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提要 采用磁珠 杂交选择和 PCR筛选法，从长牡蛎 DNA选择 片段文库 中，快速 分离含有微 

卫星序列的阳性克隆。结果表明，在筛选的200个 白色茵落中，56个克隆含有重复次数5以上 

的微卫星序列，其中41个(20．5％)有随机侧翼区，可以进行引物设计，12个缺乏足够的侧翼序 

列，3个为中断的微卫星序列。此外，还获得两个小卫星克隆。在获得的微卫星序列中，完全 

的 占54．7％，不完全 的占20．8％，复合的占24．5％。除探针 中使用的 CA重复单元 外，还观察 

到 CT、ACT、CGCA、CACT、GACT、GCAC、CC rITI’A和 CCTCA的重复序列。微卫星重复次数主要集 

中在5—30次之间，占71．7％，最高为 60次。本研究中构建的长牡蛎(CA) 富集微卫星文库 

将为以后开发未知微卫星标记提供帮助。 
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微卫星标记 ，亦称为 STR(short tandem repeat， 

短串联重复)标记 ，是原核生物和真核生物基 因组 

中普遍存在的2—6个核苷酸的简单串联重复序 

列(Zane et al，2002)。 由于微卫 星均匀分 布于基 

因组 中，并具有 多态性 丰 富、遵循 孟德尔分 离定 

律、共显性遗传、易于 PCR扩增等特点，目前已广 

泛应用于各种生物资源的家系分析、基因连锁分 

析、遗传图谱构建、遗传多样性分析等许多研究领 

域(Knapik et al，1998；Hall et al，1992；Holland， 

2001；Li et al，2003，2004)。 

长牡蛎(Crassostrea gigas)，亦称太平洋牡蛎， 

是世界 上养殖范 围最 广、产量 最高 的海洋 贝类。 

为了进行分子标记辅助育种和种群多样性研究， 

近年来国外学者采用传统的直接杂交筛选方法对 

长牡蛎微卫星进行了分离(Magoulas et al，1998； 

Huvet et al，2000；McGoldrick et al，2000)。这种 

方法 主要是将 内切 酶处理后 的 DNA片段 重组入 

质粒载体中，建立小片段基因组文库，再用含不同 

重复序列的寡核苷酸探针进行筛选克隆。该方法 

存在效率低、成本高的缺点，对于那些基因组中含 

量不是很丰富的微卫星序列 。用 这种方法进行分 

离很困难。由于构建精密微卫星连锁图谱，开展 

基因连锁分析需要大数量的微卫星标记，因此迫 

切需要开发容易获得大量阳性克隆的微卫星高效 

分离方法。近年来，国外报道了引物伸长法(Os 

trander et al，1992；Takahashi et al，1996)和杂交 

选择法(Kijas et al，1994；Refseth et al，1997)两种 

微卫星富集技术。为确立长牡蛎微卫星快速分离 

方法 ，作者采用磁珠杂交选择法分离长牡蛎 CA 

重复微卫星序列，并对微卫星序列的特性进行了 

分析 。 

l 材料与方法 

1．1 长牡蛎 DNA的提取 

DNA从采 自日本宫城县女川湾的 1只长牡蛎 
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成贝提取 。剪 取 100mg肌 肉组织 ，研磨后 置 于 

