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摘 要:采用小片段克隆法构建凡纳滨对虾的部分基因文库，用放射性同位素 [γ_32pJ ATP 标 i己的 (CA) 町、

(AT) .2 、 (AG) .2 、( AAT)s 、( AAG)S 做探针筛选阳性克隆。共获得微卫星序列 152 个，其中二核昔酸为核心的

微卫星序列 :(AG)" > (AC)" > (AT)" ，三核昔酸为核心的微卫星序列: (AAT)" > (CAT)" > (AAG)" 0 应用引

物设计软件 primer3.0 设计引物 105 对。选择合成 10 对理论上易出现影子带的引物，筛选后用 31 个凡纳滨

对虾个体对这些引物进行了评估，结果 10 对引物中有 8 对引物能扩增出谱带，其中 l 对扩增产物出现影子

带， 1 对扩增产物为单态，有 6 对扩增产物出现多态。
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The isolation and characterization of microsateIIite markers 
from Litopenaeus vannamei 
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Abstract : The partial genome lihrarγof Litopenaeus vannαmei was constructed hy method of small fragments 

DNA cloning and the positive clones were screened with the probes (CA) 15' (AT) 12' (AG) 12' (AAT) 8 and 

( AAG) 8 laheled with [γ_32pJ ATP. 152 sequences containing microsatell由s were ohtained. The dinucleotide 

repeats were (AG)" > (AC)n > (AT)" and the trinucleotide repeats were (AAT)" > (CAT)" > (AAG)" 

respectively. 105 sets of primers were designed with the software primer 3. O. 10 primers that the stutter hands 

easily occur in theory were synthesized and 31 samples were tested with them. Eight loci can give hands and 

six had a degree of polymorphisms , one was monomorphic and one had stutter bands. 
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凡纳滨对虾(Litopenaeus vannαmei) ， 俗称南美白对虾，原分布于南美太平洋沿岸的水域[IJ ， 1988 年

引人我国，因其生 l夭迅速、抗病力强、肉味鲜美和出肉率高而成为目前国内外广泛养殖的优良品种之一，

在我国虾蟹养殖业中占有重要的地位，养殖范围较广[2]O 微卫星分子标记 (microsatellite marker) 是由

1 -6 bp 串联重复序列构成，它具有分布广、含量大、多态性丰富及保守性等特点，至今已被广泛地应用
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于遗传图谱的构建、基因定位及遗传多样性分析等方面口 -5] 。目前，斑节对虾( Penae山 rrwnodon) 和中

国对虾(Penaeω orientalis ) 己筛选出较多的微卫星序列 [6 飞但对虾间基因组的差异性大、通用性较差，

据报道[9]对虾属间差异为 259毛，亚属间基因组差异为 9.4% 。凡纳滨对虾微卫星筛选工作虽然已经展

开[ 1 ， 10] 但对其各类微卫星及微卫星分布特征方面还知之甚少。本研究在开发一批微卫星序列的同时，

对其在基因组中分布特征进行分析，以期深化对凡纳滨对虾基因组的认识，为开发微卫星标记、开展深

入的遗传标记辅助育种工作奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

凡纳滨对虾购于大连市黑石礁市场;质粒 pGEM-3ZF( + )和 DH5α 取自农业部北方鱼类生物工程

育种重点开放实验室;各种限制性内切酶购自 Promega 公司 ;T4 DNA 连接酶购于 MBI 公司;硝酸纤维素

滤膜购自 Phamacia 公司;探针(CA) 15 、 (AT) 12 、 (AG) 12 、( AAT)8 、 (AAG) 8 和引物由上海生物工程公司

合成。

1. 2 方法

1. 2.1 总基因组 DNA 的提取

按照梁利群等川提取基因组 DNA 的方法，提取基因组 DNA。

1. 2. 2 文库的构建与阳性克隆的筛选

文库的构建与阳性克隆的筛选主要参考魏东旺[口]的方法，并略加修改。限制性内切酶 Sau3A 1 对

基因组 DNA 进行部分消化后，用蔚糖密度梯度离心筛选片断大小为 250 - 1 000 bp DNA。杂交膜的制

备按照分子克隆[归]的方法进行。

1. 2. 3 序列测定及统计分析

将阳性克隆穿刺培养在 LB 培养基中，由上海生物工程公司进行测序。应用微卫星查找软件

Tandem Repeats Finder ( Version 2. 02 )进行重复序列的查找，然后应用 NCBI 上的 VecScreen (http:/ I 

