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日本鑚微卫星富集文库的建立与多态性标记的筛选

宋春妮１，２，　李　健１，　刘　萍１，　陈　萍１，　高保全１
（１．中国水产科学研究院黄海水产研究所，山东 青岛　２６６０７１；
２．大连海洋大学生命科学与技术学院，辽宁 大连　１１６０２３）

摘要：采用磁珠富集法筛选日本鑚微卫星分子标记。日本鑚基因组 ＤＮＡ经 Ｓａｕ３ＡⅠ酶切
后，收集４００～１２００ｂｐ大小的片段并纯化，利用生物素标记的寡核苷酸探针（ＡＣ）１５从中筛选
出含有微卫星序列的ＤＮＡ片段，连接到 ｐＭＤ１８Ｔ载体中，构建富集微卫星序列的基因组文
库，经ＰＣＲ检测筛选出阳性克隆进行测序。从随机挑选的９７０个菌落中筛选出３６９个阳性克
隆进行测序，结果 ８６．９９％（３２１个）含有微卫星序列，其中完美型占 ８０．５４％，非完美型占
１５．９５％，混合型占４．２８％。除使用的探针 ＡＣ重复外，还得到 ＧＡ、ＣＴ等重复序列。共设计
出１０２对微卫星引物，其中６５对能扩增出清晰条带，２７对具有多态性。同时筛选出的微卫星
标记可为今后研究日本鑚的分子遗传育种提供有效的遗传标记。
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　　日本鑚（Ｃｈａｒｙｂｄｉｓｊａｐｏｎｉｃａ）属梭子蟹科、梭
子蟹亚科、鑚属，俗称赤甲红、石鲟仔、海红和石蟹

等，是一种大型海产食用蟹类。它属于沿岸定居

性种类，广泛分布于我国四海及日本、朝鲜、东南

亚等沿海岛礁区及浅海水域，肉质细嫩，味道鲜

美，很受消费者青睐。为了保护野生日本鑚种质

资源并满足市场日益扩大的需求量，目前已经开

展了日本鑚的苗种生产和规模化养殖等工作，有

关其生物学和养殖技术的研究报道较多［１－４］，而

分子标记方面尚未见报道。

微卫星目前已广泛应用于遗传连锁图谱的制

备、种质鉴定、种群多样性分析等方面［５－７］。本研

究采用磁珠富集法筛选日本鑚的微卫星分子标

记，为日本鑚的分子遗传育种方面研究奠定了基

础，同时也为遗传连锁图谱的构建，数量性状位点

（ＱＴＬ）定位和功能基因克隆等提供基础资料。

１　材料与方法

１．１　样品来源
样品为莱州湾野生日本鑚３２个个体，取其大

螯放入－８０℃保存。
１．２　ＤＮＡ提取

取０．１克大螯肌肉剪碎放入４７５μＬＴＥ缓冲
液中，加入２５μＬ１０％ＳＤＳ混匀１０ｍｉｎ；加入１０
ｍｇ／ｍＬ的ＲＮＡ酶２μＬ，３７℃水浴０．５～１ｈ；加
入８μＬ２０ｍｇ／ｍＬ的蛋白酶Ｋ，５５℃水浴３ｈ；加
入５００μＬ饱和酚抽提一次；再加入饱和酚和氯仿
各２５０μＬ抽提一次；加入氯仿５００μＬ抽提一次；
加入２０μＬ５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，９００μＬ无水乙醇，放
入－２０℃ ４０ｍｉｎ。在４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ下离心
１０ｍｉｎ，取沉淀，然后用７０％的乙醇洗涤，自然晾
干后加入１００μＬ的ＴＥ溶解，４℃保存。
１．３　基因组ＤＮＡ酶切和胶回收

基因组ＤＮＡ酶切，反应体系５０μＬ中包括２
μＬ限制性内切酶Ｓａｕ３Ⅰ，５μＬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ，１００μｇ
的ＤＮＡ，ｄｄＨ２Ｏ补足５０μＬ。３７℃水浴３ｈ，８０℃
变性３０ｍｉｎ。将酶切产物在１％琼脂糖凝胶上电
泳后，用胶ＤＮＡ回收试剂盒（ＴａＫａＲａＡｇａｒｏｓｅＧｅｌ
ＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ．２．０ＤＶ８０５ＡＴａＫａＲａ）回
收４００～１２００ｂｐＤＮＡ片段。
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１．４　接头的制备和连接
用单链的寡核苷酸制备接头，每种单链寡核