0．7ml的抽提缓 冲液(6mol／L urea，10mmol／L Tris— 

HCI．125mmol／L NaCI，1％ SDS，10retool／L EDTA， 

pH=7．5)中，加 入 35td的蛋 白酶 K(20mg／m1)， 

37℃消化一夜。用苯酚 ：氯仿 (1：1)抽提反应物， 

异丙醇进行沉淀 ，然后溶解于 TE(10mmol／L Tris． 

HCI，1mmol／L EDTA，pH =8．0)中。 用 RNase 

(20 g／m1)37℃处理 DNA样品 1h，然后用苯酚／氯 

仿提取液进行 DNA纯化 。 

1．2 DNA消化、片段分离和衔接头连接 

用 HaeⅢ和 Dra I(各 150 U)消化 DNA 50tzg。 

酶切产物在 2．5％ NuSieve GTG琼脂糖凝胶 (美国 

FMC Bioproducts公 司)中 电 泳，切 下 含 300— 

1000bp DNA片段的凝胶 ，用 DNA回收试剂盒(OI． 

Aquick Gel Extraction Kit，德国 Qiagen公司)回收。 

用 DNA连接试剂盒(日本宝生物公司)将 DNA片 

段 (1lxg)与 EcoR I—Not I—BamH I衔接头(日本宝 

生物公司)连接 ，然后用乙醇沉 淀法收集 DNA片 

段 ，并重新溶于 20~tl纯水中。 

1．3 目标序列分离和衔接头 PCR 

将 0．6ml MagneSpherea链霉亲和素顺磁颗粒 

(Streptavidin Paramagnetic panicles，美 国普洛麦格 

公司)重 悬 浮 于 300~1的 5×SSC (1×SSC= 

150mmol／L NaCI，158 mmol／L柠檬 酸钠 )中，并加 

入 300pmol生 物 素 标 记 的 寡 核 苷 酸 探 针 ： 

5 ．(CA)．，GCTYGA．biotin。磁珠和探针在室温下放 

置 5rain后，用 5×SSC冲洗 3次 ，并移入 56℃100td 

的杂交溶液(0．5mol／L NaCI，4％聚乙二醇 8000)。 

DNA片段 (20td)与 80td的杂交溶液混合，于 95℃ 

加热 5min使其变性后，迅速 添加至磁珠悬液 ，并 

于56℃温育 20min，然后在室 温用 200~d 2×SSC 

冲洗磁珠 4次 ，30℃ 200~tl 1×SSC冲洗 4次 。室 

温下加入 50td 0．15mol／L NaOH，放置 20rain，从磁 

珠上洗 脱 固定 的 DNA 片段。除 去 磁 珠 ，加 入 

5．5td 10×TE、3．25td 1．25mol／L乙酸 中和上 清 

液。用 PCR产物纯化试剂盒(QIAquick PCR purifi． 

cation kit，德 国 Qiagen公 司)纯 化 DNA，并溶 于 

50td TE缓冲液中。 

PCR体系 50td，含 5td DNA，1．25U AmpliTaq 

Gold，5td GeneAmp 10×PCR缓 冲液 (美 国 PE公 

司 )， 0．2mmol／L dNTP， 1．5mmol／L MgC17， 

0．6~mol／L衔 接 头序 列 引物 (5 ．CGGCGGCCGCG— 

GATCC一3 )。95℃变 性 11min，然 后 94℃ 1min， 

63℃ 1min，72℃ 1min，共 进行 35个循 环 ，最后 

72℃延伸 5min。PCR产物用 PCR纯化试剂盒进 

行纯化。 

1．4 PCR扩增片段的克隆 

已纯化的 PCR产物经 Not I消化后 ，插 入到 

pBluescfiptⅡ SK(+)载体 (美国 Stratagene公司)， 

然后重组 入 XL1 Blue MRF 超感受 态细胞 (美 国 

Stratagene公司)。将已转化的感受态细胞涂布于 

添加 IFI'G(100t l 10mmol／L溶液 )和 X．Gal(100td 

2％溶液)的氨 苄青霉 素 (100(g／m1)LB平板 上， 

37℃培养过夜。 

1．5 含有微卫星序列阳性克隆的 PCR筛选 

用无 菌 牙 签 挑 取 白 色 菌 落 ，转 入 10l l的 

1Ommol／L Tris—HCI(pH=8．5)中，95℃加热 10rain， 

然后于4℃低温保存用作 PCR反应中的模板。使 

用 1 l摸板 ，两个载体引物(T3和 rI7)和一个无生 

物素标记的(CA)．，引物进行 PCR扩增。PCR体 系 

10 l，含 0．25U AmpliTaq Gold、1×PCR buffer、 

0．2mmol／L dNTP、1．5mmol／L MgCI7， 引 物 各 

0．2ptmol／L。95℃变性 11min后进行 35个扩增循 

环 ，每 一 循 环 包 括 94℃ 1rain、57℃ 1nlin、72℃ 

1 min，最后在 72℃延伸 5min。PCR产物用 1．5％ 

琼脂糖凝胶进行 电泳 ，产生两条或两条 以上扩增 

带的插入片段可以推测为含有微卫星序列的阳性 

克隆。阳性克隆 DNA用 Qiaprep spin columns(德 

国 Qiagen公司)纯化 ，然后用 ThermoSequenase cycle 

sequencing kit(英 国安马西亚公 司)在岛津 DSQ． 

2000L DNA测序仪(日本岛津公司)上进行双向测 

序。 

2 结果 

2．1 微卫星序列富集原理 

图 l表示用磁珠杂交选择法分离长牡蛎微卫 

星序列的基本原理。基因组 DNA经内切酶消化 、 

片段分取后 ，连入衔接头。将含有微卫星重复序 

列的生物素标记寡核苷酸探针同链霉亲和素磁珠 

结合 ，然后再与热变性后的 DNA片段混合 ，使探 

针与微卫 星序列杂交。采用两级严格度洗脱非互 

补序列和多余探针，然后加入 NaOH释放 固定在 

磁珠 上 的 目标 片 段。醋 酸 中 和 目标 片 段 溶 

液 ，利用衔接头PCR使分离的DNA片段恢复双 
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基因组 DNA 

