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1  SNP简介 

1.1  SNP的概念 

单核苷酸多态性 (Single nucleotide polymorphism, 

SNP)指基因组 DNA 序列中某个特定位点的单个核苷酸

发生变异而引起的序列多态性, 包括单碱基的转换、颠

换、插入及缺失等形式, 其中一种等位基因在群体中的频

率不小于 1％[1]。在 SNP 的碱基突变类型中, 颠换较少, 

转换较多(约占 2/3)。并且 SNP的转换变异以 C↔T为主, 

可能是因为 CpG 二核苷酸上的胞嘧啶残基大多数是甲基

化的, 可自发地脱去氨基而形成胸腺嘧啶, CpG也因此变

为突变热点[2]。理论上 SNPs可能是二、三、四等位基因

多态的, 但三或四等位基因的 SNPs 几乎不存在, 因此

SNPs 也被称为二等位基因(或二态)遗传标记[3]。大多数

SNPs 位于基因组的非编码区, 对蛋白质无直接影响, 它

们对个体的表现型是无意义的, 但这些 SNPs在群体遗传

变异、物种进化以及相关的研究中却很有用[4]。分布在基

因编码区的 SNPs又称为 cSNPs(coding SNPs), 根据其对

遗传性状的影响, 分为①同义突变：编码序列的改变并不

影响所翻译的氨基酸序列, 蛋白质的功能不变; ②非同义

突变：包括错义突变和无义突变, 前者指改变编码序列导

致翻译的氨基酸序列改变, 从而改变蛋白质的生物学功能; 

无义突变是指突变形成终止密码子, 翻译终止[5]。 

1.2  SNP的优点 

(1)数目多且分布广：SNP 遍布整个基因组, 人类平

均 1900 bp就有一个 SNP。国际人类 SNP计划 2001年就

已完成了一张含有 142万个 SNPs的人类基因组序列变异

图谱。由于 SNP 标记数目多、覆盖密度大, 因此它们在

基因定位及复杂性状的遗传学研究中有着其他标记无法

比拟的潜力[6]。 

(2)具遗传稳定性：SNPs 基于单核苷酸突变, 突变率

为 109, 与微卫星(Microsatellites)等重复序列多态性相比,

它具有更高的遗传稳定性与精确性[7]。 

(3)具有代表性：某些位于基因内部的 SNP变异有可

能直接影响蛋白质结构或表达水平, 因此它们可能反映疾

病或性状相关遗传机制中的某些决定因素[8]。 

(4) 可实现检测自动化: 由于 SNP 为二等位基因变

异 , 无需像微卫星标记那样需要对片段长度进行检测 , 
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只需采用“+/ ”或“有或无”的分析方式, 有利于发展自动