www. ncbi. nlm. nih. gov/VecScreen/VecScreen. html) 软件去除载体序列，并将得到的微卫星序列按核心

序列重复次数进行统计。

1. 2. 4 引物设计

用在线软件 Primer3. 0 ( http://www-genome. wi. mit. edu/ genome _ software/other/primer3. html.进行

引物设计。

1. 2. 5 引物合成及其评估

在所设计的引物中，选择合成理论上易出现影子带(重复碱基数为 100 bp :t )的 10 对引物(见表

1) ，并用 31 个凡纳滨对虾个体、2%琼脂糖凝胶电泳对所筛选的引物进行检测评估，所用统计指标为等

位基因频率 (allele frequency，町、观测杂合度 (observed heterozygos咐 ， Ho) 、期望杂合度( expected 

heterozygosity , He) 和多态信息、含量(average polymo甲hism information content , PIC) 0 公式为:

期望杂合度 :He = 1 -飞pf

多态信息含量:月C=1-Elpf-EIJ主ρfd

其中 n 为等位基因数目 ;Pi 和 Pj 分别为第 i 和第j个等位基因的频率。

2 结果

2. 1 重组子及其杂交

本实验共得到 5000 个转化子 ， EcoR 1 和 Hindill双酶切检测重组载体所占的比率为 90% ，所以重
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组子数为 4500。

表 1 10 对微卫星引物筛选结果及其特性

Tab. 1 Tbe screen results and characterization of the primers 

位点 引物序列 重复序列 重复类型 退火温度片段大小
("C) (bp) 

HWN -001 
GCACCTGAAGGACATGTGTG (AG )9GG (AG )7GG( AG )47 C (GA)2A (AG)5 60.16 
ACAACCAGCCTGTCCTGTTT (AAAGAA) 2 (AG) 27 非完美型 59.62 

296 

HWN -002 ~~~::~~~TA~G.A~A.C~AAA~~A~CA (GA) … (TA) 混合型
59.42 

250 GGCCAAAAGACAATTTTGGAT \ ~H/42 60.18 

HWN 一 003 ~~~ ~ T ~A~~~~~GGC_C~A_A (CA)s T( CA)41 非完美型
59.93 

235 
TGTGCACATCTCGTTTGGAT 60.12 

GGGAGGCTAAAAGATGGTGA (AG)43 (CA) C( AG)7AAA( AG)3 (AC)4 (AG) 59.13 
HWN -004 GGGTCÃCGCGAGACÂATIC (AC) (AG) 7A( AG) 3 混合型 60.62 

225 

HWN -005 G~~~~::CACCACCC~?:~:r! (CA) 55 完美型
60.64 

203 
AGAAGGAAAGGGTTGGGAGA 60.04 

HUN-006 CGTGACACTCGTGCAGTTCT (CA) 25 CT( CA) 20 非完美型
60. 10 

222 
TCAGGCTGCGTATTTTGATG 59.83 

CGACGGAAAATCGAGTTGTTT (GT) 3 ( TG ) 20 ( AGTG ) 2 ( TG ) 22πC (GT)6G 61. 39 
HLJN -007 CCÙCAAAGGAACCTCCGTA (GT) I3 (TG) 4 非完美型 59.96 

249 

HWN -008 ~~:~AG!~~:~~~~~_G~~~~~T (TA) 12 (GA) (TAGA)4A (AT) (AG )49 A( AG)IO 57.77 
GCCGTTCAACTATATATCAGCA (AT) (AG)A(AG) 10 TG( GA) (AG)3A(AT) (AG)6 混合二型 57.03 

