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摘　要：利用磁珠富集和放射性杂交相结合构建了中华绒螯蟹基因组微卫星文库。并利用生物素标记的
（ＧＡ）12探针进行微卫星片段的富集。将得到的片段与ｐＧＥＭ-Ｔ载体连接后转入ＤＨ5α大肠杆菌中�然后利用
γ－32Ｐ同位素标记的 （ＧＡ）12探针进行第二次筛选。结果共获得微卫星基因组文库1500个菌�杂交前菌落
ＰＣＲ检测阳性克隆率为62．5﹪；杂交后得到的阳性克隆为447个�占29．8﹪。经测序�有248个克隆含有重
复次数大于5次的微卫星序列。在得到的微卫星序列中�重复单元除 ＧＡ／ＣＴ外�还观察到三碱基、四碱基重
复单元。根据侧翼序列设计引物164对�选择合成50对�通过优化ＰＣＲ反应条件�结果有21对引物可扩增出
清晰可重复的目的条带�15对具有多态性。本研究对中华绒螯蟹基因组资源的开发利用提供了相关资料。
关键词：中华绒螯蟹；微卫星；磁珠富集
中图分类号：Ｓ917　　　文献标识码：Ａ

ＦｒａｃｔｉｏｎａｌｇｅｎｏｍｉｃｌｉｂｒａｒｉｅｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇａｎｄｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓＤＮＡ
ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆＣｈｉｎｅｓｅｍｉｔｔｅｎｃｒａｂ（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）

ＭＡＯＲｕｉ-ｘｉｎ1�2�ＬＵＣｕｉ-ｙｕｎ1�ＬＩＵＦｕ-ｊｕｎ3�ＺＨＡＯＹｉｎｇ-ｙｉｎｇ1�2�
ＧＵＪｉｎｇ-ｊｉｎｇ3�ＣＨＡＮＧＹｕ-ｍｅｉ1�ＬＩＡＮＧＬｉ-ｑｕｎ1�ＳＵＮＸｉａｏ-ｗｅｎ1

（1．ＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＲｉｖｅｒＦｉｓｈｅｒｉｅｓＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅ�ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄａｍｙｏｆＦｉｓｈｅｒｙＳｃｉｅｎｃｅｓ�Ｈａｒｂｉｎ　150076�Ｃｈｉｎａ；
2．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｉｓｈｅｒｉｅｓａｎｄＬｉｆｅ�ＳｈａｎｇｈａｉＯｃｅａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ�Ｓｈａｎｇｈａｉ　201306�Ｃｈｉｎａ；

3．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ�ＤａｌｉａｎＦｉｓｈｅｒｉｅｓＣｏｌｌｅｇｅ�Ｄａｌｉａｎ　116023�Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｉｎｔｈｉｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ�ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡｓｗｅｒｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＣｈｉｎｅｓｅｍｉｔｔｅｎｃｒａｂ（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）
ｇｅｎｏｍｅｂｙｃｏｍｂｉｎｉｎｇｂｉｏｔｉｎｃａｐｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄａｎｄｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅｌａｂｅｌｉｎｇｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄｌｉｇａｔｅｄ-ＤＮＡ
ｗａｓｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄｗｉｔｈｂｉｏｔｉｎ-ｌａｂｅｌｅｄｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ（ＳＳＲ） ｐｒｏｂｅｓ（ＧＡ）12�ａｎｄｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｗａｓ
ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ-ｃｏａｔｅｄｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓ．Ｔｈｅｓｅｌｅｃｔｅｄｓｉｎｇｌｅ-ｓｔｒａｎｄｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡｗａｓｏｂｔａｉｎｅｄ
ｂｙｒｅｍｏｖｉｎｇｔｈｅＳＳＲ-ｕｎｃｏｍｂｉｎｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｓ．ＡｆｔｅｒｃａｐｔｕｒｅｏｆｔａｒｇｅｔｆｒａｇｍｅｎｔｓｂｙｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓａｎｄＰＣＲ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ�ｔｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｌｉｇａｔｅｄｔｏＴｖｅｃｔｏｒａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｔｏＥ．ｃｏｌｉｃｏｍｐｅｔｅｎｔｃｅｌｌｓ．Ａ



ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｇｅｎｏｍｉｃｌｉｂｒａｒｙ1500ｃｏｌｏｎｉｅｓｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．447ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｌｏｎｉｅｓ（29．8％ ）ｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄ
ｔｈｒｏｕｇｈｔｗｉｃｅｓｃｒｅｅｎｓｂｙｒａｄｉｏａｃｔｉｖｅγ－32Ｐｌａｂｅｌｉｎｇｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ．Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆ447ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｌｏｎｉｅｓ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔ248ｃｏｎｔａｉｎｅｄ266ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉ．ＢｅｓｉｄｅｓｔｈｅｍｏｔｉｆｏｆＧＡ／ＣＴｃｏｎｔａｉｎｅｄｉｎｔｈｅｃｏｌｏｎｉｅｓ�
ｔｈｅｒｅｗｅｒｅａｌｓｏＣＣＴ�ＴＣＣａｎｄＡＡＧＧ�ＴＴＣＣｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆｓ．164ｐａｉｒｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｓｏｆｔｗａｒｅｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ3．0．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ�50ｐａｉｒｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｗｅｒｅｃｏｍｐｏｓｅｄａｎｄｓｃｒｅｅｎｅｄ．21ｐａｉｒｓｗｅｒｅ
ｕｓｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｔｏａｍｐｌｉｆｙｓｐｅｃｉａｌｆｒａｇｍｅｎｔｓ�ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈ15ｐａｉｒｓｗｅｒｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｗｉｔｈｉｎｓｐｅｃｉｅｓ．Ｔｈｉｓ
ｒｅｓｅａｒｃｈｏｆｆｅｒｓｒｅｌｅｖａｎｔｄａｔａｔｏｅｘｐｌｏｒｅｇｅｎｏｍｅｓｏｆＣｈｉｎｅｓｅｍｉｔｔｅｎｃｒａｂＥｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃｈｉｎｅｓｅｍｉｔｔｅｎｃｒａｂ（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）；ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ；ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｂｙｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓ
　　中华绒螯蟹 （Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）�俗称河蟹�分类学上隶属于节肢动物门、甲壳纲、十足目、方蟹科、弓
腿蟹亚科、绒螯蟹属�是我国特有的水生经济动物。二十世纪70年代人工育苗技术�极大地推动了河蟹
养殖业的发展。但是�与此同时带来的负面影响�如苗种混杂�种质衰退�已经成为河蟹养殖生产发展的
瓶颈 ［1］。李思发等 ［2－4］曾从形态特征、生化遗传、分子遗传标记3个角度研究了中华绒螯蟹群体和日本
绒螯蟹群体的亲缘关系。唐伯平 ［5－6］等通过对绒螯蟹的核ＤＮＡ和线粒体ＤＮＡ进行对比�并结合形态
学和生态学的知识�着重研究了我国中华绒螯蟹与广西合浦绒螯蟹的遗传关系。目前�对中华绒螯蟹分
子标记的研究�主要集中在ｍｔＤＮＡ和无种属特异性的分子遗传标记ＲＡＰＤ［7－17］。微卫星ＤＮＡ标记在
中华绒螯蟹种内的遗传分析方面具有较ｍｔＤＮＡ和其它现有的核ＤＮＡ标记更为优越的特性�这些特点
说明微卫星很适合于中华绒螯蟹种群遗传变异的研究。目前�开发中华绒螯蟹微卫星标记的研究�几乎
没有得到实质性的开展。Ｈａｅｎｆｌｉｎｇ等 ［18］只克隆了10多个中华绒螯蟹微卫星标记�Ｃｈａｎｇ等 ［19］报道了
中华绒螯蟹的10多个多态性微卫星引物�研究主要是传统的随机克隆。本研究采用磁珠富集与放射性
杂交相结合的方法构建中华绒螯蟹微卫星文库�并设计和筛选相应ＰＣＲ扩增引物�为中华绒螯蟹种质
鉴定、遗传连锁图谱的构建、ＱＴＬ定位及对其进行更深入地研究提供了基础资料。
1　材料和方法
1．1　材料

