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� � 异源四倍体鲫鲤是从红鲫和湘江野鲤的杂交后代选育

出来的, 已经形成了一个遗传性状稳定的四倍体鱼新种

群[1 � 6]。用异源四倍体鲫鲤(雄性)和二倍体白鲫 (雌性) 生

产的三倍体湘云鲫已经在全国推广应用。因此, 如果能够了

解异源四倍体鲫鲤的性别分化机制, 人为地控制异源四倍体

鲫鲤的性别分化,生产出大量的� 超雄鱼� , 这对于三倍体湘

云鲫的产业化生产有重要的意义。刘少军等[ 3]对异源四倍

体鲫鲤的染色体组型进行了分析,并没有发现异源四倍体鲫

鲤有明显的特化的性染色体,这说明通过细胞遗传学研究异

源四倍体鲫鲤的性别遗传机制是有困难的。

寻找性别特异的 DNA 片段, 作为性别决定遗传基础的

分子标记是一种简捷的鉴别方法。RAPD技术由于具有操作

简便、实验成本低、快速等优势,是研究性别特异性标记的一

种极其重要的工具[ 7� 8]。应用 RAPD技术来寻找性别特异性

片段的研究工作在中华绒螯蟹、鸟类、鱼类已经有一些成功

的报道[ 9 � 13]。而在国内虽然有不少学者应用 RAPD 技术来

寻找鱼类的性别标记[14 � 15] ,但是到目前为止,尚未见到成功

的报道。作者利用 RAPD分子标记对雌雄异源四倍体鲫鲤

进行了研究,发现了一条与雄性有关的特异性标记。本研究

发现的雌雄差异的 RAPD标记, 为进一步探讨异源四倍体鲫

鲤的性别决定机制奠定了基础; 同时, 还可以作为分子遗传

标记,用于异源四倍体鲫鲤早期性别鉴定的研究。

1 � 材料和方法

1. 1� 实验材料 � 异源四倍体鲫鲤取自于湖南师范大学国家

四倍体鱼种质资源保护基地,为红鲫和湘江野鲤的杂交后代

F10,经染色体检测,其染色体均为 4n= 200。雌雄异源四倍体

鲫鲤各取 10尾, 均要达到性成熟。实验鱼取来以后, 先从实

验鱼的尾静脉中取新鲜血液, 作为基因组 DNA 抽提的实验

材料;然后解剖活鱼, 查看性腺, 确定异源四倍体鲫鲤的性

别,并做好标记。

1. 2� 基因组 DNA的提取、RAPD 扩增及产物的检测 � 雌雄

异源四倍体鲫鲤基因组 DNA的提取和浓度、纯度及分子量

的检测以及 RAPD反应体系、扩增条件和 RAPD 扩增产物的

检测同以前的报道[ 5]。

1. 3� 引物的筛选 � 采用 120 个随机引物 ( G、C 含量一般为

60% � 70%) , 以雌、雄性异源四倍体鲫鲤 10 个个体的 DNA

分别等量混合构成的雌、雄性 DNA 池为模板, 同时进行

RAPD扩增,筛选出重复性好、带型清晰明亮且雌、雄性 DNA

池有差异的随机引物,对雌性和雄性异源四倍体鲫鲤群体的

每个个体进行 RAPD扩增, 验证这种差异是由雌雄性别差异

引起的还是由于异源四倍体鲫鲤的个体多态性引起的。

1. 4� 目的片段的克隆和序列测定 � 切下琼脂糖凝胶板上的

目的片段, 用 DNA Gel Purification 试剂盒 (上海生物工程公
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司)纯化回收 PCR 产物; 纯化后的产物用 pMD18�T 载体进行

