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摘要    低氧适应是水产养殖物种的重要性状，筛选用于改良低氧适应性状的分子标记及候选基因

有助于鱼类耐低氧品种选育。在数量性状和质量性状的遗传研究中，全基因组关联分析(GWAS)广

泛应用于性状相关标记和基因的发掘。本研究对鲤(Cyprinus carpio)养殖群体开展了低氧胁迫实验，

选取了低氧敏感和低氧耐受的极端性状个体作为研究对象，应用鲤鱼 250K 高通量分型芯片进行单

核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)位点分型，经过数据质控后获得 90 个样本的

87 222 个多态性位点的分型结果。通过 GWAS，筛选到 4 个低氧适应性状关联的位点：carp229220、

carp195901、carp001519 和 carp063890，在关联位点附近注释到 traf4 等 23 个可能与低氧适应性状

关联的候选基因；此外，还筛选到 7 个潜在关联的 SNP 位点。本研究初步获得了鲤低氧适应性状

相关联的基因组区间，为后续效应基因精细定位奠定了基础。 
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鲤 (Cyprinus carpio)是驯化历史较为悠久的物

种，出土的新石器时代早期鱼骨比较分析显示，我国

鲤鱼养殖历史可追溯到距今 8000 年以前(Nakajima 

et al, 2019)。如今，鲤已成为世界性的养殖品种，养

殖地域遍布欧亚大陆，年产量达 418.95 万 t (FAO, 

2020)，为保障人类粮食安全和营养安全发挥了重要

作用。在水生环境中，氧饱和浓度仅为同体积空气中

的 1/30，且扩散速度缓慢，空间分布不均匀，为适应

聚集性养殖条件下的氧供应不足，低氧成为鱼类驯化

过程中的高强度选择压力之一，如何从遗传角度解析

鲤低氧适应驯化的机制，对于基础研究和育种应用都

有重要的意义。 

近年来，研究者对多种鱼类开展了低氧适应性状

相关研究，从表观遗传、基因表达差异等角度揭示了

鱼类在低氧胁迫下的不同应答模式，以及低氧对鱼类

生长、发育、繁殖、免疫等生理过程的影响(肖武汉, 

2014; Abdel-Tawwab et al, 2019)。多种不同成因和程

度的低氧均可导致摄食下降、生长停滞和疾病易感
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(Fitzgibbon et al, 2007; Portner, 2010; Abdel-Tawwab 
et al, 2014; Araújo-Luna et al, 2018)。以海洋青鳉

(Oryzias melastigma)为对象的研究显示，低氧通过甲

基化调控造成跨世代的生殖损伤，即使子代及其生殖

细胞从未暴露于低氧环境下，也会因亲代的低氧暴露

史而出现性腺发育迟缓(Wang et al, 2016; Lai et al, 

2019)。在低氧胁迫下，鱼类鳃丝原有的规则形态发

生改变，板层排列紊乱和扭曲，细胞异常增生和坏死

并存，同时，伴随着渗透压调节的紊乱，离子平衡和

酸碱平衡均被打破，进而导致一系列血液生化指标的

波动(Cadiz et al, 2017; Araújo-Luna et al, 2018; Abdel- 

Tawwab et al, 2019)。大量转录组研究(Zhang et al, 

2017; Qi et al, 2018; Ding et al, 2020;Qi et al, 2020)表

明，低氧诱导因子(hypoxia inducible factor, hif)通路是

最主要的低氧应答信号通路，典型的差异表达基因还

包括促红细胞生成素(erythropoietin, epo)，血红素加

氧酶(heme oxygenase, ho)属于负责氧分子转运的珠

蛋白家族，参与糖酵解/糖异生、乳酸代谢、丙酮酸

代谢、三羧酸循环以及活性氧(reactive oxygen species, 

ROS)清除等。 

为将低氧适应的研究结果应用于分子辅助育种，

需要在全基因组层面筛选性状差异群体的特异性分

子标记和基因。全基因组关联分析 (genome wide 

association study, GWAS)是近年来对性状的遗传机制

进行解析的重要方法，其基本原理是利用逻辑或线性

回归方法，筛选出与目标性状关联的单核苷酸多态性

位点(single nucleotide polymorphism, SNP)，并对这些

遗传变异和目标性状的关系进行验证及相关功能研

究。近年来，已有许多水生生物的 GWAS 研究报道，

刘占江团队应用斑点叉尾 (Ictalurus punctatus) 

