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摘要：采用生物素标记的（CA）15探针和磁珠富集法构建了大珠母贝（Pinctadamaxima）微卫星DNA文库，

随机挑选 1200个菌落，经PCR筛选得到298个候选克隆，成功测序246个，分析获得251  个微卫星序列，

其中完美型、非完美型和混合型分别占63%、32%和 5%。除探针中使用的 CA重复外，还得到 AT、

GT、TC、AG、GC、TAA、CAA、AGG、GATA、GACA、GTGC、CGTC、GACG、CTGT等重复序

列。设计引物 90对，挑选其中 30对合成并筛选出 21  对能在大珠母贝基因组有效扩增的引物。种群

PCR扩增后利用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳法进行检测，获得了  10个多态位点，共检测出59个等位基

因，片段长度范围为 133～444 bp。各位点等位基因数 2～8  个，平均等位基因数 5.9个；有效等位基因数为

1.342 3～6.000 0，平均为 4.124 0；多态性信息含量（CPI）为 0.222 5～0.811 8，平均0.7179；期望杂合度（He）为

0.259 3～0.847 5，平均 0.717 9；观测杂合度（Ho）为 0.300 0～0.800 0，平均 0.533 3。这些微卫星多态性标记的

获得，为进一步开展大珠母贝遗传育种、保护生物学和种群遗传多样性等研究奠定了一定基础。
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    大珠母 贝（Pf疗c￡口d口朋nxf朋口），俗称白蝶贝，属于

软 体 动 物 门 双 壳 纲 异 柱 目珍 珠 贝 科 珠 母 贝 属

（尸fncfada）。主要分布于热带海域，如澳大利亚、菲

律宾、马来 西亚 、印度尼西亚等地【l】。大珠母贝经济

价值很高，其 肉（闭壳肌）质味道鲜美、营养丰富，堪

称为宴席佳品。它 的壳形独特，珍珠层厚而有美丽光

泽，是名贵 的工艺原料。用大珠母贝养殖 出来的珍珠

颗粒大，色泽好，价格高，既是贵重的装饰 品，又是

名贵药材 。我国的大珠母贝资源本来就很少，属于国

家二 级保护动 物，过度 利用使其更 处于濒危状态 ，

因此不能直接用野生大珠母贝进行育珠生产而必须

使用人工繁殖个体 。人工养殖贝育成的珍珠一致性

和质量都较 高。然而大珠母 贝的海区养殖一直难以

成功，幼贝出现大规模死亡现象，导致其珍珠养殖不

能实现产业 化开发。其原因除了养殖环境恶化外，种

质资源的衰退也是重要原因之一。因此开展遗传选

育，改 良种质是有效开发大珠母贝资源的重要途径。

在开发过程 中，对选育群 体进行遗传多样性分析和

监测是十分必要的。微卫星 DNA是遗传多样性分析

和分子标记辅助育种最适遗传标记之一。但大珠母

贝的微卫星标记数量不多。Evans等【21报道了6个多

态标记和 Smith  等【31报道了 8个微卫星标记.远不能

满足应用的需要，因此必须开发大量的微卫星标记。

    本实验采用生物素.磁珠富集法和探针杂交相结

合的方法，构建了大珠母贝的微卫星富集文库，筛

选大珠母贝的微卫星标记，为大珠母贝的遗传育种、

保护生物学和种群遗传多样性等研究奠定基础。

1  材料与方法

1.1 材料来源
    用于微卫星分离的大珠母贝样品于 2008  年  8月

采集于海南三亚，用于微卫星多态引物筛选的大珠

母贝 30个样品个体于 2007年  7月采集于海南三亚

养殖群体，取闭壳肌保存于 95%酒精中。

1.2 实验方法
1.2.1  基因组 DNA提取

    按照传统的酚.氯仿法州 提取基因组 DNA，溶
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于 100 pL灭菌双蒸水中，一20℃保存待用。

