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凡纳滨对虾 MN2微卫星标记初步筛选

王艳红!'胡超群"

!'张吕平!'夏建军!'任春华
#中国科学院南海海洋研究所"中国科学院海洋生物资源可持续利用重点实验室"

广东应用海洋生物学重点实验室"广东 广州'"&%!%&$

摘要! 对 &<& %#" 条凡纳滨对虾 RT31Z&RFXFTFLJ6N'3hYOJLLJR 1J[9JKHJZFUL()的数据进行

11+序列筛选!搜索参数为二V六核苷酸重复 < 次以上&包括 < 次)!共获得含11+的31Z序

列 &$ <%% 条!占整个凡纳滨对虾 RT31Z数据库的 #8>P!其中二核苷酸重复 &% &%@ 条!占总

31ZD11+序列的 >%8$P# 三核苷酸重复 $ %!< 条&&<8&P)!四核苷酸重复 !!< 条&$8#P)!五

核苷酸重复 !" 条&%8!P)!六核苷酸重复 >= 条&%8#P)" 大部分发现的微卫星序列为完美型

&YJONJHX)的重复序列" 在二核苷酸所获得的11+重复单元中!-QA4Z是优势重复单元!共分

布 @ >$% 条!占二核苷酸各重复单元的 @#8>P#其次是 -4AQZ重复!共分布 ! ">@ 条!占二核

苷酸各重复单元的 !"8@P#最后是-ZAZ-和4QAQ4!分别占二核苷酸各重复单元的 &<8<P

和 %8$P" 通过对凡纳滨对虾31Z序列中 11+位点信息的发掘分析!共设计 ## 对微卫星引

物!在 &% 个个体中成功扩增的引物有 "@ 对!成功扩增率为 #%8&P" 其中多态性丰富的引物

$> 对!多态率为 "&8=P" 等位基因数为 $ V"!B4+产物大小为 &@% V<%% TY" 本研究筛选的

31ZD11+标记将为凡纳滨对虾的分子遗传学研究$种质鉴定等提供可靠的工具"

关键词! 凡纳滨对虾# 表达序列标签# 微卫星# 分子标记

中图分类号! W=">8&# 1=&#'''''''文献标志码%-

''凡纳滨对虾#D)%->/3#/0".#33#2/)$"俗称南

美白对虾)太平洋白对虾"自然分布于秘鲁至墨西

哥太平洋沿岸( 它具有生长快)营养要求低)出肉

率高)环境适应力强等优点"是世界上三大养殖对

虾中单产量最高的虾种( 目前"凡纳滨对虾是我

国最主要的养殖对虾品种*&+

"在对虾渔业及养殖

业中占有重要地位(

微卫星分子标记#EGHO6LFXJ77GXJ$是指以 $ V<

个核苷酸为基本重复单元的多次串联重复的

?,-序列"亦称简单序列重复#LGEY7JLJ[9JKHJ

OJYJFXL"11+$

*$+

( 微卫星标记与其他分子标记技

术相比有以下优点!多态性高)符合孟德尔遗传模

式)共显性遗传等优势"因此"在种群遗传结构分

析)连锁图谱构建以及系谱认证等工作中"微卫星

标记技术得到了广泛的应用(

表达 序 列 标 签 # JhYOJLLJR LJ[9JKHJXFU"

31ZL$"是指通过对不同组织 H?,-文库测序得

到的 ?,-序列*!+

"31Z基本能反映 E+,-的信

息"在功能基因的筛选和遗传图谱构建等工作中

具有重要意义( 大量的31ZL数据为11+标记的

开发提供了一个十分便捷的来源"既节省了传统

开发11+所需要的人力物力"又为功能基因提供

信息( 从 31ZL数据库中筛选微卫星标记的工

作"在多种水产物种中已见报道"如太平洋牡蛎

#<'#""-"%'/# B)B#"$

*@+等"在对虾属的研究包括斑

节对虾 #&/3#/0"2-'%-E-'%$

*" ;<+ 和中国明对虾

#=/33/'->/3#/0"*+)3/3")"$

*#+ 等( 凡纳滨对虾

11+研究领域"已开发出大量来自基因组的微卫

星标记*> ;&%+

"B3+3g等*&&+报道了关于凡纳滨对

虾31Z微卫星标记筛选和应用"而这些数据来自
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于#IXXY!

