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基于简化基因组测序的大黄鱼耐高温性状全基因组关联分析
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(集美大学水产学院, 农业部东海海水健康养殖重点实验室, 厦门 361021)

摘要: 利用Illumina HiSeqTM 2500测序平台, 对通过高温胁迫实验筛选得到的20尾耐高温和20尾不耐高温的大

黄鱼(Larimichthys crocea)进行了简化基因组测序(SLAF-seq), 每个样本的平均测序深度达到10.26×, 共获得

419211个高质量的群体单核苷酸多态性(SNP)位点 。利用TASSEL软件的混合线性模型(MLM)进行全基因组

关联分析(GWAS), 共筛选到38个与大黄鱼耐高温性状显著相关的SNP位点(P<2.39E–08)。利用BLAST程序

定位每个SNP位点在大黄鱼基因组中的位置, 并分析其周围的功能基因。结果在38个SNPs附近共找到26个已

知的功能基因, 这些基因主要与细胞转录、代谢、免疫等功能相关。研究结果可为下一步大黄鱼耐高温分子

机制解析及耐高温品种的选育提供参考。
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大黄鱼(Larimichthys crocea)是我国重要的海

洋经济鱼类, 在自然海区分布于30—60 m水深, 适
应温度在10—32℃, 最适生长温度在18—25℃[1, 2]

。

当前, 大黄鱼的养殖模式仍以浅海网箱养殖为主,
网箱深度为4—6 m。由于水深较浅, 夏季大黄鱼处

在(或接近)其可耐受高温的时间较长, 持续高温会

导致大黄鱼生长减缓、抗病力下降, 加上病原生物

感染, 常常引发大黄鱼大量发病死亡。因此, 开展

大黄鱼耐高温选育的研究, 对提高养殖大黄鱼的度

夏成活率具有重要的参考意义。

传统的育种是依据性状的表型进行选择
[ 3 ] ,

对于耐高温品种选育, 常规的做法是先通过高温胁

迫实验, 筛选出耐高温的亲鱼, 用于进一步选育
[4],

但这种高温胁迫实验, 常常会造成亲鱼的死亡, 即
使没有死亡, 其生殖细胞也会受到损伤, 对繁殖下

一代产生不良影响。随着分子生物学和基因组学

的发展, 鱼类的育种研究也正在经历由传统的选择

育种、杂交育种到基于基因组信息的分子育种的

转变
[5, 6]

。基于基因组的分子育种核心内容是对基

因型和表型多态性的研究, 其中单核苷酸多态性

(Single Nucleotide Polymorphism, SNP)因其分布

广、可实现高通量检测等优点, 逐渐成为主流分子

标记
[7—9]

。如果能够通过前期实验, 筛选出与高温

相关的SNP标记, 借助分子标记对大黄鱼进行耐高

温选育, 则将可以有效提高选择的准确性, 加速育

种进程。

全基因组关联分析(Genome-wide association
study, GWAS)旨在从全基因组范围内筛选与性状

关联的SNPs[10]
。GWAS分析的成本主要有2个: 第

一 ,  用于分析的样本数量；第二 ,  基因分型的费

用。数量越多, 其分型成本、测定性状的成本也越

高。为减少成本, 只测序极端样品的GWAS方法被

开发出来了, 如BSR-seq (RNA-seq based BSA)、
XP-GWAS (Extreme-phenotype genome-wide associa-
tion study)等。研究证明XP-GWAS可有效降低基

因分型的工作量, 能够进行低成本高效益的SNP筛
选

[11]
。SNP分型技术也逐渐由早期阶段的中、低

通量, 发展到高通量的基因芯片、重测序技术
[12]

。

其中SLAF-seq (Specific-locus amplified fragment se-
quencing)就是一种便宜、高效的SNP发掘与分型
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高通量方法
[13]
。