目标序列 l 消化 

[二二二二二] 

[二二二二二] [二】●] DNA片段 

[二二二二二二二] 

l 

l 热变性 

十 l 与生物索标记探针杂交 

l 磁性分离目标序列 

洗脱 l 
cR 

l 
克隆、筛选、测序 

图 1 磁珠杂交选择法富集微卫星序列的基本原理 

Fig．1 The basic principle of microsatellite sequence 

enrichment using magnetic bead hybridization selection 

链，并将 PCR产物插入载体。PCR法筛选出现两 

条或两条以上扩增带的阳性克隆，然后提取阳性 

克隆 DNA确定序列。 

2．2 长牡蛎微卫星克隆的分离及特性 

利用 PCR法筛选了(CA) 富集文库中 200个 

白色菌落，其中67个克隆(33．5％)产生了两条或 

两条以上扩增带，表明可能含有 CA重复序列；对 

这67个克隆进行测序，结果表明41个克隆(占筛 

选白色菌落数的 20．5％)含有重复次数大于 5的 

重复序列，且在重复序列两端有随机序列，可以进 

行引物开发(表 1)；12个克隆虽具 有重复次数大 

于 5的重复序列，但在重复序列的侧翼区缺乏足 

够的随机序列 ，无法进行引物设计 ；3个克隆的微 

卫星序列出现中断；2个克隆分别含有重复单元 

为 26和 17个核苷酸的串联重复序列，即小卫星 

序列(表 1)；9个克隆的重复次数都在 6以下，缺 

乏明显的微卫星序列。 

依据 Weber(1990)提出的微卫星序列分类标 

准，可以把微卫星序列划分为完全的(Perfect)、不 

完全的 (Imperfect)和复合 的 (Compound)3类 。完 

全的微卫星是指没有中断的重复序列，不完全的 

微卫星指具有 1个或多个中断的重复序列，复合 

的微卫星则指不 同种重复序列被 3个以下的非重 

复碱基间隔。在得到的 53个微卫星完整序列 中， 

完全 的微卫 星共 29个 ，占 54．7％；不 完全 的 11 

个 ，占20．8％；复合 的 13个 ，占 24．5％(表 1)。在 

表 1 长牡蛎(CA) 富集文库中微卫星克隆特性 

Tab．1 Characterization of microsatellite clones from the(CA) -enriched library in the Pacific oyster 
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续表 

克隆 核心重复序列(5 --3 ) 分类(W
eber，1990) 

Perfect 

Perfect 

Compound 

Perfect 

Compound 

Perfect 

Perfect 

Perfect 

Perfect 

Perfect 

Perfect 

Compound 

Perfect 

Compound 

Compound 

Perfect 

Imperfect 

Perfect 

Imperfect 

Perfect 

Perfect 

Perfect 

Pefleet 

Compound 

Perfect 

Imperfect 

Imperfect 

Perfect 

hnperfeet 

Imperfect 

Perfect 

Compound 

Perfect 

Perfect 

Perfect 

Imperfect 

Perfect 

Imperfect 

Compound 

Interrupted 

Interrupted 

Interrupted 

GenBank注册 号 

ABl l4l55 

ABIl4l56 

ABl l4l57 

AB1 l4l58 

ABlI4I59 

ABl l4l60 

ABl l4l6l 

ABl l4l62 

AB1 l4l63 

ABl l4l64 

ABl l4l65 

AB1 l4l66 

ABl l4l67 

ABlI4I68 

ABll4l69 

AB1 l4l70 

ABl l4l7l 

ABl l4l72 

ABl I4735 

ABl l4l74 

ABIl4l75 

AB1 l4l76 

ABI I4l77 

AB084072 

AB084073 

AB084074 

AB084075 

Cg829 

C 58 

Cgl60 

Cg172 

0Cg173 

Cg337 

cg47 

cg4l9 

Cg5Il 

cg614 

C 59 

Cg79 

Cg710 

Cg75l 

Cg92 

Cg935 

Cg945 

Cg344 

cg6l2 

C 25 

C 47 

cg647 

Cg247 

Cg521 

Cg326 

C 28 

C 33 

C 52 

cg623 

Cg538 

Cg3l9 

Cg919 

Cg632 

Cg337 

Cg338 

Cgl26 

Cg168 

Cg414 

Cg817 

Cg628 

Cg196 

cg42l 

Cg8l8 

Cg556 

(CA)l8 

(CT)l9 

(CA)6(CGCA)5TA(CGCA) 

