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摘要    由哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)等细菌感染引起的弧菌病对我国大黄鱼(Larimichthys crocea)

的养殖造成了严重危害。通过哈维氏弧菌人工感染大黄鱼建立易感组和抗病组, 采用 PCR扩增和直

接测序法对大黄鱼干扰素刺激基因 ISG15 双拷贝(ISG15-1 和 ISG15-2)进行单核苷酸多态性(SNPs)检

测和分型, 并与其哈维氏弧菌抗性进行关联分析。结果表明, 从大黄鱼 ISG15-1和 ISG15-2基因中分

别筛选到 10个和 4个 SNP位点并进行了成功分型。经统计分析, ISG15-1基因的 186 G/C和 318 C/T

位点以及 ISG15-2基因的 297 G/T位点的基因型频率和等位基因频率在易感群体和抗病群体中均存

在极显著差异, 表明这 3个 SNP位点与大黄鱼哈维氏弧菌抗性显著相关。连锁不平衡分析结果显示, 

ISG15-1的 SNPs可形成 1个单倍块和 11种单倍型, 而 ISG15-2的 SNPs可形成 1个单倍块和 5种单

倍型。其中, ISG15-1基因的单倍型 H2(CCCCGGTACC)、H6(TCCCACTGTC)和 H9(TCCCAGTGCC)

与大黄鱼哈维氏弧菌抗性显著相关; ISG15-2基因的单倍型 H1(CCCG)和 H4(TCCG)与大黄鱼哈维氏

弧菌抗性极显著相关。这些 ISG15-1和 ISG15-2基因的 SNP位点以及单倍型可以作为抗哈维氏弧菌

病大黄鱼选育的候选分子标记。 
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由干扰素(Interferons, IFNs)介导的天然免疫在生

物体抗病毒感染方面发挥重要的作用。当干扰素与细

胞表面的受体结合后, 可以通过 JAK-STAT信号通路

引发级联信号放大反应 , 诱导数以百计的干扰素刺

激基因(Interferon-stimulated genes, ISGs)表达, 进而

发挥抗病毒免疫功能(Schneider et al, 2014)。在众多

已报道的干扰素刺激基因中 , 干扰素刺激基因 15 

(Interferon-stimulated gene 15, ISG15)是最早被报道

的干扰素刺激基因(Blomstrom et al, 1986)。ISG15蛋

白包含 3 个结构域 : 两个串联的泛素样结构域

(ubiquitin-like domain)、短连接序列(short linker)和羧

基端 LRGG基序(LRGG conjugation motif) (Zhang et 

al, 2011)。胞内 ISG15前体蛋白能够通过泛素激活酶

(E1)-泛素结合酶(E2)-泛素连接酶(E3)三酶级联反应

共价结合到靶蛋白上并对靶蛋白进行 ISG 化修饰

(ISGylation) (嵇祝星等 , 2022), 进而发挥抗病毒作

用。另外, ISG15单体蛋白还可以作为细胞因子被淋

巴细胞、单核细胞等分泌到胞外 , 发挥诱导淋巴细

胞增殖和 T淋巴细胞产生干扰素等功能(D’Cunha et 

al, 1996)。 

硬骨鱼类同样具有 ISG15基因。O’Farrell等(2002)

首先从虹鳟(Oncorhynchus mykiss)的白细胞 cDNA文

库中鉴定到了鱼类的 ISG15基因。随后, 学者们相继

对鲫鱼(Carassius auratus) (Liu et al, 2002)、斜带石斑

鱼(Epinephelus coioides) (Huang et al, 2013)、草鱼

(Ctenopharyngodon idella) (Dai et al, 2017)等 10多种
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鱼类的 ISG15基因开展了研究。鱼类的 ISG15同样包

