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摘要! 为开发一种简单有效的倍性检测方法对长牡蛎三倍体诱导结果进行准确评估!本实验

采用细胞松弛素 8抑制第二极体释放诱导产生长牡蛎三倍体!选用 : 个微卫星位点扩增基因

组 2%&!通过亲子代基因分型进行倍性检测!检测结果采用流式细胞仪加以验证!以评估微卫

星标记倍性检测的准确性" 另外!本研究探讨了准确鉴定倍性所需的微卫星标记数量与微卫

星(着丝粒重组率#3$之间的关系!以期为其他物种采用分子标记进行倍性检测提供理论依

据" 结果显示!细胞松弛素 8诱导产生的 118 个长牡蛎子代经 : 个微卫星位点鉴定得到 43 个

三倍体!与流式细胞仪检测结果一致!准确率达到 133N!: 个微卫星位点的#1 63$的乘积为

31338" 随机挑选 7 个位点!也可鉴定出所有三倍体!#1 63$的乘积为 31338 <31342" 研究表

明!本研究中开发的微卫星标记可以简单高效地鉴定长牡蛎三倍体!微卫星位点的#1 63$的

乘积小于 31338!倍性检测的准确率可达 133N!采用微卫星标记进行倍性检测对于加速长牡

蛎三倍体育种进程具有十分重要的意义"

关键词! 长牡蛎& 微卫星& 倍性检测& 微卫星(着丝粒重组率

中图分类号! J:08& *9701/55555555 文献标志码'&

55长牡蛎#!0',,),/0-' 414',$又称太平洋牡蛎"

属软体动物门 #F/00A@4;$(双壳纲 #8<X;0X<;$(牡

蛎目#"@D3C/<B;$(巨蛎属#!0',,),/0-'$"是一种广

温(广盐性的内湾贝类+ 因其具有生长快(个体

大(产量高(生产周期短等优点而成为一种重要的

经济贝类"目前已成为养殖范围最广(养殖产量最

大的海产贝类+ 与二倍体相比"三倍体长牡蛎具

有育性差(生长快等特点"现已在中日韩及欧美国

家实现规模化养殖
)1 6/*

+

无论是人工诱导多倍体的研究实验"还是多

倍体规模化养殖生产"都需要一种简单有效的多

倍体鉴定方法"从而对诱导结果的有效性进行准

确评估+ 目前"倍性检测的方法很多"如流式细胞

仪检测法
)4*

(染色体分析法
)8*

(荧光显微分析法(

同工酶电泳方法
)7*

等+ 流式细胞仪检测被认为

是最简单有效的方法
):*

"但该方法需要一定数量

的细胞样品"以致发育早期的个体很难鉴定"并且

该仪器价格昂贵"鉴定成本高"难以推广应用"因

此开发一种简便高效的多倍体筛选技术对于加速

长牡蛎三倍体育种进程具有十分重要的意义+

微卫星#:<4C/@;D300<D3$具有共显性遗传(多态

性高(重复性好(实验操作简单等优点"是遗传学研

究的重要分子标记+ 近年来"随着第二代测序技术

的推广"长牡蛎中已开发得到 833 多个微卫星标

记
)0 61/*

"其中 87 个位点定位于着丝粒图谱中
)/*

+

长牡蛎常通过抑制第二极体的排放即阻止第二次

减数分裂过程中姐妹染色单体的分离"诱导产生三

倍体+ 理论上此方法产生的三倍体只含有母本一

个等位基因"然而"如果微卫星标记与着丝粒之间

距离较远"四分体时期非姐妹染色单体之间可能发

生交叉互换而导致基因重组"倘若微卫星标记在母

本中为杂合位点"三倍体子代可能遗传得到母本的

两个等位基因"因此通过子代是否含有母本的两个

等位基因即可快速高效地进行倍性鉴定+

本研究开发了一组用于长牡蛎三倍体检测的

微卫星位点"通过与流式细胞仪检测结果比对确
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定微卫星方法的检测精度"并探讨准确鉴定倍性

