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摘要　用嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)感染团头鲂(Megalobramaamblycephala)区分抗病和易

感组,通过PCR扩增及测序在 MHCⅡα 基因上筛选单核苷酸多态位点(singlenucleotidepolymorphisms,

SNP),利用高分辨率熔解曲线法和限制性内切酶酶切法对SNP进行分型,分析其多态性及与抗病性状之间的

关系.在 MHCⅡa基因上共筛选出３５个候选SNP位点,占 MHCⅡa 基因总碱基的１．４５％,包含３０个转换

位点、５个颠换位点.其中外显子部分有１６个,内含子部分７个,５′非编码区有１个,３′非编码区有１１个.有

１３个SNP位点位于编码区,占总氨基酸位点的５．５６％,位于８３９bp的T/A颠换和１６６３bp的 A/G转换是无义

突变,其余１１个SNP位点为有义突变.α１结构域的 SNP位点分别占总碱基和总氨基酸位点的４．８８％和

１０．９８％,明显高于α２结构域的１．０８％和３．２２％.MHCⅡα 基因的２１个抗原结合位点(peptidebindingregion,

PBR)中,有４个位点变异,变异率为１９．０５％;而nonＧPBR的变异率仅为８．２０％(５/６１).用SPSS软件对分型成

功的５个SNP位点在易感和抗病组各１００尾中的基因型频率和等位基因频率进行了统计.通过卡方检验分析

发现位于１３９５bp(T/A)位点的基因型频率和等位基因频率在易感和抗病组中差异极显著,位于２２１bp(G/T)

和１８５９bp(G/T)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.本研究结果表明团头鲂

MHCⅡα基因的多态性和抗细菌性败血症性状显著关联.
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　　主要组织相容性复合体(majorhistocompatiＧ
bilitycomplex,MHC)是与免疫应答相关的基因

群,其多态性极为丰富[１],各种细胞表面都存在它的

表达产物,对机体免疫调控有非常重要的意义[２],它
编码的糖蛋白广泛参与调控动物机体免疫应答[３Ｇ４].

MHC 多态性比较高,MHCⅡ 类基因是其中多态

性最高的,也是大家公认的抗病育种标记基因.研

究鱼类MHC 基因多态性,将其与抗病性状进行关

联,对于了解鱼类抗病基因的表达和调控规律具有

重要意义[２].研究鱼类 MHC 基因多态性,寻找抗

病相关SNP位点,是分子标记辅助抗病育种的重要

方法[５].Sheila等[６]于１９５６年发现 MHC 的存在,

Hashimoto等[７]于１９９０年首次分离出鲤(CypriＧ
nuscarpio)的部分 MHC 序列,此后的２０多年,国
内外学者对斑马鱼(Daniorerio)[８]等几十种鱼类

的MHC 基因进行了研究.早期研究比较偏重于鱼

类MHC 基因基本分子结构和表达调控等方面,而
近期,MHC 基因的多态性和鱼体抗病性状关联分

析方面的研究越来越多,MHC 在鱼类抗病分子育

种中的研究也在国内外开展起来[９].
团头鲂(Megalobramaamblycephala)是我国

非常重要的养殖品种[１０],其在养殖过程中受细菌性

败血症危害比较严重[１１].该病是危害重、殃及鱼类

品种多、死亡率非常高的暴发性流行病,主要由嗜水

气单胞菌(Aeromonashydrophila)引起,给我国的

水产养殖业造成了十分严重的经济损失,目前尚无

有效的治疗方法.培育鱼类抗病新品种,可望从根

本上解决病害问题.本研究以团头鲂为对象,人工

感染嗜水气单胞菌区分抗病和易感群体,利用高分

辨率熔解曲线法和限制性内切酶酶切法对团头鲂
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MHCⅡα基因抗病相关的SNP位点进行分型,将
该基因的多态性与抗病性状进行关联分析,以期为

