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摘要： 跨种扩增是一种能够快速、有效地获得物种微卫星标记的方法。 本研究利用在近缘种中已发表

的微卫星 ＤＮＡ 引物，对大鳄龟（Ｍａｃｒｏｃｌｅｍｙｓ ｔｅｍｍｉｎｃｋｉｉ）进行跨种 ＰＣＲ 扩增，在合成的 ６９ 对引物中获得

８ 对具有多态性的微卫星位点。 对 ＰＣＲ 扩增产物进行统计，得出观测杂合度（Ｈｏ）的范围是 ０􀆰 ０４１ ７ ～
０􀆰 ９５４ ５，平均为 ０􀆰 ３８４ ８；期望杂合度（ＨＥ）的范围为 ０􀆰 ０４１ ７ ～ ０􀆰 ８１１ ８，平均为 ０􀆰 ４７９ １；多态信息含量范

围为 ０􀆰 ０４０ ０ ～ ０􀆰 ７５９ ２，平均为 ０􀆰 ４２３ ２；经过卡方检验后，部分微卫星位点符合哈迪⁃温伯格平衡。 总体

来说，这些位点是研究大鳄龟遗传结构的良好分子标记。
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　 　 大鳄龟（Ｍａｃｒｏｃｌｅｍｙｓ ｔｅｍｍｉｎｃｋｉｉ），又名鳄

鱼咬龟、鳄甲龟，原产于北美洲的密西西比河流

域，是目前世界上最大的一种淡水龟。 大鳄龟

集食用、观赏、药用于一身，是出肉率最高、生长

速度最快的一种龟（叶泰荣等 ２００７）。 在原产

地大鳄龟由于过度捕捉和贩卖，种群数量急剧

减少，该物种已被世界自然保护联盟列为易危

等级。 近年来，随着龟类养殖业的持续发展，大
鳄龟从国外进口繁育，逐渐成为我国人工养殖

的主要龟类品种之一。
微卫星 ＤＮＡ（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ＤＮＡ）以其多态

性高、稳定性高、特异性高、共显性遗传等特点

被广泛应用于遗传多样性分析、构建遗传连锁

图谱、亲子鉴定等领域（战爱斌等 ２００６）。 该技

术已在其他龟类的群体研究中得到应用，如乌

龟（Ｃｈｉｎｅｍｙｓ ｒｅｅｖｅｓｉｉ）（章芸等 ２０１０）、黄喉拟水

龟（Ｍａｕｒｅｍｙｓ ｍｕｔｉｃａ）（Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ． ２０１０）、三趾

箱龟（Ｔｅｒｒａｐｅｎｅ ｃａｒｏｌｉｎａ ｔｒｉｕｎｇｕｉｓ） （Ｂｕｃｈｍａｎ ｅｔ
ａｌ． ２００９ ）、 玳 瑁 龟 （ Ｅｒｅｔｍｏｃｈｅｌｙｓ ｉｍｂｒｉｃｔａ ）
（Ｚｏｌｇｈａｒｎｅｉｎ ｅｔ ａｌ． ２０１１ ）、 绿海龟 （ Ｃｈｅｌｏｎｉａ
ｍｙｄａｓ）（Ｄｕｔｔｏｎ ｅｔ ａｌ． ２００９）等。 目前对于大鳄

