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摘要! 为了筛选出中国牙鲆群体的抗淋巴囊肿病相关 **$标记!实验采用分群分析法对 432

个牙鲆个体&感病 87 个!抗病 17 个'进行了抗淋巴囊肿病相关 **$标记的筛选# 首先构建了

抗"感基因池&抗病个体和感病个体各 48 个'!并利用 490 对微卫星引物对其进行了扫描$对

于在抗"感池间扩增出差异条带的引物!用构建基因池的 /3 个个体对其进行了第一次单个体

验证$对于在第一次单个体验证中差异显著的引物用 432 个个体进行了第二次验证# 结果显

示!有 1 对引物&>@:??/0M113C22808">@:??/0M027C833/">@:??/0M93/C1201 和 >@:??/0M408C8:9'在

抗"感基因池间扩增出了差异条带$经第一次单个体验证!表明 >@:??/0M027C833/&7>3D32/'

和 >@:??/0M408C8:9&7

490"/

>3D320!7

49/"/

>3D33:'的差异条带在抗"感个体中呈显著性差异$经

第二次单个体验证!发现 >@:??/0M408 C8:9 的差异条带在抗"感个体中出现的频率分别为

731:Q和 411/Q&7>3D334'!差异显著$对 >@:??/0M408C8:9 在 43 个抗病个体中扩增出的差异

条带进行了克隆并测序!经 O'&*E比对!证实其为黄海水产研究所水产基因组与细胞工程研

究室公布的牙鲆微卫星标记 >@:??/0M408C8:9 中的一段!同源性达到 :7Q# 研究表明!微卫星

标记 >@:??/0M408C8:9 可能与牙鲆抗淋巴囊肿病相关#

关键词! 牙鲆$ 淋巴囊肿病$ 微卫星标记$ 分群分析法

中图分类号! *:1411455555555555文献标志码%&

55牙鲆 #7()(%&03$3.,#%&*(02+,$是一种重要的

海水养殖鱼类"属鲽形目#60HI3/AH@C;?/39H>$ &鲆

科#O/CK;M:H$ &牙鲆亚科 #6:3:0;@KCK=;A:H$ &牙鲆

属#7()(%&03$3.,$ "生长速度快&个体大&肉质鲜

美且繁殖力强"深受消费者和养殖户欢迎"经济

价值很高' 因此"牙鲆作为一种重要的海水经

济鱼类而被广泛养殖于中国&日本和韩国等亚

洲国家' 但是"近年来随着牙鲆养殖产业的不

断壮大"各类疾病也开始频繁暴发"从牙鲆苗种

到养成阶段几乎均有病害的发生"最高死亡率

可达 03Q以上"给养殖户造成了巨大的经济损

失
*4+

' 淋巴囊肿病就是危害较为严重的疾病

之一'

鱼类 淋 巴 囊 肿 病 是 由 淋 巴 囊 肿 病 毒

#0=92K/@=>C;>M;>H:>HD;3I>"'-4.$感染引起的"

它是第一个被发现的鱼类病毒性疾病
*2+

' 据记

载"此病在欧洲&南美洲&北美洲和亚洲均暴发

过
*/+

' 4::9 年"牙鲆淋巴囊肿病第一次在我国暴

发
*1+

"其主要病症是在病鱼的口唇部&鳍条和体

表等处长出肿瘤状的囊肿物"有时也会长在鳃部

和内脏器官上' 患病牙鲆由于肿瘤物的附着而摄

食不自主"导致生长缓慢&鱼体瘦弱"外表极其难

看' 虽然该病死亡率并不高"但患病鱼几乎丧失

其全部的经济价值
*4"8 67+

' 近年来"该病在工厂化

牙鲆养殖中频繁暴发"传播快"蔓延迅速' 目前还

没有治疗该病的有效药物"主要以预防为主
*9+

'

培育抗淋巴囊肿病苗种成为控制乃至攻克此病的

一种可行性手段' 日本学者 (I<;等
*0 6:+

开发出了
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日本牙鲆群体抗淋巴囊肿病相关分子标记技术并

进行了应用' SIH

*43+

认为分子标记的选择在家系

内是比较有效的"因为大多数被筛选到的标记都

是家系内特异的"仅有极少数具有普遍适用性'

因此亟待筛选出适合于中国牙鲆群体的抗淋巴囊

肿病相关标记'

