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摘 要 : 采用磁珠富集法筛选三疣梭子蟹( Portunus trituberculatus) 的微卫星序列。经 Sau3AI 酶切后的 200 ～

1 000 bp DNA 纯化片段，与两端已知序列的人工接头连接，用含有生物素标记的( CA ) 12和( GA ) 12探针杂交，

根据磁珠的链酶亲和素与生物素特异结合的特性，捕获含微卫星序列的单链 DNA，以此为模板用人工接头序

列为引物进行 PCR 扩增，随后将获得的片段连接到 PMD18-T 载体上，转化至 DH5α 感受态细胞中，成功构建

了微卫星富集文库。测序其中的 60 个阳性克隆，得到 42 条微卫星序列 ( 基因登录号为: HQ283153-

HQ283194 ) ，除探针使用的 CA /GT、GA /CT 重复外，还得到 GAGT 重复序列。42 条微卫星序列中，完美型 31

个( 占 73． 8% ) ，非完美型 9 个( 占 21． 4% ) ，混合型 2 个( 占 4． 8% ) 。完美型的比例显著高于非完美型，这与

其他真核生物微卫星序列的特征相一致。39 条微卫星序列的重复次数大于 10 ( 占 92． 9% ) ，其中，重复次数

在 10 ～ 19 次之间的有 27 个，20 次以上的有 12 个。筛选出的微卫星位点可为今后三疣梭子蟹遗传多样性评

价、种群遗传结构鉴定及资源保护研究提供一套有用的分子标记。
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Abstract: Microsatellite sequences were isolated from swimming crab ( Portunus trituberculatus) by using the
magnetic bead hybridization enrichment method． Total genomic DNA was extracted and digested with
restriction enzyme Sau3AI． Fragments in range of 200 － 1 000 bp were agarose-gel purified and ligated with
special adaptors，and the combinations was hybridized with biotin-labelled microsatellite probe ( CA ) 12 and
( GA) 12 ． By using the high binding affinity of biotin to streptavidin-coated magnetic beads，single-stranded
DNA containing the selected microsatellite sequences were captured． The targeted DNA was used as the



6 期 刘 汝，等 : 三疣梭子蟹微卫星文库的构建及序列分析

template to conduct PCR amplification using the adaptor as primers． The fragments were inserted into PMD18-
T vector， and thansformed into DH5α competent cell． Of the 60 positive clones for sequencing，42
microsatellite repeat were acquired ( GenBank accession number: HQ283153-HQ283194 ) ． Except the CA /
GT and GA /CT，the microsatellite sequences also had repeat motif of GAGT． The 42 microsatellite sequences
could be categorized into 31 perfect type ( 73． 8% ) ，9 imperfect type ( 21． 4% ) ，and 2 compound type
( 4． 8% ) ． The percentage of perfect type was much higher than the imperfect type in swimming crab，which
was same as other eukaryote． 39 microsatellite sequences ( 92． 9% ) had at least 10 times of repeats numbers．
27 microsatellite containing sequences had 10 － 19 times of repeats numbers，and 12 microsatellite had more
than 20 times of repeats numbers． The present study might provide a set of useful molecular markers for future
studies on genetic diversity evaluation，population genetic structure identification and resources conservation of
the swimming crab．
Key words: Portunus trituberculatus; enrichment by magnetic beads; screening; microsatellite;
polymorphism

三疣梭子蟹是我国大型海洋经济蟹类，经济
价值高，是我国重要的海洋渔业资源，广泛分布
于中国、朝鲜、日本及马来西亚群岛等海域［1 － 2］。
近年来由于捕捞强度增大及环境影响，三疣梭子
蟹的资源量在持续下降，我们需要寻找合适的分
子遗传标记来分析三疣梭子蟹群体的遗传多样
性和种质资源状况，以便于三疣梭子蟹种质资源
的管理、保护和合理开发利用。

