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摘要! 为了研究中华绒螯蟹基因组特征及评估基因组扫描方法获得的中华绒螯蟹候选微卫星

标记用于构建遗传图谱的可靠性!随机选择 72 个候选三核苷酸微卫星标记!首先利用中华绒

螯蟹一个 (

3

家系双亲及其 7 个 (

3

子代共 ; 个样品进行 6-$扩增验证和多态性检测!随后利

用该家系 ;2 个子代对多态性微卫星标记的亲子遗传分离类型及连锁关系进行分析$ 结果显

示!91 个"82122P#微卫星位点得到清晰扩增产物!家系中每个检测位点最多检测到 9 个等位

基因!每个检测个体微卫星位点上有 3 或 1 个等位基因$ 91 个位点中有 4 个单态微卫星位点

和 /8 个多态微卫星位点!多态位点中有 1/ 个位点的子代基因型比为 3A3A3A3!33 个位点基因

型比为 3A3!余下 / 个位点基因型比为 3A1A3$ 在 /8 个多态位点中有 /4 个位点"09140P#的

分离比符合孟德尔分离规律!连锁关系分析 EB9YY/0A192171 @34214/%EB9YY/0A137120 @3/;;01%

EB9YY/0A10/349 @ 38187; 等 / 个 标 记 之 间 发 生 连 锁 关 系! EB9YY/0A1;4792 @ 370813 和

EB9YY/0A9184/9@131039 发生连锁关系!EB9YY/0A428422 @1/3;03 和 EB9YY/0A01;72 @7;142 标记发

生连锁关系$ 研究表明!中华绒螯蟹是二倍体生物!利用 (

3

家系结合开发的候选微卫星标记

可构建中华绒螯蟹遗传图谱$

关键词! 中华绒螯蟹& 微卫星& 孟德尔分离& 多态性& 连锁分析

中图分类号! L8;4& *07;1155555555文献标志码'&

55微卫星 4%&#8:BF/E9H200:H24%&$"又称简单

重复序列 #E:8C02E2X@2=B2F2C29H"**$$"一般指

基因组中由 3 <7 个碱基为重复单元串联组成的

4%&串联重复序列
&3 61'

( 微卫星是一种共显性

标记"广泛分布在动植物基因组中"多态性强)数

量丰富"而且具有 6-$扩增)检测等实验操作简

便等优点"因此"微卫星作为一种常用分子标记广

泛应用于生物亲子关系鉴定)遗传连锁图谱构建

及分子标记辅助选择育种 # 8/02B@09F89FO2F7

9EE:EH2A E202BH:/=" K&*$ 等 研 究 中
&/ 69'

( 与

&('6)$&64等其他分子标记相比"用微卫星标

记构建的遗传连锁图可以实现同一物种不同家系

和不同实验室构建图谱整合"也方便利用连锁图

谱来构建物理图谱
&4'

"因此"微卫星标记成为构

建连锁图谱的理想标记之一"已广泛应用于

鱼
&7'

)虾
&8'

)蟹
&;'

等水产动物遗传图谱构建(

中华绒螯蟹#F*,2-+6,*/,161/,/$ "俗称河蟹"

主要分布在中国长江)辽河)瓯江等流域"是我

国当前最重要的淡水养殖蟹类( 中华绒螯蟹的

规模化养殖始于 12 世纪 ;2 年代"经过 /2 多年

的人工饲养实践"中华绒螯蟹人工养殖技术较

为成熟"与其他主要养殖水产动物相比"中华绒
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螯蟹新品种选育工作研究很少( 传统选育方法

主要根据生物表现型进行选择"对于生长相关

等数量性状选择效率低)成本高%分子标记辅助

选择育种利用遗传图谱对目标数量性状进行选

择"选择准确"育成速度快( 迄今为止"已经开

发得 到 中 华 绒 螯 蟹 微 卫 星 标 记 不 足 322

个
&0 633'

"其数量远不满足中华绒螯蟹图谱构建

需要( 为了构建中华绒螯蟹微卫星标记遗传连

锁图谱"服务于中华绒螯蟹分子标记辅助育种"

本实验室利用 */02G9测序方法扫描其基因组"

开发得到34 314个候选微卫星标记
&31'

"并随机

选取 72 个三核苷酸微卫星标记"在一个中华绒

螯蟹 (

3

家系中扩增"研究该物种基因组特征"判

断其是否存在多倍化现象"并评价这些候选标

记应用于构建中华绒螯蟹遗传图谱的可靠性(

35材料与方法

!"!#中华绒螯蟹 8

!

