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摘要! 为提高微卫星分型效率!从以往报道的皱纹盘鲍微卫星中筛选出易扩增$特异性好的微

卫星位点进行组合扩增!并通过优化退火温度$反应体系$引物浓度等条件!开发了 8 组多重

6-$扩增体系% 运用 -,$.#*/12 软件对 31 个皱纹盘鲍全同胞家系的 /01 个子代进行家系

鉴定!验证了这 8 组多重 6-$在家系鉴定中的效率% 结果发现!仅用 3 组微卫星多重 6-$模

拟和实际家系鉴定的成功率分别为 96J和 :2J!两组则达到 322J% 结果表明!微卫星多重

6-$技术能准确地把任意子代鉴定至其所属家系!可以进行大批量家系材料分析!具有较好

的应用价值%

关键词! 皱纹盘鲍& 微卫星标记& 多重 6-$& 家系鉴定

中图分类号! H097& *:30184444444 4文献标志码'&

44皱纹盘鲍#>+.&,8&)I&)*()E+''+&)A/$隶属于

软体动物门 #E/00@?D=$"腹足纲 #I=?LN/V/P=$"原

始腹足目#&NDQ=2/S=?LN/V/P?$"鲍科#+=0>/L>P=2$"

鲍属#>+.&,8&)$"主要分布在我国的辽宁+山东沿

海及日本北部沿海( 皱纹盘鲍具有很高的经济价

值"是我国重要的海水养殖贝类之一( 为改良皱

纹盘鲍的遗传特性"并根据市场需求开发新的养

殖品系"国内外学者已开展了很多皱纹盘鲍遗传

育种的相关研究
)3 58*

( 近年来"皱纹盘鲍的遗传

改良技术取得了一定的成绩"如多倍体诱导
)7*

"

雌核发育
)6*

"选择育种
)0 59*

"杂交育种
): 533*

以及

种间杂交
)31 537*

等(

微卫星标记具有高多态性"数量多且广泛分

布于基因组"共显性遗传"符合孟德尔定律"易

于 6-$扩增以及结果重复性好等优点"是遗传

学与育种研究的理想分子标记( 微卫星标记在

水产动物遗传育种中得到了广泛应用"如养殖

群体的家系分析和遗传多样性评估+遗传图谱

构建等
)36 53:*

( 多重 6-$#<@0L>V02B 6-$$是指

在一次 6-$反应中同时进行多个位点的扩增"

从而一次性分析多个位点( 多重 6-$技术在微

卫星分析中不仅可以节省大量的时间和成

本
)12 513*

"而且在位点分型过程中能够降低由于

对大量样品的重复处理带来的人为误差
)11*

( 因

此"微卫星多重 6-$体系的开发为大规模家系

分析+亲子鉴定+群体遗传和基因作图等研究提

供了有力的工具( 目前"一些水产动物的多重

6-$扩增体系已经得到开发与应用"如美洲牡

蛎 # "%+)),)8%-+ D&%/&'&*+ $

)1/*

+ 中 国 明 对 虾

# 6-''-%,$-'+-()*E&'-')&)$

)18*

+ 太 平 洋 牡 蛎

#"%+)),)8%-+ /&/+)$

)17*

的家系分析"以及斑节对

虾#!-'+-()@,',I,'$

)16*

的遗传多样性评估等(

然而"目前还未见皱纹盘鲍微卫星多重 6-$的

报道( 为了研究多重 6-$在皱纹盘鲍家系鉴定

中的有效性"本实验开发了 8 组微卫星多重

6-$扩增体系"并应用于皱纹盘鲍的家系鉴定

分析"以期为皱纹盘鲍的分子遗传学研究提供

有用工具(
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34材料与方法

$%$&实验材料与 N/I提取

实验于 1229 年 8.6 月在山东省荣成永顺育

苗实验基地进行( 所用皱纹盘鲍亲贝为荣成永顺

育苗场提供( 挑选性腺成熟好的亲贝进行人工催

产( 采用阴干 317 Q"紫外线照射升温海水 1 =8

W的方法诱导亲贝分别产卵+排精"通过人工授精

建立了 31 个皱纹盘鲍单对交配家系( 受精后 01

Q"用筛绢过滤收集每个家系的面盘幼虫"用淡水

浸泡清洗筛绢以防止污染"收集到的面盘幼虫分

别转移到 317 <'灭菌离心管中"用 322J的酒精

固定"并置换酒精 1 =/ 次( 用 1 <'注射器分别

吸取雌雄亲鲍的血液 3 <'"7 222 N5<>A 离心 7

<>A"倒去上清"加入 622

!

