
!""#!

!

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

第 /0 卷第 1 期

2341 年 1 月 5

水5产5学5报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/11

&231" 2341

文章编号!4333 63748#2341$31 63194 637 4")!431/9215*61!142/41234111:3:9

收稿日期!2341734747555修回日期!2341732744

资助项目!国家自然科学基金 # /4492/:9 $ %国家 (八六三 )高技术研究发展计划 # 2342&&43&13/ $ %集美大学创新团队项目

#2343&32$

通信作者!刘贤德",79:;0!GM0;I;<9I1HMI1@A

大黄鱼微卫星多重 EDF体系的建立及其应用
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摘要! 利用本实验室开发的微卫星标记!通过优化退火温度"引物浓度"循环次数等条件!建立

了 / 组大黄鱼微卫星多重 6-$体系!每组包含 / 个微卫星位点!用 / 组微卫星多重 6-$分析

了一个大黄鱼选育群体!4734 的遗传多样性# 结果显示!该群体的平均等位基因为 421444!平

均有效等位基因为 91130!平均多态信息含量为 31017!平均观测杂合度和期望杂合度分别为

31028"31070!香农多样性指数为 21478# 运用-H3DI>/13 软件!对已知系谱关系的 : 个大黄鱼

家系及对应亲本进行了亲子鉴定分析!以验证 / 组微卫星多重 6-$在亲子鉴定中的准确性#

结果显示!使用该 / 组微卫星多重 6-$体系进行亲子鉴定准确率为 433Q# 大黄鱼微卫星多

重 6-$体系的建立为分析群体的遗传多样性"亲子鉴定和辅助家系管理提供了一种高效的技

术手段#

关键词! 大黄鱼$ 微卫星标记$ 多重 6-$$ 遗传多样性$ 亲子鉴定

中图分类号! V908$ *:781/55555555 文献标志码%&

55微卫星多重 6-$#9I0C;20HG 6-$$是指在一

次 6-$反应中同时进行多个位点的分析' 23 世

纪 03 年代"-K:9LH30;:A

*4+

首次尝试了多重 6-$

反应模式' 多重 6-$因具有省时高效&经济节约

等优点"已广泛应用于生命科学的各个领域"其中

包括一些水生生物! 如大菱鲆 # 60#/3$3(%4+,

4(9&4+,$

*2+

&美洲牡蛎 #-)(,,#,$)2( *&)5&'&0($

*/+

的亲子鉴定分析%皱纹盘鲍#F(%&#$&,8&,0+,3(''(&

)A/$

*1+

的遗传分离模式分析%斑节对虾 #72'(2+,

4#'#8#'$

*8+

的遗传多样性分析%以及坛紫菜

#7#)/3.)( 3(&$('2',&,$

*7+

的种质鉴定等' 微卫星

多重 6-$体系的开发"为水生生物亲权关系分

析&家系管理&群体遗传等研究提供了有力的

工具'

关于微卫星标记在大黄鱼群体遗传多样性分

析
*9 60+

&遗 传 分 离 方 式 分 析
*:+

& 遗 传 图 谱 构

建
*43 644+

&亲子鉴定和遗传参数估计
*42 64/+

等方面的

研究已有不少"然而"以上研究都是基于单个微卫

星位点的分析"效率较低"尚未见到大黄鱼微卫星

多重 6-$体系构建及应用的相关报道' 本实验开

发了 / 组微卫星多重 6-$体系"并将其应用于大

黄鱼选育群体 !4734 遗传多样性分析和家系亲子

鉴定"大大提高了分析效率"以期为大黄鱼分子标

记辅助选育以及家系管理提供有力的工具'

