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摘要    本研究对实验室开发的 12 对短蛸(Amphioctopus fangsiao)高多态性微卫星标记进行优化组

合，构建了 4 组三重 PCR 体系，对短蛸 4 个母本(♀1、♀2、♀3 和♀4)、104 个子代及 19 个候选父本

进行亲权鉴定，分析其交配模式。结果显示，构建的 4 组三重 PCR 体系可有效鉴定短蛸的亲权关系，

104 个子代鉴定率为 94.23%。♀1 组样品鉴定出 12 个子代，父本数为 3 个；♀2 组样品鉴定出 40 个

子代，父本数为 7 个；♀3 组样品鉴定出 19 个子代，父本数为 2 个；♀4 组样品鉴定出 27 个子代，

父本数为 4 个；并且♂2、♂3、♂7 和♂10 均与 2 个以上的母本发生了交配。由此分析得出，短蛸交配

模式存在多雌多雄关系。研究结果为高效开展短蛸人工繁育、增养殖及放流工作提供了重要参考。 

关键词    短蛸；微卫星多重 PCR；交配模式 
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短蛸(Amphioctopus fangsiao)俗称坐蛸、饭蛸、八

带，属头足纲(Mollusca)，八腕目(Octopoda)，无须亚

目(Incirrata)、蛸科(Octopodidate)、蛸属(Octopus)，

主要群体栖居于温带偏北海域，在黄、渤海产量较大，

是我国北部沿海蛸类中最重要的经济种之一(张龙岗

等, 2009)。短蛸肉质鲜美，具有较高的食用和药用价

值，国内市场及加工出口发展迅速，具有广阔产业发

展前景。然而，由于市场消费需求的不断增长，对短

蛸的捕捞强度不断增大，使得其自然资源日渐枯竭，

对短蛸进行全人工养殖势在必行。交配期是头足类繁

殖行为的重要时期，具有复杂的求偶、交配和繁殖策

略(Hanlon et al, 1996)。交配行为模式研究能为短蛸的

人工繁育及种质资源保护提供重要的基础资料。目

前，有关短蛸人工育苗、精荚超微结构、摄食行为、

营养成分、遗传多样性以及免疫应答机制等已展开诸

多研究(朱文博等, 2015; Yang et al, 2011; 王卫军等, 

2017; 薛静等 , 2015; 张龙岗等 , 2009; 张冉冉等 , 

2015)，繁殖行为学的研究相对匮乏，只有张学舒(2002)

和王卫军等(2010)对其进行了初步研究。 

研究动物的交配模式最直观的方法是实地观察，

但对于活性强的水生动物而言难度较大。而且，观察

到多重交配行为并不代表多重受精成功，真正的雌性

混交动物，其后代中应存在多父性现象，而多父性通

过个体直接观察很难判断。微卫星标记，又称简单重

复序列(Simple sequence repeats, SSR)具有共显性、高

多态性、高保守性、检测快速等特点，是理想的亲权
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鉴定标记 (Buresch et al, 2001; 李佳凯等 , 2014;    

汪金海等, 2017)。微卫星多重 PCR 可在同一反应体

系中同时扩增多个位点，较传统 PCR 省时、高效、

成本低，可有效减少靶基因片段的假阳性现象(罗伟

等, 2013; 李东宇等, 2016)。 

本研究利用实验室开发的微卫星标记，选择多态

性高、特异性好、片段大小适中的位点进行优化组合，

构建微卫星多重 PCR 体系，对短蛸亲体和幼体进行

亲权鉴定，旨在分析其交配模式，为短蛸的种质资源

保护及人工繁育提供科学依据和理论指导。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验所用亲体与幼体样品于 2015 年采集于山东

