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摘要! 利用20S数据库开发0+A是筛选0+A标记的重要途径" 本研究利用20S数据库开发

紫贻贝的0+A标记!利用\K96Ebf0+A软件对紫贻贝已有的 %B >$B 条 20S序列中含有 ? 条以

上同源序列的重叠群进行分析!在含有 ? 条以上同源序列的 B<! 个重叠群中!筛选得到候选

0+A位点 ? O!! 个!0+A的平均频率为 %#B7% PQ!其中 3@S和 ,@Y突变较多!分别占总数的

#O7O]和 #>7?]" 根据候选0+A位点设计 !$ 组引物!通过等位基因特异性A3*结合溶解曲

线分析!在 !$ 个野生个体中进行基因分型验证!< 组引物$#$]%没有扩增产物!%$ 组引物

$!!]%没有多态性!%?组$?>]%引物具有二等位基因多态性!稀有等位基因的频率为 $7$O! W

$7??<!观测杂合度和期望杂合度的范围分别为 $7%<< > W$7<%" ? 和$7%"" ? W$7"$! #" 序列

比对结果显示!%? 组引物中的 %# 个0+A位点位于基因编码区!并且全部为同义突变" 研究结

果表明!20S数据库中存在大量的0+A位点!差异熔解曲线法是一种高效便捷的 0+A分型方

法!所筛选的0+A标记可用于紫贻贝遗传学分析"

关键词! 紫贻贝' 单核苷酸多态性' 表达序列标签'等位基因特异性A3*' 熔解曲线

中图分类号! \!?>' 0B%>&&&&&&&文献标识码(,

& & 单 核 苷 酸 多 态 性 " UEIF6M IKL6M5bENM

Q56fD5:QHEUD!0+A#是第三代 =+,分子标记!指

在基因组水平上由单个核苷酸变异引起的 =+,

序列多态性'% ;#(

) 研究表明!人类基因组中每

%$$$ 个碱基对存在 % 个 0+A位点'!(

!在文蛤

"D(3(23.60(3(23.6# 和 海 湾 扇 贝 " :3,+8()2('

.331C.1'##中分别达到 %"< PQ 和 %%O PQ 存在 % 个

0+A位点'? ;"(

!长牡蛎"B31##+#23(1 ,.,1##基因组

中非编码区 0+A的密度甚至达到 ?$ PQ

'<(

) 0+A

突变包括单碱基的转换&颠换&插入或缺失等!其

中3@S"Y@,#转换最常见!其余三种颠换为 3@,

"Y@S#!3@Y"Y@3#和 S@,",@S#!插入和缺失

突变较少!并且0+A通常表现为二等位基因多态

性!三等位或者四等位基因的 0+A非常稀少) 由

于数量多&密度大&二等位基因多态&可以引起氨

基酸突变和易于高通量分析!0+A标记被广泛地

应用于遗传连锁图谱的构建&基因定位&遗传多样

性研究&品种鉴定和动植物育种等领域'> ;%$(

)

0+A标记的开发通常需要0+A位点的获得和

基因分型两个步骤) 在缺乏基因组序列的非模式

生物中!在表达序列标签"M_Q:MUUMN UMcKMILMb9F!

20S#数据库中搜寻 0+A位点已经成为获得 0+A

位点的重要途径!目前在水产动物中已经有若干报

道'? ;"!%% ;%!(

) 0+A的基因分型方法有很多种!传统

的方法有限制性片段长度多态性 ":MUb:ELbE5I

X:9FDMIb6MIFbH Q56fD5:QHEUD!*.-A#!单链构象多

态性 "UEIF6MUb:9IN L5IX5:D9bE5I Q56fD5:QHEUD!

