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多元ＰＣＲ技术在毛蚶家系鉴定中的应用

陈　辰，李　琪，孔令锋，于　红
（中国海洋大学海水养殖教育部重点实验室，山东 青岛２６６００３）

摘　要：　为促进毛蚶（Ｓｃａｐｈａｒｃａ　ｋａｇｏｓｈｉｍｅｎｓｉｓ）的遗 传 育 种 研 究 及 开 展 其 资 源 的 保 护 工 作。本 研 究 用４组 微 卫 星 多 元

ＰＣＲ体系对５个毛蚶全同胞家系进行了家系鉴定分析。研究表明：４组多元ＰＣＲ体系中的１０个微卫星位点均为高多态性

位点，使用１组多元ＰＣＲ体系的子代模拟鉴定成功率和实际鉴定成功率分别为７８％和７２％，３组以上多元ＰＣＲ体系子代

的鉴定成功率为１００％。研究结果表明，微卫星多元ＰＣＲ技术能快速、准确地将任意子代鉴定至其 所 属 家 系，该 技 术 可 用

于大批量家系材料分析，具有较好的应用价值。
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　　毛蚶（Ｓｃａｐｈａｒｃａ　ｋａｇｏｓｈｉｍｅｎｓｉｓ）是广泛分布在西

北太平洋 近 海 的 埋 栖 型 贝 类，因 其 肉 质 肥 嫩，营 养 丰

富，具有较高 的 经 济 价 值，是 中 国 传 统 的 渔 业 对 象［１］。
由于在采捕过 程 中，长 期 缺 乏 必 要 的 资 源 保 护 意 识 和

行之有效的保 护 措 施，近 年 来 中 国 毛 蚶 的 自 然 资 源 量

出现明显的下 降，一 些 重 要 的 毛 蚶 产 区 目 前 已 无 法 形

成渔汛［２－３］。为促进我国毛蚶产业的可持续发展，很多

地方已经陆续展开了毛蚶苗种人工繁育和底播增殖放

流工作［３－４］。
准确掌握亲本和子代的遗传信息是制订科学合理

放流计划和评估放流效果的前提条件。与鱼类和甲壳

类不同，贝类体表通常存在钙质外壳，限制了物理标记

和荧光标记的应用，因而使用分子标记进行家系分析，
是目前贝类群体研究和种质资源保护中最为有效的分

析工具［５－９］。微卫星标记因其变异程度高，在基因组中

分布广 泛，易 于ＰＣＲ扩 增 等 特 点，是 家 系 分 析 中 常 用

的分子标记［１０－１２］。
然而，在 实 际 应 用 中 微 卫 星 标 记 存 在２个 突 出 问

题。首先，微 卫 星 标 记 属 于 单 位 点 标 记［１３］，通 过 一 个

ＰＣＲ反应，每次只能 获 得１个 样 本 的１个 位 点 的 遗 传

信息，样本 的 处 理 通 量 较 低。应 用 多 元ＰＣＲ体 系，可

以一定程度上解决微卫星标记处理通量的问题［１４］。其

次，虽然微卫星标记理论上符合孟德尔遗传规律，但在

一些位点中存在无效等位基因以及与隐性致死基因连

锁的情况，使得 这 些 微 卫 星 标 记 在 子 代 的 分 离 比 产 生

偏离［１５－１７］，从而影响数据分析的准确性。因而，在实际

应用前，对于已 经 开 发 的 微 卫 星 标 记 进 行 相 关 验 证 是

必要的［１８］。
目前毛蚶已经 开 发 出 微 卫 星 标 记［１９］，但 对 于 标 记

的验证 工 作 尚 未 见 报 道。本 文 根 据 前 期 开 发 的 多 元

ＰＣＲ体系［２０］，利用５个毛蚶全同胞家系对标记进行验

证，以期为毛蚶 今 后 的 增 殖 放 流 效 果 评 估 提 供 可 靠 的

技术支持。

１　材料与方法

１．１材料

全同胞家系构建于２０１４年６月在山东省日照欣慧

水产育苗有 限 公 司 进 行。挑 选 性 成 熟 良 好 的 亲 贝，采

用阴干加流水刺激的方法，诱导亲贝配子排放，通过人

工受精的方式建立了５个毛蚶单对交配家系。受精后

７２ｈ，使用３００目筛绢过滤收集每个家系的Ｄ形幼虫。
使用胶头滴管将收集到的幼虫，分别转移至１．５ｍＬ的
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离心管中，每个离心管中加入１ｍＬ无水乙醇进行固定。
此后，每１２ｈ更换无水乙醇１次，更换无水乙醇３～４次，
以充分置换样本中的水分。亲贝精卵排放后，立即对亲

