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提要    采用以 BSA 鲀为基础的微卫星标记技术对红鳍东方 (Takifugu rubripes)雌、雄群体进行性别

差异标记筛选的研究。用雌、雄各 30 个个体构建雌、雄基因池, 利用 66 对微卫星引物扫描雌、雄

基因池。在雌、雄基因池中扩增出差异条带的引物有 8对。用两个各包括 30个雌、雄个体的群体对

这 8对引物进行两轮个体验证。结果表明, 引物 f383在两个雌、雄群体中扩增出的差异条带与性别

都呈极显著相关性(r分别为 0.710和 0.673)(P<0.01), f383 鲀是与红鳍东方 雄性呈正相关的微卫星标

鲀记。红鳍东方 性别差异微卫星标记的获得, 为其性别相关基因的克隆和性别决定机制的研究提供

理论基础。 
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鱼类在脊椎动物的系统进化中处于承前启后的

关键地位 , 与鱼类性别有关的研究是国际上的科研

热点。鱼类进化历史长久, 演化分支繁多(尚晓莉等, 

2010), 作为低等脊椎动物 , 其性别决定和分化机制

相当复杂, 鱼类的性别决定机制具有原始性、多样性

和易变性, 并具有所有脊椎动物的性别决定方式(文

爱韵等, 2008)。鱼类性别发育是以遗传基因为基础, 

并受到自身内分泌调节和外界环境的影响 , 是三者

相互作用的结果(高建军等, 2010), 这在一定程度上

给鱼类性别相关的研究增加难度。鱼类性别相关的研

究既具有重要的理论价值, 又具有可观的实用价值, 

一直吸引着国内外鱼类研究者的极大关注。分子生物

学技术的快速发展为研究者们指明了方向。DNA 分

子标记具有标记位点多、标记稳定可靠、特异性强、

实验重复性强等特点(刘云国等, 2009), 为辨别鱼类

的性别开辟了出路。RFLP、RAPD、AFLP 和 SSR

等是常用的分子标记技术。微卫星 DNA 以其保守性

好、易于检测、多态性高、共显性遗传、在基因组中

均匀分布等特点被广泛应用于遗传图谱的构建、品系

间的遗传结构特点及性状与位点的连锁分析等方面

的研究(徐兴莉等, 2011)。微卫星标记技术也被用于寻

找与鱼类性别相关的分子标记。在虹鳟微卫星遗传连

锁图谱的研究中, Sakamoto等(2000)在雄性图谱中发

现两个与性别决定位点连锁的微卫星标记 OmyFGT19- 

TUF和 OmyRGT28TUF。随后, 另外两个与虹鳟雄性

性别决定位点连锁的微卫星标记 Ots517NWFSC 和

Ssa1NVH 被 Woram 等(2003)发现。Stein 等(2002)从

红点鲑的 Y 染色体分离出与性别连锁的微卫星位点

Yp136。Waldbieser 等 (2001)在构建沟鲶 (Ictalurus 

punctatus)遗传连锁图谱的过程中, 发现 7 个与性别
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决定位点紧密连锁的微卫星位点。Lee 等(2004)在奥

