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  遗传变异是生物的重要特征之一, 它决定着生

物的存在和发展, 因而成为人类一直极力要揭开其

奥秘并进行能动性改造的方面之一。随着分子生物

学理论和技术的发展, 以及与水生生物遗传学的相

互渗透,近十几年来, 分子标记、基因克隆和基因转移

技术取得了惊人的进展, 一些新基因目前已稳定地

转入多种水生生物中。目前分子标记辅助选择育种

和基因转移已成为培育新品种的有效手段。与主要

的农作物相比, 水生生物大多数性状均表现为数量

遗传、个体基因组高度杂合、进行传统的遗传育种非

常耗资、费时和费力。分子生物学技术的介入, 特别

是 DNA 分子标记技术的发展和应用, 对水生动物遗

传学研究起到了巨大的推动作用。DNA 分子标记大

多是以 DNA 片段的电泳谱带形式表现的。依据其

遗传特性,可分为显性和共显性标记两种。依据其在

基因组中的出现频率, 又可分为低拷贝序列标记和

重复序列标记。依其多态性检出所用的分子生物学

技术,可分为以 Southern 杂交技术为基础的分子标

记,其代表性技术是限制性片段长度多态性标记

( Restr iction fragment leng th polymo rphism, RFLP)、

DNA 指纹技术 ( DNA F ingerpr inting)、原位杂交( I n

situ hybr idization)等; 以 PCR 技术为基础的分子标

记, 其代表性技术是随机扩增多态性 DNA 标记

( Random amplification polymo rphism DNA ,

RAPD)、扩增片段长度多态性标记 ( Amplified frag-

ment leng th polymorphism, AFLP )、序列标签位点

( Sequence tag ged sites, ST S)、序列特征扩增区( Se-

quence char acter ized amplif ied reg ion, SCAR )、简单

序列重复标记( Simple sequence repeats, SSR)、内部

简单序列重复标记 ( Inter simple sequence repeats,

ISSR )等。另外, 还包括一些新型的分子标记,如 :单

核苷酸多 态性 ( Sing le nucleo tide polymo rphism,

SNP)、表达序列标签 ( Expressed sequences tag s,

EST )等。DNA 分子标记在水生动物分类、品种鉴

定、系谱分析、遗传图谱构建、基因标记、分子辅助选

择育种等多方面正得到广泛应用,在河豚鱼、斑马鱼、

罗非鱼、鲑鳟鱼等重要水生动物上已取得了长足的进

展, 极大地推动了水生动物遗传学研究。本文综述了

近年来 DNA 分子标记技术在水生动物遗传学及育

种研究上的应用。

1  水生动物遗传多样性及种质资源鉴
定和管理

水生动物基因组杂合度高, 存在着大量的多态

性。以往所采用的形态解剖、生理生化等方法很难对

水生动物品种的鉴定和分类、亲缘关系、进化变异进

行准确的研究和分析,因而限制了水生动物种质资源

的获得、保持、保护和充分利用,延缓了水生动物育种

效率。而 DNA 分子标记技术使水生动物种质资源

研究中的一些难题迎刃而解。

由各种 DNA 分子标记而衍生的 DNA 指纹技术

在鉴定品种真实性和纯度等方面是很有效的。DNA

指纹图谱能从遗传物质基础上,即从本质上反映生物

个体差异的 DNA 电泳图谱,它具有高度个体特异性

和稳定可靠性。通过对 DNA 指纹的比较以及借助

相关计算机软件的聚类分析[2~ 4] , 可以对水生动物

种、亚种、变种、品种和品系的进化与演化, 亲缘关系进
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行分析。各种 DNA 分子标记均可用于遗传多样性

