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微卫星标记筛选及特征分析
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摘要：以乌江流域中华倒刺
!

（Ｓｐｉｎｉｂａｒｂｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ）为材料，构建了中华倒刺
!

微卫星富集文库。以乌江彭水电站

所采集的３２个个体的基因组ＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增，结果筛选出８个多态性微卫星位点，其等位基因数４
～１０，多态信息含量０．６０７２～０．８５１５；观测杂合度０．５６２５～１．００００，期望杂合度０．６７９１～０．８７９５，Ｈａｒｄｙ中华倒刺
!

微卫星标记筛选及特征分析Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡偏离指数－０．２００９～０．３８０５；卡方检验结果表明，３个位点不同程度
地偏离了Ｈａｒｄｙ中华倒刺

!

微卫星标记筛选及特征分析Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡（Ｐ＜０．０５）；各位点两两之间不存在显著
的连锁不平衡现象。

关键词：中华倒刺
!

；基因组富集文库；微卫星；多态性
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　　微卫星ＤＮＡ（ＭｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡ）又称短串联重
复序列（ｓｈｏｒｔｔａｎｄｅｍｒｅｐｅａｔｓ，ＳＴＲｓ）或简单重复序
列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，ＳＳＲｓ），是以少数几个
核苷酸（多数为 ２～４个）为单位多次串联重复的
ＤＮＡ序列。由于微卫星具有种类多、多态性高、进
化速度快及呈简单的孟德尔共显性遗传等优点，使

其在基因作图、种群遗传学、医学及亲缘关系鉴定等

研究领域得到极为广泛的应用（晏鹏等，２００３）；其
中，微卫星在水产动物种质资源研究中的应用主要

集中在群体的杂合度研究、家养群体与野生群体遗

传差别、种群亲缘关系研究、家系分析、进化与发育

研究、保护濒临灭亡群体等方面（杜长斌等，２０００）。
中华倒刺

!

［Ｓｐｉｎｉｂａｒｂｕｓｓｉｎｅｎｓｉｓ（Ｂｌｅｅｋｅｒ）］俗
称乌鳞、青波，隶属鲤形目、鲤科、

!

亚科、倒刺
!

属，

主要分布于长江上游及其支流，是重要的经济鱼类

之一（李萍和王宝森，２００８）。该鱼个体大、生长较
快、杂食性、饲养饵料来源广，适合于池塘、湖泊、水

库集约化养殖。近年来，由于过度捕捞和水体污染

严重，野生资源日益减少，可作为亲鱼和后备亲鱼的

资源极度匮乏；此外，因倒刺
!

属内有若干形态相近

的种，有些繁殖场未经严格鉴定即误将其它种的倒

刺
!

作为中华倒刺
!

进行繁殖。因此，苗种不纯或

杂种苗的现象时有发生（蔡焰值等，２００３）。本文筛

选了中华倒刺
!

的微卫星标记，并对这些标记的适

用性特征进行了分析，以期为鉴定中华倒刺
!

亲鱼

及苗种种类，并为更好地管理繁殖群体打下基础。

１　材料和方法

１．１　材料
研究所用的中华倒刺

!

样本来自于乌江下游，

采样断面包括白马、武隆、彭水、万足、鹿角、洪渡、
"

獭和淇滩，将中华倒刺
!

鳍条样本于室温保存在无

水乙醇中。实验所用磁珠为链霉亲和素包被的磁珠

（Ｒｏｃｈｅ公司）。生物素标记探针：（ＡＡＡＧ）７ｂｉｏｔｉｎ、
（ＧＡＴＡ）８ｂｉｏｔｉｎ。ＭｓｅⅠ人工接头序列：

ＯｌｉｇｏＭｓｅⅠＡ：ＨＯ５′ＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴ３′ＯＨ
ＯｌｉｇｏＭｓｅⅠＢ：ＨＯ５′ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧ３′

