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摘要: 采用富集文库–菌落原位杂交法分离了 30个三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)的微卫星标记。三疣梭子

蟹基因组 DNA 经 HaeⅢ酶切连接后, 用固定了(AC)15和(AG)15 探针的尼龙膜(Hybond N+)捕捉含有微卫星的片段, 

转化至大肠杆菌 DH5α中, 构建三疣梭子蟹微卫星富集文库。菌落原位杂交后, 任意选取 150个克隆进行测序, 阳

性克隆率为 85.48%。利用软件设计了 105 对微卫星引物, 筛选到稳定扩增标记 56 对, 采用 30 个三疣梭子蟹个体

进行多样性评价, 30个位点均表现出多态性。观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)及多态性信息含量(PIC)的范围分别

为 0.222 2~1.000 0、0.436 7~0.909 9 和 0.350~0.892。本研究筛选的微卫星位点将为下一步三疣梭子蟹遗传多样性

分析、家系分析、遗传图谱构建和 QTL定位等研究提供基础依据。[中国水产科学, 2011, 18(1): 194–201] 
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三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus)广泛分

布于中国北至辽东半岛、山东半岛, 南到广东、

广西的各海区, 以及日本、朝鲜、马来西亚群岛

等水域[1–2], 是中国重要的海水养殖对象[3]。但目

前, 三疣梭子蟹养殖业的蟹苗主要依赖于野生资

源, 几乎没有经过人工选育。近年来随着三疣梭

子蟹养殖规模的不断扩大, 集约化程度不断提高, 

各种病害接踵而至, 给产业和区域经济发展造成

重大损失[4–6]。同时由于环境恶化和过度捕捞导致

野生资源急剧下降, 因此迫切需要开展三疣梭子

蟹的遗传育种工作。 

遗传标记是遗传育种研究的重要手段, 因此

开发特异性良好的遗传标记尤为必要, 微卫星标

记由于具有多种优点成为开发的首选。目前国内

外学者已开发了中华绒螯蟹 (Eriocheir sinen-

sis)[7–8]、远海梭子蟹(Portunus pelagicus)[9]、锯缘

青蟹 (Scylla serrata)[10]、蛛雪蟹 (Chionoecetes 

opilio)[11]、邓杰内斯蟹(Cancer magister)[12]、青蟹

(Scylla paramamosain)[13]等经济蟹类的微卫星标

记, 关于三疣梭子蟹微卫星的研究仅见于宋来鹏

等[14]和王建平等[15]的报道, 目前处于初级研究阶

段。本研究采用富集文库–菌落原位杂交法对三疣

梭子蟹微卫星位点进行筛选, 开发了 30个微卫星

标记, 并估算了这些位点的主要遗传学参数, 为

后继大量开发三疣梭子蟹微卫星标记提供了一种

可行性方法 , 同时为开展其群体遗传多样性分

析、遗传连锁图谱的构建和 QTL定位奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料及基因组 DNA的提取 

所用三疣梭子蟹样品于 2005 年取自辽宁省

丹东鸭绿江口的野生群体, 共 30 只, 取其大螯, 
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–80℃保存。基因组 DNA提取的主要方法参照 Liu

