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  尼罗罗非鱼( Tilapia)隶属于鲈形目( Perciformes)、鲈形亚

目( Percoidei)、丽鱼科( Cichildae) 的热带性鱼类, 是联合国粮

农组织向全世界推广的优良养殖鱼类, 已成为世界性的主要

养殖对象之一。由于繁殖快、成熟早, 养殖过程中极易造成

繁殖过剩, 密度过大, 个体过小等不利情况; 另外,尼罗罗非

鱼的雌雄个体之间具有明显的生长差异, 从而影响产量的提

高。目前解决这一问题最为理想的措施是单性养殖全雄鱼,

这样既可以防止过度繁殖,又可利用雄鱼的生长优势。但是

由于缺乏性别或性染色体特异的分子遗传标记, 遗传性别的

准确鉴定问题也一直是罗非鱼类性别控制研究中的一个难

点[1]。例如 , XX型/ 雄性0与 XY 正常雄性, XY 型遗传雄性与

YY超雄性不易区分。对一个群体所有个体的遗传性别进行

测交在实践中十分困难。全雄性罗非鱼高产育种路线早已

获研究成功[2] , 如能较好解决罗非鱼类性别鉴定问题, 无疑

有更广阔的应用前景。

AFLP技术是 1993年由 Vos 等人发明的一种 DNA 指纹技

术[3] ,它继承了限制性片段长度多态性( RFLP)与 PCR 技术的

优点,但省去了 RFLP 的繁杂过程,同时又克服了随机扩增多

态 DNA( RAPD)技术不稳定的缺点,因而该技术自诞生以来,

已成功地用于多种动植物的高密度遗传图谱的构建、分子标

记的筛选以及遗传多样性的研究[ 4 ) 6]。因此, 本研究从 DNA

水平入手,利用 AFLP技术,检测雌雄尼罗罗非鱼基因组 DNA

间的差异, 筛选与性别相关的 AFLP标记。与尼罗罗非鱼性

别相关的分子标记的获得, 具有一定的实用价值和理论价

值,为尼罗罗非鱼性别的鉴定提供技术基础。

1  材料与方法

11 1 材料  材料采自中国水产科学研究院长江水产研究所

尼罗罗非鱼原种鱼场(湖北 荆州, 1978 年长江水产研究所从

苏丹引进) , 通过解剖确定其性别。

11 2 DNA 的提取  取尼罗罗非鱼肌肉组织适量, 基因组

DNA的提取参照5分子克隆实验指南6的方法[7]。

11 3 AFLP 实验程序  AFLP 反应体系参照 Vos( 1995)等描

述的方法进行[ 3] ,并对其中影响实验结果的关键因素进行了

优化。AFLP接头及引物序列见表 1。

11311 酶切  样品酶切混合液包括: DNA 500ng、MseÑ 5U、

EcoRÑ 20U、10@ RL Buffer ( 100 mmol/ L Tris -HAc, pH 715, 100

mmol/ LMgAc, 500 mmol/ L KAc, 25 mmol/ L DTT , 250 ng/LL BSA)

4 LL、250 Lg/LL BSA 012LL,加 H2O至 40LL, 37e 下酶切 3h。

11 31 2 连接  酶切完成的每个样品, 加入 10 LL 如下的反应

液; Mse Ñ 接头( 50 pmol/LL) 110LL、EcoR Ñ 接头( 5 pmol/LL)

11 0LL、10 mmol/ L ATP 1 LL、T4-DNA 连接酶( 3 U/LL ) 015 LL、

10 @ RL Buffer 1LL、H2O 515 LL, 37 e 连接 3h。

11 31 3 预扩增  取 2LL连接完成的 DNA样品,加入 23 LL如

下混合液:Mse Ñ 引物(Mo 50 ng/LL) 1LL, Eco RÑ引物( Eo 50 ng/

LL) 1LL、10@ PCR Buffer (100 mmol/ L Tris-HCl, pH 813,15 mmol/ L

MgCl2, 50 mmol/ L KCl) 215 LL、Taq 酶( 5 U/LL ) 012 LL、dNTP ( 10

mmol/ L) 2LL及H2O 1613LL。混合后,在如下PCR条件下扩增:

首先95e 2min,而后按照95e 30s, 56e 30s, 72e 60s,循环30次。

预扩增完成后,用H2O稀释 20倍, - 20e 保存。
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表 1  AFLP接头及引物序列

Tab11  The sequences of AFLP adapters and primers

EcoRÑ 接头( Adapter) 5.-CTCGTAGACTGCGTACC- 3.        