1.2.2  基因组 DNA酶切、接头连接与 PCR扩增

    基因组 DNA用内切酶 MsPI酶切 3 h，20 L̈反应

体系包括：lO×NEB Bu叠五er2 2 uL，100×BSA 0.2 pL，

MsPI  （10 UruL）  0.5  ̈L，20 mg/LDNA 模板 3此 ，

ddH20 14.3  ̈L。将酶切产物与双链接头（接头 A序列

为：5，.TAC TCA GGA CTC AT.3’，接头 B序列为：

5’.GAC GAT GAG TCC TGA G.3 7）  于  l6℃连接过夜，

反应体系如下：10 mmovL T4 DNA ligase缓冲液 2 uL，

50  mmoUL接头 1.8 pL，酶切产物 ll uL，400  Urp儿的

T4 DNA ligase O.2 uL。连接产物用简并引物 MJeI-N

【5’.GAT GAG TCC TGA GTA  A（N）.3’1进行 PCR扩增，

PCR反应总体积 20 uL，包括 10×PCR buffer 2.0 uL，

10 mmol/L dNTPS 0.4 UL，50 mmOl，L MJPI-N O.2 UL，

1U刀ag酶，10×连接产物 2 p.L。反应程序如下：95  ℃

预变性 5 min，然后进行 PCR循环。循环参数为：95

℃变性 30 s，53  ℃退火 l min，72  ℃延伸 l min，循环

数进行梯度筛选，分别做 l4、17、20、23、26个循

环，以确定最佳循环数，最后 72℃延伸 5 min  。

1.2.3 探针杂交与磁珠富集

    将杂交缓冲液 70 pL、PCR产物 25 uL和生物素

标记的（CA）15探针（10 umol，L）5 p儿混合，于 65  ℃杂

交 1 h。结束后，将磁珠加入到 100  mL杂交液中，室

温温浴 30 min，移去杂交液并保存 。用 400 uL 的

TEN1000151于室温下洗涤磁珠 3  次，每次 5 min，保

留第 3  次 的洗脱 液 。用 400 IIL 的 0.2XSSC（含

0.1%SDS）洗 3次，每次 5 min，保 留第 3次的洗脱液 。

用 400 pL TEN1000再洗 5 min，保存洗脱液。加 100 uL

TE重悬磁珠，100℃水浴 10 min，将 DNA从磁珠.探

针.DNA混合物 中分离，水浴结束后将离心管置于磁

架上，吸出含有 DNA 片段的洗脱液，然后立刻置于

冰上。用 100 pL TE再次重悬磁珠，保存洗脱液。以

上述 6管洗脱液为模板，用引物 MseI.N进行 PCR扩

增，将 PCR 扩增产物于 1.5%的琼脂糖凝胶上电泳，

检测富集效果。富集效果好的样 品用 DNA Gel Ex.

traction Kit（AXYGEN）回收纯化 PCR产物，纯化产物

按常规方法与 pMD20.T载体 16℃连接过夜，将 连接

产物转化到大肠杆菌感受态细胞中进行培养，构建

微卫星富集文库 。

1.2.4  富集文库的筛选、测序与引物设计

    挑选单克隆，接种到含有氨卞青霉素的LB培养

基中，37  ℃振荡培养 2 h，菌液用载体通用引物和探

针序列引物进行 PCR筛选鉴定，经 1.5%琼脂糖凝胶

中电泳检测，选取符合条件 的候选克隆送上海生工

生物技术有限公司进行 DNA测序。利用 Clustal X【6l

对序列特征进行分析，并用引物设计软件 primer 5.0

对所得的微卫星序列设计引物。

1.2.5 微卫星多态引物 的筛选

    将引物稀释成 10 pmol/L，取海南三亚养殖群体

共 30个个体，进行 PCR 扩增，体 系如下：10×PCR

buffer 2.0 LlL，10 mmol/L dNTPS 0.4 pL，lO pmOUL
正 、反向引物各 0.5 uL，5 g/L  刀口g酶  0.2 p儿，20 mg/L