等[16]的方法, DNA 溶于无菌水中, 琼脂糖检测及

核酸定量仪定量后, –20℃保存备用。 

1.2  三疣梭子蟹微卫星富集文库的构建       

实验方法主要参照 Karagyozov 等 [17]、

Edwards等[18]和战爱斌等[19]的方法, 在DNA的酶

切回收连接、杂交、洗脱温度和克隆的筛选等步

骤做了相应的调整和优化。 

1.2.1  DNA的酶切、回收及连接  取 100 μg基因

组 DNA, 利用限制性内切酶 HaeⅢ在 37℃培养箱

内酶切 4 h, 1%琼脂糖电泳检测后, 采用天根琼脂

糖凝胶 DNA回收试剂盒回收 400~1 200 bp大小

的片段用于文库构建。建立 20 μL的连接反应体

系, 采用 T4DNA连接酶, 人工接头为 21-mer单链

短核苷酸 : 5′-CTCTTGCTTGAATTCGGACTA-3′

和 5′端磷酸化的 25-mer 单链短核苷酸: 5′-pTAG 

TCCGAATTCAAGCAAGAGCACA-3'经退火形成 , 

16℃下反应过夜。 

1.2.2  尼龙膜的制备及预杂交  探针(AG)15 和

(AC)15 由上海生工生物工程技术服务有限公司合

成, 取浓度为 100 μmol/L的 2种探针各 1 μL, 点

在直径约为 5 mm 的尼龙膜(Hybond N+, Amer-

sham公司)上, 空气中晾干后于 80℃烘烤 2 h固定

探针以备用。将固定好探针的 Hybond N+膜放在

杂交液 [50%(V/V)的去离子甲酰胺、7%(W/V)的

SDS、5×SSC、50 mmol/L 的磷酸三钠(pH7.0)]中

37℃预杂交 48 h, 不时晃动, 之后将膜在 1%的 SDS

中沸水浴 10 min, 洗脱未与膜结合牢固的探针。 

1.2.3  尼龙膜的杂交和洗膜 富集好的 PCR产物

沸水浴 5 min, 迅速插至冰面变性, 和预杂交好的

Hybond N+ 膜一同加到 500 μL杂交液中, 37℃杂

交 24 h。洗膜采用如下方法: 500 μL 的 2×SSC, 

1%SDS (W/V)洗脱液在 60℃下洗脱 2次, 每次 15 

min; 500 μL 的 2×SSC, 1%SDS(W/V)洗脱液在

65℃下水浴 30 min; 500 μL 的 0.5×SSC, 1% 

SDS(W/V)洗脱液在 90℃下水浴 20 min。将膜取出, 

在洗脱液中加入 50 μL的 7.5 mol/L NH4Ac、600 

μL的异丙醇和 3 μL的贻贝糖原, 放入–20℃沉淀

30 min, 4 13℃  000 r/min 离心 10 min, 70%乙醇洗

涤 2次, 晾干溶于 20 μL无菌水中。 

1.2.4  连接与转化 建立 40 μL的恢复 PCR反应

体系, 以 10 μL的洗脱 DNA为模板, PCR反应程

序为: 95℃预变性 5 min; 95℃变性 45 s, 55℃退火

45 s, 72℃延伸 45 s, 25个循环; 72℃延伸 35 min。

取 4 μ LPCR产物电泳检测, 观察产物是否集中于

500~1 500 bp。将载体和 PCR产物按照 1︰3比例

(摩尔比)混合于 10 μLT4 连接酶的反应体系中, 

16℃过夜, 克隆到 PMD18-T 载体(Takara)中。次

日将所有连接产物转化至大肠杆菌 DH5α 感受态

细胞中, 均匀涂布在氨苄青霉素 LB平板上, 37℃

培养 10~14 h, 建立微卫星富集文库。 

1.3  菌落原位杂交 

1.3.1  菌落重排及转膜 将平板背面画成十字小

格, 用灭菌牙签挑取生长良好的单个菌落接种于

新固体培养基上, 37℃培养 5~6 h, 将每个平板转

印至 1张硝酸纤维素膜(NC膜)上, 并做好相应的

方位标记。NC膜在变性液(0.5 mol/L NaOH, 1.5 

mol/L NaCl)中变性 7 min, 滤纸上晾干 10 min; 在

中和液(0.5 mol/L Tris-HCl, pH7.2; 1.5 mol/LNaCl;  

1 mol/LEDTA, pH8.0)中处理 2次, 每次 5 min, 最

后将 NC膜在 120℃下烘烤 30 min。 

1.3.2  NC 膜的杂交及洗膜   杂交系统采用

Roche公司的 DIG Luminescent Detection Kit试剂

盒, 将合成的探针(AC)15 和(AG)15 按照试剂盒上

的说明进行地高辛标定。将烘烤好的 NC 膜放入

含 10 mLHyb高效杂交液的杂交袋中, 37℃预杂交

30 min, 去除杂交液, 再加入 10 mL Hyb高效杂

交液和地高辛标记的探针(5~10 ng/mL), 37℃振荡

杂交过夜。将杂交过夜的 NC 膜置于 2×SSC, 

0.1%SDS洗脱液中室温振荡洗脱 2次, 每次 5 min; 