分析,在水生动物上目前研究最多的是 RAPD 指纹

图谱, 涉及大菱鲆 ( Scop hthalmus max imus )、牙鲆

( Paralichthy s oliv aceus )、鲤 鱼 ( Cyp ri nus car p io

L. )、鲈鱼 ( T rachid ermus f asciatus )、舌鳎 (Cynolos-

sus abbr eviatus )、虹鳟 ( Oncorhynchus myk is s )、罗非

鱼 (Oreochr omis niloticus )、鳗鱼 ( Muraescsox ciner-

cus )、真鲷 ( Pagrosomus maj or ) 等多 种水 生动

物[5~ 25] 。易乐飞等[ 26] 对湛江近海约氏笛鲷自然群体

的 RAPD 分析结果显示其多态位点比例、遗传多样

性指数较高, 说明约氏笛鲷( L utj anus j ohni )种质资

源仍维持在较好水平。邹曙明等[27] 对牙鲆和大菱鲆

养殖群体进行了 RAPD 分析, 结果显示牙鲆和大菱

鲆群体内个体间的平均遗传相似度为 0. 905 和

0. 945,牙鲆群体内存在显著差异,而在大菱鲆群体内

差异不显著,表明大菱鲆的种质较单一, 存在近交衰

退的危险。杨弘等[ 28] 用 20 个随机引物成功区分了

日本鳗鱼( A nguilla j ap onicus )、欧洲鳗鱼 ( A . an-

guilla)、美洲鳗鱼( A . r ostr ata)与形态学分析结果相

一致。由于 SSR和 AFLP 分辨率高, 多态性强, 重复

性好,且效率高, 作指纹图更为理想,近年来逐渐受到

青睐[ 29, 30] 。Sekino 等[ 31, 32] 在牙鲆上开发了大量 SSR

标记,并利用 SSR标记对其的遗传结构进行了分析,

发现日本沿海牙鲆受人为因素干扰, 遗传多样性较

低。Liu等[ 33] 研究了标记在斑点鮰( I ctal urus punc-

tatus) ,长鳍鮰 ( I . f ur catus) , 及其 F1、F2 和回交后

代中的应用,结果 AFLP 表明具有丰富的多态位点、

稳定的孟德尔遗传方式和良好的可重复性。王志勇

等[34] 利用 AFLP 技术研究了我国沿海真鲷群体的遗

传变异,结果显示北部湾群体的变异量最低 ,北部湾

与威海群体的遗传差异显著, 两者明显属于相互独

立的不同亚种群。

2  水生动物亲子代遗传关系研究

应用各种遗传方法改造生物的遗传结构, 培育

优良品种已成为当前水生动物学研究的热点之一。

人工雌核发育和人工诱导雄核发育可用于性别控

制、快速建立家系, 因而在多种水生动物中的相关工

作已展开。利用杂交优势进行育种也是生物遗传改

良的一个重要方面。但仅从形态学、细胞学等方面有

时很难区分雄核发育及杂交种的亲子代遗传变异等

关系,而 DNA 分子标记在此有广阔的应用空间。

Felip 等[35] 利用 AFLP 雄性特异带为标记对雌核发

育出的鲈鱼子代进行了鉴定,通过 4~ 11 条特异带对

3 组子代进行了分析, 结果显示雌核发育率第一组为

89. 5% , 二、三组均为 100%。Gross 等[ 36] 对大西洋

鲑( Salmo salar L . )、褐虹鳟( Salmo trutta L . ) 及它

们的杂交种 GnRH 基因通过 Alu I 酶切之后,在杂交

种中发现它包含了父母本的 2 个特异标记,可用于鉴

定杂交种。

3  水生动物分子遗传图谱构建和 QTL

定位

遗传图谱是通过遗传重组交换结果进行连锁分

析所得到的基因在染色体上相对位置的排列图。经

典的遗传图谱是根据形态、生理和生化标记构建的,

由于这些遗传标记的数量在作图群体的两亲本上极

为有限, 所以发展很缓慢, 且图谱分辨率和饱和度都

不高, 应用价值有限。DNA 分子标记用于遗传图谱

的构建是遗传学领域最激动人心的重大进展之一。

分子遗传图谱的构建是根据某一多态性 DNA 片段

在分离群体中的分离情况的直接观察统计而实现的,

其构建的一般程序是: ( 1)选择合适的杂交亲本; ( 2)