45材料与方法

!"!#实验材料

实验共分为 / 个部分!多重 6-$标记开发&

群体遗传多样性分析&亲子鉴定' 2344 年秋季在

宁德市三都澳养殖区收集养殖大黄鱼 83 尾' 剪

取部分胸鳍"固定于 :8Q乙醇中"备用' 从中选

取 23 尾用于微卫星多重 6-$的开发"将开发好

的微卫星多重 6-$应用于大黄鱼选育群体 !4734

#/3

#

"/3

$

$的遗传多样性分析' 亲子鉴定所用

大黄鱼为课题组 2344 年秋季构建的 : 个家系#其

中 2 个为半同胞家系$"每个家系随机选取 1 个子

代加上 49 个亲本共 8/ 个个体#样品$' 为了验证

亲子鉴定的准确性"将家系后代及对应的亲本归

属顺序打乱"以确定应用多重 6-$技术辅以相关

软件可否将其鉴定出来'
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!"$#实验方法

大黄鱼基因组 4%&的提取与检测55用常

规的苯酚5氯仿5异戊醇法抽提 4%&"418Q琼脂

糖凝胶电泳检测基因组 4%&的完整性"紫外分

光光度计测定 "4

273

与 "4

203

确定 4%&的质量"

并将 4%&浓度调至 /3 AB5

!

'" 623 F 保存

备用'

微卫星候选标记位点的筛选55根据微卫星

位点的多态性&序列重复单位&片段大小以及扩增

效果等特性"从本课题组已开发的微卫星标记中

选取 47 个候选位点' 微卫星引物由上海生工生

物工程有限公司合成' 通过梯度 6-$"确定每个

位点的最佳扩增条件'

6-$及反应程序556-$反应体系 43

!

'!

包括模板 4%&4

!

'#/3 AB$"43 B6-$LI??H3413

!

'"48 99/05'XB-0

2

413

!

'"43 99/05'M%E6>

312

!

'"43 99/05'引物对各 312

!

'"8 #5

!

'

G(H 酶 314

!

'"纯水 91/

!

'' 6-$反应程序!

:1 F 8 9;A%:1 F /3 >"退火温度 /3 >" 92 F

/3 >"循环 /3 次%92 F 43 9;A%1 F保存'

6-$产物检测55扩增产物于 7Q的变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离"银染显色' 等位基因大

小用 43 L2 4%&':MMH3#)AD;C3/BHA"#*&$为参照

标准对电泳条带进行判读'

多重 6-$优化组合55根据单个微卫星标

记的扩增结果"确认每个位点的片段大小范围以

及最佳退火温度"通过 4%&X&%

*41+

软件组合出

引物序列间互不干扰的微卫星位点"以扩增片段

大小不重叠&退火温度相差不超过 8 F为原则进

行多重 6-$的组合' 先进行两个位点之间的组

合"然后在条带清晰&效果良好的二重 6-$体系

中添加另一对引物筛选三重 6-$体系' 通过优

化退火温度&循环次数&引物浓度等条件确定最佳

的扩增条件'

!"?#统计分析

每个微卫星位点扩增的等位基因按其迁移率

不同"从小到大依次记录为 &&O&-,,#无效等

位基因由 3 表示$' 通过软件 -H3DI>/13

*48+

计算

各微卫星位点的等位基因数#I

:

$&多态信息含量

#7J-$&观测杂合度 #F

/

$&期望杂合度 #F

H

$' 有

效等位基因数#I

H

$&香农多样性指数#J$以及选

育群体 !4734 内个体之间的聚类图通过 6/2BHAH

41/4

*47+

和 X,8&114

*49+

计算' 微卫星多重 6-$

在家系鉴定中的效率通过 -H3DI>/13 进行检测'

25结果

$"!#微卫星多重 EDF的建立

应用养殖群体的 23 个个体"我们通过引物搭

配&退火温度优化&6-$反应参数调整等最终开

发了 / 组微卫星多重 6-$"每组包含 / 个微卫星

位点' 每组多重 6-$的退火温度&引物浓度以及

片段大小见表 4'

表 !#? 组大黄鱼微卫星多重 EDF特征

%&'"!#D-&)&;,1).8,.;8*3,-)11475,.6512 EDF8./5&)91@155*+;)*&G1)

多重 6-$

9I0C;20HG 6-$

位点

0/@I>

退火温度5F

:AAH:0;AB CH92H3:CI3H

引物浓度5#

!

