
第9卷第3期

友剧年9月

上海水产大学学报 VoL9， No.3 

JOVRNAL OF SHANGHA1 F1SHERlFS UNIVERSITY 

立章编号， 1刷7271(2000)03 由54-05
.综述·

微卫星分子标记技术在鱼类遗传连锁图谱

构建中的应用

se机2000

The application of microsatellite teclmiqn四in construction of 

flSh genetic Iinkage-map 

杜长斌1 楼尤东2沈俊宝3开孝文3

(1华东理工大学生化研究所， 上海 X皿37; 2上海水产大学渔业学院， 上海 2脱1090; 3黑龙江水产科学

研究所，黑龙E哈尔演 四万扣。)

DU cl吨b时，ωu Yun由'ni， SHEN Jun-l旷， SUN xi排wen3
(1. BiochemicaJ制问， ECUST，孰吨!wi2(皿37，。山na; 2. Fi3her四""峙， SFU，报吨!wi2(顺酬， China; 

3. Hei阳也阳ng Fi3岭1)' &search lmtitute， ot月，H.ro肌 15OO7û，由iM)

关键词:微卫星，遗传连锁图谱;鱼类
Key啊宽由m圆明a时Iite;替netic li啤age-map;自由

申圈分类号，回17 文献标识码， A 

分子遗传标记是建立遗传连锁图谱的基础，也是探索动物遗传的分子机理及克隆未知基因的基础。
未来将是以基因组为基础的生命科学，而分子遗传标记是进行基因组研究的向导和路标。 微E星(Mi
回回atelli时是指以少数几个核昔酸(一般为2- 4bp)为单位多次串联重茸的DNA序列。 微E星具高十分
丰富的事态性[ll杂告度最高可达100%，每代变异超过2%[2J。 微卫星升析可以提供分辨率达一个碱
基时差异的信息[剖，且等位基因的条带易于识别和解释，能够比当前所有的分子标记带来更多的信息
量问]和信息质量，非常适用于亲缘关*'很近物种的遗传分析，井首先在人类和小鼠中构建了以微卫星为
主的分子连锁图谱I5610鉴于嗷卫星在遗传连锁图谱构建中的巨大潜力，本主就微卫星在几种鱼类遗传
连锁图谱构建中的进展作 简要介绍，并分析了其在水产养殖上的应用前景。

1 微卫星分子标记的发展简史

早在20世纪70年代，人们已检测到了小鼠体内的重复序列o 1980年Wyman和White[l]在进行人类
基因士库研究时，偶然发现人类基因组中存在著某些高可变区(Hypervariable r咱刷) ，此后，在人的膜岛
章基因、a-珠蛋白基因以及c�Ha�ras痛基因附近均发现了这种高可查区。 Hama血[7.8J在19 82年首位
在人心肌肌动蛋白(Ha-25)的内吉于中盘现了一个重复25性的t序列。 同时指出，这一序列在真核
生物的基因组中广泛存在。 这→发现为T阳恒和Renz[9] 所证实。 在真核生物中，大约每隔10旬到kb就
有1个微E星[3J且徽E星在基因组中的分布是随机的，在内吉子、编码区以及染色体上的其他任一区
域均有分布[则。 早在1985年J曲叩[10]等人应用人类卫星DNA核心区DNA序列为探针，与不同物种的
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高度可变区(即重复DNA)杂交，显示出较高的灵敏匪，能区分除同卵孪生于以外的个体，在家罪分析与
个体鉴定方面得到广泛应用。 这项技术在植物中己用于遗传作 图和种质鉴定，如大亘[lI]、玉米[12]、番
茄[13J、葡萄[叫、苹果[lsl和小主[.]等。 1990年以来，微卫星在尼罗罗非鱼(伽chromi.s niloticus) �宽帆酬

(Po<cüú>阳>ipinna)、棘胸鱼(Hop!ω时us aùantiω)、大鳞大麻哈鱼(0，阳而oynchω阳町弛川、三棘刺鱼
(向阳唰ω 配由at�)、大西洋娃(salmo础，)、牙解( Parolic，叭rys ol刷刷 )[9]和鲤鱼(Cyp�叫ω)l始]
等多种鱼类得到应用，井对虹蜻(由1COrhynchus町协s )[17]、斑马鱼(Broc峙巾nic rerio)[18，19J和尼罗罗非
鱼[泪，21]、鲤鱼[J6]构建了以微卫星为主的遗传连锁图谱。微卫星技术在水产动物种质贤源研究和遗传育
种方面将越来越发挥它的重要作用。

