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摘要$ 白条草蜥"9+K0>*(@)&O(,4%*##是一种年产多窝卵的蜥蜴& 为了对其婚配制度’同一雌性个体所产

卵的窝内和窝间的父权状况’种群的遗传结构和物种的进化历史等研究内容进行探讨!本研究筛选出白

条草蜥的 D 个具有高度多态性的微卫星位点& 微卫星位点筛选自包含"I,# :和"IYIl# :重复片度的微

卫星富集文库& 在白条草蜥安徽滁州种群的 $B (%" 个个体中对上述位点进行检测后发现!上述座位的

等位基因数目范围为 $" ("# 个!期望杂合度范围为 #E’D& (#ED00!观测杂合度范围 #E0B0 (#ED%’!表明

这些微卫星标记具有良好的遗传多样性!它们将在白条草蜥的种群遗传结构’基因流水平’种群分化和

婚配制度的研究中发挥重要作用&
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!!白条草蜥"9+K0>*(@)&O(,4%*##分布于中国
的东部和东北部 "安徽’江苏’辽宁’吉林和黑
龙江#’朝鲜和俄罗斯东部 "J;4*M?46+$DD%!
IZ:*6W $DDC#& 白条草蜥是一种卵生蜥蜴!雌
蜥在繁殖季节产多窝卵"P9*M?46+"#$"#& 为
了解其婚配制度’同一雌性个体所产卵的窝内
和窝间的父权状况’种群的遗传结构和该物种

的进化历史等内容!可采取分子生态学研究途
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径进行& 而上述研究途径需要一些灵敏和高效
的分子标记来实现!在所有分子标记中!微卫星
标记或其他短串联重复序列因为其具有高度的
变异性!是以上方面研究采用最多的分子标记
方法& 基于此!本研究筛选出白条草蜥 D 个高
度多态的微卫星标记!并对这些位点的特征进
行描述&

;<材料与方法

;=;<实验动物的采集与 OI4抽提!实验动
物白条草蜥于 "#$$ 年 & 月捕自安徽滁州琅琊
山"1$$’E%$c! )%"E%#c#& 捕捉的蜥蜴带回
滁州学院实验室!鉴定每条蜥蜴的性别!然后于
e"#n保存& 使用 14V=j9ZM基因组 i)I提取
试剂盒"YZ4:VlM: N5*?M>;#!根据产品说明书的
步骤!提取每个蜥蜴尾部组织基因组 i)I&
;=><微卫星富集文库的构建!依据 _OI/,L
法来分离微卫星位点"J4:MM?46+"##"#!并稍
作修改!具体步骤如下$取单个个体基因组
i)I"0# :T左右!使用 ?&%#消化!同时与 ?&%
# 的 I_Pj受体接头 "0d2YI,Y,IllI,Y,
IY2%d!0d2lI,lIYlIlY,,YlIl2%d# 进行
连接& 将消化产物稀释 $# 倍以后!使用 I_Pj
受体特异的引物"0d2lIYlIlY,,YlIlYI
I)2%d!简并引物 )为 I’Y’l’,!简称 [VM#2
)# 进行 j,R扩增& 利用 0d端生物素"I,# $"和
"YIY,# ’的寡核苷酸作为探针与扩增产物进行
杂交! 利 用 磁 珠 " /?ZM]?4̂5W5: [4T:M/];MZM+
j4Z434T:M?5>j4Z?5>6MV! jZ*3MT4#捕获杂交产物!
即可获得所需的单链微卫星重复序列& 再以捕
获的 i)I为模板!以 ?&%#2)为引物进行
i)I双链恢复&
;=? <阳性克隆的筛选!扩增产物连接到
]1I/S2Y$ /53]6M克 隆 载 体 上 " YZ4:VlM:
N5*?M>;#! 并 转 化 到 YZ4:V0! 感 受 态 细 胞
"YZ4:VlM: N5*?M>;#& 阳性重组子通过三引物
法-[$% 载体引物和 "I,# $" g"YIY,# ’寡核苷
酸.j,R进行筛选& 琼脂糖凝胶电泳显示双带
或三带的产物则为阳性克隆!交生工生物工程
"上海#股份有限公司测序&

