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摘要:实验应用微卫星 DNA 检测技术,分析了Ñ至 × 组共 42 尾香鱼的 Pal - 1* 和 Pal - 2* 两个基因座位的基

因型。结果显示Ò、Ó、Ô和 × 组共 22尾在两个基因座位上均为纯合,是基因型完全相同的克隆鱼, 并且 × 组

10 尾为人工诱导成功的雌核发育二倍体, 而Ñ为混入本克隆的其它类型的香鱼; Õ组 9尾为Ñ与海产香鱼的子

代; Ö 组 10 尾为Ò或Ó与海产香鱼的子代。
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Identification of clonal

Plecoglossus altivelis using microsatellite DNA marker
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Abstract: The specimen used in this study was 42 f ish of seven groups of ayu, Plecoglossus altivelis, and they

should be one clone induced art ificially or samples obtained from the eggs of amphidromous form inseminated by

the sperm of the individuals of the same clone. The genomic DNA were extracted from caudal fin of adult or all

f ish of larva and microsatellite DNA were amplified by PCR. The genotypes of individuals were identif ied

according to electrophoretic patterns of the products of PCR. The results suggest 22 fish of Ò, Ó, Ô and ×

groups be one clone, because they have the same genotypes at two loci of Pal- 1* and Pal- 2* respectively. 10

f ish of × group were gynogenet ic diploids induced successfully and one clone. 1 f ish of Ñ is other type fish. 19

f ish of Õ and Ö groups were offspring of Ñ, Ò or Ó and amphidromous form.
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应用染色体组工程技术可以人工诱导鱼类的雌核发育和雄核发育二倍体、三倍体和四倍体
[ 1- 2]
。

人工诱导的雌核发育二倍体, 依据人工处理受精卵的方法, 又可将其分为阻止第二极体放出的雌核发育

二倍体和阻止第一次卵裂的雌核发育二倍体。由于卵在减数分裂时有染色体的交叉与交换现象,前者

的母本只要在所有的基因座位上不是完全纯合的个体,其子代也不会出现完全纯合的个体,后者的子代

应为完全纯合的个体
[ 1, 3- 4]

。有些鱼类的卵,既使是用失去遗传活性的精子受精, 不经任何处理,由于

发生自然抑制第二极体放出的现象,也会有部分卵发育成能正常存活的二倍体[ 5]。

红细胞的大小、DNA含量、染色体计数等检测方法,可以区别二倍体、三倍体和四倍体[ 6- 11]。而鉴
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别同种鱼不同类型的二倍体鱼应使用分子遗传标记等检测技术进行鉴别。核 DNA 的小卫星

(minisatellite DNA)和微卫星( micro satellite DNA)是新的遗传标记。广泛应用在个体的识别、群体遗传组

成的分析以及染色体组工程成功与否的判别等生物学领域,也是鉴别克隆鱼的有效手段
[ 12- 22]

。

本试验应用微卫星 DNA 检测技术鉴别日本和歌山县内水面渔业中心提供的香鱼( Plecoglossus

altivelis )是否是克隆鱼,为下一步育种工作的展开提供理论依据。

1  材料与方法

1. 1  试验鱼

所用试验用香鱼分为以下 7部分。Ñ至Ô为 1996年秋季人工繁殖获得的应属于同一克隆的试验

鱼, Ñ至Ó在 1997年秋季作为亲鱼使用。香鱼 Ñ : 1尾, 雄性, 精巢发育完全。香鱼 Ò: 1尾, 雌雄同体,

一侧生殖腺为发育完全的卵巢, 另一侧约 1/ 4为精巢。香鱼 Ó: 1尾,雌雄同体,一侧生殖腺为发育完全

的卵巢,另一侧约 3/ 4为精巢。人工传代的克隆鱼中约有 1%为雌雄同体。香鱼Ô: 10尾, 1996年秋季

人工传代的克隆鱼。香鱼Õ至 × 为 1997年秋季人工繁殖的仔鱼。香鱼Õ: 9尾, 由香鱼 Ñ与海产香鱼

( a )人工繁殖获得。香鱼 Ö : 10尾,用香鱼 Ò和 Ó混合的精子使海产香鱼卵受精获得。香鱼 × : 10尾,

用人工失去遗传活性的海产香鱼的精子,使取自与香鱼Ô同水槽饲养的雌性克隆鱼的卵受精,阻止第二
极体放出而获得的雌核发育二倍体。

1. 2  DNA 的提取

参照中山一郎[ 23]和董仕等[ 17]的方法,略有改动。取- 80 e 冷冻鱼 5mm @ 10mm 左右的尾鳍或无水

乙醇保存的仔鱼(全长约 15mm)放入已加入 700LL TNES- Urea( 10 mmo l#L - 1Tris/ HCl, pH 7. 5; 1. 5 mol