2 微卫星分子标记的原理和图谱构建方法

2.1 微卫星分子标记的原理

获得微E星序列一→，设计寻i物一→PCR扩增一→Jft扩增产物进行分析。
2.1.1 微卫星序列的获得

获得生物基因组中某个特定微卫星旁侧序列是微卫星位点分析的关键，微卫星序列藐得的途径一
般有两 种①用经典的分子生物学方法构建富吉有微卫星位点的基因组文库[22j;②通过检索由n

Bank、日fBL和DDBJ等DNA序列数据库获取微卫星引物。
2.1.2 设计引物

由于微E星两 侧的序列在同一物种间是高度保守的，因此，据此设计的引物应具有高度的专一性。
可用束扩增同 物种，其直不同物种的微卫星片段。 每矗引物的长度 般为17-25年。
2.1.3 PCR扩增

由于是序列特异性扩增，产物片段的重现性和稳定性都较好。 但值得注意的是只要优化I'CR扩增
条件便可获得清晰的是带。
2.1.4 对扩增产物进行分析

最初的微卫星扩增产物使用分辨率较高的罪丙烯酷黯凝胶电站，通过放射性自显影显示结果，此方
法虽然灵敏度高，但同位章的使用对人具有害的，随后使用银染法来检测扩增产物达到了同样雄果，避
免了同位章的使用。 最近，高浓度琼脂糖凝肢(3%-5%)电瞌已初步技人使用，且显示出多态性，使得
微卫星的检测更加简便。
2.2 方法

2.2.1 构建过程

图谱构建基本过程是z①选择适当的作 图群体和合适的分子标记，②确立分于标记连锁群，③基因
排序和遗传距离的确定。 种生物最终构建的连锁群的数目应该等于该生物的单倍体染色体数。
2.2.2 构建万法

构建遗传图谱的方法主要有草草分析法和单配子陀R分型技术[刻，却]。 草草分析法是通过后代体
细胞的基因型来推断章本减数分裂(精子或卵子)基因型，该法主要有三方面的缺陷:世代间隔长，后代
数目少，事态信息吉量(PIC)低。 统计分析表明，家革分析最高能使检测的遗传图距精确到1，册，而要达
到比这l!A的遗传图距需要检测数目庞大的后代个体，这在实际中难以做到。

最近盎展起来的单配于I'CR分型技术在生物遗传图谱构建中显示了广阔的应用前景。 此法可在
短时间内将单个配于的DNA扩增到足够分析的量，来自双杂合于(如ab//++)亲本的一个配于(.b/或
+ +1)与该配于所产生的一个后代连锁信息是相等的，因此分析双杂古子亲本单个配子两 位点的基因
型就可计算出此两位点问重组率。 该方法可以使遗传图距精确到O.lcM，同时避免T构建高精度图谱
需要检测数目庞大的个体。单配于PCR分型技术已经卓有成效地应用于人类、牛等微卫星DNA遗传图
谱构建。
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单配子PCR分型技术应用于鱼类具有独到的优点，因为鱼类的家革分析较为困难，但鱼类的单配
子易于获得，单个卵于分型技术尤其适合于鱼类的基因图谱构建油剧。k由e>m证明微卫星DNA在应
用单配于PCR分型技术掏建高精度遗传图谱方面具有广泛的潜力[刀]。 由于微卫星是共显性遗传，对亲
本的扩增结果易于找到杂告位点，可应用此亲告微卫星标记去构建基因连锁图谱。

3 遗传连锁图谱构建的发展简史

最初的遗传图谱几乎都是根据诸如形态、细胞、生理和生化常规标记来构建的。 这些能够用来作固
的遗传标记的数量极为高限，因此，发展极为缓慢，且仅限少数种类，图谱分辨率极低，表现标记少，图距
大，饱和度低，应用价值不大。随着DNA双螺旋结构的提出租置白质空间结构的解析，特别是重组DNA
技术的问世，在分子在平上构建基因连锁图谱成为可能。

