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摘要: 为获得尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)抗链球菌病相关的单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, 

SNP)标记, 本研究通过染色体步移法克隆了尼罗罗非鱼 Ikaros 基因 5′调控区序列, 长度为 4178 bp, 并使用生物信

息学软件对 Ikaros 基因的启动子和转录调控元件进行预测和分析。利用 PCR 产物直接测序法从亲本(P0)尼罗罗非

鱼 Ikaros 基因 5′调控区中筛查到 5 个 SNPs, 分别为 SNP1(g.562, G>A)、SNP2(g.217, G>T)、SNP3(g.–53, C>T)、

SNP4(g.–220, T>C)和 SNP5(g.–579, T>C)。利用 Snapshot 技术对子一代(F1)尼罗罗非鱼易感群体和抗病群体进行相

应 SNPs 的基因分型, 分析两个群体遗传多样性参数, 结果显示多态信息含量(polymorphism information content, 

PIC)值在 0.0872~0.3747 之间, 表明 Ikaros 基因 5′调控区中所有 SNPs 的多态性均较低。Ikaros 基因 5′调控区 SNPs

与抗链球菌病性状关联分析结果表明, SNP2、SNP3、SNP4 和 SNP5 的基因型频率和等位基因频率在易感群体和抗

病群体中存在显著差异(P<0.05)。连锁不平衡分析结果显示 Ikaros 基因 5′调控区 SNPs 可形成 1 个单倍块和 5 种单

倍型, 其中 GGCTT 单倍型与抗病性显著相关(P<0.05), GGTCT 和 GTCCC 单倍型与易感性显著相关(P<0.05)。此

外, 还发现 SNP2 和 SNP5 处于完全连锁状态(r2=1, LOD=57.25, D′=1), 可作为罗非鱼抗链球菌病遗传育种的标签

SNP。综上所述, 在 Ikaros 基因 5ʹ调控区筛选到 4 个抗链球菌病相关 SNPs 和 1 个单倍型(GGCTT), 均可作为尼罗

罗非鱼分子育种的候选分子标记。 
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罗非鱼 (Oreochromis)作为联合国粮农组织

(FAO)重点推广的养殖对象 , 具有未来动物性蛋

白质主要来源之一的美誉。中国的罗非鱼养殖产

业发展迅速, 目前罗非鱼养殖产量、产值和出口

额均居世界第一位[1]。但是自 2009 年以来, 罗非

鱼链球菌病在罗非鱼养殖中大规模暴发且频繁发

生与流行, 给罗非鱼养殖产业造成了巨大的经济

损失[2-3]。培育罗非鱼抗病品系是解决罗非鱼链球

菌病的重要措施之一 , 而分子标记辅助育种

(molecular marker assisted selection, MAS)是一条

快速高效的途径。 

作为当前最理想的 DNA分子标记之一, 单核

苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, SNP)

是指生物体基因组单个核苷酸发生的突变[4]。SNP

分子标记因具有数量多、分布广、遗传稳定且易

于用多种方法进行基因分型等优点, 被广泛应用
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于关联分析、遗传连锁图谱构建、MAS 和品种鉴定

等方面, 并表现出良好的应用前景[5]。目前, 在水产

动物中已有较多利用免疫相关基因进行抗病关联

分析的研究, 如已有鲤[6](Cyprinus carpio)、凡纳

滨对虾[7](Litopenaeus vannamei)、牙鲆[8](Paralichthys 

olivaceus)和半滑舌鳎 [9](Cynoglossus semilaevis)

等的免疫相关基因进行了抗病相关 SNPs 的筛选, 

为鱼类 MAS 奠定了基础。 

Ikaros 基因编码的 Ikaros 是淋巴系统发育所

必需的转录因子, 在 preBCR、Notch、MAPK 等

多个信号通路中均不可或缺, 通过与 FOXO1、

HuD、ETS1 等调控因子的相互作用来调控大量淋

巴细胞发育相关下游基因的表达, 对于淋巴细胞的

正确发育及其免疫功能的发挥具有重要作用[10-11]。

Ikaros 基因最早在小鼠[12](Mus musculus)和人类[13] 

(Homo sapiens)中被发现。研究表明该基因的突变

会导致恶性肿瘤、系统性红斑狼疮(systemic lupus 

erythematosus, SLE)等疾病的发生与发展 [14-17]。在

鱼类中, 虽然 Ikaros 基因已在虹鳟[18](Onchorynchus 

mykiss)、斑马鱼[19](Danio rerio)和半滑舌鳎[20]等

物种进行克隆和组织表达分析, 但其多态性与抗

病性的关联分析却未见相关报道。 

本团队在前期的研究中已成功克隆了尼罗罗

非鱼(Oreochromis niloticus)Ikaros 基因 , 并通过

qRT-PCR 分析了该基因在健康鱼不同组织和感染

无乳链球菌后免疫相关组织的表达情况, 根据其

表达变化规律, 发现 Ikaros 基因参与调控尼罗罗

非鱼抵御无乳链球菌的免疫应答反应 [21]。因此, 

本研究以 Ikaros 基因作为候选基因, 通过染色体

步移法克隆尼罗罗非鱼 Ikaros 基因的 5ʹ调控区序

列, 然后利用生物信息学软件对该基因的启动子

和转录调控元件进行预测和分析。采用 PCR 产物

直接测序法筛查亲本(P0)尼罗罗非鱼 Ikaros 基因

5′调控区中的 SNPs, 通过人工感染无乳链球菌

(Streptococcus agalactiae)的方法构建尼罗罗非鱼

子一代 (F1)的易感群体和抗病群体 , 然后利用

Snapshot 技术对 2 个群体中相应 SNPs 进行基因

分型, 通过与抗链球菌病性状的关联分析, 获得

与无乳链球菌抗性相关 SNPs, 为罗非鱼的分子育

种提供有效的分子标记。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验用鱼  吉富尼罗罗非鱼[22](简称吉富

