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摘要! 运用单标记分析法分析了 &% 个微卫星位点与控制体重%体长数量性状的 ]Q.的连锁

关系$ &% 对微卫星引物在 = 月龄具有生长性状差异的 <% 个刺参个体基因组 >,-中扩增得

到 "% 个等位基因!每个微卫星位点等位基因数 ! \? 个!平均有效等位基因个数 "8%$ &% 个微

卫星位点的多态信息含量为 %8$<= % \%8=$" < 不等!观测杂合度为 %8%=! ! \%8<<< ?$ 采用

1A11软件对刺参的体重%体长生长性状和微卫星位点相关性进行分析!结果显示!微卫星位点

-H11+%$ 基因型-C%->%4>与体重和体长相关!-H11+%# 标记中等位基因 -对生长性状有

正面影响!位点-H11+%< 基因型//个体仅平均体重与其他基因型个体显著差异!-H11+%B 标

记的-和C等位基因分别对生长性状具有正面和负面不同影响$

关键词! 刺参& 微卫星& 遗传多样性& 生长性状& 相关分析

中图分类号! ]B"=8&& 1B<=8B'''''''文献标识码'-

''海参产业作为我国渔业中一个新兴产业!已成

为我国水产养殖业内产值(利润最高的产业之一!

目前年产值已超 $%% 亿元) 作为海参主要养殖品

种的刺参""&)*6(+7)&,*L0&).(+,*#!在分类上隶属

棘 皮 动 物 门 " 2676SKL:6GNMF#( 海 参 纲

"3OKGP6NM:EFSF#(手目"-J9GN6OKG:6SGNF#!其养

殖规模近几年发展迅速!但目前刺参养殖所用的亲

参由于没有进行系统的品种选育和改良!刺参苗种

质量参差不齐!生长性状差异显著!刺参种质问题

成为阻碍刺参养殖业健康持续发展的首要因素)

研究表明控制经济性状的数量性状基因座

"`LFPSGSFSGaMS:FGS76OLJ!]Q.#存在主效基因*&+

!

一或两个主效基因可反映一个数量性状表型变异

的 &%[ \"%[以上) 利用分子遗传标记进行标

记辅助选择"EF:WM:FJJGJSMN JM7MOSG6P!b-1#!找

到与这些数量性状位点相连锁的分子遗传标记!

实现缩短世代间隔(早期选种及提高选种准确性!

并加快新品种的培育!是当今动物遗传育种研究

的热点之一) 微卫星又称简单序列重复"JGE97M

JM̀LMPOM:M9MFSJ!11+#!广泛而随机分布于真核生

物的基因组中*$ ;!+

) 作为第二代分子标记手段!

微卫星标记具有等位基因突变快(多态性高(杂合

度大(信息含量丰富(呈共显性等显著优点*# ;"+

!

在水产动物的种质鉴定(遗传进化(连锁图谱构

建(]Q.定位等方面得到广泛应用*< ;B+

) 作为分

析与重要经济性状的遗传连锁关系最理想的标

记!国 内 已 有 鲤 " !%&'(.,*+0'&() #( 大 菱 鲆

" J+)&76704-,* -0E(-,*#( 凡 纳 滨 对 虾

"<(6)&9.09,*=0..0-9(#等与生长性状相关微卫

星标记的研究*&% ;&$+

)

本实验以 &% 个微卫星座位的多态性为基础!

分析其与刺参体重(体长的相关性!采用单标记分

析法筛选与刺参生长性状相关分子标记!为刺参

体重和体长的间接选择提供参考数据!同时也为

刺参经济性状的 ]Q.定位和进一步分子标记辅

助育种奠定基础)
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&'材料与方法

%&%'材料

实验所用的刺参群体来自蓬莱刺参养殖场)

同批次亲本刺参亲本繁育后代!随机选取同一养

殖池中 = 月龄刺参 <% 头!个体编号!测量体长体

重生长数据!剖取纵肌!液氮保存)

%&('实验方法

生长表型性状度量''由于不同条件下刺参

体形变化差异巨大!为保证测量数据的有效性和

一致性!所有受试个体每 &% 头暂养于 =% OEe

#" OEe<% OE玻璃缸中!在无刺激自然伸展状态

下测量刺参头至尾全长为体长'刺参捞出海水 &%

EGP"期间排出腹腔大量海水#后!以吸水滤纸除

去表面水分!测量刺参体重)

基因组 >,-的提取''刺参纵肌 &%% EV!

