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摘要:为了评价种质资源及基础生物学研究的需要 ,本文开发了仿刺参的微卫星标记。NCBI数据库中共有 20

个含有仿刺参微卫星的序列,从中选取 8 个设计引物, 发现 6个微卫星位点有多态性。不同的引物获得的等位

基因数为 3~ 9个不等, 6个位点共获得了 31 个等位基因,每个位点平均获得 5. 2 个等位基因。6个位点的平均

观测杂合度( H o)为 0. 3611, 平均期望杂合度( H e)为 0. 6402。位点 AJMS004 提供的多态性信息含量值较低, 为

0. 4862; 其他 5 个位点均在 0. 5 以上。另外,还尝试了红海参( Parastichopus californicus )微卫星标记在仿刺参的通

用性。实验结果表明,在较高的退火温度下, 5对引物均能扩增仿刺参的基因组 DNA并具多态性。5 个位点共

获得了 22个等位基因, 每个位点平均获得 4. 4 个等位基因。5个位点的平均观测杂合度(H o)为 0. 1733,平均期

望杂合度(H e)为 0. 4201。其中位点 Psc 2的多态性信息含量值最高,为 0. 8500。
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Abstract: Sea cucumber ( Apostichopus japonicus ) is regarded as a tonic food and traditional medicine in China. In order to aid in

investigation of the population structure and marker assisted breeding , 11 micro satellite markers were developed and evaluated with

sixty individuals caught from the offing in Shandong Province, China. In the NCBI database, 20 sequences of Apostichopus j ap onicus

were found to contain microsatellites when data mining was performed. Eight micro satellite- containing sequences were chosen for

designing the PCR primers. The results showed that six primer pairs successfully amplified scorable PCR products and revealed

po lymorphism with 5. 2 alleles per locus. The locus AJMS007 had the greatest number of alleles ( 9) , while the locus AJMS004 had the

lowest number of alleles ( 3) . The average H o and H e values of six loci were 0. 3611 and 0. 6402, respectively. PIC value was 0. 4862

for locus AJMS004, and more than 0. 5 for the other five loci. Five micro satellite markers developed and characterized in

Parastichopus calif ornicu were used to assess for transferability analysis in Apostichopus japonicus . The results showed that all the five

primer pairs could amplify clear and scorable PCR products w ith expected size in Apostichopus japonicus . A total of 22 alleles were

obtained for the five loci, w ith 4. 4 alleles per locus. The lo cus Psc 2 had the greatest number of alleles ( 9) and the lo cus Psc 3 had

the lowest number of alleles ( 2) . The average H o and H e values of the five transferred loci were 0. 1733 and 0. 4201, respectively.

And Psc 2 showed the highest PIC value of 0. 8500.
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  仿刺参( Apostichopus japonicus ) 是食用海参中

