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摘 要 半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis)属于雌配子异形染色体性别决定机,~(zw／zz)，其w染色体包 

含的大量重复序列阻碍了w染色体序列的精确组装。目前只有物理图谱可以有效地解决由重复序列所 

造成 的组装难题。本研究在 己有物理图谱和遗传 图谱 的基础上 ，利用 3D(three．dimensiona1)-BAC 

(bacterial artificial chromosome)池构建和PCR筛选策略进行了性别连锁标记的物理定位。首先将所选44 

个384孔板的BAC克隆进行接种和预培养，再接种到4个96孔深孔板中。将每两个384孔微孔板的BAC 

克隆分别汇集获得相应的板池、行池和列池，在提取DNA后，再将相应板池的部分DNA混合得到超级 

池。最终构建的3D—BAC池，共包括22个超级池和440个基池，覆盖半滑舌鳎基因组4．2倍，完成一个阳 

性超级池的基池筛选只需24个反应(20个BAC基池和4个对照)。然后选用159个半滑舌鳎性别连锁标 

记对这些克隆池进行两步PCR筛选。在对超级池的筛选中，有142个标记获得阳性扩增。对这些阳性超 

级池进行基池筛选后，最终有 100个标记得到准确定位。定位到半滑舌鳎物理图谱的84个重叠群 

(contigs)和20个单个克隆(singletons)上，共计 1 760个克隆，包含有21 927个共享条带，物理长度为42．4 

Mb，覆盖半滑舌鳎基因组约5．3％；确定一个定位关系(contig与标记之间的)平均使用了2．2个克隆。在这 

些标记 中，有 17个 同时定位到了两个或两个 以上的contigs上 ，有 11个标记同时定位到contigs和 

singletons上。另外有 19个contigs定位了2个或2个以上标记。这些性别连锁标记的物理定位将有助于 

半滑舌鳎性染色体基因组序列的精确组装。 
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Abstract The chromosome sex determining mechanism of half-smooth tongue sole(Cynoglossus semilaevis) 

is heteromorphism in female gamete，and the large amount of repetitive sequences，W  chromosome contains， 

impede the accurate assembly of W  chromosome sequence，which can only be solved by physical map 

effectively,at present．Based on the available physical map and genetic map，phy sical location of sex linked 
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markers was performed in this study using the strategies of 3D(three ．dimensiona1)．．BAC(bacterial artificial 

chromosome)pool construction and PCR screening．Firstly,the BAC clones of 44 3 84一well microtiter plates 

were inoculated and precultivated with new 384一well plates。and then inoculated with four 96 deep—well 

plates．The plate，row and column pools were obtained through pooling the BAC clone cultures of each two 

384一well microtiter plates，and then DNA were extracted and me super pools were obtained by mixing some 

DNA of corresponding plate pools．Eventually,3D—BAC pools including 22 BAC super pools and 440 

corresponding matrix pools were constructed，which represented 4．2 genome coverage of c．semilaevis．Only 

24 reactions(20 BAC matrix pools and 4 controls)were needed to complete the screening on matrix pools of 

a positive super poo1．Then tw o—step PCR screening was performed on these pools with 1 59 sex—linked 

markers，and 1 42 markers obtained positive amplifications in the screening of super pools．Finally,a total of 

1 00 markers were accurately located in the screening of matrix pools of these positive super pools，and they 

were located in 84 contigs and 20 singletons of the e semilaevis physical map，which included a total of 1 

760 clones and 2 1 927 consensus bands．Their physical length was 42．4 Mb．covering 5_3％ of the genome of 

c_semilaevis．On average．2．2 clones were used to determ ine a location relationship betw een a contig and a 

marker．Among these markers，1 7 markers were simultaneously located in 2 or more than 2 contigs，and 1 1 

markers were simultaneously located in contigs and singletons．In addition，1 9 contigs were simultaneously 

located with 2 or more markers．The phy sical location of these sex—linked markers can promote accurate 

assembly of sex chromosomes sequences of C．semilaevis． 

Keywords Cynoglossus semilaevis，Physical map，3D (three—dimensiona1)一BAC pools，Sex—linked marker, 

