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摘要! 研究所用序列由长牡蛎 _5IDFZ 文库末端测序获得$ 首先用 O*.程序扫描序列获得

一批重复单元为 % 碱基的候选 00*位点!然后在部分 00*序列两侧的保守区设计 "$ 对引

物!对取自山东青岛的一个长牡蛎野生群体进行基因型分析$ 结果显示!共有 #? 个 00*位

点显示多态性!等位基因数"L

E

#平均为 <!有效等位基因数"L

Y

#平均为 %7N%!平均杂合度观

测值"G

5

#和期望值"G

Y

#分别为 $7!=" = 和 $7;%N N$ 其中!## 个位点的多态信息含量

"1I;#值均大于 $7"!共有 <= 个等位基因!适合对长牡蛎群体遗传结构的分析%; 个位点

$7%" h1I;h$7"!为中度多态位点$

"

%检验估计 1E\Z[CiYFLQY\P 平衡!经 0YKHYL9FE6

B5L_Y\\5LF校正后!除 >23q# 以外!其他位点仍偏离平衡$ 将 00*附近 #$ $$$ QR内基因组

预测的编码蛋白通过与 +3B/的 L\库 Q6EI9R分析!共有 #! 条微卫星序列获得连锁的相关基

因功能注释$

关键词! 长牡蛎% 简单重复序列% 基因组% 遗传多样性

中图分类号! W?N;% 0=#?7<&&&&&&&文献标志码',

&&长牡蛎#;&,((%(6&), 2"2,($又称太平洋牡砺"

属 软 体 动 物 门 # 5̂66HI8E$) 瓣 鳃 纲

#-EDY66FQ\EL8JFE$)翼形亚纲#A9Y\F5D5\RJFE$)珍

珠贝目#A9Y\F5FZE$)牡蛎科#(I9\YFZEY$"是一种广

盐)广温的种类"广泛分布于我国北方海区"其肉

味鲜美)营养丰富"具有很高的经济价值( 据

.,( 统 计" %$$N 年 世 界 牡 蛎 养 殖 产 量 为

< #;< $#$ 9"我国牡蛎产量 !!" 万 9"长牡蛎至少

占 #"7;U( 目前"牡蛎产业也同样面临着育种方

法)病害防治等问题"而结合现代生物技术"系统

深入地开展长牡蛎遗传多样性研究"培育出生长

快)品质好)抗逆性强)成活率高和肉壳比率高的

新品种&#'

"将是实现经济贝类资源合理开发与持

续利用的有效途径(

微卫星标记又称简单重复序列 #IFDR6Y

IYKHYL8Y\YRYE9"00*$

&%'

"具有较高稳定性)多态

性)检测方便&!'

)引物通用性)位点特异性和分析

操作简单等&<'特点"已广泛应用于水产动物的遗

传多样性分析&"'

)寻找与优良的性状相连锁的基

因进行基因定位&;'

)建立遗传连锁图&? :N'

)鉴定亲

缘关系&='等( 于红&#$ :##'对 aYLBELT 的 20OC00*

进行筛选"聚类拼接去除冗余后得到 #!$ 条微卫

星表达序列"用 %$ 个 20OC00*I标记对 ! 个长牡

蛎家系进行遗传分离模式分析"有 " 组显著偏离

孟德尔分离定律"其中 < 组采用无效的等位基因

调整后符合孟德尔遗传"并用 ? 个多态性较高的

00*标记分析了 #$ 个长牡蛎群体的遗传多样性

和群体间遗传分化"1E\Z[CiYFLQY\P 平衡#1i2$

多位点检测中有 %N 组偏离平衡( f)等&#%'用

,.-A和 " 个微卫星标记对 < 个养殖群体和一个

野生群体进行了遗传学分析"发现在两个抗病群

体中含有较少的等位基因数目"可进一步分析这

些位点是否和某些抗病基因相关( *2232等&#!'

