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团头鲂高密度遗传连锁图谱的建立及性别 QTL 定位

曹景龙,王卫民

华中农业大学水产学院/农业动物遗传育种与繁育教育部重点实验室/

农业农村部淡水生物繁育重点实验室,武汉４３００７０

摘要　以团头鲂自交１９７个F１ 个体为作图群体,通过 RADＧSeq测序挖掘SNP分子标记,构建团头鲂最新

一代高质量、高密度的遗传连锁图谱,并对性别相关 QTL进行定位.结果显示,该遗传连锁图谱包括１０７９５个

SNP标记,２４个连锁群,图谱全长为２５７８．５４cM,平均标记间隔为０．２４cM.使用 MapQTL６．０软件的多 QTL
区间作图法,在已构建的连锁图谱上对性别 QTL进行定位.取 LOD值为３．０为 QTL存在的阈值,共定位出

４个性别相关 QTL,分别位于 LG８、LG１２、LG１５、LG１８号连锁群上,单个 QTL位点的 LOD 值范围为３．１８~
４．１７,可解释表型变异范围为７．７％~１０．０％.在团头鲂基因组内筛选 QTL区间内SNP标记附近的基因,通过

基因功能注释分析,筛选到一个参与生殖过程的关键候选基因DCTN２.
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　　团头鲂(Megalobramaamblycephala),俗称武

昌鱼,隶属鲤形目(Cypriniformes)鲤科(CypriniＧ
dae)鲂属(Megalobrama),是我国特有的草食性养

殖经济鱼类.目前已有２个团头鲂新品种在全国推

广应用,年总产量近８０t.由于团头鲂生长快,肉质

细嫩,营养价值高,深受广大消费者的喜爱.然而团

头鲂自然分布非常狭窄,主要分布在长江中下游及

其附属水体,其遗传多样性低,近亲繁殖极易引起经

济性状衰退[１].各地团头鲂养殖群体先后出现了生

长速度减慢、性成熟提早、抗逆性能降低、体型变薄

和肉质品位下降等种质衰退现象,故开展团头鲂种

质资源和遗传改良相关研究势在必行.
鱼类的生长和生殖关系密切[２],许多重要的经

济性状都在雌雄间表现出明显的差异,了解此类鱼

的性别决定机制对于研究其性别控制育种至关重

要.２０１５年梅洁[３]总结出１４种养殖鱼类雌性个体

明显大于雄性,例如:半滑舌鳎(CynoglossussemＧ
ilaevis)[４]、鲤(Cyprinuscarpio)、褐牙鲆(ParaliＧ
chthysolivaceus)[５]和泥鳅 (MisgurnusanguilliＧ

caudatus)[６]、大黄鱼(Larimichthyscrocea)[７]等.
有１１种养殖鱼类雄性个体显著大于雌性,如黄颡鱼

(Pelteobagrusfulvidraco)和 尼 罗 罗 非 鱼 (OreoＧ
chromisniloticus)[８]等.在传统的养殖模式中,部
分鱼类雌雄个体生长速度不同,雌性较雄性个体性

成熟早,进行繁育活动消耗大量的能量,导致其生长

速度减缓以及影响群体均匀度[９].通过调控此类鱼

类性别比例,实现单性化养殖,可避免鱼类生长过程

中因生殖活动而消耗能量,使吸收的营养物质主要

在肌肉中沉积,提高鱼体生长速度、肉质和经济价

值[１０].人工养殖条件下团头鲂１~２a就可以达到

性成熟,但是雌性团头鲂因为怀卵导致个体生长速

度下降,抗应激能力下降,活鱼运输容易死亡.因

此,了解团头鲂性别决定机制以及性别相关 QTL
的定位对团头鲂的性别控制育种具有重要意义.

