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摘要：运用生物素与链霉亲和素的强亲和性原理，用生物素 －磁珠吸附微卫星富集法，筛选企鹅珍珠贝（Ｐｔｅｒｉａ
ｐｅｎｇｕｉｎ）的微卫星分子标记序列，进而对南海区企鹅珍珠贝的遗传多样性进行分析。对１３６个菌落中的８５个阳
性克隆进行微卫星测序，获得６４个序列，达到８５．９３％。所得到的５５个重复６次以上的微卫星序列中，除生物素
探针中使用的ＣＡ重复外，还得到ＴＧ、ＴＣ、ＧＡ的重复序列。重复序列中完美型３６个，占６５．５％；不完美型１４个，
占２５．５％；混合型５个，占９．１％。利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计引物４０对，合成其中的２０对并进行ＰＣＲ筛选，１５
对可扩增出特异性条带。研究表明，筛选出的企鹅珍珠贝微卫星分子标记可用于进一步的遗传多样性分析。
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　　企鹅珍珠贝（Ｐｔｅｒｉａｐｅｎｇｕｉｎ）是我国培育大型海
水附壳珍珠和正圆珍珠中最有潜力的珠母贝种之

一，因其个体大、生命力强、外套膜分泌珍珠机能旺

盛，壳内所产生的珍珠大而圆、色泽特殊、商品价值

甚高；加之企鹅珍珠贝的肉味鲜美、营养丰富，珍珠

层区厚大，可做珍珠粉、珍珠化妆品、贝雕及工艺品

的原材料，也具有清热解毒的药用，因此，企鹅珍珠

贝是一种重要的经济贝类（黄桂菊等，２００８；徐宗芹
等，２００９）。在我国，企鹅珍珠贝主要分布于海南、
广东大亚湾、广西涠洲岛和台湾西南等地（顾志峰

等，２００９；栗志民等，２００９）。
微卫星 （ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ）是２０世纪８０年代发展

起来的遗传标记（ｇｅｎｅｔｉｃｍａｒｋｅｒ）方法，微卫星存在
于大多数生物的基因组中，而且单位的重复次数在

个体间呈高度变异性，数量丰富，因此微卫星标记已

广泛应用于遗传杂交育种、绘制染色体遗传图谱、鉴

定亲缘关系、遗传多样性估计、标记辅助选择、种质

资源保护、数量性状定性、微卫星 ＤＮＡ指纹库的建
立以及遗传监测等领域（Ｍｅｅｈａｎｅｔａｌ，２００３；Ｒｏｏｓｅ－
Ａｍｓａｌｅｇｅｔａｌ，２００６）。刘丽等（２００８）用筛选出的微
卫星ＤＮＡ对青石斑鱼进行了群体遗传多样性分析，

所得的２６个微卫星引物均可尝试性地用于其他石
斑鱼微卫星多态性、遗传多样性和种群进化等研究，

为种质资源保护提供理论依据；Ｘｉａｎ等（２００９）用微
卫星 ＤＮＡ研究了７个地理种群的中国对虾遗传多
样性；郭昱嵩等（２０１０）对９种常见笛鲷微卫星位点
进行筛选和遗传多样性分析，发现目前笛鲷属鱼类

