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摘要: 通过磁珠富集法构建了三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)微卫星富集文库。共获得 800个阳性克隆, 其中的 100

个阳性克隆经测序分析, 共获得微卫星序列 54 个。利用这些微卫星序列可设计 33 对引物, 经过 PCR 扩增筛选

获得了 25 对可用引物。利用聚丙烯酰胺凝胶电泳, 对洞庭湖 1 个种群的 30 只三角帆蚌进行扩增, 发现 13 对引

物呈现多态性, 等位基因数在 4~9。观测杂合度在 0.254 3~0.982 7, 期望杂合度在 0.362 9~0.821 7, 信息多态含

量平均为 0.519 8。由于存在无效等位基因, 两个微卫星基因座(GenBank 登录号为 GQ302651和 GQ302658)明显

地偏离哈代-温伯格平衡, 但没有发现连锁不平衡现象。这说明利用磁珠富集法构建的三角帆蚌微卫星文库质量

较好, 13 对多态性微卫星引物可为三角帆蚌微卫星连锁图谱构建、分子进化和系统发育研究、分子标记辅助育

种以及经济性状的 QTL定位提供帮助。[中国水产科学, 2010,17(6): 1200−1207] 
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微卫星 DNA, 或简单序列重复 (Simple Se-
quence Repeats, SSRs), 或简单序列长度多态
(Simple Sequence Length Polymorphisms, SSLPs)
是由 1~6 个碱基组成的短串联重复序列。微卫星
位点高度丰富 , 并且散布于整个真核生物基因

组。微卫星 DNA 两端一般为较保守的单拷贝序
列, 故可以用来设计引物, 然后经 PCR 扩增、电
泳分析。因重复次数不同而显示出不同基因型个

体间的长度多态性和特异性。微卫星标记具有大

量可检测的变异位点、共显性遗传、符合孟德尔

遗传分离规律, 并密集地分布在整个基因组中。
因此它在群体遗传学、分子生态、家系鉴定和基

因组作图等领域有广泛的应用[1], 甚至在系统进
化领域也有应用前景[2−3]。国外对软体动物贝类微

卫星的研究较多 [4-7], 而国内对贝类微卫星研究
较少, 尤其是对淡水贝类微卫星研究更少, 仅见

对三角帆蚌 (Hyriopsis cumingii)和褶纹冠蚌
(Cristaria plicata)微卫星开展了少量研究[8-11]。本

研究尝试用磁珠富集的方法筛选三角帆蚌微卫星

分子标记, 丰富水产动物分子标记资源, 旨在为

三角帆蚌养蚌育珠品系的优化, 遗传多样性检测
以及遗传图谱构建等打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
用于文库构建的三角帆蚌来源于湖北省荆州

市江陵区一珍珠养殖场, 共 10 只, 解剖后取三角
帆蚌的外套膜, 保存于−70℃。实验所用试剂均购
自 Promega公司, 磁珠购自 NEB公司。接头序列: 
Mse I A: 5′-TACTCAGGACTCAT-3′; MseI B: 5′- 
GACGATGAGTCCTGAG-3′; MseI-N 引物: 5′-GA 
TGAGTCCTGAGTAAN-3′; 生物素标记探针: 5′- 
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biotin-(AC)13-3′。所用感受态为自己制作的 E.coli 
DH5α。实验中所用引物及探针均由上海生物工程
有限公司合成。 

1.2  微卫星富集文库的构建 
1.2.1  基因组 DNA的提取、酶切和接头连接  利
用平衡酚-氯仿法从三角帆蚌外套膜中分离纯化
基因组 DNA。取约 100 ng基因组 DNA放入含有
50 U的内切酶Mse I (NEB公司)的 eppendorf管中
进行酶切。酶切产物经 2%的低熔点琼脂糖凝胶电
泳后, 回收 200~1 000 bp 大小的片段用于文库构
建。取 10 μL的酶切反应产物, 在 T4 DNA连接酶
(TaKaRa)作用下与 Mse I AFLP接头(Mse I A和
Mse I B混合物)进行连接反应。 