ＯＨ
ＭｓｅⅠ Ｎ 混 合 组：５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ

（Ｎ）３′
所用生物素标记探针、接头及引物均由大连宝

生物工程有限公司合成。

１．２　微卫星基因组文库的构建与克隆筛选
１．２．１　基因组ＤＮＡ的酶切与连接　剪取２ｃｍ２左
右的鳍条，采用蛋白酶 Ｋ酚氯仿法提取基因组
ＤＮＡ，测量ＤＮＡ浓度（Ｓａｍｂｒｏｏｋｅｔａｌ，１９８９）。调整
ＤＮＡ浓度至２００ｎｇ／μＬ，取基因组ＤＮＡ１μｇ，ＭｓｅⅠ
酶切２ｈ。建立１５μＬ的连接反应体系［１０μＬ酶切
样品、接头连接缓冲液１．５μＬ、ＭｓｅⅠＡ和 ＭｓｅⅠＢ
接头的等比例混合物 ２．５μＬ（２０ｐｍｏｌ／μＬ）、１μＬ
Ｔ４ＤＮＡ连接酶］。１５℃水浴连接１２ｈ，４℃冰箱连接
６ｈ。



１．２．２　 ＰＣＲ预扩增　利用 ＭｓｅⅠＮ引物［ＭｓｅⅠＮ
混合组：５′ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡ（Ｎ）３′］对连接
混合液进行 ＰＣＲ预扩增。建立２０μＬ的反应体系
［１０×Ｔａｑｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋）、２．５ｍＭｄＮＴＰ、２０ｐｍｏｌ／μＬ
引物、１ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶和１００ｎｇ模板ＤＮＡ］。反
应程序：９４℃变性 ５ｍｉｎ；９４℃、１ｍｉｎ；５３℃、１ｍｉｎ；
７２℃、１ｍｉｎ；１４个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃
保存。

１．２．３　生物素探针杂交　建立１００μＬ杂交体系：
ＰＣＲ预扩增产物２５μＬ，杂交缓冲液（６×ＳＳＣ，０．１％
ＳＤＳ）７０μＬ，生物素标记探针５μＬ［（ＡＡＡＧ）７ｂｉｏ
ｔｉｎ、（ＧＡＴＡ）８ｂｉｏｔｉｎ］。９５℃变性１０ｍｉｎ，５７℃保温
３０ｍｉｎ；取出后，缓慢冷却至室温，加入 ３００μＬ
ＴＥＮ１００溶液混匀，４℃保存备用。
１．２．４　磁珠富集　取１～２ｍｇ的链霉亲和素磁珠，
加入３００μＬＴＥＮ１００ｂｕｆｆｅｒ仔细洗涤３次，每次洗涤
都用磁架固定磁珠。洗涤完毕后，用４０μＬＴＥＮ１００
ｂｕｆｆｅｒ重悬磁珠，接着加入到生物素探针杂交液中，
室温放置３０ｍｉｎ，期间不时轻轻吹打，待磁珠吸附完
毕，用磁架固定磁珠，移去杂交混合液。沉淀用

４００μＬＴＥＮ１０００溶液室温下洗涤４次，将与磁珠非
特异性结合的ＤＮＡ片段洗脱；然后用４００μＬ洗液
Ⅰ（０２×ＳＳＣ，０．１％ ＳＤＳ）室温下洗涤磁珠３次，再
于 ５２℃下洗涤 １０ｍｉｎ，最后用 ４００μＬ洗液Ⅱ
（０２×ＳＳＣ）室温下洗涤１０ｍｉｎ。
１．２．５　洗脱和精制　加入１００μＬＴＥ（ｐＨ８．０），然
后于９５℃下水浴１５ｍｉｎ，用磁架固定磁珠后，迅速
吸出上清液，加入２倍体积的冰冻无水乙醇，－２０℃
下放置２ｈ。取出，０℃下，１３８００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；
弃上清后，加入 ７０％乙醇，室温放置 １５ｍｉｎ；４℃、
１３８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；小心移去乙醇，放入超
净台中风干残留的乙醇；加入１００μＬＴＥ８．０室温溶
解，４℃保存。
１．２．６　回收单链 ＤＮＡ片段的 ＰＣＲ扩增　以上述
单链目的ＤＮＡ片段为模板，用ＭｓｅⅠＮ引物组进行
ＰＣＲ扩增，获得双链目的片段。２０μＬ反应体系：
１０×ＥＸｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋）２μＬ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）
１．６μＬ，１０μＬＭｓｅⅠＮ引物组，ＴａｑＴａｋａｒａ聚合酶
（１Ｕ），单链模板ＤＮＡ５μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃、１ｍｉｎ；５３℃、１ｍｉｎ；７２℃、１ｍｉｎ；
３０个循环后，７２℃放置２０ｍｉｎ。
１．２．７　ＰＣＲ产物回收和Ｔ载体连接　用ＱＩＡｑｕｉｃｋ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ回收纯化ＰＣＲ产物，连接到ｐＧＥＭ

