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伊犁鲈微卫星位点的筛选及近缘物种通用性
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( ①上海海洋大学水产与生命学院　上海　201306 ; ②新疆水产科研所　乌鲁木齐　830000)

摘要 : 为开发伊犁鲈 ( Perca schrenkii)分子标记用于鲈属鱼类种质资源保护 ,以伊犁鲈为材料 ,应用磁珠

富集法进行了微卫星标记的筛选。从伊犁鲈尾鳍提取总 DNA ,进行酶切、接头连接、PCR 扩增 ,再采用生

物素标记 (CA) 15探针及生物素标记 (TG) 15探针对扩增产物进行杂交富集 ,经再次 PCR 扩增及 T2A 克隆 ,

成功构建了伊犁鲈基因组微卫星富集文库。采用重复序列引物筛选获得阳性克隆 ,随机选取 48 个阳性

克隆进行测序 ,测得序列 46 个 ,其中 38 个克隆含有微卫星序列 ,41 个位点的微卫星重复数在 8 次以上。

根据测得序列设计 17 对微卫星引物 ,均能在伊犁鲈群体中扩增获得目的条带。采用该 17 对引物对河

鲈 ( P. fluviatilis)及黄金鲈 ( P. flavescens)群体样本进行扩增 ,10 对引物具有通用性 ,其中 6 对在河鲈中具

有高度多态性 (PIC > 015) ,5 对在黄金鲈中具有高度多态性。
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Abstract :Microsatellites DNA was isolated and enriched from genome of Perca schrenkii by magnetic beads , and were

also applied to the other two species in the same genus , i. e. P. fluviatilis and P. flavescens , which aimed to get

effective microsatellite primers in the germplasm resources conservation of the species in Perca. Genomic DNA of tail

fin from P. schrenkii was extracted and digested with restriction enzyme. Restriction fragments were ligated with

linkers and amplified with primers. PCR products were enriched by hybridization with biotin2labeled ( CA) 15 and

biotin2labeled (TG) 15 probes. After the selected DNAs amplified , cloned into TΠA vectors and transformed into E.

coli DH5α, the microsatellite2enriched library of P. schrenkii was successfully constructed. 48 random clones were

selected with repeat2sequence primers from the library and were sequenced. As a result , 38 microsatellite sequences

were isolated , and the repeat times of motifs in 41 microsatellite loci were much more than 81 17 pairs of primers were

designed from the microsatellite loci all of which were polymorphism for P. schrenkii . These primers were also

amplified in P. fluviatilis and P. flavescens , among which 10 pairs could be used , 6 pairs in P. flavescens and 5 in

P. flavescens were high polymorphic (PIC > 015) .
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　 　伊 犁 鲈 ( Perca schrenkii ) 属 鲈 形 目

(Perciforms)鲈亚目 ( Percoidei) 鲈科 ( Percidae) 鲈

属 ,其地理分布仅限于中亚巴尔喀什湖及阿拉

湖水系[1 ] ,在我国境内的伊犁河及额敏河有自

然分布[2 ,3 ] 。伊犁鲈个体较大 ,经济价值较高 ,

最大个体全长达 50 cm ,体重达 115 kg
[1 ]