性别控制育种需要准确判别亲本的遗传性别,
但对于团头鲂群体,其两性的外部形态差异不明

显[１１],也没有异形性染色体[１２Ｇ１３],依靠传统方法无

法根据外部形态或组织学观察鉴定其遗传性别,甚
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至无法准确地判别其表型(生理)性别,所以需要开

发团头鲂的性别相关的分子标记,用以辅助性别控

制育种.水产养殖动物的多数重要经济性状都是数

量性状,不仅由多个基因控制,且易受环境等因素的

影响,例如性别、生长速度、肉质、抗病抗逆以及饲料

的利用率等[１４].挖掘数量性状位点(quantitative
traitlocus,QTL)的最终目的是利用与目标性状紧

密连锁的分子标记进行分子标记辅助选择育种

(markerＧassistedselection,MAS),从而促进对性状

的遗传改良[１５].而要快速获得与性状相关的 QTL
位点,首先要构建高密度、高质量,且能覆盖整个基

因组的遗传连锁图谱.
自１９９７年美国农业部启动５种水产养殖动物

基因组计划以来,水产养殖动物的基因组研究取得

快速进展,构建遗传连锁图谱的水产动物种类和图

谱密度也在不断增加[１６].在２０１４年时就已经有４０
多个水产养殖物种构建了遗传连锁图谱,并绘制出

超过２０个水产养殖动物的重要经济性状的 QTL
位置[１７].近几年,更多的水产养殖动物以及更加精

确的遗传连锁图谱也陆续被公布[１８Ｇ２１].而团头鲂遗

传连锁图谱的研究起步较晚,发展缓慢.２０００年,
林红[２２]采 取 互 为 测 交 的 远 缘 杂 交 作 图 策 略 及

RAPD标记第一次构建了团头鲂的遗传图谱,该图

谱包含１４个遗传标记和４个连锁群.２００２年葛芹

玉[２３]在林红研究的基础上,采用远缘杂交和单配子

分型技术结合RAPD构建了团头鲂的遗传图谱,共
获得６个连锁群,由２１个标记组成.２０１７年,Wan
等[２４]构建出基于SNPs分子标记的团头鲂的高密

度遗传连锁图谱,１４６４８个高质量的SNP标记被成

功分配至２４个连锁群.
本研究采用拟测交策略构建作图群体,通过简

化基因组测序并参考笔者所在实验室自行组装的团

头鲂第３代全基因组开发SNP标记,构建出团头鲂

新一代高质量、高密度遗传连锁图谱,对性别性状进

行了 QTL定位,并在 QTL的置信区间中筛选到一

个性别相关的候选基因,以期为团头鲂性别分子标

记辅助育种以及单性化养殖奠定基础,从而进一步

推动团头鲂的遗传改良工作.

1　材料与方法

1.1　作图群体

试验选择团头鲂“华海１号”[１]正常生长性成熟

雌雄个体,采用拟测交策略构建 F１代为作图群体,

本研究所有动物和实验均按照国家科学技术委员会

的«实验动物管理条例»进行.于２０１６年在华中农

业大学水产学院教学基地进行团头鲂的人工繁育,
剪取父母本鳍条样本,分装于冻存管中用液氮速冻,

２４h后转至－８０℃超低温冰箱长期保存备用.繁

殖后子代在此基地培育.子代１龄时,随机抽取

１９７尾子代个体,解剖检测并记录其生理性别,剪取

个体鳍条,用９５％乙醇固定后,于－２０℃保存用于

DNA提取.
1.2　DNA 提取

采用醋酸铵法提取DNA样本,方法步骤如下:
(１)剪取适当鳍条样本,剪碎并放置于６００μL

的组 织 裂 解 液 中;(２)加 入 ６μL 蛋 白 酶 K(２０
mg/mL),混匀;(３)放于６５℃水浴锅中水浴２~
４h,每隔１５min摇晃１次,或５６℃过夜;(４)组织

裂解 后 冷 却 至 室 温,加 入 ２００μL 醋 酸 铵 (７．５
mol/L),混匀并放置冰上５ min;(５)４℃,１２０００
r/min,离心１０min.取上清液５００μL 至干净的

