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摘摇 要摇 利用磁珠富集法和 5忆锚定 PCR 法开发背瘤丽蚌的微卫星标记,将获得的多态性
引物用于群体的遗传多态性分析,以期在比较两种开发微卫星标记方法的基础上同时获得
一批有用的微卫星引物。 从磁珠富集法获得的微卫星序列阳性克隆率为 69. 2% ,重复次数
超过 10 的占总数的 70. 2% ,从设计的 28 对引物中筛选得到多态性引物 11 对,开发效率为
39. 3% 。 这 11 对引物用于养殖群体的遗传多样性分析,结果显示,等位基因数范围为 4 ~
13,观测杂合度、期望杂合度范围分别为 0. 205 ~ 0. 738、0. 566 ~ 0. 839。 而 5忆锚定 PCR 法
获得的微卫星序列阳性克隆率为 97. 8% ,重复次数超过 10 的占总数的 24. 7% ,从设计的
56 对引物中筛选得到多态性引物 19 对,开发效率为 30. 4% 。 这 19 对引物用于养殖群体的
遗传多样性分析,结果显示,等位基因数范围为 3 ~ 10,观测杂合度、期望杂合度范围分别为
0. 208 ~ 0. 894、0. 431 ~ 0. 896。 实验结果表明,磁珠富集法所获微卫星序列质量高,开发微
卫星标记效率较高;而 5忆锚定 PCR 法实验操作更简便,所获得的引物遗传多样性指数更
高。 两种方法开发的引物均可用于背瘤丽蚌和近缘种的野生种质资源遗传多样性研究。
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Abstract: The microsatellite DNA markers from Lamprotula leai were developed by using mag鄄
netic beads hybridization and 5忆 anchored PCR methods, and applied in genetic diversity analy鄄
sis, on the purpose of obtaining a batch of microsatellite primers based on the comparison of the
two microsatellite development methods. The colonies from library constructed by magnetic beads
hybridization method were selected and screened, of which, 69. 2% were positive. The number
of the replications over 10 occupied 70. 2% of the total, and 28 pairs of the primers were de鄄
signed, according to the sequences obtained. Eleven of the primers could be applied in DNA pol鄄
ymorphism analysis, rating 39. 3% . The analysis of the genetic diversity in cultured population of
L. leai by using the 11 primers indicated that the number of the alleles per locus ranged from 4 to
13. The observed heterozygosity (Ho) and expected heterozygosity (He) ranged from 0. 205 -
0郾 738 and 0. 566 -0. 839, respectively. The colonies from library constructed by 5忆 anchored
PCR method were selected and screened, of which, 97. 8% were positive. The number of the
replications over 10 occupied 24. 7% of the total, and 56 pairs of the primers were designed, ac鄄
cording to the sequences obtained. Nineteen of the primers could be applied in DNA polymor鄄
phism analysis, rating 30. 4% . The analysis of the genetic diversity in cultured population of L.
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leai by using the 19 primers indicated that the number of the alleles per locus ranged from 3-10.
The observed Ho and He ranged from 0郾 208-0郾 894 and 0郾 431-0郾 896, respectively. Our results
indicated that the microsatellite sequences obtained by magnetic beads method had higher quali鄄
ty, and this method could be a higher efficient method, whereas the 5忆 anchored PCR method
was more easily performed, and the genetic diversity index of the primers obtained was higher.
All the microsatellite markers developed by the two methods could be useful in the genetic diver鄄
sity analysis of L. leai and related species.

Key words: Lamprotula leai; magnetic beads method; 5忆 anchored PCR method; microsatellite;
genetic diversity.

