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摘要: 为了解白斑狗鱼(Esox lucius)早期不同发育阶段的热耐受性, 为其耐热性状的改良提供合适的分子标记, 本

研究首先采用耐热性(upper thermal tolerance, UTT)作为评定指标, 对 UTT 进行方差分析, 比较分析了白斑狗鱼不

同发育阶段的热耐受性。使用 GBS (genotyping-by-sequencing)技术获得两个极端组的耐热性状相关简化基因组测序

数据集, 进而对耐热性状进行全基因组关联分析(genome-wide association study, GWAS), 发掘白斑狗鱼耐热性状关

联的 SNP 标记。结果发现, 白斑狗鱼早期不同发育阶段的耐热性有极显著的差异(P<0.01), 幼鱼期的耐热性最高, 

其次为稚鱼期, 仔鱼期耐热性最低。联合 FarmCPU 和 Blink 模型进行了 GWAS 分析, 发现 5 个 SNPs 与白斑狗鱼

耐热性状的关联性均达到了极显著水平(FDR P-value<0.01), 分别位于 clstn2、MAPK14、VAPA 等基因的内含子和

ANKS1B 基因 5ʹ端非翻译区。这些基因直接或间接与刺激和应激反应相关。本研究初步筛选出与白斑狗鱼耐高温

性状关联的候选 SNPs 和相关基因, 为今后研究白斑狗鱼在应对高温胁迫时的生理机制和分子机制提供参考, 为白

斑狗鱼耐高温性状的改良提供了科学依据。 
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白斑狗鱼(Esox lucius)属鲑形目(Salmoniforme), 

狗鱼亚目(Esocoidei), 狗鱼科(Esocidae), 狗鱼属

(Esox)。分布于亚洲、欧洲和北美洲的北极圈周边

地区[1], 在中国境内仅分布于额尔齐斯河流域。白

斑狗鱼仔幼鱼阶段的最适生长温度为 16~18 ℃, 

当水温超过 18 ℃时, 成活率下降[2]。幼鱼阶段(平

均体重 20 g)最适生长水温为 23~24 ℃, 当环境水

温超过 27 ℃时, 幼鱼活动加剧, 性情不稳定[3]。

在天津、浙江、江苏等地, 夏季高温季节水温超

出白斑狗鱼生长的适宜温度时, 其成活率、养殖

成本及养殖周期均受到直接影响, 养殖池塘均采

取降温措施以保证其安全度夏。白斑狗鱼自身的

热敏感性一定程度上已成为制约其产业化可持续

发展的瓶颈。同时, 全球气候变暖已影响到白斑

狗鱼种群资源, 其生存可能会面临新的挑战。联

合国政府间气候变化专门委员会(IPCC)第五次评

估报告称, 1901—2012 年, 全球地表温度升高了

0.89 ℃。早在 1990 年的研究结果显示, 成年白斑

狗鱼会主动躲避表面温度超过 25 ℃的水域, 且

随着空气温度的上升这种行为将更频繁[4]。在俄

罗斯已经发现由于气候变暖导致白斑狗鱼等鱼类

分布向北移动的证据[5]。随着全球气候的变暖, 极

端天气出现频率增加, 加之中国境内的白斑狗鱼

自然分布区位于该物种自然分布区域的南界, 中

国境内白斑狗鱼的自然种群和养殖群体很可能最

先受到全球气候变暖带来的不利影响。因此, 白

斑狗鱼热耐受性研究和耐高温性状的遗传改良已

成为白斑狗鱼种质资源保护和产业化可持续发展
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亟待解决的问题。 