Ｔ载体中，转化到大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５ɑ
感受态细胞，铺板于含有Ａｍｐ的ＬＢ固体培养基中，
构建中华倒刺

!

微卫星富集文库。

１．２．８　阳性克隆的培养和筛选　将培养好的平板
放入４℃冰箱中作蓝白筛选，挑取白色克隆到含有
Ａｍｐ的 ＬＢ 液 体 培 养 基 中，放 于 ３７℃ 摇 床
（２００ｒ／ｍｉｎ）中过夜培养。以菌液为模板，ＭｓｅⅠＮ
为引物进行ＰＣＲ扩增，确定插入片段分布范围。挑
取扩增片段在８０～６００ｂｐ的阳性克隆测序。
１．２．９　引物设计及ＰＣＲ条件的优化　用ＴＡＮＤＥＭ
ＲＥＰＥＡＴＳＦＩＮＤＥＲ软件分析所获得的序列，采用
Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物（张新宇和高燕宁，２００４；
Ｂｅｎｓｏｎ，１９９９）。用高盐法提取中华倒刺

!

ＤＮＡ标
本做模板优化 ＰＣＲ条件（Ａｌｊａｎａｂｉ＆ Ｍａｒｔｉｎｅｚ，
１９９７）。ＰＣＲ反应在 ＧｅｎｅＡｍｐ（ＡＢＩ９７００）仪中进
行。１０μＬＰＣＲ反应体系包括：模板 ＤＮＡ１μＬ
（２０ｎｇ／μＬ）、正反向引物各 １μＬ（１０ｐｍｏｌ／μＬ）、
０．１μＬＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ，Ｔａｋａｒａ）、１μＬ１０×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ（Ｔａｋａｒａ）、０．６μＬＭｇＣｌ２（２５μｍｏｌ／μＬ，Ｔａｋａ
ｒａ）、０．８μＬｄＮＴＰｓ（２．５μｍｏｌ／μＬ，Ｔａｋａｒａ），用灭菌
双蒸水补足至１０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变
性５ｍｉｎ，３５个循环包括９４℃、４０ｓ，引物特有的退
火温度４０ｓ，７２℃、１ｍｉｎ，７２℃延伸 １０ｍｉｎ（表 １）。
ＰＣＲ扩增产物检测：在１×ＴＢＥ的电泳液中，用１０％
的非变性聚丙烯酰胺凝胶在３５Ｗ下电泳３ｈ，Ｅｔｈｉｄ
ｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ染色，再放入凝胶成像系统，拍照并保
存图片，根据电泳结果显示条带位置的不同确定其

基因型，并用 ｐＢＲ３２２ＤＮＡ／ＭｓｐⅠｍａｒｋｅｒ（ＴＩＡＮ
ＧＥＮ）为对照。
１．３　数据统计分析

微卫星位点的有效等位基因数目及大小使用

ＱＵＡＮＴＩＴＹＯＮＥｖｅｒｓｉｏｎ４．６２（ＢｉｏＲａｄＬａｂ）进行分
析。期望杂合度、观测杂合度、ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡
偏离程度（Ｐ）以及连锁不平衡（ＬＤ）等参数使用
ＰＯＰＧＥＮＥｖｅｒｓｉｏｎ１．３１软件进行分析（Ｙｅｈｅｔａｌ，
１９９９）。

ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡偏离指数（Ｄ）按以下公式
计算（王长忠等，２００８）：

Ｄ＝（Ｈｏ－Ｈｅ）／Ｈｅ
多态信息含量按Ｂｏｓｔｅｉｎ等（１９８０）的公式计算：

ＰＩＣ＝１－∑
ｍ

ｉ＝１
Ｐｉ
２－∑

ｍ－１

ｉ＝１
∑
ｍ

ｊ＝ｉ＋１
２Ｐｉ

２·Ｐｊ
２

其中：Ｐｉ和 Ｐｊ分别为第 ｉ和第 ｊ个等位基因在
群体中的频率，ｍ为等位基因数。

１４２０１１年第１期　　　　　　　　　　　熊美华等，中华倒刺
!

