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摘 要:采用新型的生物素-磁珠吸附微卫星富集法与传统的放射性同位素杂交法相结合的方式，研究了草

鱼 ( Ctenopharyngodon idella) 基因组中存在的微卫星资源。结果，从 1000 个细菌中，挑出 90 个阳性克隆，把其

中 45 个进行测序分析，在这些序列中共含有 68 个微卫星核心序列，有 55 个含有重复次数大于 5 次的微卫星

核心序列。其中，单一型标记 49 个，占 72% ，包括 CA 重复单元共 22 个， GT重复单元共 18 个，其他重复单元

为 9 个;在 72% 的单一型标记中，完美单一型微卫星标记为 44 个，占 65% 。另外，泪合型标记共 19 个， 13 为

完美混合型;在所有微卫星标记中，CA 重复类型最普遍，依次为 GT 、 GA 等。在 68 个微卫星标记中，有 15 个

依据引物设计原理设计了引物。
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Abstract: Enrichment by magnetic beads is a kind of method for isolation of microsatellite DNAs. 

Microsatellite DNAs were isolated from grass carp (Ctenopharyngodo川dellα) genome with the method. In this 

experiment , partial microsatellite genomic libraηcontaining 1 000 colonies was constructed. About 90 positive 

colonies were obtained. Sequencing of 45 positive colonies confirmed 也就 it contained 68 microsatellite loci 

( number of repeats ~5 times). From these sequences , 49 repeat motifs (about 72 %) were unique , including 

22 CA , 18 GT and 9 other kinds of repeat motifs , while 44 sequences (about 65 %) were pe由ct repeat 

motifs. The remaining 19 sequences are compound repeat motifs containing 19% perfect repeat motifs. Among 

all the microsatellites , CA repeat motifs is the widest , and then GT , GA. 15 pairs of primers were designed 

with the software Primer 3. O. 
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草鱼作为半泪游性的鱼类，是目前中国乃至世界上产量最大的淡水经济鱼类。草鱼在中国的主要
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河流都有分布，但其中以长江草鱼资源最为丰富，产卵场散布于从四川到安徽 700 km 长的干流江段，以

及汉江、湘江等主要支流中 [1] 。我国科技工作者已经在同工酶[2 -3] 、线粒体 DNA[I ，4]、 RAPD[5] 水平上对

草鱼遗传结构与遗传多样性进行了研究。微卫星分子标记( microsatellite) 以其重复性好、共显性，孟德

尔方式遗传等特点，加快了在群体遗传多样性分析、构建遗传连锁图谱、亲子鉴定等方面的应用。本研

究采用新型的生物素-磁珠吸附微卫星富集法和传统的放射性同位素杂交法相结合的方法，构建了草

鱼基因组微卫星文库，获得了一批草鱼的微卫星引物。

材料和方法

1. 1 微卫星标记的制备

采草鱼的血液，每 0.10 mL 血浆加 0.90 mL 裂解液(0.5% 十二肌胶酸铀，200μg/mL 蛋白酶 K ，

0.50 moVL EDTA) ,37 "c消化过夜，用等体积的盼、氯仿、异戊醇 (25 : 24 : 1) 抽提三次。然后用 0.05

moVLTris-Cl(pH 8.0) ,0.01 moVL EDTA (pH 8.0) 透析过夜。无水乙醇沉淀，溶于 0.1 x TE。用限制

性内切酶SαI品41 对大约 5 陆基因组 DNA 进行酶切， 1%琼脂糖凝胶电泳检测，切下 400 -1 000 bp 左右

的片段，用试剂盒进行回收。等摩尔比混合两组寡聚核昔酸 A ( 5' GATCGTCGACGGTACCGAA TTCT3') 

