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摘要: 【目的】获得石斑鱼 Epinephelus spp.抗病分子标记，选育石斑鱼抗病品系以解决石斑鱼病害频发的问题。

【方法】基于免疫基因 PPAR-δ 的基因组 DNA 序列开展单核苷酸多态性 (Single nucleotide polymorphism，

SNP) 位点筛选，并对这些位点分别进行石斑鱼虹彩病毒 (Singapore grouper iridovirus, SGIV) 和神经坏死病毒

(Red-spotted grouper nervous necrosis virus, RGNNV)抗性的关联分析。【结果】在 SGIV感染的易感组和抗感组

样品中共筛查到 9个 SNP位点，均位于内含子中；多态信息含量 (Polymorphism information content, PIC)的范围

为 0.177~0.375，其中，SNP-S1(g.940T>A) 属于低度多态 (PIC<0.25)，其余 SNP 位点属于中度多态 (0.25≤

PIC<0.50)；关联分析结果显示，SNP-S7(g.4595T>A)基因型频率在 SGIV易感组和抗感组中存在显著差异分布

(P<0.05)，SNP-S7的 TT和 AA这 2种纯合子基因型与 SGIV抗感性状相关，而 AT杂合子基因型与 SGIV易感

性相关。在 RGNNV感染的易感组和抗感组样品中共筛查到 8个 SNP位点，其中，SNP-N1位于外显子中，属于

同义突变，其余 SNP 均位于内含子中；PIC 的范围为 0.106~0.317，其中，SNP-N1(g.324G>A) 和 SNP-

N2(g.883A>G) 属于低度多态 (PIC<0.25)，其余 SNP 属于中度多态 (0.25≤PIC<0.50)；关联分析表明，SNP-

N5(g.2510C>T) 基因型频率在 RGNNV 易感组和抗感组中存在显著差异分布 (P<0.05)，SNP-N5 的 CT 基因型

与 RGNNV抗感性状相关, CC基因型与 RGNNV易感性状相关。【结论】本研究在 PPAR-δ 的基因组 DNA序列

中分别筛选到与 SGIV 和 RGNNV 抗性相关的 SNP 标记各 1 个，可以为石斑鱼抗病育种提供技术支持和理论

依据。
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Abstract: 【Objective】To obtain the disease-resistant molecular markers in grouper (Epinephelus spp.), and serve for

the selective breeding program of disease-resistant grouper strains, so as to solve the problem of frequent occurrence of

grouper disease. 【Method】Single nucleotide polymorphisms (SNPs) were screened based on PPAR-δ genomic DNA

sequence,  and  association  analysis  of  resistance  to  Singapore  grouper  iridovirus  (SGIV)  and  red-spotted  grouper

nervous necrosis virus (RGNNV) was performed on these SNPs.【Result】A total of nine SNPs were detected in the

susceptible  and  resistant  groups  against  SGIV  infection,  all  of  which  were  located  in  the  introns,  with  the

polymorphism information contents (PICs) ranging from 0.177−0.375. Among the SNPs, SNP-S1(g.940T>A) showed

low degree polymorphism (PIC<0.25), while the rest SNPs showed moderate degree polymorphism(0.25≤PIC<0.50).

The  association  analysis  showed  that  the  genotype  frequencies  of  SNP-S7  (g.4595T>A)  were  significantly  different

between  SGIV  susceptible  and  resistant  groups  (P<0.05),  the  TT  and  AA  homozygous  genotypes  of  SNP-S7  were

correlated with SGIV resistance traits, while the AT heterozygous genotypes were correlated with SGIV susceptibility

traits.  In  addition,  a  total  of  eight  SNPs  were  detected  in  the  susceptible  and  resistant  groups  agasinst  RGNNV

infection, among which SNP-N1 was located in the exon, with a synonymous mutation, and the rest SNPs were located

in  the  introns,  with  the  PICs  ranging  from  0.106−0.317.  Among  the  SNPs,  SNP-N1  (g.324G>A)  and  SNP-N2

(g.883A>G)  showed  low  degree  polymorphism  (PIC<0.25),  while  the  rest  SNPs  showed  moderate  degree

polymorphism  (0.25≤PIC<0.50).  The  association  analysis  showed  that  SNP-N5  (g.2510C>T)  genotype  frequencies

were significantly different between RGNNV susceptible and resistant groups (P<0.05), the CT genotype of SNP-N5

was correlated with RGNNV resistance traits and the CC genotype was correlated with RGNNV susceptibility traits.

【Conclusion】In  this  study,  we  successfully  screened  one  SNP  marker  related  to  SGIV  resistance  and  one  SNP

marker related to RGNNV resistance from PPAR-δ genomic DNA sequence. This finding can offer a technical support

and a theoretical basis for resistance breeding of grouper.
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石斑鱼 Epinephelus spp.是亚洲许多国家最重

要的经济水产养殖品种之一，其繁殖速度较快，肉

质鲜嫩、营养价值高，具有相当大的经济价值。近

年来，随着集约化、规模化养殖的快速发展，细菌

性和病毒性传染病暴发的频率急剧增加，对石斑

鱼养殖业造成了严重的危害。目前已报道的感染

石斑鱼的致病性病毒主要是虹彩病毒和神经坏死

病毒[1]。

新加坡石斑鱼虹彩病毒 (Singapore grouper
iridovirus，SGIV)隶属于虹彩病毒科 Iridoviridae蛙
病毒属 Ranavirus，是从养殖石斑鱼体分离得到的一