含 3个结构域, 即两个串联的泛素样结构域、短连接

序列和 LRGG基序(Shen et al, 2019)。研究结果表明, 

病毒和细菌感染(Wang et al, 2012)均能够有效诱导鱼

类 ISG15的表达量上调。鱼类的胞内 ISG15蛋白也能

与靶蛋白共价结合进行 ISG化修饰(Liu et al, 2002)。

鱼类 ISG15 单体蛋白也能够作为细胞因子被头肾淋

巴细胞分泌到胞外(Wang et al, 2012)。这些结果有力

地证明鱼类 ISG15 在抗病毒和细菌天然免疫方面发

挥重要的作用。 

大黄鱼 (Larimichthys crocea)隶属于鲈形目

(Perciformes)、石首鱼科(Sciaenidae), 是我国东部沿

海地区最重要的经济养殖鱼类之一(Liu et al, 2008)。

随着大黄鱼养殖规模的迅速扩大以及集约化程度的

不断提高, 各种养殖疾病不断出现且日趋严重(唐嘉

嘉等, 2022)。在细菌性疾病中, 由哈维氏弧菌(Vibrio 

harveyi)等弧菌属细菌感染引起的弧菌病是大黄鱼网

箱养殖过程中最为常见的病害 , 对大黄鱼的养殖造

成严重的危害(徐晓津等, 2010)。随着分子生物学技

术的不断发展 , 越来越多的学者开始开展大黄鱼抗

弧菌感染免疫分子机制方面的研究。近年来, 学者们

先后对大黄鱼溶菌酶 (Zheng et al, 2007)、铁调素

(Hepcidin) (Wang et al, 2009)、Toll样受体(Huang et al, 

2011)等免疫相关基因开展了研究, 探讨了这些基因

在大黄鱼抗弧菌感染免疫方面的功能。关于 ISG15基

因方面, Shen等(2019)首次从大黄鱼中鉴定到了 2个

ISG15 基因拷贝(ISG15-1 和 ISG15-2), 研究结果表明

大黄鱼的 2个 ISG15基因拷贝均在抗病毒和细菌天然

免疫方面发挥作用。 

利用分子标记辅助选择培育高产优质抗逆良种, 

已经成为大黄鱼育种的重要手段之一(王志勇, 2014)。

单核苷酸多态性 (single nucleotide polymorphisms, 

SNPs)作为一种新型的分子遗传标记, 被广泛应用于

动植物的分子遗传选育(王晨阳等, 2019)。目前已经

有相关学者在大黄鱼中开展了与生长(张玉等, 2018)、

抗逆(陈小明等, 2017)、抗病(孙明洁等, 2019)等性状

相关的 SNP 位点挖掘及关联分析工作。这些研究结

果 , 为大黄鱼优质抗逆新品种的遗传选育提供了理

论依据。本研究在前期分子克隆和基因表达基础上, 

进一步对大黄鱼 ISG15-1和 ISG15-2基因的 SNP位点

进行筛选, 开展 ISG15-1 和 ISG15-2 基因多态性与哈

维氏弧菌抗性的相关性分析 , 以期为大黄鱼抗病选

育提供理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  样品采集 

试验所用大黄鱼采自浙江省舟山市水产研究所, 

系该所用良种场保存的大黄鱼亲本繁育的用于增殖

放流的 F1 代苗种。哈维氏弧菌菌株购自中国普通微

生物菌种保藏管理中心, 鱼类致病菌。随机采集 400

尾大黄鱼(体重约 25 g), 暂养于海水温度 25 °C、盐度

25、pH 8.5、持续充气的水族箱中。每天换水 1次, 投

饵 2次, 适应 1周确认大黄鱼健康后开始实验。大黄

鱼抗病和易感群体获得的具体方法参考文献(柴欣等, 

2017), 人工感染哈维氏弧菌的具体方法参考文献

(Shen et al, 2019)。将哈维氏弧菌菌种接种于含有 2% 

NaCl的 LB培养基中,  28 °C培养至对数中期。将菌

液进行离心, 用无菌 PBS洗涤 2次, 重悬制成菌悬液

并调整浓度至 1×107 CFU/mL。取暂养 1周后的健康

大黄鱼 400尾, 腹腔注射 1×107 CFU/mL浓度的菌悬

液(剂量 0.5 mL/100 g鱼体重)。注射 1 d后试验鱼开

始出现死亡个体, 注射 3 d 后死亡个体数不断上升, 

至第 8天死亡个体数达到最大, 随后死亡个体数开始

逐渐下降并趋于稳定, 注射 10 d 以后无死亡个体出

现。注射 10 d 内共死亡大黄鱼 263 尾, 死亡率达到

65.75%。将哈维氏弧菌感染 10 d 内死亡并具有体表

充血溃烂、肝脾肿大等明显病症的大黄鱼个体作为易

感组, 感染 10 d后仍然存活的个体作为抗病组。分别

采集易感组(100尾)和抗病组(100尾)个体的肌肉组织

放入无水乙醇中, 保存于–20 °C冰箱备用。 

1.2  基因组 DNA提取 

利用天根生化科技(北京)有限公司的血液/细胞/

组织基因组 DNA 提取试剂盒提取肌肉组织的基因组

DNA。每尾个体取约 30 mg肌肉组织, 根据试剂盒说

明书步骤进行基因组 DNA 提取, 提取过程中注意避

免基因组 DNA 污染。利用 1%的琼脂糖凝胶电泳检

测基因组 DNA 提取质量。提取好的基因组 DNA 样

品保存于–20 °C冰箱备用。 

1.3  ISG15-1和 ISG15-2基因 SNP位点的筛选 

从 GenBank 数据库下载大黄鱼 ISG15-1 和

ISG15-2 基因的基因组序列(序列号: NC_040013), 

选取 ISG15-1和 ISG15-2基因的 5’和 3’侧翼序列, 

利用 Primer premier 5 软件设计 2对 PCR扩增引

物(表 1)。从易感组和抗病组中分别随机选择 10

尾大黄鱼个体 , 以基因组 DNA 为模板 , 对

ISG15-1 和 ISG15-2 基因进行 PCR 扩增。PCR 反
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应体系为 20 μL, 包括: 10 μL Premix TaqTM DNA