报道了美洲牡蛎 %; 个微卫星分离中有 N 个分离
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显著偏离孟德尔规律( 1)B2*O等&N'利用 #$%

个00*标记对 ! 个家系构建出微卫星连锁图"雄

性图谱包括 NN 个标记"覆盖 ;#;7# 8̂ "雌性图谱

包括 N; 个标记"覆盖 ??$7" 8̂ ( 经过校正"可达

到长牡蛎的单倍体的 #$ 个连锁群的分布( %$$=

年"1)B2*O等&#<'又选取 "; 个卫星标记和淀粉

酶基因对 ? 个三倍体牡蛎家系进行着丝粒作图"

测定了基因和标记与着丝粒间的距离(

%$#$ 年 ? 月 !# 日"中国科学院海洋研究所

在青岛宣布牡蛎基因组序列图谱绘制完成( 伴随

长牡蛎基因组水平的深入研究和重要功能基因的

批量发掘"为重要经济性状的解析)新品种的分子

选育提供理论基础( 本实验初步探讨了 _5IDFZ

文库测序序列的00*开发"为下一步大量00*筛

查奠定基础(

#&材料与方法

()(*SS+引物开发

序列来源和候选 00*位点的获得&&实验

所用数据为长牡蛎基因组 _5IDFZ 末端测序所得

部分数据( 用 O*.#OELZYD*YRYE9.FLZY\$软件

分析_5IDFZ序列"二碱基00*的筛查标准为重复

单元基至少重复 ; 次"并挑选 00*两侧翼大于

"$ QR的序列(

长牡蛎 00*引物设计&&利用软件 A\FDY\

"7$ 和 (6FP5 ;7$ 在 00*两端序列保守区内设计

和评价引物"引物长度 #N V%" QR"a3含量 <$U

V;$U"由上海生工生物工程有限公司合成(

(),*%&'样品的采集与处理

取青岛 <N 只野生长牡蛎闭壳肌"采用常规

*酚-氯仿+ 抽提法提取其基因组 >+,( 用

#7$U琼脂糖凝胶电泳检测所提取的 >+,质量"

并用紫外分光光度计测定 >+,浓度" :%$ ]保

存备用( 把 >+,工作液调整浓度至 !$ LP@

$

-"

< ]保存(

()>*长牡蛎候选SS+位点检测

先用 ; VN个野生长牡蛎>+,对所有引物进

行初筛"然后用于其群体分析( #"