所需的微卫星个数与微卫星-着丝粒重组率之间

的关系"以期为其他物种采用分子标记进行倍性

检测提供参考依据+

15材料与方法

!#!$亲贝获取$受精$三倍体诱导及样品采集

一龄长牡蛎亲贝采自山东威海+ 亲贝于室内

培育促熟后"采用解剖法获取精子和卵子"对获取

的精卵进行离体促熟和洗卵"人工授精+ 受精卵

分为两组"一组为二倍体对照组"不进行任何处

理'另一组为处理组"采用 318 :L5'的细胞松弛

素 8在第一极体出现 83N时处理 18 :<>"抑制第

二极体的释放"诱导产生三倍体+ 受精卵经海水

冲洗后孵化"孵化及幼虫培育同正常牡蛎育苗程

序+ 受精后 143 B 随机选取 118 个处理组子代和

23 个对照组子代作为实验样品"解剖取闭壳肌于

133N酒精中保存+

!#%$A)*提取$/D(扩增及基因型分析

采用苯酚 6氯仿 6异戊醇法
)14*

从亲本及子代

的闭壳肌中提取基因组 2%&"采用琼脂糖凝胶电

泳检 测 2%& 样 品 的 质 量" %&%"2$"6 2333

#E?3C:/$测定 2%&的浓度后稀释成 133 >L5

"

'

的模板工作液待用+ 以亲本 2%&为模版"筛选

+AG3CD等
)/*

构建的着丝粒图谱上的 87 个微卫星位

点"6-$反应 13

"

'体系如下! 1 DGAKK3C" 118

::/05'FL-0

2

"312 ::/05'B%E6"上下游引物各

1

"

:/05'"3128 #的 A'N 2%&聚合酶#E;O;$;$

以及 133 >L#1

"

'$的 2%&模版+ 6-$反应程序

为 94 M / :<>'然后 94 M 48 @"退火温度 48 @"

:2 M 48 @"循环 /8 次'最后 :2 M延伸 8 :<>+ 扩

增产物经 7N聚丙烯酰胺凝胶电泳检测"筛选出能

特异性扩增(母本杂合并且与父本不存在相同等位

基因的位点+ 筛选出的位点以亲本和对照组的 23

个子代为模板"验证微卫星是否能准确判断二倍体

个体"之后以亲本和处理组子代为模板扩增"子代

中存在母本两个等位基因的个体判定为三倍体+

!#&$流式细胞仪倍性鉴定

取少量处理组子代的闭壳肌"用 )O&高速分

散机 #'E$&7E#$$&Q将组织打碎"经 /33 目筛

绢过滤后制成细胞悬浮液"加入 2 :L5'的 2&6)

#*<L:;$荧光染色"利用 6;CD346&

(

流式细胞仪

#(-F$进行倍性分析+

25结果

%#!$微卫星位点筛选及二倍体验证

87 个微卫星位点中筛选得到 : 个符合要求的

位点"即能清晰特异性扩增(在母本中杂合并且与

父本不存在相同等位基因的位点"这 : 个微卫星位

点的多态性(重组率等相关信息如表1所示+在23

表 !$本研究所用微卫星位点特征

,-.#!$DK-0-;I3014I1;478021;084-I3<<1I3<8;154361:IK144I56?

序号

>/1

位点

0/4A@

引物序列#8R7/R$

HC<:3C@3SA3>43#8RD/ /R$

退火温度5M

;>>3;0<>L D3:H3C;DAC3

重组率#3$

C34/:G<>;D</> KC3SA3>4P

检出率

#

& A4B-L7127

E99&EEE9&E-&----EE&-&

--E99&EE-E9E9-9&9&EE

88 31:74 31741

8 A4B-L7149

E9&EE&&&-9E999E9&EE-&9

EEE-E9&-E9E--9E-E9E9&

73 31278 31718

- A4B-L7178

EEEEE&--&9-&-E-9-E9E

E--9&&EEE-&-&&9E9E9E9E

8: 314/2 318/0

2 A4B-L7198

--&&-&&-&999-&--E&-E

99E--&9EE99-&E--E-E&

80 31491 318/0

, A4B-L7197

--EEE-&EEE99&99EE&-&EE9

&E-EE9--&EEE9-EEEE99

80 31229 31///

( A4B-L719:

&9-&9&---&-E99&99E&&

9E-9-EE-&---&99&&&E

88 3 31/30

9 A4B-L7233

&&&9EE9-EEE9-E9E-9E-

-9-E&&-9E9-EE-&EE-&&

80 3100 31:79

注!31微卫星-着丝粒重组率'#1每个微卫星位点的三倍体检出率##B该微卫星位点检测出的三倍体个数5三倍体总数$ "重组率数据来

源于 +AG3CD等 )/*构建的着丝粒图谱"对于重组率在着丝粒图谱的多个家系中计算的位点"重组率取多个家系的平均值

%/D3@!31F<4C/@;D300<D3743>DC/:3C3C34/:G<>;D</> KC3SA3>4P'#1&G<0<DP /KDC<H0/<B X3C<K<4;D</> /K3;4? :<4C/@;D300<D3##B%A:G3C/KDC<H0/<B@B3D34D3B5