液氮研磨!加入 ?%% E.4Q-C提取缓冲液"&%%

EE67@.Q:GJD24792=8%!$% EE67@.3>Q-D,F

$

!

&8# E67@.,F47!$[4Q-C!%8&[

"

;巯基乙醇#

和终浓度为 &%%

'

V@E.蛋白酶 F!"" f消化 ! K

或 !? f过夜!等体积酚氯仿"酚p氯仿 j&p&#(氯

仿抽提!二倍体积乙醇沉淀!Q3溶解!紫外分光光

度计定量! ;$% f 保存备用)

微卫星引物的设计及筛选''实验所用微卫

星引物序列来自刺参基因组磁珠法富集及

YMPMCFPW刺参31Q序列筛选所得微卫星位点设

计*&!+

!引物在上海生工生物技术公司合成!筛选

出 &% 对多态性较高的引物用于后续研究"表 &#)

微卫星>,-的扩增''以 <% 头刺参个体基

因组>,-为模板!每个 A4+反应体系总体积为

$"

'

.!其中含约 &%% PV 的基因组 >,-!&% 9E67

的引物!$8"

'

E67bV47

$

!%8$

'

E67N,QA!#01

>,-聚合酶 & *) A4+反应条件为$B# f预变性

# EGP!B# f变性 #% J!按每对引物的退火温度反

应 #% J!?$ f延伸 #% J!!% 个循环'之后 ?$ f &%

EGP!# f保温) A4+产物 &[琼脂糖凝胶电泳!

对明确有扩增产物的引物对通过 =["MNO#聚丙

烯酰胺凝胶电泳和硝酸银染色检测其多态性)

表 %'刺参所选微卫星引物的名称"序列及,<:反应条件

)*+&%'R.!-51*8077.8075!.#E-./0-102304!0*4=!54=.8.54156,<:.4"+:%02)(&,3

位点

76OLJ

YMPMCFPW索引号

YMPMCFPW FOOMJJG6P P68

中心重复序列

O6:MJM̀LMPOM

扩增片段长度"T9#

R:FVEMPS7MPVSK

引物序列""UD!U#

9:GEM:JM̀LMPOMJ""U

#

!U#

退火温度"f#

FPPMF7GPV SME9M:FSL:M

-H11+%& -C&%<<!& "OF#

&"

$=< -4Q-----YQ4-QYY-4-444

--Q4-Q-Y444-QQQQQ4QYQ

"!

-H11+%$ -C&%<<!? "OF#

&&

."FS#

<

!%" Y4-YY-YY-Q4Q----Q-4-Q

-Q4Y--4-4--4-4-4QQ-Q4

"!

-H11+%! -C&%<<$= "OF#

B

!B= 4---4Y4-Q-4--QQ-4-4-

4Y-Q4Y-Q-YQ44Q4--Q4

"#

-H11+%# -C&%<<!= "OF#

=

!$$ Y4QY--YY4----YY--Q4Q

YQ-Y4---QYQYY4--YY-Q

"$

-H11+%" Y2""%"?! "VFS#

=

!%" YQQYQ-YYYQQYQQQY-4

--44-4QY44-4---Q4Y

""

-H11+%< Y2""%"<! "VSFS#

&!

!&" 44-Y44QQY4-QYQ-4QY4

QYYQ4QY-44QQ444QQ4Q

""

-H11+%? Y)$?%<B& "SFS#

B

$?B QQYYQY444QY4YY-4-Q-

Q4Y4Q44YQY44-4---4-

""

-H11+%= /(=<!%#B "VFS#

&#

$!& 4QY-YY4-4YYQYQ4QQQ

-4Q44QYQ44QYYY4--Q

"!

-H11+%B /(=<!%=? "SF#

&B

."SF#

&#

!#% -YQQQ4--YQ-Y-YY4--QY

YQQ4YY-4QY-4-QQQYY

"!