X;@KH09/3H等
*44+

开发了一种分群分析法

#LI0PHM >HB3HB:AC:A:0=>;>"O*&$"可用于快速鉴

别与基因组特定区域相连锁的标记' 该方法基于

某等位基因的分离群体"按其表型分类建立基因

池"即将每一种表型内一定数量极端个体 4%&

等量混合组成相应的基因池' 此方法具有高效

性&耗费少等优点"现已被广泛应用' 初期"O*&

以在植物研究中应用为主"陈忠明等
*42+

用 O*&

方法鉴别出了与秋稻#1).B( ,($&*($品种 &I>/9/

广亲和基因连锁的标记%王建设等
*4/+

获得了一个

与甜瓜#-+0+4&,42%#$白粉病抗病基因位点连锁

的分子标记%T;H等
*41+

筛选出了与稻草耐酸性去

垢纤维相关的微卫星标记%丁成龙等
*48+

获得了与

多花黑麦草#L#%&+44+%$&E#)04$抗叶斑病基因连

锁的 ,*E7-&6*标记%桂金山等
*47+

将此方法运用

到了牧草基因的定位中%宋鹏举等
*49+

将该方法运

用到了玉米#O2( 4(.,$生态核雄性不育的发现与

遗传研究中' 近年来"O*&方法在水产动物研究

中的应用也较多"卢钟磊等
*40+

结合 O*&技术筛

选出 : 个与褐牙鲆耐热相关的分子标记%刘改艳

等
*4:+

筛选出 / 个与乌鳢 #-3(''( ()5+,$性别相

关的微卫星标记%马爱军等
*23+

筛选出与大菱鲆

#60#/3$3(%4+,4(9&4+,$耐高温性状相关的分子

标记' 但有关牙鲆抗淋巴囊肿病相关微卫星分子

标记的研究在国内尚未见报道' 本研究采取 **$

#>;920H>HZIHA@H3H2H:C>"简单重复序列 $ 结合

O*&技术"首先在抗&感基因池间筛选出有差异

的标记"再通过个体验证来确定初步筛选出的标

记的可靠性"为牙鲆分子标记辅助育种提供支持'

45材料与方法

!"!#样品采集

实验牙鲆养殖在山东省海阳市黄海水产有限

公司' 将 233: 年 8 月建立的牙鲆家系注射荧光

标记之后进行同池混养"2343 年 / 月自然暴发了

淋巴囊肿病"同年 7 月分别剪取感病个体和抗病

个体部分鳍条#中间未采取治疗措施$"放置于无

水乙醇中"于 623 F条件下保存' 本实验采用的

432 个牙鲆个体 #感病 87 个&抗病 17 个 $取自

(3:38#233: 年第 8 号家系命名为 (3:38$&(3::3

和 (3:29 / 个家系的全部存活个体'

!"$#微卫星引物

从 */AB 等
*24+

基于全基因组建立起来的高密

度微卫星连锁图谱上平均每隔 43@X左右选取 4

个微卫星标记"共 490 个微卫星标记' 相应的微

卫星引物由南京金瑞斯生物科技有限公司合成'

!"?#基因组 ARB制备

采用经典的酚 6氯仿抽提法
*22+

进行牙鲆

4%&的提取' 提取的 4%&用紫外分光光度计和

琼脂糖凝胶电泳进行浓度和质量的测定"用灭菌

去离子水稀释至 83 AB5

!

''

!"L#dXB分池

取 (3:38 抗病个体和感病个体各 48 个"每个

取等量的 4%&溶液构成相应的抗病和感病基

因池'

!"Y#EDF扩增及聚丙烯酰胺凝胶电泳

利用 490 对微卫星引物分别对抗&感基因池

进行 6-$扩增"寻找差异条带' 6-$总体系为

48

!

'!43 BLI??H3418

!

'"M%E69;GCI3H311

!

'"

上&下游引物 # 43

!

9/05'$ 各 31/

!

'"3E:Z 酶

318 #"基因组 4%&大约 83 AB' 6-$反应程序

为 :8 F 预 变 性 8 9;A" /3 > :8 F" /3 >

8918 F

*24+

"/3 >92 F"/3 个循环"最后 92 F延伸

8 9;A' 6-$产物经变性后在 7Q变性聚丙烯酰

胺凝 胶 上 电 泳 进 行 基 因 型 分 型" 上 样 量 为

/17

!