9/05'$

@/A@HAC3:C;/A ;A 9I0C;20HG 6-$

片段大小5L2

>;NH

9I0C;20HG >HC4 'S-3421 88 3148 43: <400

'S-3233 3148 40: <213

'S-323: 3148 273 <//3

9I0C;20HG >HC2 'S-3332 80 3148 08 <4/3

'S-3138 3148 413 <4:3

'S-3343 3143 243 <273

9I0C;20HG >HC/ 'S-333: 73 314/ 93 <423

'S-3300 314/ 4/3 <493

'S-3184 314: 282 </48

$"$#应用微卫星多重 EDF分析大黄鱼选育群体

HAIJ! 的遗传多样性

用 / 组多重 6-$对大黄鱼选育群体 !4734

共 73 个个体进行分析"共检测到了 43: 个等位基

因"观察到每个位点的等位基因数#I

:

$0 <40"平

均等位基因数 421444%有效等位基因数 #I

H

$

11:12 <01:92"平均有效等位基因数 91130%多态

信息含量 #7J-$ 31993 <31090"平均多态性信息

/91
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含量 31017%观测杂合度#F

/

$31897 <31:33"平均

观测杂合度 31028%期望杂合度 #F

H

$ 31031 <

310:7"平均期望杂合度 31070%香农多样性指数

#J$ 41037 <21/17"平均香农多样性指数 21478

#表 2$' 图 4 为 'S-3421&'S-3233&'S-323: /

个位点组合的多重 6-$产物在选育群体 !4734

中的电泳检测结果' 采用 %H;氏方法计算了群体

内个体之间的遗传距离"再用 #68X&法构建了

聚类图"直观显示出选育群体内个体之间的遗传

相似性 #图 2$' 总体上"大黄鱼选育群体 !4734

的遗传多样性较高'

$"?#微卫星多重 EDF在家系亲子鉴定中的应用

使用 / 组微卫星多重 6-$对 : 个家系的 8/

个个体#个体随机打乱$进行了亲子鉴定"微卫星

数据用 -H3DI>/13 软件进行分析"所有子代的鉴

定亲本与实际亲本一致"使用这 / 组微卫星多重

6-$的亲子鉴定准确率为 433Q#表 /$'

表 $#利用 ? 组多重 EDF检测获得大黄鱼

选育群体 HAIJ! 的遗传多样性参数值

%&'"$#(1/1,.;0.<1)8.,@ ./& ')110./9 9)*76

#HAIJ!$ *35&)91@155*+;)*&G1)'@

78./9 ,-)1181,8*3475,.6512 EDF

位点 0/@I>

I

:

I

H

7J-

F

/

F

H

J

'S-3332 42 91082 31074 31079 31003 21297

'S-333: 40 91729 31089 3100/ 31097 21/17

'S-3343 0 71438 31047 3198: 3101/ 41:23

'S-3300 41 912/7 31019 31:33 3107: 21402

'S-3421 48 01:92 31090 31897 310:7 21//:

'S-3233 44 9103: 31080 31:33 31090 21490

'S-323: : 11:12 31993 319// 31031 41037

'S-3138 42 01:22 31090 31:33 310:8 21/44

'S-3184 43 91239 31019 31079 31070 21421

均值 9H:A 421444 91130 31017 31028 31070 21478

图 !#微卫星 :KDJ!$L%!JM N!OO '6&":KDJ$JJ

%!OM N$LJ '6&":KDJ$JM%$PJ N??J '6&

? 个位点在选育群体 HAIJ! 中的多重

EDF扩增结果%Q 是 ARB4&)G1)&

=.9"!#%-1)1875,*3475,.6512 EDF*3,-)114.;)*8&,155.,18

:KDJ!$L':KDJ$JJ':KDJ$JM ./')110./9 9)*76

#HAIJ!$ *35&)91@155*+;)*&G1)%Q"ARB4&)G1)&

图 $#大黄鱼选育群体 HAIJ! 根据 R1.氏

遗传距离绘制的 SE(QB聚类树

=.9"$#A1/0)*9)&4 '&810*/R1.(891/1,.;