250K SNP 芯片开展抗病(Geng et al, 2015; Zhou et al, 

2017)和耐低氧(Zhong et al, 2017; Wang et al, 2017)性

状的 GWAS 分析。鲤 250K SNP 芯片被应用于头长

(Chen et al, 2018)、脂肪酸含量(Zheng et al, 2016; 

Zhang et al, 2019)性状的 GWAS 分析。Zhou 等(2019)

采用基因组重测序数据对半滑舌鳎 (Cynoglossus 

semilaevis)抗病性状进行 GWAS 分析，并结合基因表

达和甲基化分析，筛选出疾病抗性相关候选基因。基

于简化基因组测序技术，高进等 (2021)对大菱鲆

(Scophthalmus maximus)体重和体尺性状开展了联合

GWAS 分 析 。 崔 爱 君 等 (2020) 对 黄 条 (Seriola 

lalandi)体重和全长等生长性状进行了 GWAS 分析，

为鱼类种质资源可持续利用和良种培育提供了参考。 

本研究聚焦于解析鲤低氧适应性状驯化的遗传

机制，应用鲤 250K 高通量 SNP 芯片(Xu J et al, 2014; 

Xu P et al, 2014)，对鲤养殖群体低氧适应性状开展

GWAS 分析，定位性状关联位点及其效应基因，旨在

为培育鱼类耐低氧品种提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验用鱼 

松荷鲤(C. carpio Songhe)实验群体来源于中国水

产科学研究院黑龙江水产研究所呼兰试验场。实验个

体同批孵化、同池饲养至 3 月龄[平均体重(107±20) g，

平均体长(16.5±2.3) cm]，移入室内暂养缸中，25℃暂

养 7 d 使之适应环境。暂养期间，气泵充氧，控制溶

解氧浓度>6.0 mg/L，每天早、中、晚各投饵 1 次。 

1.2  低氧胁迫实验 

暂养结束后，选取体质健康、体重相近、无外伤、

无感染、能够正常游泳和摄食的个体用于低氧胁迫实

验。实验鱼分 5 组，分别置于 500 L 的塑料缸中，每

组 260 尾个体。实验开始前使用气泵充氧，控制溶解

氧浓度>6.0 mg/L，禁食 24 h 后停止充氧，使溶解氧

浓度持续自然下降。使用 ORION STAR A223 型溶解

氧测量仪(Thermo Scientific, 美国)，每隔 15 min 记录

溶解氧浓度值，实验开始 3 h 后，溶解氧浓度降至

0.43 mg/L，个体陆续缺氧昏迷，按昏迷顺序对实验个

体进行编号，移出实验缸。实验开始 5 h 后，溶解氧

浓度稳定在 0.27 mg/L，将剩余个体移入 50 L 封闭玻

璃缸，通过调节水量控制溶解氧浓度继续缓慢下降。

实验开始 10 h 后，实验鱼全部昏迷，溶解氧浓度降

至 0.12 mg/L。 

1.3  样本采集与处理 

实验鱼按缺氧昏迷顺序编号，记录个体信息并采

集静脉血样本，剔除出现外伤或感染的个体，共采集

到 1243 尾有效个体样本。使用动物基因组 DNA 提取

试剂盒(天根 DP324-03，中国)，提取 100 尾极端性状

个体的血液 DNA。其中，每组最早昏迷的 10 尾个体

归为低氧敏感组，5 组共计 50 尾；最晚昏迷的 10 尾

个体归为低氧耐受组，5 组共计 50 尾。 

1.4  基因分型和数据质控 

挑选电泳条带清晰无拖尾、A260 nm/A280 nm 在

1.8~2.0 之间、浓度大于 100 ng/μL 的高质量 DNA 样

本用于 SNP 分型，满足要求的样本共 91 个，包括低

氧敏感样本 43 个，低氧耐受样本 48 个。使用鲤 250K

高 通 量 SNP 芯 片 ( 赛 默 飞 世 尔 Axiom™ carp 

genotyping array, 美国)进行分型检测，分型实验由纽



100 渔   业   科   学   进   展 第 43 卷 

 

