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　　Litt 等 [1 ] 1989年在心肌肌动蛋白的基因内扩增

了一种 2 核苷酸重复并创造了“微卫”( microsatel2
lite)这个名词。后来 , Edward等 [2 ]称微卫星为简单

重复序列 ( simple sequence repeat , SSR)。现在人们

一般把微卫星定义为 1～6 bp 基元组成的重复序列。

由于分布于整个基因组 (包括编码区和非编码区) ,具

有高度变异性、共显性遗传和适于自动化操作等特

点 ,微卫星成为第二代分子标记的代表。

微卫星的主要缺陷在于当某一物种没有基因组

信息而首次开发时需大量的时间和资金投入。传统

方法发展微卫星标记一般首先建立所研究对象的部

分基因组文库 ,然后利用富含重复序列探针通过菌

斑杂交筛选微卫星片段 ,测序后进一步在微卫星旁

侧保守区设计特异引物 [3 ]。传统方法操作相对简单 ,

但当所研究物种微卫星分布频率较低时 ,这种途径

就会变得极其费力且效率低下。所以在微卫星出现

后的十几年里 ,开发出了多种微卫星筛选策略以用

于减少分离时间并提高产率。

海洋水产经济动物的分子遗传研究落后于陆生

动植物 ,大多还处于寻找合适分子标记为遗传结构

分析、图谱构建及进一步研究打基础的初级阶段 ,可

以相信微卫星标记研究将成为这一领域的一个热

点。对虾中微卫星标记的筛选已有报道 , 但主要集

中于斑节对虾、凡纳滨对虾 ,微卫星数量有限 [4 ,5 ]。

由于生态环境恶化 ,疾病流行给水产养殖造成的巨

大经济损失使对虾的遗传改良显得尤为迫切 ,而筛

选大量的高效、多态、共显性标记是进行连锁图谱构

建、Q TL 定位基因、分子标记辅助选择的基础。作者

对微卫星筛选方法及其在对虾遗传学研究中的应用

作一综述。

1　微卫星筛选方法

过去十几年出现了多种微卫星筛选方法 ,筛选

策略大致可分为 7类 ,分别为传统方法 [3 ] ,引物延伸

法 [6 ,7 ] ,选择性杂交 [8 ,9 ] , 基于 RA PD方法 [10 ,11 ] ,基于

SAMPL 的方法 [12 ,13 ] ,基于 SA GE的方法 [14 ,15 ] ,其它

方法 [16 ,17 ]。Zane 等 [18 ]已综述了前 4 类微卫星筛选

策略 ,作者将重点介绍后几类。

1. 1　基于 SAMPL 的微卫星筛选方法

SAMPL [19 ] ( selective amplified microsatellite

polymorphic loci)是 AFL P技术的延伸 ,在不需克隆、

设计特异引物情况下 ,可用来扩增微卫星序列 , Hay2
den [12 ]阐述了一种运用改进的 SAMPL 发展微卫星

的方法 ,对 SAMPL 进行了两点改进 : (1)双酶切连特

异接头后采用抑制 PCR扩增 ( suppression PCR tech2
nology) ; (2)引入 5’铆定 SSR引物 [16 ]。选择性扩增

后银染显带 ,对扩增谱带测序后设计一条重复序列旁

侧保守区引物就可进行特异微卫星位点的扩增。

Yang等 [13 ]利用 MFL P ( microsatellite2anchored frag2
ment length polymorphisms)发展了 8对微卫星引物 ,

此处 MFL P即为 SAMPL。

1. 2　基于 SA GE的微卫星筛选方法

Hayden[14 ]发展了一种快速产生微卫星标记的

技术 :序列标签微卫星展示 ( sequence2tagged micro2
satellite profiling , STMP) 。该技术基于 SA GE( seri2
al analysis gene expression) [20 ]。STMP不需筛选文

库以获取富含微卫星克隆 ,效率比传统方法提高约

24倍。此方法大致步骤如下 : Pst Ⅰ、MseⅠ双酶切基

因组 DNA ,接头连接后 PCR扩增获取大量的双酶切
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片段 ;采用 PCT6 [11 ]引物和生物素标记的 Pst Ⅰ引物