微卫星序列( microsatellites) 是指由 1 ～ 6 个
核苷酸为重复单位组成的简单多次串联重复
DNA 序列。微卫星具有高多态性和共显性的特
征，已成为目前最常用的分子标记，广泛应用于
种群遗传结构分析［3］、遗传多样性评价、遗传连
锁图谱构建［4］、亲缘关系鉴定［5］和 QTL 的研究。
目前，三疣梭子蟹的微卫星位点分离和筛选测序
少有报道，且位点的序列并未见公布。本文将用
磁珠富集法构建三疣梭子蟹的微卫星文库，分离
微卫星分子标记，为其种质资源评估和遗传多样
性分析提供有效的研究手段。

1 材料与方法

1． 1 基因组总 DNA 的提取
三疣梭子蟹样品选自东海，取 1 g 少量肌肉

组织，用无菌水清洗，加入 370 μL TNE 缓冲液，
10 μL 10% SDS，10 μL 10mg /mL 蛋白酶 K 和 20
μL 1mol / L DTT，56 ℃消化至透明，然后依次用
苯酚、抽提液 1 ( 25∶ 24∶ 1 的酚 ∶氯仿 ∶异戊醇) 、抽

提液 2 ( 24∶ 1 的氯仿 ∶ 异戊醇 ) 抽提，无水乙醇沉
淀，70%乙醇清洗，自然干燥后加入 30 μL TE 溶
解( 图 1 ) 。用紫外分光光度计检测提取 DNA 的
浓度和纯度。

图 1 三疣梭子蟹基因组 DNA 电泳图谱
Fig． 1 Genomic DNA of swimming crab by 1． 0%

agarose gel electrophoresis
M． DL2000 DNA Marker; 1 － 4．三疣梭子蟹基因组 DNA 样本。

1． 2 总 DNA 的酶切及酶切片段的选择回
收

取 5 ～ 10 μgDNA，用 30U Sau3AI 限制性内切
酶在 37 ℃酶切 3 ～ 4 h，酶切后的反应体系于 65
℃ 10 min，灭活 Sau3AI 酶。利用 1%的琼脂糖凝
胶进行电泳，用割胶回收试剂盒 ( Takara ) 回收
200 ～ 1 000 bp 的酶切产物。
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1． 3 与接头的连接及连接产物的 PCR 检
测

用单链的寡核苷酸 ( 50 μmol /L ) 做接头，等
比例混合两寡核苷酸 A、B，使其终浓度为 25
μmol /L，95 ℃变性 10 min，室温自然冷却 1 h 退
火以形成带有限制性酶切位点 Sau3AI 的双链接
头。其中，寡核苷酸 A 的序列为: 5’-GGCCAGAG
ACCCCAAGCTTCG-3’，寡核苷酸 B 的序列为:
5’-pGATCCGAAGCTTGGGGTCTCTGGCC-3 ’，均
由上海生工生物工程公司合成。

建立连接体系 : 100 μL 体系中包括 3 μL T4

DNA Ligase，10 μL 10 × T4 Buffer，4 μL Adaptor
( 25 μmol /L) ，83 μL 酶切 DNA。混匀后于 16 ℃
连接 8 h 或过夜，再置于 65 ℃ 10 min，灭活 T4 连
接酶，－ 20 ℃保存备用。

为了检测连接是否成功，并创建基因组 PCR
文库，用连有接头的 DNA 片段作为模板，寡核苷
酸链 B 作为引物进行 PCR 扩增。PCR 反应程序 :
95 ℃预变性 5 min，然后进入如下循环 : 95 ℃变
性 40 s，60 ℃ 40 s，退火每循环依次降 0． 5 ℃ ，72
℃延伸 90 s，循环 10 次，然后在 55 ℃退火循环 25
次，72 ℃延伸 10 min。

1． 4 杂交及微卫星片段的磁珠富集
1． 4． 1 建立 50 μL 杂交体系

1． 5 μL 生物素探针 ( CA ) 12 或 ( GA ) 12 ( 10
μmol /L) ，5 μL 引物寡核苷酸链 B ( 50 μmol /L) ，
15 μL 20 × SSC，0． 5 μL 10% SDS，16 μL ddH2O，
68 ℃预热。将 12 μL 双链 DNA 95 ℃变性 5min，
使双链 DNA 变性为单链，加入预热的杂交混合
液，70 ℃杂交 1 h 。
1． 4． 2 磁珠平衡