苷酸的浓度均为１０μｍｏｌ／Ｌ。本实验采用 Ｂｒｏｗｎ
接头：等比例混合两组寡聚核苷酸链 ＯｌｉｇｏＡ（５′
ＧＧＣＣＡＧＡＧＡＣＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＧ３′）和 ＯｌｉｇｏＢ
（５′（ＰＯ４）ＧＡＴＣＣＧＡＡＧＣＴＴＧＧＧＧＴＣＴＣＴＧＧ
ＣＣ３′），９５℃变性１０ｍｉｎ，然后缓慢冷却至室温，
最终形成双链接头。建立２０μＬ的反应体系（接
头 １０μｍｏｌ／Ｌ，１．５μＬ；Ｔ４ＤＮＡ连接酶 １μＬ，
１０×Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，纯化的酶切片段１０μＬ，无菌水
补足体积至２０μＬ）。１６℃连接过夜。
１．５　连接产物预扩增

用连有接头的 ＤＮＡ片段作为模板，寡核苷
酸链ＯｌｉｇｏＡ作为引物，进行 ＰＣＲ扩增，创建基因
组ＰＣＲ文库。反应体系为（５０μＬ）：连接产物１２
μＬ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ引物 ２μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
３．２μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ２＋）４μＬ，ＴａＫａＲａ
Ｔａｑ（５Ｕ／μＬ）０．２５μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至５０μＬ。反应
程序为９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性４５ｓ，５５℃
退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，２５个循环；最后７２℃
再延伸５ｍｉｎ。反应完毕后用普通 ＤＮＡ产物纯
化试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ）纯化预扩增产物。
１．６　磁珠富集ＳＳＲ

预扩增产物与生物素探针杂交　　设计合成
生物素探针（ＡＣ）１５，根据引物分子量计算后加入
适量超纯水配制成１０ｍｍｏｌ／Ｌ的使用液。将纯化
的预扩增产物和生物素标记的（ＡＣ）１５探针进行杂
交，杂交总体积为５０μＬ：１５μＬ２０×ＳＳＣ，０．５μＬ
１０％ＳＤＳ，５μＬ探针（ＡＣ）１５，５μＬ引物 ＯｌｉｇｏＡ，
ＰＣＲ预扩增产物１３μＬ，无菌水补足体积至５０μＬ。
杂交条件：９５℃下变性５ｍｉｎ，然后在８０℃下杂交
５０ｍｉｎ，杂交反应在ＰＣＲ仪中进行。杂交产物冷却
至室温后加入３００μＬ的ＴＥＮ１００（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ７．５）
溶液。杂交过程中平衡磁珠。

磁珠预处理　　取 １管新鲜有活性的磁珠
（Ｐｒｏｍｅｇａｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ，ＵＳＡ），充分
摇匀后吸取１～２ｍｇ包有链亲和霉素的磁珠到
１．５ｍＬ离心管中，用３００μＬＴＥＮ１００在室温下洗
涤３次，每次洗涤后用磁架固定磁珠，洗完后用
５０μＬＴＥＮ１００重悬。

磁珠杂交　　将加有３００μＬＴＥＮ１００的杂交
混合液加入到经过预处理的磁珠中，在室温下放

置３０ｍｉｎ，期间需要不停轻轻搅动和吹打，避免磁
珠沉淀。

非特异ＤＮＡ片段的洗脱　　磁珠吸附完毕
后，用磁力架固定磁珠，移去杂交混合液。首先进

行３次非严谨性洗脱：使用４００μＬ缓冲液ＴＥＮ１００
（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，ｐＨ７．５）于室温下洗涤 ＰＣＲ产物 －生物素
探针－磁珠复合物３次，每次５ｍｉｎ，不时搅动和
吹打。然后再进行３次严谨性洗脱：使用４００μＬ
０．２×ＳＳＣ＋０．１％ＳＤＳ于室温下洗涤 ＰＣＲ产物
－生物素探针－磁珠复合物３次，每次５ｍｉｎ，不
时搅动和吹打。每次洗涤后都用磁力架固定磁

珠，用移液枪将上清液吸走丢弃。最后再用１×
ＳＳＣ洗脱两次，除去ＳＤＳ。

目的ＤＮＡ片段的洗脱　　加入５０μＬＴＥ（ｐＨ
８．０），吸打均匀，用磁力架固定磁珠后，迅速吸出上
清液，标记为“１”，然后再加入７０μＬＴＥ（ｐＨ８．０）９５
℃水浴５ｍｉｎ。其间不时吹打均匀。用磁力架固定
磁珠后，迅速吸出上清液，标记为“２”。

目的ＤＮＡ片段扩增与纯化　　将目的ＤＮＡ
片段进行ＰＣＲ扩增，扩增体系为：目的ＤＮＡ片段
５μＬ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ引物１μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ
１．６μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ２＋）２μＬ，ＴａＫａＲａ
Ｔａｑ（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。反应
程序与预扩增程序一样，ＰＣＲ扩增产物经普通
ＤＮＡ纯化试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ）纯化后冻存于 －２０
℃冰箱备用。
１．７　连接Ｔ－载体和克隆

