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摘要: 利用自主开发的微卫星标记对中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)进行微卫星多重 PCR 体系构建, 最终成功建立

4 组多重体系, 每组体系包含 4 个微卫星位点, 并成功应用于 3 个家系的亲子鉴定中。结果显示: (1)本研究筛选的

16 个微卫星标记, 平均观测杂合度为 0.8206, 平均期望杂合度为 0.8164, 平均多态信息含量为 0.7927, 具有丰富的

多态性; (2)运用 Cervus 3.0 软件对已知系谱信息的 3 个中华绒螯蟹家系共 95 个子代个体进行亲子鉴定分析, 结果

显示, 选用任意两组微卫星多重 PCR 体系时, 累积实际正确鉴定率均超过 94.74%; 使用任意三组微卫星多重 PCR

体系时, 累积实际正确鉴定率均大于 98.95%; 使用四组微卫星多重 PCR 体系时, 累积实际正确鉴定率达到 100%。

并且当选用组合 1、2 和组合 3, 或者选用组合 1、3 和组合 4 时, 对 3 个家系的累积正确鉴定率达到了 100%, 因

此选用这些组合不但可以获得准确的系谱信息, 还能减少工作量, 降低成本。本研究构建的微卫星多重 PCR 体系

能为中华绒螯蟹的种群选育和家系管理提供便捷、高效的途径。 
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中华绒螯蟹(Eriocheir sinensis)又称河蟹(以

下简称河蟹)、大闸蟹、毛蟹, 营养价值高, 是中

国久负盛名的美食 , 也是重要的淡水养殖种类 , 

主要养殖于长江、黄河、辽河水系, 2015 年全国

中华绒螯蟹养殖总产量约 82.4 万 t, 占淡水养殖

甲壳类产量的 30.60%, 具有极其重要的地位[1]。

由于多年来中华绒螯蟹养殖群体的近亲繁殖、采

用小规格亲本人工育苗等原因, 导致中华绒螯蟹

群体种质严重退化, 养殖性能下降 [2], 因此迫切

的需要对不同水系的中华绒螯蟹进行种质资源的

保护和良种选育, 而良种选育很重要的一个环节

是进行家系选育。通过构建大规模家系, 能够准

确地了解系谱信息, 对亲本进行有效的筛选[3], 这

既能避免近亲繁殖, 又能不断地进行优良性状的

遗传改良, 缩短育种时间, 提高中华绒螯蟹产量。 

为了保证精确的家系信息, 以往的家系主要

靠分池饲养, 但是大规模的家系分池饲养使得基

础设施投入加大, 管理强度增加, 造成资源的大

量消耗。如果进行家系同池混养不但可以解决这

个问题, 而且可以避免其他环境因素干扰, 减少

因环境差异而引起的遗传参数的估计偏差[4], 但

是最终需要对同池混养的家系进行亲缘关系鉴

定。传统上, 水产动物同池混养家系的鉴定方法

是进行电子标记区分, 但是中华绒螯蟹具有褪壳

的生物学特性, 需要成熟的植入技术以及被标记

的中华绒螯蟹个体规格足够大, 否则电子标记容
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易脱落且死亡率高, 所以电子标记技术用于中华

