
书书书

第３３卷 第４期　　　　　 　　　　　 渔　业　科　学　进　展　 Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．４

２０１２ 年 ８ 月　　　　　　　　ＰＲＯＧＲＥＳＳＩＮＦＩＳＨＥＲＹＳＣＩＥＮＣＥＳ Ａｕｇ．，２０１２

仿刺参微卫星标记的筛选及群体遗传结构分析

潘传燕１，２　臧云鹏２
，３
　廖梅杰２　王印庚２

荣小军２　张　正２　李　彬２　陈贵平２

（１ 中国海洋大学，青岛２６６００３）

（２农业部海洋渔业可持续发展重点实验室，青岛市海水鱼类种子工程与生物技术重点实验室，

中国水产科学研究院黄海水产研究所，２６６０７１）

（３上海海洋大学水产与生命学院，２０１３０６）

摘　要　　采用ＦＩＡＳＣＯ（ＦａｓｔＩｓｏｌａｔｉｏｎｂｙＡＦＬＰＳｅｑｕｅｎｃｅｓＣｏｎｔａｉｎｉｎｇＲｅｐｅａｔｓ）方法构建了仿刺

参基因组富集ＣＡ微卫星序列的基因组短片段文库，筛选得到１１８条微卫星ＤＮＡ序列。根据重复单

元的排列特点，完美型共８３个，占７０．４％；非完美型共３０个；占２５．４％；复合型标记５个，占４．２％。

选取其中２０条微卫星序列设计引物进行多态性检测，并利用这２０对引物对采自中国、韩国（西海岸

及东海岸）、俄罗斯和日本沿海的野生仿刺参以及美国沿海的具疣拟刺参进行遗传多样性水平和遗传

结构分析。结果表明，所设计的２０对引物的扩增产物均具有多态性，其中１６个位点为高度多态

（犘犐犆＞０．５）。遗传多样性分析结果显示，２０个微卫星座位的平均观察杂合度（犎ｏ）和平均期望杂合

度（犎ｅ）分别为０．３９和０．６９，共检测到２３１个等位基因（１０２个有效等位基因），在每个座位上获得３

～２０个等位基因，平均等位基因数为１１．６个，２０个位点在６个群体中不同程度偏离遗传平衡（犘＜

０．０５），所有群体在整体上均表现为杂合子缺失（犉ｉｓ＞０）；５个仿刺参群体间的遗传相似系数在０．７１

以上，相似性较高，而仿刺参群体与具疣拟刺参的相似性则较低。聚类分析结果表明，中国群体与韩

国西海岸群体聚类成一支，而俄罗斯群体、韩国东海岸群体和日本群体聚类成另外一支，聚类的先后

与它们在地理分布上的海域位置有一定的相关性。
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仿刺参犃狆狅狊狋犻犮犺狅狆狌狊犼犪狆狅狀犻犮狌狊Ｌｉａｏ，又称刺参，属棘皮动物门Ｅｃｈｉｎｏｄｅｍａｔａ、海参纲 Ｈｏｌｏｔｈｕｒｏｉｄｅａ、