连接反应采用ＴａＫａＲａ的Ｔ载体试剂盒，建立
１０μＬ连接反应体系：连接酶缓冲液５μＬ，ｐＭＤ１８
Ｔ载体１μＬ，插入ＤＮＡ片段２μＬ，加无菌去离子
水补足１０μＬ，同时 Ｔ载体自身连接作为对照。
１６℃连接６ｈ。取５μＬ连接产物加入到５０μＬ
ＣａＣｌ２制备的感受态细胞Ｔｏｐ１０中进行转化，至３７
℃培养箱中长出菌落，得到微卫星基因组文库。挑
选单个菌落到盛有８００μＬ含有Ａｍｐ（１００ｇ／Ｌ）的
ＬＢ液体培养基中，２００ｒ／ｍｉｎ，３７℃培养７ｈ后，４
℃保存作为ＰＣＲ筛选的模板。

以菌落ＰＣＲ检测阳性克隆［８］，２０μＬ反应体
系：１μＬ菌液，１０ｍｍｏｌ／Ｌ引物１μＬ，２．５ｍｍｏｌ／
ＬｄＮＴＰ１．６μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ２＋）２μＬ，
ＴａＫａＲａＴａｑ（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ至 ５０
μＬ。反应程序与预扩增程序一样。取２．５μＬ产
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物用２％琼脂糖凝胶电泳检测，选取２００～５００ｂｐ
片段进行测序，测序由北京六合华大基因科技股

份有限公司完成。

１．８　引物设计、筛选与多态性分析
序列分析　　ＴＲＦ（ｔａｎｄｅｍ ｒｅｐｅａｔｆｉｎｄｅｒ，

ｖｅｒｓｉｏｎ３．２１）［９］从得到的序列中查找出含有重复
单元的微卫星序列；序列在 ｃｈｒｏｍａｓ软件上进行
峰图分析，去掉载体和接头序列后，在软件

ＳＳＲｈｕｎｔｅｒ上查找微卫星位点［１０］，记录下序列的

重复模式（ｍｏｔｉｆ）和重复次数。具有微卫星重复
的序列通过 ＤＮＡＭＡＮ（ｖｅｒｓｉｏｎ６．０）软件进行冗
余序列的查找。

引物设计　　根据微卫星序列两端足够长的
侧翼序列用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物，引物长度
为２０ｂｐ左右，（Ｇ＋Ｃ）％为４０％～６０％，Ｔｍ值为
５５～６０℃，产物长度为５０～４００ｂｐ，委托北京六
合华大基因科技股份有限公司合成。

引物筛选　　对设计好的引物进行梯度退火
温度筛选，筛选出最佳退火温度。２０μＬＰＣＲ扩
增体系：模板 ＤＮＡ３μＬ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ引物各 １
μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１．６μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ
（含Ｍｇ２＋）２μＬ，ＴａＫａＲａＴａｑ（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，
加ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。反应程序为９５℃预变性５
ｍｉｎ；９５℃变性４５ｓ，退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３０
个循环；最后７２℃再延伸１０ｍｉｎ。以６个基因组
ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ筛选其特异性与多态性，并用
日本鑚（３２只莱州湾野生个体）群体进行验证，扩
增产物用８％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，硝
酸银染色，拍照保存。

多态性分析　　利用 Ｇｅｎｐｏｐ４．０软件进行
数据处理，计算出等位基因数、观测杂合度（Ｈｏ）
与期望杂合度（Ｈｅ），并进行多态性信息含量
（ＰＩＣ）的计算。

多态性信息含量［１１］：

ＰＩＣ＝１－∑
ｍ

ｉ＝１
Ｐ２ｉ－∑

ｍ－１

ｉ＝１
∑
ｍ

ｊ＝ｉ＋１
Ｐ２ｉＰ

２
ｊ

式中，Ｐｉ、Ｐｊ分别为群体中第 ｉ个和第 ｊ个等位基
因频率，ｍ为等位基因数。

２　结果与分析
２．１　克隆及测序结果

从（ＡＣ）１５基因组中随机挑选９７０个克隆，检
测阳性克隆率，结果有３６９个克隆为阳性克隆，其
重组率为 ３８．０６％。测序 ３６９个克隆成功获得

３２１（８６．９９％）个含有微卫星序列的克隆，用 ＰＣＲ
法筛选日本鑚微卫星序列的部分阳性克隆的电泳

图（图１）。

图１　ＰＣＲ扩增检测阳性克隆
Ｆｉｇ．１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｔｅｓｔｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｉｎｇ

２．２　序列分析
３２１个阳性克隆中共含有微卫星座位 ３９２

个，其中重复次数小于 １０的序列有 １０７个，占
２７．３０％；重复次数大于１０小于２０的１１３个，占
３５．２０％；重复次数大于 ２０的有 １０１个，占
３１．４６％；最 高 重 复 次 数 为 １０７ 次。根 据
ＷＥＢＥＲ［１２］提出的标准，将微卫星序列分为３类：
完美型（ｐｅｒｆｅｃｔ）、非完美型（ｉｍｐｅｒｆｅｃｔ）和混合型
（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）。完美型微卫星序列指由不中断的
重复单位构成的；非完美型序列指２个或２个以
上的同种重复序列被３个碱基以下的非重复序列
所间隔；混合型指一种重复序列与其他种类的重

复序列被 ３个以下的非重复序列所间隔。在这
２５９个重复５次以上的 ＳＳＲ位点中，完美型微卫
星序列 ２０７个 （８０．５４％），非完美型 ４１个
（１５．９５％），混合型１１个（４．２８％）（表１）。其中
完美型微卫星序列占绝大多数，此结果与中华绒

螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）［１３］等甲壳类动物的微卫
星情况相符。在这些微卫星序列中，除了与使用

的探针ＡＣ相同（互补）的以 ＡＣ／ＴＧ为重复单位
的微卫星位点重复外，还有 ＴＣ，ＧＡ，ＴＣＡ，ＡＧＧ，
ＴＴＧＴ，ＧＡＧＴ，ＡＧＡＧＡＡ，ＧＴＧＡＧ等重复单元。
２．３　引物设计与筛选

在获得的２５９个重复５次以上的微卫星序列
中，除了微卫星侧翼序列太短没有设计引物外，其

余微卫星序列都用软件 Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计引物，共
设计１０２对引物。ＰＣＲ检测筛选出６５对能扩增
出特异性条带的引物，再用３２个不同日本鑚基因
组ＤＮＡ检验其多态性，最终确定２７对引物具有
良好的多态性，可作为日本鑚的分子标记使用

（表２）。部分扩增结果见图２。
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表１　日本鑚微卫星各种类型的比列
Ｔａｂ．１　ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｒｅｐｅａｔｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅｓｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎＣ．ｊａｐｏｎｉｃａ

完美型

ｐｅｒｆｅｃｔｒｅｐｅａｔｓ
非完美型

ｉｍｐｅｒｆｅｃｔｒｅｐｅａｔｓ
混合型

ｃｏｍｐｏｕｎｄｒｅｐｅａｔｓ
重复 ｒｅｐｅａｔｎｕｍｂｅｒｓ

＜１０ １０～２０ ＞２０

２０７ ４１ １１ １０７ １１３ １０１

８０．５４％ １５．９５％ ４．２８％ ２７．３０％ ３５．２０％ ３１．４６％

表２　日本鑚微卫星分子标记及其引物序列
Ｔａｂ．２　ＭｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｒｏｍＣ．ｊａｐｏｎｉｃａ

微卫星标记

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｍａｒｋｅｒ

ＧｅｎＢａｎｋ注册号
ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

引物序列

ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
核心序列

ｃｏｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
产物（ｂｐ）
ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ

退火温度（℃）
ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＲＢＸ－０１Ａ ＨＱ２２２５９１
Ｆ：ＴＴＴＣＣＣＡＴＡＧＣＣＡＴＡＣＡＧ
Ｒ：ＧＴＣＣＧＡＣＴＴＴＴＣＴＴＴＣＡＴＴＴ

