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大珠母贝微卫星 DNA 标记的分离与筛选 

柳  明 1, 2, 喻达辉 1, 黄桂菊 1 
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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(Pinctada maxima)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(Pinctada maxima), 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

(Pinctada)。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[1]。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[2]报道了 6个多

态标记和 Smith等[3]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[4] 提取基因组 DNA, 溶
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于 100 μL灭菌双蒸水中, 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MseI酶切 3 h, 20 μL反应

体系包括: 10×NEB Buffer2 2 μL, 100×BSA 0.2 μL, 

MseI (10 U/μL) 0.5 μL, 20 mg/LDNA 模板 3 μL, 

ddH2O 14.3 μL。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′) 于 16 ℃连接过夜, 

反应体系如下: 10 mmol/L T4 DNA ligase缓冲液 2 μL, 

50 mmol/L接头 1.8 μL, 酶切产物 11 μL, 400 U/μL的

T4 DNA ligase 0.2 μL。连接产物用简并引物 MseI-N 

[5′-GAT GAG TCC TGA GTA A(N)-3′]进行 PCR扩增, 

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

10 mmol/L dNTPs 0.4 μL, 50 mmol/L MseI-N 0.2 μL, 
1U Taq酶, 10×连接产物 2 μL。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 1 min, 72 ℃延伸 1 min, 循环

数进行梯度筛选, 分别做 14、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 µL、PCR产物 25 µL和生物素

标记的(CA)15探针(10 μmol/L)5 µL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 µL 的

TEN1000[5]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 µL 的 0.2×SSC(含

0.1%SDS)洗 3次, 每次 5 min, 保留第 3次的洗脱液。

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

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 µL 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[6]

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 μmol/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 μL, 10 mmol/L dNTPs 0.4 μL, 10 μmol/L
正、反向引物各 0.5 μL, 5 g/L Taq酶 0.2 μL, 20 mg/L 

DNA模板 2μL, ddH2O 14.4 μL。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%(w/v)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 (A),用 Pop- 

Gen1.32 软件[7]来计算群体的有效等位基因数(Ae)、

观测杂合度(Ho)和期望杂合度(He)、Hardy-Weinberg

平衡偏离指数(D)以及卡方检验(PHW)。根据 Botstein

等 [8]的公式计算每个微卫星位点的多态性信息含量

(CPI), 计算公式如下:  

C PI=1－∑fi
2－∑∑2fi

2fj
2 

式中 fi和 fj分别表示某一位点第 i个和第 j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 MseI 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(CA/GT)n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。
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根据 Weber[9]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 5.0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 10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 microsatellite primers 

位点 引物序列(5′-3′) GeneBank 序列号 片段长度(bp) 退火温度( )℃  

M140 
F: CAAAGTCCAAGGGCTATTA 
R: TCTGGCGTCTCCACTGTAT 

HM357117 208~223 58 

M393 
F: GGGTCAGCCAATAAGAGC   
R: AAACACGGGTCACAAACA 

HM357118 419~434 57 

M412 
F: TTTAGCCGAAGTCCACTG  
R: ATATGCGAGCGAACAATC 

HM357119 252~267 58 

M622 
F: TCAACTAAGAACTGGGGTCA 
R: GTGGTCAGACGAAGGAAAGT 

HM357120 156~166 55 

M781 
F: AGGGTCAGGGTTCTGTTTC 
R: CTTTGGGAGTGAGGAATGA 

HM357121 198~213 49 

M821 
F: TTTGCTTTTGTTTACTTGC 
R: TCTTTTGTCGAAATCACGT 

HM357122 247~262 52 

M925 
F: GGTAGTGGGAAGTAACCTGG 
R: AGATCGCTTGTAATGGGAAT  

HM357123 414~444 58 

M1265 
F: ATTGAGGGTTTCATATTGC 
R: GGTCACTTTTCCTTTGCT 

HM357124 133~148 52 

M1331 
F: CGAGGTTTCACTATCCGTAA 
R: CAGAGTCCGAACTTGAGCAT 

HM357125 164~189 55 

M1758 
F: GGCGTGAAATGAAAGACAGT 
R: AATTTGGGTGTTTGCTTGTT 

HM357126 205~230 58 

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 PopGen1.32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

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

为 5~7个, 大小在 133~444 bp之间, 表现出高度多态 

 
表 2  10 个微卫星多态性位点的数据统计 
Tab. 2  The statistics of ten microsatellite loci 

 A Ae Ho He D PHW CPI 

M140 7 2.4759 0.6000 0.6062 0.0102 0.0311 0.5630 

M393 2 1.3423 0.3000 0.2593 0.1570 0.3655 0.2225 

M412 8 5.0139 0.5333 0.8141 0.3449 0.0000 0.7729 

M622 5 4.3062 0.3667 0.7808 0.5304 0.0000 0.7281 

M781 4 3.3708 0.8000 0.7153 0.1184 0.0553 0.6485 

M821 7 4.6632 0.6333 0.7989 0.2073 0.0000 0.7568 

M925 7 5.5728 0.5333 0.8345 0.3609 0.0032 0.7908 

M1265 6 5.3254 0.5333 0.8260 0.3544 0.0001 0.7841 

M1331 7 6.0000 0.5000 0.8475 0.4100 0.0001 0.8118 

M1758 6 3.1690 0.5333 0.6960 0.2338 0.6906 0.6356 

平均值 5.9 4.1240 0.5333 0.7179 0.2177 0.1146 0.6714 

注: A. 等位基因数; Ae. 有效等位基因数; Ho. 观测杂合度; He. 期望杂合度; D. 遗传偏离指数D=( HoHe) / He; 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 
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性。有效等位基因数(Ae)为 1.342 3~6.000 0, 平均为

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

平均为 0.533 3; 期望杂合度(He)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 5~0.811 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 Hardy-Weinberg 平衡的卡方检验(PHW), 

只有 M393、M781 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[11,12]。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[13]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 10 对扩增出具有多

态性的目的条带, 曲妮妮等[16]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[17]对扇贝的 SNPs 检测, 

发现大约 100 个碱基就出现 1 次 SNP。Sauvage   

等[18]对太平洋牡蛎(Crassostrea gigas) 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(CA/GT, AG/TC, AT/TA)

的微卫星最为常见[20, 21]。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)n

的有 204 个, 约占总数的 81%, 其次是(AG/TC)n 和

(AT)n, 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[22]。Ellegren[23]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, 

Valdes[24]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)n 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)n 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[3]报道的 Ho(0.479~ 

0.891)和 He(0.872~0.972),与 Evans 等 [2]报道的

Ho(0.172~0.813)和 He(0.163~0.878)比较接近 , 与谷

龙春等[28]报道的 Ho(0.167~0.833)相近, 而略低于其

He(0.658~0.915)。CPI 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 [8]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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