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半滑舌鳎雌性特异 AFLP 标记 CseF783 的克隆及其在
遗传性别鉴定中的应用 
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摘要: 半滑舌鳎性别控制和全雌育种等研究领域中迫切需要一种能够快速鉴定鱼类个体遗传性别的有效方法。

文章采用 AFLP 技术, 利用选择性引物组合(E-ACT/M-CAA)从半滑舌鳎中筛选到一条雌性特异的 AFLP 标记。

对该标记进行二次 PCR 扩增、琼脂糖凝胶回收、克隆、测序。分析表明, 序列全长为 791 bp, 与 GenBank 中

的序列无同源性。以该雌性特异 AFLP 标记 DNA 序列为模板, 设计了一对特异的 PCR 引物, 成功地将其转化

为 SCAR(Sequence characterized amplified regions)标记, 并在 100 尾已知性别的半滑舌鳎个体(雌雄各 50 尾)中
进行验证, 结果表明, 该 SCAR 标记在所有雌性个体中均扩增得到一条长度为 324 bp 的 DNA 条带, 而在 49 尾

雄性个体中均扩增不到该 DNA 条带(有 1 尾雄性个体例外), 证明该 SCAR 标记是雌性特异的, 并可用于半滑舌

鳎个体遗传性别鉴定。随后, 利用该 SCAR标记检测了 3日龄半滑舌鳎幼苗, 结果表明, 雌性个体比例为 41.7%。 
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Abstract: Molecular sex identification is important in studying sex control, sex determination, and all-female breeding in 
half-smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis). In the present study, a female-specific AFLP marker was isolated from 
Cynoglossus semilaevis by AFLP technique using the selective primer combination E-ACT/M-CAA. This marker was 
re-amplified, recovered from the agarose gels, cloned and sequenced. Bioinformatic analysis indicated that the length of the 
product was 791 bp, and the sequence showed no similarity to any known sequences deposited in the GenBank database 
using BLASTn. According to the DNA sequence of the female-specific AFLP marker, specific PCR primers were designed 
and PCR amplification was performed on 100 sex-known individuals of C. semilaevis (50 females and 50 males each). A 
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specific band 324 bp in length was present in all females but absent in all males (except for one male), indicating that the 
female-specific AFLP marker was successfully converted into female-specific SCAR (sequence characterized amplified 
regions) marker. The sex analysis of 3-day-old C. semilaevis individuals using this female-specific SCAR marker indicated 
that the female ratio was 41.7%. The female-specific SCAR marker developed in this study allowed simple, reliable, and 
rapid molecular sex identification using small amounts of fin tissue without sacrifice of C. semilaevis especially at early 
stage of development. 

Keywords: half-smooth tongue sole; Cynoglossus semilaevis; female-specific AFLP marker; SCAR marker; genetic sex; 
identification 

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis) 是一种珍稀
名贵的温水性大型底层比目鱼类 , 属鲽形目
(Pleuronectiformes)、舌鳎科(Pleuronectiformes)、舌
鳎属 (Cynoglossus), 主要生活于我国的黄渤海海  
域[1]。目前, 鲽形目鱼类已经成为我国北方海水养殖
业的主导, 主要包括大菱鲆、牙鲆、星鲽、半滑舌
鳎等。半滑舌鳎在我国已报道的 25种舌鳎属种类中
个体最大, 生长速度快, 肉味鲜美, 市场价值高, 因
此极具开发价值。我国对半滑舌鳎的研究始于 20世
纪 80年代后期[2], 2002~2003年首次完成了半滑舌鳎
生殖调控及规模化人工繁育技术研究, 达到工业化
生产商业苗种的水平。目前, 有关半滑舌鳎的研究
报道主要涉及以下几个领域: 生长与繁殖[3~6]、细胞

生物学如染色体核型[7,
 
8]、群体遗传学[9,

 
10]等。研究

表明, 半滑舌鳎雌雄个体差异显著, 性成熟雌鱼平
均体长是同期雄鱼的两倍左右, 且卵巢发达, 精巢
细小, 导致自然种群不繁盛[11]。因此, 研究其雌雄发
育差异、培育全雌苗种必将大大提高养殖产量, 促
进水产养殖业的发展。近几年来, 本实验室在半滑
舌鳎性别相关基因、分子标记、性别控制及雌核发

