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摘要: 为了筛选出与抗哈维氏弧菌病相关的微卫星标记并进行 QTL 定位, 以 2014 年感染实验中存活率为 52.22%

的半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)家系 F1412(Family+年份+家系号)为材料, 采用混合分离子分析法(bulked seg-

regant analysis, BSA)对 169 个微卫星标记(SSR)进行筛选 , 得到 1 个可能与哈维氏弧菌病相关的微卫星标记

scaffold479_23523。用 scaffold479_23523 所在的连锁群 LG18 上的 37 个 SSR 对 94 尾抗病、感病个体进行基因分

型, 得到 3 个图谱: 整合图谱(LG18)、雌性图谱(LG18F)和雄性图谱(LG18M), 并用两种不同的模式进行单标记分

析和 QTL 定位。模式一得到 3 个显著性相关标记(P<0.05)和 1 个极显著性相关标记(P<0.01), 图谱 LG18F 定位出

一个区间 qE-F1; 模式二得到 4 个显著相关标记(P<0.05)和 1 个极显著相关标记(P<0.01), 图谱 LG18M 定位出两个

区间 qE-M1、qE-M2。在全基因组序列的分布范围上, 区间 qE-F1 包含了 qE-M1 及 qE-M2, 因此 qE-F1 更可能与

抗病性状相关。本研究开发出了抗哈维氏弧菌病性状相关微卫星标记及 QTL 区间, 为抗病新品种的培育奠定了

基础。 
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半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)隶属鲽形目

(Pleuronectiformes), 舌鳎科(Cynoglossidae), 舌

鳎属(Cynoglossus), 主要分布于我国的黄海、渤海

海域。其肉质鲜嫩, 味道鲜美, 具有极高的营养价

值[1]。近年来, 随着半滑舌鳎人工育苗技术的日渐

成熟, 半滑舌鳎养殖业快速发展[2]。然而, 由细菌

和寄生虫所引起的如腹水、烂鳍、烂尾和腐皮等

疾病的发生给半滑舌鳎养殖业造成了巨大损失 , 

严重制约了半滑舌鳎养殖业的持续发展[3]。哈维

氏弧菌(Vibrio harveyi)是半滑舌鳎细菌性疾病的

重要病原之一, 引起半滑舌鳎体表溃疡、烂鳍等疾

病[1, 4–7]。目前, 对于鱼类哈维氏弧菌病, 主要采取

以预防为主、治疗为辅的方法, 防治主要依赖于 

抗生素, 但药物的滥用导致耐药性的产生, 并对

人体健康造成危害[8]。结合家系选育、分子标记

等辅助育种技术, 筛选和培育出抗哈维氏弧菌优

良品种, 是解决半滑舌鳎感染哈维氏弧菌疾病问

题的良好方式。 

混合分离子分析法(bulked segregant analysis, 

BSA)是一种快速筛选分子标记的方法, 在 1991

年第一次被提出和运用, 具有成本低、效率高、操

作方便等优点[9], 现广泛与 QTL 结合起来, 对养

殖鱼类重要经济性状进行 QTL 定位。在鱼类中, 

BSA-QTL 方法主要被用于筛选性别[10–12]、生长[13–15]

和抗逆[16–17]等性状相关的分子标记及 QTL 区间

定位。抗病性状是生长性状中一个重要的方面 , 
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Ozaki 等[18]以虹鳟(Oncorhynchus mykiss)抗病家系

和易感家系构建的回交家系为材料, 从 51 个微卫

星标记中定位到了 2 个与虹鳟抗传染性胰脏坏死

病(IPNV)性状具有显著相关性的 QTL 区间, 并且

又在 RT12 连锁群检测到一个与抗病性状密切相

关的主效 QTL 区间 [19]; Fuji 等 [20] 对于牙鲆

(Paralichthys olivaceus)抗淋巴囊肿病的性状位点

进行了定位, 得到一个主效位点; Wang 等[21]以抗

病家系与易感家系的杂交 F1 家系为资源家系, 定

位得到 4 个与牙鲆抗鳗弧菌病性状相关的 QTL 区

间。目前, 在半滑舌鳎中的 QTL 定位主要集中于

生长与性别方面; 半滑舌鳎全基因组序列的破译[22]

