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罗氏沼虾转录组免疫相关 ＳＮＰ的挖掘与分析
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　　摘要：为了挖掘罗氏沼虾免疫相关单核苷酸多态性（ＳＮＰ），采用第二代高通量测序技术，对罗氏沼虾的肝胰腺进
行转录组深度测序分析。结果发现ＳＮＰ位点３７５８９个，其中转换２５１８８个，颠换１２４０１个。再对ＳＮＰ所在的基因进
行ＧＯ（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ）分类和ＫＯＧ注释，分别筛选到２４５１个有ＧＯ注释和２４５８个有ＫＯＧ注释的ＳＮＰ，并重点对４个
重要免疫通路的１４５个免疫相关基因，筛选出１２９个ＳＮＰ位点。相关研究结果将为进一步系统挖掘免疫相关ＳＮＰ的
分子遗传标记奠定基础，为罗氏沼虾疾病防控和选育抗病新品种提供科学参考。
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　　罗氏沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）又名马来西亚大
虾、淡水长臂虾等，广泛分布在江苏、广东和浙江等１７个省
（市、自治区），年产量超过１２万ｔ，是重要的淡水养殖经济虾
种之一［１－２］。近年来，由于种质退化、病原滋生等原因，造成

罗氏沼虾养殖生产中存在生长缓慢、抗病性减弱以及繁殖力

下降等问题，给我国渔业带来严重的经济损失，同时也制约了

水产甲壳类动物的可持续发展，相关问题的解决现已提上

日程［３－４］。

单核苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，简称
ＳＮＰ），通常是指基因组中单个碱基变异所引起的遗传多态
性，其变异类型主要包括转换、颠换、缺失和插入。单碱基突

变，可导致蛋白发生变异，从而影响生命体有关性状的生物学

功能；已有大量研究表明，许多免疫通路中关键基因的 ＳＮＰ
是很好的分子免疫遗传标记，在宿主的疾病防控和抗病育种

中具有十分重要的意义［５－７］。

通过转录组测序技术，结合物种基因组信息，可以更容易

地找到与目标性状相关的ＳＮＰ。本研究通过对罗氏沼虾肝胰
腺转录组的深度测序分析，筛选出大量 ＳＮＰ位点，并对这些
ＳＮＰ所在的基因进行功能注释，重点对重要免疫通路中的关
键基因进行了系统的免疫相关 ＳＮＰ的挖掘与筛选。相关结
果将为罗氏沼虾的抗病研究提供新的方法与思路，可为下一

步抗病分子设计育种提供科学的理论与试验依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物与螺原体感染
动物的感染试验于２０１３年在南京师范大学的江苏省水

生甲壳动物病害重点实验室开展，试验动物为１００尾罗氏沼
虾，个体质量为２０～２５ｇ，螺原体检测结果均为阴性，于２６～
２８℃水温养殖备用。螺原体在 Ｒ２液体培养基中于３０℃孵
育４８ｈ，待其生长到对数期备用［８］，将罗氏沼虾均分成２组。
对照组注射 １００μＬ无螺原体的 Ｒ２培养基；试验组注射
１００μＬ含螺原体ＭＲ－１００８的Ｒ２培养基。
１．２　罗氏沼虾肝胰腺转录组数据的获得和ＳＮＰ检测

肝胰腺组织总 ＲＮＡ采用 Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）提取法
提取，提取产物通过 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ（美国）（Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ为１．８～２．２）和１５ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳进行质检（２８Ｓ
ｒＲＮＡ／１８ＳｒＲＮＡ＞１．０），样品质检合格。用干冰保护并送往
杭州联川生物技术股份有限公司，然后按照 Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的
测序标准进行测序。由于测序存在一定错误，本研究以测序

深度大于１００为阈值避免假阳性 ＳＮＰ的产生，使用 ＳＯＡＰｓｎｐ
软件分析ＳＮＰ位点信息。
１．３　ＧＯ（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ）和ＫＯＧ功能分析

把ＳＮＰ所在的基因映射到罗氏沼虾 ＧＯ注释文件中，并
在ＷＥＧＯ（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｇｏ．ｇｅｎｏｍｉｃｓ．．ｏｒｇ．ｃｎ／）中对这些基因进
行ＧＯ功能分类统计。以ＫＯＧ数据库为参考，对这些基因的
功能进行分析。