龟的研究主要涉及其形态和繁殖（Ｔｅａｒｅ ｅｔ ａｌ．
２００９ ）、 生 长 （ 朱 新 平 等 ２００１ ） 和 孵 化

（Ｒａｕｓｃｈｅｎｂｅｒｇｅｒ ｅｔ ａｌ． ２００４）以及人工养殖技

术（蒋张林 ２００４），有关大鳄龟分子生物学研究

较少，颜亮等（２００８）研究测得大鳄龟的线粒体

控制区序列。 但仍缺乏大鳄龟的遗传结构及相

应分子标记的研究，这极大地制约了大鳄龟的

规模化养殖和该产业的可持续发展。 本文采用

跨种扩增的方法对大鳄龟的微卫星位点进行筛

选，并对得到的微卫星引物进行多态性分析，以
期为大鳄龟的遗传资源保护和遗传育种工作提

供理论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样本采集及基因组 ＤＮＡ 的提取 　 实验

所用大鳄龟样本采自浙江省金华市绿之洋养殖

场，各样本均来自不同亲本后代，共 ２４ 只，活体

剪取其尾部肌肉并保存于 － ２０℃冰箱中备用，
以防止细胞的裂解和 ＤＮＡ 的降解。 通过标准

的蛋 白 酶 Ｋ 消 化 和 酚 ／氯 仿 抽 提 的 方 法

（Ｓａｍｂｒｏｏｋ ｅｔ ａｌ． ２００１）提取基因组 ＤＮＡ。 取组

织 １５０ ～ ２００ ｍｇ 剪碎，转移至 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管

中，加入 ８００ μｌ ＤＮＡ 提取液和 ７ μｌ 蛋白酶 Ｋ
（２０ ｍｇ ／ ｍｌ），５６℃水浴下消化约 ４ ～ ５ ｈ，加入

饱和酚及氯仿 ∶ 异戊醇（２４ ∶ １）抽提 ２ 次后，用
二倍体积预冷的无水乙醇沉淀 ＤＮＡ ３ ｈ 左右，
７０％的酒精洗涤沉淀 ２ ～ ３ 次，干燥 ＤＮＡ，最后

将 ＤＮＡ 溶于 １００ ～ １５０ μｌ ＴＥ 或双蒸水中，
－ ２０℃放置。
１􀆰 ２ 　 主要试剂和仪器 　 用于 ＰＣＲ 反应的

ｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶及 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 均购自

宝生物工程（大连）有限公司；主要仪器包括：
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ５４１７Ｒ 高速冷冻离心机、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
恒温混匀仪、ＴｈｅｒｍｏＤＮＡ 干燥仪、ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 电

泳仪、ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 梯度 ＰＣＲ 仪、ＢＩＯ⁃ＲＡＤ 紫外凝

胶成像系统。
１􀆰 ３　 微卫星位点的选取　 以已发表的与大鳄

龟亲缘关系较近物种的微卫星位点作为候选引

物，对大鳄龟基因组 ＤＮＡ 进行跨种 ＰＣＲ 扩增。
微卫星引物由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成，共合成引物 ６９ 对。
１􀆰 ４　 跨种 ＰＣＲ 扩增及检测 　 ＰＣＲ 反应体系

为 ２５ μｌ，包括 ２􀆰 ５ μｌ １０ × Ｂｕｆｆｅｒ，１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄＮＴＰｓ ２ μｌ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上下游引物各 １ μｌ，
ＤＮＡ 模板 １ μｌ 以及 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶（５ Ｕ ／ μｌ）
０􀆰 ２ μｌ，加 ｄｄＨ２Ｏ １７􀆰 ３ μｌ。 ＰＣＲ 热循环程序：
９５℃预变性 ５ ｍｉｎ 后进入循环，９５℃变性 ３０ ｓ，
特异性退火温度（Ｔａ）退火 ３０ ｓ，７２℃延伸 ４０ ｓ，
共 ３２ 个循环，最后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 反

应产物用 ２％ 的琼脂糖胶检测，经凝胶成像系

统拍照，判断是否为目标条带。 其中最适退火

温度利用梯度 ＰＣＲ 来摸索，对于有扩增产物的

位点，优化其反应条件和反应体系，直至获得特

异性高且稳定的扩增条带。
１􀆰 ５　 数据分析　 根据每个个体产生的条带位

置确定其基因型，由 Ｐｏｐｇｅｎｅ １􀆰 ３２ 软件计算各

位点的等位基因数目（ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ， ＮＡ），
观测杂合度（ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｉｅｓ，Ｈｏ）和期

望杂合度（ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｉｅｓ，ＨＥ ），同时
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对各 位 点 进 行 哈 迪⁃温 伯 格 平 衡 （ Ｈａｒｄｙ⁃
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ ｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ，ＨＷＥ）卡方检验，根据马

可夫链算法（Ｍａｒｋｏｖ ｃｈａｉｎ ａｌｇｏｒｉｔｈｍ）得到精确

Ｐ 值（ＰＨ⁃Ｗ）。 然后利用 Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｔｏｏｌｋｉｔ 计
算每个位点的多态信息含量 （ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ，ＰＩＣ）。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 基因组 ＤＮＡ 的提取 　 在本实验室研究

