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摘要! 为发掘三疣梭子蟹
#

型微卫星标记!实验运用生物信息学方法!从 %-K)数据库已公

开的 4/ :87 条三疣梭子蟹 ,*N序列中搜索微卫星位点$ 结果显示!共搜索到 280 个微卫星

位点!其中主要为二核苷酸重复序列"40/ 个# !占总数的 131/C&其次为三核苷酸重复序列

"0: 个# !占总数的 2017C&四%五%六核苷酸重复位点较少&在二核苷酸重复位点中!&-6

SN重复位点最为丰富!占二核苷酸重复位点总数的 7/18C!&S6-N重复次之!占二核苷酸

重复位点总数的 /013C!&N和 S-重复较少$ 挑选 49 个
#

型微卫星标记在野生三疣梭子

蟹群体中进行多态性检测!发现 8 个位点呈多态性!平均多态信息含量"!8E#和平均遗传杂

合度"7#分别为 3170 和 311/$ 其中 1 个多态性位点的 !8E值大于 317!呈现较高多态性特

征$ 研究表明!基于三疣梭子蟹 ,*N数据发掘
#

型微卫星标记的方法切实可行$ 本研究发

掘的
#

型微卫星标记将为三疣梭子蟹遗传多样性评估%遗传连锁图谱构建和 DN'分析提供

有效的分子标记$

关键词! 三疣梭子蟹& 微卫星标记& 多态信息含量

中图分类号! D087& *:4019 55555555文献标志码'&

55

#

型微卫星标记"即位于基因组外显子区域

的简单重复序列"是微卫星标记#9;BI/E:F400;F4$中

的重要成员+ 相比
"

型微卫星标记而言#位于基

因组内含子区简单重复序列$"

#

型微卫星除具

有多态性高(共显性遗传(符合孟德尔分离方式等

微卫星标记共有的优点外
)4*

"还具有其独特的(

极具应用价值的特点!

#

型微卫星为功能基因提

供直接的分子标记"其多态性能够更好地解释个

体的性状差异
)2 6/*

'

#

型微卫星标记具有更好的

种间通用性
)9*

"利于标记的种间通用以及种间比

较作图等研究'在物种 ,*N序列数据丰富的前提

下"

#

型微卫星发掘相对便捷+ 因此"该标记被广

泛应用于水生生物种质资源管理(遗传多样性分

析(品系鉴定(遗传连锁图谱构建和 DN'定位分

析等各个领域
)7 644*

+

随着新一代测序技术的发展",*N数据库序

列日益丰富"为
#

型微卫星标记的发掘(利用提

供契机+ 目前 %-K)数据库中已公布多种水生

动物 ,*N序列"很多经济水生生物已经利用公

开的 ,*N序列发掘
#

型微卫星标记"其中鱼类

包 括 鲤 # E*A$%</+ '#$A%, $

):*

( 草 鱼

# E)-<,A(#$*<B,4,< %4-22# $

)42*

( 斑 点 叉 尾

# 8')#2/$/+ A/<')#)/+$

)4/*

( 鳕 # K#4/+ &,$(/#

'1$

)49*

( 鲑 # J#2&, +#2#$'1$

)47*

( 半 滑 舌 鳎

#E*<,B2,++/++-&%2#-D%+$

)7*

等"甲壳类包括中国

明对虾#I-<<-$,A-<#-/+'(%<-<+%+$

)41*

(凡纳滨对

虾 # "%),A-<#-/+ D#<<#&-%$

)40*

( 斑 节 对 虾

#!-<#-/+&,<,4,<$

)44*

等"贝类包括栉孔扇贝

# E(2#&*+3#$$-$%$

)8*

( 海 湾 扇 贝 # C$B,A-')-<

%$$#4%#<+$

)48*

( 太 平 洋 牡 蛎 # E$#++,+)$-#

B%B#+$

)4:*

等"为进一步了解和利用水生生物
#

型微卫星标记提供数据和参考+
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三疣梭子蟹#!,$)/</+)$%)/1-$'/2#)/+$隶属于