摇 摇 背瘤丽蚌(Lamprotula leai)贝壳珍珠层洁白坚

厚,为制造珠核、钮扣及工艺品的主要原料,蚌肉亦

可食用或作饲料,是中国特有的淡水育珠蚌。 由于

环境破坏和资源过度开发,背瘤丽蚌资源量已急剧

下降,目前已被列为安徽省一级保护水生野生动物

和湖北省二级保护动物(张忱和朱胜英,2000)。 目

前,国内外有关背瘤丽蚌的研究仅限于年龄与生长

(凌高等,2005)、核型分析(闻海波等,2007)、胚胎

发育(张根芳等,2009)等方面,对其遗传多样性方

面的研究目前尚未开展。
微卫星标记 (microsatellite markers) 以其共显

性、易于检测等特征一直在水产动物种质资源开发

(Divu et al. , 2008 )、遗传结构分析 ( Liu et al. ,
2009)、遗传图谱构建(Kazuharu et al. ,2011)等研究

中广泛应用。 在贝类种质资源方面,微卫星已用于

三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)(Li et al. ,2009)、褶纹

冠蚌(Cristaria plicata) (Jia et al. ,2010)、马氏珠母

贝(Pinctada martensi) (曲妮妮等,2010)、背角无齿

蚌( Anodonta woodiana) (汪桂玲等,2011) 等研究

中,在背瘤丽蚌中的研究还比较鲜见 (Xu et al. ,
2011)。 微卫星分子标记的获得主要受限于微卫星

及其旁侧特异引物区的分离。 目前国内外微卫星开

发技术主要有:直接文库筛选法、5忆锚定 PCR 法、单
引物延伸富集法、磁珠富集法、生物信息学法、转移

扩增法等,目前应用最为广泛的 SSR 分离方法是磁

珠富集法(Li et al. ,2007),5忆锚定 PCR 法只需设计

一条特异引物与锚定简并引物扩增相应的 SSR 位

点(Fisher et al. ,1996),在植物微卫星的开发方面

应用较多 ( Varghese et al. , 2001; Hayden et al. ,
2004)。 本研究利用磁珠富集法和 5忆锚定 PCR 法开

发背瘤丽蚌的微卫星分子标记,并对两种方法进行

比较分析,并对筛选的多态性引物进行背瘤丽蚌群

体遗传多样性检测,为该物种及近缘物种的野生种

质资源保护鉴定基础。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 背瘤丽蚌总 DNA 的提取

背瘤丽蚌养殖群体 48 个个体采自浙江省金华

市威望养殖新技术有限公司生产基地,采用酚氯仿

抽提法分离外套膜基因组 DNA(Sambrook & Rus鄄
sell,2001),提取的 DNA 用 1郾 5% 的琼脂糖凝胶电

泳检测,后-20 益保存备用。
1郾 2摇 磁珠富集法构建微卫星文库

采用 Mse玉接头, Oligo鄄Mse玉A:HO鄄TA CTC
AGG ACT CAT鄄OH, Oligo鄄Mse 玉 B: HO鄄GAC GAT
GAG TCC TGA G鄄OH,建立 15 uL 的连接体系,所得

的连接产物稀释 10 倍后进行预扩增,建立 20 uL 的

反应体系,含 10伊PCR Buffe 2 滋L,MgCl2(25 mM )
1郾 2 滋L,dNTP 混合物(2郾 5 mM)1郾 6 滋L,Mse玉鄄N 引

物组(20 滋mol·L-1)2 滋L,10 倍稀释的连接反应液

5 滋L,Taq 酶(2郾 5 U·滋L-1)0郾 4 滋L, ddH2O 7郾 8 uL。
PCR 反应程序为 94 益预变性 3 min,94益 1 min,53
益 1 min,72 益 1 min,17 个循环;最后 72 益延伸 10
min。 扩增产物在 1郾 5% 琼脂糖凝胶电泳检测并回