温度变化对鱼类早期发育阶段的生长和生存

会产生较大的影响, 尤其是仔、稚、幼鱼期对水

温的变化特别敏感[6]。国内关于温度对白斑狗鱼

胚胎发育、早期发育阶段影响, 仔鱼热耐受性, 温

度对养殖密度影响等研究已有报道[2-3,7-8]。耐热性

(upper thermal tolerance, UTT)是基于耐受温度和

耐受时间综合反映的耐热性状评定指标[9], 已在

虹鳟 (Oncorhynchus mykiss)[9]、大鳞鲆 (Tarphops 

oligolepi)[10]等鱼类的耐热性状评价和遗传改良中

应用。但尚未发现白斑狗鱼早期不同发育阶段耐

热性比较的相关报道。 

全基因组关联分析(genome-wide association 

study, GWAS)最早应用于人类疾病, 是用于解析

复杂性状的重要研究手段[11]。随着高通量测序技

术不断发展和测序成本的降低, GWAS 也成为了

揭示鱼类复杂性状的数量遗传变异规律、分析关

键基因遗传调控和分子辅助育种的有力工具。已

在大西洋鲑(Salmo salar)、虹鳟、斑点叉尾鮰(Icta-

lurus punctatus)、鲤(Cyprinus caprio)、银大马哈

鱼(Oncorhynchus kisutch)、欧洲鲈(Dicentrarchus 

labrax)、亚洲鲈(Lates calcarifer)等鱼类的生长、

抗逆性、低氧耐受性、头骨形态、性别决定等复

杂性状遗传研究中得到了应用[11]。 

本研究以 UTT 为耐热性状的评定指标, 对白

斑狗鱼仔鱼期、稚鱼期和幼鱼期的耐热性进行比

较研究。以幼鱼期的 UTT 值为表型数据, 联合

FarmCPU 和 Blink 模型进行 GWAS 分析, 筛选出

与白斑狗鱼耐热性状关联的 SNPs, 并对这些

SNPs 进行验证。为白斑狗鱼早期发育阶段的培育

和耐热性状的遗传改良提供参考。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

白斑狗鱼亲本来自额尔齐斯河 (47°41′59″N, 

86°51′47″E)及乌伦古湖(47°40′42″ N, 87°34′45″E)。

2021 年 4 月 10—13 日人工采卵, 在循环系统中进

行受精卵孵化和苗种培育。在仔鱼后期、稚鱼期

和幼鱼期各随机筛选苗种 200 尾以上作为早期发

育阶段耐热性测定的实验鱼。2022 年 4 月通过人

工繁育获得受精卵, 在同一循环系统中培育至幼

鱼期。 

1.2  热胁迫实验 

每个发育阶段耐热性观测实验均设 3 个平行

组, 在 3 个长×宽×高为 120 cm×60 cm×80 cm 的水

族箱中进行。实验全过程连续充气, 利用 800 W

的智能 PID 变频加热棒控温, 每天换 1/3 相同温

度的水 , 根据实验鱼摄食情况随时投喂鲜活饵

料。实验初期 26 ℃水温驯养 3 d, 此后逐渐升高

水温, 30 ℃前以 2 ℃/d 的速度升温, 水温达到 30 ℃

后以 1 ℃/d 升温速率升温至实验结束, 每隔 2 h

测水温和溶解氧, 及时捞取死亡鱼并记录全长和

存活时间。 

1.3  数据分析 

1.3.1  早期发育阶段的耐热性分析  耐热性计算

公式为 0
1

UTT ( )
k

i
i

T T


  , 式中 UTT 为耐热性, i

为实验天数, Ti为在第 i 天的温度(℃), T0为实验初

始温度(22 ℃), k 为存活的天数。例如, 一尾鱼在

23 ℃存活 1 d, 在 24 ℃存活 1 d 之后死亡 , 

UTT=(23‒ 22)×1+(24‒22)×1=3 ℃·d。实验数据利

用 Excel 进行处理, 采用平均值±标准差 ( SD)x 

表示。利用 SPSS19.0 软件进行耐热性的单因素方

差分析(one-way ANOVA)。采用方差同质性检验

法检验方差齐性, 因变量不满足方差齐性时以耐

热性为因变量, 用 Tamhane’s T2 法进行多重比较, 

差异显著水平为 P<0.05, 极显著水平为 P<0.01。 

1.3.2  SNP标记筛选  本项目组前期通过热胁迫

从 445 尾幼鱼期白斑狗鱼实验鱼中选取最先死亡

的 110 尾作为热敏感组, 最后死亡的 110 尾作为

耐高温组, 通过 GBS (genotyping-by-sequencing)