１．４　挖掘免疫相关ＳＮＰ
根据测序得到的整个罗氏沼虾肝胰腺转录组中的 ＳＮＰ，

结合挖掘到的Ｔｏｌｌ、ＩＭＤ、ＪＡＫ／ＳＴＳＴ和ＭＡＰＫ４个免疫通路中
的免疫因子，进行免疫相关ＳＮＰ的挖掘。

２　结果与分析

２．１　样品质量检测
采用Ｔｒｉｚｏｌ方法提取肝胰腺组织的总 ＲＮＡ，通过琼脂糖

凝胶电泳检测，图１显示，５Ｓ、１８Ｓ和２８ＳＲＮＡ条带清晰，２８Ｓ
ＲＮＡ条带亮度是１８ＳＲＮＡ条带亮度的２倍关系，紫外分光光
度Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ测定结果为１．９～２．０，说明ＲＮＡ提取的质量
较好。

２．２　ＳＮＰ分子标记筛选
通过ＳＯＡＰｓｎｐ软件分析，发现潜在ＳＮＰ位点３７５８９个，
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其中转换２５１８８个，颠换１２４０１个，转换的ＳＮＰ位点数约占
２／３，明显高于颠换。对不同转录本中 ＳＮＰ数量进行统计发
现，大部分转录本中的ＳＮＰ数量少于６个（图２）。
２．３　含ＳＮＰ位点Ｕｎｉｇｅｎｅ（ＳＮＰ－Ｕｎｉｇｅｎｅｓ）的功能注释

将得到注释的７０６２个Ｕｎｉｇｅｎｅｓ与ＧＯ、ＫＯＧ数据库中的
蛋白序列进行 ＢＬＡＳＴ比对，取阈值 ｅ≤１０－１０，分别筛选到
２４５１个有ＧＯ注释和２４５８个有ＫＯＧ注释的ＳＮＰ标记。

ＧＯ是适用于各物种，且不断更新描述和限定基因与蛋
白功能的语言词汇标准，ＳＮＰ－Ｕｎｉｇｅｎｅｓ的ＧＯ分类结果见图
３。通过软件对获得ＧＯ注释的基因从分子生物学功能

（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）、生物学途径（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ）和细胞
组件（ｃｅｌｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）３方面进行聚类分析。
　　ＫＯＧ是真核生物直系同源蛋白簇（ｃｌｕｓｔｅｒｓｏｆｏｒｔｈｏｌｏｇｏｕｓ
ｇｒｏｕｐｓｆｏｒｅｕｋａｒｙｏｔｉｃｃｏｍｐｌｅｔｅｇｅｎｏｍｅｓ），共分为２４类。结果
显示，在一般功能预测（ｇｅｎｅｒａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｎｌｙ，４７９
个），翻译后的修饰、蛋白周转、分子伴侣（ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｐｒｏｔｅｉｎｔｕｒｎｏｖｅｒ，ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ，３０３个）和信号转导
机制（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ，１９３个）３个方面聚集的
最多，细胞运动（ｃｅｌｌｍｏｔｉｌｉｔｙ，３个）最少（表１和图４）。
２．４　免疫相关ＳＮＰ筛选

对于Ｔｏｌｌ、ＩＭＤ、ＪＡＫ／ＳＴＳＴ和ＭＡＰＫ４个主要免疫通路，本
研究通过筛选得到１４５个免疫关键基因，并挖掘到１２９个ＳＮＰ
位点（表２）。其中４个通路中这１４５个基因相关免疫ＳＮＰ数

分别为１、１０、２７、９１个。这些 ＳＮＰ位于５′区、ＣＤＳ区（蛋白质
编码区）和 ３′区的 ＳＮＰ所占比例分别为 ６．９８％、５３４９％、
３９５３％，位于ＣＤＳ区的ＳＮＰ数量超过总数量的１／２。

３　讨论

本研究发现潜在 ＳＮＰ位点 ３７５８９个，ＳＮＰ发生频率是
１１５２ｂｐ中就有１个ＳＮＰ，与Ｊｕｎｇ等对罗氏沼虾的表达序列
标签（ＥＳＴ）分析得出的９４５ｂｐ１个ＳＮＰ［９］和人基因组中１ｋｂ
１个ＳＮＰ［１０］大致同等水平，较低于中华绒螯蟹的１８９ｂｐ１个
ＳＮＰ［１１］和大西洋鲑的６４１ｂｐ１个 ＳＮＰ［１２］。这些 ＳＮＰ的发现
丰富了水产甲壳动物的分子标记的数据，为促进分子标记挖

