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摘要　 ［目的］筛选具有多态性的义乌小鲵（Ｈｙｎｏｂｉｕｓ ｙｉｗｕｅｎｓｉｓ）微卫星位点。 ［方法］采用跨种扩增的方法从安吉小鲵 （Ｈ．ａｍｊｉｅｎｓｉｓ） 和
中国小鲵 （Ｈ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ） 的 １１３ 个微卫星位点中筛选具有多态性的义乌小鲵微卫星位点。 ［结果］筛选出 １１ 个具有多态性的义乌小鲵微
卫星位点。 这些多态性微卫星位点的等位基因数为 ２～６ 个 （平均 ３．５５），观察杂合度为 ０．２００～１．０００ （平均 ０．５１０），期望杂合度为 ０．５００～
０．７３２ （平均 ０．６６２），多态信息含量为 ０．３７５～０．７３７ （平均 ０．５８８）。 ［结论］筛选得到的具有多态性的 １１ 个义乌小鲵微卫星位点可应用于
其种群遗传学和保护遗传学的研究。
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　 　 微卫星 （ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ） 又称简单重复序列 （ｓｉｍｐｌｅ ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ） 或短串联重复序列 （ ｓｈｏｒｔ ｔａｎｄｅｍ ｒｅ⁃
ｐｅａｔｓ， ＳＴＲｓ），是广泛存在于真核生物基因组中的一种特殊

序列，主要由 １～６ 个核苷酸的串联重复单元组成［１］。 由于微

卫星具有高度的多态性、呈共显性标记、选择中性及相对较

高的突变速率等特征，而被广泛应用于物种种群遗传结

构［２］、基因流及进化史分析，物种分类和亲缘关系鉴定和种

群数量调查等［３］方面。
义乌小鲵［４］（Ｈｙｎｏｂｉｕｓ ｙｉｗｕｅｎｓｉｓ）隶属于两栖纲（Ａｍｐｈｉｂ⁃

ｉａ）、有尾目（Ｃａｕｄａｔａ）、小鲵科（Ｈｙｎｏｂｉｉｄａｅ）、小鲵属（Ｈｙｎｏｂｉ⁃
ｕｓ），是我国特有种。 目前该鲵仅分布于浙江地区（舟山、镇
海、萧山、义乌、温岭、江山）海拔 １００～２００ ｍ 植被较繁茂的丘

陵山区［５］。 近年来，适宜于义乌小鲵栖息的生境不断丧失或

被破坏，导致义乌小鲵种群数量急剧下降，其被国际自然保

护联盟红色名录（ＩＵＣＮ Ｒｅｄ Ｌｉｓｔ） ［６］ 和中国脊椎动物红色名

录［７］列为易危等级。 当前对义乌小鲵的研究多集中于对物

种分类地位［４］、组织学［８］ 和基本遗传学［９－１０］ 的探讨，在物种

遗传多样性、物种种群的遗传结构以及基因流等种群遗传学

方面的研究鲜见报道。 为保护该物种，同时为发掘该物种的

遗传资源，并为后续物种遗传现状的评估提供重要的技术方

法支持，笔者拟通过采用跨种扩增的方法，从安吉小鲵 （Ｈ．
ａｍｊｉｅｎｓｉｓ） 和中国小鲵 （Ｈ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ） 已有微卫星位点中筛选

出具有多态性的义乌小鲵微卫星位点，以期通过这些位点很

好地反映义乌小鲵的种群结构、遗传多样性、有效种群大小

以及基因流等保护遗传学和种群遗传学信息。

１　 材料与方法

１．１　 样本采集　 于 ２０１５ 年 １ 月在浙江舟山岛不同样点不同

卵带中分别采集 ２～３ 枚义乌小鲵卵粒样本，共采集到 ３０ 个

卵带中的 ７６ 枚卵粒。 将采集到的卵粒保存在盛有无水乙醇

的离心管中，并将其余的卵粒原地放回，将样本带回实验室

用于 ＤＮＡ 提取。
１．２　 基因组 ＤＮＡ的提取　 取 ３０ 个不同卵带中的卵粒各 １
枚，用无菌水清洗 ３～４ 次后剪碎，再用经典的 Ｓａｍｂｒｏｏｋ［１１］基

