
!""#!

!

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

第 /0 卷第 1 期

231/ 年 1 月 4

水4产4学4报

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

./01/0" %/11

!231" 231/

文章编号!1333 53617#231/$31 53303 538 4")!131/0295*61!112/11231/1/8/30

收稿日期!231273872/444修回日期!2312713711

资助项目!国家现代贝类产业技术体系项目#-&$*798$ %国家*八六三+高技术研究发展计划#2312&&13&913$ %浙江省海洋生物技

术产业科技创新团队项目#2312$1332;$ %宁波市农业择优委托项目#2313-13311$

通信作者!林志华",792:0!Z=:=>2;;88:1261A/9

泥蚶 *; 个 [S+GSS)标记的开发及

在格粗饰蚶中的通用性检测

董迎辉1

!4吴国星1

!4姚韩韩1

!4边平江2

!4赵德1

!4林志华1

"

#11浙江万里学院浙江省水产种质资源高效利用技术研究重点实验"浙江 宁波4/17133%

21浙江省海洋水产养殖研究所"浙江 温州4/27337$

摘要! 利用泥蚶转录组高通量测序$拼接获得的大量 ,*D序列开发 **$标记!在 1 12/ 条 ,*D

序列里筛查到 0/ 条含有 **$位点的 ,*D序列!其中 79 个位点适合设计引物!在位点两侧设

计引物并进行 6-$扩增& 结果显示!96 对引物获得稳定扩增的位点!引物在泥蚶奉化群体的

多态性检测中发现!有 /9 对引物表现出多态性!共扩增出 122 个等位基因!各位点的等位基因

数 P

2

为 2 =0 个!平均每个位点产生 /17; 个等位基因!观测杂合度 9

/

$期望杂合度9

?

$多态信

息含量 =N#范围分别为 31333 =31633$31308 =31001$31136 =31018'+2F@N7W?:3O?FM 平衡检

测显示!1/ 个位点偏离了平衡状态'用 %F和 *U:;;76F/G蛋白质数据库对含有多态性 **$的

,*D进行了基因注释!27 个 **$位点来自注释基因序列& 将 /9 对泥蚶多态性 **$引物在格

粗饰蚶中进行了通用性检测!结果有 11 对成功扩增!8 对表现为多态!通用率为 2/17/E!这些

通用引物可用于两种蚶的遗传多样性评价$系统进化分析$比较作图和基因发掘等研究&

关键词! 泥蚶' ,*D7**$' 多态性' 通用性' 格粗饰蚶

中图分类号! *;1019444444444444文献标志码(&

44微卫星标记#;:9K0?;?Q>?3A?F?K?2G"**$$"具有

多态性丰富)共显性遗传)重复性好)操作分析简单

等优点"已被广泛用于种群遗传多样性评价)遗传连

锁图谱构建)分子标记辅助育种等领域
&1'

( 近年来"

随着 高 通 量 测 序 产 生 的 海 量 ,*D#?SKF?;;?@

;?Q>?3A?G2M$"基于,*D序列大量开发 **$标记的

技术正在得到广泛应用( ,*D7**$来源于基因表达

序列"与基因组来源的**$相比"具有可能与基因功

能相关)种间通用性好)开发成本低且周期短等优

点
&2'

( 目前"在海洋双壳贝类中已见海湾扇贝

#;%L-+/!)/, '%%$"'$,&$

&/'

) 栉 孔 扇 贝 # #H2$8*&

@$%%/%'$

&9 57'

)太平洋牡蛎##%$&&-&)%/$ L'L$&$

&6 50'

)文

蛤#7/%/)%'O8/%/)%'O$

&8 513'

)马氏珠母贝 #=',!)$"$

8$%)/,&''$

&11'

)缢蛏#J',-,-5$!(2$ !-,&)%'!)$$

&12'

等开

展过,*D7**$标记的开发和分析(

泥蚶#A/L'22$%!$ L%$,-&$$是江)浙)闽沿海居

民喜食的海鲜佳品"也是我国四大养殖贝类之一(

然而"目前有关泥蚶分子标记方面的研究报道不

多"主要采用 $&64)&('6技术对泥蚶不同地理

群体
&1/ 519'

)快速生长家系
&17'

的遗传结构和遗传

变异进行了分析"而泥蚶 **$标记的研究仅见通

过磁珠富集法从基因组中开发了 6 对多态性 **$

引物
&16 510'

( 本研究在 979 高通量转录组测序的

基础之上"利用测序并拼接组装获得的大量 ,*D

序列规模化开发微卫星标记"并在具有较大保护

价 值 和 开 发 潜 力 的 格 粗 饰 蚶 # ;,$"$%$

!%$)'!(2$)$$中进行通用性检测"可望为泥蚶和格

粗饰蚶种质资源保护)遗传多样性评价)系统进化

分析以及比较基因组学研究等提供有力工具(

14材料与方法

&'&(样品采集及 #$%提取

实验所用泥蚶和格粗饰蚶均为野生群体"泥
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蚶采自浙江宁波奉化海区#2;a71P%"121a96P,$"

格粗饰蚶取自广东湛江东海岛海区 # 21a7/P%"

113a97P,$"活体运回实验室"各取 /3 粒进行解

剖"剪取闭壳肌"保存于 583 L冰箱中备用( 采

用常规酚5氯仿5异戊醇法提取基因组 4%&"用

1E琼脂糖凝胶电泳检测 4%&的完整性"超微量

紫外分光光度计#%23/.>?$检测 4%&浓度和纯

度( 调整 4%&浓度至 133 3M5

#

'"用于后续的

6-$扩增(

&'!(SS)序列的获得及引物设计

根据本实验室泥蚶 979 转录组测序#登录号

*$&328/96$) 拼接后的 ,*D序列" 利 用 **$

+>3G?F11/ 软件进行微卫星序列搜索"搜索标准

是!二碱基至少重复 6 次"三碱基至少重复 9 次"

四碱基至少重复 / 次"五碱基至少重复 / 次"六碱

基至少重复 / 次( 将含有微卫星序列的 ,*D片

段进行序列比对"去除重复序列"用 6F:9?F713 软

件设计引物"设计的引物由上海生工合成#表 1$(

表 &(泥蚶 *; 个多态性 [S+GSS)标记的特征

+,-'&(>9,/,"82/0380"376*; D7B:17/D90"[S+GSS)367/892-B775"B,1 /&15'*8+'

位点

0/A>;

引物序列#7P7/P$

KF:9?F;?Q>?3A?

