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摘要: 采用序列相关扩增多态性(sequence-related amplified polymorphism, SRAP)分子标记技术, 结合分群分析法

(bulk segregate analysis, BSA)对中国明对虾(Fenneropenaeus chinensis)高氨氮和高 pH胁迫敏感组和耐受组进行分

析研究, 筛选出与高氨氮或高 pH耐受性相关的遗传标记。应用 110对 SRAP引物进行筛选研究, 根据在 BSA基因

池产生的差异, 筛选出与高氨氮耐受相关引物 77对, 与高 pH耐受相关引物 102对, 以用于验证分析。根据片段在

群体中出现频率和变化规律, 筛选出 6个可能与高氨氮耐受性相关的分子遗传标记, 其中耐受高氨氮负相关标记 1

个, 正相关标记 5个; 7个可能与高 pH耐受性相关的分子遗传标记, 其中耐受高 pH负相关标记 2个, 正相关标记

5 个。对获得的 13 个序列片段进行回收, 连接于 pMD-18T 载体后转化于大肠杆菌 TOP10 感受态细胞, 进行了克

隆和测序。将测序结果进行了 BLAST分析比对, 发现测得片段序列与数据库中序列同源性较低(一般都低于 15%), 

未找到与之同源性较高的功能基因, 推论这些特异性序列片段标记可能与高氨氮或高 pH耐受性性状密切相关, 后

续群体验证工作正在进行 , 以期筛选出与中国明对虾抗逆性状密切相关的序列特征性片段扩增区域(sequence 

characterized amplified region, SCAR)分子标记, 为分子标记辅助育种提供技术支持。 
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中国已经或正在开发养殖的海水动植物种类

已达到上百种, 但由于缺乏良种, 海水养殖的绝

大部分种类的苗种繁育需要依赖野生亲体。随着

养殖世代的增加, 海洋生物成活率普遍降低, 虽

然病害发生是重要原因, 但是缺乏经过遗传改良

的高产、优质、抗逆性强的优良品种也是重要因

素之一。 

SRAP(sequence-related amplified polymor-

phism, 序列相关扩增多态性)技术是美国加州大
学植物系的 Li 和 Quiros 于 2001 年研究芸薹
(Brassicaceae)属植物时开发的新型分子标记技 

术[1]。目前主要应用于遗传多样性分析[2-3]、遗传

图谱构建[4-5]、杂种优势预测[6-7]、重要性状标记
及基因定位[1,8]等研究, 具有简便、稳定、产率高、
信息量丰富和便于克隆等特点。 
大多数经济动物的重要经济性状(如生长性

状、抗病性等)受许多数量基因位点以及环境因素

的共同影响而表现出数量性状的遗传学特点, 传

统的经典遗传育种研究手段基本上无法析别一个

重要性状的产生究竟是由哪个具体的基因控制。

因此越来越多的研究人员筛选和建立有效的遗传

分子标记, 将分子标记技术与传统选育方法相结

合, 以期实现遗传改良的目的, 并已取得一系列

的进展[910]。中国水产科学研究院黄海水产研究
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所自 1997 年开始进行中国明对虾(Fenneropenaeus 

chinensis)快速生长养殖新品种的选育研究 , 至

2003年成功培育出“黄海 1号”中国明对虾新品

种, 其具有明显的生长速度快、抗逆性强等优点, 

显示出良好的发展前景[11]。本研究利用 SRAP技

术结合分群分析法(bulk segregate analysis, BSA)

对“黄海 1 号”中国明对虾抗高氨氮和抗高 pH

性状进行分析, 以期筛选出与中国明对虾抗逆性

状相关的分子遗传标记, 为进一步的遗传连锁图

谱构建、基因定位以及种质资源保护和最终的分

子标记辅助育种提供技术支撑和理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验材料为 2008年根据“黄海 1号”中国明

