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摘要: 采用 FIASCO 方法构建大黄鱼(AC)n 微卫星富集文库, 从文库中随机挑选 90 个白色克隆, 经过菌液

PCR筛选得到 60 (66.7%)个阳性克隆进行测序, 其中有 56个克隆(93.3%)含有 CA/GT 重复数大于 5的微卫

星序列。56 个微卫星序列中, 二核苷酸微卫星 51 个(91.1%), 三核苷酸微卫星 5 个; 二核苷酸重复中有 48

个为(AC)n 重复, 占二核苷酸总数的 94.1%。根据 Weber 的微卫星分类规则, 完美型占 75.0%, 非完美型占

8.9%, 复合型微卫星占 16.1%。共设计引物 52 对, 在 1 个大黄鱼家系中 35 对引物所在位点具有多态性, 28

个(80.0%)位点子代基因型为 1∶1∶1∶1(AB × CD/AB × AC )分离类型, 6个位点属 1∶1分离类型, 1个位点

属 1∶2∶1 (AB× AB)分离类型。35个位点中有 32个位点的分离符合孟德尔分离比(P>0.05), 另外 3个位点

(LYC0137、LYC0139、LYC0152)明显偏离 1∶1或者 1∶1∶1∶1的孟德尔分离比(P<0.05)。本研究开发的微

卫星标记为大黄鱼微卫星遗传连锁图谱构建以及群体遗传学、分子进化和系统发育等研究提供了有用的分

子工具。 
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大黄鱼(Larimichthys crocea)属于鲈形目、石首
鱼科、黄鱼属, 俗称黄花鱼、黄瓜鱼、黄鱼, 是我国
主要海洋经济鱼类之一, 也是我国目前养殖量最大
的海水鱼类[1, 2]。微卫星是由串联的 1—6 bp的简单
序列重复排列(如: AC、CCA或者 GATA、SSR)组成 [3]。

微卫星标记因多态性高、含量丰富、共显性遗传及

片段小等优点而成为非常有用的遗传标记, 已广泛
用于群体遗传学研究、亲缘关系鉴定、及遗传连锁

图谱构建和 QTL分析中 [4—6]。近年来, 国内外的研
究者公开发表的大黄鱼微卫星引物有 66对[7—11], 其
主要用于大黄鱼群体遗传结构和多样性分析、雌核

发育鉴定、亲子鉴定等研究中[6]。由于缺乏足够的

微卫星标记, 在大黄鱼第一代遗传连锁图上仅整合
11个微卫星标记。目前获得的大黄鱼 SSR标记还远
远满足不了构建微卫星遗传连锁图谱的要求。因此,  

本文采用基于 AFLP技术的 FIASCO (Fast Isolation 
by AFLP Sequences Containing repeats)方法构建微
卫星富集文库, 结合蓝白斑法和 PCR法筛选阳性克
隆, 获得大量微卫星标记, 并在大黄鱼 F1 代家系中

检测其中部分位点的分离情况, 以确定其是否能应
用于构建遗传连锁图谱。  

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
采用 2006 年捕于福建省宁德市官井洋海区的

野生个体用于文库的构建。分离方式分析所用的 F1

代家系构建于 2007年 3月, 用来自不同群体、遗传
差异较大的 4 尾雄鱼和 4 尾雌鱼为亲本混合繁殖, 
构建了一个 4♀×4♂混合繁育群体。在亲鱼产卵前检
查其健康状况及性成熟度, 并采用人工催产措施确 
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保亲鱼能同步产卵。亲鱼产卵结束后剪取亲本部分

背鳍以 75%乙醇固定保存, 同时收集受精卵, 于室
内孵化培育, 鱼苗全长大于 2.0 cm后转移至海区网
箱养殖。2008年 4月从此群子代(13月龄)中随机选
取 389 尾, 剪取部分背鳍固定于 75%的乙醇, 用于
亲子鉴定分析[12], 根据亲子鉴定结果从♀3×♂1家系
中随机选择 46尾用于微卫星标记分离方式分析。  

