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摘 要 以定向交尾技 术构建的 4个谱 系清晰的 家系为材料 ，检 测 两对微 卫星标记 Potl7和 

Pot42在三疣梭子蟹家系鉴别中的应用效果。结果表 明，两个位点在 4个 家系的 5个 已知父母本和 

98个后代中共检测 出 11个等位基 因，其 中Potl7位点 6个，Pot42位点 5个。分析显示，上述检 出的 

等位基因频率在 0．029 1和 0．359 2之 间，Pot17和 Pot42位 点的期望 杂合度分 别为 0．774 0和 

0．757 7，观测杂合度分别为 0．621 4和 0．679 6，多态信息含量分别为 0．737 3和 0．712 9。根据已知 

亲本和子代基 因型，推断出了4个家系全部亲本的基因型。Pot17和 Pot42微卫星标记具有达 0．995 

的较高累积个体识别卒，可以用于三疣梭子蟹的亲子关系鉴定。 
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ABSTRACT Based on four families obtained by directional mating techniques，the applica— 

tion of two pairs of microsate1lite markers，Potl 7 and Pot42，in Portunus trituberculatus par— 

entage determination was explored． Eleven alleles were found at two microsatellite DNA lOCi 

(six at lOCUS Pot1 7 and five at 1OCUS Pot42 respectively)by investigating 5 parents and 98 off— 

springs in the four families．The analysis results showed that the gene frequencies detected by 

lOCUS Pot17 and Pot42 were between 0．029 1 and 0．359 2，expected heterozygosity was 0．774 0 
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at lOCUS Potl7 and 0．757 7 at lOCUS Pot42，observed heterozygosity was 0．621 4 at lOCUS Potl7 

and 0．679 6 at lOCUS Pot42，and the polymorphism information content(PIC)was 0．737 3 at 

locus Pot17 and 0．712 9 at lOCUS Pot42，respectively． The results showed that the cumulate 

power of discrimination(CDp)of Potl7 and Pot42 reached up to 0．995．They are applicable in 

the Portunus r ￡ 6Prc 厶 ￡“5 parentage determination． 

KEY WoRDS Portunus trituberculatus M icrosatellite marker Family 

Parentage determination 

三疣梭子蟹 Portunustrituberculatus是一种重要的海洋经济动物，隶属甲壳纲 Crustacea、十足 目Decapo— 

da、梭子蟹科 Portunidae，主要分布于黄海 、渤海 、东海、南海、日本海 等海域 。由于其生 长快 、个体大、肉味鲜 

美 ，已成为我国重要 的海水养殖对象(薛俊增等 1997；戴爱云等 1986)。近年来出现三疣梭子蟹养殖苗种品 

质下降、病害多发、养殖生态失衡等现象 ，迫切需要培育出抗逆能力强 、品质质量高的优 良品种 。选育过程中需 

要精确 的家系信息 ，便于对家系混养条件下三疣梭子蟹生长、抗性等性状进行遗传力估计 ，及根据亲属信息准 

确选留亲本，避免近交带来 的近交衰退和多样性下降。 

家系信息通常采用合适的标记追踪，但三疣梭子蟹具有蜕皮特性，故常规的物理标记不适用。同工酶电 

泳 、RFLP和 RAPD等标记技术，多态信息含量较低 ，重复性 、稳定性和可比性较差 ，也不适 于其标记追踪。近 

年来，微卫星标记 已应用于多种水产动物 的亲缘关系分析 (Jerry et a1． 2004；Norris et a1． 2000；Perez- 

Enriquez et a1． 1999；Jackson et a1． 2003；Rodzen et a1． 2004；Sekino et a1． 2003、2004；Hara et al。 