及半滑舌鳎高密度遗传连锁图谱的建立[23], 为重

要性状的 QTL 定位奠定了基础。Song 等[23]定位

到了 4 个与半滑舌鳎生长性状(体重和全长)相关

的 QTL 区间, 均定位于 LG4f 连锁群, 两个与生

长性状具有极显著相关性的微卫星标记; Chen 等
[24]利用扩增片段长度多态性(AFLP)技术筛选得

到 7 个雌性特异标记, 并将其中一个标记成功转

化为特定序列扩增(SCAR)标记, 在其他半滑舌鳎

个体中也扩增出雌性的特异条带。但是关于半滑

舌鳎抗病相关的微卫星标记筛选及 QTL 定位尚

未见报道。本研究主要从两个方面对半滑舌鳎抗

哈维氏弧菌病进行研究: 一方面通过 BSA 筛选得

到与抗哈维氏弧菌病相关的微卫星标记; 另一方

面进行 QTL 定位, 以期为半滑舌鳎分子标记辅助

选择抗病育种(MAS)提供基础和依据。 

1  材料及方法 

1.1  实验材料 

半滑舌鳎家系建立按照陈松林实验室建立的

方法进行[3]。本研究所用的半滑舌鳎家系是 2014

年 3 月在山东省莱州市明波水产有限公司建立的

家系, 亲本中父本是当年捕捞用于半滑舌鳎繁殖

的野生正常雄鱼, 母本是在山东省莱州市明波水

产有限公司养殖的用于 2014 年半滑舌鳎人工繁

殖的适龄雌鱼。在 2014 年 12 月对 54 个半滑舌鳎

家系进行哈维氏弧菌感染实验, 分别剪取感病群

体和抗病群体鳍条, 放于无水乙醇中, –20℃条件

下保存。本研究采用的 100 尾半滑舌鳎取自家系

F1412 (2014 年 12 号家系命名为 F1412), 其中感

病 151 尾、抗病 165 尾, 存活率为 52.22%。 

1.2  实验方法 

1.2.1  微卫星标记  从半滑舌鳎全基因组序列[22]

中筛选微卫星序列, 利用这些微卫星序列构建了

高密度遗传连锁图谱[23]。从该连锁图谱上平均每

隔 10 cM 左右选取 1 个微卫星标记(SSR), 共 169

个。微卫星引物由华大科技有限公司和金唯智生

物科技有限公司合成。 

1.2.2  基因组DNA制备  本实验提取半滑舌鳎鳍

条 DNA, 使用经典的酚氯仿抽提法[25], 并用紫外

分光光度计测量 DNA 浓度, 将浓度稀释至 50 ng/μL。 

1.2.3  BSA 分池   按照范彩霞等 [26]的方法, 取

F1412 家系中抗病、感病个体各 15 尾, 每个样本

DNA 取 20 μL 加入离心管, 保证各管中 DNA 浓

度相同, 建成抗病基因池(R)及感病基因池(S)。 

1.2.4  PCR 扩增及聚丙烯酰胺凝胶电泳  将 169

个微卫星标记分别以抗病、感病基因池为模板进

行 PCR 扩增, PCR 反应体系为 16 μL, 包括模板

DNA 1.0 μL、10×buffer 1.6 μL、dNTPs (2.5 mmol/L) 

