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摘要! 采用00*结合U0,技术对 % 个家系 <; 个乌鳢个体"雌雄各 ?B 个#进行性别差异标记

的筛选$ 首先构建了雌雄基因池"各 #? 个个体#!然后用 %?$ 对微卫星引物对其进行扫描!发

现 ! 对引物"1-'g-%>!1-'g-"<!1-'g->$#在雌雄基因池间扩增出差异条带!且都出现在

雌性基因池中$ 用构建基因池的 ?B 个个体对 ! 对引物进行第一轮单个体验证!1-'g-%> 和

1-'g->$ 在基因池中扩增出的差异条带仅在极个别个体中出现!而1-'g-"< 的差异条带在

绝大多数的雌性个体中被成功扩增出来!雄性个体皆无$ 用其余的 ?B 个个体对1-'g-"< 进

行第二轮单个体验证!得到同样结果$ 对 1-'g-"< 在 B 个雌性个体中扩增出来的差异基因

片段进行克隆并测序$ 将 B 个个体的测序结果用 48KO5QB7$ 进行多序列比对!证实各个个体

得到的条带是同一序列!该序列长度为 #?! 9P!以 ]a3为重复单位!a3含量为 "%\$ 通过

U-,0]R比对!发现在a8RUFRZ数据库中无同源性序列存在$ 经统计!此差异标记在雌性乌

鳢中出现的概率为 ;#7"\!即该标记对该家系乌鳢性别的正确判别率为 B%7#"\$

关键词! 乌鳢& 微卫星& 性别差异& 混合分离群体法

中图分类号! ^>B"& 0<%>&&&&&&&文献标识码',

& & 乌 鳢 "$4%""% %&5)'# 和 斑 鳢 " $4%""%

6%1)2%*%#! 同 属 鲈 形 目 " A8QKGT5QE8S#! 鳢 科

"3NFRRGLF8#!鳢属"$4%""%#!俗名为生鱼&黑鱼等)

因其具有生肌补血等药用价值!且肉嫩刺少!深受消

费者喜爱!加上适应性强!目前是我国重要的养殖品

种) 乌鳢比斑鳢分布广!以食小杂鱼&冰鲜鱼为主!

较难驯食人工配合饲料!养殖成本较高) 在养殖实

践中!人们发现以乌鳢作为父本与斑鳢杂交的.

%

代!

综合了亲本的优点!且其雌雄个体生长速度差异很

大!成鱼中雄性平均体重超过雌性的 #倍) 因此!开

展杂交鳢全雄育种技术研究!对于提高杂交鳢的养

殖产量和经济效益具有重要意义) 进行此技术的研

究开发首先需要了解亲本的性别决定机制) 因此!

本研究用分子标记技术对乌鳢的性别决定机制进行

了初步的探索) 在开展鱼类全雄育种技术研究中!

筛选与性别相关的分子标记成为关键) 目前!在国

内外已有一些鱼类的性别特异性标记的报道!如罗

非鱼"OG6FPGF#

'% :#(

&鳟"7%26, *&)**% -7#

'!(

&半滑舌鳎

"$8",52,'')''-6(2%-9('#

'?(

&圆斑星鲽 ":-&%';-&

9%&(-5%*)'#

'"(

& 大 鳞 副 泥 鳅 " <%&%6('5)&")'

=%>&8%")'#

';(等)

简单重复序列 " SGEP68S8dW8RK8Q8P8FOS!

00*#!又称为微卫星 =+,!是均匀分布于真核生

物基因组中的简单重复序列!由 # m; 个核苷酸的

串联重复片段构成) 目前广泛应用于品种鉴定&

遗传多样性分析&重要性状标记筛选和遗传图谱

的构建等领域'> :%%(

) 分离群体分组分析法

"9W6Z8L S8XQ8XFROFRF6HSGS!U0,#!又称分群分析

法!是 V/312-V(*2等'%#(于 %<<% 年提出的分

析方法!其基本原理是从某一分离群体中筛选出

一定数量具有目标基因表型差异的植株!分别构

成 # 个亚群或集团) 将每群的=+,等量混合!形
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成 # 个相对性状的*基因池+!然后用合适的分子

标记对 # 个*基因池+进行分析) 因其具有快速

有效的特点!现在已经广泛应用于动植物抗性基

因&生长相关性状的筛选&鉴定及作图方面'%! :%;(

)