1.2  DNA提取 
剪取鳍条约 50 mg用于抽提 DNA, 提取方法采

用标准氯仿-异戊醇-酒精提取程序[13]。用琼脂糖凝

胶电泳和紫外分光光度计检测 DNA 的纯度和浓度, 
并稀释成 30 ng/μL的工作液, 置于 4℃备用。 

1.3  微卫星富集文库的构建 
基因组酶切及接头连接    微卫星富集文库的

构建主要参照 Zane, et al.[14]的方法, 用 0.5 μL (10 
u/μL)限制性内切酶 TaqI 对 500 ng 大黄鱼基因组
DNA 进行酶切反应, 65℃酶切 2h, 总反应体系为 
10 μL。 酶切产物用 T4 DNA连接酶进行接头连接, 
总反应体系为 20 μL, 其中酶切产物 10 μL、超纯水
7 μL、ATP (10 mmol/L)1 μL、TaqI adaptors (50 μmol/L) 
(5′-GACGATGAGTCCTGAG-3′、5′-CGCTCAGGAC 
TCAT-3′)1 μL及 T4 DNA 连接酶(1U/μL)1 μL。连接
条件为 16℃反应 2h, 然后放置室温过夜。 

用 TaqI Primer (5′- GACTGCGTACCAATTC-3′)
对连接产物进行 PCR 扩增。反应总体积 20 μL, 连
接产物 1 μL, 10× PCR buffer (with Mg2+) 2 μL, dNTPs 
(10 mmol/L) 0.4 μL, TaqI Primer (10 μmol/L) 0.4 μL, 
Taq酶 (5U/μL, TAKARA) 0.2 μL, 超纯水 16 μL。反
应条件: 首先 94℃ 变性 2 min, 再 94℃ 30s, 56℃ 
30s, 72℃ 30s共 20个循环, 15℃保存。扩增产物用
1%琼脂糖凝胶电泳检测。  

探针杂交与磁珠筛选     在 1.5 mL 离心管  
中放入 100 μL 磁珠, 用磁铁吸附迅速去上清。用  
200 μL 1× Washing/Binding Buffer进行洗涤后用磁珠
吸附并去上清。重复操作一次。再加入 200 μL 2× 
Washing/ Binding Buffer 重悬 , 加入 2 μL 100 
nmol/L的 5′端生物素标记的(CA)15探针和 198 μL灭
菌双蒸水。室温放置 30min, 同时每隔几分钟轻摇一
次, 始终保持磁珠悬浮。之后用磁铁吸附, 弃上清。
再用400 μL 1× Washing/Binding Buffer洗一次, 400 μL 
6× SSC洗 2次。最后用 50 μL 6× SSC重悬磁珠, 并
保持温度 70℃备用。  

取 15 μL PCR产物与 15 μL 20× SSC和 20 μL 
H2O 混匀, 95℃变性 10min, 然后与磁珠混合, 70℃
保持 30min, 同时每隔几分钟将磁珠吹起一次, 保
持磁珠悬浮。接着用磁铁吸附快速去上清, 并加入
100 μL 2× SSC 洗涤, 重悬磁珠, 用磁铁吸附去上
清。再用 600 μL 2× SSC洗涤 3次, 600 μL 1× SSC
洗涤 3次。然后用 50 μL超纯水重悬磁珠, 95℃加热
2min, 用磁铁快速吸附磁珠, 吸取上清保存。重复 2
次, 后两次的上清另放一管保存。  

目的 DNA 片段的扩增及载体连接    以最后
回收的目的 DNA 片段为模板, 进行 PCR 扩增并在
末端加 A。反应总体积 50 μL, 筛选到的目的 DNA
片段 42 μL, 10×Taq buffer (with Mg2+) 5 μL, dNTPs 
(10 mmol/L) 1 μL, TaqI Primer (10 μmol/L) 1.5 μL, 
Taq酶 (5U/μL, TAKARA) 0.5 μL。反应条件为: 94℃ 
2min; 再 94℃ 30s, 56℃ 30s, 72℃ 40s, 共 20个循环; 
最后 72℃ 5min; 4℃保存。  

取 4 μL PCR产物与 pMD18-T载体连接, 连接
反应体系 10 μL, 其中 PCR 产物 4 μL, pMD18-T 
Vector 1 μL, Solution 5 μLⅠ 。16℃连接 2h, 放置室
温过夜。连接产物用 PEG法沉淀后加 10 μL超纯水
溶解, 4℃冰箱保存。  

高效感受态细胞的准备    挑取 TOP 10 菌株
的单克隆菌落到 10 mL LB液体培养基中, 37℃、200 
r/min培养 8—10h。再从中取 1 mL菌液倒入 100 mL 
LB液体培养基中, 37 , 150 r℃ /min培养, 当 A600值达