微卫星标记筛选及特征分析



２　结果

２．１　阳性克隆筛选
经蓝白初步筛选，挑取白色菌落，进行 ＬＢ液体

培养基培养。以菌液为模板，用ＰＣＲ法快速鉴定微
卫星序列的阳性克隆，挑选出片段大小在８０～６００
ｂｐ的克隆，送去测序，得到６９个微卫星序列，其中
有１７个克隆序列重复或互补，故含有微卫星重复序
列的不同克隆有５２个。
２．２　微卫星标记筛选与多态性分析

采用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件进行引物设计，共设计引
物１９对，利用３２个中华倒刺

!

个体对这些引物的

适用性进行了分析，其中８对引物扩增出了清晰并

且具有多态性的ＰＣＲ产物（表１），即获得了８个多
态性位点。这８个位点共扩增出了５５个等位基因，
每个位点的等位基因数目为４～１０个，平均等位基
因数目是６８７５０；多态信息含量０．６０７２～０．８５１５，
平均为 ０．７６１３。位点的观测杂合度 ０．５６２５～
１００００，平均为 ０．８９８３；期望杂合度 ０．６７９１～
０８７９５，平均为０．８０４９。ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传偏离
指数（Ｄ）为－０．２００９～０．３８０５，位点 ＳＳＩ３５出现了
杂合子缺失现象。卡方检验结果显示，有３个位点
（ＳＳＩ０１、ＳＳＩ１６、ＳＳＩ２４）在这个检测群体中不同程
度地偏离了 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡（Ｐ＜００５）。８个
位点中无连锁不平衡现象。位点的引物序列、重复

单元以及其它信息见表１。
表１　中华倒刺

!

８个微卫星位点及其特征
Ｔａｂ．１　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｉｇｈｔｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉｉｎＳ．ｓｉｎｅｎｓｉｓ