本研究利用00*结合 U0,技术检测乌鳢雌

雄基因组 =+,间的差异!筛选出可能与乌鳢性

别相连锁的微卫星标记!为开展乌鳢与斑鳢杂交

全雄育种技术研究奠定基础)

%&材料与方法

"#"$样品采集

<; 尾乌鳢"雌雄各 ?B 尾#采自中山市三角镇

裕荣水产良种养殖场 % 个乌鳢家系!体重为

%$$ m%"$ X!体长为 %# m%> KE!分别取肝脏和鳍

条放于无水乙醇中! :#$ `保存!供 =+,提取

用%同时取性腺!在显微镜下观察!鉴定其雌雄)

"#%$>?@提取

采用天根 =A!#? :$! 海洋动物组织基因组

=+,提取试剂盒!按其说明书进行) 提取的

=+,用 %\琼脂糖和紫外分光光度计进行浓度

和质量的测定) 用无菌水稀释至 "$ RX@

!

-左右)

"#!$ON@基因池的建立

雌雄个体各 #? 个!每个取 #$

!

-=+,溶液

混合构成相应的雌雄基因池)

"#A$引物及&'(扩增

实验所用 %?$ 对引物中!%!< 对乌鳢微卫星

引物由孙效文研究员提供!另外 % 对来自 -22

等'%(

!为奥利亚罗非鱼性别特异的微卫星引物)

A3*反应总体系为 %7"

!

-!含有 %$ cUWTT8Q

%"

!

-!VX36

#

"#" EE56@-# %7$

!

-! L+]AS"%$

EE56@-#$7#

!

-!上&下游引物"%$

!

E56@-#各

$7!

!

-!.%/ 酶 $7" )!模板 =+,"$ RX 左右)

A3*反应程序为 <? `预变性 " EGR!<? `变性 !$

S!;$ `退火 !$ S!># `延伸 !$ S!!$ 个循环!最后

># `延伸 > EGR) 通过上述 A3*程序!开展引物

筛选) A3*所用试剂均购自北京绿生源公司!

A3*仪为,U<>$$",PP6G8L UG5SHSO8ES!)0,#)

"#I$电泳与染色

首先取 "

!

-在 #\琼脂糖凝胶上电泳!然后再

用 B\非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离!上样量为 #

!

-!电泳缓冲液为 % c]U2!电压 %"$ 4电泳时间为

# m! N) =+,EFQZ8Q上样量为 #

!

-) 电泳后进行

银染!染色方法参照许绍斌等'%>(的方法)

"#B$差异条带的筛选与验证

以 %?$ 对引物对所构建的雌雄基因池进行

A3*扩增反应!分析各对引物扩增产物的 00*电

泳图谱!初步找出雌雄两个群体的差异性条带作

为候选的性别特异00*分子标记!将所对应的引

物!按照上述 A3*条件对构建雌雄基因池的 ?B

个乌鳢个体进行A3*扩增!分析有差异的等位基

因片段在个体上具体的扩增情况!然后用其余的

?B 个个体进行同样的操作!以进一步验证所得候

选标记的正确性)

"#J$差异等位基因片段的克隆与测序

对 B 个雌性个体的差异条带进行克隆与测

序) 克隆参考李静'%B(和李卫东等'%<(的方法!用

筛选到的普通非荧光引物重新进行A3*扩增&电

泳&银染显示目的条带) 用无外源 =+,污染的

手术刀从聚丙烯酰胺凝胶上切下目的条带!加 "$

!

-双蒸水洗涤!" $$$ Q@EGR!离心 % EGR!吸取双

蒸水!再加 !$

!

-的无菌水!捣碎凝胶!? `过夜)

%# $$$ Q@EGR离心 " EGR!吸上清作为 # 次A3*扩

增的模板) #次 A3*扩增产物在 #\的琼脂糖凝

胶上 电 泳! 用 普 通 =+, 凝 胶 回 收 试 剂 盒

"]/,+a2+#进行回收!按说明书提供的方法进行

纯化) 将目的=+,片段连接 PV=%BC]"]F[F*F#

载体后转化=1"

"

菌株!阳性克隆送上海生工进行

测序) 测序结果!用U-,0]R方法搜索该雌性特异

标记在a8RUFRZ数据库中的同源序列)

#&结果

%#"$基因组>?@的提取与>?@样品池建立

通过试剂盒提取的基因组=+,!经紫外分光

光度计检测的结果显示!(=

#;$

@(=

#B$

比值皆在

%7B$ m#7$$) 琼脂糖凝胶电泳分析表明!提取的

基因组=+,样品片段比较完整!如图 % 为部分

=+,样品电泳图)

图 "$基因组>?@电泳图

% m<7=+,样品!V7=+,标记)

506#"$>?@-:-9;/3.,3/-;36/*1342*1.:-2

% :<7=+,SFEP68S!V$=+,VFQZ8Q7

#'#
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&&将雌雄个体各 #? 个样品!每个取 #$

!