存在较高水平的遗传多样性。相对鱼虾来说，微卫

星分子标记在企鹅珍珠贝的研究与应用远远滞后，

仅有虾夷扇贝和马氏珠母贝分离的微卫星标记，远

不能表明企鹅珍珠贝的遗传多样性（赵莹莹等，

２００６；佟广香等，２００７）。因此，筛选更多独立分离
的、多态性丰富的企鹅珍珠贝微卫星分子标记，对于

研究其遗传多样性尤显重要。运用生物素与链亲和

素的强亲和性原理，把生物素标记重复序列的探针

与酶切的ＤＮＡ片段杂交，用生物素－磁珠吸附重复
序列，富集重复序列目标片段的方法（孙效文等，

２００５；全迎春等，２００６；Ｚａｎｅｅｔａｌ，２００２），不仅获得的
微卫星序列多，而且降低微卫星分子标记分离的成

本。本文报道了应用微卫星分子标记的生物素－磁
珠富集法筛选企鹅珍珠贝，提高了筛选效率，并可能

进一步获得到具有多态性的微卫星序列。

１　材料与方法

１．１　微卫星基因组文库的构建和克隆测序
１．１．１　提取ＤＮＡ　企鹅珍珠贝样品采自广西涠洲
岛，去壳后称取闭壳肌１００ｍｇ于２ｍＬ离心管中，加
入５００μＬＤＮＡ提取缓冲液［１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ
（ｐＨ８．０）；１００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）；２％ ＳＤＳ］，
剪碎后加入１０μＬ的２０ｍｇ／ｍＬ蛋白酶 Ｋ（终浓度



４００μｇ／ｍＬ），充分混匀后放人５６℃水浴锅中温浴５
～６ｈ；再加入１００μＬ的饱和ＫＣｌ溶液，充分颠倒混
匀，于室温１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，小心取上清液至另
一个１．５ｍＬ离心管中，加入等体积的酚、氯仿、异戊
醇混合液（体积比２５∶２４∶１）抽提２次，取上清液，
再加入等体积的预冷异丙醇沉淀，－８０℃放置
１５ｍｉｎ，于室温１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，用
７０％的酒精洗涤沉淀２次，待其干燥后，加１００μＬ
的ｄｄＨ２Ｏ溶解沉淀。
１．１．２　ＤＮＡ纯化　在 ｄｄＨ２Ｏ溶解的沉淀中加入
２００μＬＤＮＡ纯化液 Ｉ［２％ＣＴＡＢ；５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
ＨＣｌ（ｐＨ ８．０）；５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ （ｐＨ ８．０）；
１４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ］，置于６５℃水浴中充分溶解沉淀；
加入６００μＬＤＮＡ纯化液ＩＩ［（２％ＣＴＡＢ；２５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＴｒｉｓＨＣＩ（ｐＨ８．０）；２５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８．０）］，颠
倒混匀后，放在染色摇床上低速摇３０～６０ｍｉｎ。于
室温 １００００ｇ离心 ５ｍｉｎ，弃上清液，沉淀溶于
１００μＬ的 １．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，加入３８０μＬ无水乙醇，
颠倒混匀后冰浴 １５ｍｉｎ，于室温 １２０００ｇ离心
１０ｍｉｎ，７０％乙醇洗涤沉淀２～３次。自然干燥后，
加入 １００μＬ灭菌 ｄｄＨ２Ｏ和 １μＬ的 １０ｍｇ／ｍＬ胰
ＲＮＡ酶，３７℃水浴３０ｍｉｎ。
１．１．３　酶切与回收　取约１５０μｇ总 ＤＮＡ，用限制
性内切酶Ｓａｕ３ＡＩ进行不完全酶切５～６ｈ，酶切片
段主要集中在２５０～７５０ｂｐ，利用凝胶回收试剂盒
（北京天根生物科技有限公司）回收其 ＤＮＡ片段，
并用 ＴＥ溶解，凝胶成像系统观察，回收成功后备
用。

１．１．４　制备接头及连接　本试验采用布朗接头，并
由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，浓度

均 为 ５０ μｍｏｌ／Ｌ 的 寡 核 苷 酸 链 Ａ （５′
ＧＡＴＣＧＴＣＧＡＣＧＧＴＡＣＣＧＡＡＴＴＣＴ３′）和寡核苷酸链
Ｂ（５′ＧＴＣＡＡＧＡＡＴＴＣＧＧＴＡＣＣＧＴＣＧＡＣ３′）。用 Ａ
和 Ｂ等比例混合 ２条链，每组的终浓度为
２５μｍｏｌ／Ｌ。９５℃变性１０ｍｉｎ，经４ｈ缓慢冷却至
１０℃，该退火过程以期形成带有限制性酶切位点
（Ｓａｕ３ＡＩ、ＳａｌＩ、ＥｃｏＲＩ）的双链接头：
５′　ＧＡＴＣＧＴＣＧＡＣＧＧＴＡＣＣＧＡＡＴＴＣＴ　Ａ
３′　ＣＡＧＣＴＧＣＣＡＴＧＧＣＴＴＡＡＧＡＡＣＴＧ　Ｂ
建立２０μＬ的连接体系：１０μＬ的 ２５μｍｏｌ／Ｌ