绒螯蟹家系的应用有待开发。而 DNA 分子标记

技术具有多态性高、共显性遗传、分布广、检测

手段简单快速、重复性好等优点[5], 因此常被应用

于水生动物的品种检测、基因定位、资源评价、

物种亲缘关系分析等方面, 具有广阔的应用前景, 

其中微卫星(microsatellites)又称简单序列重复(simple 

sequence repeats, SSR), 是重要的分子标记之一。

微卫星标记广泛分布于真核生物基因组中, 因为

其种类多、分布广, 具有高度的变异性、多态性、

共显性、遵循孟德尔遗传定律等优点, 在水产动

物的分子标记辅助育种和家系系谱分析等方面得

到广泛的应用[6-8]。 

微卫星多重 PCR(multiplex PCR)是指在同一

个反应中同时扩增两个或多个位点的聚合酶链式

反应[9]。相比于微卫星单独的 PCR 扩增, 多重

PCR 具有省时高效、经济节约的优点, 无论是在

人类医学还是在动植物研究中均有成熟的应

用[10-12], 特别是对于水产动物基于大样本的亲子

鉴定和遗传多样性评估时, 能减少人工操作失误, 

减少模板的使用, 提供快捷、高效、廉价的方法[13], 

在三疣梭子蟹(Portunus trituberculatus) [14-15]、美

洲牡蛎(Crassostrea virginica Gmelin)[16]、斑节对

虾(Penaeus monodon)[17]和中国对虾(Fenneropenaeus 

chinense)[18]等水产动物中, 均有微卫星多重 PCR

的研究报道。但是, 目前对于中华绒螯蟹的微卫

星研究, 主要集中于微卫星标记开发[19-20]、群体

遗传多样性评估[21-22]和 QTL 图谱定位[23]等方面, 

还未见有关中华绒螯蟹微卫星标记多重PCR体系

建立和家系亲子鉴定的相关报道, 这不利于大规

模中华绒螯蟹育种的进程。鉴于此, 本研究首次

建立了中华绒螯蟹的微卫星多重 PCR 体系, 并成

功将其应用于中华绒螯蟹家系的亲子鉴定中, 大

大提高了分析效率, 为中华绒螯蟹的种群体选育

和家系管理提供一种便捷、高效的技术方法, 促

进了中华绒螯蟹产业的健康发展。 

1  材料方法 

1.1  样本采集 

实验所用中华绒螯蟹来源于上海海洋大学基

地构建的系谱图已知的 2014 年家系, 选取其中 3

个养殖家系(辽河家系、长江家系、黄河家系)共

95 个子代体, 以及 3 个家系所对应的亲本。此外, 

选取 20 个 2015 年中华绒螯蟹养殖群体个体, 用

于微卫星标记多态性的筛选以及多重 PCR体系的

构建。所有个体均取其胸肢肌肉组织, 用 95%乙

醇固定 24 h 后−20℃冻存。 

1.2  DNA 提取 

将上述肌肉固定样品参照刘皓等[24]优化的酚- 

氯仿法抽提基因组 DNA, 采用 1%的琼脂糖凝胶

电泳检测提取 DNA 的完整性, 核酸蛋白检测仪

检测 DNA 浓度和质量, 将合格的 DNA 用 ddH2O

稀释至 50 ng/µL, −40℃保存备用。 

1.3  微卫星多重 PCR 引物的筛选以及体系优化 

从本实验室自主开发的微卫星标记中选取多

态性好的位点, 合成引物时用荧光基团 FAM或者

HEX 修饰上游引物的 5′端(表 1)。将每对引物的

片段大小、退火温度、引物的荧光标记等信息据

输入 Multiplex Manager1.0 软件[25]进行模拟, 检

测组合反应体系中的引物是否会产生错配、引物

二聚体和发卡结构等 , 模拟出几组最优的多重

PCR 引物组合。 

将模拟出的几组多重 PCR 引物分别进行反应

体系构建及优化, 使用的 DNA 模板为 2015 年群

体养殖中华绒螯蟹的 20 个个体的基因组 DNA。初

始的 PCR 反应体系为: PCR 反应总体积为 12.5 µL, 

其中包括 DNA 模板 1 µL(约 50 ng), Premix 

2×Taq(生工生物工程股份有限公司, 上海) 6.25 µL, 

正反向引物各 0.35 µL(引物浓度为 10 pmol/µL)(引

物由上海迈浦生物科技有限公司合成), ddH2O 补

充体积至 12.5 µL, 避光冰浴操作。PCR 扩增采用

反应程序: 94℃预变性 3 min; 94℃变性 1 min, 

55℃退火 1 min, 72℃延伸 1 min, 循环 35 次; 再

72℃延伸 10 min, 最终 16℃保存。每次反应后, 将

产物送上海迈浦生物科技有限公司进行 STR 测序

分析(毛细管电泳检测 ABI3730XL 全自动 DNA 测

序仪)。根据测序结果的峰值图进行每个引物反应

量的调整, 每次调整 0.05 µL 量, 直至多重 PCR

反应体系各引物的扩增效率基本一致。最终将优

化好的微卫星多重 PCR 组合用于 3 个中华绒螯蟹

家系的亲子鉴定。 
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表 1  中华绒螯蟹 4 组微卫星多重 PCR 的特性 
Tab. 1  Characteristics of the four set multiplex PCR panels of microsatellites in Eriocheir sinensis 

多重 PCR 

组合 
multiplex PCR 

位点 

loci 

引物序列及荧光标记(5′−3′) 

primer sequences (5′−3′) 