-

=+,溶液混合构成相应的雌雄基因池!用于U0,

分池A3*扩增和引物筛选)

%#%$ON@分池&'(扩增结果分析

用 %?$ 对微卫星引物对所构建的雌雄基因池

进行A3*扩增!扩增产物用 #\琼脂糖凝胶电泳

检测) 结果表明!%?$ 对引物中!除了包括奥利亚

罗非鱼的性别特异微卫星引物在内的 %> 对引物

无扩增产物外!其他引物均能稳定扩增出清晰条

带!但均为 % 条谱带) 同时对 A3*产物用 B\非

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳并银染!部分电泳结果

如图 #) 引物 1-'g-%>!1-'g-"< 和 1-'g->$

在雌雄基因池池中扩增出差异片段!且 ! 对引物

扩增出来的差异条带均出现在雌基因池中) 使用

,6PNF2FS8.3?7$ 软件计算差异条带的碱基数!

1-'g-"< 扩增出的差异条带约为 #?! 9P)

图 %$引物PQFRQJS$"#%%#PQFRQ"J$!#A%和PQFRQIH$I#B%的NN(结合ON@扩增图

%!!!;7雄性基因池!#!?!"7雌性基因池!V7=-#$$$ 分子标记)

506#%$),-+*7<2*1.:040-<+C ./01-/2PQFRQJS$"#%%#PQFRQ"J$!#A%*7<PQFRQIH$I#B%07ON@

%!!!;7EF68% #!?!"7T8EF68% V7=-#$$$ =+,EFQZ8Q7

%#!$差异等位基因片段在乌鳢个体中的验证

将U0,池中筛选到的 ! 对引物首先在构建基

因池的 ?B个个体中分别进行A3*扩增!通过A,a2

电泳分析差异等位基因片段在不同个体间的扩增情

况) 结果发现!引物1-'g->$ 和1-'g-%> 的差异

条带仅在极个别的个体中出现!1-'g-"<的差异条

带则在绝大多数的雌性个体中扩增出来!雄性个体

中未扩增出来!与U0,中的结果一致"图 !C,#) 用

其余的 ?B个个体对1-'g-"<进行第二轮的单个体

验证!结果相同"图 !CU#)

图 !$引物PQFRQIH 产生的雌性特异带在养殖群体 HB 个个体中的扩增

V7=-#$$$ 分子标记!V左皆为雌性个体!V右皆为雄性个体)

506#!$N0670409*7;:C <044-/-7;+*7<*1.:040-<+C ./01-/PQFRQIH 0798:;8/-<.3.8:*;037

V7=-#$$$ =+,VFQZ8Q!68TO5TVGST8EF68!QGXNO5TVGSEF687

&&从图 ! 可以看出!微卫星引物 1-'g-"< 在

雌雄个体中的带型差异显著) 经统计 #?! 9P 的

差异等位基因片段在雌性个体的扩增图谱中出现

的频率较高!?B 个个体中有 !$ 个个体扩增出该

片段";#7"\#!雌性个体性别正确鉴定 !$ 个!雄

性 ?B 个!其性别正确鉴定率为 B%7#"\) 此结果

与U0,分析的结果相吻合) 可见该位点的这个

差异片段对乌鳢的性别有明显的偏好性!该微卫

星位点可能与乌鳢的性别决定区域存在一定的相

关关系!为雌性乌鳢特异性标记)

%#A$差异等位基因片段的克隆与测序结果

对1-'g-"< 在 B 个雌性个体中扩增出来的

差异等位基因片段进行克隆并测序) 将 B 个个体

的测序结果用 48KO5QB7$ 进行多序列比对!证实

各个个体得到的条带是同一序列!该序列长度为

#?! 9P) 序列如下$

3,a3]]a3,]a33]a3,aa]3a,3a,]]C

a3]a]a]]]aaa,3]a,]a,]aa]a]]a3]aC

!'#
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3]a3]a3]a3]a3]a,]a,]a,]a,]a3]a3C