综合考虑实验成本和效率, 本研究采用SLAF-
seq技术结合XP-GWAS策略在全基因组范围内寻

找与大黄鱼耐高温性状相关的SNP位点, 旨在寻找

新的遗传标记, 为大黄鱼耐高温性状的改良提供基

础资料。

1    材料与方法

1.1    实验材料

本实验于2014年5—6月在福建省宁德市金铃

水产科技有限公司育苗场进行。所用实验材料为

700尾2月龄大黄鱼, 平均体重0.98 g, 平均体长4.87 cm,
其亲本为宁德三都澳海区的普通养殖群体(88♀×
50♂)。实验鱼放在室内长方形水泥池(2 m×1 m×1 m)
中暂养7d后开始升温实验, 暂养期间水温(25.0±
0.3)℃, 正常喂食, 每天换水一次。

1.2    实验方法

高温胁迫实验　　大黄鱼暂养7d后, 参照Die-
gane等[14]

的实验方法每天升高1℃进行缓慢升温,
当鱼开始死亡时, 停止升温, 维持出现死亡时的温

度1d后, 再按每天升高0.5℃进行升温。在实验期

间, 连续充气, 正常投喂饵料, 每天换水1次, 每2h测
量水温1次, 记录大黄鱼的死亡情况, 包括每条鱼的

死亡时间和死亡温度。至大黄鱼全部死亡时, 停止

加热升温。在上述大黄鱼幼鱼群体热耐受性实验

中, 采集最先死亡的大黄鱼20尾(定义为不耐高温

个体S)与最后死亡的大黄鱼20尾(定义为耐高温个

体R), 去除内脏取全鱼, 固定于95%乙醇中, –20℃
保存备用。

大黄鱼基因组DNA的提取与检测　　利用常

规的苯酚鲶氯仿鲶异戊醇法抽提DNA, 1.0%琼脂糖凝

胶电泳检测基因组DNA的完整性, 紫外分光光度计

测定OD260与OD280, 确定DNA的质量并将浓度调至

50—100 ng/μL, 确保符合后续测序分型的要求,
–20℃保存备用。

测序分型　　本研究利用大黄鱼基因组(Gen-
Bank登录号: GCA_000742935.1)作为参考基因组,
采用酶切预测软件(北京百迈客生物科技有限公司,
北京)对其进行电子酶切预测。根据选定的最适酶

切方案, 对各样品基因组DNA分别进行酶切。对得

到的酶切片段进行5′端修复和磷酸化处理, 3′端加

A, 连接solexa接头, 用琼脂糖凝胶电泳进行片段大

小选择, 通过PCR扩增增大文库量, 文库质检合格

后使用Illumina HiSeqTM 2500测序平台测序。

统计分析　　利用接头序列对测序的原始数

据进行分类, 得到各个样品的测序读段。去除质量

得分<20的测序读段, 利用SOAP2[15]
软件将合格的

测序读段比对到大黄鱼参考基因组上, 将两端都比

对到参考基因组上的测序读段用来定义SLAF标签。

选取样本平均深度在2以上的组来定义SLAF标
记。然后根据SLAF标记, 对40个样本进行SNP检测。

使用Plink (v1.07)[16]
对得到的SNP进行质量控

制, 弃去最小检出率低于80%和最小等位基因频率

低于5%的SNP。使用TASSEL[17]
软件中的混合线

性模型进行SNPs和表型性状的全基因组关联分析,
使用模型的公式如下: y=Xα+Qβ+e, 其中, y为表型

值向量, X为SNP基因型矩阵, Q为admixture[18]
生成

的群体结构矩阵(K=1); α为基因型效应向量, β为固

定效应向量, e为随机误差向量。采用Bonferroni方
法对关联P值进行校正 ,  得到全基因组显著性阈

值。本研究SNP标记的数目为419211个, 因此Bon-
ferroni校正的全基因组显著性阈值为2.39E–08
(0.01/419211)。使用R (https://www.R-project.org)
软件生成关联分析结果P值的Quantile-Quantile
(QQ)图和曼哈顿图。

