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摘要: 利用连续两代人工雌核发育操作, 构建了极具观赏价值的红白锦鲤人工雌核发育系。应用 6对微卫星引物

进行遗传标记研究,检测分析了该雌核发育系内个体间的遗传同质性及其基因座位的纯合度。实验结果显示, 11

尾经人工挑选具有相同表形、极具观赏价值的 F1 代性成熟个体的微卫星扩增图谱呈现出高度的一致性。同时, 随

机挑选的人工雌核发育 F2 代个体在所检测的基因座位均呈现纯合, 扩增图谱呈现了高度的一致,从分子水平上证

实了本实验所获得的红白人工雌核发育 F2代是一个纯系。
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� � 红白锦鲤( Cyprinus carpio L. )是一种极具观赏

价值的鱼类,在日本一向被认为是锦鲤的正宗,其体

表底色银白如雪,上镶嵌有变幻多端的红色斑纹
[ 1]

,

是1917年由兰木的五助以全身有红点斑纹的雄性

�樱斑�鱼与头顶有红色斑纹的雌鱼交配所得后代发

展而成的
[ 2]
。由于所有的锦鲤品系由杂交选育而

来,且在养殖和观赏过程中又主要是以色斑这一表

形特征进行挑选而分归于不同的品系, 因此, 即使表

形一样的个体,其基因型却存在极大的差异
[ 3]
。另

外,经杂交选育的锦鲤性状极不稳定,加之养殖条件

的限制,致使养殖者很难预测杂交子代的花色,只有

通过无数次选育,方能于千万尾中获得几尾具观赏

价值的锦鲤
[ 4]
。因此,通过人工雌核发育或从分子

水平上揭示其色素遗传机制, 构建一系列具有观赏

价值的纯系,使育种者能有效地预测和控制花色, 是

目前锦鲤育种中亟待解决的难题。

人工雌核发育是一种有效产生纯系的手段, 而

且在鱼类染色体操作、遗传分析以及性别控制等方

面具有潜在的应用价值。目前, 这种技术已被广泛

应用于各种养殖鱼类。迄今为止,研究人员已对二

十多种鱼类成功地进行了人工雌核发育研究
[ 5 � 7]
。

Taniguchi等
[ 8]
和 Gomelsky 等

[ 9, 10]
用人工雌核发育技

术初步进行了锦鲤色斑遗传规律的研究, 但仅局限

在用统计色斑的分布概率来推测锦鲤体表色素的遗

传规律, 没有采用分子标记来鉴别具有观赏价值的

锦鲤个体。另外, 近年来虽然有人将多种分子标记

用于锦鲤与鲤鱼其他品种间的亲缘关系
[11, 12]

分析,

但迄今为止仅本实验室将微卫星标记用来检测过锦

鲤不同人工雌核发育系的遗传差异
[ 3]

,而尚没有用

其分析锦鲤人工雌核发育纯系的报道。本研究利用

微卫星标记,分别检测了红白锦鲤人工雌核发育 F1

和 F2连续两代个体间的遗传相似性,并与两性交配

后代进行了比较分析。

1 � 材料与方法

1�1� 人工雌核发育锦鲤的获得 � 锦鲤的两次人工
雌核发育操作实验分别于 1999年, 2001年在武汉新

世界水族馆进行。所有人工雌核发育锦鲤的获得均

参照传统的人工雌核发育方法进行
[13 � 15]

, 主要步骤

是采用紫外线照射使取自于团头鲂的精子遗传失

活,将遗传失活的精子与红白锦鲤的卵子授精, 然后

在授精 3 � 5min 时用 0 � 2 � 冰水将受精卵冷休克

1 � 3min使第二极体保留, 诱导基因组加倍。由此

发育养殖而成的红白锦鲤被称为 F1代人工雌核发

育个体。在养殖过程中经过了几次人为挑选,最后

选取与母本花色相似或基本相似的红白个体经两年

养到性成熟。产卵前, 随机选取 11尾个体抽血用于

微卫星标记检测。其中 1尾经人工催产产卵后, 成
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功地进行了第二代人工雌核发育实验, 并获得了一