,为当

地水域的主要经济鱼类之一。在 20 世纪 70 年

代前 ,巴尔喀什湖的平均年产量达 56413 t ,占

巴尔喀什湖总产量的 5111 % ,伊犁河流域的年

均产量也达到 18165 t[1 ,2 ] 。因梭鲈 ( Stizostedion

lucioperca)等大型凶猛鱼类引入、水资源过度开

发等导致生态环境恶化 ,70 年代初巴尔喀什湖

水系伊犁鲈的年均产量降到 518 t ,至 80 年代 ,

已基本从当地渔获物中消失[1 ,2 ] 。在国内 ,尽管

伊犁鲈在伊犁河及额敏河水系的水库中有一些

小的群体存在 ,但数量较少。近年来 ,随着水库

养殖业的发展 ,伊犁鲈作为敌害物种被控制或

清除[4 ]
,数量日益减少 ,个体趋于小型化 ,已濒

临灭绝。

至今为止 ,伊犁鲈相关研究仍主要集中在

形态学和生态学水平 ,尚未见分子生物学相关

研究的报道。近年来 ,应用分子标记进行种质

资源保护及群体遗传学研究 ,已成为保护生物

学及群体遗传学的主要发展方向之一。在各类

分子标记中 ,微卫星标记由于其共显性遗传及

重复性好等优点 ,成为应用最广的分子标记之

一。本研究拟采用改良磁珠富集法 ,进行伊犁

鲈微卫星标记开发 ,并对开发的微卫星在同属

的河鲈及黄金鲈中进行通用性检测 ,以期用于

鲈属鱼类种质资源保护及亲缘关系研究。

1 　材料与方法

111 　材料　伊犁鲈采自新疆伊犁河支流霍尔

果斯河流域的 63 团水库 ,河鲈 ( P. f luviatilis)

采自乌伦古河水系的福海水库 ,黄金鲈 ( P.

f lavescens)由上海爱格斯生态科技有限公司提

供 ,来源于美国。活体剪取尾鳍保存于无水乙

醇。

T4 DNA 连接酶及链霉亲和素磁珠购自

Promega 公司 , Mse Ⅰ内切酶购自 NEB 公司 ,

p GEM2T 载体购自 Takara 公司 , 大肠杆菌

( Escherichia coli) DH5α感受态细胞购自天根生

化科技公司 ,实验所用生物素标记探针、接头及

引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。

接头为 :

Oligo2Mse ⅠA : HO5′2TAC TCA GGA CTC

AT23′OH

Oligo2Mse ⅠB : HO5′2GAC GAT GAG TCC

TGA G23′OH

Mse Ⅰ2N 混合组 : 5′2GAT GAG TCC TGA

GTA A(N)23′(N = A , T , C , G)

生物素标记探针 :5′Biotin2(CA) 1523′OH ,5′

Biotin2(TG) 1523′OH

112 　方法 　本研究参照 FIASCO ( fast isolation

by AFLP sequences containing repeats)法[5 ]构建了

伊犁鲈微卫星文库。

11211 　基因组 DNA 的酶切、酶切片段和 Mse Ⅰ

接头的连接 ,连接混合液的预扩增 　总 DNA 提

取参照梁利群等[6 ] 的方法从鳍条中提取 ,DNA

浓度调节至 015μgΠμl。取伊犁鲈基因组 DNA 1

μg , Mse Ⅰ内切酶 37 ℃酶切 3 h ,65 ℃灭活 20

min ; Mse Ⅰ接头的制作 :200μmolΠL 的 Oligo2Mse

ⅠA 和 Oligo2Mse ⅠB 各 50μl 充分混匀 ,96 ℃变

性 8 min ,缓慢冷却至室温 ;酶切片段与 Mse Ⅰ

接头的连接 :215μl Mse Ⅰ接头 (20μmolΠL)与 10

μl 酶切的基因组 DNA 片段用 1μl T4 DNA 连接

酶 (3 UΠμl) ,在 PCR 仪中 16 ℃连接 12 h ,4 ℃连

接 6 h ;连接混合液的预扩增 :用 20μmolΠL Mse

Ⅰ2 N 引物组对 10 倍稀释的连接混合液进行

PCR 预扩增。PCR 预扩增反应体系 : 10 ×PCR

Buffer 2μl ,MgCl2 (25 mmolΠL) 112μl ,dNTP 混合

物 ( 215 mmolΠL ) 116 μl , Mse Ⅰ2N 引物组 ( 20

μmolΠμl) 10μl ,10 倍稀释的连接反应液 5μl , Taq

酶 (215 UΠμl) 014μl。反应条件为 :94 ℃预变性 5

min ;94 ℃变性 1 min ,53 ℃退火 1 min ,72 ℃延伸

1 min ,20 个循环 ;72 ℃延伸 20 min ,4 ℃保温。

11212 　预扩增产物与生物素探针的杂交 　70

μl 杂交缓冲液 ( 6 ×SSC , 011 % SDS) 与 5 μl

Biotin2(CA) 15 生物素探针 (20μmolΠμl ) 及 25μl
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PCR 产物混匀 ,95 ℃变性 15 min ,68 ℃温浴 30