手目Ａｓｐｉｄｏｃｈｉｒｏｔｉｄａ、刺参科Ｓｔｉｃｈｏｐｏｄｉｄａｅ、仿刺参属犃狆狅狊狋犻犮犺狅狆狌狊，它主要分布于中国黄、渤海、俄罗斯东部、

日本和韩国沿岸（廖玉麟　１９９７；隋锡林　２００３）。仿刺参具有很高的食用和药用价值，是中国传统的名贵海产

品。自２０世纪８０年代人工繁殖技术取得突破以来，仿刺参养殖业迅猛发展，２００９年全国海参苗种年生产能

力达５１８亿头，增养殖面积约１５５２８８ｈｍ２，产量达到１０２１５９ｔ（农业部渔业局　２０１０），产值近２００亿元，是我

国海水养殖单品种产值最高的种类之一，在沿海渔业经济中的地位举足轻重，已成为继海带、对虾、扇贝、海水

鱼４次养殖浪潮后第５次海水养殖浪潮的主体。近年来，由于对仿刺参野生种质资源保护重视不够，仿刺参苗

种出现生长减慢、抗逆性减弱等种质退化现象。因此，开展仿刺参种质资源评价与保护、良种选育工作，培育速

生、抗逆性能强的良种，成为仿刺参养殖业亟需解决的问题，而种质资源遗传多样性是良种选育工作的基础。

近年来，国内外学者利用同工酶（Ｋａｎｎｏ犲狋犪犾．　２００２、２００３）、微卫星ＤＮＡ标记（Ｋａｎｎｏ犲狋犪犾．　２００５、

２００６）、线粒体ＤＮＡ（Ｓｕｎ犲狋犪犾．　２０１０）、ＳＮＰ（Ｓｕｎ犲狋犪犾．　２０１０）等分析了仿刺参的遗传多样性，其中微卫星

ＤＮＡ标记因其具有多态性高、遵循孟德尔遗传规律、可重复性强、共显性、容易获得等特点，被广泛应用于仿刺

参的遗传多样性研究中。Ｋａｎｎｏ等（２００６）用１１个微卫星ＤＮＡ标记研究了日本沿海仿刺参群体的遗传多样

性，谭　杰等（２００７ａ、ｂ）利用９个微卫星ＤＮＡ标记研究了烟台、威海和大连３个仿刺参野生群体以及烟台野

生群体和养殖群体间的遗传多样性，Ｋｉｍ等（２００８）利用９个微卫星标记完成了韩国刺参遗传多样性分析，
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Ｃｈａｎｇ等（２００９）利用１０个微卫星位点完成了中国、日本、韩国、苏联等多个地理种群刺参的遗传多样性分析。

这些研究所用的微卫星标记均来自于Ｋａｎｎｏ等（２００５）、Ｚｈａｎ等７（２００７）、丁　君等（２００６）的２０余个微卫星

位点。本研究采用磁珠富集法从仿刺参基因组中筛选多态性微卫星标记，以期为仿刺参遗传评估分析提供更

多分子标记。此外，利用这些标记对来自中国青岛、韩国木浦和江陵、日本名古屋、俄罗斯海参崴的野生仿刺参

群体进行遗传多样性分析，并以同属刺参科的具疣拟刺参犘犪狉犪狊狋犻犮犺狅狆狌狊狆犪狉狏犻犿犲狀狊犻狊为外群进行遗传结构分

析，为仿刺参遗传结构特征及遗传资源的保护利用提供相关信息和依据。

１　材料与方法

１．１　样品采集及基因组犇犖犃的提取

用于微卫星ＤＮＡ分离的仿刺参采自青岛胶南某养殖场，实验所用仿刺参５个群体（图１）分别取自中国青

岛（ＣＨ，３６°２０′Ｎ，１２０°２１′Ｅ，３０只），韩国木浦（ＫＷ，３４°５０′Ｎ，１２５°５１′Ｅ，３０只），韩国江陵（ＫＥ，３７°４５′Ｎ，１２８°

２８′Ｅ，２８只），日本新泻（ＪＡ，３８°０２′Ｎ，１３８°４９′Ｅ，２７只），俄罗斯海参崴（ＲＵ，４３°０５′Ｎ，１３２°０４′Ｅ，２８只），将刺参

的纵肌保存于无水乙醇中，用于基因组ＤＮＡ提取。实验用具疣拟刺参（ＡＭ，１８只）为进口商品干参，发制后

取其纵肌保存于无水乙醇中，用于基因组ＤＮＡ提取。ＤＮＡ提取使用ＯＭＥＧＡ公司生产的软体动物基因组

ＤＮＡ提取试剂盒，用紫外分光光度计检测ＤＮＡ浓度并定量至５０ｎｇ／μｌ。

１．２　微卫星犇犖犃标记的筛选

用磁珠富集法从ＡＦＬＰ片段中分离富含微卫星的ＤＮＡ片段（Ｖｏｓ犲狋犪犾．　１９９５；Ｚａｎｅ犲狋犪犾．　２００２）。将

１个仿刺参的基因组ＤＮＡ用犕狊犲Ｉ单酶切，并与接头序列相连，用ＡＦＬＰ体系扩增获得短片段ＤＮＡ文库；与

生物素标记的Ｂｉｏ（ＣＡ）１２探针杂交，再通过生物素与包被在磁珠上的链亲和素结合；分离磁珠，洗脱，获得富

含微卫星ＤＮＡ的单链短基因组ＤＮＡ片段；经过ＰＣＲ循环获得含微卫星ＤＮＡ的双链短基因组ＤＮＡ片段；

将这些片段与ＰｅａｓｙＴ１ＣｌｏｎｉｎｇＶｅｃｔｏｒ（ＴＩＡＮＧＥＮ）载体连接，转入Ｔｒａｎｓ１Ｔ１（ＴＩＡＮＧＥＮ）感受态细胞中，

构建富含（ＡＣ）ｎ的仿刺参微卫星ＤＮＡ富集文库。

图１　５个野生刺参群体的采样地点

Ｆｉｇ．１　Ｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓｆｏｒｓｅａｃｕｃｕｍｂｅｒｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