最为名贵的一种, 自然分布于我国北方、日本、朝

鲜半岛及俄罗斯的远东地区[ 1]。由于经济价值

高, 近几年来仿刺参的人工养殖及放流增殖发展

迅猛, 据山东海洋与渔业厅统计, 2004 年山东养

殖面积达2. 6 @ 104 hm2,产值 70亿元,占水产养殖

总产值的 1/ 3[ 2]。为了尽快掌握群体结构及其种

质资源状况,从而制定和实施更科学合理的渔业

管理政策,促进养殖业的健康发展,有必要对仿刺

参的遗传背景进行深入的研究。

近年来飞速发展的分子标记技术为研究个体

的遗传特性、种群遗传结构、不同种群遗传多样性

和亲缘关系,进而评价种质资源提供了有力的工

具。微卫星 DNA( microsatellite DNA)也称简单串

联重复序列( simple sequence repeats, SSRs) , 由于

多态性高、稳定性高、特异性高、共显性遗传、检测

快捷,广泛地用于遗传连锁图的构建、基因的定位

与克隆、遗传多样性研究、亲权分析、品种鉴定、农

作物及动物育种、进化研究等领域[ 3] ,因而已经发

展成为当前主流的分子标记之一。

近几年来,国外一些学者通过线粒体 DNA、

RAPD和同工酶分析,研究了海参的遗传多样性、

种群结构及种群间的基因流[ 4- 8] ,并指出异地亲

本培育的幼体在放流时,应充分考虑对当地种群

遗传结构的影响。研究还表明, 同功酶标记数量

有限, 多态性较低, 不适宜用作精细的遗传学分

析[ 9- 11]。为了研究仿刺参种群(群体)遗传多样

性及保护种质资源, 开发微卫星标记就显得更为

迫切。本文参照 GenBank上仿刺参的相关序列设

计了 8对微卫星引物,对仿刺参微卫星位点的多

态性 进 行 研 究; 另 外, 还 尝 试 了 红 海 参

( Parastichopus calif ornicus )微卫星标记在仿刺参中

的通用性, 以期为评价种质资源及基础生物学研

究提供了有力的工具。

1  材料与方法

1. 1  实验材料

实验所用仿刺参活体样本于 2004年 9月捕

自山东近海,共 60只,活体解剖, 取其体壁和肌肉

组织分装到样品袋中,液氮冷冻, 保存于- 20 e

冰箱中备用。

1. 2  基因组 DNA 的提取

剪碎约 200 mg 的体壁或者肌肉组织, 加入

500 LL CTAB 裂解液 ( 0. 2 mol#L- 1 EDTA, 0. 1

mol#L- 1 Tris-Cl, pH 8. 0, 1. 4 mol#L- 1 NaCl, 2%

CTAB, 使用前加入 1. 5% B-巯基乙醇) , 于 60 e

水浴中消化至澄清, 等体积的饱和酚B氯仿B异戊

醇( 25B24B1)抽提, 二倍体积预冷的无水乙醇沉

淀,双蒸水溶解,饱和酚抽提两次后,溶于双蒸水,

紫外分光光度计定量, - 20 e 保存备用。

1. 3  位点来源、PCR反应及电泳
利用自行设计的软件 Repeat Reporter (版本

1. 5)从 NCBI 注册的仿刺参序列中筛选含有微卫

星的序列, 用软件 Primer Premier 5. 0 ( Premier

Biosoft International)设计了 8对引物。另外,还选

取了 Nelson等
[ 12]
分离的 5个红海参微卫星位点

进行分析。PCR反应总体积为 20 LL, 内含 20 ng

的模板 DNA, 0. 2 Lmol#L - 1
的引物, 200 Lmol#L- 1

的dNTPs, 1. 5 mmol#L - 1
的 Mg

2+
, 1 @ PCR反应缓

冲液, 1 U 的 Taq DNA 聚合酶 ( Promega)。反应

在PTC- 100 PCR( MJ Research) 扩增仪上进行。

PCR反应为35个循环, 每个循环包括: 94 e 变性

1 min, 退火 30 s, 72 e 延伸 45 s;首次循环前预变

性 5 min; 最后一次循环结束后 72 e 再延伸 5

min。PCR扩增产物经 8%非变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳,电压为 5 V#cm- 1, 每张胶上包括两个分

子量标准( pUC19/HaeIII)。电泳完毕后用溴化乙

锭(浓度为0. 15 Lg#mL- 1)染色, 紫外观察成像并

对电泳谱带进行分析。

1. 4  数据分析

对每个微卫星位点的等位基因的数目进行统

计, 计算每个等位基因的频率和下列参数: 参照

Botstein 等
[ 13]
的方法 计算多态性 信息含量

( polymorphism information content , PIC )

PIC= 1- 6
n

i= 1
P

2
i - 6

n - 1

i= 1
6
n

j = i+ 1
2P2

iP
2
j

式中: P i、Pj 分别为群体中第 i 和第j 个等位基因

频率, n为等位基因数。

多态位点杂合度(观测值) H o : H o 为杂合子

观察数与样本含量之比。

多态位点杂合度(期望值) H e : H e= 1-

EP 2
i , P i 为该位点上第 i 个等位基因的频率。
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2  结果