>A:G3C/KDC<H0/<B@$1F<4C/@;D300<D3743>DC/:3C3C34/:G<>;D</> KC3SA3>4P#3$<@/GD;<>3B KC/:-3>DC/:3C3:;HH<>L 4/>@DCA4D3B GP +AG3CD-/'2

)/*

1*/:3

F<4C/@;D300<D3743>DC/:3C3C34/:G<>;D</> KC3SA3>4<3@;C33@D<:;D3B <> @3X3C;0K;:<0<3@<> )/*"D?3;X3C;L3X;0A3@/K;00K;:<0<3@;C3A@3B <> D?<@D;G03

1:91
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个对照组的二倍体个体中": 个微卫星均出现一

条带#父本中存在无效等位基因$或两条带"没有

其他干扰条带"确保了后期三倍体鉴定的准确性+

%#%$微卫星标记及流式细胞仪方法倍性检测结

果分析

采用微卫星进行倍性检测时"存在母本两个

等位基因的子代即判定为三倍体#图 1$"三倍体

通常存在三条带"但如果父本中存在无效等位基

因"三倍体则只出现两条带+ 采用 : 个筛选得到

的微卫星位点分析 118 个处理组子代基因型"鉴

定得出 43 个三倍体+ 每个微卫星标记鉴定三倍

体的检出率与重组率之间表现出显著的线性相关

#O

2

B31:8/ 2"#?3131"图 2$+

图 !$5;6D9F!C+ 号微卫星三倍体检测结果

箭头所示为三倍体

H19#!$,01><816M-<16-I18:541:9 5;6D9F!C+ 2-0W30

&CC/=<>B<4;D3@DC<H0/<B

图 %$微卫星%着丝粒重组率与标记三倍体检出率关系

H19#%$Y1:3-0;8003<-I18:.3IR33:

21;084-I3<<1I3F;3:I08230303;82.1:-I18:703J53:;? -:6

-.1<1I? 8721;084-I3<<1I31:I01><816M30171;-I18:

55采用流式细胞仪检测倍性"根据峰图所对应

的横坐标中值可以获得细胞的相对 2%&含量"

以对照组#二倍体$的样品#图 /7;$作为临时参照

标准#1133$"处理组中的三倍体子代细胞核 2%&

含量相对值为 1184#图 /7G$+ 118 个处理组的样

品中 43 个个体鉴定为三倍体"该结果与微卫星方

法检测结果完全一致+

为检验微卫星方法能否用于幼虫倍性鉴定"

本实验将开发的 : 个微卫星位点以长牡蛎 2型

幼虫 2%&为模版进行扩增和基因分型"结果显

示": 个位点都可得到清楚扩增条带"证实了微卫

星方法在幼虫倍性检测中的可行性"因幼虫鉴定

结果不能采用流式细胞仪加以验证"本实验并未

列出相关数据+

图 &$流式细胞仪倍性检测结果

#;$长牡蛎二倍体'# G$长牡蛎三倍体

H19#&$/<816? -:-<?414541:9 7<8R;?I823I0?

#;$ B<H0/<B /P@D3C'# G$DC<H0/<B /P@D3C

%#&$倍性检测所需微卫星数目分析

本实验发现 : 个微卫星位点可以 133N鉴定出

处理组中的三倍体牡蛎+ 为探索倍性检测所需要

的微卫星位点数量"实验将所有位点随机组合"筛

选出能准确鉴定三倍体的组合"其中最优的组合

#不同组合中能准确鉴定三倍体所需要的最少位点

组合$有 8 个!&C2C9"8C2C9"&C-C(C9"

&C8C-C2和 &C8C-C(+ 从以上组合中可

以发现": 位点中去除任何一个位点"即随机挑选 7

个位点就可以将所有三倍体全部鉴定出'如果随机

挑选 8 个位点"可以形成 21 个组合"其中 : 个组合

#&9"-9"89"&2"&8"-2或 2(两个位点同时缺

失的组合$不能鉴定出所有三倍体"即有 25/ 的可

能性将所有三倍体鉴定出'当微卫星-着丝粒重组

率较大时"倍性检测所需要的微卫星位点数减少"

如 &C2C9和 8C2C9组合"只需要 / 个微卫

2:91
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星位点就可以检测出所有三倍体+

/5讨论

&#!$长牡蛎倍性检测方法比较

目前有很多方法用于牡蛎三倍体的检测"例

如流式细胞仪
)18*

"染色体分析法
)17*

以及细胞核

大小分析
)1:*

"这些方法各有长处"却都存在缺点+

流式细胞仪和染色体分析法是贝类倍性检测中最

常用的方法"尤其是流式细胞仪检测法具有快速

和准确率高等优点"但是该方法检测时需要一定

数量的细胞样品"对于牡蛎幼虫期的个体很难鉴

定"并且该方法所需仪器价格昂贵"使用成本高'