实验用中华绒螯蟹样品于2008年8月购于哈尔滨市一水产门市部。
1．2　基因组ＤＮＡ的提取和酶切

将中华绒螯蟹的肌肉取出�放入研钵中�液氮研磨�取0．1ｇ肌肉粉末放入1．5ｍＬ离心管中�加入
0．5ｍＬ的裂解液 （200μｇ／ｍＬ蛋白酶Ｋ�0．5％十二烷基肌氨酸钠�200ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡｐＨ8．0）�50℃消
化�用酚、氯仿、异戊醇混合液 （体积比为25∶24∶1）抽提3次�然后用0．05ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ-ＨＣＬ（ｐＨ8．0）和
0．01ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ8．0）透析16ｈ�预冷的无水乙醇沉淀�70％预冷乙醇洗涤1次�室温干燥�0．1×
ＴＥ溶解�置4℃冰箱备用。参照分子克隆第六章 ［20］。

将提取的基因组ＤＮＡ用1％的琼脂糖凝胶电泳检测�粗估其含量为100ｎｇ／μＬ。取约1μｇ中华绒
螯蟹的基因组ＤＮＡ�在含有限制性内切酶Ｓａｕ3ＡⅠ （10Ｕ／μＬ）的酶切缓冲体系 （20μＬ）中�于37℃温
育5ｈ后�利用蔗糖密度梯度 （10％、20％、30％和40％ 四个梯度 ）离心 （2200ｒ／ｍｉｎ�4℃�22ｈ）�收集
400～1000ｂｐ的目的片段。
1．3　基因组ＤＮＡ片段与接头的连接

本实验采用Ｂｒｏｗｎ接头。
Ｂｒｏｗｎ接头的制备：用单链寡核苷酸合成双链接头�等比例混合两组寡聚核苷酸链 Ａ（5′

ＧＡＴＣＧＴＣＧＡＣＧＧＴＡＣＣＧＡＡＴＴＣＴ3′）和Ｂ（5′ＧＴＣＡＡＧＡＡＴＴＣＧＧＴＡＣＣＧＴＣＧＡＣ3′）�95℃变性10ｍｉｎ�然
后经过4ｈ缓慢冷却至10℃�最终形成带有几个限制性酶切位点 （Ｓａｕ3ＡⅠ�ＳａｌⅠ�ＥｃｏＲⅠ）的双链接头：
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建立20μＬ的连接体系�其中包含 5μＬ酶切片段�10μＬＢｒｏｗｎ接头�1μＬＴ4ＤＮＡ连接酶
（Ｐｒｏｍｅｇａ�ＵＳＡ）�10×ｂｕｆｆｅｒ2μＬ�无菌水补足体积至20μＬ。于16℃水浴中过夜连接12～14ｈ。用旋
离柱 （ＣｅｎｔｒｉｆｕｇａｌＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒｓ�ＰＡＬＬＦＩＬＴＲＯＮ）去除多余的接头并浓缩至10μＬ左右�1％琼脂糖凝胶电
泳检测多余接头是否除净。
1．4　创建中华绒螯蟹基因组ＰＣＲ文库

以5μＬ连接产物为模板�进行25μＬ体系的一次ＰＣＲ扩增 （ＰＥ9700型ＰＣＲ仪 ）�程序为：94℃预
变性3ｍｉｎ�94℃变性1ｍｉｎ�58℃退火1ｍｉｎ�72℃延伸2ｍｉｎ�20个循环�最后72℃延伸10ｍｉｎ。反应
完毕后�如上过柱�去除多余的引物和未参加反应ｄＮＴＰ等�同时将ＰＣＲ产物浓缩至15μＬ左右。电泳
检测其浓度及片段大小。
1．5　用生物素标记的微卫星探针和Ｄｙｎａｌ磁珠与微卫星文库杂交
1．5．1　杂交

