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摘要! 利用同一尾牙鲆亲鱼的同一批卵子诱导减数分裂雌核发育二倍体和有丝分裂雌核发育

二倍体!同时用牙鲆精子做人工授精制备普通二倍体!作为对照组# 利用 &% 对微卫星引物对

普通二倍体和两种雌核发育二倍体进行遗传分析# 结果表明!母本基因型在 C 个位点为杂合!

$ 个位点为纯合# 普通二倍体有 # 种基因型!等位基因均来自父母本的随机结合!类型丰富&

母本与子代"子代个体之间的遗传相似系数分别为 %8"=$ C 和 %8=#% !!接近随机交配群体的

遗传相似度# 减数分裂雌核发育二倍体有 ! 种基因型!除在 & 个位点出现异于母本的纯合基

因型外!其他所有位点的基因型与母本完全一致&母本与子代"子代个体之间遗传相似系数分

别为 %8>?# # 和 %8>=> =!接近近交系的遗传相似度# 有丝分裂雌核发育二倍体有 $ 种基因

型!且全部为纯合型&母本与子代"子代个体之间遗传相似系数分别为 %8C%# $ 和 %8?"$ =!有

丝分裂雌核发育二倍体全部为纯合个体# 减数分裂雌核发育二倍体具有高度的遗传相似性!

适于固定母本性状&有丝分裂雌核发育二倍体纯合度高!适于作为制备克隆的亲本&两者具有

明显不同的遗传特性!均可作为特征不同的育种材料#

关键词! 牙鲆& 减数分裂雌核发育& 有丝分裂雌核发育& 微卫星

中图分类号! 1>&?'''''''文献标识码'-

''人工诱导鱼类雌核发育有两种方式!即减数分

裂雌核发育和有丝分裂雌核发育* 虽然同为雌核

发育!二者具有本质的不同* 减数分裂雌核发育是

经抑制第二极体排出而形成!其染色体组由雌性原

核和第二极体构成!为杂合子'有丝分裂雌核发育

是经抑制第一次卵裂而形成!其染色体组中一条是

以另一条为模板复制而成!遗传组成在理论上为纯

合!亦称双单倍体"T69P7;T THQ76HT#

(&)

* 两种雌核

发育诱导方式不同!遗传特性不同!因而在遗传育

种中的作用也有所不同*

利用染色体操作技术进行鱼类雌核发育诱导!

在国内外已有 $% 余种获得成功!其中多数为淡水

鱼类(&)

* 在海产鱼类中!仅完成减数分裂雌核发育

诱导的品种有梭鱼":9@475.49;dGKH7;hKfM#+河

"-1$#*.C.6 E79A4*$4752GFH7W6:#+黄盖鲽"J4"*6C*

;.B.3*"*1#和条斑星碟"Q1#*5=1#".51#4#等($ <=)

*

成功诱导有丝分裂的种类有牙鲆"%*#*7423$3;5

.74A*2195#+ 真 鲷 " %*@#.5."95"*K.## 和 欧 鲈

"!4216$#*#23957*D#*+#等(# <C)

* 牙鲆和真鲷在有

丝分裂雌核发育的基础上!再次诱导减数分裂雌核

发育!实现了雌核发育克隆(?!>)

* 上述研究多报道

雌核发育的诱导方法!如紫外线照射剂量!冷休克

温度和持续时间对孵化率的影响!以及雌核发育成

立的证明方法等*

关于牙鲆雌核发育的研究!田和男等(&%)利

用冷休克和静水压处理!建立了诱导牙鲆减数分

裂和有丝分裂的方法!并用同工酶证明了纯合子

的成立'ZGFGF6W6

(#)在诱导牙鲆有丝分裂的基础
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上!再次诱导减数分裂雌核发育!建立了牙鲆克

隆!并用@,-指纹图谱技术证明其克隆的成立'