0.8 μL、上下游引物(10 μmol/L)各 0.4 μL、ddH2O 

12 μL, 最后加入 rTaq 酶 (5 U/μL) 0.15 μL。PCR

反应程序为 95℃ 5 min; 95℃ 30 s, 58.5℃ 30 s, 

72℃ 30 s, 35 个循环; 最后 72℃延伸 7 min, 4℃保

存。每个 PCR 产物加入 6 μL 变性剂后在 6%聚丙

烯酰胺凝胶上点样 4 μL, 电泳 1.5 h, 银染, 显色, 

寻找差异条带。 

1.2.5  个体验证  用组成抗病、感病基因池的 30

尾抗病、感病个体, 对筛选的微卫星标记进行第

一次单个体验证。对在第一次单个体验证中表现

出差异性的微卫星标记进行第二次扩大验证, 感

病、抗病个体各取 50 尾。 

微卫星标记在抗病、感病群体中的基因条带

频率采用 SPSS4.0 软件进行卡方检验, 若卡方检

验 P<0.05, 则这个微卫星标记在半滑舌鳎抗病、感

病群体中差异显著 ; 若 P>0.05, 则差异不显著 ; 

若 P<0.01, 则差异极显著。 

1.2.6  差异条带的克隆与测序  对聚丙烯酰胺凝

胶电泳中抗病个体的 15 条差异条带进行切胶回

收, 加 100 μL 双蒸水, 捣碎, 95℃金属浴 5 min 后, 

室温放置 14 h, 然后 12000 r/min 离心 5 min, 以管

中液体为模板做 PCR 扩增, 进行琼脂糖凝胶(浓
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度为 2%~3%)电泳, 切胶后用 DNA 琼脂糖胶回收

试剂盒做胶回收, 连接到 pMD18-T 载体上, 转化

到 TOP10 感受态细胞中, 然后送单克隆到金唯智

公司测序。将所测序列使用 NCBI BLAST 在线工

具进行比对分析, 确认差异片段是否为该微卫星

标记的目的片段。 

1.2.7  QTL 定位及表型数据处理  取抗病、感病

个体各 47 尾, 感病个体取最开始死亡的 47尾, 对

差异显著的微卫星标记所在连锁群上的全部微卫

星标记进行聚丙烯酰胺凝胶电泳, 银染显色, 统

计基因分型。在目标条带区域从上至下以 A、B、

C、D 命名, 先读父母本基因型, 从而推测子代基

因型, 确认无误后, 记录微卫星标记名称、父母本

基因型及子代基因型。 

采用 Joinmap4.0 软件构建新的遗传连锁图谱, 

用 WinQTLCart2.5 进行单标记分析和 QTL 定位, 

设定 LOD 值为 3, 记录似然比值、显著水平 P 值、

表型变异率等 QTL 区间相关数据。根据实验中半

滑舌鳎感染哈维氏弧菌死亡时间, 按照 Wang 等[21]

采用的两种不同模式进行分析, 在模式一中, 将

死亡的 47 尾半滑舌鳎定义为“1”, 存活下来的 47

尾个体定义为“0”; 模式二中, 实验所用 47 尾感

病个体在 108 h 内死亡, 将 36 h 内死亡的半滑舌

鳎个体定义为“3”, 每隔 36 h 记录一次并依次定

义为“2”、“1”, 存活下来的个体定义为“0”。 

2  结果与分析 

2.1  半滑舌鳎抗哈维氏弧菌病 SSR 筛选 

2.1.1  BSA 初筛结果  169 个微卫星标记经过抗

病、感病基因池筛选后 , 有 1 个微卫星标记

scaffold479_23523 在抗病、感病基因池间表现出

了差异性(图 1), 并且差异条带出现在抗病池, 大

小为 105~115 bp。 

2.1.2  第一次单个体验证  对 scaffold479_23523

进行第一次单个体验证, 结果发现在 15 尾抗病个

体中有 12 尾抗病个体出现差异条带, 比例为 80%; 

15 尾感病个体中有 3 尾感病个体出现差异条带, 

比例为 20%, 具有显著性差异(P<0.05), 差异条带

位于 100~115 bp 处(图 2A)。 

2.1.3  扩大验证  对 scaffold479_23523 进行第二

次扩大样本验证, 结果发现 scaffold479_23523 仍然 

 
 

图 1  微卫星标记 scaffold479_23523 在感病、 

抗病基因池中的扩增 
M: 分子量标记; S: 感病基因池样品; R: 抗病基因池样品; 

黑色箭头表示差异条带. 

