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摘  要
达氏鲟（Acipenser dabryanus）是我国特有的一种淡水定居性鱼类，由于人类活动的影响，其种群数量急剧下降，1988年被列为国家一级重点保护动物，也是世界自然与资源保护联盟（International Union for the Conservation of Nature and Natural Resources，IUCN）红色名录中的极度濒危（Critically Endangered, CR）物种。因此，有必要采取人工驯养、繁殖和增殖放流等技术及时有效地对该物种进行保护。本研究以达氏鲟为研究对象，开展微卫星标记的开发工作，力求为其遗传多样性的检测、遗传图谱构建和人工增殖放流效果的评估等提供帮助；随后，利用所得标记进行了亲子鉴定的研究，为达氏鲟人工繁殖技术的优化提供了基础，这有助于为达氏鲟人工养殖群体的谱系建立以及种群遗传管理策略的制定提供了技术支持，也为其它鲟鱼的亲子鉴定提供了方法借鉴。研究结果如下：
1．采用磁珠富集法构建了达氏鲟（CA）15和（CT）15微卫星富集文库并分离微卫星重复序列，设计了67对引物在24个达氏鲟个体中进行PCR扩增，筛选得到26对多态性引物。遗传信息分析显示，微卫星位点的等位基因数为3~13，平均等位基因数为5.2；期望杂合度（Expected Heterozygosity, HE）范围为0.303~0.806；Shannon-Wiener多样性指数（H＇）范围为0.480~1.893。
2．利用近缘物种微卫星标记的通用性，从湖鲟和铲鲟微卫星文库中筛选出应用较多的13对引物，根据已公布的中华鲟EST（Expressed Sequence Tag）设计40对引物，共计53个微卫星标记。将上述标记用于达氏鲟基因组DNA的PCR扩增，扩增产物经非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，共筛选出15对具有较高多态性的引物，通用率达到28%。
3．从达氏鲟的微卫星文库和近缘物种的通用性标记中获得的41对多态性引物中选出12对合成荧光标记引物，以亲本及子代DNA为模板进行PCR扩增，经STR基因分型，建立达氏鲟亲本数据库，将子代个体各位点的等位基因与之对比，排除法判断相对应的亲本，成功鉴定出6个子代的父母本。
关键词：达氏鲟；微卫星；近缘物种；亲子鉴定
Abstract
Dabry’s sturgeon, Acipenser dabryanus, is a resident freshwater fish of Chinese endemic species. Due to the effects of human activities, the population size of Dabry’s sturgeon has been decreased sharply. The species was listed as the First Class Protected Animal by the Chinese Government in 1988 and also characterized as a Critically Endangered species in the International Union for Conservation of Nature and Natural Resources (International Union for Conservation of Nature and Natural Resources, IUCN). Therefore, it is necessary to take some effective measures to protect Dabry’s sturgeon, such as artificial domestication, propagation, enhancement and so on. In this study, microsatellite primers were developed in Dabry’s sturgeon, which is helpful to genetic testing, Genetic Linkage Map construction and assessment of enhancement effect. Subsequently, paternity testing of Dabry’s sturgeon was performed by microsatellite makers obtained to optimizate artificial breeding technology. This research will design the population genetic management strategy for avoiding inbreeding and offer a reference for other sturgeon paternity test.