鱼)(Oreochromis niloticus, GIFT)来自中国水产科

学研究院珠江水产研究所高要水产种质中心, 共

20 个家系, 亲本(P0)经过人工感染无乳链球菌后, 

存活下来的个体继续繁殖产生子一代(F1)。F1 各家

系分别饲养在 10 m2的水泥池中, 当体重长至约为

50 g 时, 进行人工感染无乳链球菌实验。 

1.1.2  菌株  无乳链球菌菌株 WC1535 由本实验

室分离保存, 为 aⅠ 型强毒株。 

1.1.3  实验试剂  常规 PCR 所用的 Taq DNA 聚

合酶、dNTP mixture 和 Buffer for Taq DNA 聚合

酶购自上海申能博彩生物科技有限公司; Genome 

WalkerTM Universal Kit 购自美国 Clontech 公司; 

Escherichia coli DH5α 感受态细胞、pMD19-T 载体

和反转录试剂盒购自 TaKaRa 宝生物工程(大连)

有限公司; DNA 提取试剂盒和琼脂糖凝胶回收试

剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司; 血平板

培养基购自广东环凯微生物科技有限公司; 无水

乙醇; 琼脂糖粉(西班牙, Biowest); 10×TAE Buffer; 

TE 缓冲液。 

1.2  实验方法 

1.2.1  尼罗罗非鱼抗病群体和易感群体的构建  将

无乳链球菌种接种于血平板, 32℃培养 16 h 后用

PBS缓冲液稀释菌体配置成浓度分别为105 CFU/mL、

106 CFU/mL、107 CFU/mL、108 CFU/mL 和 109 CFU/mL

的菌液。将不同浓度的菌液分别注射于尼罗罗非

鱼腹腔中, 每组 40 尾, 每尾 200 μL, 对照组注射

等量 PBS 缓冲液, 获得半致死浓度为 107 CFU/mL。

每个家系中均选 90 尾个体大小相近的健康尼罗

罗非鱼平均分配到 3 个 0.5 m3 的充气水箱中, 20

个家系共 1800 尾。每天正常投喂 2 次, 驯养 2 周

后以半致死浓度的无乳链球菌菌液进行人工感染

实验。前 24 h, 每 4 h 观察 1 次, 24 h 后, 每 2 h 观

察 1 次, 观察时间持续一周, 记录鱼的死亡时间及

数量, 并取死亡个体的尾鳍于无水乙醇中, –40℃

保存, 用于 DNA 提取。2 周后, 如剩下的鱼稳定

不死且鱼体状态良好, 可记录存活个体数量, 并
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按上述方法对存活个体进行取样。本实验将人工感

染无乳链球菌后 7 天内死亡的尼罗罗非鱼视为易感

群体, 而始终存活的尼罗罗非鱼则视为抗病群体。 

1.2.2  基因组DNA的提取  采用TIANamp Marine 

Animals DNA Kit (TIANGEN)试剂盒提取尼罗罗

非鱼的尾鳍基因组 DNA, 实验方法参照试剂盒说

明书, 琼脂糖凝胶电泳检测其完整性, 并用超微量

分光光度计检测其浓度和纯度, –20℃保存备用。 

1.2.3  尼罗罗非鱼 Ikaros 基因 5′调控区的克隆及

序列分析  采用染色体步移法克隆 Ikaros 基因的

5′调控区序列, 实验方法参照 Genome WalkerTM 

Universal Kit (Clontech)试剂盒说明书。特异性引

物在 Ikaros 基因的第一外显子中设计(表 1), 序列

参照 Ikaros 基因的预测序列(登录号为: NC_022211), 

本实验设计的所有引物均由生工生物工程(上海)