对虾人工选育群体构建的 51个家系, 挑取蜕皮间

期个体养殖于山东省昌邑市海丰水产养殖有限责

任公司保种池中。对虾样本体长(85.45±1.21) mm, 

体质量(8.75±0.95) g。 

1.2  胁迫实验 

2008年 7月, 从保种池中每家系随机取样 50

尾健康蜕皮间期中国明对虾, 暂养于室内水泥池

对应围格内, 严格统一的日常管理。暂养 3 d 后, 

氨氮胁迫利用NH4Cl调节水体氨氮质量浓度为 64 

mg/L, pH胁迫试验是利用 NaOH调节水体 pH到

9.2, 分别进行胁迫试验四次, 每 24 h 1次。胁迫

后每隔 2 h将死亡个体捞出, 记录死亡时间。根据

胁迫后个体存活时间正态分布, 取左右两个极端

各 5个家系个体作为敏感组和耐受组。 

1.3  基因组 DNA的提取 

中国明对虾总DNA的提取采用酚氯仿方法[12], 

用ND1000核酸检测仪检测所提DNA溶液浓度和

纯度, 并将其稀释为 160 ng/μL备用。 

1.4  SRAP引物设计与扩增 

根据相关文献[13-14]筛选出的 SRAP引物(正向

引物 10 条和反向引物 11 条)(表 1)由上海生工生

物技术公司合成。SRAP-PCR 反应在 Eppendorf 

Mastercycler epgradient S PCR扩增仪上进行, 聚

丙烯酰胺凝胶电泳在北京六一 DYY-10C 型电泳

仪上进行。 

中国明对虾 SRAP体系: 20 μL反应体系中包

含 1.0 UTaq酶, 2.0 mmol/L的 Mg2+, 40.0 ng的

模板DNA, 0.125 mmol/L的 dNTP以及 0.4 μmol/L

的引物。 

中国明对虾 SRAP-PCR 程序: 94℃预变性 5 

min; 前 5个循环程序: 94℃, 1 min; 35℃, 1 min; 

72℃, 1 min。随后 35个循环: 94℃, 1 min; 50℃, 1 

min; 72℃, 1 min。72℃延伸 10 min, 4℃ forever。 

PCR 扩增结束后, 向产物中加入 4 μL Load-

ing Buffer(10 mmol/L EDTA [0.5 mol/L,pH8.0], 
98%甲酰胺, 0.025%溴芬兰, 0.025%二甲苯青)。混

匀后, 取 5 μL PCR产物在 8%非变性聚丙烯酰胺 

 

表 1  SRAP 引物编号及序列 

Tab.1  Number and sequence of SRAP primers 

正向引物 
forward primer 

序列(5′−3′) 
sequence(5′−3′) 

反向引物 
reverse primer 

序列(5′−3′) 
sequence(5′−3′) 

M1 TGAGTCCAAACCGGATA E1 GACTGCGTACGAATTAAT 

M2 TGAGTCCAAACCGGAGC E2 GACTGCGTACGAATTTGC 

M3 TGAGTCCAAACCGGAAT E3 GACTGCGTACGAATTGAC 

M4 TGAGTCCAAACCGGACC E4 GACTGCGTACGAATTTGA 

M5 TGAGTCCAAACCGGAAG E5 GACTGCGTACGAATTAAC 

M6 TGAGTCCAAACCGGTAA E6 GACTGCGTACGAATTGCA 

M7 TGAGTCCAAACCGGTCC E7 GACTGCGTACGAATTCAA 

M8 TGAGTCCAAACCGGTGC E8 GACTGCGTACGAATTCTG 

M9 TGAGTCCAAACCGGTAG E8 GACTGCGTACGAATTCGA 

M10 TGAGTCCAAACCGGTCT E10 GACTGCGTACGAATTCAG 

  E11 GACTGCGTACGAATTCCA 
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凝胶中 800 V预电泳 30 min, 1 000 V恒压电泳 90 

