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摘要! 为开展文蛤多态性微卫星标记及其在斧文蛤和帘文蛤中的通用性研究!实验从磁珠富

集法构建的基因组文库和 ,*L文库中开发了 /3 个文蛤多态性微卫星标记!包括 1 个 I7**$

和 22 个 ,*L7**$多态性位点" 共获得 493 个等位基因!平均等位基因数为 9170%多态性信息

含量&观测杂合度&期望杂合度分别为 31402 <31099&31393 <31023&31410 <310:/%I7**$>的

平均等位基因数&平均多态性信息含量&平均观测杂合度和平均期望杂合度都较 ,*L7**$>

高%+:DEF7GC;HACD3 平衡检测发现!29 个位点偏离了平衡状态%利用 8'&*L< 对含多态性 **$

位点的 ,*L进行功能注释!44 个位点来自注释基因序列" 将 /3 对文蛤多态性 **$引物分别

在斧文蛤和帘文蛤中进行了通用性检测!通用率分别为 93O和 /3O" 这些微卫星多态性位点

的获得!为进一步开展文蛤遗传多样性分析&种质资源评价&分子标记辅助选育等奠定了基础!

并且可用于文蛤&斧文蛤和帘文蛤的比较作图&基因发掘和 KL'定位等研究"

关键词! 文蛤% I7**$>% ,*L7**$>% 多态性% 通用性

中图分类号! K40114% *:40195 555555文献标志码'&

55文蛤 #=7(7/(.F>7(7/(.F$是我国滩涂养殖的

主要经济贝类之一"其肉质鲜美(营养丰富"有

&天下第一鲜'之美誉) 近年来"文蛤的增养殖业

迅猛发展"养殖规模不断扩大"苗种需求量不断增

加"但因各地无序的引种移养"人为地加大了不同

遗传背景文蛤群体间的混杂"对文蛤种质资源的

保护和开发利用极为不利
*4 62+

) 因此"建立适合

文蛤的分子标记技术"开展种质资源评价分析"对

促进文蛤种质管理和良种培育(实现文蛤增养殖

业的可持续发展有重要意义)

微卫星标记技术因呈共显性遗传(多态性丰

富(杂合度高等优点"被广泛用于遗传多样性评

价
*/+

(群体遗传结构分析
*9+

(种质资源的评价和

保护
*8+

及遗传图谱的构建
*7+

等研究) 利用微卫

星技术开展海洋经济贝类群体遗传多样性研究已

有很多报道
*0 644+

"近年来已有学者开展了文蛤微

卫星标记的开发和应用研究"如 G:H3 等
*42+

构建

文蛤的基因组文库并从中分离得到 43 个多态性

微卫星标记"'2 等
*4/ 649+

开发了 40 个 ,*L7**$>

和 47 个 I7**$>"并发现 / 个 ,*L7**$>与文蛤壳

长相关"首次将 **$位点与生长性状联系起来%

G:H3 等
*48+

通过转录组序列获得 23 个 ,*L7

**$>%';等
*47+

构建了文蛤肠(外套膜和肝胰脏组

织的 ?4%&文库"并从中开发了 0 个微卫星多态

性标记%朱东丽等
*40+

利用 : 个微卫星标记对 9 种

壳色的文蛤品系进行了遗传分析) 但迄今为止"

见诸报道的文蛤多态性微卫星标记仅有 78 个"尚

不能满足对其遗传图谱的构建和分子标记辅助育

种等研究的需求) 本实验分别从文蛤的微卫星富

集文库和 ,*L文库中筛选 **$标记"分析群体遗
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传多样性"并在斧文蛤 #=A;'>'(,G..$和帘文蛤

#=A;5('/'$中进行通用性检测"以期为开展文蛤

分子标记辅助育种和推动文蛤养殖业的可持续发

展提供资料)

45材料与方法

!"!#实验材料

实验所用文蛤(斧文蛤和帘文蛤分别取自浙

江省象山县宁波象山甬盛水产种业有限公司(象

山县石浦镇和广东湛江东海岛"/ 个物种分别随

机取样 /3 个个体"解剖取闭壳肌" 613 N超低温

冰箱保存"用于 4%&提取)

!"$#&'(提取与质量检测

利用酚5氯仿5异戊醇法分别提取文蛤(斧文

蛤和帘文蛤基因组 4%&"4O琼脂糖凝胶检测

4%&完 整 性" 微 量 核 酸 检 测 仪 # 美 国 I,"

%:H/U2C602>$测定其浓度和质量"最终稀释至

433 H35

!

')

!"%#微卫星序列来源及引物设计

微卫星富集文库的构建及 I7**$>和 ,*L7

**$>的获取55参照曾庆国等
*41+

微卫星富集方

法构建文蛤基因组微卫星富集文库) 基因组

4%&经内切酶 C'*/8

&

消化完全后"酶切产物经

凝胶电泳分离后用 4%&回收试剂盒 #L:M:$:

&3:D/>C IC04%& 62D;S;?:@;/H M;@.CD1213

4.138&L:M:$:$回收"回收片段用 L

9

4%&连

接 酶 和 C'*/8

&

接 头 # "0;3/4! 8R7

II--&I&I&----&&I-LL-I7/R% "0;3/2! 8R7

--IIL-L-LIIIILL-I&&I--L&I7/R$连接"

重组片段经 BJ4741L载体连接并转化到 4+8

"

感受态细胞中"构建文蛤的部分基因组文库) 根

据克隆测序结果"利用软件 **$W2H@CD进行微卫

星序列查找"查找的标准为二核苷酸(三核苷酸(

四核苷酸(五核苷酸和六核苷酸重复序列的重复

次数分别大于或等于 0(8(9(/ 和 /)

在 %-8)主页 # W@@B!

!