Fig. 1  Amplification of scaffold479_23523 in  
susceptible bulk and resistance bulk 

M: marker; S: the susceptible one; R: the resistant one;  
Black arrow indicates differential bands. 

 

 
 

图 2  scaffold479_23523 在 50 尾感病个体和 50 尾 

抗病个体中的扩增 

M: 分子量标记; S: 感病个体; R: 抗病个体; ♂: 父本; ♀: 母

本; 黑色箭头: 差异条带; A: S∶R=15∶15; B: S∶R=35∶35. 

Fig. 2  Amplification of scaffold479_23523 in 50 susceptible 
and 50 resistant individuals. 

M: marker; S: individuals in susceptible pool; R: individuals in 
resistant pool; ♂: father; ♀: mother; black arrow: differential 

bands; A: S*R=15*15; B: S*R=35*35. 
 

表现出极显著差异(P<0.01)。在 50 尾抗病个体中有

41 尾出现差异条带, 比例为 82%; 而 50 尾感病个体

中只有 19 尾出现差异条带, 比例为 38% (图 2B)。 

2.1.4  差异条带的克隆测序   对 scaffold479_ 

23523 的差异条带做胶回收, 取单克隆送到生物

公司测序后, 得到 1 段 101 bp 的序列: 5AATATA-

TTTGCTGACATTTGAGTGCGTGTGTGTGCGTG
TGTGTGTGTGTGTGTGTGCTCCAGCAGACAGA-
CGACTCCGTGCTCCACACAGACAGTCAGTC3, 
经与 scaffold479_23523 序列进行 BLAST 比对后, 

同源性高达 98%, 确认其为半滑舌鳎微卫星标记
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scaffold479_23523 中的一段序列。 

2.2  QTL 结果 

根据 Song 等 [23]构建的遗传连锁图谱, scaf-

fold479_23523 位于连锁群 LG18, LG18 上共有 37

个微卫星标记, 最终有 32 个标记统计得到基因分

型结果, 采用 Joinmap4.0 软件进行分析, 得到整合

图谱、雌性图谱和雄性图谱, 分别命名为 LG18、

LG18F、LG18M (图 3, 表 1)。 

采用 WinQTLCart2.5 进行单标记分析和 QTL

定位。单标记分析模式一中, 有 3 个标记与抗病

性状存在显著的相关性(P<0.05), 1 个标记与抗病

性状存在极显著相关性(P<0.01), 其中 scaffold479_ 

23523 在 LG18M 中 P=0.0516, 接近显著相关性; 

模式二中, 有 4 个标记与抗病性状存在显著相关

性, 1 个为极显著相关性标记。其中 scaffold080437

在模式一及模式二中的 LG18、LG18F 均表现出

极显著相关性, 在 LG18M 中表现出显著相关性

(表 2, 表 3)。 

 

 
 

图 3  整合图谱、雌性图谱和雄性图谱及相关 QTL 区间示意图 

红色区域: QTL 区间. 

Fig. 3  Genetic linkage map for LG18、LG18F、LG18M and related QTL location 

Red area: QTL area. 

 
表 1  连锁群参数和覆盖率 

Tab. 1  Parameters of linkage groups and the coverage 

连锁群 
linkage group 

标记数 
number of markers 

标记平均间隔/cM 
average marker interval

观测长度/cM 
observed consensus map length

期望长度/cM 
estimated consensus map length

覆盖率/%
coverage

整合图谱 LG18 25 2.38 61.75 66.52 92.83 

雌性图谱 LG18F 21 3.28 65.61 72.17 90.91 

雄性图谱 LG18M 16 7.10 106.48 120.67 88.24 
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表 2  模式 1 中单标记分析结果 

Tab. 2  Result of single marker analysis at model 1 

标记 marker 连锁群 link group 似然比值/% likelihood ratio P 表型变异率/% variation 

scaffold080437 ** LG18 7.851 0.006 8.014 

scaffold4475_71287* LG18 4.405 0.038 4.414 

scaffold080437 ** LG18F 7.851 0.006 8.014 

scx9-1* LG18F 4.210 0.006 4.214 

cyse80* LG18M 4.353 0.040 4.361 

scaffold080437* LG18M 4.613 0.034 4.628 

注: *代表显著水平为 5%, **代表显著性水平为 1%. 
Notes: * and ** indicate significance at 5% and 1% level, respectively. 