min ,缓慢冷却至室温 ,加入 300μl 的 TEN100 (10

mmolΠL Tris2Cl , 1 mmolΠL EDTA , 100 mmolΠL
NaCl ,pH = 715)溶液 ,混匀后 4 ℃保存备用。

11213 　磁珠杂交和洗脱 　取一管链霉亲和素

磁珠 (016 ml)用 300μl TEN100缓冲液仔细洗涤 3

次 ,每次洗涤使用磁架固定磁珠 , 用 40 μl

TEN100缓冲液重悬磁珠备用。将加有 300 μl

TEN100缓冲液的杂交混合液加入经过预处理的

磁珠中 ,在室温放置 30 min ,不时搅动或吹打 ,

避免磁珠沉淀。磁珠吸附完毕后 ,用磁架固定

磁珠 ,移去杂交混合液。使用 400μl TEN100 缓

冲液于室温下洗涤磁珠 3 次 ,使用 400μl 012 ×

SSC、011 %SDS 于室温下洗涤磁珠 3 次 ,再于

50 ℃下洗涤磁珠 10 min ,最后用 400μl 012 ×

SSC 于室温下洗涤磁珠 10 min ,洗去残留的

SDS。加入 100 μl TE 910 ,混匀 , 95 ℃水浴 10

min ,用磁架固定磁珠后 ,迅速吸出上清液 ,于

- 20 ℃保存备用。

11214 　目的洗脱片段的精制和扩增 　磁珠洗

涤产物中加两倍体积的冰冻乙醇 ,于 - 20 ℃下

放置 2 h ,12 000 rΠmin 于 4 ℃离心 20 min ,小心

移去乙醇 ,加入 700μl 70 %的乙醇浸泡 10 min ,

于 4 ℃离心 20 min ,小心移去乙醇 ,室温下挥发

乙醇后 ,加入 50μl 的灭菌双蒸水 , - 20 ℃保存

备用。用 Mse Ⅰ2 N 引物组引物 (20μmolΠμl) 对

精制的 DNA 片段进行 PCR 扩增。反应体系及

反应条件与预扩增相同 ,30 个循环 ,4 ℃保存。

PCR产物用天根生物公司的琼脂糖凝胶 DNA

回收试剂盒切胶回收 ,回收片段大小为 250～

1 000 bp。

11215 　富集片段的 T 载体连接和转化 　回收

的 DNA 片段与 p GEM2T 载体连接 ,转化到大肠

杆菌DH5α感受态细胞 ,37 ℃摇床培养 1 h ,菌液

涂于含 IPTG、X2Gal 的氨苄青霉素抗性 LB 平板

上 ,37 ℃培养 12 h ,挑取阳性克隆在含氨苄青霉

素抗性的 LB 液体培养基中 ,37 ℃下 200 rΠmin

摇床上培养 12 h。用 Mse Ⅰ2 N 引物组进行菌

落 PCR 鉴定 ,用 M13反向引物和 (CA) 12及 ( TG) 12

核心序列引物再次进行菌落 PCR 鉴定 ,有扩增

条带的送上海英骏生物公司测序。

11216 　引物适用性检测 　测序获得序列用

SSR Hunter 软件查找微卫星序列 , Premier

Premier 510 软件进行引物设计。以伊犁鲈 5 个

个体的总 DNA 为模板进行 PCR 扩增 ,8 %的非

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测引物的适用性。

11217 　近缘物种中的通用性研究 　利用所筛

选的 17 对伊犁鲈引物 ,分别对河鲈和黄金鲈各

20 个个体进行 PCR 扩增 ,8 %的非变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳检测。利用 POPGEN 312 软件计

算等位基因数 (alleles number) 和有效等位基因

数 (number of effective alleles ,Ne) 、等位基因频率

(allele frequency) 、杂合度 (heterozygosity) 。借助

Excel 2003 根据 Botsein 等[7 ] 的公式计算多态信

息含量 (polymorphism information content , PIC) ,

PIC = 1 - ∑
n

i = 1

P
2
i - ∑

n - 1

i = 1
∑

n

j = i +1

2 P
2
i P

2
j , 式中 , Pi , Pj

分别表示某一位点上的第 i 和 j 个等位基因的

频率 , n 表示某一位点上的等位基因数。

2 　结 　果

211 　伊犁鲈微卫星位点的筛选结果 　伊犁鲈

总 DNA 经 Mse Ⅰ内切酶酶切 ,获得 100～2 000

bp 的酶切片段 (图 1A) ,酶切片段连接接头经

　　　

