
动 物 学 研 究 !""#，$%& ’ !(（)）：#* + #( ,- .* + )"/" 0 1 233- "!./ + .4.*
5667689:;7 <%=%;>:?

!

微卫星评价牙鲆雌核发育二倍体纯合性
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摘要：采用 ( 个微卫星座位分别对牙鲆减数雌核发育二倍体家系和卵裂雌核发育二倍体家系的纯合性进行
检验。卵裂雌核发育二倍体在所有检测座位全部纯合。减数雌核发育二倍体在部分座位发生纯合，但未发现在
所 有 座 位 全 部 纯 合 的 个 体， 在 )*+,-./0、 )*+,-1(./0、 )*+,!!./0、 )*+,!’./0、 )*+,"’./0、 )*+,’$./0、
)*+,!"’./0 和 )*+,!’$./0 座位，杂合子比例分别为 ! 2$$$ $、! 2$$$ $、$ 2!-3 3、$ 2-3# -、$ 2(&! !、! 2$$$ $、
$ 2%%% ( 和 $ 2($$ $，平均杂合子比例为 $ 2("" 3。由此表明，牙鲆除了 )*+,!!./0 外，在其余 % 个座位均具有很
高的重组率。研究结果显示，牙鲆卵裂雌核发育二倍体一代即可形成纯合子；而减数雌核发育二倍体由于具有
较高的重组率，使其与母本的遗传同质性较高。
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人工雌核发育是快速建立纯系的有效手段，一

次卵裂雌核发育相当于 ( X !$ 个世代全同胞交配，

在一次卵裂雌核发育的基础上再进行一次减数雌核

发育就可以获得纯系（YA ;? >+，!-(!；Z?F;,9:;F ;? >+，

!-(!），在鱼类遗传育种中，对于快速准确的选育优

良品种具有十分重要的意义。同时，人工雌核发育

在鱼类的染色体操作、性别控制以及遗传分析等方

面都具有潜在的应用价值（[,A ;? >+，"$$"）。
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与其他分子标记相比，微卫星 !"# 标记（$%&
’()*+,-..%,- !"# $+(/-(*）具有许多优点：微卫星较

高的多态性，便于检测出种群及个体间的异质性

（!0 -, +.，1222），可以用于检测同源精子诱导雌

核发育二倍体是否有父方基因表达及其与母本的遗

传同质性；微卫星共显性遗传的特点也使其能够应

用于雌核发育二倍体纯合性研究。迄今为止，人们

已将微卫星技术应用于锦鲤（!"#$%&’( )*$#%+）、大

菱鲆（ ,)+#-.-*/0’( 0*1%0’(）等鱼类的雌核发育

的检测研究（3%0 -, +.，1221；4+*,() -, +.，1225），

而采用微卫星对雌核发育后代纯合性的研究还仅限

于欧 鲈（ 2%)3&.$*$)-’( /*4$*1 ）、非 洲 鲶（ !/*$%*(
5*$%3#%&’(）等（6+.70*-(+ -, +.，1222；8(+9’-*’)9
-, +.，122:）。