（ＧＴ）３５ ３３９ ４９

ＲＢＸ－０４Ｇ ＨＱ２２２５９５
Ｆ：ＡＣＴＡＡＧＣＣＴＧＡＣＴＧＡＡＡＣ
Ｒ：ＴＡＴＡＣＧＴＴＧＡＣＴＧＡＣＧＡＴ

（ＧＴ）２９ ４３５ ５３

ＲＢＸ－０５Ｉ ＨＱ２２２５９４
Ｆ：ＣＡＡＴＧＡＡＧＧＡＧＧＴＡＡＡＣＡ
Ｒ：ＡＧＡＣＴＣＴＧＡＡＧＡＣＧＧＡＡＧ

（ＡＧ）１０ １１８ ４９

ＲＢＸ－０６Ｊ ＨＱ２２２５９６
Ｆ：ＴＴＴＡＧＧＣＧＴＴＣＴＧＴＧＧＣＴ
Ｒ：ＣＡＧＣＡＧＧＣＣＧＴＡＧＴＧＡＡＴ

（ＧＴ）３２ ２６８ ５３

ＲＢＸ－０１ ＨＱ２２２５６２
Ｆ：ＧＧＴＣＡＣＧＡＡＴＣＣＡＧＣＡＡＧ
Ｒ：ＧＡＡＡＣＣＡＧＣＡＣＣＡＴＣＣＡＣ

（ＡＣ）２０ １２８ ５４

ＲＢＸ－０３ ＨＱ２２２５６３
Ｆ：ＡＴＣＧＴＧＧＧＴＧＧＴＧＴＡＴＴＴ
Ｒ：ＡＧＣＴＴＣＧＧＡＴＣＡＧＴＴＴＧＴ

（ＧＴ）１８ ３８２ ４７

ＲＢＸ－６４ ＨＱ２２２５８２
Ｆ：ＣＴＧＴＣＡＣＧＣＣＧＴＴＣＣＣＴＣ
Ｒ：ＴＴＣＣＴＣＣＣＣＡＧＴＣＴＴＣＣＴ

（ＣＡ）３１ ２１３ ４５

ＲＢＸ－５８ ＨＱ２２２５８０
Ｆ：ＡＴＧＡＡＴＧＣＴＡＣＴＧＴＣＣＣＴＧ
Ｒ：ＣＣＴＴＣＧＣＴＧＴＧＧＴＴＣＴＧＴ

（ＣＡ）１４ ３２７ ４５

ＲＢＸ－９０ ＨＱ２２２５９０
Ｆ：ＧＡＧＡＣＴＧＧＧＴＴＴＡＴＴＧＧＣ
Ｒ：ＧＴＧＧＡＧＣＡＴＣＡＴＧＧＴＴＴＡＴＣ

（ＣＡ）１５ １５８ ４５

ＲＢＸ－４６ ＨＱ２２２５７５
Ｆ：ＣＡＡＣＴＴＧＡＴＴＴＡＣＡＴＣＣＣＧＴＡＣ
Ｒ：ＣＡＣＴＴＧＣＡＴＣＣＴＣＧＣＴＴＣ

（ＴＧ）１６ １２９ ４５

ＲＢＸ－１２ ＨＱ２２２５６５
Ｆ：ＣＣＣＡＧＣＡＴＡＣＣＴＴＴＡＧＴＣ
Ｒ：ＣＡＣＡＡＧＴＡＧＧＣＡＡＧＴＴＣＧ

（ＡＣ）２２ ４３３ ４５

ＲＢＸ－８９ ＨＱ２２２５８９
Ｆ：ＴＣＴＴＣＡＣＣＴＧＧＣＡＧＴＣＡＣ
Ｒ：ＣＡＣＣＡＣＣＴＣＴＴＣＡＡＣＡＣＣ

（ＡＣ）２１ ３４８ ４７

ＲＢＸ－５１ ＨＱ２２２５７６
Ｆ：ＡＣＣＣＴＧＴＴＴＧＧＡＡＣＴＣＴＴ
Ｒ：ＣＴＣＡＣＴＣＡＴＴＡＧＧＣＡＣＣＣ

（ＧＴ）３０ ２９８ ５０

ＲＢＸ－３８ ＨＱ２２２５７４
Ｆ：ＡＧＣＣＡＧＡＣＧＡＴＡＣＣＣＴＡＣ
Ｒ：ＣＡＣＧＣＡＡＣＡＧＡＴＡＴＧＡＣＣ

（ＧＴ）２２ ４１６ ５０

ＲＢＸ－６９ ＨＱ２２２５８３
Ｆ：ＴＧＡＴＴＣＡＧＴＣＧＣＣＴＣＡＴＡ
Ｒ：ＴＡＡＣＡＴＣＴＣＣＴＣＧＣＴＣＣＡ

（ＡＣ）３７ ３６５ ５２

ＲＢＸ－５６ ＨＱ２２２５７８
Ｆ：ＡＡＴＡＡＴＣＣＧＴＴＴＧＴＣＣＴＧ
Ｒ：ＧＴＧＡＧＣＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＧＴ

（ＧＣＧＴ）６ ３７１ ５２

ＲＢＸ－５４ ＨＱ２２２５７７
Ｆ：ＡＡＴＧＡＧＡＡＡＴＧＧＣＴＴＧＴＴＡＧ
Ｒ：ＧＡＧＧＧＡＴＧＧＡＧＡＴＴＡＧＧＧ

（ＣＡ）１７ ２１４ ５２

ＲＢＸ－１５ ＨＱ２２２５６６
Ｆ：ＧＡＡＡＧＴＴＧＧＣＡＧＴＧＧＡＧＧ
Ｒ：ＧＧＡＡＴＧＣＧＴＴＡＡＡＴＧＡＧＧ

（ＧＴ）１６ ３８０ ５２

ＲＢＸ－１７ ＨＱ２２２５６８
Ｆ：ＧＡＴＣＡＧＴＴＴＧＴＣＣＡＧＧＴＡＴ
Ｒ：ＡＴＣＧＴＧＧＧＴＧＧＴＧＴＡＴＴＴ

（ＡＣ）１８ ３７５ ５２

ＲＢＸ－７９ ＨＱ２２２５８６
Ｆ：ＣＧＣＡＡＧＴＡＡＧＴＴＧＧＧＴＧＡ
Ｒ：ＡＴＧＧＡＡＣＧＧＡＴＴＧＡＧＴＧＡ

（ＴＧ）２０ ２５５ ５５
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　　·续表２·
微卫星标记

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｍａｒｋｅｒ

ＧｅｎＢａｎｋ注册号
ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

引物序列

ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
核心序列

ｃｏｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
产物（ｂｐ）
ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ

退火温度（℃）
ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＲＢＸ－８５ ＨＱ２２２５８７
Ｆ：ＡＣＧＧＣＴＧＧＴＴＧＧＴＣＡＣＡＴ
Ｒ：ＣＣＴＣＣＣＴＡＡＣＴＣＡＣＴＴＧＣＴ

（ＡＣ）２６ ２１４ ５６

ＲＢＸ－０９ ＨＱ２２２５６４
Ｆ：ＣＧＡＴＧＣＴＴＣＣＡＧＧＣＴＣＴＧ
Ｒ：ＣＧＧＣＧＧＡＴＴＡＴＴＣＣＣＡＣＴ

（ＧＴ）２２ ２３１ ５５

ＲＢＸ－１６ ＨＱ２２２５６７
Ｆ：ＴＣＧＧＡＧＣＡＧＧＣＡＧＧＴＡＧＡ
Ｒ：ＧＴＣＣＴＧＧＧＡＧＧＧＣＧＴＡＡＴ

（ＧＴ）２７ ３９０ ５６

ＲＢＸ－２７ ＨＱ２２２５７２
Ｆ：ＡＣＴＣＡＣＴＧＴＴＴＣＡＴＴＧＣＴＣＣＡＴ
Ｒ：ＣＴＡＣＴＣＧＣＣＴＣＧＣＡＴＴＣＣ

（ＣＴ）１３ ３９３ ５８

ＲＢＸ－１９ ＨＱ２２２５６９
Ｆ：ＧＣＧＡＧＣＴＴＴＣＣＴＧＴＣＣＴＧ
Ｒ：ＣＡＣＴＴＣＣＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＧＴ

（ＧＴ）２２ ２７１ ５８

ＲＢＸ－２２ ＨＱ２２２５７０
Ｆ：ＡＴＴＴＴＧＣＴＴＧＧＣＴＧＧＣＴＧＡＴ
Ｒ：ＧＣＴＡＡＣＴＣＧＣＣＧＣＡＣＣＡＣ

（ＧＴＣＴ）４ １０４ ５９

ＲＢＸ－７３ ＨＱ２２２５８４
Ｆ：ＣＧＡＧＴＴＧＧＣＧＡＧＴＣＴＴＡＧ
Ｒ：ＴＴＣＣＴＣＧＴＴＴＣＡＡＧＧＴＡＧＴＣ

（ＴＧ）２６ ２９０ ４５

注：Ｆ．正向引物；Ｒ．反向引物。
Ｎｏｔｅ：Ｆ．Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ；Ｒ．Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ．

图２　微卫星ＲＢＸ－９０在３２个日本鑚个体中的扩增图谱
Ｆｉｇ．２　ＡｍｐｌｉｆｉｅｄａｌｌｅｌｅｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＲＢＸ－９０ｉｎ３２ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｏｆＣ．ｊａｐｏｎｉｃａ

２．４　微卫星位点的多态性分析
对具有良好多态性的２７对引物扩增的数据进

行多态性分析，其等位基因数、观测杂合度（Ｈｏ）等
的统计分析结果如表３。在２７个微卫星位点上共
获得了１７７个等位基因，平均每个位点扩增得到
６．６个等位基因，不同引物获得的等位基因数差别
比较大的，从２～１２个不等，其中ＲＢＸ－０１Ａ、ＲＢＸ
－１９、ＲＢＸ－２７三个位点分别获得了１１、１１、１２个
等位基因，而 ＲＢＸ－６４、ＲＢＸ－４６、ＲＢＸ－５４都只
有２个等位基因。多态信息含量在 ０．２７７０～
０．８７４８，根据ＢＯＴＳＥＩＮ等［１４］的分类方法，有２２个
位点的ＰＩＣ值高于０．５，显示出高度多态性；只有５
个位点的ＰＩＣ值介于０．２５～０．５，显示出中度多态
性，说明所筛选的引物大部分具有高度多态性，同