重复

模式

F?K?G:G:J?

9/@?

退火

温度5L

233?20:3M

G?9K?F2G>F?

产物

大小5OK

KF/@>AG

;:Z?

等位

基因数

P

2

观测杂合度5

期望杂合度

9

/

59

?

多态信息

含量

=N#

=值

=

J20>?

功能注释"

5

Q值

T>3AG:/320

233/G2G:/3;5

QJ20>?

DM31 (!BDDDDBBDBD&BDDBBD-B-

$!D&---&&-B&-D--&&DB&-

#BDD$

7

6917 107 =

1;7

0 3199353199; 31926 317;1 9 葡萄糖脱氢酶

&受体'58133,781

DM32 (!BDB---&BDB&BD&DD-DB&DD

$!&-DBB&&D--&&&D--&-&&

#DDB$

7

6917 107 =

100

2 31383531308 31309 11333 3 葡萄糖脱氢酶

&受体'58133,781

DM3/ (!-&BB&--&BBBDD--&DDDDDB

$!BBBB-&&&--D-&&&DD--&-

#DDB$

9

6917 187 =

233

7 31633531028 31669 3132; 6 葡萄糖脱氢酶

&受体'58133,781

DM39 (!B-&BB&--&BBBDD--&DDD

$!B-&-&&&BD&&-DBBBB-&&&-

#DDB$

7

6917 1;6 =

237

9 31763531607 317;7 31970 2 葡萄糖脱氢酶

&受体'58133,781

DM37 (!-B&-&&-D-D&&-DD-&-DDD-&-

$!--BDDB&-B&DBBDB-DB

#-&&$

7

6917 209 =

208

/ 31233531279 312/2 31316 2 无

DM36 (!-D---&B--B&&&&D-&&&-&-&&

$!D---&-D-&&---&D-&DD--&&&

#&&-$

6

6111 187 =

1;2

/ 31333531222 31237 31333 3 无

DM30 (!&--B&&BD-DBDDB&DDB-

$!DBBD-DB&&&&DBDDD&B--

#&&&D$

/

6111 19/ =

177

/ 31233531/18 3128; 31333 3 无

DM38 (!BB-&&&D--&D-&&&-DD-DD-

$!B---DBDD-DBDDDBDBBD-

#&&D&&$

/

6/11 212 =

218

/ 31109531/37 3120/ 3136/ 1 室管膜蛋白5

1133,730

DM3; (!B&&&D--B--B&-&&&BD

$!DDBD&DDDD-B&-BB-&D-&

#B&-$

9

6/11 2/6 =

293

/ 31393531279 31279 31333 1 铜胺氧化酶%7端结

构域蛋白52133,730

DM13 (!B&&BBBB&DB&DBD&DDBB&&&

$!DDBDDDD&--DBBDDDB-DB-

#B&D$

7

7810 1;3 =

1;7

/ 31/23531283 31283 11333 3 铜胺氧化酶%7端结

构域蛋白52133,730

DM11 (!B&&BBBB&DB&DBD&DDBB&&&&-

$!DDD&--DBBDDDB-DB-DDB&&

#&DB$

9

7810 186 =

1;2

/ 31/63531/38 31/38 11333 3 铜胺氧化酶%7端结

构域蛋白52133,730

DM12 (!B&-DDDD&D-B-&BBDDD-

$!-&DDB&DBBDBD-&DDDDB

#DDD&$

7

7611 106 =

108

2 31293531216 3118; 11333 3 类赖氨酸组氨酸转

运蛋白 252133,718

DM1/ (!B&B-&&B-&BDD-&&B&&B&D&

$!D-D-&B-D&D-D---&DBDDD&

#&D&$

7

6111 206 =

283

/ 3128353196; 31913 31332 7 无

DM19 (!-DDBB&---D&DB&-&B&

$!BDD&--BD&B&B&D&&-&-&

#DDD-D$

/

7810 1/2 =

1/8

9 31293531939 31/67 31337 ; 无

DM17 (!-&B&-DD-&&BB&B-&&&-&B

$!DDB-DDDBBDBB&&-DB-

#-&&$

0

7810 1/2 =

192

2 3169353173; 31/07 31298 3 无

DM16 (!B&-DDDBB&BD&DDD-D-DD&B-

$!-BBBBB&BDBD-D&&&&&

#DDB$

6

7810 1;0 =

237

9 31723531976 31911 11333 3 &型病毒蛋白重复

包含蛋白52133,71/

DM10 (!&B&&D-&D&&D-&-D-D--D-

$!&&&&-&B&-&&B--&&B&

#D-&$

9

7/19 103 =

183

/ 31293531222 31237 11333 3 转录调控因子

&D$X5/133,79;

10
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续表 &

位点

0/A>;

引物序列#7P7/P$

KF:9?F;?Q>?3A?

重复

模式

F?K?G:G:J?

9/@?

退火

温度5L

233?20:3M

G?9K?F2G>F?

产物

大小5OK

KF/@>AG

;:Z?

等位

基因数

P

2

观测杂合度5

期望杂合度

9

/

59

?

多态信息

含量

=N#

=值

=

J20>?

功能注释"

5

Q值

T>3AG:/320

233/G2G:/3;5

QJ20>?