DNA模板 2̈儿，ddH20 14.4 uL。通过调整退火温度，

来获得最佳 PCR条件，将 PCR产物用 1.5%琼脂糖凝

胶进行电泳，EB染色，将有 目的条带出现的 PCR产

物再进行 5%（wrv）聚丙烯酰胺凝胶 电泳，筛选具有多

态性的引物。

1.3 数据统计与分析
    统 计 每 个 位 点 的 等 位 基 因 数 量 （彳），用 Pop-

Genl.32软件‘71来计算群体 的有效 等位基因数似。）、

观测杂合度（H。）和期望杂合度（H。）、Hardy.Weinberg

平衡偏离指数（D）以及卡方检验（PHw）。根据 Botstein

等嘲的公式计算每个微卫星位点 的多态性信息含量

（CPl），计算公式如下：

    C P广1  一∑∥一∑∑2垢2万2

式中Z和 历分别表示某一位点第 f个和第歹个等位基

因在群体中的频率。

2  结果与分析

2.1微卫星DNA的分离筛选
    用内切酶 MsPI对基因组 DNA进行酶切后用

1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，发现酶切片段主要集中

在200～1 000 bp，符合构建基因组文库的要求。通过
探针杂交，磁珠吸附，清洗和洗脱，PCR扩增，载体

连接和转化等步骤，构建了大珠母贝基因组微卫星
富集文库，共获得近 2 000个阳性克隆，随机挑选

1 200个克隆进行PCR检测。选取具有稳定扩增带的
阳性克隆298个进行测序，分析测序结果获得了211

个含有重复次数大于或等于6的微卫星序列。211个
序列共含有 251个微卫星位点，一般每个克隆含有

1～3个位点，其中1个克隆含有6个位点，微卫星序

列长度大小范围为 101～787 bp。对所得微卫星位点

进行分类，发现（C刖GT）。微卫星重复序列204个，占
了绝大多数，此外还发现了AG、AT、GC、TC、CAA、
AGG、GATA、GACA、GTGC、GACG等重复类型。



根据Webe—91提出的微卫星序列分类标准，在所获得

的微卫星位点中，完美型 159个，占63%；非完美型
80个，占32%；复合型 12个，占5%。

2.2 微卫星引物的筛选
    根据包含微卫星位点的序列，用引物设计软件

primer 5.O设计引物，共设计引物90对，随机挑选了
其中30对送去上海生物工程有限公司合成。通过优
化PCR反应条件，筛选出21  对能够稳定扩增的引物。

将有目的条带出现的PCR产物再进行 5%（w/v）聚丙烯
酰胺凝胶电泳，筛选出lO对多态性引物（表1）。

表 1 10对多态性微卫星引物序列
Tab.1  SeqUenCeS Of ten pairS Of pOlymOrphiC miCrOSatelIite primerS

注：F表示正向引物；R表示反向引物

2.3  微卫星位点多态性分析

    使用PopGenl.32软件对所得的微卫星多态性位
点进行数据分析，由表 2可知，10个位点共获得 59

表 2  10个微卫星多态性位点的数据统计
Tab.2  The StatiStiCS of ten  miCrOSatellite IOCi

个等位基因，其中M412位点检测出的等位基因最多

（8个），M393位点的等位基因最少（2个），大部分位点  '    - 0    '    r

  为 5～7个，大小在 133～444 bp之间，表现出高度多态

    注：■.等位基因数；”e.有效等位基因数；H。.观测杂合度；He.期望杂合度；D.遗传偏离指数D=（H。一日J，  H。；PHw.哈代.温伯格平衡显著
性检验0.05水平的P值：CPI：多态信息含量