本进行解剖，剪取亲本闭壳肌，转移至１．５ｍＬ的离心管

中，加入无水乙醇进行固定，处理方法同幼虫。

１．２ＤＮＡ提取与微卫星分析

亲本 ＤＮＡ 提 取 使 用 优 化 苯 酚－氯 仿 法［２１］；幼 虫

ＤＮＡ提取方 法 参 照Ｌｉ等［１７］，使 用Ｃｈｅｌｅｘ树 脂 方 法。

选择前期开发的４组微卫星多元ＰＣＲ体系［２０］，位点的

序列信息见表１。ＰＣＲ反应体系为１０μＬ，每个反应体

系中包括：５０～１００ｎｇ／μＬ的ＤＮＡ模 板，０．４ＵＤＮＡ
聚合 酶，１×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ Ｆｒｅｅ），ｄＮＴＰ混 合 物

２００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＭｇＣｌ２１．５ｍｍｏｌ／Ｌ，正反向引物各１μＬ
（２～５μｍｏｌ／Ｌ）。为 保 证 多 元ＰＣＲ的 扩 增 效 率，在 反

应体 系 中 加 入 了 强 化 组 分，成 分 包 括 ３０％（ｗ／ｖ）

ＰＥＧ６０００，２．５μｇ／μＬ　ＢＳＡ，５ｍｏｌ／Ｌ　Ｂｅｔａｉｎｅ。ＰＣＲ的

反应程序为：９４℃３ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５４℃退火６０ｓ，

７２℃延伸７５ｓ，３５～４０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃
保存。ＰＣＲ扩增产物经９５℃变性３ｍｉｎ后，与变性剂

等体积混合，使用６％聚丙烯酰胺凝胶电泳分离等位基

因，使 用 弱 碱 法 进 行 银 染 显 色，选 择１　０ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄ－

ｄｅｒ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）作为ｍａｒｋｅｒ。

１．３数据分析

使用χ
２ 检验子代中位点的分离情况是否符合孟德

尔遗传定律，子代表型期望分离比分别为１∶１，１∶２∶
１和１∶１∶１∶１，差异显著性水平设定为０．０１。使用

ＣＥＲＶＵＳ　３．０软件［２２］计算各位点在５个家系中的等位

基因数（ＮＡ），多态信息含量（ＰＩＣ），以及位点的非排除

能力（ＮＥ－１Ｐ，ＮＥ－２Ｐ，ＮＥ－ＰＰ）。使 用ＦＳＴＡＴ软 件［２３］

计算每一 位 点 在 全 部 家 系 样 本 中 的 等 位 基 因 丰 富 度

（ＡＲ），以校正样本数目差异产 生 的 误 差。混 合５个 单

对交配 家 系１３５个 子 代 的 基 因 型 数 据，以 检 验 多 元

ＰＣＲ技术在家系鉴定中的效率。使用ＣＥＲＶＵＳ　３．０软

件进行家系的模拟鉴定以及实际鉴定计算，具体参数设

置为：亲本数量１０，模拟子代数１０　０００，亲本检测率及位

点检测率１００％，分型误差率１％，置信水平９５％。

２　结果

２．１微卫星位点的特征

４组微卫星多元ＰＣＲ体系在５个家系中，每 个 位

点的等位基因数目、等位基因丰富度、多态信息含量和

非排除率见表１。１０个微卫星位点的等位基因数范围

表１　毛蚶４组微卫星多元ＰＣＲ在５个全同胞家系中的特征

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｆｏｕｒ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ＰＣＲｓ　ｉｎ　５ｆｕｌｌ－ｓｉｂｌｉｎｇ　ｆａｍｉｌｉｅｓ　ｏｆ　Ｓｃａｐｈａｒｃａ　ｋａｇｏｓｈｉｍｅｎｓｉｓ

