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如 印 二

微卫星
,

又称短串联重复序列 或

简单序列重复
,

是广泛存在于真核生物基

因组中的简单重复 片段
,

一般每个重复单

位仅
一 个碱基

,

重复数为 次
,

其中动物

体中以双核昔酸 刀 最为常见 ’ 。

根据

微卫星 核心序列两端的保守序列设计引物

扩增基因组 便可 以找到相应的微卫星标

记
。

微卫星标记已广泛应用于人类和动植物遗传

育种
、

遗传图谱绘制
、

数量性状位点定位
、

标记辅

助选择
、

遗传多样性评估等方面的研究
。

青石斑鱼 饰 、 二 。 属妒形 目妒总

科蛋科石斑鱼属
,

主要分布于北太平洋西部
、

我国

南海及东海南部
。

青石斑鱼营养价值高
,

价格昂

贵
,

市场需求量大
,

是重要的经济鱼类
,

但目前养

殖和常规捕捞量有限
。

青石斑鱼的栖息分散性
、

性别比不平衡性
、

世代间隔性和产卵集会型等特

点 〕使青石斑鱼易受到过度捕捞的威胁
。

同时

海区的污染
、

生态条件恶化和海水水质的变差
,

造

成有些地 区出现石斑鱼种数量减少的现象 在

《 年世界 自然保护联盟受威胁种群红 色 目

录 》中青石斑鱼被列为研究数据缺乏 的物种
‘〕,

如果在对青石斑鱼展开全面的研究与调查后数据

仍然不全面
,

那么青石斑鱼则要被归类为受到威

胁的物种
。

目前除了养殖技术
、

病害免疫和繁殖

培育等方面外
一

」,

对青石斑鱼的分子水平上的研

究报道并不多
一

“ 一 下
一

。

本研究通过构建青石斑鱼部

分基因组 文库
,

筛选青石斑鱼本身的微卫

星序列
,

为青石斑鱼的遗传多样性分析找到更多

的分子标记
,

在探讨中国南海海域的青石斑鱼群

体遗传背景和现状的同时为青石斑鱼群体遗传结

构的分析
、

遗传资源的保护利用
、

连锁图谱的构建

和分子标记辅助育种等打下基础
。

材料与方法

材料

青石斑鱼样品采 自中国南海湛江海域
,

鉴

定困 后 从尾 静脉取血液于 抗凝 剂
· 一 ‘

右旋葡萄糖
, · 一 ’

柠檬酸
,

· 一 ‘

柠檬酸钠 中抗凝
, 一 ℃保存

。

实验所用的限制性内切酶 和
、

聚合酶
、 、 、

乙叼 户

购自北京华美生物工程公司
。

一

载体 产物克隆试剂盒
、

引物
,

重复序列和
,

通用引物购自上海生工生物工程

技术服务有限公司
。

大肠杆菌 为本实验室

保存的菌种
。

实验所用的其他试剂均为分析纯
。

青石斑鱼部分基因组文库的构建

按文献 〕的方法从血液样品中提取基因组
。

经限制性内切酶 和 双酶切

后
,

通过 反应在酶切产物末端加上 碱基
,

将反应产物抽提纯化后在 ℃下与
一

载体连接
,

连接后转人大肠杆菌 感受态细胞
,

涂

布于已添加
一

的氨节青霉素 平板上
,

℃培养过夜
。

用无菌的牙签挑取白色单菌落
,

接

人 的离心管
,

以
· 一 ’ ℃于恒

温振荡器中振荡培养过夜后
, 一 ℃超低温保藏

备用
。

法快速筛选含微卫星序列的阳性克隆

以菌液为模板
,

用
、通用引物和微卫星核

心序列双核营酸引物 进行 扩增
,

反应体积为 林 ,

其中含
林

, · 一 ’ 林
, ‘

· 一 ‘ 林
, · 一 ’

的
’

和
’

