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[摘要] 通过对连续两代减数分裂雌核发育牙鲆（Paralichthys olivaceus）再度诱导减数分裂雌核发育，首次

获得三个连续三代减数分裂雌核发育二倍体家系（Meio-G3-1，Meio-G3-2，Meio-G3-3）。选用重组率高、

中、低的30对微卫星引物，分析该三个家系的遗传构成。30个微卫星位点在三个家系中扩增到的等位基因

数分别为35、38、37，平均等位基因数为1.17、1.27、1.23，平均观测杂合度（Ho）分别为0.146 7、0.255 6、0.205 6，平均纯

合度分别为0.853 3、0.744 4、0.794 4。三个家系内个体间的平均遗传相似度为0.991 3、0.991 8、0.983 8，母

本与子代之间的平均遗传相似度为 0.994 6、0.996 8、0.992 3，三个家系间的遗传相似度分别为 0.971 7

（Meio-G3-1和Meio-G3-2）、0.981 0（Meio-G3-1和Meio-G3-3）、0.971 4（Meio-G3-2和Meio-G3-3）。结果表

明，连续三代诱导雌核发育能进一步提高个体的纯合度、个体间以及家系间的平均遗传相似度，是快速建

立鱼类近交系的良好方法。
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1 前言

在一般情况下，硬骨鱼类排出体外的成熟卵子

处于第二次减数分裂中期。鱼类的这种繁殖特征

为鱼类的细胞工程育种，例如：多倍体诱导、雄核发

育诱导以及雌核发育诱导。人工诱导雌核发育是

一种快速固定母本性状、生产单性化苗种以及建立

纯系的有效手段。根据原理的不同，人工诱导雌核

发育又可进一步被分为减数分裂雌核发育（Meiogy-

nogenesis）和有丝分裂雌核发育（Mitogynogene-

sis）。减数分裂雌核发育比有丝分裂雌核发育更易

操作，有更高的诱导率，目前已经成功地应用于上

百种鱼类[1~3]。

牙鲆（Paralichthys olivaceus）是一种重要经济

鱼类，雌性个体生长速度明显比雄性快。中国水产

科学研究院北戴河中心实验站运用雌核发育诱导

技术，选育的全雌牙鲆新品种“北鲆1号”和“北鲆2

号”，具有雌性比例高、生长快、规格整齐、容易饲养

等特点。关于牙鲆雌核发育的研究，已经有众多论

文报导[4~6]。王桂兴等[7]采用微卫星技术，研究了牙

鲆连续两代减数分裂雌核发育家系的遗传特征，结

果显示，第二代减数分裂雌核发育家系的纯合度、

个体间平均相似度以及亲子间的平均相似度要略

高于第一代雌核发育家系，显著高于对照家系。

本研究在王桂兴等[7]技术的基础上，对性成熟

的第二代雌核发育个体再度诱导减数分裂雌核发
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育，获得三个连续三代减数分裂雌核发育家系，并