1. (CA)15 and (CT)15 enriched microsatellite libraries in A. dabryanus were constructed by using the fast isolation by AFLP of sequences containing repeats (FIASCO) protocol. Sixty-seven microsatellite primers were designed for PCR amplification of twenty-four individual. As a result, twenty-six polymorphic microsatellite markers were developed. The polymorphism analysis showed that the number of alleles of microsatellite loci ranged from 3~13, with an average of 5.2. Mean expected heterozygosities (HE) and Shannon-Wiener Diversity Indices (H′) per locus ranged from 0.303 to 0.806, and from 0.480 to 1.893, respectively.
2. Because of the generality of the closely related species microsatellite markers, we found thirteen common microsatellite primers in the microsatellite library of Lake sturgeon and shovel sturgeon; meanwhile, forty primers were designed based on the published Chinese the sturgeon EST sequences. A total of fifty-three microsatellite markers were used to the PCR amplification of Dabry’s sturgeon genomic DNA. Finally, fifteen high polymorphism primers were got 28% utilization ratio.
3. Among 41 polymorphic primers in Dabry’s sturgeon microsatellite library and the related species, twelve primers were choose to synthesis labeled with fluoresce. STR genotyping was used to construct the parent database after the PCR amplification with two pairs of parents and offspring DNA as templates. Paternity testing technology was proved successfully on Dabry’s sturgeon research. Find the offspring corresponding parents by exclusive method on the comparison analysis for every microsatellite loci alleles of the individual offspring. The study identified successfully the parents of six offspring.
Keyword：Acipenser dabryanus; microsatellite; closely related species; paternity testing
第1章  文献综述
1.1 达氏鲟研究现状
达氏鲟（Acipenser dabryanus）是中国长江流域发现的包括中华鲟（Acipenser sinensis）和白鲟（Psephurus gladius）在内的三种鲟鱼之一（陈细华，2007），隶属于鲟形目、鲟科、鲟属，俗名长江鲟、沙腊子等，是鲟属鱼类中相对小型的淡水定居性种类，没有长距离的产卵洄游行为，也是长江中上游一种重要的经济鱼类。然而，由于环境污染、生境破坏、航运和过度捕捞等因素，达氏鲟野生种群数量急剧下降（Gao et al., 2009）。达氏鲟于1988年被列为国家一级重点保护动物，后被世界自然与资源保护联盟（International Union for the Conservation of Nature and Natural Resources）红色名录列为极度濒危（Critical endangered, CR）物种，具有较高的经济价值和科研价值。
1.1.1 外部形态
达氏鲟体形呈梭形，腹面扁平，成年个体一般体长大于130 cm,体重大于16 kg。背部体色为灰黑色或灰褐色，腹部黄白色或乳白色。吻端锥形，两侧边缘圆形，头部有喷水孔，2对皮须，口下位，横裂。成鱼吻部比中华鲟短，分布有陷器，眼无眼睑和瞬膜，上下鼻孔、喷水孔、鳃孔各一对。成年达氏鲟鳃耙数大于30，而中华鲟一般小于28。躯干部有5行骨板，背骨板1行，侧骨板和腹骨板各两行，尾歪形。鳍呈扁平状，胸鳍、腹鳍各一对，色灰而具有浅边，有背鳍、臀鳍和尾鳍。腹鳍基部有一大泄殖孔，内有肛门和尿殖孔两孔，中华鲟只有一孔（四川省长江水产资源调查组，1988）。
1.1.2 分布及生境
20世纪中期之前，达氏鲟广泛分布于长江上中游河段及岷江、沱江、嘉陵江、湘江和汉江等各大支流，以及洞庭湖(湖南省)、鄱阳湖(江西)大型连江湖泊。而目前则主要分布于在长江上游及其支流（图1.1）（Zhuang et al., 1997）。