勤生物科技(上海)有限公司完成，使用 Affymetrix 

Power Tools 和 SNPolisher 软件读取分型数据。分型

数据质控标准设置为探针质量≥0.85，SNP 分型成功

率≥95%，样本分型成功率≥90%，最小等位基因频

率≥5%。 

1.5  全基因组关联分析 

使用 PLINK 软件进行鲤低氧适应性状 GWAS 分

析，使用“--logistic”和“--adjust”参数，显著性关联位

点标准为 FDR 校正后的 P<0.05，提示性关联位点标

准为 0.05≤FDR 校正后 P<0.1。对相关 SNP 位点的

50 kb 侧翼区域进行基因注释。使用 R 语言的 CMplot

软件包绘制曼哈顿图和 Q-Q 图。 

2  结果 

2.1  SNP 分型 

应用鲤鱼 250K 高通量分型芯片进行 SNP 分型，

分型及质控结果见表 1。基因分型结果显示，91 个样

本中共获得 199 577 个 SNPs 原始分型数据，通过质

控的样本共 90 个，包括低氧耐受样本 48 个，低氧敏

感样本 42 个。质控后得到 90 个样本的 87 222 个 SNPs

位点的分型数据进行后续 GWAS 分析。 

 
表 1  基因分型和数据质控结果 

Tab.1  Genotyping and data quality control 

项目 
Items 

质控前 
Before quality 

control  

质控后 
After quality 

control 

低氧耐受样本 
Hypoxia-tolerant samples 

48 48 

低氧敏感样本 
Hypoxia-sensitive samples 

43 42 

SNPs 位点 
SNPs loci 

199 577 87 222 

 

2.2  全基因组关联分析 

考虑到群体分层因素对 GWAS 的影响，首先对

低氧敏感和耐受样本进行主成分分析(图 1)，可以看

出，实验样本中不存在显著的群体分层，群体分层对

本研究的影响很小，并在后续关联分析中引入了主成

分分析结果进行校正。通过 PLINK 进行 GWAS 分析，

关联分析结果见表 2 和表 3，包括 4 个关联位点

(carp229220、carp195901、carp001519 和 carp063890)

和 7 个提示性关联位点(carp000442、carp088568、

carp195897、 carp188137、 carp110811、 carp001038

和 carp051623)。使用 R 语言的 CMplot 软件包生成鲤

低氧适应性状 GWAS 分析的 Q-Q 图和曼哈顿图(图 2

和图 3)，比较 Q-Q 图观测值和期望值的一致性，散

点分布与趋势线吻合度较高，可以推测关联分析结果

较可靠。从图 3 可以看出，4 个显著性关联位点与 7

个提示性关联位点成簇分布，大部分位于 41 号染色

体上，表明该基因组区域可能存在与低氧适应性状密

切关联的基因。 
 

 
 

图 1  鲤实验群体主成分分析 
Fig.1  Principal component analysis of experimental 

population of common carp 
 

2.3  低氧适应性状关联基因注释 

为了定位低氧适应性状相关的基因，针对筛选的

4 个显著关联的 SNP 位点 carp229220、carp195901、

carp001519 和 carp063890，在每个 SNP 位点的 50 kb

上下游区域进行基因注释，筛选出 23 个候选基因

(prdx5、tsc1、nxf1、vtn、gtf3c4、barhl1、cpd、cryba1、

unc119、slc13a2、aldh3a2、traf4、kcnk4、hcea、esrrg、

bscl2、gng3、banf1、slc3a2、calm1、pyc、tapbp 和

1a36)。 

3  讨论 

本研究应用鲤 250K 高通量 SNP 芯片对鲤养殖群

体低氧适应性状开展 GWAS 分析，筛查低氧适应性

状的显著性关联 SNP 位点，定位低氧适应性状的关

联基因。该芯片是本课题组于 2014 年开发完成的，

是鲤的第一个高通量基因分型平台。经过鲤的多个品

系的评估，25 万个 SNP 位点中有近 3/4 (199 577 个)

被证明在鲤中是多态性的。此外，鲤 SNP 芯片还在

近缘物种中进行了验证，获得了 2 万~5 万个多态性

位点。该 SNP 芯片对鲤及其近缘物种的性状解析和

多态性评估等研究具有重要价值(Xu J et al, 2014)。 



第 2 期 吴碧银等: 鲤低氧适应性状的全基因组关联分析 101 

 

 



102 渔   业   科   学   进   展 第 43 卷 

 

 