团头鲂抗病分子育种提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

试验所用团头鲂采自湖北百容水产良种有限公

司团 头 鲂 良 种 场,采 用 １ 龄 鱼 进 行 试 验,全 长

(１５．０±１．３)cm,体质量(７１．７±１９．２)g,嗜水气单

胞菌由华中农业大学水产学院疾病组提供.团头鲂

抗病和易感群体获得的具体方法参照文献[１２],对

１４８２尾试验鱼进行腹腔注射感染嗜水气单胞菌

(１．０×１０７cfu/mL),每尾注射０．１mL.注射６h之

后试验鱼出现死亡个体,注射４８h内死亡个体数不

断上升,４８h后逐渐趋于稳定,５d后共死亡９２４
尾,死亡率达６２．３％.将１２h内死亡并有充血、腹
腔积水、内脏溃烂等明显病症的个体作为易感组,

５d后仍存活的个体作为抗病组.对于易感个体,根
据死亡先后顺序编号;对于抗病个体,依次编号.分

别采集易感组和抗病组个体的鳍条(各１００尾),放
入无水乙醇中保存,于－２０℃冰箱中保存备用.

试验所用的PCR引物由武汉擎科创新生物科

技有限公司提供;试验用酶及相关试剂由大连宝生

物工程有限公司生产提供;PCR 仪为appliedbioＧ

systemsProFlex型.
1.2　基因组 DNA 提取

参照 Paabo等[１３]的方法,使用酚Ｇ氯仿法提取

鳍条样品基因组 DNA.用 １％ 琼脂糖凝胶电泳

(１×TBE５V/cm)检测提取的 DNA,用分光光度计

检测DNA的浓度.把全部样品质量浓度稀释至３０
ng/μL于－２０℃保存备用.
1.3　 MHCⅡ a 基因 SNP 位点的获得

在易感和抗病组中各随机选择５尾鱼的 DNA
为模板,在团头鲂基因组序列(未发表数据)中查找

获得MHCⅡ基因序列,用Primerpremier５．０软件

设计引物(MHCⅡaSense３和 MHCⅡa AntiＧ
Sense３)(见表１),对１０个模板的 MHCⅡa 基因

进行扩增.扩增体系:１０．５μLPCRＧGradeWater,
正反引物各０．７５μL,１２．５μL MaxDNApolymerＧ
ase,０．５μLDNA 模板,共２５μL.反应条件:９５℃
变性１０s,５８℃ 退火５s,７２℃ 延伸５s,３５个循环.
把扩增产物送武汉擎科创新生物科技有限公司纯化

测序.用Clustalw２在线软件(http://www．ebi．ac．
uk/Tools/msa/clustalw２/)对测序结果进行比对,
筛选出等位基因频率大于２０％ 的位点作为候选

SNP位点.对得到的团头鲂 MHCⅡa 基因 DNA
序列和 mRNA 序列进行比对分析,绘制团头鲂

MHCⅡa 基因结构图.
表１　MHCⅡa 基因扩增和分型所用引物

Table１　PrimersusedforMHCⅡageneamplificationandgenotyping

引物名称

Primername
序列(５′Ｇ３′)

