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基于 SAMPL 的一种微卫星筛选方法在中国明对虾中的尝试
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摘要 :微卫星的发展主要受限于微卫星及其旁侧特异引物区的分离 ,在中国明对虾 ( Fenner2
openaeus chinensis) 中建立了选择性扩增多态微卫星位点 ( SAMPL , selective amplified mic2
rosatellite polymorphic loci)技术体系 ,并初步尝试了基于 SAMPL 的一种微卫星筛选方法。

通过 5′端锚定引物引入微卫星序列 ,对传统 SAMPL 技术加以改进并以期富集简单重复序

列。从测序胶上随机选择 5 条 SAMPL 条带 (分别命名为 S11 ,S13 ,S14 ,S22 ,S24)克隆测序 ,

大小分别为 161 , 157 , 147 , 152 , 298。其中 S11 , S13 , S14 , S22 四个片段两端引物分别为

A FL P 选择性引物和 SAMPL 引物 ,S13 和 S22 含微卫星序列重复 ,S24 两端引物均为传统的

A FL P 引物 , 在此片断中有一 (A G) 39重复。
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　　微卫星 ( microsatellite , MS) 又称简单序列重复
(simple sequence repeat , SSR) , 是 1～6 个核苷酸重
复序列。作为具有共显性、数量丰富、广泛分布于基
因组并符合孟德尔遗传等特点的高信息度分子标
记 ,十几年来广泛应用于生命科学研究的多个领域。
微卫星发展的主要环节受限于微卫星及其旁侧特异
引物区的分离 ,分离主要有两种途径 :一种是对基因
组 DNA 进行限制性酶切 ,适宜片段与载体连接 ,建
立部分 DNA 文库 ,用 Southern 杂交或 PCR 方法筛
选出含微卫星序列的阳性克隆 ,一种是从已知的核
酸序列中进行检索。前者筛选过程较复杂 ,筛选效率
较低 ,需要大量的资金投入 ;后者资源相对有限 , 对
大多研究目标没有足够信息可供参考。对虾分子遗
传研究落后于陆生动植物 ,大多还处于寻找合适分
子标记为遗传结构分析、图谱构建等工作打基础的
初级阶段。对虾中微卫星标记的筛选已有报道 , 但
主要集中于斑节对虾、凡纳滨对虾 ,微卫星数量有
限 [1 ,2 ] 。中国明对虾 ( Fenneropenaeus chinensis) 的微
卫星筛选起步较晚 ,所获微卫星标记较少 [3～8 ] 。由于
生态环境恶化 ,疾病流行给水产养殖造成的巨大经
济损失使一些水产经济动物的遗传改良显得尤为迫
切 ,筛选大量的高效、多态、共显性标记是进行连锁图
谱构建、Q TL 定位基因、分子标记辅助选择的基础。
选择性扩增多态微卫星位点 ( SAMPL , selective am2
plified microsatellite polymorphic loci ) 技 术 [9 ] 是

AFL P[10 ]技术的延伸 ,在不需克隆、设计特异引物情
况下 ,可用来扩增微卫星序列 , SAMPL 技术作为结
合了 A FL P 和微卫星两者优点的分子标记已应用于
植物遗传多样性分析、连锁图谱构建等领域 [11 ,12 ] , 在
动物中还未见应用。作者在中国明对虾中建立
SAMPL 技术以用于对虾遗传学研究 , 同时基于
SAMPL 发展微卫星标记在中国明对虾中进行了初
步尝试以期找到一种快速、简单的微卫星筛选方法。

1 　材料和方法

1. 1 　材料
中国明对虾购于青岛南山市场 ,放入充氧袋内 ,

迅速置于 - 70 ℃冰箱内备用。

1. 2 　方法
1. 2. 1 　模板 DNA 的制备
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中国明对虾基因组 DNA (100 ng) 在 40μL 体系
中用 EcoR Ⅰ和 MseⅠ消化 1. 5 h ,接着加入 10μL 混
合液 (含有 50 pmol EcoR Ⅰ接头、50 pmol Mse Ⅰ接
头、1U T4 DNA 连接酶、10 mmol/ L A TP 1μL) ,于
37 ℃温育 3 h ,65 ℃20 min ,贮于 - 20 ℃备用。
1. 2. 2 　改进的 SAMPL 分析