Physical location 

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis Gfinther)属鲽形 

目(Pleuronectiformes)、舌鳎科(Cynoglossidae)、舌鳎 

属(Cynoglossus)，俗称龙利、鳎米、牛舌头等，是分布于 

中国沿海的一种特有比目鱼类(孟庆闻等，1995；李思 

忠，王惠民 1995)。半滑舌鳎活动范围小、营养等级 

低、食性温和，具有生长快、个体大等一系列优良性 

状，而且肉嫩味佳，市场经济价值很高，有非常大的养 

殖推广前景f柳学周等，2005)。目前半滑舌鳎己实现 

了全人工育苗和工厂化养殖雷霁霖，2005)。 

半滑舌鳎属于雌配子异形染色体性别决定机 

制(zw／zz)f周丽青等，2005；Zhuang et a1．，2006； 

Chen et a1．．2009)，特别是其雌性生长比雄性快2～3 

倍，不但可以开发具有重要应用前景的全雌苗种 

(Chert et a1． 2009)，还可以作为研究硬骨鱼类性别 

决定机制的理想模型(Shao et a1．，2010；Chen et a1．， 

2014)。Chen等(2007；2008；2009)~1J用雌性特异标 

记发展了半滑舌鳎分子标记辅助性别控制方法，刘 

洋等(2014)将筛选到的半滑舌鳎性别特异微卫星 

标记进行序列特异性扩增区域(sequence character． 

ized amplified regions，SCAR)转化，并应用于生产 

实践中伪雄鱼的快速检测。邓思平等(2008)、Deng 

和Chen(2008)和Deng等(2009)克隆了半滑舌鳎性 

别决定区Y_框 10(SRY(sex determining region Y)一 

box 10，SoxlD)、细胞 色 素 P450芳香 化酶 (cyto— 

chrome P450 aromatase，P450arom)~ 双性和Mab3 

相关转录因子 la(doublesex and mab．3一related tran— 

scription factor la，Dmrtla)等性别相关基因，研究 

了其时空表达规律 。胡乔木等(2013)通过注射 

Dmrtl基因原核表达蛋 白的方法研究了其在半滑 

舌鳎性别决定与分化中的作用。 

为了深入理解半滑舌鳎性别决定机制，其性别 

相关的基因组学研究也得到不断发展。Liao等 

f2009)构建了半滑舌鳎第一代遗传连锁图谱，并将一 

个雌性特异标记定位到该图谱上。Song等(2012)构 

建了半滑舌鳎高密度遗传连锁图谱，包括21个连锁 

群，并将筛选出的159个半滑舌鳎性别连锁标记全部 

定位在雌性图谱 1号连锁群的同一位点。半滑舌鳎 

全基因组测序揭示了半滑舌鳎性染色体的结构和进 

化，并发现半滑舌鳎w染色体包含大量的重复序列， 

这些重复序列阻碍 了w染色体序列的精确组装 

(Chen et a1．．2014)。目前只有物理图谱可以有效地 

解决由重复序列所造成的组装难题(Lewin et a1．， 

2009)，Shao等(2010)构建了两个雌性半滑舌鳎细菌 

人工染色体(bacterial artificial chromosome，BAC)文 
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库，Zhang等(2014)~1J用该BAC文库构建了半滑舌 