扩增获取富含微卫星的片段并经琼脂糖电泳选取

400 bp及以下部分 ,BsgⅠ酶切上述片段产生每一扩

增子的接头序列标签 ,标签包括 Pst Ⅰ接头及另外

16 bp特异序列 ;经磁珠洗脱 ,生物素标记的 BsgⅠ接

头连接到暴露的 BsgⅠ酶切位点并在序列标签 3′端

引入 EcoRⅠ位点 ,PCR扩增、磁珠洗脱 , EcoRⅠ酶切

产生 22 bp序列标签 ,多标签连接后克隆测序。因每

一标签与扩增子具一一对应关系 ,所以每一 22 bp 标

签均可设计为特异引物 ( STM 引物)用以扩增微卫

星。Hayden [15 ]对 STMP 技术加以改进 ,引入选择

性杂交经引物延伸富集 Pst Ⅰ- MseⅠ片段 ,以上述

片段为模板用 22 bp标签引物 [14 ]与 MseⅠ引物扩增

微卫星序列 ,所得片段测序后可设计微卫星另一特

异引物。

1. 3　其他微卫星筛选方法

Fisher等 [16 ]设计了 5′铆钉引物 ,经 PCR扩增富

集微卫星序列 ,此方法中的 5′铆钉引物被一些基于

SAMPL 的微卫星筛选方法所采纳。Lench [17 ]等采用

载体 PCR发展微卫星 ,以一载体特异引物与富含微

卫星序列引物进行 PCR扩增 ,目标片段测序后可用

以设计特异引物。通过生物信息学方法从 EST中筛

选微卫星也是标记来源之一 , EST计划的进一步发

展将为微卫星发掘提供更多的素材。

2　微卫星标记在对虾中的开发和利用

对虾属 ( Penaeus Fabricius ,1798)对虾是对虾总

科甚至是甲壳动物中最具经济价值的一个类群 [21 ] ,

对虾中的研究工作大多在上述类群中展开 ,对虾属

29种对虾的分类地位一直存在争议 , Farfante等 [22 ]

将对虾属中的 6个亚属均提升为属 ,本文将上述 6属

对虾中的微卫星标记开发和利用作一总结。

2. 1　斑节对虾 ( Penaeus monodon)

Tassanakajon等 [23 ]利用传统方法在斑节对虾中

筛选出 97个 ( GT)重复和 16个 (CT)重复。Xu等 [24 ]

未经探针筛选 ,对斑节对虾基因组文库直接测序开

发微卫星标记获得较好效果 ,所研究的 10对引物在

凡纳对虾中通用 ,显示了某些微卫星的种间可扩增

性。Brooker ,Supungul等 [25 ,26 ]分别利用微卫星标记

研究了澳大利亚西水域 5个斑节对虾种群和泰国 5

个不同斑节对虾种群的遗传变异和分化。Lehnert

等 [27 ]在对斑节对虾不同组织 EST分析中发现了一

些微卫星序列 , Whan[28 ]从斑节对虾 EST中筛选出

2个新的多态微卫星标记。Xu等 [28 ]利用 6个微卫星

标记研究了菲律宾 4个野生斑节对虾地理种群的遗

传多样性 (以两个养殖群体作对照) ,同时比较了红树

林状况对对虾养殖系统与野生斑节对虾种群遗传多

样性的影响。Wuthisuthimethavee 等 [4 ]利用选择性

杂交法从斑节对虾 2 417个克隆中筛选到 406个阳

性克隆 (16. 8 %) ,设计的 129对引物中 102对可用来

扩增微卫星位点 ,这组微卫星为斑节对虾育种提供了

有利工具。Yu[30 ]等利用 DIG标记的探针筛选了斑

节对虾基因组文库 ,获得了 23个多态微卫星标记。

2. 2　凡纳滨对虾 (L i topenaeus v annamei)

Garcia [31 ]利用传统方法从 1 400 个凡纳滨对虾

克隆中筛选到 134个阳性克隆 ,研究了其中 3个微卫

星标记在凡纳滨对虾中的杂合度。Garcia [32 ]在凡纳

滨对虾一种群特异 RA PD标记 (B20)中发现了 2个

微卫星位点。Wolfus[33 ]等利用 Garcia [31 ]发展的微卫

星作为一种遗传分析工具监测凡纳滨对虾育种 ,结果

显示所有后代均为预测父母本的后裔 ,所有家系均遵

循孟德尔遗传。Cruz等 [34 ]采用两种策略发展凡纳滨

对虾微卫星标记 : (1)基因组文库随机克隆测序 ; (2)

利用生物素标记的 ( GT) 10和 (CT) 10探针筛选基因组

文库。22个随机选择克隆中 ,16 个含微卫星区域。

杂交筛选的 68 个阳性克隆中 ,38 个克隆共含有 97

个重复序列区。Meehan等 [5 ]利用传统方法从 1 479

个凡纳滨对虾克隆中筛选到 251 个阳性克隆 ,其中

173个克隆含有 573个简单重复序列具有 3 ,5和 10

个以上微卫星重复的基因组出现频率分别为

1/ 0. 94 kb , 1 / 2. 78 kb和 1/ 5. 94 kb。在所设计的

136对引物中 ,93对在养殖群体中表现为多态 ,这些

标记正用于凡纳滨对虾连锁图谱构建中。

2. 3　中国明对虾 ( Fenneropenaeus chinensis)