接头，６Ｕ的Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ，２μＬ的１０×Ｂｕｆｆｅｒ，４μＬ
的纯化酶切片段，用无菌水补足体积至 ２０μＬ；于
１６℃连接过夜。连接完毕，１００ｋＤ旋离柱（ＰＡＬＬ
ＦＩＬＴＲＯＮ公司）除去多余的接头，电泳检测，最终用

真空冷冻干燥机（德国Ｃｈｒｉｓｔ）浓缩至１５μＬ。
１．１．５　构建基因组 ＰＣＲ文库　取４μＬ连有接头
的ＤＮＡ片段作为模版，ＰｒｉｍｅｒＢ为引物，建立２５μＬ
ＰＣＲ反应体系，建立基因组文库。反应程序为：
９４℃预变性 ３ｍｉｎ，９４℃、１ｍｉｎ，５８℃、１ｍｉｎ，７２℃、
１．５ｍｉｎ，２８个循环；７２℃、１０ｍｉｎ。反应结束后，通
过旋离柱除去多余的引物和没有参加反应的ｄＮＴＰ，
浓缩至１５μＬ。
１．１．６　构建微卫星文库
１．１．６．１　杂交　建立 ５０μＬ反应体系：１．５μＬ
（１０ｍｏｌ／Ｌ）探针生物素标记的 （ＣＡ）１５，５μＬ
（５０μｍｏｌ／Ｌ）ＰｒｉｍｅｒＢ，１５μＬ的２０×ＳＳＣ，０．５μＬ的
１０％ ＳＤＳ，１８μＬ的 ｄｄＨ２Ｏ混合，６８℃预热。将
１０μＬＤＮＡ（３００ｎｇ）９５℃变性５ｍｉｎ，加入预热的杂
交混合液，６８℃杂交１ｈ。杂交过程中平衡磁珠。
１．１．６．２　磁珠的平衡　将磁珠轻轻摇匀，吸出
１００μＬ至１．５ｍＬ的硅化离心管中，放在磁力架上１
～２ｍｉｎ，轻轻吸出盐溶液。用２００μＬ的 Ｂ＆Ｗ洗
液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ和２ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ）洗涤２次，再用２００μＬ洗液Ｉ（６×ＳＳＣ，０．１％
ＳＤＳ）反复洗涤平衡，直至磁珠变得容易从管壁上滑
落到管底且容易洗脱为止。注意洗涤过程中，应小

心吹打，防止产生过多的气泡而影响试验结果；最后

加入１５０μＬ洗液Ｉ，室温放置至杂交完毕。
１．１．６．３　富集及捕获含有微卫星序列的单链 ＤＮＡ
　将磁珠于２５℃温育２０～３０ｍｉｎ，轻轻摇动（防止
磁珠沉淀）以使生物素和链霉亲和素结合，然后将

离心管放置于磁力架上洗涤。于室温用洗液 Ｉ洗２
次，每次静置１０ｍｉｎ，洗液Ⅱ（３×ＳＳＣ，０．１％ ＳＤＳ）
在６８℃洗２次，每次静置１５ｍｉｎ，洗液Ⅲ（６×ＳＳＣ）
室温快速洗２次，基本可将不含微卫星的序列除去，
然后用２００μＬ的０．１×ＴＥ室温快速洗２次。离心
管中加入５０μＬ的０．１×ＴＥ，９５℃变性１０ｍｉｎ，然后
放在磁力架上快速吸出上清液。