因组 ＤＮＡ 提取方法从卵粒中提取基因组 ＤＮＡ。
１．３　 微卫星备择位点的选取　 通常，跨种扩增微卫星位点选

取自与目标研究物种亲缘关系较近的物种。 在该研究中，
１００ 个安吉小鲵（Ｈ．ａｍｊｉｅｎｓｉｓ）微卫星位点（未发表）和 １３ 个

中国小鲵（Ｈ．ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）微卫星位点（ＮＣＢＩ 上已发表）被用于

义乌小鲵微卫星位点的开发中。
１．４　 微卫星位点的检测　 为避免由于等位基因丢失所造成

的无效 ＰＣＲ 扩增，该研究以义乌小鲵 ８ 个基因组 ＤＮＡ 为混

合模板，对上述 １１３ 个备择位点进行温度梯度（４８～６２ ℃）和
Ｍｇ２＋浓度梯度（１．５、２．０、２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的 ＰＣＲ 扩增反应。 反应

体系如下：１０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２ μＬ； Ｍｇ２＋（２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）３ 个梯度

分别为 １．２、１．６ 和 ２．０ μＬ； ｄＮＴＰ （ ２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １．６ μＬ； 上游

和下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０．４ μＬ； 模板 ＤＮＡ ０．８ μＬ； ｒＴａｑ
（５ Ｕ ／ μＬ） ０．１６ μＬ； 双蒸水补足至 ２０ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件为

９５ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ３０ ｓ，退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 ３０ ｓ，
３５ 个循环；最后 ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ。

上述 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测后，将得到单

一条带的位点进行多态性检验。 以 ３０ 个不同卵带的义乌小

鲵卵粒基因组 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增，反应体系和反应

条件同上，仅改变退火温度为上述位点初筛时所得到单一条

带时确定的温度。 ＰＣＲ 产物用 ６％变性聚丙烯酰胺凝胶电

安徽农业科学，Ｊ．Ａｎｈｕｉ Ａｇｒｉｃ．Ｓｃｉ． ２０１８，４６（２０）：８３－８５ 　 　 　



泳，经银染［１１］等过程进行检测。
１．５　 等位基因有效性再确认　 将经变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳检测后含多态性的位点合成具有荧光标记的上游引物

（ＦＡＭ 和 ＨＥＸ 修饰），ＰＣＲ 扩增具有特定等位基因片段的个

体，经 ＳＳＲ 分型和测序确认微卫星等位基因的有效性、片段

大小以及各等位基因的序列组成。
２　 结果与分析

２．１　 ＤＮＡ提取结果　 试验提取的 ３０ 个义乌小鲵卵粒基因

组 ＤＮＡ 经 ＮａｎｏＤｒｏｐ （Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｃ．）检测其浓度为

１２２．７～２４８．５ ｎｇ ／ μＬ，ＯＤ２６０ ／ ２８０介于 １．８～１．９，表明 ＤＮＡ 的浓度

和纯度均较好。
２．２　 微卫星引物筛选结果　 在备选的 １１３ 对近缘物种的引

物中，有 ５２ 对引物得到了单一、稳定的扩增条带，占据总数

的 ４６．０％。 来自安吉小鲵的 １００ 对引物中共有 ５０ 对引物可

以进行稳定的特异性扩增，约占总数的 ５０．０％；来自中国小

鲵的 １３ 对引物中，仅有 ２ 对可以进行特异性的稳定扩增，约
占总数的 １５．４％，较安吉小鲵来说，比例较低。 而其余的 ６１
个位点中，有 １１ 个位点（９．７％）出现了非特异性的扩增，５０
个位点（４４．２％）显示并无具体的扩增产物产生。 用 １％琼脂

糖凝胶电泳检测扩增结果，结果如下（图 １）。

注：Ｍ．ＤＬ２０００ ＤＮＡ 分子量标准；１～１４ 号为样本编号

Ｎｏｔｅ：Ｍ．ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１－１４．Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ．
图 １　 微卫星引物 Ｈｙｙｉ６２的部分 ＰＣＲ扩增电泳结果

