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摘　要：利用磁珠富集法，构建了缢蛏（Ｓｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ）微卫星富集文库。开发并筛选出１８对微卫星
引物，其中８对微卫星引物亲缘排除率较高，选取这８对引物对家系进行了亲子鉴定。结果表明，１８对微卫
星引物在１２个个体中等位基因为２～６，平均等位基因为３．００；观测杂合度在０～１．０００之间，平均值为
０．５８１３；期望杂合度０．２９０～０．７７９，平均值为０．５２８４；多态信息含量为０．２３９～０．７０３，平均值为０．４３２２。当
两个亲本基因型未知时，８对微卫星引物在整个家系中单个亲本排除率（Ｅ－１Ｐ）为０．５８３～０．９１６，平均值为
０．７９００；当一个亲本基因型已知时，另一个亲本的排除率（Ｅ－２Ｐ）为０．４０６～０．８３０，平均值为０．６５３９。同时
可知在子代个体数量不断增加的情况下，排除率仍在较高范围，因此可以作为亲子鉴定的分子标记。这对于

缢蛏规范化养殖、家系选育的开展具有重要意义。

关键词：缢蛏；微卫星标记；亲子鉴定
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　　缢蛏（Ｓｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ）俗称蛏子，属
软体动物门（Ｍｏｌｌｕｓｃａ），瓣鳃纲，（Ｌａｍｅｌｌｉｂｒ
ａｎｃｈｉａ）， 竹 蛏 科 （Ｓｏｌｅｎｉｄａｅ）， 缢 蛏 属

（Ｓｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａ）贝类。缢蛏为广温广盐性海产双
壳类，具有重要的经济价值，是我国四大养殖贝

类之一。缢蛏的养殖历史悠久，主要在我国浙

江、福建沿海地区有大规模养殖，并且有较成熟

的养殖技术［１］。

长期以来，贝类的养殖工作一直以表型为基

础，但是其表型受到环境因素的影响很大。根据

表型对性状的选择，其效率较低。因此，利用分

子辅助育种的方法能更有效改善其养殖进程，这

对缢蛏养殖尤为重要。近年来，缢蛏人工养殖过

程中出现群体种质退化，且养殖群体成活率低的

问题，原因可能是在人工选育过程中，过度近亲

交配，从而发生后代活力低下所致。为了防止发

生近交过度的现象，掌握繁殖亲本的系谱，是解

决这一现象的有效途径。因此群体间的亲子鉴

定［２－３］尤为重要。

微卫星由于其突变率高和多态性高，且符合

孟德尔遗传定律，为共显性遗传，是一种应用价

值较高的分子标记。广泛应用于种质资源鉴定、

生物遗传作图［４］和遗传多样性分析等研究［５］。

在贝类微卫星开发与研究中，国内外均已有较多

报道，如虾夷扇贝（Ｐａｔｉｎｏｐｅｃｔｅｎｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ）［６－７］、
紫贻贝（Ｍｙｔｉｌｕｓｇａｌｌｏｐｒｏｖｉｎｃｉａｌｉｓ）［８］、文蛤（Ｍｅｒｅｔｒｉｘ
ｍｅｒｅｔｒｉｘ）［９］和长牡蛎（Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ）［１０］的微
卫星研究。利用微卫星标记［１１］对养殖个体进行

亲子鉴定，对于今后的家系选育具有重要的意

义。

１　材料与方法

１．１　缢蛏Ｆ１家系的构建及样品采集

２０１３年８月，以福建的缢蛏为父母本，在浙
江宁海养殖基地，以一对一交配的方式构建了家

系，家系父母本在交配结束后，取整个个体浸泡
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于１００％的乙醇中，并且 －２０℃低温保存。缢蛏
受精卵在室内育苗池进行为期４０ｄ的养殖至稚
贝期后转入室外池塘入泥生长，并且对每个家系

进行区域划分养殖。２０１４年５月，选取１个发育
良好的１０月龄成贝家系，随机采集家系的３００个
子代，用泡沫箱４℃低温保存带回实验室。
１．２　ＤＮＡ提取及检测

每个样本取０．５ｇ外套膜组织剪碎，加入４９０
μＬ组织匀浆缓冲液（１０ｍｍｏｌ／ｄｍ３ＴｒｉｓＨＣＬ，５０
ｍｍｏｌ／ｄｍ３ＥＤＴＡ，１％ ＳＤＳ；ｐＨ＝８．０），混匀后加
入蛋白酶Ｋ１０μＬ，５５℃消化澄清。采用苯酚氯
仿法抽提［１２］基因组 ＤＮＡ，超微量蛋白核酸分析
仪测定ＤＮＡ浓度，利用２％琼脂糖凝胶电泳检测
完整性。将符合要求的基因组 ＤＮＡ置于 －２０℃
保存备用。