１．５mL离 心 管;(６)４ ℃,１２０００r/min,离 心 １０
min,转移上清液于新离心管;(７)加入等体积约５００

μL的 异 丙 醇,轻 轻 摇 动 可 见 白 色 丝 状 沉 淀;
(８)４℃,１２０００r/min,离心１０min,弃上清;(９)加
入１mL７０％乙醇,轻摇混匀,４℃,１２０００r/min,
离心１０min,弃上清;(１０)重复步骤(９),弃上清,干
燥１５min;(１１)加入５０μL或１００μLddH２O,溶解

DNA;(１２)使用 Nandrop２０００ (Thermoscientific,
美国)检测 DNA 的浓度和质量,并用１％琼脂糖凝

胶电泳检测完整性.提取合格的样本 DNA 送至华

大公司测序建库.
1.3　文库建立及群体 SNP 的筛选

本研究采用 RAD 测序方法,使用 Hiseq２５００
(华大基因,中国)对１９９个样本的 DNA 文库进行

测序.建库成功样本包含２个亲本及１９７F１子代个

体.以笔者所在实验室完成的第３代团头鲂基因组

为参考挖掘SNP标记.首先对原始数据进行过滤

处理,去除接头污染和低质量reads,得到高质量的

Cleandata数据用于后续的比对分析.过滤采用华

大自主研发的Soapnuke(华大基因,中国)软件进

行,具体过滤条件如下:(１)去除含有 adapter的

reads;(２)去除低质量reads(碱基质量值小于等于

１５的碱基占１０％);(３)去除含 N 碱基的比例大于

１０％的reads.然后将过滤到的 Cleandata按照

reads前段４~８bp的barcode序列信息拆分为每个

９８１
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文库数据,并去除barcode碱基,最后统计每个样本

的数据量.使用短序列比对软件 BWA(Version:

０．７．１２Ｇr１０３９)的 mem 算法将Cleanreads比对到参

考基因组上,最后将每个样本数据经过过滤和校正

后,采用GATK３．３．０和SAMtools２．６．２两个软件对

群体的SNP进行变异检测,挖掘高质量SNP标记.
1.4　作图 SNP 的筛选及注释

接下来对适合构图的分子标记进行筛选.SNP
标记的基因型编码根据遗传学通用的二等位编码规

则,可分为８种分离模式(aa×bb、ab×cc、ab×cd、

cc×ab、ef×eg、hk×hk、lm×ll、nn×np).其中

aa×bb仅适用于近交群体(如 RIL、DH、F２ 等),其
余标记适用于杂交群体(如CP)[２５].本研究作图群

体属于CP群体,根据群体类型,对开发的标记进行

如下筛选:

１)亲本筛选:首先过滤掉亲本中有缺失的位点,
接着过滤掉亲本都为纯合的位点.

２)子代筛选:对于子代中的位点其 GQ(genoＧ
typeguality)＜２０的,标记为缺失;若子代为纯合位

点,其深度＜４的标记为缺失;若子代为杂合位点,
其深度＜５的以及次等位碱基深度＜２的都标记为

缺失.

３)缺失率筛选:将材料与方法“１．４２)”中得到

的结果,进行缺失率筛选,将缺失率＞１０％的位点过

滤,并且在１kb的物理距离上只允许有１个 markＧ
er存在.