DM18 (!-DBDB&DDBB&B&-&--&D&&&-D

$!-DB&BB&-B&&BD&B&&&B&&B&-

#BBD$

7

9616 227 =

2/8

7 31233531792 31732 31333 3 剪接因子 /&亚基

15?711;

DM1; (!&BB&B---&B&B&&&DB&

$!DDDDBB&-D-DDD&B-&BBD

#&B&$

9

971/ 223 =

2/8

7 3129353171; 31982 31333 2 无

DM23 (!-&D-&B&&D-DD--DB-DDD

$!BB&BBDD&-&--&&-D&-&&

#D-&$

7

971/ 176 =

167

9 312935312;1 3120/ 3138; ; 4%&拓扑异构酶

159133,7/1

DM21 (!DB&&BBBB&&--DBD-&&&&

$!-D&--&DDD--DDB&DDDBDB-

#B&&$

7

7318 133 =

113

/ 31993531/0/ 31//9 11333 3 过渡型内质网&D6

酶53133,73

DM22 (!DBB-&BD&DDDDD-DBDBDBDBB

$!&&BD&BBD-DBDBBBDB&DDDB&

#D--$

6

6917 1;9 =

233

9 3128353193; 31/06 31333 3 $=/ BD6酶激活蛋

白 650133,738

DM2/ (!BBB&&&BDD&DBB&&BDB

$!&-&BB-&DDBDDB&D&DB

#&DDDD$

/

7318 223 =

229

2 31393531117 31136 31362 3 放射辅头样蛋白

9 同源&5?7177

DM29 (!B--DB&&--&--&&&DBD

$!DDDDD--DBB&B&B&&BD-&

#&-&&$

/

7810 197 =

178

7 31933531036 3169/ 313316 预测!似+F620,5

7133,727

DM27 (!DDBB-DDB&DDD--&D&BB

$!DB&BB-&-DB&&&&&-B&D

#&DB$

7

7611 163 =

103

9 31233531777 3196/ 31333 3 微管蛋白
$

71 链5

3133,73

DM26 (!D&D-DB&B&-BB-&DDDB

$!B-DB--&&D&-&B&DB&&

#&D-$

7

7611 198 =

103

6 31633531001 31018 31180 6 -02;K:3蛋白5

6133,712

DM20 (!DD-&&BBBBB&-&&-D-D

$!D-D&--&B-B&&-&DDDB

#-D$

0

7/19 133 =

137

/ 31/;1531937 31/// 31/3/ 3 -4171抗原5

1133,719

DM28 (!-&DD&D--D-&D-D-&&BDBD-&

$!-DDD-DDBDDD-&--D-D--D&

#D-&$

0

6111 183 =

186

/ 3129353179; 319/3 31333 / &(7; 蛋白5

9133,79/

DM2; (!-&&&D&&--DDB--&BDB&

$!D-D-D-&D-&-&DD-&D&&-&-

#D&$

0

6111 1;9 =

1;8

/ 31233531781 31907 31333 3 同源框蛋白

*)X251133,70;

DM/3 (!B--&BDB&&D---&&-&&

$!--&&&-&-&&&-&D-&&D&D&B-

#DB$

6

6111 227 =

2/3

/ 3128353163/ 31738 31331 3 同源框蛋白

*)X251133,70;

DM/1 (!D&--&DDD--&BD&--D-&

$!BD-&&&-DDBD&B--&&-&

#D&$

0

7611 192 =

172

9 3176353166/ 31632 31136 2 无

DM/2 (!&&DBD-&BD-BBDBDD&B&B

$!-&-DDDDBB&--&BDBDD&D

#&&D$

6

7810 108 =

1;3

9 319935316;3 3161/ 31331 / 凝溶胶蛋白样蛋白

151133,703

DM// (!--&&&-&DDB&&&-DB-D--DB-D

$!-&&B&&&&&BDB&-&--B&&&--D

#D-&$

9

9616 283 =

286

/ 3199353161/ 317// 31333 3 无

DM/9 (!D-DDDD--&-&B-BB-&&D

$!&D-BB-&&&BDB&DBBD&DD&B

#&D$

8

6917 227 =

2//

9 3129353160/ 3163/ 31333 3 蛋白磷酸酶 1调节

亚基 16&50133,738

平均值

9?23

5 5 5 /17; 31/11531990 31/;6

注!

"

利用 %F和 *U:;;76F/G蛋白质数据库对含有多态性 **$的 ,*D进行了基因注释#Q值为 0?77$ (

%/G?;!

"

!D=?**$7A/3G2:3:3M ,*D*U?F?233/G/G?@ >;:3M 802;GX2M2:3;G%F/F*U:;;76F/G@2G2O2;?U:G= 23 Q7J20>?A>G/TT/T0?771

&'*(微卫星引物的筛选与优化

先将 8 个泥蚶的 4%&混合成基因池"进行引

物的初步筛选与条件优化( 6-$反应体系为 23

#

'"包含 317 # A$B 酶 # D2C2$2$" 1 <6-$

O>TT?F"117 99/05'HM-0

2

"312 99/05'@%D6"1

#

9/05'上)下游引物和 133 3M 4%&模板( 6-$

反应程序为!;9 L 预变性 7 9:3%;9 L变性 97 ;"

A

9

退火 97 ;#根据各引物情况而定$"02 L延伸

97 ;"进行 /7 个循环"最后 02 L延伸 0 9:3"9 L

保存( 6-$产物用 8E非变性聚丙烯酰胺胶进行

电泳检测"电压 183 ."电泳 / =9 =",8染色"8:/7

F2@ 凝胶成像系统拍照记录"根据电泳图谱结果确

20
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定引物的最佳退火温度(

&';(泥蚶奉化群体 SS)标记的多态性分析

根据引物筛选结果"在奉化群体 /3 个个体中

进行 **$标记的多态性验证"扩增产物用 8E非

变性聚丙烯酰胺电泳 检 测( 数 据 处 理 采 用

-,$.#*/13 软件计算等位基因数#P

2

$)期望杂

合度 #9

?

$)观测杂合度 #9

/

$和多态信息含量

#=N#$%用 B,%,6"6在线软件#=GGK!

!