１．１．７　ＰＣＲ扩增　用前述反应体系，２μＬ单链
ＤＮＡ作为模版，进行第２次 ＰＣＲ。反应完毕，通过
旋离柱除去多余引物和底物，电泳检测。

１．１．８　连接与克隆　１０μＬ连接体系：５μＬ的２×
连接酶缓冲液，１μＬ的 ＰＧＥＭＴｖｅｃｔｏｒ，３μＬ插入
ＤＮＡ片段，１μＬ的 Ｔ４ＤＮＡ连接酶（５Ｕ／μＬ），同时
Ｔ载体自身连接作为对照，１６℃连接过夜。用ＤＨ５α
感受态大肠杆菌（购自北京天根生化科技有限公

司）进行转化。

１．１．９　蓝白斑筛选　预先涂好４０μＬ的 Ｘｇａｌ和
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７μＬ的ＩＰＴＧ的混合液，于每个 ＬＢ固体培养皿上，
３７℃倒置培养４０ｍｉｎ，待其干燥后，涂上转化后的菌
液，３７℃过夜培养。挑取白色菌落加入 ＬＢ液体培
养基（含氨苄青霉素）中，３７℃摇菌１０ｈ。
１．１．１０　ＰＣＲ检测菌液　取１μＬ菌液作为模板，建
立１０μＬ体系，进行 ＰＣＲ扩增，进一步筛选阳性克
隆，ＰＣＲ程序如下：９４℃、５ｍｉｎ，９４℃、１ｍｉｎ，５８℃、
１ｍｉｎ，７２℃、１．５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃、１０ｍｉｎ，４℃、
１５ｍｉｎ。凝胶成像系统观察，菌液送至深圳华大基
因科技有限公司测序。

１．２　序列分析与引物设计和筛选
经筛选的阳性克隆部分被送测序，测得的序列

在除去载体序列后，分析微卫星序列，重复次数均约

１０次，说明不需要再进行第２次原位杂交筛选，则
将剩下所有的菌液送去测序，把获得的微卫星序列

在其侧翼序列采用 ＰｒｅｍｉｅｒＰｒｉｍｅｒ５．０软件设计引
物。以６只企鹅珍珠贝的基因组ＤＮＡ为模板，进行
ＰＣＲ扩增，筛选出能扩出目的片段的引物。

２　结果

２．１　克隆与测序
对８５个阳性克隆进行测序，获得６４个序列，达

到８５．９３％。共得到５５个重复次数在６次以上的
微卫星序列，除生物素探针中使用的 ＣＡ重复外，还
得到 ＴＧ、ＴＣ、ＧＡ的重复序列。企鹅珍珠贝微卫星
的重复次数集中在１０～５０次，最高重复为 ８３次。
根据Ｗｅｂｅｒ（１９９０）提出的标准，将企鹅珍珠贝的微
卫星序列分为完美型（ｐｅｒｆｅｃｔ）、非完美型（ｉｍｐｅｒ
ｆｅｃｔ）和混合型（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）；其中，完美 型 ３６个，占

６５５％；非完美型１４个，占２５５％；混合型５个，占
９１％。
２．２　引物设计与扩增

采用ＰｒｅｍｉｅｒＰｒｉｍｅｒ５．０软件进行引物设计，共
设计引物４０对，采用常规ＰＣＲ对合成的２０对引物
进行筛选，有１５对引物扩增出目的片段，可以用于
企鹅珍珠贝的遗传学分析，图１是 ＱＥＢＤ１５引物对
企鹅珍珠贝基因组 ＤＮＡＰＣＲ扩增电泳结果，此引
物扩增出的片段大小为２６３ｂｐ，序列合成及筛选结
果见表１。图２为企鹅珍珠贝Ｃ５４序列（ＧＴ）２８及侧
翼序列的测序峰图。

