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摘要: 利用 SSR 分子标记结合“拟测交”策略, 以荷包红鲤抗寒品系和柏氏鲤远缘杂交所产生 F1 代为亲本及

其 F2 代为作图群体, 应用 Windows Map Manager 2.0 软件的标记回归法进行乳酸脱氢酶(Lactate dehydrogenase, 

LDH)活性数量性状基因座单标记定位分析。在乳酸脱氢酶性状的标记回归研究中, 共发现 12 个标记与 LDH 性

状关联, 对性状的贡献率为 4.00%~10.00%, 其中 HLJE222 达到极显著水平(P<0.01)。为了进一步验证, 利用已

有的生物信息学工具, 将与性状连锁的 EST 序列与公共数据库中的核酸序列进行同源搜索分析, 发现标记

HLJE222 的 EST 序列与斑马鱼 DAZ associated protein 1 的 mRNA 序列相匹配(相似性为 94%), 与公共数据库中

的已知蛋白序列进行相似性比较, 同样发现 HLJE222 的 EST 与斑马鱼 DAZ associated protein 1 相匹配(相似性

为 97%)。结果表明 HLJE222 位点与影响乳酸脱氢酶活性相关的基因连锁。 
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Abstract: Microsatellite markers were used to make marker regression analysis on activity of lactate dehydrogenase 
based on double pseudo-testcross strategy using Windows Map Manager2.0 software. The parents that came from the cross 
between progenies of Hebao-cold tolerance red carp and Barbless carp and F2 progenies were used as segregating popula-
tions. For maker regression, a total of 12 markers associated with activity of lactate dehydrogenase were significant at 
P<0.05 and HLJE222 was significant at P<0.01. The variance explained by these loci, ranged from 4.00% to 10.00%. Lo-
cus HLJE222 was closely linked to the gene related to activity of lactate dehydrogenase of common carp. For further identi-
fication, EST-SSR markers were used to screen the protein and nucleotide database using bioinformatics tools in order to 
find the homologies. High sequence similarities of HLJE222 marker were observed with the nucleotide sequence of DAZ 
associated protein 1mRNA of zebrafish(94%), and protein sequence of DAZ associated protein 1(97%). DAZ protein is one 
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of the short chain dehydrogenases, which is an important enzyme in the process of glucose metabolism in the organisms. 
This family contains a wide variety of dehydrogenases. This indicates that locus HLJE222 was closely linked to the gene 
associated with activity of lactate dehydrogenase of common carp. 

Keywords: common carp(Cyprinus carpio); marker regression; lactate dehydrogenase; double pseudo-testcross strategy; 
EST-SSR 

鲤鱼的重要性状如生长速度、肉质、抗逆性等, 
都属于数量性状。与质量性状不同, 数量性状受多
基因控制 , 遗传基础复杂 , 而易受环境影响 , 表现
为连续变异, 控制数量性状的基因在基因组中的位
置称为数量性状基因座(QTL)[1]。 

乳酸脱氢酶(Lactate dehydrogenase, LDH)是在
细胞内催化乳酸氧化成丙酮酸的重要酶 ,其在组织
中的活力大大高于血液中的活力, 当机体各组织器
官病变时, 其组织器官本身的LDH要发生变化, 同
时也可引起血液中LDH的改变 ,若血液中LDH活力
升高则预示着肝脏、肾脏和肌肉等组织细胞结构发

生改变、受到损伤, 这些指标在评价鱼类健康方面
具有重要意义[2]。所以, 对乳酸脱氢酶活性进行QTL
定位 , 找到与QTL连锁的分子标记 , 从而根据乳酸
脱氢酶活性来评价鱼类健康与否。将分子标记辅助

选择用于育种实践, 可大大增强对数量性状的遗传
操纵能力, 提高育种中对数量性状优良基因型的选
择效率。目前, 鲤鱼遗传连锁图谱以及数量性状QTL
的研究已有一些进展, 但是对乳酸脱氢酶活性数量
性状定位的研究还未见报道。Tanck等[3]利用双单倍

体(DH)家系, 使用 11个微卫星标记, 对体重、体长、
细胞膜上的葡萄糖和乳酸盐水平进行了单标记的

QTL分析, 筛选到 1 个与体重关联的标记(MFW050)
和 2 个与细胞膜上葡萄糖水平关联的微卫星标记
(MFW001 和MFW002)。Sun等[4]利用耐寒的黑龙江

鲤与不耐寒大头鲤杂交的单倍体家系构建了鲤鱼的

第一张遗传连锁图谱, 并筛选到 4 个与耐低温性状
关联的RAPD标记(5N1451c, 10C900c, 10C1300c 和
19C1200c)。张研等[5]利用人工雌核发育群体对体长性