４)卡方筛选:根据 CP群体各类型标记的分离

情况,我们用卡方检验过滤偏分离标记,在α＝０．０１
水平进行卡方检验,最终获得的标记用于遗传图谱

的构建.
1.5　遗传图谱的构建

将上述过滤后的 SNP标记,导入 LepMap２．０
软件进行遗传图谱的构建.首先采用该软件FilteＧ
ring功能对标记进行进一步过滤,获得可用的作图

标记.再采用该软件的SeparateChromosomes功

能进行连锁群的划分,将 LOD 值设置为１０时,可
将剩余标记分配至不同连锁群,最后使用 Order
Markers功能计算各个连锁群遗传距离,最终获得

团头鲂的遗传图谱.
1.6　QTL 定位及候选基因的筛选

根据第F１子代雌雄性状的统计,结合得到的团

头鲂高密度遗传图谱,采用 MapQTL６．０分析软件

的 多 QTL 区 间 作 图 法 (mulitiＧQTL mapping,

MQM)对性别性状进行 QTL定位.具体方法为:
(１)按照CP群体类型分别整理性状数据、连锁

群数据、样品基因型数据成 MapQTL６．０要求的格

式,导入软件.(２)对性别表型进行置换检测(perＧ
mutationtest)检验,确定各表型在每个连锁群上的

LOD阈值.(３)选择 MQM mapping 分析方法.
(４)根据显著性阈值,对结果进行过滤,筛选出跟性

状显著关联的位点.(５)以LOD值３．０作为初始阈

值,确定 QTL数目及其在连锁群上的位置.

QTL命名方法按照 QTL＋连锁群＋编号命

名,其中 QTL以大写 Q表示.统计 QTL置信区间

内包含的SNP标记,参考团头鲂第３代全基因组,
对标记上下游５００kb进行基因筛选,并在 NR数据

库内完成基因功能注释.

2　结果与分析

2.1　原始数据的产出及 SNP 的筛选

研究共获得１８６３．６５MbReads数据,测序平

均 Q２０为９４．２６％,平均 Q３０为８９．６９％,平均 GC
含量为３７．５１％,样本 GC分布正常.碱基识别结果

显示,各样本 Q３０(即碱基测序准确率为９９．９％以

上)比例均在９０％左右;利用碱基类型分布分析调

查了 AT、GC分离情况,结果显示父本、母本和子代

的 GC 含 量 分 别 为 ３７．６１％、３７．６２％ 和 ３７．５１％
(表１).

表１　各样本测序数据统计

Table１　Summaryofsequencinginformation

样本

SampleID
测序reads数/Mb

Reads
碱基数目/Mb

Bases
GC含量/％

GC
Q２０/％
Q２０

Q３０/％
Q３０

父本♂ ２８．８４ ３４９６．５８ ３７．６１ ９４．５９ ９０．３２
母本♀ ３１．２４ ３８１８．９９ ３７．６２ ９４．７０ ９０．５３

F１子代 Offspring ９．１１ １１０９．９６ ３７．５１ ９４．２６ ８９．６９

　　将得到的Cleandate与团头鲂参考基因组序列

进行比对,每个样本数据经过过滤和校正后,采用

GATK３．３．０和SAMtools２．６．２两个软件对群体的

SNP进 行 变 异 检 测,共 获 得 高 质 量 SNP 标 记

３２４７３３个.SNP在基因组各染色体上的密度分布

见图１.

０９１
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颜色梯度表示０．１Mb内SNP的数量 ThecolorgradientrepresentsthenumberofSNPswithin０．１MBwindowsize．