鳎基因组物理图谱，为半滑舌鳎基因组特别是W染 

色体序列的精确组装奠定了基础。 

本研究采取改进3D．pooling(three．dimensional 

pooling)策略，构建了半滑舌鳎3D—BAC池，并利用 

半滑舌鳎性别连锁标记对这些克隆池进行了PCR 

筛选，以通过这些标记的物理定位为半滑舌鳎性染 

色体序列的精确组装奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

1．1．1 半滑舌鳎物理图谱和BAC文库 

本研究采用Shao等(2010)分别在pECBAC1质 

粒的BamH I和 HindⅢ酶切位点构建两个雌性半滑 

舌鳎(Cynoglossus semilaevis Gfinther)BAC文库(总计 

55 296个克隆，分布于 144个384孔板中，保存于 
一 80。C超低温冰箱中)和Zhang等(2014)：~J用上述文 

库中的88个384孔微孔板(共33 575个克隆1构建的 

半滑舌鳎第一代物理图谱(该图谱含有 1 485个重叠 

群(contigs)~l 585个单个克隆(singletons))用于标记 

的物理定位。从该物理图谱构建所用88个384孔板 

中，选取44个384孔板(共 16 896个克隆)用于构建 

3D．BAC池，覆盖半滑舌鳎基因组约4．2倍。 

1．1．2 主要设备和试剂 

所用设备主要有384针和96针微孔板复制器 

(Boekel，美国)、高速冷冻离心机(Beckman，美国)、 

PCR仪(AB，美国)、电泳仪(君意东方，北京)和凝胶 

成像系统(Bio．Rad，美国)等；实验试剂主要有胰蛋 

白胨和酵母提取物(Oxoid，英国)、Taq DNA聚合酶 

(Fermentas，美国)、琼脂糖G．10(Biowest，西班牙)和 

GelRed核酸凝胶染料(Biotium，美国)等。 

1．2 实验方法 

1．2．1 BAC克隆的培养 

参照Zhang等(2014)的方法进行BAC克隆的 

培养。用384针微孔板复制器将BAC克隆从储备 

384~L板接种到新384~L板内，每孔内含6OuL2×YT 

培养基(内含12．5．g／mL氯霉素)。经过24 h预培养 

后，用96针微孔板复制器接种到96孔深孔板中，每孔 

内含 1．3 mL2xYT培养基(内含 12．5 gg／mL氯霉素)， 

每个384~L板接种4个96孔板。用透气封板膜封板 

后置于37℃摇床上振荡(3oo r／min)培养26-28 h。 

1．2．2 3．D BAC池 的构建 

3D—BAC池的构建参照Bouzidi等(2006)的方 

法并作适当修改，所构建的3D—BAC池包括超级池 

和基池两部分。其中超级池共有22个，每个超级 

池由2个384孔板组成，共768个克隆，覆盖舌鳎基 

因组约0．19倍，全部超级池所用克隆的来源情况见 

表 1。每个超级池含有20个基池，包括2个板池、8 

行池和 10个列池。这些基池的具体编排方式和克 

隆来源见表2。 

采用碱裂解法提取各个基池的DNA(Russell， 

Sambrook，2001)，用紫外分光光度计测定各基池 

DNA的浓度和纯度。最后取出各超级池内的两个板 

池的部分DNA合并，作为该超级池的BAC DNA。 

1．2．3 标记选择和引物合成 

本研究所用的159个半滑舌鳎性别连锁微卫 

星标记 由Song等(2012)鉴定，并被区分为两种类 

表 1 半滑舌鳎3D—BAC池的超级池克隆来源 

Table 1 Clone sources of super pools in hall smooth 

tongue-sole 3D—BAC pools 

超级池编号 384孔板编号(P1和P2) 

Super pool ID 384一well plate ID(Pi and P2，respectively) 

061 062 

063。064 

065，066 

067．068 

069。070 

101．102 

l03．104 

105．106 

107．108 

1O9．110 

002，122 

123．124 

125．126 

127，128 

129．130 

131．132 

133．134 

135．136 

137．138 

139．140 

14i，142 

143．144 

l，二 J 叶 J l，厶 3 ， 5 rD 7 B 9 l 2 暑； 
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型：一种为雌鱼双带、雄鱼单带；另一种为雌鱼单 