徐成等(&&)对减数分裂雌核发育牙鲆两个基因座

位与着丝粒之间的重组率进行了探讨!提出减数

分裂雌核发育牙鲆存在杂合基因型!不能用于培

育克隆'朱晓琛等(&$)用微卫星标记评价了牙鲆雌

核发育二倍体的纯合性'季旭等(&!)用亲子鉴定的

方法对数尾纯合子进行了家系鉴别'尤锋等(&")探

讨了冷休克法和静水压法诱导牙鲆有丝分裂雌核

发育的条件'刘海金等(&= <&#)对减数分裂雌核发育

二倍体的胚胎发育进行观察!对减数分裂雌核发

育诱导条件进行了优化* 但是!关于牙鲆减数分

裂雌核发育与有丝分裂雌核发育的遗传差异研

究!迄今未见报道*

本文利用微卫星标记分析了牙鲆普通二倍体

":6OFG7THQ76HT!,@#+减数分裂雌核发育二倍体

"F;H6WHI]M:6];:;WHITHQ76HT!Xb@#和有丝分裂

雌核发育二倍体 "FHW6WHI]M:6];:;WHIT69P7;T

JGQ76HT!Xb@2#的遗传特性!比较了雌核发育二

倍体与普通二倍体的遗传差异!以及两种雌核发

育方式之间的遗传差异!以期为利用牙鲆雌核发

育进行良种选育提供基础数据和理论依据*

&'材料与方法

&'&(材料

实验以中国水产科学研究院北戴河中心实验

站牙鲆家系选育基础群亲鱼为材料* 利用同一尾

雌亲鱼的同一批卵子!通过人工授精制备 ,@!利

用染色体操作技术诱导Xb@和Xb@2*

,@的制备''雌性牙鲆亲鱼!= 龄!体重

" $=% ]'雄性牙鲆亲鱼!= 龄!$ $"% ]* 分别采用

人工挤压腹部的方法获取精液和卵子* 将稀释精

液与卵子充分混合!室温静置 $ FH: 后!加入

&# `海水激活!搅拌均匀!= FH:后放入网箱中孵

化* 用普通苗种培育方法培育*

Xb@的诱导''雌性亲鱼为制备 ,@的同

一批卵子'以真鲷精子作为异源精子!经紫外线灭

活* Xb@的诱导方法依刘海金等(&#)

* 用普通苗

种培育方法培育*

Xb@2的诱导''卵子与精子的来源与

Xb@相同* 参照山本
"

一(#)的方法!将灭活的

真鲷精液与卵粒充分混合!静置 ! FH: 后加入 &?

`海水激活! #% FH: 后转移至静水压力机

"="%#+!大岳!日本制#中!施压 #=% XBG!持续 #

FH:!之后将卵移至 &? `海水中孵化*

&')(基因组#$%提取

@,-提取材料为亲本和,@+Xb@+Xb@2的

#%日龄鱼苗各 !% 尾的腹面胸鳍!剪取后直接置于

<C% `冰箱中保存* 提取@,-时!将裂解液"=%

FF67A.,G47!!% FF67A.DOHKE247"Q2C8%#!$%%

FF67A.3@D-" Q2 C8%#! &i1@1! $%%

!

]AF.

BO6W;H:GK;e#加入剪碎的腹鳍中!=% `消化至澄

清!等体积的饱和酚n氯仿n异戊醇"$=n$"n&#抽提

一遍!$8=倍体积预冷的异丙醇沉淀!%8& F.?%i

乙醇清洗沉淀!D3溶解!<$% `保存待用*

&'!(微卫星引物

&% 对微卫星引物来源于牙鲆遗传连锁图

谱(&?)

!并根据其提供的牙鲆微卫星引物序列!由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成!合成

规格为$8=)@*引物名称+序列及退火温度见

表 &*

&'+(-.*反应及电泳

B4+反应体系"$=

!

.#包括 &% cd9NN;O$8=

!

.+X]

$ l

"$= FF67A.#&

!

.+T,DBK"各 $ FF67A

.#&

!

.+上下游引物"&% FF67A.#各 %8#

!

.+模

版 &

!