299 

GCACAGTGGCAAATTTCTTG (CT)7C(CT) (TC)sTT(TC)6 (AC)6 (AT) 59.32 
HLJN - 009 AGGCACÂCAGGCTTCTCCTT 混合型

60.53 
373 

(AC) 12 (AT)3 GT( AT) 4 (TA) A( AT)4 

HLIN-010 GCGGAGGAAGGAGGATAAAG (GA) 4 (N) 57 (GA) 37 (GAGACA) 6 混合型
60.17 

236 
TTGGTTTCTGAATTTGCGTATG 60.00 

用[γ_32pJ ATP 标记的探针杂交，得到阳性克隆 168 个，占 3.73% ，其中每张膜上的信号为 3 - 17 

个，平均 8.6 个0

2.2 阳性克隆测序及重复序列分布特征

在 168 个阳性杂交信号中，共测出 161 个序列，

其中 51 个序列测序结果不理想，将其反向测序后，

只有 10 个序列两次测序结果得到了拼接。在所测

得的序列中，含有微卫星的序列一共 152 个，重复碱

基数大于或等于40 的微卫星序列占总数的 80.8% 。

统计所有的微卫星序列，其中含有 (AG )n 、 (AC) n 、

(AT) n 、( AA T) n , ( CA T) n 、 (AAG) n 的序列所占的

比率分别为 45.9% 、25.2% 、 16.0% 、 8.2% 、3.7% 、

1.0% 。以二核昔酸为重复单位的序列中，( AG) n > 

(AC)n> (AT)n;在以三核昔酸为重复单位的序列

中， (AAT)n 最多，其次为 (CAT) n' (AAG) n' 目的重
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图 l 凡纳滨对虾微卫星大小分布

Fig.l Microsatellite size distribution of 

Litopenaeus vαnnamei 

复序列 (AAT) n 的数目多于(AAG) n'但非目的重复序列(CAT) n 的数目比目的序列 (AAG) n 多，大约是

后者的 3.5 倍。从重复序列的次数上看，凡纳滨对虾的重复次数跨度很大，从 4 -119 不等(图 1 )。

2.3 引物设计

在 152 个所筛选的含有微卫星的序列中，共设计引物 105 对，可到农业部北方鱼类生物工程育种重

点开放实验室网站(www. fishbreeding. org) 查询。

2.4 引物筛选及评估

10 对引物中有 8 对引物能扩增出谱带，其中 1 对扩增产物出现影子带， 1 对扩增产物为单态，6 对
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扩增产物出现多态(表 2; 图 2) 。除位点 HIJN05 、 HIJN06 外，其余 6 个位点的期望杂合度较高，均在 O.

5 以上，平均为 0.7232。位点 HIJNOI 、 HIJN04 、 HIJN07 、 HIJN08 、 HIJNlO多态信息含量高，而 HIJN02

多态含量低，按 BosteÍn 等问提出的衡量基因变异程度高低的多态信息含量指标，前 5 个位点属于高度

多态基因座，后 1 个为低度多态性。总体上各位点的等位基因数较多，等位基因数差异较大，平均每个

位点 12. 142 9 ，基因型丰富。除位点 HIJN04 外，经卡方检验其余位点观测杂合度与期望杂合度差异均

极显著(P<O.OI) 。这可能是由于多年来凡纳滨对虾人工选择、非随机交配等原因造成的。

表 2 10 对微卫星基因座的遗传信息

Tab. 2 The genetic information of ten pairs of primers 

位点 退火温度( "c ) 片断大小(bp) 等位基因数 观测杂合度 期望杂合度 多态信息含量

HUN 一 001 60 237 -426 19 0.2400 。.8032 0.7948 
HUN 一 002 60 250 -279 7 0.0345 0.5276 0.2432 
HUN 一 004 58 250 - 360 13 0.5200 0.6642 0.6087 
HUN -005 61 Stutter bands 
HUN -006 60 250 0.0000 0.0000 0.0000 
HUN 一 007 50 212 - 355 18 0.7941 0.9291 0.9246 
HUN 一 008 60 324 -445 9 0.0476 0.6633 0.607 6 
HUN 一 010 60 237 -469 18 0.2609 0.731 5 0.7208 

