分型等研究中[８].抗菌

肽(antimicrobialpeptides)参与的非特异性免疫在

鱼类抵御外界刺激的过程中发挥着重要作用[９].

Hepcidin(铁调素)是一种由肝脏合成的富含半胱氨

酸小分子抗菌多肽,在机体铁代谢调节中起重要作

用[１０].已有研究表明,在感染嗜水气单胞菌后,团
头鲂肝脏、脾、脑和鳃 ４ 个不同组织中,hepcidin
mRNA表达水平不同程度地上调,有助于抵御病原

菌侵袭[１１].当鱼体内hepcidin表达升高,肠道对铁

的吸收以及网状内皮系统对铁离子的释放受到抑

制,血清铁、铁蛋白和转铁蛋白的饱和度降低,从而

限制细菌对铁的利用[１２].真鲷(Pagrusmajor)、
黑鲷 (Spagrusmacrocephalus)[１３]、中华鲟 (AciＧ
pensersinensis)[１４]体外重组抗菌肽 hepcidin对大

肠杆菌Escherichiacoli、金黄色葡萄球菌StaphyＧ
lococcusaureus等细菌都有抑菌作用.因此,笔者
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拟筛选团头鲂hepcidin基因的 SNP位点,对团头

鲂进行嗜水气单胞菌人工感染来区分易感和抗

病个体,分析 hepcidin基因多态性与团头鲂抗病

性状之间的相关性,以期为团头鲂抗病育种工作

积累资料.

1　材料与方法

1.1　试验材料

试验所用团头鲂购自湖北百容水产良种有限公

司的１龄 F３代,经暂养待实验鱼逐渐适应新的环

境后,人工感染嗜水气单胞菌以获得团头鲂抗病和

易感群体,具体方法参照文献[１５],即用浓度为１×
１０７cfu/mL的嗜水气单胞菌对实验鱼进行腹腔注

射,水温２７~２９℃.观察１２h内死亡的鱼是否具

有全身或部分部位充血、腹腔积水、内脏溃烂等发病

症状,采集１２０条具有明显发病症状的鱼的鳍条样

本,作为易感组;采集５d后仍然存活且无任何病症

的１２０尾鱼的鳍条样本,作为抗病组.将采集的所

有鳍条样本分别放在无水乙醇中－２０℃保存.
1.2　DNA 提取(酚Ｇ氯仿法)

DNA的提取参照柴欣等[１６]的方法,取０．２g鳍

条用消过毒的剪刀剪碎,放到２mL的洁净离心管

中,加入６００μL细胞裂解液和６μL质量浓度为２０
mg/μL蛋白酶K,６０℃水浴消化２~４h直至溶液澄

清.将消化好的样品冷却后,加入６００μL的 Tris
饱和酚(pH＝８．０),混匀后放置１０min,４℃冷冻离

心机离心１０min,吸取上清液加入等体积(６００μL)
酚∶氯仿∶异戊醇(２５∶２４∶１),１２０００r/min离心

１０min,取上清液至新的１．５mL离心管,加入６００

μL氯 仿 与 异 丙 醇 (２４∶１)冰 上 混 匀 后,１２０００
r/min离心１０min.取上清液,加入６０μL的 NaAc
(pH＝５．２),混匀后缓慢加入２倍体积的提前预冷

的无水乙醇,将离心管于－２０℃冰箱静置３０min.