Sequence(５′Ｇ３′)
扩增目的

Purposeofamplification
产物大小/bp
Productsize

MHCⅡaSense３
MHCⅡaAntiＧSense３

TGTTCCCTATACTAAAGTGTTACCG
AGCCAACTGTCTAGCCATC

特异性基因片段扩增

Specificgeneamplification
２４０９

MHCⅡaSensem１
MHCⅡaAntiＧSensem１

GATGGAGAGGAAGTGTGGCA
CAGCCCCAGAGACAGACCC

用于９７４bp(A/C)位点酶切分型

GenotypingofSNP９７４bp(A/C)
byrestrictionenzymedigestion

８７６

MHCⅡaSensem２
MHCⅡaAntiＧSensem２

GGAGTGGGTCTGTCTCTGGG
GCAAAAGTCGTGGGTTCG

用于１８５９bp(G/T)位点和

２０７４bp(G/T)位点酶切分型

GenotypingofSNP１８５９bp(G/T)and
２０７４bp(G/T)byrestrictionenzymedigestion

１０１０

MHCⅡaSenseaＧ５
MHCⅡaAntiＧSenseaＧ５

TGATTGGTTGAGGGGATTATGA
CAAATCTTTTCAAGCCACAGTCA

用于２２１bp(A/G)位点 HRM 分型

GenotypingofSNP２２１bp(A/G)byHRM
３０６

MHCⅡaSensebＧ３
MHCⅡaAntiＧSensebＧ３

GTGGAGGGAGACATTTTCAGC
ACACTGGGCACAGCAACATC

用于１３９５bp(T/A)位点 HRM 分型

GenotypingofSNP１３９５bp(T/A)byHRM
２６９

1.4　序列分析

使用 NCBI 网 站 中 的 Blast 功 能 对 团 头 鲂

MHCⅡa 基因蛋白质及核苷酸序列的同源性进行

检索,把团头鲂与其他物种 MHCⅡa 基因的蛋白

质序列进行比对分析.用 DNAMAN 软件分析团

头鲂MHCⅡa 基因 DNA 序列,寻找开放阅读框,

预测蛋白质序列.用 TMHMMServerv．２．０软件

预测蛋白质的跨膜区域.蛋白质氨基酸组成、分子

质量及等电点用 ProtParam 软件分析获得.用

SMART软件从结构和功能域方面对预测的蛋白质

序列进行分析.核苷酸和蛋白质序列的多态位点用

DNASP４．０软件分析获得.

７７
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1.5　SNP 位点分型

通过限制性内切酶法对MHCⅡa 基因９７４bp
(A/C)、１８５９bp(G/T)和２０７４bp(G/T)３个SNP
位 点 进 行 分 型,选 用 的 限 制 性 内 切 酶 分 别 为

Eco３２１、HincⅡ、VspⅠ.酶切体系为:７．５μL 纯

水,１．０μL１０× PCRbuffer,１．０μLRestrictionenＧ
donuclease,０．５μL模板.酶切时间均为１６h.

采用高分辨率熔解曲线(highＧresolutionmeltＧ
ing,HRM)的方法对MHCⅡa 基因２２１bp(A/G)
和１３９５bp(T/A)２个SNP位点进行分型.SNP
分型体系为:１３．１μL 纯水,２．５μLExbuffer,１．０

μLEvaGreen,正反引物各０．４μL,０．４μLdNTPs
(１０mmol/L),０．２μLExTaq,２．０μL DNA(３０
ng/μL),共２０μL.SNP 分型程序:９５ ℃ 预变性

５min;９５℃变性１min,６０℃退火１０s,７２℃延伸

１５s(搜集荧光值),共４５个循环.高分辨率熔解曲

线:９５℃,１min;４０℃,１min;６５℃,１s;９５℃连续

搜集荧光值,２５次/℃,温度变化率０．０２℃/s.
1.6　SNP 多态性与抗细菌性败血症的关联性分析

用SPSS软件对分型成功的５个SNP位点各

在１００尾易感群体和１００尾抗病群体中的基因型频

率和等位基因的频率进行统计,利用卡方检验进行

差异显著性分析,筛选团头鲂抗病相关基因标记,寻
找抗病相关位点,筛选出与抗细菌性败血症性状显

著关联的SNP位点.

2　结果与分析

2.1　团头鲂 MHCⅡ a 基因序列的测定与分析

设计基因特异引物对易感和抗病组各５尾鱼进

行PCR扩增并测序,通过 NCBI上Blast的功能对

获得的序列进行比对分析,确认所得序列是团头鲂

MHCⅡa 基因片段.通过对测序所得的 MHCⅡ
a 基 因 的 基 因 组 DNA 与 NCBI 上 查 找 到 的

MHCⅡa 基 因 cDNA 序 列 (GenBank:

KF１９３８６４．１)进行比对,再结合外显子Ｇ内含子连接

处的 GTＧAG 法则,得出了 MHCⅡa 基因的结构

图(图１).１９个氨基酸的部分信号肽由外显子１编

码,８２个氨基酸完整的a１结构域由外显子２编码,

９３个氨基酸完整的a２结构域由外显子３编码,４０
个氨基酸的跨膜区由外显子４编码,以上总共２３４
个氨基酸(图２).预测蛋白质分子质量为２６．１０
ku,预测蛋白质等电点为４．６２,编码区含有 １ 个