#L- 1 NaCl; 10mmol#L- 1EDTA#2Na, pH 7. 5; 0. 5% SDS; 4 mol#L- 1Urea)的1500LL 离心管中。再加入

50Lg 蛋白酶 K, 37 e 过夜。用酚B氯仿B异戊醇( 25B24B1)提取两次,氯仿B异戊醇( 24B1)提取一次,醋酸
钠、乙醇沉淀, 70%乙醇洗净一次, 空气干燥后, 加入 200LL 左右的 TE缓冲液( 10 mmol#L- 1 Tris/ HCl,

pH 8. 0, 1 mmol#L- 1
EDTA#2Na, pH 8. 0) ,紫外分光光度计测定浓度后待用。

1. 3  微卫星DNA 的扩增

本试验检测的微卫星 DNA为 Takagi等[ 24]报导的香鱼的 Pal- 1* 和 Pal - 2* 两个基因座位。两者

均为 ( GT ) 的 重 复 排 列。扩 增 Pal - 1* 基 因 座 位 的 两 个 引 物 分 别 为 ( 5 . - 3. ) :

TGTTTGGGAAGTGGGTGCGGG和 AGAAATCCACATCAACATCC,扩增 Pal- 2* 基因座位的两个引物分

别为( 5. - 3. ) : TCACACTCCCTCACTGGCAC和 TTCAGCACACACATTATCTCAC。检测过程参照 Takagi

等[ 24]报导的方法进行。用 T4多核苷酸激酶将[C- 32P] ATP 连接到引物上后, PCR扩增微卫星 DNA。

PCR反应液共 6LL, 内含 10 ng 模板 DNA以及 dNTP、PCR缓冲液、两种引物和 TaqDNA聚合酶。94 e 、

1min变性, 52 e 、30s退火, 72 e 、30s引物延伸, 7次循环后, 90 e 、30s变性, 52 e 、30s退火, 72 e 、30s引物

延伸, 33次循环。PCR扩增后, 聚丙烯酰胺凝胶电泳。电泳后, 获取放射自显影照片, 判断每一个试验

鱼的基因型。电泳时,加入M13 Sequence ladder,作为计算扩增DNA片段长度(碱基数)的标准。

2  结 果

全部 42尾试验鱼的 Pal- 1* 和 Pal- 2* 两个基因座位的基因型见表 1, 部分试验鱼的微卫星 DNA

的电泳结果见图 1。香鱼 Ò、Ó、Ô和 × 试验鱼的 Pal- 1* 基因座位上的基因型均为* 128/ 128, Pal - 2*

基因座位上的基因型均为
*
160/ 160。香鱼 Ñ试验鱼的基因型不同于以上 4种试验鱼, Pal - 1

*
基因座

位上的基因型为* 114/ 114, Pal- 2* 基因座位上的基因型为* 166/ 166。香鱼Õ的试验鱼的每一个基因
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座位上均含有来自于香鱼 Ñ的一个基因, Pal - 1* 基因座位上的另一个基因为*
114、

*
122和

*
126三种,

Pal- 2* 基因座位上的另一个基因为* 166和* 170两种。香鱼 Ö 试验鱼的每一个基因座位上均含有来

自于香鱼Ò或Ó的一个基因, Pal- 1* 基因座位上的另一个基因为* 110、* 126、* 128和* 130四种。Pal

- 2* 基因座位上的另一个基因为* 162、* 164、* 166、* 170和* 186 五种。
表 1 香鱼微卫星 DNA的基因型

Tab. 1 Genotypes at microsatellite DNA loci of Plecoglossus altivelis

组号
group no.

由来
origin

个体号
individual no.