与中华鲟喜活动于江河的深槽处不同，达氏鲟一般喜栖息于江水较浅和流速较缓的湾沱中。这些场所一般离河岸10~20 m，水深8~10 m，水流速度为1 m/s左右，底质是沙质或碛坝，有较多的腐殖质和底栖生物。在有食品加工厂和有居民生活用水排放的江段上下，达氏鲟分布较多，这和饵料基础丰富有关（四川省长江水产资源调查组，1988）。
[image: image1.emf]
图1.1 达氏鲟历史及当今分布图（Zhuang et al., 1997）
Fig.1.1 Past and present ranges of Acipenser dabryanus (Zhuang et al., 1997)
1.1.3 食性
达氏鲟的食性随不同年龄、季节和栖息地变化而变化。它们的食物种类广泛，其残留的胃内容物中常发现水生动物、植物种子、叶和茎等。幼鱼几乎完全以浮游动物和寡毛纲生物为食。成鱼以动物寡毛类和小鱼（如鰕虎鱼）及包括摇蚊、蜻蜓目昆虫和水生植物及绿藻等在内的其他生物为食。通常情况下，达氏鲟晚间摄食较白天活跃（黄德祥，1980）。
1.1.4 年龄生长
达氏鲟与中华鲟等其他鲟鱼类一样无鳞片、无硬骨椎体，耳石极小，所以不能以鳞片、椎体或耳石作为鉴定年龄的材料。年龄鉴定通常用小刀刮薄或用平锉磨薄后的鳃盖骨和背骨板计数年轮（四川省长江水产资源调查组，1988）。研究表明，达氏鲟性成熟时间较其他鲟鱼短。在池塘养殖中，达氏鲟生长非常迅速，雌鱼在体长上普遍比雄鱼稍微增长快一些，在成熟度上，雌鱼的体重因为较大的卵巢比相同体长或年龄的雄鱼要重一些（杜军等，2009；何斌等，2011）。
1.1.5 洄游
达氏鲟为淡水定居性鱼类，不进行远距离的洄游，在春天的洪水期会逆流而上产卵，并且不会聚集成群洄游，而是单独迁移（Kynard et al., 2003）。这种行为类似于黑龙江的施氏鲟(Acipenser schrenckii)（Zhuang et al., 2003）。历史上，一些达氏鲟能够游到宜昌以下长江中下部河段，但葛洲坝修建以后，这样的迁移已不可能实现。大多数的迁移有用信息是根据重捕的已标记达氏鲟获得的。一条已标记的鲟鱼在放流后的6 d内向下游迁移97 km，这是重捕中距离最远的迁移报告。在重庆市丰都县，曾一网（三层刺网）捕获12尾，总重量4.3 kg。秋冬季节采用三层刺网捕达氏鲟，重庆以上江段捕获大个体较多，一般为4~10 kg，重庆以下江段捕获小个体较多，这可能与产卵洄游有关。（四川省长江水产资源调查组，1988）。
1.1.6 繁殖
达氏鲟的性成熟年龄，雄性为4~7龄，此时体长超过75 cm，体重4.5 kg以上；雌性为6~8龄，体长超过99 cm，体重一般9 kg以上（四川省长江水产资源调查组，1988）。达氏鲟性成熟系数雌性为10%~18.8%，雌性为4.5%~6.5%，绝对怀卵量为6万~13万粒，成熟的卵为灰黑色，直径2.8~3.5 mm，繁殖周期1~2年（陈细华，2007）。达氏鲟很难从外部特征中鉴定出性别，通常采用微创手术法、内窥镜法、超声鉴别法、血液生化及激素指标判别法等技术进行鉴别（赵峰等，2009）。发育的卵巢体积占腹腔空间2/3时，成熟卵巢达到鲟鱼体重的10.0~18.8%。达氏鲟产出的卵属粘性卵，牢固地附着于河底的岩石上，不易被其他鱼吃掉（Zhuang et al., 1997）。
根据1972~1975年在长江上游不同季节达氏鲟成熟的个体的性腺解剖结果和仔幼鱼出现的时间，判断达氏鲟有春季（3~4月）和秋季（11~12月）两种繁殖类型。同时调查表明，达氏鲟繁殖群体零星分散，没有较集中的大型产卵场和明显的盛产期。其产卵场主要分布在金沙江下游的冒水至长江上游合江之间的江段，一般在主河道的石砾滩上，要求流速1.2~1.5 m/s，透明度33 cm，水深5~13 m，水温16~19 ℃（春季）或12~15 ℃（秋冬季），产卵场下游不远处应有较多的沙泥底质的湾沱（陈细华，2007）。对达氏鲟胚胎早期发育的报告显示，在17~18℃下，第一次卵裂发生在受精后3~4 h；原肠胚中期阶段发生在受精后28~30 h；神经胚完全形成在受精后43~45 h；115~117 h后出膜。刚出膜的幼苗，体长约4 mm，由于大的卵黄不能保持稳定地垂直游动。出膜3 d后，幼苗可开始平游。出膜后4 d出现胸鳍，5 d出现背鳍，第6 d臀鳍出现。出膜后10 d，大多数蛋黄被吸收，幼鱼开口摄食。出膜后12 d，卵黄耗尽后，幼鱼立即向下游迁移（四川省长江水产资源调查组，1988）。
1.1.7 保护现状
达氏鲟曾经是长江上游的一种重要的经济鱼类。在20世纪70年代初，达氏鲟捕获量曾占合江渔业总产量的4%~10%，其中成年达氏鲟较罕见。因为成鱼不喜欢群聚，所以渔获物多为重数百克的年轻个体（四川省水产资源调查组，1988）。然而，自20世纪70年代以来，达氏鲟的种群数量大幅度下降，现在甚至很少在葛洲坝以下发现。
可能引起达氏鲟鱼种群数量下降的原因有：
（1）不适合的捕鱼方法。渔民多次缩小渔网网眼的大小，因此捕获许多小鱼。这种方法是有害的，尤其是在汛期时许多年轻的达氏鲟集中摄食更易捕获。
（2）过度捕捞。例如，在20世纪50年代沱江到内江河段只有500艘渔船，但至1985年这个数字增加至约2000。从乐山到岷江河段中，流刺网从白天到晚上都挤在一起（Zhuang et al., 1997）。
（3）不合适的捕捞季节。在金沙江干流传统繁忙的捕鱼季节是在3月和8月，但不少渔民在4月至5月间仍在继续捕捞。然而，这也是在主干流达氏鲟繁殖的季节，这种行为危害了产卵活动。