===1H?A;1H091H;W1

3/U5$的 ,*L数据库中以 &=7(7/(.F>7(7/7.F'为

关键词搜索"下载文蛤 ,*L序列"用软件 **$

W2H@CD进行微卫星序列查找#同 I7**$>中的查找

标准$)

引物设计5 5根据查找结果"利用软件

6D;9CD6DC9;CD813 对含有微卫星位点的序列进

行引物设计"设计的标准为引物长度为 41 <28

AB"I-含量为 93O<73O"上下游引物的 1

9

#解

链温度$相差
$

2 N"引物 8R和 /R端距微卫星片段

的起始位置和结束位置的长度不小于 48 AB"产物

长度 433 </33 AB"所设计的引物用 "0;3/ 713 软

件进行评估"由上海生物工程公司合成)

文蛤微卫星多态性引物的初步筛选及群体遗

传多样性分析55随机取样 7 个文蛤个体的

4%&混成一个基因池"稀释至终浓度为 433 H35

!

'"在 ,BBCHE/DS梯度 6-$仪 #J:>@CD?F?0CDBD/

*$上进行微卫星引物的初步筛选) 6-$反应体

系包括!43 C82SSCD2

!

'"E%L6>417

!

'"6D;9CD(

#43 99/05'$318

!

'"6D;9CD$#43 99/05'$318

!

'"D1'2#L:M:$:$312

!

'"4%&413

!

'"加蒸馏

水至 23

!

') 6-$程序为 :8 N预变性 8 9;H":8

N变性 /3 >"1

9

#视引物而定$退火 /3 >"02 N延

伸 4 9;H"/9 个循环"02 N延伸 0 9;H"9 N保存)

6-$产物用 1O非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测",8染色"凝胶成像系统#8;/7D:E$拍照)

随机取样 /3 个文蛤个体"用初筛中得到有效

扩增的引物在其最佳 1

9

下进行 6-$扩增"6-$

反应体系(反应程序及产物检测方法同初筛步骤)

文蛤多态性 **$位点在斧文蛤和帘文蛤中

的通用性检测及遗传多样性分析55将文蛤多态

性引物在斧文蛤和帘文蛤中进行通用性检测) 在

各引物的最佳 1

9

值附近设置 8 个温度梯度"选取

条带清晰的温度作为其群体扩增的最佳温度"然

后分别在 /3 个斧文蛤和帘文蛤个体中进行扩增"

计算通用率并进行多态性差异分析)

数据 统 计 与 分 析 5 5 利 用 软 件 -CDU2>

/13

*4:+

计算等位基因数# H29ACD/S:00C0C"!

:

$"观

测杂合度#/A>CDUCE WC@CD/PF3/>;@F""

/

$(期望杂合

度#C<BC?@CE WC@CD/PF3/>;@F""

C

$及多态性信息含

量#B/0F9/DBW;>9 ;HS/D9:@;/H ?/H@CH@"#$%$%用软

件 ICHC6/B /19

*23+

进 行 哈 迪 6温 伯 格 平 衡

#+:DEF7GC;HACD3 CT2;0;AD;29"+G,$ 检测"并用

8/HSCDD/H;?/DDC?@;/H 法对其显著水平进行校正%

利用%-8)中的8'&*L< 对含多态性**$位点的

,*L序列进行比对分析)

25结果与分析

$"!#文蛤微卫星引物的筛选和位点特征分析

富集文库法得到 97 条含有微卫星的序列"23

条因侧翼序列太短而无法设计引物"其余 27 条均

1944
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成功用于引物设计"其中 47 对引物在初步筛选中

能有效扩增"1 对在群体检测时产生多态性分离"

分别占总数的 74189O和 /3100O"检出的 1 条多

态性序列均为二核苷酸重复) 从 2 442 条文蛤

,*L序列中筛选得到 439 条微卫星序列"成功设

计引物 :7 对"其中 89 对引物得到有效扩增"22

对产生多态性分离"分别占总数的 87128O和

2114/O) 所检出的多态性序列中二核苷酸重复

/ 个"三核苷酸重复 1 个"四核苷酸重复 8 个"五

核苷酸重复 8 个"六核苷酸重复 4 个"分别占总位

点数的 4/179O(/71/7O(22102O(22102O和

9188O) 除 JJ32 和 JJ37 为非完美型之外"其

余微卫星序列均为完美型重复)

$"$#文蛤遗传多样性分析

/3 个微卫星位点在文蛤 /3 个个体中进行扩

增"共获得 493 个等位基因) I7**$>的等位基因

数为 / <7"平均等位基因数为 81428"JJ3/(

JJ39(JJ38(JJ31 位点都获得 7 个等位基因"

等位基因数最多"JJ30 得到 / 个等位基因"等位

基因数最少%#$%值为 31/14 <31099"平均值为

318:8%观测杂合度与期望杂合度分别为 31423 <

31023 和 31920 <310:/#表 4$)

表 !#文蛤 G 个 KP//+<标记的特征

,-."!#*B-;-4=0;9<=94<>:G KP//+<:>;;":1)1')&<

位点

0/?2>

引物序列#8R7/R$

BD;9CD>CT2CH?C>

重复

模式

DCBC:@

9/EC

退火

温度5N

:HHC:0;H3

@C9BCD:@2DC

产物

大小5AB

BD/E2?@

>;PC

!

:

"

/

"

C

#$%

#值

#U:02C

ICH8:HQ

登录号

ICH8:HQ

:??C>>;/H

%/1

JJ34

8R7IILL&I&--LLLI-LILL7/R

8R7&LIL-L&L-LL-&&&L-&I-7/R

#&-$

23

8313

419 <

243

9 31940 31788 318:3 31333 8 M-230938

JJ32

8R7&IIIIL-&I-II&&&-L&7/R

8R7LLI-&IL-&II&LII&ILI7/R

#I&$

4/

L-#I&$

1

8/11

207 <

/33

8 31423 31992 31944 31333 3 M-230937

JJ3/

8R7&I&&-LLI&IL&--&&LILI7/R

8R7II-&-LILI&L--&L&&L7/R

#&-$

27

8114

289 <

213

7 31023 310:/ 31099 31333 3 M-230930

JJ39

8R7&L-LL&IIIL-&-&LLIIL-&7/R

8R7-II-&--&&-&&&I&&-L&7/R

#I&$

2/

9018

203 <

/33

7 31733 31098 317:0 31300 1 M-230931

JJ38

8R7&I&&&--&-&&II-&L&I&I7/R

8R7LI&-&&&&-&-LL--LI&I&I7/R

#L-$

93

8319

4:3 <

223

7 31913 31098 3171: 31334 7 M-23093:

JJ37

8R7&-&LLILII&&&-LLLI&--7/R

8R7--&I&LII&&--&&--L-7/R

#L-$

20

L&#L-$

7

L&#L-$

7

#L-$

94

8811

/23 <

/98

8 31913 3109: 31717 31334 3 M-230943

JJ30

8R7LI&--&L&I&-&L&II-&-L7/R

8R7I-II-&&&IL-&ILL&LL7/R

#-L$

2:

8814

413 <

4:3

/ 31/73 31920 31/14 31299 9 M-230944

JJ31

8R7II&II&&LIII&LLLII&7/R

8R7LI-LL-II&L&&L&L-&I&-I7/R

#-&$

42

8/14

2:3 <

/23

7 31423 31793 31879 31333 3 M-230942

9C:H 81428 31942 31783 318:8

55,*L7**$>的等位基因数为 / <7"平均等位

基因数为 918"JJ4/(JJ47(JJ21 位点都获得

7 个等位基因"等位基因数最多"而 JJ4: 和

JJ23 位点都只得到 / 个等位基因"等位基因数

最少%#$%值这 31402 <310/1"平均值为 318/9"

观测杂合度与期望杂合度分别为 31393 <31793

和 31410 <3101:#表 2$)

微卫星位点经 +:DEF7GC;HACD3 平衡检验"

8/HSCDD/H;?/DDC?@;/H 法校正后发现除 JJ39(

JJ38(JJ30(JJ23(JJ24(JJ28 之外"其

余位 点 均 不 同 程 度 的 偏 离 +:DEF7GC;HACD3

平衡)

$"%#文蛤多态性 L/,P//+<功能注释

利用 %-8)中的 8'&*L< 对含有多态性 **$

的 ,*L序列进行比对分析"结果有 44 个 **$位

点与已知功能基因相关#表 2$"各基因分别含有

4 个 **$位点) ,*L7**$的最大特点是来自基因

组的转录区"这些 **$位点的获得进一步佐证了

,*L7**$在遗传多样性研究中的优越性"将对相

应基因变异的评价和定位有重要意义)

:944
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表 $#文蛤 $$ 个 L/,P//+标记的特征

,-."$#*B-;-4=0;9<=94<>:$$ 7>8C6>;7B94L/,P//+<:>;;":1)1')&<

位点

0/?2>

引物序列#8R7/R$

BD;9CD>CT2CH?C>

重复

模式

DCBC:@

9/EC

退火

温度5N

:HHC:0;H3

@C9BCD:@2DC

产物

大小5AB

BD/E2?@

>;PC

!

:

"

/

"

C

#$%

#值

#U:02C

ICH8:HQ

登录号

ICH8:HQ

:??C>>;/H %/1

功能注释5H值

S2H?@;/H:0

:HH/@:@;/H>5

HU:02C

JJ3:

8R7-ILLL-LI--&&&L--LL7/R

8R7-LIILL&LLILLILIIL&ILL&7/R

#&&-$

8

8/11

428 <

493

8 31933 31819 318/: 31333 4 I$:32787 无

JJ43

8R7I-LI-I&&LLIL&&&-&&&-7/R

8R7&&&&LI--LIII-L--LL7/R

#&&-$

8

9011

494 <

403

9 31239 3172/ 318/1 31333 3 I$242342 无

JJ44

8R7&I&L&-LL-L&&LI&-I&-I7/R

8R7&I&IILILLI--LLL&-L7/R

#I&&$

7

8114

283 <

208

8 31233 3181: 318/4 31333 3 I$:32921 无

JJ42

8R7-&IILIIII&-LLLLLI-7/R

8R7-&-L-&IL-L-L-L-IL&LLI-7/R

#I&L$

8

8313

248 <

2/8

9 3131/ 314:0 31418 31333 3 I$2440/2

转录因子 8L(/

样蛋白 95/C702

JJ4/

8R7-ILL-LL-L&L-LI--&7/R

8R7L&LL-LL&LI&-&&IIILL&7/R

#&&-&I$

9

9011

223 <

297

7 31293 3101: 310/1 31333 3 IL419224

丝氨酸 6苏氨

酸蛋白磷酸酶 7

锚蛋白重复

亚基 &52C782

JJ49

8R7&&L&&&&LI&II-I&LI&L7/R

8R7&LIIL&LII&LL&-&&-I7/R

#&&IL$

9

9012

283 <

203

8 31293 31042 31789 31333 3 IL419/08 无

JJ48

8R7&L&III&II&-LLI&LI&L&-7/R

8R7-&&-L-LI--LLILI-LL7/R

#&L$

:

801/

498 <

47/

8 31793 3108/ 317:8 31333 3 I$244222

肿瘤坏死因子

"

#L%(7

"

$ 5

7C772

JJ47

8R7LI&LLL--L-IL-LL-IL7/R

8R7I-LL-LLLI--LLL-IL7/R

#&LI$

:

9811

/41 <

/93

7 31933 3101/ 310/4 31333 / IL41944: 无

JJ40

8R7&LIIL&I--&-&&-&&I-7/R

8R7I&&-&&&I-&L&I-IL-L7/R

#I&$

0

8319

4/3 <

483

9 31213 31820 3190/ 31333 4 I$24481/

-4I*+铁硫

簇结合结构

域蛋白 254C74:

JJ41

8R7ILILLLIIIL&II&&L&I&I7/R

8R7&-I--&--&--LI&&L&7/R

#&I$

0

8313

478 <

413

9 31293 31804 31847 31333 3 I$:3/423

%&4+脱氢酶

亚基 ))54C702

JJ4:

8R7&&-I&&&I-I&II&II&L7/R

8R7L&--I&&--&LLIL&&&&-I7/R

#I&&&-$

/

8217

493 <

473

/ 31393 31410 31402 31334 3 I$244107

假想蛋白5

2C799

JJ23

8R7-I&-I&II-LI&-I&L&&7/R

8R7-LLL-L-&--&&IL-&&L--7/R

#I&LI&-$

/

8814

403 <

4:3

/ 31933 31/97 31/42 41333 3 I$244/12 无

JJ24

8R7ILLILLILL-LILLL&I-&-7/R

8R7&--LL&---LLI&--LLI7/R

#IL--$

9

8217

213 <

/33

9 31823 31022 3178: 31347 9 I$24448: 无

JJ22

8R7&II&I&&L&-&-I&&&-I&&7/R

8R7ILI&--LLI&--LLLI&I-7/R

#IL--$

9

801/

298 <

278

9 31/73 318:2 31822 31333 0 I$244717

假定蛋白

4&66#4$&(L7

754C749

JJ2/

8R7LI&-&&-LI&-&I&&II&-7/R

8R7-LILI&&&ILL&LIII-7/R

#IL--$

9

8317

413 <

4:2

8 31293 31039 317/0 31333 3 I$2448:7 无

JJ29

8R7ILLILLILL-LILLL&I-&--7/R

8R7I&--LL&---LLI&--LLI7/R

#IL-L$

9

8312

213 <

/33

8 31213 31084 3171: 31333 3 I$24448: 无

JJ28

8R7&I&--&-L-&L---&&I&7/R

8R7L&I--&&IILL&L&IL&LLL7/R

#LI&$

8

8319

243 <

223

9 31913 317:7 31729 31338 7 I8244280

跨膜蛋白

8:52C723

JJ27

8R7-&I&--&-L-&L---&&I7/R

8R7-&L-LL-&-LLL-I--&I7/R

#LI&$

1

8319

403 <

4:3

9 31/23 3170/ 3173/ 31333 3 I$24492/

假定蛋白

-I)A433377495

2C747

JJ20

8R7I---&&--L-LIL-IL7/R

8R7LI---&ILIL&I&&IL-&7/R

#LIL$

8

9011

498 <

488

8 31393 318/1 31908 31333 3 I$:3280:

异青霉素

%#异构酶$ 5

8C7/2

JJ21

8R7L-I-L-ILIL&&ILL-L&L7/R

8R7LIL&&L-LILI&LI--&&L/R

#I&&-&$

9

9811

2/3 <

291

7 31293 3108: 31031 31333 3 I$244/42 无

JJ2:

8R7L&-LI&-II-L-L-&L-LI7/R

8R7-L&&-LILL-LI-LLL&L--&7/R

#LLL&L$

/

8811

408 <

233

9 31393 31/22 31/33 31333 3 IL419/37

原肌球蛋白5

8C7492

JJ/3

8R7&LLII&&-&L&ILIL-&IL-7/R

8R7I--L&-&I&-&LLLL&ILL&L7/R

#LLLL&$

/

8/14

233 <

223

9 31393 3191: 31991 31333 3 I$244937 无

9C:H 918 3127: 31810 318/9
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$"@#文蛤多态性 //+引物在斧文蛤和帘文蛤中的

通用性检测

文蛤 /3 对多态性微卫星引物在斧文蛤和帘文

蛤中进行通用性检测"47 对在斧文蛤中成功扩增"42

对表现为多态"通用率为 93O"42 对多态性引物在

/3 个斧文蛤个体中群体检测共得 9/ 个等位基因"

#$%值为 31309 <31023"观测杂合度与期望杂合度分

别为 31393 <31:73 和 31301 <31004%42 对引物在帘

文蛤中成功扩增": 对表现为多态"通用率为 /3O":

对多态性引物在 /3 个帘文蛤个体中进行扩增"共获

得 //个等位基因"#$%值为 314/7 <31713"观测杂合

度与期望杂合度分别为 31333 <31473 和 31483 <

31099#表 /$)

表 %#文蛤多态性 //+引物在斧文蛤和帘文蛤中的通用性及遗传多样性

,-."%#*;><<P<70490<-6789:94-=9>3>:7>8C6>;7B94//+<:;>6;":1)1')&< &/;".$:$)#=&&-35;".3)$'$

位点

0/?2>

重复模式

DCBC:@9/EC

文蛤=A>7(7/(.F#3 =/3$

"

/

"

C

#$%

斧文蛤=A;'>'(,G..#3 =/3$

"

/

"

C

#$%

帘文蛤 =A;5('/'#3 =/3$

"

/

"

C

#$%

JJ39

#I&$

2/

31733 31098 317:0 31213 31979 31927

JJ31

#-&$

42

31423 31793 31879 31023 317:3 31730 31393 31280 31293

JJ3:

#&&-

$8

31933 31819 318/: 31:73 31898 31921 31333 3148/ 31498

JJ43

#&&-$

8

31239 31819 318/1 31/08 31/41 31209 31933 31792 31882

JJ48

#&L$

:

31793 3108/ 317:8 31313 31483 314/7

JJ47

#&LI$

:

31933 3101/ 310/4 31398 31242 314:0

JJ40

#I&$

0

31213 31820 3190/ 31473 31004 31023 31313 31222 31238

JJ41

#&I$

0

31293 31804 31847 31473 317:2 31749

JJ2/

#IL--$

9

31293 31039 317/0 31393 31092 3171/

JJ28

#LI&$

8

31913 317:7 31729 31313 31099 31713

JJ27

#LI&$

1

31/23 3170/ 3173/ 31313 31301 31309 31393 31410 31402

JJ20

#LIL$

8

31393 318/1 31908 31393 312:3 31301 31333 31483 314/7

JJ2:

#LLL&L$

/

31393 31/22 31/33 31/// 31219 31219 31473 31804 318/9

JJ/3

#LLLL&$

/

31393 3191: 31991 31981 31733 31733

9C:H 3121: 31748 31873 312:1 3192: 31/07 314/4 31981 3194/

/5讨论

%"!#文蛤多态性 //+位点的开发及群体遗传多样

性分析

微卫星标记的获得主要有 2 种途径!一是直接

克隆法"即克隆所需要的微卫星位点"构建基因组文

库"其中生物素结合磁珠富集法分离微卫星位点被

广泛使用
*24 629+

"该技术在大珠母 贝 ##.3,/':'