!

ccc8EFOGKJUJK6 EGHL86OU$"并没有从

,4C0上的大量数据中筛选 31ZD11+标记的

报道(

国内多家相关机构正在开展该对虾新品种的

遗传育种与改良"并取得阶段性成果*&$+

"因此对

于可靠的 31ZD11+标记的需求十分迫切( 为了

更进一步研究凡纳滨对虾种群结构特征)结合经

济性状定位以及构建更加精细的遗传连锁图谱"

迫切需要开发大量的微卫星标记( 本研究从凡纳

滨对虾31Z数据库中进行微卫星序列筛选"并进

一步分析 31Z微卫星的特征"开发出候选 31ZD

11+标记 ## 个"为开发新型的凡纳滨对虾 31ZD

11+标记奠定理论基础(

&'材料与方法

!"!#凡纳滨对虾MN2来源

截至 $%%= 年 &$ 月"QJKCFKb 上已经公布了

&< 万多条凡纳滨对虾的 31Z序列"从 ,4C0

RT31Z数据库 #ccc8KHTGK7E8KGI8U6_ART31ZA

GKRJh8IXE&$批量下载所有凡纳滨对虾 31Z序

列( 保存成/-1Z-格式备用(

!"$#MN2+NNH的发掘

本研究利用 ZIJ1GEY7J1J[9JKHJ+JYJFX

0RJKXGNGHFXG6K Z667#11+0Z$

*&!+软件进行微卫星序

列分析 # IXXY!

!

ccc8UOFEJKJ86OUARTAEFObJOL8

LLOX66$"搜索微卫星设定参数是!二核苷酸)三核

苷酸)四核苷酸)五核苷酸和六核苷酸重复次数分

别为 < 次以上#包括 < 次$"包括复合型微卫星(

微卫星的重复次数越多"相应的检验出等位基因

数目就越多(

!"%#MN2+NNH微卫星引物设计

从获得的微卫星序列中"优先选取重复次数

在 &< 次以上的二V六核苷酸碱基重复序列"使用

引物设计软件 BOGEJOBOJEGJO"8%#IXXY!

!

ccc8

YOJEGJOTG6L6NX8H6EA$进行微卫星引物的设计(

引物设计的主要参数为!引物长度为 &> V$@ TY'

产物长度为 &%% V!%% TY'引物复性温度为 @" V

<" `"Q4含量为 @%P V#%P"最适为 "%P( 选

出最优的引物对"由上海生工生物技术公司合成(

!"O#样品来源及DAE提取

凡纳滨对虾样品购自广州市黄沙水产市场"

共 &% 个个体"取肌肉组织 %8& U保存在 ="P的乙

醇中( 蒸馏水漂洗两遍"剪碎后用海洋动物组织

基因组?,-提取试剂盒*天根生化科技#北京$

有限公司+提取基因组 ?,-"于室温干燥"%8& ^

Z3溶解"电泳检测后备用(

!"C#FGH扩增与电泳检测和筛选

B4+扩增总体积为 $"

"

."包括模板?,-"% V

&%% KU"&% B̂4+混合缓冲液 $8"

"

."&% EE67A.

