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摘 要 利用 AFLP和 SSR标记技术结合“拟测交”策略，以三疣梭子蟹莱州湾、舟山野生群体杂 

交(1 x 3早)产生的 F 代家系为作图群体，初步构建了三疣梭子蟹雌、雄性遗传连锁图谱。用经过 

筛选的 60对 AFI P引物和 3对 SSR引物对亲本及 108个 F。代个体进行遗传分析，共得到母本分 离 

标记 214个，其 中 155个标记 (AFLP标记 153个 ，SSR标记 2个)符合 1：1孟德 尔分 离规律 ；父本分 

离标记 195个，139个标记(AFLP标记 138个，SSR标记 1个)符合 1：1孟德 尔分 离规律 。雌性图谱 

包括 100个遗传标记 ，分布在 9个连锁群 ，6个三联体 ，15个连锁对 ，图谱总长度为 1 544 cM，标记平 

均间隔 22．0 cM，总覆盖率为 52．9 。雄性图谱 包括 71个遗传标记 ，分布在 6个连锁群 ，6个三联 

体，11个连锁对，图谱总长度 1 174．2cM，标记平均间隔24．0cM，总覆盖率为 49．5 ，图谱中遗传标 

记分布比较均匀。 
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ABSTRACT Genetic linkage map of Portunus trituberculatus was constructed using“double 

pseudo—testcross”strategy with AFLP and SSR molecular labeling techniques．In this study， 

maternal and paternal broodstock were sampled from Laizhou Bay and Zhoushan Island wild 

populations of P．trituberculatus，respectively．Through the directional mating(1 ×3早)， 

the wild parents were used to generate F1 family． The 108 progenies of directional mating F2 

family coming from sisterhood intercross between Fl family and its parents were used as experi— 

ment materials．Sixty AFLP primer combinations and 3 pairs of SSR primers were screened to 

produce 2 1 4 maternal markers and 1 9 5 paternal markers．There were 1 5 5 markers which includ— 

ed 1 5 3 AFLP markers and 2 SSR markers segregating as 1：1 model from 2 1 4 maternal mark一 
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ers．1 3 9 markers which contained 1 3 8 AFLP markers and 1 SSR marker segregated in 1 ：1 

model in 1 95 parental markers．The female linkage map consisted of 100 markers distributed in 

9 linkage groups(more than three markers)，6 triplets and 1 5 doublets，which covered a total 

length of 1 544 cM ． Average marker spacing of female linkage map was 22．0 cM and the ob— 

served genome length accounted for 5 2．9 of the estimated genome length．The paternal link— 

age map consisted of 7 1 markers distributed in 6 linkage groups，6 triplets and 1 1 doublets， 

spanning the distance about 1 1 74．2 cM with average marker spacing of 24．0 cM and its genome 

coverage was 49．5 ．The Pearson analysis results showed that all the genetic markers distribu— 

ted in linkage map uniformly．This study provided a starting point for further construction of 

high density linkage maps，as well as for the mapping of functional genes and the location of 

quantitative trait loci(QTL)in P．trituberculatus． 

KEY WORDS Portunus trituberculatus AFLP SSR Genetic linkage map 

三疣梭子蟹 Portunus trituberculatus隶属甲壳纲 Crustacea、十足目Decapoda、梭子蟹科 Portunidae，梭子 

蟹属 Portunus(戴爱云等 1977)，是一种大型海洋蟹类，因其具有生长速度快、营养丰富、分布广泛等特点而 

成为我国重要的渔业资源之一。目前，由于三疣梭子蟹产量过度依靠人工捕捞，其养殖苗种尚未经过大规模的 

人工定向选育，良种化程度不高，养殖水平参差不齐，导致三疣梭子蟹资源总量呈现下降趋势。为保护这一 自 

然资源 ，开发高效 、科学的选育方法对三疣梭子蟹种苗业稳定 、健康发展意义重大。 

分子标记辅助选育(MAS)是育种中重要环节之一，它的原理是根据与某一目标性状紧密连锁的分子标记 

的出现来对目标性状的基因型进行选择。MAS在鉴定优良亲本，筛选早期优良性状个体，加快育种进程中发 

挥重要作用，其实现的关键问题就是要找到与性状紧密连锁的分子标记。遗传连锁图谱正是实现这一 目的的 

重要工具之一 ，目前它已广泛应用在分子标记辅助育种(Rance et a1． 2001)、QTL定位分析 (Moen et a1． 

2004)、杂种优势遗传基础研究(Jones et＆z． 2004)等方面。 

本研究利用 AFI P和 SSR分子标记初步构建了三疣梭子蟹遗传连锁图谱 ，以期为三疣梭子蟹基因克隆及 

重要经济性状定位奠定基础，并为三疣梭子蟹分子标记辅助育种提供必要的理论依据。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