建立50μＬ反应体系：
1．5μＬ（10μｍｏｌ／Ｌ） Ｐｒｏｂｅ为生物素标记的 （ＧＡ）12
5μＬ（50μｍｏｌ／Ｌ） ＰｒｉｍｅｒＢ

15μＬ 　20×ＳＳＣ
0．5μＬ 10％ ＳＤＳ
16μＬ ｄｄＨ2Ｏ
以上混合液68℃预热

图1　磁珠杂交选择法富集微卫星序列的基本原理
Ｆｉｇ．1　Ｔｈｅｂａｓｉｃｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｕｓｉｎｇｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

12μＬ（276ｎｇ） ＤＮＡ

将连有接头、经一次 ＰＣＲ扩增的 ＤＮＡ片段
95℃变性5ｍｉｎ加入预热的杂交混合液�68℃杂交
1ｈ。杂交过程中平衡磁珠。
1．5．2　磁珠的平衡与富集
　　将磁珠轻轻摇匀�取100μＬ（10ｍｇ／ｍＬ）磁珠置
于一个500μＬ低黏性的硅化管中�将硅化管置于磁
力架 （ＭＰＣ�Ｐｒｏｍｅｇａ�ＵＳＡ）上静置1～2ｍｉｎ�轻轻吸
出盐溶液�加入200μＬＢ＆Ｗ（10ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ-Ｃｌ�1
ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ�2ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ）洗涤两次�再用200洗
液Ｉ（6×ＳＳＣ�0．1％ ＳＤＳ）洗涤3～5次�直到磁珠变
得光滑易洗脱�最后加入150μＬ洗液Ｉ�静置待杂交
结束。

磁珠吸附富集的原理 （见图1）：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片断混合�使探
针与微卫星序列杂交。通过磁力将与探针结合的微
卫星和不与探针结合的 ＤＮＡ片段分开�充分洗涤
后�通过热变性使微卫星与磁珠分离。方法是将杂交完毕的杂交液加入已平衡好的磁珠中�25℃温育
20ｍｉｎ�并轻轻摇动�使生物素和链霉亲和素结合。温育结束后�将离心管放置到磁力架上�去除溶液。
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依次用洗液Ｉ（6×ＳＳＣ�0．1％ＳＤＳ）�洗液ＩＩ（3×ＳＳＣ�0．1％ＳＤＳ）�洗液ＩＩＩ（6×ＳＳＣ）洗涤磁珠�去除不含
有微卫星的序列。洗涤方法是：洗液Ｉ在室温洗两次�每次静置10ｍｉｎ；洗液ＩＩ在68℃洗两次�每次静
置15ｍｉｎ；洗液ＩＩＩ在室温快速洗两次�即可基本将不含微卫星的序列去除干净。
1．5．3　捕获含有微卫星序列的单链ＤＮＡ

用200μＬ0．1×ＴＥ在室温快速洗两次�加入50μＬ0．1×ＴＥ�95℃变性10ｍｉｎ�释放出含有微卫
星序列的单链ＤＮＡ�放在磁力架上吸出备用。
1．6　ＰＣＲ扩增含有微卫星序列的ＤＮＡ片段

用6μＬ单链微卫星序列作为模板�进行第二次ＰＣＲ扩增�反应程序和循环数同第一次ＰＣＲ扩增。
反应完毕后�过旋离柱以去除多余的引物和没有参加反应ｄＮＴＰ�并浓缩到10μＬ左右。电泳检测其浓
度及片段大小。
1．7　连接Ｔ-载体

建立10μＬ连接反应体系：2μＬ纯化的 ＰＣＲⅡ产物�1μＬｐＭＤ18-Ｔｖｅｃｔｏｒ（大连宝生物 ）和5μＬ
ｌｉｇａｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎ�无菌水补足体积至10μＬ。于4℃连接过夜。用ＣａＣｌ2制备的感受态大肠杆菌ＤＨ5α
进行转化 ［20］�得到微卫星基因组文库。
1．8　原位杂交及同位素探针进行二次筛选