-H11+&% /(=<!%"! "FS#

=

$#" Y44-Y-YQQQ4Q-4-YYY

YY4--Q-4YY4-4-YQQ-

"#

''数据统计与分析''将电泳谱带中的每一条

>,-片段作为该座位的一个等位基因来处理!每

个座位扩增的等位基因按其迁移率的不同!从小

到大依次定义为$-(C(4(.m) 统计各群体样本

!)%
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基因型!用 A69VMP!$ 计算各位点在 <% 个个体中

的等位基因数"0#(有效等位基因数"09#(多态信

息含量 "DG!#(观测杂合度 "$

6

#(期望杂合度

"$

M

#(2F:NZDgMGPTM:V遗传偏离指数":#)

有效等位基因数*&#+

$

&

#

G!H

$

.

"

0

式中!&

(

为第(个等位基因的频率)

多态信息含量的计算方法*&"+

$

IEBG! J

$

K

0G!

.

"

0

J

$

KJ!

0G!

$

K

LG0M!

".

"

0

.

"

L

G

"

$

KJ!

0G!

$

K

LG0M!

.

0

.

L

"! J.

0

.

L

#

式中!@为等位基因数目!&

(

和 &

L

分别为第(和第L

个等位基因的频率)

平均杂合度观测值$$

6

j观察到的杂合个体

总数@观察到的个体总数'

期望杂合度*!#+

$N

$

G! J

$

.

"

0

'

固定指数";

(*

#$;

(*

j& ;"$

6

N$

M

#)

标记相关性分析''采用 1A11软件对实验

数据进行统计分析!应用一般线性模型"Y.b#过

程对刺参生长性状与微卫星位点的关联性进行最

小二乘分析!对不同标记基因型之间生产性状指

标差异显著性进行检验并进行多重比较".1>#!

进而分析等位基因的效应) 采用 %

(L

j

"

h0

(

h9

(L

线性模型公式!进行最小二乘法分析) 式中 %

(L

为

某性状第(个标记第L个个体的观测值'

"

为实验

观测所有个体的平均值"即总体平均值#'0

(

为第(

个标记的效应值'9

(L

为随机误差)

$'结果

(&%'刺参"#$的提取

刺参基因组>,-提取部分个体电泳结果显

示"图 &#!基因组条带清晰无拖尾降解情况!

)>

$<%

@)>

$=%

的比值均在 &8< \&8B!基本上没有蛋

白质和 +,-污染!提取的基因组 >,-质量较

好!适于A4+反应)

图 %'部分刺参个体基因组"#$

B.C&%'N045/0"#$5615/0.4=.9.=3*7156"+:%02)(&,3

(&(',<:扩增结果及各位点多态信息

运用 &% 对微卫星引物对刺参群体 <% 头个体

进行了A4+扩增!其中11+&% 位点的微卫星检测

图谱见图 $) &%对引物在 <% 头个体中表现出较高

的多态性"表 $#!共获得了 "% 个等位基因'每个位

点获得的等位基因从 ! 到 ? 个不等!11+%$ 和

11+%?最多!均有 ?个'每个位点平均获得 "8%%% %

个等位基因!平均有效等位基因个数为 !8##" ")

实验中发现个别位点出现了无效等位基因" PL77

F77M7M#现象!这种情况在本实验统计分析中按照

纯合个体来计算杂合度的观测值) &% 个微卫星

位点的多态信息含量从 %8$<= % \%8=$" < 不等!

观测杂合度最小值为 11+%? 位点的 %8%=! !!最

大观测杂合度为 11+&% 位点的 %8<<< ?!观测杂

合度普遍小于期望杂合度) 反应杂合子缺乏或过

量固定指数 ;

GJ

显示!除位点 11+%? 之外!其他位

点均存在杂合子缺失现象)

(&?'微卫星座位与体重"体长的相关分析

利用1A11软件包中广义线性模型"Y.b#对

<% 头 = 月龄刺参的体重(体长生长性状和 &% 对

微卫星标记进行相关分析"表 ##!在 &% 个微卫星

位点中!-H11+%$(-H11+%#(-H11+%B 与体重(体

长具有显著相关"Dl%8%"#!-H11+%< 位点仅与

体长显著相关"Dl%8%"#!对差异显著的标记进

行不同基因型间的不同性状的多重比较) 由于一

些位点中某些基因型出现太少!缺少分析价值!在

实际统计分析中!每种基因型样本至少有 # 次观

察值才被考虑)

$)%
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在微卫星位点-H11+%$ 上!<% 头个体检测到