Ｆｉｇ．１　 Ｐａｒｔｉａｌ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｐｒｉｍｅｒ Ｈｙｙｉ６２

２．３　 具有多态性的微卫星位点筛选结果　 在上述可获得单

一、稳定扩增条带的 ５２ 个微卫星位点中，经变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳检测和微卫星分型及测序，共获得具有多态性的微

卫星位点 １１ 个，占总数的 ２１．２％（表 １）。 图 ２ 为引物 Ｈｙｙｉ７０
的 ＳＴＲ 扫描测序结果。

表 １　 义乌小鲵的多态性微卫星位点

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｌｏｃｉ ｏｆ Ｈ．ｙｉｗｕｅｎｓｉｓ

位点
Ｌｏｃｉ

重复片段
Ｒｅｐｅａｔ
ｆｒａｇｍｅｎｔ

片段大小
Ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｓｉｚｅ∥ｂｐ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ∥℃

等位基因数
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ

观测杂合度
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ

ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

期望杂合度
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ

ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

多态信息含量
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｈｙｙｉ０４ （ＴＧＴＡ） ６ ２５２～２６４ ６０．０ ４ ０．７９３ ０．７１２ ０．６１８
Ｈｙｙｉ０５ （ＡＴ） ７ ４８８～４９６ ５９．５ ２ １．０００ ０．５００ ０．３７５
Ｈｙｙｉ３８ （ＣＡＴ） ５ ２８４～２９０ ６０．１ ３ ０．４００ ０．６５９ ０．６６０
Ｈｙｙｉ４０ （ＡＧＣ） １０ １２０～１３２ ６０．０ ４ ０．７３３ ０．６６４ ０．６４１
Ｈｙｙｉ５５ （ＴＡＴ） ６ １５２～１６１ ５９．５ ４ ０．２３３ ０．７３２ ０．７３７
Ｈｙｙｉ５６ （ＴＣＡ） ５ １００～１１２ ６０．０ ３ ０．４６７ ０．６４７ ０．３８７
Ｈｙｙｉ６２ （ＡＣ） ５－（ＡＣ） ５ １６６～１７８ ５９．０ ３ ０．２７６ ０．６４６ ０．５７３
Ｈｙｙｉ６３ （ＡＧ） １０ ２３８～２４６ ６０．０ ３ ０．４６７ ０．６５６ ０．４８９
Ｈｙｙｉ７０ （ＣＴ） ７－（ＣＴ） ６ ２６２～２７４ ６３．１ ３ ０．２００ ０．６５３ ０．５８６
Ｈｙｙｉ８３ （ＣＴＧ） １０ ３２３～３４４ ６１．３ ６ ０．２４１ ０．７０３ ０．７００
Ｈｙｙｉ９７ （ＧＴ） ９ ３３７～３４９ ５９．０ ４ ０．８００ ０．７１２ ０．７０６

３　 讨论

利用微卫星重复序列两端相对保守的侧翼序列来进行

跨物种微卫星位点的筛选是开发物种特异微卫星位点的方

法之一。 该方法由于具有开发时间短、花费相对较少、成功

率高等特点而被广泛应用于脊椎动物各类群和昆虫的研究

中。 如董颖等［１２］ 通过跨种扩增在赤点石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅ⁃
ｌｕｓｓｐ）中成功筛选到 １２ 个具有多态性的微卫星位点；黄族豪

等［１３］利用家鸡（Ｇａｌｌｕｓ ｇａｌｌｕｓ）的微卫星位点对灰胸竹鸡

（Ｂａｍｂｕｓｉｃｏｌａ ｔｈｏｒａｃｉｃａ）进行跨种扩增， 最终得到 １０ 个多态

位点；利用大鼠（Ｒａｔｔｕｓ ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）和小鼠（Ｍｕｓ ｍｕｓｃｕｌｕｓ）已
知的微卫星位点在黄毛鼠（Ｒ．ｌｏｓｓｅａ Ｓｗｉｎｈｏｅ）中筛选到 ８ 个多