;=@<序列分析$引物设计及微卫星位点的筛选
<测序结果去除 [$% 的载体序列后!使用 YR_
软件"Y4:WM3RM]M4?V_5:WMZ!bMZV5*: &E##寻找
其中的重复单元的序列 "NM:V*: $DDD#& 使用
jRO[1R0 软件"P465?;4"####在重复单元的侧
翼保守序列设计引物!目的片段在 $## (0## 7]
之间& 设计得到的引物进行扩增条件的优化!
筛选出扩增稳定且产物单一的引物&
;=R<基因分型及数据的读取和分析<对初选
出的微卫星位点的单侧引物 0d端进行荧光标
记"_I[gK1-gYI[RI#并在 $B (%" 个个体中
进行 j,R扩增& j,R反应体积为 "# (6!反应
体系组成为$$## ("## :T基因组 i)I!$# (6
" p14V=9+[j,R /9]MZ35A"YZ4:VlM: N5*?M>;#
和上下游引物 "$# (3*6gP#各 $ (6& 在 INO
"C"# 热循环仪上进行扩增!j,R的循环设置
为$D0n预变性 0 35:%D0n变性 %# V!B#n退火
B# V"表 $#!C"n延伸 B# V!进行 %" 个循环%
C"n $# 35:& j,R产物在 INOjRO/[%C%# 遗
传分析仪"I]]65MW N5*V=V?M3V#上使用 l/%0# 作
为内 标 进 行 等 位 基 因 的 分 型! 并 使 用
l1)[IR‘1R" M̂ZV5*: $E’0! I]]65MW N5*V=V2
?M3V# 对 分 型 结 果 进 行 读 取& 使 用 1A>M6
[5Z>*V4?M665?MY**6a5?程序判别不同样品之间相
同基因型并统计各位点等位基因数& 使用
l1)1YO- M̂ZV5*: &E# 软件"NM6a;5ZM?46+"##&#
进行等位基因大小范围’等位基因数目’观察杂
合度和期望杂合度的数据统计& 使用 l1)1jLj
M̂ZV5*: %E& 软件"R4=3*:W M?46+$DD0#进行哈德
温 伯 格 平 衡 " K4ZW=2UM5:7MZT 1k95657Z593!
KU1#分析!以马尔科夫链法产生精确的 1值!
辅以连续的 N*:XMZZ*:5校正来检验各位点是否
偏离 KU1及位点之间是否存在连锁不平衡&

><结果和讨论

挑取阳性克隆 0B# 个!经三引物 j,R检
测!筛选出 %#0 个含有目的序列阳性重组子的
克隆!测序得到 ’0 条序列!另有 &# 个未能测序
成功& 在这 ’0 条序列中!除去重复次数低" t
B#’侧翼序列过短而不能用于设计引物的序列
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外!得到了含有微卫星的序列 $0 条!并设计得
到 $0 个初选引物& 其中!有 D 个微卫星引物被
选作进一步分析并在 $B (%" 个个体中进行检
测& D 条含有微卫星位点的序列已上传至
lM:N4:a"序列号为 .-&%B$#& (.-&%B$$"#&

本研究所获得的 D 个微卫星位点的等位基
!!

因数目 $" ("# 个!期望杂合度 #E’D& (#ED00!观
测杂合度 #E0B0 (#ED%’"表 $#& 哈德温伯格平衡
和连锁不平衡结果显示!除了位点 Y\*24%B 以
外!其他位点均未偏离哈德温伯格平衡& 除了位
点 Y\*2>#& 和 Y\*2>$%" 之外!其他位点间不存
在连锁不平衡& 本研究的结果表明白条草蜥的
!!表 ;<[ 个白条草蜥微卫星座位的鉴定

!*+A#;<B"*3*7,#3&2*,&.’./[ 1*8$6#&2,-9&+/(#06&73.-*,#AA&,#A.7&

座位
P*>9V

引物序列
jZ53MZVMk9M:>MV"0d2%d#

重复类型
RM]M4?
3*?5X

退火
温度
94

"n#

序列大小
/5@MZ4:TM
" 7]#

等位基
因数量
)*+*X
466M6MV

个体数
:

观测杂
合度
C*

期望杂
合度
CM

哈温显
著性
水平
1

序列号
I>>MVV5*:
:*+

Y\*24#%
_$YI[RI2lIlYl,YYYYl,,,Y
YIYYYlIY

R$lYlYl,,Y,,,Y,,YlYlI

"I,# "$ B# "$’ ("0" $0 "D #ED%$ #ED"# #E%"B .-&%B$#&

Y\*24#C

_$K1-2Yl,IIIIIlIYlIlY,
IIllIYll

R$YYllY,IIIYl,YllYIllI
YIll

"I,# "# B# %%# (%C# $’ %$ #ED#% #ED"D #EB#0 .-&%B$#0

Y\*24&%

_$_I[2IIIIYl,l,,YIlII,
IIYll

R$IlIl,YI,I,YI,YllllII
llI

"I,# " & B# "B’ (%#B $0 %$ #E’C$ #ED$" #EB’D .-&%B$#C

Y\*24%B

_$YI[RI2,YlIYlllYYlYll,
YY,YlYl

R$YYl,Y,l,YYY,YYY,,IYYY
lY

"lY# "# 00 %$C (%BC "# "% #E0B0 #ED00 $E### .-&%B$#B

Y\*2>#&

_$K1-2Y,,lI,YY,,l,Y,,,
Y,YY

R$IYYIY,,,Y,l,,Il,,I,
I,

"IY,Y# $% 00 "BB (%$’ $0 %$ #E’C$ #ED$’ #EC#’ .-&%B$#’

Y\*2>B#
_$_I[2,,I,lII,,Il,IIIY
lIYIlI,I

R$I,Yll,I,,,Yll,I,I,YY

"YIlI# $& B# ""# ("C# $% %# #EC%% #E’D& #EB’C .-&%B$#D

Y\*2>’D

_$YI[RI2lIlIY,IYYIlYY
lllIllIIll

R$I,YlIYlIlllY,YIIYlY
YlYll

"YIlI# $% B# %BC (&&% $C %" #E’C0 #ED#’ #EB#C .-&%B$$$

Y\*2>BB
_$K1-2YlIllYYYl,YIYYlY
YYYI,YlY

R$lIIll,,llY,,IYYIllY

"YIlI# "& B# %#$ (%&0 $" $B #ED%’ #ED#C #E&%# .-&%B$$#

Y\*2>$%"

_$_I[2,Yl,YYll,YY,YlIl
YYYYl

R$,IYIYYYll,IYYlYYYYYl
YYY,

"Y,YI# $C B# ""B ("D& $0 %" #E’$% #ED$B #ECD0 .-&%B$$"

!!94+I::M465:T?M3]MZ4?9ZM% :D)937MZ*X5:W5̂5W946VTM:*?=]MW% C*+L7VMẐMW ;M?MZ*@=T*V5?=% CM+1A]M>?MW ;M?MZ*@=T*V5?=% 1D12

4̂69M*XK4ZW=2UM5:7MZTMk95657Z593?MV?+
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微卫星位点在等位基因大小范围’等位基因数
目’观察杂合度和期望杂合度上都显示了较高
的多态性& 其他有鳞类已有的研究也显示了微
卫星标记高度变异性的特点!如蛇类$森王蛇
"7*0@+*2"($ 2()3%*## " /;43765: M?46+"#$$ #’
路 易 斯 安 那 松 蛇 " 1#4)(3"#& *)4"B%$##
"‘\54?a*\Va5M?46+"#$##和舟山眼镜蛇":+J+
+4*+ # " P5: M?46+"#$$ #% 蜥 蜴 类$ 环 颈 蜥
"!*(4+3"04)&2(,,+*#&# "K9?>;5V*: M?46+"##&#’
东方水蜥 "1"0&#/$+4")&,%&)%)*### "_ZwZMM?46+
"#$"#’蜡皮蜥 " <%#(,%3#&*%%B%&### "K94M?46+
"#$"#和快步麻蜥 "P*%@#+&B%,(Q# "P5M?46+
"#$"#&

总之!本研究所筛选的高度多态的微卫星
标记能够提供足够的变异以研究白条草蜥的种
群遗传结构’基因流水平以及同一雌蜥所产后
代的窝内和窝间的父权状况&
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