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　　摘要：为建立一种准确和快速鉴定斑点叉尾 遗传性别方法，根据其性别连锁 ＳＮＰ（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）位点，设计外围引物、ＳＮＰ特异性延伸引物和ＤＮＡ探针。性别连锁ＳＮＰ特异性引物延伸反应结束后，将
扩增终产物与ＤＮＡ探针杂交，并应用基于免疫胶体金技术的核酸检测试纸检测性别连锁 ＳＮＰ，从而实现遗传性别分
子水平的可视化鉴定。结果显示，该方法能够准确地鉴定斑点叉尾 的遗传性别，与基于性别连锁微卫星标记的遗

传性别鉴定方法所得结果一致，表明斑点叉尾 性别连锁ＳＮＰ特异性引物延伸反应联合基于免疫胶体金技术的核酸
试纸能够准确、快速地完成斑点叉尾 的遗传性别鉴定。
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　　斑点叉尾 （Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ）隶属鲇形目
科，原产于北美，是一种世界性淡水养殖鱼类［１］。

由于斑点叉尾 对不同环境有较强适应能力，已引

种至多个国家开展人工养殖。我国于１９８４年首次
引种斑点叉尾 ，此后３０余年间，根据其生物学特
征进行了系统的本土化研究，极大地促进了我国斑

点叉尾 产业的发展［２］。斑点叉尾 雌雄鱼生长

具有较大差异，雌鱼达到一定规格后，生长减慢，卵

巢发育加快，较大的卵巢组织一定程度上降低了其

食用比例，导致雌鱼的市场需求不高［３］。因此，为

提高斑点叉尾 养殖效益，有必要开展全雄品种选

育研究。

性逆转是培育鱼类全雄或全雌品种的必要途

径，性逆转的开展要求精准的遗传性别鉴定方法予

以辅助。随着分子标记技术在鱼类中的应用，已鉴

别出大量鱼类 ＲＦＬＰ（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）、ＲＡＰＤ（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ＤＮＡ）、 ＡＦＬＰ （ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）、ＳＳＲ（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ）、ＳＮＰ
（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）等性别特异性分子
标记。１９９１年，Ｄｅｖｌｉｎ等采用 ＲＦＬＰ分子标记技术
首次获得大鳞大马哈鱼（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｔｓｈａｗｙｔｓｃｈａ）
性别特异分子标记［４］。使用 ＲＡＰＤ分子标记技术
鉴定出性别特异分子标记的物种主要有虹鳟

（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｍｙｋｉｓｓ）［５］、大 菱 鲆 （Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓ
ｍａｘｉｍｕｓ）［６］等；ＡＦＬＰ分子标记技术鉴定出性别特
异分子标记的物种主要有：三刺鱼（Ｇａｓｔｅｒｏｓｔｅｕｓ
ａｃｕｌｅａｔｕｓ）［７］、金枪鱼（Ｔｈｕｎｎｕｓｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ）［８］等；ＳＳＲ
分子标记技术鉴定出性别特异分子标记的物种主

要有：尼罗罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）［９］、半滑舌
鳎（Ｃｙｎｏｇｌｏｓｓｕｓｓｅｍｉｌａｅｖｉｓ）［１０］、斑点叉尾 ［１１］等。

随着高通量测序技术地进步，基于测序技术筛选性

别特异性分子标记已成为目前最主流的方法。近

年，基于高通量测序技术陆续在大西洋庸鲽

（Ｈｉｐｐｏｇｌｏｓｓｕｓｈｉｐｐｏｇｌｏｓｓｕｓ）［１２］、大 口 鲇 （Ｓｉｌｕｒｕｓ
ｍｅｒｉｄｉｏｎａｌｉｓ）［１３］、斑点叉尾 ［１４］等物种中鉴定出多

个性别连锁ＳＮＰｓ标记。根据鱼类性别特异性分子
标记开发出多种遗传性别鉴定方法，但大部分性别

鉴定方法耗时、耗力，且需要借助较为精密的仪器。

将性别连锁 ＳＮＰ特异性引物延伸反应与基于
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免疫胶体金技术的核酸检测试纸相结合，鉴定鱼类