　　为确定微卫星ＤＮＡ序列是否位于插入序列的中间

位置，采用３次ＰＣＲ反应检测所挑取的克隆。用载体通

用引物 Ｍ１３（４７）、Ｍ１３（４８）和探针对应的引物两两组

合配成３对，对每一个菌落进行３次ＰＣＲ反应，引物序

列如下：Ｍ１３（４７）：５’ＣＧＣＣＡＧＧＧＴＴＴＴＣＣＣＡＧＴ

ＣＡＣＧＡＣ３’；Ｍ１３（４８）：５’ＡＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＴＴ

ＴＣＡＣＡＣＡＧＧＡ３’；（ＣＡ）１２：５’ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡ

ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡ（Ａ／Ｇ／Ｔ）（Ａ／Ｔ／Ｇ／Ｃ）３’。当用载体通

用引物获得的ＰＣＲ产物与另外两个反应之一的产物长

度明显不同时，表明微卫星ＤＮＡ的核心序列位于插入

片段的中间位置，将这些克隆用ＡＢＩ３７３０型测序仪进行

测序。用ＣｈｒｏｍａｓＶ２．３３软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔｅｃｈｎｅｌｙ

ｓｉｕｍ．ｃｏｍ．ａｕ／ｃｈｒｏｍａｓ．ｈｔｍｌ）分析测序结果，去掉载体

序列和接头序列；用ＳＳＲＨｕｎｔｅｒ软件（ｈｔｔｐ：／／ｅｎ．ｂｉｏ

ｓｏｆｔ．ｎｅｔ／ｄｎａ／ＳＳＲＨｕｎｔｅｒ．ｈｔｍｌ）对插入序列进行分析，

找出其中的微卫星ＤＮＡ区域；根据微卫星区域的特征，

按照 Ｗｅｂｅｒ（１９９０）提出的标准对该序列进行分型；用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｒｅｍｉｅｒｂｉｏｓｏｆｔ．

ｃｏｍ／ｐｒｉｍｅｒｄｅｓｉｇｎ／）为微卫星序列设计ＰＣＲ扩增引物。
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１．３　多态性检测及不同地理种群仿刺参的遗传多样性分析

对引物进行ＰＣＲ扩增，摸索退火温度条件。引物经ＰＣＲ扩增条件摸索后，随机选择３０只中国青岛仿刺参、

３０只韩国木浦仿刺参、２８只韩国江陵仿刺参、２７只日本新泻仿刺参以及２８只俄罗斯海明崴仿刺参样品进行ＰＣＲ

扩增。微卫星ＤＮＡ的ＰＣＲ扩增体系为２５μｌ，包括１×缓冲液，１．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，２００μｍｏｌ／

Ｌ的正、反向引物和５０ｎｇＤＮＡ模板。ＰＣＲ反应程序为９４℃预变性４ｍｉｎ，９４℃变性１ｍｉｎ，复性温度下复性１

ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环３０次，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物通过６％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳、银染的方法

进行检测，对条带进行手工计数，条带根据迁移速度依次编号，迁移最快的等位基因记为１。

１．４　数据处理及分析

利用ＰｏｐｇｅｎｅＶ１．３２软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕａｌｂｅｒｔａ．ｃａ／～ｆｙｅｈ／ｐｏｐｇｅｎｅ．ｈｔｍｌ）统计整个群体及各群体检

测到的等位基因数（犃）、有效等位基因数（犖ｅ），计算观测杂合度（犎ｏ）、期望杂合度（犎ｅ）。参照Ｂｏｔｓｔｅｉｎ等

（１９８０）的方法计算各位点多态信息含量（Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔ，ＰＩＣ），χ
２检验估计群体 Ｈａｒｄｙ

Ｗｅｉｎｂｅｒｇ平衡偏离。用Ｇｅｎｅｐｏｐ软件（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｅｐｏｐ．ｃｕｒｔｉｎ．ｅｄｕ．ａｕ／）进行连锁不平衡检验。群体间遗传

分化指数（犉ｓｔ）、基因流（犖ｍ）和Ｎｅｉ’ｓ标准遗传距离（犇ｓ）等遗传分化指标由Ｐｏｐｇｅｎｅ软件给出。所有多重检

验的显著性标准用连续Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ修正法（Ｒｉｃｅ　１９８９）进行校正。

