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摘要! 采用微卫星标记检测草鱼群体的遗传多样性!并根据纯合度的变化建立了雌核发育草

鱼的鉴别技术" 结果显示!0 个位点共扩增出 // 个等位基因#在普通草鱼中!平均纯合度和

5)-分别为 3123/ 1 和 31882 0#在雌核发育群体中!则为 31917 1 和 31/89 2#2 个群体间遗传相

似度为 3109/ /" 其中!8 个位点在雌核发育草鱼中纯合度明显提高!雌核发育草鱼在这 8 个

位点的扩增总条带数为 8 <9 个!普通草鱼则为 0 <13 个!由此可 133@区分 2 个草鱼群体" 通

过概率计算!理论鉴别概率达到 ::1:2@" 研究表明!雌核发育技术对草鱼的群体遗传结构改

变较大!是快速建立纯系$固定优良性状的有效手段#根据群体遗传纯合度的改变$扩增条带数

目差异!应用多态性微卫星分子标记可以简单$有效地区分雌核发育群体%或与之相似的高度

近交群体&与普通群体"

关键词! 草鱼# 异精雌核发育# 遗传结构# 微卫星标记# 鉴别方法

中图分类号! A908# *:191455555555 文献标志码'&

55草鱼 #!"#$%&'()*$+%,%$ -,#..($属于鲤形目

#!*&)-$-/%)0#1$( 鲤 科 # !*&)-$-,(#$( 草 鱼 属

#!"#$%&'()*$+%,%$$"又名鲩鱼"是我国重要的淡

水经济养殖鱼类之一) 草鱼在我国分布广泛"年产

量约占我国淡水鱼总产量的 23@

*1+

) 近年来"草

鱼种质资源退化严重"病害频繁"给草鱼养殖业带

来巨大的损失
*2+

) 由于繁殖所需周期长#一般 4 <

8 年性成熟$"传统方法进行草鱼的种质改良和品

种选育工作进展缓慢) 人工诱导雌核发育技术

#9B?:C:D:90:=EFD?:/= /CGH=/G>=>I:I$是快速建立纯

系(固定优良性状的有效手段) 雌核发育技术还常

用来研究草鱼性别决定机制(染色体定位(草鱼遗

传图谱构建等"是一种应用前景广泛的技术) 但是

雌核发育草鱼在形态和生理上同普通草鱼难以区

分"在养殖和保种过程中极易混淆"建立简单有效

的鉴别雌核发育草鱼的方法"具有重要的意义)

微卫星标记#8:DB/I9?>00:?>$具有数量多(分布

广(多态性丰富(分析快速方便等一系列优点"已

经广泛用作种质资源鉴定(系统进化分析(遗传多

样性分析等领域
*/ 64+

) 目前"已有学者采用同工

酶
*8+

($&53

*7 69+

(微卫星
*0+

等检测技术对雌核发

育草鱼的遗传多样性进行了研究"并发现通过抑

制第一次卵裂的雌核发育草鱼的纯合度可达

9114@

*:+

%普通草鱼 $&53 多态位点比例为

29102@"而两个雌核发育草鱼群体为 17133@和

1:18:@

*13+

%在 人 工 诱 导 雌 核 发 育 过 程 存 在

$&53位点快速丢失现象"两次人工诱导雌核发

育过程中共丢失 19 个位点
*11+

) 在雌核发育群体

与普通群体的鉴别方面"刘敏等
*11+

采用 $&53标

记寻找湘江流域雌核发育草鱼与普通草鱼群体的

分子标记并成功转化为 *-&$标记 1 个"鉴别率

达 9719@) 张虹
*12+

发现 1 个 *-&$标记在雌核

发育群体中频率为 3"而在普通草鱼中频率为

:2@) 有关雌核发育草鱼的微卫星分子标记鉴别

工作较少报道"本实验采用微卫星技术进行了异

精极体型雌核发育草鱼群体与普通草鱼的遗传结
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构进行分析"建立了一种简单可靠的鉴别草鱼雌

核发育个体的方法)

15材料与方法

!"!#实验材料

实验鱼55自 2313 年 8 月,9 月从湖北省

老河子四大家鱼原种场(湖北省石首四大家鱼原

种场和湖南省四大家鱼原种场采集一批草鱼种"