2005年 8月从三疣梭子蟹莱州湾野生群体(采 自山东莱州湾)中挑选个体大，无任何机械损伤及其他疾 

病、发育良好的3o只未交尾雌蟹。从舟山野生群体中挑选个体比较大、无任何机械损伤及其他疾病、发育良好 

的 10只雄蟹，进行 1 ×3早交配。次年4月初培育出F 代家系。2006年8月从一个 F 代家系中挑选符合上 

述条件的雌、雄蟹。按照 1 ×3早的方式进行家系内交配，越冬后于 2007年 4月上旬培育出 F 代家系。同 

年 7月上旬，当Fz代幼蟹长至 90日龄时随机取一个家系的108个个体及亲本，记录全甲宽、甲宽、甲长等相关 

试验数据后 ，取蟹的大螯肌 肉装入灭菌的 1．5ml Eppendorf管中编号后置于一8O℃中保存。 

1．2 方法 

1．2．1 DNA 提 取 

基因组 DNA提取参照 Strauss(1989)的方法(略作修改)进行。用核酸定量仪(GeneQuant pro)与 1 琼 

脂糖凝胶电泳检测纯度，并最终将 DNA稀释至终浓度 100 ng／ttl，--20~C保存备用。 

1．2．2 AFI P分析 

参照 Vos等(1995)方法略加修改。试验 中，EcoR I和 Mse I限制性 内切酶 、T4 DNA 连接酶 、DNA 聚合 
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酶均购自MBI公司，正反向接头以及与内切酶相应的EcoR I和 Mse I引物由上海生物工程技术服务有限公 

司合成，其余试剂购自Solarbio公司。 

酶切反应：模板基因组 DNA 200ng，Ef I(10 U／u1)和Mse I(10 U／F1)各 0．5 l，10xBuffer(Tango) 

8 1，加超纯水至 4O l，37。C水浴 3 h。 

连接反应：酶切产物 20 lal，EcoR I接头(50／~mol／L)1／,1，Mse工接头(5／,mol／L)1 1，T4连接酶(5 U／ 

1)0．2 l，10mU ATP 0．5 l，加超纯水至 25 1，22℃反应 12 h。接头序列如下： 

EcoR I接头 ：5 一CTCGTAGACTGCGTACC一3 ；3 一CATCTGACGCATGGTTAA一5 

Mse工接头：5 一GACGATGAGTCCTGAG一3 ；3 一TACTCAGGACTCAT-5 

预扩增反应 ：连接产物 5 1，E01预扩增引物(10／~mol／L)1．5 F1，M02预扩增引物(10 Fmol／L)1．5 F1，10 

×PCR Buffer 5 l，MgC12(25mmol／L)3 1，Taq酶(5 U／u1)o．2 1，dNTP(2．5 mmol／I )4 1，加超纯水至 5O 

l。PCR反应程序为 94℃2 min；94。C 3O S，56。C 30 S，72。C 1 min，20 cycles；72。C延伸 5 min。 

选择性扩增反应：预扩增产物用 TE稀释 20倍后取 5 F1待用，从 8个 EcoR I引物、9个Mse工引物共 72 

对引物组合中(引物序列、组合编号见表 1)挑选60对 AFLP引物组合用以选择性扩增反应。用两个亲本及 1O 

个个体对引物进行筛选，引物筛选原则为：扩增条带数 目较多，个体间多态性丰富，电泳条带清晰。EcoR工选 

择性引物(10#mol／L)0．1 1，Mse工 选择性引物 (10#mol／L)0．6 1，10×PCR Buffer 2 ul，MgC12(25 

mmol／L)1．2 1，Taq酶(5 U／u1)o．1 F1，dNTP(2．5 mmol／L)1．6／,1，加超纯水至 20 ul。PCR反应程序为 

94℃ 2 min；94℃ 30 S，65。C 30 S，一0．7。C／cycle，72。C 1 rain，11 cycles；94。C 30 S，56℃ 30 S，72℃ 1 rain， 