1.2.2  PCR 扩增接头连接 DNA 片段  在 25 μL

的 PCR反应混合物中含有稀释 10倍后的 5 μL酶

切-连接产物、终浓度为 0.4 μmol/L的 MseI-N引

物、1×PCR缓冲液 (Fermentas, 含Mg2+)、0.2 μmol/L

的 dNTP以及 1 U的 Taq聚合酶(Fermentas)。PCR

反应在 MJ Research PTC-100 PCR仪上进行。反

应条件为: 首先 94℃预变性 5 min, 然后在 94℃

变性 30 s, 53℃退火 1 min, 72℃延伸 1 min进行 n

个循环(先要进行 10-14-17-20-24-27-30-35个循环

以确定最佳循环数, n=最佳循环数), 最后 72℃ 

延伸 10 min。  

1.2.3  用生物素标记的微卫星探针和磁珠杂交并

富集微卫星序列  25 μL经 PCR产物纯化试剂盒

纯化后的预扩增产物与 5 μL浓度为 20 mmol/L的

探针 5′-biotin-(AC)13-3′ 杂交。杂交缓冲液为 6× 

SSC+0.1% SDS, 反应总体积为 100 μL。杂交条件

为: 95℃下变性 5 min, 然后在 58℃下杂交 30 min。

冷却至室温的杂交产物加入 300 μL的 TEN100 (10 
mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, 100 mmol/L 
NaCl, pH 7.5)溶液。混匀后置于 4℃保存。 

将杂交反应液加入经过预处理的磁珠中, 待
磁珠吸附完毕后, 用磁力架固定磁珠, 移去杂交
混合液。首先进行 3次非严谨性洗脱(使用 TEN1000 
(10 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, 1 mol/L 
NaCl, pH 7.5))于室温下洗涤 PCR产物-生物素探
针-磁珠), 再进行 3 次严谨性洗脱(使用 0.2×SSC+ 

0.1% SDS洗涤), 每次 5 min。洗涤完毕, 加入 50 
μL TE (pH 8.0), 然后于 95℃下水浴 5 min。用磁
力架固定磁珠后, 迅速吸出上清液, 经 DNA纯化
试剂盒纯化后用于 PCR扩增。  
取纯化后目的 DNA洗脱片段进行 PCR扩增, 

扩增循环数选择前面 PCR 预扩增最佳的循环数, 
其他条件同预扩增。 PCR 产物经纯化后与

pMD18-T载体 (Takara)连接, 再转入E.coli DH5α
感受态中, 最后涂布在含氨苄青霉素、X-gal 和
IPTG的 LB 平板上, 37℃培养过夜。 

1.2.4  微卫星的筛选  克隆通过 PCR 的方法筛
选。PCR反应的总体积为 12.5 μL, 内含 1 μL菌
液作为模板, 0.2 μmol/L的引物(MseI-N引物), 0.5 
U的 Taq酶, 0.1 μmol/L的 dNTP, 1×PCR缓冲液。
PCR反应为: 94℃预变性 5 min, 然后以 94℃变性
30 s, 53℃退火 1 min, 72℃延伸 1 min 进行 35个
循环, 最后 72℃延伸 10 min。阳性克隆送上海华

大基因公司测序。 

1.3  微卫星序列的分析和引物设计 
用 Tandem Repeats Finder 软件查找重复序 

列[12], 并辅以人工检查和核对。在微卫星序列上
利用 Primer Premier 5.0 软件设计引物。 

1.4  多态性微卫星引物的筛选及分析 
从洞庭湖中采集 30只三角帆蚌, 取每只蚌的

外套膜提取基因组 DNA。对 30 个模板 DNA 用
25对可用引物分别进行 PCR扩增, 每对引物通过

改变 Mg2+浓度探索最适反应体系, 每对引物扩增
的温度见表 1。PCR 扩增产物在 10%变性聚丙烯
凝胶中电泳, 然后银染, 利用 pBR322(Tiangen)显

示微卫星条带的大小。 
利用 Popgene version 1.32 检测引物的多态 

性[13], 利用 Bonferroni correction预测等位基因座
是否偏离哈代 -温伯格平衡 , 用 Micro-checker 
v2.2.3软件分析无效等位基因出现的概率[14]。 

