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［摘要］ 利用 *++,（*-./0 +1234/ +/56/-7/ ,/3/8./）技术对文蛤（!"#"$#%& ’"#"$#%&）江苏和辽宁两个地理种群进行了

9:,扩增 $从 !%%条 *++,引物中筛选出引物 !#条，每条引物检测出位点数 !到 ; $平均每条引物可检测到位点数

<=(个 $实验结果表明：江苏文蛤的位点多态性（;%=’>）高于辽宁文蛤的位点多态性（(;=<>）；种群内平均遗传

距离分别为 %=#!% ) ? %=%&%和 %="() ; ? %=%<<，江苏文蛤也高于辽宁文蛤 $从筛选得到的引物可以发现，文蛤简单

重复序列中 @、A碱基含量较高 $通过对不同实验条件的对比，对 *++,B9:,反应体系进行了优化 $

［关键词］ *++,B9:,，文蛤（!"#"$#%& ’"#"$#%&），CD@

［中图分类号］E&);$"，［文献标识码］@，［文章编号］!%%!!<(!(（"%%<）%#!%%’<!%<

收稿日期："%%<!%<!%& $
基金项目：江苏省科技厅水产三项工程资助项目（%%FGH"<%%%!）$
作者简介：陈大鹏，!&;% I，南京师范大学生命科学学院硕士研究生，主要从事分子生物学的学习与研究，J I 2814：7K3I !&;%L!(#$ 7M2
通讯作者：许璞，!&)# I，江苏省海洋与水产研究所研究员，主要从事海洋生物技术及水产增养殖学研究 $

*++,（1-./0BN1234/ N/5/-7/ 0/3/8.N，简单重复序列中间区域）是 O1/.P1/Q17R等［!］创建的一种新型微卫星类
分子标记技术 $在真核生物的基因组中广泛存在着的以 ! S (个碱基为一个单位呈串联状重复排列的序
列，称为简单重复序列（N1234/ N/5/-7/ 0/3/8.N，++,），又称为微卫星（2170MN8./441./）序列 $ *++,分子标记技术
就是利用简单重复序列设计引物，即引物主要由 ! S <个碱基组成的重复序列，通常在引物的 #’端或 )’端
加几个非重复的锚定碱基以保证引物与基因组 CD@中的 ++,的 #’或 )’端结合 $
与其他的分子标记技术相比，*++,标记技术具有操作简单、稳定、可重复性好及多态性高等优点［"］，

在种质鉴定，遗传育种等领域具有广阔的前景 $该技术目前已在重要的农作物及果树等物种上得到广泛的
应用，如中国疣粒野生稻［#］，中国和瑞典油菜［"］等遗传性状相关标记的选择，品系鉴定，遗传多样性的分析

等方面研究 $但目前在水产领域，软体动物方面的应用研究的报道尚少见，本研究用 *++,B9:,技术对江苏
文蛤与辽宁文蛤两个地理种群进行了初步的遗传分析 $

$ 材料与方法

$%$ 基因组 &’(的提取
实验所用江苏文蛤采集于江苏省南通市吕四海区和辽宁省大连市沿海 $在实验室 " S # K暂养后，I

"%T保存 $ :U@H方法提取 CD@$取斧足肌，加 7.8V缓冲液［#>（质量分数）十六烷基三甲基溴化铵，!=< 2M4 W
X D8:4，"% 22M4 W X JCU@，!% 22M4 W X U01NBY:4（3Y ;=%），%=">"B巯基乙醇］’%% S ! %%%#X，冰浴下充分研磨，
(% S ()T水浴中消化 )% S (% 21-，加等体积的酚：氯仿：异戊醇（体积比为 ") Z "< Z !）混合液抽提 ) 21-，<T
下 !% %%% 0 W 21-离心 !% 21-$取上清液，加 " W #体积的异丙醇，I "%T下充分沉淀 $于室温下 ) %%% 0 W 21-离心
!% 21-，用 ’%>乙醇洗沉淀，干燥，加 !%%#X双蒸水溶解，I "%T保存备用 $
$%) *+#反应体系
实验所用的 *++,引物为加拿大 H01.1N[ :M462V18 大学提供的成套引物 $ 9:,反应体系为：总体积为 ")