2    结果

2.1    耐高温和不耐高温大黄鱼的筛选

通过高温胁迫实验观察到大黄鱼开始出现死

亡时的温度为33℃, 对高温胁迫实验中大黄鱼死亡

情况按照发生死亡时的时间进行归纳整理, 最先死

亡的20尾大黄鱼(定义为不耐高温个体S)和最后死

亡的20尾大黄鱼(定义为耐高温个体R)的具体死亡

时间见表 1。
2.2    测序结果分析

测序结果和SLAF标签统计　　利用大黄鱼基

因组为参考基因组进行电子酶切预测, 最终确定使

用RsaⅠ+HaeⅢ酶切组合, 酶切片段长度在264—
294 bp的序列定义为SLAF标签, SLAF标签在基因

组上基本均匀分布, 位于重复序列区的SLAF标签

比例为2.52%。

对40个样品进行测序, 最终共得到98620785条
测序读段, 测序平均Q30为84.71%, 平均GC含量为

43.10%。使用SOAP2软件将各个样品数据比对到

大黄鱼参考基因组上, 两端都比对到基因组上为可

靠的测序读段, 以比对到基因组唯一位置的两端序

列来做SLAF标签开发。本研究共计开发146560个
SLAF标签, 每个样品的平均测序深度为 10.26×。

S N P筛选　　根据开发得到的1 4 6 5 6 0个
SLAF标记统计SNP信息, 共得到2423837个群体

SNP。根据MAF>0.05和完整度>0.8进行筛选, 共得

到419211个高质量群体SNP可用于后续的GWAS
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分析。

群体结构分析　　通过admixture软件分析大

黄鱼的群体结构, 根据交叉验证错误率的谷值确定

最优分群数(K), 如图 1所示, 当K=1时, 交叉验证错

误率最低, 说明本实验分析的样品应该是来自于同

一个原始的祖先, 也就是样品不存在明显的分群,
适合做后续的关联分析。绘制了混合线性模型下

群体的QQ-plot图(图 2)。观测值与期望值前期基本

相符, 在后期翘起, 说明选用的分析模型合适, 关联

结果可靠。

全基因组关联分析　　采用混合线性模型进

行全基因组关联分析, 大黄鱼耐高温性状关联分析

的曼哈顿图如图 3所示, 根据关联分析的结果, 共筛

选得到3 8个与大黄鱼耐高温性状显著相关的

SNP位点(P<2.39E–08), 其中有14个SNPs位点位于

scaffold scf716上, 有10个SNPs位点位于scaffold
scf2上, 有10个SNPs位点位于scaffold scf466上, 有
成簇分布的特点。取SNP位点上下游各1000 bp的
序列 ,  采用BLAST程序与大黄鱼基因组 (Gen-
Bank登录号: GCA_000972845.1)进行比对 ,  E-

表 1   20尾耐高温(R)和20尾不耐高温(S)大黄鱼的死亡时间

Tab. 1   The information of death time of 20-tails thermal-tole-
rance (R) and 20-tails thermal-sensitive (S) large yellow croaker

编号
Number

33℃后存活时间
Elapsed time

after 33℃

编号
Number

33℃后存活时间
Elapsed time

after 33℃
S1 0 R1 199h 15min
S2 1h 20min R2 199h 30min
S3 1h 58min R3 199h 45min
S4 2h 35min R4 200h 5min
S5 3h 1min R5 200h 9min
S6 3h 12min R6 200h 26min
S7 3h 13min R7 200h 52min
S8 3h 14min R8 201h 42min
S9 3h 55min R9 201h 49min
S10 4h R10 201h 53min
S11 4h 35min R11 202h 5min
S12 4h 45min R12 202h 12min
S13 25h 50min R13 202h 25min
S14 32h 10min R14 202h 45min
S15 32h 22min R15 202h 56min
S16 32h 40min R16 203h 35min
S17 33h 10min R17 204h 5min
S18 36h R18 204h 16min
S19 36h 40min R19 204h 20min
S20 49h 35min R20 204h 32min

 
图 1   每个K值对应的交叉验证误差

Fig. 1   The CV value of each K value

 
图 2   耐热性状的Quantile-Quantile图
Fig. 2   QQ-plot for thermal tolerance

图 3    大黄鱼耐热性状全基因组关联分析的曼哈顿图

Fig. 3    Manhttan plot of GWAS of thermal tolerance in large yellow croaker
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value的阈值为1e–3, 获得每个SNP位点周围的基因,
除去3个未注释到基因以及蛋白功能重复的, 共发

