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摘要: 为了探究瓦氏雅罗鱼(Leuciscus waleckii)极端盐碱环境下的适应机制, 采用比较基因组学的研究方法, 分别

对来自内蒙古高盐碱湖泊达里湖(53.57 mmol/L, pH 9.6)和来自松花江流域的瓦氏雅罗鱼各 5 尾样本进行了基因组

重测序, 重点对两个种群全基因组水平的插入/缺失(insertion-deletion, InDels)位点进行了比较分析。测序共得到

486.57 G 高质量数据, 3243686532 个 clean reads, 平均测序深度为 51.34 X。序列比对后进行 InDels 调用共获得非

冗余 InDels 位点 983528 个。种群比较分析获得差异 InDels 位点 8176 个, 整合差异 InDels 和两个种群基因组强选

择信号区域, 共获得与盐碱适应相关的 InDels 位点 325 个, 关联候选基因 176 个。富集分析显示, 176 个候选基因

主要在离子转运、酸碱平衡和炎症免疫反应等生物学过程发挥重要作用。利用 EasyCodeML、MEME 和 FEL 3 种

模型, 对离子转运和酸碱平衡等盐碱适应关键调控过程的候选基因 abcc1、atp2b1、slc4a4、slc7a2 和 aqp4 进行了

进化分析和选择压力检测, 结果显示净化选择均对候选基因起主导作用, 但 abcc1、atp2b1、slc4a4 和 slc7a2 的受

选择位点表现出不同程度的正向选择, 并且部分位点处于关键功能结构域中。蛋白三维结构分析显示, SLC4A4 和

SLC7A2 两个蛋白的少数位点与配体结合位点重合或非常接近, 推测盐碱胁迫环境介导的正向选择压力驱动了对

这些位点的选择。本研究可为瓦氏雅罗鱼盐碱适应候选基因的深入挖掘及育种新型分子标记的开发提供参考和依据。 
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瓦氏雅罗鱼 (Leuciscus waleckii)隶属于鲤形

目(Cypriniformes)、鲤科(Cyprinidae)、雅罗鱼亚

科(Leuciscinae)、雅罗鱼属, 是我国北方知名的土

著鱼类, 主要分布于黑龙江流域、辽河、黄河、

内陆淡水及盐碱湖泊。瓦氏雅罗鱼具有极强的盐

碱 耐 受 能 力 , 能 够 耐 受 内 蒙 古 达 里 湖 碱 度

53.57 mmol/L, pH 9.6 的极端不良环境, 并形成优

势种[1]。据地质学和地理学考证, 达里湖在更新世

早期 (11500~7600 CAL.BP)是一个淡水湖泊 , 和

古辽河水系相连; 到更新世中晚期(3450 CAL. BP

至今), 由于气候干燥, 降水减少, 地质下陷等原

因, 演变为封闭的内陆盐碱湖泊[2]。而栖息于此的

瓦氏雅罗鱼(碱水种), 被逐渐升高的碱度胁迫和

选择, 在不足 1 万年的时间里实现了对达里湖高

碱度高 pH 环境的快速适应[3]。室内碳酸盐碱度急

性毒理研究发现, 瓦氏雅罗鱼碱水种的耐碱能力

是淡水种的 1.5 倍[4]。群体遗传学研究显示, 瓦氏

雅罗鱼碱水种和淡水种出现了明显的群体遗传结

构分化, 推测地理隔离和局域适应(local adapta-

tion)可能是造成二者分化的主要原因[1,5-6]。因此, 

瓦氏雅罗鱼独特的地质和演化历史为揭示硬骨鱼

类在古环境中适应极端环境的分子机制研究提供
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了理想的研究模型。 