多元
组合①

位
点②

ＧｅｎＢａｎｋ
号③

引物序列
（５＇－３＇）④

片段大
小⑤／ｂｐ

ＮＡ ＡＲ ＰＩＣ　 ＮＥ－１Ｐａ ＮＥ－２Ｐｂ　 ＮＥ－ＰＰｃ

Ｉ　 Ｓｋ０１ ＫＰ８４４５８３
Ｆ：ＣＴＴＴＴＣＡＴＴＧＧＧＣＡＧＴＣＣＴＴＡ
Ｒ：ＧＧＡＡＣＡＣＡＣＡＡＡＴＡＣＡＣＡＴＡＣＧ

１６２～２１２　８　 ３．８９０　 ０．７７９　 ０．５５２　 ０．３７５　 ０．１８７

Ｓｋ０２ ＫＰ８４４５８４
Ｆ：ＡＴＴＧＴＣＡＧＣＧＴＴＴＣＧＧＴＡ
Ｒ：ＡＣＣＡＡＣＡＡＣＡＡＡＡＡＴＡＣＡＧＴ

３７６～３９６　７　 ３．６０６　 ０．７２７　 ０．６２４　 ０．４４０　 ０．２４１

Ｓｋ０３ ＫＰ８４４５８５
Ｆ：ＧＧＧＡＡＴＡＡＡＧＧＧＡＴＡＡＡＣＴＣ
Ｒ：ＡＧＡＴＡＡＴＴＴＧＧＴＡＡＴＧＧＴＣＴＴ

２６３～３１９　７　 ３．８８８　 ０．７８３　 ０．５５０　 ０．３７３　 ０．１９２

ＩＩ　 Ｓｋ０４ ＫＰ８４４５８６
Ｆ：ＡＴＡＧＴＣＡＣＣＡＴＡＴＴＣＣＴＡＣＡＡ
Ｒ：ＴＡＴＡＣＴＣＴＣＴＡＴＴＴＴＡＣＧＣＴＣ

２５４～２８６　７　 ３．９７８　 ０．７９８　 ０．５２６　 ０．３５２　 ０．１７３

Ｓｋ０５ ＫＰ８４４５８７
Ｆ：ＴＴＴＡＡＣＣＡＣＧＴＧＴＡＡＡＣＧＡＡＡ
Ｒ：ＴＴＣＡＡＡＴＡＧＣＴＴＡＧＡＴＴＣＣＧＡ

４２５～４７１　９　 ３．７５２　 ０．７５７　 ０．５８３　 ０．４０６　 ０．２１８

ＩＩＩ　 Ｓｋ０７ ＫＰ８４４５８９
Ｆ：ＴＡＴＴＡＧＴＧＧＡＧＴＴＧＧＴＴＴＣＧＴＣ
Ｒ：ＡＴＴＣＡＣＣＧＣＴＧＧＧＴＡＴＴＴ

３２４～３６８　１２　 ４．３９３　 ０．８４７　 ０．４３０　 ０．２７２　 ０．１０７

Ｓｋ０８ ＫＰ８４４５９０
Ｆ：ＡＧＴＣＡＧＴＡＡＴＴＧＴＡＧＴＣＴＴＧＴ
Ｒ：ＡＣＡＴＡＡＡＴＡＧＣＴＧＧＧＡＣＴＣ

２６６～２９８　９　 ３．９３２　 ０．７７９　 ０．５４７　 ０．３７１　 ０．１８２

Ｓｋ０９ ＫＰ８４４５９１
Ｆ：ＧＴＡＡＧＣＡＡＡＴＴＧＧＡＣＡＴＣ
Ｒ：ＴＴＡＴＧＣＡＡＣＡＣＴＴＣＣＡＧＴＡ

４０７～４８３　１２　 ４．７８０　 ０．８９５　 ０．３３０　 ０．１９７　 ０．０６２

ＩＶ　 Ｓｋ１４ ＫＰ８４４５９６
Ｆ：ＴＴＡＴＧＴＴＴＴＧＴＴＴＡＡＣＣＡＣＧ
Ｒ：ＴＣＡＡＡＴＡＧＣＴＴＡＧＡＴＴＣＣＧＡ

２４５～２７９　１３　 ４．６８９　 ０．８８３　 ０．３５４　 ０．２１４　 ０．０７１

Ｓｋ１５ ＫＰ８４４５９７
Ｆ：ＴＧＧＣＡＡＧＡＴＡＧＧＴＡＴＧＴＧＣＡＡ
Ｒ：ＴＡＧＧＣＡＧＡＣＣＡＡＴＣＧＴＧＡＡＧＣ

４１０～５１４　１０　 ４．３４６　 ０．８４４　 ０．４４０　 ０．２８０　 ０．１１５

注：上标ａ，ｂ，ｃ含义如下，ａ．单亲本的平均非排除率；ｂ．已知单亲本基因型的平均非排除率；ｃ．两亲本的平均非排除率。

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ　ｍｅａｎｉｎｇ　ｏｆ　ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ａ，ｂ，ｃ　ａｒｅ　ａｓ　ｆｏｌｌｏｗｓ．ａ．Ａｖｅｒａｇｅ　ｎｏｎｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ　ｆｏｒ　ｏｎｅ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｐａｒｅｎｔ．ｂ．Ａｖｅｒａｇｅ　ｎｏｎ－ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｂａ－