UO:/9?@1

A>FG:31?@>12>5M?3?K/K5$计算 +2F@N7W?:3O?FM 平

衡"用 8/3T?FF/3:A/FF?AG:/3 对结果进行校正( 用

%F和 *U:;;76F/G蛋白质数据库对含有多态性

**$的 ,*D进行基因注释(

&'<(泥蚶 SS)位点在格粗饰蚶中的通用性检测

及多态性评价

将在泥蚶中扩增获得的多态性 **$引物"在

格粗饰蚶群体中进行通用性检测( 先进行退火温

度的筛选"挑选目标条带清晰的温度作为群体扩

增的最佳温度"然后在格粗饰蚶 /3 个个体中进行

扩增"统计这些标记在格粗饰蚶中的通用率"并分

析这些位点在泥蚶和格粗饰蚶中的多态性差异(

24结果

!'&(泥蚶微卫星位点的筛选及对奉化群体的多

态性评价

利用 **$+>3G?F11/ 软件在泥蚶 1 12/ 条拼

接后的大片段 ,*D序列里搜索 **$位点"结果检

测到 0/ 条含有二至六核苷酸重复的 ,*D序列"

其中 79 个位点适合设计引物"在各位点两侧保守

区域设计引物"并进行 6-$扩增和最佳退火温度

筛选( 结果显示"有 96 对引物获得了稳定扩增的

清晰位点"扩增成功率为 8711;E( 96 个位点在

泥蚶奉化群体中进行了多态性检测"其中 /9 个位

点表现出多态性 #P

2

)

2 $"多态引物比例达到

0/1;1E( 多态位点的最佳扩增条件见表 1(

在检测出的 /9 个 ,*D7**$位点中"包括二至

五核苷酸重复类型"其中三核苷酸重复类型的 **$

数量最多#2/ 个$"占总 ,*D7**$的 60167E"DDB

重复类型有 / 个"-&&)D-&重复类型各 2 个%其

次二核苷酸重复类型的 **$数有 7 个"占总 ,*D7

**$的 19101E%而三)四核苷酸重复类型的 **$

数都是 / 个"占总 ,*D7**$的 8182E#图 1$(

/9 个多态位点在泥蚶奉化群体 /3 个个体中

进行了扩增"共获得 122 个等位基因"各位点的等

位基因数 P

2

为 2 =0 个"平均每个位点产生 /17;

个等位基因"其中 DM31 位点的等位基因数最多

#0 个$( 泥蚶奉化群体的各遗传参数见表 1"观

测杂合度 9

/

)期望杂合度 9

?

)多态信息含量 =N#

分别为 31333 =31633)31308 =31001)31136 =

31018%DM3/)DM39)DM17)DM26)DM/1 等位点的杂

合度较高"适合进行群体遗传多样性分析%从 =N#

值来看"在 /9 个多态性位点中有 13 个高度多态

位点#=N#

#

317$)18 个中度多态位点 #3127 A

=N#A317$"可作为遗传变异研究的工具( 利用

在线 B?3?K/K 软件对各位点进行哈温平衡检验"

经过 8/3T?FF/3:A/FF?AG:/3 校正"仍有 1/ 个位点显

著偏离 +2F@N7W?:3O?FM 平衡#=A3137$(

图 &(泥蚶 *; 个 [S+GSS)位点核苷酸碱基的分布特征

?0@'&(#038/0-4807C76*; [S+GSS)

1780638:D230C/&15'*8+'

!'!(泥蚶多态性 [S+GSS)标记的功能注释

利用 %-8)上的 %F和 *U:;;76F/G蛋白质数

据库"对含有 /9 个多态性 **$的 28 条 ,*D序列

进行了基因功能注释#,值为 0?77$"结果有 27 个

**$位点来自注释基因序列"与 1; 个已知功能基

因相关#表 1$"其中葡萄糖脱氢酶&受体'基因中

有 9 个 **$位点"铜胺氧化酶 %7端结构域蛋白基

因中有 / 个位点"同源框蛋白 *)X2 基因中有 2 个

位点"其余基因有 1 个位点( 这些 **$位点可能

与基因的表达调控相关"将对相应基因的准确定

位和功能分析有很大帮助(

!'*(泥蚶多态性 [S+GSS)在格粗饰蚶中的通用

性检测及群体多态性评价

用 /9 对泥蚶多态性 **$引物在格粗饰蚶中

进行了通用性验证"结果发现 11 对引物能成功扩

增"其中 8 对表现为多态"通用率为 2/17/E"两

个物种的遗传参数比较见表 2( 结果表明"在通

用的 8 对多态性 ,*D7**$引物中"三碱基重复和

二碱基重复类型的通用性较高"7 对为三碱基重

复类型"2 对为二碱基重复类型(

/0
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图 !(+@!;"+@&="+@!= 位点在泥蚶奉化群体部分个体中扩增的电泳图谱

?0@'!(%1DB06025,BB2B276B7"0+@!;%+@&= ,C5+@!= 0CD,/80,B?2C@94, D7D4B,807C76/&15'*8+'

表 !(\ 对泥蚶多态性 SS)标记引物在格粗饰蚶中的通用性分析

+,-'!(>/733G3D2"023,1DB060",807C76\ D7B:17/D90"[S+GSS)36/71 /&15'*8+' 0C#&!5'=)!.7'='

位点

0/A>;

重复模式

F?K?G:G:J?

9/@?

泥蚶A4L%$,-&$#, >/3$

等位

基因数

P

2

观测

杂合度

9

/

期望

杂合度

9

?

多态

信息含量

=N#

=值

=

J20>?

格粗饰蚶;4!%$)'!(2$)$#, >/3$

等位

基因数

P

2

观测

杂合度

9

/

期望

杂合度

9

?

多态

信息含量

=N#

=值

=

J20>?

DM3/

#DDB$

9

7 31633 31028 31669 3132; 6 2 31127 31123 31113 11333 3

DM39

#DDB$

7

9 31763 31607 317;7 31970 2 / 312;2 312;0 31203 31733 /

DM12

#DDD&$

7

2 31293 31216 3118; 11333 3 / 31238 311;9 31108 11333 3

DM16

#DDB$

6

9 31723 31976 31911 11333 3 / 31160 31163 31173 11333 3

DM1;

#&B&$

9

7 31293 3171; 31982 31333 2 / 31910 3169; 31761 31333 3

DM27

#&DB$

7

9 31233 31777 3196/ 31333 3 / 31/07 31/80 31/98 31721 3

DM2;

#D&$

0

/ 31233 31781 31907 31333 3 7 31978 31672 317;0 31399 ;