家系构建及样品采集

1233 年 / 月"用来自于辽宁盘锦某养殖场养

殖的中华绒螯蟹为母本"用江苏兴化某养殖场中

华绒螯蟹为父本"以一对一交配方法构建 32 个

(

3

家系"各家系雌雄亲本分别在排幼和交配结束

后取肌肉组织浸泡于 322P酒精并置低温保存(

蟹苗室内培育一个月"选择其中 / 个子代较多的

家系到室外面积为 778 8

1

左右的池塘培育蟹种"

4 个月后从其中一个家系中随机采集 322 只扣蟹

取肌肉样品浸泡于 322P酒精中置低温保存( 家

系构建过程均在相对独立的水体中进行"避免不

同家系子代混杂(

!"$#567提取及检测

取约 2112 > 肌肉组织"先用洁净滤纸吸干肌

肉中酒精"再用小手术剪剪碎肌肉"置于 /8 N烘

箱中 12 </2 8:="待肌肉中酒精完全挥发"加裂解

液消化肌肉"采用苯酚 6氯仿法提取基因组

4%&"用超微量蛋白核酸分析仪测定 4%&浓度

和纯度"用 21;P琼脂糖凝胶电泳检测 4%&完整

性"将检测符合要求的基因组 4%&置于 6;2 N

保存备用(

!"C#候选微卫星标记检验及多态位点筛选

从开发出的候选微卫星标记中随机选取三核

苷酸微卫星标记 72 个"标记引物由上海生工生物

工程公司合成( 先用家系父母本和 7 个子代共 ;

个个体基因组 4%&为模板"进行 6-$扩增验证

和多态位点筛选( 6-$反应总体积为 32

!

'"其

中 4%&模板 #约 32 =>5

!

'$ 3

!

'"1 BJ9X 6-$

K9EH2FK:G#北京诺维森$ 4

!

'"正向和反向引物

#32

!

8/05'$各 214

!

'"去离子水 /

!

'( 6-$反

应程序!04 N预变性 / 8:=%09 N变性 94 E"最佳

退火温度 94 E"81 N延伸 3 8:="循环 /2 次%81 N

延伸 4 8:=%9 N保存(

6-$产物用北京六一仪器厂 4S-]719T型

加宽垂直电泳槽和 4SS77-型电泳仪电源进行

电泳"采用 31P非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

#6&I,$进行检测"342 .电压电泳 ; D"银染法显

色
&3/'

( 筛选家系多态性位点"要求家系至少有一

个亲本在该位点处于杂合状态(

!"E#多态位点的遗传分析

将筛选到的该家系多态微卫星标记通过

6-$扩增检测家系 ;2 个子代在每一个位点的

基因型"6-$扩增体系)扩增程序)各引物退火

温度见表 3"电泳检测方法参照*31/+ "银染显色

结束后将 6&I,胶置于观片灯上观察记录每个

个体基因型并用照相机拍照保存( 亲本及子代

在每个多态位点 6-$扩增条带由小到大分别用

字母 &)T)-)4表示"无效等位基因用 %表示"

每个多态位点等位基因大 小用 42 3C 4%&

'9AA2F#上海生工$参照判读"个体扩增失败位点

基因型用* 6+表示"用 *6**3012 软件中的卡方

检验分析家系子代在每个多态位点基因型比是否

符合孟德尔期望比(

!"H#微卫星标记连锁分析

使用 !/:=K9C 912 软件进行多态性位点连锁

分析
&39'

( 参考软件使用说明书"将家系个体各位

点基因型转化成分析软件要求的格式( 先点击

(:02用*%2<CF/?2BH+命令创建一个新的文件"再

点击 49H9E2H用*-F29H2%2<49H2E2H+命令创建数

据"输入文件名)分析标记个数和个体数"*6/C1

H;C2+选择 -6"最后导入家系检测个体在每个标

记位点基因型数据( 利用
!