'裂解液保存"用于亲

本 4%&提取( 亲本 4%&提取方法参照 '>等
)10*

用酚5氯仿法提取"幼虫 4%&提取方法参照 '>

等
)30*

用 -Q202B 树脂提取(

$%'&皱纹盘鲍微卫星标记筛选

根据微卫星序列重复单位"位点的多态性"以

及扩增效果等从已开发的皱纹盘鲍微卫星中筛选

18 个位点
)10 5/2*

( 微卫星引物由上海生工生物工

程技术有限公司合成( 通过单个微卫星位点的

6-$扩增"筛选各个微卫星位点的最佳 6-$扩增

条件( 以扩增效率"条带是否清晰"是否有多态性

为原则"挑选出最好的 31 个微卫星标记用于多重

6-$的开发( 每个微卫星位点的最适退火温度

范围采用 32 个个体检测( 6-$反应体系 32

!

'!

包括 211 <</05'P%F6"3 >6-$3@UU2N"3

!

</05

'的正反引物"2117 #1+2 4%&聚合酶#大连宝

生物公司 $"317 <</05'ES-0

1

和 /2 AS 模板

4%&( 微卫星多重 6-$反应条件为 :8 W预变性

/ <>A%:8 W变性 3 <>A"退火温度 3 <>A"01 W延

伸 3 <>A"进行 /7 个循环%最后 01 W延伸 7 <>A(

6-$ 反 应 于 I2A2&<V

"

$-$ *R?L2< :022

#&VV0>2P 8>/?R?L2<?公司$上进行( 为了提高幼

虫的 6-$扩增产物量"6-$程序使用 82 个循

环
)/3*

"反应条件为 :8 W预变性 / <>A%:8 W变性

3 <>A"退火温度 /2 ?"01 W延伸 /2 ?"进行 0 个循

环%然后再进行 // 个循环":8 W变性 /2 ?"退火温

度 /2 ?"01 W延伸 /2 ?"最后 01 W延伸 7 <>A( 扩

增产物于 6J变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离"银

染显色( 等位基因大小用 32 3V 4%& '=PP2N

#)AM>LN/S2A"#*&$为参照标准对电泳条带进行

判读(

$%(&微卫星标记优化组合

根据每个微卫星位点的 6-$扩增结果"确

认每个位点的等位基因大小范围最佳 6-$退火

温度以及是否存在非特异性条带( 对筛选出的

具有清晰扩增产物"特异性好的位点进行两两

位点的组合扩增"挑选引物序列间互不干扰+扩

增片段长度不重叠+退火温度接近且在上下 7 W

范围内浮动的位点进行多重 6-$组合的筛选(

先通过两两位点组合找出可以特异清晰扩增的

组合"然后再进行 / 个位点的多重 6-$体系的

开发( 通过优化退火温度+反应体系+引物浓度

等条件摸索出最佳扩增条件"使扩增效率达到

基本一致(

$%,&数据统计分析

采用
$

1

检验检测在子代中有分离的位点是

否符合孟德尔遗传定律#3D3"3D1D3 和 3D3D3D3$

#自由度 ' 53"' 为表型分类数$"显著性水平设

为 !?2123( 混合 31 个全同胞单对交配家系 /01

个子代的基因型数据"以检验多重 6-$在家系鉴

定中的效率( 微卫星位点的等位基因数#B

=

$"多

态信息含量#!R"$"单个位点的平均非排除能力

通过软件 -2NM@?/12 计算
)/1*

( -,$.#*/12 进

行模拟鉴定与实际家系鉴定的具体参数设置为亲

本数量是 18"模拟子代数是 32 222"322J的亲本

检测率"3J的分型误差率"322J的位点检测率"

:7J的置信水平(

14结果

'%$&微卫星多重 )*+在家系鉴定中的应用

本研究从选取的 18 个微卫星标记中筛选出

31 个扩增较好的微卫星标记用于多重 6-$的开

发( 通过对 31 个微卫星标记进行不同组合扩增"

确定了最佳多重 6-$组合"并对不同引物的浓度

和退火温度进行了优化( 退火温度使用梯度

6-$进行优化"温度梯度范围 71 =61 W"根据扩

增效果确定了最佳退火温度( 引物浓度根据每个

位点的扩增效果进行适当调整"当引物浓度分别

为 21//

!

</05'时"扩增效果较好( 每组多重

6-$的退火温度和引物浓度见表 3(

本实验开发了 8 组微卫星多重 6-$扩增体

系"每组含有 / 个微卫星位点"每个微卫星位点的

921
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多态性和非排除能力见表 3( 位点的等位基因数

#B

=

$范围从 9#&U=2:9$到 11#&U=298$"平均值为

38( 多态信息含量#!R"$为 2162/ =21:37"位点

平均多态信息含量为 21912"反映了这 8 组多重

6-$在家系鉴定中具有较高的排除能力( 8 组多

重 6-$的观测杂合度范围为 21889 =21988"平均

观测杂合度为 21022"期望杂合度范围为 2161: =

21:13"平均期望杂合度为219/0( 无效等位基因

频率为 31:J =/311J#表 3$(

表 $&皱纹盘鲍 , 组微卫星多重 )*+的特性

"-.%$&*=-1-?7:15675?60;7=:;08128375G3:H )*+6597=:)-?5;5?-.-309:#$@)/09/:'77')

多重

6-$组

<@0L>V02B

V=A20

位点

0/D@?