全基因组高通量测序技术的发展, 使从基因

组尺度解析瓦氏雅罗鱼盐碱适应的遗传基础成为

可能。Xu 等[6]通过对瓦氏雅罗鱼达里湖和黑龙江

种群基因组 SNP 多态性进行扫描和比较分析, 发

现了一系列与硬骨鱼适应极端碱性环境相关的候

选基因 , 功能分析发现这些基因参与了酸碱调

节、离子转运、含氮废物排泄等多种调控通路。

笔者近期通过消除地理隔离和空间背景差异, 聚

焦碱水和淡水两种异质环境, 基于全基因组差异

的 SNP 位点筛选鉴定了 21 个受盐碱正向选择的

候选基因[5]。这些研究表明达里湖种群已进化出

独特的基因组适应性机制以应对极端盐碱环境。 

相 比 于 SNP, 插 入 缺 失 (insertion-deletion, 

InDel)作为第二种最常见的基因组变异类型, 在

稳定性和多态性上的表现更加突出[7]。目前在动

植物中这种分子标记已经开始应用于种群遗传结

构分析以及通过全基因组关联研究(genome-wide 

association studies, GWAS)开展的分子辅助育种[8-10], 

但在鱼类基因组中相关研究报道相对较少。 

本研究选取瓦氏雅罗鱼达里湖和松花江种群

为研究对象, 利用全基因组重测序技术, 筛选碱

水种和淡水种基因组差异 InDel 突变位点, 结合

基因组选择清除分析和基因选择压力分析筛选受

盐碱正向选择的 InDel 位点及其关联基因, 并对

候选 InDel 关联基因进行选择压力及蛋白质结构

预测分析。旨在通过全基因重测序挖掘 InDel 变

异位点, 为瓦氏雅罗鱼适应极端盐碱环境提供全

面的、潜在的遗传基础证据, 也为鱼类育种新型

分子标记的开发提供参考和依据。 

1  材料与方法 

1.1  样本来源及 DNA 提取 

瓦氏雅罗鱼分别采自内蒙古达里湖和松花江

流域绥滨段, 两个采样点的水质参数参照 Chang

等[1]和常玉梅等[11]的报道。每个群体各采集 5 尾

样本, 达里湖种群(碱水种, DL)平均体重和体长

分别为(139.18±10.96) g 和(20.90±0.68) cm; 松花

江种群(淡水种, SH)平均体重和体长分别为(125.85± 

3.67) g 和(20.10±0.24) cm。鱼体经 MS-222 (Sigma- 

Aldrich, 美国)麻醉后用经肝素钠浸润过的 1.5 mL

注射器从尾静脉采集血液, 放入液氮保存备用。

血液基因组 DNA 使用 DNeasy Blood and Tissue 

Kit (Qiagen, 德国)试剂盒进行提取, 1%的琼脂糖

凝胶电泳检测 DNA 完整性 , 并使用 Nanodrop 

8000 (Thermo Scientific, 美国)检测 DNA 浓度和

纯度。检测合格的 DNA 置于−20 ℃保存备用。 

1.2  DNA 文库构建及高通量测序 

检验合格的 DNA 样品(>1 μg)通过 CovarisS2

随机打断成长度为 350 bp 的片段。采用 TruSeq 

Library Construction Kit (Illumina, 美国)进行建库, 

严格使用说明书推荐的试剂和耗材。DNA 片段经

末端修复、加 ployA 尾、加测序接头、纯化、PCR

扩增等步骤完成整个文库制备过程。构建好的文

库经质检后在 Illumina Hiseq4000 平台上进行

PE150 双末端测序。文库构建及高通量测序由北

京诺禾致源科技股份有限公司合作完成。 

1.3  测序数据质量评估 

原始测序数据经过 FastX-Toolkit 软件(v0.0.14) 

(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/)进行过滤 , 

过滤流程如下: (1) 过滤掉总体质量偏低(碱基质

量分数 Q<20)的 reads 序列; (2) 过滤去除 Q>20 但

有效碱基数含量小于 50%的 reads 序列; (3) 过滤

掉 3ʹ端Q<10的碱基序列, 确保测序碱基错误率小

于 0.1; (4) 过滤掉所有 reads 序列中的接头序列; 

(5) 过滤掉测序深度不足而无法识别的碱基占比

大于 10%的 reads 序列; (6) 过滤掉长度<20 bp 的

reads 序列。 

1.4  InDel calling 和统计分析 

使用 Burrows-Wheeler Alignment 软件(BWA, 

v0.7.17)[12]以默认参数将过滤后的数据与瓦氏雅

罗鱼参考基因组 (NCBI: GCA_900092035.1)[6]进

行比对, 使用 NGS QC 工具包[13]对过滤 reads 进

行 进 一 步 的 质 量 控 制 ; 采 用 Samtools 软 件

(v1.9)[14]中的 rmdump 去除重复序列, 使用基因组

GATK 工具包(v.3.5)[15]对 InDel 周围的 reads 进行

比对, 其中 RealignerTargetCreator 查找需要进行

精细比对的位置信息; InDelRealigner 对初始比对

文件进行精细比对; 最后使用 BaseRecalibrator 进

行碱基质量分数的重新校准。 
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1.5  差异 InDel 位点挖掘 

使用 Samtools 软件[14]mpileup 鉴定 InDel 变异

位点, 过滤标准如下: (1) Q≥20; (2) 每个个体测

序覆盖深度(QualByDepth)>3; (3) 序列比对质量

分数均方根(RMSMappingQuality)>20。 

使用 SnpEff 软件(v4.1)[16]根据瓦氏雅罗鱼参

考基因组和注释文件创建本地数据库, 对获得的

高质量 InDel 突变位点进行位置和效应信息注释。

完成注释后, 首先收集达里湖和松花江种群基因

组上所有位置坐标相同的 InDel 区域位点, 其次

与松花江种群个体间共享位点(同一种群个体间

InDel 位点变化一致)比较, 筛选出达里湖种群差

异共享位点及其对应基因。此外, 笔者前期基于

遗传分化指数(fixation index, Fst)和种群核苷酸多

样性比值 π ratio (SH/DL)进行了达里湖种群和松

花江种群基因组上的选择信号检测, 将 Fst 和 π ratio 

(SH/DL)占前 5%的部分(Fst≥0.375, π ratio≥4.160)

作为基因组具有强选择性扫描信号的区域[5]。在

本研究中，笔者以强选择扫描信号区域的 Fst 和 π 
ratio (SH/DL)值为参考，过滤得到位于该区域的

达里湖种群 InDel 差异共享位点及其候选基因。 

1.6  基因功能富集分析 

将候选基因递交至 KOBAS 3.0[17] (http://kobas. 

cbi.pku.edu.cn/)进行 GO 和 KEGG 富集分析[18-19]。

在 Fisher 精确检验的基础上 , 采用 Benjamini- 

Hochberg 多重测试对 P 值进行调整, 设定 0.05 为

显著性阈值。 

1.7  进化选择压力分析 

根据富集分析结果, 选择参与离子转运和酸

碱平衡关键调控过程的候选基因 mRNA序列进行

选择压力分析。首先从雅罗鱼基因组数据库

(http://www.fishbrowser.org/database/amur-ide/)中

调取达里湖种群候选基因 mRNA 序列, 然后检索

GenBank 数据库 (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)

收集底鳉 (Fundulus heteroclitus)、尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus)、大西洋鲑(Salmo salar)、

大黄鱼(Larimichthys crocea)、斑马鱼(Danio re-
rio)、鲤(Cyprinus carpio)、鲫(Carassius auratus)

等 12 种硬骨鱼对应基因 mRNA 序列(表 1)。将每

个物种所得序列与达里湖种群序列进行 Blast 比

对以确保序列相似性。通过 MEGA X 软件

ClustalW 程序[20]以默认比对参数进行多序列比对, 

比对结果利用 TBtools 软件[21]进行修剪后通过最

大似然法(maxmium likelihood, ML)构建系统发育

树确定各物种间的系统发育关系, 自验值设定为

1000 以验证进化树的可信程度。使用 EasyCodeml

软件(v4.8)[22]中的 CodeML 算法估算候选基因的

非同义/同义替换率比率 dN/dS (ω), 系统发育树

(.tree)和转换为.phy 的多序列比对文件作为输入

数据。基于该软件中的位点模型检验候选基因的

正向选择假设, 该模型允许选择压力随位点的不

同而变化, 即假设系统发育树的不同分支所受选

择压力相同, 但不同氨基酸位点经历的选择压力

不同。本研究考虑了 4 对替换模型, M0 (one ratio) 

vs M3 (discrete), M1a (Nearly Neutral) vs M2a 

(Positive Selection), M7 (β) vs M8 (β and ω>1)以及

M8 (β and ω>1) vs M8a (β and ω=1), 与模型 M1a、

M0、M7 相对应的 M2a、M3、M8s 假定条件均允

许 ω>1。使用似然比检验(LRT)比较了模型的拟

合度, 以模型中的 Bayes Empirical Bayes (BEB)