收纯化,-20 益保存。
建立 100 uL 反应体系,6伊SSC+0郾 1% SDS(杂交

缓冲液)70 滋L,生物素标记的 Biotin鄄(CT) 12 探针 5
uL (100 滋mol·L-1),PCR 产物 25 滋L;反应条件为

95益变性 15 min,55 益温浴 30 min 缓慢冷却至室温

至少 1 h,加入 300 滋L 的 TEN100 溶液,混匀后 4益
保存备用。 取 100 滋L 磁珠用 TEN100溶液反复平衡

3 次后,用 100 滋L TEN100溶解,然后将含生物素探针

的杂交液加入平衡好的磁珠溶液中,室温放置 30
min,通过磁珠吸附微卫星序列。

以 Mse玉鄄N 引物组扩增捕获的微卫星片段,
PCR 产物与 pGEM鄄T Vector(购自上海盛兆生物有
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限公司)连接并转化大肠杆菌 DH5a 感受态细胞(购
自天根生化科技有限公司),铺板于含有 Amp 的 LB
固体培养基中,构建成为背瘤丽蚌微卫星文库。 以

蓝白斑筛选和菌落 PCR 检测阳性克隆,PCR 反应程

序如前第 PCR 所述,循环次数为 30。 用琼脂糖凝胶

电泳检测扩增结果,选择阳性克隆测序。
1郾 3摇 5忆锚定 PCR 法构建微卫星文库

根据 Fisher(1996),采用一个简并引物(PCT4)
KKVRVRV(CT) 6(K = G / T, V = G / C / A,R = G /
A)直接扩增基因组 DNA,建立 25 uL 的反应体系,
该体系含 2伊PCR MasterMix 12郾 5 滋L(购自天根生化

科技有限公司,其中 0郾 1 U Taq Polymerase·滋L-1,
500 滋M dNTP each,20 滋M Tris鄄Hcl pH 8郾 3,100 mM
KCl,3 mM MgCl2),PCT4 引物(20 滋mol·L-1)2 滋L,
DNA 模板(10 ng·L-1)2郾 5 滋L,ddH2O 8 滋L。 PCR
反应程序为 94 益预变性 3 min,94 益 30 s,59 益 30
s,72 益 30 s,5 个循环,接下来 94 益 30 s,57 益 30
s,72 益 30 s,35 个循环,最后 72 益延伸 2 min。 扩

增产物在 1郾 5% 琼脂糖凝胶电泳检测并回收纯化。
PCR 产物与 pGEM鄄T Vector 连接并转化大肠杆菌

DH5a 感受态细胞,铺板于含有 Amp 的 LB 固体培

养基中,构建成为背瘤丽蚌微卫星文库。 以蓝白斑

筛选和菌落 PCR 检测阳性克隆,PCR 反应程序同磁

珠富集法,重组子扩增选用 M13 通用引物。 用琼脂

糖凝胶电泳检测扩增结果,选择阳性克隆测序。
1郾 4摇 序列分析、引物设计及多态性引物的检测

从 2 轮筛选的阳性克隆中分别吸取 500 滋L 菌

液于 1郾 5 mL 离心管当中,送至上海生工测序。 返回

序列用 BioEdit 生物软件去除载体(磁珠富集法分离

的序列还需去接头),采用 Primer 5郾 0 软件进行引物

设计。 以背瘤丽蚌 1 个养殖群体的外套膜基因组

DNA 为模板,经 PCR 分别对两种方法开发合成的引

物进行检测评估,扩增产物用 8% 的非变性聚丙烯

酰胺胶电泳分离,银染(Creste et al. ,2001),筛选

引物。
1郾 5摇 群体遗传多态性数据分析

利用 GelPro32 分析引物扩增结果的聚丙烯酰

胺胶电泳图,利用 GENPOP 4郾 0 进行群体遗传分析,
计算等位位点数(number of allele,A)、观测杂合度

(observed heterozygosity,Ho)和期望杂合度(expected
heterozygosity,He),利用 U 检验进行 Hardy鄄Weinberg
平衡,采用 Bonferroni 方法校正的显著性标准,根据

P 值判断杂合缺失或过剩。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 磁珠富集法及 5忆锚定 PCR 法获得克隆测序结