带、雄鱼无带，其在遗传作图所用群体中的基因型 

完全一致，全部定位在雌性图谱 1号连锁群的同一 

位点。标记引物由北京华大基因研究中心合成，引 

物浓度控制在10~tmol／L。 

1．2．4 PCR筛选 

采用两步PCR筛选法对 159个性别连锁标记 

进行物理定位。第一步，以雌雄半滑舌鳎基因组为 

对照，对22个超级池进行筛选；第二步，以雌雄半 

滑舌鳎基因组和双蒸水(ddH O1为对照，对阳性超 

级池的2O个基池进行筛选，如果阳性超级池为4个 

或4个以下，则对全部阳性超级池进行基池筛选， 

如果阳性超级池为4个以上，则一般只选其中阳性 

最为显著的4个进行基池筛选。PCR反应体系： 

10xbuffer 2 L，MgCI2(25 mmol／L)0．8 L，dNTPs 

(2．0 mmol／L)1．3 L，上 下游 引物(10~tmol／L)各 

0．25 uL，Taq DNA聚合酶0．8 U，BAC DNA(约 100 

ng／~tL)2 L，以ddH：O调整至20 L。PCR反应程 

序：95℃预变性5 min，然后扩增35个循环(95 cIC变 

性30 s，55℃退火30 s，72℃延伸 30 s)，最后72℃ 

再延伸5 min，置于4℃冰箱备用。 

1．2．5 琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增产物 

对PCR扩增产物进行1．0％的琼脂糖凝胶电 

泳，利用凝胶成像系统拍照观察，以是否出现与阳 

性对照(雌鱼基因组)相同的目的条带来判断是否 

属于阳性池 。 

1．2．6 阳性克隆的推导与定位 

根据对超级池和基池进行的两步PCR筛选结 

果，结合所采用的3D．BAC池构建方式，可推导出 

每个性别连锁标记的阳性克隆编号。在组装物理 

图谱所用FPC软件9．4版(Soderlund et a1．，1997)的 

主界面，对所获得的各个阳性克隆进行搜索，确定 

其所在的contig，完成该标记的物理定位。 

2 结果与分析 

2．1 3D．BAC池构建 

按照预定建池方案，将所选44个384孔板的 

BAC克隆接种培养，汇集获得各个超级池的行池、 

列池和板池，在提取DNA后，再将相应板池的部分 

DNA混合得到超级池。最终构建的3D．BAC池共 

包括22个超级池和440个基池。表2显示了一个超 

级池(S37)内各基池DNA浓度(DD)和纯度 。) 

的测定结果情况。本研究预实验PCR扩增中所要求 

的BAC DNA浓度最低约为0．3 ng／~tL，所对应的基 

池 、行池和列池的总浓度应该不低于 115、58和 

48 ng／~L。从表2可以看出，本研究所建的3D—BAC 

池中各基池DNA浓度能够满足PCR筛选的需要。 

2．2 两步PCR筛选反应 

用性别连锁标记对22个超级池进行PCR筛选 

后，可得到含有该标记的阳性超级池。图 1所示， 

性别连锁标记scaffold2722 838对22个超级池的 

进行筛选，共有3个超级池(s24、S31和s37)扩增出 

与阳性对照(雌性基因组，以F表示)一致的条带。 

同样作为对照的雄性基因组(以M表示)没有出现 

对应的阳性条带，说明该标记为雌鱼单带、雄鱼无 

带类型。 

获得阳性超级池后，就可以对阳性超级池的基 

池进行筛选。如对标记scaffold2722 838的3个阳 

性超级池(S24、$31和S37)分别进行了筛选基池，并 

获得了比较理想的结果，其中对$31筛得的阳性基 

池依次为：P2、R4、R6、C4和c8(图2A1；对$37筛得 

的阳性基池依次为：Pl、R3、R6、C5和c8(图2B)。 

2．3 阳性克隆的推导 

基于获得的各超级池的阳性基池情况，根据本 

研究所采用的3D—BAC池构建策略来推导各阳性 

超级池内的阳性克隆。如scaffold2722 838对S31 

的阳性基池为P2、R4、R6、C4和C8，通过P2得知此 

克隆来 自于 122号384孔板，从R4和R6得知此克 

隆来自于第N行，从C4和C8得知此克隆来 自于第 

l8列，所以该阳性克隆为 122N18。同理可以根据 

scaffold2722 838对 $37扩增的阳性基池(P1、R3、 

R6、C5和c8)推得阳性克隆为133J23。根据对$24 

筛选结果推得的阳性克隆是108B20。 

2．4 阳性克隆的物理定位 

在组装物理图谱所用FPC软件的主界面，将阳 

性克隆编号输入进行搜索，即可进行该标记的物理 

定位。通过搜索阳性克隆122N18得到一个重叠群 

(ctg853)，他包 含有 该阳性 克 隆。而通 过搜索 

133J23和 108B20也 得 到 了 同 一 个 重 叠 群 

(ctg853)。图3显示了利用这3个阳性克隆完成的 

scaffold2722 838物理定位结果。从图3中可以看 

出，这3个阳性克隆不但定位到了物理图谱中的同 
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表 3 在半滑舌鳎物理图谱中得到准确定位的100个性别特异标记 

Table 3 100 sex—specific markers accurately located in half-smooth tongue sole physical map 