技术获得热敏感组 109 尾、耐高温组 103 尾的耐

高温性状相关简化基因组测序数据集[12]。本研究

基于以上简化基因组数据集, 利用 PLINK 2.0 软

件对 25 条染色体中的 77478 个位点进行质量质

控。过滤 10%的缺失个体和基因缺失率大于 10%

的 SNP, 删除次要等位基因频率 (minor allele 

frequency, MAF)小于 0.01 和哈迪-温伯格平衡值

(Hardy-Weinberg equilibrium, HWE)小于 0.00001

的 SNP, 设置窗宽 500, 删除 LD 大于 0.2 的 SNP
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对中的一个。质量控制后的 SNP 数据利用

TASSEL5.2.80 软件转换格式后, 用基于 R 语言环

境的 GAPIT3 程序包进行关联分析。白斑狗鱼耐

高温性状记录为二元表型数据, 分别为 0=耐高温

组和 1=热敏感组。前 3 个 PCA 为协变量, 以 Farm-

CPU 和 Blink 模型进行 GWAS 分析, 以假阳性检

出率(false discovery rate, FDR)校正的 P-value< 

0.05 为阈值, 筛选显著的 SNP 位点。选择两种模

型中均与耐热性状显著相关的 SNPs 进行下一步

的验证分析。以白斑狗鱼基因组 Eluc_v4 版本为

参考基因组, 利用 IGV2.10 软件查找与耐热性状

显著相关 SNPs 所在的基因和前后序列。 

2  结果与分析 

白斑狗鱼早期不同发育阶段的高温耐受性有

明显的差别。稚鱼期开始死亡水温为 30 ℃, 死亡

高峰水温为 32 ℃, UTT 值为(8.7037±3.3408) ℃·d。

稚鱼后期开始死亡水温为 30 ℃, 死亡高峰水温

为 34 ℃, UTT 值为(19.0491±9.5037) ℃·d。幼鱼期

开始死亡水温为 33 ℃, 死亡高峰水温为 34 ℃, 

UTT 值为(25.6629±4.0625) ℃·d (表 1)。 

白斑狗鱼早期不同发育阶段的耐热性方差分

析结果显示, 不同发育阶段间的差异均达到极显

著水平(P<0.01); 进一步方差同质性检验结果显

示, 变量不满足方差齐性(P<0.05)(表 2); Tamhane’s 

T2 法多重比对结果显示, 两组间的均值均有极显

著性的差异(P<0.01)(表 1)。 

使用 PLINK 软件对 109 尾热敏感个体和 103

尾耐高温个体的 25 条染色体上 77478 个 SNPs 质

量控制, 获得 184 尾个体的 9523 个 SNPs。对质

量控制后的 SNPs 利用 Blink 和 FarmCPU 模型进

行了 GWAS 分析。结果显示 FarmCPU 模型分析

中 12 个 SNPs 与白斑狗鱼耐热性状显著关联(FDR 

P-value<0.05), 其中位于 3 号染色体 RS27886188

位点的表型方差解释百分比(phenotypic variance 

explained, PVE)最高(16.6406%), 且与性状极显著

相关(FDR P-value<0.01)。而 Blink 模型中 7 个 SNPs

与白斑狗鱼耐热性状显著关联(FDR P-value<0.05), 

其中位于 23 号染色体的 RS15054920 位点的 PVE 值

最高(2.5051%), 与性状极显著相关(FDR P-value< 

0.01)。5 个 SNPs 在两个模型中与耐热性状的关联

性均达到了极显著水平(FDR P-value<0.01)(表 3)。 
 

表 1  白斑狗鱼不同发育阶段的高温耐受性 

Tab. 1  High temperature tolerance in different developmental stages of Esox lucius 
SDx   

发育时期 
development stage 

样本数量 
sample size 

平均全长/mm 
average total length

开始死亡水温/℃
temperature for 
initial mortality 

死亡高峰水温/℃ 

temperature for  
climax mortality 

耐热性/(℃·d) 
UTT 

仔鱼期 larval fish 201 22.8697±2.1319 30 32 8.7037±3.3408a 

稚鱼期 juvenile fish 250 40.8350±5.3327 30 34 19.0491±9.5037b 

幼鱼期 young fish 222 100.9225±10.8238 33 34 25.6629±4.0625c 

注: 具有不同字母的各项间差异极显著(P<0.01).  