化筛选或检测[9]。 

2  SNP的检测方法 

迄今已经有很多种筛选检测未知或已知 SNP多态性

的技术和方法 , 每种方法都有它的特点和优缺点 , 研究

者可根据自身需求和条件选择简便、高效、经济的检测方法。 

2.1  基于杂交的方法 

等位基因特异寡核苷酸片段分析 (Allele-specific 

oligonucleotide, ASO)    ASO 为一种以杂交为基础的

已知突变的 SNP 检测技术。它通过设计一段 20 bp 左右

的寡核苷酸片段(其中包含发生突变的部位), 以此为探针

与固定在膜上的经 PCR扩增的样品 DNA杂交, 同时以野

生型探针为对照 , 如出现阳性杂交带 , 则表明样品中存

在与该 ASO探针相应的点突变。ASO需严格控制杂交条

件和设置标准对照避免假阳性和假阴性。目前已有商品化

ASO试剂盒检测部分癌基因的 SNP突变[10]。 

基因芯片技术 (Gene chips)    基因芯片是在一微

小的基片(硅片、玻片、塑料片等)表面集成了大量的分子

识别探针 , 能够在同一时间内平行分析大量的基因 , 进

行大信息量的筛选和检测分析[11]。Wang, et al.应用高密

度基因芯片对 2.3 Mb基因组进行筛查, 确定了 3241个人

类 SNPs位点, 显示出大规模鉴定人类 SNP的强大能力[12]。

当然在水产养殖动物中基因芯片仍是昂贵的 SNP 检测 

技术。 

探针技术(TaqMan)    TaqMan 的原理就是合成一

个能与 PCR 产物杂交的探针, 该探针的 5′端与 3′端分别

标记供者-受者染料对, 正常情况下检测不到 5′端供者分

子发出的荧光, 但当溶液中有 PCR 产物模板时, 该探针

与模板结合激发 TaqMan DNA 聚合酶的 3′外切酶活性, 

将探针 5′端连接的荧光分子从探针上切割下来从而发出

荧光。如果探针与目标序列中存在错配碱基, 就会减少探

针与目标序列结合的紧密程度及酶切割供者的活性, 也

就影响了其释放荧光的强度, 从而可以通过检测反应液

中的荧光强度确定 SNPs分型[13]。TaqMan探针在检测 SNP

变异时将 PCR 污染的风险降至最低, 但是该方法对反应

试剂以及条件有严格要求。 

动态等位基因特异杂交(Dynamic allele-specific hy-

bridization, DASH)    DASH的初始杂交允许有错配, 在

这个阶段无论待测 DNA含有 SNP的哪一种等位基因, 寡

核苷酸都能与之杂交。由于错配的杂交产物不如正常配对

杂交的产物稳定 , 故前者在较低温度下解链 , 因此可以

通过升高温度来区分等位基因。这样就可以从荧光信号消

失的温度来判定待测 DNA中存在哪一种等位基因[14]。 

2.2  基于酶或 PCR的方法 

限制性片段长度多态性  (Restriction fragment 

length polymorphism, RFLP)    限制片段长度多态性

是指 DNA 限制性酶识别序列核苷酸结构发生改变, 导致

酶切位点产生、消失或移位, 酶切所产生的限制性片段数

目及长度发生改变所生呈现的 DNA多态现象。因单碱基

差异而造成限制性酶切位点的得失, 经相应的酶切割扩

增产物、电泳分离就可检测出 SNP变异。RFLP技术已成

功应用于 SNP位点的发掘和检测[15]。 

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

法    AFLP 技术是基于 PCR 扩增基因组中的限制性酶

切片段。基因组 DNA分别用一种罕见和一种常见限制性

内切酶切割, 然后将双链接头连接到 DNA 片段的末端, 

接头序列和相邻的限制性位点序列作为引物结合位点。

AFLP 具有 RFLP 技术的可靠性和 PCR 技术的高效性。

AFLP的选择性扩增可使某一个体出现特定的 DNA谱带, 

而在另一个体中可能无此谱带产生 , 因此 , 这种通过引

物特异性结合及扩增后得到的 DNA 多态性, 可作为一种

反映有 SNP变异存在的“+ / ”或“有或无”分子标记[16]。 

EMC 错配的酶裂解 (Enzyme mismatch cleavage)    