DM/3

#DB$

6

/ 31283 3163/ 31738 31331 3 / 31/07 317/1 319/7 31367 0

平均值

9?23

5 /107 31/77 31792 3190/ 5 /11/ 31/32 31/09 31//1 5

44利用 8 对多态性 **$引物在格粗饰蚶 /3 个

个体中进行了群体检测"共扩增出 27 个等位基

因"每个位点产生的等位基因数在 2 =7 之间"平

均每对引物产生 /11/ 个等位基因"观测杂合度为

31127 =31978"期望杂合度为 31123 =31672"多

态信息含量为 31113 =317;0"仅有 1 个位点

#DM1; $ 显著偏离 +2F@N7W?:3O?FM 平衡( 相同

**$位点在不同物种中扩增出的等位基因数有一

定差别"如 DM3/ 位点在泥蚶中扩增出 7 个等位基

因"而在格粗饰蚶中只扩增出 2 个等位基因%DM2;

位点在泥蚶中扩增出 / 个等位基因"而在格粗饰

蚶中扩增出 7 个等位基因#表 2$( 然而"大多数

位点在两物种中扩增出的等位基因数基本上一

致"泥蚶和格粗饰蚶的平均等位基因数分别为

/107和 /11/( 总体来看"泥蚶的平均观测杂合

度)期望杂合度和多态信息含量均比格粗饰蚶要

高"这反映泥蚶较高的杂合度和多态性(

/4讨论

*'&(泥蚶 [S+GSS)位点的筛选及多态性分析

随着高通量测序技术的迅猛发展和海量 ,*D

序列的产生",*D7**$技术已成为微卫星开发的

主要方法之一( 与传统富集文库法相比",*D7

**$标记的开发过程不需构建文库)克隆测序等

复杂步骤"具有开发成本低)效率高)方法简便等

优点
&18'

( 目前在海洋贝类中"已从高通量测序的

转录组中鉴别出了大量候选 ,*D7**$标记"如

-02FV 等
&1;'

在南极双壳类 G$)/%,(2$ /22'+)'!$ 外套

膜的转录组文库中鉴别出 96 2/7 个 **$位点%

+/> 等
&23'

从 979 高通量测序获得的虾夷扇贝

#=$)',-+/!)/, */&&-/,&'&$转录组序列中筛查到二

至六碱基的候选 **$标记 2 033 个%W23M 等
&8'

从 07 万条文蛤 979 转录组序列中鉴定出 2 ;03 个

,*D7**$"并对 93 个位点进行了扩增和分析( 本

90
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研究利用泥蚶转录组 979 测序)拼接得到的大量

,*D序列"大规模开发 ,*D7**$标记"为泥蚶

**$引物的高效开发开辟途径(

,*D序列大多源自基因编码区"由于其更易

受到选择压力的作用从而表现出较高的保守性"

因此 ,*D7**$的多态性#9

/

)9

?

)=N#)P

2

$要比基

因组 **$#B7**$$低
&21 522'

( -/F@?F:/ 等
&2/'

在甘

蔗# J$!!H$%(8;KK1$中筛选出了 10 个 ,*D7**$

位点"每个位点平均扩增出 /1/ 个等位基因"=N#

值 # 312/ $ 远 远 低 于 B7**$ 引 物 的 =N# 值

#3102$( 在小麦
&29'

和向日葵
&27'

中也发现 ,*D7

**$引物的多态性要低于基因组 **$的多态性(

在贝类中也有相似的报道"如 '> 等
&;'

在开发文

蛤 B7**$和 ,*D7**$位点中发现"基因组来源

的 **$位点的多态性 #9

/

)9

?

)=N#)P

2

$要高于

,*D7**$位点的多态性%R=23 等
&26'

在栉孔扇贝

中也发现 ,*D7**$位点的多态性低于基因组来

源的 **$位点的多态性( 目前"关于泥蚶 ,*D7

**$标记的开发国内外还未见报道"仅顾晓英

等
&10'

利用富集文库法开发了 6 个泥蚶基因组来

源的 **$位点"每个位点平均扩增出 719 个等位

基因"平均 =N#值 31796"而本研究筛选到的 /9

个多态性 ,*D7**$位点"平均每个位点扩增出

/17;个等位基因"平均 =N#值为 319"多态性明显

低于基因组来源的 **$位点(

,*D7**$来自于基因的转录区"很可能与物

种的功能基因连锁"在一定程度上更容易标记出

功能基因"反映物种真实的遗传特性
&2'

( 在本研

究中"筛选到得到的 /9 个 ,*D7**$位点中"有 27

个位点来自功能基因注释"这将为鉴定泥蚶功能

基因)重要功能基因定位和分子标记辅助育种奠

定重要基础(

*'!(泥蚶 [S+GSS)的通用性研究

,*D7**$源于基因的转录区"侧翼序列在不

同物种间具有高度保守性"故在属内具有很高的通

用性"甚至在同科不同属间也具较高的通用性
&20'

"

但 **$引物的通用性会随着种间遗传距离的增加

而下降
&28'

( ,*D7**$的通用性研究"有利于在不

同物种间进行比较作图)系统进化分析)基因发掘

和 ID';定位等研究( 目前"在海洋双壳贝类中已

开展了一些近缘物种间 ,*D7**$的通用性研究"

如 +>J?G等
&2;'

分析了 9 个太平洋牡蛎微卫星在巨

蛎属##%$&&-&)%/$ $及小蛎属# J$!!-&)%/$$共 12 种

牡蛎中的保守性"结果仅在近缘种葡萄牙牡蛎##4

$,L(2$)$$)熊本牡蛎##4&'I$8/$$和明巨牡蛎##4

$%'$I/,&'&$中有扩增%':等
&/3'

将从太平洋牡蛎中新

开发出的 17 对 ,*D7**$引物在巨蛎属的褶牡蛎

##4+2'!$)(2$$)香港巨牡蛎##49-,LI-,L/,&'&$)明

巨牡蛎)日本巨牡蛎##4,'++-,$$)熊本牡蛎 7 个近

缘种间进行了扩增"结果发现 17 对引物均获得了

成功"至少在一个近缘种中扩增出来"认为这些位

点对群体遗传分析和基因定位有较大价值( W23M

等
&/1'