掘和育种提供了分子材料。尤其是针对４个免疫通路１４５个
免疫关键基因中挖掘到１２９个ＳＮＰ位点，经过后续的试验验
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表１　ＳＮＰ－ｕｎｉｇｅｎｅｓ的ＫＯＧ分类

ＫＯＧ功能代号 ＫＯＧ功能注释信息 Ｕｎｉｇｅｎｅ数量（条）
Ａ ＲＮＡ加工和修饰 １２２
Ｂ 染色质结构和动力学 ３９
Ｃ 能源生产与转化 １２７
Ｄ 细胞周期控制，细胞分裂，染色体分配 ７３
Ｅ 氨基酸转运和代谢 ９６
Ｆ 核苷酸转运和代谢 ２８
Ｇ 碳水化合物运输和代谢 １３７
Ｈ 辅酶运输和新陈代谢 ３０
Ｉ 脂质运输和新陈代谢 １２２
Ｊ 翻译，核糖体结构和生物合成 １７７
Ｋ 转录 １４０
Ｌ 复制，重组和修复 ５６
Ｍ 细胞壁／膜／包膜生物合成 ２２
Ｎ 细胞运动 ３
Ｏ 翻译后修饰，蛋白质周转，分子伴侣 ３０３
Ｐ 无机离子运输和代谢 ４３
Ｑ 次生代谢物生物合成、运输和分解代谢 ７３
Ｒ 一般功能预测 ４７９
Ｓ 功能未知 １７７
Ｔ 信号转导机制 １９３
Ｕ 胞内运输、分泌和囊泡运输 １３７
Ｖ 防御机制 ２０
Ｗ 细胞外结构 １６
Ｙ 核结构 １０
Ｚ 细胞骨架 ８３

证和实践应用，这些免疫候选标记将可能为虾类培育出具有

强抗病性的新品种。
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表２　４个通路中免疫基因的ＳＮＰ

信号通路名称 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ ＳＮＰ类型（基因结构中的位置） ＳＮＰ数量（个）
Ｔｏｌｌ信号通路Ｓｐａｔｚｌｅ ｃｏｍｐ２１４９７＿ｃ０ ２０００ＴＣ（ＣＤＳ） １

ＩＭＤ信号通路Ｄｒｅｄｄ／Ｃａｓｐ ｃｏｍｐ２０６４３＿ｃ０ ２０１ＡＧ（５′）、２０５ＧＴ（５′）、６８６ＧＡ（ＣＤＳ）、１２２６ＴＡ（ＣＤＳ）、１９３７ＡＧ（３′）、
１９７１ＡＧ（３′）、２０５３ＣＡ（３′）、２１４２ＡＣ（３′）、２１７１ＴＣ（３′）、２５９２ＴＣ（３′）

１０

ＪＡＫ／ＳＴＡＴ信号通路ＣｙｔｏｋｉｎＲ ｃｏｍｐ２０４０３＿ｃ０ １６０７ＧＡ（３′）、１７１０ＣＴ（３′） ２
ＪＡＫ ｃｏｍｐ１６９３０＿ｃ０ ３０８５ＴＣ（ＣＤＳ） １
ＣＢＰ ｃｏｍｐ２１７３６＿ｃ０ ５３３６ＴＣ（ＣＤＳ）、５４２３ＧＴ（ＣＤＳ）、６０３６ＡＧ（ＣＤＳ） ３

ＣｙｃＤ ｃｏｍｐ２２３２１＿ｃ０ １３５ＴＣ（５′）、１９９ＴＡ（ＣＤＳ）、４７５ＴＣ（ＣＤＳ）、５６０ＴＣ（ＣＤＳ）、７４５ＣＴ（ＣＤＳ）、
７８１ＴＡ（ＣＤＳ）、９４９ＴＧ（ＣＤＳ）、１０２８ＡＧ（ＣＤＳ）、１２５９ＴＧ（ＣＤＳ）、１２８６ＡＧ
（ＣＤＳ）、１３９９ＣＴ（３′）、１６２６ＡＧ（３′）、１６６１ＴＧ（３′）、１７５６ＣＴ（３′）、１８４２ＧＡ
（３′）、１８６８ＣＴ（３′）、１９１６ＴＧ（３′）、１９３６ＧＣ（３′）