$

-反应体系为

%$ V!$ LP >+,)$7?" ) 9,: >+,聚合酶)#$

DD56@-Z+OA"#$ gA3*BH__Y\"#$$

$

D56@-引物(

A3*循环参数设置为 =< ] < DFL"=< ] <$ I"最适

退火温度下 !$ I"?% ] !$ I"共 !" 个循环"循环结

束后 ?% ]延伸 #$ DFL"#$ ]保存( 扩增产物经

#%U的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳"aY6*YZ 染色(

%&结果

,)(*长牡蛎SS+位点的多态性推测

实验选自组序列的 "$ 个 00*位点基序长度

主要集中在 #% V#; QR"基序最长的为 <$ QR"为二

核苷酸基元的 %$ 次重复( 与地高辛标记的二碱

基单元#3,$ #" 作探针筛选澳洲鳗鲡#402'"**,

,'(6&,*"($

&#"'的部分基因组文库所得的 00*标记

基序长度的结果一致#绝大部分重复次数在 #$ 次

以下$( 本研究所得的二碱基重复基元属于低级

基元"依照当 00*基序长度长于 %$ QR 时多态性

较高"长度在 #% V%$ QR时多态性中等"而长度在

#% QR 以下时多态性极低&#;'的标准"可推测本实

验的大多数 00*位点具有中等多态性">23$;q

<? 具有较高的多态性(

,),*长牡蛎SS+引物筛选结果

在初筛结果中"共有 %% 对引物出现扩增失

败"< 对引物的产物大小与目的片段不符"相差

#$$ QR以上( 把其余 %< 对引物用于自然群体分

析"其中 % 对引物出现的产物单一条带"" 对引物

只在少数个体中扩增出目的条带"经反复试验结

果不变( 共有 #? 对 00*引物在野生群体中扩增

出了稳定)清晰的 >+,目的片段并在个体间表

现出不同程度的多态性"能准确对长牡蛎野生群

体进行基因分型#表 #$(

,)>*野生长牡蛎群体 (U 个SS+位点分析

用A5RaYLY软件统计每个微卫星位点的等

位基因数#5QIY\XYZ LHDQY\5_E66Y6YI"L

E

$"有效等

位基因数#Y__Y89FXYLHDQY\5_E66Y6YI"L

Y

$"观测杂

合度# 5QIY\XYZ JY9Y\5e[P5IF9["G

5

$"期望杂合度

#YcRY89YZ JY9Y\5e[P5IF9[" G

Y

$"多态信息含量

#R56[D5\RJFIDFL_5\DE9F5L 85L9YL9"1I;$#表 %$(

多态信息含量#1I;$是衡量基因变异程度的

重要指标&#?'

( 在本研究中"#? 个 00*位点中的

## 个的 1I;值均大于 $7""共有 <= 个等位基因"

适合对长牡蛎野生群体遗传结构的分析%; 个位

点 $7%" h1I;h$7""为中度多态位点( L

E

"L

Y

"G

5

和G

Y

等能反映群体遗传多样性"数值越大基因丰

富度越高( L

Y

是反映群体遗传变异大小的一个

指标"等位基因在群体中分布越均匀"其数值越接

近检测到的L

E

( 本研究中"L

E

平均为 <"L

Y

平均

为 %7N%"G

5

和G

Y

分别为 $7!=" = 和 $7;%N N(

"

%

"&"#
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#$ 期 李慧娟"等!长牡蛎 #? 个_5IDFZC00*标记的开发与分析 &&