'"恒压 4 333 ."电泳 418 K' 电泳结束后进

行银染显色"并统计带型'

!"P#差异条带的个体验证

对在抗&感基因池中扩增出差异条带的微卫

星标记进行单个体验证' 首先在组成抗&感基因

池的 /3 个个体中进行第一次单个体验证%/3 个

个体中扩增差异显著的微卫星标记在 (3:38&

(3::3 和 (3:29 / 个家系的共 432 个个体中进行

第二次单个体验证'

!"\#差异条带的克隆与测序

对 43个扩增出差异条带的抗病个体重新进行

6-$扩增&电泳&银染"显色后立即从聚丙烯酰胺凝

胶上切下目的条带"加 433

!

'双蒸水"用枪头捣碎

凝胶":8 F水浴 8 9;A"室温过夜' 42 333 359;A

离心2 9;A"吸取上清液作为再次 6-$反应的模

908
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板' 再次 6-$反应产物在 4Q的琼脂糖凝胶上电

泳"电泳条带用 4%&琼脂糖凝胶回收试剂盒回

收&纯化' 将纯化产物与 6X4407E载体进行连

接"转化进入 E"643 大肠杆菌感受态细胞"挑取

阳性克隆进行测序' 测序结果通过 O'&*E比

对"验证差异片段是否为微卫星位点的序列'

!"O#数据分析

通过 O&%4*-&%软件对电泳结果进行分

析"获取差异条带的分布情况&碱基数及泳动

位置'

用 *6**4013 软件对微卫星引物在抗&感个

体中所扩增出的差异条带频率进行卡方检验"若

卡方检验 7=3D38 就认为这个条带在牙鲆抗&感

个体中分布差异显著"若 7=3D34 就认为差异极

显著'

25结果

$"!#日本牙鲆群体抗淋巴囊肿病相关分子标记

的验证

分别选取 (3:38&(3::3&(3:29 家系中抗&感

个体各 48&0&/ 共 82 个个体对 (I<;等
*:+

开发出来

的牙鲆抗淋巴囊肿病相关标记进行验证"发现

6/0;:70E#(的 419 L2 条带在抗病个体和感病个

体中 差 异 不 显 著 # 7 >31280 =3138 $% 在

6/0;424E#(和 6/0;7$-487/8E#(中也未发现在

两个群体中有显著差异的条带#图 4$' 因此认为

(I<;等
*:+

筛选出的日本牙鲆群体抗淋巴囊肿病相

关分子标记并不适用于本实验室的中国牙鲆选育

群体'

$"$#dXB分池及 EDF扩增结果

利用 490 对微卫星引物对所构建的抗&感基

因池进行 6-$扩增"有 1 对引物在抗&感基因池

间扩增出了差异条带 #图 2$' 其中 >@:??/0M027 C

833/ 和 >@:??/0M113 C22808 的差异条带出现在感

病池中">@:??/0M93/C1201 的差异条带出现在抗病

池中 "而>@:??/0M408 C8:9在抗 &感基因池中均扩

增出了差异条带' 使用 O&%4*-&%软件计算出

了差异条带的碱基数#表 4$'

图 !#E*5.MIO%S=%B&"E*5.IFD!YI?Y%S=%d&和

E*5.!$!%S=%D&在抗病个体和感病个体中的扩增

X16O$/22 分子标记% $1抗病个体% *1感病个体

=.9"!#B465.3.;&,.*/*3E*5.MIO%S=%B&'

E*5.IFD!YI?Y%S=%d&&/0E*5.!$!%S=%D&./0.81&81

)18.8,&/,./0.<.07&58&/00.81&81878;16,.'51./0.<.07&58

X16O$/22 4%& X:3PH3% $1M;>H:>H3H>;>C:AC;AM;D;MI:0>% *1

M;>H:>H>I>@H2C;L0H;AM;D;MI:0>

图 $#引物 8;&33*50LLJf$$YOY%!'$&'8;&33*50O$PfYJJ?

