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摘要! 为了评估大黄鱼
$

与黄姑鱼
%

杂交 /

&

在良种培育与遗传学研究中的应用潜力!利用

-/.B标记研究了双亲基因在 $ 个杂交/

&

家系$2/& 和 2/$%初孵仔鱼中的传递和分离方式#

C 对-/.B选择性扩增引物在两对亲本中分别检出 "?C 和 ""# 个片段# 在 2/& 中!检出片段

包括 $&= 条母本特异条带$/1d%"&#= 条父本特异条带$X1d%和 >C 条双亲共有条带$X9d%!

其中!&$& 条$=#8!i%/1d"&&= 条$#>8?i%X1d和 >! 条$>"8>i%X9d传递给了全部后代!

其余片段在后代中发生分离# /1d和X1d分离位点的平均显性表型频率之间没有显著性差

异# -/.B标记在 2/$ 的传递与分离和 2/& 相似!只是分离位点的比例较 2/& 低!而且检出

了 $ 个非亲位点# 此外!在2/& 和2/$ 中都出现了较高比例的偏离孟德尔定律的分离位点#

这些结果表明!大黄鱼
$

c黄姑鱼
%

杂交 /

&

初孵仔鱼中同时含有来自双亲的基因&虽然计算

结果显示杂交/

&

在遗传上略偏向于母本!但是父源基因和母源基因没有明显的选择性丢失&

母本特异位点多态比例与大黄鱼种内杂交 /

&

相当# 研究结果为大黄鱼
$

c黄姑鱼
%

杂交 /

&

的开发与管理提供了科学依据#

关键词! 大黄鱼& 黄姑鱼& 种间杂交& 扩增片段长度多态性标记

中图分类号! 1>&?'''''''文献标识码'-

''大黄鱼 "%519C.524*16* 2#.21*# 和黄姑鱼

"I4D1* *7D4E7.#*#属石首鱼科"1IHG;:HTG;#!分属

黄鱼属"%519C.524*16*#和黄姑鱼属"I4D1*#!都

是我国重要的经济鱼类(&)

* 其中!大黄鱼是我国

最重要的海水养殖鱼类之一!其养殖量居海水鱼

类之首* 黄姑鱼是近年来发展起来的养殖对象!

肉质细腻!味道鲜美!深得消费者喜爱!其养殖规

模不断扩大* 但!养殖大黄鱼面临经济性状退化

问题!而黄姑鱼育苗成活率较低!生长速度较慢*

鉴于两种鱼类经济性状互补+繁殖季节重叠!我们

开展了大黄鱼
$

与黄姑鱼
%

杂交试验!试图利用

远缘杂交综合双亲的优势!或者从杂交存活后代

中筛选出宝贵的育种中间材料或遗传学研究

材料*

扩增片段长度多态性 "GFQ7HNH;T NOG]F;:W

7;:]WJ Q67MF6OQJHKF!-/.B#分子标记技术($)是

$% 世纪 >% 年代发展起来的分子标记技术!已在

遗传多样性分析(! <#)

+种质鉴定(? <>)

+遗传图谱的

构建(&% <&&)及仔稚鱼鉴定(&$ <&!)等研究中发挥了重

要作用* 例如!王晓清等(&!)曾利用 -/.B技术对

大黄鱼
$

与黑
%

的杂交后代进行遗传分析!证

明杂交子代为异精雌核发育个体* 与其它分子标

记相比!-/.B具有信息量大+灵敏度高+多态性

丰富+稳定性好等优点!而且不需要事先知道研究

对象的@,-序列信息!可以应用在不同的物种*

因此!为了评估大黄鱼
$

与黄姑鱼
%

杂交/

&

在良

种培育与遗传学研究中的应用潜力!为合理开发

管理种质材料提供科学依据!本研究利用 -/.B

标记研究了亲本基因向在 $ 个杂交 /

&

家系初孵

仔鱼中传递和分离方式*

&'材料与方法

&'&(试验材料

杂交试验于 $%%C 年 &% 月在福建省宁德市水
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产技术推广站试验场进行* 从养殖在官井洋海区

网箱的 $周龄的候选亲本群体中挑选性腺发育良

好+体形正常!体表无外伤的雌雄个体!选择的大黄

鱼雌鱼体长分别为 $?8# IF和 $C8$ IF!雄鱼体长

分别为 $#8C IF和 $#8% IF!黄姑鱼雄鱼体长分别

为$"8C IF和$?8= IF* 注射.+2E-

!