种高致病性病原，由 SGIV 引起的疾病暴发多发生

在仔鱼和成年石斑鱼中，患病鱼脾脏肿大，并伴有

出血等症状，病症持续数周，患病仔鱼死亡率超过

90%，给养殖业造成巨大经济损失[2]。鱼类病毒性神

经坏死病是由神经坏死病毒引起的一类疾病，是水

产养殖过程中常见的鱼类流行性传染病之一，患病

鱼苗体表异常着色，食欲不振，间歇螺旋运动，脑和

视网膜有空泡化病[3-4]。而中国大多数海洋鱼类病毒

性神经坏死病是由赤点石斑鱼神经坏死病毒 (Red-
spotted grouper nervous necrosis virus , RGNNV)引
起的，对石斑鱼的成鱼以及幼鱼危害很大，严重时

死亡率可达 100%，严重威胁到石斑鱼养殖产业的

健康发展。然而针对该病毒性疾病，目前还没找到

有效的防治方法。

单核苷酸多态性 ( S i n g l e   n u c l e o t i d e
polymorphism，SNP)指生物体的基因组 DNA序列

中单个核苷酸发生突变而产生的多态性现象，其突

变形式包括位点的转换、颠换、插入及缺失等，一般

情况下，等位基因的频率在同物种的群体中不小于

1%[5]。SNP 作为一种理想的遗传标记，是基因和表

型之间的研究载体，它拉近了分子遗传标记与育种

的距离，成为研究疾病、生长和繁殖性能等经济性

状与相关候选基因关联性的新工具。随着 SNP 检

测技术的进步，其在水产动物中的应用也越来越广

泛，在水产经济动物中进行特定经济性状关联的

SNP 位点的挖掘及功能验证也越来越受到研究者

们的重视。在水产动物抗病 SNP 分子标记研究中，
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高焕等[6] 对中国明对虾 Penaeus chinensis抗菌肽

