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微卫星位点 ＡｃｉＧ３５在中华鲟野生个体中
不同等位基因的序列变异研究

邵　科，史　方，闫书祥，徐　念，朱　滨

（水利部中国科学院水工程生态研究所，水利部水工程生态效应与生态修复重点实验室，武汉　４３００７９）

摘要：本研究利用ＰＣＲ扩增和序列测定得到了１个特殊４碱基重复微卫星位点ＡｃｉＧ３５在中华鲟野生个体中的
３４个等位基因序列。根据序列测定的结果，初步研究了该位点的核心重复区序列以及两端侧翼序列的变异情
况。该位点不同等位基因的核心序列和侧翼序列都表现出一定程度的变异，其中核心重复序列主要表现为点突

变，侧翼序列主要表现为各种碱基的替换、插入和缺失以及片段的插入缺失。此外，还发现了 ＡｃｉＧ３５引物在中
华鲟中的多位点扩增现象。研究结果对于准确解释微卫星分子标记用于群体遗传分析时的数据结果具有重要意

义，对在微卫星标记的应用过程中可能存在的一些问题一并进行了探讨。
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　　微卫星标记具有共显性、丰富的多态性、相对简
单的遗传方式以及低廉的成本，已逐渐成为分子生

态学的研究热点，在遗传多样性的维持与濒危物种

的保护中得到了广泛的运用（杨钟等，２０１０；熊美华
等，２０１３）。随着微卫星分子标记技术的成熟，已经
逐渐应用到中华鲟（Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）的保护遗传学
研究中。如朱滨等（１９９９）首次将微卫星分子标记
用于中华鲟的亲子关系分析。邵昭君等（２００２）从
铲鲟（ＳｃａｐｈｉｒｈｙｎｃｈｕｓｐｌａｔｏｒｙｎｃｈｕｓＲａｆｉｎｅｓｑｕｅ）的１０８
对微卫星引物中选择了２１对引物对中华鲟基因组
ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增和优化设计，获得了对中华鲟具
有高度特异性的微卫星引物。Ｚｈｕ等（２００２）利用湖
鲟（Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｆｕｌｖｅｓｃｅｎｓ）的３个多态性较高的微卫星
位点以及铲鲟的Ｓｐｌ－１６８位点作为分子标记，对中
华鲟人工放流个体占长江口幼鲟群体的比例进行了

估算。另外，Ｚｈｕ等（２００５）构建了中华鲟微卫星局
部基因组文库，并从中筛选了１８０个位点，设计了
１５０对引物。Ｚｈａｏ等（２００５）利用微卫星分子标记
研究了５０尾野生中华鲟个体的遗传变异情况，对微
卫星标记在亲子和群体遗传研究中的分析能力进行

了评估。

多倍体的微卫星数据统计依赖于其基因组倍

性。作为一种功能性四倍体，绝大部分微卫星分子

标记引物在单个中华鲟个体基因组中扩增条带都在

４条或者４条以下，目前基于微卫星分子标记研究
中华鲟种群遗传结构的数据统计方法（基因型和基

因频率）均建立在此基础上（Ｚｈａｏｅｔａｌ，２００６）。然
而，作者在研究中发现了 １个特殊的微卫星位点
ＡｃｉＧ－３５，它在多尾中华鲟个体中的扩增产物均在
４条带以上。为了弄清并解释这一现象，我们通过
ＰＣＲ和Ｔ－Ａ克隆等手段分离得到了这一位点的３４
个等位基因，进一步通过序列测定获得了这一位点

３４个等位基因序列并综合分析了这一位点的核心
重复序列以及两端侧翼序列在中华鲟个体中的变异

方式。研究结果对于补充微卫星突变模式以及准确

解释其用于多倍体物种种群分析时的数据结果具有

重要意义。

１　材料与方法

１．１　试验材料与基因组ＤＮＡ的提取
本研究所用的中华鲟样本均为中华鲟野生个体

鳍条样品，于２０００－２００８年间分别采集于中华鲟研
究所以及长江水产研究所。基因组总 ＤＮＡ的提取
采用酚抽提法（Ｓａｍｂｒｏｏｋ），利用琼脂糖凝胶电泳和
紫外分光光度计检测ＤＮＡ浓度。
１．２　引物合成与ＡｃｉＧ３５位点的ＰＣＲ扩增及检测