聚合酶(TaKaRa), 0.4 μL上游引物(10 μmol/L), 0.4 

μL 下游引物(10 μmol/L), 0.4 μL 基因组 DNA (50 

ng/μL)以及 8.8 μL ddH2O。PCR反应条件: 95 °C预

变性 5 min, 32个扩增循环(95 °C变性 30 s, 56 °C

退火 30 s, 72 °C延伸 40 s), 最后 72 °C延伸 10 

min。取少量 PCR产物利用 1%琼脂糖凝胶电泳进

行 PCR产物确认, 最后将 PCR产物送测序公司进

行测序。利用 MEGA4 软件对扩增产物的测序结

果进行比对, 筛选出等位基因频率大于 20%的位

点作为候选 SNP位点(柴欣等, 2017)。对筛选到的

SNP 位点进行统计, 并参考 ISG15 蛋白的功能结

构域(Shen et al, 2019), 对 SNP位点进行功能结构

域定位分析。 

表 1  大黄鱼 ISG15-1 和 ISG15-2 基因多态性检测引物 
Tab.1  Primers used for polymorphism detection of ISG15-1 and ISG15-2 genes of L. crocea 

基因名称 引物名称 引物序列(5’~3’) 产物长度/bp 

ISG15-1 ISG15-1-gDNA-F TTCTTCTTGACTTATTTTAATCTCAT 556 

 ISG15-1-gDNA-R TGTACAGTTCATTAACTTGCTGAC  

ISG15-2 ISG15-2-gDNA-F TTCTTTTTGACTTATTTGAATCTCAT 545 

 ISG15-2-gDNA-R TGTAAAGTATACTATTTTATCTTTCTGACA  

 
1.4  ISG15-1和 ISG15-2基因 SNP位点分型 

根据筛选到的 ISG15-1和 ISG15-2基因 SNP位点, 

利用上述两对引物分别对易感组和抗病组大黄鱼个

体的 ISG15-1和 ISG15-2基因序列进行 PCR扩增和直

接测序。利用 DNAStar软件包中的 SeqMan软件对测

序结果和测序峰图进行分析, 纯合型 SNP 的测序峰

图为单一峰型, 而杂合型 SNP的测序峰图为双峰。通

过测序峰图分析, 对 ISG15-1和 ISG15-2基因的 SNP

位点进行分型。 

1.5  SNP位点多态性与哈维氏弧菌抗性的关联性分析 

对分型成功的 ISG15-1 和 ISG15-2 基因的 SNP

位点在易感组和抗病组中的基因型频率、等位基因频

率等进行统计, 利用 SPSS19.0 软件进行卡方检验(χ2 

test), 对大黄鱼 ISG15-1和 ISG15-2基因 SNP多态性

与哈维氏弧菌抗性的关联性开展分析。 

1.6  基因单倍型与哈维氏弧菌抗性的关联性分析 

利用 SHEsis 在线分析软件(http://analysis.bio-x. 

cn/myAnalysis.php)对 ISG15-1和 ISG15-2基因的 SNP

位点分别进行连锁不平衡(linkage disequilibrium)分

析和单倍型(haplotype)分析。利用卡方检验对 ISG15-1

和 ISG15-2基因的单倍型与哈维氏弧菌抗性的关联性

进行分析。 

2  结果 

2.1  ISG15-1和 ISG15-2基因 SNP位点筛选 

本研究通过对 10尾易感组和 10尾抗病组大黄鱼

个体的 ISG15-1 和 ISG15-2 基因编码序列分别进行

PCR 扩增, 利用直接测序法检测分析, 在 480 bp 的

ISG15-1基因(图 1a, 1b)和 468 bp的 ISG15-2基因(图

1a, 1b)编码序列上分别筛选到 10个和 4个 SNP位点

(表 2)。在 ISG15-1基因的 10个 SNP位点中, 186 G/C

和 209 G/T属于碱基颠换(表 2), 其余 8个 SNP位点

属于碱基转换(表 2)。ISG15-1 基因上的 4 个 SNP 位

点(83 C/T、181 A/G、186 G/C和 209 G/T)引起氨基酸

发生改变, 属于非同义替代(Nonsynonymous substitution); 

其余 6个 SNP位点未引起氨基酸改变, 属于同义替代

(Synonymous substitution) (表 2)。在 ISG15-2的 4个

SNP 位点中, 1 个 SNP 位点(297 G/T)属于碱基颠换, 

其余 3个位点均属于碱基转换(表 2)。ISG15-2基因的

2个 SNP位点(83 C/T和 170 C/T)属于非同义替代; 而

165 C/T和 297 G/T位点均属于同义突变(表 2)。 

经功能结构域定位分析发现 , 这些筛选到的

SNP位点均位于 ISG15-1和 ISG15-2蛋白的泛素样结

构域(图 1c)。在 ISG15-1的 10个 SNP位点中, 7个位 
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图 1  SNP位点在 ISG15-1和 ISG15-2基因编码区的分布 
Fig.1  The distribution of SNPs in the coding regions of ISG15-1 and ISG15-2 genes 