标准来确定正向选择压力位点 , 若后验概率≥

0.95, 表明该位点受到显著的正向选择压力。此

外, 为避免假阳性正向选择位点的出现, 本研究

还考虑了同义率变化和重组的其他测试 , 包括

混合效应模型(MEME)和固定效应模型(FEL)。两

种测试方法通过 Datamonkey 在线服务器(http:// 

www.datamonkey.org)完成, 满足以下条件的位点

鉴定为正向选择位点: (1) β+>α; (2) 似然比检验

P<0.1。通过 EasyCodeML、MEME 和 FEL 其中

两种或两种以上测试的位点被认为是强正向选择

压力位点。 

1.8  正向选择位点功能预测 

为了确定受正向选择氨基酸位点的功能, 将

瓦氏雅罗鱼候选基因氨基酸序列使用 HMMER[23]

与斑马鱼序列进行同源搜索; 使用 MEGAX 软件

的 MUSCLE 程序进行比对以确定瓦氏雅罗鱼正向

选择位点在斑马鱼上的等效位置; 使用 Pfam 在

线分析系统 [24]确定斑马鱼同源序列上的等效位 
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表 1  不同物种 mRNA 序列登录号 

Tab. 1  mRNA accession number of different species 
基因 gene 

物种 species 
abcc1 atp2b1 slc4a4 slc7a2 aqp4 

斑马鱼 
Danio rerio 

XM_ 
001341859.7 

XM_ 
021474965.1 

XM_ 
009301742.3 

NM_ 
001008584.1 

NM_ 
001358313.1 

鲤 
Cyprinus carpio 

XM_ 
019063140.1 

LHQP 
01004580.1 

LHQP 
01006640.1 

LHQP 
01044284.1 

XM_ 
019126192.1 

太平洋鲑 
Oncorhynchus kisutch 

XM_ 
031814424.1 

N.A. 
XM_ 
031816383.1 

XM_ 
020502083.2 

XM_ 
031833596.1 

青鳉 
Oryzias latipes 

XM_ 
020705549.1 

XM_ 
020714117.2 

XM_ 
023958122.1 

XM_ 
011480522.3 

XM_ 
011486891.3 

尼罗罗非鱼 
Oreochromis niloticus 

XM_ 
005461613.4 

XM_ 
019346817.2 

XM_ 
005451543.4 

XM_ 
005460484.4 

XM_ 
005476355.4 

金线鲃 
Sinocyclocheilus rhinocerous 

XM_ 
016441595.1 

XM_ 
016272439.1 

XM_ 
016481766.1 

XM_ 
016446453.1 

XM_ 
016532039.1 

鲫 
Carassius auratus 

MH 
420555.1 

XM_ 
026236876.1 

XM_ 
026211369.1 

XM_ 
026281018.1 

XM_ 
026195121.1 

斑点叉尾鮰 
Ictalurus punctatus 

XM_ 
017490307.1 

XM_ 
017494455.1 

XM_ 
017452158.1 

XM_ 
017474119.1 

XM_ 
017455409.1 

金鲈 
Perca flavescens 

XM_ 
028598933.1 

N.A. 
XM_ 
028577137.1 

XM_ 
028589476.1 

XM_ 
028592985.1 

底鳉 
Fundulus heteroclitus 

XM_ 
012860936.3 

XM_ 
021309511.2 

N.A. 
XM_ 
021318690.2 

XM_ 
012875407.3 

大黄鱼 
Larimichthys crocea 

XM_ 
010755057.3 

XM_ 
027291879.1 

XM_ 
010736564.3 

XM_ 
010732897.3 

XM_ 
010730011.3 

遮目鱼 
Chanos chanos 

XM_ 
030790406.1 

XM_ 
030778801.1 

XM_ 
030772709.1 

XM_ 
030765002.1 

XM_ 
030770711.1 

 

点是否处于功能结构域或功能结构域位点周围。

此外, 使用蛋白空间结构分析服务器 I-TASSER[25]

通过折叠辨识模拟的方法预测候选基因的蛋白质

三维结构, 进一步了解基因编码蛋白的功能意义, 

模型评估通过 C-score 和 TM-score 完成。对于

C-score, 可信度区间为[−5,2]; 对于 TM-score, 大

于 0.5 表明拓扑结构具有较高的准确性, 而小于 

0.17 表明拓扑结构准确性较差[25-26]。最终的蛋白

质三维结构模型通过 PyMOL 软件(https://www. 

schrodinger.com/pymol/)进行展示。 

2  结果与分析 

2.1  测序数据统计 

样品经过测序和质控共产生了 3243686532

个高质量 clean reads, 包含 486.57 G 的测序数据。

其中 DL 组有 1659962056 reads 和 249 G 碱基数, 

SH 组有 1583724476 reads 和 237.57 G 碱基数(表

2)。与初始 reads 相比, 保留下来的高质量 clean 

reads 占 96.7%, 其中, phred score>20 的 reads 占

97.3%, phred score>30 的 reads 数占 92.6%。GC

含量较稳定, 在 39.30~39.88 之间浮动。reads 比

对至参考基因组后, 统计结果显示, DL 组总的

Mapping reads 数为 1364105229, 平均比对率为

82.17%, 平均测序深度约为 54.4 X; SH 组总的

Mapping reads 数为 1287038455, 平均比对率为

81.27%, 平均测序深度约为 51.34 X (表 2)。 

2.2  InDel 检测与分布统计 

DL 和 SH 两组所有个体共有 983528 个 InDels

被保留下来, 在各个染色体上, 分布的 InDels 数

量为 21244~67765 (图 1)。总体上各个染色体上分

布的 InDels 数量有所差异或偏倚, 平均每条染色

体上每 Mb 分布 2.16~6.89 个(图 2)。在保留的

983528 个 InDels 中, DL 组有 420095 个, SH 组有

563433 个。InDels 长度为 1~29 bp, 插入多于缺失, 

主要以 1~8 bp 的小片段为主。单碱基 InDels 最多, 

其中 DL 组插入数和缺失数分别为 294851 个和 



188 中国水产科学 第 29 卷 

 