建立适宜的作图群体; ( 3)对亲本和群体进行分子标

记分析; ( 4)利用计算机软件统计分析,建立标记间的

连锁排序和确定遗传距离; ( 5)将连锁群与特定染色

体挂钩。分子遗传图谱比传统遗传图谱位点多,构建

速度快, 效率高,且不受发育阶段及环境条件的影响,

发展相当迅速。随着新的 DNA 标记技术的发展, 标

记种类越来越多,密度越来越高。

遗传图谱的构建是遗传学研究的重要领域,也是

遗传学研究的有力工具。完整的连锁图谱对于深入

开展各种分子生物学研究是非常必要的,如标记辅助

选择( M AS)、数量性状基因位点( QTL )图谱定位功

能基因、杂交优势预测、基因组进化等。因此遗传图

谱的构建和对基因组进行系统性研究,是动植物遗传

育种和人类遗传疾病诊断和治疗的依据。1996 年,

美国水产经济动物基因组计划启动,首先提出中等密

度遗传图谱构建国际合作构想,第一批包括 3 种鱼类

(罗非鱼、鲑鳟鱼类、鲶) , 对虾(南美对虾、斑节对虾和

日本对虾)和牡蛎(太平洋牡蛎、美洲牡蛎)。

水生动物分子遗传图谱的构建中的一个难题是

水生动物基因组高度杂合, 很难获得纯系。/ 双假测

交0理论解决了这一难题。其原理是: 两杂合亲本杂

交得到的 F1 的遗传位点已经产生分离重组,一些对

亲本为杂合, 而对另一亲本为纯合的基因座, 在 F1
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中 1 B 1 分离, 相当于/ 测交0 , 这些位点可用于构建

两亲本的分子连锁图; 而一些对两亲本为杂合的基

因座,在 F1中出现 1 B 2 B 1 或 3 B 1 分离, 这些基因

座可用于构建两亲本共同的分子连锁图。由于人们

对水生动物缺乏较多了解, 加之适宜作图群体较难

获得,水生动物遗传作图相对滞后。但水生动物的多

年生特性允许在较长的一段时间内对同一材料进行

作图研究,更多新增标记可陆续定位于图上 ,使得图

谱的密度、饱和度逐渐增大。由于这些优势 ,近来水

生动物分子遗传图谱构建的进展很快。M oo re 等[ 37]

利用 AFLP构建了日本对虾 ( Penaeus j ap onicus )的

初步连锁图, 129 个标记分布于 44 个连锁群, 预计覆

盖整个基因组的 57%左右。Wilson 等[38] 利用 23 个

AFLP引物对共筛选到 673 个遵从孟德尔分离的斑

节对虾( Penaeus monodon) AFLP 多态标记, 116 个

共有 AFLP标记分布于 20 个连锁群, 图距为 1 412

cM。L i等[39]利用双假测交法构建了对虾的标记连

锁图谱,平均密度为 10 cM ,该图的构建将为定位一

些经济性状基因奠定基础。鱼类是水生动物中开展

基因组作图较早且进展最大的类群。其作图群体构

建、图谱覆盖范围及密度均高于虾类和贝类。Koc-

her[ 40] 等发表了罗非鱼的第一个遗传连锁图, 其中包

括 112 个 AFLP 标记和一些微卫星标记。Young

等[41] 利用雄核发育的双单倍体虹鳟构建了一个初步

的连锁图,其后 Nicho ls [42] 又在原图上加了 700 多个

AFLP标记, 220个微卫星标记, 27 个Ⅰ型标记, 4 个

同工酶标记,使之成为了较为详细的连锁图谱。W a-

da等[ 43] 用 170 个标记座位产生了青鳉 ( Ory z ias

latip es )的第一个连锁图, 共有 28 个连锁群, 覆盖

2 480cM基因组。由于青鳉作图群体是 F1 雄性与亲

本交配得到的回交群体,所以是雄性遗传图谱。之后

Ohtsuka等[ 44] 以 RAPD为主的 163 个标记构建了雌

性青鳉的连锁图谱, 共 26 个连锁群, 图距为 1

776cM。L iu 等[45]应用 418 个 AFLP 标记建立了斑

点叉尾鮰( I ctalurus punctatus )的遗传图谱, 该图谱包

含 44 个连锁群, 总图距 1 593 cM。Poompuang等[ 46]