（4）来自工厂废弃物和农药的污染。随着经济的发展，长江流域沿岸建立起越来越多的工厂，每年大量未经处理的废水排入河流。此外，许多农业化学药品也在长江流域广泛使用。
（5）生境的改变和破坏。长江流域上游植被的严重破坏使得大量的泥沙被冲入河道，水域污浊影响鱼类和饵料生物的生长。水电项目所造成的负面影响也较大。自葛洲坝建设以来，成年达氏鲟被困在大坝下方不能向上迁移到原来的产卵场，年幼的达氏鲟无法通过大坝到达长江和湖泊连接处的觅食地。三峡大坝淹没许多鱼类的栖息地，其他已经建成、正在兴建或将建在长江上游及其支流的大坝，都可能会改变限制达氏鲟在干流系统的自然运动的或影响产卵行为（Park et al., 2003）。
因此，相关学者提出了一些政策养护达氏鲟。
（1）必须严格禁止商业捕捞达氏鲟。虽然达氏鲟已经被列为濒临灭绝的物种，是受法律保护的，但渔民仍能意外捕获。通常被捕获的鱼受伤后不易存活，即使立即被释放入河中。小网眼渔网和有害的捕鱼方法必须予以禁止（Billard et al., 2000）。
（2）生境需要得到妥善的保护。当我们规划水电建设时，必须将保护达氏鲟和其他鱼类的方案纳入计划中。
（3）应尽快提升野外达氏鲟数量。美国和俄罗斯等国家在补充其他鲟形目鱼类数量方面已做了大量工作（Khodorevskaya et al., 1997）。达氏鲟性成熟迅速，养殖发展有很大的潜力。然而，有限的生产技术和经验阻碍这个行业早期的发展，但近年来繁殖技术的提高促进了达氏鲟的经济化养殖，使其养殖数量大幅度提升（石振广等，2002；刘小华，2007；杜军等，2009）。而通过人工放流幼鱼的增殖方式恢复野外达氏鲟种群数量，则可以在沿金沙江的宜宾市（四川）和葛洲坝下的宜昌市（湖北）设立养殖站点饲养达氏鲟。
（4）多方面进行达氏鲟的研究。目前，对于大多数濒危鱼类的生物学及其濒危机制了解甚少，达氏鲟的信息更是有限，许多课题需要研究。应加速鱼类濒危状况的调查，加强稀有种、名贵种、濒危种保护生物学的研究，详细了解其种群动态、生态习性、濒危机制，并制定保护措施（王连龙等，2011）。
1.2 微卫星标记的简介
20世纪70年代，不同类型呈纵列重复的DNA片段被发现存在于生物的核基因组中，人们进一步研究从酵母到脊椎动物的核基因组，也找到了大量存在多聚（dT-dG）n的重复拷贝（李娇，2007）。Hamada等（1982）最早发现了一段在动物编码基因附近的DNA序列是由大量二核苷酸（CA）n/（GT）n多次重复构成的，且测得此重复片段长度为20~60 bp，并验证了在功能基因的表达上这些重复片段一定的影响作用。Tautz和Renz（1984）也再次证实这个发现，并通过大量实验证明了真核生物中普遍存在和广泛分布微卫星序列。
1.2.1 微卫星的定义及类型
微卫星，又称为简单序列长度多态（Simple Sequence Length Polymorphism，SSLP）、简单序列重复（Simple Sequence Repeat，SSR）或短串联重复（Short Tandem Repeats，STR），是一个DNA分子片段，一般约几十到几百个碱基组成。微卫星1~6个碱基组成的序列首尾相连重复地分布，而构成了微卫星多态性的基础就是可变动的碱基和重复数的不同组合。
两侧的侧翼区和中间的核心区构成了每个特定的微卫星基因座。微卫星座位的的特异性定位于微卫星侧翼的保守序列，因而每个微卫星位点可根据固定的侧翼序列设计特异性引物，并利用聚合酶链式反应（PCR）技术扩增。微卫星核心序列重复数的变化使该位点具有丰富的多态性。不同物种微卫星的含量和分布都各不相同，并且微卫星的重复类型在不同的生物中也有较大的差异。人们一般认为DNA复制时聚合酶的滑动和基因的不对称重组两种机制形成了微卫星。一种是DNA复制期间DNA聚合酶的滑动导致新生链和模板链瞬间分离，还未配对的重复序列不断变性修复引起1个或多个重复单位的缺失或增加，另一种机制是遗传变换的发生和配对构型的错误排列会导致DNA重组时不同DNA分子简单重复单位的减少或增加（Levinson et al., 1987; Henderson et al., 1992）。
Weber（1990）根据微卫星本身的结构，将其分为复合型、完全重复和不完全重复三类。复合型微卫星是指由连续三个以内的非重复碱基分隔，两类或两类以上未中断且重复不小于5的序列串联的重复单位；完全重复微卫星是指由重复单位不中断，无非重复碱基分隔的微卫星；不完全重复微卫星是指两端不中断重复数大于3，中间有三个以下的非重复碱基的重复单位。研究表明，在基因组中这三种类型的重复不同物种所占比例不同，且完全重复的微卫星比例较大。
1.2.2 微卫星标记的优缺点
当前分子生物学技术之一的微卫星标记应用广泛，主要是由于作为遗传标记的微卫星DNA序列具有以下优点：
（1）分布于整个基因组的大量微卫星满足了我们对标记数量的需要，而其变化的核心序列与保守的侧翼区串联的结构也增加了相关数量性状位点研究的可能性。
Beckmann等（1992）的估算发现均匀而广泛分布于物种基因组的微卫星数量巨大，几乎每6000个碱基就存在一个微卫星基因座，碱基数之和足可以代表整个基因组。微卫星核心序列分布于结构基因外显子或内含子中，其中较多遗传变异因物种进化较小的选择压力而保留。微卫星DNA的丰富多态性被Weber等（1989）用热稳定Taq酶的PCR方法加以证明，而在此之前等位基因频率和变化函数已经指出由PIC（Polymorphism Information Content）值表示。研究表明，小卫星PIC值是0.7~0.9，微卫星是0.7以上，RAPD（Random Amplified Polymorphic DNA）是0.2~0.9，RFLP（Restriction Fragment Length Polymorphism）是0.2，血型蛋白的PIC值最小，只有0.1（Bostein et al., 1980）。不同基因组中的微卫星核心序列有着很高的同源性，而重复单位数目及类型的高度变异就直接导致了不同个体多样性的DNA指纹图。