%?'L&'8;&33*50\J?fL$OL%Y'P&和 8;&33*50!OYfYM\

%\'O&在抗"感基因池中的扩增

4"/"8"91感病基因池% 2"1"7"01抗病基因池% X16O$/22 分

子标记% 黑色箭头1差异条带

=.9"$#%-1'&/08&465.3.10'@ 6).41)88;&33*50LLJf$$YOY

%!'$&'8;&33*50O$PfYJJ?%?'L&'8;&33*50\J?fL$OL

%Y'P&&/08;&33*50!OYfYM\%\'O&./91/16**58

4"/"8"91M;>H:>H>I>@H2C;L0H% 2"1"7"01M;>H:>H3H>;>C:A@H% X1

6O$/224%&9:3PH3% L0:@P :33/J1M;??H3HAC;:0L:AM>

表 !#dXB分池的 EDF扩增差异条带统计

%&'"!#%-18,&,.8,.;8*3,-10.331)1/,.&5'&/083)*4 EDFI&465.3.;&,.*/'@ 41&/8*3,-1dXB&/&5@8.8

位点 0/@I> >@:??/0M113C22808 >@:??/0M027C833/ >@:??/0M93/C1201 >@:??/0M408C8:9

差异片段5L2 ?3:B9HAC>;NH 28/ 21/ 248 490 49/

出现基因池 BHAH2//0 * * $ $ *

注!$代表抗病基因池%*代表感病基因池

%/CH!$3H23H>HAC>CKHBHAH2//0/?M;>H:>H3H>;>C:A@H:AM *?/3M;>H:>H>I>@H2C;L0H

008
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$"?#差异条带在个体中的扩增验证

在抗&感池间扩增出差异条带的微卫星位点

#表 4$"用其相应的引物对组成抗&感池的 /3 个

个体分别进行 6-$扩增"并分析出每个位点的差

异条带在个体间的扩增情况#表 2$'

表 $#差异条带在个体扩增中的出现次数统计

%&'"$#%-18,&,.8,.;8*30.331)1/,.&5'&/08&465.3.10././0.<.07&58

位点 0/@I> >@:??/0M113C22808 >@:??/0M027C833/ >@:??/0M93/C1201 >@:??/0M408C8:9

差异片段5L2 ?3:B9HAC>;NH 28/ 21/ 248 490 49/

$组#阳性5总数$ $# 2/>;C;DH5C/C:0;C=$ /548 2548 43548 44548 2548

*组#阳性5总数$ *# 2/>;C;DH5C/C:0;C=$ 8548 :548 1548 1548 43548

555557 3170 3132/ 31379 31320 3133:

55以引物 >@:??/0M408 C8:9 在牙鲆个体中的扩

增带谱为例#图 /$"该位点在抗病和感病个体中

的带型差异较为显著"490 L2 的差异条带在抗病

个体中出现的频率较高"在感病个体中出现的频

率较低%49/ L2 的差异条带在感病个体中出现的

频率较高而在抗病个体中出现的频率较低' 这与

O*&扩增结果相一致'

图 ?#引物 8;&33*50!OYfYM\ 在 ?J 个个体中的扩增

X左皆为抗病个体#$$ "X右皆为感病个体#*$

=.9"?#%-1'&/08&465.3.10'@ 6).41)8

8;&33*50!OYfYM\ ./?J ./0.<.07&58

'H?C/?X ;>3H>;>C:AC;AM;D;MI:0>#$$ "3;BKC/?X ;>>I>@H2C;L0H

;AM;D;MI:0>#*$

$"L#差异条带在抗"感个体中的扩大验证

选取存活个体总数大于 23 的家系 (3:38&

(3::3 和 (3:29 组成抗&感群体"对在 /3 个牙鲆

个体中扩增差异显著的微卫星引物 >@:??/0M027 C

833/ 和 >@:??/0M408 C8:9 进行了第二次单个体验

证"发现 >@:??/0M027C833/ 在抗&感群体中扩增差

异不显著"而 >@:??/0M408C8:9 扩增差异显著' 对

>@:??/0M408C8:9 在 (3:38 家系的 10 个个体中进

行验证"发现 490 L2 的差异条带在大多数的抗病

个体中扩增出来"仅在个别的感病个体中扩增出

来#图 17:$%用其余的两个家系 (3::3 和 (3:29

对 >@:??/0M408 C8:9 进行个体验证"结果相同 #图

17L$'

微卫星引物 >@:??/0M408C8:9 在 432 个抗&感

个体中的扩增带型差异显著#图 1$' 490 L2 的差

异条带在抗病个体中出现的频率较高"17 个抗病

个体中有 20 个扩增出该条带"出现率为 731:Q%

87 个感病个体中仅有 0 个扩增出该条带"出现率

为 411/Q"存在显著性差异#7=3D34$'