 

表 3  模式 2 中单标记分析结果 

Tab. 3  Result of single marker analysis at model 2 

标记 marker 连锁群 linkage group 似然比值/% likelihood ratio P 表型变异率/% variation

scaffold080437** LG18 7.634 0.006 7.784 

hncyse110* LG18 4.638 0.034 4.653 

scaffold414_19940* LG18 4.102 0.046 4.104 

scaffold4475_71287* LG18 4.640 0.034 4.655 

cyse80* LG18 4.660 0.033 4.675 

scaffold080437** LG18F 7.634 0.006 7.784 

hncyse110* LG18F 4.638 0.034 4.653 

scaffold4475_71287* LG18F 4.469 0.037 4.480 

cyse80* LG18F 4.660 0.033 4.675 

scaffold080437* LG18M 4.440 0.038 4.449 

注: *代表显著水平为 5%, **代表显著性水平为 1%. 
Notes: * and ** indicate significance at 5% and 1% level, respectively. 
 

采用复合区间作图法(CIM)定位 QTL 区间并

分析了微卫星位点与抗病性状之间的连锁关系 , 

设置 LOD 为 3.0, 共定位出 3 个与抗病性状相关

的 QTL 区间, 图谱 LG18F 在模式一中定位得到 1

个 QTL 区间 qE-F1, 图谱 LG18M 在模式二中定位

得到 2 个 QTL 区间 qE-M1、qE-M2(表 4, 图 4)。 

以 3 个 QTL 区间两端微卫星标记为端点, 对

半滑舌鳎全基因组进行扫描, 筛选可能与免疫相

关的基因, 在 qE-F1 区间扫描得到 3 个与免疫相

关的基因, 分别是 meteorin-like、WD repeat do-

main, phosphoinositide interacting 2 (Wipi2)、Toni 

beta-propeller repeat containing 1 (Tecpr1)。 

3  讨论 

3.1  抗哈维氏弧菌相关微卫星标记筛选 

在微卫星标记 scaffold479_23523 的第二次扩

大验证中, 50 尾抗病个体中有 9 尾个体没有扩增

出与抗哈维氏弧菌病正相关的差异条带, 而在感

病个体中有 19 尾具有差异条带, 个体中含有抗病

基因但在表型上并不表现出抗病性状, 这与范彩

霞等[26]关于牙鲆抗淋巴囊肿病相关 SSR 标记筛

选的实验结果类似。微卫星引物 scaffo1d185_597 
 

表 4  QTLs 相关参数及遗传效应 
Tab. 4  Parameters of QTLs and estimation of the genetic effects 

连锁群 
linkage group 

模式 model QTL 
最高 LOD 值位置/cM 
peak position of LOD 

最高 LOD 值 
peak of LOD 

覆盖区域/cM 
covered area 

表型变异率/% 
variation 

LG18F model 1 qE-F1 18.5 46.5 17.6–19.5 87.36 

LG18M model 2 qE-M1 58.9 3.7 58.7–59.2 64.18 

LG18M model 2 qE-M2 61.0 5.0 60.7–61.6 65.26 



第 1 期 戴欢等: 半滑舌鳎抗哈维氏弧菌病相关微卫星标记筛选及 QTL 定位 27 

 

在第二次扩大验证中, 46 尾抗病个体中只有 28 尾

扩增出差异条带型, 而在 56 尾感病个体有 8 尾扩

增出差异条带。许可等[27]在研究中表明, 生物的

很多性状由多基因控制, 并且受到周围环境的影

响, 生物的表现型与基因型之间不存在明确的对

应关系。本研究采用的样品鱼采用同池混养的方

法, 排除了外界环境因素对实验的干扰。 
 

 
 

图 4  3 个 QTL 区间(模型 1 中的 qE-F1 及 模型 2 

中的 qE-M1、qE-M2)的 LOD 值曲线图 
括号里的数据: 在连锁群的位置及 LOD 值. 