检验估计 1E\Z[CiYFLQY\P 平衡"对结果采用

0YKHYL9FE6B5L_Y\\5LF校正"结果显示在长牡蛎野

生群体中除>23q# 以外"其余位点仍偏离平衡(

,)?*(U 个SS+位点的连锁标记

将这些微卫星序列在 +3B/网站进行 Q6EI9c

分析后发现无阳性匹配"将 00*附近 #$ $$$ QR

内基因组预测的编码蛋白通过与 +3B/的 L\库

Q6EI9R分析"共有 #! 条微卫星序列获得连锁的相

关基因的功能注释#表 !$(

表 (*(U 对微卫星引物序列情况

-./)(*(U 9.2:<3DSS+9:2;6:<6=564$6

位点

658HI

重复序列

\YRY9F9FXYIYKHYL8Y

引物序列

R\FDY\IYKHYL8Y

>23$;q# #O,$N 3,33,a,OOa,OaaOOOa,,3,a, 33,,aaO,,Oaa3,OaO,a3,,O

>23$;q< #,O$; 3a,33,3,O,3,a,a,,,OaOa, ,O33,,a,3aa,,3,O,aaO,,

>23$;q? #O,$; ,a3O,a,OOa,O,,a3aa,Oaa, ,,aOa,3O,,O,3,3a3,,,aaa

>23$;qN #3,$; 33,aOa,3OO3,,,OOaaOOO33 OOa3O,aOa,a,33,3Oa,OOa,

>23$;q## #,a$## aOa33,3,OOO33OaOaOO,O ,OO3,aaa,3O,O3Oa,OOaa,

>23$;q#% #,O$? 3,a,O3,3,a3aa,O,OaO,aa, a,,OOOaOO33OOa333,OOaO3

>23$;q#! #,a$; 3,,OaO,O,a3O3,aaa,,,a,aa a33,OO,3,O,,aOOOa333,O3

>23$;q#= #,3$; a3OaO3O,,,33OO,3O,3,3,,aO OOO,aOOa3O3,aaOa,,3a,Oa

>23$;q%= #,O$? 3Oa33Oa3OO3OO,OO,333,,a aO,aa,,,3a,Oaa,,,a33,,,

>23$;q!# #a,$N O,3O3a3OO,aa,,aOaaOaOOO 3a,aO3,3,a3O3aaOOO,,OO3

>23$;q!% #,O$? 3,aa,,O,33a,OaO,a,,,aO ,O,O,33a,3a,,O,3aa,,a,

>23$;q!< #,O$N a,3,3,33a3,,,O3OaO3,O3 3,O,3,3a,3O3OO33aOOOaa

>23$;q!N #3O$? OaOOa3aO,3O,a3,O,O3O33, 33OOaOaOOO3,OO,aa,aO3O,3,a

>23$;q<$ #,3$? 3O3Oa,3,,3,,aaaOa,,aaa aaa3,3OOOaOa,,,a,,,O3,O,a

>23$;q<! #O3$? ,33OO,O3O3OO3O3,,aO33O aOO3,aO3,aaOaO,,3a,,,O,a

>23$;q<; #a,$N ,,aaa,,,a333O,3,O,,,aaO 33,,a,Oaa33aO,,aO,,3,,,

>23$;q<? #O3$%$ ,,O33,,,3,aa3,O3O3,,aOa a3,,a,a,a,a,3,a,,,a,a,a

表 ,*长牡蛎野生群体的遗传多态性及E.:8FOY624/6:#平衡检验

-./),*V64672$82I6:<27F .487OI.156<3D,"/'/-+G21893951.7234

位点 658HI

L

E

L

Y

G

5

G

Y

1 1I;

>23q# % #7=;? ? $7<;# " $7<=N % $7;<# ;<< $7!?$ N"?

>23q< % #7??? # $7%%= % $7<<# = $7$$$ ?%% $7!<# ;;N

>23q? < !7<?< " $7"%# ? $7?%$ $ $7$#? ;!= $7;"= ?$<

>23qN < !7#$$ < $7""! % $7;N< ? $7$$$ %"= $7;#" ;%?

>23q## ; <7!%% = $7"?< " $7??; = $7$$; ;%" $7;#" $"<

>23q#% " !7$!" " $7!?N < $7;?= ? $7$$$ $$$ $7<NN #%=

>23q#! < %7%%? N $7#?% < $7";$ N $7$$$ $$$ $7<?$ N!N

>23q#= < %7$<" ? $7#?= " $7"#? N $7$$$ $$$ $7;%# %%?

>23q%= < !7##% " $7"%% ? $7;N; " $7$$# =;# $7?!# $"#

>23q!# < !7$!N " $7<<; N $7;?N # $7$$$ %;% $7;%% N;=

>23q!% < %7=;" ! $7=#; ? $7;;= ? $7$$$ $$$ $7"=N ;?!

>23q!< < %7#%% " $7<?= % $7"!< < $7$$$ $$$ $7<N% ;%!

>23q!N " !7?N" # $7#N; $ $7?<< " $7$$$ $$$ $7;NN ;=#

>23q<$ " !7$<= $ $7<;N # $7;?= % $7$$$ $$$ $7;#% N#=

>23q<! ! %7#$# % $7$%$ N $7"%= ; $7$$$ $$# $7<!# $N?

>23q<; < !7"N= $ $7<%" " $7?%= # $7$$$ $$$ $7;;= #="

>23q<? < %7%%< = $7#=< < $7""N ! $7$$$ $$$ $7"$! #N#

平均值 DYEL < %7N%$ $ $7!=" = $7;%N N - -

%&"#
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表 >*(> 条微卫星序列功能注释

-./)>*B54$7234.1.4437.7234<3D(> SS+

位点

658HI

预测功能

_HL89F5LE6ELL59E9F5LI

M值

MCXE6HY

登录号

E88YIIF5L L57

>23$;q# 生发中心激酶
'

#PY\DFLE68YL9\YTFLEIY

'

$ =7$$2C#<! +Aq;"$"=;7#

>23$;q? 预测!与 a,#;<=NCA,相似 %7$$2C"$ dAq=?<N<=7%

>23$;qN 15c蛋白!-/̂ @J5DY5Q5c R\59YFL -Jc% ;7$$2C?< +Aq==$%%$7#

>23$;q#! 囊泡蛋白分拣相关蛋白#XE8H56E\R\59YFL I5\9FLPCEII58FE9YZ R\59YFL$ $7$$2o$$ dAq$$%<%??!N7#

>23$;q#= 葡萄糖抑制的分裂蛋白,#P6H85IYFLJFQF9YZ ZFXFIF5L R\59YFL ,$ "7$$2C=N dAq$$%<%!<=<7#