现26个已知功能的基因, 这些基因主要与细胞转

录、代谢、免疫等功能相关(表 2)。
表 2    与耐热性状显著关联的SNPs位点

Tab. 2    SNPs significantly associated with thermal tolerance trait

位点
Scaffold 位置Position (bp) P值P value 周围基因Surrounding gene 功能注释Function annotation

scf2 839614 1.02E–8 Hypothetical protein EH28_10329 假定蛋白

scf2 1432837 1.25E–8 Trafficking kinesin-binding protein 1 参与核内体到溶酶体运输的调控

scf2 1643308 6.40E–9 Zinc finger protein 292 锌指蛋白

scf2 3088908 9.44E–9 Coiled-coil domain-containing protein 96 细胞骨架及非膜性细胞器细胞组分

scf2 3130802 9.44E–9 Deleted in malignant brain tumors 1 protein 一种糖蛋白

scf2 3207868 9.44E–9 NF-kappa-B-repressing factor 参与转录负调控

scf2 3258294 9.44E–9 未发现 无

scf2 3266727 4.57E–9 Multiple epidermal growth factor-like
domains protein 8 多表皮生长因子样结构域蛋白

scf2 3331592 1.45E–9 Gamma-crystallin M2 γ-晶状体蛋白M2

scf2 3443140 9.44E–9 Ryanodine receptor 2 主要存在于心肌组织, 是肌质释放储存
钙离子时主要媒介

scf223 463406 8.55E–9 Spectrin beta chain, brain 3
是一种肌动蛋白交联和蛋白质分子支架,
连接细胞膜与肌动蛋白, 决定细胞形状,

安置跨膜蛋白等功能

scf223 909858 5.53E–9 putative voltage-dependent R-type
calcium channel subunit alpha-1E

调节钙离子进入兴奋的细胞, 参与依赖
钙离子的生物过程

scf257 8308 1.34E–10 GTPase IMAP family member 8 在免疫系统中起到抗凋亡作用、应激感染

scf466 99149 2.69E–11 Suppressor of tumorigenicity 14 protein 降解细胞外基质

scf466 132344 2.11E–8 未发现 无

scf466 337518 2.03E–12 Potassium voltage-gated channel
subfamily B member 1

是电压门控钾通道亚家族中一员,
介导兴奋细胞膜的跨膜钾离子运输

scf466 337519 2.03E–12 Potassium voltage-gated channel
subfamily B member 1

是电压门控钾通道亚家族中一员,
介导兴奋细胞膜的跨膜钾离子运输

scf466 354360 2.27E–10 NHL repeat-containing protein 2 调节细胞氧化还原内稳态

scf466 357793 1.41E–13 hypothetical protein EH28_01175 假定蛋白

scf466 358008 1.59E–9 hypothetical protein EH28_01175 假定蛋白

scf466 417746 1.13E–8 Nebulin-related-anchoring protein 伴肌动蛋白相关锚定蛋白

scf466 418698 2.27E–10 Nebulin-related-anchoring protein 伴肌动蛋白相关锚定蛋白

scf466 451775 2.21E–8 Dynamin-binding protein 支架蛋白

scf716 33634 3.29E–14 Serine/threonine-protein kinase
tousled-like 2

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 参与染色质组装,
DNA复制、转录及修复等过程

scf716 78112 2.11E–8 未发现 无

scf716 80028 9.44E–9 Low affinity cationic amino acid
transporter 2

阳离子氨基酸转运蛋白2, 作为一种透性酶,
参与碱性氨基酸的运输

scf716 89206 1.92E–8 Rho-related GTP-binding protein RhoN 与神经元和肝脏功能相关

scf716 90152 9.44E–9 Rho-related GTP-binding protein RhoN 与神经元和肝脏功能相关

scf716 140280 4.11E–10 Splicing factor 3B subunit 3 剪接因子

scf716 140448 3.06E–11 Centrosomal protein 中心体蛋白

scf716 179863 1.17E–10 Disintegrin and metalloproteinase
domain-containing protein 11 解离素和金属蛋白酶

scf716 180588 3.10E–12 Disintegrin and metalloproteinase
domain-containing protein 11 解离素和金属蛋白酶

scf716 199932 3.49E–10 Disintegrin and metalloproteinase
domain-containing protein 11 解离素和金属蛋白酶

scf716 206908 1.61E–8 Synaptonemal complex protein SC65 联会复合体蛋白

scf716 240491 9.44E–9 ATP-citrate synthase ATP柠檬酸合成酶

scf716 276714 9.44E–9 Nucleoporin Nup37 核孔蛋白

scf716 276720 9.44E–9 Nucleoporin Nup37 核孔蛋白

scf1453 71224 1.39E–9 Potassium voltage-gated channel
subfamily H member 4

是电压门控钾通道超家族中一员,
介导兴奋细胞膜的跨膜钾离子运输
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3    讨论