根据 Ｂｏｒｋ等（２００８）发表的引物序列合成
ＡｃｉＧ３５引物对，引物序列如下：ＡｃｉＧ３５Ｆ：ＣＡＡ
ＣＡＡＣＡＧＴＧＧＣＡＧＧＧＴＴＡ和 ＡｃｉＧ３５Ｒ：ＡＣＣＣＴＴＣ



ＣＡＡＡＧＣＡＧＧＡＡＡＴ，其中正向引物采用６ＦＡＭ荧光
进行标记，引物的合成和荧光标记由北京天一辉远

生物科技有限公司完成。４０μＬ的 ＰＣＲ反应体系
由如下组分构成：模板 ＤＮＡ４μＬ（２０～５０ｎｇ／μＬ），
正反向引物各２．０μＬ（１０ｐｍｏｌ／μＬ），０．４μＬＥｘＴａｑ
酶（５Ｕ／μＬ），４μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ ｐｌｕｓ），
３．２μＬｄＮＴＰｓ（２．５μｍｏｌ／μＬ），用灭菌双蒸水补足
至４０μＬ。ＰＣＲ反应在ＡＢＩ９７００ＰＣＲ仪中进行，扩
增程序如下：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，退
火温度５８℃复性４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环
最终７２℃延伸５ｍｉｎ。反应结束后，取５μＬＰＣＲ产
物，加入１μＬ６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，充分混匀后，取２μＬ
扩增产物上样于１２％聚丙烯酰胺凝胶，于１８０Ｖ电
压下在０．５×ＴＢＥ缓冲液中电泳４ｈ，电泳完毕后将
凝胶取出，放在含３×ＧｅｌＲｅｄ（Ｂｉｏｔｉｕｍ）染色液中染
色１０ｍｉｎ左右，用清水漂洗凝胶后，用 ＢＩＯＲＡＤ凝
胶成像系统扫描扩增图谱。余下的３５μＬ产物避光
保存后送北京天一辉远生物科技有限公司进行毛细

管电泳和ＳＴＲ分析以初步确定ＡｃｉＧ３５微卫星位点
在不同中华鲟个体上的等位基因大小，ＳＴＲ分析使
用ＡＢＩ３７３０ＸＬ测序仪完成。
１．３　ＰＣＲ产物的纯化与ＴＡ克隆

利用ＡＸＹＧＥＮＰＣＲ产物纯化试剂盒进行 ＰＣＲ
产物的纯化，利用ＴＡＫＡＲＡｐＭＤ１８ＴＶＥＣＴＯＲ试剂
盒进行纯化后 ＰＣＲ产物的 ＴＡ克隆。将连接产物
转化至大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞中，涂布于含有
氨苄抗生素的ＬＢ固体培养基中，３７℃过夜生长。
１．４　含有不同大小片段的克隆筛选

挑选单克隆到含有氨苄抗生素的 ＬＢ液体培养
基中进行，放于摇床上以２００ｒ／ｍｉｎ在３７℃下过夜
培养。以菌液为模板，ＡｃｉＧ３５引物对进行扩增，反
应体系如下：模板ＤＮＡ１μＬ（２０～５０ｎｇ／μＬ），正反
向引物各 ０．５μＬ（１０ｐｍｏｌ／μＬ），０．１μＬＴａｑ酶
（５Ｕ／μＬ），１μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，０．６μＬＭｇ２＋

（２５μｍｏｌ／μＬ），０．８μＬｄＮＴＰｓ（２．５μｍｏｌ／μＬ），用灭
菌双蒸水补足至１０μＬ。反应条件同 ＡｃｉＧ３５位点
的ＰＣＲ扩增条件。根据电泳结果挑选含有不同大
小插入片段的单克隆并测序，测序反应由北京天一

