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摘要! 为了提高长牡蛎遗传图谱上的微卫星标记密度!实验采用 1 个家系图谱间的共有微

卫星标记作为锚定标记!构建了长牡蛎的整合图谱$ 该整合图谱共有 414 个微卫星标记!

覆盖 43 个连锁群!图谱长度和平均间距分别为 14719 和 /18 BP$ 各连锁群的标记数介于

43 >29 个之间!连锁群长度为 901/ >0/1/ BP!是目前密度最高的长牡蛎微卫星图谱$ 不

同作图家系连锁群上的标记分组保持一致!但标记顺序出现差异!可能与长牡蛎自然群体

中存在大量的染色体重排现象有关$ 结果表明!该图谱可以为今后长牡蛎的遗传育种研究

提供新的遗传工具$

关键词! 长牡蛎& 微卫星& 整合图谱& 染色体重排& 共显性标记

中图分类号! D087& *:401955555555 文献标志码'&

55长牡蛎#E$#++,+)$-# B%B#+$又称太平洋牡蛎"

是一种广泛分布于世界各地的海水养殖贝类"具有

重要的经济价值+ 但是"目前养殖的长牡蛎遗传基

础仍然多为野生型+ 近年来"随着养殖规模的扩

大"长牡蛎的种质也出现退化"表现为养殖的长牡

蛎出肉率低(形态不规则及肉质不好等"严重影响

长牡蛎养殖业的发展+ 因此"亟需培育出产量高(

品质好的长牡蛎优良品种"保证长牡蛎养殖产业的

可持续健康发展
)4*

+ 世界上许多地区已开展了长

牡蛎的人工选育工作"但是传统选育工作耗时长(

劳动量大"且表型易受环境影响"使得选育精准度

偏低
)2*

+ 现代分子标记的应用将加快该物种的分

子育种进程"遗传图谱的构建是基因组研究中的重

要环节"是基因定位与克隆以及基因组结构与进化

研究的基础"其最重要的应用是数量性状位点定位

#T2:3F;F:F;R4FI:;F0/B;"DN'$和分子标记辅助育种

#9:IL4IE8:EE;EF4A E404BF;/3"P&*$

)2 69*

+

扩增片段长度多态性 # :9O0;J;4A JI:?943F

043?FG O/0=9/IOG;E9E"&('7E$ 和微卫星 #E;9O04

E4T243B4I4O4:FE"**$E$标记已先后应用于长牡蛎

遗传图谱的构建+ 相比于其他分子标记"&('7

技术不需要预知扩增片段的序列信息"可以快速

低成本地产生大量的分子片段"但是该标记为显

性标记"在不同的家系和实验室之间的通用性较

差
)7*

+ 微卫星标记具有共显性(多态性丰富以及

良好的可重复性等优点"可以在不同的家系间通

用"是一种理想的锚定标记
)1*

+

近几年"经过多个实验室的努力"已完成 9 个

长牡蛎的遗传图谱
)2"7"0 68*

+ 但是"长牡蛎的遗传

图谱仍然存在着以 &('7显性标记为主(缺乏共

显性标记以及图谱分辨率较低等问题+ 其中"

S2/ 等
)2*

采用 &('7和 **$标记相结合的方法

构建的长牡蛎性别平均图谱"标记密度最高"覆盖

度最大'但是"图谱上的 **$标记也仅为 431 个+

其他的遗传图谱标记数量均较少"覆盖率较低+

长牡蛎遗传图谱上共显性标记的缺乏"限制了其

重要经济性状基因定位研究的开展+ 与单个家系

的连锁图谱相比"整合图谱将大量标记定位到一

个图谱上"提供标记在基因组上的相对位置"为染

色体重排"基因重复等现象的存在提供了证

据
):*

+ 许多物种的整合图谱已经被构建"如黑

麦
)1*

(苜蓿
)43*

(鸡
)44*

(大豆
)42*

等+ 目前"一些水
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产动物"如罗非鱼
)4/*

"草鱼 # E)-<,A(#$*<B,4,<

%4-22#$

)49*

"斑节对虾 #!-<#-/+&,<,4,<$

)47*

等也

构建了整合图谱+

为了获得密度更高"覆盖率更大"通用性更好

的长牡蛎图谱"实验通过整合目前已有的 1 个作

图家系的微卫星基因型数据"构建了长牡蛎基于

微卫星标记的整合图谱+

45材料与方法

!"!#作图家系

4个作图家系的微卫星数据来自我们以前的

长牡蛎图谱构建研究"另外 7 个作图家系的微卫

星标记数据分别取自 +2H4IF等
)0*

和 70/2?G 等
)41*

的 研 究 结 果" 并 由 美 国 南 加 州 大 学 5433;E

+4A?4B/BL 教授提供微卫星分离原始数据+ 1 个

作图家系用于该整合图谱的构建!#4$/ 个作图家

系来自 +2H4IF等
)0*

的 (

2

群体"分析的个体数量

分别为 488":9 和 488 个体'#2$4 个作图家系为

第二代人工选育的中国#

"