图１　SNP在基因组各染色体上的密度

Fig．１　ThedensityofSNPSoneachchromosomeofthegenome
2.2　作图 SNP 的筛选

群体变异检测共得到SNP位点３２４７３３个,根
据通用的二等位基因编码规则,对所得标记进行分

型,本研究家系属于CP作图群体,选择３种亲本的

多态性位点,使其对应３类基因型.雄性杂合与雌

性纯合编码基因型为lm×ll,雄性纯合和雌性杂合

编码基因型nn×np,雄性、雌性均杂合编码基因型

为hk×hk.通过亲本筛选、子代筛选、缺失率筛选以

及卡方筛选,最终获得构图标记１０８０９个,这些SNP
中,转换标记有６３２８个,占５８．５４％;颠换标记有

４４８１个,占４１．４６％,转换颠换之比为１．４１(表２).
表２　SNP标记类型与分类

Table２　SNPmarkertypesandclassification

标记类型

Type
SNP数量

SNPsnumber
比例/％

Percentage
转换

Transition
A＜_＞G ３１４４ ２９．０９
C＜_＞T ３１８４ ２９．４６

颠换

Transversion

G＜_＞T １２４８ １１．５５
A＜_＞C １２０５ １１．１５
G＜_＞C ５９４ ５．５０
A＜_＞T １４３４ １３．２６

2.3　遗传图谱的构建

以筛选到的１０８０９个SNP标记为基础,采用

LepMap２．０软件的Filtering功能对所得SNP标记

进行进一步过滤,最终共获得１０７９５个作图标记,
被分配至２４个连锁群,与团头鲂单倍体染色体数目

一致.该遗传连锁图谱全长 ２５７８．４５cM,包含

１０７９５个SNP标记,包括３７０３个雌性特异标记、

３９４７个雄性特异标记和３１４５个共有标记,可整合

为４０３４个簇(BinMarker),平均遗传距离为０．２４
cM(表３).

２４个连锁群长度介于 ６１．７０２cM(LG２４)至

１６５．６７２cM(LG１４)之间,平均长度为１０７．４３９cM,
标记间平均遗传间隔介于０．１４cM(LG７)至０．３７
cM(LG１４)之间.其中 LG１上分布了最多的SNP
标记(７２０个),该连锁群长度为１５８．１０７cM,相邻标

记间平均遗传距离仅为０．２２cM;而LG２４上分布了

最少的SNP标记(２１６个),其长度为６１．７０２cM,相
邻标记间平均遗传距离为０．２９cM.２４条连锁群的

MaxGap长度介于２．５４６cM(LG７)至５４．０６６cM
(LG１４)之间,而每个连锁群中 Gap＜５cM 的平均

比例为９９．４９％(介于９８．１２％至１００．００％之间).使

用JoinMap４．０软件绘制遗传连锁图谱(图２).
2.4　性别相关 QTL 定位结果

利用 软 件 MapQTL６．０ 对 团 头 鲂 性 别 相 关

QTL进行定位.取 LOD 显著阈值３．０进行分析,
取９７％的置信区间,即 LOD峰值降低１时对应的

区域.这样共检测到４个 QTL.表４统计了团头

鲂性别相关 QTL的连锁群位置、置信区间大小、区
间内SNP 标记名称及数目、各标记的遗传位置、

LOD值和表型解释率等信息.４个性别相关 QTL
分布于 LG８、LG１３、LG１５、LG１８连锁群上,置信区

间内共包含１４个SNP标记,单个SNP位点的LOD
值介于３．１８~４．１７,解释表型变异 介 于５．１％~
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表３　遗传连锁图谱信息统计表

Table３　Informationofgeneticlinkagemap

连锁群

LGID
SNP标记数量

SNPmarker
簇数量

Binmarker
全长/cM

Totaldistance
标记平均间隔/cM
Markerinterval

间隔＜５cM/％
Gap＜５cM

最大间隔/cM
Maxgap

LG１ ７２０ ２５９ １５８．１０７ ０．２２ ９９．２２ ８．７０
LG２ ６４９ １８０ １１８．１５１ ０．１８ ９９．４４ ５．２５
LG３ ６００ ２２８ １３４．１０１ ０．２２ １００．００ ４．０６
LG４ ５８０ ２３７ １６１．８９４ ０．２８ ９９．５８ ７．５９
LG５ ５６４ ２３３ １３６．２８８ ０．２４ １００．００ ３．３６
LG６ ５４８ ２０２ １３７．１３８ ０．２５ １００．００ ４．４４
LG７ ５４５ １５６ ７４．８９４ ０．１４ １００．００ ２．５５
LG８ ５３７ １６１ １２２．８１２ ０．２３ ９８．１２ １５．００
LG９ ５１７ １７４ １２４．９７３ ０．２４ ９８．２７ １１．１０
LG１０ ４９６ １５６ ８７．５４３ ０．１８ １００．００ ４．１５
LG１１ ４５３ １５３ ９３．０３３ ０．２１ １００．００ ３．７１
LG１２ ４５３ １８８ １１０．０２７ ０．２４ １００．００ ３．９７
LG１３ ４５０ １９４ １２９．０８７ ０．２９ ９９．４８ １０．４７
LG１４ ４４８ １９３ １６５．６７２ ０．３７ ９９．４８ ５４．０７
LG１５ ４４１ １４８ ８８．５２２ ０．２０ １００．００ ３．９５
LG１６ ４２９ １５５ １００．４７６ ０．２３ １００．００ ３．３７
LG１７ ３５９ １４０ １０１．４３０ ０．２８ ９８．５６ ９．２０
LG１８ ３４７ １３８ ７２．５３１ ０．２１ １００．００ ２．５６
LG１９ ３２１ １２４ ８０．６７１ ０．２５ ９８．３７ ７．１９
LG２０ ３１０ １１９ ８５．８０４ ０．２８ ９９．１５ ５．０４
LG２１ ２９３ １４３ ７６．９５０ ０．２６ １００．００ ４．９８
LG２２ ２９１ １４５ ８２．２８８ ０．２８ １００．００ ４．２８
LG２３ ２２８ １１１ ７４．４４３ ０．３３ ９９．０９ ９．０２
LG２４ ２１６ ９７ ６１．７０２ ０．２９ ９８．９６ ６．４９

