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中国龙虾微卫星标记的筛选及遗传多样性分析 
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摘要: 文章以 M13通用引物和重复序列(CT)15、(AT)15引物, 利用 PCR法对中国龙虾(Panulirus stimpsoni Hoehuis)

部分基因组 DNA 文库进行筛选。共获得 78 个微卫星序列, 分别分布于 55 个阳性重组克隆中, 其中完美型

(perfect)共 50 个, 占 64%; 非完美型(imperfect)3 个, 占 3.8%; 混合完美型(compound perfect)6 个, 占 7.7%; 混

合非完美型(compound imperfect)19 个, 占 24.5%。根据微卫星序列, 设计并筛选出 15 对微卫星多态性引物, 对

中国龙虾的群体进行了遗传多样性分析。获得 3~12 个等位基因, 等位基因大小在 78~425 bp 之间, 基本符合引

物设计的理论长度。期望杂合度范围为 0.48~0.87, 平均值为 0.71, 表明中国龙虾基因组微卫星具有较高的杂合

度与遗传多样性。15 个微卫星位点的 PIC 值从 0.44 到 0.84, 平均值为 0.60, 说明这些微卫星位点在中国龙虾基

因组中包含丰富的遗传信息, 合适用于中国龙虾的各种分子标记及遗传学分析和应用。 
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Screening and genetic diversity analysis of microsatellite markers in 
Chinese lobster(Panulirus stimpsoni) 
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Abstract: With the construction of a library of partial fractionated genomic DNA of Panulirus stimpsoni Hoehuis, the 
microsatellite sequences of P. stimpsoni were screened by PCR technique. Then, the genetic diversity was analyzed with the 
microsatellite markers. Seventy-eight microsatellite sequences in 55 positive recombinant clones were obtained by PCR 

technique with primers of M13+/ and (CT)15, and (AT)15. Among these microsatellite sequences, the numbers of perfect, 

imperfect, compound perfect, and compound imperfect sequences were 50 (64%), 3 (3.8%), 5 (7.7%), and 19 (24.5%), re-
spectively. To analyze genomic DNA diversity of P. stimpsoni, 15 pairs of primers were designed from the microsatellite 
flanking sequences. In these microsatellite loci, the alleles numbers ranged from 3 to 12; and the sizes of these alleles 
ranged from 78 to 425 bp, which are in accordance with their predicted size range. The expected heterozygosity (He) and the 
polymorphism information content (PIC) ranged from 0.48 to 0.87 and 0.44 to 0.84 with the average values of 0.71 and 
0.60, respectively. These results showed that these microsatellite loci were suitable for P. stimpsoni molecule markers and 
genetic analysis because of their richness in genetic information. 

Keywords: Panulirus stimpsoni; genomic library; microsatellite markers; genetic diversity; primer screen 

微卫星 (Microsatellite), 又称简单序列重复

(Simple sequence repeat, SSR)、短串联重复(Short 

tandem repeat, STR), 是以少数几个核苷酸 (一般 

2~4 个)为重复单位的串联重复 DNA 序列[1]。微卫
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星位点广泛分布于真核生物的基因组中, 具有高度