利亚罗非鱼中发现 11 个与表型性别连锁的微卫星标

记。目前, 国内有关应用微卫星 DNA 标记技术已经

筛选出的鱼类性别差异标记的报道罕见。 

鲀红鳍东方 (Takifugu rubripes), 鲀隶属于 形目

(Telraodontiformes) 鲀、 科(Tetradontidae) 鲀、东方 属

(Takifugu), 是暖水性海洋底栖鱼类, 味道鲜美、规格

较大、肉质比较紧、营养丰富、经济价值高, 为我国

鲀北方地区的优良海水养殖鱼类之一。由于红鳍东方

的卵巢有剧毒, 而精巢无毒, 口感嫩滑, 受到美食者

青睐, 因而, 鲀雄性红鳍东方 的市场价值更高。因此, 

鲀开展红鳍东方 性别差异分子标记筛选的研究 , 在

早期生长阶段筛选出雄性鱼种养殖 , 对提高红鳍东

鲀方 的经济效益和市场价值有重要的现实意义 , 也

为其性别决定机制和性别相关基因的研究奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

鲀实验用的两批红鳍东方 样品 , 第一批来自烟

台市莱州明波水产有限公司, 雌、雄各 30尾, 体长为

33—39cm, 体重为 1.18—1.95kg; 第二批来自大连天

正实业有限公司, 雌、雄各 30尾, 体长为 36—43cm, 

体重为 1.52—2.98kg。解剖后观察性腺, 辨别出雌、

雄 , 每尾鱼取少量尾鳍于离心管中 , 编号后至于

20°C冰箱保存。 

1.2  实验方法 

1.2.1  基因组 DNA 的提取和 BSA 基因池的建立    

从20°C 冰箱中取出保存的样品, 快速剪取 30mg 尾

鳍, 用海洋动物基因组 DNA提取试剂盒提取 DNA。

提取的 DNA 样品用核酸测序仪测定浓度和 A260/A280

值。每个 DNA 样品取出部分稀释到 50ng/L, 其余

DNA原液放在20°C冰箱保存。 

雌、雄个体各 30个, 从稀释到 50ng/L的 DNA

溶液中各取 10L混合成相应的雌、雄基因池, 20°C

保存基因池样品。 

1.2.2  引物合成及 PCR扩增    从Kai等(2011)与红

鲀鳍东方 遗传连锁图谱有关的文章中挑选 66 对雌、

雄图谱中特异的微卫星引物。PCR反应体系为: 10×

Taq buffer 1.6L, dNTPs 1.3L (2.5mmoL/L), DNA 
1.2L (50ng/L), Taq酶 0.2L (5U/L), 上下游引物

各 0.7L (10moL/L), 加无菌双蒸水补至 20L。PCR

反应程序: 94°C预变性 5min; 94°C变性 30s, 退火 30s, 

退火温度依引物而异, 72°C复性 30s, 30个循环; 72°C

延伸 10min, 4°C保存。取 PCR扩增产物 5L用 1%琼

脂糖凝胶电泳检测, 记录具有稳定扩增产物的引物。 

1.2.3  变性聚丙烯酰胺凝胶电泳    PCR 扩增产物

经 94°C变性 5min, 冰浴 10min, 用 8%变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳检测。电泳条件: 电压 490V, 电流 60mA, 