2  结果与分析 

2.1  微卫星富集文库的构建 
高质量的基因组 DNA是微卫星 DNA文库构

建的重要一步。本研究所提取的 DNA 经分光光
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度计进行浓度和纯度的检测, 测定结果显示 1.8
≤A260/ A 280≤2.1, 质量浓度在 1.2~5.8 g/L, 表明
DNA 的纯度较高。琼脂糖凝胶电泳显示基因组
DNA比较完整, 证实 DNA质量良好。 
利用 Mse I对基因组 DNA进行酶切, 酶切效

果进行电泳检测 , 酶切片段的主要范围在 200~  
1 000 bp, 说明 DNA 已完全被酶切, 可满足构建
微卫星 DNA文库的需要。PCR预扩增特定 DNA
片段在 10、14、17、20、24、27、30 和 35 个循
环后分别取样电泳, 结果显示(图 1)在扩增 17 个
循环后出现了一个 Smear 区域(200~750 bp)。将富
集的微卫星 DNA 片段与 pMD18-T 载体连接, 转
化至大肠杆菌 DH5a感受态细胞进行克隆。 

 

 
 

图 1  PCR预扩增特定 DNA片段 
1、10: DL2000 Marker; 2−9: 分别为循环数为 10、14、17、

20、24、27、30、35的 PCR扩增结果. 
Fig.1  DNA Electrophoresis by different PCR cycles 

1, 10: DL2000 Marker; 2−9 different PCR cycles,  2: 10 cycle, 
3: 14 cycle, 4: 17 cycle, 5: 20 cycle, 6: 24 cycle, 7: 27 cycle, 8: 

30 cycle, 9: 35 cycle 
 

2.2  微卫星富集文库的鉴定 
在构建的三角帆蚌微卫星富集文库中共得到

800个阳性克隆, 取其中的 100个送去测序。根据
测序结果可知, 有 54 个克隆含有微卫星序列, 插
入片段大小在 149~452 bp, 完美型有 33 个, 占
61.0%; 非完美型有 16个, 占 29.63%; 混合型有 5
个, 占 9.27%。可见, 完美型的微卫星占大多数。
在这些微卫星序列中, 重复单元除 CA/GT 外, 还
观察到 CT、GA、TCAC、TACA 等重复序列。 
图 2 为三角帆蚌微卫星重复次数的频率分布

图, 从中可以看出, 微卫星重复次数主要集中在
11~30 次, 所占比例达 80.95%; 重复次数最高在
16~20 次, 占 38.09%; 重复次数在 30 次以上的

频率为 11.09%, 最长的微卫星重复次数达 95次。 

 
 

图 2  三角帆蚌微卫星重复次数的频率分布 
Fig.2  Percentage of microsatellite repeat numbers in 

H.cumingii 
 

2.3  微卫星序列及其引物特征 
在 54 个微卫星序列中除去重复次数少和重

复序列侧翼太短的 21个序列无法设计外, 一共设
计 33对引物(表 1)。 

2.4  微卫星多态性引物的筛选 
33对引物分别进行 PCR优化条件扩增, 结果

有些引物在1个种群的30个个体中均扩增不到特异
性条带(GenBank 登录号为: GQ302635, GQ302642, 

GQ302650, GQ302662, GQ302667), 有些引物只
在部分个体中扩增出条带 (GenBank 登录号为 : 
GQ302637、GQ302647、GQ302651、GQ302658、

GQ302664), 最后从这 33对引物中筛选出 25对可
用引物。比对分析显示: 这 25对引物所包含的序列
与 Li等[8]所报道的三角帆蚌微卫星序列均不相同。 

利用 SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳从这 25 对可
用引物中成功地筛选出 13 对多态性微卫星引物
(表 1)。等位基因数为 4~9, 平均为 6.54, 期望杂
合度在 0.362 9~0.821 7, 平均为 0.644 4; 观测杂
合度在 0.254 3到 0.982 7之间, 平均为 0.583 9。
多态信息含量平均为 0.519 8。 2 个基因座
(GenBank 登录号分别为 GQ302651和 GQ302658)
明显地偏离哈代-温伯格平衡, Micro-checker v2.2.3
软件发现是由于存在无效等位基因的缘故。在任