股份有限公司合成。利用 Dra I、Pvu II、EcoR V

和 Ssp I 4 种酶分别对基因组 DNA 进行酶切, 构

建相应的 DNA 文库, 并以之为模板, 通过巢式

PCR 克隆 Ikaros 基因 5′侧翼序列。琼脂糖凝胶电

泳检测到 PCR 产物具有特异性条带后, 将不同片

段大小的特异性条带分别胶回收纯化后与载体

pMD19T 连接, 转化 E.coli DH5α 感受态细胞, 阳

性单克隆送至 Invitrogen 公司测序, 将测序结果

放至 NCBI 数据库的 Blast 工具中进行检索, 以片

段最长且包含 Ikaros 基因第一外显子部分序列的

测序结果作为本实验所获得的 Ikaros 基因 5′调控

区, 然后利用生物信息学软件对 Ikaros 基因的启

动子和转录调控元件等进行预测和分析。 

 
表 1  尼罗罗非鱼 Ikaros 基因引物信息 

Tab. 1  The primer of Ikaros gene of Oreochromis niloticus 

引物 primer 序列 (5′3′) sequence (5′3′) 用途 usage 

IK-PRO-GSP1 CACTTGAAGGGCTTCTCCCCTGAGTGG Genome Walking 第一轮扩增 

IK-PRO-GSP2 ATGAAGTTCTTCCAACTCTCCCCGGCT Genome Walking 第二轮扩增 

IK-PRO-GSP3 GCTTTGTGCCGTGCCAATAAAAGCTGA Genome Walking 第三轮扩增 

IK-PRO-1F ACACGGCCTCTCCTGAGATA 

IK-PRO-1R CTGTCTGGCATCTGGGCTATTT 
筛选 SNP 位点 

IK-PRO-2F TGTCTGCAGCCATGTTTCTAGT 

IK-PRO-2R GGAATTGCACACCACCGTC 
筛选 SNP 位点 

IK-PRO-3F AGTGCAGCTTGACGCTTAGA 

IK-PRO-3R GAGATCCTGGAGGATAGTGGC 
筛选 SNP 位点 

 
1.2.4  尼罗罗非鱼 Ikaros 基因 5′调控区 SNPs 的

筛查  采用 PCR 产物直接测序法筛查尼罗罗非

鱼 Ikaros 基因 5′调控区的 SNPs。首先根据已获得

的 Ikaros 基因 5′调控区序列设计 3 对引物(表 1)。

然后在 P0 尼罗罗非鱼中随机挑选了 19 尾抗病个

体和 20 尾易感个体的基因组 DNA 样品, 并以之

为模板进行 PCR 扩增。将得到的 PCR 产物送至

Invitrogen 公司测序, 对测序结果进行多重比对分

析和观察其峰图结果, 进而获得 Ikaros 基因 5′调

控区的 SNPs 及其对应的基因型。 

1.2.5  尼罗罗非鱼抗链球菌病相关 SNP 分子标

记的筛选  对 P0 中筛到的 SNPs 与无乳链球菌抗

性进行关联分析 , 初步获得抗链球菌病相关的

SNP 分子标记。在 F1 中, 按各家系存活率和死亡

率的比例挑选了 136 尾抗病个体和 157 尾易感个

体的基因组 DNA 样品, 采用 Snapshot 技术对

Ikaros 基因 5′调控区的 SNPs 进行基因分型并与无

乳链球菌抗性进行关联分析, 最终获得抗链球菌

病相关的 SNP 分子标记。基因分型实验由上海捷

瑞生物工程有限公司完成 , 遗传结构分析采用

Popgen 32 和 PIC 软件进行, 抗病相关性分析采用

SPSS 17.0 统计学软件中的卡方(χ2)检验进行, 连

锁不平衡分析采用 Haploview 4.2 软件进行 , 

P<0.05 为差异显著。 

1.2.6  生物信息学分析  利用 DNAMAN 和 NCBI

数据库中 Blast 工具对基因测序结果进行比对分

析; 利用 Neural Network Promoter Prediction (http:// 

www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html)和 WWW 
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Promoter Scan (https://www-bimas.cit.nih.gov/molbio/ 

proscan/)软件对启动子和转录调控元件等进行预

测; CpG 岛利用 CpG Islands (http://www.bioinformatics. 

org/sms2/cpg_ islands.html)软件分析 ; 转录因子

结合位点(transcription factor binding site, TFBS)

利用 Transfac (http://gene-regulation.com/index2. 

html)软件预测; 核苷酸序列的多重比对与分析利

用 DNAstar和 BioEdit软件进行; 测序结果的峰图

观察分析利用 Chromas 软件进行。 

2  结果与分析 

2.1  尼罗罗非鱼 Ikaros基因 5′调控区序列的克隆 

通过染色体步移技术 3 次 PCR 扩增获得了 4

条序列片段, 即大小分别约为 1000 bp、1500 bp、

2000 bp 和 4000 bp 的特异性条带(图 1)。利用

NCBI 数据库的 Blast 工具对测序结果进行检索, 

发现这 4 个特异性片段之间相互重叠的序列相同, 

且均包含 Ikaros基因第一外显子的部分序列419 bp, 

结果表明它们均为 Ikaros 基因的 5′侧翼区序列。

本研究将以 SspⅠ酶切的 DNA 文库为模板 PCR

扩增获得的特异性序列作为 Ikaros 基因 5′调控区, 

序列长度为 4178 bp(图 2)。 

 

 
 

图 1  尼罗罗非鱼 Ikaros 基因 5′调控区序列的 

第 3 次 PCR 扩增 

M 表示 DL5000 DNA Marker, 1、2、3、4 分别代 

表以 Dra I、Pvu II、EcoR V 和 Ssp I 酶切的 DNA 

文库为模板的巢式 PCR 产物. 

Fig. 1  The third PCR amplification of Ikaros gene 5′  
regulatory region sequence from Oreochromis niloticus 

M represents DL5000 DNA Marker. 1, 2, 3 and 4  
represent nested PCR results from 4 kinds of DNA library  

which was digested by Dra I、Pvu II、EcoR V and Ssp I. 