用 /2 对太平洋牡蛎多态性微卫星引物在三

角帆蚌#9*%'-+&'&!(8',L''$中进行了种间适用性

扩增"1/ 对成功获得扩增条带"13 个位点表现多态

性"通用率为 /1127E( 目前"关于 ,*D7**$在蚶

科贝类中的通用性研究尚未见报道( 本实验在获

得 /9 对泥蚶多态性 ,*D7**$引物的基础上"对其

在蚶科不同属的格粗饰蚶中进行了通用性检测"结

果 11 对引物能成功扩增"其中 8 对表现为多态"通

用率相对较低#27181E$( 微卫星的通用性及多态

位点比例随着物种间遗传距离的增加而呈下降的

趋势
&/2'

( 泥蚶和格粗饰蚶 ,*D7**$位点的通用

率低"可能与二者隶属于不同的属"种间遗传距离

较大有关(

有研究表明"**$核心单元碱基重复类型对

**$位点在物种中的通用性具有很大的影响
&//'

(

在植物中"一般核心单元三核苷酸碱基重复类型的

**$通用性比例最高"其次是二核苷酸碱基重复类

型
&// 5/6'

( 文明富等
&/0'

研究了木薯 ,*D7**$在麻

疯树和橡胶树中的通用性"发现木薯三核苷酸重复

类型的 ,*D7**$引物的通用性比例在麻疯树和橡

胶中均最高( 在本研究中"8 对多态性引物中有 7

对为三碱基重复类型"2 对为二碱基重复类型"表

明三碱基和二碱基重复类型的 **$位点有较高的

通用性"这与植物中的研究结果一致( 本实验为蚶

科贝类借助泥蚶转录组大量开发 ,*D7**$引物开

辟了新途径"通用性 **$标记的开发必将在蚶科

贝类种质资源保护)遗传多样性评价)系统进化分

析以及比较基因组学等研究中发挥重要作用(

宁波市海洋与渔业研究院的尤仲杰研究员对

本实验中的格粗饰蚶进行了种类鉴定!谨表谢忱"

参考文献!

& 1 '4WF:M=G!H" 8?3GZ?3 61 H:AF/;2G?00:G?;! M?3?G:A

92FV?F;T/FT>G>F?&!'1$?J:?U;:3 (:;= 8:/0/MN 23@

70



!""#!

!

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

444 水4产4学4报 /0 卷

(:;=?F:?;"1;;9"9#/$!/89 5/881

& 2 '4*>OF2923:23 *"H:;=F2$C"*:3M= '1B?3/9?7U:@?

2320N;:;/T9:AF/;2G?00:G?F?K?2G;:3 =>923;! G=?:F

2O>3@23A?23@ @?3;:GN :3 ;K?A:T:AM?3/9:AF?M:/3;

&!'1B?3/9?8:/0/MN"233/"9#2$!1/31 51/131

& / '4$/O?FG;*"$/923/ -"B?F02A= B1-=2F2AG?F:Z2G:/3 /T

,*D@?F:J?@ **$;TF/9 G=?O2N ;A200/K";%L-+/!)/,

'%%$"'$,&&!'1H/0?A>02F,A/0/MN %/G?;"2337"7#/$!

760 57681

& 9 '4R=23 &8"82/ RH"+> X'"/)$21-=2F2AG?F:Z2G:/3

/T;7 3/J?09:AF/;2G?00:G? 92FV?F; T/FR=:V/3M

;A200/K #H2$8*& @$%%/%' >;:3M ()&*-"7A/0/3N

=NOF:@:Z2G:/3 23@ ,*D@2G2O2;?9:3:3M&!'1(:;=?F:?;

*A:?3A?"2338"09#/$!716 57261

& 7 '4张秀英"张晓军"赵翠"等1栉孔扇贝 8,*7**$的开

发及遗传多样性分析&!'1水产学报"2312"/6#6$!

817 58291

& 6 '4':I" W23M I R" I:H !" /)$214?J?0/K9?3G"

A=2F2AG?F:Z2G:/3"23@ :3=?F:G23A?/T11/ 3/J?0,*D7

**$ 92FV?F;:3 G=? 62A:T:A /N;G?F# #%$&&-&)%/$

L'L$&$ & !'1B?3?;[ B?3/9:A;" 2311" // # / $!

/1/ 5/161

& 0 '482:!" ':I" -/3M $" /)$214?J?0/K9?3G23@

A=2F2AG?F:Z2G:/3 /T68 ?SKF?;;?@ ;?Q>?3A?G2M @?F:J?@

;:9K0?;?Q>?3A?F?K?2G92FV?F;:3 G=?62A:T:A/N;G?F"

#%$&&-&)%/$ L'L$&& !'1!/>F320 /T G=? W/F0@

&Q>2A>0G>F?*/A:?GN"2311"92#/$!999 59771

& 8 '4W23M +X"+>23 6"'> X"/)$21H:3:3M /T,*D7**$

92FV?F;:3 A029 7/%/)%'O8/%/)%'O02FJ2?TF/9 979

;=/GM>3 GF23;AF:KG/9?& !'1B?3?; 23@ B?3?G:A

*N;G?9;"2311"86#/$!1;0 52371

& ; '4'> X"W23M + X"42:6"/)$21-=2F2AG?F:Z2G:/3 /T

,*D7**$ 23@ M?3/9:A7**$ 92FV?F;:3 G=?A029"

7/%/)%'O 8/%/)%'O & !'1 -/3;?FJ2G:/3 B?3?G:A;

$?;/>FA?"2311"/#9$!677 56781

&13'4朱东丽"董迎辉"林志华"等1利用微卫星标记对文

蛤 9 个壳色花纹品系的遗传分析 &!'1水产学报"

2311"26#2$!232 523;1

&11'4石耀华"洪葵"郭希明"等1马氏珠母贝 ,*D微卫星

的筛选&!'1水产学报"2338"/2#2$!109 51811

&12'4刘博"邵 艳 卿" 滕 爽 爽" 等1缢 蛏 # J',-,-5$!(2$

!-,&)%'!)$$ ,*D7**$分布特征及引物开发利用

&!'1海洋与湖沼"2312"9/#1$!1/2 51/01

&1/'4李太武"李成华"宋林生"等17 个泥蚶群体遗传多

样性的 $&64分析&!'1生物多样性"233/"11#2$!