#X，其中：\]
" ^ "=) 22M4 W X，KDU9 %=") 22M4 W X，*++,引物 %="#2M4 W X，模板 CD@"% -]，!=) _ U85 CD@ 聚合

酶 $上面覆盖石蜡油 $反应程序为：&<T预变性 ) 21-，然后进入 9:,循环，即 &<T变性 <) N，)"T退火 <) N，
’"T延伸 &% N，共进行 <)个循环；最后 ’"T延伸 !% 21-$扩增产物用 !=)>琼脂糖凝胶电泳（电泳中含终浓
度为 %=)#] W 2X溴化乙锭）分离，经紫外分析仪观察结果并拍照 $
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!"# 数据处理
将电泳结果条带的有无转化为 !、"的数字距阵 #根据 $%&等（!’’(）的公式：

! ) *"#$ +（"# , "$），
计算扩增片段之间的遗传相似系数和遗传距离 #

$ 结果与讨论

$"! %&’反应条件的优化
影响 -./反应的因素比较多，本实验用 0"0引物对 12* ,，3$4-，模板，引物及退火温度等反应因子进

行了优化，结果如下：

*5!5! 12* ,，3$4-浓度对 -./结果的影响
在 -./反应中，467 8$9聚合酶是 12* ,的依赖性酶，对 12* ,浓度非常敏感 #王伟继等（*""!）［:］在对虾

的 ;<</=-./分析中，采用的 12* ,浓度为 !5> ? *5" @@AB + C#本实验对所用的文蛤样品设计了 >个 12* ,浓
度梯度：!、!5>、*、*5>、D @@AB + C#从本实验结果来看，除了 12* ,为 ! @@AB + C以外，其余的均能扩增出结果，
且差别并不明显 #在对 3$4-进行的 >个浓度梯度 "5!、"5!>、"5*、"5*>、"5D @@AB + C实验中，>种 3$4-浓度
均能扩增出较好的结果 #
* 5!5* 引物和模板浓度
引物浓度是 -./反应体系的重要影响因素 # EAFFG（引物提供者）推荐的标准引物浓度为 "5*!@AB + C，

吕林兰等（*""D）［>］对马氏珠母贝的 ;<</=-./反应中引物浓度为 ! @AB + C#本文设计了 >个浓度："5!、"5*、
"5D、"5>、!!@AB + C，从扩增结果来看，引物浓度的增加，电泳条带的亮度明显增加 #浓度为 "5!!@AB + C时，条
带很弱；当浓度增加至 !!@AB + C时，出现非特异性条带 #从本实验对文蛤的 ;<</=-./反应体系采用 "5* ?
"5D!@AB + C的引物浓度比较合适 # 余艳等（*""*）

［H］在对植物的研究中认为 ;<</=-./反应体系中 D ? H" I2
的模板浓度均可以扩增出基本相同的带型，本实验对反应体系中 !" ? >" I2浓度的模板的扩增也都可以得
到比较理想的结果 #
* 5!5D 退火温度
本实验采用的由 JI&K%LG&MN AO PL&M&GQ .ABR@F&6 提供的 !""条 ;<</引物 #根据公式计算的退火温度大多

为 >> ? >HS，本实验中大多数引物采用 >*S为退火温度 #根据公式，对 T.含量高的引物，可将退火温度适
当提高，而对 94含量高的引物，其退火温度则较低 #本实验中，对引物 0H>、0H(、0("、0H*，将退火温度提高
到 H"S；对引物 0"D、0">、0D>、0D0将退火温度降至 D"S，这两组实验均做退火温度为 >*S的对照实验 #实
验结果：在退火温度 >*S时，第一组只有 0H>有很弱的条带走出，第二组均无结果 #退火温度 H"S时，0H(
没有结果，0H*、0("有拖带现象，0H>产生较弱的可分辨条带；退火温度为 D"S时，只有 0D>有很弱的产物，
其余均没有扩增出条带 #