通过原位杂交对微卫星文库进行二次筛选。将转化所得的克隆转化到硝酸纤维素膜 （Ｐｒｏｍｅｇａ�
ＵＳＡ）上�同时保留完全相同大小的菌板�以待杂交结果出来后挑取阳性克隆。用同位素标记的 （ＧＡ）15
进行杂交�压Ｘ光片�－70℃放射自显影7ｄ后�显影。
1．9　阳性克隆的序列测定及结果分析

挑取阳性克隆由上海生工进行测序分析。测序完成�剪切载体序列以后�利用ＳＳＲＦｉｎｄｅｒ软件进行
微卫星重组序列的寻找�确定重复次数以及两端侧翼序列。根据重复序列两端的保守序列利用Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ3．0进行引物设计�设计所得引物由上海生工合成。并对群体进行ＰＣＲ扩增�琼脂糖凝胶电泳
检测�分析引物的适用性。
2　结果
2．1　适宜大小的基因组ＤＮＡ片段的筛选

用限制性内切酶Ｓａｕ3ＡＩ对高纯度基因组ＤＮＡ进行不完全酶切�再通过蔗糖密度梯度离心筛选所
需的基因组片段。试验选用了10％、20％、30％和40％4个梯度的蔗糖溶液进行密度梯度离心�离心后
用针刺管底收集混合溶液�按每管400μＬ共收集了31管含酶切ＤＮＡ片段的溶液。琼脂糖电泳检测�
选取大小为400～1000ｂｐ的目的片段�即第23、24管进行下步试验。
2．2　中华绒螯蟹微卫星克隆及序列分析

本次实验共获得微卫星基因组文库1500个菌�在杂交前�随机挑选8个克隆�以ＬｉｎｋｅｒＢ为引物�
进行菌落ＰＣＲ�检测重组率�结果克隆均为阳性�重组率37．5％�即Ｔ－载体自连的比例为37．5％。因
此�本次试验所获得的基因组文库约有938个属于重组克隆。通过同位素杂交进行二次筛选�得到阳性
克隆447个 （阳性克隆率约为29．8％ ）�送出测序447个�得到248个 （55．4％ ）含有微卫星序列的克隆。
在248个序列中含有微卫星座位266个�其中�以ＧＡ／ＣＴ单位的重复序列为主�还观察到三碱基 （ＣＣＴ、
ＴＣＣ）、四碱基 （ＡＡＧＧ、ＴＴＣＣ）重复单元。根据Ｗｅｂｅｒ［21］提出的分类标准�微卫星可分为3类�即完美型
（Ｐｅｒｆｅｃｔ）、非完美型 （Ｉｍｐｅｒｆｅｃｔ）和混合型 （Ｃｏｍｐｏｕｎｄ）�完美型指没有中断的或附近无其他重复序列的
重复序列；非完美型指2个或2个以上的同种重复序列�被3个碱基以下的非重复序列所间隔；混合型
指一种重复序列与其他种类的重复序列被3个碱基以下的非重复序列所间隔。其中�完美型微卫星197
个 （74．06％ ）�非完美型49个 （18．42％ ）�复合型20个 （7．52％ ）。
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2．3　引物设计与筛选
根据重复序列两端的保守序列利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ3．0软件进行引物设计�除去一些侧翼序列较短

不能设计引物外�248个微卫星序列共设计引物164对�部分引物见表1。选择合成50对�通过优化
ＰＣＲ反应条件�结果有28对引物可扩增出清晰可重复的目的条带。图2为微卫星标记ＨＬＪＥｓｉｎ15的扩
增结果。

表1　中华绒螯蟹部分微卫星引物
Ｔａｂ．1　ＳｏｍｅｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｆｏｒＥｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ

微卫星标记 引物5’－3’ 片段 （ｂｐ） 核心序列 退火温度 （℃ ） 扩增片段Ｆｒａｇｍｅｎｔ（ｂｐ）
ＨＬＪＥｓｉｎ1 Ｆ：ＧＣＡＡＡＧＧＡＧＡＡＧＡＧＧＡＧＣＡＧ