SNP位点进行了筛查，并对与白斑综合征病毒抗性

的关联程度进行了分析，结果发现其 SNP 位点很

少，且在抗感和易感群体中无明显偏向分布。

Bao等[7] 在海湾扇贝 Argopecten irradians 超氧化物

歧化酶家族的 3个基因的启动子和基因组 DNA序

列区域均检测到 SNP位点，其中 3个位于启动子区

域的 SNP位点与鳗弧菌 Vibrio anguillarum 的抗性

显著相关。Fu 等 [8 ] 在尖吻鲈 Lates calcarifer 的

LECT2 基因中发现了 3 个 SNP 位点，并发现其与

瘦大肚皮病的抗性之间存在显著的相关性。

PPAR-δ(Peroxisome proliferator-activated
receptors δ)是核受体超家族 PPARs中的一员，是一

类转录因子，其在多种生理刺激下调节基因表达，

参与调节机体的脂代谢、免疫反应等多种生理过

程。其中 PPARs 的免疫调节作用的研究得到了越

来越多的关注 [ 9 - 1 0 ]。在不同人体组织中，均发现

PPAR-δ 对炎症反应的密切调控关系[10]。除了保持

稳定的炎症反应，PPAR-δ 也影响干扰素信号通路，

在哺乳动物免疫细胞中，PPAR-δ 抑制干扰素基因

以及相关细胞因子的表达[9]，而在另外一些免疫细

胞中 PPAR-δ 则会增强干扰素信号的强度，影响细

胞凋亡[10-12]。前期研究也表明，鱼类 PPARs 在抗病

毒免疫反应中发挥着重要作用[13]。

开展石斑鱼抗病品系的选育研究是解决石斑

鱼病毒性病害的重要途径之一，开发抗病相关分

子标记，利用分子标记定向选育石斑鱼抗病品系，

可以有效避免选育的盲目性，从而加快选育进

程。本研究分别针对石斑鱼虹彩病毒感染群体和

神经坏死病毒感染群体进行 PPAR-δ 基因组 DNA
序列的 SNP位点筛选，并对筛选到的 SNP位点进

行抗病毒关联分析，以期获得与抗病毒性状关联

的 SNP 位点或基因型，为石斑鱼抗病选育提供基

础资料。

 1   材料与方法

 1.1    试验材料

斜带石斑鱼 E. coioides，体质量 40~60 g，体长

10~14 cm，购自福建省厦门市小嶝岛水产养殖公

司，在 25~30 ℃ 的海水循环系统中驯化并饲养

2周，每天以 3%的体质量作为喂食量，密切监测海

水的溶解氧、pH和氨浓度。

攻毒用 SGIV和 RGNNV分别从发病石斑鱼中

分离获得，后利用实验室构建的石斑鱼脾脏细胞系

(Grouper spleen,  GS) 进行病毒的培养与制备，

GS 细胞系用含有体积分数为 10%  胎牛血清

(Invitrogen)的 Leibovitz’s L15培养基放置于 28 ℃
培养箱中传代培养 [14 ]。利用 TCID50 法对制备的

SGIV 和 RGNNV 进行滴度测定。制备后的病毒于

−80 ℃ 条件下保存备用。

 1.2    半致死浓度的测定

为了获得感染石斑鱼苗的 SGIV和 RGNNV的

最适浓度，随机选取 210 尾石斑鱼苗进行浓度梯度

腹腔注射感染试验，2周后统计每组累计死亡率，选

取可导致 50%~80% 石斑鱼死亡率的 SGIV 和

RGNNV 感染浓度，进行抗感与易感群体筛选的正

式试验。

试验结果显示当 SG IV 的滴度为 1 × 1 0 7

TCID50/mL 时，其感染鱼苗后的死亡率为 72%，当

RGNNV 滴度为 1×105 TCID50/mL 时，其感染鱼苗

后的死亡率为 65%，因此选择上述 2个病毒滴度进

行正式感染试验。

 1.3    石斑鱼抗感和易感群体的采集

随机选取 520 尾鱼苗进行攻毒感染试验，共分

为 3 组，对照组 40 条鱼腹腔注射 100 μL PBS 溶

液，SGIV感染组 240尾鱼腹腔注射 100 μL病毒滴

度为 1×107 TCID50/mL 的 SGIV 溶液，RGNNV 感

染组 240 尾鱼腹腔注射 100 μL 病毒滴度为 1×105

TCID50/mL 的 RGNNV 溶液，感染后每隔 6 h 观察

1 次鱼苗死亡情况，参考前期研究中评判抗感和易

感样品的标准[15-16]，将感染后 5 d 内死亡的个体作

为易感个体，感染后 14 d后还存活的个体作为抗感

个体，采集易感、抗感个体的尾鳍样品，于样品稳定

剂 (TaKaRa)中，−20 ℃ 保存备用。

 1.4    基因组 DNA 提取

基因组 DNA 提取使用 Tre l ie f  ™ Animal
Genomic DNA Kit(TsingKe)试剂盒，具体方法步骤

参考试剂盒说明书，并用 15 g/L琼脂糖凝胶电泳检

测基因组 DNA提取质量。

 1.5    石斑鱼PPAR-δ 基因组 DNA 序列的克隆与

SNP 位点筛选

以斜带石斑鱼鳍条 DNA 为模板，根据石斑鱼

基因组中的 PPAR-δ 基因 gDNA 序列，利用 Primer
Primer 5.0软件设计引物 (表 1)，由北京擎科生物有

限公司合成，以上述易感和抗感个体基因组 DNA
为模板进行 PCR 扩增。PCR 反应体系和反应条件

参考文献 [15]。 PCR扩增产物经胶回收以后，克隆

至 pMD19-T 载体，抗感组和易感组各送 5 个阳性

克隆样品至北京擎科生物有限公司进行测序。测序

结果使用 MEGA 6.0 软件进行多重比对，观察测序

  第 3 期 黄健玲，等：石斑鱼 PPAR-δ 基因 SNP位点和单倍型与抗虹彩病毒和神经坏死病毒抗性的关联 393  

 

 
 



结果峰图，预测 SNP 位点。同一位点不同碱基出现

比例大于 30%则认定为 SNP 位点。

 1.6    SNP 的基因分型及与 SGIV 和 RGNNV 抗性

的关联分析

依据上述方法预测的 PPAR-δ 基因 SNP 位点，

采用 SNaPshot法[17]，分别对 SGIV感染组和 RGNNV
感染组的易感样品和抗感样品进行 SNP 分型，其

中 SGIV 易感组、SGIV 抗感组、RGNNV 易感组和

RGNNV 抗感组的样品数目均为 50 尾。SNaPshot
分型由北京擎科生物有限公司完成。

使用 Popgen 32 和 PIC 软件分析 SNP 位点的

观测杂合度 (Observed heterorozygosity, Ho)、期望

杂合度 (Expected heterozygosity, He)、等位基因频

率、有效等位基因数 (Effective number of alleles,
N e )、哈迪 −温伯格平衡 ( H a r d y -W e i n b e r g
equilibrium)，使用 Cervus3.0 软件计算位点的多态

信息含量 (Polymorphism information content,
PIC)等。使用 Haploview 4.2软件进行各个 SNP位

点间的连锁不平衡和单倍型的分析。使用

SPSS17 软件中的 χ2 检验对 SNP 位点在抗病组和

易感组群体中的基因型频率和单倍型频率进行差

异显著性分析。

 2   结果与分析

 2.1    石斑鱼PPAR-δ 基因结构图以及筛查的 SNP
位点信息

根据石斑鱼基因组中的 PPAR-δ 基因 gDNA序

列和转录组中的 cDNA 序列，以斜带石斑鱼鳍条

DNA为模板，使用 4对引物 (表 1)对 PPAR-δ 基因

的内含子及外显子序列进行扩增，对克隆进行测序

比对，绘制 PPAR-δ 基因结构图 (图 1)。以易感组和

抗感组各 5 个基因组 DNA 样品作为模板进行

PCR 扩增，对测序结果进行多重比对分析。在

SGIV 感染的易感组和抗感组样品中共筛查到 9 个

SNP 位点，分别将其命名为 SNP-S1(g.940T>A)、
SNP-S2(g .994C>G)、SNP-S3(g .1644A>C)、
SNP-S4(g .2541C>T)、SNP-S5(g .4188A>T)、
SNP-S6(g .4479G>A)、SNP-S7(g .4595T>A)、
SNP-S8(g.4791T>A) 和 SNP-S9(g.4852T>A)，所有