首次报道了利用 134 个 AFLP标记构建了步行鲶鱼

( Clarias macr ocep halus )的初级连锁图谱,共包含 31

个连锁群,总图距为 2 037. 4 cM ,标记间平均距离为

17. 07 cM。

大多数水生动物的重要经济性状表现为数量遗

传特点,如品质、成熟期, 生长快慢、抗病性等皆为数

量性状。控制数量性状的基因称作数量性状基因座

( QTL )。不同的数量性状, 其 QTL 在基因组中的数

量、位置和作用各不相同。数量遗传学是以统计推理

为基础的, 即将控制数量性状的多基因作为一整体,

通过数理统计学的一级、二级统计来剖析、描述 QTL

遗传特征。由于常规遗传标记的局限性,难以对单个

QTL 的遗传效应进行追踪,而 DNA 分子标记技术及

分子遗传图谱的迅猛发展, QT L 作图方法也得到了

发展。目前 QTL 定位方法主要包括: ( 1)区间作图

法; ( 2)多元回归法; ( 3)精细作图法; ( 4)标记回归法;

( 5)完整连锁图作图法。由于 RFLP、AFLP、SSR 等

对水生动物没有表型效应, 因而成为 QT L 作图的理

想标记。当前水生动物 QT L 作图正处在起步阶段。

Sakamoto 等[ 47] 找到了与虹鳟产卵时间有关的 13 个

微卫星标记, 这 13个标记分布于 7个连锁组中,说明

虹鳟产卵时间是多基因控制的。Ozaki等[ 48] 利用 51

个微卫星标记构建了虹鳟鱼的区域连锁图谱,并定位

了 2个与抗病相关的 QTL。

4  水生动物基因的标记

基因标记就是筛选与目的基因连锁的遗传标记,

它是基因定位克隆和分子辅助选择育种的前提。用

DNA 分子标记来标记基因是最稳定可靠的, 标记方

法目前有三种 : ( 1)连锁图谱法 ( L inkage map) ; ( 2)

近等位基因系法( Near iso genic lines, NIL ) ; ( 3)集群

分离分析法 ( Bulked seg regant analy sis, BSA )。当前

大多数水生动物没有分子连锁图或是连锁图饱和度

较低, 而构建水生动物近等位基因系难度较大, 所以

前两种方法应用价值不大。目前 BSA 法已成为标记

水生动物重要经济性状基因的主要方法,其原理是将

分离群体中的个体据所要研究的目标性状(如抗病、

感病)分成两组,每组中个体的 DNA 等量混合, 形成

两个对应的 DNA 混合池(抗病池、感病池)。因分组

时仅对目标性状进行选择,则两 DNA 池之间理论上

应主要在目标基因区段存在差异, 这就非常类似于

NIL ,故此法又被称作近等基因池法。

频发的疾病引发的水产养殖及经济动物减产而

造成巨大的损失,使得加快主要经济动物品种遗传改

良及筛选与抗病及生长相关的主效基因的分子标记

已成为当务之急。目前已有一部分控制水生动物重

要经济性状的质量和数量性状基因被标记。Naka-

mura等[ 49] 结合 AFLP 技术和 BSA 在白化虹鳟中找

到了 4 个与显性白化位点紧密连锁的 AFLP 标记,其

中一个是共显性标记,并将其转化为一个 GCAGT 重
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复的微卫星标记, 利用此标记已将显性白化座位定