        3.-CTGACGCATGGTTAA- 5

MseÑ 接头( Adapter) 5.-GACGATGAGTCCTGAG-3.         

       3. -TACTCAGGACTCAT-5.

预扩增引物( Pre-amplificat ion primers)              

Eo 5.-GACTGCGTACCAATTC-3.   Mo 5.-GATGAGTCCTGAGTAA-3.

选择性引物( Select ive primers)           

M1---CAA  M4---CTC M7---CTG   E1---AAC  E4---ACA  E7---AGG

M2---CAC M5---CAG E2---AAG E5---ACC

M3---CTA M6---CAT E3---ACT E6---AGC

11314 选择性扩增  取 2LL 稀释的预扩增混合液,加入 23 LL

如下反应液: EcoRÑ引物( 50 ng/LL) 1LL、Mse Ñ引物( 50 ng/LL )

1LL、10 mmol/ L dNTP 2 LL、Taq 酶( 5 U/LL) 012 LL、10 @ PCR

Buffer 215 LL、H2O 1613LL,混合后按如下 PCR程序扩增: 首先

95e 2min,而后按照 95e 40s, 65e 40s(每循环降低 017e ) , 72e

60s,循环 12 次,再按照 95e 40s, 56e 40s, 72e 60s,循环 30次。

1131 5 变性的聚丙烯酰胺凝胶电泳及银染  AFLP扩增产物

采用 5%的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳, 银染。

114  差异带的回收, 再扩增及测序  将差异带挖出转至 015

mL离心管中, 加 20 LL TE 溶液, 95e 15min, 12000 r/ min 离心

10min,以上清液作模板,用原引物进行 PCR再扩增。PCR 的

循环参数同AFLP选择性扩增。PCR产物经 2%的琼脂糖凝

胶电泳检测,回收的差异片断, 然后进行测序。

11 5 SCAR引物的设计及 PCR特异扩增  根据片段 A的测

序结果设计一对 20 bp和 25 bp 的正向引物和反向引物A1 和

A2。引物序列为 A1: 5. GAAATGAAAACAGGGTGAAG 3. ; A2:

5. TTCCTGTCTCTCTCCATCTCCATAA 3. ; 扩增程序为 94e 变性

4min, 然后 94e 45s, 65e 45s, 72e 30s, 40 个循环, 最后在

72 e 下延伸 10min, 4e 保存。

2  结  果

21 1 AFLP 结果

将雌雄各 10个的基因组 DNA 等量混合起来,组成雌雄

2 个基因池,用来筛选与性别相关的 AFLP 标记。49 个引物

组合共产生 3180 条片段,平均每对引物产生 65 条片段,候选

差异 DNA 片段 536条。去除产生片段太多或太少或者背景

较高的引物组合,挑选出 20 对引物进行进一步的分析。

使用两代尼罗罗非鱼( F1代和 F2 代)雌雄个体进行下步

分析。其中 FI代雌性尼罗罗非鱼 15 尾, 雄性尼罗罗非鱼 12

尾; F2代雌性尼罗罗非鱼 15 尾雄性尼罗罗非鱼 10 尾。经过

20 组引物分析, 引物组E4/ M5在 F1 代产生一片段, 大小约为

150 bp, 该条带在12 尾雄性中均存在, 在15 尾雌性中有 14 尾

缺失(图 1) ;在 F2 代中, 该条带在 10 尾雄性中也均存在, 在

15 尾雌性中有 13 尾缺失(图 2)。总体上两代 22 尾雄性尼罗

罗非鱼均存在该片段, 30 尾尼罗罗非鱼中有 27 尾缺少该片

段,占雌尼罗罗非鱼总数 90%。

图 1  F1代雌雄尼罗罗非鱼 AFLP分析

Fig11  AFLP profiles generated from 15 females and 12males of F1 O1niloticus with the E4/M5 primer

a ` :雌雄 DNA ; 箭头表示候选差异 DNA片段

a ` : DNA OF male and female; arrow shows candidate differential DNA fragments

图 2  F2代雌雄尼罗罗非鱼 AFLP分析

Fig12  AFLP prof iles generated from 15 females and 10 males of F2 O1 niloti cus with the E4/M5 primer

a ` :雌雄DNA; 箭头表示候选差异DNA片段

a ` : DNA OF male and female; arrow shows candidate differential DNA fragments
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212  AFLP 标记片段序列的测序