功率 28W。先预电泳 30min, 上样后电泳 2h左右。 

1.2.4  差异条带的筛选    记录并分析聚丙烯酰胺

电泳条带, 通过雌、雄基因池的电泳结果, 初步筛选

在两基因池间能扩增出差异等位基因片段的微卫星

位点。用相应的引物, 按照上述的 PCR 反应条件对

雌、雄各 30 鲀个红鳍东方 个体进行 PCR扩增。分析

有差异的引物在个体上的具体扩增情况。如果差异等

位基因片段在雌、雄群体中出现次数差异极显著, 则

作为候选的性别特异微卫星标记 , 其对应的引物作

为下一轮验证的候选引物。 

鲀以第二批红鳍东方 雌、雄各 30 个个体基因组

DNA 为模板 , 用候选的引物按照相同的条件进行

PCR 扩增和聚丙烯酰胺凝胶电泳检测, 验证候选标

记的准确性。 

1.2.5  差异等位基因片段的回收     利用无外源

DNA 污染的手术刀从 8%的变性聚丙烯酰胺凝胶上

切目的条带, 放入盛有 20L 去离子水的 1.5mL 离

心管中, 用剪刀剪碎, 置于 4°C 过夜, 使胶中的 DNA

尽可能地溶解到液体中(刘昕, 2011)。然后, 12000r/min

离心约 2min, 仔细吸取上清作为再次 PCR扩增的模

板, 按照上述 PCR 体系和程序进行反应。1%琼脂糖

凝胶电泳检测后 , 用琼脂糖凝胶回收试剂盒 (TIAN 

gel Midi Purification Kit)回收目的条带。按照 pGM-T

克隆试剂盒的说明, 将目的 DNA片段克隆到 pGM-T

载体上 , 将阳性克隆送到上海生工生物工程公司测

序。利用 Chromas 软件对测序结果剪切和拼接(只留

鲀下红鳍东方 本身的基因组序列), 用 DNASTAR 软

件中的 SeqMan对同一标记的多个序列进行比对来确

定 DNA序列, 通过数据库 BLAST比对, 搜索该序列

的同源序列。 

2  结果 

2.1  基因组 DNA的提取 

鲀通过试剂盒提取的红鳍东方 雌、雄群体基因组 

DNA, 经过分光光度计检测, A260/A280 值在 1.8—2.0

之间。琼脂糖凝胶电泳图片显示DNA片段较完整, 没

有大量蛋白和 RNA存在, 说明 DNA质量较高。图 1

为部分 DNA电泳图。 
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图 1  样品 DNA电泳图 

Fig.1  DNA electrophoretogram of samples 
M: DL2000 DNA标记 

 
表 1  8 对微卫星标记引物序列 

Tab. 1  Sequences of eight pairs of microsatellite markers primers 

引物名称 上游引物(5′—3′) 下游引物(5′—3′) 

f172 ccaccaccttcagggttcta cgcttggattgtcctcaaac 

f383 atagccggtgtccgtcatac cctttgattgtccaaacacg 

f638 tctgcacaacatctccgagt agcgcaggaggcagtttat 

f1497 cacctgcccgaaagtttaag tgaaagcccaagagaggaaa 

f1050 acgtgtacgtgtgcttcagg ccatgatgcctttgatgatg 

f1372 gaggacatccgatcacatcc ccctgcaggaggaataccag 

f1637 cctgaagcacacactgcaag cctgatgacacctgctctga 

f152 gatcacctcctcaactggcaactc tcctcaaagatcagatggcaaacc 
 

2.2  BSA分池及 PCR扩增结果分析 

用 66对引物对所构建的雌、雄基因池进行 PCR

扩增, 用 8%的变性聚丙烯酰胺凝胶对 PCR产物电泳

检测, 检测结果显示: 在雌、雄基因池中扩增出差异

条带的引物有 8对, 分别为 f172、f383、f638、f1497、

f1050、f1372、f1637、f152。引物序列见表 1。电泳

结果如图 2所示。 

2.3  差异等位基因片段在个体中的验证 

将 BSA 池中筛选到的 8 对引物在构建基因池的

雌、雄各 30 个个体中进行 PCR 扩增, 通过 8%变性

聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 , 分析差异等位基因片段

在不同雌、雄个体的扩增情况。结果发现: 引物 f1050 

 
 

图 2  引物 f172、f383、f638、f1497、f1050、f1372、f1637、

f152在 BSA中的扩增条带 

Fig.2  The bands amplified by primers f172, f383, f638, f1497, 
f1050, f1372, f1637, f152 in BSA 

a. 引物 f172、f383、f638、f1497在 BSA中的扩增条带; b. 引

物 f1050、f1372、f1637、f152在 BSA中的扩增条带。M1. 100bp 

DNA标记; M2. 50bp DNA标记 

 
在 30个雌性个体中均未扩增出条带, 在 30个雄性个

体中有 8 个个体扩增出条带; 引物 f383 在几乎所有

(28/30)雄性个体中扩增出条带, 在个别(7/30)雌性个

体中出现条带。这与 BSA扩增结果一致。结果见图 3。 

鲀用第二批红鳍东方 群体雌、雄各 30 个个体对

f1050和 f383这两对引物进行第二轮的个体验证显示: 

引物 f1050在雌、雄群体间的扩增条带数无显著差异, 

而引物 f383在雌性群体中只有极个别(3/30)个体中扩

增出条带, 在雄性群体 30个体中有 23个个体扩增出

条带。具体结果如图 4所示。 

结合图 3和图 4分析, 引物 f383经过 2个红鳍东

鲀方 群体共 120个个体的验证, 在雌、雄个体中扩增

出的条带都出现差异极显著的结果 , 差异等位基因

片段在 60 个雌性个体中出现 10 次, 频率很低, 为 

 