ｂｉｌｉｔｙ　ｆｏｒ　ｏｎｅ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｐａｒｅｎｔ　ｇｉｖｅｎ　ｔｈｅ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ｏｆ　ａ　ｋｎｏｗｎ　ｐａｒｅｎｔ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｏｐｐｏｓｉｔｅ　ｓｅｘ．ｃ．Ａｖｅｒａｇｅ　ｎｏｎ－ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ　ｆｏｒ　ａ　ｃａｎｄｉｄａｔｅ　ｐａｒｅｎｔ　ｐａｉｒ．

①Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ｐａｎｅｌ；②Ｌｏｃｕｓ；③ＧｅｎＢａｎｋ　ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　ｎｕｍｂｅｒ；④Ｐｒｉｍｅｒ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５＇－３＇）；⑤Ｓｉｚｅ　ｒａｎｇｅ
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为７（Ｓｋ０２，Ｓｋ０３，Ｓｋ０４）～１３（Ｓｋ１４），平 均 等 位 基 因 数

为９．４。等位基因丰富度范围为３．６０６～４．７８０，平均等

位基因丰富度为４．１２５。位 点 的 多 态 信 息 含 量 范 围 为

０．７２７（Ｓｋ０１）～０．８９５（Ｓｋ０９），平 均 多 态 信 息 含 量 为

０．８０９。

２．２微卫星位点在子代中的分离模式

在获得的５０个基因型分离比中（１０位点×５个家

系），有５个为 亲 本 全 部 为 纯 合 子 产 生 的 基 因 型（见 表

２），所获得的子代的基因型与亲本或者完全相同（亲本

等位基因相 同），或 者 为 同 一 种 杂 合 状 态 的 基 因 型（亲

本等位基因不同）。对剩余的４５个分离模式分析发现，

３２个分离模式符合孟德尔分离规律；在考虑无效等位基

因的情况下，剩余１３个基因型中，有２个基因型分离比

偏离孟德 尔 分 离 定 律（Ｆ３：Ｓｋ０４，Ｓｋ０５；Ｐ＜０．０１）。在５
个家系所包含的２００个等位基因中（１０个亲本×１０个微

卫星位点×２），无效等位基因频率为９．５％（见表２）。

表２　１０个微卫星标记在５个毛蚶全同胞家系中的分离

Ｔａｂｌｅ　２　Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　１０ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ　ｉｎ　ｆｉｖｅ　ｆｕｌｌ－ｓｉｂｌｉｎｇ　ｆａｍｉｌｉｅｓ　ｏｆ　Ｓ．ｋａｇｏｓｈｉｍｅｎｓｉｓ

家

系①

多元

组合②

位

点③
母本④ 父本⑤ 子代⑥

期望分

离比⑦

观测分

离比⑧ χ
２　 Ｐ值⑨

Ｆ１ Ｉ Ｓｋ０１　１６２／２０４　１６２／１６４　１６２／１６２∶１６２／１６４∶１６２／２０４∶１６４／２０４　 １∶１∶１∶１　 １１∶４∶７∶５　 ４．２５９　 ０．２３５

Ｓｋ０２　３８０／３８４　３８４／３９６　３８０／３８４∶３８０／３９６∶３８４／３８４∶３８４∶３９６　１∶１∶１∶１　 ６∶１０∶５∶５　 ２．６１５　 ０．４５５

Ｓｋ０３　２８５／３０７　２６３／２６３　 ２６３／２８５∶２６３／３０７　 １∶１　 １４∶９　 １．０８７　 ０．２９７

ＩＩ　 Ｓｋ０４　２７４／２８２　２６８／２７６　２６８／２７４∶２７４／２７６∶２６８／２８２∶２７６／２８２　 １∶１∶１∶１　 ７∶３∶４∶１２　 ７．５３８　 ０．０５７