遗传性别的方法目前尚未见报道。本研究基于笔

者所在课题组前期开发的斑点叉尾 性别连锁ＳＮＰ
标记［１４］，设计ＳＮＰ位点特异性延伸反应引物，并联
合基于免疫胶体金技术的核酸检测试纸，首次建立

了快速鉴定斑点叉尾 遗传性别方法。该方法不

仅能够高效、准确地鉴定出斑点叉尾 遗传性别，

还能够为其他物种遗传性别鉴定方法的开发提供

参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验所用的试验鱼来自国家级江苏斑点叉

尾 遗传育种中心扬中基地培育的斑点叉尾 Ｇ３
代选育群体。采集１８０日龄雌雄斑点叉尾 各１０
尾，ＭＳ－２２２（Ｍｅｒｃｋ公司，德国）麻醉后解剖，根据
其性腺记录其性别信息，同时，剪取部分尾鳍组织

于１．５ｍＬ离心管中，加入无水乙醇保存。
１．２　基因组ＤＮＡ提取

取２０ｍｇ尾鳍组织，剪碎后置于１．５ｍＬ离心管
中。使用ＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒（南京诺维
赞生物科技有限公司）提取基因组 ＤＮＡ，操作过程
按照 说 明 书 进 行。利 用 Ｑｕｂｉｔ荧 光 光 度 计
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ，ＵＳＡ）评估 ＤＮＡ质量，并
在０．６％琼脂糖凝胶上电泳检测其完整性。合格的
ＤＮＡ样本于－２０℃保存。
１．３　引物设计

应用ＮＣＢＩ数据库ＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ在线软件设计
扩增斑点叉尾 性别连锁 ＳＮＰ位点（ｓｃａｆｆｏｌｄ９９＿
２０５８３４Ｇ＞Ａ）［１４］的外围引物（ＷＦ／ＷＲ）、特异性延
伸引物（ＡＳＥ）和 ＤＮＡ探针（ＡＳＥ－ＤＰ）；使用 Ｏｌｉｇｏ
软件检验ＡＳＥ引物与ＤＮＡ探针二级结构间相互关
系，避免产生二聚体。ＡＳＥ引物３′端最后一个位点
为雄性特异性碱基，５′端用 ６－羧基荧光素（６－
ＦＡＭ）荧光基团标记，ＤＮＡ探针 ３′端用生物素
（Ｂｉｏｔｉｎ）标记，引物及探针的合成和标记委托生工
生物工程（上海）股份有限公司完成，序列见表１。
１．４　巢式ＰＣＲ扩增反应

第１轮 ＰＣＲ反应扩增斑点叉尾 性别连锁

ＳＮＰ位点（ｓｃａｆｆｏｌｄ９９＿２０５８３４Ｇ＞Ａ）。反应总体系：
４０μＬ，其中，２×ＰｈａｎｔａＭａｘＭａｓｔｅｒＭｉｘ２０μＬ（南京
诺维赞生物科技有限公司）、模板 ＤＮＡ１μＬ、外围
引物（ＷＦ和ＷＲ）各１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１７μＬ。ＰＣＲ反应

表１　斑点叉尾 性别连锁ＳＮＰ位点ＰＣＲ反应引物及探针

引物名称 引物序列（５′→３′） 标记情况

ＷＦ ＧＡＡＡＴＧＴＣＴＴＧＧＣＴＧＣＧＡＣＴ 无

ＷＲ ＣＴＣＴＴＧＣＴＣＣＴＣＡＡＧＣＣＧＴＧ 无

ＡＳＥ ＴＣＣＣＣＴＴＴＣＴＴＧＡＧＡＡＡ ５′６－ＦＡＭ

ＡＳＥ－ＤＰ ＧＣＣＴＴＴＣＡＡＴＣＴＣＡＡＧ ３′Ｂｉｏｔｉｎ

　　注：ＷＦ／Ｒ，外围正、反向引物；ＡＳＥ，特异性延伸引物；ＡＳＥ－ＤＰ，

ＤＮＡ探针。

程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５７～５３℃
（每个循环减１℃）退火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，每个
退火温度２个循环；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，
７２℃延伸６０ｓ，１５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

第２轮 ＰＣＲ反应为性别连锁 ＳＮＰ位点特异性
引物延伸反应，将第１轮 ＰＣＲ反应产物稀释１０倍
后用作第２轮ＰＣＲ反应的模板ＤＮＡ。反应总体系：
２０μＬ，其中，２×ＰｈａｎｔａＭａｘＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ、模板
ＤＮＡ１μＬ、ＡＳＥ延伸引物（ＡＳＥ）、ＤＮＡ探针（ＡＳＥ－
ＤＰ）各１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ７μＬ。第２轮ＰＣＲ反应分２步
进行，第 １次扩增：９５℃，５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６６℃
３０ｓ，２０个循环；第２次扩增：９４℃３０ｓ，５０℃ ３０ｓ，
２５个循环。
１．５　遗传性别鉴定结果判读