连接反应,连接产物转化大肠杆菌 DH5a的感受态细胞后, 涂

布于含 IPTG 和 X�gal 的选择平板上, 倒置培养过夜。挑白

斑,纯化质粒, 经 Sal �、Sba �双酶切鉴定, 并以质粒为模板

进行 PCR扩增检测, 将 PCR扩增获得阳性结果的重组质粒

送往上海生物工程公司测序。

2 � 结果

2. 1� RAPD筛选

本实验共采用了 120 个随机引物, 以雌、雄性异源四倍

体鲫鲤 DNA池为模板,同时进行 RAPD扩增, 其中能明显扩

增出 DNA 带的引物有 112 个。在能够扩增出 DNA 条带的

112个随机引物中,发现有 14 个重复性好、带型清晰明亮且

雌雄群体有差异, 但用这些引物对雌雄各 10 个个体进行验

证时, 除引物 S129 以外, 均找不到雌雄个体的特征差异带。

由于 RAPD技术可以得到大量的个体多态性, 用等量的混合

个体 DNA 构建 DNA 池的方法来筛选引物时, 一些个体差异

会上升为群体差异,这是造成这种群体差异能发现较多性别

差异的原因
[12]
。

如图 1所示, 引物 S129 所扩增的 DNA条带在雌、雄性异

源四倍体鲫鲤的个体之间具有明显的性别差异, 10 个雄性个

体都有一条片段大小约为 560bp 的特异带(白箭头所示) , 而

10 个雌性个体都没有这条带。因此这条特异性的 DNA带可

以作为异源四倍体鲫鲤性别差异的分子标记。

图 1 � 引物 S129对雌( 11 � 20)、雄( 1 � 10)异源四倍体鲫鲤各 10个个体的扩增电泳图谱

Fig. 1 � Electrophorogram of amplification of DNA isolated from female( 11 � 20) and male (1 � 10) allotetraploid crucian�carp using prime S129

2. 2 � 测序结果及序列分析 � 测序结果表明, 该片段全长

551bp(将该序列在 GenBank 上登录, 登录号为 AY512656) , 其

中A�T含量( 53. 3% )大于 G�C 含量 ( 46. 7%)。在 NCBI 网站

( http: / /www. ncbi. nlm. nih. gov)上, 利用 BLAST分析软件对所

得序列进行查询,结果显示该序列与 GenBank 上登记的其他

序列同源性均小于 20%。这和 Balazs K. et al[ 9]。在非洲鲶

鱼中发现的两个雄性 RAPD标记与 GenBank 上登记的其他序

列的同源性较低的结果是一致的。

3 � 讨论

大多数学者认为[ 16� 18] , 鲫鲤鱼类的性别决定类型属于

雄性异配型即XX�XY型。刘少军[ 6]等通过雌核发育的方法,

得到了全雌的异源四倍体鲫鲤后代 ( XXXX) , 表明异源四倍

体鲫鲤的性别决定类型属于雌性同型。从本实验的研究结

果来看, 引物 S129 所扩增出来的雄性特异性片段由于在雌

性中空缺,所以该片段很有可能是与异配性别紧密连锁的

DNA片段, 从分子水平支持异源四倍体鲫鲤的性别决定机制

为雄性异配型,即 XXXX( � )�XXYY( � )型, 这与刘少军等的

研究结果是一致的。

如果异源四倍体鲫鲤的性别决定类型是 XXXX�( � )�

XXYY�( � )型, 那么雄性最大可能产生三种比例分别为 XX:

4XY: YY 的精子, 但是 XY 的精子是否能产生? 这种精子与

XX的卵子结合产生的 XXXY个体是否能存活? 这些问题现

在还不是很清楚。如果是 Y 染色体决定雄性的话, 那么

XXXY 个体应该是雄性,从理论上来说,异源四倍体鲫鲤的后

代中雄性应该多于雌性。但是从刘少军等[ 2]随机检测的结

果来看, 3225 尾异源四倍体鲫鲤中, 雄性只有 1020 尾, 而雌

性有 2102尾, 雌雄比例约为 2�1, 即雌性远远多于雄性,这个

结果与Y 染色体决定雄性似乎有矛盾。如何解释这种现象

呢? 作者认为,异源四倍体鲫鲤的性别决定还可能与常染色

体有关。Hammerman 和 Avtalion( 1979)提出鱼类的常染色体

对性别的决定起一定的作用,性别是由雄性和雌性的基因产

物数量优势来决定的[18]。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。这一理论是以性调节基因定位于 性

染色体( X, Y, W)和常染色体( A, a)的假设为基础的, 故又称

为� 常染色体平衡理论�。当然,异源四倍体鲫鲤的常染色体

是否存在性别决定的因素还有待于今后进一步的研究来证

实。

本研究结果表明,雌雄异源四倍体鲫鲤基因组中确实存

在差异,这一差异是否与两性的形态、行为差异相关, 尚需要

进一步研究。许多工作, 例如把这个雄性特异性的 DNA 片

段作为探针进行 southern 杂交, 进一步证实这个片段是否为

雄性所特有;或者通过荧光原位杂交( FISH 技术)把这个特异

性的片段定位在染色体上, 进一步确定这个雄性特异性的

DNA片段是否与 Y 染色体紧密连锁等等,这些工作还有待于
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今后深入的研究。
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