对该片段进行回收和测序, 片段的碱基序列如下所示,

该片段的长度为 148 bp。序列如下:

1  AGAGAATCTA  TTGCCATACA  TTGCTCCTTC  TTCCTCCCTC  TTTTTTTCCT

51 GTCTCTCTCC  ATCTCCATAA  CCGACTGCAT  GCACTCCTGT  CGTGGTAGTT

101 TACATTCCTT  CACCCTGTTT  TCATTTCCTG  TTACTCAGGA  CTCATCAA

213  SCAR引物的设计及 PCR特异扩增

根据片段A 的测序结果设计一对 20 bp 和 25 bp 的正向

引物和反向引物A1 和 A2,设计引物的位置没有从片段的两

个末端开始,而是向片段的中间靠拢了一部分。当退火温度

较低时,雌雄都出现扩增带, 无雄性特异带。直到退火温度

升到 65e ,非特异带消失, 20 个雄性样本都扩出一条特异

带,比特异 AFLP片段小, 大小约为 100 bp, 与预期片段长度

一致;而 20 个雌样本中,没有特异带出现(图 3)。

图 3  雌雄尼罗罗非鱼 SCAR扩增结果

Fig13  Amplification pattern of SCAR primer for twenty male O1niloticus and twenty female O1niloticus

3  讨  论

尼罗罗非鱼性染色体类型为 XX/ XY , 由于 Y 染色体存

在,在理论上雌雄染色体上存在差异。Carrasco 和 Penman[ 8]

利用电镜观察联会复合体 ( Synaptonemal complex SC) 对 XX

(性逆转雄性)、XY (常规雄性)及 YY (超雄性) 尼罗罗非鱼

进行核型分析 , 结果发现最长染色体末端的非成对区( Un-

paired segment)只在 XY罗非鱼中找到,而在 XX 和YY雄性中

没有此区,认为这个非成对区正是 XY型性别决定的中心。

我们采用 AFLP 方法筛选雌雄尼罗罗非鱼雄性特异片

段,筛选出的片段在雄性中比例为 100% ,但是雌性中缺失比

例高达 90% ,因此此片段应该与性别相关。雌性尼罗罗非鱼

中出现的该片段可能是发生染色体重组或者是遗传上的雄

性转变成表型上的雌性。

因为尼罗罗非鱼性染色体处于原始阶段,其性别决定也

会受到多种因数影响[ 9) 12]。Hammerman 和 Avtalion [13]根据对

罗非鱼不同种之间杂交和回交的实验结果 ,提出性别决定的

/ 常染色体平衡理论0。该理论认为调节鱼类性别的基因位

于性染色体和常染色体上,鱼类的性别是由染色体上雄性和

雌性的基因产物数量优势来决定。如果雄性决定因素超过

雌性决定因素,则雄性比例较高; 反之, 雌性决定因素超过雄

性决定因素,则雌性比例较高。环境温度对性别决定也有影

响,尼罗罗非鱼和奥利亚罗非鱼在高温( 34e ) 37 e ) 时, 产

生较高的雄性率,而莫桑比克罗非鱼则在低温( 19e 或 20e )

时能增加雄鱼比例[ 14 ) 16]。

通过比较基因组杂交和差减克隆研究 ,在鱼类中已经发

现了许多性别或性染色体特异的 DNA 片段(含重复序列 ) ,

为定位和鉴定性染色体, 以及鉴定鱼类遗传性别奠定了基

础。例如在剑尾鱼( Xiphophorus maculates ) [ 17]和非洲鲶 ( Clar-

ias gariepinus) [ 18]中也克隆出性染色体片段, 并以此为基础实

现了利用简单的 PCR 方法的遗传性别鉴定。我们实验中分

离出来的分子标记和以前报道的性别相关的微卫星标记都

代表了性别相关的 DNA标记[ 19] , 这些标记都可能被用来在

育种中产生单一性别的尼罗罗非鱼, 也能被用来研究原始性

别决定机制和常染色体和温度对性别的影响。
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