对于GWAS分析, 其成本主要来自于2个方面,
样本数量和SNP分型方法。样本数量可以通过仅

分析极端表型个体的策略来减少
[11], 而SNP分型方

法有很多, 有低通量(CAPS、一代测序)、中等通量

(SNaPshot、质谱法)以及高通量(基因芯片、重测

序)等方法
[12]

。目前大黄鱼尚无商业用的SNP检测

芯片, 且芯片方法也只能检测已知的SNP变异。重

测序方法费用比较高, 但简化基因组测序可以有效

降低这个费用。目前简化基因组技术有多种方法,
如RAD、GBS、2b-RAD、dd-RAD、SLAF等[13, 19],
各种方法均有其优势和劣势。SLAF-seq技术可以

在减少测序成本的同时, 获得覆盖度较高的、能够

在群体间进行分型的标记, 为非模式生物全基因组

范围内的SNP标记发掘提供了高效的方法
[13]

。目

前, 研究人员已利用该方法在玉米、黄瓜上进行全

基因组关联分析研究
[20, 21], 在玉米上发现1个新的

玉米花序分生组织突变体、在黄瓜上找到140个与

白粉病抗性相关的SLAF标签, 2个热点区域。基于

成本和效率的考虑, 本研究采用了前述的研究方案。

通过GWAS分析, 本研究共筛选到38个与大黄

鱼耐高温性状显著相关的SNP标记(P<2.39E–08),
这些SNP位点主要分布在scf2、scf466和scf716上,
表现出成簇分布的特点, 这点在其他物种基因组关

联分析中也有类似的结果
[22, 23], 可能与高温相关的

这些SNP位点主要集中在部分染色体上。本研究

发现的与高温相关的SNP位点涉及基因的功能主

要有细胞转录、代谢、免疫等, 可能高温对大黄鱼

来说是一种刺激, 引起其各种生理反应, 因而基因

转录、复制以及免疫应答变得非常活跃。遗憾的

是, 在本次筛查出SNP位点周围并没有找到直接与

高温相关的基因, 分析其原因可能与我们所用的简

化基因组测序有关, 导致一些相关的SNP位点没有

筛查出来, 因而对应的基因也没有发掘出来。因此,
下一步还需要用重测序的方法在大群体中进行进

一步的筛查。
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GENOME-WIDE ASSOCIATION STUDY OF THERMAL TOLERANCE IN
LARGE YELLOW CROAKER LARIMICHTHYS CROCEA BASED

ON SLAF-SEQ TECHNOLOGY

CHEN Xiao-Ming, LI Jia-Kai, WANG Zhi-Yong, CAI Ming-Yi, HAN Fang and LIU Xian-De
(Key Laboratory of Mariculture for the East China Sea, Ministry of Agriculture; Fisheries College, Jimei University, Xiamen

361021, China)

Abstract: Twenty thermal-tolerant and twenty thermal-sensitive individuals of Larimichthys crocea were sequenced
using specific-locus amplified fragment (SLAF-seq) technology based on Illumina HiSeqTM2500 platform. 419211 SN-
Ps were identified with an average read depth of 10.26× for each sample. Thirty-eight SNPs (P<2.39E–08) signifi-
cantly related with thermal tolerance trait were identified according to association analysis. The SNP locations in large
yellow croaker genome were identified using BLAST program, and functional genes around SNP were annotated.
Twenty-six genes with known functions were discovered around 38 SNPs, which mainly regulate cell transcription,
metabolism and immunity. These results provide basic information to analyze thermal-tolerant molecular mechanism
and develop thermal-tolerant lines of Larimichthys crocea in the future.

Key words: Larimichthys crocea; High temperature; SLAF-seq; SNP marker; GWAS
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