辉远生物科技有限公司完成。

１．５　数据分析
ＳＴＲ分析和序列测定用ＡＢＩ３７３０ＸＬ完成，使用

软件ＧＥＮＥＭＡＰＰＥＲｖ４．０记录和输出 ＳＴＲ分型结
果。用ＦＩＮＣＨＴＶ软件分析测序图谱，测序结果去除
载体序列之后用ＬＡＳＧＥＮＥ软件包进行序列比对分
析。

２　结果与分析

２．１　ＡｃｉＧ３５位点在中华鲟野生个体中扩增产物
的ＳＴＲ分析结果

利用ＡｃｉＧ３５引物对７１尾中华鲟野生个体进
行了扩增，利用３７３０ＸＬ对ＰＣＲ产物进行毛细管电
泳及结果分析，根据 ＳＴＲ分型结果，除了８尾无产
物外，其它的６３尾个体均得到了清晰的分型结果。
ＳＴＲ分型结果显示，编号为 ＳＩ０３５Ｇ６、ＳＩＯ３５Ｇ２０、
ＳＩ０３５Ｇ７２、ＳＩ０３５Ｇ７６、ＳＩ０３５Ｇ８２等 ５尾样品在
ＡｃｉＧ３５位点的等位基因数目分别为６、７、７、７、６个，
总共包括１９个大小不同的等位基因，涵盖了该位点
在中华鲟野生个体中的所有等位基因长度（表１）。
因此，我们选取这５尾样品进行进一步的单个的等
位基因分离和序列测定分析。

２．２　含有不同插入片段大小的克隆检测
为了确定 ＡｃｉＧ３５位点等位基因的序列，我们

将上述ＳＩ０３５Ｇ６等５尾中华鲟个体的 ＰＣＲ产物进
行纯化并连接至Ｔ载体，转化感受态细胞并涂布平
板，利用 ＡｃｉＧ３５引物对含有不同大小插入片段的
单克隆进行筛选，最终挑选出５５个单克隆进行插入
片段的序列测定（图１）。

表１　中华鲟在ＡｃｉＧ３５位点等位基因的大小及数目
Ｔａｂ．１　ＳｉｚｅｓａｎｄｎｕｍｂｅｒｓｏｆａｌｌｅｌｅａｔｌｏｃｕｓＡｃｉＧ３５ｉｎＡｃｉｐｅｎｓｅｒｓｉｎｅｎｓｉｓ

个体编号 等位基因数／个 等位基因大小／ｂｐ　　　　

ＳＩ０３５Ｇ６ ６ １９９／２０３／２１１／２４９／２６９／２９３

ＳＩ０３５Ｇ２０ ７ １８７／２０３／２０７／２１９／２５７／２６５／２８５

ＳＩ０３５Ｇ７２ ７ １８３／１９５／２１１／２５７／２６９／２７７／２８５

ＳＩ０３５Ｇ７６ ７ １８７／２１５／２６１／２６５／２８５／２８９／２９３

ＳＩ０３５Ｇ８２ ６ １８７／２１１／２１９／２４４／２６９／２８５

合计 １９ １８３／１８７／１９５／１９９／２０３／２０７／２１１／２１５／２１９／２４５／２４９／２５７／２６１／２６５／２６９／２７７／２８５／２８９／２９３
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Ｍ：ｐＢＲ３２２／ＭＳＰ分子量标记

图１　ＰＣＲ检测含有不同插入片段的阳性克隆
Ｍ：ｐＢＲ３２２／ＭＳＰＩＤＮＡｌａｄｄｅｒ

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｃｌｏｎｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓ

２．３　ＡｃｉＧ３５位点的等位基因数目及大小
测序结果显示，在该位点共有３３个不同的等位

基因变异形式，等位基因大小表现出 ２３种不同长
度，大小在１８５～２９３ｂｐ，核心重复序列均表现为完
美的微卫星序列。测序得到的等位基因大小同毛细

管电泳分析得到的结果有所差别，如 ＳＴＲ分析得到
的等位基因大小为１８３和１８７ｂｐ，测序得到的对应
结果为１８５和１８９ｂｐ；此外，ＳＴＲ分析的结果显示该
位点等位基因大小表现出１９种长度，而测序的结果
显示为２３种，多出的４个等位基因分别为 ＡＬ１０、
ＡＬ２０、ＡＬ２２和 ＡＬ３２，这可能是由于毛细管电泳
的分辨率要低于直接测序，无法区分长度差异只有