SNP 位点均位于内含子中 (图 1A)。在 RGNNV 感

染的易感组和抗感组样品中共筛查到 8 个 SNP 位

点，分别将其命名为 SNP -N 1 ( g . 3 2 4G>A )、
SNP-N2(g .883A>G)、SNP-N3(g .1140A>T)、
SNP-N4(g.1702A>T)、SNP-N5(g.2510C>T)、
SNP-N6(g.5253G>C)、SNP-N7(g.5522G>A) 和
SNP-N8(g.5564T>C)，其中 SNP-N1 位于外显子中，

属于同义突变，没有改变编码的氨基酸，其余 SNP
均位于内含子中 (图 1B)。
 2.2    石斑鱼 PPAR-δ 基因组 SNP 的遗传多态性分析

采用 SnaPshot 分型法对石斑鱼群体进行基因

分型分析。在 SGIV 感染组中，100 个送样样品中

共获得 100 个有效结果，其中 SGIV 抗感组 50 个，

SGIV 易感组 50 个。使用 Popgen32 和 PIC 软件对

9个 SNP位点在 SGIV抗感组和易感组中的遗传多

态性进行分析，结果 (表 2) 显示：在 SGIV 抗感组

中，PIC的范围为 0.136~0.370，SNP-S1属于低度多

态 (P IC<0 .25 )，其余 SNP 位点属于中度多态

(0.25≤PIC<0.50)；在 SGIV 易感组中，PIC 的范围

为 0.177~0.375，其中 SNP-S1 属于低度多态 (PIC<
0.25)，其余 SNP 位点属于中度多态 (0.25≤PIC<
0.50)(表 2)。χ2 检验结果表明，在 SGIV 抗感组中，

除 SNP-S4、SNP-S5、SNP-S6、SNP-S7、SNP-S8、
SNP-S9 不符合 Hardy-Weinberg 平衡外 (P<0.05)，
其余 SNP 均处于 Hardy -We inbe rg 平衡状态

 

表 1   PPAR-δ 基因组 DNA 序列扩增引物

Table 1    Primers for PPAR-δ genomic DNA sequence amplification
 

引物名称

Primer
引物序列(5′→3′)
Primer sequence

θ/℃
产物长度/bp
Product length

PPAR-δ-1-F CAGGGCTTTTTCCGACGAAC 59 1 325

PPAR-δ-1-R GGTTGACTCATCACTCGCCT 59

PPAR-δ-2-F GACCTCCTGTGGCCCTTAAC 60 1 398

PPAR-δ-2-R CTGGGAGCGGCTTAAAGGAA 60

PPAR-δ-3-F AAGCCGCTCCCAGTAGAAAC 60 1 168

PPAR-δ-3-R TTCCTAGCAATGGCAGCGTT 60

PPAR-δ-4-F CAAACGCTGCCATTGCTAGG 60 1 324

PPAR-δ-4-R ACGTTCATTAGCCCAGGACG 60
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表 2   9 个 SNP 在石斑鱼 SGIV 抗感组和易感组中的遗传多态性信息

Table 2    Genetic polymorphisms of nine SNPs in SGIV resistant and susceptible grouper groups
 

组别

Group
SNP

观测杂合度

Observed
heterozygosity

(Ho)

期望杂合度

Expected
heterozygosity

(He)

多态信息含量

Polymorphism
information
content (PIC)

有效等位基因数

Number of
effective

alleles (Ne)

Hardy–Weinberg平衡

Hardy-Weinberg
equilibrium
(H-W)

P1)

抗感组

Resistant group
SNP-S1 0.160 0.149 0.136 1.173 0.328 0.567
SNP-S2 0.460 0.398 0.317 1.651 1.244 0.265

SNP-S3 0.400 0.407 0.322 1.676 0.016 0.898

SNP-S4 0.660 0.489 0.367 1.937 6.279 0.012*

SNP-S5 0.640 0.492 0.369 1.950 4.612 0.032*

SNP-S6 0.640 0.492 0.369 1.950 4.612 0.032*

SNP-S7 0.240 0.424 0.332 1.724 9.699 0.002*

SNP-S8 0.300 0.495 0.370 1.962 7.932 0.005*

SNP-S9 0.280 0.492 0.369 1.950 9.676 0.002*

易感组

Susceptible group
SNP-S1 0.220 0.198 0.177 1.244 0.688 0.407
SNP-S2 0.460 0.481 0.363 1.908 0.094 0.759

SNP-S3 0.280 0.347 0.284 1.523 1.923 0.166

SNP-S4 0.500 0.500 0.372 1.980 0.000 1.000

SNP-S5 0.500 0.500 0.372 1.980 0.000 1.000

SNP-S6 0.520 0.502 0.373 1.987 0.007 0.796

SNP-S7 0.520 0.453 0.348 1.814 1.109 0.292

SNP-S8 0.360 0.492 0.369 1.950 3.681 0.055

SNP-S9 0.360 0.504 0.375 1.997 4.220 0.040*

　1)“*”表示该位点理论基因型频率和观测基因型频率之间的差异显著(P<0.05，χ2检验)
　1)“*” indicates significant difference between the theoretical genotype frequency and the observed genotype frequency of the
site (P<0.05, χ2 test)

 

(341—451) (1 631—3 560) (4 012—5 606)
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(g.5564T>C)
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(g.2541C>T)
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B：RGNNV 感染群体