表 2  瓦氏雅罗鱼达里湖和松花江种群个体测序数据及比对结果统计 

Tab. 2  Summary of sequencing and mapping statistics of Leuciscus waleckii individuals from Lake  
Dali Nor (DL) and Songhua River (SH) populations 

样品 
sample 

过滤碱基数/G 
clean bases 

过滤读长 
clean reads 

比对读长 
mapped reads 

唯一比对读长率/% 
uniquely mapped reads 

测序深度/X 
sequencing depth 

DL1 48.49 323299350 265765182 82.20 53.00 

DL2 48.22 321441642 263095847 81.85 52.50 

DL3 47.74 318252248 261486938 82.16 52.10 

DL4 55.94 372930972 307344683 82.41 61.30 

DL5 48.61 324037844 266412579 82.22 53.10 

合计 total 249 1659962056 1364105229 N.A. N.A. 

平均 average 49.8 331992411 272821046 82.17 54.40 

SH1 48.35 322305900 260945026 80.96 52.00 

SH2 47.90 319304476 259156951 81.16 51.70 

SH3 46.85 312324164 254561923 81.51 50.80 

SH4 46.06 307058642 251545155 81.92 50.20 

SH5 48.41 322731294 260829400 80.82 52.00 

合计 total 237.57 1583724476 1287038455 N.A. N.A. 

平均 average 47.51 316744895 257407691 81.27 51.34 

 

 
 

图 1  瓦氏雅罗鱼每条染色体上的插入/缺失位点(InDels)数量分布 

Fig. 1  The number of insertion-deletion sites (InDels) on each chromosome of Leuciscus waleckii 
 

30515 个, SH 组分别为 353277 个和 26539 个。其

次为双碱基 InDels, 其中 DL 组插入数和缺失数

分别为 18584 个和 13097 个, SH 组分别为 30870

个和 21302 个。随着 InDels 碱基数的增加, InDels

数量整体呈下降趋势(图 3)。 

2.3  InDels 注释 

DL 组总 InDels 数量为 420095 个。大多数

InDels 位于基因间区域(328682 个, 78.24%), 少部

分位于基因区域(76289 个, 18.16%)、基因上游

(8906 个, 2.12%)和下游(6218 个, 1.48%), 其中基

因区域包括内含子(66173, 86.74%)、外显子(6340, 

8.31%) 和 非 翻 译 区 (3′-UTR, 2609 个 , 3.42%; 

5′-UTR, 1169 个, 1.53%)。编码区内移码插入总数

(frameshift insertion)为 1818 个(28.68%), 编码区

内移码缺失总数(frameshift deletion)为 2191 个

(34.56%), 编码区内 InDels 突变获得终止子总数

(stop-gain)为 186 个(2.94%), 编码区内 InDels 突

变丢失终止子总数(stop-lost)为 280 个(4.41%); 非

编码区内移码插入总数(non-frameshift insertion)

和非编码区内移码缺失总数(non-frameshift dele-

tion)分别为 793 个(12.50%)和 1072 个(16.91%) 

(图 4a)。 
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图 2  插入/缺失位点(InDels)在瓦氏雅罗鱼各染色体的分布情况 

Fig. 2  Insertion-deletion sites (InDels) distribution on the chromosomes of Leuciscus waleckii 
 

 
 

图 3  不同长度插入/缺失位点(InDels)在瓦氏雅罗鱼基因组的分布 

a. 瓦氏雅罗鱼达里湖种群不同长度 InDels 基因组分布; b. 瓦氏雅罗鱼松花江种群不同长度 InDels 基因组分布. 

Fig. 3  The distribution of different size insertion-deletion sites (InDels) in Leuciscus waleckii genome 
a. The distribution of InDels length in Leuciscus waleckii from Lake Dali Nor (DL) population;  
b. The distribution of InDels length in Leuciscus waleckii from Songhua River (SH) population. 
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SH 组总 InDel 数量为 563433 个。与 DL 组分

布相似, 大多数 InDels 位于基因间区域(430068

个 , 76.33%), 少部分位于基因区域 (120743 个 , 

21.43%)、基因上游(7043 个, 1.25%)和下游(5579

个, 0.99%), 其中基因区域包括内含子(93709 个, 

77.61%)、外显子(20164 个, 16.70%)和非翻译区

(3′-UTR, 3513 个, 2.91%; 5′-UTR, 3357 个, 2.78%)。

编码区内移码插入总数为 5767 个(28.60%), 编码

区内移码缺失总数为 6769 个(33.57%), 编码区内 

InDels 突变获得终止子总数为 645 个(3.20%), 编

码区内  InDel 突变丢失终止子总数为 250 个

(1.24%); 非编码区内移码插入总数和非编码区内

移码缺失总数分别为 3438 个(17.05%)和 3295 个

(16.34%)(图 4b)。 

 

 
 

图 4  瓦氏雅罗鱼不同种群插入/缺失位点(InDels)区域功能分类 

a. 瓦氏雅罗鱼达里湖种群 InDels 区域功能分类; b. 瓦氏雅罗鱼松花江种群 InDels 区域功能分类. 