１．３　微卫星富集文库构建及引物设计
基因组ＤＮＡ的酶切和富集文库的构建主要

参照罗明等［１３］和ＬＩ等［１４］的方法。用ＲｓａⅠ内切
酶进行缢蛏基因组 ＤＮＡ的酶切，用试剂盒回收
２００～１０００ｂｐ大小的片段用于文库构建。微卫
星序列的富集采用生物素标记的探针，具体操作

步骤与罗明等［１３－１４］所述相同。利用 Ｓｅｑｕｅｎｃｈｅｒ
软件去除载体及接头后，用 ＳＳＲｈｕｎｔｅｒ软件来查
找其中微卫星位点，用 ＧｅｎｅＱｕｅｓｔ软件查找并去
除冗余序列。用 ＰｒｉｍｅｒＳｅｌｅｃｔ软件在微卫星序列
上进行引物设计。

１．４　微卫星标记检验
随机选取已筛选的微卫星标记 ４０个，合成

５′上游荧光引物（ＦＡＭ和ＨＥＸ）［１５］。先用家系父
母本和１０个子代共１２个个体的基因组 ＤＮＡ为
模板，进行ＰＣＲ扩增预实验。ＰＣＲ扩增反应总体
积为２０μＬ，其中ＤＮＡ模板（２０ｎｇ／μＬ）３μＬ，２×
ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（上海生工生物工程有限公
司）１０μＬ，正向和反向引物各１μＬ，去离子水３
μＬ。ＰＣＲ反应体系：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变
性３０ｓ，最佳退火温度根据不同引物分别依次为
５１℃、５５℃、５８℃；７２℃延伸４０ｓ，循环３５次；７２
℃延伸１０ｍｉｎ；１０℃保存。在上海迈普生物有限
公司进行ＳＴＲ分型检测，用软件 Ｃｅｒｖｕｓ３．０计算
每个微卫星位点的多态信息含量（Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎＣｏｎｔｅｎｔ，ＰＩＣ），筛选符合标准的微卫
星标记。

１．５　数据分析
将筛选出来的微卫星标记，通过ＰＣＲ扩增检

验一个家系中剩余的 １７４个子代在每个位点的
基因型，进行ＳＴＲ分型。用软件 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ４．０
对ＳＴＲ分型结果进行分析，参数标准为ＲＯＸ５００。
用Ｃｅｒｖｕｓ３．０软件对数据进行分析，计算亲缘关
系。

２　结果

２．１　ＤＮＡ提取
将提取出来的缢蛏基因组 ＤＮＡ用超微量核

酸蛋白仪检测，结果显示，ＤＮＡ样品的 ＯＤ２６０／
ＯＤ２８０均在１．８～２．２之间，基因组 ＤＮＡ纯度较
高；ＤＮＡ浓度约为 ５００～１０００ｎｇ／μＬ，提取的
ＤＮＡ产量较高；用２％的琼脂糖凝胶电泳检测发
现，多数提取的ＤＮＡ片段主带清晰，说明有较好
的完整性。最终将ＤＮＡ浓度稀释至约２０ｎｇ／μＬ
作为ＤＮＡ模板，４℃保存备用。
２．２　多态性引物设计及筛选结果

用缢蛏父母本及１０个Ｆ１个体对引物进行初
筛，ＰＣＲ产物扩增结果用２％的琼脂糖凝胶电泳
检测发现得到１８对稳定扩增、条带清晰的引物。
对这１８对引物的 ５′上游荧光引物分别用 ＦＡＭ
和 ＨＥＸ［１５］两种荧光基团来修饰，用父母本和１０
个子代个体进行 ＰＣＲ扩增。用 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ４．０
软件对基因组扫描结果进行分析读数，用 Ｃｅｒｖｕｓ
３．０进行遗传多样性分析（表１）。１８对微卫星引
物在１２个个体中等位基因为２～６，平均每对等
位基因为３．００，位点Ｇ＿ＳｃＳＳＲ１１０等位基因最多，
为６个；观测杂合度在０～１．０００之间，平均值为
０．５８１３；期望杂合度为０．２９０～０．７７９，平均值为
０．５２８４；多态信息含量为０．２３９～０．７０３，平均值
为０．４３２２（表２）。且当两个亲本基因型未知时，
单个亲本排除率（Ｅ１Ｐ）为０．６５８～０．９３０，平均值
为０．８４０９；当一个亲本基因型已知时，另一个亲
本排除率（Ｅ２Ｐ）为 ０．４７９～０．８４８，平均值为
０．７２９１；一个微卫星位点的各种亲子排除率越
高，也就证明了该位点越适合于亲子鉴定。

８０８
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表１　缢蛏１８个微卫星位点的序列及引物特征
Ｔａｂ．１　１８ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆｓａｎｄｒｅｌｅｖａｎｔｐｒｉｍｅｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＳｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ

位点

ｌｏｕｃｓ
荧光基团

ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅ
引物序列

ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
大小／ｂｐ
ｓｉｚｅ

退火温度／℃
ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ６６ ＨＥＸ
Ｆ：ＴＧＴＧＡＣＴＴＴＣＡＡＧＣＣＴＣＣＡＡ
Ｒ：ＡＧＡＴＧＣＡＡＣＴＴＧＧＧＴＧＧＡＧＴ

２０７ ５１

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ１１０ ＦＡＭ
Ｆ：ＴＡＡＴＣＣＡＣＴＣＴＧＡＣＧＴＣＧＡ
Ｒ：ＧＧＴＡＴＧＣＣＧＴＧＧＴＡＧＧＴＣＡＣ

２８２ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ１１７ ＦＡＭ
Ｆ：ＴＧＴＴＧＧＣＴＴＴＧＡＡＴＣＡＣＣＴＴＴＧＴ
Ｒ：ＴＣＣＣＡＡＴＣＣＣＴＣＡＴＡＣＡＧＴＣＡ

２５２ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ１９６ ＨＥＸ
Ｆ：ＡＧＴＧＧＴＴＧＣＧＡＡＴＧＡＣＡＴＧＡ
Ｒ：ＧＴＡＴＡＴＧＣＡＣＧＴＴＣＧＣＧＡＧＴ

３３５ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２０３ ＨＥＸ
Ｆ：ＴＣＣＣＣＴＣＡＧＡＧＡＧＡＡＧＧＴＴＴ
Ｒ：ＧＣＧＧＧＴＴＴＡＴＣＡＡＣＡＡＡＡＴＧ

２２０ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２０４ ＦＡＭ
Ｆ：ＡＡＴＧＧＡＧＧＣＣＴＴＧＴＡＣＣＡＡＴ
Ｒ：ＧＧＡＧＴＴＡＣＣＧＣＣＡＡＧＧＴＡＣＴ

２２０ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２４３ ＨＥＸ
Ｆ：ＡＧＡＣＧＧＡＧＡＣＡＡＴＧＡＣＡＡＧＧ
Ｒ：ＴＴＴＴＧＴＴＣＴＣＧＣＴＣＴＣＡＣＴＧ

１２３ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２７０ ＦＡＭ
Ｆ：ＴＧＴＧＣＧＧＧＧＴＡＡＡＴＴＣＴＡＡＡ
Ｒ：ＡＣＴＧＴＧＣＡＣＴＴＧＣＧＴＴＴＧＡＣ

１７２ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２７２ ＨＥＸ
Ｆ：ＴＡＡＡＧＧＣＡＡＣＣＡＧＡＣＧＡＴＡＡ
Ｒ：ＧＣＣＴＴＧＴＡＴＴＧＴＴＴＧＣＣＡＴＡ

２５４ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２９１ ＦＡＭ
Ｆ：ＡＴＧＣＴＴＡＴＴＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧＴ
Ｒ：ＣＡＡＡＡＴＡＡＧＡＡＧＡＡＡＧＡＡＧＴＴＣＡＡ

２６５ ５５

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２９２ ＨＥＸ
Ｆ：ＴＴＧＡＣＡＡＡＡＴＣＡＧＧＡＡＡＣＡＡ
Ｒ：ＣＡＧＴＴＴＴＣＴＣＴＣＴＧＴＧＴＧＣＴ

２０２ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２９４ ＨＥＸ
Ｆ：ＧＡＴＣＴＣＣＣＣＡＣＧＴＧＡＡＧＧＴＡ
Ｒ：ＡＡＴＡＧＣＣＡＣＣＧＡＡＣＣＡＴＧＴＣ

２９６ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ３００ ＨＥＸ
Ｆ：ＴＧＡＣＡＡＴＴＡＣＣＡＴＴＴＡＣＴＣＴＣＡＧ
Ｒ：ＧＴＴＴＣＡＴＣＴＧＴＧＴＣＡＡＡＴＧＣ

２２６ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ３０５ ＦＡＭ
Ｆ：ＧＣＧＡＧＣＴＧＴＣＧＣＡＴＡＣＡＣＴＡ
Ｒ：ＧＡＴＴＴＴＧＡＴＧＣＡＧＧＧＧＡＴＧＴ

２７５ ５１

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ３７４ ＦＡＭ
Ｆ：ＣＧＧＴＧＡＧＡＧＡＣＡＡＧＣＡＧＴＣＡ
Ｒ：ＡＧＴＧＴＣＣＣＡＣＡＡＧＧＴＴＴＴＣＧ

２５２ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ３７５ ＦＡＭ
Ｆ：ＧＣＴＴＣＣＡＧＧＴＴＧＧＴＣＴＧＡＡＡ
Ｒ：ＣＡＧＡＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＣＣＴＴＡＴＧＣ

１９６ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ４０８ ＨＥＸ
Ｆ：ＴＴＣＡＡＣＡＡＧＣＡＧＧＣＧＡＴＡＡＡ
Ｒ：ＡＴＣＡＡＴＧＣＡＴＧＣＡＡＡＧＧＴＴＡ

１５９ ５８

Ｇ＿ＳｃＳＳＲ４３２ ＦＡＭ
Ｆ：ＣＴＧＴＡＡＴＣＡＡＧＣＣＧＴＣＡＴＣＴ
Ｒ：ＴＴＧＴＴＡＡＴＣＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＡ

３２０ ５８

２．３　亲子鉴定结果
选取８对排除率较高的微卫星引物对剩余

１７４个个体进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物进行ＳＴＲ分
型，得到数据用 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ４．０软件进行读数，
用Ｃｅｒｖｕｓ３．０软件对数据进行分析，计算亲缘关
系（表３）。结果显示，在已知父母本的情况下，在
１８４个Ｆ１中，共检测出１５４个个体为同一家系。
其观测杂合度为 ０．２８９～０．９５６，平均值为
０．５６６４；期望杂合度为０．４１０～０．７９７，平均值为
０．５９４７；多态信息含量为０．３３２～０．７６３，平均值

为０．５２９７。通过Ｃｅｒｖｕｓ统计得到８个微卫星位
点的亲子标记排除率，当两个亲本基因型未知

时，单个亲本排除率（Ｅ１Ｐ）为０．５８３～０．９１６，平
均值为０．７９００；当一个亲本基因型已知时，另一
个亲本的排除率（Ｅ２Ｐ）为０．４０６～０．８３０，平均值
为０．６５３９。同时可知在子代个体数量不断增加
的情况下，排除率仍在较高范围。从结果中，我

们排除错配在１对引物以上的子代个体。据此，
可以确定Ｆ１中１５４个个体为同一家系。
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表２　缢蛏１８个微卫星位点的遗传参数
Ｔａｂ．２　Ｇｅｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆ１８ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉｉｎＳｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ

位点

ｌｏｃｕｓ
等位基因数

ｋ
检测个体数

Ｎ
观测杂合度

ＨＯｂｓ
期望杂合度

ＨＥｘｐ
多态信息含量

ＰＩＣ
排除率１
Ｅ１Ｐ

排除率２
Ｅ２Ｐ

无效等位基因频率

ｎｕｌｌｆｒｅｑ
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ６６ ２ １２ ０．５００ ０．３９１ ０．３０５ ０．９３０ ０．８４８ －０．１４２３
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ１１０ ６ １０ １．０００ ０．７７９ ０．７０３ ０．６５８ ０．４７９ －０．１７０３
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ１１７ ３ １２ ０．１６７ ０．３０４ ０．２７２ ０．９５７ ０．８４９ ＋０．２６１８
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ１９６ ３ １２ ０．７５０ ０．６８５ ０．５８２ ０．７８５ ０．６３８ －０．０７７１
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２０３ ４ １１ ０．８１８ ０．６１９ ０．５２２ ０．８１７ ０．６７５ －０．１７４３
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２０４ ２ １２ ０．４１７ ０．４３１ ０．３２８ ０．９１５ ０．８３６ －０．００４２
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２４３ ４ １２ １．０００ ０．６８５ ０．５８９ ０．７７２ ０．６１９ －０．２２２３
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２７０ ４ １１ ０．３６４ ０．６０６ ０．５２６ ０．８２３ ０．６６７ ＋０．２３６４
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２７２ ３ １２ ０．８３３ ０．５４０ ０．４２０ ０．８６６ ０．７７０ －０．２４７８
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２９１ ２ １２ ０．０００ ０．２９０ ０．２３９ ０．９６１ ０．８８０ ＋０．９７５６
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２９２ ２ １２ ０．６６７ ０．５０７ ０．３６８ ０．８８２ ０．８１６ －０．１５６６
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２９４ ３ １２ ０．３３３ ０．５２２ ０．４４９ ０．８７５ ０．７３４ ＋０．１７８２
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ３００ ２ １０ ０．７００ ０．４７９ ０．３５１ ０．８９６ ０．８２４ －０．２１２０
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ３０５ ４ １２ ０．７５０ ０．７１４ ０．６２０ ０．７５０ ０．５９２ －０．０４２２
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ３７４ ３ １２ ０．３３３ ０．５１８ ０．４０８ ０．８７７ ０．７７６ ＋０．２１７４
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ３７５ ２ １２ ０．５００ ０．３９１ ０．３０５ ０．９３０ ０．８４８ －０．１４２３
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ４０８ ２ １２ ０．８３３ ０．５０７ ０．３６８ ０．８８２ ０．８１６ －０．２６３１
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ４３２ ３ １０ ０．５００ ０．５４２ ０．４２４ ０．８６７ ０．７６４ ＋０．０２９６

