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微卫星标记快速鉴别幼鱼阶段的泥鳅与大鳞副泥鳅

陈钢铭 王卫民 曹小娟

华中农业大学水产学院/农业动物遗传育种与繁育教育部重点实验室/

农业部淡水生物繁育重点实验室,武汉430070

摘要 从DDBJ数据库中选取已发表的47个泥鳅微卫星标记,在采自湖北省的大鳞副泥鳅群体中进行跨

种扩增,发现有44个微卫星标记能在该群体获得扩增产物,另外有3个微卫星标记(即 Mac31、Mac63和

Mac541)完全不能获得扩增产物。以湖北省泥鳅和大鳞副泥鳅自交子代幼鱼DNA为模板,采用 Mac31、Mac63
和 Mac541这3个微卫星标记的引物对进行PCR扩增,结果显示在以泥鳅自交子代幼鱼DNA为模板的体系中

能扩增出目的条带,在以大鳞副泥鳅自交子代幼鱼DNA为模板的体系中完全不能扩增出目的条带。因此,

Mac31、Mac63和 Mac541这3个微卫星标记可用来鉴别幼鱼阶段的泥鳅与大鳞副泥鳅。
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  对于鱼类不同物种或品系的鉴别,有效方法是

建立科学的形态学指标判别函数。李思发[1-2]曾对

不同团头鲂种群和尼罗罗非鱼品系的形态学判别函

数进行了分析研究。然而,许多种鱼类(尤其是小型

鱼类)在仔、稚、幼鱼阶段规格比较小,因而较难建立

准确的形态学判别函数来进行物种或品系的鉴别。
因此,要进行早期的物种鉴别,一般需要开发一些有

效的分子标记。现今,多种分子标记,如限制性片段

长度多态性标记(RFLP)、扩增片段长度多态性标

记(AFLP)和随机扩增多态性DNA标记(RAPD)
已经广泛应用于动植物的物种鉴别研究中[3-7],然而

这些标记在实际应用中操作起来较为烦琐。微卫星

标记(SSR)不仅具有RFLP的优点,而且还操作简

便、快速和经济,这使得SSR成为物种和品系鉴别

研究中使用最为广泛的一种分子标记[8-10]。
泥鳅(Misgurnusanguillicaudatus)与大鳞副

泥鳅(Paramisgurnusdabryanus)分别隶属于鳅科

泥鳅属和副泥鳅属,广泛分布于中国、日本、朝鲜、俄
罗斯及印度等地。在我国除青藏高原外,全国各地

河川、沟渠、水田、池塘、湖泊及水库等天然淡水水域

中均有分布,尤其在长江和珠江流域中下游分布极

广,群体数量大,是我国2种重要的小型淡水经济鱼

类[11-12]。泥鳅与大鳞副泥鳅近缘,外形相似且常常

同域存在[13],人们常利用一些形态学指标来区分它

们,例如泥鳅背鳍之前略呈圆筒形,背鳍之后侧扁,
而大鳞副泥鳅体侧扁,且越靠近尾鳍越侧扁;另外还

有泥 鳅 体 被 细 鳞,大 鳞 副 泥 鳅 的 鳞 片 较 泥 鳅 大

等[14]。但是,对于泥鳅和大鳞副泥鳅的幼鱼,人们

很难通过形态学指标对其进行区分。本研究选取已

发表的47个泥鳅SSR标记,在大鳞副泥鳅群体中

进行跨种扩增,筛选出不能获得扩增产物的SSR标

记,然后将这些标记放在泥鳅和大鳞副泥鳅自交子

代幼鱼中进行检测,旨在获得能够用于鉴别幼鱼阶段

泥鳅和大鳞副泥鳅的SSR标记,为今后这2种鳅类的

群体遗传学和种群保护研究提供有效的分析工具。

1 材料与方法

1.1 材 料

试验所用的泥鳅与大鳞副泥鳅成鱼购买自湖北

省武汉市白沙洲水产品市场。
1.2 泥鳅与大鳞副泥鳅自交子代的繁殖与养殖

挑选性成熟的雌性(25.1~48.3g)和雄性

(11.3~28.4g)泥鳅及大鳞副泥鳅,注射催产激素

LHRH-A2(20μg/kg)和DOM(4mg/kg),约12h
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后进行人工授精,获得泥鳅和大鳞副泥鳅自交子代。
将泥鳅与大鳞副泥鳅的子代分别置于1.0m×
0.5m的长方形塑料水箱中饲养。
1.3 基因组 DNA 的提取

剪取40尾泥鳅成鱼和40尾大鳞副泥鳅成鱼的

鳍条,另外随机剪取8尾泥鳅幼鱼(0.21±0.013g)
和8尾大鳞副泥鳅幼鱼(0.23±0.011g)的鳍条,所
有鳍条存放于装满95%乙醇的1.5mL的离心管