."!% _=% :]#+-*F @,-聚合酶 & *!加适

量 TT2

$

)*

B4+反应程序$>" `预变性 ! FH:'$C 个循

环!各循环包括 >" `变性 !% K!退火 !% K!?$ `延

伸 !% K'最后 ?$ `延伸 &% FH:!B4+扩增在

B3>?%% 型B4+仪上进行*

B4+产物使用 Ci非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳检测* 电泳结束后!加入 &i -],)

!

!染色 &%

FH:后!将硝酸银倒掉!用水冲洗 &= K* 加入显色

液"&i甲醛!$i氢氧化钠!%8%"i无水碳酸钠#

显色 &% FH:* 凝胶在2Q b"%&% 扫描仪成像!b;7E

BO6 -:G7Ma;O"8= 软件分析电泳谱带* 电泳条带

为 & 条!所检测个体在该位点视为纯合'若为 $

条!所检测个体在该位点为杂合(&C)

*

&',(统计指标

统计亲本与子代在不同位点的基因型!亲本

与子代+子代个体之间的遗传相似系数" ];:;WHI

KHFH7GOHWM H:T;V!b10#*

遗传相似系数$H'Mm$I

+;

L"I

+

lI

;

#

式中!I

+

+I

;

分别为两个体 ++;扩增出的总条带

数!I

+;

为两个体++;共有的条带数*

*$(
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表 &(微卫星引物序列#连锁群及特异退火温度

536'&(T0>:01"0#D8143E0E<9:B31?7B0"8=8"31103D81E @0;B0<3@:<09=;8"<973@0DD8@0B<8;0<7

位点

76I9K

引物序列"=oE!o#

QOHF;OK;k9;:I;"=oE!o#

退火温度" `#

G::;G7H:] W;FQ;OGW9O;

连锁群

7H:f ]O69Q

b;:dG:f

GII;KKH6: :68

Q67H$D*/

/$-4--D-bb-Db4-b4Db44D

+$--b4b4---DDbDD-DD44b

=? $$ -d%!?>?C

Q67H>D*/

/$b-D4Db4-b---4-4-4-4D4-

+$b4b-bDD4DD44D4---Db4

#$ = -d%!?>C%

Q67H&!D*/

/$4-44D44-bbDD4D-4-bD4b

+$D44Db4-4-b-bb-Db----

#% ! -d%!?>C$

Q67H$CD*/

/$-D4D444--4DbD4--D4-D4-

+$bD4b-bD44-bD-D4-4Db44

=? $& -d%!?>C#

Q67H!%D*/

/$b-b-4--444444--b---D

+$-D4-bbbD-DDbDDDDDb444

=? $ -d%!?>CC

Q67H&%&D*/

/$4D44-bD4-Db4D44--Db-Db-4

+$-bb-DbDDbD--Db--4-DDbDb-Db-

#% &% -d%C#">!

B67H&&#D*/

/$4---D4Dbb4---DDD-bb--D-bDbb

+$b-D-44DbbDb-D-4-bbDb--4-4b

=? C -d%!?>>&

B67H&!%D*/

/$b4bbDb-bb-4DDD-DDD4Dbb-4D

+$bDbbD-4Db4-b----b4b-4DbDD

#% & -d%!?>>#

B67H&!&D*/

/$D4D4D4Db4-4b-4b4DD-D44D-4

+$-bDbDbD4-44DbDDDbbD44---D

=? &$ -d%C#=$!

B67H>ECD*/

/$b-b-b-4-b--bbD4bD4--4bbD-

+$-4---b-44-4b-Db4---bDb-4

#" &= -d%!?>C>

$'结果与分析

)'&(基因型分析

采用 &% 对微卫星引物对亲本进行多态性位

点筛选!结果显示各位点均表现为多态!并分布在

&% 个连锁群上"表 &#* 利用上述 &% 对微卫星引

物对,@!Xb@!Xb@2的基因组进行B4+扩增!