果与序列分析

从磁珠富集法的 1000 余个克隆库中随机挑选

52 个菌落,测序得到其中 36 个克隆含有微卫星序

列,阳性克隆率为 69郾 2% 。 在 36 个阳性克隆中含

有微卫星重复基元 47 个,其中 CT / GA 重复基元 22
个(46郾 8% ),CA / GT 重复基元 20 个(46郾 6% ),其他

为三碱基重复基元 2 个(4郾 2% )四碱基重复基元 3
个(6郾 4% )。 另外根据 Weber(1990)提出的测序标

准,完 美 型、 非 完 美 型 及 混 合 型 分 别 为 27 个

(75郾 0% )、7 个(19郾 4% )和 2 个(5郾 6% ),10 次以上

的重 复 占 70郾 2% , 又 以 10 ~ 19 次 为 最 多, 占

59郾 6% ,重复次数最高为 35。 微卫星基元重复次数

统计见图 1,部分菌液 PCR 电泳图见图 2,克隆文库

特征见表 1。
摇 摇 从 5忆锚定 PCR 法的 2000 余个克隆库中随机挑

选 92 个菌落,测序得到其中 90 个克隆含有微卫星

序列,阳性克隆率为 97郾 8% 。 在 90 个阳性克隆中

含有微卫星基元 223 个,其中 CT / GA 重复基元 187
个(83郾 8% ),CA / GT 重复基元 28 个(12郾 6% ),另外

少部分其他 2 碱基重复基元 4 个(1郾 8% ),剩下的

为四碱基重复基元 4 个(1郾 8% )。 另外根据 Weber
(1990)提出的测序标准,完美型、非完美型及混合

型分别为 188 个 (87郾 9% )、6 个 (2郾 8% ) 和 20 个

(9郾 3% ),10 次以上的重复占 24郾 2% ,又以 5 ~ 9 次

为最多,占 75郾 8% ,重复次数最高为 31。 微卫星基

元重复次数统计见图 1,部分菌液 PCR 电泳图见图

2,克隆文库特征见表 1。
2郾 2摇 两种方法多态性引物筛选结果

选取合适序列利用引物设计软件 Primer Premier

图 1摇 两种方法分离的背瘤丽蚌微卫星序列重复次数比较
Fig. 1 摇 Comparative analysis of microsatellite repeat num鄄
ber from Lamprotula leai with two methods
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图 2摇 两种方法分离背瘤丽蚌微卫星序列的部分菌液 PCR 结果
Fig. 2摇 Partial colony PCR results of microsatellite repeat number from Lamprotula leai with two methods
A 磁珠富集法;B,5忆锚定 PCR 法。

表 1摇 两种方法构建的背瘤丽蚌微卫星 DNA 文库特征及筛选引物比较
Table 1摇 Comparative analysis of Lamprotula leai DNA library feature and primer screening efficiency

文库对象 挑选
克隆数

阳性
克隆数

重复
克隆数

10 次以上
基元重复

设计
引物数

获得可扩
增引物数

获得多态
性引物数

磁珠富集法 52 36(69郾 2% ) 0(0) 33(70郾 2% ) 28 17(60郾 7% ) 11(39郾 3% )
5'锚定 PCR 法 92 90(97郾 8% ) 1(1郾 1% ) 54(24郾 2% ) 56 24(42郾 9% ) 19(30郾 4% )

表 2摇 背瘤丽蚌微卫星引物特性及群体多样性指数(磁珠富集法)
Table 2摇 Characterization of microsatellite primers form Lamprotula leai (magnetic beads hybridization method)
位点 引物序列