４℃冷冻离心机１２０００r/min离心２０min,轻柔弃

掉上清液.向沉淀中加入７０％乙醇,１２０００r/min
离心１０min,重复此步骤１次.将沉淀晾干后,向
其中加入５０~１００μLddH２O,置４℃充分溶解后于

－２０℃保存.
1.3　hepcidin 基因 SNP 位点筛选

从 GenBank中查找到hepcidin基因 mRNA序

列(GenBank:JQ３０８８４１．１),从团头鲂全基因组序

列[１７]中查找获得hepcidin基因的DNA全序列.用

Primerpremier５．０ 软 件 设 计 引 物 (hepcidinＧs１、

hepcidinＧs２和hepcidinＧs３)(引物序列详细信息见

表１),从易感和抗病组中各随机选择 ５ 尾鱼的

DNA为模板,扩增hepcidin基因.PCR 反应体系

共２５μL:DNA模板０．５μL,ddH２O１０．５μL,PrimＧ
eSTAR MaxDNApolymerase１２．５μL,上下游引

物各０．７５μL.使用 Veriti梯度PCR仪(德国 EpＧ
pendorf公司)进行扩增:９５℃变性１０s,５８℃退火

５s,７２℃延伸５s,循环３５次.琼脂糖凝胶电泳后

与DNA Marker的条带对比,挑选明亮、单一、清晰

条带的扩增产物送武汉擎科公司进行测序.采用

DNAstar软件进行序列比对和峰图分析,筛选出

SNP位点.同时,对团头鲂hepcidin基因 DNA 序

列和 mRNA序列进行比对分析,绘制团头鲂hepciＧ
din基因结构图.

表１　SNP位点筛选所用引物

Table１　TheprimersusedforSNPsscreening

引物名称

Name
ofprimer

引物序列(５′Ｇ３′)
Sequenceof

primer(５′Ｇ３′)

DNA熔解
温度/℃
Melting

temperature

hepcidinＧs１ＧF GACAGGAAGAGTCAAGCAGGT ５６
hepcidinＧs１ＧR AACGATTATGTTTTCCCTTTTG
hepcidinＧs２ＧF CAAAAGGGAAAACATAATCG ５２
hepcidinＧs２ＧR TGAAATCAATACCGAGGAGAAT
hepcidinＧs３ＧF CGCAACAAAGGCTGTGGATA ５６
hepcidinＧs３ＧR ATGCAGCAATCTAAAGACGGTT

1.4　hepcidin 基因 SNP 位点分型

SNP位点分型参照文献[１６],在筛选出的hepＧ
cidin基因２个 SNP位点附近,用 Primerpremier
５．０软件设计分型引物(表２),采用 HRM 方法在

RocheLightCycler４８０荧光定量 PCR 仪上进行

SNP分型,用 LightCycler４８０软件中的 GenescanＧ
ing程序对结果进行分析.HRM 反应设置阴性和

阳性２个对照,每个样品均分型３次,之后选取每种

类型各２个产物送武汉擎科公司进行测序,以确定

产物的具体基因型.SNP分型体系参照文献[１８]
为:ddH２O１３．１μL,EsTaq０．２μL,Esbuffer２．５

μL,EvaGreen１．０μL,上 下 游 引 物 各 ０．４μL,

dNTPs(１０mmol/L)０．４μL,３０ng/μLDNA 模板

２．０μL,共 ２０μL.SNP 分型程序:９５ ℃ 预变性

５min;９５℃变性１min,５８℃退火１０s,７２℃延伸

１５s,重复此循环 ４５ 次.HRM 曲 线 采 集 程 序:

９５℃１min;４０℃ １min;６５℃ １s;自６５℃起按

２５次/℃变化率连续搜集荧光值,按０．０２℃/s的温

度变化率采集熔解曲线,至９５℃结束.

９３
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表２　实验用SNP分型引物

Table２　TheprimersusedforSNPsgenotypinginthisstudy

引物名称

Nameof
primer

引物序列(５′Ｇ３′)
Sequenceof

primer(５′Ｇ３′)

产物
大小/bp
Product
length

hepcidinＧ２１７ＧF AGTTGAAGTGCCTAAAATCTGCT １６５

hepcidinＧ２１７ＧR TCGTAAGCCATTCTTCCCATT

hepcidinＧ３３７１ＧF CATTGTGATTTGTTCTGGTGATTGG １９７

hepcidinＧ３３７１ＧR TAATAATGCAGCAATCTAAAGACGG

1.5　 hepcidin 基因 SNP 位点与抗病性状的关联

分析

　　对团头鲂hepcidin基因每一个核苷酸多态性的

基因型和等位基因型进行统计,然后利用SPSS１９．０
软件,对SNP位点在抗病组和敏感组基因型的分型

进行统计和差异显著性分析,从而分析SNP位点与

抗嗜水气单胞菌感染性状的关联性.