录录号

I2A8=AO

=DD2??>/A

A/1

退火

温度5

W

1

=

片段

大小53V

?>X2

引物浓度5

#

!

</05'$

D/AD2ALN=L>/A

>A <@0L>V02B

6-$

B

=

>

/

>

2

!R"

无效等

位基因

频率

A@00=00202

UN2K@2ADR

%,7

36

=

%,7

16

3

%,7

66

D

<@0L>V02B

?2L3

&U=2:9 &81/:6/0 62 118 =181 21// 9 21802 2161: 2162/ 21366 21070 21702 21/7:

&C3281 &8300:17 306 =136 21// 31 219/6 2196/ 21980 2123: 218// 21108 21333

&C32// &8300:39 388 =396 21// 3/ 2192/ 219/3 21931 21212 218:8 21/17 21386

<@0L>V02B

?2L1

&U=3:/ &81/:031 70 3:1 =198 21// 12 21988 21:36 21:2: 21282 21196 21360 2128/

&C3206 &8300:/8 362 =112 21// 36 21017 21991 21902 2132/ 21/92 211/8 21291

&C3216 &8300:37 3/2 =301 21// : 2160/ 21071 21038 21272 216/0 21862 2116:

<@0L>V02B

?2L/

&U=298 &81/:6// 7: 112 =1:2 21// 11 219/6 21:13 21:37 21289 21106 21362 21281

&U=21: &81/:631 121 =116 21// 33 21889 219/: 21913 21/31 2180: 21/31 213/6

&C3211 &8300:38 3:2 =129 21// : 21730 21070 21018 21390 21616 21886 21171

<@0L>V02B

?2L8

&U=2/9 &81/:637 7: 128 =/22 21// 37 21070 219:6 21996 21290 21/89 21132 2126:

&U=396 &81/:606 3/9 =1/2 21// 30 21920 21987 219/6 21219 218/9 21109 212:9

,=33382 &8101080 311 =362 21// 30 2169/ 21:32 21:21 21386 21/33 21398 21278

注!=1单亲本的平均非排除率%31已知单亲本基因型的平均非排除率%D1两亲本的平均非排除率(

%/L2?!=1&M2N=S2A/A72BD0@?>/A VN/3=3>0>LR U/N/A2D=AP>P=L2V=N2AL131&M2N=S2A/A72BD0@?>/A VN/3=3>0>LR U/N/A2D=AP>P=L2V=N2ALS>M2A LQ2

S2A/LRV2/U=OA/CA V=N2AL/ULQ2/VV/?>L2?2B1D1&M2N=S2A/A72BD0@?>/A VN/3=3>0>LR U/N=D=AP>P=L2V=N2ALV=>N1

44在 31 个皱纹盘鲍单对交配家系中"8 组微卫

星多重 6-$的鉴定结果如图 3 所示( 利用

-2NM@?/12 软件进行家系模拟和实际鉴定结果显

示"只使用 3 组多态信息含量最高的 <@0L>V02B ?2L

8"其鉴定成功率分别为 96J和 :2J( 当再增加

任意一个多重 6-$组合时"则可以将子代 322J

鉴定到亲本(

'%'&微卫星多重 )*+的遗传分离模式

31 个微卫星位点的平均多态信息含量为

2191( 得到的 388 个基因型分离比中#31 位点 >

31 家系$"有 32 个基因型为 &&>&&的亲本全

部纯合类型#表 1$( 对 388 组微卫星分离模式的

分析发现"在考虑到无效等位基因存在的情况下"

仍有 9 个#716J$基因型分离比偏离孟德尔分离

定律#!<2123$( 通过分析多重 6-$位点在 31

个家系内的 E2AP20>=A 分离模式"发现在 706 个

微卫星等位基因 #31 个位点 >18 个亲本 >1$中

无效等位基因频率为 3216J(

图 $&多重 )*+在皱纹盘鲍家系中模拟和

实际的累积鉴定成功率

根据 6)-由高到低添加多重 6-$组合#置信水平为 :7J$ (

E5<%$&*8283-75F:-665<92:9768??:661-7:60;

65283-7:4-941:-34-7- 59

#$@)/09/:'77')

FQ2<@0L>V02B 6-$?C2N2=PP2P UN/<LQ2</?LL/ LQ202=?L<2=A

6)-M=0@2#:7J D/AU>P2AD2>AL2NM=0$1

:21



!""#!