状进行了QTL分析。随着遗传连锁图谱标记密度的增
加, 找到这些基因并定位逐渐成为可能, 为实现分子
标记辅助育种迈进了很重要的一步。 

目前, 水产动物基因组作图已有很大进展, 但

与在陆生动物及植物基因组图谱方面已取得的成果

相比, 水产生物的遗传连锁图谱的研究及应用还不
够深入广泛, 主要表现在作图群体选择难度大。近
年来在林木的图谱构建中发展出来一种策略, 即以
亲缘关系相对较远的杂合亲本交配所得的F1 为作图

群体 , 因亲本杂合 , 许多位点在F1 中即发生分离 , 
选取在亲本中多态且在F2中以 1:1 分离的位点来模
拟近交系中的测交位点作图, 这种作图方法称为拟
测交策略[6, 7]。对于在性状上有明显差异而又难获得

近交系的远源杂交生物而言, 拟测交策略正好避免
水产动物遗传连锁图谱研究过程中遇到的问题, 可
在较短的时间内建立作图群体。 

本实验利用荷包红鲤抗寒品系和柏氏鲤杂交 F2

家系为作图群体, 结合微卫星技术, 通过拟测交策

略, 对乳酸脱氢酶活性进行了单标记的 QTL 分析, 

筛选到 12 个与乳酸脱氢酶活性关联的标记, 其中

HLJE222 达到极显著水平(P<0.01), 利用已有的生

物信息学工具, 进一步证实 HLJE222位点与影响乳

酸脱氢酶活性相关的基因连锁。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

实验家系以荷包红鲤抗寒品系和柏氏鲤为亲本, 

交配产生 F1代, F1代 1-1 交配产生 F2代, 对性状明

显分离的 92个 F2代个体进行表型和基因型分析。 

1.2  方法 

1.2.1  乳酸脱氢酶活性的度量 

乳酸脱氢酶(LDH)试剂盒购于南京建成生物技

术公司。酶活性处理和测定按照试剂盒说明书进行

操作。反应后采用分光光度计在 440 nm光波条件下, 

测各肌肉组织反应吸光度, 即 OD值, 根据公式: 
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LDH
(U/gprot)

A* (mL) (gprot/mL)

OD OD= −

× ÷ ÷

组织中的 活力
（测定管 值 测定空白管 值）

样品取样量 蛋白浓度

 

其中: * U/gprot=单位/克蛋白, A*为标准曲线斜率倒
数, 本所提供的 A值为 0.380。 

1.2.2  基因型测定 

采用 PCR扩增方法对重组家系群体进行基因型
检测。引物来自: (1)本实验室鲁翠云开发的 20个微
卫星标记; (2)来自于 NCBI数据库的 40个 EST系列
微卫星标记, 所有引物均由上海生工生物工程技术
服务有限公司合成, 生化试剂均购自美国 Promega
公司 , 其他试剂为国产分析纯。PCR 反应程序为:  
94℃预变性 3 min; 然后 94℃变性 20 s, 复性温度
48~65℃ 20 s, 72℃延伸 30 s, 共 35 个循环; 最后 
72℃延伸 10 min。用 2.0%琼脂糖凝胶电泳检测每个
个体的基因型。 

1.2.3  QTL 分析 

选用在 F2代个体中具有多态性且在 F2中以 1:1分
离的分子标记, 应用 Windows Map Manager2.0 软件, 
进行标记回归分析, 采用最大似然比法, 以 P=0.05 作
为阈值检测单一分子标记与性状的关联程度。 

2  结果与分析 

2.1  微卫星标记分析与乳酸脱氢酶活性测定结果 

从 F2代中随机抽取 10 个个体用于扫描微卫星
标记的多态性, 其中多态性至少在 10%以上的微卫
星基因座可以用于连锁图谱建立和QTL分析的候选

标记, 然后从候选标记中选用在 F2中以 1:1 分离的
分子标记, 应用 Windows Map Manager2.0软件, 进
行单标记回归分析。乳酸脱氢酶活性平均为        
2 409.563±1 037.275 U/gprot。图 1显示利用微卫星
HLJE222对 92个样本的扩增结果。 

2.2  QTL单标记定位结果 

通过对这 60 个多态性微卫星标记与 LDH 性状

单标记回归分析, 结果表明(表 1): HLJE222等 12个

基因座与该性状显著关联(P<0.05), 解释了表型变

异型的 4%~10%, 其中 HLJE222 基因座与该性状极

显著关联(P<0.01), 解释了表型变异型的 10.00%。说

明这些基因座可能与影响 LDH 活性相关的基因连

锁, 可作为评价鱼类健康方面的指标, 进而作为分

子标记辅助育种应用的可选对象。 

2.3  定位结果分析 

利用 NCBI 的 BLAST(Basic Local Alignments 

Search Tool)软件, 将单标记回归分析所获 EST与公

共数据库中的核酸序列进行相似性比较 , 发现

HLJE222的 EST与斑马鱼 DAZ associated protein 1

的 mRNA 同源(相似性为 94%); 与公共数据库中的

已知蛋白序列进行相似性比较, 同样发现 HLJE222

的 EST与斑马鱼 DAZ associated protein 1同源(相似

性为 97%)。DAZ associated protein 1是一种短链脱

氢酶, 是生物体细胞内糖代谢过程的重要酶, 短链

脱氢酶是一个大的酶家族, 这个家族包括各种各样

的脱氢酶, 如 NAD-和 NADP-。LDH是结合类酶, 其 

 