NＧ糖基化位点.检索团头鲂与其他物种 MHCⅡa
基因的蛋白质序列同源性,结果表明团头鲂和草鱼

(Ctenopharyngodon idellus)的 相 似 性 最 高

(６３．４％),与 斑 马 鱼 和 鲤 的 相 似 性 较 高 (分 别 为

６０．１％ 和 ５７．９％),与 赤 点 石 斑 鱼 (Epinephelus
akaara)、胡瓜鱼(OsmeruseperlanusdentexSteinＧ
dachner)、大 西 洋 鲑 (Salmosalar)、虹 鳟 (OnＧ
corhynchusmykiss)、斑点叉尾鮰(IetaluruspuneＧ
taus)及长吻鮠(Leiocassislongirostris)相似性则较

小(分别为５１．２％,５０．９％、４８．７．％、４５．６％、３５．０％、

３４．７％),与 人 类 (Homosapiens)的 相 似 性 最 小

(３２．６％).对碱基组成及核苷酸的替换结果分析表

明,在MHCⅡa 基因序列上,A、T碱基含量较高,
分别是３３．０４％和３３．９６％;C、G 碱基含量较低,分
别是１５．８２％和１７．１９％.此外MHCⅡa 基因编码

的２３５个氨基酸密码子的４种碱基的分布也存在显

著差异,密码子第 ２ 位上的 A 和 T 碱基比例达

６２．１３％,明显比 G 和 C碱基的３７．８７％要高,也比

其在密码子第１位和第３位上的占比高(４７．６６％和

５９．５７％);对单个碱基进行对比分析发现,密码子

３个位置上的 A碱基分布比较均衡,而 T、C、G３个

碱基的分布都不太均衡.密码子第１位的平均转

换/颠换比(R)是５．０,第２位和第３位上的是５．０和

４．０,表明团头鲂MHCⅡa 基因密码子第３位上的

变异率比第１位和第２位上的变异率低.
2.2　MHCⅡ a 基因的 SNP 位点筛选结果分析

在长度为２４０９bp的团头鲂 MHCⅡ a 基因

上共筛选出３５个候选SNP位点,占 MHCⅡa 基

因总碱基的１．４５％;有１３个SNP位点位于编码区,
占 总氨基酸位点的５．５６％,１３个SNP位点中位于

　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MHCⅡa基因结构图

Fig．１　ThestructureofbluntsnoutbreamMHCⅡ a gene

８７
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　起始密码子和终止密码子分别用斜体和∗标出,５′非编码区用左箭头标出,３′非编码区用右箭头标出,信号肽区域用下划线标出,

NＧ糖基化位点用波浪线标出,外显子和编码的蛋白质用粗黑下划线标出,单核苷酸多肽位点用方框标出,a１区、a２区以及跨膜区的起

始位置均用下箭头标出,抗原结合位点(PBR)用阴影标出.Thestartcodonismarkedwithanitalicandthestopcodonismarkedwith

anasterisk(∗),the５′Ｇuntranslatedregionismarkedwithaleftarrow,the３′Ｇuntranslatedregionismarkedwitharightarrow,thesigＧ

nalpeptideregionismarkedwithanunderline,thepotentialNＧlinkedglycosylationsiteisunderlinedwithawavyline．ExonsandproＧ

teinsaremarkedwiththickblackunderline,singlenucleotidepolymorphismsaremarkedwithboxes,thestartingpositionofa１domian,

a２domianandtransmembranedomainaremarkedwithadownarrow,theshadedareasindicatethePBRsites．

图２　团头鲂MHCⅡaDNA序列以及推测出来的氨基酸序列

Fig．２　TheDNAanddeducedaminoacidsequenceofMHCⅡageneinMegalobramaamblycephala

８３９bp处的 T/A 颠换和位于１６６３bp处的 A/G
转换并没有导致氨基酸改变,为无义突变,另外１１
个SNP位点是有义突变.３５个 SNP位点中存在

３０个转换位点、５个颠换位点.a１结构域的 SNP
位点分别占总碱基和总氨基酸位点的 ４．８８％ 和

１０．９８％,明显高于 a２结构域的１．０８％和３．２２％.