到 0.5—0.6 时(约 2—3h), 停止培养。将菌液预冷
15min, 随后分装到 250 mL预冷的离心瓶中, 4℃、
7200 r/min离心 20min, 弃上清。离心瓶中加入 100 mL
预冷的超纯水重悬沉淀, 4℃、7200 r/min离心 20min, 
弃上清。加 50 mL预冷的超纯水重悬菌体, 4℃、7200 
r/min离心 10min, 弃上清。加入 1 mL冰冷的超纯水
重悬菌体, 然后将菌液按 200 μL/管分装于离心管中, 
将离心管插入冰中待用, 如果不及时使用则放置于
−80℃保存。  

电转化与克隆筛选  取 5 μL 纯化后的载体
连接产物加入到 200 μL感受态细胞内, 并混匀。然
后移入到预冷过的电击杯中 , 用 2 mm 电转化杯

2500 V电击。电击后迅速向杯中加入 1 mL 37℃预
热过的 SOC 培养基, 并轻柔吹吸几次, 最后将其吸
入 15 mL培养管中, 放入培养箱, 37 , 100 r℃ /min复
苏 1h。  
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取 7 μL异丙基硫代-β-D-半乳糖苷(IPTG)和 30 μL 
5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷(X-Gal), 混匀后涂
于含有氨苄青霉素(60 μg/mL)的 LB 平板上, 静置
3h。再用 100 μL复苏后的菌液涂板, 37℃培养 16h, 
之后将平板置于 4℃使其充分显色。经过蓝白斑筛
选, 挑取白色克隆到含有 Amp的 LB液体培养基中, 
37℃培养过夜。  

PCR 法筛选克隆     以菌液为模板 , M13-47 
(5′-CAGGAAACAGCTATGACC-3′)、RV-M(5′-TAA 
TACGACTCACTATAGGG-3′)及(AC)8作引物, 对白
色克隆进行 PCR扩增。反应体系为: 无菌水 15.2 μL, 
10× buffer 2.0 μL, dNTP (10 mmol/L) 0.4 μL, M13-47
引物 0.4 μL, RV-M 引物 0.4 μL, (AC)8引物 0.4 μL, 
Taq酶 0.2 μL, 菌液 1.0 μL, 总体积 20.0 μL。扩增条
件: 94℃ 5min; 94℃ 30s, 退火温度 56℃ 30s, 延伸
温度 72℃ 30s, 共 35个循环; 72℃ 10min。  
1.4  引物设计  

挑取插入片段大小 300—800 bp 的单克隆送到
英骏公司测序。所得序列用Blast比对去除载体序列, 
再用 SSR Hunter 1.3 (http://www.bio-soft.net/dna/ 
SSR Hunter.html)软件查找重复序列, 挑选含有微卫
星的序列, 并在微卫星序列侧翼区利用 Primer Pre-
mier 5.0 (http://www.premierbiosoft.com/)设计引物。 

1.5  多态性筛选与多态位点的遗传分析 
先用微卫星引物对前述家系的两个亲本(♀3 和

♂1)进行 PCR 扩增分析, 筛选出在此家系中具有多
态的引物(即在两个亲本中至少一个亲本是处于杂
合状态)用于子代的基因分型。反应总体积为 10 μL, 
其中模板 DNA 1.0 μL (30 ng), 10× PCR buffer (with 
Mg2+)1.0 μL, 10 mmol/L dNTPs 0.2 μL, 10 mmol/L 

正向与反向引物各 0.2 μL, 5 U/μL Taq酶 0. 1 μL, 灭
菌超纯水 7.3 μL。扩增条件: 94℃ 5min; 94℃ 30s, 退
火温度(表 1)30s, 72℃30s , 循环 30 次; 72℃ 10min; 
4℃保存。 

PCR产物用 Bio-Rad公司 Sequi-Gen Sequencing 
Cell垂直电泳系统进行电泳, 采用 6%聚丙烯酰胺变
性凝胶电泳分离: 10 μL扩增产物加入 2 μL上样缓
冲液混匀, 然后取 3 μL产物在 6%变性聚丙烯酰胺
凝胶上电泳分离, 电泳功率恒定在 80 W, 电泳时间
根据扩增片段大小决定, 并用银染法进行显色。凝
胶银染参照 Wang, et al.方法进行[15]。等位基因大小

用 10 bp DNA Ladder (Invitrogen, USA)为参照标准

进行判读。  
根据每个个体产生的条带位置确定其基因型 , 

用 SPSS15.0 软件中的卡方检验分析多态性位点在
子代中的分离比是否符合孟德尔遗传。 

2  结果 

2.1  接头连接、载体连接和磁珠富集结果  
大黄鱼基因组 DNA 经 TaqI 酶切、连接、PCR

扩增后, 用 1%的琼脂糖检测扩增产物(图 1 A), 片
段集中在 400—1000, 完全能满足构建文库的需要。
经过探针杂交和磁珠富集之后, 获得含有微卫星序
列的单链目的片段, 然后以相应的引物进行 PCR扩
增来变为双链并加 A尾。图 1 B和图 1 C分别显示
磁珠富集片段的 PCR扩增结果和载体连接结果。目
的片段主要集中在 300—1000 bp。  
2.2  阳性克隆筛选 