进行催产!雌

鱼催产剂量为 &

!

]Af]!雄鱼减半!催产水温为

$=8C `*达到效应时间"!# J#后人工挤取精卵进

行干法授精!将每尾大黄鱼的卵分成两份!大部分

用于异种杂交!小部分用于自繁对照* 之后分别剪

取雌+雄亲鱼部分胸鳍固定于>=i乙醇中* 受精卵

孵化在孵化桶内进行* 取初孵仔鱼固定于 >=i乙

醇中用于-/.B分析* 为简便起见!将 $ 个大黄鱼

"

$

#与黄姑鱼"

%

#杂交 /

&

家系分别记为 2/& 和

2/$!$条大黄鱼母本分别记为 T& 和 T$!$ 条黄姑

鱼父本分别记为 J&和 J$*

&')(基因组#$%的提取

剪取保存在 >=i乙醇中的亲鱼鳍条用上海

生物工程公司的基因组 @,-纯化试剂盒提取亲

本@,-* 初孵仔鱼用蛋白酶el苯酚A氯仿法抽

提@,-* 为确保 @,-样品的质量!对提取的

@,-样品进行琼脂糖凝胶电泳检测!用紫外分光

光度计测定)@

$#%

和)@

$C%

* 将@,-浓度调至 =%

:]A

!

.!保存于<$% `备用*

&'!(%GP-分析

-/.B方法参照 56K等($)和王志勇等(&")的

方法* 实验所用接头+预扩增引物和选择性扩增

引物均由 0:\HWO6];: 公司合成!选择性扩增引物

对序列为 3E-bbAXE4Db!3E--bAXE4-b!3E

--bAXE4D4!3E-bbAXE4D4!3E--4AXE4-b!

3E-44AXE4--!3E--bAXE4--和 3E-bbAXE

4--!其中 3E代表 b-4Db4bD-44--DD4!XE

代表b-Db-bD44Db-bD--* 用 #i的变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳结合银染法检测 -/.B扩增

产物*

&'+(数据处理

将 C 对引物的 -/.B扩增图谱合并分析!每

个扩增片段视为 & 个位点!按有带"显性表型#记

为 &!无带"隐性表型#记为 %!将 -/.B指纹图谱

转换成 & 和 % 构成的数字矩阵* 用 -/.BTGWG

G:G7Ma;O

(&")计算各群体间的相似系数和遗传距

离!将计算结果输入 X3b-"8& 软件中! 用

*BbX-方法进行聚类分析!构建聚类图(&=)

* 其

中!相似系数按 .M:IJ

(&#)的公式计算!即$'

4K

m

$ I

4K

L"I

4

lI

K

#!式中 '

4K

为相似系数!I

4K

为个体 4

与K共有的片段的数量!I

4

!I

K

分别为个体 4与 K

各具有片段的数量* 遗传距离按 ,;H等(&?)的方

法计算!即$!m<.:'!式中 '为相似系数*

根据亲本的表型及其在 /

&

代的分离情况推

断亲本的基因型及其预期分离比* 双亲表型皆为

显性性状"有带#!杂交后代性状分离"部分个体

有带!部分个体无带#的位点!交配类型为 -Gc

-G!后代预期分离比为 !n&* 亲本一方表型为显

性性状"有带#!另一方表型为隐性性状"无带#!