第 2 期 吴碧银等: 鲤低氧适应性状的全基因组关联分析 103 

 

 
 

图 2  鲤低氧适应性状 GWAS 关联分析的 Q-Q 图和密度图 
Fig.2  Q-Q plot and SNP-density plot of genome-wide association of hypoxia adaptation trait of common carp 

 

 
 

图 3  鲤低氧适应性状 GWAS 关联分析的曼哈顿图 
Fig.3  Manhattan plot of the genome-wide association analysis for hypoxia adaptation trait of common carp 

 

在 GWAS 分析中，如果样本中存在不同的群体

分层结构，会对关联分析的结果产生显著影响，造成

基因组膨胀系数(genomic inflation factor, GIF)的增加

和假阳性的出现。主成分分析可以通过对群体的基因

分型结果降维，提取主要的几个主成分，并直观地观

察到群体内部的分层现象。本研究中主成分分析结果

显示，群体分层对关联分析结果影响很小。使用

PLINK 软件进行 GWAS 分析时，由于本研究的低氧

适应性状为二项式性状(敏感和耐受)，所以，采用逻

辑(logistic)回归分析，并将主成分分析的结果(前 5 个

主成分)作为辅因子，进行结果的校正。对于 GWAS

分析后原始 P 值的分布，通过绘制 Q-Q 图分析 P 值

的观测值和期望值的一致性，如果偏离趋势线太多，

则提示可能有群体分层等因素影响分析的准确性，本

研究的 Q-Q 图提示研究的可靠性较高，SNP 密度图

也显示分析用的 8 万多个位点较均匀地分布在 50 个

染色体上。 

在自然群体数量性状 GWAS 的研究报道中，通

常会筛选到几十个到数百个关联位点，而本研究只定

位到 4 个 SNP 位点，这与所采用的实验群体有关。

实验用鱼为松荷鲤养殖群体，这一品种是利用多元杂

交选育技术培育的鲤鱼品种，选育亲本来源包括镜鲤

(C. carpio var. specularis)、荷包红鲤(C. carpio Red var 

vuyuanensis)和黑龙江野鲤 (C. carpio haematopterus 
Tem.etSchl)，主要选育目标为抗寒和生长(石连玉等, 

2012)。由于其亲本品种间存在低氧适应性状的明显

差异，特别是历经长期高强度驯化的镜鲤为低氧耐受

品种，而荷包红鲤为地方原种，低氧耐受能力相对较
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弱(赵紫霞等, 2014)，在新品种松荷鲤个体间存在低

氧适应性状的显著差异，其遗传基础为来源于镜鲤基

因组的少量低氧适应驯化位点。 

在已发表的有限几项养殖鱼类低氧 GWAS 研究

结果中，也呈现出类似的特点，即显著性关联位点较

少，可能起源于家养驯化选择。Wang 等(2017)利用

斑点叉尾  250K SNP 芯片对来自 6 个品系的斑点叉

尾 群体进行全基因组关联研究，鉴定出 1 个品系间

显著 QTL，在品系内鉴定到 6 个显著的 QTL。6 个品

系的 QTL 之间重叠很少，证实了斑点叉尾 低氧适

应遗传机制的复杂性，这些 QTL 中的许多基因具有

调节氧代谢和参与低氧应答的功能(Zhong et al, 2017; 