育等方面做了一系列的研究工作[12~16], 获得了遗传
上为雌性而表型上为雄性的性逆转“伪雄鱼”。对于

性逆转的“伪雄鱼”的表型性别可通过性腺组织切片

法及待其性成熟后看其产卵子或精子的方法进行, 但
前者需要杀死鱼类, 而后者所需等待的时间较长, 且
二者均无法准确鉴定其遗传性别。遗传性别的鉴定可

通过其 F1 代的性别比例来鉴定, 但这所需时间更长, 
严重阻碍了半滑舌鳎及其他鱼类育种工作的进行。如

何快速有效地鉴定个体的性别, 成为制约半滑舌鳎性
别控制及全雌育种, 从而提高养殖产量的关键因素。 

已有利用雌雄鱼类基因组 DNA 水平上的差异

鉴定其性别的研究报道[17,
 
18], 并且以利用这种方法

辅助建立了大鳞大麻哈鱼的全雌群体[19]。本文在前

人对半滑舌鳎性别相关分子标记筛选的基础上 [12], 
利用基因克隆技术克隆了一个半滑舌鳎雌性特异的

AFLP 标记 , 成功地将其转化为廉价且易操作的
SCAR 标记, 并建立了遗传性别鉴定的 PCR 方法, 
以期为半滑舌鳎性别控制及全雌育种提供可靠、快

捷的分子性别鉴定手段, 促进我国半滑舌鳎遗传育
种及养殖工作的顺利进行。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

试验鱼全部取于山东海阳实验基地。用于验证

雌性特异 SCAR 标记的 100 尾正常半滑舌鳎分批活
体运回实验室; 3日龄鱼苗于 2007年 10月经人工授
精产生, 随机取样 36尾活体带回实验室。 

1.2  方法 

1.2.1  性腺组织切片 

用于验证雌性特异 SCAR 标记的 100 尾正常半
滑舌鳎个体的性腺组织摘取后固定于固定液中, 根
据其性腺的特征初步鉴定个体性别, 并进一步通过
性腺组织的脱水、包埋、切片、染色、脱色及显微

观察技术鉴定每个个体的性别。 

1.2.2  基因组 DNA 提取 

3 日龄鱼苗采用全鱼提取 DNA, 其他实验鱼采
用少量鳍条组织提取 DNA。提取方法详见参考文献
[12]。用 0.8%的琼脂糖凝胶电泳和核酸测定仪检测
基因组 DNA 的质量和浓度, 并将 DNA 的浓度稀释
为 100 ng/μL, −20℃保存。 
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1.2.3  AFLP 分析 

AFLP 分析过程参照参考文献[12], 稍作修改。
首先, 利用 1 μL 的 EcoRⅠ和 MseⅠ (1.25 U/μL, 
Li-Cor, USA) 内切酶混合物酶切约 100 ng的基因组
DNA, 37℃酶切 6 h; 然后 70℃变性 15 min。酶切产
物与接头在 20℃水浴中连接约 20 h。以 10 倍稀释
的连接产物为模板进行预扩增, 预扩增引物的 3’末
端加 1个选择性碱基, 其序列分别为 EcoRⅠ+A (5′- 
GACTGCGTACCAATTC+A-3′)和 MseⅠ+C (5′-GA 
TGAGTCCTGAGT AA+C-3′)。最后, 以 45倍稀释的
预扩增产物为模板进行选择性扩增, 选择性扩增引
物的 3′末端在预扩增引物的基础上再加 2 个选择性
碱基(E-ACT/M-CAA)。选择性扩增产物用 6%的变
性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行检测。 

1.2.4  雌性特异标记的克隆和序列分析 

利用手术刀从 6%的变性聚丙烯酰胺凝胶上将
目的条带割下, 加 30 μL的 TE Buffer, 于 55℃水浴
消化约 1 h。然后 12 000 r/min离心 5 min, 吸上清作
为二次 PCR扩增的模板。二次 PCR扩增产物在 1.5%
的琼脂糖凝胶上电泳, 并进行回收、克隆、测序。利
用 BLASTn方法 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)搜
索该雌性特异标记在 GenBank 数据库中的同源序
列。利用 Sequin Application Version 6.25软件将雌性
特异标记序列提交到 GenBank数据库中。 

1.2.5  SCAR 标记转化及 PCR 反应体系的建立 

根据雌性特异的 AFLP 标记 DNA 序列, 利用

Primer Premier 5.0软件设计了一对特异的 PCR引物, 

其序列为: F: 5′-TGTTCTTGTCTTCGCTCCCT-3′, R: 