(5爷鄄3爷)
重复序列 退火温度

Ta(益)
片段大小

(bp)
等位基因

Na

观测杂合度 /
期望杂合度

Ho / He

GenBank
accession
number

MP4 F:CAAAATGGTCACATATACTCGTACCT
R:AAGCATCTTCCAATATTTCTCTCACC (GA) 15 50 245-470 13 0郾 629 / 0郾 839* HQ444742

MP7 F:AGCTGGAGTAAAAATGAAACGTAATGT
R:AGTATTTCACACAATGTTTGTCTGTCC (AG) 15 51 160-190 4 0郾 600 / 0郾 575 HQ444743

MP15 F:TGATGAGGAGATGAAGTCGGTCAG
R:GTAGACGGAAGGATGCCAAGAAGA (CA) 5 52 147-200 8 0郾 514 / 0郾 566 HQ444744

MP17 F:CCTAAATGAGGGTGGTCGCAGTA
R:CGGTTTCAATGGACCTAAACGAG (CA) 11 53 155-250 13 0郾 622 / 0郾 762 HQ444745

MP19 F:AACTGTGGTGTCCCAACGACCTCTT
R:TTGTGGAATGTCATTGCCAGTGCTA (GAT) 10 53 220-285 11 0郾 618 / 0郾 830* HQ444746

MP42 F:TACAATCAATATCAAAACGGAACTA
R:TCGAGAAAAATCTGTTGTTATTATG (CT) 15 50 235-370 7 0郾 632 / 0郾 688 HQ444747

MP43 F:GTTTTGGCATAATCGGAAAGAGGGAC
R:ACCTTATCACATTTACGCCGAAGCAC (AG) 18 53 215-262 6 0郾 738 / 0郾 604 HQ444748

MP44 F:GGTTTTGGCATAATCGGAAAGAGGGAC
R:CACCTTATCACATTTACGCCGAAGCAC (ACAT) 14 53 220-303 5 0郾 463 / 0郾 604* HQ444749

MP47 F:GCAGGAAACTAGCATTTTCGGCA
R:ACTCTGCCTCTGCACACACTGCA (CT) 10 53 125-147 4 0郾 674 / 0郾 672 HQ444750

MP51 F:AGTCACGAATCCCATTATGTCTCAT
R:ATGTTCCTTCTGATTCAAACCTGAG (GT) 5(TG) 12 51 160-182 4 0郾 205 / 0郾 687* HQ444751

MP55 F:GCAATGCCAATCCAGACATAACTAA
R:TCTTCCAAAGTATCGAGATACGGGT (TG) 5(GA) 12 52 125-211 7 0郾 348 / 0郾 684* HQ444752
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表 3摇 背瘤丽蚌微卫星引物特性及群体多样性指数(5忆锚定 PCR 法)
Table 3摇 Characterization of microsatellite primers form Lamprotula leai (5忆 anchored PCR method)
位点 引物序列

