
 

 Marine Sciences / Vol. 39, No. 4 / 2015 15 

中国鲎基因组微卫星富集文库的构建及分析 
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摘要: 本研究旨在从 DNA 分子水平上研究中国鲎(Tachypleus tridentatus)种群遗传多样性及种群结构等

相关信息, 以期为保护其野生群体种质资源提供科学依据。本研究通过生物素—磁珠富集法筛选微卫星

标记, 构建中国鲎基因组微卫星文库。基因组 DNA 经 FastDigest Tru1I 酶切后, 选取 400 bp~1000 bp 片

段, 用生物素标记的(GT)15、(CT)15 混合探针与其杂交, 杂交复合物与链霉亲和素磁珠结合, 捕获含有重

复序列的微卫星片段, 纯化后连接 PMD19-T 载体克隆, 构建基因组微卫星文库。从 334 个阳性克隆中随

机选取 196 个片段大于 400 bp 的阳性克隆进行测序, 共获得 127 个微卫星序列, 其中完美型占 69.3%、

非完美型占 11.0%、复合型占 19.7%。除探针使用的 GT 和 CT 的重复序列外, 还筛选到多碱基 GCT、

TGG、AAAC、ACAA、GATTT、TTTTA 的重复序列。根据微卫星序列设计选择合成 40 对引物, 结果

显示其中 3 对具有较高多态性, 可作为进一步评价中国鲎野生种质资源等遗传信息的有效遗传标记。  

关键词: 中国鲎(Tachypleus tridentatus); 磁珠富集; 微卫星文库 

中图分类号: S917    文献标识码: A      文章编号: 1000-3096(2015)04-0015-06 

doi: 10.11759/hykx20140319001 

中国鲎(Tachypleus tridentatus)又名三刺鲎、小海

鲎或东方鲎 , 是大型海洋底栖动物 , 其祖先可追溯

至 4亿多年前, 是动物界少数现存珍贵的“活化石”[1]。

它隶属于节肢动物门(Arthropoda)、肢口纲(Merostomata)、

剑 尾 目 (Xiphosura) 、 鲎 科 (Limulidae) 、 鲎 属

(Tachypleus), 主要分布于中国长江口以南、日本九

州岛以南、爪哇岛以北海域[2]。中国鲎具有极高的经

济、药用及科学研究价值, 其血液制品鲎试剂是目前

检测内毒素应用最广、最有效的试剂[3], 且其微妙的

视神经系统使得它成为生理学和仿生学研究的重要

模型[4]。然而近些年来, 栖息地生境的破坏、人类大

规模滥捕滥杀等原因造成了中国鲎数量锐减, 野生

资源几近枯竭[5], 加之其生长周期从卵细胞受精至成

熟需要 13~15 年, 中国鲎的保育工作迫在眉捷[6]。目前, 

福建、浙江、广东、海南及广西省已将中国鲎列为省级

重点保护动物 , 因此 , 进行中国鲎资源保护及开展

相关基础研究显得十分需要。 

微卫星即为简单重复序列(simple sequence re-

peat, SSR)又称为短串联重复序列(Short Tandem Re-

peat, STR), 是由中央核心序列和两侧保守侧翼序列

组成的, 核心序列为少数几个核苷酸(2~6 个)组成的

串联重复核苷酸序列。由于微卫星分子遗传标记技

术所具有的易分离、共显性、多态性高、信息含量

多、关联性好等优点[7], 使得其在物种遗传多样性分

析研究上比其他 DNA标记技术更适合, 并因此在濒

危动物种群遗传学及保护遗传学中得到越来越多的

应用[8-9]。中国鲎作为重要的野生保护动物之一, 目前

国内对中国鲎的研究多见于资源分布及保育方面[10-11], 

中国鲎微卫星标记分离方面的研究还有很大空缺 , 

目前相关研究仅见于 Li等[12]开发出 7对多态微卫星

引物。 

本研究采用生物素标记的(GT)15、(CT)15混合探

针杂交与磁珠富集法相结合从中国鲎基因组中构建

微卫星富集文库, 通过克隆、测序、设计引物和 PCR

检测来获得多态性微卫星标记, 为进一步研究中国

鲎群体遗传多样性, 种群遗传结构的分析奠定基础, 

且为其野生种质资源保护及评估提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

中国鲎样品采自福建省厦门市集美水产品市场, 
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平均体长为 35.6 cm。剪取样品附肢肌肉于 95%乙醇