A: SGIV infected population
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图 1    石斑鱼 PPAR-δ 基因结构及 SNP 位点

Fig. 1    DNA structure of PPAR-δ gene and its SNP loci of grouper

  第 3 期 黄健玲，等：石斑鱼 PPAR-δ 基因 SNP位点和单倍型与抗虹彩病毒和神经坏死病毒抗性的关联 395  

 

 
 



(P>0.05)；在 SGIV 易感组中，除 SNP-S9 不符合

Hardy-Weinberg 平衡外 (P<0.05)，其余 SNP 均处

于 Hardy-Weinberg平衡状态 (P>0.05)。
采用 SnaPshot 分型法对石斑鱼群体进行基因

分型分析。在 RGNNV 感染组中，100 个送样样品

中共获得 97 个有效结果，其中 RGNNV 抗感组

48 个，RGNNV 易感组 49 个。使用 Popgen32 和

PIC 软件对 8 个 SNP 位点在抗感组和易感组中的

遗传多态性进行分析，结果 (表 3)显示：在 RGNNV
抗感组中，PIC 的范围为 0.136~0.358，SNP-N1 和

SNP-N2 属于低度多态 (PIC<0.25)，其余 SNP 属于

中度多态 (0.25≤PIC<0.50)；在 RGNNV 易感组中，

PIC 的范围为 0.106~0.317，其中 SNP-N1 和 SNP-
N2 属于低度多态 (PIC<0.25)，其余 SNP 属于中度

多态 (0 .25≤PIC<0.50)。χ 2 检验结果表明，在

RGNNV抗感组中，SNP-N1、SNP-N2和 SNP-N4处
于 Hardy-Weinberg 平衡状态 (P>0.05)，其余

SNP 均不符合 Hardy-Weinberg 平衡 (P<0.05)；在
RGNNV 易感组中，除 SNP-N3 不符合 Hardy-
Weinberg 平衡外 (P<0.05)，其余 SNP 均处于

Hardy-Weinberg平衡状态 (P>0.05)。
  

 
 

表 3    8 个 SNP 在石斑鱼 RGNNV 抗感组和易感组中的遗传多态性信息

Table 3    Genetic polymorphisms of eight SNPs in RGNNV resistant and susceptible grouper groups

组别

Group
SNP

观测杂合度

Observed
heterozygosity

(Ho)

期望杂合度

Expected
heterozygosity

(He)

多态信息含量

polymorphism
information
content (PIC)

有效等位基因数

Number of
effective

alleles (Ne)

Hardy–Weinberg平衡

Hardy-Weinberg
Equilibrium
(H-W)

P1)

抗感组

Resistant group
SNP-N1 0.180 0.164 0.150 1.200 0.431 0.512

SNP-N2 0.160 0.147 0.136 1.170 0.328 0.567

SNP-N3 0.640 0.435 0.341 1.770 10.700 0.001*

SNP-N4 0.540 0.466 0.358 1.870 1.100 0.294

SNP-N5 0.620 0.442 0.344 1.800 7.720 0.005*

SNP-N6 0.680 0.448 0.349 1.810 12.800 0.000*

SNP-N7 0.660 0.442 0.344 1.790 11.700 0.001*

SNP-N8 0.600 0.420 0.332 1.720 8.830 0.003*

易感组

Susceptible group
SNP-N1 0.160 0.149 0.136 1.170 0.328 0.567

SNP-N2 0.120 0.114 0.106 1.130 0.168 0.682

SNP-N3 0.480 0.369 0.298 1.570 4.750 0.029*

SNP-N4 0.380 0.379 0.304 1.600 0.001 0.982

SNP-N5 0.380 0.358 0.291 1.550 0.200 0.655

SNP-N6 0.440 0.389 0.311 1.630 0.900 0.343

SNP-N7 0.420 0.398 0.317 1.650 0.155 0.694

SNP-N8 0.420 0.335 0.277 1.500 3.340 0.068

　1)“*”表示该位点理论基因型频率和观测基因型频率之间的差异显著(P<0.05，χ2检验)
　1)“*” indicates significant difference between the theoretical genotype frequency and the observed genotype frequency of the
site (P<0.05, χ2 test)
 

2.3    石斑鱼 PPAR-δ 基因组 SNP 的连锁不平衡分

析及与病毒抗性的关联分析

P P A R - δ 基因在 SGIV 抗感组和易感组的

SNP统计分析结果 (表 4)显示：SNP-S7基因型频率

在抗感组和易感组中存在显著差异分布 (P<0.05)；
SNP-S7的 TT基因型在抗感组中分布频率为 60%，

易感组中分布频率为 40%，AT 基因型在抗感组中

分布频率为 24%，易感组中分布频率为 52%，而

AA 基因型在抗感组中分布频率为 16%，在易感组

中分布频率为 8%，表明 TT和 AA这 2种纯合子基

因型与 SGIV 抗感性状相关，而 AT 杂合子基因型

与 SGIV易感性相关。
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使用 Haploview 4.2 软件中的 Four Gamete
Rule 计算方法对 9 个 SNP 位点进行连锁不平衡分