（2）遗传信息含量丰富的共显性标记按孟德尔遗传定律分离，从聚丙烯酰胺电泳结果中识别出不同等位基因条带，根据条带数目区分基因型是纯合或杂合。也就是说一个生物的同源染色体的相同位置基因座的微卫星核心序列重复单位数相同，则该个体在此基因位点的基因型是纯合，若重复单位数不同则表现为杂合基因型（吴艳，2005）。
（3）实验难度系数小，操作过程简单，PCR扩增检测所需样品用量少，且因长期保存和降解DNA质量不高的样品也可以作为模板进行分析。样品的容易获取，既节约了成本，又减少了对生物体本身的伤害。同时微卫星基因位点的检测的引物一般采用上下侧翼区序列的互补寡核苷酸，合成简单且廉价。PCR扩增产物用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离不同大小的DNA片段，银染后分析结果，整个过程操作简单省时。
微卫星具有遗传稳定和多态性高的特点，作为遗传学的DNA分子标记之一非常适合。但获得用于物种研究的微卫星标记需要构建基因组文库，筛选克隆并测序，费时且资金及人力投入较大；近缘物种引物的通用性不够高，筛选工作量较大。
1.2.3 微卫星标记的应用
如上述分析，微卫星因其在基因组内分布广泛而均匀，多态性信息丰富，检测简便快捷，以及单个微卫星位点上可做共显性的等位基因分析等特点，使得微卫星标记很快发展成为一种极具价值的遗传标记，并广泛应用于遗传基因连锁图谱的建立、种群结构和遗传多样性的分析、亲缘关系分析和人工增殖放流效果的评价等方面（鲁双庆等，2003；孙建帮，2006；Liu et al., 2013）。近年来，随着对濒危物种遗传保护研究的日益增强，微卫星分子标记在濒危动物保护中也得到越来越多的应用（王绍先等，2008），主要表现在以下几个方面：
（1）种群遗传多样性分析。DNA序列碱基排列的不同是造成生物遗传变异的主要原因。基因座的微卫星序列不仅可以反映同种生物个体之间遗传的相似度，还可以根据位点等位基因频率计算出生物群体的杂合度、多态信息量和群体间的遗传距离等数值，评估物种种群的遗传多样性，为资源的保护和物种的分类提供了依据。McConnell等（1995）利用微卫星标记分析了加拿大5个大西洋鲑（Salmo salar）群体的群体结构和遗传多样性，对其资源量进行了评估。孙效文等（2001）选取斑马鱼的110对微卫星引物对黑龙江野鲤（Cyprinus carpio haematopterus）遗传多样性进行了分析，发现该物种仍保留着许多原始性状，且具有丰富的多态信息，而地理生境的不同使黄河和黑龙江的野鲤各自形成了不同性状的两个种群。蒋鹏等（2009）利用微卫星标记检测6个野生裸鲤（Gymnocypris przewalski）种群的多样性，结果表明：这些群体遗传多样性都较高，已经发生了对野生裸鲤种群资源恢复有益的中度遗传分化现象。
（2）遗传基因连锁图谱的建立。遗传学家长期以来一直在寻找合适的标记建立遗传基因图谱，因为基因组DNA序列中碱基的组成和排列顺序是决定生物体基因表达和调控的主要因素，建立基因遗传的连锁图谱不但能了解功能基因的组成和结构，还能帮助鉴定有经济价值的表达基因，如与生长相关的数量特征位点QTL（Quantitative Trait Locus），甚至操纵抗病性基因，如水稻的纹枯病抗性基因，应用于各个学科。但传统的表型标记、生化标记多态性不高，而且数量上有限，操作复杂，准确度较低，无法完全用于遗传图谱的制作。目前，新兴的微卫星标记技术以其杂合度高、多态性信息含量大、操作简便及共显性遗传等特点成为了建立遗传连锁图谱的主要标记手段之一。其基本思路是：以一个微卫星基因座为起点，利用微卫星在真核生物基因组中分布的广泛性，约每隔10~20 cM（centi Morgan）寻找一个多态性，当饱和的标记的碱基总数达到整个基因组的90%以上后，就可以找到基因组中控制表型的功能基因，并对其加以研究运用（Archibald et al., 1995）。目前已经用微卫星标记建立了斑马鱼、虹鳟、尼罗罗非鱼和鲤鱼等鱼类的遗传连锁图谱（郭宝英等，2007）。
（3）亲缘关系分析。微卫星进行种群内和近缘群体间亲缘关系分析的基础是组成结构序列的丰富多态性和稳定保守性。基因组每个微卫星位点核心序列的重复类型相同，碱基的组成及排列顺序相同，重复数目不同，因此，可以微卫星的重复序列作为探针，运用于不同个体、群体或物种的检测，被检测的基因位点有着不同的等位基因（Luikart et al., 1999）。将限制性内切酶酶切DNA分子后产生的长度不等的DNA片段经聚丙烯酰胺凝胶电泳或放射自显影或Souther探针杂交可见的不同个体特异性条带，称为DNA指纹或遗传指纹。它可以准确的反映个体的遗传差异，所以能有效运用于个体的亲子鉴定。DNA指纹是个体的一些DNA重复序列片段，不完全等于DNA序列，是碱基排列在特定限制性内切酶，引物或探针结合下的表现出来的可分辨的外部表型，是一种表型特征（孙伟等，2001）。微卫星DNA按孟德尔分离和自由组合定律遗传，随同源染色体独立分配给子代，即亲本的每个条带以50%几率传递给子代，因此每个子代DNA指纹图中的条带都可以在两个亲代的指纹图中找到，当然排除发生小概率基因突变产生的个别条带。朱滨等（1999）利用湖鲟的4对微卫星引物对中华鲟随机个体样本构建了DNA指纹图谱，结果表明该图谱能够对获得的中华鲟亲鱼样本进行有效的个体区分。