标记名称 物理定位 标记名称 物理定位 标记名称 物理定位 

Marker name Physical location Marker name Physical location Marker name Physical location 

scafrold256 49 ctg220 scaffold2081 663 ctg119 scaffold3982 1057 ctgl762 

scaffold2999 952 ctg783 scaffold2133 705 ctg1836 scaffcIld41 13 1070 ctg3604 

scafrold3067 958 ctgl37 scaffold2148 678 ctg4076 scaffold4119 1071 ctg837 

scaffold3391 1010 ctg1939 scaffold2164 693 ctg755 scaffold4172 1073 ctg161 

scaffoldl024 286‘ctg3202 ／061M 19 scaffold2360 734 ctg3924／ctg385 scaffc-ld4195 1075 ctg2766 

scaffold1030 289 ctg1025 scaffold243 1 777 ctg2636 scaffcIld422 81 130C02 

scaffoldl038 293 ctg996／ctgl616 scaffold2453 780 1 25C02 scaffcIld432 1 1 086 ctg433 

scafroldl111 312 ctg915 scaffold2484 785 ctg1276 scaffold4466 1096 ctg104 

scaffoldl113 315’ctgl347／ctgl359 scaffold2527 79 r ctg853 ／ctg322 scaffold4665 1 1 03 ctg322 

scaffoldl 128 343 ctg3559 scaffold2532 794 133G17／002J14 scaffold484
—

90 ctg1 527／ctg2884 

scafro1d1220 378 ctg244 scaffo1d2565 799 ctgl669 scaffold513 107 069G19 

scaffoldl246 388 ctg1329 scaffo1d2566 800 ctg1 45 scaffold522 1 10 ctg4064 

scaffoldl332 41 1‘ctgl560 ／ctg584 scaffold259 54 136114 scaffold543 1 1 8 ctg4076 

scaffoldl339 414 ctg3 scaffold2607
—

804 ctg165／ctg104 ／ctg2065 scafrold552 122 ctg3382 

scaffoldl354 430’ctg3382"／136023 scaffold2618 811 ctg287 scaffold56 4 ctg323 

scaffoldl 358 427’ct2472／062L22 scaffold2719 837 ctg1488 scaffold571 123 128D20 

scaffoldl392 450 ctg937／ctg2596 scaffold2722 838 ctg853 scaffold757 179 ctg1722 

scaffold1423 459 ctg783 scaffold2744 845 ctgl39／ctg1436 scaffold804 1 88 ctg2305 

scaffold1447 469 ctg592／ctgl206 scaffold2746 846 141F24／064A06 scaffold813 200 ctg2345"／104A06 

scaffoldl500 508 070E12 scaffold2950
—

942 ctg615／ctg93／ctg1241 scaffold868 211 ctg853 

scaffoldl503 484 ctg385 scafrold2957 945 ctg58 l scaffold869
～

2 1 2’ ctg 1 083／ctg267 

scaffoldl 545 522 ctg532 scaffold3003 954 ctg2345 scaffold885 215 ctg3604 ／142C07 

sca晒 ldl573 527 ctg83 scaffold3032
—

956’ctg1359~ctg2094 scafrold899 22 1 ctgl 384 

scaffoldl 6 1 1
—

534 ctg2402／ctg360／ctg287 scaffold3064 962 1 30N09 scaffold1283 399 126K04／134O17 

scafroldl614 544 ctg2482 scaffold3068
—

959 ctg1560 ／ctg104 scaffoldl590 532 ctg153 

scaffoldl653 550 ctg2345V104A06 scaffold3080 963 ctg744 scaffoldl890 606 ctgl384 

scaffold1657 558 ctg220 scaffold3360
—

1002 ctg1934／ctg271 scaffoldl951 619 ctg3604"／121J14 

scaffoldl658 561 ctg137"／ctg2766 caffold3405 1014 ctg3940 ~caffold2195 702 ctg144 

scaffoldl676 567 ctg3 123 scaffold3424 1020 ctg994／ctg385 scaffold2211 718 ctg3446 

scaffold1905 607 ctg3382 ~caffo1d3487 1025 ctg1836 scaffold2322 727 ctg423 

scafroldl941 615 ctg116 scaffold3726 1 044 ctg403 scaff~lld2372 736 ctg1684 

scaffold1985 624’ctg581％tg656 scaffold386 75 125F03 ~caffold2491 788 ctg1384 

scaffoldl991 626 ctg3202 ／12201 1／061M 19 ；caffo1d3922 1053 ctg1O4 

scaffoldl993 63 1 ctg833 ~caffold393 77 ctg2259 

：一个标记定位到不同的contigs或singletons；≠≠：该contigs或sing1etons上有多个标记定位 

：One marker mapped to different contigs or singletons；≠≠：Saveral markers mapped to the contigs or singletons 