将磁珠混匀，取 125 μL 磁珠 ( 4 mg /mL ) 于
1． 5 mL 离心管中，并取 300 μL W /B buffer 冲洗
两次，去掉游离的链酶亲和素，每次冲洗完后，用
磁铁吸附磁珠，再弃掉 W /B buffer，再用 200 μL
洗液 I ( 6 × SSC，0． 1% SDS) 洗涤平衡，直到磁珠
外观变得顺滑易洗脱，最后加 200 μL 洗液 I 备
用。
1． 4． 3 磁珠吸附富集

磁珠上包被的链霉亲和素与探针上的生物
素能发生亲和作用，可以通过磁力将磁珠连同所
需的微卫星序列吸附分离出来。将杂交液加入
平衡好的磁珠中，保持磁珠悬浮状态 25 ℃ 20

min。然后进行洗涤，去除不含微卫星的序列。
洗涤方法是: ( 1 ) 先用磁铁吸附磁珠，吸弃混合
液 ; ( 2 ) 用洗液Ⅰ( 6 × SSC，0． 1% SDS) 室温下洗
2 次，10 min /次 ; ( 3 ) 洗液Ⅱ ( 3 × SSC，0． 1%
SDS) 70 ℃洗 2 次，15 min /次 ; 4 ) 洗液 III ( 6 ×
SSC) 室温下快速洗 2 次。
1． 4． 4 捕获含有微卫星序列的单链 DNA

用 200 μL 0． 1 × TE 在室温下快速洗 2 次，再
加入 50 μL 0． 1 × TE 与磁珠混匀，95 ℃变性 10
min ，释放出含有微卫星序列的单链 DNA ，吸出
备用。

1． 5 富集后的目的片段 PCR 扩增检测及
纯化

PCR 法检测生物素标记的探针和磁珠是否
捕获了含有微卫星的目的片段 ( 图 2 ) ，50 μL 反
应体系中含有洗脱的 DNA 模板 10 μL，2． 5
mmol /L dNTP 5 μL，25 μmol /L 引物 OligoB 1 μL，
10 × PCR Buffer 2． 5 μL ，Taq 酶 0． 5 U。PCR 反
应程序同上。

图 2 磁珠富集 SSR 片段的电泳图谱
Fig． 2 Richness SSR segments using magnetic beads

M． DL2000 DNA Marker; 1 － 2．磁珠富集 SSR 片段。

1． 6 载体连接和转化
将上述 PCR 产物直接与 PMD18-T 载体

( Takara) 进行连接，同时用 T 载体自身连接作为
对照。16 ℃连接 3 h 左右，可延长至 8 h，时间越
长可相应提高连接效率。连接后的产物转化到
感受态大肠杆菌 DH5α ( 天根生化科技有限公
司) ，细菌 37 ℃ 摇床培养 1 h 后涂布到添加
IPTG、X-Gal、Amp( 0． 1mg /mL) 的 LB 平板上，37 ℃
培养过夜。
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1． 7 阳性克隆的筛选和鉴定
挑取阳性克隆在 LB 液体培养基中振荡培养

过夜，取菌液 2． 0 μL 做模板，以 oligoA 和无生物
素标记的探针 ( CA ) 12和( GA ) 12作为引物进行插
入片段 PCR，琼脂糖电泳检测，产生两条或两条
以上扩增带的可推测为含微卫星序列的阳性克
隆( 图 3 ) 。反应体系 20 μL，含 2． 0 μL 10 × PCR
buffer、1． 2 μL 25 mmol /L MgCl2、1． 6 μL 2． 5
mmol /L dNTP、0． 6 μL 25 mmol /L oligoA、1． 2 μL
10 mmol /L ( CA) 12、0． 2 U Taq，PCR 反应程序如
上。

图 3 阳性克隆 PCR 检测电泳图谱
Fig． 3 Positive clone detection by PCR method
M． DL2000 DNA Marker; 1 － 12． 菌落 PCR 产物