注: a. 大黄鱼 ISG15-1和 ISG15-2基因结构图。外显子用黑色方框表示, 内含子用黑色直线表示。NCBI基因组序列的序列号为

NC_040013。b. 大黄鱼 ISG15-1和 ISG15-2蛋白氨基酸序列比对。c. SNP位点在 ISG15-1和 ISG15-2编码区的分布。泛素样结构域

(Ubiquitin-like domain, UBL)用蓝色标记, 连接序列(Linker)用红色标记, 泛素共轭基序(Ubiquitin conjugation motif)用橙色标记 

 
表 2  大黄鱼 ISG15-1 和 ISG15-2 基因 SNP 位点信息 

Tab.2  Information of SNPs in ISG15-1 and ISG15-2 genes of 
L. crocea 

基因名称 位点 
同义替代/

非同义替代
氨基酸变化 转换/颠换

ISG15-1 83 C/T N 28 Thr/Met 转换 

 156 C/T S - 转换 

 165 C/T S - 转换 

 171 C/T S - 转换 

 181 A/G N 61 Ser/Gly 转换 

 186 G/C N 62 Glu/Asp 颠换 

 209 G/T N 70 Arg/Leu 颠换 

 249 A/G S - 转换 

 312 C/T S - 转换 

 318 C/T S - 转换 

ISG15-2 83 C/T N 28 Thr/Met 转换 

 165 C/T S - 转换 

 170 C/T N 57 Ser/Phe 转换 

 297 G/T S - 颠换 

注: S表示同义替代, N表示非同义替代 
 

点(83 C/T、156 C/T、165 C/T、171 C/T、181 A/G、

186 G/C和 209 G/T)位于第 1个泛素样结构域上, 而 3

个位点(249 A/G、312 C/T和 318 C/T)则位于第 2个

泛素样结构域上(图 1c)。在 ISG15-2的 4个 SNP位点

中, 3个位点(83 C/T、165 C/T和 170 C/T)位于第 1个

泛素样结构域上, 而 297 G/T位点则位于第 2个泛素

样结构域上(图 1c)。 

2.2  ISG15-1 和 ISG15-2 基因 SNP 位点多态性与哈

维氏弧菌抗性的关联分析 

本研究对易感组和抗病组大黄鱼个体的 ISG15-1

和 ISG15-2基因 SNP位点序列进行 PCR扩增和直接

测序。通过核苷酸比对和测序峰图分析 , 成功对

ISG15-1的 10个 SNP位点和 ISG15-2的 4个 SNP位

点进行了分型(以 ISG15-1 基因的 181 A/G 位点和

ISG15-2基因的 297 G/T位点的测序峰图为例, 图 2)。 

 

图 2  大黄鱼 ISG15-1和 ISG15-2基因测序峰图序列分析 
Fig.2  The sequencing chromatograms of ISG15-1 and ISG15-2 

genes of L. crocea 
注: a. ISG15-1基因 186 G/C位点测序峰图; b. ISG15-2基因 297 

G/T位点测序峰图。SNP位点用箭头表示 
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对分型成功的 ISG15-1 基因 10 个 SNP 位点和

ISG15-2基因 4个 SNP位点在 100尾易感群体和 100

尾抗病群体中的基因型频率和等位基因频率进行了

统计, 结果如表 3 和表 4 所示。利用 SPSS19.0 软件

进行卡方检验发现, ISG15-1 基因的 186 G/C 和 318 

C/T这 2个位点的基因型频率和等位基因频率在易感

群体和抗病群体中均存在极显著差异(P<0.01, 表 3)。

ISG15-1基因的 181 A/G、209 G/T和 312 C/T这 3个

位点的基因型频率和等位基因频率在易感群体和抗

病群体中均存在显著差异(P<0.05, 表 3)。ISG15-1基

因 156 C/T和 249 A/G位点的等位基因频率在易感群

体和抗病群体中差异显著(P值分别为 0.041和 0.031, 

表 3), 但这 2个 SNP位点的基因型频率在易感群体和

抗病群体中差异均不显著(P值分别为 0.128和 0.073, 

表 3)。对于 ISG15-2基因, 经卡方检验发现, 165 C/T

位点的基因型频率和等位基因频率在易感群体和抗

病群体中差异显著(P值分别为 0.021和 0.003, 表 4), 

297 G/T位点的基因型频率和等位基因频率在易感群

体和抗病群体中差异极显著 (P<0.01, 表 4)。但是

ISG15-2基因的 83 C/T和 170 C/T这 2个位点的基因

型频率和等位基因频率在易感群体和抗病群体中的

差异均不显著(P>0.05, 表 4)。 

表 3  大黄鱼 ISG15-1 基因 SNP 位点在易感群体和抗病群体中的频率分布 
Tab.3  The SNP distribution of L. crocea ISG15-1 gene in the susceptible and resistant groups 