$和日本#

#

$群体杂

交获得的 (

4

群体"共 8/ 个体
)2*

"#/$2 个作图家

系为 70/2?G 等
)41*

的 (

2

家系"分别包含 9: 和 :9

个体#表 4$+

表 !#构建太平洋牡蛎整合图谱的 J 个作图家系的信息

+,-"!#E;88,1@ 294?53/T 8,77/<> 9,8/6/53;35=42 02<341;044?502<35<3;38,7298"9*9'.

家系

J:9;0=

亲本

O:I43FE

群体设计

O/O20:F;/3 A4E;?3

作图群体大小

O/O20:F;/3 E;<4

图谱

9:O I4J4I43B4

(

2

84

#0 ?:$ ?#2 ?7$

(

2

488 )0*

(

2

82

#2 ?7$ ?#0 ?:$

(

2

:9 )0*

(

2

8/

#0 ?1$ ?#7 ?2$

(

2

488 )0*

(

2

89

91 ?43 1D44

(

2

:9 )41*

(

2

87

74 ?/7 1D44

(

2

9: )41*

(

4

84 -G;3:(

2

?!:O:3 (

4

8/ )2*

!"$#微卫星标记

所有在 1 个家系中产生分离的微卫星标

记
)2"0"41*

均用于整合图谱的构建+ 根据在父母本

中出现的等位基因数量"4B4B4B4"4B2B4 和 4B4 /

种基因型标记用于遗传图谱的构建+ 其中"为简

化微卫星标记的名称"来自 D;等
)40*

的微卫星标

记"以%,)B3#&作为开头"按照标记出现的顺序"重

新命名为 ,)B3#34 >,)B3#/4+

!"(#整合图谱构建

采用 !;/3P:O 913 软件
)48*

"设置优势对数比

值 # 0/?:I;FG9 /J/AAE" '"5$ 为 /( 重 组 率

#I4B/9H;3:F;/3 I:F4"$,-$小于或等于 319+ 选用

Y/E:9H;函数分别构建了每个家系的性别平均连

锁图谱"并最终把所有家系数据整合获得整合图

谱+ 首先"逐个分析每个连锁群#0;3L:?4?I/2OE"

'SE$"单独构建了各家系的连锁图+ +2H4IF等
)0*

构建的遗传图谱采用 44 日龄幼虫作为作图材料"

图谱上的标记顺序受偏分离的影响最小+ 因此"

当标记顺序与其比较有显著差异时"采用软件中

的%J;Z4A /IA4I&功能进行了人工调整"或者将个

别标记剔除 #如带型不清晰的标记$"重新作图"

直到获得标记顺序较一致的稳定的整合连锁群为

止+ 然后"将不同家系连锁群上共有的 **$标记

作为锚定标记"通过 !;/3P:O 913

)48*

软件中的

%B/9H;34?I/2OEJ/I9:O ;3F4?I:F;/3&功能对其进

行整合+ 最后"用 P:OBG:IF

)4:*

绘制图谱+

25结果

$"!#各作图家系遗传图谱

1 个作图家系的微卫星分离数据经 !/;3P:O

913

)48*

软件分析后"获得的连锁图谱密度均较低"

标记数量介于 43 >43: 个之间"图谱长度为 70 >

777 BP"平均标记密度为 714 >:13 BP"形成的连

锁群数为 4 >44 个"标记间的最大间隔为 2912 >

9217 BP+ 除 (

2

84 和 (

4

84 之外"其余的家系产生

的连锁群数与长牡蛎的染色体单倍体数不一致

#表 2$+ (

4

84 家系形成的单个图谱饱和度最高"

且在第 9"1"0"8 等连锁群上形成了密集的标

记簇+

$"$#微卫星标记

89 个 **$标记为特有标记"即仅出现在一个

作图家系中+ 其中"7 个 (

2

家系的特有标记均较

少"(

4

84 家系中的特有标记最多+ 余下的 0: 个标

记出现在多个家系里#/8 个出现在 2 个家系中"

928
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/3 个出现在 / 个家系中"43 个出现在 9 个家系

中"4 个出现在 7 个家系中$ #表 /$+ 以共有标记

为锚定位点"通过对各作图家系的对应连锁群的

逐一整合"构建长牡蛎的整合图谱+

表 $#构建太平洋牡蛎整合图谱的六个家系连锁图谱信息

+,-"$#E4,4/34/03293/T 02872<5<48,73;35=42 02<341;044?502<35<3;38,7298"9*9'.