中固定, 并于–20℃保存。 

1.2  基因组 DNA 的提取与检测 

基因组 DNA 采用试剂盒提取法。具体操作步

骤按照天根血液/细胞/组织基因组 DNA提取试剂盒-

离心柱型 /DP304(天根生化科技有限公司 , 北京)的

说明书进行。经 K5500 超微紫外分光光度计测定所

提基因组 DNA 的纯度和浓度后, 取 2 μL 基因组

DNA 进行 1%琼脂糖凝胶小样量样品电泳检测其

DNA完整性, –20℃保存备用。 

1.3  酶切及接头连接 

基因组DNA选用 FastDigest Tru1I酶(Fermentas)

进行快速酶切, 并选取 400 bp~1 000 bp片段进行连

接。等摩尔比混合两组寡核苷酸链 LinkerA(5'- 

GACGATGAGTCCTGAG-3')及 LinkerB (5'-TACTCA 

GGACTCAT-3'), 95℃变性 10 min, 37℃10 min, 冰置

10 min, 形成终浓度为 10 μmol/L 的双链接头供连

接体系使用。 

建立30 μL的连接体系, 其中包括酶切产物20 μL, 

双链接头 5μL (10μmol/L), T4 连接酶(5 U/μL)1 μL, 

10×T4 buffer 4 μL, 于 22℃连接过夜。 

1.4  微卫星文库的构建 

1.4.1  杂交 

将 10 μL接头连接产物于 95℃变性 10 min, 迅

速置于冰上使双链分开。取变性后的连接产物与生

物素标记的 Bio-(CT)15、Bio-(GT)15混合探针进行杂

交反应,  反应体系为 50 μL , 其中包括 25 μL 已预

热至 55℃的缓冲液 2×Hyb buffer, 10 μL 接头连接

产物 , 5μL Bio-(CT)15(10μmol/L), 5 μL Bio-(GT)15 

(10 μmol/L) 以及 5 μL ddH2O。61℃杂交 1 h, 放置 4℃ 

备用。 

1.4.2  磁珠富集纯化 

1.4.2.1  平衡磁珠 

取 150 μL混匀后的磁珠(Promega, USA)原液于

1.5 mL离心管。而后置于磁力架上吸附磁珠, 轻轻吸

出上清盐保护液。用 150 μL(等比例)0.5×SSC 于室

温下洗涤磁珠两遍, 最后加入 150 μL 1×Hyb buffer

重悬磁珠。 

1.4.2.2  磁珠的富集 

于已平衡好的重悬磁珠液中加入 50 μL 杂交产

物混匀, 室温下放置 30 min, 期间每 5 min用移液枪

轻轻吹打混匀 1 次, 30 min 后将离心管置于磁力架上, 

吸去上清液。之后将离心管放置于磁力架上于室温

下依次用 400 μL 洗脱液 I(2×SSC, 0.1% SDS)和

400 μL 洗脱液Ⅱ(1×SSC, 0.1% SDS)各洗脱 2次。最后

再用已提前预热至 50℃的 洗脱液Ⅱ(1×SSC, 0.1% 

SDS)400 μL快速洗脱两次。即可基本将不含微卫星

的以及与探针结合不牢固的片段去除干净。 

1.4.2.3  捕获微卫星片段 

洗脱完成后, 在洗脱液中加入 200 μL TE混合均

匀, 95℃温育 10 min 后, 将释放出含有单链微卫星

序列的片段, 迅速将其置于磁力架上吸取上清液转

至新离心管中。 

1.4.2.4  纯化富集微卫星片段 

在上述制备好的含有微卫星片段的溶液中加入

400 μL, –20 ℃ 预冷的无水乙醇, 并加入 22 μL NaAc/ 

EDTA(pH8.0)螯合剂助沉,  冰置 15 min后 4℃, 12 000 

r/min离心 10 min, 弃上清。再加入 500 μL, –20℃预

冷的 75%乙醇,  冰置 15 min后 4℃, 12 000 r/min

离心 10 min,  弃上清, 室温风干样品。最后用 25 μL 

TE溶液溶解微卫星 DNA, 放置 4℃过 1~2 d待微卫

星 DNA 充分溶解后方可使用。 

1.5  产物扩增及纯化 

建立 25 μL 扩增体系 , 用 MseI primer(MseI 

adapterA)为引物对富集纯化所得微卫星 DNA 片段

进行 PCR 扩增。扩增体系包括精制产物 2 μL, 10×Taq 

Buffer(含 Mg2+) 4 μL, dNTPs(10mmol/L)0.4 μL, Taq 

聚合酶 (5U/μL)0.2 μL, MseI primer 引物  1.4 μL 

(10 μmol/L), 17 μL ddH2O。PCR扩增条件为: 95℃预

变性 2 min, 32×(95℃ 30 s, 53℃ 30 s, 72℃ 40 s),  

最后 72℃, 20 min 完成扩增片段末端加 poly A。用

1%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物片段。选取片段

400 bp~1 000 bp的产物, 用 GenCleanPCR回收试

剂盒(上海捷瑞)纯化, 去除多余的 dNTPs 和接头等

杂质。 

1.6  载体连接、富集文库的筛选及测序 

取 2 μL纯化产物与 pMD19-T载体(Takara, Japan)