总 Total １０７９５ ４０３４ ２５７８．５４０ ——— ——— ———
平均 Average ４４９．７９ １６８．０８ １０７．４４０ ０．２４ ９９．４９ ８．１０

　　

图２　团头鲂高密度遗传连锁图谱

Fig．２　ThehighＧdensitygeneticlinkagemapofM．amblycephala
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表４　 团头鲂性别QTL定位结果

Table４　SexrelatedQTLmappingresultsinM．amblycephala

QTL
连锁群

LGID
置信区间/cM

Confidenceinterval
基因数

Gene
标记数目

SNP
标记名称

SNPname
位置/cM
Position

LOD
解释表型变异/％

Variation

QＧ８Ｇ１ LG８ ８２．２０~８３．０１ １３２ ３
chr１１_１８７８２７７２ ８２．２０ ３．１８ ７．７
chr１１_２１７２３１２０ ８２．２０ ３．１９ ７．７
chr１１_２１５３２０８６ ８２．５４ ４．１７ １０．０

QＧ１３Ｇ１ LG１３ ３．９５~７．３５ ３１ ９

chr８_５９６６６ ４．９８ ２．８２ ６．９
chr８_１４６４８７ ４．９８ ２．９５ ７．２
chr８_３１７０６５３ ５．４８ ２．７４ ６．７
chr８_１８８７１２１ ５．５８ ２．７１ ６．６
chr８_１５４０１０５ ５．６１ ３．１８ ７．７
chr８_３０７６５８６ ５．９６ ２．９６ ７．２
chr８_９９０３３２０ ７．３３ ２．１ ５．１
chr８_１９８２６２ ７．３４ ２．７７ ６．７
chr８_６５０４９ ７．３４ ２．７９ ６．８

QＧ１５Ｇ１ LG１５ ５３．２９~５３．４２ ２２ １ chr１２_３２７０００８５ ５３．３０ ３．４４ ８．３
QＧ１８Ｇ１ LG１８ ７２．００~７２．２２ ６８ １ chr１８_２５４４３７２６ ７２．００ ３．２７ ７．９

１０％.根据 QTL的定位信息,使用 MapChart２．２
软件绘制了团头鲂性别相关 QTL在连锁群上相对

位置图(图３).

图３　性别QTL在遗传连锁图谱上的位置

Fig．３　ThepositionofgenderQTL
onthegeneticlinkagemap

2.5　性别相关候选基因的筛选

参考团头鲂的第３代全基因组信息,对 QTL
置信区间进行基因查找,共得到２５３个基因(QＧ８Ｇ１
区间包含１３２个基因、QＧ１３Ｇ１区间包含３１个基因、

QＧ１５Ｇ１区间包含２２个基因、QＧ１８Ｇ１区间包含６８个

基因),在 NR数据库内完成基因功能注释.通过基

因功能分析,发现１个参与生殖过程的基因,该基因

位于 QＧ１３Ｇ１号 QTL区间内,chr８Ｇ３０７６５８６号SNP
位点附近,编号为 TTF２９４５２.将此基因序列在

NCBI数据库进行比对,注释到了基因 DCTN２.