９７
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信号肽和跨膜区域中的SNP位点分别占总碱基的

０％和０．８１％,序列上的变异并不大,属于保守序列

(表２).对照人类HLAⅡ类a基因中的PBR位点,检

测团头鲂 MHCⅡa 基因上存在２１个 PBR 位点

(图２),２１个位点当中,有４个位点变异,变异率为

１９．０５％;而nonＧPBR的变异率仅为８．２０％(５/６１).
表２　MHCⅡa基因的核苷酸序列和编码区的SNP位点

Table２　SNPofnucleotideandcodingregionsequencesofMHCⅡagene

序列组分

Componentofsequence

核苷酸 Nucleotide
变异位点

Variablesite
总位点

Numberofsite
百分占比/％
Percentage

氨基酸编码区 Codingregion
变异位点

Variablesite
总位点

Numberofsite
百分占比/％
Percentage

信号肽 Signalpeptide ０ ５７ ０ ０ １９ ０
α１ 结构域α１ＧDomain １２ ２４６ ４．８８ ９ ８２ １０．９８
α２ 结构域α２ＧDomain ３ ２７９ １．０８ ３ ９３ ３．２２
跨膜区 Transmembrane １ １２３ ０．８１ １ ４０ ２．５０
５′非阅读区

５′ＧUntranslatedregion
１ ２７３ ０．３７ － － －

３′非阅读区

３′ＧUntranslatedregion
１１ ６９５ １．５８ － － －

内含子Intron ７ ７３６ ０．９５ － － －
共计 Total ３５ ２４０９ １．４５ １３ ２３４ ５．５６

2.3　SNP 多态性与抗细菌性败血症的关联性分析

用SPSS软件对分型成功的５个SNP位点各

在１００尾易感群体和１００尾抗病群体中的基因型频

率和等位基因的频率进行统计,结果如表３所示.
通过卡方检验分析发现位于１３９５bp(T/A)位点

的基因型频率和等位基因频率在易感组和抗性组中

均为差异极显著(P＜０．０１),位于２２１bp(G/T)位
点和位于１８５９bp(G/T)位点的基因型频率和等位

基 因 频 率 在 易 感 组 和 抗 病 组 中 均 为 差 异 显 著

(P＜０．０５).进一步分析表明,纯合个体对嗜水气

表３　MHCⅡa核苷酸多态性位点基因型分布

Table３　DistributionoftheMHCⅡaSNPsinsusceptibleandresistantgroups

位点

Site
基因型

Genotype
易感个体/％
Susceptible
individuals

抗病个体/％
Disease
resistant

individuals

卡方检验
(P 值)

ChiＧsquar
(Pvalue)

等位基因

Allelicgene
易感个体/％
Susceptible
individuals

抗病个体/％
Disease
resistant

individuals

卡方检验
(P 值)

ChiＧsquar
(Pvalue)

２２１bp AA ３４(３４．０) ３１(３１．０) ７．２６(０．０２∗) A １０５(５２．５５) ８５(４２．５) ４．０１(０．０４∗)
G/T AG ３７(３７．０) ２３(２３．０) G ９５(４７．５) １１５(５７．５)

GG ２９(２９．０) ４６(４６．０)
９７４bp CC ３４(３４．０) ３８(３８．０) １．０４(０．５９) C ８６(４３．０) ８９(４４．５) ０．０９(０．７６)
C/A CA １８(１８．０) １３(１３．０) A １１４(５７．０) １１１(５５．５)

AA ４８(４８．０) ４９(４９．０)
１３９５bp TT ３５(３５．０) ２８(２８．０) １０．７８(０．００∗∗) T １０６(５３．０) ７７(３８．５) ８．４７(０．００∗∗)