1

检验鉴定各位点子

代基因型比值是否符合孟德尔分离比"记录偏分

离标记%利用**:8:09F:H; /Y'/B:+命令去掉值等于

3 的标记%利用 **:8:09F:H; /Y:=A:Q:A@90E+命令去

掉相似个体( 在基于检测限 #0:8:H/YA2H2BH:/="

'"4$从 /12 到 3212 逐渐增加的条件下"采用软

件中*IF/@C:=> JF22+命令将参试标记进行分群"

观察标记间连锁关系(

483
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15结果

$"!#567提取

将提取的中华绒螯蟹基因组 4%&用超微量

核酸蛋白分析仪检测"结果显示"大多数 4%&样

品 "4

172

5"4

1;2

比值为 31; <112"基因组 4%&纯

度高%4%&浓度约为 1 ;22 =>5

!

'"提取的 4%&

产量高%用 21;P琼脂糖电泳检测发现"大多数提

取的 4%&片段集中在 1/ O3 处"主带清晰"说明

提取 4%&完整性好( 最后选择 4%&提取质量

较高的 ;2 个子代样品稀释到约 32 =>5

!

'用作

6-$模板(

$"$#微卫星标记验证及多态位点筛选

72 个候选标记在实验家系亲本及子代共 ;

个样品进行 6-$扩增分析"扩增产物经 31P

6&I, 电 泳 检 测( 结 果 显 示" 其 中 3; 个

#/2122P$微卫星位点在 ; 个供试样品 6-$扩增

条带不清晰或条带复杂"个体基因型难以准确统

计%91 个#82122P$位点扩增条带清楚"每个扩增

微卫星位点有 3 <9 个等位基因"家系中每个测试

个体一个位点有 3 <1 个等位基因( 91 个微卫星

位点中有 4 个位点呈单态"其中 1 个位点亲本基

因型为 &&5TT"3 个位点亲本基因型为 &&5%%"

1 个位点亲本基因型为 &&5&&#或 &&5&%$"其

余 /8 个位点表现出多态性#表 3$(

$"C#多态位点的遗传分析

/8 个多态性位点在供试的 ;2 个子代中扩增

结果稳定)条带清晰"家系双亲及前 97 个子代在

EB9YY/0A9184/9@131039 等 9 个多态位点分离情况

见图 3( 在分析的 ;2 个子代中"第 3/)19)1; 和

92 号共 9 个子代在大多数微卫星位点出现亲本

中未出现的等位基因#图 3$"可以判断该 9 个个

体与实验家系亲本间不存在亲子关系"故在多态

位点遗传方式分析过程中去掉该 9 个个体(

图 !#部分位点"/4&<<:D1E$JHCEQ$!$R!E#/4&<<:D1CJHHSHQ!RRICH#/4&<<:D1$!EERTQ!CS!TE 和

/4&<<:D1CJS!!SQ$TTCER$在 8

!

家系的分离方式

K142 3C 4%&'9AA2F%

#

)

$

1家系雌雄亲本% 3 <971家系中前 97 个个体%

"

1家系中可疑个体% 箭头显示非家系等位基因

8+9"!#=)9.)9&2+:,-&22).,:<D:40//4&<<:D1E$JHCEQ$!$R!E%/4&<<:D1CJHHSHQ!RRICH%/4&<<:D1$!EERTQ!CS!TE &,1

/4&<<:D1CJS!!SQ$TTCER +,&,8

!