Fig. 4  LOD curve graphs of three QTLs (qE-F1 in 

 model 1 and qE-M1、qE-M2 in model 2) 

The figure in parentheses: position and the value of LOD. 
 

本研究所用家系 F1412 有感病群体 151 尾、抗

病群体 165 尾, 在筛选中抗病、感病个体均选用

了 50 尾, 进行了三级验证: 基因池初筛、基因池

内第一次单个体验证、第二次扩大样本验证。其

中扩大样本验证抗病、感病个体均为 50 尾, 是大

样本, 样本容量大于 30, 有统计学意义; 进一步

扩大验证的结果应该与第二次扩大样本验证的结

果一致, 所以未将家系全部样本进行验证。Yue[28]

认为大多数在同一个家系筛选到的分子标记仅在

家系内特异, 极少数具有普遍适用性。范彩霞等[26]

在筛选牙鲆抗淋巴囊肿病相关分子标记中采用了

3 个牙鲆家系进行筛选, 并且验证了 Fuji 等[20]筛

选出来的牙鲆抗淋巴囊肿病相关分子标记并不适

用于范彩霞等[26]实验中的牙鲆群体, 不具有广适

性。因此需要将筛选到的微卫星标记 scaffold479_ 

23523 放到更多的群体中进行进一步验证。本研

究筛选到的半滑舌鳎抗哈维氏弧菌病相关的微卫

星标记, 是首次开发出的可能适用于半滑舌鳎抗

哈维氏弧菌病的微卫星标记, 为今后半滑舌鳎分

子标记辅助选择育种(MAS)奠定了基础。 

3.2  QTL 定位 

Doerge[29]的研究表明, 在同一个群体中定位

的 QTL 的检测效率一般不高, 需在不同的独立群

体中进行验证。本研究得到的 3 个 QTL 区间均未

在其他群体中验证, 为了提高检测效率, 应增加

更多的群体数量。本研究采用两种模式进行 QTL

数据分析, 模式一常被用来分析质量性状或个别

主效基因控制的数量性状, 用于鱼类抗病相关标

记的筛选[18, 20–21]; 模式二常被用来分析由微效多

基因控制的性状, 用于植物抗病相关分子标记的

筛选[30], 也可运用于鱼类[21, 31]。本研究共得到 3

个 QTL 区间: 雌性图谱 LG18F 定位得到 1 个 QTL

区间 qE-F1, 雄性图谱 LG18M 有 2 个 QTL 区间

qE-M1、qE-M2, 其中区间 qE-F1 表型变异率最大

(87.36%), 在半滑舌鳎全基因组序列上的分布范

围也最大, 与区间 qE-M1 及 qE-M2 重合。与 Wang

等[21]的实验结果相似, 区间 qVT-0 (覆盖区域为

48.3~48.6)与 qVT-2(覆盖区域为 46.9~49.1)部分重

合, 这表明区间 qE-F1 可能存在更多或更重要的

与半滑舌鳎抗哈维氏弧菌病相关的基因。 

了解养殖鱼类对疾病的抗病机制是解决疾病

问题的关键, 通过 QTL 定位, 从而对全基因组扫

描得到与抗病相关的候选基因可为抗病机制的研

究提供理论基础。对 3 个 QTL 区间进行全基因组

扫描 ,  得到 3 个与免疫相关的基因 ,  分别是

Meteorin-like、Wipi2 及 Tecpr1。Ushach 等[32]和

Rao 等[33]的研究表明, Meteorin-like 是一种可能参

与到先天或者后天免疫的细胞因子, 在皮肤、黏

膜及 M2 型巨噬细胞中高量表达, 与牛皮癣、痒

疹等皮肤性疾病及风湿性关节炎相关, 具有治疗

组织炎症、调节代谢的潜能; 并且 Ogawa 等[34]