Note: Numbers with different letters are extremely significantly different (P<0.01). 
 

表 2  白斑狗鱼早期发育阶段高温耐受性的方差分析 

Tab. 2  Analysis of variance of high temperature tolerance 
in early developmental stage of Esox lucius 

变异来源 
variation source 

平方和 
sum of 
square 

自由度 
df 

均方 
mean  

square 
F P 

组间 
between groups 

30668.438 2 15334.219 362.150 0.000

组内 
within group 

28369.227 670 42.342   

总数 total 59037.665 672    

 

两种模型的曼哈顿图呈现元分析的 GWAS 结

果中 9523 个 SNPs 所在的染色体位置和 FDR 

P-value 大小, 实线分割线为 FDR 校正后的阈值

FDR P-value<0.01 (绿色横线), 5个 SNPs通过阈值

检验, 表现出与耐热性状的极显著相关性(图 1a)。

两种模型的 QQ 图均显示: 当 P-value<10–3 时, 元

分析的 GWAS 结果与均匀分布明显分离并升高, 说

明元分析 GWAS 结果的有效性和代表性(图 1b)。 
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表 3  两种模型 GWAS 分析中与耐热性状显著关联的 SNP 位点 

Tab. 3  SNP sites significantly associated with heat tolerance traits in GWAS analysis of the two models 

SNP 
染色体 

chromosome 
位置 

position

等位基

因 A1 
alleleA1 

等位基

因 A2 
alleleA2

Blink 模型 Blink model FarmCPU 模型 FarmCPU model 

P 值 
P-value

MAF 值
MAF-value

PVE/% FDR 
P 值 

P-value 
MAF 值 

MAF-value 
PVE/% FDR 

RS38735511 2 38735511 C A 2.76E-05 0.4674 0.6201 0.037510     

RS9018913 3 9018913 C T 4.00E-07 0.3071 2.3249 0.000763 6.49E-06 0.3071 0.7324 0.006960

RS27886188 3 27886188 G T 7.12E-13 0.4837 0.7339 6.78E-09 8.33E-13 0.4837 16.6406 7.93E-09

RS8416193 6 8416193 C G 4.65E-06 0.0761 0.6822 0.007381     

RS20843675 14 20843675 A C     2.27E-07 0.0924 0.2968 0.00072

RS2602441 15 2602441 A C     6.57E-06 0.1196 0.2577 0.00696

RS9331536 17 9331536 A G 2.35E-08 0.1440 1.3724 9.56E-05 2.40E-06 0.1440 2.3846 0.00381

RS22363670 21 22363670 C A 3.01E-08 0.0870 0.5768 9.56E-05 4.02E-06 0.0870 1.3141 0.00547

RS15054920 23 15054920 T G 7.19E-08 0.1277 2.5051 0.000171 9.18E-07 0.1277 1.1153 0.00219

RS34050703 4 34050703 C A     8.20E-10 0.1413 0.3836 3.90E-06

RS25936968 9 25936968 G A     1.32E-06 0.1658 0.1737 0.00251

RS10911354 10 10911354 A T     1.95E-05 0.0870 1.3250 0.01690

RS21854686 10 21854686 G T     3.05E-05 0.1984 0.4274 0.02421

RS11461859 13 11461859 T G     1.25E-05 0.4158 1.0341 0.01193

注: PVE 为表型方差解释百分比; FDR 为 FDR 矫正后的 P 值.  

Note: PVE is phenotypic variance explained; FDR is FDR adjusted P-value. 
 

 
 

图 1  白斑狗鱼耐热性状两种模型关联分析结果的曼哈顿图(a)与 QQ 图(b) 

QQ 图中的红线为标准直线, 代表 GWAS 分析中均匀分布的期望 SNP 位点, 近似于基因组上的随机漂变.  

曼哈顿图绿色横线为 FDR=0.01, 五条竖线是 FDR<0.015 个位点对应染色体位置. 

