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哲罗鲑性别特异性标记筛选
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摘要: 研究通过比对哲罗鲑Hucho taimen (Pallas)基因组草图与虹鳟(Oncorhynchus mykiss)Y染色体序列, 获得

哲罗鲑性别相关的候选序列, 并设计3对PCR扩增引物, 以此筛选哲罗鲑性别特异性标记。初步筛选结果显

示, 在设计的3对引物中, 引物ST2在雌鱼中无扩增条带, 在雄鱼中有153 bp的扩增条带, 可作为哲罗鲑雄性特

异性候选标记。为了消除样本降解及失误等因素导致的条带缺失, 研究以12S rRNA为参照, 采用双重PCR法,
在12S rRNA引物扩增出条带的前提下, 用ST2引物条带的有无来判断性别, 雌鱼为单带, 无ST2引物条带; 雄鱼

为双带, 有ST2引物条带。同时为了验证本方法的可靠性, 对已知性别的哲罗鲑48尾雌、雄样本进行了检测,
结果显示该方法遗传性别鉴别准确率为100%。用此标记筛选哲罗鲑雌、雄鱼简单易行, 为哲罗鲑遗传学研

究、单性养殖和性别控制育种等研究奠定了基础。

关键词: 哲罗鲑;   性别鉴定;   特异性标记;   12S rRNA

中图分类号: Q344+.2           文献标识码: A           文章编号: 1000-3207(2021)04-0728-06

哲罗鲑Hucho taimen (Pallas)隶属鲑形目(Sal-
moniformes)、鲑科(Salmonidae)、哲罗鱼属(Hucho),
是我国珍稀名贵冷水性鱼类之一, 肉质细嫩, 味道

鲜美
[1]
。1998年哲罗鲑被列入中国濒危动物红皮

书
[2, 3]

。近年来哲罗鲑的资源量不断下降, 已经很

难见到野生群体
[4—8], 2004年被列入中国物种红色

名录。

哲罗鲑是鲑科鱼类中个体最大的鱼类, 生长

迅速, 抗病力强, 营养价值高, 养殖条件与虹鳟类

似, 是优秀的养殖对象
[5, 9]

。在养殖条件下, 哲罗

鲑需要4—5年才能初次性成熟, 性成熟前, 无法通

过外形来判断其性别; 在性成熟后, 由于生活环境

不同 , 婚姻色存在差异 , 也很难通过婚姻色鉴定

雌、雄
[1, 10, 11]

。哲罗鲑雌鱼怀卵量大, 鱼卵可用于

加工鱼子酱, 因此单性养殖和性别控制育种具有

较高的应用价值。怎样快速、准确并在幼鱼期鉴

定哲罗鲑遗传性别, 指导养殖过程中雌、雄比例,
有目的的养殖, 节约养殖成本, 成为制约哲罗鲑产

业发展的重要因素之一。本研究根据虹鳟Y染色

体特异性序列, 从哲罗鲑基因组草图中筛选出性

别特异性标记, 并建立准确的性别鉴定方法, 为哲

罗鲑的性别分化研究、性别控制育种和单性养殖

等奠定基础。

1    材料与方法

1.1    样本采集及DNA提取

本研究材料来源于中国水产科学研究院黑龙

江水产研究所渤海冷水性鱼试验站。繁殖时鉴定

雌、雄, 采集雌、雄鱼各48尾鳍条贴在滤纸上阴

干。取0.2—0.4 cm2
的鳍条样本, 用100 μL裂解液

[裂解液成分: 蛋白酶K 0.5 mg/mL、1 mol/L Tris
(pH8.0)10 mmol/L、KCl 50 mmol/L、0.3%Tween
20、0.3% NP 40]在PCR板内裂解样本, 裂解程序为

55℃ 2—4h, 98℃ 10min。样本裂解后采用Vortex
仪混匀, 混匀后1000—2000 r/min离心1—2min, 取
上清液作为PCR扩增模板。
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1.2    序列分析及引物设计

从NCBI下载虹鳟Y染色体序列(EU081756.1),
采用BLAT程序在哲罗鲑基因组草图中搜索出同源

序列。用Primer 3在同源序列上设计性别特异性引

物, 并在哲罗鲑线粒体12S rRNA序列上设计参照引

物。参照引物用于消除非特异性扩增、样本降解

及加样失误等因素的影响。引物序列及退火温度

见表 1。
1.3    PCR扩增

PCR扩增反应体系为: 2×PCR Dream Taq mas-
ter mix(Thermo Fisher, USA)10 μL, 样本DNA裂解

上清液2 μL, 10 μmol/L的上下游引物各0.1—1 μL,
超纯水补足20 μL。PCR程序设置为95℃变性3min;
30个循环, 每个循环设置为95℃ 30s, 退火(退火温