（Ｍ：ＭａｋｅｒＤＬ２０００）

图１　利用微卫星引物ＱＥＢＤ１５ＰＣＲ扩增６个企鹅
珍珠贝基因组ＤＮＡ的电泳结果

（Ｍ：ＭａｋｅｒＤＬ２０００）

Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆｓｉｘＰｔｅｒｉａｐｅｎｇｕｉｎ
ｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＰＣＲａｎｄＱＥＢＤ１５

３　讨论

３．１　生物素－磁珠富集法与微卫星制备
本试验采用了生物素－磁珠富集法进行微卫星

筛选，应用了人工接头及相应的引物，增加了捕获微

卫星的特异性，从１３６个菌落中挑选出８５个阳性克

图２　企鹅珍珠贝Ｃ５４序列（ＧＴ）２８及侧翼序列

Ｆｉｇ．２　（ＧＴ）２８ｒｅｐｅａｔｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅａｎｄｆｌａｎｋｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＣ５４ｉｎＰｔｅｒｉａｐｅｎｇｕｉｎ

０９ 第３２卷第３期　 　　　　　　　　　水 生 态 学 杂 志　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１１年５月



表１　企鹅珍珠贝微卫星分子标记及其引物
Ｔａｂ．１　ＭｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍａｒｋｅｒｓａｎｄｔｈｅｉｒｐｒｉｍｅｒｓｉｎＰｔｅｒｉａｐｅｎｇｕｉｎ