态性微卫星位点［１４］；而已知的 ２１ 个中华鳖（Ｔｒｉｏｎｙｘ ｓｉｎｅｎｓｉｓ）
的微卫星位点则可用于 ８ 个近缘物种的跨物种扩增［１５］；此
外，陈东海等［１６］和 Ｋｉｍ 等［１７］分别在两栖动物虎纹蛙 （Ｈｏｐｌｏ⁃

４８ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 安徽农业科学　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ２０１８ 年



图 ２　 引物 Ｈｙｙｉ７０的 ＳＴＲ扫描结果

Ｆｉｇ．２　 ＳＴＲ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ｈｙｙｉ７０

ｂａｔｒａｃｈｕｓ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ） 和昆虫小红蜻蜓 （Ｎａｎｎｏｐｈｙａ ｐｙｇｍａｅａ）
中通过跨种扩增获得了物种特异的微卫星位点。 该研究通

过利用 １１３ 个安吉小鲵和中国小鲵的微卫星位点成功筛选

得到 １１ 个具有多态性的义乌小鲵微卫星位点，这也再次证

明了跨物种筛选是获取物种特异微卫星位点的重要方法。
然而，对于不同的目标物种，其跨种扩增的成功率却有

显著差异。 如在哺乳动物中，其微卫星位点的跨种扩增成功

率为 ５６％左右［１８］；在鸟类的微卫星跨种扩增研究中其成功

率约为 ９１％［１９］；而在蛙类中其成功率仅为 １１％～２９％［２０］。 导

致不同类群微卫星位点跨种扩增成功率相差较大的原因可

能是：①不同类群物种的基因组大小相差较大，两栖动物的

基因组大小约是哺乳类的 ２ 倍，鸟类的 ４ 倍。 物种的基因组

越大，其基因序列相似性的概率越低，其跨种扩增的成功率

就越低。 因此，不同类群物种进行微卫星位点的跨物种扩增

其成功率相差较大。 此前也有研究指出物种在进行微卫星

位点的跨种 ＰＣＲ 扩增时，其成功率与物种的基因组大小呈

负相关［２１］。 ②不同研究中备择微卫星位点的来源物种与目

标研究物种之间的亲缘关系不同。 亲缘关系越近，其基因序

列组成越相似，序列越保守，跨种扩增的成功率也将越高。
刘罗等［２２］用乌龟（Ｍａｕｒｅｍｙｓ ｒｅｅｖｅｓｉｉ）的微卫星位点分别对来

自于同科和不同科的 ７ 个物种进行跨种扩增，结果发现与乌

龟同科物种的跨种扩增成功率要远远高于不同科物种的扩

增成功率；而选用异齿裂腹鱼（Ｓｃｈｉｚｏｔｈｏｒａｘ ｏ’ｃｏｎｎｏｒｉ）的微卫

星位点对来自于同属和不同属的 ５ 个物种进行跨种扩增，发
现同属之间的跨种扩增成功率要高于不同属之间的物

种［２３］。 以较近亲缘关系物种的微卫星位点为目标物种的备

择位点将使得跨物种 ＰＣＲ 扩增具有更高的成功率。
两栖动物作为脊椎动物从水生过渡到陆生的重要类群，

一直以来在生态系统中扮演了重要的角色。 然而，近年来由

于气候变暖、栖息地破碎化及丧失、捕猎和疾病等原因，其种

群下降速率一直居于脊椎动物第 １ 位，全球评估发现有

４２．５％的两栖类动物数量呈下降趋势［２４］。 为保护该类群，两
栖动物的保护遗传学和种群遗传学研究得到极大发展［２５－２７］。
义乌小鲵是受人为活动影响较大的两栖有尾类物种之一，随
城市化发展和经济作物的种植，适合义乌小鲵生存的栖息地

发生剧烈的改变，导致义乌小鲵适生环境减少。 该研究筛选

到的具有多态性的 １１ 个义乌小鲵微卫星位点，可有效用于

义乌小鲵种群结构、遗传多样性、有效种群大小以及基因流

等保护遗传学和种群遗传学研究，从而为保护该物种提供重

要的技术方法支持。
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