图 L#引物 8;&33*50!OYfYM\ 的差异条带在

!J$ 个个体中的扩增

X16O$/22 分子标记% $1抗病个体% *1感病个体% 4"21490

L2 差异条带' 竖线显示为抗病个体与感病个体的分界

=.9"L %-10.331)1/,.&5'&/08&465.3.10'@ 6).41)8

8;&33*50!OYfYM\ ./!J$ ./0.<.07&58

X16O$/22 4%& X:3PH3% $1M;>H:>H3H>;>C:AC;AM;D;MI:0>% *1

M;>H:>H>I>@H2C;L0H;AM;D;MI:0>% 4"21L:AM>/?490 L21O/IAM:3=

LHCJHHA 3H>;>C:AC;AM;D;MI:0>:AM >I>@H2C;L0H;AM;D;MI:0>;>>K/JA

J;CK :DH3C;@:0L:3

$"Y#差异条带的克隆与测序

对差异条带进行克隆测序"得到的序列为!

&8E--&E8E-8&8-&88E&&&-E-&EEE-E--

E--E--E--E--E--E--E--E--E--E--E--

&&&88---&8&8-8&E&E-EEE-E-E----&E

-&E-&8-E8E8&8&88&&8&&8E8E-EE8&E

-EE&-&8E8&&-&&&8EE---E8EEEE-E---

&&-EE-&&E--&-E8&8E#490 L2$

通过 O'&*E比对"证实其为公布的牙鲆微

卫星标记 >@:??/0M408 C 8:9 # 8HAO:AP 登录号!

!%:32399$中的一段"同源性达到 :7Q"差别仅在

于重复单位 -E-的重复次数不同'

:08
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/5讨论

鱼类的很多性状属于数量性状"受多基因控

制"且受环境的影响"表现为连续的变异"表现型

和基因型之间没有明确的对应关系
*2/+

' 在本实

验中"有 0 个表型感病的牙鲆个体扩增出了与抗

病正相关的差异条带"而有 40 个表型抗病的牙鲆

个体却未扩增出与抗病性状呈正相关的差异条

带' 这与总体趋势存在一定的偏差"即个体本身

含有某个与抗病相关的基因在表型上并不一定是

抗病的' 因此"在研究抗病等数量性状时需要以

一定数量的样本为基础"在总体趋势上归纳得出

结论' 本实验选用的是存活个体总数大于 23 的

/ 个家系"样本数量较大"可为牙鲆抗病分子标记

辅助育种提供一定的参考'

家系内分子标记辅助育种已成为改良水产品

种的一种重要手段
*21+

"因为大多数标记是家系内

特异的"并不具有广泛的适用性
*43+

' 据报道"目

前只有大西洋鲑#6(%4# ,(%()$抗传染性胰腺坏死

病相关标记具有一定的广适性
*28+

' 对 (I<;等
*:+

筛选出来的牙鲆抗淋巴囊肿病相关标记进行验证

发现"这些标记并不适用于本实验室的牙鲆育种

群体' 这可能是由于本实验室的中国牙鲆群体与

日本牙鲆群体遗传背景不同"遗传差异较大' 同

时 (I<;等
*:+

开发的抗淋巴囊肿病相关分子标记

是基于一个回交家系"由于不同群体间具有遗传

分层现象"因此此标记可能只适用于日本群体'

对于同一物种的不同育种群体"特别是遗传差异

较大的育种群体"应当分别筛选适合这些育种群

体的相关分子标记'

从本研究结果来看"在牙鲆抗淋巴囊肿病相

关 **$标记的筛选中"490 个微卫星标记中只有

4 个可能与牙鲆抗淋巴囊肿病相关' 这可能是因

为本研究所用材料是亲缘关系较近的 / 个家系"

即 (3:38&(3::3 和 (3:29 都是 (3983 的后代"遗

传背景相似%另外"这 / 个家系是同池混养"外界

的环境条件相同' 因此"理论上个体之间只表现

出遗传物质某一方面的差异"比如抗病性能' 同

时 (3983 是抗鳗弧菌能力较强的牙鲆家系
*27+

"而

本研究采用的材料全部是 (3983 的后代"所以本

实验筛选到的牙鲆抗淋巴囊肿病相关标记有可能

是一个双抗标记'

本研究采用 **$7O*&技术得到了一个与牙

鲆抗淋巴囊肿病相关的候选标记"这是国内开发

出的第一个有可能适用于中国牙鲆群体的抗淋巴

囊肿病相关 **$标记' 这为研究中国牙鲆抗淋

巴囊肿病相关机制及发掘抗病相关基因"进而开

展分子标记辅助育种工作打下了良好的基础'
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