家系

J:9;0=

连锁群数

3/1/J'SE

标记数

3/1/J9:IL4IE

图谱长度6BP

9:O 043?FG

标记密度6BP

9:IL4IA43E;F=

最大间隔6BP

0:I?4EF?:O

(

2

84

43 70 971 813 /313

(

2

82

4 43 70 710 2912

(

2

8/

44 1/ /8/ 114 2117

(

2

89

1 20 412 113 2712

(

2

87

1 2: 21/ :13 /11/

(

4

84

43 43: 777 714 9217

表 (#不同家系图谱上的共有标记信息

+,-"(#E;88,1@ 29<;8-5129620/02882<-54F55<>5<54/08,73921=/99515<48,77/<> 9,8/6/53

家系

J:9;0=

图谱标记数

3/1/J

9:OO4A 0/B;

整合图谱标记数

3/1/J9:OO4A 0/B;2E4A

;3 B/3E43E2E9:O

和 < 个其他作图家系共有的标记

3/1/J9:IL4IE;3 B/99/3 >;FG < /FG4I9:OO;3? J:9;0;4E

< C3 < C4 < C2 < C/ < C9

(

2

84

70 70 1 4: 24 43 4

(

2

82

43 : 4 3 9 9 4

(

2

8/

1/ 12 8 4: 20 8 4

(

2

89

20 20 9 1 43 1 4

(

2

87

2: 20 / 42 44 / 3

(

4

84

43: 439 12 23 40 : 4

$"(#整合图谱

1 个家系图谱上 :818C#414641/$的微卫星

标记被连锁到整合图谱上+ 该整合图谱覆盖 43

个连锁群"图谱长度为 14719 BP"各连锁群的标

记数介于 43 >29 之间#表 9$"遗传距离在 901/ >

0/1/ BP之间+ 各连锁群的标记密度从连锁群 1

的 213 BP到连锁群 43 的 117 BP不等"平均标记

密度为 /18 BP+ 除连锁群 43 之外"其余 : 个连

锁群的最大标记间隔都在 43 BP以上"其中最大

的标记间隔出现在连锁群 : 上的 /'4EB489 和

/'4EB482 之间为 2/19 BP#图 4$+

表 )#太平洋牡蛎整合图谱上的基本信息

+,-")#E;88,1@ 294?502<35<3;38,7298"9*9'.

连锁群

0;3L:?4?I/2OE

标记数量

%/1/J9:IL4IE

遗传距离6BP

?434F;BA;EF:3B4

标记密度6BP

9:IL4IA43E;F=

最大间隔6BP

0:I?4EF?:O

4 4: 1117 /17 4/11

2 42 1011 711 4719

/ 40 0/1/ 91/ 4412

9 4/ 7914 912 4013

7 40 1812 913 4414

1 29 901/ 213 421:

0 40 7:14 /17 4110

8 47 781: /1: 401:

: 43 1917 117 2/19

43 40 771: /1/ 112

总共 414 14719 /18 2/19

728
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图 !#基于微卫星标记构建的太平洋牡蛎整合图谱

采用 7 个 (

2

家系和 4 个 (

4

家系构建整合图谱'通过 !;/3P:O 913 软件中的 %B/9H;34?I/2OEJ/I9:O ;3F4?I:F;/3&进行整合'选用

Y/E:3H;函数构建连锁图谱'整合图谱共包含 414 个微卫星标记"图谱长度为 14719 BP'被固定顺序的锚定位点用星号标注+

A/>"!#EERU-,35=02<35<3;38,7298"9*9'.

NG4B/3E43E2E0;3L:?49:O >:EA4R40/O4A 2E;3? J;R4(

2

9:OO;3? O/O20:F;/3E:3A /34(

4

O/O20:F;/31P:OO;3? A:F:>4I4@/;34A 2E;3? FG4

-/9H;34SI/2OEJ/IP:O )3F4?I:F;/3 J23BF;/3 /J!/;3P:O 9131NG4Y/E:9H;9:OO;3? J23BF;/3 H:E4A /3 I4?I4EE;/3 9:OO;3? >:E2E4A J/I

9:O B/3EFI2BF;/31NG4B/3E43E2E0;3L:?49:O B/3F:;3E414 **$9:IL4IE1NG4F/F:09:O 043?FG >:E14719 BP1(;Z4A /IA4I:3BG/I0/B;:I4

G;?G0;?GF4A ;3 :EF4I;EL1

55对比 1 个作图家系和整合图谱上的标记"标

记的分组在各图谱上保持一致+ 在 +2H4IF等
)0*

构建的遗传图谱中"/'4EB484 和 /'4EB233 这两

个标记组成的连锁对被划分成 'S43+ 但在基于

微卫星构建的其他图谱中" /'4EB484 和 #或 $

/'4EB233 被 连 锁 到 'S4 上
)2"8*

+ 在 实 验 中"