度见表  1)30s,  72℃  30s;  最后72℃延伸5min。
PCR产物分别用2%琼脂糖凝胶电泳和8%的非变性

聚丙烯酰胺电泳检测。将特异性引物的PCR扩增

产物纯化、回收, 克隆至pMD18-T载体, 处理后, 转
入大肠杆菌感受态中, 筛选含有阳性插入片段的菌

落进行测序。

1.4    引物浓度优化

本研究利用哲罗鲑基因组中与虹鳟Y染色体同

源的序列设计性别鉴定引物, 在理想情况下, 雌性

样本中无扩增条带, 而实际检测过程中样本DNA降

解、加样失误、PCR扩增失败等原因也会导致无

扩增条带。为消除此类问题的影响, 本研究引入了

线粒体12S rRNA作为参照, 将性别特异性引物和

12S rRNA引物在同一个PCR反应体系内扩增, 在参

照引物有条带的前提下, 用特异性引物有无条带鉴

定雌、雄。由于不同引物扩增效率存在差异, 因此

需要对性别特异性引物和12S rRNA引物浓度比例

进行优化。优化时设置4个浓度梯度, 在20 μL扩增

体系内10 μmol/L的性别特异性引物上下游各1 μL,
而10 μmol/L的12S rRNA参照引物上下游体积分别

为1、0.5、0.25和0.1 μL。

2    结果

2.1    引物筛选

用雌、雄鱼各3尾样本初步筛选3对性别特异

性引物和12S rRNA参照引物。由图 1可知, 在性

别特异性引物中 , 引物ST1在雌、雄鱼样本中均

能扩增出133 bp条带; 引物ST2在雌鱼样本中无扩增

条带, 在雄鱼样本中能扩增出153 bp条带; 引物ST3
在雌、雄鱼样本均能扩增出182 bp条带。12S rRNA
参照引物在雌、雄鱼中均能扩增出251 bp条带。

此结果表明 , 引物ST2可能是哲罗鲑雄鱼特异性

标记。

2.2    PCR引物浓度优化

为提高检测的准确率, 节约检测成本和时间,
本研究采用双重PCR进行性别鉴定。由于不同引

物的扩增效率存在差异, 因此需要对性别特异性引

物和12S rRNA参照引物的浓度比例进行优化。在

20 μL扩增体系内10 μmol/L的引物ST2固定为1 μL,
而10 μmol/L的12S rRNA参照引物体积分别为1
(图 2A)、0.5(图 2B)、0.25(图 2C)和0.1 μL(图 2D)。
由图 2可知, 引物ST2和12S rRNA的4组比例均能扩

增出条带, 且随着12S rRNA引物浓度的降低, 12S
rRNA扩增条带亮度呈下降趋势, 引物ST2扩增条带

亮度呈现递增趋势。当引物ST2为1 μL, 12S rRNA
为0.25 μL时(图 2C), 二者条带亮度达到平衡, 条带

均比较清晰。因此在哲罗鲑性别鉴定中引物ST2和
12S rRNA引物浓度比例设置为1﹕0.25。

表 1   引物列表

Tab. 1   Primer list

引物名称
Primer

引物序列Sequence
(5′—3′)

片段大小
Size (bp)

退火温度Annealing
temperature (℃)

ST1 TGTCCAACGAAGA
CAATCCA

133 64

CGAGTTCTCGTCA
CGTTTCA

ST2 TGTCAGGGTTGAT
TACAGTTCCT

153 60

CTGCAGTCTGATT
CCTCATCA

ST3 TGGAAGAAAAGC
AGTGCAAG

182 64

CAGGCCTGAGGAC
AAAGACT

12S
rRNA

CGTTCAACCTCAC
CACCTCT

251 60

GCCTCAGAGCCAG
TTTCAAG

Female Female Female FemaleMale MaleMaleMale M

ST1 ST3 12S rRNAST2

182 bp
251 bp

153 bp
133 bp

图 1    4对引物PCR产物琼脂糖凝胶电泳图谱

Fig. 1    Electrophoresis of PCR products using four pairs of primers
Female. 雌鱼; Male. 雄鱼; M. DL2000 DNA marker, 自下而上条带分别为100、250和500 bp
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2.3    性别特异性标记鉴定

为验证引物ST2的有效性, 进一步用雌、雄鱼

各48尾样本评估引物ST2的准确性。48尾雌、雄鱼

样本扩增产物琼脂糖凝胶电泳图谱见图 3, 聚丙烯

凝胶电泳图谱见图 4。引物ST2在雌鱼中均无扩增

条带, 在雄鱼中均能够扩增出153 bp的单一条带;
12S rRNA参照引物在雌、雄样本中均能扩增出251 bp
条带。12S rRNA参照引物能够扩增出条带表明雌