表 ! 筛选引物序列及扩增条带和多态性条带数目

引物编号 引物序列（>’? D’） 扩增总条带数 多态性条带数

UV! CV! UV CV
0"( 9T9 T9T 9T9 T9T 9T9 9. : > D :
0"0 9T9 T9T 9T9 T9T 9T9 T. ( 0 H H
0"’ 9T9 T9T 9T9 T9T 9T9 TT > D : *
0!! T9T 9T9 T9T 9T9 T9T 9. > > : D
0!* T9T 9T9 T9T 9T9 T9T 99 D : * D
0!D .4. 4.4 .4. 4.4 .4. 44 D > * !
0!: .4. 4.4 .4. 4.4 .4. 49 D D D D
0D: 9T9 T9T 9T9 T9T 9T9 TW4 : : : D
0D> 9T9 T9T 9T9 T9T 9T9 TW. H > > :
0:" T9T 9T9 T9T 9T9 T9T 9W4 * D * !
0:* T9T 9T9 T9T 9T9 T9T 9WT * D * *
0H( TT. TT. TT. TT. TT. TT. D D * D
00! TTT 4TT TT4 TTT T4T > H : :

!UV：江苏文蛤，CV：辽宁文蛤 #

$"$ %&’扩增和引物筛选结果
用 !""个引物（JP. -L&@%L <%M X ’）

0"! ? ’"" 对江苏文蛤和辽宁文蛤共 !*
个样品进行扩增反应，对从中挑选出的

!D个引物进行分析 #图 ! 分别为 0"0、
0"’、00!经 -./ 扩增后的电泳结果，从
中筛选出 !D 条可以扩增出清晰条带的
引物 #每条引物检测出的位点数从 ! 到
0不等，平均每条引物可检测到位点数
:5H个，所筛选的引物序列及扩增条带
和多态性条带数目见表 ! #
从表 !可以得出江苏文蛤的位点多

态性 为 0"5(Y，高 于 辽 宁 文 蛤 的
H05:Y #从筛选的引物序列可以看出，两
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碱基重复序列的引物占大多数，并且以 !"重复序列较多 #所以从以上的扩增结果可以得知：文蛤基因组
$%!中简单重复序列区域中以二碱基重复为主，并且 !"含量要高于 "&含量 #

’ ( )：江苏文蛤，*：!$%! + ,-./，0 ( ’1：辽宁文蛤

图 ! 两种文蛤的基因组 "#$用 %&&’引物 &()(、&()*、&((!扩增产物的电泳图谱

+,- 遗传相似性与遗传距离
表 + 江苏文蛤与辽宁文蛤间的遗传距离

江苏文蛤（23）辽宁文蛤（43）

江苏文蛤（23） 561’57 8 56595
辽宁文蛤（43） 5610:’ 8 565;0 56:)70 8 565;;

统计 ’1个引物对两种文蛤的基因组 $%!进行扩增后电泳产
生的条带，用公式

! < :"#$ +（"# = "$）
上式中，! 为共享度，又称为遗传相似性指数 # "#$ 是 #、$ 两

个体共有的条带，"#、"$ 是 #、$ 个体分别拥有的条带，从而计算出扩增片段之间的遗传相似性 #再根据 !
算出两种文蛤的遗传距离 % < ’ > ! #
+,. %&&’/01’技术在文蛤遗传分析中作用
文蛤养殖是吕四海区及沿岸地区海水养殖中的支柱产业之一 #近年来，由于文蛤苗种资源衰竭，生产

规模受到抑制，养殖量大幅度下降等原因，文蛤苗种生产的形势已很严峻 #本实验对所选的两种文蛤地理
种群的 ?@@A初步研究可以得出，江苏文蛤的遗传多样性比辽宁文蛤要高，群体内平均遗传距离比辽宁文
蛤大，这与沈怀舜等［*］用 A!B$标记对辽宁，江苏和广西三个文蛤地理种群的研究中的结果是一致的，说
明江苏文蛤仍存在较大的遗传改良潜力 # ?@@A标记由于其引物为在真核生物基因组中大量存在的简单重
复序列和锚定序列，该技术有非常高的稳定性，在遗传多样性分析方面有较明显的优势，对文蛤遗传标识

的确定、遗传图谱的构建将发挥重要的作用，为文蛤种质资源的保护和遗传育种等工作提供基础资料 #
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