于 16℃连接 3.5 h, 将连接产物转化至感受态大肠杆

菌 DH5α中培养,  得到中国鲎微卫星基因组文库。

挑选阳性单克隆菌接种于含有氨苄青霉素的 LB 液

体培养基中, 37℃振荡培养 3.5 h。随后用 M13F/R

通用引物进行 PCR 扩增筛选检测, 用 1%琼脂糖凝

胶电泳检测PCR扩增产物, 挑取片段为400 bp~1 000 bp 
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的阳性克隆菌液送至上海美吉生物医药科技有限公

司进行测序。 

1.7  序列分析与引物设计 

利用 NCBI 载体查找工具 VecScreen 去除两侧

的载体引物, 汇总所有输出序列后再利用微卫星查

找软件 SSRHunter 1.3 对重复序列进行查找。获得的

微卫星序列按完美型, 非完美型和复合型人工细化

分析。并用 Primer Premier version 5.0对所得的微卫

星序列进行引物设计。 

2  结果与分析  

2.1  克隆与测序结果 

经 PCR检测筛选, 本研究共获得 334 个阳性克隆, 

从中随机选取196个片段大小为400 bp~1 000 bp的阳性

克隆送出测序。图 1为部分筛选结果的电泳图。 

 

图 1  单克隆检测结果     

Fig. 1  Partial results of the positive monoclonal PCR de-
tection 

 

2.2  微卫星重复次数分析 

在送出的 196 个阳性克隆的测序过程中, 有 18

条微卫星序列测序出现中断 , 测序失败 , 占所有克

隆的 9.08%。这部分的测序结果显示, 在单个克隆中

有多处微卫星重复序列, 有的甚至高达 6 处, 并且

重复次数通常大于 30 次, 复杂的碱基重复可能是导

致测序过程出现信号衰减、测序峰图紊乱、测序中

断的原因。图 2 为单向测序测通的中国鲎基因组中

微卫星的特征序列部分峰图。 

本研究利用磁珠富集获得的中国鲎基因组微卫

星最大重复次数为 98 次, 大多集中在 7~35 次, 占

82.6%; 最高在 5~10 次, 为 29.5%, 多数是二核苷酸

碱基重复 7次以上的微卫星序列; 50次以上的频率为

10.2%(图 3)。 

 

 
图 2  中国鲎基因组中微卫星特征序列(CAAA)n 

Fig. 2  Diagram of (CAAA)n repeat sequence in Tachypleus  

tridentatus   

 

图 3  中国鲎微卫星重复次数与分布频率 

Fig. 3  Distribution frequency of microsatellite repeat times 
in Tachypleus tridentatus  

 

2.3  微卫星序列结果及分类 

利用 SSR hunter 1.3软件对去除载体引物后的序

列进行微卫星序列的查找, 使用的标准依据 Linda[13]

对微卫星的划定标准: 单碱基重复大于 14 次, 双碱

基重复大于 7次, 三碱基重复大于 5次, 四碱基及五

碱基重复大于 4次。结果显示, 在 178个成功测序的

阳性克隆中共获得 127 个微卫星序列, 其中完美型

占 69.3%; 非完美型占 11.0%; 复合型 占 19.7%(表

1)。除探针使用的 GT 和 CT 的重复序列外, 还筛选

到多碱基 GCT、TGG、AAAC、ACAA、GATTT、

TTTTA 的重复序列。部分微卫星详细信息可见表 2。 

 
表 1  中国鲎基因组微卫星序列分类情况 
Tab. 1  Systematization of microsatellites in T.tridentatus  

类别 完美型 非完美型 复合型 合计

百分比(%) 69.3 11.0 19.7 100 

序列数(个) 88 14 25 127 

二碱基 76 14 23 113 

三碱基 4 0 0 4 

四碱基 6 0 2 8 

五碱基 2 0 0 2 
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表 2  部分微卫星位点引物及其他相关信息 
Tab. 2  Relevant information of part of microsatellite primer sequences of T.tridentatus   

