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摘要：利用 ()*+和 ,,( 分子标记结合拟测交策略，对中国对虾（!"##"$%&"#’"() *+,#"#),)）“黄海 ! 号”
雌虾与野生雄虾作为亲本进行单对杂交产生的 -!代，采用 ()*+和 ,,( 两种分子标记技术初步构建了中国对
虾雌、雄遗传连锁图谱。对 .$%个 ()*+引物和 ..对 ,,(引物进行筛选，共选出 $!个 ()*+引物和 "%对 ,,(
引物，用于对父母本和 /"个 -!个体进行遗传分析。共得到母本分离标记 !.$ 个（()*+ 标记 !"/ 个，微卫星
标记 !/个）和父本分离标记 !"&个（()*+标记 !%0个，微卫星标记 !/个）。雌性图谱包括 /个连锁群、0个
三联体和 !.个连锁对，标记间平均间隔为 !! 1"/ 23，图谱共覆盖 ! !&’ 23，覆盖率为 40 1’$5；雄性图谱包括
!%个连锁群、!"个三联体和 & 个连锁对，标记间平均间隔为 !" 1%4 23，图谱共覆盖 ! !.. 1$ 23，覆盖率为
$" 1%!5。中国对虾遗传图谱的构建为其分子标记辅助育种、比较基因组作图及数量性状位点的定位与克隆奠
定了基础。
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中国对虾（!"##"$%&"#’"() *+,#"#),)）是我国尤
其是黄、渤海的重要经济渔业资源，同时也是我国

水产养殖的重要品种之一，但其养殖用苗种基本上

都没有经过系统的人工定向选育，其遗传基础还是

野生型的，生长速度、抗病能力乃至品质质量还未

达到良种化的程度，高效、科学的选育方法已成为
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制约我国对虾养殖业稳定发展的主要“瓶颈”之

一。

分子标记辅助育种是根据与某一性状或基因紧

密连锁的标记的出现来推断该基因或性状，从而进

行选育。它可以提高选择的准确性。早期鉴定具有

优良性状的个体，筛选优良亲本，从而加快育种进

程，缩短育种周期。进行分子标记辅助育种，首先

要找到与目标性状紧密连锁的分子标记，必须将目

标基因定位于分子连锁图上，这就需要构建包含目

的基因区域的相对饱和的连锁图谱。

本研究利用 !"#$和 %%!标记，初步构建了中
国对虾的遗传连锁图谱。这将为构建高密度的中国

对虾遗传连锁图谱、定位重要的经济性状基因和最

终实现其标记辅助选育和遗传改良奠定基础。

! 材料和方法

! "! 材 料
作图家系的雌虾亲本为“黄海一号”选育的第

&代个体，雄虾亲本采集于黄海沿海野生个体，
’(()年杂交产生 *+代，饲养于青岛卓越海洋科技
股份有限公司。于 ,月龄时随机采集 -+尾 *+代样
本，平均体长为（- .+/& 0 ( .&)1）23，平均体重为
（, .-&’ 0 + .--,）4。亲本及子代样本保存于 5 -( 6
待用。

随机引物、789#:、!"# $8" 聚合酶均购自上
海生工生物工程有限公司。

! "# 方 法
+ .’ . + $8"的提取 中国对虾基因组 $8"的提取
参照 ;<= >? @A（’(((）的方法，用 +B琼脂糖凝胶
电泳鉴定，CD8DEF"89GHI（#J@H3@2<@ K<I?>2J ;?7）
!8" L $8"定量。
+ .’ . ’ !"#$分析 $8" 扩增在 C>M> #N! %O:?>3
P1((上进行。!"#$反应体系为：#N!反应混合物
中含 +( Q #N! 反应缓冲液 ’ ., !;（成分：+((
33IA L ; 9H<:RNA， ,(( 33IA L ; SNA， ’ .( 33IA L ;
T4’ U，+ ./ 34 L 3; K%"，( .(+B C>A@?<M，GV - .)），
( .’ 33IA L ; 的各种 789#，( .’,!3IA L ; 的引物，
约 ’( M4基因组 $8"，+F!"W 酶（, F L!;），反应
总体积为 ’,!;。)1( 个 !"#$ 引物为上海生工生
物公司合成的 %+1+R%,((， %+((+R%++((， %++1+R
++-(系列。
循环程序为：P) 6，, 3<M预变性；),个 / 步