118 51291

&19'4李太武"李成华"宋林生"等1福建南北泥蚶种内分

化的 $&64分析 &!'1动物学研究"233/"29 #7$!

/62 5/661

&17'4姚韩韩"董迎辉"林志华"等1泥蚶 9 个快速生长家

系的遗传变异分析 &!'1水产学报"2311"/7 #/$!

/73 5/701

&16'4曾庆国"林志华"尤仲杰1泥蚶#A/L'22$%!$ L%$,-&$$

BD微卫星位点的筛选和性质鉴定 &!'1海洋与湖

沼"2338"/;#2$!109 51001

&10'4顾晓英"曾 庆 国" 尤 仲 杰" 等1泥 蚶 # A/L'22$%!$

L%$,-&$$6 个微卫星引物的分离和鉴定 &!'1海洋

与湖沼"2338"/;#6$!661 56691

&18'4.2F;=3?N $C" BF23?F&" */FF?00;H ,1B?3/9:A

9:AF/;2G?00:G? 92FV?F; :3 K023G;! T?2G>F?; 23@

2KK0:A2G:/3;& !'1DF?3@;:3 8:/G?A=3/0MN" 2337" 2/

#1$!98 5771

&1;'4-02FV H"D=/F3?H &".:?:F2(&"/)$21)3;:M=G:3G/

;=?00@?K/;:G:/3 :3 G=?&3G2FAG:AO:J20J?G$)/%,(2$

/22'+)'!$!M?3?@:;A/J?FN :3 G=?923G0?GF23;AF:KG/9?

>;:3M 979 KNF/;?Q>?3A:3M & !'18H- B?3/9:A;"

2313"11!/621

&23'4+/> $" 82/ R H" W23M *" /)$21DF23;AF:KG/9?

;?Q>?3A:3M 23@ "/,-5- 2320N;:;T/FY?;;/ ;A200/K

#=$)',-+/!)/, */&&-/,&'&$ >;:3M 979 B*('X&!'1

60/*"3?"2311"6#6$!?21763

&21'4-=2O23?C"&O0?GGB &"-/F@?:F/ B H"/)$21,*D

J?F;>;M?3/9:A@?F:J?@ 9:AF/;2G?00:G?92FV?F;T/F

M?3/GNK:3M U:0@ 23@ A>0G:J2G?@ O2F0?N & !'1B?3?G:A

$?;/>FA?;23@ -F/K ,J/0>G:/3"2337"72!;3/ 5;3;1

&22'4,><2N0)"*/FF?00;H ,"82>9 H"/)$21);/02G:/3 /T

,*D7@?F:J?@ 9:AF/;2G?00:G?92FV?F;T/FM?3/GNK:3M

G=?&23@ 8M?3/9?;/TU=?2G&!'1D=?/F?G:A2023@

&KK0:?@ B?3?G:A;"2332"139!/;; 59301

&2/'4-/F@?:F/ BH" -2;> $" HA)3GNF? - '" /)$21

H:AF/;2G?00:G?92FV?F;TF/9 ;>M2FA23?# J$!!H$%(8

;KK1$ ,*D; AF/;; GF23;T?F2O0? G/ ?F:23G=>; 23@

;/FM=>9&!'16023G*A:?3A?"2331"163!1117 5112/1

&29'4B>KG26C"$>;GM:*" *=2F92*" /)$21DF23;T?F2O0?

,*D7**$92FV?F;T/FG=?;G>@N /TK/0N9/FK=:;923@

M?3?G:A@:J?F;:GN :3 OF?2@ U=?2G& !'1H/0?A>02F

B?3?G:A;23@ B?3/9:A;"233/"203!/17 5/2/1

&27'462;=0?N -+",00:;!$"HA-2>0?N 4 ,"/)$21,*D

@2G2O2;?;2;2;/>FA?T/F9/0?A>02F92FV?F;!'?;;/3;

TF/9+?0:23G=>;&!'1!/>F320/T+?F?@:GN"2336";0!

/81 5/881

&26'4R=23 &8" 82/ R H" Y2/ 8" /)$216/0N9/FK=:A

9:AF/;2G?00:G? 92FV?F; :3 G=? R=:V/3M ;A200/K

#H2$8*&@$%%/%'&!'1H/0?A>02F,A/0/MN %/G?;"2336"

6#1$!120 512;1

&20'4*?92M3 C" 8<F3;G2@ &" %@<:/3@</K H %1&3

60



!""#!

!

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

1 期 董迎辉"等!泥蚶 /9 个 ,*D7**$标记的开发及在格粗饰蚶中的通用性检测 44

/J?FJ:?U /T9/0?A>02F92FV?F9?G=/@;T/FK023G;

& !'1&TF:A23 !/>F320/T8:/G?A=3/0/MN" 2336" 7!

2793 527681

&28'482FO2FD"620927*:0J2-"62MM:B H"/)$21-F/;;7

;K?A:?;GF23;T?F/T3>A0?2F9:AF/;2G?00:G?92FV?F;!

K/G?3G:2023@ 0:9:G2G:/3;& !'1H/0?A>02F,A/0/MN"

2330"16!/07;7/0601

&2;'4+>J?G&" 8/>@FN 6" "=F?;;?FH" /)$21.2F:2O0?

9:AF/;2G?00:G?;:3 G=?62A:T:A/N;G?F#%$&&-&)%/$ L'L$&

23@ /G=?F A>KK?@ /N;G?F ;K?A:?;& !'1&3:920

B?3?G:A;"2333"/1!6 50;1

&/3'4':I"':> *C"C/3M '(1H:AF/;2G?00:G?U:G=:3 M?3?;

23@ ,*D;/TG=?62A:T:A/N;G?F#%$&&-&)%/$ L'L$&23@

G=?:FGF23;T?F2O:0:GN :3 T:J?/G=?F#%$&&-&)%/$ ;K?A:?;

&!'1,0?AGF/3:A!/>F320/T8:/G?A=3/0/MN" 233;" 12

#/$!1 561

&/1'4W23M B'"W23M !!"':!'16F?0:9:32FN ;G>@N /3

2KK0:A2O:0:GN /T9:AF/;2G?00:G?KF:9?F;@?J?0/K?@ TF/9

#%$&&-&)%/$ L'L$&G/ M?3/9:A2320N;:;/T9*%'-+&'&

!(8',L''&!'1!/>F320/T(:;=?F:?;/T-=:32"2336"/3

#1$!17 5231

&/2'46F:99?F-$"H/:0?F&6",00?MF?3 +1&U:@?F23M?