2. 1  NCBI数据库得到的仿刺参微卫星标记

NCBI数据库中共有 20个含有仿刺参微卫星

的序列, 从中选取 8 个设计引物, 通过温度梯度

PCR优化退火温度, 发现 6对引物能扩出与期望

PCR产物大小相等或相近的片段, 微卫星序列在

GenBank中的注册号以及引物序列见表 1。应用

6对引物对 60个个体进行了 PCR 扩增,每一个实

验个体在各微卫星位点上都产生了较为清晰的、

能够准确判断的扩增条带。随机抽取部分样本进

行2~ 3次的重复实验表明, 微卫星的扩增结果稳

定、重复性高。微卫星引物扩增的代表性聚丙烯

酰胺凝胶电泳图谱见图 1。读取全部基因型, 6个

位点获得了31个等位基因, 每个微卫星位点的等

位基因数及所扩增的等位基因片段大小变化范围

见表 2;不同的引物获得的等位基因数为 3~ 9个

不等, 平均每对引物获得 5. 2个等位基因。其中

位点 AJM S007 获得 9个等位基因,等位基因数最

多; AJM S001 次之, 为 6个等位基因; AJMS002 获

得5个等位基因; AJMS005 和 AJMS006各获得 4

个等位基因; AJMS004 只获得了 3 个等位基因。

AJMS004 位点提供的信息含量较低, 为 0. 4862;

其他 5个位点的 PIC 值均在 0. 5以上。6对引物

的多态性信息含量、观测杂合度和期望杂合度见

表 2。

表 1 仿刺参和红海参微卫星标记

Tab. 1 Microsatellite loci in Apostichopus japonicus and Parastichopus calif ornicus

位点

locus

GenBank索引号

accession no.

中心重复序列

core sequence

引物序列(5. y 3. )    
primer sequences (5. y 3. )    

退火温度( e )

annealing temp.

AJMS001+ AB106646 ( CA) 14
F: AACATCGACTTCTCACTCCAGG

R: ATGATACAAGAGTTGGGGCAGG
62

AJMS003+ AB106638 ( GT) 14
F: TGCAACGTTGATGTCATGAGC

R: GAGACCTAGGCACTATAATTCC
62

AJMS004+ AB106637
( CA) 13. . .

( AT) 8

F: TTTGGTCAGCTTGCGGCTTTG

R: ATTGCATCGAAGGAGGCGATC
60

AJMS005+ AB106630 ( CA) 13

F: AATTGGAAGTTCCCTGACCCC

R: GTAAAATTTGCCTCAGCGAGGG
62

AJMS006+ AB106639
( TG) 6. . . G15

( GT) 5

F: CCCTCATTATGGATCTGCCATG

R: TTCTCTCCCTACCTCAACTACCC
55

AJMS007+ AB106633
( CA) 7CG

( CA) 6

F: TTTCCATTCGCTCCTGCAAACC

R: CCGGCCACAAAACTCTCCTATAAG
50

Psc 1* AF455029
( GACA) 4(GATA) 3

( GACA) 4. . . (GACA) 4

F: CACACGAAAACAAACTAGAACACAT

R: TCGTTTGTTGCCCATTTGTA
50

Psc 2* AF455030 ( ACGG) 2. . . ( ACGG) 4
F: TCTAGGCTAGCCAAACCAAAA

R: GATCAAAATTGCATCCACCA
50

Psc 3* AF455031 ( C) 14( AC) 7
F: AAATCTCCCACCGAAAAGTGA

R: TTCGCAAACTATTTGTGGTG
55

Psc 4* AF455032 ( TTA) 6
F: TAGAGGATCGTAAGGGTTACACAGG

R: TTCGTGTTCGCTGATGAAAAGT
58

Psc 5* AF455033
( ATTTAGCTC) A

( ATTTAGCTC ) 3

F: ACCGCCCTACATCCTCTC

R: AGACTGGCATTAAAATTAGACAAAC
58

  注: + 仿刺参的微卫星标记; * 红海参的微卫星标记

  Notes: + means the microsatellite markers in Apostichopus japonicus ; * means the microsatellite markers in Parasti chopus calif ornicus