的基础上对酚氯仿法加以改善，提取大鳄龟尾

部肌肉组织的基因组 ＤＮＡ。 提取的 ＤＮＡ 样品

全部稀释至 １５０ μｌ 后，取 ３ μｌ 在 １％琼脂糖凝

胶上电泳检测，大鳄龟的基因组 ＤＮＡ 电泳结果

见图 １。
２􀆰 ２　 微卫星引物的筛选和扩增　 经过优化反

应条件，在 ６９ 对微卫星引物中有 １２ 对能扩增

出稳定的产物，但只有 ８ 对引物的扩增片段有

较稳定的多态性，其余都表现为单态，这 ８ 对

引物的 ＧｅｎＢａｎｋ 注册号、引物序列、重复单

元、扩增产物长度以及根据梯度 ＰＣＲ 得到的

最佳退火温度详见表 １，部分引物扩增结果见

图 ２。

图 １　 大鳄龟 ＤＮＡ 的 １％琼脂糖凝胶电泳图谱

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ １％ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｇｒａｍ ｏｆ Ｍａｃｒｏｃｌｅｍｙｓ ｔｅｍｍｉｎｃｋｉｉ ＤＮＡ
Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ 分子量标准； １ ～ ２４􀆰 ２４ 个大鳄龟个体。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； １ － ２４􀆰 ２４ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｏｆ Ｍａｃｒｏｃｌｅｍｙｓ ｔｅｍｍｉｎｃｋｉｉ．
　

表 １　 大鳄龟的微卫星位点

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｏｆ Ｍａｃｒｏｃｌｅｍｙｓ ｔｅｍｍｉｎｃｋｉｉ

位点名称

Ｌｏｃｕｓ

ＧｅｎＢａｎｋ 登录号

ＧｅｎＢａｎｋ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ．

引物序列（５′—３′）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

重复序列

Ｒｅｐｅａｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物长度

Ｓｉｚｅ ｒａｎｇｅ
（ｂｐ）

退火温度（℃）
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ＰＸ２ ＧＱ８４８２９４
ＴＧＡＡＧＧＴＧＣＧＴＧＧＴＧＧＴＣ
ＧＧＣＧＧＴＧＴＴＡＧＴＣＡＴＣＡＧＴＴＴ