所检测到的基因型见表 $* 在 Q67H&&# 和 Q67H$C

位点!,@的父+母本基因型均为纯合!其雌核发

育二倍体亦为纯合型!与母本完全相同!两者没有

差别'而在其他位点!亲本所检测出的基因型均为

杂合状态"除父本 Q67H&%& 位点外#* ,@中最多

出现 # 种基因型!全部来自父+母本!系父本和母

本等位基因的随机组合!组合类型丰富* Xb@

出现 ! 种基因型!除在 Q67H!% 和 Q67H&!% 位点部分

个体出现等位基因的纯合型!与母本不同外!其余

C 个位点所有个体的基因型与母本完全相同!类

型简单* Xb@2仅出现 $ 种基因型!母本在 &%

个位点的等位基因完全纯合!无杂合基因型'基因

型较Xb@更简单*

表 )(&] 个微卫星位点的基因型

536')(/019@CB03@&] ;8"<973@0DD8@0D9"8

位点 76I9K Q67H>ECW9N Q67H> Q67H&! Q67H!% Q67H&&# Q67H&%& Q67H&!% Q67H$ Q67H$C Q67H&!&

父本 QGW;O:G7

&"&A&=#

!

&"!A&>"

!

&$?A&>&

!

&$=A&"%

!

&C!A&C! &""A&""

&$?A&"&

!

&$CA&!?

!

&=%A&=%

&%!A&!>

!

母本 FGW;O:G7

&!#A&"?

!

&#"A&?#

!

&=CA&?=

!

&&>A&$=

!

&>>A&>>

&!>A&=$

!

&"&A&#!

!

&&?A&$&

!

&!!A&!!

&&$A&!&

!

,@

&"&A&"?

!

&"!A&#"

!

&=CA&>&

!

&&>A&"%

!

&C!A&>>

!

&!>A&=$

!

&$?A&"&

!

&!?A&!?

!

&!!A&=%

&%!A&&$

!

&!#A&=#

!

&"!A&?#

!

&$?A&>&

!

&$=A&"%

!

&C!A&C!

&""A&=$

!

&"&A&#!

!

&$&A&!?

!

&=%A&=%

&!&A&!>

!

&"?A&"?

&#"A&>"

!

&$?A&=C

!

&&>A&$=

!

&!>A&!>

&$?A&#!

!

&$&A&$C

!

&!!A&!!

&&$A&!>

!

&=#A&=#

&?#A&>"

!

&$?A&?=

!

&&>A&&> &""A&"" &"&A&"& &$&A&$&

&%!A&!&

!

&!#A&!# &=CA&=C &$=A&$= &=$A&=$

&"&A&"& &$?A&$?

母本 FGW;O:G7

&!#A&"?

!

&#"A&?#

!

&=CA&?=

!

&&>A&$=

!

&>>A&>>

&!>A&=$

!

&"&A&#!

!

&&?A&$&

!

&!!A&!!

&&$A&!&

!

Xb@

&!#A&"?

!

&#"A&?#

!

&=CA&?=

!

&&>A&&> &>>A&>>

&!>A&=$

!

&"&A&#!

!

&&?A&$&

!

&!!A&!!

&&$A&!&

!

&"&A&"&

&#!A&#!

母本 FGW;O:G7

&!#A&"?

!

&#"A&?#

!

&=CA&?=

!

&&>A&$=

!

&>>A&>>

&!>A&=$

!

&"&A&#!

!

&&?A&$&

!

&!!A&!!

&&$A&!&

!

Xb@2 &!#A&!# &#"A&#" &=CA&=C &&>A&&> &>>A&>> &!>A&!> &"&A&"& &&?A&&? &!!A&!! &&$A&&$

&"?A&"? &?#A&?# &?=A&?= &=$A&=$ &#!A&#! &$&A&$&

注$

!

为杂合基因型!未标记部分为纯合基因型*

,6W;K$

!