利用 30对微卫星引物分析了该三个家系的纯合度

和遗传相似度，旨在探讨牙鲆连续多代雌核发育过

程对等位基因纯合进程的影响，为牙鲆通过连续多

代减数分裂雌核发育方法建立纯系以及优良品种

选育提供相应的数据支持。

2 材料和方法

2.1 连续三代减数分裂雌核发育家系的构建

本实验在中国水产科学研究院北戴河中心实

验站开展。2007年，以真鲷精子作为异源精子，经

紫外线照射灭活，激活一尾雌性野生牙鲆所产卵

子，并在激活后3 min，施以3 ℃，45 min的冷休克处

理进行减数分裂雌核发育诱导，获得第一代减数分

裂雌核发育家系（Meio-G1）。2009 年，利用 Meio-

G1内发育成熟的一尾个体再度诱导减数分裂雌核

发育，获得连续第二代减数分裂雌核发育家系

（Meio-G2）。2014 年，以 Meio-G2 家系内三尾性成

熟个体进行减数分裂雌核发育诱导，获得了三个连

续三代减数分裂雌核发育家系（Meio-G3-1、Meio-

G3-2、Meio-G3-3）。

2.2 样品采集与基因组DNA提取

采集作为母本的三尾 Meio-G2 的腹面胸鳍和

Meio- G3- 1、Meio- G3- 2、Meio- G3- 3 家系仔鱼各

30尾，置于100 %酒精中固定，-20 ℃保存。基因组

DNA提取采用传统的酚-氯仿抽提法进行[7]。

2.3 微卫星引物

微卫星引物全部选自Coimbra等[8]绘制的牙鲆

第二代遗传连锁图谱，根据刘永新等[9]的实验结果，

选取重组率高、中、低的引物各10对，所选引物覆盖

牙鲆 24个连锁群。引物由上海生工生物工程技术

服务有限公司合成。引物序列、退火温度、M-C距

离和Genbank登录号见表1。

表1 30对微卫星标记位点引物序列、退火温度、M-C距离和Genbank登录号

Table 1 Primer sequences，annealing temperatures，M-C distance and accession number in GenBank of
30 microsatellite loci in the Paralichthys olivaceus

位点

Poli1076TUF

Poli824TUF

Poli1431TUF

Poli148TUF

Poli151TUF

Poli1513TUF

Poli1009TUF

Poli1801TUF

Poli1825TUF

Poli1392TUF

Poli753TUF

Poli1795TUF

Poli2031TUF

Poli966TUF

Poli1260TUF

Poli637TUF

连锁群

1

2

3

4

5

6

7

7

8

9

10

11

12

13

14

15

引物序列(5′-3′)

F: GGTTTAACGGTAGAGTTTGCACAGC
R: GGAAGCCACTACCATACCAATACCA

F: TGTGATGGAGAGAGGCTGTG
R: TCTCCAACAGCAGACAGTGG

F: CACTCGAGAGCTTTGACAACA
R: CATGTTGGTCGCATTGTAGC
F: GGCTGCTGACGTAGATGACA
R: CGGAGTACCGGTCAGAGAAC

F: GATCAGTGCCTGTAAAGGTAGCTGG
R: GGAGACGTTAGTTGTCGAG GAAAC

F: TGCAGCCATCTTTCCTTCTT
R: ACCCGCCAGTAGACAACAA
F: TTTGGCATGCAAGTGTGTCT

R: GCGCCTGTGATTAGAGTGATT
F: CCTGCAGAGAAACAGTACGATG
R: AAGGTGACAGAAGGGAGCACT

F: ACAAGCGGTGCACATTTAAC
R: TTCAAACAGGAGCTGCATTG
F: TCAGTGGATCGAGAACAGGA
R: TATTACGCACAGAGGCCACA
F: TTGCTCCTGTTTCCTCGTTT

R: GATGTGATGCAGTCCCACAC
F: CCCAGCAGACCTTTCATGTT
R: CATCCATTTGATGCTGTGTG

F: TACATGCACTGCTGTTTCACAA
R: GTGGAGGATGAAGTGATTGGAT
F: GCCTGGAGGAGAAAACAACA
R: AACCTCCAAGGCACAACAAC
F: GCATTGTGCTGTTTTCATGTG
R: AAGAGCCAGGCTGCATTTTA
F: CAGGGCGTCAACTTTTCTTT
R: TACACCACCGGTTCTCCTTC

退火温度/°C

62

60

60

62

61

60

55

60

62

60

60

62

62

60

60

58

M-C距离/cm

43.75

11.70

22.65

47.65

26.55

5.45

3.65

28.15

50.00

14.85

5.75

19.55

25.00

50.00

25.00

26.55

登录号

AB458945

EF112781

DQ888996

AB459422

AB459425

DQ889072

AB458906

AB459088

AB459110

DQ888957

EF112734

AB459082

AB459267

EF112892

EF113016

EF112597
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续表

位点

Poli1755TUF

Po25A

Poli1915TUF

Poli1010TUF

Poli55MHFS

Poli1490TUF

Poli1838TUF

Poli1852TUF

Poli1827TUF

Poli1451TUF

Poli1643TUF

Poli-RC27-TUF

Poli72MHFS

Poli1906TUF

连锁群

16

16

17

18

19

19

20

21

21

22

23

23

24

24

引物序列(5′-3′)