端引

物各 林
,

酶 林
,

模板菌液 林
,

无菌水 协
。

反应程序为 ℃预变性

后进人循环体系
,

℃变性
,

℃退火

而
,

℃延伸
,

个循环
,

最后 ℃延

伸
一

’。〕。

的琼脂糖凝胶电泳检测后
,

用
一

型凝胶成像系统拍照
,

保存待分

析
。

阳性克隆的序列测定及结果分析

挑取 结果为阳性的克隆菌液委托上海

生工 生物工程技术服务有限公司测序
,

然后用

软件寻找测序结果中所含的微卫

星 核心序列和两端的保守序列
,

分析微卫

星特征并将微卫星序列提交至
。

微卫星引物的设计

根据微卫星序列两端足够长的侧翼序列用

软件设计引物
,

引物长度为 左

右
,

为 一 ,

值为 一 ℃
,

产物长度 一 帅
,

委托上海生工生物工程技

术服务有限公司合成
。
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微卫星位点的多态性扩增

利用合成的引物对青石斑鱼基因组 进

行 扩增分析
,

反应体积为 巧 林
,

其中

含 林
, · 一 ‘

林
, ‘ · 一 ’ 林

, · 一 ’

的
‘

和
尸

端引物各 林
,

酶 林
,

模板
卜

,

无菌水 林 反应程序为 ℃

预变性 而 后进人循环体系
,

叽 ℃变性
,

肠

℃退火
,

℃延伸
,

个循环
,

最后

℃延伸 扩增产物用 非变性聚丙烯

酸胺凝胶电泳检测
,

硝酸银染色
,

拍照保存

数据统计指标

根据每个个体产生的条带的位置确定基 因

型
,

和用 处理数据
,

计算等

位基因数
、

观测杂合度 鱿
,

和期望杂合度
。 ,

并进行多态性信息含量 尸
、

群体平均杂合度
,

和
一

嗯 遗传偏离指数 的计

算
‘’一 ’ 」。

尸 二 一

艺尸卜 艺艺尸 对

,

尸 和 只
频率

,

艺尸 从 一 凡 私

分别为第 和第了个等位基因在群体中的

为等位基因数
〔

结果与分析

法筛选含微卫星的阳性克隆

本实验共得到了 个重组 阳性 克隆
,

以

通用引物和微卫星核心序列引物
,。
对其

进行 次 扩增
,

共得到 个可能含有微卫

星序列的 阳性克隆 图 为第一次 筛

选电泳图
。

由图可知泳道
、

和
,

出现了一

条小于泳道 的条带
,

说明
、

和 号克隆可能

含有微卫星位点
〔

孟伪任,‘‘门了
卜口月呀

尸‘二乙

图 法筛选青石斑鱼微卫星序列的电泳图
,

叨。‘

为
,

为引物
十 、一

扩增结果
,

为 、半

扩增结果
,

为 、一

扩增结果 】 、

和 、 说明
、

和 号克隆可能含有微卫星位点
一 一, 一, 一

。 十 。 一 一 , 、 一

一

阳性克隆的序列测定及结果

进行测序的 个 阳性克隆中
,

除 个

克隆信号较弱外
,

剩余的 个克隆共含有 个

微卫 星 其 中 个
,

占
,

个
,

占
,

个
,

占
,

、 、 、

等

其他重复序列各自所占的比例都很小
。

在这些微

卫星核心序列中
,

重复次数大多集中在 一 次
,

占
。

而按照 ’