003A#和等位基因特异性杂交 "966M6MCUQMLEXEL

HfP:ENEG9bE5I!,01#等'%?(

!近几年发展起来的0+A

分型技术包括变性高效液相色谱"NMI9bK:EIF HEFH

QM:X5:D9ILM6EcKEN LH:5D9b5F:9QHf!=1A-3#

'%"(

!基

因芯片法'%<(

!=1>89I 探针法'%>(和焦磷酸测序技
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术'%O(等) 传统方法操作步骤繁琐&通量低!新技术

往往需要先进的仪器和巨大的投资) 本研究利用

引物特异性 A3*结合熔解曲线"DM6bEIF LK:eM!

=

D

#分析!探讨一种高效的0+A分型方法)

紫贻贝"D&2.5/#,155+83+<.').15.##!俗称壳菜&

海红!自然分布于我国辽宁&山东&浙江等省沿海!

因其繁殖力强&生长速度快&环境适应力强和营养

价值高'%B(

!是世界主要贝类养殖品种之一) 早在

#$世纪 >$年代!我国紫贻贝的全人工育苗就获得

成功!随着对紫贻贝遗传多样性的调查检测&遗传

选育和改良以及遗传图谱构建等研究工作的不断

深入!对紫贻贝分子标记的需求越来越迫切) 目

前!已报道的紫贻贝分子标记仅有 %> 对微卫星标

记'#$ ;##(

!相比微卫星!0+A标记具有稳定性高和易

于自动化分析等优点) 为配合紫贻贝遗传学研究

工作的开展!从20S数据库中筛选出 %? 组紫贻贝

0+A标记!并估算了这些位点的主要遗传参数)

%&材料与方法

!"!#实验材料及基因组%&'的提取

实验所用活体样本于 #$%$ 年 " 月采自大连

近海!共 !$ 只!活体解剖!取肌肉组织分装到样品

袋中!液氮冷冻!保存于 ;O$ ^冰箱中备用) 利

用常规+酚 ;氯仿,的方法'#!(提取贻贝基因组

=+,!紫外分光光度计定量! ;#$ ^保存备用)

!"$#SR,AR&(位点的查找和引物设计

采用软件39Q !

'#?(对+3Z/注册的 %B >$B 条

紫 贻 贝 20S 进 行 序 列 拼 接! 利 用 软 件

\K96Ebf0+A

'#"(在含有 ? 条以上 20S的拼接序列

"L5IbEF#中搜寻0+A位点!在重叠区最少出现两次

的0+A作为候选位点进行引物设计) 利用软件

A:EDM:A:MDEM:"7$"A:MDEM:ZE5U5Xb/IbM:I9bE5I96#

设计引物!=

D

CUHEXb引物设计原则参照 l,+Y

等'#<(的方法) 对于任意 % 个0+A位点!设计 # 条

正向等位基因特异性引物和 % 条反向引物!正向引

物 ! 末̀端碱基对应 0+A的 # 个等位基因"图 %#)

正向引物的退火温度一般在 "O7! W<!7" ^"最适

"B W<# ^#!长度在 %? W#> PQ"最适 %" W## PQ#!

反向引物的退火温度一般在 <# W>" ^"最适 <! W

>$ ^#!长度在 ## W!$ PQ"最适 ## W#> PQ#!反向

引物 ! 末̀端一般位于正向引物下游 #$ PQ 以内)

两条长度不同的Y3尾巴分别加到等位基因特异

引物的 " 端̀!为了增加熔解温度差异!长 Y3尾巴

加到具有高熔解温度 ! 端̀碱基"Y或3#的引物!短

Y3尾巴加到低熔解温度 ! 端̀碱基",或 S#的引

物) 为了增加等位基因引物的特异性!在正向引物

的 ! 末̀端加入 %个人为错配碱基'#>(

)

图 !#;

D

A9>7=:法引物设计示意图

?7@"!#R3>2D-:732TC1-<-:70<0=:>2C57D256297@<=05;

D

A9>7=:D2:>06

!"+#()*扩增和熔解曲线分析

A3*反应总体积为 #$

!

-!内含 %$

!

-的 # a

0kZ*

%

A:MDE_ 2_ =1>

S8

"S9[9:9#!! 条引物各

$7!