Fig. 4  Functional classification of the detected InDels for different Leuciscus waleckii population groups 
a. Functional classification of the detected InDels for Leuciscus waleckii from Lake Dali Nor (DL);  
b. Functional classification of the detected InDels for Leuciscus waleckii from Songhua River (SH). 
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2.4  差异 InDels 位点筛选 

DL 组与 SH 组共筛选得到 8176 个差异共享

InDels 位点, 其中基因间区域为 5755 个(70.39%), 

基因上游和下游分别为 60 个 (0.74%)和 55 个

(0.68%), 基因区域中非翻译区 3′-UTR 为 23 个

(0.29%), 5′-UTR 为 22 个(0.27%), 内含子为 2074

个(25.37%), 外显子为 187 个(2.26%)。通过计算

Fst 和 π ratio (SH/DL)在两个种群中共筛选到 3259

个强选择信号区域[5], 将 DL 差异共享位点与强

选择信号区域取交集, 共得到 325 个差异共享位

点关联到 176 个基因, 将这些基因确定为最终的

功能候选基因。 

2.5  基因功能富集分析 

176 个候选基因共富集到 1613 个 GO 条目和

181 个 KEGG 通路中, 其中显著富集的 GO 条目

有 193 个, KEGG 通路有 27 个(P<0.05)。GO 分析

显示生物过程(biological process, BP)相关的候选

基因富集程度较高的为免疫系统, 包括凋亡正调

控(GO: 0043065)、免疫应答(GO: 0045087)、白细

胞介素-2 合成正调控(GO: 0032743)等过程; 其次

为离子跨膜转运(GO: 0034220)和碱性氨基酸转

运体活性(GO: 0015174)相关过程的候选基因也

存在显著富集。细胞组分(cellular component, CC)

中与能量代谢有关的候选基因存在显著富集, 包

括 线 粒 体 (GO: 0005739) 、 线 粒 体 内 膜 (GO:  

000743)、呼吸链复合物 IV (GO: 0045277)等过程。

分子功能(molecular function, MF)中转运调节基

因富集程度较高 , 包括 Na+跨膜转运活性 (GO: 

0015081)和 ABC 型转运蛋白活性(GO: 0140359)

等(图 5)。KEGG 分析显示参与细胞凋亡与免疫应

答相关的功能区域显著富集, 包括 NOD 样受体

通路 (04621)、Toll 样受体通路 (04620)、自噬

(04215)、TNF 信号通路(04668)和 p53 信号通路

(04115)等; 此外, 可能与逆境生境适应相关的功

能区域也有显著富集, 包括 Ca2+信号通路(04020)、

心肌收缩通路 (04260)、肾素 -血管紧张素系统

(04614)以及应激激素区域, 如催乳素通路(04917)

等(图 6)。 
 

 
 

图 5  达里湖瓦氏雅罗鱼种群盐碱适应候选基因 GO 分析 

Fig. 5  GO annotation of candidate genes for alkali-saline adaptation in Leuciscus waleckii from Lake Dali Nor population 
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图 6  达里湖瓦氏雅罗鱼种群盐碱适应候选基因 KEGG 分析 

Fig. 6  KEGG pathway analysis of candidate genes for alkali-saline adaptation in Leuciscus waleckii  
from Lake Dali Nor populations 

 
2.6  关键调控基因选择压力分析 

基于种群强选择信号区域、InDels 差异共享

位点、富集的 GO 条目类型(图 5)以及基因生物学

功能, abcc1、atp2b1、slc4a4、slc7a2、aqp4 被确

定为与 DL 组离子转运和酸碱平衡等过程相关的

关键调控基因, 这 5 个基因都处于强选择信号区

域中, 并且都至少包含有一个差异共享 InDel 突

变位点 (表  3)。将这些关键调控基因首先利用

EasyCodeML 软件进行选择压力分析。对于 aqp4, 

在 M0 模型下, ω=0.39436, ω值远小于 1, 没有直

接的证据表明存在正向选择(表 4), 比较 M1a 和

M2a, 似然比检验 2ΔlnL=0, P 值为 1, 说明 M2a

并不优于 M1a, 分别比较 M7 vs M8 和 M8a vs M8, 

似然比检验分别为 2Δ l nL=9 .4 4  (P<0 .01 )和

2ΔlnL=0.015 (P>0.5), 说明 M8a 模型并不优于 M8, 

综合表明 aqp4 基因主要受到较强的净化选择约

束, 具有很高的保守性。对于基因 atp2b1, 在模型

M0中, 进化速率ω0=1.10315, 说明 atp2b1在进化

过程中受到了一定的正向选择, 对 4 个位点模型

进行似然比检验发现, M3、M2a 和 M8 模型明显

优于其相应的假设模型 M0、M1a、M7 与 M8a (P< 

0.01)(表 4), 表明各点之间的选择压力存在差异。

其余基因 slc4a4、slc7a2、abcc1 的 M0 模型表明

它们在进化过程中都受到了不同程度的净化选 

 
表 3  达里湖瓦氏雅罗鱼种群盐碱适应关键调控基因插入/缺失位点信息 

Tab. 3  The detailed information of the key regulatory genes and the related InDel loci for alkali-saline  
adaptation in Leuciscus waleckii from Lake Dali Nor (DL) populations 

基因名 
gene name 

位置 
position (scaffold_bp) 

达里湖种群插入/缺失位点 
InDel genotypes in DL 

松花江种群插入/缺失位点 
InDel genotypes in SH 

Fst 
π ratio 

(SH/DL)

abcc1 S2372_280895 ins (G->GA) del (GTTTTT->GTTTT) 0.496 6.187 

atp2b1 S2457_79727 
S2457_81204 

ins (TG->TGG) 
ins (ATA->ATATACTTACTTA) 

del (TG->T) 
ins (ATA->ATAT) 

0.550 8.135 

slc4a4 S156_79063 del (GAAT->G) del (GAA->GA) 0.452 6.632 

slc7a2 S2183_243547 
S2183_253398 

ins (A->AT) 
ins (CG->CGG) 

ins (AT->ATT) 
ins (CGG->CGGG) 

0.617 11.743 

aqp4 S916_402279 del (AC->A) del (ACTCT->ACT) 0.500 7.771 

注：ins 表示插入, del 表示缺失. 