2　结果与分析

2.1　hepcidin 基因的结构

对１０尾易感与抗病团头鲂个体 DNA 模板进

行PCR扩增,产物送往公司测序,利用 DNAstar软

件对测序结果进行比对分析.测序所得的hepcidin
基因的基因组DNA片段长度为４５００bp,NCBI上

查找 到 的 hepcidin 基 因 mRNA 序 列 (GenBank:

JQ３０８８４１．１)为７９９bp,编码９３个氨基酸,通过对测

序所得的hepcidin基因的基因组 DNA 与hepcidin
基因 mRNA 序列在 NCBI数据库中进行 blast比

对,并结合外显子Ｇ内含子边界处的保守序列遵守

GTＧAG法则[１８],即内含子５′序列末端是 GT开始,

３′端则是 AG 结束,得到 hepcidin基因的结构图

(图１).与斑马鱼、人和小鼠等其他脊椎动物类似,
团头鲂hepcidin基因包括３个外显子和２个内含

子,外显子长度分别为９９、２０２和４５８bp,内含子长

度分别为２６６bp和１６７９bp.
2.2　hepcidin 基因 SNP 位点筛选

通过PCR扩增序列、核苷酸比对和测序峰图分

析,筛选得到团头鲂 hepcidin基因的 SNP 位点２
个,具体见图２.其中１个 SNP位点在内含子部

分,１个 SNP 位于非编码序列,以转录起始位点

为＋１,这２个位点分别为hepcidinＧ２１７ＧA/G(第一

内含子)、hepcidinＧ３３７１ＧA/G(３′非编码区).
2.3　hepcidin 基因 SNP 位点分型及与抗病性状的

关联分析

　　hepcidinＧ２１７ＧA/G、hepcidinＧ３３７１ＧA/G 的分型

采取 HRM 法,如图３所示,３种曲线中蓝色的为

AA基因型,绿色的为 AG基因型,红色的为 GG基

因型,hepcidinＧ２１７ＧA/G位点图中从上往下依次为

AA、GG、AG基因型,hepcidinＧ３３７１ＧA/G图中从上

往下依次为 AA、AG、GG基因型.

　左箭头表示５′非编码区,方框表示外显子,直线表示内含子,右箭头表示３′非编码区,数字表示相应区域的长度(bp).The５′ＧunＧ
translatedregionismarkedwithaleftarrow,the３′Ｇuntranslatedregionismarkedwitharightarrow,theboxesrepresenttheexon
whereasthelinerepresentsintron,thenumberrepresentsthelength．

图１　团头鲂、斑马鱼、罗非鱼[１９]、大黄鱼、鲤[２０]、人和小鼠hepcidin基因结构图

Fig．１　HepcidingenestructureofM．amblycephala,Daniorerio,Oreochromisniloticus,Larimichthyscrocea,
Cyprinuscarpio,HomosapiensandMusmusculus

０４
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图２　hepcidin基因测序峰图序列分析(箭头示hepcidinＧ２１７ＧA/G、hepcidinＧ３３７１ＧA/G突变位点)

Fig．２　Sequencingchromatogramofhepcidin(arrowreferstohepcidinＧ２１７ＧA/GandhepcidinＧ３３７１ＧA/G)

图３　hepcidinＧ２１７ＧA/G、hepcidinＧ３３７１ＧA/G位点HRM曲线图

Fig．３　IdentificationoftheSNPsgenotypesbyHRManalysisofhepcidinＧ２１７ＧA/GandhepcidinＧ３３７１ＧA/G

１４
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　　通过设计引物在抗病和易感组中成功地对团头

鲂hepcidin基因２个 SNP位点hepcidinＧ２１７ＧA/G
和 hepcidinＧ３３７１ＧA/G 进 行 了 分 型. 数 据 选 用

SPSS１９．０软件进行统计,统计内容包括易感组和抗

病组中的基因型频率、等位基因的频率,结果如

表３.通过卡方检验分析发现hepcidinＧ２１７ＧA/G 等

位基因A/G位点的基因型频率和等位基因频率在易

感组和抗病组中差异显著(P＜０．０５),hepcidinＧ３３７１Ｇ
A/G等位基因 A/G位点的基因型频率和等位基因

频率在易感组和抗病组中差异极显著(P＜０．０１).
表３　团头鲂hepcidinSNP位点基因型分布

Table３　DistributionofM．amblycephalahepcidinSNPsinsusceptibleandresistantgroups

位点

Site
基因型

Genotype

易感个体

Susceptible
individuals

抗病个体

Diseaseresistant
individuals

卡方值
(P 值)