T4 外切酶 VII 或 T7 外切酶 I 具有识别并裂解双链 DNA

中错配碱基的能力, 除了 A·A/T·T 外, 其他的错配都可

以被裂解。具体方法是首先扩增样品 DNA, 并与末端标

记的野生型序列混合, 经变性、退火, 形成同源和杂交双

链, 用 T4外切酶 VII或 T7外切酶 I切开错配双链, 然后

进行电泳分离从而检测 SNPs[17]。 

2.3  以核酸构象为基础的方法 

温度梯度凝胶电泳(Temperature gradient gel elec- 

trophoresis, TGGE)   Riesner, et al. [18]最先将这种检验

点突变的温度梯度凝胶电泳技术应用到 DNA/RNA 的分

子构象和序列变异分析。在正常情况下 DNA分子呈双链

结构状态, 当温度升高到一定值时, 双链开始解开, 由完

整的双链变为分叉双链; 如果温度继续升高 , 双链完全

解开, 变为单链 DNA。这种分子构象的改变会影响 DNA

分子在电泳时的迁移行为, 故 TGGE可以检测 SNPs。 

变性梯度凝胶电泳 (Denaturing gradient gel elec- 

trophoresis, DGGE)    DGGE的原理是当双链 DNA在

变性梯度凝胶中进行到与 DNA变性温度一致的凝胶位置

时 , DNA 发生部分解链 , 电泳适移率下降 , 当解链的

DNA 链中有碱基改变时, 会在不同的时间发生解链, 因

影响电泳速度变化的程度不同而被分离。如果 SNP 突变

发生在最先解链的 DNA 区域, DGGE 方法的变异检出率

可达 100％, 检测片段可达 1 kb, 最适围为 100—500 bp。 

单链构象多态性 (Single-strand conformational poly-   

morphism, SSCP)    DNA 双链变性为单链后, 具有一

定的折叠结构, 这种折叠结构是其核苷酸序列所决定的。

由于单链 DNA 的碱基组成不同导致电泳迁移率不同, 故

能发现突变位点。SSCP在不同系统中的点突变检出率达

80%—90%以上, 是一种高效、方便、经济的突变检测方
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法。具体做法是将扩增产物与去离子甲酰胺混合, 然后变

性解链 , 再骤冷到冰中 , 最后通过非变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离[19]。有报道利用 SSCP在牙鲆 P450-c19a基因

找到 3个 SNP位点[20]。 

变性高效液相色谱  (Denaturing high performance 

liquid chromatography, DHPLC)    DHPLC 技术是一项

在 SSCP 和 DGGE 基础上发展起来的可以检测 SNP 变异

的技术[21]。将未知的 DNA 片段与野生型 DNA 混和, 经

加热变性后再使其降温重退火; 若有突变的 DNA, 此时

所形成的双螺旋有两种, 即为同源双螺旋和异源双螺旋。

由于同源双螺旋和异源双螺旋解链温度的不同, 通过控制

DHPLC 的温度, 将系统维持在使异源双螺旋发生变性的

温度而同源双螺旋并未变性的情况下进行分离。该方法不

仅增强了分析的精确性和速度, 而且不需要配置凝胶[22]。 

2.4  直接测序 

DNA 测序是最容易实施但目前费用仍较昂贵的

SNPs 检测方法。通过不同个体的同一基因或 DNA 片段

的直接测序, 然后进行简单的序列比对, SNP变异的检出

率可达 100%。采用直接测序法, 还可以直观地得到突变

碱基的类型及其准确位置等 SNPs 分型的参数。随着

DNA 测序自动化和测序成本的降低, 直接测序法将越来

越多地用于未知 SNPs 的发掘和已知 SNPs的检测与分型。 

2.5  其他方法 

利用 MU 转座子检测 SNPs：MU 可以转座到 DNA

序列, 在转座过程中, 它极其偏爱插入到错配 DNA 的位

点。在超过 300000个非错配位点存在的情况下, 利用MU

转座可检测出单一的错配位点。多个核苷酸错配的位点也

是 MU 转座优先结合的位点[23]。这种利用 MU 转座子检

测 SNPs的方法简单、灵敏, 具有较大应用前景。  

利用双链 DNA解链的动力学检测 SNP：在室温下突

变型靶DNA会在短时间内解链出较多的单链DNA, 而野

生型则比较稳定。 先让靶 DNA在室温解链, 后加入盐离

子、缓冲液及纳米金, 即能观察到野生型靶 DNA 杂交体

系呈蓝色 , 突变型呈红色。这主要是由于单链与双链

DNA对纳米金表面的不同作用效果所致[24]。 

3  SNPs在水产动物遗传学与育种学研究中的应用 

3.1  高密度遗传图谱构建 

构建遗传连锁图谱(简称遗传图谱)是通过对多个分

子标记(或基因)之间的连锁关系分析, 将基因(标记)之间

的相对关系定位在染色体上; 遗传图谱对研究基因组结

构、QTL 准确定位、基因图位克隆以及分子标记辅助育

种(MAS)有重要意义[25]。要绘制高密度、能覆盖整个基因

组的图谱, 需要庞大数量的 DNA遗传标记。SNP是继微

卫星之后理想的遗传作图标记, 它在基因组中分布的丰

富性、双等位基因遗传以及便于检测的优点使得遗传作图

更加精细[26]。目前已经有一些物种使用 SNP 进行了遗传

作图, 如人、小鼠[27]、果蝇[28]、苹果[29]等。Kucuktas, et al.[30]