中。参照改进后的醋酸铵/异戊醇法[15]提取基因组

DNA,然后用紫外分光光度计检测DNA的浓度,并
将各样品的质量浓度稀释至100ng/μL,-20℃保

存备用。
1.4 SSR 分析

47个泥鳅微卫星标记(表1)筛选自DDBJ数据

库和 Morishima等[16]的研究报道。47个微卫星标

记的引物对由上海生物工程服务有限公司合成。

PCR反应的总体积为10μL,其中含100ng/μL的

模板 DNA0.5μL,1.0μL 的 10×Buffer(含

Mg2+),0.2μL的10mmol/LdNTPs,0.1μL的

0.5U/μL的TaqDNA聚合酶,10μmol/L正向及

反向SSR引物各0.25μL。PCR循环参数为:94℃
5min;94℃1min,梯度退火温度下30s,72℃
45s,30个循环;72℃5min,然后4℃保存。其中

退火温度设置温度梯度,从55~62℃设置8个温度

梯度。扩增产物在3.0%的 MetaPhor琼脂糖凝胶

上电泳。分子质量标准为1kbDNALadderPlus
(MBI)。利用凝胶图象分析系统GDS-7600(UVP)
记录扩增结果。

表1 47个泥鳅微卫星标记

Table1 Namesof47microsatelliteslociofMisgurnusanguillicaudatusandtheirDDBJaccessionnumbers

位点

Locus

DDBJ
accession
No.

位点

Locus

DDBJ
accession
No.

位点

Locus

DDBJ
accession
No.

位点

Locus

DDBJ
accession
No.

位点

Locus

DDBJ
accession
No.

Mac2a AB060172 Mac60 AB081631 Mac262 AB303468 Mac404 AB303512 Mac541 AB303588
Mac21 AB081619 Mac63 AB081633 Mac264 AB303470 Mac425 AB303516 Mac559 AB303592
Mac24a AB060178 Mac103 AB303436 Mac276 AB303473 Mac429 AB303518 Mac574 AB303594
Mac31 AB081622 Mac105 AB303437 Mac277 AB303474 Mac449 AB303519 Mac576 AB303595
Mac36a AB060180 Mac133 AB303444 Mac291 AB303477 Mac456 AB303522 Mac605 AB303605
Mac37a AB060181 Mac140 AB303445 Mac293 AB303478 Mac477 AB303575 Mac612 AB303607
Mac45a AB060185 Mac167 AB303453 Mac320 AB303483 Mac497 AB303578 Mac627 AB303610
Mac47 AB081625 Mac190 AB303455 Mac331 AB303487 Mac519 AB303584
Mac49a AB060186 Mac229 AB303459 Mac361 AB303496 Mac523 AB303585
Mac51 AB081627 Mac242 AB303463 Mac387 AB303506 Mac532 AB303586

2 结果与分析

2.1 SSR 引物在湖北泥鳅成鱼和大鳞副泥鳅成鱼

中的扩增

  用47对引物在以湖北泥鳅成鱼基因组DNA
为模板的体系中进行扩增,每个引物对都能扩增出

较好的目的条带。这表明筛选出的这47个泥鳅

SSR标记有着较好的稳定性。采用这47对引物在

以湖北大鳞副泥鳅成鱼基因组DNA为模板的体系

中进行扩增,有44对能扩增得到目的条带,但条带

明暗均有,质量不一。另外3个SSR标记 Mac31
(图1-A)、Mac63(图1-B)和 Mac541(图1-C)的引

物对完全不能扩增出条带,说明这3对来自泥鳅的

SSR引物在大鳞副泥鳅中不具有通用性。引物

Mac31在以大鳞副泥鳅DNA为模板的体系中的8
个退火温度下均不能扩增出条带,而在泥鳅模板中

57℃和58℃退火温度条件下能扩增出较亮且无杂

带的目的条带。

 M.DNALadder;1-8.大鳞副泥鳅成鱼 AdultParamisgurnus

dabryanus;9-16.泥鳅成鱼 AdultMisgurnusanguillicaudatus.

图1 Mac31(A)、Mac63(B)和 Mac541(C)

在泥鳅成鱼和大鳞副泥鳅成鱼中的扩增结果

Fig.1 PCRresultsofmicrosatelliteMac31(A),

Mac63(B)andMac541(C)inadultMisgurnus
anguillicaudatusandParamisgurnusdabryanus

2.2 SSR 引物在湖北泥鳅幼鱼和大鳞副泥鳅幼鱼

中的扩增

  利用 Mac63、Mac31和 Mac541三个引物对在
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以湖北泥鳅自交子代幼鱼和大鳞副泥鳅自交子代幼