在含有 0.5×SSC, 0.1%SDS 的洗脱液中 37℃水浴

振荡洗脱 2次, 每次 15 min。 

1.3.3  液体封阻、信号检测与筛选  NC膜的液体

封阻和信号检测等按照试剂盒提供的方法进行处

理, 暗室中压上X-胶片, 暗盒中感光 1 h后, 进行

显影和定影处理。按照原先标定的方位, 将 X-胶

片、NC膜、平板三者进行对照, 在平板上做出标

记并在杂交阳性信号的相应位置上挑出阳性克隆, 
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37℃摇菌过夜, 甘油保种, 送上海生工生物工程

技术服务有限公司测序。 

1.4  引物设计与多态性分析 

序列测定后 , 去除载体序列 , 利用 Vector 

NTI Suite 8.0软件包中的Contig Express程序去除

冗余序列。根据引物设计原则, 利用软件 Primer 

Premier 5.0进行 PCR引物的设计。 

从 30个三疣梭子蟹个体中随机选取 5个个体

的基因组 DNA等量混合, 取 100 ng混合 DNA作

为模板进行初步筛选, 2%琼脂糖电泳检测后, 根

据梯度 PCR结果确定各引物的最佳退火温度, 选

取有目的片段的引物进行多态性筛选, 再将优化

好的微卫星位点用于 30 个个体的扩增及检测。所

用 PCR反应体系为 25 μL, 包括 10× PCR buffer、2.0 

mmol/L Mg2 +、0.2 mmol/L dNTP、0.8 μmol/L引物、

1 U Taq DNA聚合酶。PCR程序为: 94℃预变性 5 

min; 94℃变性 40 s, 退火 1 min, 72℃延伸 1 min, 

25个循环; 72 ℃延伸 5 min, 4℃保存, 各引物退火

温度见表 1。PCR扩增产物用 8%变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳进行检测(图 1), 银染法进行显色、定影, 

待凝胶干燥后对每个微卫星位点的等位基因数目

进行统计。采用 Popgene 32 version 1.31 和

Genepop V4软件进行数据处理, 完成观测杂合度

(Ho)、期望杂合度(He)和多态性信息含量(PIC)的

计算。多态性信息含量参照 Botstein等[20]的方法:  
1

2 2 2

1 1 1

PIC 1
m m m

i i j
i i j i

P P P


   
      