多态性和丰富的信息含量, 且符合孟德尔遗传和具

有共显性[2]。微卫星标记的这些特点使它能够用于

研究等位基因, 区分二倍体(或多倍体)的纯合体或

杂合体。另外, 微卫星的特异性引物扩增具有良好

的重复性和保真性, 方便各实验室间的交流。目前, 

微卫星标记已被广泛应用到基因连锁与遗传图谱构

建[3]、遗传多样性研究[4~6]、谱系和发育研究[7, 8]、疾

病检测[9]以及品种鉴定、亲本分析与个体、纯系检

验上[10, 11]。 

中国龙虾(Panulirus stimpsoni Hoehuis)隶属甲壳

纲 (Crustacea) 、 十 足 目 (Decapoda) 、 爬 行 亚 目

(Reptantia)、龙虾科(Palinuridae)、龙虾属(Panulirus)[12]。

我国龙虾资源丰富, 在温带、亚热带、热带海区都

有分布, 是十分重要的渔业资源之一。我国对中国

海域龙虾类的研究早在上世纪的 60 年代就已经开

始[13], 主要的研究对象为我国海域产量最大的中国

龙虾, 70 年代纪成林等[12]对其作了形态学和生态学

上的初步研究。到目前为止, 虽然对我国海域龙虾类

的研究已经逐步展开, ﹑在个体发生及亲虾培育 人工

繁殖、 ﹑早期叶状幼体的培育 盐度对中国龙虾的存

活及生长的影响等方面都有研究, 但对我国海域龙

虾类分子生物学方面的研究尚未见报道。 

国外学者对龙虾类的配子发生 [14, 15]﹑胚胎发  

育[16]、幼虫形态和生态[17~20]﹑实验室繁殖[21]等方面

进行了大量研究, 但对龙虾类分子生物学方面的研

究不多。Garcia等[22]运用 mtDNA的 RFLP技术研究

了美国加利福尼亚东部沿海的断沟龙虾(Panulirus 

interruptus Randall)的遗传多样性。Chow 等[23]则用

Alu I 和 Taq I两种限制性内切酶对太平洋西北部的

日本海域龙虾种类叶状幼虫进行了 RFLP 分析。

Diniz 等[24]建立了美国加利福尼亚北部沿海眼斑龙

虾(Panulirus argus Latreille)的部分基因组文库, 并

从中筛选到了 9 对可用于眼斑龙虾群体分子标记的

微卫星引物。Hodgins 等[25]分析了 8 个来自美国龙

虾(Homarus americanus Milne-Edwards)的微卫星序

列, 并把其中的 4 个用于挪威龙虾的研究。Groth  

等 [26]则用两种不同的方法获得了 9 个西方岩龙虾

(Panulirus cygnus George)的微卫星序列, 用以研究

其种群结构和交配系统。 

本文建立了中国龙虾部分基因组文库 , 采用

PCR 法筛选其微卫星序列, 并利用这些微卫星标记

对中国龙虾种群资源进行遗传多样性分析, 为今后

中国龙虾的种质资源保护和鉴定及中国龙虾资源进

一步开发利用等提供理论依据和指导。 

1  材料和方法 

1.1  实验材料 

中国龙虾从广东湛江市霞山水产批发市场购得。 

1.2  方法 

1.2.1  中国龙虾基因组 DNA 的提取 

参照卢圣栋等[27]的方法, 从中国龙虾尾部肌肉

中提取基因组 DNA, 溶解于 TE 溶液中, 利用紫外

分光光度计检测浓度及纯度, 4℃保存。 

1.2.2  中国龙虾基因组 DNA 的酶切 

使用限制性内切酶 Sau 3A I酶切中国龙虾基因

组 DNA, 1%琼脂糖凝胶电泳分离酶切产物, 选取片

段大小在 200~1500 bp 之间的酶切产物进行回收、

纯化, 用于克隆连接。 

1.2.3  中国龙虾部分基因组文库的构建 

将经限制性内切酶 Sau 3A I酶切后的中国龙虾

基因组 DNA 片段与经 BamH I 酶切并去磷酸化的

pUC118 质粒载体进行重组, 重组体转入大肠杆菌

DH5α 后利用菌落的蓝白斑指示筛选阳性克隆, 从

而构建中国龙虾小片段部分基因组 DNA文库。 

1.2.4  用 PCR 法筛选含有微卫星的阳性克隆 

以 M13 通用引物和自行设计合成的重复序列

(CT)15、(AT)15探针引物分别对阳性克隆菌进行 PCR

扩增, PCR反应总体积 25 μL, 含 1×PCR Buffer 2 μL, 

MgCl2(1.5 mmol/L)2 μL, dNTPs(0.2 mmol/L)2 μL, 
引物各 1 μmol/L, Taq聚合酶 2 U, 基因组 DNA约

30 ng, 加无菌水至总体积 25 μL。1%琼脂糖电泳分

离产物, 将M13+/(CT)15 、M13/ (CT)15、M13+/(AT)15 

或M13/(AT)15 具条带且条带比M13+/-扩增产物小

的阳性克隆, 进行二次筛选, 若再次出现同样大小

的条带, 可认为阳性克隆中可能含有微卫星序列。 

1.2.5  阳性克隆的序列测定及结果分析 

对 PCR结果为阳性的克隆委托上海生物工程技
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术有限公司测序, 利用 SSR Hunter软件进行 SSR重