!

-"%$

!

D56@-#和 "$ IF的模板=+,) A3*

反应在8_ !$$$A"0b:9b9FMIM#荧光定量扩增仪上

进行) A3*反应为 ?$ 个循环!每个循环包括$

B? ^变性 %" U!<$ ^退火 !$ U!># ^延伸 #$ U%首

次循环前变性 ! DEI%循环结束后进行 >$ WB" ^

熔解曲线分析) 利用每个个体 A3*产物熔解曲

线峰图确定其基因型! 利用软件 Y2+2A(A

?7$

'#O(进行群体遗传分析!计算观测杂合度

" 5PUM:eMN HMbM:5GfF5UEbf! @

5

# 和期望杂合度

"M_QMLbMN HMbM:5GfF5UEbf!@

M

#!利用 ?检验进行

19:NfClMEIPM:F平衡验证)

利用+3Z/的Z-,0Sj程序!对含有0+A的

20S序列进行功能预测!匹配序列同源性达到期

望值 o%M

;%$ 时判定为同源序列) 利用 (*.

XEINM:

'#B(推测 20S正确的开发阅读框!确定 0+A

'#"
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在遗传密码子的位置!与标准密码子比对确定该

突变是否引起氨基酸改变)

#&结果

$"!#紫贻贝 SR,数据库中含有 R&(的数量和

特征

通过YMIZ9I[ 搜索!目前紫贻贝共有 %B >$B

条20S序列) 经过软件39Q ! 序列比对后得到单

一序列" BB?条和重叠群# ?O<个"表%#!含有?条

以上同源序列的重叠群共有 B<! 个!利用软件

\K96Ebf0+A在这些重叠群中共发现候选0+A位点

? O!!个!其中包括转换# >%?个"3@S!% !B%%,@Y!

% !#!#和颠换 % >?O 个",@S!<""%,@3!""$%S@Y!

!!"%3@Y!#$O#!3@S和 ,@Y突变较多!分别占总

数的 #O7O]和 #>7?]!转换与颠换的比值为

%7<p%!插入突变 #B" 个!三态和四态的 0+A位点

><个!紫贻贝20S序列平均每 %#B7# PQ 存在 % 个

0+A位点)

$"$#候选R&(位点的基因分型

利用\K96Ebf0+A在含有 ? 条以上序列的重

叠群中共发现 ? O!! 个0+A位点!根据0+A位点

的分布频率和侧翼序列质量!利用 A:EDM:A:MDEM:

"7$ 设计引物 !$ 组!其中 < 组"#$]#引物没有扩

增产物! %$ " !!]# 组引物没有多态性! %? 组

"?>]#0+A标记在 !$ 个个体中显示多态性"表

##!0+A引物D,%K"#$$ 扩增产物的代表性熔解

曲线见图 #) 所检测的 %? 组 0+A均呈现二等位

基因多态性!稀有等位基因的频率为 $7$O! W

$7??<!观测杂合度和期望杂合度的范围分别为

$7%<< > W$7<%" ? 和 $7%"" ? W$7"$! #!经过?检

验!除 D,%K""!&D,%K"#!" 和 D,%K"<<#!其余

各位点均符合哈迪;温伯格平衡""h$7$"#)

表 !#紫贻贝SR,数据库中R&(数量和特征

,-."!#R4DD-5; 0=SR,AR&(9=50D<"/%66#5(#=1+-1%61)

参数 Q9:9DMbM: 数值 e96KM

20S总数 IKDPM:5X20SU %B >$B

单一序列 UEIF6Mb5IU " BB?

重叠群 L5IbEFU # ?O<

# W! 20SU % "#!

? W" 20SU ?%<

< W%$ 20SU !%<

%% W#$ 20SU %"%

h#$ 20SU B>

含有0+A重叠群 0+ACL5Ib9EIEIF L5IbEFU >%>

0+A总数 IKDPM:5Xb5b960+AU ? O!!

转换 b:9IUEbE5I # >%?