省海洋资源与环境研究院东营基地。将野生雄蛸和雌

蛸于池中暂养，待其交配产卵后雄蛸陆续死亡，取

19 个雄蛸(编号♂1~♂19)腕部组织于无水乙醇中，

–20℃保存备用。受精卵经雌蛸 40 d 护卵孵化后，获

得短蛸幼体，随机选取 4 个雌蛸(编号♀1~♀4)及对应

幼蛸共 104 个保存备用。 

1.2  方法 

1.2.1  短蛸基因组 DNA 的提取和检测    用 CTAB

法(Winnepenninckx et al, 1993)抽提 DNA，于 30 µl 1× 

TE Buffer(pH=8.0)溶解，用 1%琼脂糖凝胶电泳检测

基因组 DNA 的完整性，Thermo Scientific NanoDrop™ 

OneC 超微量紫外分光光度计测定 DNA 浓度和纯度，

将 DNA 浓度调至 50 ng/µl，20℃保存备用。 

1.2.2  微卫星多重 PCR 的设计和优化    在实验室

开发的微卫星标记中，根据扩增条带清晰度、亮度及

多态性选用 12 个位点(未发表)，分别为 DS140，

DS135，DS226，DS94，DS150，DS35，DS16，DS132，

DS290，DS157，DS169，DS271。依据各位点 PCR

退火温度、等位基因大小范围、是否存在非特异性条

带、引物间是否存在较强的互补性，挑选引物序列间

互不干扰、扩增片段长度不重叠、退火温度相近的位

点构建多重 PCR。首先进行两位点的组合实验，在二

重 PCR 基础上不断调整引物浓度构建多重 PCR。 

利用建立的多重 PCR 分别对 19 个候选父本、   

4 个母本及对应的 104 个幼蛸进行特异性扩增。多重

PCR 反应体系为 10 l，包括模板 DNA 1.0 l (50 ng)，

10 × PCR buffer(Mg2+ plus) 1.0 µl，2.5 mmol/L dNTPs 

1.0 µl，10 µmol/L 正反引物共 2.0 µl，5 U/µl Taq DNA

聚合酶 0.05 µl，ddH2O 4.9 5µl。PCR 反应程序为 94℃

预变性 5 min；94℃变性 45 s，退火温度 45 s，72℃

延伸 45 s，循环 35 次；最后，72℃延伸 6 min；4℃

保存。扩增产物通过 8%的非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳，银染显色，于 Bio-5000 plus 电泳扫描仪拍照保存，