min。待指示剂跑出胶板即停止电泳, 凝胶经 10%

醋酸固定、水洗、银染、显影、定影、阴干后, 采

集图像并记录结果。 

1.5  BSA分池与引物的筛选 

取胁迫试验获得的敏感组和耐受组样本分别

25个, 每个样本取 10 µLDNA溶液混合构成相应

的敏感池和耐受池。以 110 对 SRAP 引物分别对

两个 DNA 池进行 PCR 扩增, 根据 BSA 池(bulk 

segregate analysis gene pool)是否出现差异条带, 

筛选合适引物以进行群体扩增分析。 

1.6  中国明对虾个体的 SRAP-PCR扩增 

根据 BSA 池 DNA 的 SRAP-PCR 扩增情况, 

初步筛选出在两个 DNA 池扩增出现差异基因片

段的 SRAP 引物, 按照建立的中国明对虾 SRAP

反应体系与程序对敏感组和耐受组分别 30 个实

验样本进行扩增, 筛选扩增产生的特异条带。 

1.7  特异片段的回收、克隆与测序鉴定 

聚丙烯酰胺凝胶电泳后对在敏感组和耐受组

中出现差异的条带利用 OMEGA胶回收试剂盒回

收。对回收的特异条带 DNA 利用相应引物进行

SRAP-PCR 扩增, 琼脂糖凝胶电泳检测后, 利用

TIANgen 琼脂糖凝胶回收试剂盒回收目的条带。

回收 DNA 连接于 pMD-18T 载体上后, 转化于大

肠杆菌 TOP10 感受态细胞, 培养于 LB 培养基, 

挑取阳性克隆培养 , 培养的菌液用于提取质粒 , 

检测后利用相应 SRAP 引物扩增, 符合目的片段

大小的菌液样品应用限制性内切酶 EcolⅠ和 SalⅠ

进一步确定目的片段准确的连接转化, 保种后送

华大基因测序。对测序结果进行 Blast同源性检测。 

2  结果与分析 

2.1  基因组 DNA提取 

共提取中国明对虾敏感组和耐受组个体各 60

个 DNA样本, 2%琼脂糖凝胶电泳检测发现 DNA

质量较好, 满足本实验要求。 

2.2  BSA分池的 SRAP-PCR扩增 

据方法所述, 分别构建了高氨氮和高 pH 胁

迫后的耐受池和敏感池。用 110 对 SRAP 引物对

耐受池和敏感池进行 PCR 扩增, PCR 产物经 8%

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳, 银染后统计结果见

图 1。 

 

 
 

图 1  部分 SRAP引物的 BSA分析扩增图 

M: 100 bp DNA Marker; S: 敏感池; T: 耐受池; 箭头所示特

异条带 M后每一组 S、T为 1对引物扩增结果. 

Fig.1  Banding patterns of BSA analysis via some SRAP 
primers 

M: 100 bp DNA Marker; S: Sensitive DNA pool; T: Tolerant 
DNA pool; Arrow showed special SRAP band each group of S, 

T band as BSA analysis of one SRAP primer combination. 

 
通过 110对引物的筛选, 其中有 77对引物在

氨氮敏感组和耐受组, 102对引物在 pH敏感组和

耐受组中出现差异条带, 或者在产物量上存在不

同量的特异条带。条带大小自 100~1 500 bp不等, 

主要在 1 000 bp大小内。 

2.3  SRAP引物在敏感组和耐受组的群体扩增 

据BSA分池扩增结果获得的出现特异条带的

SRAP 引物, 对耐受组和敏感组样品每个个体样

本进行群体分析(图 2)。77 对引物在氨氮敏感和

耐受组中共产生 1 155 个位点, 扩增条带大小自

100~1 500 bp不等, 但多集中在 1 000 bp内。共获

得 6 个可能与高氨氮耐性相关的片段, 占标记总

数的 0.52%, 其中正相关片段(特定序列片段仅在

耐受组中出现, 在敏感组中不出现, 即视为与抗
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逆正相关; 反之, 为负相关)5 个, 负相关片段 1