取上述酶液 5μL 作为模板 ,20μL 反应体系进
行预扩增 ,引物序列见表 1 ,反应程序 94 ℃2 min ,25

个循环包括 94 ℃ 30 s ,56 ℃ 30 s ,72 ℃ 45 s。0. 8 %

琼脂糖胶电泳检测 ,取 5μL PCR 产物稀释于 95μL

TE 液中用作选择性扩增的模板。选择性扩增 PCR

反应体系与预扩增相同。引物采用 EcoR Ⅰ+ ANN

和改进的 SAMPL 引物 (引物序列见表 1) , 反应程序
采用 Touch2down 方式 , 94 ℃2 min ,接着94 ℃30 s ,

65 ℃30 s , 72 ℃45 s ,下面每个循环退火温度降低
0. 7 ℃,12 个循环。之后退火温度 56 ℃23 个循环 ,最
后 72 ℃延伸 5 min。向选择性扩增 PCR 产物中加入
等体积的点样液 (98 %甲酰胺、10 mmol/ L ED TA p H

8. 0 , 0. 25 %溴酚蓝和 0. 25 %二甲苯氰 FF) , 6 %

PA GE 胶 (7 mol/ L 尿素、每 100 mL 胶中加入 500
μL 10 %A PS 和 100μL TEMED) ,用 1 ×TBE Buffer

在测序胶系统 (BioRad , 38 cm ×50 cm)进行电泳 ,恒
功率 60 W ,4 h。后银染显示条带。
1. 2. 3 　选择片段测序

　　随机选择 5 条 SAMPL 条带 (分别命名为 S11 ,

S13 ,S14 ,S22 ,S24 ,相应引物对见表 2) ,从银染后自
然干燥的 PA GE 胶上切下相应条带 ,置于盛有 100
μL 超纯水的离心管中 ,4 ℃过夜 ,100 ℃水浴 15 min ,

取 5μL 为模板 ,以相应 SAMPL 的选择性 PCR 相同
的体系和程序扩增 ,用 UN IQ25 柱式 PCR 产物回收
试剂盒纯化 PCR 产物 , 将产物与 PMD182T 载体连
接 (大连宝生物) ; 16 ℃连接 1 h 或 4 ℃过夜 ,然后连
接液转化感受态大肠杆菌 J M109 ,涂平板 ,蓝2白斑筛
选阳性克隆 ,Pharmacia EasyPrep Kit 提纯质粒 ,插入
片段经 EcoR Ⅰ和 Hind Ⅲ酶切检测或 PCR 检测 ,阳
性克隆在 ABI PRISM 377XL DNA 测序仪上测序。

2 　结果

测序后的 SAMPL 的片段 ( S11 , S13 , S14 , S22 ,

S24) 大小分别为 161 , 157 , 147 , 152 , 298 bp。其中
S11 ,S13 ,S14 ,S22 四个片段 ( Genebank 登录号分别
为 CC325081 ,CC326084 ,CC326085 ,CC326086 ,序列
见图 1) 两端引物分别为 A FL P 选择性引物和 SAM2
PL 引物 , S13 和 S22 含微卫星重复序列 ; S24 ( Gene2
bank 登录号为 A Y389512 , 序列见图 1 ) 两端引物均
为传统的 AFL P 引物 , 在此测序片断中有一 (A G) 39

重复。作者正进一步设计微卫星引物并在中国明对
虾群体中检测。

图 1 　SAMPL 片段序列

Fig. 1 　Sequences of SAMPL bands

　　　　　黑体部分为微卫星序列

　　　　　　　bold2faces are microsatellite sequences
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表 1 　SAMPL 引物序列

Tab. 1 　SAMPL primer sequences

序列引物

E2A 5′- GAC T GC GTA CCA A T T CA23′

M2C 5′2GA T GA G TCC T GA GTA AC23′

E2AA G 5′2GAC TGC GTA CCA A TT CAA G23′

SAM01
5′2( G/ T) ( G/ T) ( A/ G/ C) ( A/ G) ( A/ G/ C) ( A/ G)

(A/ G/ C) (CT) 623′

SAM02
5′2( G/ T) ( G/ T) ( A/ G) ( A/ G/ C) ( A/ G) ( A/ G/ C)