甲壳纲 #-I2EF:B4:$(十足目 #54B:O/A:$(梭子蟹

科#7/IF23;A:4$(梭子蟹属 #7/IF232E$"是我国重

要的渔业捕捞对象和海水养殖对象
)23*

+ 为更好

的研究三疣梭子蟹遗传背景(种质资源及群体多

样性"不少学者已通过基因组文库测序
)24*

(微卫

星富集文库
)22*

等方法发掘三疣梭子蟹
"

型微卫

星标记"并对其进行特征及多态性评估+ 然而有

关三疣梭子蟹
#

型微卫星标记少有报道"仅崔朝

霞等
)2/*

从 9:9 个 ,*N序列中发掘出 /4 个三疣梭

子蟹
#

型微卫星标记"其中 8 个呈多态性+ 由于

其所用的 ,*N序列较少"得到的
#

型微卫星标记

数量有限"难以从整体上评价三疣梭子蟹
#

型微

卫星标记的特征+ 因此"本实验基于 %-K)数据

库公开的 4/:87 条三疣梭子蟹 ,*N序列"运用生

物信息学方法"大量发掘三疣梭子蟹
#

型微卫星

标记"分析其序列特征并评估其多态信息含量和

杂合度"评价基于三疣梭子蟹 ,*N数据发掘
#

型

微卫星标记的可行性"为三疣梭子蟹遗传多样性

评估(遗传连锁图谱构建和 DN'分析提供有效分

子标记+

45材料与方法

!"!#三疣梭子蟹 QE+序列的获取

从 %-K)数据库中下载 ,*N序列" 利用

5%&*N&$软件包中的 E4T9:3 软件对原始的

,*N序列进行去载体"获得 B04:3 ,*N"并对其进

行聚类拼接"获得非冗余的 ,*N+

!"$#微卫星分子标记的发掘

参考 李  等
)42*

研 究 方 法" 使 用 N:3A49

I4O4:FEJ;3A4IR913 软件
)29*

对 ,*N进行微卫星发

掘+ 序 列 比 对 打 分 规 则 :0;?3943FO:I:94F4IE

#9:FBG"9;E9:FBG";3A40$!2"0"0'目标序列最小得

分 #9;3;929 :0;?3943FEB/I4F/ I4O/IFI4O4:FE$!

23'允许的最大核苷酸重复类型#9:Z;923 O4I;/A

E;<4$!43+ 选取重复单元为二核苷酸至六核苷

酸"重复次数不少于 7 次的微卫星位点进行相关

统计分析+

!"(#微卫星序列引物设计

根据
#

型微卫星高度保守的侧翼序列设计

7-$引物+ 引物设计遵循以下原则!引物长度

为 48 >/3 HO'5

9

值为 93 >13 M'7-$目的片段

长度为 433 >933 HO'引物内少于 / 个核苷酸的

互补"引物间避免 / 个以上连续的核苷酸配对+

引物由生工生物工程 #上海 $ 股份有限公司

合成+

!")#试验群体及基因组 %&'制备

2343 年 43 月"从胶州湾采集三疣梭子蟹 /3

只+ 运回实验室后"采用苯酚 6氯仿 6异戊醇方

法迅速提取大鳌肌肉基因组 5%&"318C琼脂糖

凝胶电泳检测"于 623 M保存备用+ 具体 5%&

提取方法参考戴艳菊等
)27*

+

!"*#NIR扩增与电泳检测

7-$反应体系 # 43

!

'$ !基因组 5%&# 23

3?6

!

'$317

!

''43 ?K2JJ4I4

!

''A%N7混合物

#217 99/06'$318

!

''正向引物 # 43

!

9/06'$

319

!

''反向引物 # 43

!

9/06'$ 319

!

''5#6

5%&聚合酶 # 7 #6

!

'$ 3137

!

'' AA+

2

" 1187

!