J;W;O6aM]69K!9:7GP;7;T ];:6WMQ;hGKJ6F6aM]69K8

!%(
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)')(纯合度与遗传相似系数

,@!Xb@!Xb@2中纯合个体所占比例明显

不同"表 !#* ,@仅有个别位点纯合的个体!不

存在 &% 个微卫星位点全部纯合的个体!母本与子

代+子代个体之间的遗传相似系数分别为 %8"=$ C

和 %8=#% !* Xb@在 Q67H!%+Q67H&&#+Q67H$C 位点

为纯合!其中在 Q67H&&#+Q67H$C 位点父母本为纯合

状态!其余位点仅个别个体为纯合'母本与子代+

子代个体之间的遗传相似系数为 %8>?# # 和

%8>=> =*Xb@2所有个体在 &% 个微卫星位点的

等位基因均为纯合!母本与子代+子代个体之间的

遗传相似系数为 %8C%# $ 和 %8?"$ ="表 "#* 结果

表明!,@的遗传相似系数接近随机交配群体'

Xb@遗传相似系数高!接近近交系水平!但纯合

度较低'Xb@2全部为纯合个体'遗传相似度较

Xb@低* 两种雌核发育二倍体均比普通二倍体

的遗传相似系数和纯合度高*

表 ! &] 个微卫星位点纯合个体数及所占比例

536'!($:;60<31?B<9B9<@8919=A9;9UCE9:781?8M8?:3D3@&] ;8"<973@0DD8@0D9"8

基因座

];:;76I9K

普通二倍体

,@

个体数

:686NH:TH\HT9G7K

比例"i#

QO6Q6OWH6:

减数分裂二倍体

Xb@

个体数

:686NH:TH\HT9G7K

比例"i#

QO6Q6OWH6:

有丝分裂二倍体

Xb@2

个体数

:686NH:TH\HT9G7K

比例"i#

QO6Q6OWH6:

Q67H>EC &"A!% "#8#? $A!% #8#? !%A!% &%%8%%

Q67H> %A!% %8%% %A!% %8%% !%A!% &%%8%%

Q67H&! %=A!% &#8#? $A!% #8#? !%A!% &%%8%%

Q67H!% $%A!% ##8#? !%A!% &%%8%% !%A!% &%%8%%

Q67H&&# &"A!% "#8#? !%A!% &%%8%% !%A!% &%%8%%

Q67H&%& &#A!% =!8!! !A!% &%8%% !%A!% &%%8%%

Q67H&!% =A!% &#8#? CA!% $#8#? !%A!% &%%8%%

Q67H$ &"A!% "#8#? &A!% !8!! !%A!% &%%8%%

Q67H$C &=A!% =%8%% !%A!% &%%8%% !%A!% &%%8%%

B67H&!& %A!% %8%% &A!% !8!! !%A!% &%%8%%

表 +(母本与子代"子代个体之间的遗传相似系数

536'+(/010@8"78;8D3<8@C 81?0K 60@O001?3;31?

9==7B<81E 31?3;91E 9==7B<81E

遗传相似系数

b10

普通二倍体

,@

减数分裂二倍体

Xb@

有丝分裂二倍体

Xb@2

母本与子代

TGFG:T 6NNKQOH:]

%8"=$ C %8>?# # %8C%# $

子代个体

GF6:] 6NNKQOH:]

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

!'讨论

为了避免不同亲本对诱导雌核发育所产生遗

传差异的影响!本研究将同一尾亲鱼的同一批卵

子分成 ! 部分!同时制备了两种雌核发育和一种

正常受精的子代!以便于进行相同遗传背景下的

比较* 结果表明!,@基因型来自父母双方!无 &%

个微卫星位点全部纯合个体!遗传相似系数接近

%8=!与随机交配的概率基本一致(&>)

* Xb@和

Xb@2的纯合度和遗传相似系数显著高于 ,@!

二者具有显著不同的遗传特征*

Xb@基因型与母本基本相同!在 Q67H&&#+

Q67H$C 位点!母本为纯合!其雌核发育子代也为纯

合'其他位点!母本为杂合!其雌核发育子代也全

部为杂合'亲本与子代+子代个体之间的遗传相似

系数接近近交系水平* 近交系是经过至少连续

$% 代的全同胞兄妹交配培育而成!品系内所有个

体都可追溯到起源于第 $% 代或以后代数的一对

共同祖先($%)

* 理论上!近交系的遗传相似系数为

%8>C#* 西双版纳小型猪第 &" 代 (1亚系的 ! 个

家系内相似系数为 %8>%C % _%8>?> %

($&)