复序列的寻找, 确定重复次数以及两端侧翼序列。 

1.2.6  微卫星引物的设计 

根据中国龙虾微卫星核心序列的侧翼序列, 选

取符合引物设计的微卫星核心序列, 应用引物设计

软件 Primer 5.0进行微卫星引物的设计。引物长度为

20 bp 左右, (G+C)%为 40%~60%, Tm 值为 55~60℃, 

产物长度 100~400 bp, 由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。 

1.2.7  PCR 扩增与电泳检测 

利用合成的微卫星引物对 3 个中国龙虾个体的

基因组 DNA 混合样品进行 PCR 扩增分析。PCR反

应体积为 15 μL, 其中含 10×Buffer 1.5 μL, dNTPs 

(2 mmol/L) 1.5 μL, Mg2+(25 mmol/L) 0.6 μL, 30 μmol/L 
的 5′和 3′端引物各 1.5 μL, Taq酶 0.2 μL, 模板 DNA 

0.8 μL, 无菌双蒸水 7.4 μL。扩增程序: 94℃预变性

5 min ; 94℃变性 42 s, 45~60℃复性 50 s, 72℃延伸

45 s, 30个循环; 最后再 72℃延伸 5 min。用 8%聚丙

烯酰胺凝胶电泳银染检测。 

1.2.8  数据统计分析 

根据每个个体产生的条带位置确定基因型, 利

用 GENEPOP Version 3.4[28]计算等位基因数、观测杂

合度 (Observed heterozygosity, Ho)和期望杂合度

(Expected heterozygosity, He), 并进行多态性信息含

量(Polymorphism information content, PIC)的计算和

哈代 −温伯格平衡 (Hardy-Weinberg equilibrium, 

HWE)检测。 
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PIC : 位点平均多态信息含量; L为微卫星位

点数; Pi和 Pj分别为第 i和第 j个等位基因在群体

中的频率; m为等位基因数。 

2  结果与分析 

2.1  PCR法筛选微卫星阳性克隆 

用 M13+/通用引物对阳性克隆菌进行 PCR 检

测, 结果显示, 插入片段的大小集中在 100~1 000 bp 

之间。 

以 M13+/通用引物和自行设计合成的重复序

列(CT)15、(AT)15 探针引物分别对阳性克隆菌进行

PCR 扩增, 筛选微卫星序列。以 M13+/(CT)15 为引

物的 PCR产物的电泳结果(图 1)为例, 第 5泳道的阳

性克隆菌可能含有(CT)类型的微卫星序列。 

2.2  筛选后阳性克隆的测序结果 

对经过 PCR 初步筛选得到的 57 个可能含有微

卫星的重组阳性克隆进行 DNA 测序, 证实在 57 个

重组克隆中有 55个克隆含有微卫星序列, 共含有 78

个微卫星序列, 用来设计引物的序列见表 1。 

 

 
 

图 1  引物 M13＋/(CT)15 对阳性克隆菌的 PCR 产物电泳图    
M: DL2000 Markers; 1~16: 以M13+/(CT)15为引物对阳性克隆进行 PCR扩增, 其中 5泳道对应的阳性克隆可能含有(CT)类型微卫星序列, 其他

则无该类型微卫星序列。     
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表 1  中国龙虾部分微卫星核心序列及其 5′端与 3′端保守序列 