;>FJ?N /TAF/;;7;K?A:?;9:AF/;2G?00:G?29K0:T:A2G:/3 :3

O:F@;&!'1H/0?A>02F,A/0/MN"1;;6"7!/67 5/081

&//'4D=:?0D" H:A=20?V W" .2F;=3?N $ C" /)$21

,SK0/:G:3M ,*D @2G2O2;?T/FG=?@?J?0/K9?3G23@

A=2F2AG?F:Z2G:/3 /TM?3? @?F:J?@ **$ 92FV?F;:3

O2F0?N#9-%"/(8 5(2L$%/'1$ &!'1D=?/F?G:A2023@

&KK0:?@ B?3?G:A;"233/"136!911 59221

&/9'4B2/ '(" D23M !(" ':+ W" /)$21&320N;:;/T

9:AF/;2G?00:G?; :3 92</F AF/K; 2;;?;;?@ ON

A/9K>G2G:/32023@ ?SK?F:9?3G202KKF/2A=?;& !'1

H/0?A>02F8F??@:3M"233/"12!297 52611

&/7'4-=?3 +H"':'R"W?:X Y"/)$214?J?0/K9?3G"

A=F/9/;/9?0/A2G:/3 23@ M?3?G:A92KK:3M /T,*D7

**$92FV?F;:3 U=?2G&!'1-=:3?;?*A:?3A?8>00?G:3"

2337"73!2/28 52//61

&/6'4':'R"W23M !!"B>/ Y"/)$214?J?0/K9?3G/T**$

92FV?F;TF/9 ,*D;/TMF29:3?/>;;K?A:?;23@ G=?:F

A=F/9/;/9?0/A2G:/3 /3 U=?2G& !'16F/MF?;;:3

%2G>F20*A:?3A?"2338"18#12$!1987 519;31

&/0'4文明富"陈新"王海燕"等1木薯基因组 **$和 ,*D7

**$在麻疯树和橡胶树中的通用性分析&!'1作物

学报"2311"/0#1$!09 5081

>9,/,"82/0R,807C76*; D7B:17/D90"[S+GSS)1,/U2/30C

/21)77'5!' 15'*8+' ,C58920/8/,C362/,-0B08: 0C#*'"'5' !5'=)!.7'='

4"%BY:3M=>:

1

" W#B>/S:3M

1

" Y&"+23=23

1

" 8)&%6:3M<:23M

2

" R+&"4?9:3

1

" ')%R=:=>2

1

"

#1AG/"H,%-8 !"#$%&'(%)'(#'*JV:%),;B"(065%10M"1':(;"1"G/"H,%-8 N%-5,@-,4"(1,)#"?,-8&'4/17133"./,-%%

2AG/"H,%-8 <%(,;:5):("M"1"%(;/ I-1),):)""N"-C/':4/27337"./,-%$

%-38/,"8! ,*D7**$ :;/3?/T:9K/FG23G9?G=/@;G/ :;/02G?9:AF/;2G?00:G?0/A:"U=:A= :;0/U A/;G" =:M=

GF23;T?F2O:0:GN 29/3M K=N0/M?3?G:A200N F?02G?@ ;K?A:?;23@ 2KF/O2O:0:GN /TO?:3M 2;;/A:2G?@ U:G= T>3AG:/320

F?M:/3;/TG=?M?3/9?1/9 K/0N9/FK=:A,*D7**$92FV?F;U?F?:;/02G?@ 23@ A=2F2AG?F:Z?@ :3 G=?O0//@ A029"

A/L'22$%!$ L%$,-&$"TF/9G=?,*D;M?3?F2G?@ ON 979 ;?Q>?3A:3M1D=?3>9O?F/T200?0?;T/FG=?/9 **$92FV?F;

:3 /3 :3@:J:@>20;/TR=?<:23M (?3M=>2K/K>02G:/3 J2F:?@ TF/92 G/ 0"U:G= 23 2J?F2M?/T/17; 200?0?;K?F0/A>;1

D=?/O;?FJ?@ =?G?F/ZNM/;:GN F23M?@ TF/931333 G/ 31633"U=:0?G=??SK?AG?@ =?G?F/ZNM/;:GN J2F:?@ TF/931308

G/ 3100116/0N9/FK=:A:3T/F92G:/3 A/3G?3GF23M?@ TF/931136 G/ 31018"23@ 1/ **$0/A:@?J:2G?@ TF/9+2F@N7

W?:3O?FM ?Q>:0:OF:>9127 ,*D7**$:@?3G:T:?@ TF/9233/G2G?@ M?3?;U?F??SK?AG?@ G/ O?>;?T>0T/F92KK:3M

G=?;?M?3?;:3 0:3V2M?92K;1)3G?F;K?A:T:AGF23;T?F2O:0:GN /TG=?/9 92FV?F;F?J?20?@ G=2G8 U?F?K/0N9/FK=:A:3

;,$"$%$ !%$)'!(2$)$"F?;>0G:3M :3 2GF23;T?F2O:0:GN F2G?/T2/17/E1D/ />FV3/U0?@M?"G=:;:;G=?T:F;GF?K/FG/3

G=?;>FJ?N /T**$ GF23;T?F2O:0:GN :3 O0//@ A029;1D=?;?3/J?0K/0N9/FK=:A,*D7**$ 92FV?F;;=/>0@ O?

K2FG:A>02F0N >;?T>0T/FA/9K2F2G:J?92KK:3M"M?3?G2MM:3M 23@ ID'92KK:3M 29/3M O0//@ A029;1

J2: K7/53! A/L'22$%!$ L%$,-&$% ;,$"$%$ !%$)'!(2$)$% ,*D7**$% GF23;T?F2O:0:GN

>7//23D7C50C@ ,4897/! ')%R=:=>21,792:0!Z=:=>2;;88:1261A/9

00