2003；孙昭宁等 2005、2007；王鸿霞等 2008；Castro et a1． 2004；McDonald et a1． 2004；Selvarnani et 

a1． 2001；Jerry et a1． 2004、2006a、2006b；Dong et a1． 2006)，显示 出多态性丰富、稳定性好和高识别力 

等优点。采用微卫星标记研究三疣梭子蟹基因组 中 DNA的分布和结构 已有报道(宋来鹏等 2008a、b；刘 

萍等 2008)，但将其应用于三疣梭子蟹亲缘关系的鉴定尚未见报道。本文用两对微卫星标记对三疣梭子蟹家 

系进行家系鉴别的初步研究 ，为选育中的亲缘关系研究提供理论基础和技术支撑，为进一步的家系特异性标记 

开发与应用奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 材 料 

取自昌邑市水产养殖有限责任公司2007年定向交配的 4个三疣梭子蟹家系，父母本及子代个数统计见表 

1，2 和 3 家系仅含母本样本 ，4 家系仅含父本样本 。样 品收集后保存于一8O℃超低温冰箱 中。 

表 1 家系编号及 个体数 目统计 

Table 1 The number of family and individual Portunus trituberculatus 

1．2 方法 

1．2．1 基 因组 DNA 的提取 

微卫星 DNA的提取参照 Liu等(2O00)的方法 ，用 1 琼脂糖凝胶电泳鉴定 ，GENEQUANTpro(Pharma 

cia Biotech Ltd)RNA／DNA分析定量仪定量。 
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1．2．2 PCR反应条件 

微卫星引物序列见表 2，微卫星引物为本实验室开发。25 l总反应体积，包括 100 ng三疣梭子蟹基因组 

DNA模板(50 ng／tA)，10 mmol／L 10×buffer(Mg free)，2．0 mmol／L MgCI2(25 mmol／L)，0．2 mmol／L 

dNTP(10 mmol／L each)，引物各 0．8／~mol／L，1．0U TaqDNA酶 (5 U／~I)。反应条件为：94℃预变性 5 min； 

然后 94℃变性 40 S，退火(退火温度见表 2)1 min，72℃延伸 1 min，25个循环 ；72℃延伸 5 min，4℃保存。 

表 2 微 卫星引物序 列 

Table 2 Sequences of microsatellite primers 

1．2．3 扩 增产物 的处理 

PCR产物在变性聚丙烯酰胺凝胶中分离，银染法显色、定影。凝胶干燥后扫描仪扫描记录凝胶图像。条 

带模糊个体重复进行 PCR反应，保证统计条带清晰和结果的准确性。 

1．2．4 家系遗传多样性、亲缘关系和家系鉴别的统计分析 ． 

统计各基因座的等位基因数目，前两位数字表示微卫星位点，第 3位数字表示等位基因，如 171表示位点 

Pot17位点分子量最大的等位基因 1。根据子代中等位基 因的分离 ，对缺失亲本的基因型进行推断。根据不同 

家系亲本间的基因型差异，对各个家系进行鉴别 。 

用 POPGENE软件进行数据处理 、聚类分析 ，计算群体问遗传距离 、相似性指数 、Hardy—Weinberg平衡检 

验(P值)及杂合度。用 Arlequin软件的 AMOVA计算群体遗传分化指数( 值)、分析遗传变异组分。 

多态性信息含量(PIC，Polymorphism Information Content)计算公式参照 Botstein(1980)等 ： 
1 n 

PIC 一 1一 P 一 2P P 
i=1 j = i+1 

式 中，P ，P，分别为群体 中第 i和第J个等位基因频率 ， 为等位基因数。 ． 

个体识别率和累积个体识别率计算公式参照 Fisher(1951)： 
m  

个体识别率(Power of discrimination，DP)：DP一1一 P 

累积个体识别率(Cumulative DP)：CDP一1一(1一DP1)(1一DP2)⋯(1一DP ) 

P 为某一位点第i个基因型的频率，m为某一位点的基因型数， 为位点数。 

2 结果 

2．1 遗传多样性分析 

运用 POPGENE软件和Arlequin软件的AMOVA进行家系遗传多样性分析，结果见表 4。由表 4可见， 

两对微卫星引物 Pot17和 Pot42在 4个家系的5个已知父母本和 98个后代中检测出 11个等位基因，其中 

Pot17位点 6个，Pot42位点 5个 。共检测出 23种基因型 ，其 中 Pot17位点 12种 ，Pot42位点 l1种。Potl7基 

因座检测纯和基因型 4种 ，占34个被检测个体的 32 ，杂合基 因型 8种，占 72个被检测个体的 68 。Pot42 

基因座检测纯和基因型 3种 ，占 32个被检测个体的 3O ，杂合基因型 8种 ，占 74个被检测个体的 7O ；部分 

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳如图 2所示 。 
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注：对角线以上为相似性指数，对角线以下为遗传距离 