克隆编号 5′旁侧序列 核心序列 3′旁侧序列 类别 
GenBank 
登录号 

Clone2 TGTTGGGGAT (GA)4(GTT)GG(GA)2T(GA)(GT)(CA )(GTT)3 CGCTGATGAT 混合非完美型 EU557281 

Clone3 ATCATCAGCG (AAC)3(TG)(ACTC)2(CCA)(A) (CT)3 CATCCCCAAC 混合非完美型 EU557282 

Clone6 AATGATGATA (TAA)4 TCGTACTGCT 完美型 EU557283 

Clone6 AAGCAGTACG (ATT)4(AT)2(CAT)2 TGATCTGGAC 非完美型  

Clone9 
 

GTGTAGCAAG 
 

(CT)(TG)2(CT)(GGA)3(TG)2(AGG)2 
(AC)(CT)(GT)(AGG)3 

TATGGGCCAG
 

混合非完美型 EU557286 

Clone9 GATGGTATCG (GT)5(GA)2(GT)14(TTG)2 AGTGACCGGG 混合完美型 EU557287 

Clone9 CGACCACTCA (AC)16(CT)(CA)5 CCGATACCAT 非完美型 EU557288 

Clone10 GCGGCATTAA (CG)3GG(TG)5 TTACGTAGGA 混合非完美型 EU557289 

Clone11 GCATTCATCG (CA)4(TA)(TG)3 TCGTTAAAGG 混合非完美型 EU557290 

Clone18 ACGTGGCTTG (CAT)2(CG) (CA)4 TATGTGTCGT 混合非完美型 EU557291 

Clone22 GCAAAGTGAA (ATT)3A(AG)4 AACTAAAAGA 混合非完美型 EU557292 

Clone27 CCACTAACGC (TA)4(TG)3(TA)3 TTCCTATGAG 混合完美型 EU557293 

Clone27 TGTCCAAAAA (TG)3(TA)17 TGCCAGGTAC 混合完美型 EU557294 

Clone27 GGGCTAGGTC (AT)23G(TA)5G(AT)8 CTCTTCTATG 非完美型 EU557295 

Clone27 ACTCATAGGA (AT)3(AC)2(AT)5 CGTTAGTGGG 混合完美型 EU557296 

Clone30 AAGCGCGGCG (GGT)4 TACGCGCAGC 完美型 EU557297 

Clone44 GCAAAGTGAA (ATT)3A3(AG)4 AACTAAAAGA 混合非完美型 EU557298 

Clone47 GAACCCCTCA 
(TC)C(TC)(CT)3(AC)(CT)(AC) 
(TA)(AC)3 

ATGCCTCGCA 混合非完美型 EU557299 

Clone47 ATATGAGGCA (TG)2(TA)(TG)3G(GA)(AG)3 GGGAGTGGTT 混合非完美型 EU557300 

Clone48 TTTGCATTAT (TG)3(TA)73 TGTCCGATAT 混合完美型 EU595408 

Clone52  (GGA)3(TG)2(AGG)2(AC)2(CT)(GC)(AGG)3 TATGGGCCAG 混合非完美型 EU557301 

Clone53 CCAGCTCAAT (GAT)2A(TAA)4 CCGAGTATCA 混合非完美型 EU557302 

Clone54 GTAATGAGTA (TC)3(AGAT)TT(AGAT)(AC)(TG)4 CCTCATTCCC 混合非完美型 EU557303 

Clone67 CCCAACCTGC (GT)3(GC)(GAA)(AC)4 TCGTTAAAGG 混合非完美型 EU557304 

Clone68 GCATTCATCG (CA)4(TA)(TG)3 AGTTAACACA 混合非完美型 EU595409 

 
根据 Weber[29]提出的微卫星评价标准, 对 78个

微卫星进行划分, 其中完美型(perfect)共 50 个, 占

64%; 非完美型(imperfect)3 个, 占 3.8%; 混合完美

型(compound perfect)6 个, 占 7.7%; 混合非完美型

(compound imperfect)19 个, 占 24.5%。其中完美型

的微卫星占大多数。 

2.3  多态性微卫星引物的设计及筛选结果 

选取 24 个微卫星 DNA 序列设计引物。经过初

步筛选, 有 20对能够扩增出产物, 但只有 15对适合

微卫星多态性分析。其中, 引物 3对 20个中国龙虾

个体微卫星位点检测的聚丙烯酰胺凝胶电泳见图 2。 

2.4  微卫星位点的多态性分析 

利用所获得微卫星引物对中国龙虾的一个群体

(20 个个体)进行遗传分析。对每一个微卫星位点的

等位基因数目(其中纯合个体的等位基因以出现两

次计算)进行统计。根据各个微卫星位点的等位基因 

 

 
 

图 2  引物 3 在 20 个中国龙虾个体中的扩增结果 
M: pBR322/MspⅠDNA Markers。  



 