个。102 对引物在 pH 敏感和耐受组共产生 1 530

个位点, 其中 7个为可能与高 pH耐性相关的核苷

酸片段, 占标记总数的 0.45%, 其中耐受性正相

关片段 5个, 负相关片段 2个。 

2.4  特异条带回收、克隆及测序 

将特异条带回收, 经相应 SRAP 引物扩增回

收的模板 DNA 连接转化, 培养, 提取质粒, 酶切

确定目的片段(图 3)后测序。抗高氨氮性状相关

特异分子标记测序后, 获得序列长度在 166~571 

bp 间, 与预期片段大小基本一致。各序列已提交

至 GenBank, 接受号自 GU570681 至 GU570686 

(表 2)。抗高 pH性状相关特异分子标记测序获得

序列长度在 104~1 093 bp间, 各序列 GenBank接

受号自 GU570687 至 GU570693(表 2)。经 NCBI

在线 BLAST比对发现获得的氨氮或 pH特异片段

序列与数据库中序列相似性均较低 (一般小于

15%), 未找到同源性较高的功能基因组。 

3  讨论  

Michelmore[15]提出了群体分析法(BSA)用于

快速筛选与特定基因或者染色体区域连锁的分子

标记。一般寻找与某一性状相连锁的分子标记的

方法通常是分子标记技术结合 BSA 法或近等位

基因系分析法。但由于中国明对虾的一年生生物

学特性, 无法进行回交, 并且目前构建的中国明

对虾连锁图谱的精密度和饱和度还不够高, 因此

利用 BSA 法是获得与目标性状连锁的分子标记

的快捷途径[16]。 

SRAP 标记技术自提出后已在植物研究领域

获得广泛应用 ,  融合传统分子标记技术 (如

RAPD、AFLP 等)优点表现出简便、稳定、产率

高、信息量丰富等技术特点, 但目前该技术在水

产动物相关研究中应用甚少。笔者经优化建立了

中国明对虾 SRAP 技术体系, 并在遗传结构分析

中获得应用性验证(另文发表), 结果显示 SRAP

标记技术是进行中国明对虾遗传分析研究的优良 

 

 
 

图 2  SRAP引物(M2E4, M5E4)扩增获得特异条带(箭头所示) 

M: 100 bp DNA Marker; S: 敏感组; T: 耐受组; 箭头所示特异条带. 

Fig.2  Some special bands amplified by SRAP primers(M2E4, M5E4) 
M: 100 bp DNA Ladder Marker; S: Sensitive group; T: Tolerant group; Arrows showed special SRAP markers. 
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图 3  部分特异片段质粒 DNA酶切结果检测 

自左到右(每 4泳道为同一片段)依次为: M10E7-1, M6E6-1, 

M6E6-2; 中间M为 100 bp DNA Marker; 箭头所示为酶切出 

的目的片段. 

Fig.3  Some restriction enzyme digestion of special plasmid 
DNA 

From left to right (each 4 lanes from the same fragment) were 
M10E7-1, M6E6-1, M6E6-2; the middle was 100 bp DNA 
Marker; the arrows mean the target fragment via restriction 

enzyme digestion. 
 
表 2  中国明对虾抗逆性状相关特异标记的克隆与测序 
Tab.2  Cloning and sequencing for some special markers 

related to tolerance trait in F. chinensis 

序号 
no. 

引物组合 
primer  

combination 

GenBank序列号 
GenBank  

accessing no. 