本试验所用核酸检测试纸及其配伍碱性缓冲

液，均购自杭州优思达生物科技有限公司。第２轮
ＰＣＲ完成后，滴加２０μＬ核酸检测试纸配伍的碱性
缓冲液于微孔板中，在核酸检测试纸的样品垫上滴

加１０μＬ第２轮 ＰＣＲ扩增产物。将已滴加扩增产
物的核酸检测试纸插入含有缓冲液的１００μＬ微孔
板中，保证样品垫最下端与缓冲液接触。上述过程

完成后１０～１５ｍｉｎ内对试纸显色结果进行判读。
１．６　遗传性别鉴定准确性验证

从斑点叉尾 遗传育种中心样本库中随机选

取９６个样本，应用本研究鉴定的方法对９６个样本
遗传性别进行鉴定，并将鉴定结果与数据库中记录

的性别信息进行比对，以期检验该方法准确性。此

外，应用基于斑点叉尾 性别连锁微卫星标记的遗

传性别鉴定方法［１５］对上述试验鱼的遗传性别进行

鉴定，并比较２种方法的鉴定结果。
１．７　第２轮ＰＣＲ反应循环次数对鉴定结果的影响

选择遗传性别为雄性的斑点叉尾 ＤＮＡ样本，
在进行第１轮ＰＣＲ反应后，第２轮ＰＣＲ反应程序中
第２次扩增循环次数由２５个循环逐次递减５个循
环，直至减少至０个循环，其他反应程序不变。将巢

—０９１— 江苏农业科学　２０２２年第５０卷第１２期



式ＰＣＲ反应产物按照核酸检测试纸显色及判读步
骤进行。

２　结果与分析

２．１　遗传性别鉴定方法
本研究建立的基于性别连锁 ＳＮＰ位点特异性

引物延伸反应的斑点叉尾 遗传性别鉴定方法流

程见图１，主要包括：ＳＮＰ位点外围引物扩增、ＳＮＰ
位点特异性引物延伸反应、延伸反应产物与ＤＮＡ探
针杂交及显色反应等步骤。外围引物（ＷＦ／Ｒ）扩增
主要完成ＳＮＰ位点区间目的片段的大量富集，保证
ＳＮＰ位点特异性引物延伸反应的有效性和准确性。
ＳＮＰ位点特异性延伸反应引物（ＡＳＥ）的３′端为雄性
特异碱基，５′端为６－ＦＡＭ荧光基团标记，引物能够
与雄性个体在该 ＳＮＰ位点特异性结合并完成扩增
反应。ＤＮＡ探针（ＡＳＥ－ＤＰ）的３′端标记有 Ｂｉｏｔｉｎ
基团，从而保证其不能够完成扩增反应，仅起到与

ＳＮＰ位点特异性延伸反应产物杂交的目的。核酸检
测试纸的检测区能够特异性地识别 ＤＮＡ探针与
ＳＮＰ位点特异性延伸反应产物杂交产物，经过显色
反应可直观地呈现出不同斑点叉尾 个体的遗传

性别信息。

２．２　遗传性别鉴定结果及准确性
本研究分别使用１０尾雌雄个体，性别连锁ＳＮＰ

位点特异性引物延伸反应产物与 ＤＮＡ探针的杂交
产物在核酸检测试纸上的显色反应见图２。由图２
可知，雌雄个体在质控区均出现红色条带，雄性个

体在检测区显示红色条带，雌性个体在检测区不显

色，鉴定结果与性别连锁 ＳＮＰ位点测序图谱一致。
为验证本研究建立的斑点叉尾 遗传性别鉴定方

法的准确性，使用９６份未知性别样本对该方法进行
测试，结果表明鉴定结果与９６份样本在数据库中记
录的性别信息一致，该遗传性别鉴定方法准确率

为１００％。
基于斑点叉尾 性别连锁微卫星标记的遗传

性别鉴定方法中，雌性个体的 ＤＮＡ分型结果具有１
个峰值（１９２ｂｐ），雄性个体的 ＤＮＡ分型结果具有２
个峰值（１８６、１９２ｂｐ），其中，１８６ｂｐ峰值为雄性个体
所特有。使用２种方法对９６尾斑点叉尾 个体的