位点
核心

序列

引物

序列

观测等

位基因

Ｎａ

有效等

位基因

Ｎｅ

产物

大小／

ｂｐ

多态信

息含量

ＰＩＣ

观测杂

合度

Ｈｏ

期望杂

合度

Ｈｅ

平衡偏

离

指数Ｄ

平衡

偏离

程度Ｐ

ＳＳＩ０１ （ＡＣ）１５
Ｆ：ＡＣＧＧＡＧＧＣＧＴＴＴＧＴＴＴＧＡＴＡ

Ｒ：ＣＧＣＣＡＧＣＴＡＡＡＧＣＴＧＡＡＡＣＡ
４ ３．０１６２１５１～２１１０．６０７２ ０．９３７５ ０．６７９１ ０．３８０５０．０１６３

ＳＳＩ１６ （ＡＣ）１４
Ｆ：ＣＡＧＡＣＡＣＴＧＣＴＣＴＧＴＡＣＡＡＴＧＡＡＡ

Ｒ：ＧＡＧＡＧＴＣＣＣＣＧＴＡＡＡＣＣＡＣＡ
６ ３．４６５３１０２～１５８０．６６２０ ０．８４３８ ０．７２２７ ０．１６７６０．０１００

ＳＳＩ１８ （ＧＡＡＡ）１１
Ｆ：ＧＣＴＴＣＧＧＡＴＧＴＧＴＧＴＧＣＴＡＡ

Ｒ：ＴＴＧＡＣＡＧＣＣＡＡＡＡＡＧＴＴＴＡＣＧＡ
８ ７．０６６２１２７～２１５０．８４２１ １．００００ ０．８７２６ ０．１４６０ ０．０８１５

ＳＳＩ２４ （ＡＡＡＧ）１１
Ｆ：ＴＧＴＣＡＴＣＡＡＡＡＡＴＣＣＴＧＡＡＴＧＡＡ

Ｒ：ＡＡＡＡＡＧＴＧＧＣＡＡＣＣＴＧＣＡＡＴ
１０ ７．４４７３１４７～２３５０．８５１５ １．００００ ０．８７９５ ０．１３７００．０４１９

ＳＳＩ３０

（ＣＴＴＴ）３（ＣＴＴ）

（ＣＴＴＴ）３
（ＣＴＴＧ）（ＣＴＴＴ）２

Ｆ：ＴＧＧＧＣＡＣＡＧＡＡＡＡＧＧＡＡＡＴＣ

Ｒ：ＴＧＧＡＡＡＡＴＣＡＧＴＡＡＧＣＡＴＣＴＣＧ
７ ６．３８５４１７３～２５１０．８２３５ ０．９６７７ ０．８５７２ ０．１２８９ ０．１１８６

ＳＳＩ３１ （ＧＡＡＡ）１６
Ｆ：ＴＴＧＣＣＣＣＡＣＡＣＡＣＡＡＣＴＴＴＡ

Ｒ：ＡＡＡＣＡＧＧＡＴＧＣＡＣＡＡＣＡＧＣＡ
９ ６．９４２４１３９～２２５０．８４１２ ０．９３７５ ０．８６９５ ０．０７８２ ０．４９２３

ＳＳＩ３３ （ＣＴＴＴ）８
Ｆ：ＣＣＡＧＧＡＣＣＡＧＡＡＴＣＧＡＡＡＡＣ

Ｒ：ＴＡＡＣＣＣＣＴＴＣＡＧＴＣＣＣＡＣＡＣ
７ ６．３２１０１０１～１６５０．８２１６ ０．９３７５ ０．８５５２ ０．０９６２ ０．６１７８

ＳＳＩ３５ （ＴＡＣＡ）７
Ｆ：ＧＴＴＣＡＧＡＴＧＴＴＴＧＧＧＧＣＡＴＣ

Ｒ：ＣＡＴＴＴＧＡＴＣＡＡＣＡＡＴＴＣＣＡＡＧＡＡ
４ ３．２５６０１５１～２０７０．６４０９ ０．５６２５ ０．７０３９ －０．２００９０．４７３７

平均 ６．８７５０５．４８７５ ０７６１３ ０．８９８３ ０．８０４９ ０．１１６０

３　讨论

３．１　微卫星标记的获得途径
目前主要有３种途径获得微卫星标记。一是利

用亲缘关系较近的物种筛选微卫星标记，此法省时、

省力，已成为物种遗传分析的有力工具（马洪雨等，

２００６；鲁双庆等，２００５ａ）；二是从网上公开发表的基
因组序列数据库资源中筛选微卫星，此法既简便迅

速又能节省大量的时间和经费（匡刚桥等，２００７）。
前２种方法简便、快速且省时、省力、省经费，但对于
大部分物种而言，其数量有限。因此，最根本、有效

的途径是第３种途径，即通过基因组文库开发微卫

星标记，主要有经典方法、富集法和省略筛库法 ３
种。经典方法操作简单，容易掌握，但开发标记的效

率很低，花费的时间和经费也较多。鉴于经典法效

率低的缺点，遂发展了富集法；富集法通过建立和筛

选微卫星富集文库，显著提高了微卫星克隆的得率。

（魏东旺等，２００１；郝君等，２００６；史方等，２００９；熊美
华等，２００９；徐念等，２００９；杨钟等，２００９）。省略筛库
法包括几种多位点微卫星标记分离法，可以提高有

用微卫星序列的得率（孟清照等，２００７）。
３．２　磁珠富集法

本研究采用的是第３种途径，基因组文库筛选
微卫星标记方法中流行的磁珠富集法，其基本原理
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是首先用生物素标记探针与基因组 ＤＮＡ酶切片段
杂交，再利用生物素与链亲和素亲和性强的特性，用

包被链亲和素的磁珠进行磁力吸附完成重复序列目

标片段的富集。本研究通过磁珠富集法构建了中华

倒刺
!

微卫星 ＤＮＡ文库，筛选了多态性位点，并对
其特征进行了分析。实验共获得了８个具有多态性
的微卫星位点，分析了各位点的等位基因数、观测杂

合度、期望杂合度、ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡偏离指数、
连锁不平衡等，为进行中华倒刺

!