１８

ＢｃｌＸＬ ｃｏｍｐ９１９５＿ｃ０ １７７ＧＡ（５′） １
Ｓｐｒｅｄ ｃｏｍｐ１８３１３＿ｃ０ ２３３ＴＣ（３′）、２５０ＴＣ（３′） ２

ＭＡＰＫ信号通路ＣＡＣＮ ｃｏｍｐ２１９７４＿ｃ０ ４６０ＴＣ（ＣＤＳ）、５１４ＴＣ（ＣＤＳ）、１０９３ＧＡ（ＣＤＳ）、１２１０ＡＧ（ＣＤＳ）、２１７３ＡＴ
（ＣＤＳ）、２３２３ＡＧ（ＣＤＳ）、２４９１ＴＣ（３′）

７

ｃｏｍｐ４７３６＿ｃ０ ７３６ＴＧ（ＣＤＳ）、１１４４ＧＡ（５′） ２
Ｇ１２ ｃｏｍｐ２４５６４＿ｃ０ １７３ＡＧ（５′） １
ｐ１２０ＧＡＰ ｃｏｍｐ１４９４７＿ｃ０ ２４２７ＴＣ（ＣＤＳ） １
Ｒａｐ１ ｃｏｍｐ１０１５７＿ｃ０ ２２３２ＴＡ（３′） １
ＥＲＫ ｃｏｍｐ１９９３７＿ｃ０ １８５ＧＡ（ＣＤＳ） １
ＲＳＫ２ ｃｏｍｐ４６３２＿ｃ０ ２３７ＣＧ（ＣＤＳ） １

ｃｏｍｐ１０８１５＿ｃ０ １９１２ＧＡ（ＣＤＳ） １
ＳＲＦ ｃｏｍｐ２１７８０＿ｃ０ １５７ＡＧ（ＣＤＳ）、１６１ＴＣ（ＣＤＳ）、３１８ＴＣ（ＣＤＳ）、９２２ＧＡ（ＣＤＳ）、１０８８ＡＣ（ＣＤＳ） ５
ＭＫＰ ｃｏｍｐ１８５９０＿ｃ０ １８９７ＧＡ（ＣＤＳ）、１９８５ＴＣ（ＣＤＳ）、２６８９ＣＴ（ＣＤＳ）、２７９１ＡＧ（ＣＤＳ）、２８４７ＡＧ（ＣＤＳ） ５

ＣＡＳＰ ｃｏｍｐ２０６４３＿ｃ０ ２０１ＡＧ（５′）、２０５ＧＴ（５′）、６８６ＧＡ（ＣＤＳ）、１２２６ＴＡ（ＣＤＳ）、１９３７ＡＧ（３′）、
１９７１ＡＧ（３′）、２０５３ＣＡ（３′）、２１４２ＡＣ（３′）、２１７１Ｔ（３′）、２５９２ＴＣ（３′）

１０

ｃｄｃ４２／Ｒａ ｃｏｍｐ２０８２５＿ｃ０ １９７ＣＴ（３′）、２０２ＴＧ（３′）、２４８ＧＡ（３′）、２５３ＣＧ（３′）、２５５ＡＴ（３′）、３７３ＣＴ
（３′）、６２１ＴＧ（ＣＤＳ）、６４９ＡＧ（ＣＤＳ）、８０８ＧＡ（ＣＤＳ）、９８２ＧＡ（ＣＤＳ）

１０

ＰＡＫ１／３ ｃｏｍｐ１６１３１＿ｃ０ １５９ＧＡ（３′） １

ＭＳＴ１／２ ｃｏｍｐ２２３２２＿ｃ０ １０７８ＴＣ（ＣＤＳ）、２００８ＴＣ（ＣＤＳ）、２４８９ＴＣ（３′）、２９１１ＧＡ（３′）、３９４７ＣＴ（３′）、
４２３４ＣＡ（３′）

６

ＨＳＰ７２ ｃｏｍｐ２０１３０＿ｃ０ ２６８ＡＧ（ＣＤＳ）、５６２ＴＣ（３′）、６７６ＣＴ（３′） ３
ｃｏｍｐ２０１３０＿ｃ１ ５８ＣＡ（ＣＤＳ） １
ｃｏｍｐ２０１３０＿ｃ２ ６４ＧＡ（ＣＤＳ）、１６３ＣＴ（ＣＤＳ）、１８０ＧＡ（ＣＤＳ） ３