批F2代人工雌核发育红白锦鲤。待F2代人工雌核

发育锦鲤个体养到 10 � 15cm 时随机选取 6 尾个体

连同其父母本抽血, 同时作为对照,从一组由父母本

都为红白表型的两性交配后代中取 8尾个体与其父

母本一起分别抽血取样, 用于微卫星标记分析。

1�2 � 基因组 DNA的提取 � 基因组 DNA的提取参

照已报道的标准抽提程序
[ 16, 17]

进行, 并通过琼脂糖

电泳定量 DNA。

1�3 � PCR反应 � 采用了 Crooijmans等
[18]
分离的普

通鲤鱼的 6 对微卫星 DNA 引物, 分别为 MFW1、

MFW4、MFW7、MFW19、MFW24 和 MFW28, 各对引物

的编号、序列以及退火温度见表 1。PCR扩增反应

总体积为 25�L, 内含约 50 � 100ng 的模板 DNA,

0�2�mol�L 引物, 0�5U Taq 酶 ( Biostar International ) ,

0�1�mol�L的 dNTP 和 1 � Taq 反应缓冲液。PCR 反

应扩增程序参照 Crooijmans 等的报道
[ 18]
进行, 整个

反应为35个循环,每个循环包括94 � 变性30s,退火

45s, 72 � 延伸 60s,各对引物的特异退火温度见表 1。

首次循环前先预变性 4min, 最后一次循环结束后

72 � 延伸 7min。

1�4 � 扩增产物的电泳分析 � 10%非变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳, 5V�cm低电压低温电泳, 电泳完毕后用

溴化乙锭染色, 在 White�Ultraviolet Transilluminator

(UVP, Ultra�Violet Products)上观察、记录和分析。

2 � 结果

2�1 � F1代人工雌核发育红白锦鲤微卫星扩增图谱
采用 10%非变性聚丙烯酰胺凝胶,低电压低温

电泳分离PCR产物,效果较好。所采用的 6对微卫

星引物均能在锦鲤中稳定重复地扩增出相应的 PCR

产物,大小在 100 � 300bp之间(图1,图 2; 表 2)。F1

代人工雌核发育红白锦鲤扩增图谱显示, 11属个体

的 6对微卫星引物的扩增结果呈现了高度一致性,

与其表型都为红白所表现的一致性相吻合。例如,

若根据个体呈现的片段数及其大小来命名基因型,

那么MFW1在11尾个体中呈现的基因型为200�170;
MFW7在 11 尾个体中呈现的基因型为 240�206;
MFW19在 11尾个体中呈现的基因型为 148(图 1;表

2)。另外, 11尾个体在MFW4, MFW24和 MFW28的

扩增产物中呈现的基因型分别为178�144, 234�202和
68(表 2)。

2�2 � F2代人工雌核发育红白锦鲤微卫星扩增图谱
F2代人工雌核发育红白锦鲤是由以上分析的

11尾 F1代个体中的 1尾经人工催产成功产卵后,

进行了第二代人工雌核发育实验获得的。随机选取

6尾个体同其父母本用于微卫星标记分析。扩增图

谱显示,人工雌核发育组F2代个体的等位基因均来

自母本。例如,在MFW1的扩增产物中,母本呈现的

基因型为200�170,父本呈现的基因型为 150, 6尾F2

表 1� 6对微卫星 DNA引物的序列、特异退火温度和显示的基因座位数

Tab.1 � Sequence, specific annealing temperature, and the amplified loci number of six microsatellite marker primers

微卫星标记

(Microsatellite

marker)

引物序列

( Primer sequence)

重复序列

(Repet it ive sequence)

退火温度( � )

(Annealing

temperature)

基因座位数

(Number of

loci)