1． 8 序列分析及引物设计
挑选含微卫星插入片段的阳性克隆进行测

序，由上海申速测序公司完成。测序结果在
chroma 软件上进行峰图分析，去掉载体和接头序
列，用 SSR Hunter 软件结合人工搜寻查找微卫星
位点，采用 Premier Primer 5． 0 软件包进行引物设
计。

2 结果与分析

2． 1 克隆及测序结果
分别用探针 ( CA ) 12和( GA ) 12对 600 个菌落

进行 PCR 筛选，获得所需的阳性克隆 160 个，挑
选其中的 60 个去测序，在成功获得测序结果的
51 个序列中，根据单碱基重复次数 ＞ 10 ，两碱基
重复次数 ＞ 6 ，三碱基重复次数 ＞ 4 ，四、五、六碱
基重复次数 ＞ 3 的微卫星长度标准［6 － 7］，得到 42

条微 卫 星 序 列 ( 基 因 登 录 号 为: HQ283153-
HQ283194) 。除探针使用的 CA /GT、GA /CT 重复
外，还得到 GAGT 重复序列。

2． 2 微卫星的分类
依据 Weber［8］提出的微卫星核心序列分类标

准，我们可以把三疣梭子蟹的微卫星序列分为完
美型( perfect，P) 、非完美型( imperfect，I) 和混合
型( compound，C) 3 种类型。在 42 个微卫星序列
中，完美型的 31 个，占 73． 8% ; 非完美型的 9 个，

占 21． 4% ;混合型的 2 个，占 4． 8% ( 表 1 ) 。39 条
微卫星序列的重复次数大于 10 ( 占92． 9% ) ，其
中，重复次数在 10 ～ 19 次之间的有 27 个，20 次
以上的有 12 个。

表 1 三疣梭子蟹富集文库中微卫星克隆特性
Tab． 1 Characterization of microsatellite clones
from enriched library in Portunus trituberculatus

编号 ( 基因登录号 ) 序列重复结构 类型

PT_A01 ( HQ283153 ) ( GA) 8 P
PT_A02 ( HQ283154 ) ( CT) 9 T( CT) 5 I
PT_B03 ( HQ283155 ) ( CT) 12 T( CT) 6 I
PT_B04 ( HQ283156 ) ( CT) 10 P
PT_B05 ( HQ283157 ) ( CT) 15 P
PT_B07 ( HQ283158 ) ( GT) 16 P
PT_B09 ( HQ283159 ) ( CT) 5 TT( CT) 11 I
PT_B12 ( HQ283160 ) ( CA) 24 P
PT_C01 ( HQ283161 ) ( CT) 13 P
PT_C02 ( HQ283162 ) ( TC) 13 P
PT_C03 ( HQ283163 ) ( AG) 3 G( AG) 8 I
PT_C06 ( HQ283164 ) ( GA) 11 P
PT_C08 ( HQ283165 ) ( CT) 7 AT( CT) 7 I
PT_C10 ( HQ283166 ) ( GT) 3 CT( GT) 3 ( CT) 3 C
PT_C12 ( HQ283167 ) ( CA) 28 P
PT_D05 ( HQ283168 ) ( CT) 12 P
PT_D06 ( HQ283169 ) ( CT) 12 P
PT_D07 ( HQ283170 ) ( CT) 10 P
PT_D08 ( HQ283171 ) ( GA) 10 ( GAGT) GA( GAGT) 4 C
PT_D12 ( HQ283172 ) ( GT) 29 P
PT_E01 ( HQ283173 ) (CT) 5GT(CT) 4GT(CT) 4GT(CT) 4T(CT) 8 I
PT_E02 ( HQ283174 ) ( GA) 12 P
PT_E03 ( HQ283175 ) ( CT) 12 P
PT_E04 ( HQ283176 ) ( CT) 14 P
PT_E05 ( HQ283177 ) ( CT) 16 P
PT_E06 ( HQ283178 ) ( GT) 27 P
PT_E07 ( HQ283179 ) ( CA) 13 P
PT_E10 ( HQ283180 ) ( CT) 8 TT( CT) 9 I
PT_E11 ( HQ283181 ) ( GA) 2 A( GA) 11 I
PT_F05 ( HQ283182 ) ( CA) 20 P
PT_F07 ( HQ283183 ) ( CT) 22 P
PT_F08 ( HQ283184 ) ( CA) 24 TA( CA) 8CT( CA) 4 I
PT_F10 ( HQ283185 ) ( GA) 8 P
PT_G01 ( HQ283186 ) ( CT) 12 P
PT_G02 ( HQ283187 ) ( GT) 22 P
PT_G04 ( HQ283188 ) ( TG) 31 P
PT_G06 ( HQ283189 ) ( GT) 38 P
PT_G10 ( HQ283190 ) ( TG) 27 P
PT_H05 ( HQ283191 ) ( CT) 22 P
PT_H07 ( HQ283192 ) ( CT) 10 P
PT_H08 ( HQ283193 ) ( TG) 13 P
PT_H12 ( HQ283194 ) ( CT) 15 P
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2． 3 引物设计筛选
分离出的微卫星位点用软件 Primer Premier