牙鲆（6*$*/%)-.-"( +/%7*)3’(）是较早成功进行

人工雌核发育的海水养殖鱼类之一。早在 12 世纪

;2 年代，日本学者就采用雌核发育技术研究了牙

鲆的性别决定机制、生产全雌牙鲆以及克隆牙鲆的

方法（<+$+$),)，=>>>）；但到目前为止，对其雌

核发育后代的纯合性检测还仅见同工酶方面的报道

（?+7+,+ @ 6)(%-，=>;A）。本研究用微卫星标记比较

了抑制第一次卵裂形成的卵裂雌核发育二倍体和抑

制第二极体排出形成的减数雌核发育二倍体的遗传

差异，并对两种类型雌核发育二倍体的纯合性作了

评价，以期为选择育种方式提供基础资料。

! 材料与方法

! "! 雌核发育家系的获得

参照 <+$+$),)（=>>>） 的 方 法， 采 用 异 源

［真鲷（6*5$’( 0*8+$）］精子诱导牙鲆的雌核发育。

首先将 = 尾真鲷（体长 5B ’$）的精液经稀释后用

紫外线照射 = $%9；然后将牙鲆亲本 # 的一部分卵

子和亲本 C 的卵子用灭活的真鲷精子激活 1 $%9
后，转移到 2 D 1 E的海水中冷休克处理 B: $%9，

抑制第二极体排出，获得减数雌核发育二倍体家系

# 和家系 C（以下称 F-%),%’&# 及 F-%),%’&C）。亲本

# 的另一部分卵子经激活，在 =A E培养下 = G 后，

用静水压（H:2 /I J ’$1）处理以抑制第一次卵裂，

获得卵裂雌核发育二倍体家系（以下称 F%,),%’&#）。

! "# 基因组 $%& 的提取

剪取亲本背鳍及 =: 日龄的雌核发育二倍体活

体（F-%),%’&# =; 尾；F-%),%’&C => 尾；F%,),%’&# 12
尾），将其分装后于液氮中保存，到达实验室后转

移到 K ;2 E冰箱中保存，以防止其降解。!"# 提

取参照 LG)0 -, +.（122=）的方法。

! "’ ()* 反应及电泳结果分析

M4N 反 应 体 系 为 1:!3，包 括 =2 O 70PP-( =:

!3、FI1 Q （1: $$). J 3）=!3、R"?M*（各 1 $$). J
3）=!3、上下游引物（=2!$). J 3）各 =!3、模板

!"# =!3、9*: !"# 聚合酶（M()$-I+）= S，加适

量（RR）T1U，模板 52 D :2 9I。反应条件为：>B
E预变性 5 $%9；>B E 52 *，H2 D HB E 52 *，A1 E
52 *，5: 个循环；最后 A1 E延伸 =2 $%9。反应程

序于 MV>A22 型 M4N 仪（MV 公司）上进行。1W琼

脂糖凝胶电泳进行分离，6-.&M() #9+.XY-( B Z : 凝胶

分析软件分析电泳结果。

! "+ 分析方法

电泳图谱中扩增出 = 条 !"# 带的，视为纯合；

扩增出 1 条 !"# 带的，视为杂合（4())%[$+9* -,
+.，=>>A）。

# 结果与分析

# "! 亲本杂合座位的筛选

采用 4)%$7(+ -, +.（122=）克隆的牙鲆 12 个微

卫星引物，对亲本进行杂合座位的筛选，其结果

F%,),%’&# 和 F-%),%’&# 的亲本在 ; 个座位表现为杂

合，F-%),%’&C 的亲本在 : 个座位表现为杂合。参照

牙鲆的遗传连锁图谱（4)%$7(+ -, +.，1225），这 ;
个座位分布在 A 个连锁群上（表 =）。

# "# 微卫星分析

采用异源精子诱导雌核发育，从分类学的角度

来看，真鲷和牙鲆亲缘关系很远，形态上的差异很

大，分属于鲈形目和鲽形目，其子代是不能成活的

（?+7+,+，=>>=），因而避免了正常受精二倍体的存

在。经比较母本和子代的基因型，在所有检测个体

中未发现异于母本的等位基因。母本的 ; 个杂合微

卫星座位在 F-%),%’&#、F%,),%’&# 以及 F-%),%’&C 的

分析结果见表 1。

在 F%,),%’&# 的所有检测个体中未发现杂合子，

证明了卵裂雌核发育一次即可获得纯合子（图 =）。

经检测，; 个座位中，被检的减数雌核发育二

倍体中无全部纯合的个体，在M).%>?S8、M).%>&;?S8
和M).%52?S8 5个座位全部为杂合。杂合比例最低的

座 位是M).%==?S8，达到了2 Z =>B B。座位M).%=5?S8、

M).%15?S8、M).%=15?S8和M).%=52?S8杂合的比例

都 大于2 Z :，分别达到2 Z >B: >、2 Z ;H= =、2 Z AAA ;、

BH 动 物 学 研 究 1A 卷



表 ! 引物序列及特异退火温度

"#$ % ! &’()’*+’ ,- ./+0,1#2’33/2’ 40/.’01，3/*5#6’ 60,)4 #*7 14’+/-/+ #**’#3/*6 2’.4’0#2)0’

座位 !"#$%
引物序列（&’()’）

*+,-.+ %./$.0#.（&’()’）1

退火温度

200.34,05
6.-7.+36$+.

（8）

连锁群

!,0935. 5+"$7
:.0;309

*"4,<=>?
?：:2=@=:@2:222@2@2@2@=@2
A：:@:2:==@==@@=@222=:@

BC & 2;D)E<FD

*"4,<(F=>?
?：:2:2:2@2:22::=@:=@22@::=2
A：2@222:2@@2@:2=:@222:=:2@

BC 1& 2;D)E<F<

*"4,11=>?
?：2=:2222@@2@@22:22=@@@
A：::@:@2===::=2:===:==

BD 1E 2;D)E<F1

*"4,1)=>?
?：@2@@=@@2::==@=2@2:=@:
A：=@@=:@2@2:2::2=:2222

BD ) 2;D)E<FC

*"4,C)=>?
?：@2@2:=:=@2@222:=::=::
A：:::=:==@=:=:=@2=:@=:

BD C 2;D)E<F&

*"4,)D=>?
?：:2:2@22@@@@@@22:222=
A：2=@2:::=2==:=====:@@@

BD C 2;D)E<FF

*"4,1C)=>?
?：=2=@=:2@@2:22@=::2:::=@=:
A：:@:=:=:@2==@:2=2=2@2====:

BC CD 2;D)E<<G

*"4,1CB=>?
?：2=22=@2@:2:@=:=:=:@=:22=:
A：=@2@2=:=2@222@2@2@@2@=::2

BC F 2;D)E<<&

*"4,1)D=>?
?：:@::=:2::2@===2===@=::2@=
A：:=::=2@=:@2:2222:@:2@=:==

BG 1 2;D)E<<B

1 ?：正向引物（?"+H3+I 7+,-.+）；A：反向引物（A.J.+%. 7+,-.+）。

表 8 雌核发育二倍体在 9 个座位上的基因型及杂合子比例

"#$ % 8 :’*,2;4’1 #2 9 3,+/ /* 6;*,6’*’2/+ 7/43,/7 #*7 <’2’0,=;6,2’1 40,4,02/,* ,- .’/,1/16;*,6’*’2/+ 7/43,/7

座位 !"#$% 家系 ?3-,4K
母本基因型

L36.+034 5.0"6K7.

雌核发育二倍体基因型

:K0"5.0.6,# I,74",I 5.0"6K7.
! M

11 1C CC
*"4,<=>? L,6"6,#(2 1<D N CCD D OBDD D D ODDD D D OGDD D 1 ODDD D

L.,"6,#(2 1<D N CCD D ODDD D 1 ODDD D D ODDD D
*"4,<(F=>? L,6"6,#(2 1&C N 1BC 1 ODDD D D ODDD D D ODDD D 1 ODDD D

L.,"6,#(2 1&C N 1BC D ODDD D 1 ODDD D D ODDD D
L.,"6,#(; 1G) N 1BG D ODDD D 1 ODDD D D ODDD D

*"4,11=>? L,6"6,#(2 1)G N 1&B D OG&D D D ODDD D D O&&D D D O1<G G
L.,"6,#(2 1)G N 1&B D OEBG E D OC)& ) D ODDD D
L.,"6,#(; 1D< N 1E1 D O)BF G D O1&E < D OGE) E

*"4,1)=>? L,6"6,#(2 1G& N CD& D OB&D D D ODDD D D O)&D D D O<G& <
L.,"6,#(2 1G& N CD& D ODDD D 1 ODDD D D ODDD D
L.,"6,#(; 1BG N CDE D OD&C B D OF<G E D OD&C B

*"4,C)=>? L,6"6,#(2 1C1 N 1E< D OG&D D D ODDD D D O&&D D D OFB1 1
L.,"6,#(2 1C1 N 1E< D OD&F F D O<G1 C D ODDD D
L.,"6,#(; 1DE N 1GF D O1D& ) D OFFC G D O1D& )

*"4,)D=>? L,6"6,#(2 1C) N 1)F D O&&D D D ODDD D D OG&D D 1 ODDD D
L.,"6,#(2 1C) N 1)F D ODDD D 1 ODDD D D ODDD D

*"4,1C)=>? L,6"6,#(2 1)1 N 1F) D OBDD D D ODDD D D OGDD D D OEEE F
L.,"6,#(2 1)1 N 1F) D O111 1 D OEEE F D O111 1

*"4,1)D=>? L,6"6,#(2 1GE N 1E1 D OGDD D D ODDD D D OBDD D D OFDD D
L.,"6,#(2 1GE N 1E1 D OC)& ) D OEBG E D ODDD D
L.,"6,#(; 1)C N 1B) D O1BB E D OF)) ) D ODDD D

M减数雌核发育二倍体杂合子比例。
M P.6.+"QK5"6.% 7+"7"+6,"0 "R -.,"%,%5K0"5.0.6,# I,74",I S
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图 ! 引物 "#$%!&’()* 在 +%,#,%-./ 及 +0%#,%-./ 部分个体中扩增的电泳图谱

*%1 2 ! 3$0-,4#56#407%7 58,,049 #: ";< 54#=>-, #: 584,%8$ %9=%?%=>8$7 %9 +%,#,%-./ 89= +0%#,%-./ 8@5$%:%0= A%,6 @%-4#78,0$$%,0
54%@04 "#$%!&’()*