式中: Pi、Pj分别为群体中第 i 个和第 j 个等

位基因频率, m为等位基因数。 

多态位点杂合度观测值 Ho 为杂合子观察数

与样本含量之比。 

多态位点杂合度期望值 He=1–∑Pi
2式中 Pi为

该位点上第 i个等位基因的频率。 

2  结果与分析 

2.1  三疣梭子蟹微卫星克隆与测序结果 

经杂交筛选和检测显影后, 随机选取 10个菌

落进行 PCR检测, 插入片段都在 400~1 200 bp之

间。从中随机选取 150个克隆进行测序, 得到 124

条序列, 其中 18个克隆的核心序列重复数太少或

不含有重复序列, 106 个含重复序列的克隆中均

只含有微卫星位点, 阳性克隆率为 85.48%。利用

Vector NTI Suite 8.0中的 Contig Express程序去除

冗余部分, 得到 103 个独立克隆序列, 共 176 个微

卫星位点, GenBank注册号为 GQ466018-GQ466043

和 GU177130-GU177207, 部分序列见表 1。 

2.2  引物设计及 PCR优化结果 

利用 Primer Premier5.0 对所得微卫星位点进

行引物设计, 共设计了 105 对微卫星引物。经过

PCR反应条件优化, 筛选到稳定扩增标记 56对。对

30个野生三疣梭子蟹个体进行多态性评价, 结果显

示 30个位点表现出多态性(表 1)。 

2.3  多态性检测 

统计 30个位点等位基因数共获得了 238个等

位基因, 平均每个位点扩增得到 8.0个等位基因。

不同引物获得的等位基因数差异较大, 从 3 至 13

个不等, 其中 PTR6b、PTR8a、PTR33a、PTR81

这 4个位点分别获得了 11、11、10、13个等位基

因, 而 PTR103b 和 PTR131 这 2 个位点分别只获

得了 4个和 3个等位基因。多态信息含量在 0.350~ 

0.892之间, 有 28个位点的 PIC值高于 0.5, 显示

出高度多态性；只有 PTR103b和 PTR131 2个位

点的 PIC 值介于 0.25 到 0.5 之间, 显示中度多态

性, 同时多态性的高低反映在期望杂合度与观测

杂合度的差异上。 

3  讨论 

对于大多数物种, 在开始开展微卫星研究前

首先需要分离微卫星序列 ,  开发特异性扩增引

物。目前, 在蟹类中微卫星分离方法主要有经典

法(routine protocols)、杂交选择法(hybridization 

selection)和 FIASCO法[21]。传统经典方法是将内

切酶处理后的 DNA 片段重组入质粒载体, 建立

小插入片段基因组文库, 但相关研究表明经典方

法的阳性克隆率很低, 如英国学者 Hanfling 等[22]

分离中华绒螯蟹微卫星, 从 1 728 个克隆里得到

87 个阳性克隆, 阳性克隆率为 5.03%, 筛选出 12

个微卫星位点。杂交选择法是目前在海洋水产动 



 
 
 

表 1  三疣梭子蟹 30 个微卫星标记的基本特征及主要遗传学参数 
Tab. 1  Characterization of 30 novel microsatellite markers for Portunus trituberculatus 

位点名称
locus name

引物序列(5′3′) 

primer sequence (5′3′) 

退火温度/℃
annel. temp.

核心重复序列 
core repeat 

等位基因 

数目 
allele no. 

等位基因 

大小范围/bp 
allele size range

P值 
P value 

PIC 
观测杂合度

Ho 
期望杂合度

He 
注册号 

access. no. 
           

PTR5b F:CTCCCATTGCTTCTTCCC 
R:TCCACGCCCTAGTATCCC 

55.0 (CCT)5…(TC)23…(CT)16 8 224–283 0.0484 0.680 06333. 0.7288 GQ466018 

           

PTR6b F:CAGGCCAACCTCTAAATT 
R:TTCGGCATCACTCTTCTC 

56.4 (AC)33…(CA)11 11 241–366 0.2490 0.796 0.7333 0.8260 GQ466019 

           

PTR8a F:AAGGACAGACCGAGGAT    
R:TTCAGGGCATAAACAAGG 

55.5 (TG)22…(GT)21 11 202–233 0.0095 0.783 0.6333 0.8198 GQ466021 

           

PTR10 F:TGGTGTTATGCCGCAACT      
R:CAAACGAAGGGTTAATGT 

54.4 (TC)14(TG)35…(GT)30(TG)14 8 195–245 0.0016* 0.735 0.4333 0.7785 GQ466023 

           

PTR16a F:TTGCGGAAGTAAATAACG 
R:TGACGGAGATCGGTTGTG 

53.4 (CA)23…(AC)19…(AG)21 9 112–154 0.0000* 0.745 0.3000 0.7915 GQ466024 

           

PTR23b F:AGAGGAGGAGGTATAAGGA 
R:TGAGCGTGCTAACCACTA 

56.0 (AG)14…(CA)30…(CA)7 8 209–234 0.0770 0.744 0.7000 0.7910 GQ466025 

           

PTR30 F:CCATTCTGCCTTGTCTTC 
R:TCTTACCCATTACGGAGC 

58.7 (AC)11(AC)28 7 246–367 0.0183 0.767 0.7000 0.8068 GQ466028 

           

PTR33a F:ACAACGCCAACAATAGCA     
R:CACCGCACTTTACAGCAC 

63.0 (CT)16…(GT)39 10 359–442 0.7910 0.817 0.8667 0.8503 GQ466030 

           