Fig. 1  Manhattan diagram (a) and QQ diagram (b) of the results of the correlation analysis of two  
models of heat tolerance traits in Esox lucius 

The red line in the QQ diagram is a standard straight line, representing the expected SNP sites uniformly distributed in GWAS 
analysis, which is similar to random drift on the genome. The green horizontal line in the Manhattan map shows FDR=0.01,  

with five vertical lines indicate the corresponding chromosomal positions of the five loci with FDR<0.01. 
 

3  讨论 

温度是影响鱼类存活、生长和繁殖的主要环

境因子。在进化过程中, 硬骨鱼类形成了适应温

度变化或波动的行为和生理适应机制。但不同种

类或不同个体, 甚至同一个体的不同生长发育阶 

段对环境温度变化的耐受范围各不相同[13]。白斑

狗鱼早期不同发育阶段的耐热性有极显著的差异

(P<0.01), 幼鱼期的热耐受性最高 , 其次为稚鱼

期 , 仔鱼期耐热性最低 , 与四川华鳊 (Sinibrama 
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taeniatus)仔鱼期对温度敏感, 稚鱼期对温度已逐

步适应 [14], 斑马鱼(Danio rerio)仔鱼耐高温能力

弱于幼鱼相似[15]。首先这可能与白斑狗鱼在进化

过程中对生活环境的长期适应性进化有关。白斑

狗鱼自然分布于北纬 45°以北的水域中[1], 属喜冷

水性鱼类, 额尔齐斯河流域的白斑狗鱼产卵温度

在 8~15 ℃[7], 胚胎发育有效积温为 100~120 ℃·d, 

卵黄囊仔鱼期有效积温为 110~130 ℃·d[16], 额尔

齐斯河干流 5 月水温在 5.0~19.0 ℃, 平均水温

11.1 ℃, 7 月水温在 14.0~25.1 ℃, 平均水温

21.7 ℃, 由此推断额尔齐斯河流域白斑狗鱼仔、

稚鱼发育期为 5—6 月[17]。其次, 白斑狗鱼仔鱼期

到幼鱼期发育过程中, 随着各器官系统和生理机

能不断发育完善, 对外界环境的适应能力不断增

强。UTT 为量化耐热性状的指标, 是评价热耐受

性和耐热性状遗传参数估算的基础。由于白斑狗

鱼早期不同发育阶段的 UTT 有极显著的差异, 在

白斑狗鱼耐热性状遗传改良过程中, 基于早期发

育阶段的 UTT 估算遗传参数时, 尤其是不同世代

间比较研究时, 应利用同一发育阶段的 UTT 值。

由于仔鱼期和稚鱼期个体各器官和生理机能在不

断完善和变化之中, 而幼鱼期各器官基本发育完

善, 生理机能也相对稳定, 因此对白斑狗鱼耐高

温性状进行评价和估算遗传参数时, 采用幼鱼期

的 UTT 值是一个很好的选择。 

GWAS 分析的 ANOVA、GLM、MLM、CMLM、

ECMLM、SUPER、MLMM、FarmCPU 8 种模型

中, FarmCPU 在关联准确性和控制假阳性和假阴

性方面都优于其他模型[18], FarmCPU 是在兼顾运

算速度与检测效力的前提下, 基于固定模型和随

机模型循环迭代关联分析的方法。而 BLINK 是

FarmCPU 的优化模型, 在检测能力和运算速度方

面均优于 FarmCPU[19]。为了确保与性状关联的

SNP 位点的准确性和可靠性, 已有学者采用多个

模型来进行 GWAS 分析, 经比较筛选获得复杂性

状关联的 SNPs[20-21]。本研究结合 FarmCPU 和

BLINK 模型进行 GWAS 分析, 发现 5 个位点在两

个模型中均与耐热性状极显著关联。其中 RS90-

18913 位于未知基因 ,  RS27886188 位点位于 

clstn2 (calsyntenin 2)基因内含子中。CLSTN2 是

一类跨膜胞内转运蛋白, 属于细胞黏附分子钙黏素 

(Cadherin)超家族 CLSTN2, 积极参与海马区、双

侧尾状核、前皮质区的功能链接[22]。是一种对 Ca2+

有高度亲和性的蛋白质, 其能够通过与 Ca2+结合

参与 Ca2+的运输、吸收与分泌 [23], 苯丙胺诱导

clstn2 基因的表达升高[24]。而热应激可使动物部

分细胞内钙离子浓度升高[25-27], 细胞内钙离子动态

平衡的破坏可能对细胞的死亡起着重要作用[28]。

RS9331536 位点位于 MAPK14 (mitogen-activated 

protein kinase14)基因内含子中 , 该基因是 p38 

MAPK 亚家族 4 种异构体中的一个。p38 MAPK 亚家

族能被热、渗透和氧化应激、电离辐射、炎性细

胞因子和 TNF 受体诱导[29], 参与鱼类刺激和应激

反应[30], 对花鲈(Lateolabrax maculatus)的低氧和

盐度胁迫实验中 p38 MAPK 信号通路在保护生物

体、控制大脑发育、神经可塑性和细胞死亡中发

挥着关键作用 [31]。RS22363670 位点位于 VAPA 

(VAMP Associated Protein A, VAPA)基因内含子, 

VAPA 是一种 II 型膜蛋白, 位于质膜和细胞内囊泡

中[32], 在囊泡运输、膜融合、蛋白质复合物组装

和细胞运动中发挥作用 [33]。VAPA 通过激活

MAPK 信号通路参与多种生物过程的调控, 包括

致癌基因的激活和肿瘤的发生[34], 而 MAPK 基因

参与鱼类刺激和应激反应[30]。RS15054920 位于