表３　８个微卫星位点在１８４个个体中的遗传参数
Ｔａｂ．３　Ｇｅｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆ８ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉｉｎＳｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ

位点

ｌｏｃｕｓ
等位基因数

ｋ
检测个体数

Ｎ
观测杂合度

ＨＯｂｓ
期望杂合度

ＨＥｘｐ
多态信息含量

ＰＩＣ
排除率１
Ｅ１Ｐ

排除率２
Ｅ２Ｐ

哈代平衡检测

ＨＷ
无效等位基因频率

ｎｕｌｌｆｒｅｑ
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ６６ ４ １８１ ０．４２５ ０．４１０ ０．３３２ ０．９１６ ０．８３０  －０．０１９９
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ１１０ １９ １６０ ０．９５６ ０．７９７ ０．７６３ ０．５８３ ０．４０６  －０．０９５９
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ１９６ １０ １８１ ０．６４６ ０．６７３ ０．６１６ ０．７５０ ０．５８６  ＋０．０２４９
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２０４ ８ １８４ ０．４８６ ０．５１７ ０．４３２ ０．８６４ ０．７５３  ＋０．０３１４
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ３０５ １２ １７８ ０．６４０ ０．７２９ ０．６８２ ０．６８２ ０．５０８  ＋０．０５６３
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ３７４ １４ １８０ ０．２８９ ０．６０３ ０．５３６ ０．８０５ ０．６５８  ＋０．３６２１
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ３７５ ４ １８４ ０．４７６ ０．４１８ ０．３３４ ０．９１３ ０．８３０  －０．０６８３
Ｇ＿ＳｃＳＳＲ４０８ ７ １６３ ０．６１３ ０．６１０ ０．５４２ ０．８０７ ０．６６０  －０．０４９３

注：表示显著偏离哈代平衡，Ｐ＜０．０５
Ｎｏｔｅ： ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，Ｐ＜０．０５

３　讨论

微卫星分子标记具有多态性丰富、重复性好

等优点，是近年来水产养殖中一种较为理想的分

子标记手段。微卫星 ＤＮＡ具有孟德尔遗传特性
和共显性的特征，可以通过分析基因型特征来确

定物种的遗传杂合度，同时可以描述物种的遗传

结构。对于共显性特征来说，可以用排除法来进

行亲缘关系分析及亲子鉴定；对于孟德尔遗传定

律来说，子代分别遗传父本和母本的一个等位基

因，因此不符合孟德尔遗传规律的个体便可排除

在外［１６］。近年来已有许多将微卫星标记应用于

水产动物亲子鉴定的报道，如苗贵东等［１７］利用８
对微卫星引物对人工选育大菱鲆家系进行系谱

认证、亲子鉴定和遗传多样性研究；张春雷等［１８］

通过７对微卫星引物，对哲罗鱼亲子鉴定准确率
进行了分析；程鹏等［７］选取８个微卫星引物，用
于虾夷扇贝４个不同壳色全同胞和半同胞家系
的亲权鉴定。用于亲子鉴定的分子标记需要具

有共显性且稳定遗传给子代，同时等位基因的分

离符合孟德尔遗传定律。微卫星分子标记正符

合这些特征。

开发筛选微卫星标记的方法有很多，本实验

采用磁珠富集法开发微卫星标记，此方法利用了

吸附微卫星核心序列的探针来寻找微卫星片段

序列，通过ＰＣＲ将其富集，能得到较好的结果，并
且效率高，筛选结果高。同时用微卫星荧光标记

基因组扫描，其 ＰＣＲ产物可以分析微卫星长度，

０１８
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且精确长度为１ｂｐ。其优点是可以区分复制时
滑动而引起的次斑，次斑对ＰＣＲ产物长度有些许
干扰，是影响数据可靠性的重要原因［１３］。荧光引

物合成的缺点是成本相对较高。

影响物种遗传多样性的主要特征是杂合

度［１９］，杂合度越高表明该物种遗传多样性高；反

之则说明遗传一致性高。本实验１８对引物观测
杂合度平均值为０．５８１４，期望杂合度平均值为
０．５２８４，表明杂合度与物种的遗传多样性均属于
较高水平。其中 Ｇ＿ＳｃＳＳＲ３７４，Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２７０，Ｇ＿
ＳｃＳＳＲ２９１，Ｇ＿ＳｃＳＳＲ２９４，Ｇ＿ＳｃＳＳＲ３７４，Ｇ＿
ＳｃＳＳＲ４３２的观测杂合度低于期望杂合度，可能是
因为出现无效等位基因所致［２０］。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 ＰＣＲ扩
增出来，称为无效等位基因。ＰＩＣ是能较好地体
现群体多态性和遗传信息含量的标准［２１］。ＰＩＣ
平均值０．４３２２，一般认为０．２５＜ＰＩＣ＜０．５为中
度多态，ＰＩＣ＞０．５即为高度多态。本实验微卫星
位点显著偏离哈代平衡（ＨＷＥ，Ｐ＜０．０５），偏离
现象的发生说明在缢蛏养殖群体中某种类型基