（ＴＣ） １３

（ＡＣ） １７
２５０ ～ ２７４ ５２􀆰 ８

ＰＸ４９ ＧＱ８４８３０７
ＧＴＣＣＣＣＡＧＣＣＡＣＣＴＣＴＴＣ
ＡＧＣＣＡＧＡＣＡＧＡＴＴＧＡＧＣＣ

（ＧＴ） ３４ １８０ ～ ２００ ５５􀆰 ５

ＢＨＴ９ ＧＵ２３６４９３
ＧＧＧＧＡＣＡＣＣＣＴＧＡＣＡＴＴＡＡ
ＣＡＧＧＡＡＧＡＧＣＡＧＴＣＣＧＴＴＧ

（ＡＣ） １９ ２７８ ～ ３００ ５３􀆰 ２

ＢＨＴ３２ ＧＵ２３６４９５
ＧＴＧＧＧＡＡＡＧＧＡＡＧＧＧＡＣＡ
ＡＡＣＴＴＧＧＧＴＧＣＡＧＡＧＧＧＡ

（ＣＡ） ２４ ２３８ ～ ２８０ ５２􀆰 ８

ＢＨＴ６４ ＧＵ２３６５０４
ＴＡＣＡＧＧＴＧＧＡＧＡＡＡＴＧＣＡ
ＴＡＣＴＡＡＡＧＣＧＡＧＧＧＡＣＧＡ

（ＧＴ） ２３ ２３１ ～ ２８０ ５２􀆰 ０

ＬＢ１０６ ＨＭ２１７００８
ＧＧＡＧＧＡＧＧＴＴＴＡＧＧＴＴＣＣＡＧＧ
ＡＡＣＣＡＡＧＣＴＴＣＡＣＡＡＴＣＡＴＴＧＣ

（ＴＧ） １３ １３８ ～ １６２ ６１􀆰 ３

Ｃｃ⁃２ ＥＦ６７９２１４
ＣＣＣＣＣＡＴＡＡＣＡＣＣＡＣＡＴＣＴＣ
ＡＧＧＴＣＡＣＡＡＡＴＧＧＡＧＣＡＡＧＣ

（ＴＡ）４（ＧＡ）１３ ２２５ ～ ２３３ ５５􀆰 ５

Ｃｃ⁃８ ＥＦ６７９２１６
ＴＧＡＴＧＧＡＡＡＣＣＣＣＴＴＣＡＡＡＣ
ＴＧＴＣＡＣＧＧＡＧＡＣＡＣＡＡＡＣＡＴＴ

（ＧＴ） ８

（ＡＴ） （ＧＴ） ４
１８２ ～ ２０４ ５１􀆰 ２
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图 ２　 ２４ 个大鳄龟个体微卫星琼脂糖凝胶电泳图谱

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｇｒａｍ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｉｎ ２４ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｏｆ Ｍａｃｒｏｃｌｅｍｙｓ ｔｅｍｍｉｎｃｋｉｉ
Ａ、Ｂ、Ｃ 分别为微卫星位点 ＢＨＴ９、ＢＨＴ３２ 和 ＢＨＴ６４ 的图谱；Ｍ． ＤＮＡ 分子量标准 ΦＸ１７４⁃Ｈｉｎｃ ＩＩ ｄｉｇｅｓｔ；１ ～ ２４． ２４ 个大鳄龟个体。
Ａ， Ｂ， Ｃ ｒｅｆｅｒｒｅｄ ａｓ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ＢＨＴ９， ＢＨＴ３２ ａｎｄ ＢＨＴ６４； Ｍ． ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒΦＸ１７４⁃Ｈｉｎｃ ＩＩ ｄｉｇｅｓｔ；

１ － ２４􀆰 ２４ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｏｆ Ｍａｃｒｏｃｌｅｍｙｓ ｔｅｍｍｉｎｃｋｉｉ．
　

２􀆰 ３　 多态信息含量、遗传杂合度及 Ｈａｒｄｙ⁃
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 检验 　 用筛选出的 ８ 个具有多态性

的微卫星位点对 ２４ 个大鳄龟的基因组 ＤＮＡ 进

　 　

行了 ＰＣＲ 扩增和电泳检测。 经过 Ｐｏｐｇｅｎｅ １􀆰 ３２
软件和 Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｔｏｏｌｋｉｔ 处理得到的等位基

因数、观测杂合度、期望杂合度等详见表 ２。

表 ２　 大鳄龟 ８ 个微卫星位点的等位基因数、杂合度、多态信息含量和 Ｐ 值

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ（ＮＡ），Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ （Ｈ），ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ （ＰＩＣ） ａｎｄ Ｐ ｖａｌｕｅ
ｆｏｒ ｔｅｓｔｉｎｇ ＨＷＥ（ＰＨ⁃Ｗ） ｏｆ ８ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｉｎ Ｍａｃｒｏｃｌｅｍｙｓ ｔｅｍｍｉｎｃｋｉｉ

位点名称

Ｌｏｃｕｓ

个体数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ

（Ｎ）

等位基因数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ
（ＮＡ）

观测杂合度

Ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

（ＨＯ）

期望杂合度

Ｅｘｐｅｃｔｅｄ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

（ＨＥ）

多态信息含量

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

（ＰＩＣ）

Ｐ 值

Ｐ ｖａｌｕｅ

ＰＸ２ ２４ ４ ０􀆰 ５４５ ５ ０􀆰 ６７７ ６ ０􀆰 ５９８ ６ ０􀆰 ２８２ ７
ＰＸ４９ ２４ ５ ０􀆰 ５７１ ４ ０􀆰 ８１１ ８ ０􀆰 ７５９ ２ ０􀆰 ０１０ ３
ＢＨＴ９ ２４ ２ ０􀆰 １７３ ９ ０􀆰 ２３１ ９ ０􀆰 ２０１ １ ０􀆰 １９３ ３
ＢＨＴ３２ ２４ ３ ０􀆰 ９５４ ５ ０􀆰 ５５５ ０ ０􀆰 ４３６ ７ ０􀆰 ０００ ０
ＢＨＴ６４ ２４ ５ ０􀆰 ０４１ ７ ０􀆰 ６７１ １ ０􀆰 ５９０ ２ ０􀆰 ０１０ ２
ＬＢ１０６ ２４ ４ ０􀆰 ２５０ ０ ０􀆰 ２３３ ２ ０􀆰 ２１９ ０ ０􀆰 ９４０ １
Ｃｃ⁃２ ２４ ３ ０􀆰 ０４１ ７ ０􀆰 ０４１ ７ ０􀆰 ０４０ ０ １􀆰 ０００ ０
Ｃｃ⁃８ ２４ ４ ０􀆰 ５００ ０ ０􀆰 ６１０ ８ ０􀆰 ５４１ ０ ０􀆰 ０００ ０
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　 　 在 ８ 个多态性位点中共检测出 ３０ 个等位