（4）人工增殖放流效果评价。目前我们采取放流人工孵化或繁殖的幼苗等方法增加野生种群数量，目的是恢复某一地方物种野生种群数量，而对于放流后效果的评估则需要对个体进行适当的标记，方便统计并回收信息（郭宝英等，2007）。常剑波等（1999）建立了适用于较大的人工放流中华鲟(Acipenser sinensis)个体的骨组织的荧光标记技术，幼鲟骨骼未发育好无法进行标记，标记方法仍需改进。之后为了区分人工放流的不同大小规格的中华鲟，将在荧光标记方法基础上，又运用了微卫星标记技术作为辅助，使得科学的放流策略得以实施。Sekino等（2005）也证明了微卫星DNA标记能够对增殖放流群体进行种群变化的分析，他们利用微卫星位点和线粒体DNA控制区作为遗传标记跟踪放流到自然环境的日本比目鱼（Paralichthys olivaceus），之后分析发现种群死亡率没有太大变化，对野生环境适应性良好。相比于其他标记方法，微卫星标记对标记个体无损伤且灵敏更高，更易于操作，还可以进一步研究标记群体的种群结构，生活行为和繁殖模式等生态学问题。
1.3 亲子鉴定
1.3.1 亲子鉴定的定义
亲子鉴定，又被称为父权鉴定或亲权鉴定，通过生物学、遗传学和医学等各种手段，对亲本和子代遗传的相似程度进行分析来判断个体间是否具有亲缘关系。
亲权关系鉴定最早应用于司法鉴定领域，随着相关技术的成熟，其应用范围也逐渐扩展到动植物学、生态学等相关领域，并得到了进一步的发展。在水产养殖方面，亲权鉴定广泛的为良种选育、系谱追踪提供了技术支持。对于野生动物或人工繁育的濒危动物，由于繁殖策略的多样性，如一雌多雄、一雄多雌、合作繁殖等导致很多物种谱系信息的混乱，确定亲权关系有助于防止近亲交配或小群体内近交导致的种群质量下降，更好地保护生物的遗传多样性。
1.3.2 亲子鉴定的原理
亲子鉴定是基于孟德尔的基因分离和自由组合规律两个基本定律而建立。基因的分离定律内容为：在生物的体细胞中，控制同一性状的遗传因子成对独立存在，细胞分裂形成配子时，成对的遗传因子发生分离分别进入不同的配子中，遗传给后代。基因的自由组合定律是：两对（或更多对）相对性状的亲本进行杂交产生配子时，同源染色体上的等位基因发生分离，非同源染色体上的非等位基因表现为自由组合。也就是说，不同染色体等位基因独立地分配到配子的过程中分离与组合互不干扰。子代同一位点的等位基因分别来自于单个的父本和母本。符合孟德尔遗传定律情况下进行亲子鉴定分析，排除具有外源等位基因个体的亲子关系（鲁玉霞等，2008）。
1.3.3 亲子鉴定的方法
传统的亲子鉴定方法包括表型鉴定的抗血清法、电泳区分蛋白型法以及DNA指纹法。但是传统的亲子鉴定方法对一些遗传变异性高，有极大育种价值的个体要达到较高的鉴定准确率是比较困难的（冯俊伟，2008）。而微卫星标记却因分布广泛，多态性丰富，符合孟德尔遗传规律，且分析操作简便，所需样品量小，支持无损伤取样，所以被越来越广泛地运用到亲子鉴定中（韩春梅等，2005）。
1.3.4 微卫星标记在亲子鉴定中的应用