在遗传领域，利用分于在平上的变异，作为遗传标记进行连锁图谱构建取得重大进展。 构建基因图
谱是基因精确定位和分析基因间距离所必不可少的环节。 认识到生物个体之间的DNA序列的差异可
以作为标记井用于作图的研究始于Bostein[剧，19田年，他首次提出了利用盯11'，标记构建遗传图谱的
设想。 P回tlethwait J H等[!S]用401 个RAID.;标记和13个SSR标记构建了斑马鱼的遗传连锁图谱，平均
间隔5 .8cMa 饱和度远远超过以前的常规标记图谱。 虽然AFl且是显性标记且用于部分遗传图谱(主
要是植物)的构建，但在大多数杂交组合中全降低标记的信息量，在 各实验室间和各物种之间不昂比较。
这样由不同的杂交组合产生的AF11'，标记定位犹为困难。 在植物上DNA分子连锁图构建工作的发展
速度超过了动物的同类研究，这主要是因为，在植物上可以根方便的建立租维持较大的分离群体。 随着
DNA分于标记技本的发展，越来越多生物的遗传连锁圈谱得以构建，图谱上标记密度也越来越高，特别
是最近发展的微E星标记，因其丰富的多在性和信息量，而被广泛应用，井首先在人类和小鼠中构建了
以微E星为主的分子连锁图谱[5，6]。

4 微卫星DNA分子标记在鱼类遗传图谱构建中的应用

微E星是在20世纪90年代后期才被用于染色体作图。 对于构建 个有用的遗传图谱，应该包古
有丰富的遗传标记，且均匀分布于整个基因组和具有高度多志性，在不同的实验室间易于识别。 而微卫
星恰恰具有这些特点。 微卫星引物的高通用性[酬，使在不同种或科的动植物中进行比较遗传图谱构建
成为可能，微卫星标记的共显性，不仅简化了分析过程，且利于不同作图群体间的标记转换[14]和从遗传
图谱向物理图谱的过髓[JO]。 到目前为止，已建成的鱼类微卫星图谱已有虹蝉、斑马鱼、尼罗罗非鱼和鲤
鱼。

4，1 斑马鱼微卫星遗传图谱

pα.Ùethwait等[惚]于1994年构建了斑马鱼的遗传重组图谱，平均间隔5 . 8 cM，并对致死费圭和形态
吏变进行了图谱定位。 这对于基因的定位直隆和脊椎动物的基因组的进化研究有重要意义。 Knapik
等[19J用7臼个SSLP，标记构建了斑马鱼的相对完全的遗传连锁图谱。 该图谱以平均为3.3cM 的精度覆
盖了斑马鱼刀5O，M 基因组，对于每 个染色体均有一个标记连锁群。 该遗传图谱已经由体细胞杂交和
半四分子分析着丝位作图所证实。 提供了 种实验室之间比较不断发展的遗传标记的可靠依据。 为定
位和克隆与脊椎动物量育至关重要的600多个斑马鱼基因提供了向导和路标，也为斑马鱼物理图谱的
构建奠定了基础。
4.2 尼罗罗非鱼微卫星遗传图谱

险�h町等[31] 从一个雌性个体衍生的41 个单倍体胚胎中分离了62个微卫星位点和112个AF11'标
记，井通过在单倍体后代中研究多事性标记的分离而构建了尼罗罗非鱼的遗传图谱.95%的微卫星标记
是连锁的，该图谱以30个连锁群覆盖了22 个染色体，平均23.5 cMo 整个基因组达704 Kos皿bi cM。 每
个连锁群的标记数 从2-2 8不等，其中M个连锁群至少吉有 个微卫星标记。Kocher根据遗传距离运
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15cM的标记的数目，估计该图谱的总长为lC剧 12因而。 这对单位点图谱构建和数量性状定位是 个
起点。Hrn抽烟n等[刻]应用雌核发育(通过抑制第二次减数分裂产生的二倍体后代)为尼罗罗非鱼6个同
工酶位点、性别决定位点和两个体色位点绘制了基因 着丝控距离图谱，引人注意的是 些基因和着丝
粒重组达1∞%.说明存在高度干涉。 Komen[32J在鲤鱼租Allendorf等在虹蜡[刀l也盎现了同样现象。 现
重组于和在斑马鱼中大于1∞，M的连锁群[34]的发现，证明了在真骨鱼类双重组是可能的。 由此可见，
基因和着丝粒商度干带在鱼类是普遍存在的现象。 这样，如果要确定全部图谱的长度，对于干涉值的准
确估计犹为重要。