!

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

444 水4产4学4报 /0 卷

表 '&多重 )*+在 $' 个皱纹盘鲍家系中的微卫星基因型分离比

"-.%'&O:<1:<-7509-9-3>6560;25?106-7:3357:-33:3:659$' ;-2535:60;)-?5;5?-.-309:#$@)/09/:'77')

家系

U=<>0R

多重 6-$

<@0L>V02B

位点

0/D@?

母本

U2<=02

父本

<=02

子代基因型

S2A/LRV2?/UVN/S2AR

期望比

2BV2DL2P

N=L>/

观测比

/3?2NM2P

N=L>/

$

1

!

U3 <@0L>V02B ?2L3 &U=2:9 1/951/9 11851/9 1/95118!1/951/9 3D3 31D39 31122 2110/

&C3281 1215A@00 3:95A@00 3:95A@00!3:95121!1215A@00!A@005A@00 3D3D3D3 0D32D9D6 3131: 21002

&C32// 3625362 3785362 3785362!3625362 3D3 36D31 21703 21872

<@0L>V02B ?2L1 &U=3:/ 1215129 1265131 1215126!1215131!1265129!1295131 3D3D3D3 9D3/D/D/ 321397 21230

&C3206 3615302 3615302 3615361!3615302!3615302!3025302 3D3D3D3 :D6D1D/ 61222 21331

&C3216 3/253/8 3/253/8 3/253/2!3/253/8!3/853/8 3D1D3 /D32D/ 31222 21620

<@0L>V02B ?2L/ &U=298 1825189 1/95172 1/95182!1825172!1/95189!1895172 3D3D3D3 8D:D9D7 11637 21877

&U=21: 1295129 1295129 1295129 3 19 5 5

&C3211 1225122 3:95122 3:95122!1225122 3D3 33D30 31196 21170

<@0L>V02B ?2L8 &U=2/9 1285112 1125118 1285112!1285118!1125112!1125118 3D3D3D3 6D0D/D31 61222 21331

&U=396 3025A@00 3015A@00 3025301!3025A@00!3015A@00!A@005A@00 3D3D3D3 3D:D6D31 :181: 21218

,=33382 3895371 3895389 3895389!3895371 3D3 38D3/ 212/0 21980

U1 <@0L>V02B ?2L3 &U=2:9 1825182 1825181 1825182!1825181 3D3 3/D32 21/:3 217/1

&C3281 1215A@00 1225A@00 1225121!1215A@00!1225A@00!A@005A@00 3D3D3D3 9D6D6D33 11363 21782

&C32// 3785368 3795A@00 3785379!3785A@00!3795368!3685A@00 3D3D3D3 0D1D38D1 371892

21223

"

<@0L>V02B ?2L1 &U=3:/ 1125112 1125111 1125112!1125111 3D3 31D6 11222 21370

&C3206 3:853:9 3:653:9 3:853:6!3:853:9!3:653:9!3:953:9 3D3D3D3 6D/D8D8 31339 2100/

&C3216 3625362 3695301 3625369!3625301 3D3 3/D8 81067 2121:

<@0L>V02B ?2L/ &U=298 17951:2 1895162 1895179!1795162!18951:2!16251:2 3D3D3D3 6D8D7D8 2170: 21:23

&U=21: 1325132 1325132 1325132 3 11 5 5

&C3211 3:95122 1225122 3:95122!1225122 3D3 33D7 11172 213/8

<@0L>V02B ?2L8 &U=2/9 1125112 1325118 1325112!1125118 3D3 33D9 21808 218:3

&U=396 3065A@00 3:15A@00 30653:1!3065A@00!3:15A@00!A@005A@00 3D3D3D3 1D9D6D32 71/97 21386

,=33382 3725362 3/95372 3/95372!3725372!3/95362!3725362 3D3D3D3 9D/D/D7 /1716 21/30

U/ <@0L>V02B ?2L3 &U=2:9 1185182 1/95182 11851/9!1185182!1/95182!1825182 3D3D3D3 9D8D:D7 11637 21877

&C3281 1215126 3965A@00 3965121!3965126!1215A@00!1265A@00 3D3D3D3 33D0D1D0 612/0 21332

&C32// 3785362 3785A@00 #3785378 B3785A@00$!3785362!3625A@00 1D3D3 /D39D0 171:1:

21222

"