循环是：P) 6变性 + 3<M，/& 6退火 + 3<M，&’ 6

延伸 ’ 3<M；最后 &’ 6延伸 +( 3<M。#N! 产物用
+ .,B的琼脂糖凝胶于 +’( X 电压下电泳，DK 染
色，紫外灯下拍照。

引物的筛选：（+）首先用一个模板扩增一组引
物（’(个）；（’）选择有两条以上清晰条带的引物
进行预实验，预实验中用 ’个亲本和 ,个子代个体
来筛选能够在双亲中扩增出多态带，而在子代中呈

分离的谱带的引物；（/）利用（’）筛选的引物扩
增双亲和 +, 个子代，选择重复性好，信号强，至
少有一条片段在 +, 个子代中符合 + Y + 分离规律的
引物。经过三步筛选后，完成剩余子代个体的扩

增。

+ .’ . / %%!分析 每个微卫星 #N! 反应总体积为
’,!;，包括 +(( M4中国明对虾基因组 $8"、+( Q
#N! 缓冲液 ’ ., !;、T4’ U（’ .( 33IA L ;）、+ F
!"# 酶、789# 各 ( .+ 33IA L ;，引物各 ( .’!3IA L ;。
#N!条件为：P) 6变性 ’ 3<M；P) 6变性 )( :，退
火 + 3<M（各引物的退火温度见表 +），&’ 6延伸 +
3<M，’, 个循环；&’ 6延伸 , 3<M。#N! 产物在
-B变性聚丙烯酰胺凝胶中分离，硝酸银染色。))
对微卫星引物来自本实验室构建的中国对虾部分基

因组文库中。

引物的筛选：选择条带清晰，杂带少的且在一

个以上亲本中为杂合基因型的引物，即可用于全部

个体的分析。

+ .’ . ) 统计和分析 !"#$ 标记的表现为扩增片
段的有（"" L "@）和无（@@），统计只在一个亲本
中出现，而在另一个亲本中缺失的片段。不同于

!"#$，%%!是共显性标记，而且一个反应只有一
个基因座位，微卫星标记的筛选，是在同一位点对

父母本分别统计，把一个等位基因作为一个位点来

进行筛选的。利用卡方检验，鉴定多态标记在子代

的分离比是否符合 + Y +孟德尔分离规律，符合规律
的分离标记用来构建中国对虾的遗传连锁图谱。

!"#$标记的命名为引物名加 Z（ZH@43>M?）加
扩增片段大小，微卫星标记则直接用引物名来命

名。

用 C>ARGHI "M@AO[>H ) . ,软件确定片段的分子量
大小，将数据分别转化为 T@G3@\>H L >]>（/ .(）
（;@M7>H >? @A，+P-&）的数据格式，利用 C!^F# 命
令（;^$!/ .(，两标记之间的最大距离为 ,( 2T，
对所有标记进行分组。大于 P个标记的连锁群，用
9V!DD #^_89命令将连锁群分为几个亚群，对每
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表 ! 中国对虾微卫星引物序列及退火温度
"#$ % ! &’()*’ +*,-*./*+ #.0 #..*#1(.2 3*)4*’#3-’* (. !"##"$%&"#’"() *+,#"#),)

克隆编号
（位点）

!" # $%"&’

引物序列（()!*)）
+,-.’, /’01’&$’/（()!*)）

退火温度

2&&’3%-&4
5’.6’,351,’
（7）

克隆编号
（位点）

!" # $%"&’

引物序列（()!*)）
+,-.’, /’01’&$’/（()!*)）

退火温度

2&&’3%-&4
5’.6’,351,’
（7）
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个亚群分别排序，再确定亚群之间的顺序。小于或

等于 D个遗传标记的连锁群，用 9IJ+2@E 命令进
行排序，J2+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 =@K 命令进行定位，

并根据 L"/3.M- 函数（L"/3.M-，;D>>），将重组率
转换成图距单位（$’&5-.",43&，$J），用 J36N,3O
? F;（P-1 Q J’&4，?::*）绘制图谱。
; F? F ( 图谱相关参数的计算 遗传图谱实际长度
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分为两个方面：（!）框架图长度（"#$）等于连锁群

（ % &个标记）长度之和；（’）所有连锁标记的长度
（"#(）包括三联体和连锁对在内的所有连锁组长度

的总和。

用三种方法来计算遗传图谱的估计长度（")）：

（!）")!，参照 *#+,-),./(0, ), (-（!112）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 ’倍来补偿连锁群最末端的标记和端粒距离。
（’）")’，参照 3.(45(6(5,0 ), (-（!11!）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（7 8 !） 9（7 : !）。7
为每个连锁群的遗传标记数。