ｃｏｍｐ２０１３０＿ｃ４ ８５ＴＣ（ＣＤＳ）、１６３ＡＴ（ＣＤＳ）、１６６ＧＡ（ＣＤＳ）、３０１ＧＡ（ＣＤＳ）、４６９ＧＡ（５′）、
２９８ＡＧ（ＣＤＳ）、３７０ＴＡ（ＣＤＳ）、４１２ＴＡ（ＣＤＳ）

８

ｃｏｍｐ２３０２８＿ｃ１ １２２１ＣＴ（ＣＤＳ）、１２２４ＧＡ（ＣＤＳ）、１２４２ＧＣ（ＣＤＳ）、１２５４ＣＴ（ＣＤＳ）、１３８０ＣＴ
（ＣＤＳ）、１７８５ＧＡ（ＣＤＳ）、１８１７ＡＧ（ＣＤＳ）、１８２１ＧＣ（ＣＤＳ）

８

ｃｏｍｐ４２０５＿ｃ０ ４３３ＡＧ（ＣＤＳ） １
ｐ５３ ｃｏｍｐ２２０４８＿ｃ１ １４２９ＴＣ（ＣＤＳ） １
ＭＡＸ ｃｏｍｐ４３６３＿ｃ０ ３２６ＴＣ（ＣＤＳ） １
ＭＳＫ１／２ ｃｏｍｐ１０８１５＿ｃ０ １９１２ＧＡ（ＣＤＳ） １

ＭＡＰＫ ｃｏｍｐ１９０８３＿ｃ０ ２２４４ＣＴ（３′）、２２５９ＡＧ（３′）、２２８６ＣＴ（３′）、２３１８ＣＴ（３′）、２３２２ＧＴ（３′）、
２２４４ＣＴ（３′）、２２５９ＡＧ（３′）、２２８６ＣＴ（３′）、２２９５ＴＣ（３′）、２３１６ＧＡ（３′）、
２３４１ＡＴ（３′）、２３６７ＡＣ（３′）

１２

［８］ＳｔｅｉｎｅｒＴ，ＭｃＧａｒｒｉｔｙＧＪ，ＰｈｉｌｌｉｐｓＤＭ．Ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｐａｒｔｉａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｓｐｉｒｏｐｌａｓｍａｓｉｎｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅｓ［Ｊ］．Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ＆
Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，１９８２，３５（１）：２９６．

［９］ＪｕｎｇＨ，ＬｙｏｎｓＲＥ，ＤｉｎｈＨ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓｏｆａｇｉａｎｔ
ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒｐｒａｗｎ（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）：ｄｅｎｏｖｏａｓｓｅｍｂｌｙ，
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｒｋｅｒｄｉｓｃｏｖｅｒｙ［Ｊ］． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ，２０１１，６
（１２）：ｅ２７９３８．

［１０］ＦｒａｚｅｒＫＡ，ＢａｌｌｉｎｇｅｒＤＧ，ＣｏｘＤＲ，ｅｔａｌ．Ａｓｅｃｏｎｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｈｕｍａｎｈａｐｌｏｔｙｐｅｍａｐｏｆｏｖｅｒ３．１ｍｉｌｌｉｏｎＳＮＰｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００７，
４４９（７１６４）：８５１－８６１．

［１１］李希红．中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）高通量转录组解析及免
疫通路关键基因筛选［Ｄ］．青岛：中国科学院大学，２０１４．

［１２］ＨａｙｅｓＢ，ＬａｅｒｄａｈｌＪＫ，ＬｉｅｎＳ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｘｔｅｎｓｉｖｅｒｅｓｏｕｒｃｅｏｆｓｉｎｇｌｅ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｍａｒｋｅｒｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＡｔｌａｎｔｉｃｓａｌｍｏｎ
（Ｓａｌｍｏｓａｌａｒ）ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，２００７，２６５
（１／２／３／４）：８２－９０．

—８４１— 江苏农业科学　２０１９年第４７卷第４期