PTR33b F:ACAAGAATCTTTCAGCCGTGAT 
R:AGGGAGTCGTCGGGCAGCAT 

61.2 (CT)16…(GT)39 8 283–374 0.1933 0.830 0.7778 0.8400 GQ466030 

           

PTR39a F:CTTGGCGTGGCTTGTGCT 
R:ATGCGATCTAAAGTGACTGA 

57.6 (GA)19…(AGG)10…(AG)18 8 147–186 0.0000* 0.804 0.3000 0.8401 GQ466031 

           

PTR45 F:AGAGGAGTGACTGGAGGGTA  
R:TAAGGCTAAGGACAGGATGA 

63.0 (AC)15…(CA)11 9 250–317 0.3845 0.807 0.8000 0.8401 GQ466032 

           

PTR54 F:TGAGCTGGATGGATTGAA 
R:GGTCCTCTGGCTTGTGAA 

57.6 (AC)32 8 250–353 0.9140 0.762 0.9000 0.8006 GQ466033 

           

PTR65 F:CTCAGTCCTACCCGAAGA 
R:AATTGCCAGTTCCCTTAC 

57.6 (CA)15…(AC)18 8 206–238 0.5529 0.679 0.7000 0.7311 GQ466034 

           

PTR70 F:CAACAATACAGAACCCAC 
R:TGTAGTCCTAACAGTGCC 

57.6 (CA)29 9 283–350 1.0000 0.783 1.0000 0.8181 GQ466035 

           

PTR76 F:ACATCACCGTCAGGGACA 
R:ATTTGCCTCGTGCTAACC 

61.2 (CA)21 8 203–283 0.0000* 0.827 0.4483 0.8512 GQ466036 

           

PTR81 F:GCAAAGGTGCCACAGTCC 
R:TCACCCAGCCAGTCTTCC 

61.2 (AC)35 13 367–438 1.0000 0.892 1.0000 0.9099 GQ466037 

           

           

 
 



 

 
 

续表 1 

位点名称
locus name

引物序列(5′3′) 

primer sequence (5′3′) 

退火温度
/℃ 

annel. temp.

核心重复序列 
core repeat 

等位基因 

数目 
allele no. 

等位基因 

大小范围/bp 
allele size range

P值 
P value

PIC 
观测杂合度

Ho 
期望杂合度

He 
注册号 

access. no. 
           
           

PTR93 F:AAGACAAAGCGACAAGCC 
R:CGCAATAACTCCCAACAA 

56.0 (TG)9…(TG)33 7 250–321 0.6510 0.784 0.8333 0.8243 GQ466039 

           

PTR95 F:CCTTGCCTTTCACTATACAC 
R:GACCCACTTGTTATCGTTTT 

58.7 (GT)31..(CCT)5…(TCA)5(TCT)6 7 312–359 0.5880 0.782 0.8333 0.8237 GQ466041 

           

PTR98a F:GGATGAAGAGGAGGACTG 
R:TGGTGGAGGATTATGAGA 

56.0 (CTA)7…(CTA)14…(TC)31 8 169–204 0.0362 0.738 0.6667 0.7785 GQ466042 

           

PTR100 F:ACCTATTTATTGCTAAGTGA 
R:CAAGTGATTGTGCTGTCT 

53.4 (GT)9(GT)8(GT)21 9 250–367 0.0002* 0.788 0.5667 0.8254 GQ466043 

           

PTR103b F:GGAGTGTTGGTGGTGGGT 
R:AGGATTGGTATGCCGAGA 

61.5 (GT)28…(TGT)8 4 258–283 0.6925 0.449 0.5667 0.5435 GU177171 

           

PTR112 F:AGGACCAGTGCCAACCAA 
R:TTCACGCAGCCCATCTTC 

61.5 (GT)34…(CT)28 6 308–375 0.2211 0.739 0.7333 0.7853 GU177179 

           

PTR113 F:GCCAACTGTTCTTATGTG 
R:AGTCTTAGCACTTTACCG 

56.0 (CA)7(AC)16 5 336–445 0.0000* 0.660 0.2222 0.6492 GU177180 

           