(A/ G) ( TC) 623′

表 2 　测序条带及其来源

Tab. 2 　Sequencing bands and corresponding primers

条带 引物对

S11 E2AA G ,SAM02

S13 E2AA G ,SAM02

S14 E2AA G ,SAM02

S22 E2AA G ,SAM01

S24 E2AA G ,SAM01

3 　讨论

SAMPL 的基本原理同 A FL P 相似 ,区别在于选

择性扩增时 , SAMPL 采用与 A FL P 相同的一个引

物 ,另一个引物则为富含重复序列的片段 ( SAMPL

引物) ,最初 SAMPL 引物的设计主要基于许多谷物、

大豆中的微卫星以不同重复相邻出现 ,因此所设计

引物与复杂重复的连接部互补 [11 ] 。上述复杂重复是

否广泛分布于其他物种基因组 ,还未见报道。鉴于

此 ,本实验采用了 Fisher [13 ] 发展的 5′锚定微卫星引

物代替普通的 SAMPL 引物 ,如作者所用 Fisher 引物

PCT6 序列为 KKVRVRV (CT) 6 ,其中 K = G/ T ,V =

G/ C/ A ,R = G/ A ,5′端的 7 个核苷酸形成了一个锚
(anchor) , 由于 G通常可与 C 或 T 配对 , T 通常可与

A 或 G 配对 ,从设计上 5′两个核苷酸可与任何核苷

酸配对 ,紧接着的 5 个核苷酸从设计上不与 A G重复

配对 ,同时又尽量简并 ,可以看出 V ( G ,A 或 C) 将与

除 A 外所有核苷酸配对 ,R ( G或 A) 将不与 G配对。

Fisher 引物克服了 PCR 过程中普通引物很难锚定在

基因组微卫星序列的 5′端 ,而很容易向微卫星序列

的 3′端滑动的缺点。对文中所用 SAMPL 引物 ,理论

上讲若 5′锚发挥了作用 ,则可扩出基因组相应区域

微卫星的完整序列 ,这正是我们所期望的 ;否则就不

能扩出完整的微卫星序列并造成长度多态的降低或

丢失。理论上讲 ,通过改进的 SAMPL 所得到的扩增

片段中将富含微卫星序列 ,回收扩增片段测序后可得

到微卫星 3′旁侧序列 ,这样以 3′旁侧序列为一引物 ,

5′锚定引物为一引物就可特异扩增微卫星序列 ,作者

就是基于这一思路而尝试在中国明对虾中发展微卫

星标记的。

在随机克隆的 SAMPL 片段中 , S11 , S13 , S14 ,

S22 四个片段两端分别为 A FL P 选择性引物和

SAMPL 引物 ,而 S24 两端均为传统的 AFL P 引物。

SAMPL 技术大多用放射性同位素标记 [11 ,12 ] , 且仅

对 SAMPL 引物进行标记 ,至今还未有 SAMPL 反应

中出现仅含传统 A FL P 引物的报道。理论上讲

SAMPL 反应中应出现 3 种片段 ( SAMPL2A FL P ,

SAMPL2SAMPL , A FL P2A FL P) ,哪些类型片段在

PCR 扩增中占优势主要与相应引物的退火温度及二

级结构相关。通过测序结果来看 ,大多扩增片段为

SAMPL2A FL P 型。实验所得微卫星均分布于基因

片段中间 ,并未如期紧接 SAMPL 引物后出现 ,所选

Fisher 引物未能发挥应有的锚定作用 ,原因可能与所

测片段数量较少及 PCR 扩增滑动有关。所测 5 个片

段中有 3 个含微卫星序列 ,暗示中国明对虾中微卫星

含量相当高 ,刘萍等 [6 ]直接对部分中国明对虾基因组

文库测序获取了较高比例的微卫星序列 ,斑节对虾也

有基因组 DNA 直接测序成功获取微卫星的报道 [14 ] 。

作者选取微卫星方法作为一种尝试 ,虽然找到了微卫

星序列 ,但并未达到预期目的 ,方法是否适于中国明

对虾大规模微卫星筛选还需进一步探讨 : (1) 增加测

序片段数量 ; (2) 尝试其他的重复序列。
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Abstract : The main difficulty in developing microsatellite is to isolate the short tandem repeat 2flanking

sequences. A method to screen microsatellite based on SAMPL ( selective amplified microsatellite polymorphic

loci) was tested in shrimp Fenneropenaeus chi nensis . 5′anchored primer was int roduced into t raditional SAM2
PL analysis , and short tandem repeat sequences were expected to be enriched. Five randomly selective bands

(nominated as S11 ,S13 ,S14 ,S22 ,S24 respectively) were cut f rom the silver staining polyacrylamide gel , cloned

and sequenced , and 161 , 157 , 147 , 152 , 298 bp sequences were obtained respectively. Microsatellites were

found in S13 ,S22. A single sequence repeat of ( GA) 39 was also found in S24 , which comprises A FL P primers

only and is different f rom the other ones that comprise both primers. No microsatellite was found immediately

adjoining to the 5′anchored primer , so it seems that 5′anchored primer , in this study , did not work as expec2
ted. More work is needed for further microsatellite isolation.
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