以 10 bp DNA Marker 为参考标准对目的条带判读。 

1.2.3  数据统计分析    用 CERVUS 3.0 进行亲子

鉴定分析，母本已知，具体参数设置为候选父本 19，

模拟子代数为 10000，亲本检测率 100%，分型误差

率 1%，位点检测率 100%，95%的置信区间。 

2  结果 

2.1  短蛸微卫星多重 PCR 体系的构建 

12 个位点经优化组合后得到 4 组三重 PCR，三

重 PCR 体系引物的位点组合、重复单元、碱基序列、

产物大小、退火温度详见表 1。其中，3 个微卫星位

点 DS169、DS152、DS271 构建的多重 PCR 在短蛸子

代中的部分扩增结果见图 1。图 1 中 3 个位点的扩增

片段长度不重叠，能清晰区别和有效判读目的条带，

本研究构建的微卫星多重 PCR 反应体系可用于亲权

鉴定分析。 

2.2  短蛸交配模式分析 

利用 4 组三重 PCR 体系，使用 CERVUS 3.0 对   

4 个母本、104 个子代及 19 个候选父本进行亲权鉴定，

基于似然法从非排除亲本中选出最可能亲本。分析结

果如下：104 个子代鉴定率为 94.23%(98/104)，♀1 组

幼蛸有 12 个个体鉴定到父本(12/14)，父本为♂2、♂7

或♂16；♀2 组幼蛸有 40 个个体检测到父本(40/41)，

父本有 7 个，为♂2、♂3、6、♂7、♂10、♂12 或♂15；

♀3 组和♀4 组分别鉴定出 19、27 个幼蛸个体(19/21、

27/28)，父本分别为♂2、♂3 和♂2、♂3、♂7、♂10。

每组样品亲子鉴定结果见表 2。 

3  讨论 

微卫星通常作为单个位点以 PCR 方式扩增，此

过程需要一定时间和成本。多重 PCR 在微卫星遗传

分析中可以节省大量时间、成本和工作量，也可以在

PCR 操作过程中减小人为的误差(Porta et al, 2006)，

在分析大量实验样本时，多重 PCR 技术的优势更加

明显。20 世纪 80 年代，Chamberlain 等(1988)首次尝

试了多重 PCR 反应模式。目前，多重 PCR 扩增体系

已广泛应用于一些水产动物的亲权鉴定、遗传多样性

研究中，例如大黄鱼(Larimichthys crocea)(李佳凯等,  
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表 1  短蛸 4 组微卫星三重 PCR 体系特征 
Tab.1  Characteristics of four microsatellite multiplex PCRs in A. fangsiao 

多重 PCR 
Multiplex 

PCR 

位点 
Locus 

重复单元 
Repeat motif 

引物序列 
Primer sequence (5~3) 

退火温度 
Annealing 

temperature (℃)

引物浓度 
Concentration 

(µmol/L) 

片段大小 
Size (bp) 

Multiplex 
set1 

DS140 (CCT)5 F: TCTTGCCACAGTTACTACATT 
R: TTTGCTTGAGCCTATGAGT 

50 0.4 134~144 

 DS226 (TCC)6(TCC) 
5(TCC)5 

F: GATGGTTGCTGTATGTGCTGC 
R: GGGGGTGTTCCAATGTCTTC 

 0.3 187~211 

 DS135 (TAC)7 F: CCTGTCTGGCGACTATTG 
R: GGTTTCTGTTGCTACTTCG 

 0.3 258~286 

Multiplex  
set2 

DS94 (AAC)11 F: ACCATACGGATACCCTCAT 
R: GGTCGCTACTAGCTGTAACTT

51 0.35 196~228 

 DS150 (AC)13 F: GGACAGACTCTTTAGGCATT 
R: CTCCCAACTGAACTCAACTC 

 0.35 152~192 

 DS35 (AC)10(CA) 
5(AT)5 

F: ACCCCACTCCATTCACAT 
R: TCTTTTCTTTACTTTCCTTCCT

 0.3 294~324 

Multiplex  
set3 

DS16 (AC)5 F: TCAAACGCCACTTCACTC 
R: ATTCAGAAGTCCCTTTAGCA 

52 0.4 255~269 

 DS132 (GT)7 F: ACGGACAATGGCGTTTAC 
R: GGATTTGGGACATAGAAGAA 

 0.3 160~178 

 DS290 (TG)13 F: ATTGCCACATAACCAAGGAT 
R: AAGCAGCGGAGAAAGGAG 

 0.3 182~198 

Multiplex  
set4 

DS152 (GAT)5 F: GACAGCAATGACCGATAGG 
R: TGTGAGTCCAACACCCAGT 

53 0.3 172~214 

 DS169 (AGT)5 F: GTATTGAGCGATAGAGGCG 
R: ATCTAACTTCGGGATGGGTA 

 0.4 130~151 

 DS271 (GA)17 F: ACATTCGGTGAGCAGGTG 
R: GGTCGGGTTCAATTTTAGTA 

 0.3 252~284 

 

 
 

图 1  3 个微卫星位点 DS169、DS152 和 DS271 构建的多

重 PCR 在短蛸子代中部分扩增结果 
Fig.1  The partial amplification results of multiplex PCR 

consist of three microsatellites DS169, DS152, and  
DS271 in offsprings of A. fangsiao 

M: DNA marker; 1~4: ♀1 的 4 个子代 
(Four offsprings of ♀1 group) 