2.2  尼罗罗非鱼 Ikaros基因 5′调控区序列的结构

预测和分析 

利用 Neural Network Promoter Prediction 和

WWW Promoter Scan 软件对 Ikaros 基因 5′调控区

序列进行预测和分析, 结果发现该序列具有多个

潜在的核心启动子和转录起始位点(transcriptional 

start site, TSS), 其中以位于起始密码子上游 931 bp

位置的 TSS 及其相应的核心启动子的预测分值最

高(score=0.95), 因此将其默认为 RNA 聚合酶与

Ikaros 基因结合并开始转录的位置。为方便对

Ikaros 基因 5′调控区序列进行分析, 在 DNA 序列

中将 TSS定为 1, 其上游的 DNA序列用负数表示, 

下游的 DNA 序列用正数表示, 结果如图 2 所示。

Ikaros 基因核心启动子位于–57~48 bp 的序列区间, 

而一些重要的启动子元件如 TATA 框、CCAAT 框

和八聚体元件等分别位于 TSS 上游–28 bp、–169 bp

和–41 bp 的位置上。利用 Transfac 软件对 Ikaros

基因的 5′调控区的各种 TFBS 进行分析, 结果表

明在 5′调控区–2200~1200 bp 的序列中存在丰富

的 TFBS, 包括 GATA-1、GATA-2、GATA-3、

Homeobox、Oct-1、CDP CR3+HD、AP-1、AREB6、

C/EBP、TFIID、TGIF、Nkx2-5、Lmo2、Evi-1、

Freac-7、Brn-2、YY1、Pax-4、NF-E2、v-ErbA、

HNF-4、XFD-1、RREB-1、v-Myb、CHOP-C/EBP 

alpha 、 HFH-3 、 c-Myb 、 COMP1 、 Elk-1 、

c-Ets-1(p54)、SP1、NF-Y、FOXJ2 共 33 种 TFBS(图

2)。此外, 利用 CpG Islands 软件对 Ikaros 基因的

5′调控区的 CpG 岛进行分析, 结果发现该序列有

2 个 CpG 岛, 分别分布在–695~–450 bp 的启动子

区域和 1048~1351 bp 的第一外显子区域中(图 2)。 

2.3  尼罗罗非鱼 Ikaros基因 5′调控区 SNPs的筛查 

本研究利用 PCR 产物直接测序法对 P0 尼罗

罗非鱼 Ikaros 基因 5′调控区的 SNPs 进行筛查, 结

果发现了该序列有 5 个 SNPs, 分别为 SNP1(g.562, 

G>A)、SNP2(g.217, G>T)、SNP3(g.–53, C>T)、

SNP4(g.–220, T>C)和 SNP5(g.–579, T>C)。结合

Ikaros 基因 5′调控区预测结果, 发现这 5 个 SNPs

主要分布在 Ikaros 基因的核心启动子和各种调控

元件中, 如 SNP1 位于 c-Ets-1(p54)中, SNP2 位于

c-Myb 中 , SNP3 位于 v-Myb 中 , SNP4 位于

RREB-1 中, SNP5 位于 Barbie box 元件中(图 2)。 
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图 2  尼罗罗非鱼 Ikaros 基因 5′调控区序列 

Ikaros 基因转录起始位点用斜黑体标示; 小写字母代表核心启动子; 5′调控区的各种调控元件及 TFBS 用下划线标注;  

CpG 岛用灰色底纹标注; SNPs 用黑底白字标注; Ikaros 基因的起始密码子用方框标注. 

Fig. 2  5′ regulatory region sequence of Ikaros gene from Oreochromis niloticus 
The transcriptional start site of Ikaros gene are denoted by bold italicized letters. Lowercase letters represent core 

promoter. The regulatory elements and transcription factor binding sites of 5′ regulatory region sequence are underlined.  
The CpG islands are characterized in gray shading. The sites of SNP are characterized in white letters and black background. 

 The initiation codon (ATG) of the Ikaros gene is characterized in box. 



242 中国水产科学 第 25 卷 

2.4  F1 尼罗罗非鱼抗病选育结果及其抗病群体

和易感群体的构建 

对 F1 尼罗罗非鱼的 20 个家系共 1800 尾鱼进

行抗病选育, 感染无乳链球菌后各家系的存活率

情况如图 3 所示。其中存活率在 50%以上的家系

有 4 个, 分别为 N5、N6、N14 和 N15 家系, 存活

率在 30%~50%的家系有 7 个, 分别为 N2、N3、

N4、N10、N11、N13 和 N16 家系, 而其余家系的

存活率均低于 30%。由此可以看出, 尼罗罗非鱼

不同家系在无乳链球菌感染后存活率存在着较大

差异, 表明了这些家系存在着非常大的遗传选育

潜力。此外, 在抗病选育过程中, 将 7 天内死亡的

尼罗罗非鱼视为易感群体, 而始终存活的尼罗罗

非鱼则视为抗病群体, 同时分别收集它们的尾鳍

材料用于基因组 DNA 的提取, 这为筛选出抗链

球菌病相关 SNPs 提供了基础材料。 
 

 
 

图 3  F1 20 个家系尼罗罗非鱼经人工感染无乳链球菌后的存活情况 

Fig. 3  The survival rate of Oreochromis niloticus within F1 generation of 20 families after challenged with Streptococcus agalactiae 
 

2.5  F1 尼罗罗非鱼抗病群体和易感群体的 SNPs

基因分型及其遗传结构分析 

利用 Snapshot 技术对 F1 尼罗罗非鱼易感群体

和抗病群体进行相应 SNPs 的基因分型, 获得有

效结果 293 个, 采用 Popgen 32 和 PIC 软件对两个

群体遗传多样性参数进行分析, 结果如表 2 所示。

在抗病群体中, PIC 值的范围为 0.0872~0.3747, 

其中 SNP4 属于中度多态(0.25<PIC<0.5), 其余

SNPs 属于低度多态(PIC<0.25)。在易感群体中, 

PIC 值的范围为 0.1865~0.3484, 其中 SNP3 和

SNP4 属于中度多态(0.25<PIC<0.5), 其余 SNPs属

于低度多态(PIC<0.25)。χ2 检验表明, 在抗病群体

中, 除 SNP3 不符合 Hardy-Weinberg 平衡外(P< 

0.05), 其余 SNPs 均处于 Hardy-Weinberg 平衡状

态(P>0.05); 在易感群体中, 除 SNP1 和 SNP3 不

符合 Hardy-Weinberg 平衡外(P<0.05), 其余 SNPs

均处于 Hardy-Weinberg 平衡状态(P>0.05)。 

2.6  尼罗罗非鱼 SNPs 的连锁不平衡分析及与无

乳链球菌病抗性的关联分析 

采用 SPSS17.0 软件分析 Ikaros 基因 5′调控区

的 SNPs 在易感群体和抗病群体中的基因型分布

频率、等位基因频率以及 χ2 检验其与无乳链球菌

病抗性的相关性。结果表明, 在 P0 中, 仅 SNP4

的基因型频率与无乳链球菌抗性显著相关 (P< 
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0.05)(表 3), 而在 F1 中, SNP2、SNP3、SNP4 和

SNP5 的基因型分布频率和等位基因的频率在抗

病 群 体 和 易 感 群 体 之 间 均 存 在 显 著 差 异 性

(P<0.05), 表明这 4 个 SNPs 与抗无乳链球菌病性

状显著相关(表 4)。利用 Haploview 4.2 软件中的

Four Gamete Rule 计算方法对 Ikaros 基因 5′调控 

区的 SNPs 进行连锁不平衡分析, 结果如图 4 所

示。5 个 SNPs 可形成 1 个连锁不平衡单倍块和 5

种单倍型, 其中 GGCTT 单倍型与无乳链球菌抗

病性状显著相关(P<0.05), GGTCT 和 GTCCC 单

倍型与无乳链球菌易感性状显著相关(P<0.05)(表

5)。此外, 本实验还发现 SNP2 和 SNP5 处于完全

连锁状态(r2=1, LOD=57.25, D′=1), 可作为罗非鱼

抗链球菌病遗传育种的标签 SNP。 

3  讨论 

3.1  尼罗罗非鱼 Ikaros基因 5′调控区结构与功能 

Ikaros 基因编码的 Ikaros 是免疫相关基因中

必不可少的转录调控因子, 对于淋巴细胞的正确

发育及其免疫功能的发挥具有重要的作用[10-11]。

位于 5′端的启动子和调控元件是各种转录因子识

别与结合的部位, 在转录前起始复合物的装配、

基因的特异性表达以及基因的转录效率等方面均

发挥重要的调控作用[23]。本研究成功地克隆了尼 

 
表 2  5 个 SNPs 在 F1 尼罗罗非鱼抗病群体和易感群体中的遗传信息 

Tab. 2  The genetic polymorphism information of 5 SNPs in susceptible groups and resistant groups from Oreochromis niloticus F1 