Ｓｋ０５　４４５／４４５　４２５／４４５　 ４２５／４４５∶４４５／４４５　 １∶１　 １０∶１４　 ０．６６７　 ０．４１４

ＩＩＩ　 Ｓｋ０７　３２４／３４６　３２４／３４６　 ３２４／３２４∶３２４／３４６∶３４６／３４６　 １∶２∶１　 １０∶７∶７　 ５．６８８　 ０．０５８

Ｓｋ０８　２７２／２７２　 ２９８／Ｘ　 ２７２／２９８∶２７２／Ｘ　 １∶１　 １２∶１４　 ０．１５４　 ０．６９５

Ｓｋ０９　４３５／４４９　４４５／４８３　４３５／４４５∶４３５／４８３∶４４５／４４９∶４４９／４８３　 １∶１∶１∶１　 ５∶８∶４∶１０　 ３．３７０　 ０．３３８

ＩＶ　 Ｓｋ１４　４１０／４５６　４５６／５１２　４１０／４５６∶４１０／５１２∶４５６／４５６∶４５６／５１２　 １∶１∶１∶１　 ９∶６∶８∶４　 ２．１８５　 ０．５３５

Ｓｋ１５　２６１／２７５　２４５／２７１　２４５／２６１∶２６１／２７１∶２５４／２７５∶２７１／２７５　 １∶１∶１∶１　 ６∶５∶５∶９　 １．７２０　 ０．６３２

Ｆ２ Ｉ Ｓｋ０１　１９２／２００　１９２／２００　 １９２／１９２∶１９２／２００∶２００／２００　 １∶２∶１　 １０∶９∶６　 ４．５１３　 ０．１０５

Ｓｋ０２　 ３８４／Ｘ　 ３８０／３８４　 ３８０／３８４∶（３８４／３８４＋３８４／Ｘ）∶３８０／Ｘ　 １∶２∶１　 ４∶１２∶７　 ２．５３６　 ０．２８１

Ｓｋ０３　３０３／３０３　３０３／３０３　 ３０３／３０３　 １　 ２５ － －

ＩＩ　 Ｓｋ０４　２６８／２７６　２７６／２８２　２６８／２７６∶２６８／２８２∶２７６／２７６∶２７６／２８２　 １∶１∶１∶１　 ４∶７∶８∶８　 １．５９３　 ０．６６１

Ｓｋ０５　 ４５３／Ｘ　 ４７１／Ｘ　 ４５３／４７１∶４５３／Ｘ∶４７１／Ｘ∶Ｘ／Ｘ　 １∶１∶１∶１　 ８∶１１∶５∶３　 ５．４４４　 ０．１４２

ＩＩＩ　 Ｓｋ０７　３２４／３５０　３６２／３６８　３２４／３６２∶３２４／３６８∶３５０／３６２∶３５０／３６８　 １∶１∶１∶１　 １０∶７∶２∶３　 ７．４５５　 ０．０５９

Ｓｋ０８　２７２／２７２　２７０／２７０　 ２７０／２７２　 １　 ２５ － －

Ｓｋ０９　 ４５９／Ｘ　 ４４５／４４９　 ４４５／４５９∶４４９／４５９∶４４５／Ｘ∶４４９／Ｘ　 １∶１∶１∶１　 １０∶８∶４∶５　 ３．３７０　 ０．３３８

ＩＶ　 Ｓｋ１４　４６８／４７４　４３６／４３６　 ４３６／４６８∶４３６／４７４　 １∶１　 １８∶７　 ４．８４０　 ０．０２８

Ｓｋ１５　２６９／２７１　２４５／２７７　２４５／２６９∶２６９／２７７∶２４５／２７１∶２７１／２７７　 １∶１∶１∶１　 ７∶４∶４∶１２　 ６．３３３　 ０．０９６

Ｆ３ Ｉ Ｓｋ０１　１６２／１８８　１８８／２１２　１６２／１８８∶１６２／２１２∶１８８／１８８∶１８８／２１２　 １∶１∶１∶１　 ５∶７∶５∶１０　 ２．４８１　 ０．４７９

Ｓｋ０２　３７８／３８８　３８４／３９６　３７８／３８４∶３７８／３９６∶３８４／３８８∶３８８／３９６　 １∶１∶１∶１　 １１∶７∶５∶４　 ４．２５９　 ０．２３５