Ｒ：ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＣＴＴＧＣＴ 195 （ＧＡ）58 56℃ 163～224

ＨＬＪＥｓｉｎ4 Ｆ：ＴＴＣＣＴＴＴＴＣＴＣＴＴＴＣＧＣＴＣＴＴＣ
Ｒ：ＴＣＣＧＴＣＴＴＣＣＡＴＣＡＣＡＣＴＣＴＣ 207 （ＡＧ）14（ＡＧ）52 56℃ 184～237

ＨＬＪＥｓｉｎ6 Ｆ：ＧＧＴＧＡＡＧＣＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＡＧＡ
Ｒ：ＧＡＣＣＣＡＧＡＣＣＡＧＡＡＧＣＡＡＧＡ 248 （ＡＧ）56 60℃ 227～268

ＨＬＪＥｓｉｎ10 Ｆ：ＧＧＡＣＡＡＧＡＣＣＴＣＧＧＣＡＴＡＧＡ
Ｒ：ＧＡＴＣＣＡＣＣＧＴＡＡＧＧＧＡＡＡＡＣ 190 （ＧＡ）38 60℃ 174～221

ＨＬＪＥｓｉｎ12 Ｆ：ＡＣＴＧＧＧＴＴＴＡＴＧＴＣＧＣＣＴＧＡ
Ｒ：ＣＧＣＡＴＧＡＧＡＡＣＣＡＴＣＴＴＴＣＣ 181 （ＧＡ）55 56℃

ＨＬＪＥｓｉｎ14 Ｆ：ＡＧＡＧＧＡＡＡＡＡＧＣＣＡＣＧＴＣＴＧ
Ｒ：ＣＧＴＣＴＴＣＣＴＴＴＣＣＣＴＴＴＣＣＴ 150 （ＧＡ）44 60℃ 124～184

ＨＬＪＥｓｉｎ15 Ｆ：ＡＧＧＧＧＡＧＣＡＡＧＧＧＡＴＴＡＧＴＧ
Ｒ：ＧＴＧＣＡＴＧＴＣＴＧＧＧＴＧＴＣＴＧＴ 183 （ＧＡ）37 64℃ 163～218

ＨＬＪＥｓｉｎ16 Ｆ：ＧＧＴＧＡＧＣＧＧＡＡＴＡＡＡＡＧＣＡＧ
Ｒ：ＣＧＧＧＴＣＡＣＡＴＣＴＣＴＧＴＴＴＣＣ 208 （ＧＡ）30 60℃ 187～229

ＨＬＪＥｓｉｎ17 Ｆ：ＧＧＧＧＧＡＧＡＧＧＧＡＧＡＧＡＧＡ
Ｒ：ＣＡＡＣＧＡＧＡＧＧＡＧＧＡＧＴＧＴＧＧ 230 （ＧＡ）54（ＡＧ）12 60℃

ＨＬＪＥｓｉｎ21 Ｆ：ＣＡＧＡＧＡＧＧＧＡＡＣＡＡＧＣＡＡＧＧ
Ｒ：ＡＡＣＴＣＴＴＴＣＴＧＣＧＣＧＴＴＣＡＴ 244 （ＧＡ）36 60℃ 221～273

ＨＬＪＥｓｉｎ23 Ｆ：ＡＧＧＣＡＣＴＣＣＡＣＣＴＣＴＴＧＡＡＡ
Ｒ：ＣＣＣＣＴＣＴＣＡＴＣＴＣＡＴＣＴＴＣＣＴ 165 （ＧＡ）22 60℃ 143～189

ＨＬＪＥｓｉｎ24 Ｆ：ＧＴＴＧＣＴＣＴＧＧＡＴＧＧＡＴＧＧＴＴ
Ｒ：ＴＴＡＡＧＣＣＣＡＣＧＣＣＴＡＡＡＣＡＣ 199 （ＧＡ）69 60℃

ＨＬＪＥｓｉｎ25 Ｆ：ＣＴＡＡＴＴＣＣＣＣＴＴＧＧＣＴＣＴＣＣ
Ｒ：ＧＣＧＧＡＧＡＧＡＧＧＧＡＡＡＧＡＧＴＴ 162 （ＣＴ）7 64℃ 141～189

ＨＬＪＥｓｉｎ30 Ｆ：ＣＧＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＡＧＡＧＡＧＡＧ
Ｒ：ＡＧＧＧＧＴＣＧＴＴＴＴＡＣＣＴＣＣＡＧ 157 （ＧＡ）37 64℃ 124～184