Note: ins indicates insertion; del indicates deletion. 
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表 4  达里湖瓦氏雅罗鱼种群盐碱适应关键调控基因适应性进化分析 

Tab. 4  Adaptive evolution analysis of key regulatory genes for alkali-saline adaptation  
in Leuciscus waleckii from Lake Dali Nor (DL) populations 

基因 gene M0 M1a M2a M3 M7 M8 M8a 

abcc1 ω0=0.93169 p0=0.26242 

p1=0.73758 

ω0=0.09249 

ω1=1.00000 

p0=0.23566 

p1=0.55983 

p2=0.20451 

ω0=0.09014 

ω1=1.00000 

ω2=2.19622 

p0=0.17768 

p1=0.49885 

p2=0.32346 

ω0=0.03549 

ω1=0.76786 

ω2=1.91167 

p=0.11023 

q=0.02848 

p0=0.71712 

p=0.37729 

q=0.22021 

(p1=0.28288) 

ω=1.96411 

p0=0.27672 

p=1.33245 

q=9.96033 

(p1=0.72328)

ω=1.00000 

atp2b1 ω0=1.10315 p0=0.22325 

p1=0.77675 

ω0=0.00000 

ω1=1.00000 

p0=0.18519 

p1=0.66442 

p2=0.15039 

ω0=0.0000 

ω1=1.00000 

ω2=3.58350 

p0=0.22534 

p1=0.68357 

p2=0.09109 

ω0=0.00000 

ω1=1.21228 

ω2=4.39876 

p=0.10641 

q=0.02828 

p0=0.80477 

p=0.13154 

q=0.03480  

(p1=0.19523) 

ω=3.17244 

p0=0.22325 

p=0.00500 

q=6.06544 

(p1=0.77675)

ω=1.00000 

slc4a4 ω0=0.49123 p0=0.50319 

p1=0.49681 

ω0=0.13607 

ω1=1.00000 

p0=0.48233 

p1=0.48557 

p2=0.03210 

ω0=0.13430 

ω1=1.00000 

ω2=3.09276 

p0=0.31338 

p1=0.52293 

p2=0.16369 

ω0=0.04725 

ω1=0.56022 

ω2=1.65694 

p=0.42151 

q=0.45488 

p0=0.93159 

p=0.45765 

q=0.54920 

(p1=0.06841) 

ω=2.19614 

p0=0.66534 

p=0.65833 

q=1.86869 

(p1=0.33466)

ω=1.00000 

slc7a2 ω0=0.49050 p0=0.49617 

p1=0.50383 

ω0=0.12074 

ω1=1.00000 

p0=0.47347 

p1=0.48966 

p2=0.03686 

ω0=0.11839 

ω1=1.00000 

ω2=3.46105 

p0=0.35821 

p1=0.53030 

p2=0.11150 

ω0=0.05744 

ω1=0.65093 

ω2=2.06412 

p=0.40579 

q=0.42093 

p0=0.93723 

p=0.43899 

q=0.49897 

(p1=0.06277) 

ω=2.53772 

p0=0.63033 

p=0.67283 

q=2.27849 

(p1=0.36967)

ω=1.00000 

aqp4 ω0=0.39436 p0=0.56763 

p1=0.43237 

ω0=0.12665 

ω1=1.00000 

p0=0.56763 

p1=0.03445 

p2=0.39791 

ω0=0.12665 

ω1=1.00000 

ω2=1.00000 

p0=0.53514 

p1=0.09459 

p2=0.37027 

ω0=0.10716 

ω1=0.84815 

ω2=0.84815 

p=0.53076 

q=0.63520 

p0=0.58813 

p=3.47112 

q=20.77246 

(p1= 0.41187) 

ω=1.00000 

p0=0.58857 

p=4.59178 

q=28.01053 

(p1=0.41143)

ω=1.00000 

注：M0 表示单一比率; M1a 表示近中性; M2a 表示正选择; M3 表示离散; M7 表示 β分布; M8 表示 β & ω>1; M8a 表示 β & ω=1. 

Note: M0 (one ratio), M1a (neutral), M2a (positive selection), M3 (discrete), M7 (β), M8 (β & ω>1), M8a (β & ω=1). 
 

择(ω<1), 但 M3、M2a 和 M8 模型明显优于其相

应的假设模型 M0、M1a、M7 与 M8a (P<0.01), 因

此尽管在进化过程中受到不同程度的净化选择 , 

但在这些基因 M8 模型中也存在着发生正向选择

的氨基酸位点。在模型 M8 中, 分别以 EasyCodeML、

MEME 和 FEL 计算检测了 abcc1、atp2b1、slc4a4、
slc7a2 和 aqp4 5 个候选基因的正向选择位点, 分

别检测到 2、16、16、8 和 0 个强正向选择位点, 其

中 abcc1 的两个位点达到极显著水平, 其余的位

点均为显著水平(表 5)。 

2.7  正向选择位点功能分析和蛋白质三维结构

预测 

将上述正向选择位点所在氨基酸序列与斑马

鱼同源序列比对后确定了瓦氏雅罗鱼在斑马鱼正

向选择位点的等效位置。abcc1 的两个氨基酸位

点虽然达到了极显著水平, 但未发现与斑马鱼相

关功能结构域及其附近位点的重合区域。atp2b1
受选择位点主要集中在阳离子转运 ATP 酶功能域

的两端(N 端和 C 端)以及 E1-E2ATP 酶功能域。

slc4a4 受选择位点与斑马鱼功能重叠区域主要集
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中在带 3 蛋白胞质段和 HCO3
–共转运结构域。

slc7a2 受选择位点主要集中在斑马鱼氨基酸通透

酶结构域(图 7)。由于 slc4a4 和 slc7a2 的部分受

选择位点处于共转运和跨膜载体蛋白等关键调控

结构域中, 因此本研究将这两个基因的氨基酸序

列提交至 I-TASSER 进行三维蛋白结构预测。在  

 
表 5  正向选择氨基酸位点 

Tab. 5  Amino acid sites undergoing positive selection 

M0 vs M3 M1a vs M2a M7 vs M8 M8a vs M8 
 

2ΔlnLP-value 

EasyCodeML (M8) 
vs MEME 

vs FEL 

abcc1 660.16** 126.71** 138.17** 126.28** 32th 128th 

atp2b1 144.55** 80.21** 90.10** 78.27** 33th 39th 40th 
43th 57th 65th 
141th 151th 242th 
279th 328th 407th 