Ｓｋ０３　３０７／３０７　３０１／３１９　 ３０１／３０７∶３０７／３１９　 １∶１　 １０∶１５　 １．０００　 ０．３１７

ＩＩ　 Ｓｋ０４　２７６／２８６　２５４／２６２　２５４／２７６∶２６２／２７６∶２５４／２８６∶２６２／２８６　 １∶１∶１∶１　 ２∶１∶９∶１４　１７．３８５　０．００１＊

Ｓｋ０５　 ４２７／Ｘ　 ４６１／Ｘ　 ４２７／４６１∶４２７／Ｘ∶４６１／Ｘ∶Ｘ／Ｘ　 １∶１∶１∶１　 ３∶１４∶３∶７　１１．９６３　０．００８＊

ＩＩＩ　 Ｓｋ０７　３５８／３６８　３３４／３５４　３３４／３５８∶３５４／３５８∶３３４／３６８∶３５４／３６８　 １∶１∶１∶１　 ７∶９∶５∶６　 １．２９６　 ０．７３０

Ｓｋ０８　 ２６６／Ｘ　 ２８６／Ｘ　 ２６６／２８６∶２６６／Ｘ∶２８６／Ｘ∶Ｘ／Ｘ　 １∶１∶１∶１　 ６∶４∶１１∶６　 ３．９６３　 ０．２６５

Ｓｋ０９　 ４５９／Ｘ　 ４０７／４３３　 ４０７／４５９∶４３３／４５９∶４０７／Ｘ∶４３３／Ｘ　 １∶１∶１∶１　 １１∶８∶２∶３　 ９．０００　 ０．０２９

ＩＶ　 Ｓｋ１４　４３２／４６４　４２６／４７０　４２６／４３２∶４３２／４７０∶４２６／４６４∶４６４／４７０　 １∶１∶１∶１　 ２∶６∶４∶１２　 ９．３３３　 ０．０２５

Ｓｋ１５　２４９／２７７　２７９／２７９　 ２４９／２７７∶２７７／２７９　 １∶１　 １６∶１０　 １．３８　 ０．２３９

０２
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续表２

家

系①

多元

组合②

位

点③
母本④ 父本⑤ 子代⑥

期望分

离比⑦

观测分

离比⑧ χ
２　 Ｐ值⑨

Ｆ４ Ｉ Ｓｋ０１　１６２／１８０　１６２／１６２　 １６２／１６２∶１６２／１８０　 １∶１　 １８∶９　 ３．０００　 ０．０８３

Ｓｋ０２　３７６／３８２　 ３８４／Ｘ　 ３７６／３８４∶３７６／Ｘ∶３８２／３８４∶３８２／Ｘ　 １∶１∶１∶１　 ４∶７∶１１∶４　 ５．０７７　 ０．１６６

Ｓｋ０３　 ２８７／Ｘ　 ３０７／Ｘ　 ２８７／３０７∶２８７／Ｘ∶３０７／Ｘ∶Ｘ／Ｘ　 １∶１∶１∶１　 ８∶１３∶４∶２　 ８．５９０　 ０．０３５

ＩＩ　 Ｓｋ０４　２７６／２８２　２７６／２８２　 ２７６／２７６∶２７６／２８２∶２８２／２８２　 １∶２∶１　 １０∶８∶９　 ５．６６７　 ０．０５９

Ｓｋ０５　４５９／４６５　４２５／４４５　４２５／４５９∶４４５／４５９∶４２５／４６５∶４４５／４６５　 １∶１∶１∶１　 ７∶７∶３∶１０　 ３．６６７　 ０．３００

ＩＩＩ　 Ｓｋ０７　３３２／３６４　３２４／３４６　３２４／３３２∶３３２／３４６∶３２４／３６４∶３４６／３６４　 １∶１∶１∶１　 ９∶９∶６∶２　 ５．０７７　 ０．１６６

Ｓｋ０８　２７２／２９６　２８２／２９０　２７２／２８２∶２７２／２９０∶２８２／２９６∶２９０／２９６　 １∶１∶１∶１　 １０∶６∶２∶８　 ５．３８５　 ０．１４６