提出微卫星的评价标

准
,

本实验获得的青石斑鱼微卫星序列中完美型

个
,

占 非完美型

个
,

占 混合完美型

个
,

占 混 合 非 完 美 型

个
,

占
。

将 序 列 提 交 至
,

审核后获得本研究中青石斑鱼微卫星

序列的登陆号 一 一
〕

篇幅

所限
,

表 列举 了部分微卫星核心 序列
、

类别和

的登录号
。

图 为青石斑鱼基因组中微

卫星的特征序列图
。

微卫星引物的设计

根据微卫星序列的侧翼序列设计了 对引

物
,

引物的命名与克隆编号相对应
。

用于本实验
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分析的 对引物序列和退火温度见表
。

物中有 对能扩增出稳定的产物
,

但只有 对

微卫星位点的多态性扩增 引物的扩增片段有较稳定的多态性 图
,

其余

经过优化 反应条件
,

在 对微卫星引 的都为单态
。

表 部分青石斑鱼微卫星核心序列及其引物特征

克隆编号 核心序列 类别 登录号

‘

‘、 , ,

土游弓物序列 下游弓物序列

卿

切

一 。

切 竹
,

。

,

、

,

。

,

切

,︸刁

七

以

切
尸

叮

卿

一 一

,

下

沁弱卿

刁乙了勺内︼飞中尘

一乃工乃

一

〕

切
明

切

卿

卿 丁
,

沪 ⋯
,

⋯

图 青石斑鱼微卫星 在 个青石斑鱼个体中的扩增图谱

为 材扣 一 位青石斑鱼个体编号

咫 甘明 一
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根据引物的扩增结果
,

选择其中多态性较好

的 对引物的扩增数据进行观测杂合度 鱿 等

的统计分析 表
。

在 个微卫星位点上共获

得了 个等位基因
,

大部分为 一 个
,

大小在
一 之间

,

表现出高度多态性
。

根据基因

型计 算 所 得 的观 测 杂合 度 从
,

的 范 围在
一 之间

,

在位点 和 中

达到了 期望杂合度 的范围较小
,

从

到
,

其中位点
、 一

和 的观

测杂合度 私
,

和期望杂合度 拭 有较大的差异
,

但整个群体的平均观测杂合度 从 和平均期望

杂合度
。

群体平均杂合度 相近
,

分别为

和
。

平均多态含量为
,

其

中位点 最低为
,

位点 最高为
。

按照 等
’ 」

的分类方法
,

位点
、 一 、 、 、 一 、 一

和

属于高度多态性位点
,

位点
、 、

和 属中度多态性
,

位点 和

则属低度多态位点
。 一

平衡指数
刀 的变化范围较大

,

从 一 到
,

由

此平均值变得很 小
,

为
。

位点
、

、 、 、 、 、 一

和

都出现 了杂合过剩现象
,

特别是位点
,

其
一

平衡指数已达
。

而位点

和 则出现了缺失
,

前者缺失较严重
。

表 青石斑鱼 个微卫星座位的等位基因数
、

观测杂合度
、

期望杂合度
、

多态信息含量
、

·

平衡指数以及群体平均杂合度
, , 。 , 。 ,

, ·

微 星标记 等位基因数 等位基因大小 观测杂合度 期望杂合度
阶

多态信息含虽 平均偏离指数

一

【

】弓
一

】

〕

平均值

一

一

一

一

一

一

一

弓李

一

了

亏

《

一 《

讨论

法筛选微卫星序列操作简便快捷
,

可直

接用菌液为模板而省去了提取质粒的操作
,

同时

避免了同位素污染环境
、

危害人体等缺点
’。

」 ,

已

被广泛用于各物种的微卫星筛选
,

如大黄鱼
、

中国

对虾
、

剑尾鱼
一

’ 〕等
。

但 法过于灵敏
,

经常会

出现非特异性条带
,

要减少非特异带的产生可通

过改善 条件或通过设立阴性克隆的对照来

筛选
,

本实验还利用 次 法进行筛选从而提

高了筛选精确度
。

许多学者的研究表明鱼类微卫

星中以 刀
。

的数量居多 ” ’
一

,

因此本研究

首先利用
,

引物通过 法从 个克隆

筛选出了含有 刀
。

和其他类型 的重复序

列的 个阳性克隆
,

即每检测大约 个克隆就

有 个阳性克隆
。

由于每个克隆中插人片段的平

均大小为
,

由此可计算出在基因组 中大概

每 就有 个微卫星
。

在所得的 个微卫

星序列中
,

刀
。

共有 个
,

占
,

这

表明了 刀
。

在青石斑鱼 基 因组 中含量丰

富且分布广泛
。

本研究所得完美型的微卫星 占
,

与剑尾鱼
、

鲤 〔’