１～２个碱基的等位基因。
２．４　ＡｃｉＧ３５位点的等位基因序列变异形式

ＡｃｉＧ３５位点不同等位基因的侧翼序列以及核
心重复序列比较见表２。
２．４．１　核心重复区 Ｃ　该位点的所有等位基因核
心重复区都表现为完美型的微卫星序列，在侧翼序

列长度基本相同的情况下，等位基因之间的大小差

异主要来自于核心重复区的微卫星单元ＴＡＧＡ重复
次数的变化。此外，点突变也发生在少数等位基因

的核心重复区，主要有ＧＣ突变和ＡＧ突变。
２．４．２　左侧翼序列 Ｌ　不同长度的等位基因左侧
翼序列Ｌ的变化主要包括点突变以及１个４碱基序
列ＴＡＡＡ的插入／缺失，其中点突变包括 ＡＧ、ＴＣ
的转换和 ＡＴ、ＧＴ的颠换４种突变类型。点突变
是导致长度同形现象发生的最重要的原因之一，如

等位基因ＡＬ２和ＡＬ３的大小均为１８９ｂｐ，但在其
左侧翼序列发生了ＡＧ突变，因此它们虽然具有同
样的长度，但仍被认为是２个不同的等位基因。此
外，如 ＡＬ８和 ＡＬ９、ＡＬ１１和 ＡＬ１２、ＡＬ１４和 ＡＬ
１５、ＡＬ１７和 ＡＬ１８、ＡＬ２３和 ＡＬ２４、ＡＬ２６和 ＡＬ
２７、ＡＬ２９和ＡＬ３０等，均是由于侧翼序列的点突变
导致的长度同形现象的产生。４碱基 ＴＡＡＡ的插
入／缺失也发生在部分等位基因的左侧翼序列中，如

ＡＬ１３和ＡＬ１４２个等位基因之间４ｂｐ的差异就是
由ＴＡＡＡ的插入／缺失造成的。
２．４．３　右侧翼序列Ｒ　ＡｃｉＧ３５位点不同等位基因
的右侧翼序列变异较大，包括点突变、单碱基的插

入／缺失和不同长度片段的插入／缺失。根据右侧翼
序列的长度不同，可以将其划分为２类（Ⅰ类和Ⅱ
类）。Ⅰ类同ＡＬ１的侧翼序列基本完全一样，除了
ＡＬ１０有１个单碱基 Ｇ的插入之外，ＡＬ１～ＡＬ１５
均为这一类型；Ⅱ类是在Ⅰ类的基础上发生了较长
的片段插入的现象，插入的片段长度有２种，大小分
别为６５和７１ｂｐ，其中７１ｂｐ的插入片段是在６５ｂｐ
片段的基础上多了１个６碱基ＣＴＧＴＧＣＴ（表中的斜
体加粗部分），ＡＬ１６～ＡＬ３３属于这一类型。点突
变的类型主要包括 ＴＧ、ＣＧ和 ＡＴ突变等３种颠
换方式以及ＡＧ突变１种转换方式。

３　讨论

３．１　ＡｃｉＧ３５微卫星位点的多态性
在本研究中，由于两类右侧翼序列长度相差很

大，我们将等位基因按其右侧翼序列长度分为Ⅰ类
和Ⅱ类分别进行探讨。在各自的类别中，等位基因
大小的差异大部分是以４ｂｐ为倍数的，这表明，滑
动复制的确是引起微卫星长度多态性的主要原因。