２　结果与分析

２．１　仿刺参的微卫星标记

从所构建的仿刺参微卫星富集文库中随机挑取了２５２个单菌落，经重组子筛选后得到１４２个阳性克隆，阳

性克隆率为５６．３％，将所得的１４２个阳性克隆进行测序，共获得１１８条含有微卫星核心区的测序结果（占测序

序列数的８３．１％），比对后去掉８条重复序列，共得到１１０条含微卫星核心区的单一序列，占测序数的７７．５％。

对所获得的单一序列进行分析，结果见表１。所获得的１１０条单一序列中有１１８个微卫星核心区，根据 Ｗｅｂｅｒ

（１９９０）提出的标准，完美型、非完美型及复合型序列分别为８３、３０、５条，它们所占的比例分别为７０．４％、

２５．４％和４．２％。此外，按照重复单元的类型分类，则两碱基重复的微卫星序列共有１１７条（９８．３％），其中重

复次数在５～９次之间的有８８个（７３．５％），重复次数在１０次以上的有２９个（２４．８％）；四碱基重复的微卫星序

列有２条（１．７％）。

表１　本研究所得微卫星犇犖犃序列的分类情况

Ｔａｂｌｅ１　ＣｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

分类标准Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎｆｏｒｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ 类别 Ｃａｔｅｇｏｒｙ 序列数目Ｎｏ．ｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅ 百分比Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ（％）

Ｗｅｂｅｒ（１９９０） 完美型 Ｐｅｒｆｅｃｔ ８３ ７０．４

非完美型 Ｉｍｐｅｒｆｅｃｔ ３０ ２５．４

复合型 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ５ ４．２

重复单元

Ｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆ

两碱基Ｔｗｏｂａｓｅｓ ５≤狀≤９ ８８ ７３．５

两碱基Ｔｗｏｂａｓｅｓ 狀≥１０ ２９ ２４．８

四碱基 Ｆｏｕｒｂａｓｅｓ ２ １．７

２．２　引物设计及犘犆犚扩增条件

根据测序所得序列，选取３０条序列进行引物的设计，经过ＰＣＲ扩增条件的摸索，得到了２０对有良好扩增

产物的引物组合，这些微卫星ＤＮＡ标记的名称、引物序列组成、最适复性温度及预期扩增产物长度等见表２。
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表２　仿刺参各微卫星犇犖犃标记的核心序列、引物序列和扩增的复性温度

Ｔａｂｌｅ２　Ｍｏｔｉｆ，ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐｒｉｍｅｒａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｆｏｒｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅＤＮＡｍａｒｋｅｒｓｏｆｓｅａｃｕｃｕｍｂｅｒｄｅｖｅｌｏｐｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