3

%

S % !B%

,

%

Y % !#!

颠换 b:9IUeM:UbE5I % >?O

,

%

S <""

,

%

3 ""$

S

%

Y !!"

3

%

Y #$O

插入突变 EINM6 #B"

其他类型!

5bHM:bfQMU

><

0+A频率 0+AX:McKMILf %#B7# PQ

注$

!

其他类型包括三等位基因和四等位基因突变)

+5bMU$

!

5bHM:bfQMUEIL6KNMb:EC9IN bMb:9C966M6ELDKb9bE5IU7

表 $#紫贻贝的单核苷酸多态性标记

,-."$#R7<@12<43120:762C01;D05C>79D%R&(&D-5Y259=05<"/%66#5(#=1+-1%61)

位点

65LKU

引物

Q:EDM:"" C̀! #̀

变异类型

DKb9bE5I

bfQM

次要等位

基因频率

DEI5:966M6M

X:McKMILf

@

5

@

M

"

1l

D,%K""!

,0%$FLFFFL9FFFLFFL,,S,,,YS,3Y,3YSYYSSY,33Y3

,0#$FLFFFL,,S,,,YS,3Y,3YSYYSSY,3,SS

3*$,YYSY3SYSY,,3SY,33,Y,SY,S

3@S S

$7#"$

$7#%? ! $7!O% O

$7$%< <

!

D,%K"%<?

,0%$FLFFFL9FFFLFFLSY,SSYYY,,Y,SYSSS3Y,3Y3

,0#$FLFFFLSY,SSYYY,,Y,SYSSS3Y,S,S

3*$YYS,3,3SYY,S3Y,YS3YS,Y3

3@S $7%$$ $7#$$ $ $7%O! % $7"O% !

D,%K"#$$ ,0%$FLFFFL9FFFLFFL,YYSYY,Y,SSS3,33,Y,YY,YY3

,0#$FLFFFL,YYSYY,Y,SSS3,33,Y,YY,S,S

3*$,YSS3S3YS33S3,,,SSS,SSY33

3@S 3

$7?!!

$7?<< > $7?BB ? $7>%? "

($"
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&&!续表 #!

位点

65LKU

引物

Q:EDM:"" C̀! #̀

变异类型

DKb9bE5I

bfQM

次要等位

基因频率

DEI5:966M6M

X:McKMILf

@

5

@

M

"

1l

D,%K"#!"

,0%$FLFFFL9FFFLFFL3,,SYS3Y3S,YSY,,3,3Y33,3Y

,0#$FLFFFL3,,SYS3Y3S,YSY,,3,3Y3S,,,

3*$3Y,SSSYYSSY,,,3SSSSS3,3,Y

Y@, ,

$7#<O

$7%>O < $7!BB ?

$7$$# <

!

D,%K"#O!

,0%$FLFFFL9FFFLFFL3,SS33,Y,,,,S,33,Y3Y333

,0#$FLFFFL3,SS33,Y,,,,S,33,Y3,S3,

3*$SYY3,YSSSY,S3YSSS,,,,YSSY

3@, 3

$7!B!

$7">% ? $7?O" > $7!?$ >

D,%K"!?>

,0%$FLFFFL9FFFLFFLSY,,S3,SSSS3,Y,Y,,SY,SY,3

,0#$FLFFFLSY,,S3,SSSS3,Y,Y,,SY,,S,S

3*$Y,,3SSSYS3,3YY,SYSSSYYS,

3@S S

$7%#"

$7#"$ $ $7### > $7?O> ?

D,%K"?%$

,0%$FLFFFL9FFFLFFL,3,,SYY3YYS33,,Y,YY,3Y3

,0#$FLFFFL,3,,SYY3YYS33,,Y,YY,S,S

3*$SYSS33,YS,S33,,SYYSYSS,Y

3@S S

$7!"$

$7?!! ! $7?<# > $7>## <

D,%K"<<#

,0%$FLFFFL9FFFLFFLYY,,33,YS,3,,YY,,YS,,,Y,3

,0#$FLFFFLYY,,33,YS,3,,YY,,YS,,,S,S

3*$,YS,S3SS3S,33,3YYS,,3Y,3Y

3@S 3

$7#B<

$7<%" ? $7?!? ?