等鱼类的微卫星情况大

体相符
。

本研究还表明
,

在青石斑鱼中除了有大

量的双碱基重复序列外
,

还有其他三碱基
、

四碱基
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和四碱基以上的微卫星序列
。

序列重复次数有

在 一
次之 司

,

这点与
’了

分析微

卫星的结论相似
,

他认为真核生物中长度大多在

次重复以下
。

世界各地学者
·

’ 一

通过筛选微卫星或弓用

已有的石斑鱼及石斑鱼近缘属的微卫星引物对蜂

巢石斑鱼
、

夏威夷石斑鱼 , 、

等石斑鱼进行了微卫星 的研究和报道
,

但除了

等川 引用近缘物种微卫星引物筛选出

青石斑鱼的 个微卫星标记外
,

还未见有关分离

青石斑鱼微卫星的报道
。

本实验获得了青石斑鱼

个微卫星序列和 个具有多态性的微卫星标

记
,

比已报道的其他石斑鱼的微卫星序列数量和

微卫星标记数量都要多
。

根据对所得数据的分

析
,

本研究的 个微卫星标记的等位基因数
、

观

测杂合度
、

期望杂合度的范围比 等 所

得的范围 分别是 一 、 一 和

广
,

这 与微卫星标记 的数 目有直接的 关

系
。

群体杂合度的高低反映了群体在多个基因上

的遗传变异及群体遗传多样性丰富度
。

本研究中

青石 斑 鱼群体平均杂合度即平均期望杂合度

从 为。
,

平均观测杂合度 鱿 为。
,

说明青石 斑 鱼 遗传多样性较高
。

位点
、

一

和 的 从 和
。

存在较大的差异
,

这

可能是由这 个位点上的无效基因所引起的
,

在

扩增过程中
,

当无效等位基因不被识别出来

的时候就会导致群体中纯合子过剩或杂合子缺

失
,

从而导致 从
,

和
。

出现偏离
。

多态信息含量

是一个评价基因座位在群体中的多样性程

度的标准
。

本实验中所用的 个微卫星位点中

有 个具有多态性
,

多态信息含量在

之间
,

多态性位点占总位点数的
,

其

中高度多态位点有 个
、 一 、 、

、 一 、 一 、 ,

中度多态位点有

个
、 、 、 ,

剩余 个 位点
、

则 属 低 度 多 态 位 点
。

遗传偏离指数 反映了 和 两

者之间的平衡关系
,

值越接近 。
,

基因型的分布

越接近于平衡状态
,

值为正时反映杂合子过剩
,

值为负时则处于杂合子缺失状态
。

杂合子过剩

现象一般出现在研究对象为相对小的群体或者封

闭群体
,

如一个养殖群体里面的子代群体是由有

限的亲本所产生
,

创造者效应 和

瓶颈效应 会导致连锁不平衡现

象 ” 。

而杂合子缺失除了与无效基因和研究样

本范围大小有关外
,

还可能由种群退化
、

性别比例

不均衡
、

亲缘近交和人为干扰程度大等导致稀有

碱基的丢失所致
。

本研究中的 变化范围较

大
,

从 一 到
,

同时出现了杂合子过

剩 个位点 与缺失 个位点 现象
。

本研究所

用的青石斑鱼样品采 自湛江海域的 个不同地

点
,

且实验样本数达到了 尾
,

只有在利用引物
、 、

和 进行 多态性扩增

时少数几个个体没有扩增产物外
,

其他 对引物

的扩增产物都较清晰稳定
。

由此本实验的杂合子

过剩和缺失与种群本身的结构有密切的关系
,

可

能是由于过度捕捞等人为干扰使其种群结构和性

别比例受到影响 因此
,

从本研究可以看出中国

南海海域的青石斑鱼群体多态性水平较高
,

遗传

多样性丰富
,

但是种群结构和种质资源受到了人

类活动的一定影响 务必要加强对青石斑鱼遗传

多样性的保护
,

并保护海洋生态环境和控制捕捞

量
,

使青石斑的遗传多样性处于一个相对稳定的

丰富程度
。

还要加紧对青石斑鱼遗传育种
、

分子

标记辅助育种等方面的研究
,

提高青石斑养殖产

量以满足市场需求
,

从而减少对青石斑 自然种群

的压力
。

微卫星的一个潜在价值是一个物种所产生的

微卫星引物能应用于相关的物种
,

学者们对石斑

鱼微卫星的研究也表明一种石斑鱼的微卫星引物

对其他石斑鱼有一定的适用性
,

因此本研究所得

的 个微卫星引物 相关信息可在 搜

索到 都可尝试性地被用于其他石斑鱼微卫星多

态性
、

遗传多样性和种群进化等研究
,

为种质资源

保护提供理论依据
,

从而为石斑鱼属鱼类的可持

续开发利用提供科学指导
。
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