PTR124 F:GTAAATACCCACAACAAATCC  
R:AGTAGGTCGTTCGCTTCG 

61.5 (CA)29(AC)10 7 220–250 0.1249 0.778 0.8519 0.7841 GU177188 

           

PTR125 F:TAACGCAGATAGTCATAAT 
R:TGAGGTAAGCAACAAAGC 

56.0 (AG)21…(AG)11…(GT)29 9 345–431 0.0000* 0.816 0.4138 0.8409 GU177189 

           

PTR131 F:GTGGAACAGTAGGCAAACG   
R:AACCCAAACAAAGGTAGTGAAG

65.0 (AC)16 3 375–404 0.2313 0.350 0.3667 0.4367 GU177193 

           

PTR135 F:TTACACTCTTGGCTCCTG 
R:ATTGGCTTATGTCACCTC 

56.0 (TG)14…(AG)12 7 227–268 0.0004* 0.734 0.4667 0.7819 GU177196 

           

PTR145 F:ATCGTCATCGCCGAATAA 
R:GAGTGAGGAAGCCCAACC 

56.0 (ATC)7…(TC)23 8 310–388 0.2832 0.799 0.8000 0.8362 GU177204 

           

PTR148 F:AGTGGAAGGTCGTGGATG 
R:GTGGGATTGTGAAATGCTTA 

63.4 (GA)38…(CA)16…(CA)28 7 400–450 0.7876 0.780 0.8571 0.7974 GU177206 

           

PTR149 F:GCCATGACACCGAAACTC 
R:AGAATCGCAAACAGGACA 

61.5 (TG)30 8 195–225 0.0528 0.750 0.6667 0.7960 GU177207 

注: *表示明显偏离哈迪-温博格平衡的位点(P<0.05). 

Notes: *means significant deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) (P<0.05). 
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图 1  GQ466042位点在三疣梭子蟹 30个个体中扩增得到的电泳图谱 

1–30: 30个三疣梭子蟹个体.M: marker: 267、234、213、192、184、123. 

Fig.1  Electrophoresis of Locus GQ466042 amplified in 30 Portunus trituberculatus individuals 
1–30: 30 Portunus trituberculatus individuals. M: markers. 

 
物中广泛应用的一种方法, 根据所使用的介质不

同可分为 2种: 尼龙膜杂交法和磁珠富集法[23]。本

实验采用的富集文库–菌落原位杂交法就是以尼

龙膜为介质, 它是一种快速、高效的分离微卫星

标记的方法, 已在多个物种中得到应用, 如陈微

等 [24]利用菌落原位杂交法对牙鲆 (Paralichthys 

olivaceus)微卫星进行分离, 得到 23 个阳性克隆, 

阳性克隆率为 69.56%, 获得 11 对微卫星引物;  