析，结果显示：SNP-S4、SNP-S5 和 SNP-S6 这 3 个

位点高度连锁，构成单倍块 1，可形成 TTT、AAA、
TAA 和 TAT 共 4 个单倍型；SNP-S7、SNP-S8 和

SNP-S9 这 3 个 SNP 位点高度连锁，构成单倍块 2，
可形成 CAG、TTA 和 CAA 共 3 个单倍型 (图 2)。
将上述单倍型与石斑鱼抗虹彩病毒抗性性状进行

关联分析，结果显示上述单倍型与石斑鱼抗虹彩病

毒抗性性状均无显著的相关性 (P>0.05)(表 5)。
PPAR-δ 基因在 RGNNV 抗感组和易感组的

SNP统计分析结果 (表 4)显示：SNP-N5基因型频

率在易感组和抗感组中存在显著差异分布 (P<
0.05)；SNP-N5的 CC基因型在易感组中分布频率

为 57.1%，在抗感组中分布频率为 37.5%，表明

CC 基因型与 RGNNV 易感性状相关；而 CT 基因

型在易感组中分布频率为 38.8%，在抗感组中分

布频率为 60.4%，表明 CT基因型与 RGNNV抗性

 

表 4   石斑鱼 PPAR-δ 基因在 2 种病毒抗感组和易感组的 SNP 统计分析

Table 4    PPAR-δ gene SNPs analysis in resistant and susceptible grouper groups infected by two viruses
 

SNP
(SGIV)

基因型1)

Genotype

基因型频率/%
Genotype frequency

χ2
SNP

(RGNNV)
基因型1)

Genotype

基因型频率/%
Genotype frequency

χ2抗感组

Resistant
group

易感组

Susceptible
group

抗感组

Resistant
group

易感组

Susceptible
group

SNP-S1 TT(81) 84 78 0.585 SNP-N1 GA(17) 18.8 16.3 0.099

AT(19) 16 22 GG(80) 81.3 83.7

SNP-S2 CC(44) 50 38 4.418 SNP-N2 AA(83) 83.3 87.8 0.384

GC(46) 46 46 GA(14) 16.7 612.2

GG(10) 4 16 SNP-N3 AT(54) 62.5 49.0 1.796

SNP-S3 AC(34) 40 28 1.680 TT(43) 37.5 51.0

AA(58) 52 64 SNP-N4 AA(45) 37.5 55.1 2.520

CC(8) 8 8 GA(44) 52.1 38.8

SNP-S4 CC(28) 26 3 3.818 GG(8) 10.4 6.1

CT(58) 66 50 SNP-N5 CC(46) 37.5 57.1 4.260*

TT(14) 8 2 CT(48) 60.4 38.8

SNP-S5 AA(28) 26 30 2.669 TT(3) 2.1 4.1

AT(57) 64 50 SNP-N6 CC(2) 0 4.1 3.820

TT(15) 10 20 GC(54) 66.7 44.9

SNP-S6 GA(58) 64 52 2.324 GG(41) 33.3 51.0

GG(27) 26 28 SNP-N7 AA(3) 0 6.1 3.410

AA(15) 10 20 GA(52) 64.6 42.9

SNP-S7 TT(50) 60 40 8.491* GG(42) 35.4 51.0

AT(38) 24 52 SNP-N8 CT(49) 58.3 42.9 2.320

AA(12) 16 8 TT(48) 41.7 57.1

SNP-S8 TT(26) 28 24 0.451

AT(33) 15 18

AA(41) 42 40

SNP-S9 TT(39) 44 34 1.176

AT(32) 28 36
AA(29) 28 30

　1)括号中的数字为基因型数量；2)使用多组样品的χ2检验统计，“*”表示该SNP位点不同基因型在抗感组和易感组的分布

差异显著，即该位点不同基因型与抗感/易感性状相关联(P<0.05)
　1) Numbers in the brackets are numbers of the genotypes; 2) χ2 test statistics of samples from multiple groups are used, “*”
indicates the distribution of different genotypes of the SNP locus is significantly different between the resistant group and the
susceptible group, that is, different genotypes of this locus are associated with the resistant/susceptible traits (P<0.05)
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相关。

对 8 个 SNP 位点进行连锁不平衡分析，结果

(表 5) 显示：SNP-N3、SNP-N4、SNP-N5、SNP-N6、
SNP-N7 和 SNP-N8 这 6 个 SNP 位点高度连锁，构

成单倍块 1 ，可形成 TACGGT、AGTCAC、

TGCGGT、TACCAT、AGTCAT、AACGGT 和

TGTCAT共 7个单倍型 (图 2)。将上述单倍型与石

斑鱼抗神经坏死病毒抗性性状进行关联分析，结果

显示 7 个单倍型与石斑鱼抗神经坏死病毒抗性性

状均无显著的相关性 (P>0.05)。
 

表 5   石斑鱼 PPAR-δ 基因 SNP 连锁单倍型与 2 种病毒抗性的关联分析

Table 5    Association analysis between PPAR-δ SNPs linked haplotype and resistance of two viruses
 

病毒

Virus
单倍块

Haploblock
单倍型

Haplotype
分布频率/%

Distribution frequency
抗感组频率/%

Frequency in resistant group
易感组频率/%

Frequency in susceptible group
χ2 P1)

SGIV 单倍块1
Block 1

TTT 42.50 43.00 42.00 0.020 0.890
AAA 32.00 30.00 34.00 0.370 0.540
TAA 13.00 15.00 14.00 0.040 0.840
TAT 12.50 12.00 10.00 0.200 0.650