位点 基因型 
SI数目及占比 

/% 
RI数目及占比

/% 
χ2 

(P-value) 
等位基因 

SI数目及占比 
/% 

RI数目及占比 
/% 

χ2 
(P-value) 

83 C/T CC 17 (17.0) 14 (14.0) 2.001 C 72 (36.0) 59 (29.5) 1.918 

 TT 45 (45.0) 55 (55.0) (0.368) T 128 (64.0) 141 (70.5) (0.166) 

 CT 38 (38.0) 31 (31.0)      

156 C/T CC 31 (31.0) 43 (43.0) 4.116 C 111 (55.5) 131 (65.5) 4.185 

 TT 20 (20.0) 12 (12.0) (0.128) T 89 (44.5) 69 (34.5) (0.041*) 

 CT 49 (49.0) 45 (45.0)      

165 C/T CC 81 (81.0) 87 (87.0) 1.500 C 179 (89.5) 185 (92.5) 1.099 

 TT 2 (2.0) 2 (2.0) (0.472) T 21 (10.5) 15 (7.5) (0.294) 

 CT 17 (17.0) 11 (11.0)      

171 C/T CC 84 (84.0) 87 (87.0) 0.413 C 182 (92.5) 185 (91.0) 0.297 

 TT 2 (2.0) 2 (2.0) (0.814) T 18 (9.0) 15 (7.5) (0.586) 

 CT 14 (14.0) 11 (11.0)      

181 A/G AA 60 (60.0) 78 (78.0) 7.584 A 146 (73.0) 170 (85.0) 8.679 

 GG 14 (14.0) 8 (8.0) (0.023*) G 54 (27.0) 30 (15.0) (0.003**) 

 AG 26 (26.0) 14 (14.0)      

186 G/C GG 50 (50.0) 26 (26.0) 12.962 G 138 (69.0) 113 (56.5) 6.685 

 CC 12 (12.0) 13 (13.0) (0.002**) C 62 (31.0) 87 (43.5) (0.009**) 

 GC 38 (38.0) 61 (61.0)      

209 G/T GG 33 (33.0) 18 (18.0) 6.922 G 119 (59.5) 95 (47.5) 5.788 

 TT 14 (14.0) 23 (23.0) (0.031*) T 81 (40.5) 105 (52.5) (0.016*) 

 GT 53 (53.0) 59 (59.0)      

249 A/G AA 21 (21.0) 16 (16.0) 5.224 A 86 (43.0) 65 (32.5) 4.692 

 GG 35 (35.0) 51 (51.0) (0.073) G 114 (57.0) 135 (67.5) (0.031*) 

 AG 44 (44.0) 33 (35.0)      

312 C/T CC 59 (59.0) 37 (37.0) 10.208 C 148 (74.0) 124 (62.0) 6.618 

 TT 11 (11.0) 13 (13.0) (0.006**) T 52 (26.0) 76 (38.0) (0.011*) 

 CT 30 (30.0) 50 (50.0)      

318 C/T CC 81 (81.0) 95 (95.0) 9.281 C 181 (90.5) 195 (97.5) 8.688 

 TT 0 (0) 0 (0) (0.002**) T 19 (9.5) 5 (2.5) (0.003**) 

 CT 19 (19.0) 5 (5.0)      

注: SI表示易感个体(susceptible individuals), RI表示抗病个体(resistant individuals), 数据表示个体数量及其在群体中所占百分比; *表示差异

显著(P<0.05), **表示差异极显著(P<0.01)。下同 
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表 4  大黄鱼 ISG15-2 基因 SNP 位点在易感群体和抗病群体中的频率分布 
Tab.4  The SNP distribution of L. crocea ISG15-2 gene in the susceptible and resistant groups 

位点 基因型 
SI数目及占比 

/% 
RI数目及占比

/% 
χ2 

(P-value) 
等位基因 SI数目及占比

/% 
RI数目及占比

/% 
χ2 

(P-value) 

83 C/T CC 37 (37.0) 34 (34.0) 0.197 C 115 (57.5) 111 (55.5) 0.163 

 TT 22 (22.0) 23 (23.0) (0.906) T 85 (42.5) 89 (44.5) (0.687) 

 CT 41 (41.0) 43 (43.0)      

165 C/T CC 83 (83.0) 95 (95.0) 7.809 C 181 (90.5) 195 (97.5) 8.688 

 TT 2 (2.0) 0 (0) (0.021*) T 19 (9.5) 5 (2.5) (0.003**) 