>'F.>'$

*28+

(虾夷扇贝##'/.30-7,/73 57++073+.+$

*27+

(

三角帆蚌#"5(.0-+.+,*>.36..$

*20+

等贝类中均有报

道"是一种高效(快速的微卫星分离方法%二是在线

数据库检索"随着高通量测序技术的迅猛发展"网络

数据库的容量正以惊人的速度增长"太平洋牡蛎

#%('++0+/(7' 6.6'+$

*21+

的 全 基 因 组 文 库(缢 蛏

# C.3030<',*;' ,03+/(.,/' $

*2:+

( 泥 蚶 # 176.;;'(,'

6('30+'$

*/3+

等多种海洋贝类的?4%&文库已成功构

建"这为**$标记的开发提供了巨大的来源) 本研

究从文蛤的基因组文库和,*L文库中共分离和筛选

了 /3对多态性引物) ,2X:F 等
*/4+

通过对来自基因组

和,*L数据库的**$的比较发现",*L7**$的扩增

效果较好"本研究也得到与之基本一致的结果) 一

般认为真核生物基因组中"完美型的比例显著高于

非完美型"本实验分离得到的文蛤I7**$>均为二核

苷酸重复"完美型序列占 08O"非完美型序列占

28O%,*L7**$>中有二(三(四(五和六核苷酸重复"

与基因组来源的微卫星序列相比",*L数据库来源

的微卫星序列多以完美型形式存在"这可能与这些

微卫星序列大多分布在外显子区域"保守而不易发

生突变有关) 另外"综合基因组和 ,*L数据库 2 种

来源的微卫星序列可知"文蛤的微卫星序列多以完

美型形式存在"比例高达 :/1//O"该比例与三角帆

蚌
*/2+

(太平洋牡蛎
*//+

和虾夷扇贝
*/9+

的微卫星序列

中完美型分别占 7413O(8910O和 9217:O相差甚

远) 这些差异反映了不同物种微卫星序列具有不同

的特性"这可能与筛选方法或组织来源不同有关)

多态性信息含量##$%$和杂合度是 2 个重要的
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遗传参数"常被用来衡量群体遗传结构变异程度的

高低) 在文蛤 I7**$>群体遗传多样性分析中"除

JJ32(JJ30之外"其余位点均为高度多态性基因

座##$%B318$"占总位点数的 08O%71141O的 ,*L7

**$>为高度多态性基因座"2210/O为中度多态性基

因座#3128 @#$%@318$"说明本实验所开发的微卫

星位点在文蛤遗传多样性研究中可提供有效的遗传

信息) I7**$>各位点的平均观测杂合度和平均期

望杂合度分别为 31942 和 31783%,*L7**$>各位点

的平均观测杂合度和平均期望杂合度分别为 3127:

和 31810"高于薛明等
*/8+

利用同工酶研究文蛤 / 个野

生种群的生化遗传变异时 / 个群体的平均杂合度"

佐证了微卫星标技术具有较高的多态性(呈共显性

遗传等优点) 另外"研究发现除 JJ23 之外"其他位

点在群体分析时的观测杂合度#"

/

$均小于期望杂合

度 #"

C

$"且有 8 个位点 #JJ37(JJ43(JJ4/(

JJ49和JJ/3$的"

/

和"

C

之间差异较大"说明用

于分析文蛤群体的这些位点的基因频率和基因型频

率稳定性较差"可能原因是存在无效等位基因#H200

:00C0C$

*/7+

或是出现等位基因的&扩增丢失'

*/0+

) 无

效等位基因在中华绒螯蟹#H(.0,97.(+.373+.+$

*/1+

(中

国明对虾#@7337(0-73'7*+,9.373+.+$

*/:+

(太平洋牡

蛎
*93+

等水产动物中均有报道) /3 个微卫星位点中

除 JJ39(JJ38(JJ30(JJ23(JJ24(JJ28 之

外"其余位点均不同程度的偏离 +:DEF7GC;HACD3 平

衡"这可能是由于人为因素的干扰"导致种群内自

交(近交积累引起稀有等位基因丢失而造成杂合子

缺失"或是由群体内自然选择所引起的)

%"$#文蛤多态性//+位点的通用性研究

根据特定物种所设计的 **$引物在其近缘种

属间的通用性"极大地降低了**$引物的开发成本)

目前"海洋双壳贝类如太平洋牡蛎
*94 692+

和泥蚶
*9/+

的

**$引物在其近缘种甚至亲缘关系较远的物种中通

用性的研究已有报道) 本实验在所开发的 /3 对文

蛤多态性**$引物的基础上"将其在斧文蛤和帘文

蛤中进行通用性研究"结果得到的多态性引物分别

为 42对和 : 对"这与斧文蛤和文蛤间的遗传距离相

对较小有关) 另外"1 对文蛤多态性 I7**$>引物在

斧文蛤和帘文蛤群体检测中分别有 4 对和 2 对表现

出多态"其余通用多态引物均来自 ,*L7**$>"这与

木薯
*99+

和小麦
*98+

的I7**$和,*L7**$在其近缘物

种之间的转移性一致) 结果表明"虽然 I7**$较

,*L7**$具较高的多态性"但后者通用性更好) 本

实验所得文蛤 **$引物的通用率并不高"但仍能证

明由文蛤**$序列所得的引物在斧文蛤和帘文蛤中

具有通用性"这为后者 **$引物的开发提供了新的

来源"为今后文蛤 **$引物在帘文蛤和斧文蛤的遗

传多样性分析(系统进化分析和功能基因比较等方

面的应用提供依据)

参考文献!