从文库中随机挑选 90 个白色克隆, 经过菌液
PCR 筛选得到 60 (66.7%)个阳性克隆, 对这 60个阳
性克隆进行测序 , 其中有 56 个克隆 (93.3%)含有 
CA/GT 重复数大于 5的微卫星序列。 

2.3  测序结果及序列分析  
在 56 个微卫星序列中, 二核苷酸微卫星 51 个

(91.1%), 三核苷酸微卫星 5 个; 二核苷酸重复中有
48个为(AC)n重复, 占二核苷酸总数的 94.1%。根据
Weber [16]的微卫星分类规则: 56个微卫星中完美型
占 75.0%, 非完美型占 8.9%, 复合型微卫星占 16.1%。
由于 4 条序列因本身结构或侧翼序列太短无法设计
引物, 因此仅设计微卫星引物 52对。  

2.4  多态位点的遗传分析 
52 个位点中经过多态性筛选后得到 35 个多态

位点。由表 1可知, 35个位点中有 28个位点子代具
4种基因型, 为 1∶1∶1∶1 (AB × CD/AB × AC) 的
分离类型; 6个位点属 1∶1分离类型, 其中 4个为雌
亲杂合雄亲纯合, 2 个为雄亲杂合雌亲纯合; 1 个位
点属 1∶2∶1 (AB × AB)分离类型。在 35个位点中
有 32 个位点的分离符合孟德尔分离比(P>0.05), 另
外 3 个位点(LYC0137、LYC0139、LYC0152)明显偏
离 1∶1或者 1∶1∶1∶1的孟德尔分离比(P<0.05)。
图 2 显示部分位点在此家系中的分离情况, 其中位
点 LYC0184出现了无效等位基因, 有 10个子代缺少
父本的等位基因扩增条带, 显示其父本为包含无效
等位基因的杂合体。 
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3  讨论 

本研究采用改进的 FIASCO 方法构建了大黄鱼 
的微卫星富集文库 , 用菌液 PCR 筛选得到 60 
(66.7%)个阳性克隆进行测序 , 其中有 56 个克隆
(93.3%)含有 CA/GT 重复数大于 5 的微卫星序列, 
说明本研究构建的微卫星富集文库质量较高。

FIASCO 方法已广泛用于多个物种的微卫星富集文
库构建中, 但在不同物种中文库的效率有很大的差
异, 由最低的 50%到最高的 95%不等[14, 17, 18], 这可
能是由不同物种基因组中微卫星含量差异所引起。

富集文库的效率可能与内切酶的选择、探针的选择

和杂交筛选时条件的控制有关。  

内切酶种类的选择会影响标记开发的效率。例

如, Ren, et al.[19]使用内切酶 Tru1I(MseI)构建杂色鲍
的微卫星富集文库, 发现从杂色鲍的微卫星文库中
获得的 114 条序列, AT 含量最低为 56.4%, 最高为
73.1%, 较高 AT 含量与酶切时所使用的限制性内切
酶 Tru1I的识别位点有关, Tru1I的识别位点 A^ATT
丰富的区域肯定是一贫 GC 区, 这导致微卫星序列
的两翼 AT 含量过高不适于引物设计[20]。本研究选

择内切酶 TaqI用于酶切, 对最终 53条含有微卫星的
序列进行分析, 发现平均的 GC%含量约为 45%, 这
与其他脊椎动物的研究结果一致[20, 21]。这在一定程度

上表明内切酶 TaqI更适合用于构建微卫星富集文库。 
酶切片段大小会影响文库的质量。因此, 本研 

 

 
 

图 1  接头连接后 PCR产物(A)、磁珠富集片段的 PCR产物(B)、载体连接的检测(C)图 
Fig. 1  A, PCR product after ligation of adaptors; B, PCR product of fragments after bead enrichment; C, The result of ligation with vector 
M.分子标记; 1. 产物 M. Marker; 1. Product 

 

 
 

图 2  部分位点(LYC0137、LYC0172、LYC0184)在亲本及子代中的分离 
Fig. 2  Segregation pattern of locus LYC0137, LYC0172 and LYC0184 in the family 