建立草鱼基础群体) 以紫外灭活的兴国红鲤

#!*&)-$213()&-% 29B14-$++2%$#$1-1$精子激活草

鱼卵子"冷休克抑制第二极体排出的方法建立草

鱼的异精雌核发育群体) 以雌核发育的草鱼子代

(

1

群体为检测组#群体 J$"以基础群体构建的非

雌核发育后代普通草鱼群体为对照组#群体 K$"

2 个群体随机各选取 40 尾样本"取尾鳍保存于

:8@的乙醇中备用)

微卫 星 分 子 标 记 5 5 以 9 对 鲤 的 **$

#L(K1(L(K2(L(K4(L(K8(L(K18(L(K19

和 L(K24$

*1/+

(2 对草鱼磁珠富集法获得的 **$

#+'!-110

*14+

和 +'!-140

*18+

$(8 对草鱼的 ,*M6

**$#493/(/3:99(2/427(19/2: 和 28308$

*17+

为检测

标记"由生工生物工程#上海$ #*9=G/= 7:/?>DN$股

份有限公司合成)

试剂耗材555-$常规试剂为天根生化科

技#北京$有限公司的 5-$反应试剂盒#O5231$"

其他生化试剂和耗材购自广州威佳科技有限公

司"化学试剂除注明外均为国产分析纯)

!"$#实验方法

基因组 3%&提取55基因组 3%&抽提采

用天根生化科技#北京$有限公司的&血液4细胞4

组织基因组 3%&提取试剂盒'"提取方法参考试

剂盒说明书) 用 310@的琼脂糖凝胶电泳检测

3%&的完整性和纯度并用紫外分光光度计估计

其浓度"用无菌双蒸水稀释至浓度为 83 =G4

!

'"

623 P保存备用)

微卫星5-$扩增及筛选55**$65-$反应体

系和程序如下!23

!

'反应体系含有 13 =<FCC>B

13

!

'"上下游引物各 318

!

'"基因组 3%&43 =G"

灭菌双蒸水补足体积至 23

!

') 5-$扩增测序为

:4 P预变性 8 8:=%:4 P /3 I"83 <73 P /3 I"

92 P /3 I"/3 个循环%92 P再延伸 9 8:=) 5-$产

物用 12@非变性聚丙烯酰胺凝胶 13 .4D8电泳

2 N"311@ &G%"

/

染色#临用时配制"1 G &G%"

/

定

容 1 '$"1@ %9"+显色#临用时配制"1 '显色液

含 13 G %9"+"1 G 无水 %9

2

-"

/

"8 8'/9@的甲

醛$) 美国 7:/6B9E 的 J>03/DQ$凝胶成像系统成

像并分析 5-$产物条带的分子量大小)

以群体 K 为模版"从合成的 14 对 **$引物

中共筛选出 11 对扩增稳定(条带清晰而特异的引

物"其中 L(K4(L(K19(L(K24 为单态"0 个多

态 **$用于群体 J与群体 K 的鉴别分析"其引

物信息及扩增条件见表 1)

表 !#% 个微卫星分子标记的引物信息

&'("!#)*+,-.'/0,*,+1023/.04-,5'/1660/17-0.1-5

位点

0/DFI

引物序列#8R

#

/R$

SB:8>BI>TF>=D>#8R?/ /R$

核心序列

D/B>8/?:C

退火温度4P

9==>90:=G ?>8S>B9?FB>

片段大小4<S

I:U>

L(K8

(!J&J&MJ--MJJJJ&&JM-&-

$!&&&J&J&J-JJJJM&&&JJ&J

6 73 104 <1:3

L(K18

(!-M--MJMMMMJMMMMJMJ&&&

$!JMM-&-&&JJM-&MMM--&J-

6 88 143 <140

+'!-140

(!-&J&-JJ&MJJ&MJJ&MJ

$!-MMM-&&&&MJMJJ&JM-MMJ-

#J&M&$13 73 197 <243

493/

(!&&JMJ&J&-M&MJ-MJ&M&&&&--J

$!&MMJ&&&-&J&MJ--MJ-MMJ

#&-$13 73 222 <297

/3:99

(!&&&&M---&JMJ&J&-&&M-

$!&M---&M&&MJ--MMJ-

#&-$14 88 214 <2/4

2/427

(!&&JJ&&-&J-&M&&&--J&&&M

$!JJ&&--&&J-&M-MJ&&&-MJ

#&-$13 73 28/ <204

19/2:

(!&MMM-&JM&JM&&---&M-&-

$!&-&JJ&--&&M&&JJ&&-&

#&J&M$7 73 14: <170

28308

(!MJM&M-&JM&JM&JJ-JJMMM&

$!JMJM-J-M&--M-J-M&M

#&M$13 73 184 <10:

注!(1正向引物%$1反向引物

%/?>I!(1C/BV9BE SB:8>B%$1B>2>BI>SB:8>B

2301
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55 数据统计与分析5 5 # 1 $ 使用 5/SJ>=>

#.>BI:/= /12$软件统计微卫星基因座的等位基因

数# =F8<>B/C900>0>I"5

>

$"观测纯合度 # /<I>B2>E

N/8/UHG/I:?H""<I>+/ $"观测杂合度 # /<I>B2>E

N>?>B/UHG/I:?H""<I>+>$"期望杂合度 #>WS>D?>E

N>?>B/UHG/I:?H",WS >+>$"%>:氏
*19+

遗传相似度

#%>:- IG>=>?:D:E>=?:?H $ 及 遗 传 距 离 # G>=>?:D

E:I?9=D>$) 参照 7/?I?>:= 等方法
*10+

计算多态信息

含量#S/0H8/BSN:I8:=C/B89?:/= D/=?>=?"5)-$)

!"#$1 %

$

&

'$1

!

2( )
'

%

$

&%1

'$1

$

&

($')1

2!

2

'

!

2( )
(

式中"6

-

(6

7

分别为群体中第 -和第 7个等位基因

频率"$ 为某一基因座上等位基因数)

#2$本研究是根据 **$位点的纯合度差异来

评估该样本是属于群体 J还是群体 K"根据概率

理论和相关文献
*1:+

"单个位点的理论鉴别概率

6?+/>G =#1 6+/>V$ =133@"其中 +/>G 为该

位点群体 J的观测纯合度"+/>V为该位点群体

K 的观测纯合度)

$ 个位点联合使用时的理论概率按如下公式

计算!

!*$*1 %#1 %!

1

$#1 %!

2

$.#1 %!

&

$+ +133@

式中"6

1

为第 1 个位点的理论鉴别概率"6

2

为第 2

个位点的理论鉴别概率"6

$

为第 $ 个位点的理论

鉴别概率)

25结果

$"!#微卫星分子标记的多态性分析

在普通群体中 5-$扩增时"14 对 **$引物中

共筛选出 11 对扩增稳定(条带清晰而特异的引物"

其中 L(K4(L(K19(L(K24 为单态) 用筛选出

的 0 个多态 **$用于群体 J与群体 K共 :7 尾草

鱼样本的鉴别分析"共获得 // 个等位基因#其中"

群体 K 为 // 个等位基因"群体 J为 27 个等位基

因$"每对引物检测到的等位基因数为 2 <0 个"平

均为 411/ 个"扩增片段大小为 143 <204 <S) 分析

结果发现"群体 J的纯合度明显比群体 K高"平均

观测纯合度由 3123/ 1 提高到 31917 1"平均期望杂

合度从 318:0 3 降低到 31/07 3"平均多态信息含量

由 31880 2 降低到 31/89 2#表 2$)

同时"应用5/SJ>=/2 软件进行 2 个群体的遗

传相似度和遗传距离的评估"发现这雌核发育群

体与普通群体的遗传相似度为 3109/ /"遗传距离

为 311/8 4)