微卫星标记 引物序列５′－３′ 序列大小／ｂｐ 重复序列 退火温度／℃ ＧｅｎＢａｎｋ号

ＱＥＢＣ５２
Ｆ：ＡＧＧＧＣＡＴＴＴＣＴＴＴＧＧＴＡＴＴ
Ｒ：ＴＴＴＴＡＴＧＴＴＣＡＧＴＧＣＡＧＧＴＴ

２８４ （ＡＣ）８ ６０ ＪＦ７９９８３９

ＱＥＢＤ５０
Ｆ：ＡＴＧＴＧＴＴＡＴＣＣＡＧＴＣＴＧＴＣＡＣＴ
Ｒ：ＡＴＡＣＡＡＡＧＣＡＴＴＣＴＣＡＡＧＧＣ

３８４ （ＴＧ）１８ ６０ ＪＦ７９９８４０

ＱＥＢＣ３８
Ｆ：ＡＡＴＡＣＴＴＡＡＣＴＴＧＣＴＧＧＣＡＧＣＣ
Ｒ：ＴＡＡＴＡＣＴＡＡＧＴＣＧＣＣＣＴＡＣＣＧ

１４７ （ＴＧ）２９ ６０ ＪＦ７９９８４１

ＱＥＢＣ６５
Ｆ：ＡＡＡＡＡＴＣＡＡＴＡＧＧＧＴＡＣＡＴＣＣ
Ｒ：ＣＧＴＴＡＣＡＡＣＴＴＣＧＧＣＡＴＴ

１９６ （ＡＧ）１２（ＴＧ）１７ ５４ ＪＦ７９９８４２

ＱＥＢＤ１５
Ｆ：ＣＴＧＧＣＡＧＣＣＴＧＡＡＡＧＡＣＡ
Ｒ：ＡＴＧＧＣＡＴＣＡＡＧＣＣＴＣＧＴＣ

２６３ （ＧＴ）２９ ５８ ＪＦ７９９８４３

ＱＥＢＣ６７
Ｆ：ＴＣＴＴＧＡＣＡＧＧＴＧＣＣＧＴＴＡＧ
Ｒ：ＣＡＡＧＡＧＧＧＡＴＧＧＴＡＡＡＴＧＣＴ

１６７ （ＴＧ）３５ ５８ ＪＦ７９９８４４

ＱＥＢＤ１８
Ｆ：ＧＴＴＡＴＣＣＡＧＴＣＴＧＴＣＡＣＴＧＴＧＴ
Ｒ：ＴＴＡＣＴＧＣＣＡＴＴＴＴＣＴＣＣＣ

１９１ （ＴＧ）１３ ５８ ＪＦ７９９８４５

ＱＥＢＡ１３
Ｆ：ＡＴＧＡＴＧＡＴＴＣＧＴＧＧＧＴＧＴ
Ｒ：ＡＴＣＧＣＴＡＴＧＡＴＧＡＧＴＣＧＴＧＴ

３５３ （ＴＧ）２０（ＡＣ）８３ ５４ ＪＦ７９９８４６

ＱＥＢＡ３３
Ｆ：ＣＣＡＣＧＧＡＡＣＣＡＴＡＧＡＴＴＧＣ
Ｒ：ＴＧＧＣＴＡＧＧＴＴＴＧＧＧＣＡＧＡ

４９８ （ＴＧ）３０ ５２ ＪＦ７９９８４７

ＱＥＢＢ６８
Ｆ：ＧＧＣＴＴＴＧＴＴＴＧＴＡＴＧＴＡＴＧＴＧ
Ｒ：ＧＡＣＧＡＴＣＴＴＴＡＡＣＧＴＧＣＣ

３０３ （ＴＧ）２２ ５８ ＪＦ７９９８４８

ＱＥＢＣ５３
Ｆ：ＣＧＴＧＴＴＡＴＧＧＴＧＡＡＴＧＴＧＴ
Ｒ：ＴＣＣＧＴＴＧＴＡＡＧＡＡＡＡＴＧＡＡＴ

１２１ （ＴＧ）２５ ５４ ＪＦ７９９８４９

ＱＥＢＣ１２
Ｆ：ＧＴＧＴＴＣＣＣＴＧＴＴＴＡＴＣＡＴＴＡＴ
Ｒ：ＣＡＣＧＡＧＴＡＡＴＧＧＧＣＡＧＴＴ

２０２ （ＴＧ）２９ ５６ ＪＦ７９９８５０

ＱＥＢＣ１３
Ｆ：ＧＴＴＧＧＣＡＧＣＣＣＧＡＡＡＧＡＣ
Ｒ：ＧＣＣＧＴＧＧＴＡＡＧＡＡＧＡＧＴＧＧ

２２８ （ＧＴ）１６（ＧＴ）７ ５６ ＪＦ７９９８５１

ＱＥＢＤ６９
Ｆ：ＴＧＣＴＴＴＴＧＴＴＧＴＧＡＧＴＧＧＴ
Ｒ：ＴＴＡＡＧＧＣＴＧＴＴＴＴＣＧＡＴＧＴＡ

２９２ （ＧＴ）１１ ５４ ＪＦ７９９８５２

ＱＥＢＣ５４
Ｆ：ＡＡＣＣＡＡＡＧＧＣＡＧＡＡＡＧＡＧ
Ｒ：ＣＴＡＡＴＡＣＧＧＣＡＡＡＴＴＣＡＣＡＴ

２０９ （ＧＴ）２８ ５２ ＪＦ７９９８５３

　　注：Ｆ－正向引物；Ｒ－反向引物。
Ｎｏｔｅｓ：Ｆ－ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ；Ｒ－ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ．

隆进行测序，成功测序 ６４个，微卫星含量达到
８５９３％；与其他学者利用同样方法获得的微卫星序
列的比例相似。全迎春等（２００６）利用磁珠富集法
制备大口鲶微卫星分子标记，从５９３个阳性克隆中
选取１７８个测序，微卫星含量达９７．１９％；孙效文等
（２００５ａ）用同样的方法制备草鱼微卫星分子标记时
获得阳性克隆１３２个，８６．３６％含有微卫星序列；郝
君等（２００６）在建立大黄鱼微卫星文库时，７１．９％含
有微卫星序列；孙效文等（２００５ｂ）将经典的小片段
克隆法和磁珠富集法进行了对比，利用２种方法筛
选鲤的微卫星，结果前一种方法得到的克隆库中筛