因型个体缺少或者偏少，原因可能是在受精过程

中配子间存在选择或者环境对某些致死基因进

行了选择［２２－２４］。其中环境对致死基因的选择对

微卫星标记偏离现象的发生影响较大［６，２４－２５］。

同时有研究发现在双壳类中遗传负荷较大，使得

双壳类中出现偏离比例较高的问题［２６－２７］。这些

致死基因存在于幼虫发育阶段，导致幼虫在成为

成贝之前大量死亡。ＬＡＵＮＥＹ等［２７］的研究中，用

幼虫期大量死亡后存活的长牡蛎成贝作为实验

材料，导致了标记发生偏离现象。

在用微卫星引物进行亲子鉴定时，微卫星位

点的排除率高低取决于亲本的数量以及位点多

态性［２８］。本实验选取用于亲子鉴定的引物，均在

双亲未知排除率和单亲未知排除率上表现较高

的水平。同时个别微卫星位点存在无效等位基

因，会降低亲子鉴定的成功率［２９］。ＤＮＡ模板质
量低，配子在减数分裂过程中个别微卫星位点发

生变异，设计合成的引物序列不具备高保守性而

导致退火效率降低［３０－３１］等因素都会发生出现无

效等位基因的情况。本实验的无效等位基因均

为纯合，且在一个家系中，分析其原因可能是由

于微卫星位点发生变异，造成在进行ＰＣＲ扩增时

出现等位基因缺失。在鉴定子代个体数增加的

情况下，两种亲缘排除率均出现下降的情况，可

能是因为基因分型的错误而导致子代与亲本发

生错配。有研究表明，每个基因座位都存在

２％～３％的基因分型错误［３２］而发生错配。本实

验亲缘排除率在个体增加的情况下出现下降，仍

属于正确结果。
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ｓｉｎｇｌｅｄａｙｏｆｓｐａｗｎｉｎｇｆｒｏｍ ａｃｏｍｍｅｒｃｉａｌＡｔｌａｎｔｉｃｃｏｄ

（Ｇａｄｕｓｍｏｒｈｕａ）ｂｒｅｅｄｉｎｇｔａｎｋ［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，２００８，

２７４（２／３／４）：２１８－２２４．

［４］　ＲＵＡＮＸＨ，ＷＡＮＧＷＪ，ＫＯＮＧＪ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｌｉｎｋａｇｅ

ｍａｐｐｉｎｇｏｆｔｕｒｂｏｔ（ＳｃｏｐｈｔｈａｌｍｕｓｍａｘｉｍｕｓＬ．） ｕｓｉｎｇ

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎＱＴＬａｎａｌｙｓｉｓ

［Ｊ］．Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，２０１０，３０８（３／４）：８９－１００．

［５］　盛岩，郑蔚虹，裴克全，等．微卫星标记在种群生物学研

究中的应用［Ｊ］．植物生态学报，２００２，２６（ｓ１）：１１９－

１２６．

ＳＨＥＮＧＹ，ＺＨＥＮＧＷＨ，ＰＥＩＫＱ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｏｆ

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｉｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｂｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈｙｔｏｅｃｏｌｏｇｉｃａ

Ｓｉｎｉｃａ，２００２，２６（ｓ１）：１１９－１２６．

［６］　ＳＡＴＯＭ，ＫＡＷＡＭＡＴＡＫ，ＺＡＳＬＡＶＳＫＡＹＡ Ｎ，ｅｔａｌ．

ＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓｆｏｒＪａｐａｎｅｓｅｓｃａｌｌｏｐ

（Ｍｉｚｕｈｏｐｅｃｔｅｎ ｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ） ａｎｄ ｔｈｅｉｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ ａ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＭａｒｉｎｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００５，７

（６）：７１３－７２８．

［７］　程鹏，杨爱国，吴彪，等．微卫星标记在不同壳色虾夷扇

贝家系亲权鉴定的适用性［Ｊ］．水生生物学报，２０１１，３５

（５）：７６８－７７５．

ＣＨＥＮＧＰ，ＹＡＮＧＡＧ，ＷＵＢ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ

ａｎａｌｙｓｉｓｏｎｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｐａｒｅｎｔａｇｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｈｅｌｌｃｏｌｏｒｌｉｎｅｓｏｆＪａｐａｎｅｓｅｓｃａｌｌｏｐＰａｔｉｎｏｐｅｃｔｅｎ

ｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＨｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａＳｉｎｉｃａ，２０１１，３５（５）：

７６８－７７５．

［８］　齐明君．紫贻贝和虾夷扇贝雌核发育二倍体的遗传学研

究［Ｄ］．青岛：中国海洋大学，２０１３．

ＱＩＭＪ．ＧｅｎｅｔｉｃｓｔｕｄｉｅｓｏｎｇｙｎｏｇｅｎｅｔｉｃｄｉｐｌｏｉｄｓｉｎＭｙｔｉｌｕｓ
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ｅｄｕｌｉｓａｎｄＰａｔｉｎｏｐｅｃｔｅｎｙｅｓｓｏｅｎｓｉｓ［Ｄ］．Ｑｉｎｇｄａｏ：Ｏｃｅａｎ

ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎａ，２０１３．

［９］　卢霞．分子标记应用于文蛤遗传评价、图谱构建及 ＱＴＬ

筛选的研究［Ｄ］．北京：中国科学院研究生院，２０１２．

ＬＵＸ．Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓａｐｐｌｉｅｄｉｎｇｅｎｅｔｉｃ

ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ，ｌｉｎｋａｇｅｍａｐｐｉｎｇａｎｄＱＴＬｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ

Ｃｌａｍ［Ｄ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆＣｈｉｎｅｓｅ

ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，２０１２．

［１０］　李莉．长牡蛎的分子标记筛选和遗传图谱构建［Ｄ］．北

京：中国科学院研究生院，２００３．

ＬＩＬ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｌｉｎｋａｇｅｍａｐｐｉｎｇｉｎ

ｔｈｅＰａｃｉｆｉｃｏｙｓｔｅｒＣｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓＴｈｕｎｂｅｒｇ［Ｄ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：

ＧｒａｄｕａｔｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００３．

［１１］　ＧＯＬＤＳＴＥＩＮ Ｄ Ｂ，ＳＣＨＬＯＴＴＥＲＥＲ Ｃ．Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ：

ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｍ］．Ｏｘｆｏｒｄ：ＯｘｆｏｒｄＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ

Ｐｒｅｓｓ，１９９９．

［１２］　ＳＡＭＢＲＯＯＫＪＥ，ＦＲＩＴＳＣＨＥＦＭ，ＭＡＮＩＡＴＩＳＴＥ．Ｔ

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇ：Ａｌａｂｏｒａｔｏｒｙｍａｎｕａｌ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，

１９８３，４９（１）：８９５－９０９．

［１３］　罗明，白志毅，李应森，等．三角帆蚌微卫星位点筛选及

多态性分析［Ｊ］．淡水渔业，２０１２，４２（１）：８０－８４．

ＬＵＯＭ，ＢＡＩＺＹ，ＬＩＹＳ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｇｅｎｅｔｉｃ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎＨｙｒｉｏｐｓｉｓｃｕｍｉｎｇｉｉ［Ｊ］．

ＦｒｅｓｈｗａｔｅｒＦｉｓｈｅｒｉｅｓ，２０１２，４２（１）：８０－８４．

［１４］　ＬＩＪＬ，ＷＡＮＧＧＬ，ＢＡＩＺＹ，ｅｔａｌ．Ｔｅｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｆｒｏｍ ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒｐｅａｒｌｍｕｓｓｅｌ， Ｈｙｒｉｏｐｓｉｓ

ｃｕｍｉｎｇｉｉ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｃｏｌｏｇｙＲｅｓｏｕｒｃｅｓ，２００７，７（６）：

１３５７－１３５９．

［１５］　ＫＡＬＩＮＯＷＳＫＩＳＴ，ＴＡＰＥＲＭＬ，ＭＡＲＳＨＡＬＬＴＣ．Ｒｅｖｉｓｉｎｇ

ｈｏｗｔｈｅｃｏｍｐｕｔｅｒｐｒｏｇｒａｍｃｅｒｖｕｓａｃｃｏｍｍｏｄａｔｅｓｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ

ｅｒｒｏｒｉｎｃｒｅａｓｅｓｓｕｃｃｅｓｓ ｉｎ ｐａｔｅｒｎｉｔｙ ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ［Ｊ］．

ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｃｏｌｏｇｙ，２００７，１６（５）：１０９９－１１０６．

［１６］　ＷＩＬＳＯＮＡＪ，ＦＥＲＧＵＳＯＮＭＭ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｅｄｉｇｒｅｅａｎａｌｙｓｉｓ

ｉｎｎａｔｕｒａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆｆｉｓｈｅｓ：ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ，ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，

ａｎｄｐｒａｃｔｉｃａｌｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓ［Ｊ］． Ｃａｎａｄｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ

ＦｉｓｈｅｒｉｅｓａｎｄＡｑｕａｔｉｃＳｃｉｅｎｃｅｓ，２００２，５９（１０）：１６９６－

１７０７．

［１７］　苗贵东，杜民，杨景峰，等．大菱鲆亲子鉴定的微卫星多

重ＰＣＲ技术建立及应用［Ｊ］．中国海洋大学学报（自然科

学版），２０１１，４１（１）：９７－１０６．

ＭＩＡＯＧＤ，ＤＵＭ，ＹＡＮＧＪＦ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｗｏ

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍｕｌｔｉｐｌｅｘＰＣＲｓｙｓｔｅｍｓｆｏｒｔｕｒｂｏｔ（Ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｕ

ｓｍａｘｉｍｕｓ）ａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｆａｍｉｌｙｍａｎａｇｅｍｅｎｔ［Ｊ］．

ＰｅｒｉｏｄｉｃａｌｏｆＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎａ（ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅ），

２０１１，４１（１）：９７－１０６．

［１８］　张春雷，佟广香，匡友谊，等．哲罗鱼微卫星亲子鉴定的

应用［Ｊ］．动物学研究，２０１０，３１（４）：３９５－４００．

ＺＨＡＮＧＣＬ，ＤＯＮＧＧＸ，ＫＵＡＮＧＹＹ，ｅｔａｌ．Ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ

ｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡｍａｒｋｅｒｓｔｏｔｈｅｐａｒｅｎｔａｌｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

Ｈｕｃｈｏｔａｉｍｅｎ（Ｐａｌｌａｓ）［Ｊ］．ＺｏｏｌｏｇｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１０，３１

（４）：３９５－４００．

［１９］　李莉，孙振兴，杨树德，等．用微卫星标记分析皱纹盘鲍

群体的遗传变异［Ｊ］．遗传，２００６，２８（１２）：１５４９－１５５４．

ＬＩＬ，ＳＵＮＺＸ，ＹＡＮＧＳＤ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃ

ｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆａｂａｌｏｎｅ（Ｈａｌｉｏｔｉｓｄｉｓｃｕｓｈａｎｎａｉ）ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｗｉｔｈ

ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．Ｈｅｒｅｄｉｔａｓ，２００６，２８（１２）：

１５４９－１５５４．

［２０］　陈微，张全启，于海洋，等．牙鲆微卫星标记的筛选及群

体多态性分析［Ｊ］．中国水产科学，２００５，１２（６）：６８２－

６８７．

ＣＨＥＮＷ，ＺＨＡＮＧＱＱ，ＹＵＨＹ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉｉｎｏｌｉｖｅ

ｆｌｏｕｎｄｅｒ（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＦｉｓｈｅｒｙ

ＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆＣｈｉｎａ，２００５，１２（６）：６８２－６８７．

［２１］　ＢＯＴＳＴＥＩＮ Ｄ，ＷＨＩＴＥ Ｒ Ｌ，ＳＫＯＬＮＩＣＫ Ｍ，ｅｔａｌ．

Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆａｇｅｎｅｔｉｃｌｉｎｋａｇｅｍａｐｉｎｍａｎｕｓｉｎｇｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆ

ＨｕｍａｎＧｅｎｅｔｉｃｓ，１９８０，３２（３）：３１４－３３１．

［２２］　ＬＹＴＴＬＥＴＷ．Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎｄｉｓｔｏｒｔｅｒｓ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆ

Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，１９９１，２５：５１１－５８１．

［２３］　ＨＥＤＧＥＣＯＣＫＤ，ＬＩＧ，ＨＵＢＥＲＴＳ，ｅｔａｌ．Ｗｉｄｅｓｐｒｅａｄｎｕｌｌ

ａｌｌｅｌｅｓａｎｄｐｏｏｒｃｒｏｓｓｓｐｅｃｉｅｓａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ

ＤＮＡｌｏｃｉｃｌｏｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅＰａｃｉｆｉｃｏｙｓｔｅｒ，Ｃｒａｓｓｏｓｔｒｅａｇｉｇａｓ

［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｈｅｌｌｆｉｓｈＲｅｓｅａｒｃｈ，２００４，２３（２）：３７９－

３８５．

［２４］　ＬＡＮＤＥＲＧＯＴＴＵ，ＨＯＬＤＥＲＥＧＧＥＲＲ，ＫＯＺＬＯＷＳＫＩＧ，ｅｔ

ａｌ．Ｈｉｓｔｏｒｉｃａｌｂｏｔｔｌｅｎｅｃｋｓｄｅｃｒｅａｓｅｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｎａｔｕｒａｌ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＤｒｙｏｐｔｅｒｉｓｃｒｉｓｔａｔａ［Ｊ］．Ｈｅｒｅｄｉｔｙ，２００１，８７
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