抗病群体 resistant group 易感群体 susceptible group 名称 
name Ho He PIC Ne H-W Ho He PIC Ne H-W 

SNP1(g.562, G>A) 0.2113 0.2326 0.1948 0.2318 P = 0.2684, χ2 = 1.2249 0.1456 0.2074 0.1865 0.2068 P = 0.0001, χ2= 14.3974

SNP2(g.217, G>T) 0.1056 0.1129 0.0872 0.1126 P = 0.4270, χ2 = 0.6309 0.1835 0.1672 0.1531 0.1667 P = 0.2127, χ2 = 1.5531

SNP3(g.–53, C>T) 0.1761 0.2274 0.2018 0.4980 P = 0.0064, χ2 = 7.4217 0.2215 0.3698 0.3015 0.3686 P = 0.0000, χ2 = 25.6743

SNP4(g.–220, T>C) 0.4859 0.4998 0.3747 0.2266 P = 0.7406, χ2 = 0.1096 0.3924 0.4514 0.3484 0.4499 P = 0.0993, χ2 = 2.7163

SNP5(g.-579, T>C) 0.1056 0.1129 0.0872 0.1126 P = 0.4270, χ2 = 0.6309 0.1835 0.1672 0.1531 0.1667 P = 0.2127, χ2= 1.5531

注: Ho 代表观测杂合度, He 代表期望杂合度, PIC 代表多态信息含量, Ne 代表有效等位基因数, H-W 代表 Hard-weinberg 平衡, P<0.05 表

示差异性显著. 
Note: Ho represents observed heterozygosity; He represents expected heterozygosity; PIC represents polymorphism information content; Ne 
represents effective number of alleles; H-W represents Hardy-Weinberg equilibrium; P<0.05 is considered to be statistically significant. 
 

表 3  P0 尼罗罗非鱼 Ikaros 基因在抗病群体和易感群体的 SNPs 统计分析 
Tab. 3  The SNPs distributions of Oreochromis niloticus Ikaros gene in susceptible groups and resistant groups from P0 

基因型频率 genotype frequency 等位基因频率 allele frequency 

名称 name 
基因型(N) 
genotype 抗病群体 

resistant group 
易感群体 

susceptible group

χ2 
(P) 

等位基因
allele 抗病群体 

resistant group
易感群体 

susceptible group 

χ2 
(P) 

置信区间 
confidence 

interval 

AA(5) 3(15.8%) 2(10.0%) A 10(26.3%) 9(22.5%) 

AG(9) 4(22.1%) 5(25.0%) G 28(73.7%) 31(77.5%) 

1.230(0.437,
–3.464) 

SNP1 
(g.562, 
G>A) 

GG(25) 12(63.1%) 13(65.0%) 

0.326 

(0.850)

   

0.154 
(0.695) 

 

GT(3) 0(0) 3(15.0%) T 0(0) 3(7.5%) SNP2 
(g.217, 
G>T) GG(36) 19(100.0%) 17(85.0%) 

3.087 

(0.079) G 38(100.0%) 37(92.5%) 

2.964 
(0.085) 

1.081(0.990,
–1.181) 

TT(1) 1(5.3%) 0(0) T 6(15.8%) 3(7.5%) 

CT(7) 4(21.0%) 3(15.0%) C 32(84.2%) 37(92.5%) 

1.312 
(0.252) 

2.313(0.535,
–10.002) 

SNP3 
(g.–53, 
C>T) 

CC(30) 14(73.7%) 17(85.0%) 

1.255 

(0.534)

     

CC(10) 6(31.6%) 4(20.0%) T 22(57.9%) 18(45.0%) 

CT(18) 4(20.0%) 14(70.0%) C 16(42.1%) 22(55.0%) 

1.681(0.686,
–4.117) 

SNP4 
(g.–220, 
T>C) 

TT (11) 9(50.0%) 2(10.0%) 

10.391 

(0.006)

   

1.297 
(0.255) 

 
 

GT(3) 0(0) 3(15.0%) C 0(0) 3(7.5%) SNP5 
(g.–579, 
T>C) GG(36) 19(100.0%) 17(85.0%) 

3.087 

(0.079) T 38(100.0%) 37(92.5%) 

2.964 
(0.085) 

1.081(0.990,
–1.181) 

注: P<0.05 认为差异性显著. 
Note: P<0.05 is considered to be statistically significant. 
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表 4  F1 尼罗罗非鱼 Ikaros 基因在抗病群体和易感群体的 SNPs 统计分析 
Tab. 4  The SNPs distributions of Oreochromis niloticus Ikaros gene in susceptible groups and resistant groups from F1 

基因型频率 genotype frequency 等位基因频率 allele frequency 

名称 name 
基因型(N) 
genotype 抗病群体 

resistant group 
易感群体 

susceptible group

χ2 

(P) 
等位基因

allele 抗病群体 
resistant group

易感群体 
susceptible group 

χ2 
(P) 

置信区间 
confidence 

interval 

AA(11) 4(2.9%) 7(4.5%) A 34(12.5%) 37(11.8%) 

AG(53) 26(19.1%) 23(14.6%) G 238(87.5%) 277(88.2%) 

1.069(0.651,
–1.758) 

SNP1 
(g.562, 
G>A) 

GG(236) 106(77.9%) 127(80.9%) 