'+ 7-$反应程序!:9 M预变性 7 9;3'扩增 /7

个循环#:9 M变性 /3 E"退火 /3 E"02 M延伸 /3

E$ '02 M延伸 7 9;3'9 M保存+ 7-$产物经 8C

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测"电泳后用

43C的醋酸浸泡 317 G"417C的硝酸银染色 /3

9;3"显色液#甲醛"硫代硫酸钠"无水碳酸钠$显

色 43 9;3+

25结果

$"!#微卫星的丰度

从 %-K)下载 4/ :87 条 ,*N序列"经过拼接

获得 2 142 条 23;?434+ 在上述 23;?434中共搜索

到 280 个微卫星位点"表明三疣梭子蟹 ,*N微卫

星丰度为 4413C #28062142$+ 核心序列为二核

苷酸至六核苷酸"重复次数不少于 7 次"其中 420

个#991/C$微卫星位点属于没有插入删除或错

配的完美型微卫星位点+

$"$#微卫星的类型

三疣梭子蟹 ,*N微卫星位点主要为二核苷

酸重复序列"280 个微卫星位点中共有 40/ 个位

点为二核苷酸重复序列"占总数的 131/C'其次

为三核苷酸重复序列"共有 0: 个位点"占总数的

2017C'四核苷酸(五核苷酸和六核苷酸重复序列

则出现较少#图 4$+ 微卫星位点核心序列重复次

数的分析显示"大多数位点的重复次数为 43 >

/3"占总数的 181/C+ 随重复次数的增高"位点

数依次减少+ 平均重复次数为 27 次 #图 2$+ 在

二核苷酸重复类型中"出现最多的是 &-6SN类

048
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型"共有 :/ 个位点"占总数的 7/18C'其次为

&S6-N类型"共 19 个位点"占总数的 /013C'而

&N与 S-类型均较少出现#图 /$+

图 !#微卫星位点类型"核苷酸碱基数目#分布

A/>"!#%/341/-;4/2<298/0123,4566/454@753

"-,35=2<751/2=3/B5#

图 $#微卫星位点类型"重复次数#分布

A/>"$#%/341/-;4/2<298/0123,4566/454@753

"-,35=2<1575,4<;8-51#

图 (#二核苷酸型微卫星位点碱基类型分布

A/>"(#%/341/-;4/2<29=/<;06524/=58/0123,4566/453

$"(#微卫星的多态性检测

选取 49 个完美型二核苷酸重复序列微卫星

位点进行多态性检测"所选位点核心序列重复次

数在 44 >10 次之间#表 4$+ 在三疣梭子蟹胶洲

湾野生群体#/3 只$中的多态性检测结果显示":

个座位获得清晰扩增条带#图 9$"其中 8 个座位

呈现多态性"占检测位点总数的 7014C#图 7$+ 8

个多态性位点在测试群体中共检测到 // 个等位

基因"位点平均等位基因数为 914/+ 这些多态性

位点的平均多态信息含量#!8E$(平均遗传杂合

度#7$和平均有效等位基因数#0

4

$分别为 3170(

311/和/14 "其中1个位点的!8E值都大于317 "

呈现高度多态性特征#表 2$+ 利用 *7**4/13 软

件对所选位点核心序列重复次数和!8E值进行相

关性分析"结果显示所选位点核心序列重复次数

与 !8E值不存在相关性#!A3137$+

表 !#微卫星位点遗传参数

+,-"!#K5<54/0C,6;5329,66620/

位点

0/B2E

平均等位

基因数

:R4I:?4:00404

#0

:

$

平均有效

等位基因数

:R4I:?44JJ4BF;R4

329H4IE/J

:00404#0

4

$

平均观测

杂合度

:R4I:?4/HE4IR4A

G4F4I/<=?/E;F=

#7

/

$

平均期望

杂合度

:R4I:?44ZO4BF4A

G4F4I/<=?/E;F=

#7

4

$

平均多态

信息含量

O/0=9/IOG;B

;3J/I9:F;/3 B/3F43F

#!8E$

所在 ,*N的

%-K)注册号

%-K)I4?;EFI:F;/3

329H4I/J,*N

OFD701 /133 2110 317: 3119 3177 SW93393714'SW/::/8414

OFD2:4 9133 /11: 4133 3109 3118 SN778//414'SN77017914

OFD749 7133 91// 31:1 310: 310/ S,91844114'S,9184:14

OFD718 2133 4122 3123 3148 3141 S,91842014'SW93300414

OFD1/9 9133 2114 4133 311/ 3179 SW/::90714'SW/::94/14

OFD882 7133 /107 4133 3107 311: SN778/7:14'S,/92:/114

OFD:32 /133 2141 3102 3177 319/ SN7702/014'SN77078:14

OFD:30 0133 919/ 31:2 310: 3109 SN71932814'SN71972314

OFD//: 4133 4133 3133 3133 3133 SW/:083/14'SW9348:/14

848
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图 )#所选 !) 个
!