(5爷-3爷)
重复序列 退火温度

Ta(益)
片段大小

(bp)
等位基因

Na

观测杂合度
期望杂合度

Ho / He

GenBank
accession
number

AP02 F:GTGTGTGCGTGTGTGGTTTTG
R:CACCCTGCATTCACTGTATGGT (TG) 6TT(TG) 5 50 350-400 8 0郾 520 / 0郾 784* HQ129919

AP05 F:TTCCAAGTCACACAGGTCTTGACAC
R:TGTACAGAAAACGAGTTGATGCACA (TG) 7C(GT) 8 50 150-204 10 0郾 792 / 0郾 715 HQ129920

AP09 F:TGAGTATCTTGCTCTGATTTCTTGAAC
R:ACAGCTTGACTAACATAACCATCATTC (AT) 5(GA) 6 45 150-250 6 0郾 440 / 0郾 723* HQ129921

AP10 F:CTTTCTCCCAAGGGCAAAT
R:TCGGTCTCCGTAGAAGCCT

( CT ) 6… ( AG ) 5…
(GA) 15

48 180-212 8 0郾 208 / 0郾 431* HQ129922

AP23 F:KKVRVRVCTCTCTCTCTCT
R:ATATGAGACATATCTAGGCACG (AG) 11 57 202-216 6 0郾 565 / 0郾 758* HQ129923

AP24 F:GTTATGAAAAACATCCCGCACTAG
R:ATATTCAGCACTCATCTGCCGATA (AC) 17 51 190-230 7 0郾 583 / 0郾 804* HQ129924

AP28 F:KKVRVRVCTCTCTCTCTCT
R:AACAACACTCAACAGCATTTCC (TG) 16(AG) 6 57 162-190 10 0郾 889 / 0郾 878 HQ129925

AP38 F:KKVRVRVCTCTCTCTCTCT
R:TGATCGGCAAATAAAACCTTGG (TG) 21(AG) 6 57 460-502 8 0郾 375 / 0郾 722* HQ129926

AP42 F:KKVRVRVCTCTCTCTCTCT
R:AGCTGCTAACGTCTATGAAATG

(TG) 20…
(TG) 6…(AG) 6

57 190-214 3 0郾 542 / 0郾 439 HQ129927

AP44 F:KKVRVRVCTCTCTCTCTCT
R:AAATGGCGATAAACCCTACAAC

(TG) 5C(GT) 5
(GA) 6

57 188-212 7 0郾 696 / 0郾 798 HQ129928

APSF2 F:KKVRVRVCTCTCTCTCTCT
R:GACGATGCTATTTGTGATACTT

(GA) 9 GC ( GA) 8
GG(GA) 6

57 364-410 9 0郾 800 / 0郾 848 HQ412613

APSR12 F:KKVRVRVCTCTCTCTCTCT
R:TGGTCGGTTTGACTTAACTTTT

(CT) 12CC
(CGAT) 7

57 120-140 6 0郾 800 / 0郾 824 HQ412614

APSF12 F:KKVRVRVCTCTCTCTCTCT
R:GATCTCGACAATCATAGCAAAA (TG) 15(AG) 6 57 171-205 4 0郾 720 / 0郾 754 HQ412614

APS28 F:ATGGGCTAAACTCGATGAA
R:GGTCGGTTCGACTTTGAAA (AG) 19 54 132-166 6 0郾 767 / 0郾 776 HQ412615

APS31 F:TCTGGACTTATGAATGATGGTACA
R:ACTTTAAAACTCTCTGGTCGGTTT (AG) 6(GA) 11 54 100-112 4 0郾 750 / 0郾 707 HQ412616

APS45 F:AGAAGGATGAGGAGGATAAAAGCC
R:AACCGACCAACGGAAAGGGTAAAA (CATA) 8 54 234-276 9 0郾 893 / 0郾 875 HQ412617

APSF29 F:KKVRVRVCTCTCTCTCTCT
R:CTGGACTTATGAATGATGGTAA (AG) 17 57 214-278 10 0郾 894 / 0郾 896 HQ412618

APSF36 F:KKVRVRVCTCTCTCTCTCT
R:ACATGCAATATGCAAAGTTCGA (TG) 7(AG) 6 57 242-272 8 0郾 862 / 0郾 860 HQ412619

APSR52 F:KKVRVRVCTCTCTCTCTCT
R:ATTTCCCAGTTACCAGTAATCT (CT) 7(CA) 10 57 394-426 8 0郾 833 / 0郾 822 HQ412620

5 设计引物:根据磁珠富集法分离微卫星位点,选取

合适序列设计引物 28 对,其中能得到清晰条带引物

17 对,最终筛选得到能够用于多态性分析的引物 11
对,GenBank 登陆号(HQ444742 – HQ444752) (表
2),开发效率为 39郾 3% (表 1);根据 5'锚定 PCR 法