构建了鲶鱼的遗传图谱, 该图谱由 29 个连锁群组成, 包

括 72个 SNP和 259个微卫星, 全长 1181 cM, 平均分辨

率为 6.0 cM。Stickney, et al.[31]采用寡核苷酸微阵列技术, 

对斑马鱼基因和 EST 进行大规模扫描, 构建了斑马鱼的

第一幅 SNPs遗传图谱, 该图谱由 25个连锁群组成, 包括

1930个 SNPs, 全长 3000 cM, 平均分辨率为 6.98 cM。高

密度 SNPs遗传图谱的出现使遗传育种工作者能够更精确

地进行标记辅助选择和品系鉴定, 甚至在基因组被全部

测序后, 此类图谱仍可以成为联系基因组序列与物理图谱

以及动物表型与基因型的有用工具。 

3.2  关联分析 

存在于编码区及其邻近调控序列的 SNP 变异, 有可

能使基因的表达产物或表达水平发生改变, 因而成为研

究基因组多态性以及进行疾病和生长、繁殖性能等相关基

因识别和定位的一种新工具。用 SNP 标记研究基因与表

型(性状)相关性的关联性分析(Association study)的原理

是连锁不平衡(Linkage disequlibrium, 简称 LD), 这里 LD

指的是不同遗传标记间或者标记与 QTL 间存在的非随机

性组合。关联分析就是利用等位基因间连锁不平衡的关系

鉴定与特定性状的遗传调控有关的基因或基因组 DNA区

段, 研究基因型与表型的关系[32]。考虑到水产动物遗传育

种研究的实际和现状, 基因型和表型关联性分析主要介

绍如下几个方面： 

生长性状    生长性状(体长、体重、体高等)是养殖

动物最重要的经济性状之一, 对这些性状的 QTLs或基因

的遗传解析是分子育种的基础。Li, et al.在大口黑鲈 IGF-

Ⅰ基因的 5′侧翼区发现了一个缺失和 2 个 SNP 位点, 并

发现其显著影响大口黑鲈的体重和体宽 [33]。栉孔扇贝

MSTN基因外显子中的 2个 SNPs位点与体重、软组织重、

贝壳长、贝壳高等生长性状密切相关[34]。刘福平等采用

PCR产物直接测序、PCR-RFLP和 CRS-PCR 技术研究发

现尼罗罗非鱼MC4R基因启动子和外显子中有 5个 SNPs, 

并发现在体质量和体长这两个主要生长性状方面, 二倍

型 D4 与 D1、D3、D6存在显著性差异(P<0.05), 二倍型

D2 与 D3、D6 也存在显著性差异(P<0.05)[35]。北极红点

鲑 GH基因中的 SNPs与生长速率以及体重显著相关[36]。

Gross, et al.在大西洋鲑的 GH基因中也发现了 SNPs, 并

发现它与大西洋鲑体重显著相关[37]。牙鲆 GH 基因多态

性与生长速率以及体重也有显著的相关性[38]。 

抗病性状    在长期的动物养殖中, 密度和条件等

因素的改变可能导致传染病的发生和流行。试图从遗传本

质上提高养殖动物抗病能力的抗病育种已成为研究热点

之一。研究发现牙鲆的对鳗弧菌(Vibrio anguillarum)的抗
性与其组织相容性复合体 IIα(MHC IIα)基因多态性有显
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著相关性[39]。在海湾扇贝超氧化物歧化酶家族中的三个

基因的启动子、外显子和部分内含子共发现有 59个 SNPs, 

其中 AiCuZnSOD启动子区的–1739 T/C、AiECSOD启动

子区的–498 A/T和–267 G/A与抗细菌 V. angullarum的

能力显著相关[40]。虹鳟组织相容性复合体Ⅱ(MHCⅡ)等

位基因的多态性与对 IHN 病毒的抗性相关显著[41]。大西

洋鲑的组织相容性复合体(MHC)位点也是高度多态的 , 

且含有不同 MHC 等位基因的大西洋鲑个体在对细菌

Aeromonas salmonicida 免疫反应上有所不同, 因此对病

原体的抗病能力也有差异[42]。鲤鱼肿瘤坏死因子(TNF2)