<@0L>V02B ?2L1 &U=3:/ 1165A@00 1215131 1215116!1315116!1215A@00!1315A@00 3D3D3D3 0D/D6D9 11/// 21726

&C3206 30953:6 3:653:6 30953:6!3:653:6 3D3 31D31 21222 31222

&C3216 3625302 3025A@00 3625302!3625A@00!3025302!3025A@00 3D3D3D3 32D9D1D/ 0109/ 21273

<@0L>V02B ?2L/ &U=298 1825172 1725176 1825172!1825176!1725172!1725176 3D3D3D3 7D/D:D7 /1877 21/10

&U=21: 1325132 1325132 1325132 3 18 5 5

&C3211 1225122 3:95122 3:95122!1225122 3D3 :D38 31290 211:0

<@0L>V02B ?2L8 &U=2/9 1365118 1325118 1325136!1365118!1325118!1185118 3D3D3D3 /D7D0D31 616/2 21297

&U=396 3025A@00 3625A@00 3625302!3025A@00!3625A@00!A@005A@00 3D3D3D3 7D9D32D9 31687 2168:

,=33382 3/653/9 3/853/6 3/853/6!3/653/6!3/853/9!3/653/9 3D3D3D3 6D1D7D32 716:6 21310

U8 <@0L>V02B ?2L3 &U=2:9 A@005A@00 1/951/9 1/95A@00 3 /2 5 5

&C3281 1215A@00 3965121 3965121!#1215121 B1215A@00$!3965A@00 3D1D3 33D7D32 :1:1/

21220

"

&C32// 3765362 3625362 3765362!3625362 3D3 18D6 321922

21223

"

<@0L>V02B ?2L1 &U=3:/ A@005A@001085A@00 1085A@00!A@005A@00 3D3 12D33 1163/ 21326

&C3206 3:65128 3:653:6 3:653:6!3:65128 3D3 33D30 31196 21170

&C3216 3795369 3695369 3795369!3695369 3D3 12D: 81301 21283

<@0L>V02B ?2L/ &U=298 1725102 1615A@00 1725161!1725A@00!1615102!1025A@00 3D3D3D3 9D31D6D/ 719:0 21330

&U=21: 1185A@00 1325132 1325118!1325A@00 3D3 30D38 211:2 217:2

&C3211 3:95122 3:95122 3:953:9!3:95122!1225122 3D1D3 6D38D6 21378 21:16

<@0L>V02B ?2L8 &U=2/9 1295129 1265131 1265129!1295131 3D3 32D32 21222 31222

&U=396 3095A@00 3025A@00 3025309!3095A@00!3025A@00!A@005A@00 3D3D3D3 :D6D8D31 81081 213:1

,=33382 3825A@00 3785A@00 3825378!3825A@00!3785A@00!A@005A@00 3D3D3D3 6D7D9D31 /1032 211:7

231
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续表 '

家系

U=<>0R

多重 6-$

<@0L>V02B

位点

0/D@?

母本

U2<=02

父本

<=02

子代基因型

S2A/LRV2?/UVN/S2AR

期望比

2BV2DL2P

N=L>/

观测比

/3?2NM2P

N=L>/

$

1

!

U7 <@0L>V02B ?2L3 &U=2:9 1/951/9 1/951/9 1/951/9 3 /3 5 5

&C3281 3965396 3965122 3965396!3965122 3D3 37D36 212/1 21970

&C32// 3625362 3795362 3795362!3625362 3D3 36D37 212/1 21970

<@0L>V02B ?2L1 &U=3:/ 1985A@00 1795A@00 1795198!1985A@00!1795A@00!A@005A@00 3D3D3D3 31D6D9D7 /1032 211:7

&C3206 3:95112 3:95128 3:953:9!3:95128!3:95112!1285112 3D3D3D3 :D/D9D0 /1208 21/92

&C3216 3695369 3695369 3695369 3 /3 5 5

<@0L>V02B ?2L/ &U=298 1/65182 1/65182 1/651/6!1/65182!1825182 3D1D3 :D9D38 91903 21231

&U=21: 1125118 1125118 1125112!1125118!1185118 3D1D3 9D31D6 21861 210:8

&C3211 3:953:9 3:95122 3:953:9!3:95122 3D3 37D36 212/1 21970

<@0L>V02B ?2L8 &U=2/9 12651/2 1395116 1265139!1265116!13951/2!11651/2 3D3D3D3 7D32D0D: 31:2/ 217:/

&U=396 3665301 A@005A@00 3665A@00!3015A@00 3D3 30D38 211:2 217:2

,=33382 3865378 3865378 3865386!3865378!3785378 3D1D3 0D32D38 01267 2121:

U6 <@0L>V02B ?2L3 &U=2:9 1/951/9 1/951/9 1/951/9 3 1: 5 5

&C3281 3095396 3965396 3095396!3965396 3D3 30D31 21961 21/7/

&C32// 3795362 3625368 3795362!3795368!3625362!3625368 3D3D3D3 :D7D0D9 31120 21073

<@0L>V02B ?2L1 &U=3:/ 1215A@00 3:15A@00 3:15121!1215A@00!3:15A@00!A@005A@00 3D3D3D3 9D3/D9D1 019/: 2128:

&C3206 3025392 3925392 3025392!3925392 3D3 11D0 0107:

21227

"

&C3216 3715A@00 3625A@00 3715362!3715A@00!3625A@00!A@005A@00 3D3D3D3 3/D6D7D0 71222 21301

<@0L>V02B ?2L/ &U=298 1/85A@00 1025A@00 1/85102!1/85A@00!1025A@00!A@005A@00 3D3D3D3 /D39D9D1 121081

21222

"

&U=21: 1295A@00 1115A@00 1295111!1295A@00!1115A@00!A@005A@00 3D3D3D3 31D6D8D: 81081 213:1

&C3211 1225121 1225121 1225122!1225121!1215121 3D1D3 33D33D0 110:/ 21180

<@0L>V02B ?2L8 &U=2/9 1265131 1315112 1265131!1265112!1315131!1315112 3D3D3D3 9D32D7D6 112/8 21767

&U=396 3925398 3065392 3065392!3925392!3065398!3925398 3D3D3D3 1D6D33D32 01222 21201

,=33382 3895378 3895389 3895389!3895378 3D3 33D39 316:2 213:8

U0 <@0L>V02B ?2L3 &U=2:9 1/251/1 1/251/2 1/251/2!1/251/1 3D3 38D38 21222 31222

&C3281 3:95A@00 3:65A@00 3:653:9!3:95A@00!3:65A@00!A@005A@00 3D3D3D3 8D32D9D6 11970 21838

&C32// 3725378 3785379 3725378!3725379!3785378!3785379 3D3D3D3 9D0D1D33 61222 21331

<@0L>V02B ?2L1 &U=3:/ 1/85A@00 1/85102 #1/851/8 B1/85A@00$!1/85102!1025A@00 1D3D3 33D3/D7 6132/ 21280

&C3206 3:853:8 3:85131 3:853:8!3:85131 3D3 36D37 212/1 21970

&C3216 3625369 3625369 3625362!3625369!3695369 3D1D3 7D13D7 /1:2/ 21381

<@0L>V02B ?2L/ &U=298 1/65A@00 1825186 1/65182!1/65186!1825A@00!1865A@00 3D3D3D3 :D7D9D: 31/90 2102:

&U=21: 1125118 1365112 1365112!1125112!1365118!1125118 3D3D3D3 9D7D1D33 61:1/ 21208

&C3211 1225126 1225126 1225122!1225126!1265126 3D1D3 32D37D6 31267 21790

<@0L>V02B ?2L8 &U=2/9 1315112 1365112 1315136!1315112!1365112!1125112 3D3D3D3 :D8D0D9 11222 21701

&U=396 3815A@00 3615369 3615381!3815369!3615A@00!3695A@00 3D3D3D3 7D:D7D0 316:1 216/:

,=33382 31953/1 3/153/8 31953/1!31953/8!3/153/1!3/153/8 3D3D3D3 3/D2D0D0 311776

21226

"

U9 <@0L>V02B ?2L3 &U=2:9 1/951/9 11851/9 11851/9!1/951/9 3D3 31D39 31122 2110/

&C3281 1265126 1295129 1265129 3 /2 5 5

&C32// 3785379 3665306 3785366!3785306!3795366!3795306 3D3D3D3 9D8D32D9 117// 2186:

<@0L>V02B ?2L1 &U=3:/ 1265116 1295A@00 1265129!1265A@00!1295116!1165A@00 3D3D3D3 7D33D7D32 /1:69 21167

&C3206 3:853:8 39953:8 39953:8!3:853:8 3D3 12D32 /1/// 21269

&C3216 3015301 3625301 3625301!3015301 3D3 12D32 /1/// 21269

<@0L>V02B ?2L/ &U=298 1865186 1865192 1865186!1865192 3D3 36D37 212/1 21970

&U=21: 1315131 1315131 1315131 3 /3 5 5

&C3211 1215128 1285128 1215128!1285128 3D3 38D30 211:2 217:2

<@0L>V02B ?2L8 &U=2/9 1115118 12651/2 1265111!11151/2!1265118!11851/2 3D3D3D3 8D0D33D: /1871 21/10

&U=396 3095399 3625369 3625309!3695309!3625399!3695399 3D3D3D3 0D8D9D31 81116 211/9

,=33382 3185318 3115311 3115318 3 1: 5 5
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续表 '

家系

U=<>0R

多重 6-$

<@0L>V02B

位点

0/D@?

母本

U2<=02

父本

<=02

子代基因型

S2A/LRV2?/UVN/S2AR

期望比

2BV2DL2P

N=L>/

观测比

/3?2NM2P

N=L>/

$

1

!