第 7期 刘楚吾等: 中国龙虾微卫星标记的筛选及遗传多样性分析 741 

 

 

频率, 分别计算它们的期望杂合度(He)、观测杂合度

(Ho)、多态信息含量(PIC)和 Hardy-Weinberg平衡指

数(HWE P)(表 2)。 

从表 2中可以看到, 在中国龙虾 20个样本的 15

个微卫星位点上, 等位基因的数目从 3 到 12 不等, 

等位基因的大小分布在 78~425 bp 之间, 基本符合

引物设计时的理论产物长度。这些微卫星位点的期

望杂合度的范围从 0.48到 0.87之间, 平均值为 0.71, 

表明它们都有较高的杂合度。15 个微卫星位点的

PIC 值从 0.44 到 0.84, 平均值为 0.64, 表明筛选到

的这些微卫星标记位点在中国龙虾中均具有较高的

信息含量, 可以应用于中国龙虾的分子遗传标记分

析和遗传图谱的构建。Hardy-Weinberg 平衡指数从

0.0000到 0.6257, 除位点 2和 3外的 13个微卫星位

点均偏离 Hardy-Weinberg平衡(P<0.05)。 

3  讨 论 

3.1  引物设计时微卫星序列的选取 

在微卫星标记的筛选过程中, 微卫星序列的筛

选是非常重要和关键的。根据 Weber 提出的分类标

准[29], 微卫星的核心序列有各种各样的类型: 完美

型(perfect), 非完美型(imperfect)和混合型(compound), 

又可以分为混合完美型(compound perfect)和混合非

完美型(compound imperfect)。但关于使用哪种类型

核心序列的微卫星来设计微卫星引物才能获得具有

较高多态性的微卫星标记, 一直以来众说纷纭。在

本研究中, 主要选取了两碱基和三碱基为基本重复

单位的微卫星序列进行微卫星引物的设计, 且多为

compound imperfect类型。最终结果表明, 使用自行

设计的微卫星引物进行 PCR 扩增 ,  最后的产物 

 
表 2  中国龙虾 15 个微卫星位点的等位基因数、观测杂合度、期望杂合度、多态信息含量及 Hardy-Weinberg 平衡指数 

微卫星标记 
引物序列 

(5′→3′) 

复性

温度

(℃)

样本数 等位基因个数
(bp) 

期望杂合度
(He) 

观测杂合度 
(Ho) 

多态信息含量 
(PIC) 

Hardy-Weinberg
平衡指数(P)