2. 2  红海参微卫星标记在仿刺参中的通用性
Nelson等[ 12]分离了 5个具多态性的红海参

微卫星标记,尝试其在仿刺参的通用性及其多态

性。结果表明, 在较高的退火温度下(表 1) , 5对

引物均能扩增仿刺参的基因组 DNA。对 60个个

体进行了 PCR扩增( Psc 2位点的图谱见图 1) , 读

取全部基因型, 5个基因位点获得了 22个等位基

因,每个微卫星位点的等位基因数及所扩增的等

位基因片段大小变化范围见表 2; 不同的引物获

得的等位基因数为 2~ 9个不等, 每个位点平均获

得4. 4个等位基因。Psc 2获得 9 个等位基因,

等位基因数最多 , Psc 5 次之, 为 5 个等位基
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因; Psc 1 和 Psc 4 各获得 3 个等位基因; Psc 3

只获得了 2个等位基因。Psc 2 位点的信息含量

最高, 为 0. 8500; 其他 4个位点的 PIC值均在 0. 5

以下。5对引物的多态性信息含量、观测杂合度

和期望杂合度见表 2。

3  讨论

微卫星标记的筛选主要有以下 3种方法: ¹

构建小插入片段的 DNA文库或者微卫星富集文

库,通过杂交等手段筛选阳性克隆,通过测序获得

微卫星 DNA; º从发表的 DNA序列中查找含有

微卫星的片段; »通过近缘种已有的引物或者发
表的序列寻找目的物种的微卫星标记。

图 1 位点 AJMS007( A)和 Psc 2( B)

在刺参 16 个个体中扩增得到的电泳图谱

Fig. 1  Locus AJMS007( A ) and locus Psc 2( B) amplified

in 16 Apostichopus j ap onicus individuals

表 2 仿刺参微卫星标记评价及在仿刺参中通用成功的红海参微卫星标记评价

Tab. 2 The evaluation of microsatellite markers of Apostichopus japonicus and

the microsatellite markers derived from Parastichopus calif ornicus

位点

locus

等位基因大小范围( bp)

allele siz e range

等位基因数目

no. of alleles

多态性信息含量值

PIC value

观测到的杂合度

H o

预期杂合度

H e

AJMS001 129~ 153 6 0. 7178 0. 5500 0. 7238

AJMS003 111~ 127 5 0. 6185 0. 4500 0. 6237

AJMS004 169~ 187 3 0. 4862 0. 0667 0. 4903

AJMS005 129~ 155 4 0. 5838 0. 3500 0. 5987

AJMS006 194~ 200 4 0. 5643 0. 4500 0. 5714

AJMS007 135~ 179 9 0. 8125 0. 7500 0. 8333

Psc 1 78~ 86 3 0. 1679 0. 1167 0. 1693

Psc 2 82~ 154 9 0. 8500 0. 7500 0. 8718

Psc 3 86~ 100 2 0. 4592 0. 0587 0. 4658

Psc 4 186~ 200 3 0. 4067 0 0. 4136

Psc 5 146~ 165 5 0. 1779 0. 1702 0. 1798

  注:位点 Psc 3受试个体数目为 35;位点 Psc 5受试个体数目为 47

  Notes: The values H o of the loci Psc 3 and Psc 5 were estimated by 35 and 47 individuals, respectively