F: CTGCTTGCTCATTCTTGCTG
R: GGGGATTCAACACACACAGA
F: AGTCAGGTTTCAGGCCACTG

R: CAGAAGTGTTGTCGCAGGAA

F: CACTCGAAGCTCCTAACAGTGA

R: CCTTTGTCCTGAGCTGAACTG
F: TAACTCCGGGTCTGTGAAGC
R: CAGTCCGATCCAACACAATG
F: GGATGACAAGGACGCTGACT
R: GTGTTTCAGCCCGCTTACAT
F: CAACACTGCGTCACCATCTT
R: AGTGTCCCACACCTCTCAGC

F: CTCCTTCAGTTAACCCCAAGTG
R: TGACACAGCATTACCTGAGACC
F: CACCCTCACATCTTGGTTTTCT
R: TGAACTTGTGTTGATGTTGCAG

F: CAAGGCTGCTGTCATGATGT
R: CCTCCACCTCTTCTGAGTGC
F: GATGCTGTTGCTGATGCTGT
R: TACCTGGGCAAGCCTTAGTG
F: GGTGCGGTCCTCTTAACAAA
R: GCGTAATCCCACATTTGGAC

F: CCAATGCATCAATACGTACACA
R: GAAGGGGTGCTATGAGATGG
F: TCGCTCCTTTCCTTTGTCTC
R: CTGCGGGAACACACACAC

F: CAGCTGACTTGAGCGAAATG
R: TTTCCAACATTGGTGGGATT

退火温度/°C

62

60

60

60

55

60

54

60

55

60

60

55

60

62

M-C距离/cm

6.25

50.00

46.10

50.00

29.70

49.20

50.00

10.95

11.70

0.00

28.15

50.00

0.00

26.05

登录号

AB459046

AB046749

AB459185

AB458907

AB459293

DQ889052

AB459120

AB459132

AB459112

DQ889016

AB458986

AB030937

AB459338

AB459179

2.4 聚合酶链式反应（PCR）扩增及电泳

PCR 反应体系采用 15 μL，包括：10×Buffer

2.5 μL、Mg2 +（25 mmol/L）1 μL、dNTPs（2 mmol/L）

1 μL、上下游引物（10 mmol/L）各 0.6 μL、DNA模板

1 μL（40~50 ng）、Taq DNA 聚合酶 1 U，加适量

ddH2O。反应程序为 94 ℃预变性 4 min；共 25 个循

环包括 94 ℃变性 30 s，退火 30 s，72 ℃延伸 30 s；最

后 72 ℃延伸 8 min，PCR 扩增在 PE9700 型 PCR 仪

上进行。PCR产物用8 %非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳，银染显色后用HP Scanjet G4010扫描仪成像，用

Gel-Pro Analyzer4.5凝胶分析软件对电泳图像进行

数据采集和分析。

2.5 统计指标

等位基因数（number of alleles，A）、观测杂合度

（Ho）、纯合度（homozygosity）、遗传相似系数（genet-

ic similarity index，GSI）等遗传参数均由 popgene

（ver.3.2）计算获得。重组率和近交系数由以下公式

计算

重组率 r=杂合子数/个体总数

近交系数

F
(r)
Gi
= 1｜ri （1）

式（1）中，F为第 i世代的近交系数；Gi为第 i代雌核

发育家系；r为微卫星位点的重组率。

3 结果与分析

3.1 PCR扩增及基因纯合度

本研究选用的 30对微卫星引物在Meio-G3-1、

Meio-G3-2、Meio-G3-3三个家系中均能扩增出稳定

的PCR产物，所扩增到的等位基因数分别为35、38、

37，平均等位基因数为 1.17、1.27、1.23（见表 2）。平

均观测杂合度（Ho）分别为0.146 7、0.255 6、0.205 6，

平均纯合度分别为0.853 3、0.744 4、0.794 4。 t检验

结果显示，Meio-G3-1、Meio-G3-2、Meio-G3-3 三个

家系间的平均观测杂合度和平均纯合度差异均不

显著（P>0.05）。
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表2 30个微卫星座位上的等位基因数、观测杂合度及纯合度

Table 2 Number of alleles，observed heterozygosity and homozygosity for the 30 microsatellite loci