4.3 虹蹲遗传连锁图谱

Ymmg等[21J在1998年首次报道了由两个雄核发育 纯系"C削"和"Arlee"杂交产生的杂种再经雄核发
育 获得的76 个加倍的单倍体虹蝉的详尽的遗传连锁图谱。 31 个主要连锁群和]1 个小的(标记盘<5
个)连锁群由476个标记覆盖。 最小基因组大小估计是2fJ27 . 5cM。 性别决定位点定位在-个连锁群的
远侧端，加倍的单倍体虹蹲革和连锁图谱构建为进-步的基因组研究打下了墓础。

4.4 鲤鱼遗传连锁图谱

200l年，孙效立和梁利群[16}首次构建了鲤鱼的遗传连锁图谱，图谱吉有RAP D分子标记56 个，
SSlP分子标记11 5 个，鲤鱼的基因标记91 个，该图谱由50 个连锁组构成，连锁图给出的鲤鱼的基因组
大小在5 789 cM左右，其中最大的连锁组为347 cM，最小的连锁组为17 cM。 该图i吉最有特色的是一些
与鲤鱼经济性状相关的基因得以定位，为进 步的数量性状定位和单基因克隆打下基础[16)。

5 展望

目前，大部分微卫星遗传图谱都来用单倍体作图，但单倍体作图能够检测的表型少，对于配R扩增
出的多恶性标记提供的功能信息量高限，因此，对于编码同工酶、性别决定、体色等基因位点的信息知之
甚少。 通过抑制第二次减数分裂而使单倍体加倍成为二倍体井发育至较大的阶段或许有用。 另外大部
分微卫星遗传图谱是处于分于标记的初步连锁群构建阶段，目前我国的养殖鱼类中仅有鲤鱼进行这方
面的研究，且仅对少数有用的基因位点进行了定位。 对于大多数鱼类有重要经济价值的基因位点(抗
事、抗病等)的定位尚有 定的距离，徽卫星分子标记辅助育 种，虽然前景广阔，但就目前而言，主要的养
殖鱼类还没有进行这方面的研究，我们应该在微卫星发展的方兴未艾之时，抓住机遇，迎头赶上。

虽然鱼类的基因组大小约是 lxlo' 峙，但基因遗传距离和物理距离井不相关。 生物染色体上基因
之间交换和重组除与遗传距离有关外，还受许多其它因素的影响，因此，遗传图谱中基于重组率所确定
的遗传图距具再相对性，即它井不直接反映DNA的核昔酸甜数，在不同的生物的遗传图谱上，或者在同
一遗传图谱的平同区域，每一图谱单位所代表的实际核昔酸对数往往存在很大的差异。

为了更加精确的基因定位，有必要发展鱼费的物理图谱。 物理图谱是反映生物基因组中基因位点
或标记间的实际距离的图谱，图谱单位为Kb 或者Mb.. 随着越辈越多分于标记的投入使用，特别是徽卫
星在图谱构建中的巨大优势，鱼类的物理图谱的构建矗渐有了可能@事实上.1如kmonn 等[171在1990年
就提出在真核生物中广泛构建以微卫星DNA位点为基础的序列标志DNA位点(S呵U�α�ta酵dmi
crosatellite si幅.S1晒)物理图谱的设想。

我国是水产养殖大国，高密度靠的化养殖带来的鱼、虾病害是阻碍水产业发展的重大问题之一，不
少学者已在抗性育 种方面做了很多工作，如沈俊宝等[35J用抗聋的黑龙江野鲤和荷包红鲤选育出了能够
稳定遗传的荷包红鲤抗事新品罩，楼允东[览]选育 出了高邮杂交回井时其及其亲本的遗传 形状进行了比
较，为用分于标记辅助育种提供了依据。 但传统育 种技术在抗性育 种研究上收效甚微，以看型性状为选
择手段的育种技本选择强度低，对低遗传力性状如数量性状的选择是无效或低效的。 微卫星分子遗传
连锁图谱的构建使数量性状定位进而分于标记辅助育种的操作更加可行，构建以微卫星为主的鱼类分
子标记图谱必将会对在产养殖抗性育 种研究起着重要促进作用。
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