 
 

图 3  引物 f383(a)和 f1050(b)在雌、雄群体中扩增的显著差异条带 

Fig.3  Significantly different bands amplified by primers f383 (a) and f1050 (b) in the female and male population 
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16.7%; 而在雄性 60 个个体中出现 51 次, 频率极高, 

为 85.0%。由此可知, 引物 f383该位点的差异片段对

鲀红鳍东方 的性别极具雄性偏好性 , 该位点应该与

鲀红鳍东方 性别决定区域存在相关关系。引物 f383

鲀是红鳍东方 遗传连锁图谱中第 19 号染色体上的引

物, 实验结果与 Kai等(2011)的研究结果相符合。 

2.4  差异等位基因片段的克隆与测序结果 

鲀对与红鳍东方 雄性呈极显著正相关的微卫星

位点 f383 的差异等位基因片段克隆并进行测序。利

用 Chromas 软件对测序结果剪切和拼接(只留下红鳍

鲀东方 本身的基因组序列)序列如图 5所示。 

利用 Blast 比对, 搜索这条序列的同源序列, 结

鲀果表明这条序列为公布的红鳍东方 第 19 号染色体

上的一段, 同源性高达 98%, 序列的覆盖率达 100%。 

3  讨论 

高等脊椎动物的性别决定机制皆为人知 , 而鱼

类作为低等脊椎动物, 性别分化处于原始阶段, 性别

决定和分化机制相当复杂 , 鱼类的表型性别既受基

因的决定, 又受环境因子的影响(李静等, 2007)。在被

研究报道过的鱼类中 ,  有性染色体的鱼类占 10% 

(Devlin et al, 2002)。在有性染色体的鱼类中, 决定性

别的基因并不明显地集中于性染色体上 , 常染色体

上的基因更多地参与到性别决定中(姚延丹 , 2009), 

罗非鱼性别决定机制的研究为此提供佐证 ,  Ham-

merman和 Avtalion(1979)提出性别决定的“常染色体

平衡理论”。因此, 根据染色体的形态来区分鱼类的

性别在大多数鱼类中行不通。基于 DNA 水平的遗传 

性别鉴定方法可以克服这一困难 , 但首先需要筛选

性别特异的 DNA标记, DNA标记是研究鱼类性连锁

的重要工具, 因为 DNA 的分子结构不会受生理或环

境因素的变化而改变(马洪雨, 2009)。 

鲀红鳍东方 味道鲜美、营养丰富、脂肪含量低、

经济价值高 , 是一种具有较大市场发展潜力的名优

海水养殖鱼类。但是, 由于卵巢有剧毒, 误食甚至丧

命; 而精巢无毒, 丰腴鲜美、洁白如乳、入口即化、

美妙绝伦, 因此价格不菲(陆丽君, 2012)。因此, 开展

鲀红鳍东方 性别差异微卫星标记筛选的研究 , 在其

生长早期阶段通过分子标记技术选择雄性鱼养殖 , 

可以减少成鱼养殖的工作量, 提高资源的利用率, 增

加经济效益。 

本研究采用分离群体分组分析法(BSA法), 用 66

对微卫星引物对雌、雄基因池扫描 , 初步筛选出在

雌、雄基因池间扩增出差异条带的 8对引物。如果与

用单个个体进行引物筛选的方法相比, BSA法工作量

大大减少, 为前者的 1/30。最终筛选出的引物 f383

在雌、雄群体间扩增出的条带均达到差异极显著的水

平。皮尔逊相关性检测结果表明, 两个群体中“雌雄

分组”和“条带的有无”均呈现极显著的相关性(0.710

和 0.673)(P<0.01), 表明引物 f383 鲀与红鳍东方 的性

别相关, 是与雄性正相关的标记。采用与刘改艳(2011) 

相同的统计方法, 在两个群体中, 该标记在 60 个雄

性个体中出现 51 个条带, 雄性正确鉴定率为 85.0%; 