 

2014)、团头鲂(Megalobrama amblycephala)(罗伟等, 

2013)、长牡蛎(Crassostrea gigas)(纪仁平等, 2015)等。

理想的多重 PCR 要求在同一反应体系完成多个位点

的特异性扩增，并非单一 PCR 的简单组合，要针对

目的产物，反复试验综合分析，构建最优的反应体系

和反应条件(陈明洁等, 2005)。本研究主要优化引物

浓度和退火温度，在二重 PCR 基础上进行三重 PCR

实验，直至各产物条带清晰能明显区分，得到最优组

合。利用构建的 4 组三重 PCR 体系，104 个子代鉴定

率达到 94.23%(98/104)，成功率较高。研究表明，分

子标记的选择在很大程度上影响着亲子关系鉴定的

结果，用于亲子关系鉴定的微卫星标记数量越大、多

态性越高，则鉴定的成功率和准确率越高(Jerry et al, 

2004)。本研究需增加更多的微卫星标记以提高鉴定

成功率。 

交配模式分析有助于全面了解水产动物复杂的

繁殖行为，能为其人工繁育、增养殖、遗传育种及人

工放流等多个方面提供重要支撑。传统的交配模式研 

究方法主要基于野外或人工养殖观察，其结果易受外

界条件影响。随着多态性标记技术在亲权鉴定方面的

应用，生物交配模式研究已从宏观深入到微观，结果

更具可靠性。Stanback 等(2002)利用小卫星 DNA 标

记研究犀鸟(Tockus monteiri)的交配模式，发现大多数

为多配型，而野外观察结果属单配型。Buresch 等

(2001)用微卫星标记对枪乌贼(Loligo pealeii)卵群进

行分析，证实了枪乌贼为一雌多雄交配模式。本研究

利用构建的微卫星多重 PCR 体系对 4 组短蛸亲本和 
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表 2  短蛸 4 组样品的亲子鉴定结果 
Tab.2  The paternity results of the four group of offsprings in A. fangsiao 