DCTN２全称为动力蛋白激活蛋白２(p５０)(dynactin
２(p５０)),参与微管形成,有丝分裂和细胞增殖以及

细胞极性的建立和维持.此基因在斑马鱼、鲫和金

线鲃(Sinocyclocheilus)等水产动物基因组中均有发

现.此基因很可能是与团头鲂性别决定密切相关的

关键候选基因.TTF２９４５２基因序列信息见图４.

3　讨　论

遗传图谱被广泛地应用于图位克隆、目标基因

定位、比较基因组和分子标记辅助育种等研究中,高
密度、高质量的遗传图谱的构建是在基因组水平进

行遗传学研究的重要基础.团头鲂遗传图谱的研究

较少,已发表的图谱属于中低密度的遗传图谱,标记

数目少,分辨率低,无法进行 QTL的精准定位、分
子标记的筛选和目标基因的定位.

遗传图谱的构建受到亲本的多态性、作图群体

和作图标记的影响.团头鲂达到性成熟需要１~２a
时间,世代周期长,建立近交群体难度较大.所以本

研究在大规模的团头鲂养殖群体中,挑选性成熟度

较好的雌雄个体作为亲本,在保证了亲本的基因信

息多态性的同时,通过拟测交法构建F１ 子代群体为

作图群体,作图群体构建简单快速,满足水产动物遗

传图谱构建的要求.
简化基因组测序能大幅降低基因组的复杂度,
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图４　TTF２９４５２序列信息

Fig．４　DNAsequenceofTTF２９４５２
能够低成本地开发大量的SNP位点,常用于遗传变

异检测、高密度遗传图谱构建、重要性状候选基因定

位和群体遗传进化分析.单核苷酸多态性(SNP)标
记作为目前最具应用潜力的第３代分子标记,具有

遗传稳定性高、位点丰富且分布广泛以及检测快速、
易实现自动化分析等特点,被广泛地应用到遗传图

谱构建、QTL定位和标记辅助选育等众多方面.本

实验通过RADＧseq测序构建基因文库,并开发SNP
标记.最后得到 １８６３．６５ MbReads数据,样本

Q３０比例均在 ９０％,测序深度分别为 ５２．３４４×、

５６．００２×和１７．３０１×,表明此次测序质量较好.
通过筛选得到的３２４７３３个高质量SNP标记,

最终得到１０７９５个SNP标记,用以团头鲂遗传连

锁图谱的构建.该图谱拥有２４个连锁群,连锁群数

目与团头鲂单倍体染色体数目一致,全长２５７８．４５
cM,平均长度为１０７．４３９cM,标记的平均遗传距离

为０．２４cM,表明本研究构建的遗传图谱密度高,质
量好且标记分布均匀.相对于团头鲂已经发表的遗

传连锁图谱,本研究构建的遗传连锁图谱在连锁群

的完整度、标记数量、图谱长度以及标记平均距离等

方面均有所提升,是团头鲂现阶段密度及质量最好

的遗传连锁图谱.
以团头鲂高密度遗传图谱为基础,在 LOD 阈

值＞３．０下,共检测到４个性别相关 QTL.其中位

于８号连锁群上的 QTL,QＧ８Ｇ１区间峰值SNP标记

chr１１_２１５３２０８６,LOD值最大为４．１７.其表型解释

率为１０％.虽然 Wan等[２４]对团头鲂性别性状进行

了QTL定位,但是其LOD值仅为２．１８,表型解释率

为４％,相对其结果,本研究定位的QTL更加准确.
通过基因功能分析,在QＧ１３Ｇ１号QTL区间内,

chr８Ｇ３０７６５８６ 号 SNP 位 点 附 近,注 释 到 基 因

DCTN２(TTF２９４５２).该基因功能为细胞极性的建

立和维持.DCTN２基因属于动力蛋白激活蛋白

(dynactin,DCTN)家族的亚基之一,DCTN 是拥有

的 ６ 个 亚 基 的 多 亚 基 蛋 白 质,包 括 DCTN１、

DCTN２、DCTN３、DCTN４、DCTN５ 和 DCTN６.