重复区
repeat 
motif

退火温度/℃
annealing 

temperature

扩增片段 

大小/bp 
allele range 

引物浓度/ 

(µmol/L) 

登录号 
(GenBank 

accession no)

组合 1 CHES005 F: AGTTTTCTGTGTACGGATTTGAFAM (CGA)5 57 122~137 0.24 KY798550 

(Set 1)  R: GTAAGAAAGGATGAGGAAACGA      

 CHES208 F: ACTGGAAGAGTTCGAAGAAGAGFAM (GAG)5 57 316~340 0.24 KY798565 

  R: TCATAGTCCTCAGAATCACTGC      

 CHES475 F: CAGCTCCACACTAGAACCCTHEX (GGT)7 57 416~425 0.24 KY798587 

  R: TTATAAGGCGGAAAAATTAAGC      

 CHES241 F: AAGTCAAGTCTTACGTCCTGGTFAM (AAC)6 56 463~562 0.24 KY798571 

  R: CTCTCCGCAGTAGGTTGAG      

组合 2 CHES045 F: GTACTTGCCGTCCTTCTCTGTHEX (TTAT)5 58 105~121 0.16 KY798562 

(Set 2)  R: GTGTATGGGTGTAATGAAGGTG      

 CHES034 F: ACTGACCTGAATTGACCCAAFAM (GCA)7 56 130~157 0.16 KY798559 

  R: CAACAGTAGTGTTTGTGGAGTG      

 CHES203 F: CCTAAATAGCCCCATAAAACACFAM (GAA)5 57 209~218 0.16 KY798564 

  R: CAGAGATCACATGTTTTGTTGTT      

 CHES322 F: TCATTACTCTTTCCCTTCCAGTFAM (CTAT)5 57 279~306 0.36 KY798577 

  R: ACCTTTTGTGGTTGTTCTTCTT      

组合 3 CHES339 F: AAGAACAGCAAACAACACAAACFAM (ACC)8 57 239~305 0.24 KY798580 

(Set 3)  R: CTTTTATTACAACCAATGCCAA      

 CHES320 F: TGTGTATTTAAGGGTTGCTCTGFAM (CCT)5 57 355~364 0.24 KY798576 

  R: TCTATCCTTCTGTTGACCAATG      

 CHES456 F: GCAGACATTGAGTGGGTAAACFAM (GGT)6 57 426~447 0.24 KY798583 

  R: GAACCCATTACCTATTTATCGC      

 CHES465 F: TGAGATGATGGTTATGTCGTTCHEX (AGG)6 58 432~453 0.24 KY798585 

  R: AGATCGAGCTGACTCATAGAGG      

组合 4 CHES042 F: GGAAAAACAAGAGAAGAACAGGFAM (CCA)6 56 98~125 0.24 KY798561 

(Set 4)  R: CGTCAAGTATACGTCACAACC      

 CHES019 F: TGTCTGAATTTCACTCCACATTHEX (CTC)6 58 112~118 0.16 KY798554 

  R: CGCCTGGATGGAAGAAGA      

 CHES211 F: AGACCGATATGAGCCTAGAAAGFAM (CCA)5 57 187~208 0.24 KY798566 

  R: AGAAACAGCTATAGGTCGTGGT      

 CHES345 F: TAATGAAGACCAGCATTGTTTGFAM (CAC)10 57 310~349 0.36 KY798582 

  R: TGATGGTGATGTTCGTGC      

注: 合成引物时用荧光基团 FAM 或者 HEX 修饰上游引物的 5′端, FAM 标记的基因扫描图峰为蓝色, HEX 标记的基因扫描图峰为绿色. 
Note: The 5′ ends of the upstream primers were modified with the fluorescent group FAM or HEX; The color of the FAM-labeled in gene scan 
was blue, and the color of the HEX-labeled gene scan was green. 