图 1 　酶切、连接接头和富集片段 PCR扩增效果

Fig. 1 　Results of the DNA digestion , ligation and

enriched fragments of PCR amplification

A :酶切 (1)与基因组 DNA(2) ; B :连接接头 ;

C :富集片段的 PCR 扩增。

A : Restriction reaction (1) and genome DNA (2) ; B : Ligation

connector ; C : PCR amplification of enrichment segments. 　
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20 个循环的 PCR 扩增 (图 1B) 后 ,利用磁珠富

集法回收含微卫星序列片段 ,并用 Mse Ⅰ2N 引

物组进行 PCR 扩增 ,获得 250～750 bp 的片段

(图 1C) 。磁珠富集片段与 p GEM2T 载体连接 ,

再转化到大肠杆菌 DH5α感受态细胞 ,获得 613

个阳性克隆 ,部分阳性克隆经 2 次 PCR 筛选 ,

得到的 48 个阳性克隆进行测序。成功获得测

序结果的 46 个阳性克隆中 ,共有 38 个阳性克

隆含 8 次重复以上的微卫星序列 ,占 8216 %。

含 41 微卫星位点 ,TGΠGT 重复 29 个 (7017 %) ,

ACΠCA 重复为 12 个 (2913 %) 。设计的 17 对引

物 ( GenBank 登录号 EU780049 ～ EU780064 ,

EU812992)以伊犁鲈 5 个个体的基因组 DNA 为

模板进行 PCR 扩增 ,获得预期大小的 PCR 产

物。引物序列、退火温度和重复序列见表 1。

表 1 　伊犁鲈微卫星引物及其核心重复序列

Table 1 　Microsatellite marker primers and their repeat sequences in Perca schrenkii

微卫星标记
Microsatellite marker

引物 5′2 3′
Primer sequense

大小
Size (bp)

重复序列
Repeat sequence

退火温度 ( ℃)