徐鹏等 [35 ,36 ]运用载体 PCR法在中国明对虾中

进行了微卫星筛选。徐鹏等 [37 ]经过对中国明对虾头

胸部 EST分析 ,筛选到可供利用的微卫星标记。刘

萍等 [38 ]构建了中国明对虾部分基因组文库 ,选取合

适片段直接测序 ,其中 54 个克隆的 DNA 插入片段

含有微卫星序列 ,共获得了 111个微卫星序列 ,并利

用其开发的部分标记用于中国明对虾种群遗传学分

析 [39 ,40 ]。

2. 4　日本对虾 ( M arsu penaeus j a ponicus)

Moore等 [41 ]利用传统方法和引物延伸法在日本

对虾中发展微卫星标记 ,由于阳性克隆测序后显示含

较长的重复序列 ,很难找到重复序列旁侧保守区 ,共

找到 12个可供利用的微卫星标记并用于谱系鉴定 ,

上述微卫星表现出较强的种特异性 ,在斑节对虾 ,食

用对虾 ( Penaeus esculentus)和白滨对虾 (L itopenaeus
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seti f erus) 中均无扩增产物。Sugaya 等 [42 ] 利用

Moore[41 ]筛选的 5 个微卫星标记和线粒体 PCR2
RFL P研究了分布于日本的 4个野生日本对虾群体

的遗传结构和变异。Sugaya [43 ]等利用 Moore [41 ]筛选

的微卫星标记鉴定了 7个已交尾野生日本对虾及其

子代中等位基因遗传模式并用于日本对虾的血系鉴

定。

2. 5　其他对虾

Ball等 [44 ]利用传统方法在白滨对虾中发展了

( GT) n微卫星标记 ,并进行了群体遗传分析 [45 ] ,所用

标记多态性高并表现出杂合缺失。研究发现随时间

变化等位基因频率保持恒定 ,临近群体只显示较小

分化 ,墨西哥湾与大西洋群体间表现出较大分化。

Vonau[46 ]在细角滨对虾 ( L itopenaeus st y l i ros2
t ris)中利用传统方法筛选微卫星 ,经 PCR优化开发

出 3个微卫星标记。Bierne[47 ]利用上述标记和一个

凡纳滨对虾微卫星标记研究了两个经 17代遗传选择

的细角滨对虾种群生长率与微卫星杂合度的相关

性。

Meadows等 [48 ]建立了 4 个食用对虾基因组文

库 ,用选择性杂交法磁珠捕获富集微卫星序列 ,共发

展了 23个 3碱基和 4碱基微卫星位点。

Maggioni等 [49 ]利用传统方法并引用地高辛标记

探针从巴西美对虾 ( Farf antepenaeus brasi l iensis )、

小褐美对虾 ( Farf antepenaeus subti l is)和圣保罗对

虾 ( Farf antepenaeus paulensis)中发展微卫星标记 ,

所检测的 9个多态位点中 7个均可在 3种对虾中扩

增。Maggioni等 [50 ]建立了南方滨对虾 ( L itopenaeus

schmitt i) (CA) n文库 ,杂交和筛选步骤利用了地高辛

标记探针 ,作者同时使用已发表的白滨对虾微卫星

引物 [44 ]对巴西沿海 8个位点南方滨对虾群体遗传结

构进行了分析 ,AMOVA 分析显示明显的生物地理

不连续性分布。

微卫星标记已在多种对虾中开发并应用于遗传

多样性分析 ,亲子代鉴定和遗传育种评估。对虾微卫

星筛选仍以传统方法为主 ,探针多由生物素或地高

辛标记代替最初同位素标记 ,对部分基因组文库直

接测序及选择性杂交法也得到了一定的应用 ,相信

随着对虾功能基因组研究的开展 , EST计划规模的

扩大 ,编码区微卫星将得到较大规模的发掘。但由于

数量有限 ,至今未有对虾微卫星标记连锁图谱问世。

随着微卫星标记数量的增加 ,对虾功能相关 Q TL 或

主效基因定位 ,分子标记辅助选择 , 比较基因组进化

等工作将得以全面开展。
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Study on the distribution of hepatitis A virus in sea water and
shellf ish in the coastal area of Liaodong Bay

FAN Jing2feng ,SON G Li2chao , ZHAN G Xi2chang ,L IAN G Yu2bo , GUAN Dao2ming
(National Marine Environmental Monitoring Center ,Dalian 116023 ,China)
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Abstract : The results of hepatitis A virus ( HAV) detected by RT2PCR in the surface layer seawater and

economic shellfish samples collected f rom several emphasis seacoast areas in Liaodong Bay were reported. The

research showed that there exist s HAV in all the seawater samples and four economic shellfish samples. It is

obvious that life sewage seriously affect s the main seacoast area of Liaodong bay , so related department s must

reinforce sanitation manage in order to avoid prevalence of HVA caused by seawater and edible marine product .

(本文编辑 :张培新)
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