22 cycles；4℃ 15 min。 

1．2．3 SSR分析 

SSR引物来源自宋来鹏等(2008)，由上海生物工程技术服务有限公司合成。 

SSR筛选方法同上，筛选原则为：条带清晰，杂代较少且在一个以上亲本为杂和基因型。每个 PCR反应总 

体积为 15 l，包括：50 ng三疣梭子蟹基因组 DNA，10xPCR缓冲液 1．5 1，Mg。 (2．0 mmol／L)，0．6 U Taq 

酶 ，dNTP各 0．2 mmol／I ，引物各 0．8／~mol／I 。 

PCR反应程序为94。C预变性 5 min，25个 cycles：94。C变性 40 S，退火(各引物序列及退火温度见表 2) 

1 min，72℃延伸 1 min，最后于 72℃延伸 5 rain。 

扩增产物通过 6 的聚丙烯酰胺变性凝胶在 0．5×TBE电极缓冲液中以60 w 功率预电泳 0．5 h，点样后 

电泳 2 h，银染方法参照(Merril et a1． 1995)(略加改动)检测电泳产物。 

1．2．4 数 据 统计 

由于 AFLP分子标记是显性标记，所以其带形在电泳图谱上表现为有带跟无带，有带(基因型 AA／Aa)记 

为“1”，无带(基因型 aa)记为“0”，缺失条带记“一”，统计在一亲本中有带，在另一亲本中无带，子代条带按 1：1 

分离的片段。SSR是共显性标记，一对引物对某一个家系扩增反应只能产生～个基因座位，把一个等位基因 

作为同一位点对父、母本分别统计。子代出现分离的条带经 )(。检验后(P>0．05)，符合 1：1孟德尔分离规律 

的标记用来构建三疣梭子蟹遗传连锁图谱。AFLP标记命名规则为：引物组合编号(见表 1)-+-“一”+产物估 

计片段大小，如“A1—210”表示该标记是 EcoR I(AAG)与 Mse I (cAc)引物组合在 21Obp左右的扩增产物。 

由于 SSR引物数量较少，所以得到的标记名称直接用引物名表示。 

1．2．5 连锁分析 

构建 图谱 所用 软件 为 MAPMAKER／EXP3．0(Whitehead Institute，ftp：／／ftp—genome．wi．mit。edu／ 

distribution／software／mapmaker3／)，采用 F2回交模式结合拟测交策略，分别构建三疣梭子蟹雌性、雄性 

连锁图谱。按照软件要求格式对原始数据进行转换，位点连锁采用多点连锁分析，首先用“GROUP” 

(I 0D≥2．8，标记间最大图距为 50cM)命令对所有标记进行分组。对小于 9个遗传标记的连锁群 ，用 

COMPARE命令进行排序，MAP命令计算标记间距离。对于应用以上命令还未能加入的标记 ，用 TRY 

命令进行定位，并根据 Kosambi函数 ，将重组率转换成图距单位，用 MapDraw 2．1绘制图谱(Kosambi et 

a Z． 1944) 
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表 1 AFLP预扩增预选择性扩增引物序列、编号及 60对选择性引物组合产生多态位点数、总位点数及多态位点比例 

Table 1 The NO and sequence of 60 selective AFI P primer combinations， 

the total number polymorphic loci and percentage of polymorphic loci in P
． trituberculatus 

1．2．6 遗传 图谱 相 关参数 的统计 

标记平均间隔(s)，其值为图谱总长度除以间隔总数(标记总数减去连锁群数)。遗传连锁图谱实际长度分 

为两个方面：(1)框架图谱长度(G。 )等于连锁群(>3个标记)长度之和；(2)所有连锁标记的长度(G。 )，包括三 

联体和连锁对在内的图谱长度的总和。用两种方法来计算遗传图谱的估计长度(G )： 

(1)G ，参照Postlethwait等(1994)的方法，每个连锁群的长度加上整个连锁图谱的平均间隔的两倍来补 

偿连锁群最末端 的标记和端粒距离。 

(2)G 参照 Chakravarti等(1991)的方法，各个连锁群的估计长度之和。每个连锁群的估计长度为实际 

长度乘以系数(m+1)／(m～1)。m为每个连锁群的遗传标记数。 
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将两种方法的平均值作为三疣梭子蟹预期长度 G。。框架图覆盖率为 G。 —G ／G ，总的图谱覆盖率为 