1.397
(0.497)

   

0.070 
(0.791) 

 

TT(1) 1(0.7%) O(0) T 13(4.8%) 29(9.2%) 

GT(40) 11(8.1%) 29(18.5%) G 259(95.2%) 285(90.8%) 

4.350 
(0.037) 

2.027(1.032,
–3.984) 

SNP2 
(g.217, 
G>T) 

GG(252) 124(91.2%) 128(81.5%) 

7.698
(0.021)

     

TT(27) 6(4.4%) 21(13.4%) T 37(13.1%) 77(24.5%) 

CT(60) 25(18.4%) 35(22.3%) C 245(86.9%) 237(75.5%) 

11.090 
(0.001) 

0.485(0.315,
–0.746) 

SNP3 
(g.–53, 
C>T) 

CC(206) 105(77.2%) 101(64.3%) 

8.671
(0.013)

     

CC(110) 37(27.2%) 73(46.5%) T 141(51.8%) 207(65.9%) 

CT(128) 67(49.3%) 61(38.9%) C 131(48.2%) 107(34.1%) 

0.548(0.393,
–0764) 

SNP4 
(g.–220, 
T>C) 

TT (55) 32(23.5%) 23(14.6%) 

12.093
(0.002)

   

12.316 
(0.000) 

 

CC(1) 1(0.7%) 0(0) C 13(4.8%) 29(9.2%) 

CT(40) 11(8.1%) 29(18.5%) T 259(95.2%) 285(90.8%) 

4.350 
(0.037) 

2.027(1.032,
–3.984) 

SNP5 
(g.–579, 
T>C) 

TT(252) 124(91.2%) 128(81.5%) 

7.698
(0.021)

     

注: P<0.05 认为差异性显著. 
Note: P<0.05 is considered to be statistically significant. 

 

 
 

图 4  尼罗罗非鱼 Ikaros 基因 SNPs 连锁不平衡分析 

标记之间显示配对 LD 值(r2), 阴影 

代表标记之间所处的连锁状态. 

Fig. 4  Linkage disequilibrium map showing the pair-wise 
 LD between the SNPs of Ikaros gene in Oreochromis niloticus 

The values inside the squares indicate the LD values (r2) 
of the two SNPs. The chain states between the 

marks were indicated by shadow. 

 
罗罗非鱼 Ikaros 基因 5′调控区序列, 并利用生物

信息学软件对该序列的结构进行预测和分析。预

测结果显示 Ikaros 基因 5′调控区具有多个潜在的

核心启动子和 TSS, 但由于 Neural Network Pro-

moter Prediction 和 WWW Promoter Scan 软件是根

据 TFBS 的分布密度和 TATA 盒的权重矩阵进行

预测的, 因此本研究选择评分最高的预测结果作

为 Ikaros 基因的启动子和 TSS 具有较高的可信度, 

而且所选的启动子还包含 TATA 框、CCAAT 框和

起始子等重要调控元件, 是典型的真核生物类型

Ⅱ启动子[24]。 

Ikaros 基因 5′调控区–2200~1200 bp 序列中存

在丰富的 TFBS, 而且大部分与免疫基因的转录

密切相关 ,  其中一些多次出现且评分较高的

TFBS, 如 GATA-1、Oct-1、AP-1 和 Homeobox 等, 

可能对 Ikaros 基因的精确表达起着重要的调控作 

用[25]。如 GATA-1 是一种非常重要的、且研究十

分广泛的造血转录因子, 有研究表明几乎所有的

红系特异性基因都存在与 GATA-1 结合的 DNA 基

序[T/A(GATA)A/G], 而 GATA-1 通过作用于这些

部位来调控相关基因的转录, 对红系和巨核系等

造血细胞的分化发育具有重要作用[26]。Oct-1 是一

种组成性转录激活因子, 普遍存在于各种细胞中 , 
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表 5  尼罗罗非鱼 Ikaros 基因单倍型与链球菌病抗性的关联分析 
Tab. 5  Association of Ikaros haplotypes with resistance to Streptococcus agalactiae for Oreochromis niloticus 

单倍块 
haploblock 

单倍型 
haplotype 

分布频率/% 
frequency 

易感群体频率/% 
frequency in susceptible group

抗病群体频率/% 
frequency in resistant group 

χ2 P 

GGCTT 40.6 34.1 48.2 11.989 0.0005 

GGCCT 20.6 20.4 21.0 0.029 0.8641 

GGTCT 19.5 20.5 13.6 11.090 0.0009 

AGCCT 12.1 11.8 12.5 0.070 0.7909 

Block 1 

GTCCC 7.2 9.2 4.7 4.350 0.0370 

注: P<0.05 表示差异性显著。 
Note: P<0.05 is considered to be statistically significant. 

 

研究表明 Oct-1 能够结合启动子中的八聚体基序 

(ATGCAAAT) , 并在相关基因的转录过程发挥重

要调控作用[27]。Homeobox 蛋白是一类与胚胎发

育相关的转录因子, 通过与 DNA 基序特异性结

合来激活或抑制一系列相关下游基因的表达[28]。

AP-1 是细胞内的一个转录激活因子, 其参与了多

种生理和病理过程的调控, 近期研究表明, 它对

细胞的增殖、分化、转化、凋亡以及免疫系统活

化具有重要影响[29]。 

此外, 在 Ikaros 基因 5′调控区中还发现了 2

个 CpG 岛, 分别位于启动子区域和第一外显子区

域中, 这与大多数关于基因 5′端 CpG 岛位置分布

的研究相一致[30]。5′调控区的 CpG 岛甲基化状态

对于基因的表达调控具有重要作用, 如 CpG 岛高

甲基化会影响基因的转录机制, 主要包括阻碍转

录因子结合、募集其他蛋白引起染色质沉默和影响

核小体定位等, 进而导致基因表达下降或沉默[31]。 

3.2  尼罗罗非鱼 Ikaros 基因 5′调控区 SNP 多态

性与抗病的相关性 

SNP 是指物种基因组中由单个核苷酸突变所

引起的 DNA 序列多态性, 往往与生物体机能的

改变和疾病的发生有关 [4]。作为当前最理想的

DNA 分子标记, SNP 已经广泛应用于罗非鱼抗病

育种进程中, 目前已有一些研究进行了免疫相关

基因的 SNPs 与抗病性状之间的关联分析, 如高

风英等 [32]在主要组织相容性复合体(major histo-

compatibility complex B, Ⅱ MHC BⅡ )基因找到了

与链球菌病抗性相关的 SNP 遗传标记。Fu 等[33]