619th 840th 877th 972th 

slc4a4 1050.6** 60.43** 79.09** 57.41** 4th 16th 25th 
51th 74th 112th  
144th 230th 309th 
506th 517th 530th  

536th 660th 890th 905th 

slc7a2 537.53** 36.22** 46.28** 37.47** 1th 3th 45th 51th 
58th 125th 224th 284th 

aqp4 126.95** 0 9.44** 0.015 not allowed 

注: M0 表示单一比率; M1a 表示近中性; M2a 表示正选择; M3 表示离散; M7 表示 β分布; M8 表示 β & ω>1; M8a 表示 β & ω=1. **表示

似然比检验 P<0.01. 

Note: M0 (one ratio), M1a (neutral), M2a (positive selection), M3 (discrete), M7 (β), M8 (β & ω>1), M8a (β & ω=1). ** indicates likelihood 
ratio P<0.01. 

 

 
 

图 7  基于瓦氏雅罗鱼正向选择位点预测斑马鱼功能结构域等效位置 

Fig. 7  Prediction of equivalent sites of Danio rerio’s functional domains based on positive selection sites of Leuciscus waleckii 
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SLC4A4 蛋白结构中, 检测到的正向选择氨基酸

位点 660th (Phe)与配体结合位点重合, 144th (Phe)

位点非常接近配体结合位点。在 SLC7A2 蛋白结

构中, 正向选择位点 45th (Leu)接近配体结合位点, 

这些位点可能在配体结合中起关键作用 , 此外 , 

在两个蛋白结构预测中均未发现酶激活位点(图 8)。 
 

 
 

图 8  SLC4A4 和 SLC7A2 三维蛋白结构及正向选择位点所处位置 

Fig. 8  Positive selection sites and three dimensional structure of SLC4A4 and SLC7A2 
 

3  讨论 

本研究借助于高通量测序技术, 筛选鉴定了

瓦氏雅罗鱼两个生态种群的 InDels 位点, 得到的

InDels 数量与类型基本一致, 说明两个种群基因

组上的 InDels 分布均匀, 没有因为起源背景或生

活环境差异呈现偏态。总体来看, InDels 插入数大

于缺失数, 数量集中在 1~8 bp, 其中 1~3 bp 最多。

此外, 两个种群 InDels 注释变体大部分分布于基

因间区和内含子等非编码区域, 编码区中分布的

位点最少 , 这与人类 [27]、荷斯坦牛 [28]、藏酋猴
[29]基因组数据上观察到的结果类似。 

在 InDel 注释结果的基础上, 通过每个种群

个体间共享 InDels 位点信息筛选得到瓦氏雅罗鱼

达里湖种群差异共享 InDels 位点, 通过与前期基

于 SNP 位点筛选得到的差异基因组区域整合[5], 

确定了在基因组上一些可能与盐碱适应相关的候

选基因。生物体对非生物胁迫的应答通常涉及多

种机制[30], 筛选得到的候选基因在功能富集分析

中显著富集于几个不同的功能区域, 这与瓦氏雅

罗鱼盐碱适应机制复杂、多样、系统性强的特点

相符[11]。 

通路富集分析发现与离子转运相关的基因显

著富集, 其编码蛋白在细胞膜的流动性和渗透性

方面发挥重要作用。如受正向选择压力较强的

slc7a2 和 slc4a4。研究显示, SLC7A2 作为渗透酶

参与跨质膜转运和吸收阳离子氨基酸, 这种不依

赖于 Na+的渗透调节系统被证实可通过氨基酸的

有效转运使哺乳动物能够在胁迫环境下维持细胞

的正常功能[31]。NBC1 是基因 slc4a4 的表达产物, 

属于 Na+/HCO3
–共转运蛋白, 是重要的 HCO3

–转运

家族成员之一, 对维持鱼类血液酸碱平衡发挥重

要作用[32-33]。相比于淡水种, 达里湖种群受到了

包括总碱度、pH 值以及氨氮代谢变化产生的协同

毒性[11], 使得血液中 HCO3
–浓度增加, 破坏体内

酸碱平衡。课题组前期研究发现, 在相同碱度胁
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迫下, 随着胁迫时间的延长, NBC1 mRNA 在达里