性。有效等位基因数似。）为 1.342 3—6.000 0，平均为

4.124 0；观测杂合度（H。）的范围为 0.300 0～0.800 0，

平均 为 0.533 3；期望杂合度 （风）范 围为 0.259 3～

0.847 5，平均为 0.717 9；多态性信息含量 （CPI）在

0.222 5—0.8ll 8之间，平均为 0.671 4。根据杂合度计

算的遗传偏离指数（D），发现除了M393和 M781位点

为正值外，其余各位点均表现为不 同程度的杂合子

缺失。根据 HardytWeinberg平衡的卡方检验（PHw），

只有 M393、M78l  和 M1758  位点处于平衡状态

（PHw>0.05），其他位点都不同程度地偏离了平衡。

3 讨论

    磁珠 富集法是一种简单快速的筛选微卫星的方

法，通过带有链霉亲和素的磁珠亲和捕捉生物素标

记的微卫星探针结合的 DNA基 因组片段，从而获得

高度富集微卫星小插入片段的基 因组文库，且获得

的微卫星重复序列 的比例 比小克隆的比例高‘10】，目

前国内外较多采用这种方法‘11，121。本实验在所测 298

个克隆中有 211个含有微卫星序列，阳性克隆率高

达 70.81  %。姬长虹等‘131的报道为 95.3%，李小宁等‘14】

为 88.5%，说明此法是一种高效快速的微卫星标记

分离方法。但贝类多态位点 的筛选效率相对较低，需

要设计大量 的引物才能获得为数不多的多态标记‘15】，

本实验合成的 30对引物中仅有 lO对扩增出具有多

态性的 目的条带，曲妮妮等【161在筛选合浦珠母 贝微

卫星标记的研究中 49对引物只有 9对具有多态性。

出现这类情况的原因可能与贝类个体之间的遗传变

异程度较大有关 。Arias等‘171对扇贝的 SNPs检测，

发现大约 100个碱基就 出现 1次 SNP  oSauvage

等‘181对太平洋牡蛎（CrnssDJf—Pa  gfgas）  的研究，发现

在编码区平均每 60 bp出现 1次  SNPs，在非编码区

每 40 bp就出现 1  次 SNPs。这些高频率的点突变为

微卫星引物的扩增筛选带来了很大困难 。

    在动物基因组中微卫星大约 6—10 kb就出现一

次【19】，其中二碱基重复类型（C～GT，AG/TC，AT/TA）

的微卫星最为常见‘20.2l】。本实验采用了其中的（CA）15

探针，在所得的 251  个微卫星位点 中，含（CA/GT）刀

的有 204个，约占总数的 81%，其次是（AG/TC）珂和

（AT）刀，各有 24和 6个，分别 占总数的 10%和 2%。

结果表明在大珠母贝中除了有大量的双碱基序列外，

还有其他三碱基 、四碱基和四碱基以上的微卫星序

列，因此可以考虑采用其他类型 的探针研究开发大

珠母 贝基因组微卫星，以便获得更多的微卫星分子

标记 。

    微卫星核心序列突变率相对较高，造成了微卫

星核心序列重复次数的变化，这是微卫星多态性 的

基础【221。Ellegren【231认为真核生物中微卫星重复碱基

重复序列长度大多在 30次重复以下，本实验所得序

列重复次数在 8～25  的有 58%，与上述分析微卫星的

结论相似。关于微卫星重复数与多态性 的关系.多数

学者认为微卫星重复次数与多态性之间存在正相关，

Valdesf241认为重复次数低于 5  的微卫星几乎检测不

出多态性，一般微卫星 的核心序列 重复次数越 高，

其等位基因数也就越多，即多态性也就越高【25】。但较

长的（AT）行容易形成二级结构而造成 PCR效率下降，

以及在 电泳分离中造成较大误差，并会给测序工作

带来一些麻烦【26】。本研究所得的大珠母贝微卫星序

列中，除去（AT）靠重复单元以外，重复次数在 5次以

上的约占 94%。因此理论上讲，设计 的引物可以进行

群体的遗传多样性研究

    杂合度是度量群体变异 的一个重要参数【27】，包

括观测杂合度和期望杂合度 。本实验所获得 的 10个

微卫星位点有 8  个位点的观测杂合度低 于期望杂合

度， 其范围相应地低于 Smith等‘31报道的 H。（0.479～

0.891）  和 H。（0.872～0.972），与 Evans 等 口1  报 道 的

H。（0.172—0.813）和 H。（0.163—0.878）比较 接近，与谷

龙春等【281报道的 H。（0.167—0.833）相近，而略低于其

H。（0.658—0.915）oCPI值是等位基因频率和数 目变化

的函数，是衡量 片段多态性 的较好指标，能反 映出

某个遗传标记所含的遗传信息容量 。根据 Bostein

等‘B1提出的衡量基 因变异程度高低 的多态信息含量

指标，当 CPI>0.5时，该基因座为高度多态基 因座；

当 0.25  <CPI<0.5时，为中度多态基因座；当 CPI<

0.25时，则为低度多态基因座。试验 中开发的 10个

微卫星基因座除 M393为低度多态性外，其他 9个均

为高度多态性，表明这些微卫星位点适合大珠母 贝

的遗传多样性研究 。结果为进一步开展大珠母贝的

遗传多样性 、遗传连锁图谱构建和遗传选育等研究

工作奠定了一定基础。
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IS0lation and SCreening of miCroSatellite DNA markerS from
SilVer-lip pear1 0ySter Pf以CZnd口刀2记X西咒口