战爱斌等 [19]对栉孔扇贝(Chlamys farreri)经过二

次筛选得到的 100 个克隆均含有微卫星序列, 阳

性克隆率为 100%, 成功筛选到 40个微卫星标记。

本实验通过此法在短期内获得大量的阳性克隆 , 

阳性克隆率为 85.48%, 筛选出 30 对多态性微卫

星引物。与王建平等[15]通过磁珠富集法筛选三疣

梭子蟹微卫星位点相比, 在阳性克隆率(87.5%)上

基本一致; 冗余序列比例为 2.83%, 小于磁珠富

集法得到的冗余序列比例(4.08%), 同时本实验得

到的微卫星位点均为新位点。由此可见, 2种方法

虽介质不同, 但效果相当, 均是开发微卫星标记

的可行方法。 

微卫星 DNA 序列广泛且随机分布在真核生

物基因组中, 特别是两碱基重复类型(AC)n 在基

因组中的含量十分丰富 [25], 如在中国明对虾

(Fenneropenaeus chinensis)中 CT/GA 的含量非常

高 [26];  对斑点叉尾  (Ietalurus punetatus)的分

析表明, 两碱基重复类型占总数的 71.7%, 其中

CA/GT 和 CT/GA 分别占 67%和 21%[27]。宋来鹏

等 [14]的研究证明三疣梭子蟹中两碱基重复类型

所占的比例最高, 其中又以(AG)n 和(AC)n最为丰

富, 因此本实验采用(AG)15 和(AC)15 为探针筛选

三疣梭子蟹微卫星, 得到多个多态性丰富的微卫

星标记, 且与磁珠富集法采用的(GT) 15 探针互为

补充。但由于本实验开发成本较高, 下一步希望

寻找一种经济高效的方法开发更多的三疣梭子蟹

微卫星, 为后续选择育种、遗传连锁图谱的构建

和 QTL定位工作奠定基础。 

微卫星具有的高度多态性特点, 使其能很好

的揭示群体遗传变异水平。多态信息含量(PIC)能

反映出某个标记所包含或所提供的遗传信息容量, 

当 PIC>0.5 时, 表明该标记可提供丰富的遗传信

息; 当 0.25<PIC<0.5 时, 表明该标记能较为合理

的提供遗传信息;当 PIC<0.25 时, 表明该标记可

提供的遗传信息较差[28]。本研究中 28 个位点的

PIC值高于 0.5, 2个位点的 PIC值介于 0.25到 0.5

之间, 说明所筛选的引物大部分可提供丰富的遗

传信息, 为群体遗传学分析提供有效的依据。 

杂合度作为一个重要的参数, 其大小可以反

映群体等位基因的丰富和均匀程度以及群体遗传

变异的高低。杂合度高的群体, 其本身具有的适

应环境变化和自然选择的能力更强, 也具有更多

的优良性状[29–30]。对结果进行分析发现, PIC>0.5

的28对引物的观测杂合度(Ho)为0.222 2~1.000 0,

期望杂合度（He）0.649 2~0.909 9; PIC值介于0.25

到0.5之间的2个位点 , 其Ho和He分别为0.366 7~ 

0.566 7和0.436 7~0.543 5, 表明三疣梭子蟹种群

具有较高的遗传多样性, 这与同工酶[31]分析的结

果相吻合。 

分析结果发现, 8个座位的观测杂合度和期望
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杂合度存在较大差异, 经哈迪–温伯格平衡检验, 

是由于杂合子的严重缺失造成的。相关分析指出

杂合子缺失大多由于无效等位基因引起[32]。无效

等位基因是指不被 PCR扩增的等位基因, 通常是

由引物结合部位的点突变、插入或缺失引起的[33]。

由于微卫星序列点突变频率(102~105 )和复制滑

脱频率(103~104)很高[34], 无效等位基因在包括哺

乳类、鱼类、甲壳类在内的许多生物中都有报    

道[35–37]。所以在种群研究中, 如果无效等位基因

存在而不被考虑, 就会导致群体中纯合子过剩或

杂合子缺失的现象, 从而出现观测杂合度与期望

杂合度偏离的现象。 
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Construction on enriched microsatellite library and characterization 
of microsatellite markers from swimming crab 
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Abstract: Thirty microsatellite markers of swimming crab Portunus trituberculatus were isolated and character-
ized by screening SSR-enriched library. Genomic DNA were digested by Hae , then DNA fragments containing Ⅲ

microsatellites were captured by a piece of nylon membrane(Hybond N+) bounded with the probe combinations of 
(AC)15 and (AG)15. After transformation to Escherichia coli strain DH5α, the clones were regularly re-arrayed in a 
new agar plate with the density of about 300 clones per plate and were screened with (AC)15 and (AG)15 probes 
labeled by DIG luminescent Detection Kit system(Roche). One hundred and fifty clones were randomly selected 
for sequencing. One hundred and five primer pairs were designed using the software Primer Premier 5.0, of which 
56 pairs could amplify distinct PCR products. Polymorphism of these distinct loci was assessed using 30 swim-
ming crab individuals, and the results showed that the 30 loci were all polymorphic. The values of Ho, He and PIC 
varied from 0.222 2 to 1.000 0, from 0.436 7 to 0.909 9 and from 0.350 to 0.892, respectively. These microsatel-
lite markers would be useful for the studies of genome mapping, QTL, parentage determination and population 
genetics for this species. [Journal of Fishery Sciences of China, 2011, 18(1): 194–201] 
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