鱼样本条带缺失并不是由于PCR扩增失败、加样

失误和DNA降解等原因造成的, 而是由雌、雄样本

间基因组DNA差异造成的。鉴于以上结果, 引物

ST2可以作为哲罗鲑雄性特异性标记, 用于性别鉴

定。引物ST2在检测的48尾雌、雄鱼样本中, 性别

鉴定准确率可达100%。

2.4    雄性特异性基因筛选

将引物ST2的PCR扩增产物纯化、回收, 克隆

至pMD18-T载体, 处理后转入大肠杆菌感受态中,
筛选含有阳性插入片段的菌落进行测序。测序获

得153 bp序列(5′-TGTCAGGGTTGATTACAGTTCC
TAAGGCATTTGCATTTTATCTCATGGTAGTGGTTG
TGTCCTGCAGCCTCCCAACAGCCTTGTCGTT
CTGTGGAGTTCATGTGGGATGTATATCAATCA
TGGCTGGAGGTGTGATGAGGAATCAGACTG
CAG-3′)。将该序列与哲罗鲑基因组(未发表)对比

发现, 此序列与sdY基因位于同一Scaffold上, 并与

sdY基因相邻。除此之外, 还将该序列与哲罗鲑的

Female Male FemaleFemaleFemale MaleMaleMale M

A DCB

153 bp

251 bp

图 2    引物ST2和12S rRNA双重PCR扩增琼脂糖电泳图谱

Fig. 2    Electrophoresis of duplex PCR products using ST2 and 12S rRNA primers
Female. 雌鱼; Male. 雄鱼; M. DL2000 DNA marker, 自下而上条带分别为100和250 bp

MFemale Male

251 bp

153 bp

153 bp

153 bp

153 bp

251 bp

251 bp

251 bp

图 3    引物ST2和12S rRNA1组合雌、雄样本的琼脂糖电泳图谱

Fig. 3    Electrophoresis of duplex PCR products using ST2 and 12S rRNA primers in female and male samples
Female. 雌鱼; Male. 雄鱼; M. DL2000 DNA Marker, 自下而上条带分别为100和250 bp

Female Male
M

251 bp

153 bp

251 bp

153 bp

图 4    引物ST2和12S rRNA1组合雌、雄样本的聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱

Fig. 4    Non-denaturing PAGE electrophoresis of duplex PCR products using ST2 and 12S rRNA primers in female and male samples
Female. 雌鱼; Male. 雄鱼; M. 100 bp DNA Marker, 自下而上条带分别为100、200和300 bp
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近源物种多瑙河哲罗鲑(Hucho hucho)基因组进行

了对比, 结果显示此序列在多瑙河哲罗鲑基因组中

存在2个拷贝, 分别位于QNTS01001159.1的ENSH
HUG00000033926(lrp4-1)基因内和QNTS01000029.1
的ENSHHUG00000034142(lrp4-2)内, 并与这2个基

因7号外显子匹配90 bp。

3    讨论

鱼类是低等脊椎动物, 进化相对原始, 由于大

多数鱼类的性染色体还处于未分化或者分化的早

期阶段, 因此很难通过性染色体的形态来辨别雌、

雄。另外, 鱼类胚胎发育过程中易受环境(特别是

温度)影响, 常导致鱼类的表型性别(卵巢或精巢)和
遗传性别(基因型)不一致

[12—16], 因此需要一种准

确、快捷的方法来鉴定鱼类的遗传性别。分子标

记是一种可以在DNA水平上直接反映基因组差异

的方法, 与形态学标记
[17, 19]