位点

Ｌｏｃｕｓ

序列获取号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

重复单元

Ｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆ

引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

复性温度（℃）

Ｔｍ

期望长度（ｂｐ）

Ｅｘｐｅｃｔｅｄｓｉｚｅ

ＡＪ０１ ＪＦ２８９１７９ （ＣＡ）５
Ｆ：ＴＡＣＧＴＣＧＴＧＡＡＴＧＡＡＴＧＴ

Ｒ：ＴＣＡＧＴＴＴＴＧＡＧＡＣＣＣＴＴＡ
５０ ２６５

ＡＪ０２ ＪＦ２８９１８０ （ＡＣ）５
Ｆ：ＧＧＴＴＴＴＣＴＧＴＴＧＡＧＧＣＴＧＴＧＴＧＧＡＴ

Ｒ：ＡＧＴＣＣＡＡＡＧＴＴＴＴＣＴＣＣＴＧＧＧＧＴＧＡ
６２ ２１８

ＡＪ０３ ＪＦ２８９１８１ （ＡＣ）６
Ｆ：ＴＴＣＡＣＡＡＣＧＣＡＴＴＣＣＡＧＴ

Ｒ：ＣＡＴＧＴＣＡＴＡＡＡＧＧＣＣＡＡＡ
５２ １４７

ＡＪ０４ ＪＦ２８９１８２ （ＡＣ）３ＡＴ（ＡＣ）６Ｔ（ＣＡ）３
Ｆ：ＴＧＴＣＣＴＧＧＣＡＡＧＡＧＡＡＡＧ

Ｒ：ＧＣＡＴＡＧＣＣＧＴＴＡＣＴＴＡＣＣ
５４ ２０６

ＡＪ０５ ＪＦ２８９１８３ （ＡＣ）３ＡＧ（ＡＣ）６
Ｆ：ＣＧＡＴＡＡＣＣＣＡＣＴＴＧＣＴＧＣ

Ｒ：ＣＧＴＧＴＴＧＴＣＣＡＣＴＴＣＣＡＴ
５８ ３０３

ＡＪ０６ ＪＦ２８９１８４ （（ＡＣ）６
Ｆ：ＧＴＡＴＣＣＡＣＴＡＣＣＣＧＴＴＴＧ

Ｒ：ＡＡＴＴＴＣＣＴＣＧＣＡＴＡＴＣＡＣ
５２ ２１６

ＡＪ０７ ＪＦ２８９１８５ （ＧＴ）５ＡＴＧＴＡＴ（ＧＴ）１３
Ｆ：ＧＣＧＧＧＡＡＴＣＴＡＡＧＧＧＡＴＡ

Ｒ：ＧＴＧＧＧＣＡＣＣＡＧＡＡＡＣＡＡＴ
５４ ２７０

ＡＪ０８ ＪＦ２８９１８６ （ＣＡ）７ＴＧ（ＣＡ）５
Ｆ：ＡＣＣＡＡＡＴＡＴＧＡＡＡＧＣＣＡＡＧＴ

Ｒ：ＣＡＣＧＡＴＧＴＣＴＧＴＴＡＴＧＴＡＧＣＧ
５２ ２９７

ＡＪ０９ ＪＦ２８９１８７ （ＣＡ）４ＧＡＣＡＧ（ＡＣ）６
Ｆ：ＡＣＡＡＧＣＡＣＧＣＡＧＧＧＴＣＡＣ

Ｒ：ＣＡＧＧＧＧＡＧＧＧＧＴＴＴＣＡＧＡ
６０ １９４

ＡＪ１０ ＪＦ２８９１８８ （ＣＡ）７
Ｆ：ＴＣＣＴＴＴＡＣＡＡＧＣＣＧＴＴＡＴ

Ｒ：ＴＴＧＴＴＴＧＡＧＧＴＴＣＧＧＧＡＴ
５０ １９８

ＡＪ１１ ＪＦ２８９１８９ Ｃ１１（ＣＡ）７
Ｆ：ＴＴＴＴＣＣＧＴＡＣＣＡＴＧＡＣＣＧ

Ｒ：ＣＣＴＡＡＣＣＡＡＡＴＡＧＡＧＣＣＡＣＡ
５４ ２４６

ＡＪ１２ ＪＦ２８９１９０ （ＣＡ）８
Ｆ：ＡＧＣＡＣＧＡＡＴＣＴＴＴＣＡＣＣＴ

Ｒ：ＣＡＡＴＧＧＡＡＡＡＴＡＣＡＡＴＧＧＧ
５０ １７０

ＡＪ１３ ＪＦ２８９１９１ （ＡＣ）６
Ｆ：ＧＣＴＧＣＣＴＴＴＴＡＡＴＴＴＣＴＧ

Ｒ：ＣＡＡＴＧＴＧＧＴＧＧＣＴＴＣＣＴＣ
５０ １５０

ＡＪ１４ ＪＦ２８９１９２ （ＡＣ）８
Ｆ：ＴＴＴＣＧＡＧＧＡＣＧＴＧＧＴＧＡＴ

Ｒ：ＧＴＣＣＣＴＣＡＧＧＴＣＴＧＴＴＡＴＴＧ
５６ １７９

ＡＪ１５ ＪＦ２８９１９３ （ＡＣ）１０
Ｆ：ＡＣＣＧＴＡＣＣＡＡＡＣＣＴＣＴＣＴＴ

Ｒ：ＣＣＴＴＣＴＴＡＣＴＡＡＴＡＣＡＴＣＣＣＡＧ
５３ １６８

ＡＪ１６ ＪＦ２８９１９４ （ＣＡ）３ＣＧ（ＣＡ）５
Ｆ：ＧＣＣＡＣＴＡＴＴＣＡＴＧＴＣＴＴＣＧ

Ｒ：ＧＣＡＡＣＣＡＴＴＴＡＣＡＡＣＣＣＴ
５２ ２９２

ＡＪ１７ ＪＦ２８９１９５ （ＡＣ）５ＧＣ（ＡＣ）４
Ｆ：ＡＴＣＣＡＡＣＴＴＧＣＣＡＴＴＣＴＴＣ

Ｒ：ＣＴＴＴＴＴＧＡＴＴＣＣＴＴＧＣＣＴＧ
５３ １２３

ＡＪ１８ ＪＦ２８９１９６ （ＣＡ）５
Ｆ：ＣＣＡＧＡＴＴＴＣＴＣＴＡＧＴＣＣＴＴＴＴＧ

Ｒ：ＧＴＡＴＧＣＧＧＡＴＧＧＧＴＴＴＣＡ