（&）")&，参照 3)56)5( ), (-（’;;!）的方法，
这个估算方法是根据 3.(45(6(5,0 ), (-（!11!）和
<=->)5, ), (-（!1??）的方法加以改进，计算公式
为：

")& @ !（! : !）" 9 #。

! 为框架图谱总标记数，" 为框架图谱上两个相邻
的遗传标记之间的最大距离，# 为 ABC!& D;时的
所有的连锁对数。

本实验取三种算法的平均值作为图谱的估计长

度（")），框架图覆盖率（3#$） @ "#$ 9 ")，总的图

谱覆盖率（3#(） @ "#( 9 ")。

! 结果与分析

! "# $%&’和 (($分析
筛选了 2E;个 FG*C 引物，其中 !;;个用于分

析亲本和 H个子代。而最终用于所有子代个体的有
E’个引物，占全部引物的 !& D2?I。扩增产生 &JE
条片段。有 ’H; 条（EE D2?I）片段在两亲本间呈
现多态，平均每个引物扩增出 E D;E 个片段，其中
有 2 D;&个为多态标记，在子代中产生了分离。母
本分离标记有 !’? 个，其中 !! 个偏分离（ $ K
; D;H），占母本分离标记的 ? DH1I。父本分离标记
有 !;1 个，其中 H 个偏分离，占父本分离标记的
2 DH1I。其他引物扩增产物为单态，或者产生的多
态片段的重复性和清晰度较差，未做统计。

筛选了 22对微卫星引物，其中 ’;对为多态引
物，用于对全部个体进行 *3F 扩增和数据分析，
经卡方检验，’; 对引物全部符合孟德尔遗传规律
（$ % ; D;H）。在一个微卫星位点，若一亲本为纯合
基因型，另一亲本为杂合基因型，则这一位点仅可

用于杂合亲本的作图，而不可用于纯合亲本的作

图。因此，’;对引物中有 !E 对分别用于父本和母
本作图；剩余 2 对中，’ 对用于母本作图，’ 对用
于父本作图。

! "! 遗传连锁图谱
分别对 !2E个母本分离标记和 !’J个父本分离

标记进行连锁分析，得到中国对虾的雌、雄性连锁图

谱。雄性图谱（图 !G）由 2E个标记构成了 !;个连锁
群，连锁群长度在 &J D2—!!& D2 LM，框架图总长度为
E2E D! LM。各连锁群的标记平均间隔在 1 D&H—!J DJ
LM，所有标记平均间隔为 !’ D;H LM。另外有 !’ 个
三联体，J 个连锁对。&! 个标记和其他标记没有连
锁关系。连锁图谱总长度为 ! !22 DE LM。雄性图谱
的估计长度为 ! ?2H DJ? LM，相应的框架图谱的覆盖
率为 &H D;;I，图谱总长度覆盖率为 E’ D;!I。
雌性图谱（图 !N）由 21个标记构成了 ?个连锁

群，连锁群长度在 2’ D!—!H? DH LM，框架图总长度为
EHE DE LM。各连锁群的标记平均间隔在 !; D’;—
!E D’; LM，所有标记平均间隔为 !! D’? LM。另外有 1
个三联体，!2个连锁对。2’个标记和其他标记没有
连锁关系。连锁图谱总长度为 ! !J& LM。雌性图谱
的估计长度为 ! 1JE D’; LM，相应的框架图谱的覆盖
率为 && D’&I，图谱总长度覆盖率为 H1 D&EI。中国
对虾雌、雄遗传连锁图谱的总结列于表 ’。

) 讨 论

) "# 遗传连锁图谱
理论上，一个完整的遗传连锁图谱的连锁群数

目应该与其单倍体染色体数目相等。中国对虾的染

色体数目为 ’O @ ??，所以完整的连锁图谱应为 22
个连锁群。而本研究中的雌性连锁图谱仅有 ?个连
锁群，雄性连锁图谱中仅有 !; 个连锁群，雌性和
雄性图谱中都存在着大量未连锁的三联体和连锁

对，反映了图谱的不完整性，还需要更多的标记来

增加中国对虾图谱的覆盖率和密度。

P=) ), (-（’;;2）仅用 ’? 个中国对虾 Q! 个体
构建了其 GQA*图谱，雌性图谱和雄性图谱分别包
括 EE和 J2 个标记，分布于 ’’ 个雌性连锁群（包
括三联体和连锁对）和 ’H 个雄性连锁群，雌性图
谱和雄性图谱的基因组覆盖率分别为 &H DEI和
2J DHI。与之相比，本研究中用了更多的 Q!子代，
避免了由于样本数量较少造成的连锁互换无法观察