>23$;q%= 有机物:负离子转运子#5\PELF8ELF5L 9\ELIR5\9Y\$ $7$$2o$$ dAq$$%<!!#N%7#

>23$;q!# 类似于脱脂叶绿素,结合蛋白的前体#8J65\5RJ[66FZY,QFLZFLP R\59YFL R\Y8H\I5\$ %7$$2C$? dAq?N=#==7%

>23$;q!% 线粒体基质转运蛋白#DF958J5LZ\FE6I56H9Y8E\\FY\R\59YFL$ #7$$2C"? ,B.#N<%;7#

>23$;q!< 预测!一种假设蛋白 "7$$2C#$< dAq$$##=N"<#7#

>23$;q!N

#

@\E8鸟苷酸交换因子 #N#\J5@\E8PHELFLYLH86Y59FZYYc8JELPY_E895\#a2.$#N$ ?7$$2C!; dAq$$%#=%"%?7#

>23$;q<$ 钠离子渗出通道的非选择性蛋白#05ZFHD6YET 8JELLY6L5LCIY6Y89FXYR\59YFL$ $7$$2o$$ 2.+;"=$=7#

>23$;q<; A*2>/3O2>!类犬尿氨酸酶#T[LH\YLFLEIYC6FTY$ #7$$2C#"# dAq$$%=!?<$#7#

>23$;q<? 一种假设蛋白!B*,.->*,.Oq#%$$=! $7$$2o$$ dAq$$%;$;;<$7#

!&讨论

本研究在长牡蛎野生群体中发现"" 对引物

只在自然群体的仅少数个体中扩增出产物"大部

分个体无A3*产物"在此作为无效引物%本研究

在长牡蛎野生群体中发现 >23q#%)>23q#!)

>23q!N)>23q<? 存在无效等位基因"部分位点

重新设计引物后能够消除无效等位基因( 这说明

与微卫星多变的核心重复序列相比较"微卫星侧

翼序列只是具有相对保守性"在长牡蛎漫长进化

过程中侧翼序列可能会发生较大变化"引物 !S区

域如果设计在侧翼突变区"可能会出现部分个体

无A3*产物的现象( 当两等位基因长度差距大

时"会出现长等位基因扩增弱于短等位基因的现

象"通过优化长等位基因的扩增条件&#N'能有效避

免长等位基因扩增劣势导致的基因分型错误(

#! 条微卫星序列附近 #$ $$$ QR 内基因组预

测的编码蛋白通过与+3B/的 L\库 Q6EI9R分析获

得功能注释"结果表明"00*位点与长牡蛎生长发

育和新陈代谢相关基因有关联"可以很好地作为

分子标记( 例如!15c 蛋白在决定昆虫的体节规

定性过程中起着重要作用&#='

"并能够影响昆虫的

形态进化( 犬尿氨酸酶在人&%$'和小鼠&%#'中主要

是色氨酸代谢通路中涉及血压调节的关键成分"

对于生活在潮间带的长牡蛎受潮汐变化的影响"

必然有一套完善的渗透压调节系统"这可能与犬

尿氨酸酶有关(

本研究筛选的 #? 个 00*位点中 ## 个位点

1I;值r$7" 具有高度多态信息含量"数量多于

长牡蛎00*位点的多态性推测"猜测可能与长牡

蛎本身的高变异性有关( 卡方检验 1E\Z[C

iYFLQY\P 平衡分析"经0YKHYL9FE6B5L_Y\\5LF校正

后除>23q# 没有显著偏离外"其它位点的基因型

分布均不同程度偏离平衡( 这可能由于长牡蛎附

在海岸礁石上生长"对采样地点的过渡采挖)产卵

场遭到破环)水体污染)周围生态环境人为改变或

者海上养殖群体缺乏种质保护与管理"致使长牡

蛎群体规模和基因型频率发生了较大的变化"导

致遗传漂变现象明显(

微卫星标记已成为现代遗传学研究的有利手

段"为长牡蛎遗传多样性分析)定向遗传育种)构

建遗传图谱及杂交鉴定等提供了可能( 长牡蛎基

因组的完成不但有助于牡蛎养殖产业的健康可持

续发展"而且也有利于牡蛎种质资源的保护(

感谢王家丰!韩斐斐和佘智彩同学在本实验

过程中给予的大力支持和帮助"
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