0.8,&/;13*)& ')110./9 9)*76#HAIJ!$ *3

5&)91@155*+;)*&G1)!Q1,-*0TSE(QB

表 ?#? 组微卫星多重 EDF亲子鉴定结果与实际结果比较

%&'"?#D*46&).8*/'1,+11/,-1&;,7&56&)1/,8&/0.01/,.3.106&)1/,8*3

6&)1/,&91&88.9/41/,'@ 78./9 ,-)1181,8*3475,.6512 EDF

子代

/??>23;AB

实际亲本 :@CI:02:3HAC>

# $

鉴定亲本 ;MHAC;?;HM 2:3HAC>

# $

子代

/??>23;AB

实际亲本 :@CI:02:3HAC>

# $

鉴定亲本 ;MHAC;?;HM 2:3HAC>

# $

'S77: 840 834 840 834 $.71: 140 144 140 144

$S74 1*+42 1*+4 1*+42 1*+4 $S742 1*+42 1*+4 1*+42 1*+4

'O727 849 834 849 834 '.7:3 820 838 820 838

$O79/ 14: 142 14: 142 $.781 140 144 140 144

$8748 828 83/ 828 83/ $6728 8/3 839 8/3 839

$O704 14: 142 14: 142 '.7:/ 820 838 820 838

'S71: 840 834 840 834 $.7/ 140 144 140 144

191
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续表 ?

子代

/??>23;AB

实际亲本 :@CI:02:3HAC>

# $

鉴定亲本 ;MHAC;?;HM 2:3HAC>

# $

子代

/??>23;AB

实际亲本 :@CI:02:3HAC>

# $

鉴定亲本 ;MHAC;?;HM 2:3HAC>

# $

$.703 140 144 140 144 '8748 1*+47 1*+2 1*+47 1*+2

$8720 828 83/ 828 83/ 'O713 849 834 849 834

$6729 8/3 839 8/3 839 '.78: 820 838 820 838

'S711 840 834 840 834 $S780 1*+42 1*+4 1*+42 1*+4

'8719 1*+47 1*+2 1*+47 1*+2 $O787 14: 142 14: 142

$S749 1*+42 1*+4 1*+42 1*+4 $87: 828 83/ 828 83/

'O711 849 834 849 834 $6722 8/3 839 8/3 839

$8729 828 83/ 828 83/ $O702 14: 142 14: 142

'O72: 849 834 849 834 '87/9 1*+47 1*+2 1*+47 1*+2

'.743/ 820 838 820 838 '878/ 1*+47 1*+2 1*+47 1*+2

'S783 840 834 840 834 $677/ 8/3 839 8/3 839

/5讨论

多重 6-$要求不同引物能在同一反应体系中

进行特异性扩增"因而技术难度较大"理想的多重

6-$反应体系"并非单一 6-$的简单组合"需要针

对目标产物"进行全面的分析和反复试验
*40+

' 为

了保证多个目的片段在 4 个 6-$反应中同时特异

性扩增"微卫星引物的组合和反应条件的优化至关

重要' 本研究首先从大黄鱼 21 个连锁群上每个连

锁群选择 4 <2 个微卫星"保证微卫星的分布在大

黄鱼基因组中的均衡性"然后对这些位点的多态性

进行分析"确定 47 个多态性较好的位点进行多重

6-$实验' 在影响多重 6-$反应的众多因素中"

张毅等
*4:+

认为引物间的兼容性和引物浓度比例是

其中 2 个核心因素%任宪云等
*23+

认为退火温度&

XB

2 ?