微卫星核心重复区也发生了一些点突变事件，这同

Ｓｉｂｌｙ等（２００１）的研究结论相一致。但滑动复制并
不是导致微卫星长度多态性的唯一原因，碱基的插

入和缺失也是造成微卫星长度多态性的原因之一，

如左侧翼序列Ｌ中４个碱基ＴＡＡＡ的插入和缺失以
及在Ⅱ类右侧翼序列中５碱基的插入／缺失均引起
了等位基因长度的变化。除此长度多态性之外，单

碱基的替换和插入缺失等突变事件也在影响着其多

态性水平，这是导致长度同形或接近长度同形现象

发生的最重要的原因，即相同长度或者长度的差值

通过毛细管电泳无法区分开来，必须通过序列测定

才能发现不同的变异形式。因此，常规的聚丙烯酰

凝胶电泳或者精确度更高的毛细管电泳得到的微卫

星结果是无法完全反应微卫星位点的真实变异情况

的。随着分子生物学技术的不断发展，目前已有分

辨率更高的如ＤＮＡ芯片技术，可以直接测出重复片
段的数目以及单碱基突变的情况。但由于微卫星标

记通常是用于群体的遗传分析，对于常规的聚丙烯

酰胺凝胶电泳或者毛细管电泳的结果，只要采用统

一的数据统计方法，其结果还是具有重要意义的。
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表２　ＡｃｉＧ３５位点不同等位基因的侧翼序列以及核心重复序列比较
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｃｏｒｅａｎｄｔｈｅｆｌａｎｋｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｌｅｌｅｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙｔｈｅｐｒｉｍｅｒｆｏｒａｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｕｓＡｃｉＧ３５
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３．２　中华鲟的基因组倍性与微卫星引物的多位点
扩增

大多数鲟鱼为多倍体物种，因此，在统计鲟鱼类

的分子标记数据时，必须考虑其基因组倍性，单个微

卫星引物扩增的条带数应该小于或等于其染色体组

数。尽管对中华鲟的染色体组和基因组倍性已经有

所研究，但关于中华鲟的基因组倍性仍然不是很清

楚。核ＤＮＡ含量表明中华鲟可能为八倍体（张四
明等，１９９９），但微卫星的数据更支持中华鲟为四倍
体的研究结论（赵娜等，２００６；Ｌｕｄｗｉｇｅｔａｌ，２００１）。
本文在利用微卫星分子标记进行中华鲟的群体遗传

学研究时，除了本研究中用到的 ＡｃｉＧ３５微卫星引
物之外，其他所有的标记引物在中华鲟单个个体中

均不超过４条带，因此从微卫星数据这个角度出发，
我们也认为中华鲟是四倍体物种，ＡｃｉＧ３５微卫星
引物在单个个体中多条带扩增结果可能来自于引物

的多位点扩增。由于ＡｃｉＧ３５这一位点是从高首鲟
（Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｔｒａｎｓｍｏｎｔａｎｕｓ）中分离所得到并跨种扩增
应用于中华鲟，其引物序列可能在不同鲟鱼的基因

组间相对保守，推测其在中华鲟基因组中可能存在

２个不同的结合位点，Ⅰ类和Ⅱ类不同的等位基因
分别来自于２个不同的位点，在单个中华鲟个体中
可能出现的条带是来自于２个位点的扩增，且２个
位点的同源性非常高。邵昭君等（２００５）曾报道过
微卫星引物在鲟形目鱼类中的多位点扩增现象，但

与本研究中不同的是，２个位点的等位基因序列不
论是侧翼序列还是核心重复区的同源性均很低，因

此，本研究中的多位点扩增现象对于现有的研究作

了补充。

３．３　多倍体物种微卫星数据的统计
由于具有高通量、高分辨率和高灵敏度等特点，

目前毛细管凝胶电泳已经广泛应用于微卫星引物的

ＰＣＲ产物的检测和分析。但在实际应用中，毛细管
电泳很难区分大小差异在１～２ｂｐ的片段，因此，在
微卫星分子标记的开发中要尽量分离核心重复区为

４碱基及以上的微卫星序列以提高毛细管电泳结果
分析的准确性。此外，对于会产生多位点扩增现象

的标记，应确定其在２个位点的等位基因分布范围
后再进行统计。
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