到的现象，得到了 &! 个雌性连锁群（包括三联体
和连锁对）和’1个雄性连锁群。此外，本研究定位

;’& 动 物 学 研 究 ’J卷
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图 ! 中国对虾雄性（"）和雌性（#）遗传连锁图谱
$%& ’ ! ()*+（"）),- .+/)*+（#）&+,+0%1 *%,2)&+ /)34 5. !"##"$%&"#’"() *+,#"#),)

连锁群右侧为遗传标记名称；左侧为相邻两个标记间的距离单位（1( 654)/7%）；微卫星标记为斜体，!为偏分离
标记。

()82+84 )8+ 495:, 5, 09+ 8%&90 5. +)19 &85;3；<9+ )-=)1+,0 /)82+8 43)1%,& %4 -%43*)>+- 5, 09+ *+.0 %, 1( 654)/7%；<9+
??@ /)82+84 )8+ 7*50；<9+ -%40580+- /)82+84 :+8+ /)82+- 7> 09+ 4;..%A 4>/75*+“!”’

了更多的标记，雌性图谱和性雄图谱的基因组覆盖

率分别提高到 BC DEFG和 FH DI!G。
与其他对虾类的图谱相比，J%*45, +0 )*

（HIIH）用 "$KL 和 ??@ 共 !!F 个标记构建了斑节
对虾（-"#’"() .%#%/%#）E 个家系的共同连锁图
谱，图谱的长度为 ! M!H 1(，斑节对虾的基因组估

计值为 H III 1( 左右，日本对虾（- 0 1’&%#,*()）
的基因组估计值为 H EII 1( 左右（(558+ +0 )*，
!CCC）。N;+ +0 )*（HIIM）对中国对虾的基因组估
计值为 H III 1(。本文的雌性图谱和雄性图谱的估
计值分别为 ! COF 和 ! PMB 1(，接近 H III 1(，与
上述研究相近。
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表 ! 中国对虾雌性和雄性连锁图谱
"#$ % ! &’((#)* +, -./ ,/(#0/ #12 (#0/ 0314#5/ (#6 +, !"##"$%&"#’"() *+,#"#),)

项目 !"#$
雌性图谱

%#$&’#
雄性图谱

(&’#
连锁群数 )* + *, ’-./&0# 01*234 56 78
9 5个标记的连锁群数 )* + *, ’-./&0# 01*234 9 ":1## $&1/#14 8 6;
平均每个连锁群的标记数 <=#1&0# .2$>#1 *, $&1/#14 3#1 ’-./&0# 01*23 5 ?5@ 5 ?A7
最小连锁群的标记数 (-.-$2$ $&1/#1 )* + 3#1 01*23 A A
最大连锁群的标记数 (&B-$2$ $&1/#1 )* + 3#1 01*23 66 C
标记间平均间隔 <=#1&0# $&1/#1 43&D-.0（D(） 66 ?78 67 ?;@
最大标记间隔 (&B-$2$ $&1/#1 43&D-.0（D(） A5 ?C A5 ?C
最小标记间隔 (-.-$2$ $&1/#1 43&D-.0（D(） 6 ?7 E ?A
最小连锁群长度 (-.-$2$ ’#.0": *, ’-./&0# 01*23 A7 ?6 5F ?A
最大连锁群长度 (&B-$2$ ’#.0": *, ’-./&0# 01*23 6@8 ?@ 665 ?A
观测到的基因组长度 G>4#1=#H 0#.*$# ’#.0":（D(）
I*, C@C ?C CAC ?6
I*& 6 6F5 6 6AA ?C
估计的基因组长度 J4"-$&"#H 0#.*$# ’#.0":（D(）
I#6 CFE ?6C CF; ?CC
I#7 7 68A ?7@ 7 668 ?@F
I#5 5 ;C@ ?6E 7 FA8 ?6;
I# 6 EFC ?7; 6 8A@ ?F8
基因组覆盖率 I#.*$# D*=#1&0#（K）
L*, 55 ?75 5@ ?;;
L*& @E ?5C C7 ?;6