B 个基因型!其中基因型-4观察值少于 # 而舍去

分析!基因型 -C(->(4>个体体重均值显著高

于其他基因型个体!同时其体长也大于其他基因

型) 在标记-H11+%# 中!含有等位基因-的基因

型--和-4体长和体重均显著高于其他基因型

个体!可以推测等位基因 -对体重和体长两种生

长性状有重要正面影响) 位点 -H11+%< 基因型

//平均体重与其他各基因型个体有显著差异!但

各基因型个体平均体长间无显著差异) 在微卫星

位点 -H11+%B!除去观察值小于 # 的基因型只有

--(-C和CC三个基因型) --基因型体重均值

最大!且与其他两个基因型差异显著'CC基因型

体重均值最小!且与其他两基因型差异显著!-C

基因型居中'据此可以推测等位基因 -与体重正

相关而等位基因C正好相反) --基因型体长均

值与CC基因型体长均值之间也具有显著差异)

图 ('QT 个刺参个体UU:%T 位点的微卫星检测图谱

B.C&('"0/5418-*8.5456/.!-51*8077.8075!31*/E7.6.0=+H E-./0-UU:%T .4

QT .4=.9.=3*7156"+:%02)(&,3

表 ('QT 个刺参个体中 %T 个微卫星位点的遗传参数

)*+&('N0408.!=.90-1.8H E*-*/080-1*88D0%T /.!-51*8077.8075!..4

QT .4=.9.=3*7156"+:%02)(&,3

座位

76LOJ

等位基因数

"0#

F77M7M

有效等位基因数

"09#

MRRMOSGaM

PLETM:J

6RF77M7M

多态信息含量

"DG!#

967ZE6:9KGO

GPR6:EFSG6P

O6PSMPS

观测杂合度

"$

6

#

6TJM:aMN

KMSM:6dZV6JGSZ

期望杂合度

"$

M

#

M̂9MOSMN

KMSM:6dZV6JGSZ

固定指数

";

GJ

#

RĜFSG6P

GPNM̂

-H11+%& " !8"$? ? %8<?= ? %8$=! ! %8?$$ " %8<%# <

-H11+%$ ? <8%#% ! %8=$" < %8!<< ? %8=#& " %8"<% <

-H11+%! # !8%?! % %8<"= ? %8"<< ? %8<=% ! %8&<% %

-H11+%# # !8?#% ! %8?%$ = %8!%% % %8?!= = %8"B% "

-H11+%" # &8!<B & %8$<= % %8$=! ! %8$?& = ;%8%"& %

-H11+%< ? "8?=? = %8=&B # %8!"% % %8=!# $ %8"?< B

-H11+%? # $8#?% = %8"## ? %8%=! ! %8<%% ! %8=<% %

-H11+%= " !8#"< < %8<=" < %8#"% % %8?&< ? %8!<< =

-H11+%B # $8$%? $ %8##" & %8!%% % %8""& " %8#"& "

-H11+&% < !8?<" ? %8?$# # %8<<< ? %8?#% < %8%B$ !

平均值EMFP "8%% !8##" " %8<!" ! %8!<" % %8<<B = %8#$& $

#)%
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表 ?'%T 个微卫星位点不同基因型与体重"体长的多重比较

)*+&?'R378.E70!5/E*-.154156+5=H M0.CD8*4=704C8D.4%T /.!-51*8077.8075!.

座位

76LOJ

基因型

VMP6SZ9M

个体数

PLETM:6R

GPNGaGNLF7J

体重

T6NZ gMGVKS

体长

T6NZ 7MPVSK

座位

76LOJ

基因型

VMP6SZ9M

个体数

PLETM:6R

GPNGaGNLF7J

体重

T6NZ gMGVKS

体长

T6NZ 7MPVSK

-H11+%& CC &! =8B% q!8!$ "8$= q&8&"

44 &< &&8%< q#8?& <8#B q&8=#

C> # &%8<= q#8$$ "8<? q$8$&

>> &# &!8=! q&8?! <8#% q&8#B

-H11+%$ -C #

$#8#% q!8<#

N

=8!% q&8"#

T

CC <

&!8!? q&8%!

FTO

?8!" q&8B<

FT

44 =

?8?= q&8<%

FT

#8B= q&8%&

F

-> "

&?8&& q$8!B

TON

?8B= q%8="

T

4> #

$%8%# q#8$&

ON

=8#% q$8&$

T

>> =

&%8?" q$8?"