和 B(5'GTCAAGAATTCGGTACCGTCGAC3') ,95 "c变性 10 min，然后缓慢降温至 10 "c ，此过程大约需要

4 h ，最终形成双链接头 AlB。将回收的 DNA 片段与接头在 T4 连接酶的作用下于 16 "c过夜连接。

使用 100 KD 旋离柱去除多余的接头(Pall ， USA) ，并浓缩反应液至 10μL 左右，取2μL 接头连接产

物作为模板，进行 25μL 体系，20 个循环的 PCR 反应。程序为 94 "c预变性 3 min ,94 "c 1 min ,58 "c 1 

min ,72 "c 1 min ， 20 个循环，最后 72 "C延伸 10 min。每次 PCR 反应产物都需过柱去除多余的引物、

dNTP 等，同时浓缩样品至最佳浓度。大约 276 吨的第一次 PCR 产物与生物素标记的微E星探针进行

杂交，富集和捕获微卫星标记。其主要步骤为: (1 ) 95 "c预变性 PCR 扩增的基因组片断 5 min; (2) 基因

组片断与生物素标记探针 5'-Biotin-ATAGAATAT( CA) 16 于 68 "c预杂交 lh;(3) 预先用 6 xSSC 平衡好

的包裹有链霉亲和素的磁珠在 25 "c捕获探针-目标片断 20 min ，静置磁力架( Promega , USA) 上去除液

体; (4) 洗涤磁珠以减少非特异性杂交，洗涤过程包括: 6 x SSC , O. 1 % SDS 室温洗涤 2 次，每次 10 min; 

预热的 3 x SSC ,0. 1 % SDS 于 68 "c洗涤 2 次，每次 15 min;6 x SSC 于室温快速洗涤 2 次或 2 次以上 ;0.1

xTE 于室温洗涤 2 次 ;(5) 最后通过 95 "c变性 10 min ，用 O. 1 x TE (30 - 50μL)洗脱单链微卫星序列。

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。

然后过柱浓缩到大约 10μL。约 100 ng PCR 产物与 TA 克隆载体 pGEM-T( Promega , USA) 连接，并转化

到自制的感受态 E. coli( DH5α 品系)。重组菌转至硝酸纤维素膜( Promega , USA) ， 32P 标记的放射性同

位素探针 5' - [γ- 32P] ATP( CA) 15 、 (GA) 15 进行原位杂交，压 X 光片， -70 "c放射自显影 7 d ，显影。

挑取阳性克隆进行测序分析

1. 2 序列分析与 PCR 引物设计

经两轮筛选的阳性克隆菌挑到 96 孔培养板中，送至北京诺塞基因组研究中心有限公司测序，返回

序列采用 Premier Primer 3. 0 软件包进行在线引物设计。微卫星标记引物遵循以下原则进行设计: (1) 

扩增产物在 100 -400 bp 之间，以提高多态等位基因的分辨率; (2) 理想的引物，其碱基组成中 (G + 

C)% 至少大于 40% ; (3) 引物中不应包含重复 DNA 碱基。在此基础上挑选的引物，还需考虑软件中提

供的其它参考因子，比如解链温度(Tm 值) ，引物内部结构问题等。

2 结果

实验获得了草鱼微卫星基因组文库 1 000 个菌，在杂交前通过菌落 PCR 检测阳性克隆率为 50%

(图 1) ，二次杂交后得到的阳性克隆为 90 个，占大约 9.5% 。挑出其中的 50 个进行测序分析，得到 45

个序列，其中 37 个克隆中含有微卫星核心序列。在 37 个序列中含有微卫星座位 68 个，其中 CAlGT 重
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复占大多数。

图 1 菌落 PCR 检测阳性克隆

Fig.1 The positive clones obtained in the first round screening 

关于克隆的微卫星标记的类别， Weher ( 1990 )曾划分为 3 种类型，即完美型、非完美型和混合型;