Optimum annealing temperature

YP01 F 　ACAGAGAGACAGAGTGAGTG
R 　CAGGAACAGATGGAGACC

152 (TG) 33 57

YP02
F 　TACTGGAGAGAGGATGTTGG
R 　AGTGGTCTGCATCTTGTTTA

160 (TG) 28 45

YP03
F 　CAGTGGATGAAAATGAACG
R 　CCTGAGTCTCCTGGATGAT

236 ( GT) 39 55

YP04
F 　CGCAGGTGTACTAAGGAT
R 　CAGGGCAGGTTCAGTGTTC

98
( GA) 2C ( GT) 6

AGAA(AC) 2
56

YP05
F 　CGGCAATGATGAACTACAC
R 　TAAACTCAACAAGCACGC

147 ( GT) 10 56

YP06
F 　ACAGCAGTGACAGTTGAGT
R 　CCACAGAGTAGAAGTAAAGC

261 (AC) 21 56

YP07
F 　ACGGCAGTTGATTGTTTTG
R 　CATCACAACAGCCTGCCAC

125 (TG) 12 52

YP08
F 　AGTGTTGATGAACCTGC
R 　CTGCCTATCACCCTCTA

116 ( GT) 17 G12 54

YP09
F 　GTGTTACGCTTCATAGTGGTG
R 　CATAGTGCTAAGGCAGTTTCA

331 (AC) 34 58

YP10
F 　ATACGAAAAGGCGACTGAC
R 　TCCCCACAAAGATAGTCAAAC

126 (AC) 17 54

YP11
F 　CACTGGGATAAGACAGAAAG
R 　CTCTGTAAGTGTTCCCTCAT

234 ( GT) 19 58

YP12
F 　GGGAAAAAACCAAAGTGT
F 　TGAGTCGTCCATTGATTGC

191 (AC) 23 47

YP13
F 　CTTATGGTGACAATGAGC
R 　GCAGATGACACATGACAAG

161 ( GT) 40 51

YP14
F 　CAGGTTCTGTTGTTTTTCCAC
R 　AGGCAACGCTGTGAAGAG

187 (CA) 13 46

YP15
F 　GATGGTAACTTGAGGGGAAAC
R 　AACGGTTAGTCCAGATGCT

144 ( GT) 20C( GC) 6 58

YP16
F 　GGTTTGACTTGAAAGCGACAT
R 　ACCCTACCTACAGCACATT

212 (TG) 11 ; ( GT) 8 46

YP17
F 　GCTCTGTGCTGCTGACTTTG
R 　ACGCTTGATGAATGCTGCTA

156 (TG) 17 57

　　F :正向引物 ;R :反向引物。F :Forward primer ;R :Reverse primer.
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212 　伊犁鲈微卫星引物在其他 2 种鲈属鱼类

中的通用性　17 对伊犁鲈微卫星引物中 ,10 对

引物在河鲈和黄金鲈中能扩增出相应大小的产

物 ,4 对引物在河鲈 20 个体中扩增出片段大小

相同的 1 条谱带 ,而在黄金鲈中为 2 对。位点

YP11 在黄金鲈的 1 个个体中未扩增出条带 ,以

无效等位基因 (null allele)来处理 (图 2) 。在河

鲈中 ,6 个位点的等位基因数大于或等于 4 ,4

个位点的期望杂合度大于 017 ,6 个位点属高度

多态位点 (PIC > 015) ;在黄金鲈中 ,6 个位点的

等位基因数大于或等于 4 ,5 个位点的期望杂合

度大于 017 ,5 个位点属高度多态位点 ,3 个位

点属中度多态位点 (0125 < PIC < 015) (表 2) 。

图 2 　部分伊犁鲈微卫星引物在近缘物种中的 PCR扩增效果

Fig. 2 　PCR amplification results of some P. schrenkii microsatellite primers on its related species

M: 标准 DNA 分子量标记 ; 1～20 :部分引物在河鲈和黄金鲈中的扩增片段。

M:Standard DNA Marker ; 1 - 20 : Amplification fragment of some primers in P. fluviatilis and P. flavescens .

　

表 2 　河鲈及黄金鲈中 10 个微卫星位点的杂合度、有效等位基因数、多态信息含量

Table 2 　Number of observed heterozygosity ( Ho) , expected heterozygosity ( He) , number of effective alleles ( Ne) ,

polymorphism information content ( PIC) at 10 microsatellite loci of P. fluviatilis and P. flavescens

微卫星位点

Microsatellite loci

观测杂合度 Ho 期望杂合度 He 多态信息含量 PIC 有效等位基因数 Ne

河鲈

P. fluviatilis

黄金鲈

P. flavescens

河鲈

P. fluviatilis

黄金鲈

P. flavescens

河鲈

P. fluviatilis

黄金鲈

P. flavescens

河鲈

P. fluviatilis

黄金鲈

P. flavescens

YP2 11000 0 01487 2 01000 0 01512 8 - 01375 0 11000 0 21000 0

YP3 01197 4 01244 9 01802 6 01755 1 01750 4 01691 5 41597 7 31791 5

YP4 01312 8 01487 2 01687 2 01512 8 01612 3 01375 0 31030 3 21000 0

YP6 01262 8 01438 5 01737 2 01561 5 01667 3 01444 5 31555 6 21209 9

YP7 11000 0 11000 0 01000 0 01000 0 - - 11000 0 11000 0

YP8 01337 2 01146 2 01662 8 01853 8 01581 9 01809 2 21826 9 51970 1

YP9 11000 0 11000 0 01000 0 01000 0 - - 11000 0 11000 0

YP11 01194 9 01169 2 01805 1 01830 8 01750 4 01784 8 41651 2 51263 2

YP15 11000 0 01219 2 01000 0 01780 8 - 01724 2 11000 0 41188 5

YP17 01225 6 01219 2 01774 4 01780 8 01719 2 01725 6 41081 6 41188 5

　　- : 示无多态性。 - : No polymorphism.