池的阳性克隆。而用传统3D．BAC池方法进行同 

样尺度的筛选，则可能需要46个反应完成板池筛 

选，44个反应完成基池筛选，共需要90个反应f孙 

建，2013)。本研究所采用的改进 3D—BAC建池策 

略从操作效率和可靠性两个方面提高了筛选效率。 

但在本研究进行3D—BAC池的筛选过程中，仍 

然存在假阳性和假阴性问题，使得实际的筛选效率 

仍然受到影响。例如用标记scaffold1503 484对超 

级池筛选得到了7个阳性，而基池筛选时有2个超 

级池只有对照(雌鱼基因组)获得阳性，说明这两个 

超级池为假阳性。在另外5个阳性超级池的基池 

筛选中，只有2个得到了唯一阳性克隆，能够准确 
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表 4 半滑舌鳎性别连锁标记的物理定位 

Table 4 Physical location of half-smooth tongue sole sex·linked markers 

项目 

Items 

数量 

Numbers 

性别连锁标记数The number ofsex．1inked markers 159 

第一次PCR筛选的阳性标记数The number ofpositive markers in the first PCR screening 142 

得到准确定位的标记数The number ofmarkers accurately located 100 

共享条带数量(CB)The number ofconsensus bands(CB、 21927 

物理长度／MbPhysical length 42．4 

占总基因组比例The proportion in total genome 5．3％ 

已定位的contig数The number oflocated contigs 84 

已定位的克隆数The number oflocated clones 1760 

己定位的singleton数The number of located singletons 20 

用于定位的克隆数The number ofclones used to locate 247 

Comig和标记之间定位关系数Thenumber oflocation relationshipbetween contigs andmarkers 112 

确定一个contig~I标记之间的定位关系所用平均克隆数Average clones used for every location relationship between 2．2 

contigs and markers 

定位多个标记的contig数The number ofcontigs located with multiple markers 19 

定位到多个contig或singleton的标记数Thenumberofmarkerslocatedinmultiple contigs or singletons 28 