ＨＬＪＥｓｉｎ31 Ｆ：ＧＡＴＣＧＴＴＧＡＣＣＴＴＴＧＧＧＡＧＡ
Ｒ：ＡＡＡＣＡＣＣＡＴＣＡＣＧＣＴＣＡＣＡＣ 186 （ＧＡ）63 64℃ 163～209

ＨＬＪＥｓｉｎ33 Ｆ：ＧＧＧＡＡＡＧＧＴＡＴＧＧＡＧＧＧＡＧＡ
Ｒ：ＣＴＣＴＧＧＡＡＡＴＧＣＴＣＧＡＡＡＣＣ 172 （ＡＣ）15 64℃ 146～201

ＨＬＪＥｓｉｎ34 Ｆ：ＣＣＧＴＣＣＴＣＣＴＧＣＡＴＧＴＡＡＧＴ
Ｒ：ＣＣＧＣＴＡＴＣＴＣＣＴＣＣＡＴＴＴＣＡ 244 （ＧＡ）40 64℃ 220～264

ＨＬＪＥｓｉｎ37 Ｆ：ＧＣＣＣＧＴＴＧＡＴＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡ
Ｒ：ＣＧＡＣＧＡＴＣＡＣＣＴＡＧＴＣＡＧＧＡ 191 （ＧＡ）63 60℃

ＨＬＪＥｓｉｎ38 Ｆ：ＡＧＧＣＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＧＣＡＧＡ
Ｒ：ＡＣＴＴＣＧＴＴＧＣＡＴＣＡＣＡＣＡＣＣ 187 （ＧＡ）57 60℃

ＨＬＪＥｓｉｎ41 Ｆ：ＧＣＡＡＣＣＧＧＧＣＡＡＧＴＡＴＴＡＡＡ
Ｒ：ＣＣＴＴＣＣＴＴＴＴＣＣＴＣＣＧＴＴＴＣ 172 （ＡＡＧＧ）5 64℃

ＨＬＪＥｓｉｎ50 Ｆ：ＡＴＣＡＣＧＧＴＴＡＣＧＧＧＴＴＴＧＴＣ
Ｒ：ＧＡＴＴＧＣＡＣＣＴＴＴＣＴＣＣＣＡＴＣ 154 （ＧＡ）71 64℃ 126～183
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图2　ＨＬＪＥｓｉｎ6（Ａ）和ＨＬＪＥｓｉｎ15（Ｂ）在江苏群体 （27尾 ）和天津群体 （25尾 ）的扩增图谱
Ｆｉｇ．2　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｇｒａｍｓｏｆＨＬＪＥｓｉｎ6ａｎｄＨＬＪＥｓｉｎ15ｉｎＪｉａｎｇｓｕａｎｄＴｉａｎｊｉｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