性状在后代中分离!交配类型为 -GcGG!预期分

离比为 &n&* 按显性型频率 m有带个体数A总个

体数!计算各分离位点的显性表型频率* 用卡方

检验检测-/.B标记在杂交后代中的分离是否符

合孟德尔分离规律"显著性水平%m%8%=#*

$'结果

)'&(受精率"孵化率和仔鱼成活率

杂交家系"2/& 和 2/$#和对照组"大黄鱼自

繁家系2/4& 和 2/4$#的受精率+孵化率和 & 月

龄时的成活率列于表 &!杂交家系的受精率与孵

化率与2/4& 自繁家系相当* 但是!杂交家系的

成活率极低!2/& 在孵化时约有 & 万尾!孵出后

& _$周内大量死亡!孵化后 & 个月2/& 尚存活 &?

尾'2/$ 杂交仔鱼在孵出后 & _$ 周内逐渐死亡!

没有个体存活下来*

表 &(杂交家系和对照组的受精率"孵化率和成活率

536'&(G0<@8D8U3@891<3@0#A3@"A81E <3@031?7:<M8M3D<3@0

9=7&2#/2(+

$

V8&+*4)9*/#+

%

AC6<8?731?"91@<9DE<9:B

家系

NGFH7M

受精率"i#

N;OWH7HaGWH6: OGW;

孵化率"i#

JGWIJH:] OGW;

成活率"i#

K9O\H\G7OGW;

2/& !!8!! >=8%% %8&?

2/4& !?8C" >#8%# CC8%%

2/$ ""8&$ #?8C% %8%%

2/4$ "%8%% =!8"> C&8!!

注$2/4&和2/4$分别为2/&和2/$的自繁对照组*

,6W;K$2/4& G:T 2/4$ h;O;WJ;I6:WO676N2/& G:T 2/$!O;KQ;IWH\;7M8

)')(%GP-标记在杂交 G

&

初孵仔鱼中的传递与

分离

采用 C 对选择性引物对杂交家系 2/&" 6 m

!%#和2/$"6 m!##初孵仔鱼及其亲本进行扩增!

分别得到 "?C 和 ""C 个条带* 图 & 为引物组合3E

-44AXE4--对两个杂交家系的扩增-/.B图谱

的一部分*

&(#
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图 &(%GP-引物组合JH%..WLH.%%对两个杂交家系亲本和G

&

的扩增结果

/1d8母本特异条带'X1d8父本特异条带'2/& 和2/$8杂交家系 & 和杂交家系 $ 后代'T& 和 T$8家系 & 和家系 $ 母本"大黄鱼#'J&

和 J$8家系 & 和家系父本"黄姑鱼#'X为XGOf;O*

G8E'&(%GP-B<9=8D079=AC6<8?G

&

31?@A08<B3<01@76C :781E JH%..WLH.%%B<8;0<"9;6813@891

/1d8N;FG7;KQ;IHNHIPG:T' X1d8FG7;KQ;IHNHIPG:T' 2/& G:T 2/$8QO6];:H;K6NJMPOHT NGFH7M & G:T JMPOHT NGFH7M $'T& G:T T$8N;FG7;