5． 0 设计引物，部分序列由于侧翼序列不完全而
无法设计，且在设计标准为 TM: 55 ～ 68 ℃ ; GC 含
量 : 30% ～ 60% ; 引物长度 : 18 ～ 25 bp; 扩增产物
大小 : 100 ～ 400 bp 条件下，可以设计出引物 30
对。

3 讨论

微卫星位点的获得通常有两种途径 : 一是通
过检索 DNA 序列数据库 ( 如 GENBANK，GDB，
EMBL) ，或者根据近缘物种的已知微卫星侧翼序
列设计引物。这种方法较为简单、方便，但相对
工作量很大，且不能筛选出该物种特有的微卫星
序列 ;第二种途径是用经典分子生物学方法克隆
所需要的微卫星标记位点，构建含微卫星位点的
基因组文库［9 － 10］。后者主要又有两种方法，一是
小片段克隆法，二是富集法。目前富集法应用较
多，该方法相对简单、快速且工作量小，获取的微
卫星数目较多，但所需费用较高，且保真性低，不
适宜于重复序列较长生物微卫星 DNA 的筛
选［11］。

本研究采用生物素—磁珠吸附微卫星富集
法，CA 和 GA 插入文库中的阳性克隆率高达
26． 7%，远远高于常规小片段克隆法［12］。若插入
片段的平均大小为 400 bp，那么理论上微卫星的
阳性克隆率可以达到 3． 5% ～ 17%［13］，所以本研
究的方法是可行的。在真核生物基因组中，一般
认为完美型的比例要显著高于非完美型，如虾夷
扇贝( P． yessoensis ) 的微卫星序列中，完美型、非
完美型、混合型比例分别为 50． 8%，43． 0%，
6． 1%［14］，草鱼中的比例是 69． 23%、17． 69%、
11． 54%［15］。

微卫星核心序列突变率相对较高 ( 10 － 5 ～
10 － 3 ) ，造成微卫星核心序列重复次数的增加或
减少，即微卫星长度的变化，这是微卫星多态性
的基础［16］。Weber［8］认为，只有在双碱基重复序
列重复次数大于 12 次时，微卫星标记才有可能
表现 出 较 高 多 态 性 信 息 含 量 ( polymorphic
information content，PIC ) 值，当 n≥16 时，可提供
的多态性信息含量在 0． 5 以上［17］，才可以进行相
应的多态性分析。根据滑动链错配机制 ( slipped-
strand mispairing) ，长的微卫星重复序列比短的微

卫星序列更容易发生突变、产生多态性［18］。所
以，研究所用的微卫星序列其重复次数应比较
高，有利于筛选设计出多态性引物。本实验中获
得的微卫星重复次数在 10 次以上的占 92． 9%，
这对筛选多态信息高的分子标记，进行种群遗传
多样性研究是非常有利的。

利用微卫星分子标记技术对十足目甲壳动
物的遗传分析，仅在虾类和小部分蟹类中有少量
报道［19 － 20］。我国渔业资源丰富，利用微卫星标
记的共显性遗传和高多态性，可以对三疣梭子蟹
进行种群遗传分析和多样性鉴定，从分子水平为
遗传育种、种质鉴定、资源的有效管理和持续利
用提供理论依据。
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