<&*+D3 :<3(-./4/-.-

K142 3C 4%&'9AA2F%

#

"

$

189029=A Y28902C9F2=H% 3 6971:=A:Q:A@90B/A2:= HD2Y98:0;%

"

1E@EC:B:/@E:=A:Q:A@90/YHD2Y98:0;%

900202E=/H320/=>:=> H/ HD2Y98:0; 9F2ED/<= <:HD 9FF/<E

;83
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55在 EB9YY/0A9184/9@131039 位点"父本只有一

条扩增条带"其基因型为 &&或 &%"若基因型为

&&则每个子代都会有 &等位基因存在"而统计

发现有近半数#12591$子代缺少父本 &等位基因

扩增条带"表明父本是存在无效等位基因的杂合

子"基因型应为 &%#图 3$( 在对 /8 个多态位点

遗传 方 式 分 析 中" 共 统 计 家 系 在 其 中 8 个

#3;101P$位点存在无效等位基因(

/8 个位点共有 3A3A3A3#&TB-45&TB&-5

&%BT%5&TB-%$)3A3 #&&B&T5&&BT-5

&&BT%5&TB%%$和 3A1A3 #&TB&T5&%B

&T$等 / 种分离类型"其中"1/ 个位点为 3A3A3A3

的分离类型%33 个位点为 3A3 分离类型%余下 /

个位点为3A1A3分离类型#表 3$( 对 /8 个多态位

点基因型分离比进行
!

1

检验"有 /4 个#09140P$

位点的 !值为 212;2 <31222# C2124$ #表 3$"位

点 基 因 型 比 值 符 合 孟 德 尔 分 离 比% 而

EB9YY/0A9/240;@13/702 和 EB9YY/0A13/2/@37;74 的

!值分别为 21212 9 和 21290 8"均小于 2124"显著偏

离 3A3A3A3的孟德尔分离比"偏分离位点占多态位点

的 4193P(

$"E#微卫星标记连锁分析

在用 !/:=K9C 912 软件进行多态位点连锁分

析 时 先 舍 去 EB9YY/0A9/240; @ 13/702 和

EB9YY/0A13/2/@37;74 偏分离微卫星标记 1 个"余

下的 /4 个分离标记和家系 87 个子代中没有发现

相似位点和个体( 在 '"4

%

/12 情况下"有 8 个

位点 发 生 连 锁 关 系" 其 中" EB9YY/0A192171 @

34214/)EB9YY/0A137120 @ 3/;;01)EB9YY/0A10/349 @

38187; 等 / 个标记发生连锁关系"EB9YY/0A1;4792

@370813 和 EB9YY/0A9184/9 @ 131039 发生连锁关

系" EB9YY/0A428422 @ 1/3;03 和 EB9YY/0A01;72 @

7;142 发生连锁关系(

/5讨论

无效等位基因是指部分个体由于在引物结合

位点存在碱基突变)插入或缺失而导致该位点等

位基因不能被合成引物通过 6-$扩增出来的等

位基因( 目前"通过重新设计引物)6-$扩增)测

序等方法在大麻哈鱼 #J1-2*+01-+./G68)$

&34'

和

长牡蛎#(*)//2/8*6) 7,7)/$

&37 638'

等水产动物及人

类
&3;'

和挪威云杉#!,-6) )?,6/$

&30'

等生物基因组

中证实存在无效等位基因( 本研究用筛选的 /8

个多态微卫星标记在中华绒螯蟹一个 (

3

家系中

扩增"其中 8 个微卫星位点存在无效等位基因"说

明同大麻哈鱼等一样"中华绒螯蟹基因组也存在

一定比例的无效等位基因(

微卫星在基因组中分布广泛)变异程度高"而

且呈共显性遗传"是进行个体识别)亲子鉴定)系

谱论证等遗传学研究理想标记"已成功应用于大

菱 鲆 # %-2&+8+)45./ 5)$,5./$

&12'

) 大 黄 鱼

#;)*,5,-+8+0/-*2-6)$

&13'

等水产动物的亲子关系

鉴定( 本研究随机选用 72 个候选微卫星标记进

行 6-$扩增"有 91 个标记得到清晰扩增产物"家

系中每个个体在每个微卫星位点得到 3 或 1 个等

位基因"家系中双亲每个位点最多检测到 9 个等

位基因"说明中华绒螯蟹为二倍体生物"基因组没

有加倍现象( /8 对多态微卫星标记检测实验中

华绒螯蟹家系 (

3

;2 个个体基因型"发现第 3/)

19)1; 和 92 号共 9 个子代在多数微卫星位点出

现该亲本间不存在的等位基因#图 3$"因此"该 9
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