QGO;:W6N2/& G:T 2/$' J& G:T J$8FG7;QGO;:W6N2/& G:T 2/$' X8@,-XGOf;O8

''-/.B标记在两个杂交家系 /

&

中的传递与

分离如表 $ 所示* 两个家系的亲本所扩增出的

母本特异条带"/1d#+父本特异条带"X1d#和

共有条带"X9d#全部可以在杂交后代中检出*

此外!2/$ 杂交后代中还检出了 GG]EIGG""% 和

G]]EIWI$%= $ 条非亲条带",Bd#* 2/& 中!&$&

条"=#8!i#/1d+&&= 条"#>8?i#X1d和 >! 条

">"8>i#X9d传递给全部杂交后代! >" 条

""!8?i# /1d+ =% 条 "!%8!i# X1d和 = 条

"=8&i#X9d在杂交 /

&

中分离* 2/$ 中!&=" 条

"?>8%i#/1d+&!% 条 "?>8Ci# X1d和 C# 条

">?8?i#X9d传递给全部杂交后代! "& 条

"$&8%i# /1d+ !! 条 "$%8%i# X1d和 $ 条

"$8!i#X9d在杂交 /

&

中发生了分离* 2/$ 分

离位点的比例略低于 2/&!表现出较低的多态

性* 在 2/& 中分离的 /1d和 X1d中分别有

&?8%i和 $"8%i表现为偏分离!在 2/$ 中分离

的 /1d和 X1d中分别有 !"8&i和 $"8$i偏分

离* 两个家系中!/1d和 X1d分离位点的平均

显性表型频率都没有显著性差异"表 !#*

表 )(%GP-标记在两个杂交家系G

&

中的传递与分离

536')(X1A0<8@31"031?70E<0E3@891B3@@0<19=%GP-;3<40<781@A0AC6<8?

G

&

9=7&2#/2(+$

$

% V8&+*4)9*/#+$

%

%

家系

NGFH7M

位点类型

WMQ;6N76IH

位点数

:6876IH

未分离位点"i#

:6:EK;]O;]GW;T 76IH

分离位点"i#

K;]O;]GW;T 76IH

偏分离位点"i#

THKW6OW;T K;]O;]GW;T 76IH

2/& /1d $&= &$&"=#8!# >"""!8?# &#"&?8%#

X1d &#= &&="#>8?# =%"!%8!# &$"$"8%#

X9d >C >!">"8># ="=8&# $""%8%#

,Bd % <' <' <'

2/$ /1d &>= &=""?>8%# "&"$&8%# &""!"8&#

X1d &#! &!%"?>8C# !!"$%8$# C"$"8$#

X9d CC C#">?8?# $"$8!# %"%8%#

,Bd $ &"=%8%# &"=%8%# &"&%%8%#

)'!(遗传距离与相似系数分析

根据 -/.B指纹图谱!计算得到母本+父本

和 /

&

代之间的遗传相似系数和遗传距离!见表

"* 两家系中!父母本的遗传距离分别为 &8%?C

和&8%CC* 2/& 和 2/$ 杂交后代与母本之间的

遗传距离分别为 %8!%& 和 %8$?"!与父本之间遗

传距离分别为 %8!!> 和 %8!"#* 2/& 与 2/$ 两

个家系后代之间的平均遗传距离和平均相似系

数分别为 %8&"! 和 %8C#?* 用 *BbX-方法构

建的聚类关系如图 $!该图直观地显示了两家系

'(#
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杂交后代与亲本之间的亲缘关系*

表 !(父本特异位点和母本特异位点在两家系中的

平均表型频率

536'!(%M0<3E0=<0>:01"C 9=?9;8131@BA019@CB09==0;3D0

B3<01@H7B0"8=8"D9"831?;3D0B3<01@H7B0"8=8"D9"881@O9

AC6<8?=3;8D8079=7&2#/2(+$

$

% V8&+*4)9*/#+$

%

%

家系 NGFH7M /1d X1d

2/&

%8=" p%8&#

G

%8=C p%8&C

G

2/$

%8=> p%8&#

G

%8=# p%8&=

G

表 +(两个家系内G

&

与亲本间以及两家系间的平均

遗传距离$上三角%和平均相似系数$下三角%

536'+(%M0<3E0E010@8"?87@31"0$369M0?83E913D%31?

E010@8"78;8D3<8@C$60D9O?83E913D%60@O001G

&

31?

@A08<B3<01@781@A0@O9 AC6<8?=3;8D80731?60@O001

@A0@O9 =3;8D8079=7&2#/2(+$

$

% V8&+*4)9*/#+$

%

%

2/& T& J& 2/$ T$ J$

2/& < %8!%& %8!!> %8&"! %8!>C %8"%"

T& %8?"% < &8%?C %8!?& %8&?# &8%CC

J& %8?&! %8!"% < %8!>" &8&& %8%C>

2/$ %8C#? %8#>% %8#?= < %8$?" %8!"#

T$ %8#?& %8C!> %8!!% %8?#% < &8&&

J$ %8##C %8!!? %8>&" %8?%C %8!!% <

图 )(根据%GP-指纹用Y-/L%法构建的亲缘关系图

G8E')(-ACD9E010@8"@<006370?91%GP-=81E0<B<81@7

9=G

&

31?@A08<B3<01@7:781E Y-/L%;0@A9?