选出２０００个菌落，获得的阳性克隆４５个，有２２个
含有微卫星序列；后一种方法得到的克隆库中筛选

出２６００个菌落，获得阳性克隆１３００个，选取其中
３９０个测序，３１４个含有微卫星序列。证明生物素－
磁珠富集法克隆微卫星效率较高，是一种比较好的

微卫星制备方法。

３．２　微卫星的重复次数分析
微卫星序列重复次数的增加或者减少受其核心

序列突变率的影响，核心序列的突变率一般为１０－５

～１０－３。Ｗｅｂｅｒ（１９９０）认为，只有双碱基重复序列
的重复次数大于 １２时，微卫星的多态信息含量
（ＰＩＣ）才较高，如果 ＰＩＣ值提高到０．５以上，那么微
卫星的重复次数将大于或等于１６，这样才能进行相
应的多态性分析；Ｓｍｕｌｄｅｒｓ等（１９９７）认为重复次数
多的微卫星，既能在种间又能在种内产生多态性，但

重复次数少的微卫星仅能在种间产生多态性。本次

研究发现，企鹅珍珠贝微卫星的重复次数多集中在

１０～５０次，最高重复为８３次；这可能由于在富集过
程中多次洗涤磁珠，不可避免的将一些重复次数低

的微卫星序列洗掉，获得微卫星重复次数较多，序列

较长，给引物设计造成了一定的困难。所以利用生

物素－磁珠法富集微卫星序列需要设计出高质量的
引物才能在基因组中调取出微卫星序列。
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３．３　企鹅珍珠贝种质资源的保护
企鹅珍珠贝为我国沿海省份培育的大型海水附

壳珍珠和正圆珍珠最有潜力珠母贝种的主要育珠品

种（顾志峰等，２００９；栗志民等，２００９），但是国内对
其遗传多样性的研究较少。直到２１世纪，余祥勇等
（２００４）采用垂直板状聚丙烯酰胺梯度凝胶电泳分
离技术，对企鹅珍珠贝不同组织的６种同工酶酶谱
特征及其遗传控制进行了研究，共检测到１６个位点
具有多态性；王小玉（２００６）用随机扩增多态性ＤＮＡ
标记（ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＤＮＡ，ＲＡＰＤ）方
法研究了企鹅珍珠贝的遗传多样性。而利用微卫星

等重复性高和共显性比例高的分子标记方法研究企

鹅珍珠贝的遗传多样性更能准确和精细。大多数微

卫星位于基因间隔区，并且少数能改变基因信息。

微卫星对基因调控、转录和蛋白质功能性的影响通

常取决于重复的次数；同时，增加或减少重复单位的

变化是频繁和可逆的。因此，微卫星ＤＮＡ提供了一
个丰富的定量和定性变化的资源。在过去的１０年
中，研究人员发现这种自发的突变已经被自然和人

工选择，并利用其来调节基因功能。Ｋａｓｈｉ＆Ｋｉｎｇ
（２００６）认为，微卫星 ＤＮＡ由于具有特殊突变和功
能性质的优点，在产生遗传变异基本适应性进化中

扮演重要角色。研究得到的微卫星标记可用来进行

企鹅珍珠贝不同地理种群的遗传学分析和多样性分

析，进而利用分子标记的方法对其养殖群体种质资

源的性状、亲缘关系及种质衰退情况进行有效的鉴

定，同时也为遗传育种和种苗放流等提供试验依据，

实现企鹅珍珠贝的种质资源信息化管理与可持续利

用。
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（责任编辑　万月华）
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ｃｅｓｓｆｕｌｌｙａｍｐｌｉｆｉｅｄｔｈｅｓｐｅｃｉａｌｂａｎｄ．Ｔｈｅｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｗａｓｔｈａｔｔｈｅｓｃｒｅｅｎｅｄｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｃｏｕｌｄｂｅ
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