遗传性别进行鉴定，结果显示２种方法的鉴定结果
一致，检测结果见图２－ｃ。
２．３　第２轮ＰＣＲ反应循环次数对显色反应的影响

第２轮 ＰＣＲ反应的第１次扩增主要是对第 １
轮ＰＣＲ反应中剩余外围引物的消耗，减少其对试验
结果的干扰。因此，在其他反应程序不变情况下，

第２次扩增循环次数为２５时检测线最为清晰，随着
循环次数的依次递减，检测线颜色逐渐变浅，直至

完全消失。

３　讨论

在本研究之前，笔者所在课题组在斑点叉尾

基因组中鉴定出多个性别连锁ＳＮＰ位点［１４］，由于这

些ＳＮＰ位点均与雄性性别连锁遗传，因此，选择其
中１种，利用 ＳＮＰ特异性引物延伸反应，并结合基
于免疫胶体金技术的核酸试纸即可实现斑点叉尾

遗传性别的快速和准确鉴定。

胶体金免疫层析技术因其具有高效、简单、快速

的特点而广泛应用于药残［１６］、毒素［１７］、细菌［１８］、病

毒［１９］等检测。应用胶体金技术研发的新型ＳＡＲＳ－
ＣｏＶ－２抗原检测试剂盒可用于 ＣＯＶＩＤ－１９临床血
清检测，为病毒早期筛查提供准确的检测方

法［２０－２２］。在应用胶体金免疫层析技术过程中，以氯

金酸（ＨＡｕＣｌ４）为还原剂，Ａｕ作为胶体颗粒，在碱性
缓冲溶液中携带负电荷基团，与 Ｂｉｏｔｉｎ单克隆抗体
的正电荷基团牢固结合，通过静电作用形成金标

Ｂｉｏｔｉｎ抗体。本试验中，雄性样本在核酸检测试纸
的质控区和检测区均显示红色，雌性样本仅在质控
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区显色，而在检测区不显色，主要是因为特异性延

伸引物的３′末端为雄性特异碱基，且５′端标记６－
ＦＡＭ基团，该引物延伸反应产物与３′端标记 Ｂｉｏｔｉｎ
的ＤＮＡ探针进行杂交，形成同时包含 Ｂｉｏｔｉｎ和６－
ＦＡＭ的双标记杂交产物。该双标记杂交产物与固
定在检测区的６－ＦＡＭ抗体特异性结合，同时大量
募集金标Ｂｉｏｔｉｎ抗体，从而使检测区显示红色条带；
固定于质控区的 Ｂｉｏｔｉｎ同样能够大量募集金标
Ｂｉｏｔｉｎ抗体，使质控区也显示红色条带。

假阳性信号的产生会严重干扰本试验建立的

斑点叉尾 遗传性别鉴定方法的准确性［２３］。本方

法在特异性延伸引物与ＤＮＡ探针的设计过程，应用
Ｏｌｉｇｏ软件检验其二级结构间相互关系，防止由于形
成二聚体而出现假阳性信号。在 ＳＮＰ位点外围引
物延伸反应完成后，将扩增产物适当稀释，从而降

低第二轮ＰＣＲ体系中外围引物的浓度，同时通过第
二轮ＰＣＲ反应的第１次扩增对残留引物再次消耗，
最终保证第２次扩增中 ＳＮＰ特异性延伸反应顺利

进行。

将雄性遗传性别斑点叉尾 个体逆转为生理

性别为雌性后，再与正常雄鱼杂交，获得的子代染

色体类型包括：ＸＸ型（雌性）、ＸＹ型（雄性）、ＹＹ型
（雄性），其中，ＹＹ型斑点叉尾 与正常雌鱼杂交

后，子二代即为全雄斑点叉尾 ［２４］。本研究建立的

遗传性别鉴定方法亦可应用于ＸＹ型、ＹＹ型雄性斑
点叉尾 子代的筛选，将ＳＮＰ位点特异性延伸引物
３′端设计为雌性个体特异碱基，经过特异性引物延
伸反应和核酸检测试纸显色反应后，可快速鉴定出

ＸＹ型子代。

４　结论

本研究成功建立了一种斑点叉尾 遗传性别

快速鉴定方法，通过性别连锁 ＳＮＰ特异性引物延伸
反应结合核酸检测试纸完成对鱼类遗传性别的鉴

定尚属首次，整个过程仅数小时，且能够同时检测

多个样本。在斑点叉尾 性别控制育种过程中，使
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用本研究建立的遗传性别鉴定方法能够实现对性

逆转个体的快速筛选，也能够为其他鱼类的遗传性

别鉴定技术开发提供参考。
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