MFW1 5��GTCCAGACTGTCATCAGGAG�3� CA 59 2

5��GAGGTGTACACTGAGTCACGC�3�

MFW4 5��CACACCGGGCTACTGCAGAG�3� CA 64�5 3

5��GTGCAGTGCAGGCAGTTTGC�3�

MFW7 5��TCCAAGTCAGTTTAATCACCG�3� CA 64 2

5��GGGAAGCGTTGACAACAAGC�3�

MFW19 5��GAATCCTCCATCATGCAAAC�3� CA 64�5 1

5��GCACAAACTCCACATTGTGCC�3�

MFW24 5��GCTCCAGATTGCACATTATAG�3� CA 64�5 2

5��CTACACACACGCACAGCCTTTC�3�

MFW28 5��GATCCCTTTTGAATTTTTCTAG�3� CA 54 1

5��ACAGTGAGGTCCAGAAGTCG�3�
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图 1 � MFW1、MFW7、MFW19 3个微卫星标记对红白人工雌核发育 F1代的 11尾个体扩增出的典型的电泳图谱,

显示出选育后的人工雌核发育F1代呈现了高度的遗传同质性

Fig. 1 � Electrophoretogram of 3 typical microsatellite patterns produced by MFW1,MFW7 andMFW19.

The results show high homogeneity among 11 individuals of the gynogenetic F1 progeny with same phenotype

图 2 � MFW1、MFW7和MFW19 3个微卫星标记对红白人工雌核发育F2代的 6尾个体和两性生殖对照组 8尾个体所扩增出

的电泳图谱,显示出人工雌核发育 F2个体间与其母本高度一致,而两性生殖对照组个体出现了遗传重组

Fig. 2� Electrophoretogram of 3 microsatellite patterns produced byMFW1,MFW7 andMFW19.The results show that the 6 F2 gynogenetic individuals

possess highly identical DNA patterns to their mother, and genetic recombination has occurred in the control group of bisexual mating

6期 刘静霞等: 红白锦鲤人工雌核发育纯系的微卫星标记分析 559��



表 2 � 人工雌核发育 F1代, F2代和两性生殖对照组的基因型

Tab. 2 � Genotypes of art if icial gynogenetic F1 progeny,F2 progeny and bisexually mating control group

微卫星标记

Microsatellite marker

基因型及其等位基因( Genotype and alleles)

F1代 F2代 对照组

MFW1 1 � 200, 1 � 170 1 � 200, 1 � 170 1 � 200, 1 � 170

1 � 200, 1 � 190, 1 � 170, 1� 160

MFW4 4 � 178, 4 � 144 4 � 178, 4 � 144 4 � 190, 4 � 178, 4� 144

4 � 178, 4 � 144

MFW7 7 � 240, 7 � 206 7 � 240, 7 � 206 7 � 250, 7 � 240, 7 � 218, 7� 206

7 � 240, 7 � 206

7 � 250, 7 � 218

MFW19 19 � 148 19 � 148 19 � 160, 19 � 148

19 � 148

MFW24 24 � 234, 24 � 202 24 � 234, 24 � 202 24 � 240, 24 � 210

24 � 234, 24 � 202

24 � 240, 24 � 234, 24 � 210, 24 � 202

MFW28 28 � 68 28 � 68 28 � 68

子代个体均呈现了 200�170的基因型(图 2, MFW1;