ChiＧsquar
(Pvalue)

位点

Site

等位基因

Allelic
gene

易感个体

Susceptible
individuals

抗病个体

Diseaseresistant
individuals

卡方值
(P 值)

ChiＧsquar
(Pvalue)

＋２１７
A/G

AA ５２(４８．６％) ４１(３９．４％) ６．１７３７
(P＝０．０４５６∗)

＋２１７
A/G

A １３３(６２．１％) １２７(６１．１％) ０．０５３２
(P＝０．８１７６)

AG ２９(２７．１％) ４５(４３．３％) G ８１(３７．９％) ８１(３８．９％)

GG ２６(２４．３％) １８(１７．３％)

＋３３７１
A/G

AA ５６(４９．６％) ６７(５８．３％) ６．２３５２
(P＝０．０４４３∗)

＋３３７１
A/G

A １３０(５７．５％) １５９(６９．１％) ６．６１８０
(P＝０．０１００∗∗)

AG １８(１５．９％) ２５(２１．７％) G ９６(４２．５％) ７１(３０．９％)

GG ３９(３４．５％) ２３(２０．０％)

　注:∗表示差异显著(P ＜０．０５),∗∗表示差异极显著(P ＜０．０１).Note:‘∗’and‘∗∗’showeddistributionsofcorresponding

SNPsbetweensusceptibleandresistantgroupsweresignificantdifferentatthe０．０５leveland０．０１level,respectively．

3　讨　论

团头鲂是我国特有的大宗淡水经济鱼类,近年

来养殖产量维持在８０万t/a[４].但是,由于在养殖

中,多代近亲繁殖导致一些性状有所退化[３],抵抗疾

病的免疫能力有所降低,同时由于养殖环境恶化等

原因造成病害频频发生,所造成的经济损失相当严

重.而团头鲂养殖过程中危害较大的一种疾病就是

细菌性败血症,此病一旦暴发,就会造成鱼体大量死

亡,目前还没有有效的治疗方法.
已有较多研究表明抗病相关基因的SNP多态

性与鱼类抗病性状是相关联的.例如牙鲆(ParaliＧ
chthysolivaceus)对鳗弧菌(Vibrioanguillarum)的
抗性与其组织相容性复合体Ⅱα(MHC Ⅱα)基因多

态性有相关性[２１].含有不同 MHC等位基因的大

西洋鲑个体对杀鲑气单胞菌(AeromonassalmoniＧ
cida)的 抵 抗 能 力 不 同[２２]. 鲤 肿 瘤 坏 死 因 子

(TNF２)基因中的１个SNP位点碱基的变异导致

脯氨 酸 (Pro)变 成 丝 氨 酸 (Ser),易 感 鲤 缺 乏

TNF２ser,而抗病鲤具有 TNF２pro和 TNF２ser[２３].
草鱼TLR３和TLR２２基因多态性与草鱼出血病抗

性显著相关[２４],草鱼RIGＧI基因多态性与草鱼呼肠

孤病毒感染之间存在显著相关性[２５],草鱼 Mx２和

MDA５基因的多态性与草鱼出血病抗性之间也存

在相关联系[２６].在 B 淋巴细胞白血病转录因子

(PBXl)基 因 ３′端 下 游 区 域 测 序 发 现 SNP
rs３１８５６９５,对发现的该SNP进行等位基因分型发

现,系统性红斑狼疮患者含有优势等位基因 G[２７],
基因的５′端上游区域和３′端下游区域SNP位点在

基因调控中发挥重要作用.
嗜水气单胞菌感染过程中团头鲂多数铁代谢通

路相关基因表达升高,血清铁、肝脏铁水平也有显著

变化,表明铁代谢通路参与了机体抵抗嗜水气单胞

菌感染引起的免疫应答.hepcidin基因是铁代谢通

路中主要的功能基因,在维持铁稳态和先天性免疫

系统中都发挥着重要作用.hepcidinmRNA 在肝

脏中特异高表达,心脏、脊髓、肺等组织器官中也有

少量表达[２８].鱼的hepcidin类抗菌肽是在杂交条

鲈中首次被发现并定义[２９],后来陆续在鲶(Silurus
asotus)[３０]、大菱鲆(Scophthalmusmaximus)[３１]、
澳洲肺鱼(Barramundilatescalcarifer)[３２]等体内