T/A AT ３６(３６．０) ２１(２１．０) A ９４(４７．０) １２３(６１．５)
AA ２９(２９．０) ５１(５１．０)

１８５９bp GG ４２(４２．０) ２３(２３．０) ８．２３(０．０１∗) G １０７(５３．５) ７６(３８．０) ９．６８(０．００∗)
G/T GT ２３(２３．０) ３０(３０．０) T ９３(４６．５) １２４(６２．０)

TT ３５(３５．０) ４７(４７．０)
２０７４bp GG ７８(７８．０) ７５(７５．０) ０．２５(０．６２) G １７８(８９．０) １７５(８７．５) ０．２２(０．６４)

G/T GT ２２(２２．０) ２５(２５．０) T ２２(１１．０) ２５(１２．５)

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

betweensusceptibleandresistantgroupsweresignificantdifferentatthe０．０５leveland０．０１level,respectively．

单胞菌引起的细菌性败血病抗性更高.

3　讨　论

主要组织相容性复合体 MHC 基因,是机体内

与免疫应答紧密相关的基因群,是由染色体上许多

高度多态、紧密相连的基因位点组成的.MHC 基

因具有丰富的多态性,也正是由于这种多态性,导致

单个个体与抗原多肽的结合能力不尽相同,进而导

致不同 MHC等位基因的机体对于病菌和自身免疫

性疾病的抵抗力不同,使它成为动物疾病分子标记

研究的热点[１４].
本研究发现团头鲂 MHCⅡa 基因上的SNP

位点 (３５ 个)占 基 因 组 碱 基 (２４０９bp)比 例 为

１．４５％,编码区中的SNP位点(１３个)占总氨基酸位

０８
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点(２３４个)比例为５．５６％,编码区１３个SNP位点

中的有义突变占比高达８４．６％.以上结果证实团头

鲂MHCⅡa 基因含有丰富的多态位点且具有极高

的特异性.α１结构域的SNP位点分别占总碱基和

总氨基酸位点的４．８８％和１０．９８％,明显高于α２结

构域的１．０８％和３．２２％.MHCⅡa 基因α１结构

域比α２结构域变异率高的现象在大西洋鲑[１５]、金
头鲷(Sparusaurata)[１６]、间鲃(BarbusintermediＧ
us)[１７]等鱼类中都有所表现.这是由于α１结构域

存在的抗原肽结合区(PBR)具有高度的多态性,再
次证实PBR位点存在于α１结构域.信号肽和跨膜

区域中核苷酸的SNP位点百分比分别是０和０．８１,
序列 上 的 变 异 并 不 大,属 于 保 守 序 列.团 头 鲂

MHCⅡa 基因的２１个PBR位点中有４个位点变

异,变异率为１９．０５％;而nonＧPBR的变异率却仅为

８．２０％(５/６１),表明抗原结合位点区域的多态性高

于非抗原结合位点的多态性,同时也表明氨基酸的

替代、替换集中出现在多肽结合位点上.
MHC 基因与抗病性状相关联,因而成为鱼类

抗病分子育种的重要标记基因.目前,有关 MHC
基因与不同疾病抗性相关的研究已经有许多报道.
Xu等[１８]在对牙鲆(Paralichthysolivaceus)的研究

中发现MHCⅡ类 A和B基因组合与弧菌(Vibrio)
抗病性状相关;Palti等[１９]使用抗病关联分析发现虹

鳟MHCⅡ类B基因第２内含子等位基因的多态性

与IHNV相关;李雪松等[２]研究发现 DAB的多态

性与“全红”瓯江彩鲤(Cyprinuscarpiovar．color)
对嗜水气单胞菌的抗性相关,且抗性与个体含 DAB
等位基因的数量正相关;逄锦菲[２０]利用高分辨率熔