!'讨论

-/.B技术是最可靠的分子标记技术之一!

具有灵敏度高+信息量大等特点* 大黄鱼与黄姑

鱼是同科不同属鱼类!它们的 -/.B指纹图谱存

在较大差异* 例如!2/& 中 /1d和 X1d分别为

$&= 条和 &#= 条!共有条带仅有 >C 条* 根据

-/.B数据!本研究中两家系父母本的遗传距离

分别为&8%?C和 &8%CC* 因此!-/.B指纹可以用

于鉴别 $ 个物种与快速分析正反交 /

&

的遗传物

质组成*

远缘杂交 /

&

的基因组构成具有一定的不可

预见性!从遗传本质上看!能够存活的远缘杂交

/

&

成体可能是异源二倍体+异源多倍体+雌核发育

单倍体+雌核发育二倍体+雄核发育单倍体或雄核

发育二倍体!甚至同一个杂交试验也可能同时产

生遗传本质不同的后代(&=)

* 本研究中!=#8!i的

/1d和 #>8?i X1d传递给 2/& 全部杂交后代!

?>8%i的 /1d和 ?>8Ci的 X1d传递给 2/$ 全

部杂交后代* 这表明!大黄鱼
$

c黄姑鱼
%

杂交

/

&

在初孵仔鱼阶段同时含有大黄鱼和黄姑鱼的

基因*

本研究结果显示!大黄鱼
$

c黄姑鱼
%

杂交

/

&

遗传上略偏向于母本"大黄鱼#* 2/& 和 2/$

杂交后代与母本之间的遗传距离分别为 %8!%& 和

%8$?"!与父本之间的遗传距离分别为 %8!!> 和

%8!"#* 水产生物种间杂交产生遗传上偏于一方

亲本的例子屡见不鲜!如大黄鱼
$

与黑
%

杂交

/

&

与大黄鱼母本之间具有极高的遗传同质性(&!)

!

银大马哈鱼"062.#3;62395B459$23#与溪红点鳟

"'*7A174695E.6$46*795#杂交后代染色体数目与母

本相符(&C)

!合浦珠母贝"%462$*C* E92*$*# c长耳

珠母贝"%&231"64$<4#+合浦珠母贝 c大耳珠母贝

杂交 /

&

核型及同工酶谱均与合浦珠母贝一

致(&> <$%)

!栉孔扇贝"?37*";5E*##1#4#

$

c华贵栉

孔扇贝"?&6.D4745#

%

杂交+栉孔扇贝 c虾夷扇贝

正反杂交 /

&

幼虫在遗传上明显地偏向母

本($& <$$)

* /9gHhGOG等($!)应用基因组荧光原位杂

交"b012#发现马苏大马哈鱼
$

c虹鳟
%

杂交子

代在发育过程中有选择性地丢失父本染色体* 染

色体丢失可能是造成杂交 /

&

遗传偏于一方亲本

的原因之一* 但是本研究中!/1d和X1d分离位

点的平均显性表型频率在两个家系中都没有显著

性差异!说明大黄鱼
$

c黄姑鱼
%

杂交/

&

初孵仔

鱼中的父源基因和母源基因并没有明显的选择性

丢失现象* 母本检出条带多于父本可能才是造成

计算遗传距离偏差的原因'而这显然与杂交子代

只拥有母本的线粒体@,-有关*

在两个杂交家系后代中分离的多态位点比例

不同!两家系中多态位点分别为 !&8&?i和

&?8&>i!其中大黄鱼"母本#特有多态位点分别

为 >" 和 "& 个!多态位点检出水平与种内杂交 /

&

相当* ,H:] 等(&%)在大黄鱼遗传图谱构建中!用

#" 对选择性引物扩增了种内杂交 /

&

的 -/.B标

记!其中本研究所利用的 C 对引物扩增得到 ?? 个

多态位点* 另外!两杂交家系还检出了黄姑鱼

"父本#特有多态位点分别为 >" 和 "& 个* 因此!