表 $#草鱼 % 个微卫星位点的遗传多样性参数

&'("$#81*1/0490:1-50/; 7'-'.1/1-5,+1023/.04-,5'/1660/16,400*2-'554'-7

位点

0/DFI

等位基因数

=F8<>BI/C

900>0>

K J

观测纯合度

/<I>B2>E

N/8/UHG/I:?H

K J

观测杂合度

/<I>B2>E

N>?>B/UHG/I:?H

K J

期望杂合度

%>:-I#1:9/$>WS>D?>E

N>?>B/UHG/I:?H

K J

多态信息含量

S/0H8/BSN:I8

:=C/B89?:/= D/=?>=?#5)-$

K J

L(K8 4 / 31293 0 31230 / 3192: 2 319:1 9 317/3 : 31878 1 31714 7 31497 /

L(K18 / / 31293 0 3180/ / 3192: 2 31417 9 31819 7 31/99 7 31839 4 31/82 3

+'!-140 0 4 31109 8 310// / 31012 8 31177 9 319:9 1 31780 : 3190: : 317/7 9

493/ 8 8 31128 3 310// / 31098 3 31177 9 317:8 9 31727 9 31772 1 31891 9

/3:99 4 4 31128 3 31777 9 31098 3 31/// / 31790 4 314:8 4 31740 0 31494 0

2/427 2 2 31323 0 31:17 9 31:9: 2 3130/ / 314:: 0 3139: : 31/94 : 31397 9

19/2: / / 31480 / 3192: 2 31841 9 31293 0 31/:8 3 3124/ / 31/17 : 3122: 8

28308 / 2 31177 9 31:80 / 310// / 31341 9 3187: 4 31343 0 31830 3 313/: :

均值 8>9= 411/ /128 3123/ 1 31917 1 319:7 : 3120/ : 318:0 3 31/07 3 31882 0 31/89 2

$"$#异精雌核发育群体的鉴别分析

根据遗传纯合度的差异"挑选出 8 个 **$

#2/427(28308(493/(+!-140 和 /3:99 $"进行 2

个群体的鉴别分析) 由于草鱼为二倍体生物"理

论上 8 个 **$可在草鱼个体中扩增的等位基因

数目从 8 <13 个不等) 实验结果发现"每一尾普

通草鱼在 8 个 **$上扩增的实际等位基因数目

为 0 <13 个"而每一尾雌核发育草鱼在 8 个 **$

上扩增的实际等位基因数目为 8 <9 个 #其中有

23 个个体在这 8 个位点均为纯合$ #图 1 $) 可

见"联合应用这 8 个 **$标记可以 133@区分这

40 尾雌核发育草鱼与 40 尾普通草鱼)

/301
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图 !#< 个微卫星标记在 $ 个草鱼群体中扩增的等位基因数目

=02"!#>?.(1-5,+'661615'.760+0190*/@, 2-'554'-77,7?6'/0,*5?50*2 +0:1.04-,5'/1660/16,40

$"A#< 个微卫星位点鉴别雌核发育草鱼与普通

草鱼的理论概率

根据雌核发育草鱼在微卫星位点的等位基因

型数据"参照 !98:>I/= 等
*19+

进行统计分析发现"

采用单个微卫星位点进行雌核发育草鱼鉴定时"

成功鉴别的概率为 801//@<0:197@) 将 8 个位

点中的 2(/(4(8 个位点联合使用时"鉴别的概率

大大提高"最高可达 ::1:2@#表 /$)

表 A#< 个微卫星鉴定雌核发育草鱼的理论概率

&'("A#&31,-1/04'67-,('(060/; ,+091*/0+04'/0,*,+2;*,21*15052-'554'-7?50*2 +0:1.04-,5'/1660/16,40

位点

0/DFI

观测纯合度

/<I>B2>E N/8/UHG/I:?H

普通草鱼

+/>V

雌核发育草鱼

+/>G

理论鉴别概率4@

?N>/BH /CSB/<9<:0:?H D90DF09?:/=

1 个位点 2 个位点 / 个位点 4 个位点 8 个位点

2/427

#&$

31323 0 31:17 9 &!0:197 &7!:91:4

&-!:912/

&3!:717:

&,!0819/

&7-!::144

&73!::1//

&7,!::114

&-3!::113

&-,!:0104

&7-3!::102

&7-,!::199

&-3,!::17/

&7-3,!::1:2

28308

#7$

31177 9 31:80 / 7!9:107 7-!:4184

73!:/14:

7,!:1171

7-3!:0124

7-,!:919/

73,!:912:

7-3,!::129

493/

#-$

31128 3 310// / -!921:1 -3!:1128

-,!00191

-3,!:71/7

+!-140

#3$

31109 8 310// / 3!79191 3,!07184

/3:99

#,$

31128 3 31777 9 ,!801//

/5讨论

A"!#微卫星标记的选择

在鱼类遗传多样性的研究报道中"很多学者

对微卫星(同工酶(8?3%&($&53等标记进行了

比较分析"发现微卫星标记检测的遗传变异性明

显高于其他标记
*21 622+

) 同时"由于微卫星标记遵

循孟德尔遗传规律呈共显性遗传"在寻找特异标

记(系谱分析方面更显独到优势
*2/+

) 用于遗传多

样性分析的 0 个微卫星标记的 5)-含量均值为

31882 0#31/17 : <3190: :$"大部分为高度多态

座位#5)-A318$"这说明所选的微卫星座位较适

合草鱼群体遗传多样性研究) 另外"根据学者报

道
*0 6:+

"本研究中用了 9 个来自鲤的多态性微卫

星标记"但其中 2 个在草鱼#与鲤同科不同属$中

的扩增效果不佳"/ 个表现为单态性"L(K8 和

4301
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L(K18 则可在草鱼群体中扩增出 / <4 个等位基

因"说明在进行遗传多样性分析时不同物种的微

卫星标记可以有一定的通用性)

A"$#雌核发育草鱼的遗传多样性分析

本实验采用的极体型雌核发育草鱼群体"是

经紫外照射处理灭活的鲤精子激活卵子"温度休

克法阻止卵子的第二次成熟分裂"抑制第二极体

的排出"从而使染色体加倍) 因为在第一次减数分

裂时"同源染色体发生交叉互换"可能发生基因 6

着丝粒的重组"所以不能产生纯系"而只能获得高

度纯合的近交系) 实验结果发现"虽然雌核发育

群体的遗传纯合度大大提高"平均观测纯合度为

31917 1#与林凯东
*:+

得到的结果 31914"基本相

同$"但并没有获得完全纯合的雌核发育子代)

孙效文等
*23+

通过比较鲤和牙鲆 2 种雌核发育鱼

类的基因型认为"抑制第二极体的雌核发育技术

基本得不到纯合个体) 1 次有丝分裂雌核发育相

当于 0 <13 个世代同胞兄妹交配"1 次有丝分裂

加 1 次极体型雌核发育就可以获得纯系
*24+

) 获

得完全纯合子代的难易也与物种的遗传特性有一

定的相关性"经过连续两代人工诱导雌核发育可

以建立起草鱼纯系
*0+

)

由于雌核发育鱼的基因高度纯合"雌核发育

后代往往表现为遗传物质缺失
*7"0"11 612+

"本实验

中 0 个多态性的微卫星标记在普通草鱼群体中扩

增出的等位基因位点总数为 // 个"而在雌核发育

草鱼群体中扩增出的等位基因数目仅为 27 个"有

9 个位点均已丢失) 这种雌核发育后的遗传丢失

现象或多样性减少现象在其他物种中也有较多

报道
*28 627+

)

A"A#雌核发育草鱼与普通草鱼的鉴别

本实验采用 8 个微卫星分子标记联合使用"

可以有效区分雌核发育草鱼与普通草鱼"在总计

:7 尾鱼中检测鉴别的实际概率为 133@"通过概

率分析得出理论鉴别概率为 ::1:2@"证明了根

据群体遗传纯合度的差异"应用多态性微卫星分

子标记可以简单(有效区分雌核发育群体与普通

群体) 该方法也可以推广到与之相似的高度近交

群体的鉴别分析) 本研究有效弥补了传统方法的

不足"且操作简单(检测快速(检测成功率高(检测

成本低"便于广泛推广使用)

刘敏等
*11+

与张虹
*12+

均采用 $&536*-&$标

记寻找雌核发育草鱼与普通草鱼群体的分子标

记"但 $&53标记转化为 *-&$的成功率不高"

而由于地理群体 #或不同亚种$间存在遗传背景

的差异"对于不同的基础群体"获得群体间通用的

*-&$标记较难) 微卫星分子标记与 $&53等分

子标记相比"则具有准确性和重复性更高的优点"

且在不同地理群体间通用性更高)
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