Ｓｋ０９　４５５／４７９　４１３／４１３　 ４１３／４５５∶４１３／４７９　 １∶１　 １６∶８　 ２．６６７　 ０．１０２

ＩＶ　 Ｓｋ１４　４７４／４７４　４５６／４５６　 ４５６／４７４　 １　 ２６ － －

Ｓｋ１５　２６５／２７９　２７９／２７９　 ２６５／２７９∶２７９／２７９　 １∶１　 １２∶１４　 ０．１５４　 ０．６９５

Ｆ５ Ｉ Ｓｋ０１　１６４／１６４　１６４／１９２　 １６４／１６４∶１６４／１９２　 １∶１　 １４∶９　 １．０８７　 ０．２９７

Ｓｋ０２　３８４／３９６　３７６／３８２　３７６／３８４∶３８２／３８４∶３７６／３９６∶３８２／３９６　 １∶１∶１∶１　 ６∶１０∶３∶８　 ３．９６３　 ０．２６５

Ｓｋ０３　２８５／３０７　 ３０１／Ｘ　 ２８５／３０１∶２８５／Ｘ∶３０１／３０７∶３０７／Ｘ　 １∶１∶１∶１　 ５∶１１∶７∶１　 ８．６６７　 ０．０３４

ＩＩ　 Ｓｋ０４　２５４／２５４　２６２／２７４　 ２５４／２６２∶２５４／２７４　 １∶１　 ８∶１７　 ３．２４０　 ０．０７２

Ｓｋ０５　４４９／４４９　４４９／４４９　 ４４９／４４９　 １　 ２７ － －

ＩＩＩ　 Ｓｋ０７　３４４／３４８　 ３６２／Ｘ　 ３４４／３６２∶３４４／Ｘ∶３４８／３６２∶３４８／Ｘ　 １∶１∶１∶１　 ６∶１０∶６∶４　 ２．９２３　 ０．４０４

Ｓｋ０８　 ２７０／Ｘ　 ２８４／Ｘ　 ２７０／２８４∶２７０／Ｘ∶２８４／Ｘ∶ＸＸ　 １∶１∶１∶１　 ９∶４∶１２∶２　 ６．４４８　 ０．０９２

Ｓｋ０９　４５７／４５７　４２５／４２５　 ４５７／４２５　 １　 ２４ － －

ＩＶ　 Ｓｋ１４　４３４／５１４　４２８／４２８　 ４２８／４３４∶４２８／５１４　 １∶１　 １２∶１４　 ０．１５４　 ０．６９５

Ｓｋ１５　 ２６５／Ｘ　 ２４５／Ｘ　 ２４５／２６５∶２６５／Ｘ∶２４５／Ｘ∶Ｘ／Ｘ　 １∶１∶１∶１　 ５∶４∶９∶９　 ３．０７４　 ０．３８０

注：Ｘ代表无效等位基因；＊代表基因型分离比偏离孟德尔分离定律（Ｐ＜０．０１）。

Ｎｏｔｅ：Ｘ，Ｎｕｌｌ　ａｌｌｅｌｅ；＊，Ｇｅｎｏｔｙｐｉｃ　ｒａｔｉｏｓ　ｔｈａｔ　ａｒｅ　ｎｏｔ　ｉｎ　ａｇｒｅｅｍｅｎｔ　ｗｉｔｈ　Ｍｅｎｄｅｌｉａｎ　ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．

①Ｆａｍｉｌｙ；②Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ｐａｎｅｌ；③Ｌｏｃｕｓ；④Ｄａｍ；⑤Ｓｉｒｅ；⑥Ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ；⑦Ｅｘｐｅｃｔｅｄ　ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ　ｒａｔｉｏ；⑧Ｏｂｓｅｒｖｅｄ　ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ　ｒａｔｉｏ；⑨Ｐｖａｌｕｅ

２．３多元ＰＣＲ体系的家系鉴定成功率

在５个毛蚶单对交配家系中，４组微卫星多元ＰＣＲ
鉴定结果如图１所示。ＣＥＲＶＵＳ　３．０软件分析结果显

（鉴定成功置信水平为９５％。９５％ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ　ｉｎｔｅｒｖａｌ．）

图１　微卫星多重ＰＣＲ在毛蚶家系中模拟和

实际鉴定的累积成功率

Ｆｉｇ．１　Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ　ａｓｓｉｇｎｍｅｎｔ　ｓｕｃｃｅｓｓ　ｒａｔｅｓ　ｏｆ　ｒｅａｌ　ａｎｄ

ｓｉｍｕｌａｔｅｄ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ　ｄａｔａ　ｉｎ　Ｓ．ｋａｇｏｓｈｉｍｅｎｓｉｓ