何一对基因座上均未发现连锁不平衡现象。图 3
显示其中一个微卫星位点的 SDS聚丙烯酰胺凝胶
电泳图谱。 
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图 3  一个微卫星位点(GenBank no. GQ302641)在三角帆蚌中的 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱 
1−30: 为 1条微卫星多态性引物在 30只三角帆蚌中的扩增图; 31: pBR322 DNA/Msp I; 黑色方框指示目的条带. 

Fig. 3  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis patterns of microsatellite loci (GenBank no. GQ302641) in H. cumingii 
1−30: PCR products amplified with one pair polymorphism microsatell primers in 30 triangle mussel Hyriopsis cumingii;  

31: pBR322 DNA/Msp I. Black box indicates the location of the aim band. 
 

3  讨论 

生物素结合磁珠富集法制备微卫星文库具有

效率高、成本低、所获微卫星质量高等特点, 是
一种值得推荐的微卫星制备方法。本实验采用此

种方法从 100个阳性克隆中共获得 54个微卫星序
列 , 其中完美型占 61.0%, 非完美型占 29.63%, 

混合型占 9.27%。这与大多数鱼类的研究结果是
一致的[15]。 
每种生物基因组中均有微卫星序列, 但其重

复单元存在差异。在大多数动物中微卫星重复单

元主要是二核苷酸的(AC/TG)n。例如在人类基因

组中(AC)n是最常见的微卫星重复序列。在鱼类中

也是如此, 如在 鲀河 (Takifugu rubripes)、斑点叉

尾 (Ictalurus punctatus)、鲤(Cyprinus carpio)、

虹鳟(Oncorhynchus mykiss)、虎鲨(Ginglymostoma 

cirratum)、牙鲆(Paralichthys olivaceus)中 CA/ GT

微卫星是最丰富的[16-17]。而同样生活在水中的软

体动物其微卫星重复单元也较多 ,  在 Myti lus 

galloprovincialis基因组中发现除了大量重复单核

苷酸外, (AC/TG)n 是最丰富的微卫星重复基序, 

每 429 kb 就有 1 个(AC)n>5 的重复基序
[18]。在

Alasmidonta heterodon[5]、Margaritifera margari-

tifera [6 ]、Mizuhopecten yessoensis [7 ]等贝类中

(CA/GT)n微卫星的含量也极为丰富。在已报道的

三角帆蚌[8]以及同为淡水育珠蚌的褶纹冠蚌[11]的

微卫星中同样是以(CA/GT)n 最为丰富。因此, 本

研究采用了(AC)13 寡核苷酸探针成功地筛选到了 

许多微卫星序列, 达到了预期的效果。总之, 在大
多数真核生物中微卫星重复单元主要是二核苷酸

的(AC/TG)n, 但在酵母和真菌基因组中二核苷酸
和四核苷酸的微卫星重复单元很少[19]。而在植物

基因组中微卫星重复单元主要是以(AT)n为主
[20]。  

本实验构建的微卫星文库, 最后设计了 33对
引物, 利用这些引物对 1个种群的 30个个体进行
扩增, 结果显示有些引物在部分个体中, 无论如
何优化实验条件均不能扩增到特异性产物, 这说
明存在无效等位基因, 可能是因为微卫星引物的
结合部位的点突变、插入或缺失阻碍微卫星的扩

增[17]。但这种突变在同 1 个种群中又存在差异, 
一部分个体只有一部分等位基因被扩增出来, PCR
扩增出现条带, 但这种条带在聚丙烯酰胺凝胶电
泳时, 实际为杂合的位点, 由于仅出现单条电泳
带而呈现纯合现象, 另一部分个体则可能由于含
有 2 个无效等位基因而得不到相应的扩增产物。
因此在聚丙烯酰胺凝胶电泳中就筛选到 2 个基因
座中出现无效等位基因, 从而导致观测杂合度与
期望杂合度偏离的现象。 