U: <@0L>V02B ?2L3 &U=2:9 1/951/9 1/95182 1/951/9!1/95182 3D3 37D36 212/1 21970

&C3281 1225121 3965396 3965122!3965121 3D3 39D3/ 21926 21/6:

&C32// 3785379 3625362 3785362!3795362 3D3 30D33 31196 21170

<@0L>V02B ?2L1 &U=3:/ 1165116 1/251/2 11651/2 3 13 5 5

&C3206 39953:6 3:253:6 39953:2!39953:6!3:253:6!3:653:6 3D3D3D3 :D9D33D2 321222 2123:

&C3216 3625369 3625362 3625362!3625369 3D3 30D33 31196 21170

<@0L>V02B ?2L/ &U=298 1625168 1085A@00 1625108!1625A@00!1685108!1685A@00 3D3D3D3 0D9D9D0 213// 21:99

&U=21: 1295129 1295111 1295129!1295111 3D3 31D39 31122 2110/

&C3211 3:95122 1225122 3:95122!1225122 3D3 30D3/ 217// 21867

<@0L>V02B ?2L8 &U=2/9 1115116 1395139 1395111!1395116 3D3 36D38 213// 21037

&U=396 3695A@00 3665A@00 3665369!3695A@00!3665A@00!A@005A@00 3D3D3D3 :D:D7D9 31/90 2102:

,=33382 3795A@00 A@005A@00 3795A@00!A@005A@00 3D3 33D12 1163/ 21326

U32 <@0L>V02B ?2L3 &U=2:9 1/951/9 11851/9 11851/9!1/951/9 3D3 30D38 211:2 217:2

&C3281 1215126 1295129 1215129!1265129 3D3 30D38 211:2 217:2

&C32// 3985A@00 3025A@00 3025398!3985A@00!3025A@00!A@005A@00 3D3D3D3 32D0D0D0 21903 219/1

<@0L>V02B ?2L1 &U=3:/ 1265139 3:15121 3:15126!1215126!3:15139!1215139 3D3D3D3 32D6D0D9 3131: 21002

&C3206 A@005A@00 3925392 3925A@00 3 /3 5 5

&C3216 3625362 3625369 3625362!3625369 3D3 33D12 1163/ 21326

<@0L>V02B ?2L/ &U=298 1725A@00 1625102 1725162!1725102!1625A@00!1025A@00 3D3D3D3 :D6D8D: 11703 2186/

&U=21: 1395A@00 1295118 1295139!1395118!1295A@00!1185A@00 3D3D3D3 6D9D:D9 2163/ 219:/

&C3211 3:15121 1215121 3:15121!1215121 3D3 30D38 211:2 217:2

<@0L>V02B ?2L8 &U=2/9 1:25/22 1:25/22 1:251:2!1:25/22!/225/22 3D1D3 8D:D: /1222 2111/

&U=396 3985119 3:65119 39853:6!3985119!3:65119!1195119 3D3D3D3 30D3D3D31 17131:

21222

"

,=33382 3/95389 3/85378 3/853/9!3/95378!3/85389!3895378 3D3D3D3 :D8D9D9 112/8 21767

U33 <@0L>V02B ?2L3 &U=2:9 1/951/9 1/951/9 1/951/9 3 11 5 5

&C3281 3095122 3:853:8 30953:8!3:85122 3D3 6D: 21622 218/:

&C32// 3885379 3795379 3885379!3795379 3D3 9D: 2127: 21929

<@0L>V02B ?2L1 &U=3:/ 12951/9 1295111 1295129!1295111!12951/9!11151/9 3D3D3D3 7D8D8D8 21306 21:93

&C3206 3:853:9 39253:8 39253:8!3:853:8!39253:9!3:853:9 3D3D3D3 1D6D/D8 11/// 21726

&C3216 3695369 3625301 3625369!3695301 3D3 32D7 31660 213:0

<@0L>V02B ?2L/ &U=298 1/65166 1785166 1/65178!1/65166!1785166!1665166 3D3D3D3 1D0D8D6 /1327 21/06

&U=21: 1295132 1295132 1295129!1295132!1325132 3D1D3 0D33D1 11022 2117:

&C3211 A@005A@00 3:253:2 3:25A@00 3 12 5 5

<@0L>V02B ?2L8 &U=2/9 1315131 1315131 1315131 3 11 5 5

&U=396 3815366 3665301 3815366!3815301!3665366!3665301 3D3D3D3 8D7D6D3 /1722 21/13

,=33382 3825382 3/153/1 3/15382 3 18 5 5

U31 <@0L>V02B ?2L3 &U=2:9 1/651/6 1/25182 1/251/6!1/65182 3D3 30D38 211:2 217:2

&C3281 1365136 1225A@00 1225136!1365A@00 3D3 30D38 211:2 217:2

&C32// 3025A@00 3695A@00 3695302!3025A@00!3695A@00!A@005A@00 3D3D3D3 6D33D9D6 11363 21782

<@0L>V02B ?2L1 &U=3:/ 1/25108 1/251/2 1/251/2!1/25108 3D3 0D30 81360 21283

&C3206 3:85122 3:85128 3:853:8!3:85128!3:85122!1225128 3D3D3D3 0D3/D/D9 61789 21299

&C3216 3015301 3625369 3625301!3695301 3D3 37D37 21222 31222

<@0L>V02B ?2L/ &U=298 1165182 11651/2 1165116!11651/2!1165182!1/25182 3D3D3D3 0D6D0D6 21378 21:97

&U=21: 1295129 1295129 1295129 3 /2 5 5

&C3211 3:653:9 3:953:9 3:653:9!3:953:9 3D3 38D36 213// 21037

<@0L>V02B ?2L8 &U=2/9 1125116 1125A@00 #1125112 B1125A@00$!1125116!1165A@00 1D3D3 39D0D7 31860 21892

&U=396 3925399 3985A@00 3925398!3925A@00!3985399!3995A@00 3D3D3D3 /D:D0D33 81660 213:9

,=33382 3/95386 3/95386 3/953/9!3/95386!3865386 3D1D3 :D31D7 31/97 21722

注!

"

偏分离的基因型分离比#!<2123$ (

%/L2?!8/0P2P !7M=0@2?>AP>D=L2S2A/LRV>DN=L>/?LQ=LP/ A/LD/AU/N<L/ E2AP20>=A ?2SN2S=L>/A#!<2123$1
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/4讨论

微卫星中的无效等位基因是指不能被 6-$

扩增的等位基因"可能由引物结合部位的点突变+

插入或缺失引起( 软体动物中微卫星标记扩增时

出现扩增失败的无效等位基因"是海洋贝类中普

遍存在的现象( 例如"EDI/0PN>DO 等
)//*

报道了在

太平洋牡蛎中"发现 /011J的微卫星位点基因型

出现偏分离( E=N?Q=00等
)/8*

提出无效等位基因

的出现可能会对家系鉴定结果有一定影响( 因

此"在实际家系鉴定中应尽量避免使用无效等位

基因频率过高的微卫星位点( 在本实验中"通过

分析位点在家系内的孟德尔分离模式"得到的

706 个等位基因中"有 63 个#3216J$无效等位基

因"无效等位基因的比例与之前 '>等
)/7*

在皱纹

盘鲍的 76 个亲本等位基因中" 发现有 6 个

#3210J$含有无效等位基因的结果基本一致(

在许多海洋贝类中"经常会出现偏分离的微

卫星等位基因"这似乎是海洋贝类中一个普遍存

在的现象( 偏分离可能是由以下几个因素引起"

包括隐性致死基因+取样或基因型判读错误

等
)/6*

( 在皱纹盘鲍中"'>等
)/7*

报道了生长两年

的成鲍微卫星偏分离比例为 3210J"而 %>2等
)/0*

在用皱纹盘鲍幼虫进行着丝粒作图的研究中没有

发现偏分离的位点( 本实验中"在考虑到无效等

位基因存在的情况下"仅发现 9 个 #716J$基因

型分离比偏离孟德尔分离定律( 可见"为了减少

或排除偏分离位点的影响"利用海洋贝类的幼虫

进行家系分析是一种有效可行的方法(

家系鉴定中所需要的位点数量"取决于标记

的总体信息量#平均多态信息含量$+排除能力的

高低以及亲本和子代的数量
)/9*

( 同时"%/NN>?

等
)/9*

还指出鉴定成功率不仅与微卫星的多态性

和标记数量有关"而且也与所选择群体可能的配

对亲本数有关( 在实际应用过程中"出现的基因

型错误"无效等位基因"偏分离以及随机等位基因

与实际突变的关联等都会严重影响家系鉴定的效

率
)/:*

( 在本实验中"仅用 1 组微卫星多重 6-$

组合#<@0L>V02B ?2L8 和其余任意一组$"就可达到

322J的实际鉴定结果( 可能与这 8 组微卫星多

重 6-$组合在 31 个家系中具有较高的多态信息

含量"而且与亲本数量有限#31 个父本和 31 个母

本$有关( 因此"在大批量的家系材料分析中"可

能需要更多的多重 6-$组合才能使鉴定率达

到 322J(

综上所述"皱纹盘鲍微卫星多重 6-$技术的

开发以及在家系鉴定中的应用表明"这 8 组多重

6-$可以作为有用的遗传工具用于家系重建+亲

子鉴定+群体遗传分析以及种群资源管理等研究(
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