"(#
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大黄鱼与黄姑鱼杂交 /

&

可以作为资源家系!用于

同时构建两个物种的遗传图谱*

此外!两杂交家系后代中还出现较高比例偏离

孟德尔规律分离位点* 2/& 中多态 /1d和多态

X1d中分别有 &?8%i和 $"8%i偏分离!2/$ 中多

态/1d和多态 X1d中分别有 !"8&i和$"8$i偏

分离* 偏离孟德尔分离位点比例略高于 ,H:]

等(&%)在大黄鱼种内杂交家系检测结果 "雌性

&!8>i!雄性 &=8?i#* -/.B标记偏离孟德尔分

离的现象在其他物种中也普遍存在!并且在不同物

种间存在很大差异* 牡蛎"?#*55.5$#1* A4#@4642*#

的偏分离比例为 C8$i

($")

!合浦珠母贝 "=8&i

($=)

!

皱纹盘鲍"P*74.$453*66*4#$=8>i _!!8>i

($%!$#)

!

尼罗罗非鱼"0#1.23#."45647.$4295#C8%i

($?)

!虹鳟

"062.#3;62395";B455# &!8!i

(&&)

!斑点叉尾

"M2$*79#95=962$*$95#&#8#i

($C)

* 总的来看!本研究

两杂交家系子代中偏分离位点比例处于中等偏高

水平* 目前学界认为出现偏分离位点的可能原因

包括$"&# 样本量太小造成的取样误差'"$# 杂交

细胞中染色体发生结构重排+缺失+插入和突变等

也可能导致偏分离($>)

'"!# -/.B片段的同形性

"J6F6Q7GKM#也可能产生偏分离!即同一大小的扩

增片段来自不同位点的扩增!这样该片段就不具有

遗传一致性!从而产生偏分离($=)

*

除了来自父母亲本的位点外!在 2/$ 中还出

现了 $ 条非孟德尔遗传的非亲条带"%8"=i#*

远缘杂交子代出现非亲位点的现象较为常见* 万

俊芬等($&)用011+分析栉孔扇贝和华贵栉孔扇贝

杂交家系幼体中发现! 非亲位点的比例为

&#8?i _&C8?i* 何斌等($$)发现栉孔扇贝 c虾

夷扇贝正反杂交子代中分别有 &$8>i和 &"8!i

011+位点为非亲位点* 非亲位点可能来源于不

同长度的扩增片段之间形成的异源双链(!%)

!或者

由于配子形成过程中染色体的不等价交换产生的

新序列($>)

*

研究结果还表明!虽然杂交家系的受精率与

孵化率与自繁家系相当!但仔鱼成活率极低"低

于 %8$i#* 早期发育阶段成活率低的现象同样

见于其他鱼类和贝类远缘杂交!这是杂交不亲和

的体现* 如王晓清等(&!)开展大黄鱼
$

与黑
%

杂交!= 月龄时鱼苗成活率只有 %8#=i'草鲤杂交

出苗率仅为十万分之一(!&)

* 合浦珠母贝+长耳珠

母贝和大珠母贝之间杂交时!&$ 次杂交试验仅 =

次收到极少量贝苗!收苗率仅为 %8%&i _

%8%"i

(!$)

*

根据本研究结果!我们至少可以对大黄鱼

$

c黄姑鱼
%

/

&

的应用提出 ! 点建议$"&#大黄

鱼
$

c黄姑鱼
%

杂交 /

&

初孵仔鱼含有双亲基因

组!是构建两物种遗传图谱的好材料'"$#大黄鱼

$

c黄姑鱼
%

杂交具有较高的受精率及存活率极

低!因此遗传失活的黄姑鱼精子是诱导大黄鱼雌

核发育的合适精源!与大黄鱼精子相比可以避免

未失活精子的遗传污染'"!#大黄鱼
$

c黄姑鱼

%

杂交成活率极低!不可能直接利用杂交 /

&

!但

仍可能在少数存活后代中寻找到宝贵的育种中间

材料*
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