$7$#B $

!

DF%K"<>%

,0%$FLFFFL9FFFLFFLY,,SS,3,,,,S,,YS,33,,3YSY

,0#$FLFFFLY,,SS,3,,,,S,,YS,33,,S,SS

3*$3,SYSSS,3,3YSSYSSS3S,SSY

Y@S S

$7#$"

$7##> ! $7!!! $ $7%%> ?

DF%K"<>#

,0%$FLFFFL9FFFLFFLSSY3SYS33Y,Y,3,SY,YY3,Y

,0#$FLFFFLSSY3SYS33Y,Y,3,SY,Y,S,,

3*$33SSSYS,,3SS3SSSY,SY,3S33

Y@, S

$7%O!

$7#!! ! $7!$? " $7%O# #

DF%K"B$>

,0%$FLFFFL9FFFLFFLSS333,S33,,YS3S3S3,S,Y3

,0#$FLFFFLSS333,S33,,YS3S3S3,S,,S

3*$YSSY3SSS3SYSS33S3,3,3SSSY

3@S S

$7%$$

$7#$$ $ $7%O! % $7"O% !

DF%K"%##?

,0%$FLFFFL9FFFLFFLYYYSS3,,S,SY3,,SY,3SYY3S3

,0#$FLFFFLYYYSS3,,S,SY3,,SY,3SYS,SS

3*$3,S3SY,3,,,S,Y3,3,SYYSS3,

3@S S

$7?%%

$7!B# B $7?B# B $7#>! <

DF%K"%"$<

,0%$FLFFFL9FFFLFFL3,,Y,,YY,,,S3,,YY,3,SY3SY

,0#$FLFFFL3,,Y,,YY,,,S3,,YY,3,S,SS,

3*$3,Y3S,33,,S,,SYS333YS3,S,

Y@, ,

$7??<

$7?<? ! $7"$! # $7<>< ?

DF%K"#$%<

,0%$FLFFFL9FFFLFFLYY3Y,Y,SS,S,,,Y,YYY,YS3

,0#$FLFFFLYY3Y,Y,SS,S,,,Y,YYS,SSS

3*$3,SS,33,,Y33,,SYSS3,333SY

3@S S

$7#<O

$7!B# B $7!BB ? $7B#B ?

DF%K"##%$

,0%$FLFFFL9FFFLFFL3,333,33,SY33,YYY,,SYY33Y

,0#$FLFFFL3,333,33,SY33,YYY,,SYYS,,

3*$33,3SSSSS,S33Y33,YSY,,YS3

Y@, ,

$7$O!

$7%<< > $7%"" ? $7<"O "

注$单下划线表示Y3尾巴%方框表示人为错配碱基%,0% 9IN ,0#$等位基因特异引物%3*$反向公用引物%@

5

$观测杂合度%@

M

$期望杂合

度%"

1l

$哈迪;温伯格检验"

!

代表"o$7$"#)

+5bMU$S9E6UMcKMILMU9:MKINM:6EIMN 9IN DEUD9bLHMU9:MP5_MN% ,0% 9IN ,0#$966M6MCUQMLEXELQ:EDM:U!3*$L5DD5I :MeM:UMQ:EDM:% @

5

$

5PUM:eMN HMbM:5GfF5UEbf!@

M

$M_QMLbMN HMbM:5GfF5UEbf!"

1l

e96KMU:MQ:MUMIbUEFIEXEL9Ibe96KMUX5:M_9LbbMUbU5XNMeE9bE5I X:5D19:NfClMEIPM:F

McKE6EP:EKD"

!