 

图 1  微卫星基因座 HLJE222 在 92 个样本的扩增结果 
 

 



 
410 HEREDITAS (Beijing)  2009 第 31卷 

  

 

表 1  标记回归分析结果及遗传效应估计 

微卫星基因座 GenBank登录号 似然比例 (LR) 解释表型变异 (%) 显著水平 (P) 加性效应 

HLJ1144 EU861324 5.5 6 0.01941 5.38 
HLJ1123 EU861317 4.3 5 0.03865 4.78 
HLJ1211 EU861342 5.1 5 0.02358 5.40 
HLJ1230 EU861343 4.0 4 0.04610 5.35 
HLJE324 GI158826064 6.2 6 0.01306 −5.77 
HLJE518 GI158908314 6.5 7 0.01104 −6.92 
HLJE335 GI158826292 5.1 5 0.02390 −4.80 
HLJE547 GI158908819 4.7 5 0.02935 −4.63 
HLJE339 GI158826332 5.5 6 0.01886 −5.01 
HLJE547 GI158908819 4.7 5 0.02935 4.63 
HLJE222* GI158824544 9.6 10 0.00196 −7.61 
HLJE229 GI158824628 4.6 5 0.03263 4.54 

*代表显著水平为 P<0.01。 

 
辅酶为尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸(NADH+H )。由此, 
我们推测生物体作用 NADH来影响乳酸脱氢酶的活
性。结果表明 HLJE222基因座与影响乳酸脱氢酶活
性相关的基因连锁。 

3  讨 论 

3.1  “拟测交”理论的应用 

拟测交策略最早应用于遗传组成高度杂合, 自
交不亲的林木等多年生异交植物, 多以两杂合亲本
杂交得到的F1 代为试验群体。由于鲤鱼的基因组存

在着广泛的基因复制现象[8,
 
9], 远缘杂交的F1代鲤鱼

群体难以成为理想的试验群体。本实验以荷包红鲤

抗寒品系和柏氏鲤远缘杂交所产生F1 代为亲本, F2

代为作图群体, 避免鲤鱼遗传连锁图谱研究过程中

遇到的上述问题,可在较短的时间内建立作图群体。

尽管本研究构建鲤鱼的遗传图谱标记数量有限, 但

是它采用了全新的技术路线,从而在相对短的时间

内为鲤鱼遗传连锁图谱的构建奠定了基础,使目的

基因的定位成为可能,为实现分子标记辅助育种迈

进了一步。 

3.2  EST标记在 QTL定位中的作用 

EST是基因组中可表达的部分 , 携带着完整基
因的某些片段。由于EST序列包含了基因可编码蛋

白的外显子区域 , 因此 , 可将基因组序列直接与
EST数据库进行比较。如果该EST序列与公共数据库
中的核酸序列以及已知蛋白序列存在同源序列, 可对
该EST所代表基因的功能进行分析及鉴定[10, 11]。本研

究所用标记数量有限, 无法构建连锁群和进行QTL
区间定位, 但是利用单标记回归分析, 发现 12 个标

记与鲤鱼乳酸脱氢酶活性显著关联, 为鲤鱼遗传连
锁图谱的构建奠定了基础。利用已有的生物信息学

工具, 将关联的EST-SSR标记与公共数据库中的核酸
序列以及已知蛋白序列进行相似性搜索分析[12], 结果
发现与鲤鱼乳酸脱氢酶活性极显著关联的

EST(HLJE222), 与斑马鱼DAZ associated protein 1
的mRNA同源, DAZ蛋白是一种短链的脱氢酶, 是生
物体细胞内糖代谢过程的重要酶。这说明此基因座

与控制乳酸脱氢酶活性相关的基因连锁, 可以作为
评价鱼类健康的指标之一。标记回归分析中达显著

水平的标记可以说明这些标记与特定性状间可能存

在关联, 而几个基因座同时与一个性状关联, 说明
这些基因座存在着多因一效的现象[13], 但由于还没
有其他鲤鱼乳酸脱氢酶的QTL定位结果可以比较 , 
本实验所得的其他遗传标记还有待进一步的分析和

验证。 

标记-性状连锁分析是根据标记位点基因型以
及数量性状的表型对个体进行显著性检验, 差异显
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著则说明标记与数量性状存在关联, 其遗传基础可
能是该标记与控制性状的QTL或主基因连锁。因此, 
如果一个群体内或两个群体间的性状差异显著或差

异很大是可以通过标记与性状的关联分析, 找出与
性状相关的标记, 这种相关性的发现对于选种是十
分有利的, 可以提高选种的准确性和加快育种进程, 
从而为标记辅助选择育种提供重要工具[14, 15]。 
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