地定位；有2个出现假阴性，各缺少 1个阳性条带， 

形成有5个可能的克隆；另1个多了1个阳性结果， 

有2个可能的克隆。在准确定位的两个克隆所在 

的contig中刚好能够找到这3个超级池的各自几种 

可能克隆中的1个，从而确定其阳性克隆。 

由于本研究进行基池筛选时，如果阳性超级池 

少于4个，就全部进行筛选；如果阳性超级池多于4 

个，则一般只选其中4个进行筛选，再加上基池筛 

选中假阳性和假阴性结果的干扰，本研究最后对 

100个标记进行了准确定位，共形成了112个定位 

关系，确定一个定位关系平均使用了2．2个克隆，用 

于定位的阳性克隆有247个，而没有达到理论上根 

据基因组覆盖率所应该有的420阳性克隆。 

在 3D—BAC池的构建和筛选过程中可能存在 
一

些影响建池质量和筛选效果的因素，包括：(1)在 

文库正式接种前虽然经过了一次预培养，但得到的 

BAC细菌浓度仍然存在一定的差别；(2)在BAC文 

库保存、接种、汇集以及质粒提取过程中可能出现 

相互污染或者缺失情况；(3)引物特异性、扩增效率 

和循环次数等因素也会影响阳性结果的出现情况。 

3．3 物理定位区域的覆盖率 

关于半滑舌鳎w 染色体序列的大小，不同学 

者利用不同的实验手段也得到的结果也不尽相同。 

Wang等(2009)采用染色体显微切割和DOP(degener- 

ate oligonucleotide primed)一PCR方法分离和扩增 

DNA后，构建出了W染色体特异DNA文库，测序获 

得29，4 Mb序列。Chen等(2014)用全基因组测序得 

到的半滑舌鳎雌鱼基因组序列扣除雄鱼基因组序列 

后得到 l6．4 MB的雌性特异基因组序列。但w染色 

体作为半滑舌鳎21对染色体中最大的一条，其基因 

组序列据估计为70 Mb左右，约为占总基因组的10％ 

以上(周丽青等，2005；Zhuang et a1．，2006；Chen et 

a1．，2014)。本研究中有 100个标记得到了准确定位， 

其所在的84个contigs及20个singletons总物理长度 

为42．4 Mb，覆盖基因组约5．3％，应该还有部分属于 

w染色体的contigs尚未通过这种方法得到确认，这 

可能需要扩大3D—BAC池的覆盖率或者增加更多的 

标记来进行筛选和定位。 

3．4 标记定位与物理图谱验证 

由于本研究采用的定位方法操作方便，所以一 

般选用 4个 阳性超级池 进行基 池筛选 。scar- 

fold2722 838作为本研究所用的标记之一，用PCR 

方法筛选到的3个克隆都定位到ctg853上(图3 ，而 

且3个克隆在该contig中的位置靠近。同一个标记 

在不同的克隆中得到阳性扩增，表明这两个克隆具 

有相同的片段(Zhang et a1．，2014)。这样可以通过定 

位于同一contig内不同的克隆来对其定位结果进行 

相互印证，也进一步证明了物理图谱组装的可靠性。 
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3．5 标记定位与物理图谱长度 

在定位的标记中，有 17个定位到了两个或两个 

以上的contigs上，另有 11个标记同时定位到contig 

和singleton k去。这可能是因为经过FPC软件自动 

组装得到的1 485个contigs及586个singletons之间 

仍然存在着一定的重叠关系，只是在组装时为保证可 

靠性而没有采用更低的严谨度进行合并，并由此导致 

物理图谱的组装长度明显大于基因组实际长度(Shao 

et a1．，2010；Zhang et a1．，2014)。另外本研究所选用 

的性别连锁标记全部为SSR标iE(Song et a1．，2012)， 

而W染色体本身就上存在大量重复序YlJ(Chen et a1．， 

2014)，可能部分标记在基因组上本身就有不只1个位 

置，从而导致这些标记定位到不同的contigs上。这 

些有待进一步通过contigs的人工合并和这些标记在 

染色体上定位来确定。 

3．6 物理定位与遗传定位的不相关性 

本研究所选的159个性别连锁标记全部定位到 

半滑舌鳎高密度遗传连锁图谱中w染色体的同一个 

位点(Song et a1．，2012)，说明这些标记所在的基因组 

区域在细胞分裂时几乎没有发生重组交换，导致在这 

个区域上的物理图谱与遗传图谱之间呈现出不相关 

性。而这也正说明这些区域可能是异染色质区域，非 

常缺少基因，由相对简单、高度重复的DNA序列组成 

(翟中和等，2007)，因交换频率减少而导致遗传距离缩 

短(徐晋麟等，201 1)。另外鉴于许多物种的性染色体 

完全是由异染色质形成的异染色体倬#贻仁，2007)，可 

进一步推测这100个标记所在的84个contigs及2O个 

singletons处在半滑舌鳎的性染色体(Z厂W)上。未来 

将通过BAC一荧光原位杂交(fluorescence i 5itu hy— 

bridization，FISH)等手段进一步验证这些contigs在 

W染色体上的定位，并最终将这些定位结果应用于半 

滑舌鳎性染色体序列的精确组装工作中。 

4 结论 

本研究在已有物理图谱和遗传图谱的基础上， 

首先利用44个384孔板的BAC克隆，构建了覆盖 

半滑舌鳎基因组4．2倍的3D—BAC池，该 3D。BAC 

池包括 22个超级池，每个超级池有20个基池，共 

440个基池。然后对这些克隆池进行了性别连锁 

标记的PCR筛选，最终准确定位了 100个标记，定 

位到半滑舌鳎物理图谱的84个contigs和20个sin— 

gletons I-．，共计 1 760个克隆，物理长度为42．4 Mb， 

覆盖半滑舌鳎基因组约5．3％。这些性别连锁标记 

的物理定位将有助于半滑舌鳎性染色体基因组序 

列的精确组装。 
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