(CA)37 

(CC3"FA)l 5(CCACA)3TC(TCGCC) 

(CA)28 

(CA)ll 

(CA) 

(CA)】5 

(CA)20 

(CA)l0 

(CG)3(cA)l9TA(CA)27 

(CA)90 

(GCAC)l0A(CA)5CG(CA) 

(GT)29G(GCT) 

(CA) 

(CA)7CG(CA)3TA(CA)35 

(CA)5o 

(CA)5CG(CA)9C(CA)6C(CA)23TAT(CA) 

(CA)20 

(CA)6 

(CA)ll 

(CA)6 

(CA)is(CGCA)8 

(CA)36 

(CA)27TA(CA)22CG(CA)4CG(CA)9 

(CA)32CG(CA)̈GO(CA)4GC(CA) 

(CA)6 

(CA)t6CT(CA)6GA(CA)22 

(CA)35TAT(CA)， 

(CA)36 

(CA)26TA(CACG) 

(CA)38 

(CA)28 

(CA)6 

(CA)2sTA(CA)23CG(CA)6 

(CA)9 

(CA)2aAA(CA)5AA(CA)I4AA(CA) 

(CA)22(CGCA) (CG) 

(CA) 

(CA) 

(CA) 

(cCCcAGCGTATATGTCTGTGTGAcAG)6 

(ACAcAACAcACACAACT)6 
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这些微卫星克隆中，重复单元除 CA外，还观察到 

CT、ACT、CGCA、CACT、GACT、GCAC、CCTYA 和 

CCTCA的重复序列 。 

图2为长牡蛎微卫星长度的频率分布。从图 

2可以看出，微卫星序列重复次数平均为24．9次， 

最大为60次，其频率分布主要集中在 5—30次之 

间，占71．7％；最高在 25—30次之间，为 22．6％； 

50次以上的频率为 5．7％。 

25·O 

20 0 

15 0 

褂 

lO．O 

5·O 

0 0 

5— 10 15— 2O 25— 3O 35— 4O 45— 5O 55— 6O 

重复次数 

图 2 长牡蛎 微卫星长度 的频率 分布 

Fig．2 Length distribution of microsatellites in the 

genome of the Pacific oyster 

3 讨论与结语 

实验结果表明，在筛选的全部 白色菌落中， 

20．5％可以进行引物设计。这个富集效率略低于 

Refseth等 (1997)的报道 (33％)，与 Gardner等 

(1999)报道的 16，7％和作者在皱纹盘鲍的研究结 

果(13，1％)(Li et al，2002)大致 相符。在欧洲牡 

蛎，含有双核苷酸重复序列的阳性克隆的比例在 

pBKS基因组文库中仅为 0，52％，在 pUC基因组 

文库中为0，66％(Naciri et al，1995)。由此可见， 

与传统的菌落直接杂交法相比，以磁珠杂交选择 

为基础的富集法效率很高。 

本研究中寡核苷酸探针首先采用了(CA) 重 

复序列，这是因为在所有动物种类中，(CA) 微卫 

星是最丰 富 的；其 次是 (CT) 微 卫 星(Brenner et 

al，1993)。获得的长牡蛎微卫星序列划分为完全 

的(54，7％)、不完全的(20，8％)、复合的(24，5％) 