 CT 15 (15) 5 (5)      

170 C/T CC 94 (94.0) 98 (98.0) 2.083 C 194 (97.0) 198 (99.0) 2.041 

 TT 0 (0) 0 (0) (0.149) T 6 (3.0) 2 (1.0) (0.153) 

 CT 6 (6.0) 2 (2.0)      

297 G/T GG 18 (18.0) 48 (48.0) 20.689 G 79 (39.5) 126 (63.0) 22.104 

 TT 39 (39.0) 22 (22.0) (0.000**) T 121 (60.5) 74 (37.0) (0.000**) 

 GT 43 (43.0) 30 (30.0)      

 
2.3  ISG15-1和 ISG15-2基因单倍型与哈维氏弧菌抗

性的关联分析 

利用 SHEsis 软件对 ISG15-1 和 ISG15-2 基因的

SNP位点进行了连锁不平衡分析, 结果如图 3所示。

ISG15-1 的 10 个 SNP 位点间均存在不同程度的连锁

不平衡(图 3a), 形成 1个连锁不平衡单倍块(Block 1)

和 11种单倍型(表 5)。其中, 单倍型H3 (CCCCGGTACT)

和 H5 (CTCCGCGACC)与大黄鱼哈维氏弧菌易感性

状极显著相关(P<0.01, 表 5); 单倍型 H2 (CCCCGG 

TACC)、H6 (TCCCACTGTC)和 H9 (TCCCAGTGCC)

与大黄鱼哈维氏弧菌抗病性状显著相关 (P<0.05, 

表 5)。而 ISG15-2 的 4 个 SNP 位点间同样存在不同

程度的连锁不平衡(图 3b), 形成 1 个连锁不平衡单

倍块(Block 1)和 5 种单倍型(表 6)。其中 , 单倍型

H1 (CCCG)和 H4 (TCCG)与大黄鱼哈维氏弧菌抗病

性状极显著相关(P<0.01, 表 6); 单倍型 H2 (CCCT)

与大黄鱼哈维氏弧菌易感性状极显著相关(P<0.01, 

表 6)。  

 

图 3  大黄鱼 ISG15-1和 ISG15-2基因 SNP位点连锁不平衡分析 
Fig.3  The linkage disequilibrium analyses of SNPs in ISG15-1 and ISG15-2 genes of L. crocea 

注: a. ISG15-1基因 SNP位点连锁不平衡分析, b. ISG15-2基因 SNP位点连锁不平衡分析。方块中的数值为连锁不平衡系数(D’, 单位: %), 

白色(D’=0), 粉色(0<D’<1), 红色(D’=1) 
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表 5  大黄鱼 ISG15-1 基因单倍型在易感群体和抗性群体中的分布 
Tab.5  The distribution of L. crocea ISG15-1 haplotypes in the susceptible and resistance groups 

单倍块 单倍型 SI数目及占比/% RI数目及占比/% χ2 P-value 

H1: CCCCAGTACC 3 (1.5) 6.29 (3.1) 1.313 0.252 

H2: CCCCGGTACC 2.25 (1.1) 9 (4.5) 4.415 0.036* 

H3: CCCCGGTACT 19 (9.5) 3.14 (1.6) 11.574 0.000** 

H4: CTCCAGGGCC 16 (8.0) 12.47 (6.2) 0.359 0.549 

H5: CTCCGCGACC 25 (12.5) 9.95 (5.0) 6.663 0.009** 

H6: TCCCACTGTC 32 (16.0) 58.92 (29.5) 12.005 0.000** 

H7: TCCCAGGACC 20.73 (10.4) 14.01 (7.0) 1.208 0.272 

H8: TCCCAGGGCC 26.94 (13.5) 18.82 (9.4) 1.365 0.243 

H9: TCCCAGTGCC 0.06 (0) 6 (3.0) 5.309 0.021* 

H10: TTCCAGTGTC 14.93 (7.5) 12 (6.0) 0.249 0.618 

Block 1 

H11: TTTTAGGGCC 18 (9.0) 15 (7.5) 0.202 0.653 

 

表 6  大黄鱼 ISG15-2 基因单倍型在易感群体和抗性群体中的分布 
Tab.6  The distribution of L. crocea ISG15-2 haplotypes in the susceptible and resistance groups 

单倍块 单倍型 SI数目及占比/% RI数目及占比/% χ2 P-value 

H1: CCCG 45.63 (22.8) 72.98 (36.5) 7.750 0.005** 

H2: CCCT 56.55 (28.3) 31.07 (15.5) 10.754 0.001** 

H3: CTCT 12.77 (6.4) 5 (2.5) 3.855 0.050 

H4: TCCG 27.37 (13.7) 53.02 (26.5) 9.212 0.002** 

Block 1 

H5: TCCT 48.86 (24.4) 35.93 (18.0) 3.132 0.077 

 