单倍块2
Block 2

CAG 56.00 58.00 54.00 0.330 0.570
TTA 43.00 41.00 45.00 0.000 0.990
CAA 1.00 1.00 1.00 0.000 1.000

RGNNV 单倍块1
Block 1

TACGGT 23.20 20.00 27.40 2.950 0.086
AGTCAC 12.70 13.30 11.90 0.177 0.674
TGCGGT 12.70 13.80 11.30 0.528 0.468
TACCAT 12.50 12.40 12.50 0 0.987
AGTCAT 13.50 14.20 12.50 0.245 0.621
AACGGT 12.00 12.00 11.90 0.001 0.977
TGTCAT 13.50 14.20 12.50 0.245 0.621

　1) P>0.05表示该位点的单倍型分布频率在抗感组和易感组之间差异不显著(χ2检验)
　1) P>0.05 indicates the distribution frequency of haplotype of the site is not significantly different between the resistant
group and the susceptible group (χ2 test)
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　图片顶部的白色长方形代表 PPAR-δ 基因组 DNA序列，黑色细线对应标签代表各 SNP位点；图片下半部分的正方形色块内的数值为连锁不平衡

参数 r2；正方形色块的颜色代表两两 SNP位点间的连锁不平衡参数 D 的范围，白色表示 D=0，红色和粉色表示 0 < D < 1，蓝色表示 D=1；黑框代表该

区域内相邻的 SNP位点处于连锁不平衡状态，形成单倍型块，用 Block标记，括号内的数值表示单倍型块碱基的长度

　The white rectangle at the top of image represents the PPAR-δ genome DNA sequence, and the black thin lines and corresponding tags represent the SNP
sites; In the bottom half of the picture, the value in the square color block is the linkage unbalance parameter r2; The color of the square color block represents
the range of linkage unbalance parameter D between two SNP sites, white represents D=0, red and pink represent 0 < D < 1, and blue represents D=1; The
black box indicates that the adjacent SNP sites in this region are in the linkage unbalanced state and form a haplotype block, which is marked by Block, and the
value in brackets indicates the length of haplotype block base

图 2    石斑鱼 SGIV 和 RGNNV 感染组中筛选出 PPAR-δ 基因 SNP 标记的连锁不平衡分析

Fig. 2    Linkage disequilibrium analysis of PPAR-δ SNP markers screened from SGIV and RGNNV infected groupers
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 3   讨论与结论