型微卫星标记的琼脂糖电泳图

A/>")#'>,1235>5656504127?2153/3921

!) 4@75

!

8/0123,4566/458,1L513

41OFD718' 21OFD749' /1OFD:30' 91OFD:32' 71OFD//:' 11OFD

882' 01OFD2:0' 815'D2333' :1OFD92' 431OFD//0' 441OFD2:4'

421OFD781' 4/1OFD8:8' 491OFD701' 471OFD1/91

图 *#两个
!

型微卫星在 !D 个个体中的

聚丙烯酰胺凝胶电泳图

A/>"*#N26@,01@6,8/=5>5656504127?2153/3921

$ 8/0123,4566/458,1L513/<4?5

!D /<=/C/=;,63

表 $#多态性检验的微卫星位点

+,-"$#./0123,4566/453/4533565045=921726@8217?/38 534/8,4/2<

位点

0/B2E

注释

:33/F:F;/3

重复类型

#F=O4$ 3/1

正向引物

J/I>:IA OI;94I

反向引物

I4R4IE4OI;94I

长度6HO

043?FG

退火温度6M

:334:0;3?

F49O4I:F2I4

OFD749 %/34

#&-$

2:

&NS-&SNS&&NSS&S&N-& NN-N-&&N&S-NNNN&NNSN&S- 4:0 74

OFD718 %/34

#-&$

20

S&--&&-&SS-S&--S&S &S--S-NN---S&S&NN- 429 7:

OFD:30 %/34

#NS$

24

-SSN&&S&N-&--&-&&- -&S&&&S&&&&N-&&S-& 219 90

OFD:32 %/34

#SN$

23

-&&&SS-&S-&S-&--&S &NS-&S--&S&SSS&&-S 2:1 78

OFD//: %/34

#N-$

41

-&-N&SS&&&&SS&&-SS N-&-S&&&S&-NSS&S&-& 298 73

OFD882 B8I4:BF;R4OI/F4;384

#NS$

4/

&&S&----S&SS&&S&S- S-&&SS-&N&N--&&-&N 4:/ 7/

OFD2:0 %/34

#NS-$

44

SN-NN-S--NN&SN-&SN N-NNN&NNNSNN---&&&S 212 90

OFD92

B=F/BGI/94B

/Z;A:E4E2H23;F;

#-N$

10

&&&S-N-SN&NS&-SNNN- &&NNNS&SNS--&NS&&S& 210 73

OFD//0 %/34

#&-$

73

NS--NSNNNN-&NNN&NNN- S&NN&&S&NNNSN&&-NNNSSNS 241 73

OFD2:4 G=O/FG4F;B:0OI/F4;3

#&-$

94

&N&NNNNS-N&--NNNN-S& -&---NS&-&&N-N&NSS- /99 7417

OFD781 %/34

#S&$

/1

-NS&&-&SNSSS&S&&&NS -N&N&SS-&&SSSN&&-S& 29: 73

OFD8:8

B8F=O404BF;3 A/9:;3

J:9;0= 2 949H4I:80;L4

#&-$

/7

-&S&-&&SSNS-&&&SN-& -&&-&&--&-SS-&&&S- //2 79

OFD701 %/34

#&S$

/9

--&NNS--&N-&--&N-& NSNS-SNS&-NNNS-S&- /32 7717

OFD1/9 %/34

#-&$

//

N-&&N&&&SNNN-&S-SNSNN NNS--NNSNNNSN&NSNS- 40/ 7217

/5讨论

#

型微卫星标记作为具有应用前景的分子标

记"相比其他分子标记而言具有自身独特的优点"