Reddy 等(2001)分成两类，即单一型和混合型，单一型包括完美型和非完美型 ;Colhoume 等(1995 )认为

根据每个微卫星重复单元的情况而可以将混合型细分为完美型和非完美型。笔者采用第二种划分方式

(图 2) ，通过本次实验获得单-型标记 729毛 (49 个) ，完美单一型微卫星标记 65% (44 个) ;混合型标记

28% (19 个) ，完美混合型 199奋 (13 个)。

单一型
TTAAJCTCAJAJAAATGTAJTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAJCAGCACAG 

(完美型)
AACTGCAJCAGAGAGAGAGAGGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAAJCACCCA 

(非完美型)
混合型
TGTAJAAJTTAJTAAJTAAAAJGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTAJAJAJAJAJAJ 
AJ AJ AJ AJ AJ AJ AJ AJAJ AAAJT ANGG 

(完美型〉
CTTAJTTACACACACACACACACACACAJ ACAJ AJ AJ AJ AJ AJ AJ AJ AJ AJ AJ AJAJ AJ ACACA 
GTACTGTGCAAAAGTCTTAJCTAJ 

(非完美型〉

图 2 微卫星的种类

Fig.2 The kinds of microsatellite repeat types 

用在线引物设计程序 Premier P由ner 3.0 对 68 个微卫星座位中的 27 个设计引物(40%) ，其他的微

卫星因为本身结构或侧翼序列太短而无法设计引物。经过 PCR 筛选，已经有 10 对引物可以在草鱼群

体样本中扩出清晰的条带，且多态性很好，见表 1 、图 3 、图 4。可应用于群体遗传多样性等方面的检测。

3 讨论

微卫星的制备方法主要有传统法、PIMA 法 [6 -7] 、富集法(包括选择性杂交法[8 -9] 、 FIASCO 法[川、

EST-SSR 法川等。而本次使用的生物素-磁珠富集与传统的同位素杂交相结合的二次筛选方法是一
种高效并且非常简单的方法，一个熟练的工作人员可以在一个星期内完成一次微卫星克隆，现在已经成

功地制备了团头筋、白链、河蟹等的微卫星文库。事实上，使用磁珠吸附法构建的微卫星文库的阳性克

隆率可达 100% ，之所以用放射性同位素进行二次杂交原因有两个:一是为了节省测序费用，二是在操

作过程中-些因素会影响筛选微卫星效率，比如洗液的制备，平衡磁珠温度的控制等因素。本次实验只

得到 9.5% 的阳性克隆率，主要原因是磁珠已经过了最佳使用期，本实验室购买的磁珠 Dynaheads M -280 

Streptavidin (Dynal Biotech ASA , Norway)存放于 4 "C已经超过 6 个月。 Reddy 等认为，贮存于 4 "C的磁

珠的可利用期限为自出厂日期起 6 个月，如果超过 6 个月，将极大地影响第二次 PCR 扩增产物的产量，

由此而导致含有微卫星标记的阳性克隆率从 100% 降低到 20% -30% 。作者在平衡磁珠时，发现不易

平衡，需用 6 x SSC 反复清洗 6 -7 次才能使磁珠顺滑，而新鲜的磁珠只需平衡 3 次即可。
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表 1 草鱼微卫星分子标记及其引物

Microsatellite markers and their primers in grass carp 
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Tab.l 