的浓度&引物的相对浓度是 / 个重要的因素'

本研究中"主要对引物组合&引物浓度&循环次数&

退火温度等 1 个因素进行了优化"结果发现"引物

组合是最重要的影响因素"选择的引物间不能形成

二聚体&发卡结构等"各引物在同一 6-$反应体系

中的扩增效率要相近"多重 6-$组合中各引物对

扩增产物之间的大小要有一定间隔' 平衡每对引

物的浓度和循环次数的优化"是优化多重 6-$反

应条件的 2 个关键因素"引物浓度过大以及循环次

数过多"会导致杂带的产生"引物浓度过小以及循

环次数较少"会减少 6-$产物量或影响 6-$产物

的形成"这两个因素的优化"需要反复地试验"根据

电泳检测结果"调整多重组合中各引物的量以及循

环次数"在实验中"可以先控制一个因素"调整另一

个因素来满足最终需要' 退火温度的优化是其中

另一个比较重要的因素"首先要确定各个引物在单

个 6-$中的最佳退火温度"然后进行退火温度相

差不超过 8 F的引物间的组合"本研究中开发的多

重 6-$只有一个退火温度"在优化退火温度的过

程中"实验采取梯度 6-$的方法"确定最佳的退火

温度'

采用荧光标记微卫星引物开发的微卫星多重

6-$

*/"8+

可以在一个反应体系中加入较多的微卫

星位点"但是需要专用的设备#如 &O)的 /9/3 遗

传分析仪$"检测仪器本身造价就高"加上相关耗

材成本价格也不菲"致使荧光标记多重 6-$技术

的应用受到很大限制' 考虑到本实验室的实验条

件"我们没有采用此种方法"而是使用普通的银染

方法来检测多重 6-$产物' 非荧光标记的微卫

星多重 6-$中"增加一个或者两个位点"都会相

应地增加实验难度以及影响扩增效果"同时对选

取的微卫星引物片段提出更高的要求"鉴于此"我

们在开发微卫星多重 6-$时"选取了高度多态的

微卫星位点"进行了 / 个位点的组合而没有进行

更多位点的组合' 与单个位点 6-$相比"多重

6-$无疑增加了很多前期工作"但技术一旦开发

成熟"其效率也可提高不少' 与人类相比"鱼类的

亲子鉴定远远不需要达到人类亲子鉴定的置信度

# A::1::: :::Q$"因此允许多重 6-$技术有少

许误差'

利用本实验开发的 / 组大黄鱼微卫星多重

6-$"分别进行了群体遗传多样性分析和亲子鉴

定研究"都分别达到了预期效果"比之前使用单个

微卫星进行分析"效率提高了 2 倍'

本实验中"利用 / 组大黄鱼微卫星多重 6-$

891
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对选育群体 !4734 的遗传多样性分析"研究结果

与赵广泰等
*9+

利用 4/ 个多态性微卫星位点对大

黄鱼(官井洋优快 34)品系的遗传多样性分析相

比"该选育群体的遗传多样性较高"可能是(官井

洋优快 34)品系经过多年选育"遗传多样性有所

下降有关' 通过构建的聚类图"可以直观地显示

出选育群体 73 个样品之间的遗传相似性"这对于

下一代亲本的选择&近交控制以及保持选育群体

的遗传多样性具有一定的指导作用'

本研究中"当使用 / 组微卫星多重 6-$进行

亲子鉴定时"准确性达到了 433Q"只使用 4 组多

态信息含量最高的 9I0C;20HG >HC2 进行亲子鉴定

时"准确性达到了 0/1/Q"再增加其中任意一组

时"准确性也达到了 433Q"这个结果比以往研究

的大黄鱼亲子鉴定效率都要高
*4/+

"可能与本实验

所选用的微卫星位点的多态性较高有关"如对于

复杂群体进行鉴定"还需进一步研究'
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