微卫星DNA因分布广而均匀，丰富的多态性、检测简便稳定、DNA样品量少、无损伤性、等位基因共显性遗传、易于自动化分析等优点成为亲子鉴定中重要的技术手段之一。Vaiman等（1994）用多态信息含量值PIC（Polynforphism Information Content）确定了位点多态性的标准：PIC值小于0.25为低度多态性位点，0.25~0.5之间的中度多态性位点，大于0.5为高度多态性位点。亲缘关系的鉴定需要筛选高度多态性的基因位点，PCR扩增后根据不同长度的等位基因片段来进行分析。一般情况下，基因片段通过高浓度的琼脂糖凝胶和非变性聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离。
国外，Marklund等（1994）选用8个微卫星位点对4个品种的马进行了亲缘关系和位点连锁分析，成功鉴定出2个血缘关系的品种。Kellogg等（1995）利用微卫星标记研究罗非鱼的亲子关系时发现，由同一窝罗非鱼卵发育而来的后代大多数情况下存在着一种以上的血缘关系，甚至在实验中证明某一窝卵的后代的父本是7条不同的雄鱼。随后，Herbinger等（1995）对来源于不同种群的同一环境下饲养的100尾虹鳟（Oncorhynchus mykiss）幼鱼仅通过4个基因位点准确鉴定了91%个体的血缘关系。近年来，微卫星亲子鉴定方法也在国内研究中开始应用。张志和等（2003）在母本确定的的情况下选用18对微卫星特异性引物有效确认了大熊猫间的父子关系。张于光等（2003）设计了8对来源于苏门答腊虎和家猫的18个微卫星序列的引物与27只东北虎的DNA模板进行扩增，按照孟德尔基因遗传规律的基本原理成功的鉴定了7个父不详的后代。Rodzen等（2004）利用微卫星标记对高首鲟（Acipenser transmontanus）的血缘关系进行了分析，这对物种资源的保护起到了重要作用。张志和（2006）对分布在中国各动物园及有关单位的51只华南虎，通过自己开发的19个华南虎多态性微卫星引物鉴定出了8只华南虎的父本。
1.4 研究目的与意义
本研究开展了达氏鲟的微卫星标记的开发工作，将对其遗传多样性的检测、遗传图谱构建和人工增殖放流效果评估等提供一定帮助；随后利用获得的标记对达氏鲟进行了亲子鉴定研究，有助于优化人工繁殖，防止近亲衰退。这不仅为达氏鲟养殖群体的谱系建立及制定科学的种群遗传管理策略提供了技术支持，也为以后其它鲟鱼的亲子鉴定提供了方法借鉴和通用性的引物。
第2章  达氏鲟微卫星文库的构建
2.1 前言
达氏鲟（Acipenser dabryanus）是一种重要的经济性鱼类，主要分布在金沙江下游和长江上游。由于过度捕捞、筑坝、污染和栖息地改变和破坏，其自然种群数量大幅度下降（Birstein et al., 1997）。自1982年以来，长江中上游只偶然捕获了几十条。葛洲坝修建后，野生达氏鲟在上游已很少发现（Chen et al., 2004）。因此，1988年该物种被中国政府列为一级保护动物（Wei et al., 1997），也作为一个极危物种列入国际联盟的保护自然和自然资源（IUCN）红色名录。达氏鲟保护工作势在必行，且致力于恢复这一濒危物种的多种措施已经实施，其中包括建立一个国家级自然保护区繁殖和饲养幼鲟，待成年后重新放养（Zhang et al., 2011）。为了更好地解决濒危物种的保护状况，基于遗传学的管理程序也正在设计并将用于定义保护措施的效率（Zhu et al., 2005）。尽管保护和管理计划的需求不断增加，却一直没有合适的高分辨率的遗传手段对此进行评估。
微卫星是近十几年来发展起来的一种分子标记技术，一经开发就以其高度的稳定性和丰富的遗传信息量而广泛应用于种群遗传分析，遗传基因连锁图谱的建立和亲缘关系鉴定等方面（Werner et al., 2004; 李健等，2008；冯建彬等，2010）。目前，达氏鲟分子标记方面的研究极少，微卫星DNA的分离在国内还未见报道。本研究采用磁珠富集法构建达氏鲟的微卫星文库，筛选微卫星标记，为达氏鲟及其同科鱼类的种质资源的评估及保护、系统化的研究和亲子鉴定等提供了有力的工具。
2.2 材料与方法
2.2.1 实验材料
本实验所用的材料是2012年4月在四川省宜宾市珍稀水陆生动物保护研究所和2012年在荆州太湖养殖基地采集的达氏鲟鳍条样本。剪下的胸鳍鳍条用无水乙醇固定1 d后，再更换乙醇固定液后常温状态下保存于实验室中。
2.2.2 主要仪器
表2.1 主要仪器
Table2.1 The instrument
	仪器名称
	生产厂家