 
1.4  数据统计分析 

采用 Gene Mapper4.0 软件读取等位基因数

据; 用 POPGEN 3.2 软件分析等位基因数(Na)、有

效等位基因数(Ne)、期望杂合度(He)、观测杂合度

(Ho)、香农信息指数(I); 采用 PIC_CALC 0.6 软件

分析多态信息含量(PIC); 利用 Cervus 3.0 软件对



328 中国水产科学 第 25 卷 

基因型数据进行亲权分析。 

2  结果与分析 

2.1  微卫星多重 PCR 构建 

以 2015 年中华绒螯蟹养殖群体的 20 个个体

的 DNA 为模板, 从 150 个微卫星位点中筛选 40

个多态性最好的位点, 将这 40 个多态性位点用

Multiplex Manager 1.0 软件模拟组合, 成功模拟

组合出 10 组微卫星多重 PCR 体系。再将这 10 组

多重 PCR 体系分别进行实验, 根据扩增效率分别

调整引物浓度, 最终确立 4 组四重 PCR 体系, 如

表 1 所示。部分中华绒螯蟹个体的微卫星多重

PCR 等位基因峰值图如图 1 所示。从图 1 可看出, 

4 组多重 PCR 体系的位点均有较好的扩增效率,  
 

 
 

图 1  部分中华绒螯蟹个体四组多重 PCR 的基因扫描图 

Fig. 1  Part of gene scan results of four sets multiplex PCR in Eriocheir sinensis 
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并且能清晰地辨别出各位点的等位基因峰值。 

2.2  微卫星多重 PCR 在家系亲子鉴定中的应用 

16 个微卫星位点在 3 个家系中的遗传参数如

表 2 所示。等位基因数(Na)从 5 至 14, 平均等位

基因数为 9.875; 有效等位基因数(Ne)从 4.0886 到

8.3095, 平均有效等位基因数为 5.6542; 观测杂

合度 (Ho)和期望杂合度 (He)范围分别为 0.297~ 

0.9697和0.7592~0.8841, 平均观测杂合度为0.8206, 

平均期望杂合度为 0.8164; 香农信息指数 (I)为

1.5217~2.2378, 平均香农信息指数为 1.8650; 多

态信息含量(PIC)范围为 0.7198~0.8686, 平均多

态信息含量为 0.7927, 各位点均为高度多态性

(PIC>0.5)。 

中华绒螯蟹 3 个家系的遗传多样性参数见表 3, 

长江家系的平均等位基因数(Na)最高, 但平均期望杂

合度(He)和观测杂合度(Ho)稍低于其他两个家系; 香

农信息指数(I)体现的群体遗传多样性为辽河家系>

黄河家系>长江家系, 但是差异均不显著(P>0.05)。 

 
表 2  微卫星位点在中华绒螯蟹 3 个家系中的遗传参数 

Tab. 2  Genetic parameters of the microsatellite loci in three families of Eriocheir sinensis 

locus Na Ne Ho He I PIC 

CHES005 10 5.3172 0.802 0.816 1.9150 0.7912 

CHES028 5 4.2798 0.297 0.7702 1.5217 0.7279 

CHES475 6 4.3697 0.4554 0.775 1.5738 0.7330 

CHES241 12 4.8507 0.4059 0.7978 1.7948 0.7637 

CHES045 15 6.1619 0.8416 0.8419 2.0278 0.8182 

CHES034 11 6.0165 0.703 0.8379 1.9649 0.8179 

CHES203 9 4.0886 0.8218 0.7592 1.5968 0.7198 

CHES322 11 7.1384 0.7576 0.8643 2.0908 0.8472 

CHES339 9 6.2891 0.7624 0.8452 1.9146 0.8204 

CHES320 8 5.4372 0.701 0.8203 1.8293 0.7924 

CHES456 12 5.9709 0.9368 0.8369 2.0055 0.8132 

CHES465 8 5.7062 0.4574 0.8292 1.8303 0.8012 

CHES042 12 6.8879 0.7525 0.8591 2.1014 0.8394 

CHES019 7 4.5744 0.5644 0.7853 1.6317 0.7477 

CHES211 9 5.0701 0.8812 0.8068 1.8039 0.7814 

CHES345 14 8.3095 0.9697 0.8841 2.2378 0.8686 

平均 mean 9.875 5.6542 0.8206 0.8164 1.8650 0.7927 

注: locus－位点; Na－等位基因数; Ne－有效等位基因数; Ho－观测杂合度; He－期望杂合度; I－香农信息指数; PIC－多态信息含量. 

Note: Na－number of alleles; Ne－number of effective allele; Ho－observed heterozygosity; He－expected heterozygosity; I－Shannon Wie-

ner index; PIC－polymorphism information content. 