基因中的 1 个 SNP 的变异导致脯氨酸变成丝氨酸, 该

SNP位点与昏睡病显著相关[43]。 

繁殖性状    与繁殖性能相关基因的多态性位点检

测, 将有助于解析养殖动物生殖内分泌的遗传调控机制。

在牙鲆促卵泡激素亚基 (FSHβ)基因内含子中发现一个

SNP 位点, 并发现其与睾丸激素水平以及性腺指数等繁

殖性状显著相关[44]。有研究表明性腺型芳香化酶(CYP19a)

基因的 SNP多态性显著影响牙鲆的 17β-雌二醇水平和性

腺指数[45]。在牙鲆雌激素受体 α基因的 12个 SNP位点中, 

位于外显子 2的 A803G和 C864T变异与牙鲆雌性个体的

肝体比显著相关[46]。在牙鲆雌激素受体 β基因的 2个 SNP

位点中, 外显子 2 中的 A891T 变异与牙鲆生殖腺成熟指

数以及 17β-雌二醇浓度显著相关[47]。牙鲆 FOXL2基因中

的 3个 SNP位点均能显著影响牙鲆的一些繁殖性状(如肝

体比、生殖腺成熟指数等)[48]。 

肉质性状    肉质性状一直受到消费者关注, 对动

物养殖业的经济效益也有重大影响。肉质既受养殖环境、

饲料营养等因素的影响, 也受遗传因素控制。目前有关该

性状的研究几乎都集中于家畜(牛、猪等), 水产动物中还

未见报道。在牛 CAPN1 基因内含子 14 中发现 1 个 C/T

转换的 SNP, 研究表明基因型为 TT的牛的肉质比基因型

为 CC牛好[49]。在猪 HGD基因第 14外显子中发现了 SNP, 

该 SNP 所产生的基因型对猪腿臀重、臀背膘厚、眼肌面

积、腿臀肌肉 pH45和腿臀肌温度等胴体和肉质性状有显

著影响[50]。 

其他性状    还有其他一些性状的关联性分析中也

使用了 SNP标记。例如, 鳉青 的酪氨酸酶(TYR)基因多态

性与眼皮肤白化病(Oculocutaneous albinism, OCA)的发生

显著相关[51]。尼罗罗非鱼转铁蛋白(TRF)基因中被发现有

34个 SNP位点, 其中一些 SNPs与耐盐性显著相关[52]。 

3.3  种群遗传分子及其相关研究 

通过对不同群体的 SNP 单倍型或图谱进行比较, 或

进行连锁不平衡分析, 可以获得有关动物群体的多样性

和群体进化历程等信息(起源、迁移、遗传、漂变等)。

Claiborne, et al.采用单倍型变异(Haplotype variation)的方

法研究了人类 313个基因中的 3899个 SNPs, 进而利用连

锁不平衡分析, 其结果支持了人类群体在近代扩张的观

点[53]。Rengmark, et al.用 26个 SNPs位点和 16个微卫星

分析了野生和养殖大西洋鲑的遗传变异, 结果发现有 95.8%

的个体能够用这些标记所区分并归属到取样群体中[54]。

Pfrender, et al.分析了美国俄勒冈 5 个主要水系小点吻

(Rhinichthys osculus) Cyt b基因的 SNPs变异, 认为水系

内的遗传变异模式与该物种在历史上曾有过的种群扩张

有关, 而水系间的变异则产生于中新世晚期到上新世早

期[55]。Sušnik, et al.为了区分纯种的斑鳟以及斑鳟与褐鳟

的杂交个体, 通过对斑鳟和褐鳟视网膜紫质(RH)、毛色基

因(SILVA)、生长催乳素(SL)、乳酸脱氢酶 C1(LDH-C1)