:MQ:MUMIbU"o$7$"#7

$"+#R&(引物的功能预测

利用+3Z/网站的程序对含有 %? 个0+A的重

叠序列进行功能预测!比对结果显示 %?条重叠序列

均找到有效匹配"表!#!涉及到的基因主要包括外套

膜基因 ?&"D9Ib6MFMIM?#亲环素,"LfL65QHE6EI ,#&

溶菌酶"6fU5GfDM#和小热激蛋白"UD966HM9bUH5L[

Q:5bMEI#等) 利用(*.XEINM:确定正确的开放阅读

框!结果显示位点DF%K"<>%和DF%K"##%$位于非

编码区!其余位点均位于密码子的第三位!与标准密

码子表比对后确认均为同义突变)

)$"
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图 $#</!>:$ZZ 扩增产物的熔解曲线

?7@"$#/21:7<@ 3458290=</!>:$ZZ -DC17=726C50643:9

表 +#紫贻贝单核苷酸标记引起的同义突变和功能注释

,-."+#R;<0<;D0493060<94.9:7:4:70<9-<6

@2<2=4<3:70<9521-:26:0 :>262:23:26R&(

1037=50D<"/%66#5(#=1+-1%61)

位点

65LKU

氨基酸

9DEI5 9LEN

YMIZ9I[

索引号

9LLMUUE5I I57

基因功能

FMIMXKILbE5I

D,%K""!

-MK$

3S3

&

3SS

21<<#><# D9Ib6MFMIM?

D,%K"#$$

,UQ$

Y,S

&

Y,3

.-"B!>!< LfL65QHE6EI ,

D,%K"#!"

-fU$

,,Y

&

,,,

.-?B>O%# EIHEPEb5:5X9Q5Qb5UEU#

D,%K"#O!

A:5$

333

&

33,

.-"$$$?O

L9bHMQUEI -C9UU5LE9bMN

Q:5bMEI

D,%K"!?>

A:5$

S,S

&

S,3

.-?BB#<%

DMb9665Q:5bMEI9UM

EIHEPEb5:!

D,%K"?%$

3fU

SY3

&

SYS

21<<#O%> 6fU5GfDM

D,%K"<<#

Sf:

S,S

&

S,3

.-?B<?O>

IKL6M9UMCUMIUEbEeM

M6MDMIbCPEINEIF Q:5bMEI

DF%K"<>% ; 21<<#?OO DfbELEI LQ:MLK:U5:

DF%K"<>#

Y6I

3,,

&

3,Y

21<<!??!

M65IF9bE5I X9Lb5:

% 96QH9

DF%K"B$>

,UI

,,3

&

,,S

21<<#"%$ <$U:EP5U5D96

DF%K"%##?

-MK$

3SS

&

3S3

21<<!#%% Q69LMIb9CUQMLEXELFMIMO

DF%K"%"$<

-MK$

SS,

&

SSY

.-?B##># :EP5U5D96Q:5bMEI U%<

DF%K"#$%<

AHM$

SS3

&

SSS

21<<#O$"

XEP:EI5FMI L N5D9EIC

L5Ib9EIEIF Q:5bMEI %

DF%K"##%$ ; .-?B<$"< UD966HM9bUH5L[ Q:5bMEI

注$ ;表示非编码区的0+A)

+5bMU$ ;EINEL9bMUI5ICL5NEIF 0+A7

!&讨论

单核苷酸多态性是动植物基因组中最常见的

遗传变异!候选 0+A的搜寻主要有两种策略$第

一种是利用包含大量冗余序列的 20S数据库%第

二种是依赖于基因组测序中的重叠区域'!$(

) 本

研究利用 20S文库搜索的方法!在紫贻贝中发现

? O!! 个候选 0+A位点!利用等位基因 A3*结合

溶解曲线分析!成功获得 %? 组紫贻贝 0+A标记)

由于20S序列来源于表达基因!所以通过上述方

法获得的0+A直接和功能基因相关!适用于与特

定表型进行关联分析)

在本研究中!0+A在紫贻贝 20S序列中的分

布频率较高!达到 %#B7# PQ!由于基因组的变异高

于20S序列!可以肯定贻贝基因组中0+A的密度

更高) 0+A的分布频率在各个物种中差别很大!