示，只使用１组多态性信息含量最高的多元ＰＣＲ（Ｐａｎｅｌ
ＩＩＩ），其家系模拟和实际的鉴定结果成功率分别为７８％
和７２％。使用３组以上的多元ＰＣＲ组合时，子代的亲

本鉴定成功率可达１００％。

３　讨论

微卫星标记是一种多态性丰富的共显性标记。根

据Ｂｏｓｔｅｉｎ等［２４］所 提 出 的 多 态 信 息 含 量 指 标 范 围，当

ＰＩＣ＞０．５时，为高度多态基因位点，ＰＩＣ＜０．２５时，则

为低多态基因位点。本研究所使用的４组多元ＰＣＲ体

系，位点的ＰＩＣ均大于０．７，属于高多态基因位点。在

实际应用中，选择的标记具有较高的多态性，对于家系

分析效率具有 重 要 意 义，因 为 这 意 味 着 在 位 点 数 目 相

同的情况下，可以获得更多的遗传信息，从而提高分析

结果的准确度［２５］。Ｎｏｒｒｉｓ等［２６］研究发现，在全部的１５
个标记中使用 其 中８个 多 态 性 最 高 位 点（平 均 期 望 杂

合度０．８５）获得成功鉴定的子代比例，仅比使用全部标

记降低了２％，这样可以大量节省分析时间和基因分型

１２
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成本。通常，家系鉴定所需要的位点数量，取决于标记

的总体信息量，排 除 能 力 的 高 低 以 及 亲 本 和 子 代 的 数

量。Ｂｕｌｔｅｒ等［２７］根据 实 际 和 模 拟 数 据 的 计 算 结 果，建

议家系分析中 应 该 至 少 使 用６～８个 标 记。在 本 研 究

中，使用２组多元ＰＣＲ组合，就可达到９５％以上 的 实

际鉴定成功 率。这 可 能 是 与 组 成 这４组 多 元ＰＣＲ的

１０个微卫星标记具有较高的多态信 息 含 量，且 家 系 亲

本规模较为有限（５个父本和５个母本）有关。因此，在
大批量的家系材料分析中，可能需要更多的标记位点，
才能使家系鉴定成功率达到满意的效果。

子代基因型的分离模式显示了本研究中的一些位

点存在无效等位基因。无效等位基因是指不能被ＰＣＲ
扩增的等位基 因，微 卫 星 标 记 中 存 在 无 效 等 位 基 因 是

一个较普遍的现象，尤 其 在 海 洋 贝 类［２８］。本 研 究 结 果

表明，１０个微卫星位点在５个全同胞 家 系 中 无 效 等 位

基因频率为９．５％，这与其他海洋贝类微卫星标记的研

究结果相类似。例如：聂鸿涛等［２９］研究结果显示，在皱

纹盘鲍１２个家系中，１２个微卫星标记的无效等位基因

频率为１０．７％；Ｌｉ等［３０］开 发 的１２个 太 平 洋 牡 蛎ＥＳＴ
微卫星标记中，无 效 等 位 基 因 频 率 为４．９％；而 太 平 洋

牡蛎的非编码 区 基 因 组 微 卫 星 标 记，无 效 等 位 基 因 的

频率为１１％～２２％［３１－３２］。一般来说，来自ＥＳＴ中的微

卫星标记，无效 等 位 基 因 频 率 通 常 会 小 于 来 自 基 因 组

中的微卫星［３３］。偏分离现象也是使用微卫星标记进行

海洋贝类家系分析研究中经常会遇到的情况。一般来

说，偏分离的产生主要由两方面原因造成，即无效等位

基因的 存 在 和 合 子 存 活 力 的 差 异［２８］。本 研 究 结 果 表

明，在考虑无效等位基因的情况下，仍有２个位点的基

因型分离偏 离 孟 德 尔 分 离 比。这 种 偏 分 离 情 况，可 能

的原因是基因 转 换、减 数 分 裂 过 程 中 染 色 体 非 随 机 分

离，以及同致死的主效基因连锁等形成［１５］。
综上所述，微卫星标记是较为理想的分子标记，在

水产动物研究的很多领域都有广泛的应用。本研究将

开发 的 微 卫 星 标 记 多 元ＰＣＲ体 系 应 用 于 毛 蚶 的 家 系

鉴定分析，获得较高的家系鉴定成功率，对于毛蚶的遗

传多样性分析、遗 传 育 种 研 究 以 及 种 质 资 源 保 护 具 有

重要意义。
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