* 4 +5林志华"董迎辉"李宁"等1基于形态参数和&('6标记

的文蛤#=7(7/(.F>7(7/(.F$不同地理群体遗传变异分

析*!+1海洋与湖沼"2331"/:#/$!298 62841

* 2 +5张志伟"陈爱华"姚国兴"等1我国沿海不同地理原种

文蛤#=7(7/(.F>7(7/(.F$的 *$&6分析*!+1海洋与湖

沼"2343"94#/$!92: 69/91

* / +5*/A/0C=>Q:+" 8C:29/H@ &" +:9;0@/H & $1

4;H2?0C/@;EC9;?D/>:@C00;@C>;>/0:@CE SD/9@WC,2D/BC:H

S0:@/F>@CD"I+/(7' 7:*;.+*!+1J/0C?20:D,?/0/3F %/@C>"

2334"4#4 62$!0: 6131

* 9 +5':2HCF *"'CE2 -"8/2EDF 6"7/';1IC/3D:BW;?>@D2?@2DC

;H @WC,2D/BC:H S0:@/F>@CD# I+/(7' 7:*;.+'1$ :>

DCUC:0CE AF 9;?D/>:@C00;@CB/0F9/DBW;>9*!+1!/2DH:0/S

+CDCE;@F"2332":/#8$!//4 6/841

* 8 +5李琪1皱纹盘鲍微卫星研究进展*!+1中国海洋大学学

报!自然科学版"2339"/9#/$!/78 6/031

* 7 +5+2ACD@*"+CE3C?/?Q 41';HQ:3C9:B>/S9;?D/>:@C00;@C

4%&9:DQCD>S/D@WC6:?;S;?/F>@CD%('++0+/(7' 6.6'+

*!+1ICHC@;?>"2339"471#4$!/84 6/721

* 0 +5&H +Y" 6:DQ !Y1LCH HC= W;3W0F B/0F9/DBW;?

9;?D/>:@C00;@C 0/?; ;H @WC A0//E ?0:9 C,'-9'(,'

)(0*69/03..*!+1J/0C?20:D,?/0/3F %/@C>"2338"8#9$!

1:7 61:11

* 1 +5,U:H>8"8:D@0C@@!"*=C;XE %"7/';1'/>>/S3CHC@;?

U:D;:@;/H :@9;?D/>:@C00;@C0/?;;H W:@?WCDF BD/E2?CE

:A:0/HC;H &2>@D:0;:#"';.0/.+(*)('$:HE */2@W &SD;?:

#"';.0/.+>.:'7$ *!+1&T2:?20@2DC"2339"2// #4 69$!

43: 64201

* : +5李莉"孙振兴"杨树德"等1用微卫星标记分析皱纹盘

鲍群 体 的 遗 传 变 异 * !+1遗 传" 2337" 21 # 42 $!

489: 648891

*43+5张靖"常亚青"丁君"等1虾夷扇贝不同壳色间的遗传

结构及微卫星标记与生长性状相关分析*!+1中国农

学通报"2344"20#27$!1/ 6:41

*44+54/H3 Y+"Y:/ ++"';H V+"7/';1-W:D:?@CD;P:@;/H /S

72 B/0F9/DBW;?,*L7**$9:DQCD>;H @WCA0//E ?0:9

#176.;;'(,' 6('30+'$ :HE @WC;D?D/>>7:9B0;̂?:@;/H ;H

C,'-9'(,' +*)?DCH:@:* !+1-/H>CDU:@;/H ICHC@;?>

$C>/2D?C>"2342"9#9$!::4 6::01

2844



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

1 期 齐晓艳"等!文蛤 /3 个微卫星标记的开发及在斧文蛤和帘文蛤中的通用性检测 55

*42+5G:H3 *'" %;2 4 +" '; ! '1)>/0:@;/H :HE

?W:D:?@CD;P:@;/H /S43 B/0F9/DBW;?9;?D/>:@C00;@C>;H

=7(7/(.F >7(7/(.F * !+1 -/H>CDU:@;/H ICHC@;?>

$C>/2D?C>"233:"4#4$!444 644/1

*4/+5'2 Z"G:H3 +Z"4:;6"7/';1-W:D:?@CD;P:@;/H /S,*L7

**$:HE 3CH/9;?7**$9:DQCD>;H @WC?0:9"=7(7/(.F

>7(7/7.F*!+1-/H>CDU:@;/H ICHC@;?>$C>/2D?C>"2344"/

#9$!788 67811

*49+5'2 Z"G:H3 + Z" ';2 8 V" 7/';1LWDCC,*L7**$

J:DQCD>:>>/?;:@CE =;@W KL'S/D@WC3D/=@W /S@WC

?0:9=7(7/(.F>7(7/(.FDCUC:0CE AF >C0C?@;UC3CH/@FB;H3

*!+1J:D;HC8;/@C?W/0/3F"234/"48#4$!47 6281

*48+5G:H3 +Z"+2:H 6"'2 Z"7/';1J;H;H3 /S,*L7**$

9:DQCD>;H ?0:9 =7(7/(.F>7(7/(.F0:DU:CSD/9 989

>W/@32H @D:H>?D;B@/9C* !+1ICHC>ICHC@;?*F>@C9>"

2344"17#/$!4:0 62381

*47+5';+!"';2 G 4"I:/ ZI"7/';1)ECH@;S;?:@;/H /SW/>@7

ECSCH>C 3CHC> :HE ECUC0/B9CH@ /S 9;?D/>:@C00;@C

9:DQCD>SD/9,*L>/SW:DE ?0:9=7(7/(.F>7(7/(.F*!+1

J/0C?20:D8;/0/3F $CB/D@>"2344"/1#2$!07: 60081

*40+5朱东丽"董迎辉"林志华"等1利用微卫星标记对文蛤 9

个壳色花纹品系的遗传分析*!+1水产学报"2342"/7

#2$!232 623:1

*41+5曾庆国"林志华"尤仲杰1泥蚶#176.;;'(,' 6('30+'$IL

微卫星位点的筛选和性质鉴定 *!+1海洋与湖沼"

2331"/:#2$!409 64001

*4:+5M:0;H=>Q;*L"L:BCDJ '"J:D>W:00L-1$CU;>;H3 W/=

@WC ?/9B2@CD BD/3D:9 -,$.#* :??/99/E:@C>

3CH/@FB;H3 CDD/D ;H?DC:>C> >2??C>> ;H B:@CDH;@F

:>>;3H9CH@* !+1J/0C?20:D,?/0/3F" 2330" 47 # 8 $!