人类基因组大约每隔 % [P存在 % 个0+A位点'!(

!

玉米基因组中 %$? PQ 分布 % 个 0+A

'!%(

!鲶 20S

重叠群每 %$$ PQ存在 $7>B 个0+A

'!#(

!在贝类中!

海湾扇贝 20S重叠群每 %%O7# PQ 存在 % 个

0+A

'?(

!长牡蛎编码区和非编码区 0+A的频率分

别达到 <$ 和 ?$ PQ

'<(

) 紫贻贝的 0+A频率与海

湾扇贝和牡蛎基本一致!表明双壳贝类基因组的

0+A密度普遍较高) 紫贻贝 20S序列中的 0+A

大部分来源于转换"# >%?@? O!!#!部分来源于颠

换"% >?O@? O!!#!插入突变和其他类型突变较少

"!>%@? O!!#!其中3@S突变类型最多!3@Y突变

类型最少!与大西洋鲑'!!(和海湾扇贝'?(的实验结

果类似!研究表明3QY二核苷酸上的3碱基是基

因组中最易发生突变的位点!可自发脱去氨基形

成S碱基'!?(

) 本研究中位于基因编码区的 %# 个

0+A标记均为同义突变!这与海湾扇贝和鲍的研

究结果类似'?!%#(

!暗示贝类基因组中的同义突变

远远高于非同义突变!同义突变虽然不改变编码

蛋白的结构与功能!但是可以通过改变基因表达

量间接影响生物体表型'!"(

!紫贻贝同义突变 0+A

的功能有待进一步研究)

本研究从获得的0+A位点中选取 !$ 条等位

基因频率分布均匀的序列来设计引物!然后进行

A3*产物的熔解曲线分析来检测这些引物能否

作为0+A引物) 其中 < 组引物没有扩增产物可

能是由于选取的 0+A引物序列处于跨越内含子

的两个外显子的拼接处!或者在转录的修饰区中!

这样可能引起一端或两端的引物无法和基因组

=+,模板结合而使扩增失败) 另外 %$ 组引物有

扩增产物!但是没有多态性!说明通过生物信息学

分析获得的候选 0+A位点存在部分假阳性) 虽

然本实验设置了较高的筛选条件!在含有 ? 条以

!$"
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上同源序列的重叠群中!稀有等位基因出现大于

# 次的0+A才被认定为候选位点!但是本研究不

能结合原始测序峰图所评估出的测序质量情况进

行判断!不能严格筛选不同文库中的0+A!同时由

于20S序列通常较短!进行聚类分析时很可能错

误地将同源性较高的非等位基因归为一簇'!<(

!从

而增加了假阳性的概率) l,+Y等'!#(验证鲶

20SC0+A标记时认为重叠群包含的同源序列数

目和稀有等位基因频率是影响成功率的最重要两

点因素!重叠群包含的序列越多&稀有等位基因频

率越高!引物开发的成功率越高!因此!开发 20SC

0+A标记时应该尽量选择重叠群大和等位基因

频率分布均匀的位点设计引物)

0+A分型技术是目前国际上的研究热点!本研

究验证了一种先进的单管0+A基因分型技术!不需

要进行传统的限制性内切酶消化!因特异性引物的

扩增产物存在熔解曲线差异!利用荧光定量A3*仪!

可以同时确定多个个体的基因型!极大提高了检测

效率!可以解决0+A检测的高速度问题) 在特异性

引物的 ! 端̀引入 % 个人为错配碱基!使特异性大大

提高!降低了0+A分型的假阳性率'#>(

) 但熔解曲线

差异法每个反应只能检测 %个0+A位点!通量有限!

适用于分析位点数目较少的群体遗传学研究!多重

0+A的检测技术有待于进一步研究)
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