群体的遗传多样

性分析提供了一定的基础。

３．３　位点的多态性程度
遗传标记的多态性程度及其应用价值一般可用

杂合度（Ｈ）、多态信息含量（ＰＩＣ）来衡量。根据
Ｂｏｓｔｅｉｎ等（１９８０）提出的衡量基因变异程度高低的
多态信息含量指标，当 ＰＩＣ＞０．５时，该基因位点为
高度多态位点；当０．２５＜ＰＩＣ＜０．５时，为中度多态
位点；当ＰＩＣ＜０．２５时，则为低度多态位点。本实验
结果显示，所筛选的８个微卫星位点的多态信息含
量（ＰＩＣ）均 ＞０．５，为高度多态性，在中华倒刺

!

群

体遗传学研究领域中能提供确切的遗传信息。

３．４　位点的基因杂合度
基因杂合度表示群体在某位点杂合子的比例。

Ｎｅｉ（１９７８）将其视为度量群体遗传变异的一个最合
适参数，位点平均杂合度近似反映遗传结构变异程

度高低；杂合度越大，表明群体的遗传变异越多，群

体遗传多样性越高，对环境适应能力越强。本研究

中，中华倒刺
!

群体平均杂合度即平均期望杂合度

（Ｈｅ）为０．８０４９，平均观测杂合度（Ｈｏ）为０．８９８３，说
明该群体遗传多样性较高。位点 ＳＳＩ１６、ＳＳＩ１８、
ＳＳＩ２４、ＳＳＩ３０、ＳＳＩ３１、ＳＳＩ３３的杂合度≥０．７，依据
Ｇｉｌｌ（１９９６）提出的杂合度≥０．７的基因座具有高鉴
别力的标准，表明这６个位点的杂合度已经达到高
度多态性遗传标记位点指标。

３．５　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传偏离指数
ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ遗传偏离指数（Ｄ）反映了 Ｈｏ

和Ｈｅ之间的平衡关系，Ｄ值越接近０，基因型的分
布越接近于平衡状态，Ｄ值为正时反映杂合子过剩，
Ｄ值为负时则处于杂合子缺失状态（李鹏飞等，
２００６）。本研究中，Ｄ值变化范围为 －０．２００９～
０３８０５，位点 ＳＳＩ３５出现了杂合子缺失，其它位点
均出现杂合子过剩现象。杂合子过剩现象一般出现

在研究对象为相对小的群体或者封闭群体，如一个

养殖群体里面的子代群体是由有限的亲本所产生，

创造者效应（Ｆｏｕｎｄｅｒｅｆｆｅｃｔ）和瓶颈效应（Ｂｏｔｔｌｅｎｅｃｋ

ｅｆｆｅｃｔ）会导致连锁不平衡现象（刘云国等，２００５），从
而导致杂合子过剩。杂合子缺失除了与无效基因和

研究样本范围大小有关外，还可能是由种群退化、性

别比例不均衡、亲缘近交和人为干扰程度大等导致

稀有碱基的丢失所致（Ａｎｔｏｒｏｅｔａｌ，２００６）。
３．６　ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡程度检验

用卡方检验ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ平衡程度（Ｐ）的结
果表明，检测群体中有３个位点（ＳＳＩ０１、ＳＳＩ１６、ＳＳＩ
２４）不同程度地偏离了平衡。由于检测样本数有
限，因此不能明确地判断出偏离平衡的原因，对于这

３个位点的适用性需要更进一步的检测。
从以上遗传指标的分析可以看出，本文所获得

的８个微卫星位点均具有较高的多态性水平，其中
６对达到了高鉴别力的标准，这为中华倒刺

!

种群

的遗传分析等提供了良好的分子标记，且 ＳＳＩ１８、
ＳＳＩ３０、ＳＳＩ３１、ＳＳＩ３３、ＳＳＩ３５符合 ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ
平衡的位点为优先选择应用的位点。

志谢：非常感谢张轶超、杨志、朱迪、陶江平、冯

瑞萍、王翔、万力、郑海涛、蔡玉鹏等同志为本实验提

供的帮助。
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