图 2 凡纳滨对虾 HUN07 基因位点的电泳图

Fig.2 Analysis of PCR products for the HUN07 locus in Litopenaeus vannam.ei 

3 讨论

微卫星序列的筛选主要有两种方法，一是小片段克隆法，二是富集的方法。富集的方法目前应用较

多，该方法相对简单、快速，工作量小，获取的微卫星数目较多，但富集方法要经过两次 PCR 扩增，保真

性较低，引物筛出率较差，不适合微卫星序列较长的生物微卫星 DNA 的筛选[ 15] 而小片段克隆法不存

在这些不足。对虾的微卫星序列一般较长[叫，因此本次实验中微卫星 DNA 的筛选采用了小片段克隆

法。

不同核心重复单元在基因组中的丰度是不同的，微卫星分子标记的筛选就是以丰度为基础的，因而

在筛选微卫星分子标记之前，清楚丰度十分重要。研究表明，动物中微卫星 DNA 一般以 CAlGT 重复为

主，植物中多以 AT/TA 或 GAlCT 重复为主。目前，已通过部分基因组测序的方法分别获得了斑节对

虾、中国对虾多种重复单元的含量[7 ， I7]O 中国对虾两碱基重复类型中， AT 重复数目最多，其次是 AC 和

AG;二碱基重复类型中以 AAT 重复拷贝类别最多，其次是 AAG 和 ATC o 斑节对虾两碱基重复类型中，
CT 重复数目最多，其次是 GT 、AT 、 CG。本实验所筛选凡纳滨对虾两碱基重复类型中， AG 最多，其次为

AC 和 AT;三碱基重复中，以 AAT 最多，其次为 CAT 和 AAG~ 这一结果与、中国对虾和斑节对虾均不相

同，这也印证了"对虾基因组间差异较大[9] "的结论。

据 Hamada 等[ 18] 报道，人的基因组 DNA 中大于或等于 40 bp 的微卫星序列占微卫星序刻总数的

129毛，鼠中占 439毛，本实验得出在凡纳滨对虾中占 80.8% ，是人类中的 6. 7 倍，小鼠的1. 9 倍。在对日
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本对虾的研究中表明对虾基因组中以二核昔酸为中心的重复单元的重复次数较多，但扩增产物电泳时

影子带现象严重，很难能筛选出较好的微卫星分子标记[17J 。在人类中[ 19] 证明用三或四碱基为重复单

元的微卫星分子标记多态性高、等位基因差异明显和影子带现象少，因而一些学者倾向于用三或四碱基

核昔酸做探针进行筛选。但对虾中以兰或四碱基核昔酸为重复单元的丰度还未见报道，为此，一些学者

在筛选对虾微卫星序列时不情花费大量的费用对构建的文库进行直接测序[7.ll]O 本实验借助其它对虾

所筛选的结果设计了探针，并得出了凡纳滨对虾中几种三碱基重复单元的丰度，从而深化了对凡纳滨对

虾基因组微卫星序列的认识，并为开发其微卫星标记提供了技术支撑。

'现在一致的观点认为重复序列较长( 100 hp :t ) ， PCR 扩增时易发生 Taq 酶滑动现象，电泳时易出现

影子带，从而干扰谱带的计数，引发计数错误。但本次实验结果表明，凡纳滨对虾中对于重复序列较长

的微卫星标记来说，影子带的现象并不严重(如图 2 所示)。这可能与重复序列的类型有关。非完美型

的重复序列被其它的几个碱基隔开，这大大减少了 Taq 酶的滑动。因而利用微卫星分子标记进行对虾

各种遗传分析时，应尽量选择核心重复序列为非完美型的，从而避免影子带的出现。此外，本实验所设

计合成的引物杂合度和多态信息含量均较高( HlJN06 除外)。所以对虾中微卫星序列虽然较长，但如

果能对其重复序列进行仔细筛选，仍是较好的分子标记。
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