５２ １７２

６７
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续表２

位点

Ｌｏｃｕｓ

序列获取号

ＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

重复单元

Ｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆ

引物序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

复性温度（℃）

Ｔｍ

期望长度（ｂｐ）

Ｅｘｐｅｃｔｅｄｓｉｚｅ

ＡＪ１９ ＪＦ２８９１９７ （ＣＡ）５…（ＣＡ）５
Ｆ：ＴＴＡＴＧＴＴＣＣＴＡＧＡＧＣＣＴＧＴ

Ｒ：ＴＧＧＧＡＴＧＴＡＣＣＣＴＡＧＡＧＴ
５１ ２６３

ＡＪ２０ ＪＦ２８９１９８ Ｃ１２（ＣＡ）６
Ｆ：ＴＣＣＧＡＡＡＡＡＡＧＧＴＡＴＴＴＧＣＴＧ

Ｒ：ＡＣＴＧＧＧＣＧＡＧＡＴＧＡＴＴＧＧＴ
５５ ３２２

２．３　不同地理种群海参的遗传多样性分析

用２０对引物对所采集的５个地理种群的仿刺参和具疣拟刺参群体进行多态性筛选，图２所示为位点

ＡＪ０７在韩国西群体和中国群体的电泳图。结果表明（表３），２０对引物全部扩增稳定并具有多态性。２０个位

点在６个群体中共检测出２３１个等位基因，单个位点的观测等位基因数（犃）从３（ＡＪ０８）到２０（ＡＪ０７和ＡＪ１３），

平均等位基因数位为１１．６个。各位点的有效等位基因数（犖ｅ）的范围为１（ＡＪ０８）～１０．５（ＡＪ０７），平均有效等

位基因数为５．１。多个位点上的等位基因分布不均匀，表现为低频等位基因较多，等位基因数（犖ａ）和有效等位

基因数（犖ｅ）的差别较大。样本总的观察杂合度（犎ｏ）和期望杂合度（犎ｅ）范围分别为０．０２（ＡＪ０８）～０．７１

（ＡＪ０３）和０．０２（ＡＪ０８）～０．９１（ＡＪ０７），平均值为０．３９和０．６９。２０个位点的多态信息含量（犘犐犆）范围为０．０２

（ＡＪ０８）～０．９（ＡＪ０７），除ＡＪ０８和ＡＪ１９为低多态性位点（犘犐犆＜０．２５），ＡＪ０４和ＬＪ０６为中度多态（０．２５＜犘犐犆

＜０．５）外，其余１６个位点均为高度多态（犘犐犆＞０．５）。在核心序列重复次数与多态性相关性方面，核心单元重

复次数在１０次以上的微卫星ＤＮＡ有８条，扩增出的等位基因数范围为３～２０，平均值为１０．６；核心重复次数

在１０次以下的有１２条，扩增出的等位基因数范围为６～２０，平均值为１２．２。

图２　位点ＡＪ０７在韩国西群体和中国群体的电泳

Ｆｉｇ．２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｕｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｂｙＡＪ０７ｉｎｔｈｅＫＷｓｔｏｃｋａｎｄＣＨｓｔｏｃｋ

不同地理群体的平均观测等位基因数为３．４（ＡＭ）～７（ＣＨ），平均有效等位基因数为２．８（ＡＭ）～３．８

（ＣＨ、ＫＷ）。有４个位点（ＡＪ０１、ＡＪ０６、ＡＪ０８、ＡＪ１１、ＡＪ１９）在单一群体中表现为单态，而在其他群体中表现出

多态性。跨物种扩增结果显示，在ＡＭ群体中，ＡＪ０５、ＡＪ０８、ＡＪ１９和ＡＪ２０无扩增产物。不同地理群体的观测

杂合度范围为０．３１（ＪＡ）～０．４６（ＫＥ），但其观测杂合度无显著差异（犘＞０．０５），说明几个群体均具有较高的遗

传多样性。对６个群体共１２０个位点进行ＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇ（ＨＷ）平衡检测的结果表明，有８３个位点显著偏