位点 引物序列(5′-3′) 重复单元 重复类型 序列号 

TF-1 
F: CTGACCACAGGAAAGAAAG 
R: AGCAATAGTAATCCAACAT 

(TG)19 完美型 KJ559431 

TF-2 
F: ACAAGGTGGTAGGAAAC 
R: CGCAGTTCTTATTTTTG 

(AC)32(TC)20 复合型 KJ559432 

TF-3 
F: CTAACGATGAAACGGAAG 
R: CAAAACAAAAATGGAATG 

(AC)36 完美型 KJ559433 

TF-4* 
F: TCACGAGTAGGGAGACCA 
R: CCTTTCAGACACGAACAA 

(TG)23 完美型 KJ559434 

TF-5 
F: TGATTGATGAAGAAATG 
R: TGTAGAGTAGCAGAGAG 

(CT)11CC(CT)24 非完美型 KJ559435 

TF-6 
F: TAAAAAAACAAAAAGTG 
R: ATCTGGTGTGGGCATAG 

(AG)41 完美型 KJ559436 

TF-7 
F: CTTCGTTTTTCCTTCCCC 
R: TCCGCTACAATCACTGCC 

(TG)41 完美型 KJ559437 

TF-8 
F: CTTGAAGTAAATACACAG 
R: TAGATAATAGACAAACAG 

(GT)62 完美型 KJ559438 

TF-9 
F: AGAAGATGTCGGAGAAAG 
R: GCTGGTACAGTGGTAAGT 

(AC)26 完美型 KJ559439 

TF-10 
F: GCATACACGCATACCATA 
R: AAACATCAAAGCCAGAAG 

(GA)22 完美型 KJ559440 

TF-11* 
F: ATCAGAGACCCATAAAG 
R: AAACAAAAGAAGAAAAA 

(GA)40(GT)27 复合型 KJ559441 

TF-12 
F: ACAAGGTGGTAGGAAAC 
R: CGCAGTTCTTATTTTTG 

(TG)20 完美型 KJ559442 

TF-13* 
F: ATAATGGCACAAGGTGGTAG 
R: ACGCAGTTCTTATTTTTGAT 

(TG)26 完美型 KJ559443 

TF-14 
F: AGTCAAAGTTAGGTTTCAAGC
R: TGCGTATGTGATGATAATGAG

(CA)16 完美型 KJ559444 

注: *. 多态性引物序列 

 

2.4  引物设计及扩增结果分析 

利用引物设计软件 Primer Premier version 5.0

对所得到的序列设计引物, 在 127 个微卫星序列中, 

有 43个微卫星座位由于位于序列的末端或没有足够

的侧翼序列无法设计, 在有侧翼的 84 个序列中, 然

后为选定的序列设计  PCR 引物 , 在  moderate 

stringency条件下[温度: 45.0~70.0℃, GC含量: 40%~ 

60%; 引物长度: (21±4) bp; PCR 产物大小: 100~ 

330 bp], 有 56个序列可设计出引物, 本研究选择合

成 40对, 其中有 19对可扩增出清晰目的条带, 16对

表现出单一条带, 3对表现出多态性。图 4为 TF-4位

点扩增图谱。目的片段为 237bp处, 显示出多态性。 

 

图 4  中国鲎 TF-4位点扩增图谱 

Fig.4  Electrophoretogram of TF-4 locus in T.tridentatus 

3  讨论与结论 

3.1  酶切片段的大小及酶的种类 

构建微卫星富集文库文库时, 使用的酶切片段

大小应适宜 , 过长的片段易导致亲和捕捉不到 , 后

续难以扩增, 影响测序结果, 增加实验成本; 过短的

片段则很难保证微卫星侧翼序列长度, 影响引物的

设计, 进而影响多态性引物的筛选。从便于提高实验

有效性角度来看, 本实验选用 400~1 000 bp 大小的

酶切片段是合理的。在选择限制性内切酶上, 本实验

选用 FastDigest Tru1I酶(Fermentas)是由于其酶切位

点在动物基因组中分布广泛, 可以将基因组 DNA均

匀地切成大小不同的片段 , 且反应速度很快 , 大大

缩减了实验用时, 既保证了实验准确性、微卫星位点

随机性, 又保证了实验结果的高效性和真实性。 

3.2  探针的选择    

在所有动物基因组中(CA)n 或(GT)n 微卫星的含
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量最为丰富, 其次是(CT)n
[14]。本研究选用(GT)n为探