分离微卫星位点,选取合适序列设计引物 56 对,扩
增结果表明,具有清晰条带的引物为 24 对,多态性

引 物 19 对, GenBank 登 陆 号 ( HQ129919 –

HQ129928、HQ412613 – HQ412620)(表 3),开发效

率为 30郾 4% (表 1)。
2郾 3摇 背瘤丽蚌养殖群体遗传多样性的微卫星分析

为了检验 2 种方法所筛选引物的实效性,选用

1 个养殖群体进行微卫星扩增,部分引物扩增结果

见图 3。 结果表明:磁珠富集法开发 11 对多态性引

物扩增的等位基因数范围为 4 ~ 13,观测杂合度、期
望杂 合 度 范 围 分 别 为 0郾 205 ~ 0郾 738、 0郾 566 ~
0郾 839;5忆锚定 PCR 法开发 19 对多态性引物扩增的

等位基因数范围为 3 ~ 10,观测杂合度、期望杂合度

范围分别为 0郾 208 ~ 0郾 894、0郾 431 ~ 0郾 896。 结果表

明,所筛选引物具有较高的多态性,可用于背瘤丽蚌

的遗传多态性分析。 另外,选用两种方法所开发的

18 对微卫星引物用于我国非常重要的淡水育种蚌鄄
三角帆蚌的遗传多样性研究。 其中 10 对在三角帆

蚌群体中具有较高的多态性,说明所开发的微卫星
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图 3摇 两种方法筛选背瘤丽蚌微卫星部分引物扩增结果
Fig. 3摇 Amplification results of partial primers from Lamprotula leai with two methods
A,磁珠富集法;B,5忆锚定 PCR 法。