和 Proikas-Cezanne 等[35]的研究表明, Wipi2 及

Tecpr1 通过 WIPI2-Tecpr1-Atg5 的信号通路, 针对 
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病原体的侵入发送警报信号给先天免疫系统，本

研究为今后探讨 Meteorin-like、Wipi2 和 Tecpr1

在半滑舌鳎抗哈维氏弧菌病中的作用及其机制奠

定了重要基础。 

本研究单标记分析中, 显著相关性标记的解

释表型变异率最高为 8.014%, 比 Wang 等[21]研究

中的单标记分析最高的解释表型变异率(9.73%)

要低, 这对于分子标记辅助选择育种是不够的[28]。

在将来, 必须建立更为精密的图谱, 才能提高育

种的准确性。单核苷酸多态性(SNP)具有遗传稳定

性高、位点丰富且分布广泛、易于基因分型等优

点, 是第三代分子标记技术[36], 与微卫星标记相

比, 能够建立起更加密集的 SNP 图谱, 从而定位

出与目的性状更加紧密相关的标记或 QTL 区间。

全基因组关联分析(GWAS)技术可检测到标记与

性状间极细微的联系, 与 SNP 结合起来可以对影

响复杂性状的遗传变异进行分析[37]。GWAS 技术

与 SNP 相结合未来可能在分子标记辅助选择育种

(MAS)中发挥出更大的作用。 
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Abstract: The bacterium Vibrio harveyi has caused tremendous losses in the Cynoglossus semilaevis aquaculture 
industry. The fundamental approach has been to cultivate a new disease-resistant strain by combining traditional 
breeding methods with molecular techniques. In this study, bulked segregant analysis and quantitative trait loci 
(QTL) mapping were used to screen for disease-resistance markers. A total of 100 individuals were selected to 
form the F1412 family (nomenclature rule: F + year + family number: survival rate, 52.22%), which was chal-
lenged with V. harveyi, and 169 microsatellite loci were detected across all chromosomes. Following the genomic 
scan, the scaffold479_23523 marker in the DNA pool was significantly different between the resistant and suscep-
tible groups (P=0.000006). Ninety-four individuals were genotyped using all 32 simple sequence repeat markers 
on LG18, where scaffold479_23523 was located. Three new linkage groups (LG18, LG18F, and LG18M) were 
identified. Furthermore, two different analytical models were applied to perform a single marker analysis and 
composite interval mapping with different levels of significance in LG18, LG18F, and LG18M, respectively. In 
model 1, three significant markers (scaffold4475_71287, scx9-1, and cyse80) and one very significant marker 
(scaffold080437) were identified, and the qE-F1 resistance-related QTL was detected. The scaffold479_23523 
marker was the left LG18F marker with a p-value of 0.0516 in model 1. Model 2 detected four significant markers 
(hncyse110, scaffold414_19940, scaffold4475_71287, and cyse80), one very significant marker (scaffold08043), 
and the qE-M1 and qE-M2 QTLs. Both scaffold080437 markers were significantly different (P<0.001) in the two 
models. Four markers (scaffold080437, scaffold479_23523, scaffold4475_71287, and cyse80) may be closely 
associated with resistance to V. harveyi infection in C. semilaevis. qE-F1 explained 87.36% of the phenotypic 
variance and contained G18M qE-M1 and qE-M2. Thus, qE-F1 was considered a major candidate region for V. 
harveyi resistance. After scanning the C. semilaevis genome, three immunity-related genes, such as meteorin-like, 
the WD repeat domain phosphoinositide interacting 2, and Toni beta-propeller repeat containing 1, were detected 
inside qE-F1. This is the first study to identify V. harveyi resistance-related markers and conduct a related QTL 
analysis in C. semilaevis. These results provide a foundation for selective breeding of disease-resistant C. semilaevis. 

Key words: Cynoglossus semilaevis; Vibrio harveyi; simple sequence repeats (SSR); bulked segregant analysis 
(BSA); quantitative trait loci (QTL) 
Corresponding author: CHEN Songlin. E-mail: chensl@ysfri.ac.cn  