]a3]a3]a3]a3]a3]a3]a3]a3]a3]a3]C

a,]a3]a3]a3]a3]a3]a,]a3,,3]a]]aC

]]a]],]]a]],]]a,]a,]a,]aa]a3,]]C

3]3]a]]a3]a3]a]a]3]a3,]]]a]]a]aC

,3]a]]]3a,3,a]]a]]a,3a,aa3]a,

通过U-,0]R 比对!发现其在 a8RUFRZ 数据

库中无同源性序列存在) 此片段以 ]a3为重复

单位!a3含量为 "%\)

!&讨论

近年来!*,A=&*.-A&,.-A&0*,A和 00*

等分子标记可广泛应用于鱼类性别相关标记研

究) [(4,30等'#$(及/])**,等'#% :##(用*,A=

的方法分别在非洲鲶"$2%&(%'5%&(-;(")'#和虹鳟

"?"1,&48"14)'68#(''#中找到了性别相关的分子

标记!312+等'#!(在黄河鲤"$8;&(")'1%&;(,#中

找到雄性特异的分子标记) a*/../]10等'#?(采

用 ,.-A 的 方 法 在 三 刺 鱼 " @%'*-&,'*-)'

%1)2-%*)'#中鉴定出了两个i染色体特异的片段!

312+等'?(和 V,等'"(在半滑舌鳎和圆斑星鲽

中找到了雌性特异的,.-A片段)

微卫星进行性别差异筛选也有报道!如在罗非

鱼'% :#(

!湖红点鲑"7%29-2(")'"%6%81)'4#

'#"(和孔

雀鱼"<,-1(2(% &-*(1)2%*%#

'#; :#>(

) +,+=,等'#;(在

孔雀鱼近交群体中发现!"a,],#

?

探针在经过酶

切的雄性孔雀鱼的基因组=+,中标记出一条大于

#! Z9的特异片段!他们推断重复序列可能与孔雀

鱼性染色体的早期分化相联系) 而 1(*+,=,i

等'#>(用同种方法在孔雀鱼自然群体中寻找却失败

了) 1(*+,=,i等'#>(分析!雄性特异片段在自

然群体中可能是多态的) 另外他们认为 +,+=,

等'#;(找到的雄性特异片段是近交的结果)

+,+=,等'#;(的研究中!用的材料鱼都是在实验室

环境下高度自交的!或者是来自经过多次群体大小

限制的养殖个体!在这些个体中!雄性特异的片段

被固定下来!这就使被检测出来成为可能)

本研究中!在乌鳢养殖群体中找到了一条与

性别相关的位点!得到此结果可能有以下几个原

因$"%# 所用材料来自同一家系!亲缘关系很近!

遗传背景相同%"## 此家系系同池养殖!群体面对

的是相同的环境条件!即人为影响相同的!面对来

自各方面的压力也是相同) 这在理论上使个体只

表现出遗传物质上极个别方面的差异!性别便是

其一) 幸运的是!我们采用的 %?$ 对引物中的一

对引物正好在雌雄差异的范围内) 鉴于鱼类性别

决定机制的复杂性!要想完全清楚乌鳢的性别决

定机制!需要更多的研究与分析)

由于鱼类的特殊进化地位!其遗传差异很大!

一种鱼类上筛选出的性别特异标记!在其他鱼类

上可能没有效果'#%!#B :#<(

) 本研究用奥利亚罗非

鱼性别相关的微卫星引物在乌鳢中未扩增出产

物!也证明了这一点) 利用分池法对乌鳢进行性

别相关分子标记筛选是一种有效的方法!可以使

工作量大大减少) 以本实验为例!先构建雌雄基

因池!进行初步筛选!这样既可以淘汰掉绝大多数

没有扩增多态性的引物组合!又可以初步筛选出

目标组合) 如果直接用单个个体进行鉴定!工作

量会异常繁重)

本研究采用00*分子标记技术!初步获得 %

个与乌鳢性别相关的分子标记) 据我们了解!这

是第一次对与乌鳢性别相关的 =+,标记的报

道) 这对探索乌鳢性别决定机制以及克隆其性别

决定基因!进而开展分子标记辅助育种工作具有

重要的意义)
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