M为 10 bp DNA Ladder; ♀为母本, ♂为父本; 图中数字表示个体编号 
M was 10 bp DNA Ladder; ♀was dam, ♂was sire; Numbers in the figure were individual number 
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究选择 400—1000 bp的片段用于连接。而探针选择
会直接影响文库的富集效率。选择探针的种类通常

是选择该物种基因组中含量最丰富的类型, 而通常
该物种的基因组情况是未知的, 因此, 我们通过分
析已发表的大黄鱼微卫星序列和参考脊椎动物基因

组中微卫星核心序列组成, 选择(CA)15 作为探针。

因为在脊椎动物基因组中, 二核苷酸微卫星最为丰
富, 其含量大约是三核苷酸微卫星的 10 倍, 二核苷
酸重复序列中, (AC)n含量最为丰富

[22, 23]。优化探针

杂交温度和磁珠富集后洗脱条件是提高微卫星序列

得率的关键。提高杂交温度能有效避免与探针不完

全匹配的重复单元和低重复次数的微卫星序列与探

针结合, 使含高重复数的微卫星序列比例增加[24]。

洗脱的严谨度包括洗脱温度和 SSC浓度两个主要条
件, 温度越高, 严谨度越高; SSC浓度越小, 严谨度
越高。杂交片段的大小不同, 杂交温度和洗脱严谨
度要求也不同, 片段越长, 杂交温度及洗脱严谨度
要求也越高。因此, 杂交温度和洗脱严谨度不同, 最
终的微卫星类型的比例不同。 

微卫星位点中普遍存在无效等位基因现象[25]。

在本研究中 , 仅一个位点(LYC0184) (2.9%)存在无
效等位基因。而在人中无效等位基因达到 25%[26]。

引物序列中的突变被认为是引起无效等位基因的重

要原因[25]。 
总之, 采用 FIASCO 方法是获得微卫星标记行

之有效的手段, 不仅大大降低实验难度和实验成本, 
还提高了筛选效率。本研究开发的 52个微卫星标记, 
在 1个 F1家系中有 35个标记具有多态性, 其中, 32
个(97.1%)标记的分离方式符合孟德尔分离定律, 可
用于构建遗传连锁图谱。因此, 本研究为大黄鱼共
显性标记遗传图谱的构建提供了一些良好的微卫星

标记, 这些标记也为大黄鱼群体遗传学以及其他相
关研究提供了有用的工具。 
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ISOLATION AND GENETIC ANALYSIS OF MICROSATELLITE MARKERS FOR 
LARIMICHTHYS CROCEA 

YE Hua1, 2, REN Peng2, LIU Yang2, LIU Xian-De2 and WANG Zhi-Yong 2 
(1. Fisheries Breeding and Healthy Cultivation Research Centre, Southwest University, Chongqing 402460, China; 2. Key Laboratory 

of Healthy Mariculture for East China Sea of Agriculture Ministry, PRC, Jimei University, Xiamen 361021, China) 

Abstract: We constructed an (AC)n-microsatellite-enriched library for large yellow croaker Larimichthys crocea 
(Richardson 1846) using the method of FIASCO. Ninety clones were randomly selected for further colony amplification. 
The rate of positive clones reached to 66.7%, and 56 of the 60 positive clones sequences contained one or more SSR. By 
the analysis of repeat motif, dinucleotide repeats were the most dominant (91.1%), followed by trinucleotide repeats 
(8.9%). Among dinucleotides, (AC)n repeats were the most frequent (94.1%). Using Weber’s classification rules, the 
sequences were divided into three categories, the percentage of perfect repeat sequences, imperfect repeat sequences, 
and compound repeat sequences was 75.0%, 8.9%, and 16.1, respectively. Fifty two microsatellites primer pairs were 
designed and synthesized. The result showed that 35 SSRs were polymorphic in 46 F1 generation individuals. Twenty 
eight (80.0%) loci exhibited a segregation ratio of 1∶1∶1∶1 (AB × CD/AB × AC), serving as the most useful markers 
segregating in co-dominant fashion. Six loci exhibited a segregation ratio of 1∶1, and one loci exhibited a segregation 
of 1∶2∶1. Polymorphism analysis showed that 32 SSRs were consisted with Mendelian segregation ratio and could be 
used to construct the linkage map, while the other 3 SSRs (LYC0137, LYC0139, LYC0152) were departure from the ex-
pected Mendelian segregation patterns. These SSRs should be available for genetic linkage mapping, population 
genetics studies, molecular evolution and phylogenetic study of large yellow croaker. 
 
Key words: Larimichthys crocea; Microsatellite-enriched library; Mendelian segregation patterns 