位点

Poli1076TUF
Poli824TUF
Poli1431TUF
Poli148TUF
Poli151TUF
Poli1513TUF
Poli1009TUF
Poli1801TUF
Poli1825TUF
Poli1392TUF
Poli753TUF
Poli1795TUF
Poli2031TUF
Poli966TUF
Poli1260TUF
Poli637TUF
Poli1755TUF

Po25A
Poli1915TUF
Poli1010TUF
Poli55MHFS
Poli1490TUF
Poli1838TUF
Poli1852TUF
Poli1827TUF
Poli1451TUF
Poli1643TUF

Poli-RC27-TUF
Poli72MHFS
Poli1906TUF

均值
合计

等位基因数
Meio-

G3-1
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
2
1
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1.17
35

Meio-

G3-2
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
2
1
2
1
1
2
1
2
1
1
2
1
1
2
1
1
1
1
1
1

1.27
38

Meio-

G3-3
1
1
2
1
1
1
1
2
1
1
1
1
2
1
1
2
1
2
1
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1.23
37

观测杂合度H0

Meio-

G3-1
0.000 0
0.000 0
0.666 7
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
1.000 0
0.000 0
1.000 0
0.000 0
0.733 3
1.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.146 7

—

Meio-

G3-2
0.000 0
0.000 0
0.700 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
1.000 0
0.000 0
1.000 0
0.000 0
0.000 0
0.966 7
0.000 0
1.000 0
0.000 0
1.000 0
1.000 0
0.000 0
0.000 0
1.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.255 6

—

Meio-

G3-3
0.000 0
0.000 0
0.933 3
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.266 7
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
1.000 0
0.000 0
0.000 0
0.966 7
0.000 0
1.000 0
0.000 0
1.000 0
1.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.000 0
0.0000
0.000 0
0.205 6

—

纯合度
Meio-

G3-1
1.000 0
1.000 0
0.333 3
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
0.000 0
1.000 0
0.000 0
1.000 0
0.266 7
0.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
0.853 3

—

Meio-

G3-2
1.000 0
1.000 0
0.300 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
0.000 0
1.000 0
0.000 0
1.000 0
1.000 0
0.033 3
1.000 0
0.000 0
1.000 0
0.000 0
0.000 0
1.000 0
1.000 0
0.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
0.744 4

—

Meio-

G3-3
1.000 0
1.000 0
0.066 7
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
0.733 3
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
0.000 0
1.000 0
1.000 0
0.033 3
1.000 0
0.000 0
1.000 0
0.000 0
0.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
0.794 4

—

3.2 连续三代减数分裂雌核发育家系内个体间的

遗传相似度

根据所检测的30个微卫星位点的基因类型，分

别计算了Meio-G3-1、Meio-G3-2、Meio-G3-3家系内

个体间的遗传相似度（见表 3）。结果表明，连续三

代雌核发育家系内个体间平均遗传相似度在

0.983 8～0.991 8，显示此群体已经是一个遗传一致

性很高的品系。另外，各家系母本与子代之间的平

均遗传相似度要高于子代之间的相似度。

表3 连续三代减数分裂雌核发育家系内的遗传相似度

Table 3 Genetic similarity within family of the third successive meiogynogenetic generation

家系

Meio-G3-1

Meio-G3-2

Meio-G3-3

母本与子代之间

平均

0.994 6

0.996 8

0.992 3

最大

1.000 0

1.000 0

1.000 0

最小

0.982 3

0.990 5

0.981 6

子代间

平均

0.991 3

0.991 8

0.983 8

最大

1.000 0

1.000 0

1.000 0

最小

0.955 8

0.962 3

0.954 2

3.3 连续三代减数分裂雌核发育家系间的遗传相

似度

根据 30 个微卫星位点的基因型数据，计算了

Meio-G3-1、Meio-G3-2、Meio-G3-3三个家系间的遗

传相似度（见表 4）。三个家系间的遗传相似度在

0.971 4～0.981 0，遗传距离在 0.019 1～0.029 0。三

个家系之间均表现出高度的遗传相似性。
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表4 三个连续三代减数分裂雌核发育家系间的遗传相似系数和遗传距离

Table 4 Genetic similarity and genetic distance among three third-generation of successive meiogynogenetic families in
Japanese flounder Paralichthys olivaceus