鱼DNA为模板的体系中进行PCR扩增。结果显

示,Mac31、Mac63和 Mac541在以泥鳅DNA为模

板的体系中扩增出了目的条带,而在以大鳞副泥鳅

DNA为模板的体系中没有扩增出目的条带(图2)。
这表明,在利用子代形态还不能明显区分泥鳅与大

鳞副泥鳅个体的情况下,利用SSR标记能较好地区

分出泥鳅与大鳞副泥鳅幼鱼。引物 Mac31在大鳞

副泥鳅幼鱼模板中的8个温度下均不能扩增出条

带,而在泥鳅幼鱼模板中的55、56、57和58℃退火

温度条件下均能扩增出较亮且无杂带的目的条带。

 M.DNALadder;1-8.大鳞副泥鳅幼鱼JuvenileParamisgurnus

dabryanus;9-16.泥鳅幼鱼JuvenileMisgurnusanguillicaudatus.

图2 Mac31(A)、Mac63(B)和 Mac541(C)

在泥鳅幼鱼和大鳞副泥鳅幼鱼中的扩增结果

Fig.2 PCRresultsofmicrosatelliteMac31(A),

Mac63(B)andMac541(C)injuvenileMisgurnus
anguillicaudatusandParamisgurnusdabryanus

3 讨 论

众所周知,作为一种分子标记,微卫星广泛分布

于动植物的基因组中,呈现出共显性和高度多态性

的特 点[17]。另 外,微 卫 星 片 段 小 且 在 低 质 量 的

DNA样本中还能够稳定存在也是该标记能够非常

广泛应用于物种或品系鉴别研究的一个很重要的原

因。这里列举一个很有趣的微卫星鉴别品系的案例

(芬兰钓鱼比赛欺诈案)[18]。在这个案例中,微卫星

分型数据显示一位竞赛者所获得的大西洋鲑并不是

来自于垂钓竞赛区———芬兰东南部的赛马湖,最终

这位竞赛者承认他的大西洋鲑其实是购自一个非垂

钓竞赛区的渔场。
王元军[19]在对泥鳅和大鳞副泥鳅形态特征进

行研究的基础上,经逐步判别分析筛选了3项形态

指标,建立了识别泥鳅与大鳞副泥鳅的判别函数,需
要量取体长、头长、尾柄长、吻背长、吻腹长、吻臀长、

体高、吻长、颌须、尾柄高、尾柄皮褶长和纵列鳞等

12个形态学指标,并计算体高/体长、吻腹长/体长、
头长/体长、吻长/头长、尾柄高/尾柄长、颌须/头长、
吻背长/体长、吻臀长/体长和皮褶长/体长等9个性

状比值。这个方法在区分泥鳅成鱼与大鳞副泥鳅成

鱼的研究中可以有效地实施,因为成鱼的各个形态

学性状都可以较准确地测量。但是当需要辨别在形

态上还难以区分是泥鳅还是大鳞副泥鳅的一些特殊

生长阶段,如仔鱼期、稚鱼期和幼鱼期,利用相关测

量仪器难以精确测量鱼体的多项形态学指标,如吻

长、颌须和纵列鳞等性状测量难度大,且测量误差非

常大。因此,本研究筛选出3个用于鉴别泥鳅幼鱼

和大鳞副泥鳅幼鱼的SSR标记,这些标记还可以推

广到处于仔稚鱼期的泥鳅和大鳞副泥鳅的鉴别,这
就解决了早期泥鳅与大鳞副泥鳅鉴别难的问题,为
今后这2种鳅类的群体遗传学和种群保护研究提供

了有效的分析工具。
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DevelopmentofmicrosatellitemarkersforidentifyingMisgurnus
anguillicaudatusandParamisgurnusdabryanusinjuvenilestage

CHENGang-ming WANGWei-min CAOXiao-juan

CollegeofFisheries/KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics,BreedingandReproduction
ofMinistryofEducation/KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,MinistryofAgriculture,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Forty-sevenMisgurnusanguillicaudatusmicrosatellitemarkerswererandomlyselected
fromDDBJdatabaseandusedforcross-speciesamplificationinapopulationofParamisgurnusdabrya-
nusfromHubeiProvince.Forty-fourpairsofprimersamplifiedP.dabryanusDNA,while3primersin-
cludingMac31,Mac63andMac541failed.UsinggenomicDNAofselfingoffspringsjuvenilesofM.an-
guillicaudatusandP.dabryanusastemplates,PCRamplificationswereperformedusingthreeprimers
ofMac31,Mac63andMac541.Theresultsshowedthattargetbandsweredetectedonlyinselfingoff-
springsofM.anguillicaudatus,suggestingthatmarkersofMac31,Mac63andMac541areusefulfori-
dentifyingM.anguillicaudatusandP.dabryanusatthejuvenilestage.

Keywords microsatellitemarkers;Misgurnusanguillicaudatus;Paramisgurnusdabryanus;ju-
venile;identify

(责任编辑:边书京)

021