解曲 线 分 析 方 法 对 中 国 对 虾 (Fenneropenaeus
chinensis)SNP 基 因 型 与 抗 白 斑 综 合 症 病 毒

(WSSV)性状进行了关联分析,从１３２个SNP标记

中筛选得到 ９ 个与抗白斑综合症病毒相关联的

SNP标记;Kjøglum 等[２１]将MHC 基因作为抗病育

种候选基因,成功筛选出大西洋鲑的抗病品系.本

研究用SPSS软件对５个分型成功的SNP位点在

易感群体和抗病群体中的基因型频率和等位基因的

频率进行了统计.通过卡方检验分析发现位于

１３９５bp(T/A)位点的基因型频率和等位基因频率

在易感组和抗性组中均为差异极显著(P＜０．０１),
位于２２１bp(G/T)位点和位于１８５９bp(G/T)位
点的基因型频率和等位基因频率在易感组和抗性组

中均为差异显著(P＜０．０５).本研究结果表明团头

鲂MHCⅡa 基因的多态性与抗细菌性败血症性状

相关,进一步分析表明,纯合个体对嗜水气单胞菌引

起的细菌性败血症抗性更高.本试验初步分析获得

的相关SNP标记及相应的优势、劣势基因型,能够

在进行团头鲂抗病育种工作时为亲本的选择提供理

论依据,也为分子遗传标记和团头鲂抗病基因筛选

奠定理论基础.
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SNPscreening,identificationandassociationwithdiseaseresistanceof
MHCⅡageneinbluntsnoutbream (Megalobramaamblycephala)

CHAIXin１,２　HUXiaokun１,２　MAXufa１　ZHANGJiabo１　LIU Hong１,２

１．CollegeofFisheries/KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,MinistryofAgriculture,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．FreshwaterAquacultureCollaborationInnovationCenterofHubeiProvince,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Bluntsnoutbream (Megalobramaamblycephala)wereinfectedwithAeromonashyＧ
drophilatodistinguishsusceptibleanddiseaseresistantindividuals．PCRandDNAsequencingwereused
toscreensinglenucleotidepolymorphisms(SNP)intheMHCⅡageneofbluntsnoutbream．HighＧresＧ
olutionmeltingandrestrictionenzymedigestionwereusedtoanalyzetherelationshipbetweengenepolＧ
ymorphismanddiseaseresistancewithSNPgenotyping．Atotalof３５SNPsites(１．４５％oftotalnucleoＧ
tide)outoftheMHCⅡ a genewerescreened,including３０transitionsitesand５transitionsites．
Amongthese３５SNPs,１wasfoundtobelocatedinthe５′Ｇuntranslatedregion(UTR),１６locatedinexＧ
on,７locatedinintron,and１１locatedin３′UTR．Codingsequenceregioncontained１３SNPs(５．５６％ of
totalaminoacid)．Amongthem,TAtransversionlocatedat８３９bpandAGtransitionlocatedat１６６３bp
werenonsensemutations,andtheother１１SNPsweresensemutations．ThepercentageofSNPsofnucleＧ
otideandcodingregioninα１domainswere４．８８％ and１０．９８％,respectively,significantlyhigherthan
thatinα２domain (１．０８％ and３．２２％)．Therewere４variablesitesinthe２１peptidebindingregion
(PBR),withthemutationrateof１９．０５％．However,themutationrateofnonＧPBRwasjust８．２０％ (５/

６１)．Thegenotypeandallelefrequenciesofthe５successfullygenotypedSNPsitesinthe１００bacterial
septicemiasusceptibleand１００resistantindividualswerestatisticallydifferent．ResultofChiＧsquaretests
showedthatthedifferencesofgenotypeandallelefrequenciesofSNP(T/A)locatedat１３９５bpwere
extremelysignificant(P＜０．０１),SNPslocatedin２２１bp(G/T)and１８５９bp(G/T)weresignificant
differentbetweensusceptibleandresistantgroups(P＜０．０５)．ItisindicatedthattheMHCⅡagenepolＧ
ymorphismissignificantcorrelatedwithbacterialsepticemiaresistance．

Keywords　MHC gene;diseaseresistance;Aeromonashydrophila;SNPgenotyping;association
analysis
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