家系
Meio-G3-1
Meio-G3-2
Meio-G3-3

Meio-G3-1
—

0.028 7
0.019 1

Meio-G3-2
0.971 7

—
0.029 0

Meio-G3-3
0.981 0
0.971 4

—

3.4 不同微卫星位点的纯合效率和近交系数

在三个家系中，30 个微卫星位点分别检测

出 5 个、8个和 7个多态性位点，多态性位点百分比

为16.67、26.67、23.33，其余的各个位点，母本检测到

的为单态，只有一个等位基因，子代在这些位点的

纯合性和母本相同，完全纯合固定。近交系数是衡

量微卫星位点纯合速率的一个指标，杂合位点在各

家系的近交系数范围为 0～0.7（Meio-G3-1）、0～

0.66（Meio-G3-2）、0～0.98（Meio-G3-3）。不同杂合

位点在不同家系表现出不同的纯合速率。比如，Po-

li1431TUF 位点在 Meio-G3-1 和 Meio-G3-2 家系各

观测到 10个和 9个纯合个体，而在Meio-G3-3家系

中，只有两个个体在此位点为纯合；Poli1010TUF位

点在 Meio-G3-1 家系中观测到 8 个纯合个体，而在

Meio-G3-2和Meio-G3-3家系中却没有观测到纯合

个体（见表5）。

表5 部分微卫星位点上纯合个体数量、比率、重组率和近交系数

Table 5 Number of homozygote，recombination frequency，coefficient of inbreeding (F) of some detected microsatellite
loci in the third successive meiogynogenetic generation offspring Paralichthys olivaceus