离了ＨＷ平衡（犘＜０．０５）。６个群体中均有大量位点表现为杂合子缺失状态（犉ｉｓ＞０）。

２．４　不同地理群体间的遗传结构分析

６个海参群体在上述２０个微卫星位点上所表现的遗传分化情况见表３，不同群体之间的遗传分化系数

（犉ｓｔ）见表４。结果表明，各群体之间存在不同程度的遗传分化，ＣＨ群体与ＫＷ 群体间、ＲＵ群体与ＫＷ 群体

间的遗传分化系数较小（０＜犉ｓｔ＜０．０５），说明以上两对群体间存在轻度遗传分化；ＡＭ 群体与其他群体间的遗

传分化系数较大（０．１５＜犉ｓｔ＜０．２５），说明ＡＭ群体与５个仿刺参群体间存在高度遗传分化；其他相应群体间

则存在中度遗传分化（０．０５＜犉ｓｔ＜０．１５）。５个不同地理种群仿刺参的平均犉ｓｔ值为０．１００。

由不同群体间的遗传距离和遗传相似指数（表５）可以看出，ＣＨ 群体与 ＫＷ 群体的遗传相似指数最高

（０．９３５），遗传距离最近（０．０６７），而ＲＵ和 ＡＭ 群体间的遗传距离最远（１．２０１），遗传相似度最小（０．３０１）。

ＵＰＧＭＡ聚类分析图（图３）显示，ＣＨ群体与ＫＷ海岸群体聚为一支，而ＲＵ群体与ＫＥ群体和ＪＡ群体聚为

一支，而ＡＭ群体作为外群，单独聚为一支。

７７
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表４　不同群体间犉狊狋值及犖犿值

Ｔａｂｌｅ４　犉ｓｔａｎｄ犖ｍｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

群体 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ 中国ＣＨ 韩国西ＫＷ 韩国东ＫＥ 俄罗斯ＲＵ 日本ＪＡ

中国 ＣＨ １０．５５８２ ３．２３９４ ２．８２６０ ２．８３３８

韩国西 ＫＷ ０．０２３１ ３．３２１９ ２．７７４７ ２．９７１４

韩国东 ＫＥ ０．０７１６ ０．０７００ ５．８９００ ３．９５６０

俄罗斯 ＲＵ ０．０８１３ ０．０８２７ ０．０４０７ ４．１３２３

日本 ＪＡ ０．０８１１ ０．０７７６ ０．０５９４ ０．０５７０

　　注：对角线以下数据为犉ｓｔ值，对角线以上数据为犖ｍ值

Ｎｏｔｅ：Ｄａｔａｂｅｌｏｗｄｉａｇｏｎａｌｉｓｔｈｅ犉ｓｔ；ｄａｔａａｂｏｖｅｄｉａｇｏｎａｌｉｓｔｈｅ犖ｍ

表５　不同群体间的遗传距离和相似性指数

Ｔａｂｌｅ５　Ｎｅｉ’ｓｇｅｎｅｔｉｃｉｄｅｎｔｉｔｙａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

群体 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ 中国ＣＨ 韩国西ＫＷ 韩国东ＫＥ 俄罗斯ＲＵ 日本ＪＡ

中国 ＣＨ ０．９３５３ ０．７６６９ ０．７２４７ ０．７５３９

韩国西 ＫＷ ０．０６６９ ０．７６６６ ０．７１１４ ０．７５８６

韩国东 ＫＥ ０．２６５４ ０．２６５８ ０．８８６３ ０．８４１１

俄罗斯 ＲＵ ０．３２２１ ０．３４０５ ０．１２０７ ０．８５２７

日本 ＪＡ ０．２８２５ ０．２７６３ ０．１７３ ０．１５９４

　　注：对角线以下数据为遗传距离，对角线以上数据为相似性指数

Ｎｏｔｅ：Ｄａｔａｂｅｌｏｗｄｉａｇｏｎａｌｉｓｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ；ｄａｔａａｂｏｖｅｄｉａｇｏｎａｌｉｓｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｉｄｅｎｔｉｔｙ

RU
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0.085 6

0.1

图３　不同地理群体的聚类分析

Ｆｉｇ．３　ＵＰＧＭＡｔｒｅｅｆｏｒｔｈｅｓｉｘｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙＮｅｉ’ｓｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ

３　讨论

微卫星ＤＮＡ分子标记因其具有多态性高、遵循孟德尔遗传规律、容易获得、可重复性强、共显性等特点，

已被广泛应用于动、植物遗传育种的各个领域。在本研究之前，Ｋａｎｎｏ等（２００５、２００６）从仿刺参基因组中筛选

出２０个仿刺参微卫星分子标记并应用于日本沿海不同颜色仿刺参群体的遗传结构分析；Ｈｕ等（２００７）也利用

膜杂交的方法建立了仿刺参微卫星ＤＮＡ标记的分离方法；丁　君等（２００６）利用磁珠富集法筛选到７个多态

性微卫星标记；卢　超等（２０１０）利用微卫星富集文库菌落原位杂交的方法筛选得到了３３个仿刺参的微卫星

标记；Ｚｈａｎ等（２００９）、Ｐｅｎｇ等（２００９）和孙国华等（２０１０）也分别建立了从ＥＳＴ文库中筛选出仿刺参微卫星

ＤＮＡ标记的方法。这些研究为开展刺参遗传相关研究提供了多个刺参微卫星ＤＮＡ标记，然而刺参遗传连锁

图谱构建、遗传评价和分子辅助育种等相关研究需要大量的微卫星ＤＮＡ标记，与其他方法相比，ＦＩＡＳＣＯ方

法具有简单、快速、高效、成本低等特点，结合了ＡＦＬＰ技术，使得一般的分子生态实验室能用此技术来筛选微

０８
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卫星ＤＮＡ，因此被广泛地应用于微卫星位点的筛选。所以，本研究采用了ＦＩＡＳＣＯ方法来筛选仿刺参微卫星

ＤＮＡ标记。

所得微卫星中，完美型占７０．４％，为绝大部分，这与孙国华等（２０１０）的研究结果相符。所得１１８条微卫星

ＤＮＡ序列中，含有５次及５次以上（ＡＣ／ＧＴ）重复单元的有１１７条，占９７．５％，即探针Ｂｉｏ（ＡＣ）１２的杂合效率

为９７．５％。郑劲松等（２００８）用探针Ｂｉｏ（ＧＴ）１３对长江江豚基因组ＤＮＡ进行杂交筛选得到４４条微卫星序列，

杂交效率为９０．９％。本研究得到的微卫星序列中，单元重复次数在５～９次之间的占７３．５％，为绝大部分，这

可能与刺参的基因组组成特性有关。

对于微卫星重复次数的多少与多态性之间的关系，许多专家与学者的说法不一致。郑劲松等（２００８）认为，

在进行微卫星引物设计时不能一味地选择重复次数非常高的序列，否则会错失一些多态性位点。曲妮妮等

（２０１０）则认为，微卫星的核心序列越长、重复次数越多则其等位基因也就越多，即多态性越高。本研究所筛选

的２０对多态性引物的扩增结果表明，核心单元重复次数与其位点的多态性无相关性，所以进行微卫星位点的

筛选不应将核心序列重复次数的多少作为标准，否则可能会错失一些多态性的位点。

最大限度地维持种内遗传多样性水平，是持续利用种质资源的前提和基础，犎ｏ、犎ｅ、犘犐犆都是反映群体多

样性的度量，其数值越大，说明基因丰富度越高。本研究结果表明，不同群体之间的遗传多样性差异不大，均处

于较高水平，具有丰富的种质资源和良好的育种以及遗传改良潜力。

遗传结构分析结果表明，５个不同地理仿刺参群体的平均犉ｓｔ为０．１００，表明不同地理的仿刺参群体间存在

中度的遗传分化。从图３聚类分析图比较可以看出，中国群体与韩国东海岸群体聚为一支，而韩国西、俄罗斯

和日本群体聚为另外一支。Ｋｉｍ等（２００８）对韩国东海岸、南海岸和西海岸各地理种群仿刺参的遗传分析结果

表明，韩国东、西海岸仿刺参的遗传距离较远。Ｃｈａｎｇ等（２００９）对采自中国大连、韩国丽水、日本北海道和俄罗

斯海明崴的不同地理种群的遗传分析结果表明，俄罗斯种群与其他３个种群的遗传距离较远。尽管相关研究

的采样地点不尽相同，但综合对比其采样地点分布图和聚类分析图的结果可以推测，不同地理种群刺参遗传分

化与其所处的海域分布位置相关，是海流促进基因交流与地理阻隔相互作用的结果。这些因素目前为止也仅

仅是推测，还需要进一步的研究来证实。

本研究所筛选的多态性微卫星分子标记将为刺参遗传连锁图谱构建和分子标记辅助育种研究提供基础。

此外，不同群体刺参遗传结构的解析结果也为刺参良种选育相关研究提供基础数据。
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ｓｃａｌｌｏｐ（犆犺犾犪犿狔狊犳犪狉狉犲狉犻）：Ｄｏｌｏｃａｌｍａｒｉｎｅｃｕｒｒｅｎｔｓｄｒｉｖｅｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ．Ｍａｒ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１１（２）：２２３～２３５
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