43:: 644371

*23+5$:F9/HE J"$/2>>C@(1I,%,6"6# UCD>;/H 412 $!

6/B20:@;/H 3CHC@;?> >/S@=:DC S/D C<:?@ @C>@> :HE

C?29CH;>9*!+1!/2DH:0/S+CDCE;@F"4::8"17!291 629:1

*24+5';K"M;X;9:&1)ECH@;S;?:@;/H /SH/UC09;?D/>:@C00;@C

0/?;;H @WC 6:?;S;? /F>@CD# %('++'+/(7' 6.6'+$ AF

9:3HC@;?AC:E WFAD;E;P:@;/H >C0C?@;/H * !+1L/W/Q2

!/2DH:0/S&3D;?20@2D:0$C>C:D?W" 2332" 8/ # 4 62 $!

28 6/21

*22+5孙效文"鲁翠云"梁利群1磁珠富集法分离草鱼微卫星

分子标记*!+1水产学报"2338"2:#9$!912 69171

*2/+5,E=:DE>M!"8:DQCD!+"4:0F &"7/'A;AJ;?D/>:@C00;@C

0;AD:D;C>CHD;?WCE S/D>CUCD:09;?D/>:@C00;@C>CT2CH?C>;H

B0:H@>*!+18;/@C?WH;T2C>"4::7"23#8$!081 60731

*29+5-:D0C@/H M'"*@DCC09:H !)" 'CC8 Y" 7/';1$:B;E

;>/0:@;/H /S-&9;?D/>:@C00;@C>SD/9@WC@;0:B;:3CH/9C

*!+1&H;9:0ICHC@;?>"2332"//#2$!493 64991

*28+5柳明"喻达辉"黄桂菊1大珠母贝微卫星 4%&标记的

分离与筛选*!+1海洋科学"2343"/9#1$!4 681

*27+5赵莹莹"朱晓琛"孙效文"等1磁珠富集法筛选虾夷扇

贝微卫星序列 *!+1中国水产科学"2337"4/ #8$!

09: 60881

*20+5罗明"白志毅"李应森"等1三角帆蚌微卫星位点筛选

及多态性分析*!+1淡水渔业"2342"92#4$!13 6191

*21+5VW:H3 I("(:H3 Z 4"I2/ Z J"7/';1LWC/F>@CD

3CH/9CDCUC:0>>@DC>>:E:B@:@;/H :HE ?/9B0C<;@F /S

>WC00S/D9:@;/H*!+1%:@2DC"2342"9:3#0941$!9: 6891

*2:+5秦玉明"苏 秀 榕" 李 晔" 等1缢 蛏 # C.3030<',*;'

,03+/(.,/'$?4%&文库的构建及肌动蛋白基因的研究

*!+1海洋与湖沼"2343"94#4$!89 6731

*/3+5贺静静"李晔"李太武"等1泥蚶 #176.;;'(,' 6('30+'$

?4%&文库的构建及铁结合蛋白基因#(CDD;@;H$序列

分析*!+1海洋与湖沼"233:"93#/$!21: 62:81

*/4+5,2X:F )" */DDC00>J" 8:29 J" 7/';1&>>C>>9CH@/S

3CH/@FB;? U:D;:@;/H :9/H3 ?20@;U:@CE E2D29 =WC:@

A:>CE /H ,*L7**$>:HE 3CH/9;?**$>*!+1,2BWF@;?:"

2334"44:#4 62$!/: 69/1

*/2+5许巧情"谢骏"许书环"等1三角帆蚌微卫星富集文库

的构建(鉴定及多态性分析*!+1中国水产科学"2343"

40#7$!4233 642301

*//+5李琪"木岛明博1长牡蛎#%('++0+/(7' 6.6'+$微卫星克

隆快速分离及特性分析*!+1海洋与湖沼"2339"/8#9$!

/79 6/031

*/9+5李春艳"丁君"常亚青"等1虾夷扇贝微卫星标记的分

离及其养殖群体的遗传结构分析*!+1中国水产科学"

233:"47#4$!/: 6971

*/8+5薛明"杜晓东"黄荣莲"等1文蛤三个野生种群的生化

遗传变异*!+1海洋通报"2337"28#4$!/1 69/1

*/7+5-:00CH 4("LW/9B>/H & 4"*WCH Y"7/';1)H?;ECH?C

:HE /D;3;H /S&H200' :00C0C>;H @WC#&-$H 9;?D/>:@C00;@C

9:DQCD>*!+1&9!+29ICHC@"4::/"82#8$!:22 6:201

*/0+5J;00CD-$" !/F?C 6" G:;@>' 61&>>C>>;H3 :00C0;?

ED/B/2@:HE 3CH/@FBC DC0;:A;0;@F 2>;H3 9:<;929

0;QC0;W//E*!+1ICHC@;?>"2332"473#4$!/80 6/771

*/1+5-W:H3 YJ"';:H3 'K"J:+ L"7/';1J;?D/>:@C00;@C

:H:0F>;>/S3CHC@;?E;UCD>;@F :HE B/B20:@;/H >@D2?@2DC/S

-W;HC>C9;@@CH ?D:A#H(.0,97.(+.373+.+$*!+1!/2DH:0/S

ICHC@;?>:HE ICH/9;?>"2331"/8#/$!404 64071

*/:+5张天时"刘萍"李健"等1用微卫星 4%&技术对中国对

虾人工选育群体遗传多样性的研究*!+1水产学报"

2338"2:#4$!7 6421

*93+5+CE3C?/?Q 4"';4"+2ACD@*"7/';1G;EC>BDC:E H200

:00C0C> :HE B//D ?D/>>7>BC?;C> :9B0;S;?:@;/H /S

9;?D/>:@C00;@C4%&0/?;?0/HCE SD/9@WC6:?;S;?/F>@CD"

%('++0+/(7' 6.6'+*!+1!/2DH:0/S*WC00S;>W $C>C:D?W"