鉴定出的各父本及其子代数 
Identified fathers and the number of their offspring 组别

Group 

子代数
Number of 
offspring 

鉴定出子代数
Number of  

offspring identified 

候选父本数
Number of 

candidate males

鉴定出父本数
Number of 

male identified ♂2 ♂3 ♂6 ♂7 ♂10 ♂12 ♂15 ♂16

♀1 14 12 19 3 10   1    1 

♀2 41 40 19 7 25 1 1 5 3 4 1  

♀3 21 19 19 2 18 1       

♀4 28 27 19 4 21 1  4 1    

 
子代样品进行亲权鉴定，结果显示，4 组短蛸父本数

分别为 3、7、2 和 4，证明短蛸存在多雌多雄交配模

式。多雌多雄交配模式是水产动物对环境及人为捕捞

压力的一种适应，能有效提高等位基因遗传多样性以

及子代遗传变异类型，对稳定其种群结构、提高繁殖

效率和子代质量起到积极作用。采用实地观察方法进

行交配模式研究时，观察到多重交配行为并不代表多

重受精成功。本研究，4 组样品经鉴定涉及到的候选

父本为 8 个，说明其余 11 个父本未参与交配或交配

后受精未成功。 

本研究 4 组样品中父本♂2 的后代比例分别高达

71.43%(10/14) 、 60.98%(25/41) 、 85.71%(18/21) 和

75%(21/28)，远超过其他父本，说明参与受精并受精

成功的精子多数来自♂2，♂2 在精子竞争或隐性雌性

选择中占有优势。精子竞争是指来自 2 个或 2 个以上

雄性个体的精子为争夺对卵的受精权而展开的竞争，

它属于交配后性选择，实质是一种行为学现象，一种

用来保证自己精子高受精率的繁殖策略(Hanlon et al, 

1996)。在对无针乌贼(Sepiella japonica)、金乌贼(Sepia 

esculenta)、克氏原螯虾(Procambarus clarkii)等多种水

生生物研究中也证明了精子竞争现象的存在(Wada  

et al, 2006; 汪金海等, 2017; 宋亮等, 2013)。雄性的

精子竞争根据最后交配雄性子代比例可分为 3 类

(Birkhead et al, 1990)：最先雄性精子优先、最后雄性

精子优先和无雄性精子优先。繁殖期的头足类交配前

为争夺雌性配偶会展开斗争，实质也属精子竞争。关

于短蛸属于哪类精子竞争、交配前雌性(或雄性)对雄

性(雌性)是否有行为选择需进一步深入研究。 

本研究利用微卫星标记亲子鉴定技术研究短蛸

的交配模式，将为短蛸种质资源保护及人工繁育提供

科学依据和理论指导，为海洋头足类性选择机制及物

种进化等研究提供基础资料。构建的多重 PCR 体系

也将有助于长蛸、真蛸、乌贼等近缘物种的种质资源

研究。 
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Development of Microsatellite Multiplex PCR Sets and Its Application  
in the Reproduction Model Analysis of Amphioctopus fangsiao 

LIU Wenfen1,2, FENG Yanwei2①, WANG Weijun2, CHEN Jianqiang2, YANG Jianmin2①
 

(1. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education; Shanghai Collaborative Innovation for Aquatic 
Animal Genetics and Breeding; Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of 

Education; Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 2. Shandong Marine Resource and Environment Research Institute, 
Shandong Provincial Key Laboratory of Marine Ecological Restoration, Yantai  264006) 

Abstract    Amphioctopus fangsiao, a synonym of Octopus ocellatus in China, is one of the most 

important economic species in the northern coast of China. Owing to overfishing and ever-increasing 

market demand, the wild resources of A. fangsiao are decreasing significantly, and therefore artificial 

breeding is imperative. The present study on the reproduction model of A. fangsiao would provide basic 

data for artificial breeding and germplasm conservation of the species. In the present study, 4 groups of 

triplex PCR sets were established using 12 high polymorphic microsatellite markers developed in our 

laboratory. Through the identification of paternity of 4 female parents (♀1, ♀2, ♀3, and ♀4), 104 

offspring and 19 candidate male parents of the reproduction model A. fangsiao were analyzed. The results 

showed that the four groups of microsatellite multiplex PCR sets worked effectively in the paternity 

relationship analysis, and the identification rate of 104 offspring was 94.23%. Twelve offspring and 3 

males were identified in ♀1 group, and the number of offspring and males identified in the groups ♀2, ♀3, 

and ♀4 were 40 and 7; 19 and 2; and 27 and 4, respectively, and ♂2, ♂3, ♂7, and ♂10 mate with two or 

more females, which indicates that A. fangsiao is polygynandry. Polygynandry is an adaptive mechanism 

by aquatic animals to environmental changes and human fishing pressure. It can effectively improve the 

genetic diversity of alleles and bring about genetic variation among offspring. In addition, polyandry plays 

a positive role in maintaining the stability of the population structure of A. fangsiao, and in improving the 

reproductive efficiency and offspring quality. The offspring from four groups assigned to ♂2 were as high 

as 71.43% (10/14), 60.98% (25/41), 85.71% (18/21), and 75% (21/28), respectively, which was higher 

than that assigned to the other male parents. This indicates that most of the sperm involved in fertilization 

were from ♂2; thus, ♂2 takes advantage of sperm competition and cryptic female choice. The present 

study provides important data for artificial breeding and proliferation, and also for the release of        

A. fangsiao.  

Key words    Amphioctopus fangsiao; Microsatellite multiplex PCR; Paternity 

 
                            

① Corresponding author: FENG Yanwei, E-mail: fywzxm1228@163.com; YANG Jianmin, E-mail: ladderup@163.com 