R,ZB混合液 %8@

"

."&%

"

E67A.上下游引物各

%8@

"

.""8% *的 4#5 ?,-聚合酶*天根生化科

技#北京$有限公司+%8$

"

."加 RR2

$

)补足体

系( 扩增反应均在BZ4D$%%% 型B4+仪#CG6D+FR

.FT6OFX6OGJL"*1-$上完成( 反应程序为 =@ `预

变性 $ EGK'=@ `变性 !% L"退火温度退火 !% L

#退火温度依引物而定$"#$ `延伸 !% L"!" 个循

环'最后 #$ `延伸 &% EGK( 扩增产物采用 $P的

琼脂糖凝胶电泳检测(

$'结果与分析

$"!#MN2微卫星序列筛选

凡纳滨对虾 31Z数据库包含 &<& %#" 条序

列"用11+0Z搜索11+"结果表明"共获得含 11+

的31Z序列 &$ <%% 条##8>P$"其中包括二核苷

酸重复 &% &%@ 条"三核苷酸重复 $ %!< 条"四核苷

酸重复 !!< 条"五核苷酸重复 !" 条"六核苷酸重

复 >= 条"二核苷酸重复序列是最丰富的重复单

元"占 >%8$P"其次为三核苷酸重复和四核苷酸

重复分别占 &<8&P和 $8#P"六核甘酸重复占

%8#P五核苷酸最少只有 %8!P#表 &$(

表 !#凡纳滨对虾NNH在MN2中出现的频率

2'0"!#28-4(->?-/9* 54/0,"11"2-%

NNH./78-MN2

类型

X:YJ

数目

K9ETJO

各类型比例AP

OFXJ

二核苷酸 RGK9H7J6XGRJ &% &%@ >%8$

三核苷酸 XOGK9H7J6XGRJ $ %!< &<8&

四核苷酸 XJOFK9H7J6XGRJ !!< $8#

五核苷酸 YJKXFK9H7J6XGRJ !" %8!

六核苷酸 IJhFK9H7J6XGRJ >= %8#

合计 X6XF7 &$ <%% &%%8%%

''在二核苷酸所获得的 11+重复单元中"-QA

4Z重复单元是优势重复序列"共分布 @ >$% 条"

占二核苷酸各重复单元的 @#8>P"其次是 -4A

QZ重复"共分布 ! ">@ 条"占二核苷酸各重复单

元的 !"8@P"-ZAZ-和4QAQ4"分别占二核苷酸

)'#



!""#!

!

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

# 期 王艳红"等!凡纳滨对虾31Z微卫星标记初步筛选 ''

各重复单元的 &<8<P和 %8$P#表 $$(

在三核苷酸中"最为丰富的 ! 种重复单元是

--ZAZZ-A-ZZA-Z-AZ-ZAZ--" 共 分 布 "#<

条"占三核苷酸重复中各重复单元的 $>8!P#表

!$'--QA-Q-AQ--A4ZZAZZ4共分布有 !#>

条"占总重复单元的 &>8<P'-4ZA4Z-AZ4-A

-ZQAZQ-AQ-Z筛选出 $#< 条"占三核苷酸总重

复单元的 &!8<P'还包括有七种重复基元"分别

是-QQAQ-QAQQ-A44ZA4Z4AZ44分布有 &=#

条"占三核苷酸总重复单元的 =8#P'-QZAQZ-A

Z-QA-Z4A4-ZAZ4-筛选出 &>$ 条"占 >8=P'

4Q-AQ-4A4ZQ筛选出 &<# 条"占 >8$P'-4QA

4-QAQ4-A-Q4AZ4QA4QZ有 &$= 条"占总重复

单元的 <8!P'剩余 ! 种核苷酸重复单元总共有

&!& 条序列"其中Q44AQQ4只有 " 条"占 %8$P(

表 $#二核苷酸重复中各重复单元的数量及比例

2'0"$#A?60-(:'/)=(5=5(7.5/:54';;78-

(-=-'7657.4:./78-)./?9;-57.)-(-=-'7:

类型

X:YJ

数目

K9ETJO

各类型比例AP

OFXJ

-QA4Z @ >$% @#8>

-4AQZ ! ">@ !"8@

-ZAZ- & <#! &<8<

4QAQ4 $# %8$

合计 X6XF7 &% &%@ &%%

表 %#三核苷酸重复中各重复单元的数量及比例

2'0"%#A?60-(:'/)=(5=5(7.5/:54';;78-

(-=-'7657.4:./78-7(./?9;-57.)-(-=-'7:

类型

X:YJ

数目

K9ETJO

各类型比例AP

OFXJ

--ZAZZ-A-ZZA-Z-AZ-ZAZ-- "#< $>8!