2339"2/#2$!/0: 6/181

/844



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

555 水5产5学5报 /0 卷

*94+5+2UC@&" 8/2EDF 6" "WDC>>CD J" 7/';1.:D;:A0C

9;?D/>:@C00;@C;H @WC6:?;S;?/F>@CD%('++(+/(7' 6.6'+:HE

/@WCD?2BBCE /F>@CD>BC?;C>*!+1&H;9:0ICHC@;?>"2333"

/4#4$!04 6021

*92+5';K"';2 *M"M/H3 '(1J;?D/>:@C00;@C=;@W;H 3CHC>

:HE ,*L>/S@WC6:?;S;?/F>@CD%('++(+/(7' 6.6'+:HE

@WC;D@D:H>SCD:A;0;@F ;H S;UC/@WCD%('++(+/(7' >BC?;C>

*!+1,0C?@D/H;?!/2DH:0/S8;/@C?WH/0/3F"233:"42#/$!

4 671

*9/+5董迎辉"吴国星"姚韩韩"等1泥蚶 /9 个 ,*L7**$标记

的开发及在格粗饰蚶中的通用性检测*!+1水产学报"

234/"/0#4$!03 6001

*99+5文明富"陈新"王海燕"等1木薯基因组 **$和 ,*L7

**$在麻疯树和橡胶树中的通用性分析*!+1作物学

报"2344"/0#4$!09 6011

*98+5I:/ '(" L:H3 !(" ';+ G" 7/';1&H:0F>;> /S

9;?D/>:@C00;@C>;H 9:X/D?D/B>:>>C>>CE AF ?/9B2@:@;/H:0

:HE C<BCD;9CH@:0:BBD/:?WC>*!+1J/0C?20:D8DCCE;H3"

233/"42#/$!298 62741

[503=9:94-=9>3>:%Z 694;><-=0889=06-;?0;<93;1)1')&< :1)1')&< -35

=B09;=;-3<:0;-.989=C 93;1)1')&< .$:$)#=&&-35;1)1')&< .3)$'$

K)Z;:/F:H

4"2

" 4"%IY;H3W2;

2

" Y&"+:HW:H

2

" V+"#Z;:/0/H3

/

" ')%VW;W2:

2

"

#4M#-..434-8J+5'&4D0'4&04:"*'&36-O&'H45:',7"*'&36-5/48244"#;'&+%

2MQ;4('+&3 F47/+6-5+,-57-8BPA+,'0R45CI.+:C@4:-A504:"Q;4('+&3 S+&.'O&'H45:',7"*'&36-5/48433"#;'&+%

/M#-..434-89':;45'4:+&> /'84D0'4&04"D;+&3;+'T04+& O&'H45:',7"D;+&3;+'5234/37"#;'&+$

(.<=;-4=! /3 9;?D/>:@C00;@C0/?;/S=7(7/7.F>7(7/(.F=CDCECUC0/BCE 2>;H3 9;?D/>:@C00;@C7CHW:H?CE 3CH/9;?

0;AD:DF :HE C<BDC>>CE >CT2CH?C@:3>#,*L>$1ICHC@;?E;UCD>;@F =:>:H:0FPCE ;H :B/B20:@;/H ?/H>;>@;H3 /S/3

;HE;U;E2:0>11 I7**$>:HE 22 ,*L7**$>=CDCS/2HE @/ ACB/0F9/DBW;?1)H @WC>C/3 9;?D/>:@C00;@C0/?;":@/@:0/S

493 :00C0C>=CDC;ECH@;S;CE":HE @WCH29ACD/S:00C0C>U:D;CE SD/9/ @/ 7"=;@W :9C:H /S9170 :00C0C>BCD0/?2>1

6/0F9/DBW;?;HS/D9:@;/H ?/H@CH@##$%$D:H3CE SD/9 31402 @/ 310991LWC/A>CDUCE WC@CD/PF3/>;@F#"

/

$=:>SD/9

31393 @/ 31023"=W;0C@WCC<BC?@CE WC@CD/PF3/>;@F#"

C

$=:>SD/931410 @/ 310:/1LWC9C:H U:02C>/SH29ACD/S

:00C0C>"#$%""

/

":HE "

C

/SI7**$>=CDCW;3WCD@W:H @W/>C/S@WC,*L7**$>129 /S@WC/3 0/?;ECU;:@CE SD/9@WC

+:DEF7GC;HACD3 CT2;0;AD;29 :S@CD8/HSCDD/H;?/DDC?@;/H144 ,*L7**$ ;ECH@;S;CE SD/9 :HH/@:@CE 3CHC>=CDC

C<BC?@CE @/ AC2>CS20S/D9:BB;H3 @WC>C3CHC>;H 0;HQ:3C9:B>1)H@CD>BC?;S;?@D:H>SCD:A;0;@F /S@WC/3 9:DQCD>

DCUC:0CE @W:@42 :HE : =CDCB/0F9/DBW;?;H =A;'>'(,G..:HE =A;5('/'"DC>BC?@;UC0F1LWC>C0/?;/A@:;HCE =;000:F :

S/2HE:@;/H S/D@WC>@2EF /S3CHC@;?E;UCD>;@F"3CD9B0:>9DC>/2D?C>CU:02:@;/H"9:DQCD7:>>;>@CE >C0C?@;/H#J&*$:HE

/@WCDDC0CU:H@DC>C:D?W ;H =A>7(7/(.F":HE @WC>CH/UC0B/0F9/DBW;?**$9:DQCD>?:H AC2>CE S/D?/9B:D:@;UC

9:BB;H3"3CHC@:33;H3 :HE KL'9:BB;H3 :9/H3 =A>7(7/(.F"=A;'>'(,G..:HE =A;5('/'A

S0C E>;5<! =7(7/7.F>7(7/(.F% I7**$>% ,*L7**$>% B/0F9/DBW;>9% @D:H>SCD:A;0;@F

*>;;0<7>3593D -2=B>;! ')%VW;W2:1,79:;0!PW;W2:::11;4271?/9

9844