在肥大细胞蛋白酶(mast cell protease 8, MCP-8)基

因中共找到 5 个 SNPs, 其中有 3 个 SNPs 与无乳

链球菌抗性显著相关。Shen 等[34]在丝氨酸蛋白酶

Duodenase-1 基因中共找到了 7 个 SNPs, 其中有 4

个 SNPs与无乳链球菌抗性显著相关。曹建萌等[35]

在补体 C9(OnC9)基因中共找到了 22 个 SNPs, 抗

病关联分析发现有 2 个 SNPs 与无乳链球菌抗性

显著相关, 连锁不平衡分析发现有 12 种单倍型, 

其中有 2 种单倍型与无乳链球菌易感性显著相

关。这些 SNP 资源均可作为重要分子遗传标记用于

辅助罗非鱼抗病选育, 为加速罗非鱼的遗传改良

进程并培育出罗非鱼优良抗病新品种奠定了基础。 

目前认为, 人类 Ikaros 基因的突变与 SLE 的

易感性和复杂表型相关 , 以及与恶性肿瘤(白血

病、卵巢癌、肺癌等)等疾病的发生、发展密切相

关[14-17]。Hu 等[36]采用 GWAS 技术对汉族 SLE 患

者进行研究, 发现大部分患者的 Ikaros 基因会发

生可遗传变异, 而这些遗传变异体与 SLE 易感性

的关联程度已经达到全基因组显著水平(pcomb= 

2.75×10–23)。Westra 等[37]利用 SNPs (rs12718597)

对多种血液指标进行关联分析, 结果发现 SNPs 

(rs12718597)与平均红细胞容积有关, 并与 31 个

基因表达上调和 19 个基因表达下调成反式关联, 

表明该突变位点可能与白血病等疾病的发生相

关。此外, 解丽然[38]利用 Ikaros 基因的 2 个 SNPs 

(rs4132601、rs10272724)对自身免疫性甲状腺疾

病(autoimmune thyroid disease, AITD)进行关联分

析, 发现SNPs (rs10272724)的T碱基和TT/TC 基因

型以及 SNPs (rs4132601)的 T 碱基和 TT 基因型与

AITD 的发病具有显著相关性(P<0.01)。由此可看

出, Ikaros 基因作为重要免疫相关基因, 其多态性

与众多疾病密切相关。但是关于 Ikaros 基因的多
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态性与疾病的关联分析在水产动物中却未见相关