位点

Po25A

Poli1010TUF

Poli753TUF

Poli1852TUF

Poli1431TUF

Poli1801TUF

Poli2031TUF

Poli637TUF

Poli55MHFS

均值

Meio-G3-1
纯合

个体

数
0

8

30

30

10

30

30

0

0

15.33

比率

0.00

0.27

1.00

1.00

0.33

1.00

1.00

0.00

0.00

0.51

重组

率

1.00

0.73

0.00

0.00

0.67

0.00

0.00

1.00

1.00

0.49

近交系

数（F）

0.00

0.61

1.00

1.00

0.70

1.00

1.00

0.00

0.00

0.59

Meio-G3-2
纯合

个体

数
0

0

0

0

9

30

0

1

0

4.44

比率

0.00

0.00

0.00

0.00

0.30

1.00

0.00

0.03

0.00

0.15

重组

率

1.00

1.00

1.00

1.00

0.70

0.00

1.00

0.97

1.00

0.85

近交系

数（F）

0.00

0.00

0.00

0.00

0.66

1.00

0.00

0.09

0.00

0.19

Meio-G3-3
纯合

个体

数
0

0

30

30

2

22

0

1

0

9.44

比率

0.00

0.00

1.00

1.00

0.07

0.73

0.00

0.03

0.00

0.31

重组率

1.00

1.00

0.00

0.00

0.93

0.27

1.00

0.97

1.00

0.69

近交系数

（F）

0.00

0.00

1.00

1.00

0.20

0.98

0.00

0.09

0.00

0.36

4 结语

本研究首次报道了牙鲆三个连续三代减数分

裂雌核发育家系的建立，并通过30对微卫星引物对

这三个家系进行了遗传特征的研究。结果表明，家

系内个体间和家系间都具有高度的遗传相似性。

本研究中只选取一尾亲鱼的卵子，通过人工诱导减

数分裂雌核发育，获得减数分裂雌核发育一代家系

Meio-G1，再随机选取 Meio-G1 内一尾发育成熟雌

性个体进行第二轮减数分裂雌核发育的诱导，获得

第二代减数分裂雌核发育家系Meio-G2。待Meio-

G2家系雌鱼性成熟时，再随机选取三尾分别进行第

三轮减数分裂雌核发育的诱导，从而建立了三个连

续三代减数分裂雌核发育家系。每一代都只选用

单一母本分别进行减数分裂雌核发育的诱导，在最

大程度上确保了遗传背景的一致性和等位基因代

际纯化的最大化，从而获得遗传相似度高的家系。

遗传一致性高的动物品系对动物实验的可靠

性以及可重复性具有重要意义。在生物学研究中，

获得的实验结果包含了处理效应、所用生物的遗传

变异、非遗传变异以及各因素之间的互作。一个好

的实验设计是要控制和减少这些变异，从而让处理

的信息更加清晰和可靠。获得具有高统计效力实

验结果的最佳方法是利用不同近交系具有遗传异

30



2014年第16卷第9期

质性的少量个体进行实验[10]。在动物中，建立近交

系最常用的方法为全同胞交配法，运用此方法，建

立一个近交系需要至少20代[11]。迄今为止，运用全

同胞交配法，已经建立了数百个啮齿类的近交

系 [12]。在斑马鱼上，一个连续16代的全同胞交配品

系也已经被建立[13]。相比于传统的全同胞交配法，

人工诱导减数分裂雌核发育法具有快速固定母本

性状、提高等位基因纯合速率等优点。一般认为，

一代雌核发育相当于 8～10 代的连续全同胞交

配 [14]。在牙鲆上，一代减数分裂雌核发育相当于

9～10个世代的全同胞交配，连续第二代减数分裂

相当于 11～12代全同胞交配[7]。本研究中，三个家

系内子代间的平均遗传相似度在 0.981 3~0.991 8，

家系间的平均遗传相似度 0.971 4～0.981 0。团头

鲂（Megalobrama amblycephala）连续三代减数分裂

雌核发育家系内个体间的平均遗传相似度为

0.984 5[15]，本研究结果与之相近。通过诱导连续三

代雌核发育所获得的个体，无论家系内，还是家系

间，都具有高度的遗传相似性，接近或略高于连续

20代全同胞交配所获得的理论结果（0.986）。因此，

连续诱导多代减数分裂雌核发育能建立近交系，且

比传统的全同胞交配法更节省时间。

由于减数分裂过程中，存在着等位基因的重

组，而且由于不同等位基因在染色体上的位置不同

造成重组率的差异，导致了纯合速率的差异，所以

导致连续多代减数分裂雌核发育虽能一定程度加

速等位基因纯化的进程，但很难获得所有位点全部

纯合的个体。将连续多代减数分裂雌核发育个体

再进行一次有丝分裂雌核发育的诱导，将能获得双

单倍体纯合子。在牙鲆上，纯合度高的个体比纯合

度低的个体具有更高的有丝分裂雌核发育诱导成

功率。

综上所述，通过连续三代减数分裂雌核发育诱

导所获得的牙鲆，具有高度的纯合性和遗传相似

度，是进行牙鲆良种选育（quantitative trait locus）、

QTL定位及其他遗传学研究的优质材料。
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meiogynogenetic families in Japanese
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[Abstract] Three third-generation of successive meiogynogenetic families (Meio-G3-1，Meio-
G3-2 and Meio-G3-3) in Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) were induced by artificially
meiogynogenesis，which the eggs were activated by UV-irradiated red sea bream (Pagrus ma-
jor) sperm，and followed with the cold-shock treatment. We evaluated the genetic structure of
these three families using 30 microsatellite markers，and the efficiency of successive meiogyno-
genesis for producing highly inbred line was quantified by calculating the homozygosity and ge-
netic similarity. The numbers of alleles detected were 35，38 and 37 in Meio-G3-1，Meio-G3-2
and Meio-G3-3，respectively. And for these three families studied，the average numbers of al-
leles (A) were 1.17，1.27 and 1.23；the average observed heterozygosity (Ho) were 0.146 7，
0.255 6 and 0.205 6；the average homozygoisty among the 30 analyzed loci were 0.853 3，
0.744 4，and 0.794 4. For the genetic similarity，the average similarity index between offspring
within family was 0.9913，0.991 8 and 0.983 8；between dam and offspring was 0.996，0.996 8
and 0.992 3；and between families was 0.971 7 (Meio-G3-1 and Meio-G3-2)，0.981 0 (Meio-
G3-1 and Meio-G3-3) and 0.971 4 (Meio-G3-2 and Meio-G3-3)，respectively. Our results indi-
cate that the artificially induced successive meiogynogenesis can increase the homozygosity of
individual，and also the genetic similarity of offspring within family and between families. And
therefore，the artificially induced successive meiogynogenesis is a good method to establish in-
bred lines in fish.
[Key words] Japanese flounder Paralichthys olivaceus；successive meiogynogenesis；homo-
zygosity；inbred line
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