/'4EB484 和 /'4EB233 这两个标记也均被连锁到

'S4 的端部"表明这两个标记可能位于 'S4+ 整

128
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合图谱上的多数标记按照原有的位置被整合进

来"但是各连锁群上的标记顺序在不同的遗传图

谱上存在小区域内的差异#图 4$+

/5讨论

("!#微卫星标记

7 个 (

2

家系中的特有标记均较少"只有 (

4

84

家系中的特有标记数较多+ 但是"(

4

84 中的许多

特有标记形成了多个小的标记簇+ 小簇中的标记

之间高度连锁"有助于其整合到图谱中+ 单个家

系中的绝大多数标记 #:818C"414641/$被连锁

到整合图谱上"这可能主要是源于各家系图谱上

的标记间连锁程度均较强"而且锚定标记数量相

对比较多
)23*

+

("$#整合图谱

通过整合 1 个作图家系的基因型数据"构建

整合图谱"将大量微卫星标记连锁进一个图谱中+

与各家系的图谱相比"整合图谱的标记密度显著

提高"连锁群数与长牡蛎染色体单倍体数相一致

#表 2"表 9$+ 而且"与之前基于共显性标记构建

的长牡蛎图谱相比
)0 68*

"该整合图谱上的标记数

量增加了一倍"图谱的平均密度也提高了一倍"是

目前基于共显性标记所构建的密度最高的长牡蛎

连锁图谱#表 7$+

表 *#已发表的基于共显性标记构建的遗传图谱基本信息

+,-"*#E;88,1@ 297;-6/3?5=02U=28/<,<48,1L513-,35=>5<54/08,73

图谱类型

F=O4/J9:O

连锁群数量

3/1/J'SE

标记数量

3/1/J9:IL4IE

图谱长度6BP

9:O 043?FG

平均距离6BP

:R4I:?4A;EF:3B4

参考文章

9:O I4J4I43B4

雌性整合图 43 81 00317 4319 )0*

雄性整合图 43 88 14114 813 )0*

整合图 43 83 4 34117 4210 )8*

整合图 43 414 14719 /18 本实验 FG;EO:O4I

55同时"也应该注意到整合图谱上依然存在许

多较大的标记间隔"不同的连锁群平均标记密度

相差较大+ 这可能是由于标记数量依然较少(在

基因组上的分布不均匀(作图家系个体数量较少(

标记间隔内缺少多态性标记等因素造成的
)2*

+

随着越来越多长牡蛎基因组序列信息的获得
)24*

"

更多的共显性标记将被开发并补充到各连锁群上

去"这些问题将逐步解决+

在 +2H4IF等
)0*

构建的连锁图谱中"/'4EB484

和 /'4EB233 这两个标记组成的连锁对被划分成

'S43+ 但 是" 在 整 合 图 谱 上" /'4EB484 和

/'4EB233 两个标记被定位在 'S4 的端部"表明

连锁群上的标记划分更加合理+ 同时"各图谱上

标记的分组也保持一致"表明实验采用的作图参

数是合理的+ 整合图谱的构建为研究者提供了标

记在基因组上的相对位置+ 与已发表图谱相比"

整合图谱上的多数标记按照原先的相对位置被整

合进来"但是"需要指出的是基因组上一些区域的

标记顺序有差异"这可能主要是由于长牡蛎自然

群体中存在丰富的染色体重排现象"在不同作图

家系中"存在重组率异质性
)0*

+ 此外"使用不同

的作图软件和作图参数也会导致标记之间的距离

和 顺 序 出 现 差 异
):*

+ +2H4IF 等
)0*

采 用

P:O9:IL4I

)22*

软件构建 / 个家系的整合图谱+

S2/ 等
)2*

采用 !/;39:O

)48*

软件构建了 (

4

84 家系

的遗传图谱"而且使用的作图参数更加严格"另外

图谱中有大量的 &('7标记"可能对微卫星标记

顺序的确定也产生了影响+ 检测方法的精度较低

以及基因型读取错误等原因也会导致不同家系间

的标记顺序出现差异
)0"23*

+

整合图谱的构建为今后长牡蛎的遗传育种提

供了新的遗传工具+ 通过将多个群体的分子标记

和 DN'定位信息整合进一个图谱中"可以开展长

牡蛎的 P4F:8DN'分析"有利于 DN'精细定位(

图位克隆(不同家系 DN'整合比较分析等工作的

开展+ 此外"高密度整合图谱的构建有利于开展

基于连锁不平衡的 DN'定位分析"并为连锁不平

衡研究提供标记在基因组上的相对位置等重要

信息
)2/*

+
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