Ll  U Mi  ngl  ，2，YU Da.huil，HUANG Gui.ju1

（1.Key Lab.of Maricultufe，Ecology and Quality Control，Ministry of Agriculture；South China Sea Fisheries Re—
SearCh InStitUte，ChineSe ACademy of FiShery SCienCeS，GUangZhOU 5 1 0300，China；2.Shanghai OCean UniVerSity，
Shanghai 20 1 306，China）

ReCeiVed：Feb.，24，20lO
Key WOrdS：Pfncf口dam  m口xf肌口；  microsatellite marker；  genomiC library；iSOlation and SCreening；  genetiC diversity

AbStraCt：MicroSatellite-enhanced genomiC library Of the silverllip pearl oyster Pfncf口ddm口冤fma  WaS ConStruCted
using the repeat-enrichment method with biotinIlabeled oligos（CA）15 and streptavidin coated magnetic beads.From
a tota1 0f l200 randomly Selected cloneS，298 positive cloneS were acquired a毋ter PCR selection and 246 C10neS
Were SequenCed suCCeSSfully.Among otherS，25 1 microSatellite sequences were diSCOVered by hand，0f which l 59
were per五ect  （63%），80 imper蕾ect  （32%）  and l2 compound  （5%）.Besides the CA repeat，seVeral other types of re—
peatS were alS0 deteCted，SUCh as AT，GT，TC，AG，GC，TAA，CAA，AGG，GATA，GACA，and GTGC.Ninety pairs
0f primerS were deSigned USing Primer 5.O，30 pairs were Synthesized，and 2 l pairs were effeCtive baSed on PCR
amplifiCation；  and ten lOCi ShOwed polymorphiSm aS tested on a population.A tota1 0f 59 alleles were五0und，and the
DNA  矗ragment lengthS of  theSe alleleS ranged  五rom l33 t0 444 bp.The nUmber Of  alleleS per lOCUS WaS 2～8，With an
average of  5.9.The number of  effeCtiVe alleleS waS l.342 3～6.000 0，with an average of  4.124 0.The polymorphiSm
information content  （CPI）  was O.222 5～0.81 1 8，with an aVerage of O.671 4.The expected heterozygosity（HHc）
ranged  矗rom O.259 3 to O.847 5，with an aVerage of 0.717 9.The observed heterozygosity（Ho）  ranged  蕾rom 0.300 0
tO O.800 0，With an aVerage of 0.533 3.The miCroSatellite 10Ci Obtained in thiS Study Can be USed in蚤UtUre analySiS
of genetiC diverSity，conservatiOn bi010gy and genetiC breeding of Pf刀cfadam口xf埘口.

Preliminary  analySiS  of the feeding  habitS  of amphioXUS，
召，口刀chZDsfDz咒口易PZchPrZ  （Grey），found at Naozhou Island of
Zhanj iang

YAN Yun.rongL2，LU Huo.shengl.BAI Xi  u.juanl，ZHAO Hao.b01.LIAO Chuan.yi1

（1.Faculty of Fishefies，Guangdong Ocean UniVersity，Zhanjiang 524088，China；2.Institute of Oceanology，Chi-
nese Academy of Sciences，Qingda0 26607 1，China）

ReCeiVed：Apr.，l O，2009
Key words：Naozhou Island Sea Area；  amphioxus（lancelet）；  stomach contents analysis；feeding habits

AbStraCt：ThiS paper deSCribed the Observations and analySiS of the StOmaCh C0ntent of amphioxus regarding tO
Spring and Summer Season，gender and body length.The sampleS werC Captured by SpeCial deviCe，With a
cross-section of 0.075m2，at the Naozhou Island Sea area outside Zhanjiang Cityfrom April to July of 2006.Food

residue五ound in the alimentary canal of the amphioxuS WaS mainly made up Of mUd and Sand debriS.In addition，
ThirtylfoUf SpeCieS of organiSm Were identinned，inClUding benthiC diatOm，at a pefCentage Of 58.8%，aS WelI aS a
矗eW dinOphyta，lamellibranCh larVa，COpepodS larVa，and protoZ0a.The五eeding habitS of amphioXUS Were not the
Same，and the ocCUrrenCe of its五Ood materialS was alS0 different in Spring and SUmmef.The矗eeding habits of amI
phioxUS were similar between dif五erent genderS.The lanCeletS began tO take animal  五00d when they Were mature.
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