基因，每个位点产生的等位基因数从 ２ 至 ５ 个

不等，平均为 ３􀆰 ７５ 个。 ２４ 个大鳄龟个体的观

测杂合度为 ０􀆰 ０４１ ７ ～ ０􀆰 ９５４ ５，平均为０􀆰 ３８４ ８。
该群体 ８ 个位点的期望杂合度 ０􀆰 ０４１ ７ ～ ０􀆰 ８１１
８，平均为 ０􀆰 ４７９ １。 ８ 个微卫星位点在 ２４ 个个

体的 ＰＩＣ 值介于 ０􀆰 ０４０ ０ ～ ０􀆰 ７５９ ２，平均为

０􀆰 ４２３ ２。
经 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 校正后，Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡

的卡方检测发现，ＰＸ２、ＢＨＴ９、ＬＢ１０６、Ｃｃ⁃２ 位点

未偏离 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），其余

位点均处于偏离 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡状态

（Ｐ ＜０􀆰 ０５）。 利用 Ｍｉｃｒｏ⁃ｃｈｅｃｋｅｒ 软件对偏离平

衡的位点进行无效等位基因的检测，发现 ＰＸ４９
和 ＢＨＴ６４ 存在无效等位基因。

３　 讨　 论

３􀆰 １　 微卫星标记的筛选　 微卫星标记的筛选

方法包括：（１）通过构建特定大小片段的基因

组文库筛选微卫星标记 （徐金会等 ２００９ ）；
（２）构建微卫星富集文库筛选微卫星标记（海
萨等 ２００９，章芸 ２０１０，朱树人等 ２０１１）；（３）在
ＰＣＲ 引物的 ５′端加上简并锚定引物，通过省略

筛选基因组文库得到该物种相对应的微卫星标

记（冯友仁等 ２０００）；（４）从已经公布的序列中

（尤其是 ＥＳＴ 文库）筛查微卫星标记（徐鹏等

２００３，石耀华等 ２００８）；（５）利用近缘种之间引

物的通用性得到目的物种的微卫星标记（孙波

等 ２００９）。
微卫星 ＤＮＡ 由核心序列和其两侧保守的

侧翼序列组成，由于侧翼序列在进化上相对保

守，根据侧翼序列设计的引物往往可以跨种通

用，因此利用亲缘关系较近的物种已经发表的

微卫星标记筛选目的物种的微卫星位点可以说

是简便有效的方法，而且也有很多研究表明引

物可以跨属甚至跨科通用（Ｍｏｎｚｏｎ⁃Ａｒｇｕｅｅｌｌｏ ｅｔ
ａｌ． ２００８， Ｒｏｄｅｎ ｅｔ ａｌ． ２０１１， Ｄａｖｙ ｅｔ ａｌ．
２０１２）。 Ｈａｃｋｌｅｒ 等（２００６）利用构建部分基因

组文库法筛选得到大鳄龟 ２ 个三核苷酸微卫星

位点和 ７ 个四核苷酸微卫星位点。 本实验利用

跨种扩增筛选大鳄龟微卫星标记，利用平胸龟

（Ｐｌａｔｙｓｔｅｒｎｏｎ ｍｅｇａｃｅｐｈａｌｕｍ）（Ｐｅｎｇ ｅｔ ａｌ． ２０１０，
Ｙｕ ｅｔ ａｌ． ２０１１ ）、 太 平 洋 丽 龟 （ Ｌｅｐｉｄｏｃｈｅｌｙｓ
ｏｌｉｖａｃｅａ）（Ａｇｇａｒｗａｌ ｅｔ ａｌ． ２００８）等已发表的微