报道。本团队在前期研究中已发现无乳链球菌的

感染可引起尼罗罗非鱼多个免疫相关组织中

Ikaros 基因的表达量发生变化, 表明 Ikaros 基因

参与调控尼罗罗非鱼抵御无乳链球菌的免疫应答

反应[21]。因此本研究选择 Ikaros 基因作为抗病性

相关 SNPs筛选的候选基因, 以期在 Ikaros基因中

筛选到抗链球菌病相关的 SNP 分子标记。 

本研究从 P0 尼罗罗非鱼的 Ikaros 基因 5′调控

区中筛查到 5 个 SNPs, 而且其主要分布在核心启

动子和各种调控元件中(图 2)。Xie 等[39]研究表明, 

基因 5′端调控区的启动子和调控元件通常含有较

多的 SNPs, 而这些 SNPs 往往会改变基因的转录

活性和影响基因的正常表达调控。这可能是不同

基因型的尼罗罗非鱼抗病力表现出差异的原因之

一, 这为本研究在 Ikaros 基因 5′调控区中筛查到

抗病相关的 SNPs 提供理论依据。在 F1 抗病群体

和易感群体相应 SNPs 的基因分型中, 发现大部

分 SNPs 处于低度多态性(PIC<0.25), 而且在抗病

群体中 SNP3 偏离 Hardy-Weinberg 平衡状态(P< 

0.05), 在易感群体中 SNP1 和 SNP3 偏离 Hardy- 

Weinberg 平衡状态(P<0.05)(表 3)。这可能是因为

本研究使用的尼罗罗非鱼材料来自多代选育的抗

病家系, 抗病相关 SNPs 的基因型或等位基因在

选育过程被定向选择, 导致 SNPs 的多样性发生

一定程度的衰退。Liu 等[40]研究表明, 对于不同基

因其受环境等选择因素的影响程度也存在差异 , 

这可能是 SNPs 完全偏离 Hardy-Weinberg 平衡现

象的部分原因。另外, 曹建萌等[35]研究表明, 在

人工构建的抗病群体和易感群体中, 部分 SNPs

出现不符合 Hardy-Weinberg 平衡现象可作为与抗

病性状相关的初步判断。 

Ikaros 基因 5ʹ调控区 SNPs 与抗病性状进行关

联分析中, 在 P0 中仅 SNP4 与无乳链球菌病抗性

显著相关(P<0.05)(表 3), 而在 F1 中 SNP2、SNP3、

SNP4 和 SNP5 均与无乳链球菌病抗性显著相关

(P<0.05)(表 4)。P0 和 F1 的结果出现差异可能是因

为在 P0 中使用样本数量较少, 导致部分抗病相关

SNPs 在 P0 中没有表现出来, 而在 F1 中使用大样

本验证, 其获得的结果应更具有代表性。另外, 通

过连锁不平衡分析, 发现了与无乳链球菌病抗性

显著相关(P<0.05)的 GGCTT 单倍型和与无乳链

球菌易感性状显著相关 (P<0.05)的 GGTCT 和

GTCCC 单倍型 (表 3-5)。本研究结果表明 , 在

Ikaros 基因 5′调控区筛选到的 4 个抗病 SNPs 和

GGCTT 单倍型均可作为尼罗罗非鱼分子育种的

候选分子标记, 这为实现利用分子标记辅助罗非

鱼抗病选育奠定了基础。 

4  展望 

罗非鱼是中国最重要的养殖经济鱼类之一 , 

尽管科研工作者已经开展了大量的相关研究工作, 

但是对罗非鱼的抗病性研究却处于起步阶段, 尤

其是在分子水平上阐述其抗病机制。本研究在尼

罗罗非鱼 Ikaros 基因 5′调控区中筛选到抗病相关

的 SNPs 和基因型, 为尼罗罗非鱼的分子育种提

供了有效分子标记。但是要想获得更加稳定和可

靠的分子标记, 应继续在抗病选育群体的后代或

其他家系中作进一步扩大验证。目前, 关于罗非

鱼免疫相关基因与抗病性关联分析的研究并不多, 

而且能真正应用到罗非鱼抗病选育中的分子标记

更是寥寥无几, 这对于罗非鱼的 MAS 是不够的。

因此, 应继续加强在免疫相关基因中有效分子标

记的筛选, 并构建精密的遗传连锁图谱, 这样才

能提高育种的准确性, 为培育出罗非鱼优良抗病

新品种奠定基础。 
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Molecular cloning analysis of the 5′ regulatory region of Ikaros gene 
from Oreochromis niloticus and screening of its SNP markers for 
Streptococcus agalactiae resistance 
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Abstract: Tilapia (Oreochromis) is one of the most important fishery species in the world and has been introduced 
and cultured widespreadly because of its fast growth rate, strong reproductive capacity, good adaptability and om-
nivorous feeding habit. However, Streptococcus disease has become the biggest threat for tilapia breeding. Re-
cently, the epidemic and outbreak of tilapia Streptococcus disease caused substantial economic losses to aquacul-
ture industry. Breeding resistant variety in tilapia was unimportant way to solve the problem of Streptococcus dis-
ease. The molecular marker assisted selection (MAS) has become an efficient breeding method for selecting and 
breeding tilapia, and will accelerate genetic improvement and increase selection intensity for disease resistance. 
The single nucleotide polymorphism (SNP) markers are used in many genetic and breeding studies because they 
are abundant in genomes, and can be genotyped easily. Ikaros is a kind of transcription factor with zinc finger 
structure that is essential to the development of lymphocyte and to the maintenance of normal immune function. 
Therefore, to obtain large amount of effective SNP molecular genetic markers and to perform MAS for disease 
resistance in tilapia, it is essential to study immune related candidate Ikaros gene in Oreochromis niloticus and to 
examine whether the SNPs in the gene are associated with disease resistance. In this study, the 5′ regulatory region 
sequence of Ikaros, length of 4178 bp, were obtained through Genome Walking method from O. niloticus. Bioin-
formatics software was used to analyze the 5ʹ regulatory region sequence of Ikaros gene. The predicted transcrip-
tional start site (TSS) was in the initiation codon (ATG) upstream of 931 bp, and the core promoter regions was 
located at –57 bp to 48 bp when the TSS was specified as 1. The predicted promoter regions of Ikaros gene in-
cluded basic start of substructure components: TATA box, CCAAT box and octamer. The analysis of transcription 
factor binding sites (TFBS) showed that abundant of TFBS were located at –2200 bp to 1200 bp in 5ʹ regulatory 
region of Ikaros gene, such as GATA-1, Homeobox, CDP CR3+HD and AP-1. The analysis of CpG islands 
showed that two CpG islands were in 5′ regulatory region sequence of Ikaros gene, one of which was located in 
promoter regions and the other of which was located in the first exon. Five SNPs in the 5′ regulatory region of 
Ikaros gene were detected by direct sequencing method from the parents (P0), which are named SNP1 (g.562, 
G>A), SNP2(g.217, G>T), SNP3(g.–53, C>T), SNP4(g.–220, T>C) and SNP5(g.–579, T>C). The five SNPs were 
sited in various regulatory elements in promoter regions which could have major implications for exact expression 
of Ikaros gene. Based on Snapshot method analysis, the frequencies of alleles and genotypes were calculated in 
susceptible groups and resistant groups of O. niloticus from the first filial generation (F1). The polymorphisms and 
genetic parameter of the SNPs in resistant groups and susceptible groups were calculated by software Popgen 32 
and PIC. The result showed that the polymorphism information content (PIC) of the 5′ regulatory region of Ikaros 
SNPs was 0.0872~0.3747, suggesting that all the SNPs had moderate of intermediate polymorphism. The correla-
tion between SNPs and resistance to S. agalactiaewas analyzed by software SPSS 17.0, the results showed that 
four of them (SNP2, SNP3, SNP4and SNP5) were significantly associated with the resistance to S. agalactiae 
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(P<0.05). Moreover, All of the SNPs in the 5ʹ regulatory region of Ikaros could formed one haplotype block and 
five haplotypes from the prediction of linkage disequilibrium analysis used software Haploview 4.2. The haplo-
types (GGCTT) were significantly associated with the resistance to S. agalactiae (P<0.05), and two of the haplo-
types (GGTCT and GTCCC) were significantly associated with S. agalactiae susceptible (P<0.05). Furthermore, 
the SNP2 and SNP5 were completely linked with each other (r2=1, LOD=57.25, D′=1), which could be selected as 
tag SNP for research of genetic breeding in O. niloticus. The results suggest that the four SNPs (SNP2, SNP3, 
SNP4 and SNP5) and the haplotypes (GGCTT) in the 5′ regulatory region of Ikaros could be potential genetic 
markers for future molecular selection of O. niloticus resistant to S. agalactiae. 

Key words: Oreochromis niloticus; 5′ regulatory region of Ikaros gene; single nucleotide polymorphism; Strepto-
coccus agalactiae 
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