7 8! 雌雄图谱比较
从表 7中国对虾雌性和雄性连锁图谱的数据中

可以看出，雌性图谱的平均标记距离要略小于雄性

图谱，且定位于雌性图谱的标记数目要多于雄性图

谱。由于标记间的连锁距离与重组率具有线性相

关，表明对于本研究中的中国对虾家系，母本的重

组率要略低于父本。

本研究中，首次将微卫星标记定位于中国对虾

遗传连锁图谱。雌性和雄性图谱共有的微卫星标记

有 E个，并且发现在雌性图谱中有相连锁的微卫星
标记；在雄性图谱中，也相互连锁，雌性和雄性图

谱的 A个连锁组具有共同的微卫星标记。这些标记
可用于连接中国对虾的雌性和雄性图谱。随着可用

于构建中国对虾连锁图谱的微卫星标记的增多，将

会用于构建中国对虾的性别平均图谱。

7 87 作图分子标记
M<NO在进行连锁分析时，在许多方面都优于

其他方法，只需要少量的 O)<，不需特殊的仪器、
昂贵的试剂或复杂的过程。因此，M<NO 适用于以
低成本进行大范围的分析，其主要缺陷在于：对于

反应条件比较敏感，稳定性较差。在本实验中，我

们主要是通过保持稳定的反应条件，并通过多次筛

选和分组重复，选择稳定存在的分离带进行统计来

保证其准确性。研究结果表明，可以通过高质量的

引物获得很好的重复率，M<NO 因其快速、方便、
经济，仍然是构建遗传连锁图谱不可缺少的遗传标

记。

M<NO分离标记中，母本有 8 ?@EK的标记偏分
离（! P ; ?;@），父本的偏分离标记占父本分离标记
的 A ?@EK。Q- R I2*（7;;5）构建太平洋牡蛎中
M<NO标记的偏分离为 76 ?7K。本研究中的 M<NO
偏分离比例很低，尽管在筛选引物时，已经去除掉

只扩增出偏分离标记的引物，但构建作图群体的两

亲本的亲缘关系较远是其主要原因。

SSM标记因其共显性分离、稳定、作图信息量
大，可以进行不同家系间图谱的比较，被认为是当

前最好的作图标记，但是要发展足够构建中国对虾

遗传图谱的 SSM标记，需要建立相应的文库，进行
大量的测序，因此使其应用受到了很大的限制。

在本实验中发现，少数 M<NO 引物扩增的多态
带中，如雌性图谱中的 46;A5,6;;;和 46;A5,6F5@位
点，是由同一个引物扩增产生的两个相邻的位点，

它们相互连锁构成一个连锁对。<01#4"- #" &’
（7;;;）和 M*23# #" &’（6EEF）在 <%QN 标记中也发
现过类似的情况。
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第四届海内外华人神经科学研讨会（$%%*）
’+, -.+/0.1+23.14 5/603782/.8/ 9:;<3726; 2. =,2.1

时间：=>>M ‘S ‘ J—=>>M ‘S ‘ T 地点：中国云南省昆明和丽江

主办单位：中国神经科学学会 中国生理学会 中国生物物理学会

承办单位：中国科学院昆明动物研究所 中国科学院心理所行为遗传中心 昆明市科学技术协会

“海内外华人神经科学研讨会”在中国合肥（=>>>年）、成都（=>>= 年）、广州（=>>I 年）成功地举
办了三届，促进了国内外神经科学的合作与交流，促进了中国神经科学的发展。第四届“海内外华人神经

科学研讨会”，将于 =>>M 年 S月 J—T日在中国云南省昆明和丽江举行。
本次会议立足于神经科学的最新进展，以脑健康与脑疾病为主题，突出基础与临床的结合，展望中国

神经科学的发展未来。主要设以下 Q> 个神经科学的前沿领域进行交流：Q）发育与神经退行性疾病；=）
神经和精神疾病；J）慢性疼痛和药物成瘾；I）神经损伤与修复；L）学习记忆、认知和决策；M）神经影
像学；S）感觉信息处理与加工；T）单位放电、突触传递及其可塑性；U）离子通道、受体和信号转导；
Q>）神经计算与神经信息理论。
会议将采取美国 9/#?/,会议的模式，会议报告人必须是独立的实验室负责人或 .#’,E’1-4 ’,D$%&’"-&/#

（.P），大部分会议报告人将由组委会邀请，少部分则从自由申请者中择优选出。目前拟参会人员已超过
=>>余人。其中海外华人有 S=人，外宾有 Q=人将出席这次会议。这次会议依然得到中国科学院、国家基
金委、国家科技部、高等教育出版社等的大力支持。
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