针进行富集和杂交。为了提高微卫星的富集效率 , 

Edwards[15]等提出用多种探针来筛选文库被广泛应

用。Stamati[16]等利用(CA)15、(GA)8、(AAG)8和(ATG)8

为探针构建了 Salix lanata基因组文库, 李齐发等[17]

选择(CA)12、(CCG)8、(CAG)8和(TTTC)8混合探针富

集牦牛微卫星, 均证实了应用多种探针混合进行杂

交分离微卫星片段是增加微卫星种类的理想选择。

因此本研究在(GT)15 的基础上又采用了(CT)15 探针, 

以期获得更多的微卫星标记位点。此外, 探针选用时

碱基数要适中, 探针碱基对的增加会直接影响到杂

交的效率, 碱基对越多越难杂交。所以在以后的研究

中 , 根据研究对象特点选用相应合适的混合探针 , 

是成功获得更多微卫星种类的必要条件。 

3.3  微卫星序列特征及扩增结果分析 

本研究中获得的微卫星序列中, 完美型微卫星

占 69.3%、不完美型占 11.0%、复合的占 19.7% 其中

完美型微卫星比例最高, 此结果与日本盘鲍(Paralichthys 

olivaceus)[18]、细角螺(Hemifusus ternatanus)[19]、中国

对虾(Fenneropenaeus chinensis)[20]、剑尾鱼(Xiphophorus 

helleri)[21]、海湾扇贝(Argopecten irradians)[22]以及大

珠母贝(Pinctada maxima)[23]等水产动物的微卫星序

列特点基本相符。微卫星核心序列相对较高的突变

率, 是微卫星多态性的基础。根据 Weber 等 [24]的观

点 , 重复次数高的微卫星在种群中表现出的多态

性高。本研究所得序列重复次数多集中在 7~35, 占

82.6%, 最高达到 98 次。但是高重复性序列往往周

围侧翼序列不足 , 或是 1个克隆中出现多处微卫星

序列 , 复杂的碱基重复 , 导致测序峰图紊乱以至

于引物设计困难。  

本实验研究显示, 合成的引物 40 对经扩增后, 

有 19 对可扩增出清晰目的条带。其中有 16 对表现

出单一条带, 3对具有多态性。其余的因存在无扩增

产物 , 扩增产物与目的条带长度不一致 , 扩增图谱

个体缺失严重等导致无法判定。出现这些情况的原

因可能是由于某些引物序列特异性不好, 无法扩增

出产物, 某些引物与基因组中序列错配, 导致扩增产

物长度改变, 或是有些个体基因突变, 无法与引物结

合。本实验筛选出的微卫星引物可为中国鲎遗传多样

性分析的进一步研究奠定基础, 为以后中国鲎的遗传

育种、种苗放流等提供基础理论依据, 这对于后期实

现其种质资源保护及科学的管理具有重要意义。 
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Abstract: This study aims to study the population genetic diversity and population structure of Tachypleus tridentatus and 

other relevant information from the DNA molecular level,  to provide a scientific basis for future protection of its wild 

germplasm populations. The microsatellites DNA library from T. tridentatus genome was constructed by the enrichment of 

microsatellite DNA with biotin-magnetic beads. The genomic DNA was digested with FastDigest TruI enzyme, the diges-

tion fragments approximately 400-1000 bp in size were then hybridized to the biotin-labeled oligonucleotide probes (GT)15 

and (CT)15, and the mixture was incubated with Streptavidin-coated Magnetic Sphere Particles. Fragments containing mi-

crosatellite repeat sequences were captured. After purification, the products were ligated to pMD-19T vector and trans-

formed into Escheri-chia coli. Finally, the microsatellite enriched genome library for T.tridentatus was constructed. A total 

of 334 positive colonies were obtained via the screening of the PCR products. A total of 196 clones with DNA fragments 

above 400 bp were randomly selected for sequencing. The results showed that through the sequencing of these positive colonies, 

178 positive clones were successfully sequenced with 127 microsatellite loci confirmed. These microsatellites, included perfect 

(69.3%), imperfect (11.0%) and compound (19.7%) repeat motifs. In addition to the GT and CT repeats, several other types of 

repeats were also detected, such as GCT, TGG, AAAC, ACAA, GATTT and TTTTA . Forty pairs of primers were composed 

and screened, and the results showed that three pairs with higher polymorphism can be used as genetic markers to evaluate the 

effective genetic information of wild resources of T. tridentatus in the further study. 
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