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摘要: 利用 3 000 条泥蚶(Tegillarca granosa)单拷贝序列, 筛选到 132 条含有 SSR 候选位点序列, 成功

设计引物 50 条。群体多态性检测结果显示, 24 个 SSR 位点为多态性, 各位点的等位基因介于 2~5 个, 平

均等位基因数 3.5 个; 观测杂合度 Ho、期望杂合度 He、多态信息含量 PIC 范围分别为 0.000~0.591、

0.045~0.727、0.043~0.696; 多态位点中有 11 个高度多态、4 个中度多态、9 个低度多态; 进行哈迪-温

伯格平衡检测后, 用 Bonferroni correction 法进行校正, 结果有 17 个位点显著偏离平衡。  
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微卫星标记又称简单重复序列 (simple seque 

ncerepeat, SSR), 其核苷酸序列是以 2~6个核苷酸为

一个单位重复排列。微卫星因其在基因组中分布广

泛、多态性丰富、共显性遗传、重复性好以及实验

操作简单等特点, 已被广泛应用于遗传多样性分析、

分子标记辅助育种、遗传连锁图构建、QTL 定位以

及物种亲缘关系鉴定[1-3]。SSR标记的开发与分析在

太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)[4-5]、泥蚶(Tegillarca 

granosa)[6-7]、魁蚶(Scapharca brougtonii)[8]、栉孔扇

贝(Chlamys farreri)[9-10]、文蛤(Meretrixmeretrix)[11]等

海洋双壳贝类中已有报道。 

泥蚶(Tegillarca granosa), 俗称血蚶、花蚶、粒蚶, 

为我国四大海水养殖贝类之一。泥蚶肉质鲜美、营养

丰富, 市场前景广阔。关于泥蚶分子标记的研究已有

很多报道, 如李太武等[12]利用RAPD标记技术分析了

5 个泥蚶群体的遗传多样性, 姚韩韩等[13]利用 AFLP

标记技术对泥蚶 4个快速生长家系的遗传变异进行了

分析, 顾晓英等[14]通过磁珠富集法筛选了 6对多态性

SSR引物; 董迎辉等[6]利用泥蚶转录组文库开发了 34

个 EST-SSR标记, Liu 等[7]开发了 39个泥蚶 EST-SSR

位点。本研究在泥蚶转录组文库的基础之上, 探讨利

用单拷贝序列筛选 SSR标记的可行性及优缺点, 为泥

蚶的种质资源保护、遗传多样性分析、遗传连锁图谱

的构建以及种群鉴定提供有力工具。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料与 DNA 提取 

实验样品采自浙江宁波奉化海区, 随机取样 30

粒, 活体解剖后取其闭壳肌, 保存于20℃冰箱中备

用。采用酚-氯仿法提取基因组 DNA, 用 1%的琼脂

糖凝胶电泳检测 DNA 的质量, 紫外分光光度计检测

DNA的纯度与浓度, 调节DNA浓度最终为100 ng/μL。 

1.2  候选 SSR 位点的获得与引物设计 

用 SSR Hunter1.3软件在单拷贝序列中筛选微卫

星位点, 筛选标准为二碱基、三碱基、四碱基、五碱

基重复单元重复至少依次为 6、4、3、3 次, 侧翼序

列大于 150 bp。利用软件 Primer5.0设计引物, 引物

长度 18~24 bp, GC含量 40%~60%, 引物由上海生工

合成(表 1)。 

1.3  泥蚶候选 SSR 位点检测与 PCR 扩增 

随机取 6个泥蚶 DNA混成基因池, 对所有引物

进行初步筛选。PCR反应体系为 20 μL, 包括 100 ng 

DNA, 0.2 mmol/L dNTP, 0.5U Taq 酶 , 10×PCR 

buffer, 上游引物与下游引物各 1 μmol/L, 1.5 mmol/L 

MgCl2。PCR反应条件: 94℃变性 5 min; 94℃变性 45 s, 

退火 45 s, 72℃ 45 s, 共 35循环; 72℃延伸 8 min; 4℃

保存。每对引物所需的退火温度见表 1。用 8%的非

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 PCR产物,  
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电泳缓冲液为 1×TBE, 电压为 180 V, 电泳时间为

3~4 h, EB染色, 用 Biorad 凝胶成像系统检测结果。 

1.4  泥蚶 SSR 位点分析 

利用筛选的引物对泥蚶 30个个体进行微卫星标

记的多态性检测, 用 8%的非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳检测 PCR产物。用 CERVUS 3.0软件处理结果, 获