--QA-Q-AQ--A4ZZAZZ4 !#> &>8<

-4ZA4Z-AZ-4A-ZQAZQ-AQ-Z $#< &!8<

-QQAQ-QAQQ-A44ZA4Z4AZ44 &=# =8#

-QZAQZ-AZ-QA-Z4A4-ZAZ4- &>$ >8=

4Q-AQ-4A4ZQ &<# >8$

-4QAQ-4A4Q-A-4QAZQ4AQ4Z &$= <8!

-44A4-4A44-AQQZAQZQAZQQ <" !8$

-4-A--4A4--AQZZAZZQAZQZ <& !8%

Q44AQQ4 " %8$

合计 X6XF7 $ %!< &%%

$"$#MN2+NNH引物设计及多态性引物的筛选

经过筛选"有 & &># 条 31Z序列所包含的微

卫星核心重复序列在 &< TY以上#包含 &< TY$"通

过BOGEJOBOJEGJO"8% 进行引物设计"共设计 ##

对候选31ZD11+标记"其余31Z序列中没有找到

合适的引物结合位点( ## 对引物在 &% 个个体中

的扩增结果为 $! 对引物没有扩增产物"其余 "@

对引物获得预期的目标条带"成功扩增率为

#%8&P"$> 对在所检测的 &% 个个体中具有不同

程度的多态性"多态比例为 "&8=P( 等位基因数

为 $ V""B4+产物大小为 &@% V<%% TY(

!'讨论

31Z中11+的含量虽然在各个物种之间有

不同"但基本分布在 &P V"P

*$+

( " 种主要农作

物*大麦#6-'E/02.0(B#'/.GKK$)玉米#F/# 2#,"

.$)水稻#?',G# H#%).# .GKKFJ9L$)高粱#H-'B+02

.0(B#'/$和小麦#4')%)*02#/"%).02.$+31ZL中微

卫星的含量在 &8"P V@8#P

*&@+

( 而在水产动物

太平洋牡蛎31ZL中的微卫星的比例是 @8"P

*@+

"

栉孔扇贝 #<+(#2,"I#''/')$ %8<P

*&@+

"而沟鲇

#;*%#(0'0">03*%#%0"$则达到@8<<P

*&<+

"在对虾研

究中" 中 国 明 对 虾 31Z中 11+ 的 比 例 为

$8&=P

*#+

"斑节对虾 31Z中 11+的比例高达

=8>P

*<+

"前人研究凡纳滨对虾 31Z序列中 11+

所占比例是 @8=P

*&&+

( 本研究从凡纳滨对虾

&<& %#"条31Z序列中查找获得 &$ <%% 条微卫星

序列"占整个 31ZL数据库的 #8>P"这个结果和

斑节对虾相似( 这和微卫星筛选时的标准有关"

本研究标准是!二 V六核苷酸重复次数分别为 <

次以上#这样的筛选标准对于二核苷酸重复的筛

选稍低"而对于五 V六核苷酸重复本筛选标准稍

高( 由于考虑到凡纳滨对虾 RT31Z数据库信息

量很大"因此统一了筛选标准$( 31Z序列中

11+的比例也有可能和数据库丰富程度也有关

系*&#+

"本研究中凡纳滨对虾数据库有 &< 万多条

31Z"因此凡纳滨对虾31Z中11+比例较高(

凡纳滨对虾 31Z微卫星中序列的比例差异

比较大"其中二核苷酸重复所占比例最高"其次是

三核苷酸重复"它们分别占总 11+的 >%8$P和

&<8&P"和中国明对虾)斑节对虾中的研究结果相

似"凡纳滨对虾也是以二核苷酸重复为主导"凡纳

滨对虾中的六核苷酸重复所占比例比是 %8#P"