时ＰＩＣ值的高低也反映在Ｈｏ和Ｈｅ上。

３　讨论

微卫星ＤＮＡ标记是基于ＰＣＲ技术的第二代

ＤＮＡ分子标记，由于其具有多态性丰富、重复性
好、共显性标记、易操作等优点，且存在于绝大多

数真核生物基因组中［１５］，因此，近年来发展和应

用广泛。作为一种特异引物标记，ＳＳＲ标记是必
须在物种ＤＮＡ序列已知的情况下才能设计引物
进行ＰＣＲ扩增，故ＳＳＲ引物的开发是一个非常关
键的问题。

微卫星序列广泛且随机分布于真核生物基因

组中，特别是两碱基重复类型（ＡＣ）ｎ含量十分丰
富，如在鱼类基因组中，以（ＡＣ）ｎ、（ＡＧ）ｎ分布最
为广泛［１６］；中国对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）中 ＣＴ／
ＧＡ的含量非常丰富［１７］。因此本研究所用生物素

探针为（ＡＣ）１５，结果绝大部分微卫星序列与探针
序列相符，只是重复长度有所差别，这说明 ＡＣ／
ＧＴ在日本鑚基因组中分布广泛且含量丰富。在
日本鑚基因组中除了观察到两碱基重复类型，还

有部分的三碱基、四碱基、五碱基重复类型，实验

结果表明重复次数大于１０小于２０的占３５．２０％，
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表３　日本鑚２７个微卫星座位的多态性评价
Ｔａｂ．３　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｅｖａｌｕａｔｉｏｎａｔ２７ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉｉｎＣ．ｊａｐｏｎｉｃａ

微卫星标记

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒ
等位基因数

ｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ
等位基因大小（ｂｐ）
ａｌｌｅｌｅｓｉｚｅｒａｎｇｅ