湖种群中显著高表达, 而在松花江种群表达量显

著降低[34], 表明达里湖瓦氏雅罗鱼通过积极主动

地排碱保持体内离子和酸碱平衡。关键调控基因

atp2b1 编码质膜钙泵蛋白, 能够将 Ca2+从细胞质

转运到细胞外来维持跨质膜的钙浓度梯度, 更重

要的是 , 质膜钙泵与渗透调节过程密切相关 [35], 

一项尼罗罗非鱼盐度耐受实验表明, 在 0~32 的盐

度递增条件下尼罗罗非鱼鳃和脑组织 atp2b1 和

Na+/K+ ATPase (NKA) mRNA 均显著高表达，从而

实现在高渗环境下 Na+/Cl−转运和 Ca2+内流[36]。课

题组前期关于达里湖瓦氏雅罗鱼的碱度耐受实验

同样发现 NKA 随着碱度耐受时间的延长呈现显

著高表达[34], 因此 ATP2B1 参与的 Ca2+泵激活可

能与 NKA 的表达变化存在密切关系。此外, 水体

pH 的升高将导致 H+浓度的降低, 使得鱼体排氨

(NH3+H+=NH4
+)受阻, 最终导致“氨中毒”[37], 本研

究鉴定得到的关键调控基因 abcc1 的表达产物是

一种转运谷胱甘肽结合物的膜转运蛋白[38], 在欧

洲舌齿鲈(Dicentrarchus labrax)和尼罗罗非鱼中, 

ABCC1 定位在细胞底端, 将内容物运输至血液, 

对排出细胞内积累的环境毒物以及组织防御等过

程至关重要 [39-41]。达里湖瓦氏雅罗鱼能够对抗

PNH3 梯度继续主动排氨[11], 推测 ABCC1 对于防

止细胞内氨中毒发挥重要作用, 但细胞解毒机制

以及与氨氮代谢之间的关系仍需进一步探索。 

通路分析还筛选到与免疫过程相关的基因显

著富集, 如 xiap、ube2l、ube2d2、psme4b 属于泛

素-蛋白酶体系统, 这一系统提供了控制蛋白质质

量的基本方式, 即增加蛋白的水解作用, 加快蛋

白质的更新速率, 从而有选择性地清除在极端环

境下由于生物合成错误、氧自由基或变性而引起

的异常折叠或损坏[42], 表明修复细胞和清除坏死的

细胞器也是瓦氏雅罗鱼盐碱适应的重要机制。 

除了离子交换、转运及免疫的基因显著富集

外, 本研究还发现部分候选基因富集到了钙离子

信号通路, 包括编码钙黏蛋白(cdh4, cdh7, cdh11, 
cdhr1), 紧密连接蛋白 (cldn1)和细胞骨架蛋白

(camsap1)相关的基因。其中 cldn1 在生物体处于

压力环境时能够通过维持上皮细胞的完整性来充

当物理屏障, 防止溶质和水自由通过上皮细胞和

内皮细胞之间的细胞间隙。camsap1 编码细胞骨

架蛋白, 当细胞暴露于应激环境时, 细胞可通过

快速重组各种细胞骨架网络从而做出应答[43]。 

适应性进化(正向选择)是通过环境变化对蛋

白质施加选择压力, 以提高生物体在局域环境中

的适应性[44]。本研究推测达里湖瓦氏雅罗鱼在盐

碱适应的进化过程中, 可能通过调控基因的 SNP

或 InDel 等序列多态性, 促使基因编码或调控序

列的功能发生变化 , 以此达到对极端环境的适

应。因此, 除了对盐碱适应相关基因的功能研究

外, 本研究还重点关注了这些抗性相关基因在进

化过程中受到的自然选择压力, 对参与离子转运

和酸碱平衡过程的关键调控基因进化速率进行了

分析。笔者在选择压力检测分析中首先采用了

EasyCodeML 中的位点模型, 因为在自然界的进

化过程中 , 选择压力可能只是作用于某些位点 , 

而不是作用于整个基因中 [45]。研究结果显示 , 

slc4a4、slc7a2、abcc1 虽然主要经历了净化选择, 

但仍检测到小部分的正向选择氨基酸位点, 并且

slc4a4 和 slc7a2 部分正向选择位点处于 HCO3
–共

转运蛋白和氨基酸渗透关键功能结构域中。推测

虽然整条基因在进化过程中受到较强的净化选择, 

但某些功能结构域的正向选择位点可能与盐碱胁

迫环境的适应性进化、基因结构的改变有着重要

的联系, 盐碱环境胁迫可能是进化的主要驱动力。 

4  结论 

本研究对瓦氏雅罗鱼达里湖种群和松花江种

群各 5 尾个体进行了基因组重测序, 共鉴定得到

983528 个 InDels 位点。通过比较两个种群之间的

差异 InDels 位点并整合已知的基因组强选择信号

区域, 筛选得到与盐碱适应相关的 325 个 InDels

位点及其关联候选基因 176 个。富集分析显示候

选基因主要在离子转运、酸碱平衡及炎症免疫反

应等生物学过程发挥重要作用。进一步的选择压

力分析显示 , 关键调控基因 abcc1、atp2b1、

slc4a4、slc7a2 和 aqp4 在进化过程中净化选择均

起主导作用, 但处于关键功能结构域的正向选择

状态位点可能有助于瓦氏雅罗鱼达里湖种群快速
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适应极端盐碱环境。本研究结果将为瓦氏雅罗鱼

盐碱适应相关基因或标记的开发提供重要参考。 
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Mining and analysis of InDels in response to alkali-saline stress in 
Amur ide (Leuciscus waleckii) 
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Abstract: To uncover the adaptative mechanism of the alkaline Amur ide (Leuciscus waleckii) population in Lake 
Dali Nor, Inner Mongolia, China, five samples of two populations, including one alkali form from Lake Dali Nor 
(DL), and one freshwater form from the Songhua River (SH), Heilongjiang, China, i.e., its historical origin, were 
analyzed using whole-genome resequencing technology. A total of 983528 nonredundant short insertions and dele-
tions (InDels, 1–29 base pairs) were obtained. Among them, 8176 InDels that were polymorphic between the DL 
and SH populations were identified. Then, using integrated analysis of the known strong positive selection signal 
regions between the DL and SH populations, we identified a total of 176 potential candidate genes potentially af-
fecting alkali-saline adaptation. Enrichment analysis showed that the genes were enriched mainly in inflammatory 
immune responses, ion transport, and osmotic regulation. Furthermore, the candidate genes abcc1, atp2b1, slc4a4, 
slc7a2, and aqp4 for key regulatory processes of alkali-saline adaptation, such as osmotic regulation and acid-base 
balance, were identified via selective pressure analysis using EasyCodeML, MEME, and FEL. Analysis showed 
that purifying selection played a dominative role for all of these genes, but a few amino sites could be identified to 
be under positive selection in the selection model. Prediction of three-dimensional structure revealed that some 
sites of the two proteins SLC4A4 and SLC7A2 coincided or were very close to the ligand-binding sites, indicating 
that the positive selection pressure mediated by the alkali-saline stress may contribute to the development of rap-
idly adaptive evolution in Amur ide. Our findings provide a basis for further study and reveal key genes for al-
kali-saline adaptation in Amur ide. 
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