比五核苷酸重复所占比例高出 %8@P"这有可能

和三个碱基翻译有关系"具体的原因有待进一步

的研究( 这个结果和马氏珠母贝的研究类似*&>+

(

在重复形式上"凡纳滨对虾双碱基重复微卫

*'#
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星最多的类型是 #-QA4Z$ K"约占总位点数的

@#8>P"这与人类和其他脊椎动物及秀丽隐杆线

虫的结果相同*&@+

"条斑紫菜)水稻和玉米等生物

中双碱基的 -QA4Z形式的微卫星序列在各自类

重复型中占了绝大多数*&=+

( 但是中国明对虾基

因组*$% ;$&+

)斑节对虾*" ;<+

)马氏珠母贝*&#+

31Z中

的研究结果表明"双碱基重复微卫星最多是 -ZA

Z-"分别占到 @$8@@P和 $=8&P( 在凡纳滨对虾

双碱基重复微卫星最少的类型是#Q4A4Q$ K 有

$# 条占总位点数的 %8$P"而在模式植物拟南芥)

水稻中均未见 Q4重复的报道"同时在水产动物

中国明对虾和马氏珠母中也没有 Q4重复的报

道"凡纳滨对虾中 %8$P的 Q4重复单元的出现"

在水产动物中 Q4虽然出现的频率很低"但也不

缺乏这种重复序列的存在"推测和凡纳滨对虾

31Z数据库庞大有关( 凡纳滨对虾的三核苷酸中

最为丰富的 ! 种重复单元是 --ZAZZ-"-4ZA

4Z-和--QA-Q-这 ! 种类型共占总数 <%8"%P

的这与中国对虾和马氏珠母贝中最为丰富的类型

相似(

引物筛选是分子标记开发的重要过程"本研

究通过 ## 个候选31ZD11+标记"共筛选到 $> 对

多态性丰富的标记"三核苷酸重复的 31Z序列中

31ZD11+标记的开发会是下一步研究重点"期望

在其中筛选出和功能相关联的 31ZD11+标记"用

于遗传图谱构建和相关研究( 本研究获得的引

物"等位基因数分布于 $ V""至于微卫星座位的

等位基因数不高是否和样本量较少有关"还需要

进一步的验证(

凡纳滨对虾是我国最主要的养殖品种"养殖

年产量达到 &%% 万X"但是海洋动物分子生物学的

研究起步较晚"利用 QJKCFKb 数据分析 31ZD11+

标记在凡纳滨对虾研究中尚未见报道"本文通过

大规模分析,4C0中的31Z序列"筛选得到了 ##

个候选 31ZD11+标记"其中多态性丰富的 31ZD

11+标记有 $> 对"将为凡纳滨对虾遗传图谱构

建)WZ.定位)分子标记辅助育种等工作提供有

效的分子标记(

表 O#凡纳滨对虾微卫星标记成功扩增引物序列及其参数

2'0"O#G8'('97-(:'/):->?-/9-:54:56-:9(--/-)6.9(5:'7-;;.7-=(.6-(:.//0,"11"2-%

位点

76H9L

核心重

复序列

OJYJFX

E6XGN

序列

#"dD!d$

YOGEJOLJ[9JKHJ

预期

大小ATY

JhYJHX

LGeJ

实际

大小ATY

6TLJO_JR

LGeJ

退火

温度À

FKKJF7GKU

XJEYJOFX9OJ

是否

多态

Y67:E6OYIGLE

等位

基因数

F77J7J

K9ETJO

QJKCFKb

登录号

FHHJLLG6K

K68

D.J$= #ZQ$

<$

/!ZZZ-Q4--4-4ZZZ44ZZ

+!QQZZ4--QZ444-44-Q-

!<& !"% @< B " /3&">@=%

D.J@= #ZQ$
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D.J&!= #-Q$
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#4-4Z$
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$"< $"< "" B ! /3%#=#="

!'#
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# 期 王艳红"等!凡纳滨对虾31Z微卫星标记初步筛选 ''