3  讨论 

研究表明干扰素刺激基因 ISG15 在硬骨鱼类抗

病毒和细菌天然免疫方面发挥非常重要的作用(Wang 

et al, 2012; Huang et al, 2013)。我们的前期研究发现, 

ISG15-1 和 ISG15-2 同样参与了大黄鱼抗细菌感染天

然免疫反应(Shen et al, 2019)。然而 , 关于大黄鱼

ISG15 基因 SNP 位点挖掘及与抗病性状关联分析的

研究 , 目前国内外尚未见报道。本研究从大黄鱼

ISG15-1和 ISG15-2基因编码序列上分别筛选到 10个

和 4个 SNP位点, 分别占 ISG15-1和 ISG15-2编码序

列总碱基的 2.08%和 0.85%。以上结果表明, 大黄鱼

ISG15 基因(尤其是 ISG15-2 基因拷贝)的编码序列多

态性较低。这可能与 ISG15基因较高的进化保守性有

关, 因为不同硬骨鱼类 ISG15基因的序列同源相似性

非常高(Huang et al, 2013)。另外, 大黄鱼 ISG15-1基

因上筛选到的 SNP位点数量多于 ISG15-2基因, 表明

ISG15-1 基因编码序列多态性高于 ISG15-2 基因。这

可能与 ISG15-1和 ISG15-2基因在进化过程中受到的

选择压力不同有关。相关生物信息学研究的证据表明, 

强烈的选择压力会导致基因的遗传多态性降低

(Metzger et al, 2015)。对大黄鱼 ISG15-1和 ISG15-2

基因开展的分子进化分析结果显示, ISG15-2 基因拷

贝受到了强烈的正选择作用并发生了适应性进化

(Shen et al, 2019)。另外, 有报道指出大多数 SNP位

点通常位于对蛋白质无直接影响的基因组非编码区

域, 而基因编码区域的 SNP位点往往比较少(Syvänen, 

2001)。对动植物基因组开展的 SNPs研究也发现, 非

编码区域 SNP位点的频率大于编码区域(Ching et al, 

2002; Zhao et al, 2003)。柴欣等 (2017)从团头鲂

(Megalobrama amblycephala) MHC IIα基因上总共筛

选到 35 个 SNP 位点, 仅有 13 个位于该基因的编码

区。陈校辉等(2013)从黄颡鱼(Pelteobagrus fulvidraco) 

MSTN基因上筛选到 8个 SNP位点, 其中只有 1个位

点位于该基因的编码区。孙千惠等(2019)从团头鲂的

hepcidin基因上只筛选到了 2个 SNP位点, 且均位于

非编码区域。因此, 今后可以对大黄鱼 ISG15-1 和

ISG15-2 基因的非编码序列开展遗传多态性研究, 以

期能筛选到更多的 SNP位点。 

通过对筛选到的 SNP 位点进行分型并开展哈维

氏弧菌抗性关联分析发现, 大黄鱼 ISG15-1 基因 186 

G/C和 318 C/T位点的基因型频率以及等位基因频率
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在易感群体和抗病群体中均存在极显著差异