G。 一G。f／G 。 

1．2．7 遗传标记分布分析 

利用 Pearson相关分析 AFLP与 SSR标记在连锁群的分布情况，计算公式为： 

∑(z 一 )( 一 ) 
i-- 1 

2 结果与分析 

2．1 AFLP和 SSR分 析 

厂 —————————— ———————一  

√ (一 ( 一 

从 8个 EcoR I引物，9个 Mse工引物共 72对 自由组合中挑选出 6O对 AFLP引物对三疣梭子蟹亲本与 

108个子代进行扩增，共产生 2 799个位点，在子代分离的多态位点 581个，多态百分率为 20．6 ，平均每对引物 

产生9．7个多态位点。 。检验后(P>0．05)发现，母本分离标记 212个，其中153个符合1：1孟德尔分离规律，59 

个标记偏分离(包括两个异常分离位点)，占母本分离标记的27．8 ；父本分离标记 194个，其中 138个符合 1：1 

孟德尔分离规律，56个标记偏分离，占父本分离位点的28．9 ，母本偏分离位点与父本偏分离位点均表现出多数 

为纯合子过剩。各引物组合产生多态比率为 5．4 ～36．0 ，具体每对引物产生位点数见表 1。 

从 9对 SSR引物中筛选出5对多态引物，PCR扩增反应经 检验(P>0．05)得到3对引物 ptssrl5、ptssr18、 

ptssr36，符合 1：1孟德尔分离规律。其中，ptssr15与 ptssrl8在母本带型为杂和基因型，在父本带型为纯和基因 
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型，用来对母本作图；ptssr36在父本带型为杂和基因型，在母本带型为纯和基因型，用来对父本作图。 