续表 O

位点

76H9L

核心重

复序列

OJYJFX

E6XGN

序列

#"dD!d$

YOGEJOLJ[9JKHJ

预期

大小ATY

JhYJHX

LGeJ

实际

大小ATY

6TLJO_JR

LGeJ

退火

温度À

FKKJF7GKU

XJEYJOFX9OJ

是否

多态

Y67:E6OYIGLE

等位

基因数

F77J7J

K9ETJO

QJKCFKb

登录号

FHHJLLG6K

K68

D.J$$= #4-$

!$
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@%& @%% @" ; /3&"$##>

D.J$== #Z-Z$

&#

/!QZ4-4ZQZZQQQ---ZQQ

+!QQZ--4--ZQ-ZQQ4--Q
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$@" $"% "% ; /3&$%@#&
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$<" $<" @" ; /3&$@>&#
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&"= &"% "% ; /3%<%!">

D.J!"= #Q-$
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88

#-Q$
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$<
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D.J@%= #4Z$

$<
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$<

/!-444ZZQ44Z4-ZZZ4Q4
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D.J@!= #4Z$
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/!QQ-44Z4ZQ4ZQZZ4Z-
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$&! $%% @" B ! /3&"$>=%

D.J@#= #Q-$

!!
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#
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!%" !%% "& B @ QZ&&!%@$

D.J"@= #-Q$

$&
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$>$ $"% "% B ! /3&&#$=%

D.J""= #QZ$
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#QZ$
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续表 O

位点

76H9L

核心重

复序列

OJYJFX

E6XGN

序列

#"dD!d$

YOGEJOLJ[9JKHJ

预期

大小ATY

JhYJHX

LGeJ

实际

大小ATY

6TLJO_JR

LGeJ

退火

温度À

FKKJF7GKU

XJEYJOFX9OJ

是否

多态

Y67:E6OYIGLE

等位

基因数

F77J7J

K9ETJO

QJKCFKb

登录号

FHHJLLG6K

K68

D.J<& #Q-$

&=

/!-Z---Q--Q4Q-Q--4Q-

+!4Z-ZQQ4Z-Q-Z44Q-Q-

$"" $"% @< ; 4\"=&@=>

D.J<! #-4$
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+!QZQ-Q-44Q4QZQZ-Q-Z
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D.J<@ #ZQ$

&>

/!ZQ-4--Z-4ZQQQ-Q-4Z
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$#! $#% @= ; /3&=&"@"

D.J<" #--Z$

&>

/!Q4ZQQZZQZQQ-4Z4Z--
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$#@ $%% @< B $ /3%@"#>!

D.J<< #Z4$

&#
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&"% &"% "" B ! 4\"=&"&@

D.J#% #Q-$

&#
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D.J#& #Z4$
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+!ZQ-4ZQ444ZZZ4Z-44-

$"$ !%% @< B @ 4\"=&"&<

D.J#$ #4-$

&#
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$%> $%% @# B ! /3&"!>=<

D.J#@ #4-$
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+!Q-4ZQQZ-4ZZ44QZZZQ

$"@ $"% @> B $ /3&"&>>#

D.J#" #-Q$

&<

/!QZZZQ-4ZQQZ-4ZZ44QZZZQ

+!4Q-ZZQQ4Q-QQ-ZZZQ4

$$$ $%% "$ ; /3%#>%"&

D.J## #Z4$

&<

/!ZZ444Z-44ZZ44-44Z4

+!QZ44-44ZZZ4Z4Q4Z4Z

$=$ $"% @< ; /3&>>!#%

注!/8正向引物'+8反向引物'B8多态引物' ;8无多态引物(

,6XJL!/8N6OcFOR YOGEJO'+8OJ_JOLJYOGEJO'B8Y67:E6OYIGLE' ;8K6KDY67:E6OYIGLE8
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7JKUXI _FOGFXG6K"XOFKLY6L6K FLL6HGFXG6KL"FKR UJKJXGH
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