卫星引物进行大鳄龟的微卫星位点扩增，从合

成的 ６９ 对引物中筛选得到 ８ 对多态性引物。
与其他龟类相比，本实验大鳄龟跨种扩增率较

低。 如 Ｒｏｄｅｎ 等 （ ２０１１ ） 利 用 棱 皮 龟

（Ｄｅｒｍｏｃｈｅｌｙｓ ｃｏｒｉａｃｅａ）中筛选的 １４ 对微卫星引

物对太平洋丽龟、玳瑁龟、蠵龟（Ｃａｒｅｔｔａ ｃａｒｅｔｔａ）
等进行了扩增，发现其中的 ７ 对是可以稳定扩

增 并 且 呈 多 态 性 的； Ｍｏｎｚｏｎ⁃Ａｒｇｕｅｅｌｌｏ 等

（２００８）利用蠵龟的 １２ 对微卫星引物对绿海

龟、玳瑁龟和棱皮龟进行了扩增，最终分别得到

了 ８ 对、１１ 对和 ３ 对多态性引物。 本实验扩增

得到的 ８ 对引物中的 ５ 对均来自平胸龟，一定

程度上说明了这两物种的亲缘关系，支持了郑

将臣等（２０１１ａ，ｂ）的研究观点，认为平胸龟应

归于鳄龟科的一个属。
３􀆰 ２　 群体遗传多样性分析　 群体的多态信息

含量和遗传杂合度都可用来衡量群体内的遗传

多样性，其数值越大，说明基因丰富度越高，该
生物群体具有更大的适应环境变化和自然选择

的能力（鲁双庆等 ２００５， Ｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ． ２０１２）。
本研究中在 ８ 个多态性位点中共检测出 ３０ 个

等位基因，平均观测杂合度是 ０􀆰 ３８４ ８，平均期

望杂合度是 ０􀆰 ４７９ １，总体上该群体的基因丰富

度较高。
核心部分碱基重复数目的不同是微卫星多

态性的基础，微卫星的多态性水平可用多态信

息含量值（ＰＩＣ）衡量。 一般情况下，ＰＩＣ 能反映

出某个遗传标记所包含的或所能够提供的遗传

信息容量。 Ｂｏｔｓｅｉｎ 等（１９８０）首先提出了衡量

基因变异程度高低的多态信息含量指标，当
ＰＩＣ ＞ ０􀆰 ５ 时，该位点可提供丰富的遗传信息，
为高度多态性位点；当 ０􀆰 ２５ ＜ ＰＩＣ ＜ ０􀆰 ５ 时，该
位点能够较为合理地提供遗传信息，为中度多

态性位点；而当 ＰＩＣ ＜ ０􀆰 ２５ 时，该位点提供的遗

传信息较差，为低度多态性位点。 从本研究的

结果中可以看出，８ 个位点的平均多态信息含
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量为 ０􀆰 ４２３ ２，高度多态性位点占总位点数

的 ５０％ 。
当群体处于 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡时，各等

位基因在群体中的分布频率应该是相对稳定

的，观测杂合度和期望杂合度之间没有显著的

差 异。 经 卡 方 检 验， 发 现 ＰＸ４９、 ＢＨＴ３２、
ＢＨＴ６４、Ｃｃ⁃８ 微卫星位点显著地偏离了 Ｈａｒｄｙ⁃
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平 衡 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）。 出 现 Ｈａｒｄｙ⁃
Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 不平衡的原因，通常是由于华伦德效

应（Ｗａｈｌｕｎｄ ｅｆｆｅｃｔｓ）、近亲繁殖、无效等位基因

等导致的杂合度不足（Ｚｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ． ２００９， 叶容

晖 ２００９）。 通过 Ｍｉｃｒｏ⁃ｃｈｅｃｋｅｒ 软件对位点进行

检测，发现 ＰＸ４９、ＢＨＴ６４ 微卫星标记存在无效

等位基因，这可能是造成偏离 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ
平衡的主要原因。 养殖群体由于其长期高强度

的人工选择和高密度养殖以及分析样本数目较

少等都可能使部分位点杂合子缺失，这也可能

是造成偏离 Ｈａｒｄｙ⁃Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡的原因（杨成

等 ２００８）。
总的来说，筛选出的 ８ 个微卫星位点是适

用于大鳄龟种群遗传学分析的良好分子标记，
可进一步用于大鳄龟的遗传多样性和群体遗传

结构的研究。
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