得重要的遗传学参数: 等位基因数(Na)、期望杂合度

(He)、观测杂合度(Ho)和多态信息含量(PIC)。用在

线软件 GENEPOP 进行哈迪-温伯格平衡 (Hardy- 

Weinberg equilibrium, HWE)检测 , 利用 Bonferroni 

correction法对结果进行校正。 

2  结果 

2.1  泥蚶 SSR 位点的筛选 

利用 SSR Hunter1.3软件搜索 3000条单拷贝序列

(singleton), 获得 132条含有 SSR位点的序列, 成功设

计引物有 50 条, 成功率为 37.88%; 利用 Primer5.0

在各 SSR 位点两侧保守区设计引物, 41 对引物获得

稳定清晰的条带; 在泥蚶群体中对 41 对引物进行多

态性检测, 24对引物的扩增产物表现为多态性。  

在 24个 EST-SSR位点中, 三碱基重复类型的最

多为 18个, 占总 SSR的 75%; 其次二碱基重复类型

的 SSR 有 4 个, 占总数的 16.67%; 四碱基与五碱基

重复类型的 SSR 最少均为 1 个, 均占总多态位点的

4.17%(图 1)。 

 

图 1  泥蚶 24 个 EST-SSR 位点的核苷酸重复碱基的分布

特征 

Fig. 1  Distribution of 24 EST-SSR motifs types in Tegil-
larca granosa 

2.2  24 个 SSR 位点对泥蚶群体的多态性评价 

24 个多态性位点在泥蚶 30 个个体中共获得 84

个等位基因, 多态位点的等位基因数为 2~5个, 平均

等位基因数为 3.5个, 其中 Tg02、Tg03、Tg08、Tg16、

Tg19、Tg23六个位点的等位基因数为 5个。观测杂

合 度 、 期 望 杂 合 度 分 别 为 0.000~0.591 、

0.045~0.727(表 1)。PIC 值是衡量群体变异程度的重

要参数[15], 24个多态位点的 PIC值介于 0.043~0.696, 

平均值为 0.391, 其中有 11 个高度多态位点(PIC＞

0.5)、 4个中度多态位点(0.25＜PIC＜0.5)、9个低度

多态位点(PIC＜0.25)。各多态位点经哈迪-温伯格平

衡检测, 并用 Bonferroni correction 法进行校正, 除

Tg10、Tg11、Tg12、Tg17、Tg18、Tg21、Tg24 之

外, 其余位点均显著偏离 Hardy-Weinberg平衡。 

3  讨论  

目前 SSR 开发主要是基于构建的基因组文库和

EST文库, EST-SSR的开发具有操作简单、成本低、

高效率等特点, 越来越受到研究者的青睐。在海洋贝

类中, 利用 EST 文库筛选 SSR 的研究已较深入, 如

Wang等[16]利用从文蛤 EST文库筛选出 2970个候选

SSR 位点; Hou 等[17]通过虾夷扇贝转录组文库得到

2700个 SSR候选位点。本研究在泥蚶转录组的单拷

贝序列(singleton)中筛选 SSR位点, 并将相关信息与

从重叠群(contig)中筛选 SSR 位点的研究相比较, 分

析 singleton与 contig筛选 SSR位点的差异。 

本研究利用泥蚶 singleton筛选的 SSR引物设计

成功率为 37.88%, 董迎辉等[6]利用泥蚶 contig 筛选

SSR 位点的引物设计成功率 73.97%, 引物设计成功

率较低的原因有: (1) singleton 的序列长度较短, 泥

蚶 singleton的平均长度为 285.46 bp[18], 用于设计引

物的区域相对较小, 而 contig的平均长度为 964.2 bp。

(2) singleton中的一小部分被认为是在测序过程中被

其他生物的序列污染或者是人工序列的产生[17]。 

singleton来源的 SSR同 contig来源的 SSR一样

能反映生物群体的重要遗传学信息, 单拷贝序列的

充分利用有利于群体的遗传多样性分析、种质资源

的保护等 , 如董迎辉等 [6]利用 contig 筛选 34 个

EST-SSR 的研究中平均等位基因数为 3.59、平均多

态信息含量为 0.396、平均期望杂合度为 0.447, Liu

等[7]关于 39个 EST-SSR的研究中平均等位基因数、

平均多态信息含量、平均期望杂合度分别为 3.9、

0.402、0.449, 本实验利用 singleton筛选的 24个 SSR

多态位点的平均等位基因数为 3.5、平均多态信息含

量 0.391、平均期望杂合度 0.434。 目前 EST-SSR筛
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选主要来自 contig, 而关于 singleton的开发应用以及

与 contig的比较研究较少。本研究证实利用 singleton

开发 SSR标记是可行的, singleton在转录组文库中所

占的比例较大且包含丰富的遗传信息, 特别在表达

丰度较低基因的开发方面较 contig 具有更重要的应

用价值[17]。 
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Abstract: 50 pairs of primers were designed successfully by using 132 candidates of SSR loci sequences which 

were identified from 3000 single copy sequences of Tegillarca granosa. It was revealed from the investigation of 

polymorphism that 24 SSR loci were polymorphic. The number of alleles of the 24 EST-SSR loci varied from 2 to 6, 

and the mean value is about 3.5. The range of the observed heterozygosity, the expected heterozygosity and the po-

lymorphic information content was 0.000 to 0.591, 0.045 to 0.727 and 0.043 to 0.696, respectively. There are 9 high 

polymorphic SSR locus, 4 moderate polymorphic SSR locus, and 11 high polymorphism SSR locus. 17 SSR locus 

are significant deviations from Hardy-Weinberg equilibrium after Bonferroni correction. 
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