和转铁蛋白(TF)基因的 SNPs 分析, 发现种内特异的 SNP

位点是鉴定斑鳟个体是否纯种的有力工具[56]。Katsumura, et 

al.研究了来自两个野生区和一个保护区共 373 鳉尾青 的

D-loop 区 DNA 序列的 SNPs 变异, 用基于密度的随机样

例聚类方法 (Deme-based sampling)可以将这些鱼分为 16

种不同的基因型 , 用基于网格的随机样例聚类方法

(Grid-based sampling)可以将来自东亚的 35 鳉尾青 分为 26

种不同的基因型[57]。FishPopTrace是欧盟资助的一个正在

进行之中的国际合作项目, 目的是试图利用大量的 SNP

标记研究和鉴定大西洋鳕、无须鳕、大西洋鲱和欧洲鳎等

鱼类的渔获物或鱼类加工品的原产地, 为打击非法捕捞

提供确凿的证据[58]。Robalo, et al.用 Cyt b和 β-actin基因

的 SNPs研究了鲤科 Iberochondrostoma属鱼类的物种形成

方式, 发现该属鱼类有一个较大的中央单元, 以及在不同时

间形成的两个外围分支[59]。 

4  问题与展望 

SNP标记的出现, 极大地促进了遗传学、基因组学、

育种学及其相关学科向更深入和更精细的方向发展。然而, 

SNPs 在水产动物遗传学与育种学等相关学科的研究与应

用中还存在一些问题, 具体表现在以下几个方面：1) 资

源缺乏、背景较差。由于受到基因组背景以及研究经费等

因素限制, 水产动物中的 SNPs研究与应用状况与人类及

高等哺乳类差距很大, 与畜牧业中的同类研究水平也有

差距。迄今只有在斑马鱼等模式鱼类中的 SNPs研究与应

用达到较高水平 ; 在部分经济鱼类中开始有一些报道 , 

在其他水产经济动物中有关 SNP 方面的研究报道还很少

见。在水产养殖动物中, 以 SNPs标记为主的高密度遗传

图谱还非常缺乏, 利用 SNPs进行QTL定位或关联性分析

的报道还罕见, 对一些性状(例如肉质)的研究几乎还是空

白。2)知识产权问题。一些著名的基因组公司纷纷加入

SNP 开发的竞争之中, 其专利申请将妨碍信息交流和各

国研究者对这些 SNP数据的无偿调用。3)基因型-性状关

系的复杂性。与人类疾病等复杂性状的 SNP 关联性分析

目前所遇到的挑战一样, 水产养殖动物的经济性状基本
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都是数量性状, QTLs鉴定或 SNPs与性状的关联性分析还

处于初级阶段, 有关的研究结果在真正应用到遗传育种

的设计之前还有待进一步验证或证实。 

尽管起步较晚, 目前也还有很多困难, SNPs 作为一

种迄今最为理想的遗传标记, 对于水产养殖动物的遗传

与育种研究仍是一个巨大的进步, 它拉近了分子遗传标

记与育种的距离, 是基因-表型之间的最好研究载体。随

着水产行业科研经费投入的不断增多, 以及 SNP 分析技

术的不断成熟和检测费用的降低, 在越来越多的水产经

济动物中开展 SNPs标记有关的遗传学和育种学研究将不

再遥不可及。现在我们应当集中人力和物力, 在那些最重

要或最具有代表性的水产养殖动物中加强 SNPs位点的批

量发掘及其与性状的关联性验证, 尤其要关注从基因或

EST中发掘和鉴定“功能性”的 SNPs位点, 争取在不久

的将来构建以 SNPs 为主的高密度遗传图谱并进行 QTL

精细定位, 为遗传图谱与物理图谱的链接以及基因定位

和克隆打下基础。有理由相信, SNPs具有极大的潜力协助

水产遗传学者鉴定、定位直至最终克隆到决定目标性状的

基因或主效基因。假以时日, SNPs必将在水产养殖动物的

遗传学和分子育种研究中得到更加广泛的应用, 为遗传

改良和新品种培育作出贡献。 
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