1－27．样本；Ｍ．分子量标准 （ＤＬ200）

3　讨论
　　构建富含微卫星位点的基因组文库是获得微卫星侧翼序列的主要途径�微卫星侧翼序列是微卫星
位点分析的关键。目前�微卫星位点的基因组文库的构建主要有以下几种方法：用传统方法构建目标生
物基因组小片断ＤＮＡ文库�通过人工合成带放射性同位素探针进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交�筛选阳性克隆、测
序。方法简单�但是筛选效率极其低下�阳性克隆率为2％ ～3％�且需要大量的人力和资金的投入。
Ｃｉｆａｒｅｌｌｉ等 ［22］1995年提出ＲＡＨＭ（ＲａｎｄｏｍＡｍｐｌｉｆｉｅｄＨｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎＭｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ）�Ｌｕｎｔ等 ［23］1999年提
出ＰＩＭＡ（ＰＣＲＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆＭｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＡｒｒａｙｓ）�这两种方法基于ＲＡＰＤ产物富集制备微卫星�虽能避免
构建基因组文库�但效率不高�富集的微卫星带有一定的随机性。Ｌｉａｎ等 ［24］在ＤＮＡ酶切片段两端连接
人工接头�以人工接头序列代替载体的序列。该方法每次测序仅获得微卫星一侧序列�需要花费较多的
时间与费用。李永强等 ［25］2004年提出 ＥＳＴ-ＳＳＲ法。该方法从 ＮＣＢＩ数据库下载的表达序列标签
（ｅｘｐｒｅｓｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔａｇ�ＥＳＴ）中筛选出微卫星分子标记�是现有标记的有效补充。本实验是用生物素包
被的磁珠富集法分离微卫星分子标记�它是在Ｃａｒｌｅｔｏｎ［26］等2002年报道的方案基础上稍加修改：磁珠
富集与放射性同位素相结合。此种方法是基于磁珠表面的链霉亲和素与标记于微卫星探针上的生物素
之间的共价结合原理而建立起来的�该方法能在短时间内对潜在的数百个微卫星位点进行分离�对于
微卫星序列含量低的生物尤其适用。本实验初次筛选的效率为29．8％�高于常规方法筛选微卫星的效
率�但是�远低于本方法所能够达到的效率�作者认为可能在二次杂交过程中有误差�致使一些微卫星序
列单链没有暴露出来�被同位素探针很好的杂交。获得高质量的基因组ＤＮＡ是进行实验的基础；蔗糖
密度梯度离心后目的片断的收集也是很重要的�避免由于插入片段太短而不能设计引物 ［27］的麻烦；磁
珠富集是整个实验的最关键的步骤�它直接影响到克隆微卫星的质量 ［28］。必须保证磁珠的质量�严格
控制磁珠的平衡、洗液的洗涤温度和洗涤时间�磁珠在用前必须用盐溶液反复平衡�直到磁珠顺滑�以达
到洗掉不含有微卫星的多余片断�磁珠表面只保留富含微卫星序列的目的片断。因此�磁珠富集法是一
种简单高效的方法 ［29］�因而被广泛应用于微卫星位点的筛选。

研究表明�不同生物基因组微卫星分布各有其特点：哺乳动物 （如：小鼠和人 ）的基因组中�（ＣＡ）ｎ、
（Ａ）ｎ、（ＡＡＡＴ）ｎ、（ＡＧ）ｎ重复类型的微卫星分布较广；而植物基因组中�（ＣＡ）ｎ分布较少�（ＡＡ）ｎ和
（ＡＴ）ｎ分布广泛；鸟类基因组中�单碱基和四碱基微卫星重复比二碱基和三碱基微卫星重复分布广
泛 ［12－14］。本研究所用生物素探针为 （ＧＡ）12�结果90％的微卫星序列与探针序列相符�只是重复长度有
所差别。同时�10％的微卫星序列与探针序列不符�而这些随机获得的微卫星序列大部分为ＣＴ（ＡＧ）重
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复�此外�还有三碱基 （ＣＣＴ、ＴＣＣ）、四碱基 （ＡＡＧＧ、ＴＴＣＣ）重复单元�说明ＣＴ（ＡＧ）重复、三碱基 （ＣＣＴ、
ＴＣＣ）、四碱基 （ＡＡＧＧ、ＴＴＣＣ）重复在中华绒螯蟹基因组中分布较广泛。

本研究构建了中华绒螯蟹的部分基因组文库�并设计和筛选了能够在中华绒螯蟹基因组稳定扩增
的多个微卫星标记�为揭示中华绒螯蟹类的种群多样性和种群进化历史以及遗传连锁图谱的构建、ＱＴＬ
定位及对其进行更深入地研究提供了基础资料。

感谢实验室贾智英师姐、侯　宁师兄和姬长虹师姐以及王文青同学等对我实验上的帮助。
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