DCTN家族基因的研究主要集中于哺乳动物肿瘤

的发生、癌细胞的病变等,在水产动物研究报道较

少.根据已有的报道,DCTN 家族已有２个亚基被

发现可能参与性别形成过程:郑波等[２６]以小鼠精子

为研究对象,向小鼠的生精小管内注射 DCTN１的

小干扰RNA(siRNA)进而干扰 DCTN１的表达.３
周后取附睾尾部精子进行形态学分析,发现注射

DCTN１siRNA 组的精子尾部畸形率明显上升,说
明DCTN１在精子变形中发生重要作用,影响了精

子尾部的形成.魏敏[２７]对半滑舌鳎的DCTN５基

因进行了相关的功能研究.通过 RACEＧPCR获得

了 DCTN５ 的 ２ 个 转 录 本 (DCTN５Ｇtv１、DCTN５Ｇ
tv２).通过荧光定量 PCR测定了２个转录本在性

腺、肝、脑、鳃、皮肤、肌肉、肠、脾、肾、心脏、胃、鳍条
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１２种组织中的表达水平.最后发现 DCTN５Ｇtv２主

要在性腺中表达,在其他组织中表达量非常低,推测

DCTN５Ｇtv２可能参与性腺的发育和分化过程.本研

究所筛选到的性别关键候选基因DCTN２是否参与

团头鲂性别分化的具体过程,还需要进一步的验证.
综上,本研究所构建的高密度遗传连锁图谱,筛

选到的性别相关 QTL位点、连锁标记以及候选基

因,为我们后续开展团头鲂的分子标记辅助育种、性
别相关功能基因精细定位等研究提供了丰富的基础

资料和重要的理论依据.
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ConstructionofahighＧdensitygeneticlinkagemapandQTL
mappingforgenderofMegalobramaamblycephala

CAOJinglong,WANG Weimin

CollegeofFisheries,KeyLaboratoryofAgriculturalAnimalGenetics/Breedingand
ReproductionofMinistryofEducation/KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,

MinistryofAgricultureandRuralAffairs,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　Megalobramaamblycephalaisoneofthemostimportantherbivorouseconomicfishin
China．Inthisstudy,hybridF１individualsofM．amblycephalawereusedasthemappingpopulation,the
highＧqualityandhighＧdensitygeneticlinkagemapwasconstructedandsexＧrelatedQTLs(quantitative
traitloci)weremappedbyminingSNPmolecularmarkersthroughrestrictionＧsiteassociatedDNAseＧ
quencing(RADＧseq)technology．Theresultshowedthatthelinkagemapincluded１０７９５SNPsand２４
linkagegroups,withatotallengthof２５７８．５４cMandanaveragemarkerintervalof０．２４cM．Basedon
thelinkagemap,MulitiＧQTLmapping(MQM)wasanalyzedtofixQTLsrelatedtogendertraitsbyuＧ
singMapQTL６．０software．TheexperientialLODvalueof３．０wastakenasthethresholdfortheexistＧ
enceofQTLtags,and４sexＧrelatedQTLSwerelocatedintheLG８,LG１２,LG１５andLG１８linkage
groups．TheLODvalueofeachQTLrangedfrom３．１８to４．１７,whichexplainedphenotypicvariation
rangedfrom７．７％to１０．０％．AfterscreeninggenesnearSNPmarkersintheQTLconfidenceinterval,
DCTN２,akeycandidategene,whichmaybeinvolvedinthereproductiveprocessofM．amblycephala,
wasscreenedbyfunctionalannotationanalysis．Thisresearchwillprovideareferenceforthedevelopment
ofgenderedmolecularmarkersofM．amblycephala．

Keywords　Megalobramaamblycephala;geneticlinkagemap;QTLmapping;markerＧassistedseＧ
lection(MAS);gendercontrolbreeding;singleculture;genderfunctionalgenemapping
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