片段大小/bp 
fragment  

length 

1 M8E3 GU570681 166 

2 M2E4-3 GU570682 571 

3 M2E4-4 GU570683 480 

4 M6E6-1 GU570684 418 

5 M6E6-2 GU570685 243 

6 M10E7-2 GU570686 198 

7 M6E2 GU570687 327 

8 M7E9-2 GU570688 104 

9 M1E10 GU570689 1093 

10 M2E2-2 GU570690 377 

11 M2E4 GU570691 480 

12 M4E8 GU570692 381 

13 M2E1 GU570693 269 

 
工具。本研究将 SRAP技术与 BSA法相结合, 依

据标记在敏感组和耐受组中出现的频率及变化规

律, 共筛选出 6 个与抗高氨氮性状相关的特异性

遗传标记, 占总位点数的 0.52%, 标记大小在 166 

~571 bp之间; 7个与抗高 pH性状相关标记, 占总

位点数的 0.45%, 标记大小自 104 bp至 1 093 bp。

不足 1%的特异标记频率发生改变也说明,本研究

进行抗高氨氮和抗高 pH 群体选育的潜力还很大, 

可为进一步地选育研究提供丰富的材料。 

研究表明[17], 氨氮胁迫影响对虾免疫相关基

因的表达。细角滨对虾暴露于氨氮溶液后, 酚氧

化酶原和细胞黏附蛋白的转录编码量下降了

50%~60%。SRAP 的鲜明特点之一是依靠特定设

计的引物结合基因组开放阅读框进行 PCR扩增。

本研究利用 SRAP 对获得特异条带序列进行分析

证实了该理论, 发现每条序列中至少含有 1 个开

放阅读框, 多者可达 3~4 个。理论上开放阅读框

中是外显子区域, 包含大量功能基因, 但本研究

筛选出的共 13个特异性遗传标记经 BLAST比对

后未发现与之相似性很高的功能基因组, 基本上

相似性都低于 15%, 这一结果与利用 RAPD 和

AFLP 技术筛选中国明对虾生长性状和抗病标记

研究中结论类似[18-21]。未发现相似性高的功能基

因可能有以下几方面原因: 首先, 因为抗高氨氮

和高 pH 功能由数量性状遗传位点控制, 即由许

多小的有效基因进行控制, 而目前关于氨氮和 pH

的研究主要集中在毒性和免疫等影响方面, 对于

抗逆性相关基因研究报道很少; 其次是目前对中

国明对虾基因组的功能基因尚未完全清楚, 研究

中获得的 SRAP 标记所对应功能基因可能未被认

识。对于已找到的特异性分子标记进行 BLAST

分析时虽未发现与其同源性较高的功能基因, 但

可推测其与高氨氮或高 pH耐受性状实密切相关。

由于抗逆机理的复杂性, 抗逆反应中的许多细节

尚不清楚, 亟需更深入的研究和探索; 最后, 所

获得序列片段长度在 600 bp内, 而在 NCBI所比

对的已知基因序列长度为上万甚至十万级, 所以

会出现相似性低的现象。实验室正在对获得的

SRAP 序列片段进行大规模群体相关性验证研究, 

确定合适稳定的序列特征性片段扩增区域

(sequence characterized amplified region, SCAR)遗

传标记, 同时尽快利用共显性分子标记技术建立

高密度、兼容性好的遗传连锁图谱, 将获得的性

状相关标记定位于连锁图谱, 为分子标记辅助育
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种奠定坚实基础。 

与传统育种方法相比, 分子标记辅助育种具

有缩短育种周期、提高育种效率以及受环境影响

小等明显优势。本研究获得的 SRAP 分子标记可

为选育适应力更强、适应范围更广的中国明对虾

新品系提供技术支持和理论参考, 对于加速中国

明对虾的分子标记辅助育种进程具有基础推动作

用。植物在逆境(干旱、盐碱、低温、病害等)胁

迫下的生理变化和抗逆反应研究已基本清楚 [22], 

且随着分子生物学的发展, 人们已从基因组成、

表达调控和转录表达等方面进行了抗逆机理的研

究, 已经克隆出一些抗逆相关基因[23]。而这些都是

中国明对虾乃至动物关于抗逆研究的方向和重点。 
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Sequence-related amplified polymorphism markers related to stress 
resistance traits in “Huanghai No.1” Fenneropenaeus chinensis  
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Abstract: The sequence-related amplified polymorphism (SRAP) molecular marker technique and BSA were used 
to investigate molecular markers related to stress resistance traits in Fenneropenaeus chinensis. The markers, 
which were based on differences between sensitive and tolerant samples, will be used to provide information and 
tools for the protection of the F. chinensis germplasm resource and for molecular marker-assisted breeding. We 
used 110 SRAP primers to screen for molecular markers. We selected 77 and 102 SRAP primers to screen ammo-
nia nitrogen and pH-BSA gene pools, respectively. According to the frequency and pattern of bands in the samples, 
six markers associated with resistance to high ammonia nitrogen were selected; one from sensitive samples and 
five from tolerant samples. These markers ranged in length from 166 to 571 bp. Similarly, seven markers associ-
ated with resistance to high pH were selected; two from sensitive samples and five from tolerant samples. These 
13 genetic markers were cloned into the pMD-18T vector, transformed into Escherichia coli TOP10, and se-
quenced. The sequence data has been submitted to GenBank under the accession numbers GU570681–GU570693. 
Sequence and BLAST analyses showed that there was low similarity (<15%) between the markers and known 
functional genes, indicating that these markers are tightly linked to stress resistant traits but are not functional 
genes. Further research has been carried out to validate these results. These markers can be used to screen for 
stress resistance traits in F. chinensis, and provide a valuable tool for marker-assisted selection breeding. 
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