、细胞学标记和生物化

学标记相比
[20—23], 具有准确、快捷及数量丰富等优

越性。目前多种鲑科鱼类已经筛选出了性别相关

的分子标记。如: Devlin等[24]
筛选出大马哈鱼Y染

色体上特异的DNA片段, 该片段可用来鉴定大马哈

鱼遗传性别; Yano等[25]
发现了一种免疫相关基因进

化成为虹鳟主要性别决定基因; Felip等[26]
通过扩增

片段长度多态性(Amplified fragment length poly-
morphism, AFLP)方法, 获得了一些虹鳟性别特异

分子标记。哲罗鲑也是鲑科鱼类, 但性别相关的分

子标记尚未见报道。本研究成功获得了哲罗鲑雄

性特异性的分子标记, 可以100%区分哲罗鲑的遗

传性别, 且仅用琼脂糖凝胶电泳检测就能获得结果,
方法简单, 易于操作。

在鲑科鱼类中, 基因sdY[25, 27]
是虹鳟、大西洋

鲑和多瑙河哲罗鲑等15个不同物种的性别决定基

因。本研究获得的153 bp序列与sdY基因在哲罗鲑

基因组草图中位于同一Scaffold上, 与sdY基因相

邻。将这153 bp序列与多瑙河哲罗鲑基因组对比,
发现此序列属于lrp4基因的部分序列。lrp4基因是

低密度脂蛋白受体4, 其主要功能是调节体内胆固

醇平衡, 是胆固醇运输的主要载体, 也有报道表明

lrp4基因在小鼠胚胎发育E13和E14时期的睾丸中

显著高表达
[28], lrp4是否为哲罗鲑Hucho taimen的

性别决定基因, 还需要进一步实验验证。

哲罗鲑属大型鱼类, 商品鱼养殖2—3年可上市,
但需要4—5年才能初次性成熟。哲罗鲑在养殖过

程中雌、雄鱼生长差异不大, 但在人工繁殖过程中

1尾雄鱼的精液可以配多尾雌鱼, 因此雌、雄鱼的

比例为2﹕1就可以满足繁殖需求, 养殖过多的雄性

亲鱼造成不必要的浪费。同时哲罗鲑雌鱼怀卵量

大 ,  可用来生产鱼籽酱 ,  单性别养殖具有重大意

义。本研究建立的哲罗鲑遗传性别鉴定方法, 能够

很好地解决生产需求, 可在养殖场简易的实验条件

下, 幼鱼期采集少量鳍条进行无损伤的早期性别鉴

定, 实现有计划有目的养殖, 使养殖者获得最大的

效益。本方法在哲罗鲑育种方面也具有很大的应

用价值, 通过此方法可实现哲罗鲑的单性养殖及

性别控制育种, 为哲罗鲑的全雌或全雄育种奠定

基础。
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CHARACTERIZATION OF SEX-SPECIFIC MARKER
IN HUCHO TAIMEN (PALLAS)

TONG Guang-Xiang1, TANG Guo-Pan2, XU Wei1, ZHANG Yong-Quang1, YIN Jia-Sheng1 and KUANG You-Yi1

(1. Key Open Laboratory of Cold Water Fish Germplasm Resource and Breeding of Heilongjiang Province, Heilongjiang River
Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Harbin 150070, China; 2. College of Animal Science and

Technology, Henan University of Animal Husbandry and Economy, Zhengzhou 450046, China)

Abstract: Hucho taimen belongs to Salmoniformes, Salmonidae, and Hucho. It is one of the rare and precious cold-wa-
ter fishes with rapid growth, strong disease resistance, and high nutritional value. Due to dramatically declined re-
sources from the 1950s, it has been listed in the China Red Data Book of Endangered Species-Pisces since 1998 and has
also been recorded as vulnerable species in the IUCN Red List of Threatened Species. For the conservation and exploi-
tation of this precious fish, researchers successfully carried out an artificial propagation program and established culti-
vation technology. Given its unique and superior characteristics, taimen has become an excellent aquaculture species
and cultured around China since 2003. Despite the conversation or aquaculture of taimen, the central issue is how to
produce high-quality eggs and larvae. However, it is difficult to distinguish the male and female individuals by morpho-
logy, especially in young fish, which hindered the selection of high-quality parents for propagation, it is essential to de-
velop a simple method to efficiently characterize the male and female taimen. Sex-specific molecular markers could be
satisfied with the requirement. Sex-specific markers are an essential tool for mono-sexual fish cultivation, optimization
of sex ratio of broodstock, and sex-controlled breeding. To identify sex-specific markers in Hucho taimen, the sex-re-
lated candidate sequences were obtained by alignment of the draft genome of Hucho taimen against the Y chromosome
of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Three pairs of primers were designed based on this candidate sequence to
characterize the sex-specific markers. The results indicated that one pair of primers (ST2) might be the male-specific
marker of Hucho taimen, with a PCR product of 153 bp in male samples but not in female samples. To eliminate the ef-
fects of DNA degradation and artificial faults in PCR amplification failure, a duplex PCR assay was established by in-
troducing the 12S rRNA as a reference. Samples were classified into males when ST2 and 12S rRNA were amplified
successfully, whereas samples were classified into females when only 12S rRNA was amplified. All 48 samples were
correctly classified with the accuracy of 100%. Furthermore, the PCR product amplified by ST2 was sequenced to ob-
tain a 153 bp, and then aligned to taimen draft genome and Hucho hucho genome. This marker was close to sdY gene in
Hucho taimen genome, while it matched lrp4 gene in Hucho hucho genome. The gene sdY is the sex determining locus
of 15 salmon species, including Oncorhynchus mykiss, Salmo salar, and Hucho hucho, and it needs to determine whe-
ther lrp4 gene is related to sex determination. In conclusion, this study characterized a male-specific marker and estab-
lished a genetic sex identification method to distinguish female from male taimen in a simple and efficient way, which
provide a foundation for genetic research, monosexual culture and sex-controlled breeding of Hucho taimen.

Key words: Hucho taimen (Pallas); Sex determination; Specific markers; 12S rRNA
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