位于一参考虹鳟连锁图谱的 G 连锁群。Gr iffiths

等[50] 利用 AFLP 技术找到了与三刺鱼( Gaster osteusa

aculeatus )性别决定相关的分子标记。随着 DNA 分

子标记技术的应用和发展, 会有更多的控制水生动

物经济性状的基因标记被挖掘出来, 对这些水生动

物基因的克隆和转化必将在分子辅助选择育种上有

更大的应用。

5  水生动物基因的定位克隆

遗传标记最主要的应用之一是克隆基因。利用

高信息量的 DNA 分子标记以及 NIL、BSA 和比较基

因组作图等新技术, 获得与目标基因紧密连锁的分

子标记,并以之为探针筛选大片段基因组文库, 通过

染色体步移或染色体登陆来克隆基因的方法称作定

位克隆( M ap- based cloning )。这种方法可以在未知

基因产物的条件下分离控制生物质量和数量性状的

基因,近来受到众多发育学家和育种学家的育睐, 已

成为分离发育控制和重要质量和数量性状基因的最

常用方法之一,在农作物上已有许多成功报道[ 51, 52] 。

水生动物上这方面的研究起步较晚, 但随着水生动

物分子遗传图谱、基因标记研究的深入, 水生动物重

要基因的定位克隆在不远的将来会有所突破。而基

因定位克隆的前提是构建大片段的水生动物基因组

文库,这方面已经有一些研究工作[53~ 55] 。如 Dono-

van 等[ 54] 从斑马鱼( Danio rer io )中定位克隆了一个

在脊椎动物中比较保守的铁离子转运蛋白基因。

6  水生动物分子标记辅助选择育种

遗传学家们很早就曾提出利用遗传标记和遗传

图谱进行辅助选择以加速生物遗传改良进程的理

论。标记辅助选择( M AS)就是通过遗传标记对目标

性状实施间接选择。从理论上讲,当标记所示的加和

性变异的分数超过狭义遗传力时, 标记辅助选择则

优于传统的遗传选育法。标记辅助选择有效的前提

是标记与目标性状紧密连锁。常规遗传标记很难实

现这点, 而 DNA 分子标记信息量大、扫描遗传位点

多、且用之选择不受其它基因效应、内外环境因素以

及基因表达与否等因素的影响, 分析结果准确可靠,

可在早期进行选择, 从而大大缩短育种周期 ,必将成

为水生动物育种工作中的有效工具。一般认为应用

传统选育技术, 每代的遗传获得率通常在 10% ~

15% ,但分子标记选择育种技术可明显提高选育进

度, 特别是那些靠传统的表型工具难以度量的性状。

M AS 在水生动物育种中可以应用于杂交亲本的选

配、杂种后代的早期鉴定选择、染色体片段去向追踪、

遗传转化中目的基因的检测、多种抗病性状的同时筛

选等方面。

7  水生动物比较基因组学

DNA 分子标记技术的发展及其在遗传学研究的

广泛应用推动了一门遗传学的分支学科 ) ) ) 比较基

因组学的产生和发展。比较基因组研究主要是利用

相同的 DNA 分子标记在相关物种之间进行遗传或

物理作图, 比较这些标记在不同物种基因组中的分布

特点, 揭示染色体或其片段上的基因及其排列顺序的

相同或相似性 ,并据此对相关物种的基因组结构和起

源进化进行分析。比较基因组研究使得传统遗传学

突破了物种的框架,发展成为新的系统遗传学。除了

其对物种进化研究上的重大意义外,它也推动了整个

生物遗传学的研究,使得人们对模式物种基因组研究

的结果能很快推广到相关物种上去。在农作物研究

上, M oo re[ 56] 同时对水稻、小麦、玉米、谷子、甘蔗以及

高梁等 6种主要禾本科物种比较基因组的研究表明,

基因组最小的水稻居于中枢地位,将禾本科植物基因

组的保守性归结到了水稻基因组的 19 个连锁区段

上, 由这 19个区段可实现对所研究的全部禾谷类作

物染色体的重建,并构成一个禾谷类作物祖先种的染

色体骨架。目前在水生动物中,已经开展了斑马鱼与

人类和其它动物基因组的比较研究[ 57] 。红鳍东方鲀

( Fugu rubr ip es )的基因组由于小而且致密, 本身又

是脊椎动物, 对其进行比较基因组学的研究较

多[ 58~ 62] ,必将为克隆人类致病基因、抗衰老和药物开

发等领域做出贡献。比较基因组学研究还可以清晰

地提供水生动物各自类群以及相互之间基因组水平

上的进化关系 ,克隆、鉴定质量和数量性状座位,达到

高产、抗逆、环保、健康的目的。

综上所述 , DNA 分子标记技术在水生动物遗传

研究上具有重要应用价值,并已取得了一定的进展,

展现了广阔的应用前景。DNA分子标记技术在水生

动物种质资源研究和管理上的应用,使得人们从自然

界中获得、鉴定、保存了更多的水生动物资源,并能对

这些资源进行合理的评估、保护和利用。第一手材料

的丰富性和准确性是深入的遗传学研究和高效的遗

传育种工作的基础。由于水生动物所处环境和对其

遗传背景了解甚少等方面的原因,使得常规遗传育种
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的效率不高,水生动物的遗传改良进程缓慢。利用高

信息量的 DNA 分子标记,构建高密度的水生动物分

子连锁图,标记控制水生动物重要经济性状的基因;

通过定位克隆技术克隆这些基因; 通过遗传转化和

M AS 对水生动物进行遗传改良。这一系列分子生物

学技术的快速发展和应用, 为水生动物遗传学研究

和遗传育种展示了美好的前景。
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