Ellegren[21]研究报道真核生物中微卫星长度

大多在 30 次重复以下。本研究分离到的微卫星
主要分布在 16~20个重复, 其所占比例达 38.09%, 
30次重复以下的比例为 88.91%, 最高的重复次数
达 95, 这与 Ellegren[21]分析结果一致的, 表明采
用重复数为 13 的寡核苷酸探针可以分离到足够
长的三角帆蚌微卫星序列。 
三角帆蚌是中国特有的淡水贝类, 由于其具
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有数量多、珍珠插片操作方便、育珠产量高等特

征, 因而成为中国培育珍珠的主要贝类。随着珍
珠产业地不断发展, 珍珠产量也越来越多, 但珍
珠质量却越来越差。另一方面, 过度开发和水质
的不断恶化导致自然种群的三角帆蚌种质出现退

化现象[22-24]。本研究开发的 13对有多态性的微卫
星标记为三角帆蚌进行种质鉴定、种质改良和辅

助育种奠定了基础。为进一步构建三角帆蚌遗传

连锁图谱、数量形状定位和标记辅助选择等方面

的研究提供帮助。 
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Isolation, characterization and polymorphism of microsatell mark-
ers in triangle mussel Hyriopsis cumingii 

XU Qiaoqing1, 2, XIE Jun1, ZHANG Shuhuan3, ZHAO Chaoyang1, YUAN Hanwen2 

(1. Key Laboratory of Genetic Breeding and Aquaculture Biology of Freshwater Fishes, Ministry of Agriculture, Freshwater 
Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Science, Wuxi 214081, China; 2. School of Animal Science, Yangtze 
University, Jingzhou 434025, China; 3. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydro-
biology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430072, China) 

Abstract: Microsatellite enriched library of Hyriopsis cumingii was constructed according to the strong affinity be-
tween biotin and streptavidin. Total DNA was extracted using Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega), di-
gested with restriction enzym Mse I and then ligated to the adapters. The treated DNA sample was then pooled and 
fragments were separated on a 1.2 % agarose gel prior to size selection. The product fragments (200−1 000 bp) were 
excised, purified and amplified with Mse I-N primers. The amplified DNA was hybridized with 5′-biotinylated 
(CA)13-3′ repeat oligos. The hybrid mixture was incubated with magnetic beads coated with streptavidin. The selected 
DNAs were then amplified using primers designed complementary to the linkers. Cleaned products were ligated into a 
pMD18-T vector (TaKaRa) and transformed into DH5a competent cells. Recombinant clones were detected by PCR 
amplification with Mse I-N primers. A total of 100 clones with foreign inserts were sequenced. A total of 54 clones 
were screened for usable microsatellites. Of this clones, 33 were deemed unique, of sufficient length (more than 8 re-
peats) and possessed adequate flanking regions for primer designment. Among 33 primer pairs designed, 25 yielded 
scorable amplification products. Thirteen polymorphic microsatellite markers were separated on 10% denaturing poly-
acrylamide gel and visualized by silver staining, pBR322 marker was used as standard for scoring. These loci showed 
high levels of genetic polymorphism testing on 30 individuals sampled from Dongting Lake of Hunan Province, China. 
The observed number of alleles per locus ranged from 4 to 12. The ranges of observed and expected heterozygosity 
were 0.167 8 to 1.000 0 and 0.362 9 to 0.849 2, respectively and the average of polymorphic information content was 
0.518 2. Two microsatellite loci were significantly deviated from Hardy–Weinberg equilibrium due to the presence of 
null alleles and no linkage disequilibrium was found. Construction microsatellite enriched library of triangle mussel 
according to the strong affinity between biotin and the streptavidin was successed. These microsatellite loci will be 
useful for assessment of genetic diversity and population structure in H. cumingii. [Journal of Fishery Sciences of China, 
2010, 17(6): 1200−1207] 
Key words: triangle mussel Hyriopsis cumingii; microsatellite enrichment library; PCR amplification; polymorphism 
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