表2) ;MFW7的扩增图谱显示,母本呈现的基因型为

240�206,父本无扩增产物, 6 尾 F2子代个体显示的

基因型也为 240�206(图 2, MFW7; 表 2) ; 在 MFW19

的扩增产物中, F2 子代个体与母本的基因型均为

148(图 2, MFW19;表 2)。微卫星等位基因为孟德尔

遗传, 因此, 根据 6对微卫星引物的扩增结果, 由孟

德尔遗传的分离和自由组合规律, 可以推测, MFW1

和MFW7两对引物的扩增产物应该属于两个不同的

基因座位,另外,扩增结果显示,MFW24的扩增产物

也分别属于两个不同的基因座位,若以等位基因的

大小表示, 基因座位可表示为 MFW24�234 和
MFW24�202,同时, MFW4的扩增产物分别属于 3 个

不同 的基因座 位, 即 MFW4�190, MFW4�178 和
MFW4�144(图谱未展示; 表 2)。而 MFW19, MFW28

的扩增产物应属于同一基因座位。

2�3 � 两性生殖对照组的微卫星扩增图谱
为了进一步证实这 6对微卫星标记为孟德尔遗

传且在两性生殖组合中发生了分离和自由组合, 选

用了一两性生殖组合作为雌核发育组的对照, 其父

母本也是表型为红白的个体。

扩增图谱显示, 在两性生殖对照组中,子代个体

等位基因均由父母本配子等位基因的自由组合而形

成,同时父本或母本的配子在形成过程中某些座位

出现了重组。例如, MFW1的扩增图谱显示,父本的

基因型为 200�170, 母本的基因型也为 200�170, 6 尾
子代个体显示的基因型为 200�170,而 2号个体显示

的基因型为 200�190�170�160(图 2, MFW1; 表 2) ; 在

MFW7的扩增产物中, 父母本分别显示的基因型为

250�240�218�206和 240�206, 7尾子代个体显示了三
种基因型,分别为 250�240�218�206, 240�206, 250�218,
其中2号个体显示的基因型为 250�218(图 2,MFW7;

表 2)。2号个体特异的基因型可能是因其来源于父

母本的配子在形成过程中出现了重组。

2�4� F1 代和 F2代人工雌核发育红白锦鲤个体基

因座位纯合度分析

扩增图谱显示, F1代和 F2 代个体的 6对微卫

星引物的扩增结果呈现了高度的一致,同时,在所检

测的微卫星座位,这些个体的基因都呈现纯合。实

验结果显示,MFW1的等位基因200和170,MFW4的

等位基因 178和 144,MFW7的等位基因 240和 206,

MFW24的等位基因 234和 202分别属于两个不同的

基因座位,由于一个微卫星座位的特异引物在纯合

的材料中只能扩增一条 DNA 带
[ 18]

, 因此, 这 11尾

F1个体在所检测基因座位均呈现纯合, 同时, 6尾人

工雌核发育 F2代个体不仅呈现完全一致的电泳图

谱,并且在所检测的微卫星座位基因均呈现纯合,该

结果从分子生物学的基础上证实了本实验所获得的

人工雌核发育F2代是一个纯系。

3 � 讨论

目前,日本人已培育了 13种基本花色的锦鲤品

系,利用 13个品种彼此杂交又产生了各种各样色彩

斑斓的锦鲤
[ 2]
。但困扰锦鲤养殖爱好者的难题仍然

是其选育。Kataoka曾指出,经验丰富的育种者即使

很仔细地进行锦鲤品系间的交配, 仍很难预测其子

代的色斑分化。因此, 育种者必须经过数十次挑选,

从数以千计的仔鱼中保留最有观赏潜力的加以养

560�� 水 � � 生 � � 生 � � 物 � � 学 � � 报 27卷



殖,并且其中可能只有 0�1� � 1�的个体可以作为
以后生产繁育的亲本

[ 4]
。这也是目前锦鲤价格随其

观赏价值的增长而成指数比例增长的原因。所以,

锦鲤育种急需解决的问题是揭示锦鲤色斑遗传的调

控机制,人为地控制锦鲤的色斑遗传。而纯合的品

系有利于构建基因图谱, 可提高分析质量性状遗传

的成功率
[19]
。因此, 培育锦鲤的纯合品系, 既可选

育一些具有优良性状的锦鲤用于以后的生产繁殖,

又可获得研究锦鲤色斑遗传调控机制的实验材料。

吴清江等和 Streisinger 等几乎同时研制出了一套完

整的以连续两代的人工雌核发育结合性别人工控制

建立纯系的完整技术方案
[5, 6]
。但是,在人工雌核发

育中还有很多问题需要解决, 对其操作过程和机理

的探讨再结合锦鲤的色斑分化研究,将有助于进行

更有效的操作以构建具有较高品位的锦鲤人工雌核

发育纯系。

人工雌核发育是一种快速有效产生纯系方法,

一次有丝分裂雌核发育相当于 8 � 10个世代同胞兄

妹交配,一次有丝分裂加一次极体雌核发育就可以

获得纯系
[ 5, 6]
。研究人员运用同工酶和转铁蛋白等

分子标记技术, 证实经过一代人工雌核发育后,家系

内个体的遗传同质性明显提高
[ 20]