 
表 3  中华绒螯蟹 3 个家系的遗传多样性 

Tab. 3  Genetic diversity statistics of Eriocheir sinensis for the three families 

家系 family Na Ne Ho He I 

LF 4.5625 2.6556 0.7385 0.6146 1.097 

YF 4.875 2.4863 0.6042 0.5236 0.9675 

HF 3.875 2.6412 0.7416 0.6024 1.0400 

注: LF－辽河家系; YF－长江家系; HF－黄河家系. Na－等位基因数; Ne－有效等位基因数; Ho－观测杂合度; He－期望杂合度; I－香农

信息指数. 

Note: LF－The families of Liaohe; YF－The families of Yangtze Rive; HF－The families of Yellow Rive. Na－number of alleles; Ne－

number of effective allele; Ho－observed heterozygosity; He－expected heterozygosity; I－Shannon Wiener index. 
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通过 Cervus 3.0 软件进行中华绒螯蟹 3 个家

系亲子鉴定, 置信区间均设置为 95%。四组微卫

星多重 PCR 体系分别用于家系亲子鉴定, 结果如

表 4 所示。仅已知母本基因型时, 四组体系的亲

子鉴定正确率分别从 73.68%至 96.84%; 仅已知

父本基因型时 , 四组体系的亲子鉴定正确率从

74.74%至 86.32%; 当双亲基因型均已知时, 四组

体系的鉴定正确率从 69.47%至 85.26%。如图 2

所示, 若双亲基因型均已知, 模拟的亲子鉴定正

确率均高于实际的正确鉴定率, 并且可以看出四

组微卫星多重 PCR 体系中组合 1 和组合 4 的鉴定

效果最好。同时从表 4 也可以看出, 将四组多重

PCR 体系累积进行家系亲子鉴定, 使用两组多重

PCR 体系时, 亲子鉴定正确率超过 94.74%; 使用

三组微卫星多重 PCR 体系时, 亲子鉴定正确率超

过 98.95%, 同时使用四组微卫星多重 PCR鉴定时, 

正确鉴定率达 100%。图 3 所示, 根据单组多重

PCR 的鉴定成功率由高到低组合进行累积鉴定时, 

可以看出使用 3 组多重 PCR 累积鉴定率可以达到

100%。 

 
表 4  中华绒螯蟹不同组合位点实际的正确鉴定率 

Tab. 4  The real success assignment rate of different multiplex PCR in Eriocheir sinensis 

已知母本基因 
known mother genotype 

已知父本基因型 
known father genotype 

已知双亲基因型 
known parents genotype 组合 

set 正确数 
correct number 

鉴定率/% 
assignment rate 

正确数 
correct number 

鉴定率/% 
assignment rate

正确数 
correct number 

鉴定率/% 
assignment rate 

1 92 96.84 75 78.95 81 85.26 

2 70 73.68 71 74.74 66 69.47 

3 76 80.00 71 74.74 79 83.16 

4 77 81.05 82 86.32 81 85.26 

1+2 94 98.95 95 100.00 94 98.95 

1+3 90 94.74 85 89.47 92 96.84 

1+4 88 92.63 85 89.47 93 97.89 

2+3 95 100.00 95 100.00 94 98.95 

2+4 88 92.63 86 90.53 90 94.74 

3+4 87 91.58 84 88.42 90 94.74 

1+2+3 95 100.00 95 100.00 94 98.95 

1+2+4 95 100.00 95 100.00 95 100.00 

2+3+4 95 100.00 95 100.00 94 98.95 

1+3+4 95 100.00 95 100.00 95 100.00 

1+2+3+4 95 100.00 95 100.00 95 1.00 

 

 
 

图 2  中华绒螯蟹四组微卫星多重 PCR 

体系实际和模拟正确鉴定率 
Fig. 2  The real success assignment rate and simulation 

success assignment rate of four set multiplex PCR 

3  讨论 

3.1  微卫星多重 PCR 体系的构建 

在大量样本分析时, 构建微卫星多重 PCR 体

系能够极大地减少基因分型的费用和实验操作的

工作量, 虽然前期工作量比较大, 但多重体系技

术一旦建立, 后期的工作效率可以提高数倍。但

是微卫星多重 PCR 体系的构建并非简单的 PCR

组合累加, 而是需要保证在同一反应体系中不同

的引物均能高效地特异性扩增, 需要根据目标产

物, 进行全面的分析和反复实验, 因此关键技术在于

反应引物的组合和条件优化, 技术难度较大[26]。 
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图 3  已知中华绒螯蟹双亲基因型时 

的实际累积鉴定正确率 

根据单组微卫星多重 PCR 的成功鉴定率 

由高到低添加多重组合. 
Fig. 3  The real cumulative success assignment rate of  

parents genotypes of known Eriocheir sinensis 
According to the success assignment rate of a single set  

of microsatellite multiple PCR, adding multiple  
combination from high to low. 