Wang et al, 2017)。Li 等(2017)应用双酶切限制性位点

测序技术，在尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)中鉴定

出低氧适应性状的 4 个显著 QTL，并得到 2 个基因表

达结果的验证。 

通过全基因组关联分析筛查到的 4 个显著性关

联位点中，carp229220 和 carp001519 为同义突变，

carp195901 为非编码区突变，carp063890 位于一个抗

原提呈相关转运蛋白 Tapasin 编码序列内，可能并非

真正的效应位点。目前，在显著性关联位点附近注释

到 23 个功能基因，肿瘤坏死因子受体相关因子(TNF 

receptor associated factors, trafs)编码一类具有胞内信

号转导功能的蛋白，它们介导了多种生物学功能，包

括先天性和获得性免疫应答、胚胎发育、应激反应和

骨代谢(胡宸曦, 2020)。肿瘤坏死因子受体相关因子 4 

(TNF receptor associated factor 4, traf4)是 trafs 家族中

比较特殊的一员，生物学功能多且复杂，参与调控

nuclear factor kappa B (NF-κB)、c-Jun 氨基末端激酶

(c-Jun N-terminal kinase, JNK)和丝裂原活化蛋白激酶 

(mitogen-activated protein kinases, MAPK)等低氧相关

信号通路(王沂等, 2015)。韩雪晴等(2019)通过亚细胞

定位和双荧光素酶报告基因研究发现，traf4 在 293T

细胞中主要定位于细胞质，可增强 NF-κB 活性。过

氧化物氧化还原酶(peroxiredoxin, prdx)基因家族编码

具有过氧化氢酶活性的抗氧化蛋白，在生物体中参与

多个与活性氧相关的信号通路，参与氧活性物质清除

和细胞保护 (丁婷婷等 , 2020)。朱珍珍 (2017)利用

CRISPR/Cas9 技术对斑马鱼(Danio rerio) prdx 家族进

行敲除，分别获得 prdx1、prdx5 和 prdx6 缺陷突变体，

使用 15 mmol/L 的 H2O2 处理发现，斑马鱼 prdx5 缺

陷的胚胎耐受胁迫能力降低。此外，脂肪醛脱氢酶

(fatty aldehyde dehydrogenase, aldh3a2)基因产物参与

无氧代谢，候选基因中还包含多个具体功能未知的信

号转导分子(如 esrrg、eng3 和 gpr12)和转录调控因子

(如 gtf3c4、sox30 和 tcerg1l)，均与低氧应答或低氧损

伤修复相关，可能贡献于低氧适应表型。此外，除了

carp063890 位于 scaffold1133，未能装配至特定染色

体，其余 3 个位点均定位于 41 号染色体，表明该染

色体区域存在与低氧适应性状密切关联的基因。 

本研究初步筛选了低氧适应性状的关联位点，注

释了这些位点附近可能参与低氧适应调控通路的基

因，为下一步开展区域内效应基因精细定位、基因表

达和功能分析等研究奠定了基础，后续将通过低氧转

录组分析、QTL 定位等手段，筛查导致性状差异的效

应基因及基因型，开展深入功能分析，为探索鲤低氧

适应性状的分子机理和鱼类耐低氧品种选育提供借鉴。 
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Abstract    To reveal the genetic mechanism underlying hypoxia adaptation, it is important to identify 

the molecular markers and candidate genes associated with hypoxia adaptation traits. Genome-wide 

association studies (GWSA) are frequently used in the genetic dissection of both quantitative traits and 

qualitative traits, while a large number of molecular markers and samples are needed. In this study, the 

GWSA of the hypoxia adaptation traits of common carp (Cyprinus carpio) was conducted. A total of 1243 

samples were collected for the hypoxia stress experiment, and individuals with extreme traits in the 

hypoxia experiment were selected as the preliminary screening samples. The Carp 250 K single 

nucleotide polymorphism (SNP) array was used for genotyping, generating genotypes of 199 577 SNPs 

for 91 samples. After quality control with a genotyping call rate of over 95% and a sample call rate of 

90%, a total of 87 222 SNPs and 90 samples were obtained for the association analysis. A principal 

component analysis (PCA) showed no population stratification in the samples from both the sensitive and 

tolerant groups. Taking the PCA results as a covariance, a logistic regression was used for the association 

test with a threshold of the false discovery rate value of 0.05. Four associated SNPs for hypoxia 

adaptation traits (carp229220, carp195901, carp001519, and carp063890) were identified, and 23 genes 

were found in the neighboring regions of the four SNPs, including TNF receptor-associated factor 4 

(traf4), fatty aldehyde dehydrogenase (aldh3a2), peroxiredoxin 5 (prdx5), estrogen-related receptor 

gamma (esrrg), guanine nucleotide-binding protein subunit gamma-3 (eng3), G-protein coupled receptor 

12 (gpr12), general transcription factor 3C polypeptide 4 (gtf3c4), transcription factor SOX-30 (sox30), 

and transcription elongation (tcerg1l). Additionally, seven SNPs passed the suggestive line, which could 

be validated in future research with larger samples. Putative genomic regions related to hypoxia 

adaptation for domesticated common carp were obtained in this study, which shed new light on the fine 

mapping and identification of causative genes and the underlying mechanisms of hypoxia adaptation.  

Key words    Common carp Cyprinus carpio; Hypoxia adaptation; SNP array; Genome-wide 

association study 
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