基因型  genotype

Pal- 1* 座位
Pal- 1* locus

Pal- 2* 座位
Pal- 2* locus

Ñ - 1 * 114/ 114 * 166/ 166

Ò 克隆鱼
clone

1 * 128/ 128 * 160/ 160

Ó 克隆鱼
clone

1 * 128/ 128 * 160/ 160

Ô 传代克隆
clone of next generat ion

1~ 10 * 128/ 128 * 160/ 160

Õ
海产雌鱼与Ñ的子代

off spring of amphidromous form female and Ñ

1

2

3

4

5

6

7

8

9

* 114/ 114

* 114/ 126

* 114/ 122

* 114/ 122

* 114/ 114

* 114/ 114

* 114/ 126

* 114/ 122

* 114/ 122

* 166/ 170

* 166/ 170

* 166/ 166

* 166/ 170

* 166/ 170

* 166/ 170

* 166/ 170

* 166/ 170

* 166/ 170

Ö
海产雌鱼与Ò或Ó的子代

off spring of amphidromous form female and Ò or Ó

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

* 128/ 126

* 128/ 128

* 128/ 126

* 128/ 130

* 128/ 110

* 128/ 130

* 128/ 126

* 128/ 110

* 128/ 110

* 128/ 126

* 160/ 166

* 160/ 166

* 160/ 162

* 160/ 162

* 160/ 170

* 160/ 166

* 160/ 162

* 160/ 186

* 160/ 164

* 160/ 166

×
克隆鱼的雌核发育子代

gynogenet ic diploid of clone
1~ 10 * 128/ 128 * 160/ 160

图 1 香鱼微卫星 DNA 的 Pal - 1* 基因座位的电泳图谱及基因型

Fig. 1 Electrophoretic patterns and genotypes at Pal- 1* locus of microsatellite DNA in Plecoglossus altivelis
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3  讨 论

3. 1  香鱼Ò、Ó、Ô和 × 应为来自于同一克隆的克隆鱼

据Takagi等[ 24]报导, 24尾海产香鱼的 Pal- 1* 基因座位上的等位基因数为 15个,杂合度观察值为

1. 000, Pal- 2
*
基因座位上的等位基因数为 14个,杂合度观察值为 0. 921。本试验中的香鱼Õ和香鱼Ö

试验鱼的母本为海产香鱼,这些仔鱼中在 Pal- 1
*
基因座位和 Pal- 2

*
基因座位上没有一个均为纯合

的个体。香鱼Ò、Ó、Ô和 × 4种试验鱼在两个基因座位上的基因型均为纯合, 并且基因型相同,所以可

以断定这 4种试验鱼与预期的结果一致, 应为来自于同一克隆的克隆鱼。

3. 2  微卫星DNA 的多态性以及鉴别染色体组工程鱼类的必要性

同一种鱼类不论是哪一种类型的二倍体,其红细胞大小、DNA含量和染色体数等应是相同的。雄

性或雌性遗传物质是否失活, 人工诱导的雌核发育二倍体或雄核发育二倍体是否成功以及试验鱼中是

否混入了其它类型的鱼等,应该应用同工酶、核 DNA 等遗传标记进行鉴别。应用染色体组工程技术,

Tabata 等[ 25]诱导了牙鲆、Taniguchi等[ 26]诱导了香鱼的阻止第一次卵裂的雌核发育二倍体。两者经同工

酶检测证明阻止第一次卵裂的雌核发育二倍体试验鱼的基因型不同于对照组,与阻止第二极体的雌核

发育二倍体组试验鱼的基因型也不一样, 均为纯合的个体。但同工酶与核 DNA的小卫星和微卫星相

比,多态性基因座位少,变异程度低[ 27]。Tabata等[ 25]检测 246尾牙鲆、Taniguchi等[ 26]检测 128尾香鱼的

同工酶的结果显示,每个基因座位上的等位基因只有 2个,基因型只有3种。而在本试验中共检测了 42

尾试验鱼,其中香鱼 Ò、Ó、Ô和 × 的22尾试验鱼属于同种克隆,其基因型完全相同,香鱼Õ和Ö 试验鱼

的父本分别是 1尾纯合的个体。尽管如此,在香鱼Õ和Ö 的 19尾试验鱼的 Pal - 1* 与 Pal - 2* 两基因

座位上分别检测出 6种和 5种等位基因。

试验中的香鱼Ñ是与香鱼 Ò、Ó、Ô同水槽饲养的,本应属于相同来源的克隆鱼。但试验结果显示
它的基因型不同于香鱼Ò、Ó和Ô,应是混入饲养香鱼 Ò、Ó、Ô水槽中的其它类型的鱼。

试验结果还显示,香鱼 × 的试验鱼不含有来自于海产香鱼父本的遗传物质, 母本是与香鱼Ò、Ó和

Ô为同一来源的克隆鱼。

日本和歌山县渔业中心的山崎公男先为本研究提供试验鱼,特此表示感谢。
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