5′-AGGTGTAACCATCAACTTTTTC-3′。PCR 反应

体系为: DNA 模板 100 ng; 上下游引物终浓度为

0.4 μmol/L; Mg2+终浓度为 1.5 mmol/L; dNTP终浓度

为 0.2 mmol/L; Taq DNA 聚合酶 0.75 U; 1×PCR 

buffer; 补充灭菌双蒸水至终体积 25 μL。PCR反应

在 Peltier Thermal Cycler (PTC-200)上进行。反应程

序为: 94℃预变性 4 min; 94℃变性 30 s, 56℃复性 

50 s, 72℃延伸 50 s, 30 个循环; 最后再 72℃延伸   

7 min。扩增产物用 1.5%的琼脂糖凝胶进行检测, 凝

胶成像系统拍照。 

2  结果与分析 

2.1  性腺组织切片观察结果 

从 100 尾半滑舌鳎个体中分别摘取性腺, 并使
用固定液固定。首先根据性腺的形态初步鉴定其雌

雄, 进一步利用组织切片及显微观察技术鉴定每尾
个体的性别。结果显示, 50 尾个体的性腺中含有卵
母细胞 , 而另外 50 尾个体性腺中含有精母细胞  
(图 1)。这表明在 100尾半滑舌鳎个体中, 50尾个体
为雌性, 其余 50尾个体为雄性。 

2.2  AFLP筛选结果 

根据 Chen等[12]的研究报道, 利用 AFLP选择性
引物组合E-ACT/M-CAA对半滑舌鳎20尾雌性个体和
20尾雄性个体进行全基因组扫描。结果表明, 限制性
扩增条带大小位于 50~800 bp 之间, 多态性条带比
例较高。在所有的雌性个体中均出现一条分子量大

小为 780 bp左右的特异条带, 而在所有雄性个体中
均不出现该条带。 

 

 
 

图 1  半滑舌鳎部分雌性个体(A)及雄性个体(B)的性腺组织切片 
黑色箭头指示卵母细胞, 白色箭头指示精母细胞。 
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2.3  雌性特异 AFLP标记的克隆和序列分析 

对该雌性特异的 AFLP 标记进行二次 PCR 扩
增、琼脂糖凝胶回收、克隆和测序。结果表明, 该
序列的核苷酸长度为 791 bp, G+C含量分别为 44% 
(图 2)。利用 DNAMAN Version 4.0软件对 5个不同
个体多个克隆子的序列进行比对, 结果表明它们均
为同一个序列。利用 BLASTn软件在 GenBank 数据
库中对该序列进行同源性搜索, 结果表明无同源序
列存在, 说明这个序列为半滑舌鳎的新序列。该雌
性特异标记序列已经提交到 GenBank 数据库中(登
录号: EU430413)。 

2.4  雌性特异 AFLP 标记向 SCAR 标记的转化及 
验证 

根据半滑舌鳎雌性特异的AFLP标记DNA序列
(图 2), 设计了一对特异的 PCR引物, 将其转化为简
单、易操作的 SCAR 标记。验证结果表明, 通过优
化 PCR条件, 在全部 50尾雌性个体中均能扩增到一
条特异的、大小为 324 bp的 DNA条带, 而在 49尾
雄性个体中均无该目的条带(有 1尾个体除外)(图 3)。
表明已成功地将半滑舌鳎雌性特异的 AFLP 标记转
化为 SCAR标记, 且该 SCAR标记是雌性特异的, 可
方便的用于半滑舌鳎个体的性别鉴定。 

2.5  雌性特异 SCAR标记在 3日龄半滑舌鳎鱼苗中
的性别鉴定结果 

半滑舌鳎增养殖及育种过程中通常需要鉴定其

性别, 特别是在发育的早期进行性别鉴定, 可大大
提高养殖产量, 缩短育种时间, 提高育种效率。本文
利用雌性特异的 SCAR 标记鉴定了经人工授精产生
的三日龄鱼苗的性别。结果在 36尾正常半滑舌鳎鱼
苗中雌鱼有 15 尾, 雄鱼有 21 尾, 雌雄比例接近 1 : 
1(图 4), 表明该方法完全适用于发育早期的半滑舌
鳎性别鉴定。 