  本文利用后两种方法筛选仿刺参的微卫星标

记,从 NCBI数据库中得到了 20个含有微卫星的

序列,选取侧翼序列的长度以及GC 含量适宜的 8

条序列,设计引物并检测,得到 6个具有多态性的

仿刺参微卫星标记。虽然微卫星标记具有种类的

特异性,但随着研究的深入开展,人们发现生物体

的基因组之间存在一定程度的相似性, 尤其是亲

缘关系较近的物种[ 14]。因此,利用已发表的文献

资料及DNA序列,从相近物种的微卫星位点筛选

目标物种的微卫星位点,不失为一条简捷而有效

的途径。在很多研究已经证明微卫星标记可以跨

属甚至跨科通用。在水生生物中, 鲤 ( Cyprinus

carpio L. ) 的 15 对微卫星引物可以扩增银鲫

( Carassius auratus gibelio )的基因组 DNA
[ 15]

; 张天

时等[ 16]证明斑节对虾的微卫星引物能在中国对

虾、凡纳对虾和日本对虾中扩增出预期的 PCR产

物。本文研究发现近缘种红海参发表的 5对微卫

星引物,均可扩增仿刺参的基因组 DNA, 并且具

有多态性。微卫星标记通用性的实验表明,仿刺

参和红海参的遗传背景具有一定程度的相似性,

引物可应用于仿刺参和红海参分子标记的基因组

比较作图。通用 SSR 引物在海参遗传分析中的

应用,将促进基因组比较作图研究的顺利开展,可

揭示物种的进化, 有利于在不同物种间互相利用
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遗传信息。利用通用的微卫星标记进行比较基因

组学研究,现正成为国际上研究的热点。

  微卫星标记由于其高度的多态性, 与其它的

标记系统相比在检测种群异质性方面有明显优

势,能更多的揭示群体的遗传变异水平,因而日益

受到重视。微卫星位点的多态性水平可用多态信

息含量值( PIC )衡量。一般情况下, 多态信息含

量值能反映出某个遗传标记所包含的或所能够提

供的遗传信息容量, 当 PIC> 0. 5 时, 表明该遗传

标记可提供丰富的遗传信息; 当 0. 25< PIC< 0. 5

时,表明该遗传标记能够较为合理地提供遗传信

息,而当 PIC< 0. 25时, 表明该遗传标记可提供的

遗传信息较差[ 17]。本文的结果表明,从仿刺参发

表序列得到的 6个多态性位点中, 有 5个位点的

PIC 值大于 0. 5, 可为群体遗传学分析提供有效

的工具。红海参的 5对微卫星引物中,位点 Psc 2

在仿刺参中有高的多态性,检测到的等位基因数

目、等位基因大小分布以及多态性信息含量都高

于红海参;位点 Psc 2的 PIC 值大于 0. 5, 表明该

位点可提供丰富的遗传信息, 也作为群体遗传学

分析的有效工具。

杂合度指微卫星座位为杂合子的比例, 能较

好地反映群体中等位基因的丰富程度和均匀程

度。杂合度作为一个反映群体遗传变异的重要参

数,其大小可以反映群体遗传变异的高低。杂合

度高的生物群体具有更大的适应环境变化和自然

选择的能力;具有更多优良的经济性状,如生长迅

速、高抗病能力等[ 18, 19]。通过计算 PIC> 0. 5的 6

个微卫星位点( 5个仿刺参的位点和 1个来自红

海参的位点) ,发现观测杂合度( H o )为 0. 3500~

0. 7500,预期杂合度(H e )为 0. 5714~ 0. 8718,表明

仿刺参种群有较高的遗传多样性, 这与 ISSR 标记

分析 的结 果相 吻合 ( 未 发 表 )。Uthicke 和

Purcell[ 7]应用同工酶标记, 发现海参 ( Holothuria

scabra)种群间具有很显著的基因流, 指出异地亲

本培育的幼体在放流时,应充分考虑对当地种群

遗传结构的影响。Uthicke 等
[ 8]
研究发现,海参资

源一旦破坏,难以恢复。为此,在目前仿刺参养殖

产业刚刚发展, 自然种群资源尚未被破坏之时,进

行仿刺参种群(群体)资源及遗传学方面研究, 有

效地保护和利用天然种群的优良种质资源、保护

产业的长远利益非常必要。
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