观测杂合度

Ｈｏ

期望杂合度

Ｈｅ
多态信息含量

ＰＩＣ

ＲＢＸ－０１Ａ １１ ３２２～３８０ ０．６８７５ ０．７８０１ ０．８７４８

ＲＢＸ－０４Ｇ ９ ３９０～４５０ ０．５６２５ ０．８１３６ ０．８５０２

ＲＢＸ－０５Ｉ ９ ８８～１２１ ０．１８７５ ０．６４５６ ０．８４１０

ＲＢＸ－０６Ｊ ７ ２３０～２８０ ０．８１２５ ０．６９５８ ０．８０４８

ＲＢＸ－０１ ９ １０８～１４０ ０．５６２５ ０．７１６９ ０．８６３２

ＲＢＸ－０３ ６ ３２５～３９０ ０．７５００ ０．７４２６ ０．７７０７

ＲＢＸ－６４ ２ ２１０～２１５ ０．５０００ ０．３８２１ ０．３９５０

ＲＢＸ－５８ ９ ２９０～３４５ ０．２８１３ ０．６６４２ ０．７９８８

ＲＢＸ－９０ ５ １６０～１８２ ０．６２５０ ０．５２１２ ０．５８０９

ＲＢＸ－４６ ２ １２０～１２８ ０．４６８８ ０．４１２６ ０．３８６０

ＲＢＸ－１２ ６ ４０８～４４７ ０．３７５０ ０．４６０８ ０．５１４７

ＲＢＸ－８９ ６ ３６０～３８０ ０．６８７５ ０．６４８６ ０．７４２９

ＲＢＸ－５１ ７ ２９７～３２８ ０．２５００ ０．６１５６ ０．７０５１

ＲＢＸ－３８ ３ ３９４～４１５ ０．３１２５ ０．２６０８ ０．３０６５

ＲＢＸ－６９ ３ ９５～１１０ ０．４６８８ ０．４８１８ ０．４９８６

ＲＢＸ－５６ ５ ３６４～４０７ ０．４３７５ ０．６５２８ ０．７１６２

ＲＢＸ－５４ ２ ２２０～２２５ ０．２８１３ ０．２８５５ ０．２７７０

ＲＢＸ－１５ ５ ３５８～３９５ ０．５０００ ０．５５５２ ０．７０８９

ＲＢＸ－１７ ５ ３２５～３８３ ０．８１２５ ０．７２５６ ０．７５１６

ＲＢＸ－７９ ８ ２５０～３００ ０．７５００ ０．６４５６ ０．７４８１

ＲＢＸ－８５ ５ ２０５～２１８ ０．４０６３ ０．５４３８ ０．７３２１

ＲＢＸ－０９ ９ ２１０～２６０ ０．４６８８ ０．７３２５ ０．７９２３

ＲＢＸ－１６ ８ ３００～３５０ ０．５０００ ０．６７３９ ０．７５１３

ＲＢＸ－２７ １２ ３４８～４１０ ０．４３７５ ０．６３１３ ０．８５７１

ＲＢＸ－１９ １１ ２２５～２９２ ０．６２５０ ０．６９０７ ０．８６４４

ＲＢＸ－２２ ９ ７８～１１５ ０．４６８８ ０．７０７０ ０．８１７８

ＲＢＸ－７３ ４ ２７５～３１０ ０．４６８８ ０．３８１７ ０．４５９０

重复次数大于２０的占３１．４６％，说明日本鑚基因
组中存在不少较长的微卫星片断。由于本实验采

用的探针类型仅为（ＣＡ）１５这一种探针，而且经测
序的克隆数也较少，因此对日本鑚微卫星的分布

特征和规律的认识有一定局限性，要想对日本鑚

微卫星的分布特征和规律有一个全面充分的认

识，需要同时采用更多类型的探针，并且需要挑取

大量的克隆进行测序。

本实验筛选的阳性克隆率为 ３８．０６％，优于
同类其他实验。巍东旺等［１８］使用常规方法筛选

微卫星序列其效率仅为２．２５％，鲁翠云等［１９］的筛

选效率为１．２５％，李琪等［２０］在皱纹盘鲍（Ｈａｌｉｏｔｉｓ
ｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ）的研究中报道为１３．１％。这说明
富集法制备微卫星的效率可以通过改进实验方法

来提高。高质量基因组 ＤＮＡ的获得、接头连接
效率和连接产物的纯化效果都影响到后面扩增和

载体连接等步骤。但最关键的一步还是磁珠富集

的效率和特异性，它直接影响微卫星序列获得的

效率。磁珠富集法的最大障碍是不含 ＳＳＲ的
ＤＮＡ也被吸附到磁珠表面或与 ＳＳＲ探针非特异
结合，杂交的温度、ＤＮＡ及探针的纯度也是影响
杂交特异性的重要因素。

我们对菌落 ＰＣＲ筛选出的３６９个阳性克隆
进行测序，成功获得３２１（８６．９９％）个含有微卫星
序列的克隆。这种方法通过一次 ＰＣＲ扩增即可
从大量转化子中筛选出含微卫星的阳性克隆，操

作简单快捷，成本较低，准确性高，同时避免了同

位素污染环境，危害人体等缺点［２１］，非常适合大
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量微卫星序列的筛选。但是ＰＣＲ法过于灵敏，经
常会出现非特异性扩增条带，要减少非特异性条

带的产生可通过改善 ＰＣＲ的条件或通过设立阴
性克隆的对照来筛选。有研究者认为，微卫星富

集法虽然使阳性克隆率提高，但获得有用序列的

概率并不高［２２］。经常是由于插入片段过短、侧翼

序列太短或二级结构过多，不足以设计高质量的

引物。从本次实验来看，该结论成立。本实验共

获得２５９个重复５次以上的微卫星序列，只可设
计出１０２对引物。

多态信息含量（ＰＩＣ）能反映出某个标记所包
含或所提供的遗传信息容量，当 ＰＩＣ＞０．５时，表
明该标记可提供丰富的遗传信息；当 ０．２５＜
ＰＩＣ＜０．５时，表明该标记可提供较为合理的遗传
信息；当ＰＩＣ＜０．２５时，表明该标记可提供的遗传
信息较差［２３］。本研究中的２７个微卫星位点 ＰＩＣ
均大于０．２５，且大部分为高度多态性位点，因此
这些位点可为日本鑚遗传学分析提供有效的依

据。杂合度的高低反映了群体在多个基因上的遗

传变异及群体遗传多样性丰富度。由表３可知，
ＰＩＣ＞０．５的２２对引物的Ｈｏ为０．１８７５～０．８１２５，
Ｈｅ为０．２６０８～０．８１３６；０．２５＜ＰＩＣ＜０．５的５对
引物的Ｈｏ为０．３１２５～０．５０００，Ｈｅ为０．２６０８～
０．４８１８，表明日本鑚具有较高的遗传多样性。结
果分析发现有７个位点的Ｈｏ和Ｈｅ存在较大差异，
可能是由这７个位点的无效等位基因引起的。微
卫星在进行 ＰＣＲ扩增时偶尔会出现无效等位基
因（ｎｕｌｌａｌｌｅｌｅ）的现象，即无特异性的扩增产物，
这可能是微卫星引物的结合部位的点突变、插入

或缺失阻碍微卫星的扩增［２４］导致的。

本实验构建了部分日本鑚基因组文库，对设

计合成的１０２对引物进行筛选，最终获得了特异
性强，多态性良好的２７对微卫星分子标记，为揭
示日本鑚的种群多样性以及遗传连锁图谱的构

建、ＱＴＬ定位及对其进行更深入地研究提供了基
础资料。
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