3  讨 论 

鱼类性别的分子鉴定方法(特别是在发育的早
期)已经在水产养殖及遗传育种等领域发挥了越来
越重要的作用。海水养殖中的比目鱼类普遍存在如

生长速度、体重、体长等雌性大于雄性的现象, 因
此进行鱼类性别控制及培育全雌苗种已成为科学研

究及养殖业中提高产量、节约成本的备受关注的领

域。近年, 国家“863”项目列专项重点资助对重要
海水养殖鱼类的性别控制的研究, 目前, 该研究已
取得了可喜的成果。由于鱼类雌雄个体外表差异较

小 , 仅从外表特别是在发育的早期难以辨别其雌
雄。因此, 研究雌雄鱼基因组水平的差异, 寻找能够
区分雌雄鱼的分子标记, 已成为科学研究及渔业生
产中的热点。AFLP技术已经被广泛地应用于各种生
物的遗传学研究工作中[20,21], 但与普通的 PCR 技术
相比, 具有操作步骤繁琐、实验周期长、对基因组
DNA 质量要求高、花费大等缺点。因此, 对性别特
异的 AFLP标记进行克隆、测序, 并将其转化为应用
简单的 SCAR 标记是非常必要的。本文利用 AFLP
技术筛选得到一个半滑舌鳎雌性特异的 AFLP 标记, 
根据其 DNA序列(图 2)设计了特异的 PCR引物, 将
其转化为 SCAR 标记, 并利用 100 尾已通过性腺组
织切片确定性别的半滑舌鳎个体(雌雄各 50 尾)检测
了该 SCAR标记的可用性。结果在所有 50尾雌鱼中
均扩增到一条特异的、大小为 324 bp的 DNA条带, 
而在 49 尾雄鱼中扩增不到此目的条带, 这表明该
SCAR 标记是半滑舌鳎雌性特异的, 可方便地用于
半滑舌鳎个体性别的鉴定工作中。 

鱼类的性别决定机制与哺乳类不同, 其性别分
化的可塑性很强, 由于鱼类的性染色体大多处于未
分化状态或分化的早期阶段 [22], 因此在某些鱼类 , 
除性染色体之外, 常染色体上的某些基因位点也可
能参与性别决定, 此外, 环境因素如: 温度、pH 值
等对性别分化也有一定影响[23~26]。据报道, 在已研
究过的鱼类中 , 只有大约 10%的鱼类具有性染色 
体[23], 且雌雄性染色体之间的差异比哺乳类要低得
多。在 Atlantic salmon (Salmo salar)和 green spotted 
pufferfish (Tetraodon nigroviridis)两种鱼类中未发现
雌雄间基因组 DNA上的差异[27, 28]。半滑舌鳎的性别

决定机制为 ZZ/ZW型, Zhuang等[7]对其进行细胞学

研究时发现其雌雄性染色体差异较大; 而 Chen等[12]

应用 AFLP技术, 利用 64对选择性引物组合对半滑
舌鳎基因组进行扫描, 筛选到 7 个雌性特异标记; 
邓思平等[15]利用温度处理方法获得了半滑舌鳎性逆

转的“伪雄鱼”。本研究成功获得了半滑舌鳎雌性特

异的 SCAR 标记, 利用这个标记能够快速、简便地
鉴定半滑舌鳎个体性别。50尾雄鱼中有 1尾扩增到
了预期目的片段, 表明这 1 尾雄鱼在遗传上很可能
是雌性的, 有可能经历了自然的性逆转过程, 由遗
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传上的雌性逆转为表型上的雄性, 但也不排除性染
色体之间存在重组的可能性。 

利用 PCR鉴定性别的方法在绵羊[29]、毛冠鹿[30]

等哺乳动物中已有报道。在鱼类中, 学者们也已经
获得了性别相关基因 [31]及性别特异的 DNA 标记, 
如: 鳉青 [32]、非洲鲶鱼[33]、虹鳟[34]等。这些性别相 

 

 
 

图 2  半滑舌鳎雌性特异的 AFLP 标记 CseF783 的 DNA 序列 
双下划线“=”代表 AFLP选择性引物结合区; 单下划线“−”代表 SCAR引物结合区。 
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图 3  雌性特异的 SCAR 标记在 100 尾半滑舌鳎个体中的检测结果 
A: 表示第 1~15 尾雌鱼和雄鱼; B: 表示第 16~32 尾雌鱼和雄鱼; C: 表示第 33~50 尾雌鱼和雄鱼。白色箭头表示出现目的条带的伪雄鱼; M: 
DL2000 分子量标准。 

 

 
 

图 4  雌性特异的 SCAR 标记在 3 日龄半滑舌鳎鱼苗中的扩增结果 
M: DL2000 分子量标准 ; 1~36: 表示 36 尾 3 日龄半滑舌鳎鱼苗 ; 黑色箭头表示目的条带 , 白色箭头表示无目的条带。  

 
关基因及性别特异标记的发现, 对于研究鱼类性别
决定及早期分化过程中起重要作用的相关基因具有

重要的指导意义。由于许多鱼类存在雌雄生长速度

差异较大的现象, 如: 罗非鱼雄性比雌性生长速度
快约 40%以上, 而鲤鱼、牙鲆、半滑舌鳎等鱼类雌
性比雄性生长速度快约 30%~100%[35]。因此, 对这
些鱼类进行雄核或雌核发育及性逆转研究, 培育单
性群体, 必将会提高养殖产量, 节约养殖成本。分子
性别鉴定方法可以在鱼类发育过程的早期进行, 而

不需要等到其后代性成熟, 甚至可以利用受精后几
小时的胚胎进行性别鉴定, 从而估计群体的性别比
例, 促进相关工作的顺利进行。 
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