染色体分析法虽然不需要昂贵的仪器"却容易在

制片时引起染色体的缺失"并且鉴定过程耗时较

长"操作复杂"无法及时获得鉴定结果'细胞核大

小分析方法则因不同倍性之间存在重叠的现象而

影响检测结果的准确性+

与之前的多种检测方法相比"微卫星方法检测

三倍体操作简单(准确性高"不受发育时期的限制+

随着第二代测序技术的推广"已知序列资源不断增

加"越来越多的物种开发得到大量的微卫星标记"

这为该技术的推广奠定了基础+ 采用微卫星方法

鉴定三倍体已经应用于部分水产动物"如鲍

# P'21)/1, 61*'-$

)10*

" 大 菱 鲆 # =8).9/9'265,

6'D165,$

)19*

以及鲫 #!'0',,15,'50'/5,$

)23*

等"经

流式细胞仪验证"鉴定结果的准确性可达到 133N+

&#%$倍性检测中微卫星位点个数与微卫星%着

丝粒重组率关系分析

微卫星鉴定三倍体的效率主要取决于四分体

时期非姐妹染色单体间交叉互换的频率"即微卫

星-着丝粒重组率+ 为保证鉴定结果的准确性需

选择足够的微卫星位点数目"在研究倍性检测所需

微卫星数目之前"本实验做了一个假设!微卫星-

着丝粒重组率#3$指示了微卫星倍性检测的能力"

确定 99N的鉴定准确性"所需微卫星位点的#1 6

3$的乘积应小于 3131+ 为验证该假设"对实验结

果进行分析"本实验所采用的 : 个微卫星位点的

#1 63$的乘积为 31338"流式细胞仪验证其准确率

为 133N'随机去除任意一个微卫星位点"即采用 7

个位点进行倍性检测"#1 63$的乘积为 31338 <

31342"三倍体检出率仍为 133N"由此可以推断"

#1 63$的乘积小于 31338"可鉴定出所有三倍体'

随机挑选 8 个位点检测时"有 : 个组合不能鉴定出

所有三倍体"这 : 个组合中 8 个位点的#1 63$乘积

为 31313 <311:7"反面证明了实验的假设+ 综合以

上分析"采用分子方法检测倍性时"所选微卫星的

#1 63$的乘积小于 31338 可以确保约 133N的准确

性"若受到实验条件的限制"也可将条件放宽至

#1 63$的乘积小于 3131+

本研究中微卫星的选择并未考虑微卫星-着

丝粒重组率的大小"所用位点的重组率为 3 <

31003"平均重组率值为 314/:"在该情况下"采用

7 个位点可以准确鉴定出所有三倍体牡蛎+ 当微

卫星位点距离着丝粒较远"即微卫星-着丝粒重

组率较大时"位点个数可少于 7 个+ 由于一些物

种所开发的微卫星并未定位于着丝粒图谱中"因

此在采用微卫星方法鉴定三倍体时"所需位点数

不能由 3值计算得出"这种情况下为保证鉴定准

确性"建议选取 7 个以上微卫星位点+ 在父母本

信息未知的群体研究中"子代三倍体的鉴定应该

以出现 / 个等位基因为标志"考虑到母本中可能

存在纯合位点的现象"选用的微卫星位点数应适

量增加+

&#&$无效等位基因

无效等位基因是指不被 6-$扩增的等位基

因"通常是由引物结合部位的点突变(插入或缺失

引起
)21*

"广泛存在于众多物种中+ '<等
)22*

对皱

纹盘鲍微卫星遗传特性的研究表明"等位基因中

无效等位基因的比例为 131:N'+AG3CD等
)2/*

也曾

报道长牡蛎中 81N的微卫星位点在三个家系中

至少存在一个无效等位基因+ 无效等位基因的存

在将减弱微卫星标记倍性检测的能力"这种影响

在父母本信息已知的家系分析中可忽略不计"通

过筛选母本杂合的位点即可排除母本中存在无效

等位基因的可能性"倍性检测时出现母本杂合位

点的子代即可判定为三倍体"该检测方法无需考

虑父本信息"即使父本中存在无效等位基因也不

会影响检测结果"这拓展了微卫星标记的选择范

围+ 在父母本信息未知的群体分析中"子代需出

现三个等位基因才能判定为三倍体"此时无效等

位基因会影响检测效率"该条件下应选择无效等

位基因频率较小的标记"并适当增加检测所用标

记数量"以保证检测的准确性+
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