(P<0.01)。其中, 186 G/C位点的 GG基因型在易感群

体中为优势基因型(50.0%), GC 基因型在抗病群体中

为优势基因型(61.0%); 318 C/T 位点的 CT 基因型在

易感群体中为优势基因型(19.0%), CC 基因型在抗病

群体中为优势基因型(95.0%) (表 3)。这些结果表明, 

大黄鱼 ISG15-1基因 186 G/C位点的 GC基因型以及

318 C/T位点的 CC基因型与大黄鱼抗哈维氏弧菌感

染呈显著相关性。大黄鱼 ISG15-2基因 297 G/T位点

的基因型频率和等位基因频率在易感群体和抗病群

体中均存在极显著差异(P<0.01), GT基因型在易感群

体中为优势基因型(43.0%), GG基因型在抗病群体中

为优势基因型(48.0%) (表 4)。该结果表明, 大黄鱼

ISG15-2基因 297 G/T位点的 GG基因型与大黄鱼抗

哈维氏弧菌感染呈显著相关性。 

对 ISG15-1和 ISG15-2基因的 SNP位点开展连锁

不平衡分析发现, ISG15-1 的 10 个 SNP 位点间以及

ISG15-2的 4个 SNP位点间均存在不同程度的连锁不

平衡(图 3)。对尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)的

IPS-1 基因开展 SNP 筛选及抗性关联分析发现, 从尼

罗罗非鱼 IPS-1基因上筛选到的 SNP位点间同样存在

大量的连锁不平衡(高风英等, 2018)。对吉富尼罗罗

非鱼(O. niloticus, GIFT) Ikaros基因 5’调控区序列开

展的 SNP 位点挖掘及抗病性状关联分析表明 , 从

Ikaros 基因上筛选到的 SNP 位点间也存在大量的连

锁不平衡, 其中 2 个 SNP 位点处于完全连锁状态(陈

昆平等, 2018)。而对草鱼的 TLR22 基因开展的遗传

多态性研究发现, 草鱼 TLR22 基因的 5 个 SNP 位点

间也存在不同程度的连锁不平衡(Su et al, 2012)。本

研究通过连锁不平衡分析, 在大黄鱼 ISG15-1中发现了与

哈维氏弧菌易感性状极显著相关的单倍型 H3 

(CCCCGGTACT)和H5 (CTCCGCGACC)以及与抗哈维氏

弧菌感染性状显著相关的单倍型H2 (CCCCGGTACC)、

H6 (TCCCACTGTC)和 H9 (TCCCAGTGCC); 同时在

大黄鱼 ISG15-2中发现了与抗哈维氏弧菌感染性状极

显著相关的单倍型 H1 (CCCG)和 H4 (TCCG)以及与

哈维氏弧菌易感性状极显著相关的单倍型 H2 

(CCCT)。本研究筛选到的抗病 SNP 位点 (特别是

ISG15-1 的 186 G/C 和 318 C/T 以及 ISG15-2 的 297 

G/T)和单倍型(ISG15-1的 H2、H6和 H9以及 ISG15-2

的 H1和 H4)可作为大黄鱼分子育种的候选分子标记, 

为抗哈维氏弧菌病大黄鱼品系的遗传选育提供理论

基础。 

4  结论 

本研究从大黄鱼 ISG15-1和 ISG15-2基因中分别

筛选到 10个和 4个 SNP位点并进行了成功分型。其

中, ISG15-1 基因的 186 G/C 和 318 C/T 位点以及

ISG15-2基因的 297 G/T位点与大黄鱼哈维氏弧菌抗

性呈极显著相关。通过开展连锁不平衡分析发现 , 

ISG15-1 基因的 10 个 SNP 位点间以及 ISG15-2 基因

的 4 个 SNP 位点间均存在不同程度的连锁不平衡。

其中, ISG15-1基因的单倍型 H2 (CCCCGGTACC)、

H6 (TCCCACTGTC)和 H9 (TCCCAGTGCC)与大黄鱼

哈维氏弧菌抗性显著相关; ISG15-2基因的单倍型 H1 

(CCCG)和 H4 (TCCG)与大黄鱼哈维氏弧菌抗性极显

著相关。这些 ISG15-1和 ISG15-2基因的 SNP位点以

及单倍型可以作为抗哈维氏弧菌病大黄鱼选育的候

选分子标记。 
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SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS AND ITS ASSOCIATION WITH DISEASE 
RESISTANT TRAIT OF ISG15 GENES IN LARIMICHTHYS CROCEA 

LI Feng-Xin1,  YIN Xiao-Long2,  LU De-Zheng1,  LIU Cheng1,  ZHANG Jian-She1,  SHEN Bin1 
(1. National Engineering Research Center of Marine Facilities Aquaculture, Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, China;  

2. Zhoushan Fisheries Research Institute of Zhejiang Province, Zhoushan 316111, China) 

Abstract    Individuals of large yellow croaker (Larimichthys crocea) were infected by bacterial Vibrio harveyi, from 

which susceptible and resistant ones were grouped. The single nucleotide polymorphisms (SNPs) of interferon-stimulated 

gene ISG15 copies (ISG15-1 and ISG15-2) in large yellow croaker were screened and genotyped by PCR amplification and 

direct DNA sequencing, and the association of SNPs with the resistance of large yellow croaker to V. harveyi was analyzed. 

Results show that, 10 and 4 SNPs were screed and successfully genotyped from the ISG15-1 and ISG15-2 gene, 

respectively. The statistical analyses showed that the differences of genotype and allele frequencies of 186 G/C and 318 

C/T in ISG15-1 gene and 297 G/T in ISG15-2 gene were extremely significant between the susceptible and resistant groups, 

indicating that the three SNPs were significantly associated with the resistance of large yellow croaker to V. harveyi 

infection. In addition, the linkage disequilibrium analyses showed that the 10 SNPs of ISG15-1 gene formed 1 haplotype 

block and 11 haplotypes, and the 4 SNPs of ISG15-2 gene formed 1 haplotype and 5 haplotypes. Thereinto, haplotypes of 

H2 (CCCCGGTACC), H6 (TCCCACTGTC), and H9 (TCCCAGTGCC) of ISG15-1 gene, and haplotypes of H1 (CCCG) 

and H4 (TCCG) of ISG15-2 gene were all significantly associated with the resistance of large yellow croaker to V. harveyi 

infection. These SNPs and haplotypes of ISG15-1 and ISG15-2 genes could be used as candidate molecular markers for 

selective breeding of disease resistant varieties of large yellow croaker. 

Key words    Larimichthys crocea;  interferon-stimulated gene ISG15;  single nucleotide polymorphism;  Vibrio 

harveyi 

 