最适退火温度/'t:重复序列大小/bp引物序列 5' -3' 微卫星序列号

60 (CT) 24 283 F:TTGAAGAGGGCCAATGGTTA 
R,TGCACGACACAACATGAAAA 

HUC-9 

60 (CA) 25 154 F:GAACGCACCCTCTCCATCTA 
R,ACACGTCCTTGGGCAAATAG 

HUC- lO 

60 (GA) 5 (GT) 6 159 F ,GGACGTTTGTGGGTGAAAAC 
R:GTGCCAAGATCACCACACAC 

HUC-ll 

60 (GA) 26 240 F:GGCTTCTCCATCACCATCTC 
R,TCAGTTGTTCTGGCTGTCCA 

HUC-14 

60 (GT)9 168 F,AGCTCAAGCAGGGAAACAAA 
R,TCTCAACCGTCCTCCAAAAC 

HUC-15 

60 ( CA)24 121 F:GATCGCAATCAGACCATA 
R,TTCACTTACTCACCCTCGT 

HUC-16 

60 (GA)4 (GA)6 246 F:TCTGGAGATGACGGAGGG 
R,GCAGCAAGAAACTGGAAC 

HUC-18 

60 (GT) 19 ( GA) 12 224 F,TCACTTGCAGTCCCTCACAC 
R:AGAGACATGCCCTCTTTTGG 

HUC-20 

50 (GT) 14 263 F:CACCTCCAATTTAACTTCTC 
R:ATTCACTTACTCACCCTCTG 

HUC-25 

60 (GT) 17 183 F,GCTGAACGCAAAACATGAGA 
R,GTTAAAGCCCATGCTGCAAT 

HUC-26 

图 3 HUC20 的扩增结果

Fig.3 Amplification result of locus HUC20 
M:DNA 分子量标准 D口000 1-30 :30 个草鱼个体

M: DNA Marker D12000; 1-30: 30 individuals of Cterwpharyngodon idella population 

图 4 HUC26 的扩增结果

Fig.4 Amplification result of locus HUC26 
M:DNA 分子量标准 D120001-30:30 个草鱼个体

M: DNA Marker D12000; 1-30: 30 individuals of Ctenopharyngodon idellαpopulation 

F:正向引物; R:反向引物
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微卫星序列在群体中通常具有很高的多态性，微卫星的突变速率在不同物种以及同一物种的不同

位点甚至在同一位点的不同等位基因间都存在着很大的差异[12 - 13] 。在哺乳动物中，大多数的微卫星的

突变率估计每世代 10 -5 _ 10 -2 ，人类家系的微卫星平均突变速率为 10-4[l4]; 黑腹果蝇( Drosophila 

melanogaster) 受控雌性系中的突变率为每个位点 10 -6左右[巴]。当微卫星被表达在缺乏有效错配修复

系统的寄主中时，其不稳定性要比正常时高(5 -10) x 103[16] 0 ]ohnson[ J7]和 PUpkO[18] 等认为，两条染色

体间的 DNA 重组过程中发生的不等交换以及基因转换可能是引起微卫星多态性产生的主要原因。而

Levinaon 等认为在 DNA 复制合成的过程中，发生了局部解链，有微卫星存在的区域新生链和模板链相

对滑动，产生错配，使得一个或者几个重复单位形成环状未能参与配对，从而导致了微卫星多态性的产

生 [12 ， 20 -21] 。本次微卫星克隆共对 27 个微卫星座位进行了引物设计和合成，通过对合成的引物进行最

适退火温度筛选发现，一般核心序列重复数在十几个到几十个时所得微卫星最容易确定退火温度且多

态性较高。但也不是重复数越多就越好，比如 HUC17 、 HUC19 这两个微卫星引物，核心序列重复数分

别为(CA) 156 、 (CA) 115 ，但在确定退火温度时却扩增不出带，分析原因可能是在本次微卫星克隆试验

中， DNA 片段要经过两次 PCR 扩增，最后所得到这种微卫星核心序列并不是草鱼基因组本身含有的，而

是由于 PCR 扩增中由于新生链和模板链发生相对滑动而造成的假微卫星。

自 20 世纪 90 年代初期以来，微卫星标记已经广泛应用于人类和一些重要模式生物连锁群的构建

和物理图谱的绘制，但应用微卫星分子标记对草鱼基因组的遗传结构和遗传多样性进行研究的还极少，

本研究应用了新型的磁珠富集法构建了草鱼部分基因组微卫星文库，获得了一些可使用的微卫星引物，

可以为草鱼种群遗传学分析和多样性鉴定等提供理论依据和指导。
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