已被应用于水生生物研究的多个领域
)21*

+ 本研

究利用 %-K)数据库中已公开的三疣梭子蟹 ,*N

序列"结合基于 W;3A/>E系统的生物信息分析软

件"大量发掘三疣梭子蟹
#

型微卫星标记"并利用

胶州湾野生群体三疣梭子蟹材料对其进行多态性

检验"为三疣梭子蟹
#

型微卫星标记更好的发掘

和利用提供依据和参考+

("!#三疣梭子蟹QE+序列微卫星丰度及特征分析

本研究的数据显示"三疣梭子蟹 ,*N中微卫

星位点的丰度为 4413C+ 与相关研究资料比较

发现"三疣梭子蟹
#

型微卫星位点的丰度和一些

水产动物的丰度非常相似"如草鱼为 4311C

)42*

"

河豚#I/B/ $/1$%A-+$为 4417C

)20*

"斑节对虾为

4/10C

)44*

'但与另外一些水产动物的丰度存在显

著差异"如中国明对虾为 212C

)41*

"海湾扇贝为

/1:C

)48*

+ 这表明水生生物,*N序列中
#

型微卫

星的丰度具有较高的物种特异性+

对三疣梭子蟹
#

型微卫星标记的特征分析发

现"二核苷酸重复类型的分布最为丰富"占总数的

131/C"其次为三核苷酸重复序列"四(五(六核苷

酸重复位点较少+ 一般认为"动物
#

型微卫星以

二核苷酸重复类型为主"而大多数植物的
#

型微

卫星则以三核苷酸重复类型为主
)28 62:*

+ 在二核

苷酸重复位点中"&-6SN重复位点最为丰富"

&S6-N重复次之"&N和 S-重复较少+ 这一研

究结果同宋来鹏等
)24*

对三疣梭子蟹基因组微卫

:48
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星特征分析的研究结果非常相似"说明在三疣梭

子蟹中"

#

型微卫星标记和
"

型微卫星标记具有

相似的特征+

("$#三疣梭子蟹
!

型微卫星标记多态性分析

本实验挑选 49 个微卫星标记进行多态性分

析"其中 : 个座位成功扩增出清晰的目的条带"其

余 7 个未得到清晰条带+ 相似的结果也在凡纳滨

对虾和中国明对虾中发现
)41 640*

"这种现象一般认

为是由于所设计的引物在基因组上跨过内含子所

造成
)41*

+ 用这 : 个
#

型微卫星在含 /3 只胶州湾

野生三疣梭子蟹的群体中进行多态性检测结果显

示!8 个微卫星为多态"平均多态信息含量#!8E$

为 3170"呈现较高多态性特征+ 本结果同韩智科

等
)22*

通过富集文库法发掘
"

型微卫星标记和崔

朝霞
)2/*

等通过 ,*N数据发掘
#

型微卫星标记在

三疣梭子蟹野生群体中进行多态性检测的结果大

致相似"所检测的多态微卫星标记大多呈现较高

的 多 态 性+ 本 实 验 中 多 态 微 卫 星 的 比 例

#7014C$显著高于以上两研究的结果#2:11C和

2718C$"然而在平均多态信息含量上"本实验结

果均低于以上研究结果#分别为 3184 和 3108$+

造成这一结果的原因可能有三点!第一"不同实验

采用不同的三疣梭子蟹群体"不同群体间遗传多

样性可能会有差别'第二"不同实验选用的微卫星

标记重复类型以及重复次数不同"而这些微卫星

序列特征与多态性相关'第三"由于
#

型微卫星引

物来自高度保守的 5%&转录区"其揭示的多态

性在理论上应低于基因组微卫星标记
)/3*

+

另外"实验对核心序列重复次数和 7)-值进

行相关性分析"发现所选三疣梭子蟹
#

型微卫星

标记核心序列重复次数与多态性信息含量不相

关+ 类似结果在中国明对虾中也曾报道
)/4*

+ 一

般认为微卫星位点的重复拷贝数目影响位点多态

性"重复次数高的微卫星在种群中会表现出较高

的多态性
)/2*

+ 本结果与这一理论不符"推测有以

下两个原因!第一"所选位点较少"可能无法代表

所有位点的特征'第二"所选座位的重复次数在

47 >77 次之间"并没有涵盖更低或更高的重复次

数"并且重复次数也不具连续性"因此"只能代表

部分重复次数与 7)-值之间的相关性结果+

感谢中国海洋大学贾舒雯同学在本实验中给

予的帮助!感谢上海海洋大学隋延鸣同学在实验

材料收集上给予的支持"
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