 
研究表明, 多重 PCR 体系能否成功构建与引物的

退火温度、片段大小、引物的相对浓度等相关[27]。

本研究中, 所用微卫星位点均为实验室自主开发

的中华绒螯蟹微卫星位点, 并且挑选其中退火温

度接近 55 ℃的位点, 减少退火温度对扩增的影

响, 最终将扩增效率好、多态性高的位点用于多

重组合。微卫星多重 PCR 体系要求同种荧光标记

引物之间的片段大小不能重叠 , 以免相互干扰 , 

造成等位基因位点读取误差。本研究中同一体系

的相近引物片段间隔均大于 50 bp, 并且采用两

种不同的荧光标记(FAM 和 HEX 基团)加以区分, 

结合毛细管电泳检分型, 相比传统的非变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳, 能够获得更加丰富和准确的等

位基因数据[28]。对于实验中引物相对浓度的控制, 

为了避免形成引物二聚体, 并且使各引物均有较

好的扩增效率, 我们先用 Multiplex Manager 1.0

软件进行模拟, 挑选干扰较小的引物组合, 反复

进行 PCR 扩增, 再根据 PCR 产物分型的结果分别

进行引物浓度的调整, 最终获得 4 组四重 PCR, 

类似的方法在先前三角帆蚌(Hyriopsis cumingii)[29]

和凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)[30]的微卫星

多重 PCR 研究中均有报道, 具有可行性。                              

3.2  微卫星多重 PCR 在虾蟹遗传育种中的应用 

微卫星标记常被用于中华绒螯蟹遗传多样性

评估, 如对不同的地理种群、野生和养殖群体间、

奇偶年中华绒螯蟹的评估等[21, 31-32]。从表 2 可以

看出, 本研究选用的 16 个微卫星标记在 3 个养殖

家系中的平均观测杂合度(Ho)为 0.8206, 平均期

望杂合度(He)为 0.8164, 高于许志强等[33]对 4 个

天然群体中华绒螯蟹遗传特征分析的平均期望杂

合度(He) 0.7411, 同样也高于唐刘秀等[34]对 3 个

中华绒螯蟹育种基础群体遗传特征微卫星分析报

道中的平均期望杂合度和平均观测杂合度。同时

本研究结果显示 , 平均多态信息含量为 0.7927, 

各位点的 PIC 值均大于 0.5, 因此选用的微卫星标

记具有高度多态性、丰富性, 显示出了较高的遗

传多样性水平 , 符合中华绒螯蟹的亲子鉴定要

求。研究表明经过连续多代选育的家系容易出现

杂合度降低, 遗传多样性下降的现象[35]。从表 3

可以看出, 经过多代的繁殖后, 3 个家系的期望杂

合度和观测杂合度略低于本课题组先前对中华绒

螯蟹 2015 年养殖群体的 60 个个体遗传多样性评

估的平均观测杂合度 0.7500, 平均期望杂合度

0.8925[36], 虽然 3 个家系的遗传多样性有所下降, 

但依然保持一个较高值, 这可能与这些家系没有

经过高强度的人工选育有关, 也说明课题组选育

的中华绒螯蟹群体遗传多样性处于合理水平。 

亲权关系分析在品种选育过程中的亲本选

留、系谱信息追踪、家系遗传参数评估以及避免

近交衰退等方面扮演着重要的角色[37]。本研究采

用遗传多样性丰富的 4 组共 16 个微卫星位点对 3

个家系进行亲子鉴定。由图 2 可知, 4 组微卫星多

重 PCR组合模拟的正确鉴定率均高于实际的鉴定

正确率, 这可能与无效等位基因的存在、基因型

统计误差等原因有关[38], 这种现象也出现于黄喉

拟水龟(Mauremys mutica)[39]、太平洋牡蛎(Crassostrea 

gigas)[40]等水产动物的亲子鉴定研究中。由表 3

可以看出, 当使用两组的多重 PCR 组合时(8 个微

卫星位点), 正确鉴定率超过 94.74%; 使用 4 组组

合时(16 个微卫星位点), 能达到 100%的正确鉴定

率。在其他虾蟹研究中, 李东宇等[30]通过构建 4

组凡纳滨对虾微卫星多重 PCR 组合, 对 11 个家

系进行亲子鉴定 ,  模拟和亲权鉴定准确率达到

100%。孔杰等 [41]利用 3 对微卫星引物构建了中

国对虾的三重 PCR 体系, 并结合荧光标记引物的 
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基因扫描技术(genescan)对中国对虾 7个半同胞家