Note：genetie identity(above diagona1)and genetic distance(below diagona1) 

表 4 微卫星位点 多态信息检测值 

Table 4 Detection of polymorphism information by tWO microsatellite loc 

注：N：样本数；A：等位基因数；S：频率最高等位基因的频率；G：基因型数；Homs：纯合子；Hets：杂合子；H ：期望杂合度；H。：观测杂 

合度；PIC：多态信息含量；F ：群体遗传分化指数；HWE；哈迪温伯格平衡检验．NS表示符合；**表示偏离极显著 

Note：N ：Number of samples；A：Number of the alleles；S：allele frequencies of the highest one；G：Number of the Genotype；Homs：Num— 

her of the Homozygous；Hets：Number of the Heterozygote；HB：Fxpected heterozygosity； ：Observed heterozygosity；PIC：Polymor— 

phism Information Content；FⅡ：Population genetic differentiati0n index： HW E ：Hardy-W einberg equilibrium test． NS represents conform— 

anee： ** represents significant deviation 

根据 Nei等(1972)的方法 ，计算 4个家系间的遗传距离和相似性指数(表 3)、构建 UPGMA(图 1)。结果 

表明，1 和 4 家系问的遗传距离最小，相似性最高，在图上聚合在一起。2 和 3 家系间的遗传距离次之，先 

聚合在一起 ，最后与家系 1 和 4 聚合 。 

Pot17和 Pot4 2位点的多态信息含量(PIC)分别为 0．737 3和 0．712 9；两个位点在 4个家系中的观测杂 

合度分别为 0．621 4和 0．679 6。在两个位点上 ，4个家 系均极显著偏离 Hardy—Weinberg平衡 。两个位点在 

所有家系中的群体遗传分化指数(F )均大于 0。 

卜_— — 

图 1 三疣梭子蟹 4个家 系的 UPGMA 

Fig．1 U PGM A dendrogram among four P．trituberculatus families 

popl 

pop4 

pop2 

pop3 

父本 Sire 

sire 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 l1 l2 l3 l4 15 l6 17 18 19 20 2l 22 23 24 25 26 27 28 M 

M：Marker；1～28：4 家系个体 

M ：Marker；1～ 28：Individuals of family 4# 

图 2 Pot42位点对 4 家系的扩增图谱 

Fig．2 M icrosatellite loci amplified by Pot42 primer pairs in family 4 
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2．2 亲缘关系的确定 

2 和 3 家系仅含母本样本 ，可推断家系父本 ；4 家系仅含父本样本 ，可推断家系母本。由表 5可见，在 

Pot17位点：2 家系缺失父本。母本基因型检测为 172／174，子代有 4种基因型，分别为 ：172／172(1)，172／174 

(11)，172／176(3)和 174／176(6)。由纯和基因型 172／172可推知其父本含有等位基因 172，又因为子代中出现 

等位基因176，所以推断其父本基因型为 172／176。同法可推断出2 家系在 Pot42位点缺失母本的基因型、3 

家系在两个位点缺失的母本基因型和 4 家系在两个位点上缺失的父本基 因型(孙昭宁等 2007)。 

父本 Sire 

2．3 家系鉴别 

M：Marker；1～27：4 家系个体 

M ：Marker；1～27：Individuals of family 4 

图 3 Pot17位点对 4 家系的扩增图谱 

Fig．3 Microsatellite loci amplified by Pot1 7 primer pairs in family 4 

表 4为两个微卫星位点的多态信息检测值 ，在 Potl7位点 ，1 家系有 171／175、173／175和 175／175三种基 

因型；2 家系有 172／172、172／174、172／176和 174／176四种基 因型 。因基 因型完全不 同，首先可将 1 家系和 

2 家系相区别。3 家系有 172／173、17g／173和 173／174三种基 因型；4 家系有 175／176、175／175和 176／176 

三种基因型，因基因型完全不同，同样可以将 3 家系和 4 家系相区别。依此类推可将 1 家系和3 家系、1 

家系和 4 家系、2 家系和 3 家系、2 家系和 4 家系两两区分开来。 

表 5 两位点在 4家系检测和推断出的基因型 

Table 5 Observed and conferred genotypes of four families by tWO mlcrosatellite loci 