 3.1    PPAR-δ 基因的 SNP 位点分布分析

在本研究中，在石斑鱼对 SGIV 的易感和抗感

群体中共筛查到 9个 SNP位点，全部位于内含子区

域，在石斑鱼对 RGNNV的易感和抗感群体中共筛

查到 8 个 SNP 位点，除 SNP-N1 位于外显子区域

外，其余均分布在内含子区域，且 SNP-N1 产生的

突变为同义突变，对氨基酸编码并不造成影响。尽

管对 SNP 的研究表明，SNP 位点既可能发生在编

码区也可能发生在非编码区，但其发生在非编码区

的机率更大，这是由于相较于具有编码功能的外显

子，内含子在进化上受到的压力更小一些，故内含

子的核苷酸多态性和变异度会明显高于外显子[18]。

尽管内含子不参与基因的编码功能，但其在机体中

仍发挥着重要作用，内含子对机体的 mRNA前体起

着调节其剪接、运输和降解的作用，此外，近年来的

研究还表明内含子对基因的表达也起着重要的调

控作用[19]。因此我们推测，本研究中在 PPAR-δ 基

因内含子中发现的 SNP位点，也许与该基因的转录

调控相关，其不同突变体通过影响 PPAR-δ 的转录

调控来发挥免疫调控功能，从而影响宿主的抗病性

状，在我们今后的研究中，会对该机制进一步深入

分析。

 3.2    SNP 位点在不同群体中的多态性分析

Botstein等[20] 对 SNP位点进行分类时提出，当

PIC 大于 0 . 50 时，该位点为高度多态性位点；

PIC 大于或等于 0.25 而小于 0.50 时为中度多态性

位点；PIC 小于 0.25 时为低度多态性位点。对本试

验中发现的 SNP位点进行多态性分析，结果显示石斑鱼

PPAR-δ 基因 SNP位点在抗感组和易感组中均表现

为低度或中度多态，并未出现高度多态位点。而在

草鱼、罗非鱼等的免疫基因 SNP 位点分析中也发

现，中度多态性位点较多，低度和高度多态性位点

偏少，造成这一现象的原因可能是由于 SNP位点为

典型的二等位基因表达，本身多态性不高[21]，此外，

用于筛选抗病性状的群体会在养殖过程中经过自

然选择和人工选择，淘汰掉抗病能力差的个体，导

致群体多样性下降，因此 SNP 位点的整体多态性

不高。

Hardy-Weinberg平衡分析表明，在不同感染组

群体中均检测到不符合 Hardy-Weinberg 平衡的

SNP 位点，由于本研究中的试验群体均来自养殖

场，而养殖场的亲本是经过了长期人工选育过程而

获得的，因此群体遗传多态性在选育过程中会逐渐

降低，从而导致部分 SNP 偏离 Hardy-Weinberg
平衡。

 3.3    SNP 位点与病毒抗性性状的关联分析

SNP 是第 3 代分子标记技术，其具有分布广

泛、遗传稳定性高，易于分型等特点。近年来，SNP
标记技术在水产动物育种中得到广泛应用[22]。在草

鱼中，采用 Snapshot 法筛选与草鱼呼肠弧病毒

(GCRV)抗感/易感性状关联的 SNP位点，结果表明

在 RIG-I(视黄酸诱导基因蛋白 I)、TLR3(Toll 样受

体 3) 和补体 C6 等许多重要免疫基因中均筛选到

多个抗病相关 SNP位点和单倍型，可以作为草鱼抗

出血病品系的构建提供技术手段 [23-25]。在罗非鱼

中，同样利用 Snapshot分型法，在 LBP(脂多糖结合

蛋白)、NOD1(核苷酸结合和寡聚化结构域 1) 和
MCP-8(肥大细胞蛋白酶−8)等基因中筛选出多个与

无乳链球菌抗性关联的 SNP位点和单倍型[26-28]。此

外，基于高通量测序，全基因组数据库分析等其他

技术手段也分别在异育银鲫、牙鲆、虹鳟、鲤鱼等重

要经济鱼类中分别筛选获得与鲫疱疹病毒 (CaHV)，
鳗弧菌、传染性造血器官坏死病毒 (IHNV) 和鲤疱

疹病毒 (CyHV-3)等病原抗性关联的 SNP位点。

在 PPARs 基因 SNP 分子标记研究方面，目前

在人、鼠以及牦牛上已有相关研究，而在低等脊椎

动物上的研究鲜有报道。有研究对黑线仓鼠繁殖相

关基因 PPAR-δ 部分序列进行 SNP分析，发现其外

显子区域发生碱基突变的概率较大，与人类研究结

果一致，猜测与其功能有密切关系[29]。PPARs 基因

作为调控牦牛肌内脂肪沉积的相关候选基因，分析

其基因多态性，并与生长性状进行关联分析，为牦

牛分子育种提供了科学依据[30]。

在本试验中，在 SGIV 感染组中筛选到 9 个

SNP位点，与抗病性状的关联分析结果表明， SNP-
S7 基因型频率在易感组和抗感组中存在显著差异

分布 (P<0.05)。该位点的 TT 和 AA 2 种纯合子基

因型与 SGIV 抗感性状相关，而 AT 杂合子基因型

与 SGIV 易感性相关。对 9 个 SNP 位点进行连锁

不平衡分析，结果显示：SNP-S4、SNP-S5 和 SNP-
S6 这 3 个位点高度连锁，构成单倍块 1，可形成

TTT、AAA、TAA 和 TAT 共 4 个单倍型；SNP-S7、
SNP-S8 和 SNP-S9 这 3 个 SNP 位点高度连锁，构

成单倍块 2，可形成 CAG、TTA 和 CAA 共 3 个单

倍型。将上述单倍型与石斑鱼抗虹彩病毒抗性性状

进行关联分析，结果显示上述单倍型与石斑鱼抗虹

彩病毒抗性性状均无显著的相关性 (P>0.05)。在

RGNNV感染群体中筛选到 8个 SNP位点，与抗病
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性状进行关联分析结果表明，SNP-N5(g.2510C>
T) 基因型频率在抗感组和易感组中存在显著差异

分布 (P<0.05)，该位点的 CC 基因型与 RGNNV 易

感性状相关，CT 基因型则与 RGNNV 抗性相关。

连锁不平衡分析结果显示，SNP-N3、SNP-N4、SNP-
N5、SNP-N6、SNP-N7和 SNP-N8这 6个 SNP位点

高度连锁，构成单倍块 1，可形成 TACGGT、

AGTCAC、TGCGGT、TACCAT、AGTCAT、
AACGGT和 TGTCAT共 7个单倍型。将上述单倍

型与石斑鱼抗 RGNNV性状进行关联分析，结果显

示 7 个单倍型与石斑鱼抗神经坏死病毒抗性性状

均无显著的相关性 (P>0.05)。上述研究结果中筛选

出来的与抗 SGIV 和 RGNNV 关联的 SNP 位点及

其基因型可以作为石斑鱼抗病品种选育的候选分

子标记。

在本试验中，虽然抗性关联 SNP位点与其他位

点形成了高度连锁的单倍块，但并没有单倍型与抗

病性状显著关联，通常情况下，将位于 1 条染色体

上某一区域的 1 组相关联的多个 SNP 等位位点称

作为单倍型，其经常被用于基因组关联研究、复杂

的致病基因或者重要经济性状基因的定位以及多

态性筛选研究中，相较于单个 SNP 位点的分析，其

效应分析更为可靠，基因型检测工作也更为高

效[31]。因此本研究这些单倍块暂时无法用于石斑鱼

抗病品系的构建工作中。

 3.4    总结

本研究分析了石斑鱼 PPAR-δ 基因组多态性及

其与 SGIV和 RGNNV抗感/易感性状的相关性，研

究发现 SNP-N5(g.2510C>T) 与石斑鱼 RGNNV 抗

性显著相关，SNP-S7(g.4595T>A) 与 SGIV 抗性显

著相关 (P<0.05)，该研究结果为石斑鱼病毒性疾病

的抗病选育工作提供了理论基础和技术支持。
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