3类，其中完全的微卫星比例最高。此结果与 日 

本盘鲍(Sekino et al，2000)、中国对虾(徐鹏等， 

2001)、鳕 鱼 、红 鳟 以 及大 西 洋 鲑 (Brooker et al， 

1994)的微卫星序列特点基本相符。 

长牡蛎微卫星平均长度为 24，9次重复 ，最长 

为 60次重复。50次重复以上的微卫星在滨螺 

(Sokolov et al，2001)、蛳 鱼(Nugroho et al，1999)、 

鳕鱼 以及大 西洋鲑 (Brooker et al，1994)也有 报 

道。在人类，基因组中微卫星多态性程度与微卫 

星长度显示 出正比关系(Rico et al，1997)，因此一 

个位点的微卫星长度是预测该位点多态性水平的 

重要参数。本研究中微卫星重复单元除探针中使 

用的 CA外，还观察 到 CT、ACT、CGCA、CACT、 

GACT、GCAC、CCTYA和 CCTCA的重复。实验中得 

到的这些有关微卫 星组成和长度分布的数据可以 

为分离其他牡蛎种类微卫星选择适宜重复单元提 

供帮助 。 

长牡蛎 71．7％的微卫星长度低于 30次重复。 

研究表明，真核生物的微卫星长度大部分都在 30 

次重复以下(Ellegren，2002)。微卫星是存在于基 

因本身或基 因外 的 DNA序列，其点突 变频率 

(10。。一10 )(Weber et al，1993；Vigouroux et al， 

2002)和复制滑移(replication slippage)频率 (10一一 

10 )(Schlotterer et al，1992)都很高。复制滑移 

导致微卫星重复次数增加、长度变长，点突变则使 

微卫星重复序列中断，阻碍长度增加(Santibanez— 

Koref et al，2001)。微卫星长度的均衡分布可能 

是点突变与复制滑移相互问平衡作用的结果(El— 

legren，2002)。 

本研究 中构建 了长牡蛎 (CA) 富集微卫 星文 

库，这对以后进一步开发大数量的未知微卫星标 

记具有重要的应用价值。 
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MICRoSATELLITE CLoNES IN PACIFIC oYSTER CRA D． REA G，( S：RAPII) 

lSoLATIoN AND CHlARACTERISTIC ANALYSIS 

lJl Qi．KUIMA Akihiro 

(The y Laboratory ofMaricuhure，Ministry of Education，Ocean University ofChina，Qingdao，266003) 

(FacultyofAgriculture，Tohoku University，Sendai 981—8555，Japan) 

Abstract Traditional approach to obtain microsatellites is to create a size—selected genomic library in a plasmid or 

phage vector and then screen clones by oligoprobes containing different repeat motifs．For microsatellite repeats which 

are less abundant in the genome．it is difficult to isolate using the method．As numerous microsatellite markers are 

needed for the studies such as linkage analysis and genomic mapping in the Pacific oyster Crassostrea gigas，it is 

necessary to establish an efficient method to clone oyster microsatellite sequences．In the present study，we isolated 

CA repeat DNA clones in the Pacific oyster using magnetic bead hybridization selection，and analyzed the characteris- 

tics of the clones．DNA was extracted from a live Pacific oyster，and digested with Hae m and Dra I．The restricted 

DNA was electrophoresed on a 2．5％ agarose gel，and fragments of 300— 1000 bp were excised，purified，and ligat- 

ed with the Eco R I—Not I—Barn H I adapter．After magnetic isolation of target sequences and adapter PCR，the 

PCR—amplified DNA fragments were inserted into the pBluescriptⅡSK(+)vector，and the recombinant plasmid 

vector was transformed into XL1一Blue MRF supercompetent cells．Th e positive clones containing microsatellite se- 

quences were screened by the PCR technique．In the 200 white colonies screened，56 clones contained microsatellite 

repeat sequences with more than 5 repetitions．Of the 56 clones，4 1 clones(20．5％)with unique re~ons flanking 

the microsatellite array appeared promising for primer design ，1 2 clones did not have sufficient quality sequences on 

both sides of the repeat，and 3 clones contained interrupted repeat．In addition，2 minisatellite clones were obtained． 

Compared with the traditional colony hybridization method，the enrichment procedure is very efficient．According to 

Weber(1990)，the mierosatellite sequences could be categorized structurally as follows：perfect(54．7％)，imper- 

feet(20．8％)，and compound(4．9％)．Besides the motif of CA contained in the oligoprobe，we also found CT， 

ACT，CGCA，CACT，GACT，GCAC，CCTFA，and CCTCA repeats．Among the microsatellite repeats，relatively 

short arrays(5—30 repeats)were most abundant(7 1．7％)，and the largest array contained 60 repeats．The 

(CA) -enriched library created in this study will be useful resource for developing additional anonymous mierosatellite 

markers for Pacific oyster in the future． 

Key words Pacific oyster Crassostrea gigas，Microsatellite，Rapid isolation，Characteristic analysis 
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