3 　讨 　论

真核动物基因组中二核苷酸微卫星序列

(CA) n 或 ( GT) n 十分丰富 ,在哺乳动物中每 50

～150 kb 就会出现一次[8 ] 。勒氏笛鲷 ( Lutjanus

russelli ) [9 ] 、河　 ( Takif ugu rubripes ) [10 ] 、鳙 鱼
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( Aristichthys nobilis ) [11 ] 、青石斑鱼 ( Epinephelus

awoara) [12 ]等鱼类微卫星序列的研究结果显示 ,

大多数鱼类基因组中 (CA) n 或 ( GT) n 非常丰

富。本研究根据这一结果 ,以 (CA) 15 和 ( GT) 15

为探针 ,采用磁珠富集法筛选伊犁鲈微卫星序

列的阳性克隆 ,利用 M13 反向引物和 (CA) 12 及

(TG) 12核心序列引物再次进行 PCR 筛选。这一

方法提高了阳性克隆序列中包含微卫星序列片

段的准确率 (8216 %) ,降低了实验成本 ,同时增

加了核心序列 (CA) n 或 ( GT) n 的专一性 ,未检

测到核心序列 3 个碱基或 3 个碱基以上的微卫

星序列。

不同学者对微卫星核心序列的重复次数定

义不一致 ,Scott
[13 ]和高焕等[14 ] 对二碱基核心重

复序列的使用标准为 7 次或 7 次以上的重复 ,

而Becker 等[15 ] 所用的标准为 5 或 5 以上。但

只有在二碱基重复序列重复次数大于 12 次时 ,

微卫星标记才有可能表现出较高的多态信息含

量值[16 ]
,重复次数多的微卫星既能在种间又能

在种内产生多态性 ,但重复次数少的微卫星 ,仅

能在种间产生多态性[17 ] 。本研究首次筛选 17

对伊犁鲈微卫星引物 ,其中有 13 对引物的重复

次数大于 12 次 ,对伊犁鲈种群结构、遗传多样

性及群体现状等研究有很高的利用价值 ,同时

适合在近缘物种间的通用性研究。

遗传标记的多态性程度及其应用价值一般

可用有效等位基因数、杂合度及多态信息量等

指标来衡量。Bostein 等[7 ]提出的衡量基因变异

程度高低的多态信息含量指标 :当 PIC > 015

时 ,该基因座为高度多态基因座 ;当 0125 < PIC

< 015 时 ,为中度多态基因座 ;当 PIC < 0125 时 ,

则为低度多态基因座。本研究结果显示 ,伊犁

鲈 17 对微卫星引物中 ,6 对引物在河鲈中具有

高度多态性 ( PIC > 015) ,而黄金鲈中 5 对引物

具有高度多态性 (PIC > 015) 、3 对引物具有中度

多态性 (0125 < PIC < 015) 。说明鲈属鱼类微卫

星侧翼序列在属内种间有保守性 ,同属鱼类中

某一物种微卫星引物对该属其他物种中有一定

的通 用 性。林 能 锋 等[18 ] 证 明 , 大 黄 鱼

( Pseudosciaena crocea)微卫星标记引物在黄鱼亚

科鱼类中有较高的通用性 ,而马洪雨等[19 ] 的研

究结果显示 ,鲤 ( Cyprinus carpio) 微卫星引物在

同一科不同亚科的麦穗鱼 ( Pseudorasbora parva)

中有通用性。这些研究结果证实了微卫星侧翼

序列在属内种间和有较近亲缘关系的属间相当

保守 ,且在基因组中有部分微卫星位点在亲缘

关系较远的分类群间也有一定保守性的观

点[20～23 ] 。

Barker Ξ研究指出 ,在利用微卫星标记进行

遗传距离分析时 ,要求微卫星标记的等位基因

数不少于 4 个 ,少于 4 个或没有扩增条带的微

卫星标记应该排除。本研究 YP3、YP4、YP6、

YP8、YP11 和 YP17 等引物在河鲈中 , YP3、YP8、

YP11、YP15 和 YP17 等引物在黄金鲈中的 PIC

> 015 ,等位基因数等于或大于 4。这些引物在

河鲈或黄金鲈的群体遗传学研究领域中能提供

确切的遗传信息 ,可利用这些位点来进行群体

间遗传距离分析。

本研究应用磁珠富集法首次筛选了 17 对

伊犁鲈微卫星引物 ,为从基因组水平研究伊犁

鲈种群结构、遗传多样性及群体现状等提供了

有力工具 ,对伊犁鲈种质资源的保护及开发利

用具有十分重要的意义。
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