ANKS1B (ankyrin repeat and sterile alpha motif 
domain containing1B, ANKS1B)基因 5′端非翻译

区。ANKS1B 编码一种主要在大脑和睾丸中表达

的多结构域蛋白 [35], 已有研究显示  ANKS1B 基

因单倍剂量不足能导致神经发育综合征[36]。虽然

本研究结果未能在热休克蛋白(heat shock proteins, 

HSPs)等与热胁迫相关的基因中找到 SNPs, 但所

筛选出的耐高温性状显著关联的 5 个 SNPs 中的 4

个位点所在的基因直接或间接与刺激和应激反应

相关。同时, 这些基因直接或间接与神经元可塑

相关。而热应激引起的兴奋毒性和神经炎症可能

使神经元受损或死亡[37]。 

研究结果为今后研究白斑狗鱼在应对热胁迫

时的生理机制和分子机制提供了参考, 为白斑狗

鱼耐高温性状的改良提供了科学依据。 
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Heat resistance and screening of heat resistance-associated SNPs in 
the early development stage of Esox lucius 

HAYSA·Ayelhan1, HE Jiangtao1, ZHANG Yu1, LI Xiaodong1, SHEN Yubang2 
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Abstract: To understand the heat tolerance of Esox lucius across different stages of early development and to 
elucidate appropriate molecular markers for the improvement of heat tolerance traits, this study used upper thermal 
tolerance (UTT) as an evaluation index, conducted variance analysis of UTT, compared and analyzed the thermal 
tolerance of Esox Lucius at different developmental stages, and used genotyping-by-sequencing (GBS) to obtain 
heat tolerance traits that were related to simplified genome sequencing data sets of two extreme groups. We then 
evaluated heat resistance using a genome wide association study to explore the SNP markers that are associated 
with heat tolerance traits in Esox lucius. The corresponding results showed that there were significant differences 
in heat tolerance at different developmental stages during the early development of Esox lucius (P<0.01). Heat 
tolerance was highest at the young stage, followed by the juvenile stage, with the lowest heat tolerance being 
observed at the larval stage. GWAS analysis, combined with FarmCPU and Blink models, showed that the 
correlations between the five SNPs and the heat tolerance traits of Esox lucius were highly significant (FDR 
P-value <0.01); these SNPs were located in the introns of clstn2, MAPK14, and VAPA genes, and the untranslated 
region at the 5ʹ end of the ANKS1B gene. These genes are directly or indirectly associated with stimulus and stress 
responses. In this study, candidate SNPs and genes associated with high temperature tolerance traits were 
preliminarily screened in Esox Lucius. These results provide a reference for future studies regarding the 
physiological and molecular mechanisms of high temperature stress tolerance in Esox Lucius, and therefore 
provide a scientific basis for the improvement of high temperature tolerance in Esox lucius. 
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