60 个雌性个体中 50 个无带 ,  雌性正确鉴定率为

83.3%; 性别的平均正确鉴定率为 84.17%, 在个体中 

 

 
 

图 4  引物 f383在雌、雄群体中扩增的显著差异条带 

Fig.4  Significantly different bands amplified by primers f383 in the female and male population 
a. 引物 f383在编号 1—15的雌、雄群体中扩增的显著差异条带; b. 引物 f383在编号 16—30的 

雌、雄群体中扩增的显著差异条带 

 

 
 

图 5  鲀红鳍东方 雄性相关微卫星标记 DNA序列 

Fig.5  The DNA sequences of male-related microsatellite marker of T. rubripes 
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的出现率为 50.83%。 

鲀与红鳍东方 雄性呈正相关的微卫星标记在雌

性个体中出现的频率是 16.7%, 在雄性个体中出现的

频率是 85.0% 鲀。说明该微卫星标记不是红鳍东方 雄

性特异的分子标记, 而是与雄性紧密连锁的标记, 得

到此结论可能有如下原因: (1) 实验所用材料不是来

自同一家系, 环境条件不相同, 鲀可能对红鳍东方 的

表型性别有影响 , 导致少数个体的基因型和表型相

悖; (2) 鲀红鳍东方 不存在性染色体或性染色体的分

化程度较低。舒琥等(2010) 鲀在 形目染色体组型分析

鲀的研究中未发现红鳍东方 具有异型性染色体 , 为

该推测提供了理论基础; (3) 在减数分裂过程中发生

染色体交换重组(杨东, 2006)。 

Kai 等 (2011)发现 , 鲀以目前红鳍东方 完整的

Tru19(总长度为 16Mb)图谱为基础, 性别决定基因可

能位于跨度为 5Mb 的区域, 该区域位于大的常染色

体一样的区域侧翼。这对本实验引物的选择有重要的

指示性作用, 在此基础上选择第 19 号染色体上的所

有引物进行实验。Kikuchi等(2007)通过基因组范围的

关联分析表明, 第 19 号连锁群的单一染色体区域决

鲀定红鳍东方 的性别 , 而本实验筛选的性别差异引

物 f383来自 Kai等(2011) 鲀构建的红鳍东方 遗传连锁

图谱第 19号染色体, 这与 Kikuchi等(2007)的研究结

果相符合。 

鲀红鳍东方 性别差异微卫星标记的获得 , 为其 

性别相关基因的克隆和性别决定机制的研究提供理

鲀论基础。以该标记为基础的红鳍东方 性别鉴定技术

可以在早期生长阶段 鲀对红鳍东方 进行性别选择 , 

实现分子标记辅助育种 , 这对生产实践具有重要的

指导作用和现实意义 , 鲀为红鳍东方 产业的发展提

供更大的发展空间。 
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SCREENING OF MICROSATELLITES GENDER-INDICATIVE MARKERS  
OF TAKIFUGU RUBRIPES 
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201306, China; 3. Dalian Tianzheng Industrial Co. Ltd., Dalian 116000, China; 4. Laizhou Mingbo  
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Abstract    To determine the gender differences of male and female populations of Takifugu rubripes, we screened the 

microsatellites based on bulked segregation analysis (BSA). Two gene pools were constructed with 60 individuals each 

containing 30 males and females, and scanned by 66 pairs of microsatellite primers, from which eight pairs of microsatel-

lite primers of different bands were amplified and verified for the first round in the 60 individuals. The results show that 

the bands amplified by primers f1050 and f383 in male and female individuals differed significantly. And in the second 

round verification, bands amplified by primers f1050 in male and female individuals did not differ significantly, while 

bands amplified by primers f383 in male and female individuals differed significantly. In other words, primer f383 oc-

curred in male individuals in two rounds of verification in coefficient 0.710 and 0.673, respectively, it is pater-

nity-indicative for T. rubripes. The discovery shall provide a theoretical basis for gender-related gene cloning and sex de-

termination. 

Key words    Takifugu rubripes;  microsatellite;  gender differences 