+B：分子量（+#$0->$84 A0%16,）；+：母本（+#,604）。! C !’：+%,#,%-./；!! C D’：+0%#,%-./ 2

’ E F’’ ’，F 个座位的平均杂合子比例为 ’ EFDD G。

雌核发育二倍体出现杂合现象表明卵细胞减数

分裂过程中同源染色体之间发生了交换重组，因

此，减数雌核发育二倍体的杂合子比例可以用来反

映该 座 位 与 着 丝 粒 的 重 组 率 （(6#41884= 0, 8$，
!HF&），本研究的结果说明了牙鲆在所研究的 F 个

微卫星座位的重组率很高。

! 讨 论

减数分裂雌核发育后代出现杂合是因为减数第

一次分裂时染色单体之间的联会和交换而造成的

（">4=#@，!HIH）。在有关鱼类的雌核发育子代重组

的报道中，应用同工酶的研究较多，而且所得到的

重组 率 变 动 范 围 也 很 大。香 鱼（ !"#$%&"%’’(’ )"*
+,-#",’）./, .! 的 重 组 率 达 !’’J （(89%1>-6% 0, 8$，
!HFK），虹鳟（01$%2341$3(’ 546,’’）的 H 个同工酶

座位的平均重组率为 LLJ（(6#41884= 0, 8$，!HF&），

鲤鱼（74/2,1(’ $)2/,% $)2/,%）的 H 个基因座位的平

均重组率则为 &LJ（M81N O ;789N%，!HFD），牙鲆

的 893 .7 和 7)+ 两个座位的重组率分别为 LD EIJ
和 DH EFJ（P> 0, 8$，D’’D）。采用微卫星的研究较

少，非洲鲶在两个微卫星座位分别得到了 FIJ和

K!J的重组率（Q8$R>7048 0, 8$，D’’’），欧鲈在 I
个 微 卫 星 座 位 的 重 组 率 从 G’J 到 HGJ 不 等

（*489-07-#9 0, 8$，D’’L）。

本研究所得到的牙鲆的 F 个座位的平均重组率

为 ’ EFDD，高于牙鲆的 893 .7 和 7)+ 两座位的重组

率（P> 0, 8$，D’’D），较前文提到的其他鱼类也有

明显的差异。

造成差异的最主要原因是研究的座位不同，比

如虹鳟的 H 个基因座位的重组率从 ’ E!&L S ! E’’’
不等（(6#41884= 0, 8$，!HF&）。在减数分裂时，越

接近非姊妹染色单体交叉的区域，越容易发生交

换，也就是说，在染色体的这些区域上的座位保留

其杂合的可能也就越大；同时，染色体的长度越

长，联 会 时 发 生 多 次 交 叉 的 可 能 性 就 越 大

（*489-07-#9 0, 8$，D’’L）。根据 ">4=#@（!HIH）提

出的公式：!（:）; ! < ! = D!（: <!）［!（:）是经过 : 次交

叉以后仍为杂合的可能性比例］，并指出交叉的次

数越多，杂合子的比例反而趋近 II EKJ。本研究所

得的牙鲆在 F 个微卫星座位的重组率为 ’ EFDD，大

于 II EKJ， 反 映 了 交 叉 具 有 很 强 的 干 涉 作 用

（(6#41884= 0, 8$，!HF&）。由于鱼类的染色体绝对长

度较短（(6#41884= 0, 8$，!HF&），很有可能在联会

时就只发生一次交换，使得重组率偏高。

*489-07-#9 0, 8$（D’’L）在研究欧鲈的雌核发

育二倍体纯合性时曾指出，欧鲈的染色体多为近端

部着丝粒染色体，着丝粒的干涉作用较低，导致欧

鲈的重组率较高。而牙鲆的核型为 D9 T GF，且 GF
条染 色 体 全 部 为 端 部 着 丝 粒 染 色 体（U%> 0, 8$，
!HHL），所以着丝粒对交叉的干涉作用可能更小，

使得牙鲆有可能较其他鱼类具有更高的重组率。比

如欧鲈的核型为 D9 T GF，GI7, V D7@ W 7,（*489-07-#9
0, 8$，D’’L），虹鳟的核型为 D9 T I’，G’@ V G7@ V
D7, V !G,，鲤鱼的核型为 D9 T !’’，DD@ V &G7@ V
DD,，端部着丝粒染色体所占的比例都比牙鲆要小。

这也可能是导致牙鲆比上述鱼类重组率偏高的原

因。

从本研究结果可以看出：抑制第二极体排出诱

导牙鲆减数雌核发育二倍体，由于具有较高的重组
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率，使其不适合用于直接建立纯系，但较高的重组

率同时体现了与母本具有高度的遗传同质性，可以

形成很好的育种材料；而抑制第一次卵裂诱导的雌

核发育二倍体一代即可实现纯合，是建立纯系的良

好办法。
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