, 但有一定比例的

杂合个体存在。Taniguchi等利用同工酶标记检测了

人工雌核发育锦鲤, 也检测出一定比例的杂合个

体
[ 8]

,与Nagy等的观点一致
[21]

, 并认为雌核发育子

代个体中存在的杂合现象是减数分裂导致的基因重

组造成的
[ 8]
。Young等利用 DNA指纹检测分析了单

性生殖子代个体的纯合度, 同时证实在某些座位仍

存在一定比例的杂合个体
[ 19]
。刘静霞等

[3]
利用微

卫星分子标记检则了来自 4个人工雌核发育 F1代

家系的20尾锦鲤个体, 也在某些座位检测出一定比

例的杂合个体。

利用微卫星标记检测了经选育的 11尾具有高

度观赏价值,表型极其一致的人工雌核发育 F1代红

白个体,结果显示, 与其表型相同,微卫星标记引物

的扩增结果也呈现了高度的一致,而且所检测的基

因座位均呈现纯合。这可能由于人工雌核发育操作

加速了基因座位的纯合, 同时, 红白 F1代人工雌核

发育锦鲤在养殖中结合表型选育又淘汰了一些杂合

的个体。本结果表明, 具有高度观赏价值的锦鲤可

以采用人工雌核发育技术路线结合其花色表形而获

得纯系。进而, 所获得的红白锦鲤纯系可为后续的

色斑遗传机制研究提供必要的实验材料, 所鉴定的

微卫星标记是进行锦鲤分子标记育种和基因组作图

的有用工具。
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MICROSATELLITE MARKER ANALYSIS ON ARTIFICIALLY GYNOGENETIC

PURE LINE OF RED�WHITE ORNAMENTAL CARP

LIU Jing�Xia, ZHOU Li,WEI Li�Hua and GUI Jian�Fang
( State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology ; Institute of Hydrobiology . The ChineseAcademy of Sciences, Wuhan � 430072, China )

Abstract:One pure line of red�white ornamental carp( Cyprinus carpio L. ) was produced by two successive artificial gy�
nogenesis with the combination treatment of UV irradiation sperm and cold shock ( 3 � 5 � ) to block second polar body

extrusion.The used heterozygous sperm came from bluntnose black bream( Megalobrama amblycephala Yih) . Six microsat�
ellite markers of the poly ( CA) type isolated from common carp were used to assess genetic homogeneity among individu�
als of the artificially gynogenet ic Red�Write ornamental carp pure line. Electrophoretic patterns showed that the six pairs of

microsatellite primers all produced well�identifiable DNA fragments, and their size ranged from 100bp to 300bp. In this

study, 11 individuals similar to their mother in the color phenotype were selected from the artificially gynogenetic F1 prog�
eny of Red�Write ornamental carps. The DNA fragment patterns of 11 individuals amplified by six primers were highly

identical. One of them was successfully induced to spawn, and the ovulated eggs were used to produce artif icial gynogenet�
ic F2 progeny. Six individuals were randomly sampled from the F2 gynogenetic ornamental carps to analyze their genet ic

homogeneity. As a control, 8 individuals reproduced from bisexual mating were also analyzed by the six microsatellite

markers. The results indicated that the 6 F2 gynogenetic individuals showed highly ident ical DNA patterns to their mother,

and Mendel� s genet ic law of the six microsatellite markers were demonstrated by the control group.The current study pro�
vides a new technique to produce pure line in ornamental carp.Moreover, the artif icially gynogenetic pure ling of red�white

ornamental carp will be useful for further studying on genetic mechanism of body color types in ornamental carp, and the

molecular markers will be able to provide some valuable tools for marker�assisted select ion breeding or gene mapping in

the ornamental carp.

Key words: Ornamental carp;Art ificial gynogenesis;Microsatellite;Molecular marker
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