3 讨论 

如果已知父母的基因型，应用微卫星标记可在没有外部物理标记及不需分开养殖的情况下区分出混养群 

体所属的家系。微卫 星标 记作为遗传 多样性分析 和进行 系谱 追踪 的有效 工具 (Herbinger et a1． 1995； 

Blouin et a1． 1996；O’Reilly et a1． 1998)，已显示了强大 的家系确证能力(Perez—Enriquez et a1． 1999)。 

本研究应用两对微卫星标记鉴别了 4个家系的 98个子代个体和 5个亲本，结果通过子代个体基因型成功推断 
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出了 2 、3 和 4 家系缺失亲本的基因型 ；在已知父母本基因型的 1 家系中，各微卫星位点通过子代基因型所 

推断的亲本基因型与电泳检测的亲本基 因型一致。Sugaya等 (2002)用 5个微卫星位点确定了 7个 日本对虾 

家系的亲缘关系，董世瑞等(2007)、孙昭宁等 (2005)分别研究证明 ，用两对微卫星引物可准确鉴定 至少 5个 中 

国对虾家系 。作者用两对微卫星标记 、且 只用标记 Pot17，即区分了 4个三疣梭子蟹家系。其 中，标记 Pot17 

在 1 家系中产生了等位基 因 171，Pot42标记 在 3 家 系中产 生 了等位基 因 424，该 两家系在 Pot17位点和 

Pot42位点均可直接与其他家系相区别 。本实验 中，Pot17和 Pot42可以分别作为 1 家系和 3 家系的特异性 

标记 ，但因不同家系或群体的遗传多样性不同 ，所 以选择的标记能否作为家系特异性标记使用尚有待进一步研 

究 。 

微卫星位点多态性 的高低 ，直接影响微卫星标记对家系鉴定 的准确性 。本文研究结果表明，两位点在各家 

系中的群体遗传分化指数(F )均大于 0。Pot17基因座检测纯和基 因型 4种 ，占 34个被检测个体的 32 ，杂 

合基因型 8种 ，占 72个被检测个体的 68 。Pot42基因座检测纯和基因型 3种 ，占 32个被检测个体 的 3O ， 

杂合基因型 8种 ，占 74个被检测个体 的 7O ，可见两位点在各家系检测 出的纯和个体在所有个体中所 占比例 

较高；两个微卫星位点 的观测 杂合度 (Pot17：0．621 4；Pot42：0．679 6)都 低于期望杂合 度 (Pot17：0．774 0； 

Pot42：0．757 7)，且平均杂合度均较低(表 4)。作者认为是家系近交导致了纯和个体的增加，说明三疣梭子蟹 

近交家系的选育已经初见成效。Pot172和 Pot42两个位点的多态信息含量 (PIC)分别为 0．737 3和 0．712 9。 

两位点在 4个家系的观测杂合度分别为 0．621 4和 0．679 6。表明所用标记均具有较高的识别能力 ，可以保证 

鉴别的准确性。4个家系在两位点均极显著偏离 Hardy Weinberg平衡(P<O．01)，该现象可能是因为 ：(1)无 

效等位基因的存在。已有研究 (Brohede et a1． 2002；Sekino et a1． 2003；McGoldrick et a1． 2000)表明， 

无效等位基 因的存在会影响亲子鉴定结果。(2)取样造成 的误差 。(3)实验数据统计误差 。 

当个体识别率(DP)大于 0．8时，表明所用的遗传标记在个体识别和亲权鉴定中具有较高的应用价值 

(陈 腾等 2002)。本研究 中两对微卫星标记 Pot17和 Pot42的个体识别率分别为 0．911和 0．947，累积个体 

识别率达到 0．995，属于高识别力 的遗传标记系统 ，充分证明可以用于三疣梭子蟹 的亲缘关系研究 。因三疣梭 

子蟹建系较为困难，微卫星标记开发也处于初级阶段 ，作者认为今后应使用更高多态性引物和更多家系进行深 

入的家系鉴别研究 。 
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