2．2 遗传标记分布分析 

由于本实验主要用 AFLP分子标记构建三疣梭子蟹遗传连锁图谱，而 SSR标记数量较少，所以可以将 

AFLP标记在整个连锁群的分布情况看作是所有遗传标记的分布情况。经计算得到 Pearson相关系数在 0．85 

～ 0．94之间，遗传连锁群的长度和AFLP标记数量呈明显的正相关，这说明在本试验中AFLP与 SSR遗传标 

记在三疣梭子蟹遗传连锁图谱上分布是比较均匀的。 

2．3 遗传连锁图谱分析 

三疣梭子蟹雌性连锁图谱分析包括 155个遗传标记，未连锁标记数为 55个，连锁标记数为 100个，分布于 

9个连锁群，6个三联体，15个连锁对(图 1)，最大连锁群长度为 140．5 cM，最短连锁群长度为 7．9 cM。标记 

间最大图距为 46．7 cM，最小图距为 4．4 cM，标记平均间隔 22．0 cM。雌性框架图谱总长度(G。 )为 904．6 

cM，图谱预期长度(G )为 2 918．2 cM，框架图谱覆盖率为(c。 )为 31．0 ，总覆盖率(c。 )为 52．9 。 

三疣梭子蟹雄性连锁图谱共有 139个遗传标记参与分析，其中未连锁标记数为 68个，连锁标记数为 71 

个，分布在 6个连锁群，6个三联体，11个连锁对上(图 2)，最大连锁群长度为 156．2 cM，最短连锁群长度为 

13．3 cM。标记间最大图距为 44．4 cM，最小图距为 2．4 cM。标记平均间隔 24．0 cM。雄性框架图谱总长度 

(G。 )为 535．2 cM，图谱预期长度(G )为 2 372．4 cM，框架 图谱覆盖率(C。f)为 22．6 ，总覆盖率(C。 )为 

49．5 。三疣梭子蟹雌、雄连锁图谱相关参数见表 3。 

3 讨 论 

本实验中 ，三疣梭子蟹雌性连锁图谱包括 100个遗传标记 ，共覆盖 1 544cM，标记间平均 间隔 22．0 cM。 

雄性连锁图谱包括 71个遗传标记，共覆盖 1 174．2 cM。雌性连锁图谱标记平均间隔略小于雄性连锁图谱，由 

于图谱中的标记平均问隔距离与重组率具有线性相关，说明在三疣梭子蟹定向交配 F。代家系中，母本的重组 

率要低于父本。在合浦珠母贝Pinctada fucata遗传连锁图谱中，雌性图谱标记平均间隔小于雄性图谱，表明 

其母本重组率也低于父本(喻达辉等 2007)。导致三疣梭子蟹两性之间重组率存在较大差异的原因可能是多 

方面的，如其本身基因组序列、染色体结构、染色体定位等都有可能造成这种差异。Lindahal等(1991)认为两 

性之间重组率不同可能是因为某一性别减数分裂初期时间不同或减数分裂时转录活动不同而引起的。不同物 

种两性之间重组率也会不同，同一物种的不同群体不同家系也可能导致重组率的不同。与之相反，在某些水产 

动物中如凡纳滨对虾 Litopenaeus vannamei、斑马鱼 Danio rerio、虹鳟 Oncorhynchus mykiss等雌性重组率高 

于其雄性重组率(Perez et a1． 2004；Singer et nz． 2002；Sakamoto et a1． 2000)。由于目前关于三疣梭子 

蟹遗传连锁图谱的数据非常有限，所以还无法确定造成图谱性别差异的具体原因。 

在运用 DNA分子标记对生物进行遗传分析尤其是构建遗传连锁图谱的过程中，经常会出现某些位点的 

基因频率偏离正常孟德尔分离规律的情况 。本实验中，581个多态位点有 153个偏分离 ，占总分离位点 比例的 

26．3 。在罗非鱼 Oreochromis niloticus的遗传连锁图谱中有 8．0 的 SSR与 AFLP偏分离标记(Thomas et 

nZ． 1998)，太平洋牡蛎 Crassostrea gigas连锁 图谱 中 AFI P与 RAPD偏分离标记 的比例分别为 29．0 与 

21．2 (P<0．05)(李 莉等 2003)，凡纳滨对虾分子标记图谱中偏分离标记比例为 11．5 (P<O．05)，南美 

白对虾 PP nP 5(Lif0 Pn。P s)vannamei中偏分离标记比例为 4．4 (Flanklin et nz． 2004)。Xu等(1997)认 

为偏分离现象是由于遗传搭车效应引起的，Ly等(2000)则认为偏分离现象是因为生殖细胞在减数分裂时染色 

体上的位点不同源或易位等原因使其很难发生联会而造成的。另外，实验群体的大小也会对分子标记的分离 

产生影响，分离群体过小可能造成某些位点不发生分离，因此在统计上无法客观反应某个位点在整个群体中的 

分离规律 。 

分子连锁群是染色体在分子水平上的反映，理论上一个完整的连锁群图谱的连锁群数目应该和其单倍体 

染色体数目相等，三疣梭子蟹的染色体数目2n=106(朱冬发等 2005)，其连锁图谱，应有 53个连锁群与染色 
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体一一对应。本文中三疣梭子蟹雌性连锁图谱有连锁群 30个，雄性连锁图谱有 23个连锁群，与其基因组单倍 

体染色体数相差较大。这主要因为参与构建三疣梭子蟹连锁图谱的标记数目还不够多，造成大量染色体未被 

标记覆盖的现象。AFLP分子标记是一种显性标记，它不能象 SSR标记一样区分纯和显性个体与杂和个体， 

理论上丢失了1／4的遗传信息，这也可能是造成图谱中连锁群数与单倍体染色体数相差较大的原因之一。三 

疣梭子蟹染色体数目庞大，遗传信息在染色体中分布相对分散，这就需要更多的分子标记来增加图谱的覆盖率 

和密度，使图谱更加完整。 

本文中，连锁群长度与分子标记数 目问的 Pearson相关系数在 0．89～0．95之间，遗传连锁群的长度和 

AFLP标记数量呈明显的正相关，这说明AFLP分子标记在雌、雄图谱连锁群上分布比较均匀，并未出现在其 

他物种遗传连锁图谱中的分子标记普遍出现的成簇分布现象。AFI P标记成簇分布的现象在虹鳟(Young et 

a1． 1998)、罗非鱼(Agresti et a1． 2000)、太平洋牡蛎(Li et a1． 2004)等均有报道。在虹鳟的连锁图谱中， 

AFLP标记有集中于着丝粒分布的现象(Castiglion et a1． 1998)。Nichols等(2003)在虹鳟的遗传图谱中发 

现，出了 AFLP标记以外，SSR标记在连锁群的中间区域呈现成簇分布现象，并且认为连锁群上标记成簇分布 

的区域代表了染色体的着丝粒区域。在鲶鱼 Ictalurus punctatus的AFLP分子标记连锁图谱中，有约 3O 的 

分离标记倾向于分布在几个主要连锁群的末端(Liu et a1． 2003)。本实验中三疣梭子蟹连锁图谱并没有发 

现标记成簇分布的现象，这主要是因为已有的连锁群和连锁标记数远少于三疣梭子蟹染色体数。由于 AFLP 

分子标记成簇现象会由于连锁标记的数量增加而加剧，所以在已有图谱的基础上，开发更多的新型分子标记将 

有利于进一步构建高密度的三疣梭子蟹遗传连锁图谱。 
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Fig．1 Female genetic linkage map of P．trituberculatus 
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