!剑尾鱼

+̂ E2系 &= 代个体在 $% 个微卫星位点的平均遗

传相似系数为 %8>=& C

($$)

* 与哺乳类和水生实验

动物相比较!Xb@亲子间的遗传相似系数为

%8>?# #!表明只经过一代减数分裂雌核发育即可

具备很高的遗传相似度* 利用鱼类雌核发育的这

一特点!筛选经济性状优良的母本!通过雌核发育

技术固定母本性状!可以加快新品种或新品系的

培育进程!缩短选育周期*

此外!从育种学角度!连续多代诱导减数分裂

雌核发育!将提高遗传相似系数!虽然是杂合子!

但是亲本的遗传特征已被固定!其子代个体数量

$%(
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性状表现一致!个体之间差异较小!可以作为良种

选育的一种有效方法* 其原理为!减数分裂雌核

发育二倍体在远离着丝粒的位点!等位基因之间

易发生重组交换!多表现为杂合'而距离着丝粒较

近的位点!等位基因之间不易发生重组多表现为

纯合* 因此!重复多次减数分裂雌核发育后!距离着

丝粒近的位点!等位基因为纯合型!而距离着丝粒远

的位点!等位基因为杂合型!所有个体在不同位点形

成的等位基因纯合型和杂合型都将被固定下来($!)

*

现已有报道!虹鳟"062.#3;62395";B455#连续 $ 代

诱导雌核发育后!子代具有与母本高相似性的特

殊体型($")

* 真鲷经连续 ! 代雌核发育后!子代采

用微卫星技术进行检测!基因型虽然没有纯合!但

是相似度却有较大提高($=)

*

在,@仅有个别位点纯合!无完全纯合个体

出现'而Xb@2在 &% 个位点实现了等位基因的

完全纯合!无杂合个体出现!表明该种雌核发育方

式只需经过一代即可实现鱼类基因位点的纯合*

在养殖品种的基因池中!为消除有害的隐性等位

基因!实现纯合是最有效的途径* 在传统育种上

使用近交方式逐渐实现纯合!一般需要连续几代

的全同胞交配($)

* 本研究结果表明在鱼类育种

中!诱导有丝分裂雌核发育将是最便捷和有效的

方法!即一代可实现不同位点等位基因的全部

纯合*

抑制第一次卵裂的 Xb@2是阻止了体细胞

分裂而使染色体组加倍!即使发生重组!其所有的

基因位点也都为纯合* 因此!有丝分裂雌核发育

个体都具有一套独立的染色体组!个体之间差异

较大($!)

* Xb@2的遗传相似系数比 Xb@低就

是这个原因* 减数分裂雌核发育的二倍化是基于

对核配对前卵母细胞的操作"抑制第二极体的排

出#!而有丝分裂雌核发育是对核配对后合子的

操作!将单倍体加倍形成双倍体!实现了纯合但并

不是克隆!因为在母本配子形成过程中发生染色

体的分离与重组!导致纯合个体具有不完全相同

的等位基因* 纯合的个体再经过一次雌核发育才

能形成独立的纯合克隆系(>)

* 完全纯合个体即

使发生重组!因是相同的等位基因交换!所以诱导

其减数分裂也对克隆的制备没有影响* 通过此种

方法已经制备了斑马鱼"O#*23;C*64. #1#4.#

($#)

+

青
!

"0#;<4*57*$4=15#

($?)

+鲤"?;=#46952*#=4.#

($C)

+

罗非鱼"0#1.23#."45647.$4295#

($>)等数种鱼类的

克隆*

Xb@2虽然可以一代实现纯合!为诱导克隆

奠定良好基础!但是其诱导+培育和成熟等过程成

活率相当低!建立克隆十分困难* 为此!曾有学者

提议!用连续多次诱导减数分裂的方法!提高遗传

相似性!也可以实现固定母本优良性状!达到良种

选育的目的($!)

* 鉴于 Xb@和 Xb@2各有鲜明

的遗传特征!只要诱导成功!都可以在固定母本性

状和制备克隆上发挥重要作用!两者均可以成为

品种选育的优质素材或优良品系*
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