发现hepcidin广泛表达,在肝脏中表达量较高,且具

有抗菌能力.
类似地,研究也发现hepcidin在团头鲂肝脏中

高表达,且在嗜水气单胞菌感染后被显著诱导[１１].
因此,本试验以探究团头鲂hepcidin基因多态性及

其与抗病性状的相关性为目的,在人工感染嗜水气

单胞菌后,分别从易感组和抗病组中各选取１２０尾

团头鲂提取 DNA,通过扩增、测序和比对得到了团

头鲂hepcidin基因的２个可以设计 HRM 分型引物

２４
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的SNP位点,其中 hepcidinＧ２１７ＧA/G 位点位于内

含子部分,hepcidinＧ３３７１ＧA/G位点则位于３′端下游

区域.用 HRM 法对SNP位点进行了基因分型,经
过 统 计 分 析,发 现 hepcidinＧ２１７ＧA/G、hepcidinＧ
３３７１ＧA/G位点突变在易感组和抗病组之间具有显

著差异(P＜０．０５),从而推测hepcidin的SNP位点

多态 性 与 抗 病 性 状 相 关.在 hepcidinＧ２１７ＧA/G、

hepcidinＧ３３７１ＧA/G位 点 易 感 组 和 抗 病 组 中 均 有

AA、AG和 GG 基因型个体,拥有 AA 和 GG 基因

型个体明显比拥有 AG 基因型个体抗病,猜测可能

由于近亲繁殖或者不同品系之间的杂交使得杂合型

的团头鲂个体抗病能力下降.hepcidinＧ２１７ＧA、hepＧ
cidinＧ３３７１ＧA基因型在抗病群体中占优势.在实际

生产中,应注意避免近亲繁殖,保持品种的优良性

状.综上所述,本研究结果表明团头鲂hepcidin基

因的多态性与抗细菌性败血症性状相关,纯合个体

对嗜水气单胞菌引起的细菌性败血症抗性更高,结
果为团头鲂抗病基因以及分子遗传标记筛选奠定

了一定的理论基础,今后在进行团头鲂抗病育种

工作时,本 试 验 结 果 可 为 亲 本 的 选 择 提 供 一 定

参考.
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Singlenucleotidepolymorphismsanditsassociationwithdisease
resistanttraitofhepcidingeneinMegalobramaamblycephala

SUNQianhui　TIAN Wanping　LUO Hang　WANG Weimin　LIU Hong

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/

KeyLabofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgricultureandRuralAffairs,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThegenomicsequencesofhepcidininMegalobramaamblycephala wereobtainedfrom
publicdatabasetostudytheassociationbetweenthehepcidingenepolymorphismanddiseaseresistance
trait．AeromonashydrophilachallengeexperimentwasusedtodistinguishsusceptibleanddiseaseresistＧ
antM．amblycephalaindividuals．Thesinglenucleotidepolymorphisms(SNP)ofthehepcidingenein
M．amblycephalawerescreenedwithPCRandDNAsequencing．HighＧresolutionmelting(HRM)were
usedforSNPgenotyping．TwoSNPsofthehepcidingenewerescreened,oneofwhichwaslocatedinthe
intronregionandtheotherwaslocatedinthe３′Ｇuntranslatedregion．Theresultsofstatisticalanalyses
showedthatthegenotypeandallelefrequenciesofSNP(A/G)locatedat３３７１bpwasextremelysignifiＧ
cantdifferent(P＜０．０１)andSNP(A/G)locatedat２１７bpwassignificantdifferent(P＜０．０５)between
thesusceptibleandresistantgroup．ItisindicatedthatthepolymorphismofhepcidingenewassignifiＧ
cantlyassociatedwithbacterialsepticemiaresistance．

Keywords　Megalobramaamblycephala;hepcidingene;SNPs;diseaseresistance;AeromonashyＧ
drophila
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