FTO

"8B= q&8"#

FT

C3 ?

#8B& q&8#!

F

#8$= q%8"?

F

33 <

"8#" q#8?=

F

#8#" q$8#=

F

3/ ?
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!'讨论

?&%'分析方法

基于标记的分析方法"EF:WM:DTFJMN FPF7ZJGJ!

bC-#

*&?+是]Q.定位的主要方法途径!如果某

标记与]Q.连锁!该标记与 ]Q.在一定程度上

共分离!不同标记基因型的表型存在差异!分析这

种差异!即可推测标记与 ]Q.的连锁关系!确定

数量性状基因在染色体上的位置!可实现从表型

到基因型选择育种的转变) bC-方法通常有三

类*&=+

!即单标记分析法!性状 ;标记回归法和性

状;]Q.回归法"区间作图(复合区间作图#) 单

标记分析法就是通过方差分析(回归分析或似然

比检验!比较不同标记基因型数量性状均值的差

异) 如存在显著差异!则说明控制该数量性状的

]Q.与标记有连锁*&B+

) 由于单一标记分析法不

需要完整的分子标记连锁图谱!因而是目前普遍

缺乏遗传图谱的水产动物中快速寻找某些数量性

状关联的遗传标记的直接有效的方法!是当前分

子标记技术结合到育种方案中去的基本思路

之一)

?&('微卫星标记与经济性状

水产动物的体长(体重等经济性状属于数量

性状) 与质量性状不同!数量性状受多基因控制!

遗传基础复杂!且易受环境影响!表现为连续变

异) 分子数量遗传学发展改变了传统数量遗传学

将控制某个数量性状的多个基因作为一个整体研

究的方法*$%+

!直接将研究目标指向各个基因位

点!借助各种遗传标记!运用统计学手段将影响数

量性状的多个基因剖分开来) 从理论上讲!任何

%)%
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一个可观察表型性状的基因座都存在与之连锁的

>,-标记!随着近年来分子标记技术的发展!人

们已可将复杂的数量性状进行分解!借助连锁的

分子标记!能够在育种中对有关数量性状的遗传

动态进行跟踪!从而大大增强人们对数量性状的

遗传操纵能力)

本实验以 &% 对微卫星标记对 <% 头具生长差

异的刺参个体进行了遗传多样性分析!并利用

1A11软件对不同的基因型和刺参的生长性状体

长和体重相关关系进行了分析) 本实验 &% 个微

卫星多态位点中!= 个微卫星位点等位基因数大

于 #!可能较好地用于群体遗传多样性的评估*$&+

)

根据C)Q1Q30,等*$$+提出的衡量多态性信息含

量"DG!#变异高低程度指标!? 个位点都为高度多

态位点"DG!k%8"#!其他 $ 个为中度多态位点

"%8$" lDG!l%8"#!平均多态性信息含量大于

%8"!表明这些微卫星位点所包含的或能提供的遗

传信息容量大!多态信息含量和群体杂合度高!可

较好的用于下步相关分析) 分析结果表明!# 个

微 卫 星 位 点 -H11+%$( -H11+%#( -H11+%<(

-H11+%B 的差异基因型与刺参的生长性状体重(

体长显著相关) 其中既有对生长性状起正面作用

的等位基因!也有起负面作用的等位基因'有单独

对体长显著相关的基因型!也有跟体长和体重均

相关的基因型'推测这些微卫星标记与影响刺参

生长性状的效应基因连锁)

?&?'展望

目前在刺参中己有不少微卫星标记的筛选及

群体遗传分析的研究*$! ;$?+

!但是应用这些标记寻

找与数量性状连锁的标记的研究甚少) 刺参的遗

传图谱构建及相关 ]Q.定位方面的工作较其他

水产重要经济品种而言还比较薄弱!已精确定位

的数量形状基因座位还没有!我们的研究是刺参

生长经济性状 ]Q.与微卫星标记连锁关系的首

次探索!是]Q.准确定位的前提) 随着刺参分子

遗传研究工作的加深!更多重要经济性状分子标

记的获得和高密度遗传图谱的构建!最终可实现

分析标记辅助选择 "EF:WM:FJJGJSMN JM7MOSG6P!

b-1#!加快性状遗传进展!培育出具有多种优良

性状的刺参新品种)
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