引物质量较好,可用于淡水蚌的遗传多样性研究。

3摇 讨摇 论

3郾 1摇 两种方法开发微卫星(SSR)标记的一些关键

性问题

磁珠富集法是基于选择性杂交富集的一种经典

方法,已广泛应用于动物(Yang et al. ,2008)、植物

(Hamilton & Fleischer,1999)、微生物(Cyril et al. ,
2007)微卫星位点分离研究当中。 该方法的重点在

于高质量微卫星文库的构建,高质量的文库是高效

筛选多态性引物的一个重要前提。 磁珠富集法通过

富集建立微卫星文库以后还可以与放射性同位素标

记的探针杂交,理论上可以使阳性克隆率达到

100% ,形成高质量的文库(赵莹莹等,2006)。 另

外,操作过程中一些因素会影响筛选微卫星效率,最
主要的影响因素是磁珠的平衡、洗液和洗涤温度的

严格控制。 磁珠用前需要用盐溶液反复平衡,根据

经验,一般新鲜磁珠较容易平衡。 而在 4 益存放时

间较长的磁珠不易平衡。 需要反复多次,直到磁珠

顺滑;另一方面,洗液的配置及洗涤温度要严格控

制,以达到清除不含微卫星序列片段的目的,同时,
保护吸附的含有微卫星序列的片段不被洗脱,整个

操作过程要轻,以达到最高的分离效率(鲁翠云等,
2005)。 本实验严格遵从磁珠富集法实验操作,杂
交吸附完毕后,经过一次非特异性洗脱和三次特异

性洗脱,保证富集微卫星目的片段最大化。
5忆锚定 PCR 技术是一种基于 ISSR鄄PCR 的 SSR

分离策略,之前主要应用于植物微卫星开发的研究

当中(Charters et al. ,1996;盛良明等,2007;贾小平

等,2009),在动物中的研究比较鲜见。 用该方法分

离出来的微卫星序列具有一定的特点:它们理论上

都是由两段相距较近,且呈反向重复的微卫星与其

中间部分的保守序列构成,偶尔在中间部分的保守

区也会出现各种类型的微卫星重复序列,这种情况

下 PCR 扩增的引物就是根据这段序列两段的保守

区设计(Fisher et al. ,1996)。 但对于两端的重复序

列,目前的研究大致有两种处理方法:1)根据 Fisher
等(1996)和盛良明等(2007)的研究,克隆得到的微

卫星序列只需要根据中间保守区额外一个引物,这
个引物和之前的简并引物配合使用,就可以用于多

态性分析。 由于 5忆端的旁侧序列缺乏特异性,简并

引物与模板结合时很可能在重复区发生滑动;这种

方法的优点在于可以节省一个引物的成本,但是缺

点是会出现单引物扩增的现象。 Fisher 等(1996)采
用降低 4 种脱氧核苷酸中 dCTP 浓度和增加放射性

同位素标记的[a鄄32P] dCTP 以避免出现简并引物的

单引物扩增,但这无疑会增加优化 PCR 反应时的工

作量因而减少引物筛选的效率。 2)同样是采用此

法分离出微卫星位点,部分学者 ( Brachet et al. ,
1998;Palma et al. ,2007)在设计引物的时候将测序

后得到的与简并引物互补配对的那 7 个碱基明确

化,并加上后面的部分微卫星重复序列成为一个引

物,再与根据保守区设计的引物一起用于多态性分

析。 这种方法得到的引物与磁珠富集法分离微卫星

序列设计的引物一样,通常能够较快捷并较好的扩

增,但是没有能够节约引物成本。 本实验将特异引

物和简并引物配合使用,为避免优化 PCR 反应的工

作量,需设计大量的特异引物与简并引物相匹配。
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3郾 2摇 两种方法分离微星位点、开发多态性标记的效

率分析

实验中采用的两种方法,从分离的阳性克隆来

看 5忆锚定 PCR 技术获得的阳性克隆比率高,操作更

为简便。 Panaud 等(1996)认为,微卫星重复次数的

多少与多态性之间不存在相关性;但另有学者(We鄄
ber & May,1989;Johansson,1992)认为微卫星重复

次数与多态性之间存在正相关性,一般微卫星的核

心序列重复数越高,其等位基因数也就越多,即多态

性也就越高。 如果以核心序列重复次数 10 次以上

的设计引物,这对于筛选多态性信息含量高的分子

标记是有利的(孙效文等,2005),本实验用磁珠富

集获 得 的 占 70郾 2% 远 高 于 5忆 锚 定 PCR 法 的

24郾 2% ,因此磁珠富集法富集的微卫星文库质量更

高。 与其他水产动物相比,贝类微卫星分离的报道

较少,并且多态位点的筛选效率相对比较低,需要设

计大量的引物才能获得为数不多的多态标记(赵莹

莹等, 2006; Evens et al. , 2006; Herbinger et al. ,
2006);本次实验用磁珠富集法开发的微卫星效率

为 39郾 3%高于 5忆锚定 PCR 法的 30郾 4% 。 除开物种

的关系而导致的筛选效率低这一原因外,5忆锚定

PCR 法开发微卫星标记效率较低的问题已有报道,
马丽华等(2008)通过该方法开发谷子的微卫星标

记开发效率为 25郾 2% ,低于 Hirata 等(2006)用富集

文库法开发意大利黑麦微卫星标记效率 65郾 8% 。
就两种方法开发标记的相比较而言,本实验用

磁珠富集法与 5忆锚定 PCR 法开发的多态性引物的

成本相当,虽然 5忆锚定 PCR 法在建立文库步骤比磁

珠富集法简便,但是这类方法由于只有一条特异引

物,必然会影响到扩增的特异性,在成本相当的情况

下,磁珠富集法筛选引物的效率较高,而且文库的质

量也较高。 所以在保证开发效率相当的前提下使用

5忆锚定 PCR 法就必须更多的挑选克隆测序、合成引

物等,这无疑会增加开发成本。 另外,从两种方法多

态性引物在养殖群体中的遗传多样性分析来看,5忆
锚定 PCR 法所获得的引物遗传多样性指数略高。
因此,相比于 5忆锚定 PCR 法而言,磁珠富集法所获

得文库序列质量更高,开发效率高,而 5忆锚定 PCR
法操作更方便,所得引物遗传多样性指数更高。 本

实验用两种方法共开发 30 对背瘤丽蚌微卫星引物,
可以为该物种以及近缘物种的遗传多样性分析、遗
传图谱的构建等提高有价值的参考。
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