系和 16 个全同胞家系进行识别, 结果能准确定位

到各个家系。于洋[42]开发了凡纳滨对虾 SSR 标记, 

并构建了 2 组微卫星多重 PCR 体系用于 8 个家系

亲子鉴定, 结果显示 194 个子代中的 189 个能够

准确鉴定出对应的亲本 , 平均鉴定准确率达到

98%。研究表明, 微卫星位点的多态性对于亲子鉴

定亲本排除概率的效率有很大的影响, 当达到同

样的鉴定效果时, 所需多态性高的微卫星位点数

量远少于多态性低位点的数量[43], 所以微卫星位

点的筛选至关重要。本研究所选用的微卫星位点, 

多态信息含量(PIC)范围从 0.7198 至 0.8686, 平均

多态信息含量为 0.7927, 均为高度多态性的位点, 

能达到亲子鉴定的要求。由图 3 和表 3 可以看出, 

使用组合1(CHES005、CHES208、CHES475、CHES241)

和组合 2(CHES045、CHES034、CHES203、CHES322), 

或者组合 2 和组合 3(CHES339、CHES320、

CHES456、CHES465)时, 正确鉴定率达到 98.95%; 

选用组合 1、2 和组合 3 时, 或者选用组合 1、3

和组合 4 时, 累积正确鉴定率达到了 100%, 因此

表明在一定程度上, 增加微卫星标记的数量可以

提高家系鉴定的准确率, 但当微卫星标记达到一

定数量后, 鉴定率处于平稳趋势, 即使再增加微

卫星标记的数量也不一定能提高鉴定率, 反而增

加成本和工作量。Lafarga-de la Cruz 等[44]在对杂

交鲍的微卫星亲子鉴定研究中也发现, 最少使用

5~6 个高多态性微卫星位点时依然可以达到 9 个

微卫星标记的亲子鉴定效果。所以, 在中华绒螯

蟹亲子鉴定中, 可以选用多重组合 1、2 和组合 3, 

或者选用组合 1、3 和组合 4 累积进行鉴定, 不但

可以获得准确的系谱信息, 还能减少工作量, 降

低成本。综上所述, 本研究的 4 组微卫星多重 PCR

对于中华绒螯蟹家系的亲子鉴定具有很高的可靠

性、识别性。 

4  结论 

本研究构建的 4 组微卫星多重 PCR 在中华绒

螯蟹家系的亲子鉴定上有较高识别力, 能大大提

高分析效率, 为中华绒螯蟹的遗传多样性评估和

选择育种, 尤其是家系选育提供便捷、高效的方法。 
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Abstract: In order to increase the analysis efficiency of microsatellites in Chinese mitten crab (Eriocheir sinensis), 
we report four highly informative, multiplex PCR panels developed from 16 microsatellite markers. The multiplex 
PCR panels were used to evaluate the genetic diversities and parentage assignment for 95 individuals in 3 families. 
The results showed that the 16 microsatellite markers screened in this study were rich in polymorphism, for ex-
ample the average of observed heterozygosity (Ho) was 0.8206, the average of expected heterozygosity (He) was 
0.8164, and the average of polymorphism information content (PIC) was 0.7927. Cervus 3.0 software was used to 
determine parentage assignment for 95 individuals in 3 families, and the results revealed that the accuracy of par-
entage assignment using any 2 groups of multiplex PCR panels was more than 94.74%. When using any 3 groups 
of multiplex PCR panels, the accuracy of parentage assignment was greater than 98.95%. The accuracy of 
parentage assignment was greater than 100% using all four multiplex assays. Using the combination of set 1, set 2, 
and set 3, or the combination of set 1, set 3, and set 4, the accuracy of parentage assignment also reached 100%, so 
the selection of these combinations of multiplex PCR panels can not only get accurate genealogy information, but 
also reduce workload and costs. Therefore, these multiplex PCR panels can provide a convenient and efficient way 
for breeding and family management of E. sinensi. 
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