引物 1 L: TTTATGGATGGGGCTGTT 
R: CCTTGCTCTTATTCACATTTAC 

52 20 3(228~425) 0.5949 1.0000 0.4918 0.0000 

引物 2 L: ACATGAATCAGCCACCAG 
R: GGAAAGAGGGGCAAGTAT 

52 20 3(91~168) 0.5603 0.9500 0.4422 0.6257 

引物 3 L: GAAGGAACGGATGTTAGA 
R: AAAGGCATTCATTTAGGC 

54 20 12(104~145) 0.8692 1.0000 0.8400 0.0539 

引物 5 L: TGGCAAGCTGGTGTCATG 
R: TAGCCTCTGTATAAACATTTGG 

52 20 4(101~128) 0.6769 1.0000 0.5958 0.0001 

引物 6 L: CACGGGATGATGGTATCGG 
R: GGAGGAAGACCACGGAAA 

52 20 6(118~152) 0.8385 1.0000 0.7914 0.0315 

引物 7 L: GGGAGGAAGACCACGGAAAC 
R: GCGGCTCTGCTATTATGATTGT 

53 20 6(272~421) 0.8487 1.0000 0.8033 0.0356 

引物 8 L: GCTGCCAGATGTTTCCAT 
R: CAGGCTTTACACTTTATGCTTC 

54 20 4(78~125) 0.6513 1.0000 0.5729 0.0000 

引物 11 L: TGGTCGATAGAATGGGTAC 
R: TCACATCATCACGGGAGA 

54 20 4(98~126) 0.7667 1.0000 0.7003 0.0061 

引物 14 L: CCGCATACGTCAAAGCAA 
R: CGAGAAAGGAAGGGAAGAAA 

53 20 3(290~405) 0.4810 1.0000 0.5478 0.0002 

引物 16 L: TTCTTGGTGTCAATGGGAGG 
R: GTTGAGCCCAAACCTCCC 

52 20 4(155~185) 0.7282 1.0000 0.6569 0.0016 

引物 18 L: TGTGCTGGAGGAGGATGT 
R: CACCTTACCTTAGCCTCTGT 

52 20 4(105~123) 0.7283 1.0000 0.6569 0.0012 

引物 19 L: ACGGGATGATGGTATCGG 
R: GGAGGAAGACCACGGAAA 

52 20 4(322~370) 0.7462 1.0000 0.6774 0.0028 

引物 20 L: GAAGAACGGATGTTAGA 
R: AAAGGCATTCATTTAGGC 

53 20 3(125~180) 0.6295 1.0000 0.5392 0.0000 

引物 22 L: AGATACCAGGCGTTTCCC 
R: CAGAATGAATCTACGGTGACTA 

52 20 4(273~318) 0.7462 1.0000 0.6774 0.0023 

引物 23 L: GCTGCCAGATGTTTCCAT 
R: CAGGCTTTACACTTTATGCTTC 

52 20 4(186~224) 0.7052 1.0000 0.6298 0.0002 
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大部分能显示中国龙虾基因组 DNA 微卫星序列的

多态性, 多态性比例较高(约为 67%)。 

3.2  中国龙虾的遗传多样性 

遗传杂合度(H)又称基因多样度, 可反映各群体

在多个位点上的遗传变异。群体 H 低, 表明该群体

的遗传一致性高, 群体的遗传变异少, 群体遗传多

样性低。在本研究中有些位点在中国龙虾中的杂合

度为 0, 是因为这些引物没有表现出多态性, 在 PCR

扩增产物中只有一条带(也就是纯合子, 示单态性)。

引物间的杂合度差异比较大, 杂合度最高为 0.87(位

点 3), 最低为 0.48(位点 14), 这说明用少量的遗传标

记进行群体杂合度的检测结果不一定能够代表群体

的真实情况。本研究中运用了 15个微卫星标记进行

检测, 可以在一定的程度上反映中国龙虾群体的情

况。这些微卫星位点的期望杂合度范围为 0.48 到

0.87, 平均值为0.71, 表明中国龙虾基因组微卫星具有

较高的杂合度, 中国龙虾具有较高的遗传多样性。 

多态信息含量(PIC)是指一个后代所获得的某

个等位基因标记来自于它亲代的同一个等位标记的

可能性大小, 平均 PIC 是衡量等位基因片段多态性

的理想指标。当 PIC 大于 0.5 时, 为高度多态位点; 

0.25<PIC<0.5时为中度多态位点; PIC小于 0.25时为

低度多态位点[30]。在本研究中, 15 个微卫星位点的

PIC值从 0.44到 0.84, 平均值为 0.60, 说明这些微卫

星位点在中国龙虾基因组中包含丰富的遗传信息 , 

为高度多态位点, 适宜用于中国龙虾的各种分子标记

及遗传学分析和应用, 也表明了中国龙虾具有较高的

遗传多样性, 与遗传杂合度(H)的分析结果相符合。 

对中国龙虾20个样本的15个微卫星位点的HWE 

分析发现, 只有位点 2和 3处于平衡状态(P>0.05), 其

余 13 个微卫星位点均偏离 Hardy-Weinberg 平衡

(P<0.05), 可能是现阶段中国龙虾资源已经受到人为

干扰等因素使其种群结构受到影响而产生。 

一个群体内只有遗传多样性高或遗传变异丰富

时, 对环境变化的适应能力才较强, 才能比较容易

扩展其分布范围和拓展新的环境。虽然本研究表明

中国龙虾具有较高的遗传多样性, 但目前我国的龙

虾资源现状不容乐观。随着我国对海洋资源的进一

步开发和利用, 特别是近年来海水养殖行业的兴起, 

我国的海洋环境正在不断的恶化, 我国的龙虾资源

也面临着严重的威胁。这些都提示我们要采取科学的

措施最大限度地来保护和维持我国龙虾的自然资源和

遗传多样性, 以保证可持续开发利用海洋渔业资源。 
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