	Instument Name
	Manufacturer

	琼脂糖凝胶电泳槽
	北京六一仪器厂

	DYY-6C水平凝胶电泳仪
	北京六一仪器厂

	BIO-RAD型凝胶成像分析系统
	美国SIM公司

	GZX-DH电热恒温干燥箱
	上海铁通医疗器械

	PTC-200型PCR仪
	美国MJ公司

	DYCZ-24A垂直电泳槽
	北京六一仪器厂

	低温离心机5415R
	德国Eppendorf公司

	台式高速离心机5417R型
	德国Eppendorf公司

	微量移液器
	德国Eppendorf公司

	WD-9405B水平摇床
	北京六一仪器厂


2.2.3 主要试剂
DNA提取试剂： STE buffer（10 mM Tris-Cl，0.1 M NaCl，1 mM EDTA，高压灭菌，PH=8.0）；Proteinase K；苯酚；异戊醇；氯仿；无水乙醇
PCR所需试剂：dNTP（10 mM）；10×Buffer（Mg2+）；Taq DNA聚合酶
内切酶Mse I（Biolabs）；T4 DNA连接酶（TaKara）；链霉亲和素磁珠（Promega）；核酸共沉剂（TaKara）；pMD18-T Vector Ligation Solution I（TaKara）
高效感受态细胞制备试剂盒SK9306-200（上海生工）
50×TAE电泳缓冲液：600 mL灭菌双蒸水中加242 g Tris-base，溶解后加100 mL、0.5 M EDTA和57.1 mL冰醋酸，调PH=8，定容至1 L。
溴化乙锭（EB）：1 g溶于100 mL灭菌水中。
引物：MseI接头序列        5’-GACGATGAGTCCTGAG- 3’
                          3’-TACTCAGGACTCAT- 3’

      MseI扩增引物序列    5’-GATGAGTCCTGAGTAA- 3’

      M13（-48）         5’-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA- 3’
      M13（-47）         5’-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC -3’
由上海生物工程有限公司合成。
2.2.4 基因组DNA的提取

经典酚氯仿法（J.萨姆布鲁克，2002）：
（1）从用无水乙醇保存样本的EP管中，用镊子取出达氏鲟鳍条，剪取约0.5 g，灭菌双蒸水清洗两次后放入一个新的1.5 mL的EP管中；
（2）向EP管内加入500 μL的STE buffer溶液和10~15 μL Proteinase K，轻轻摇晃均匀，55 ℃消化3 h以上，每隔1 h轻摇混匀消化物，直到完全消化成液体状。
（3）取出EP管放在室温下，加入等体积的酚氯仿混合液（苯酚：氯仿：异戊醇=25:24:1）混合均匀，在水平摇床上振荡20 min后，4 ℃下10000 rmp离心10 min吸取上清液，弃下层液体。
（4）再加入等体积的酚氯仿混合液（苯酚：氯仿：异戊醇=25:24:1）混合均匀，在水平摇床上振荡20 min后，4 ℃下10000 rmp离心10 min吸取上清液，弃下层液体。
（5）加入等体积的氯仿-异戊醇混合液（氯仿：异戊醇=24:1），在水平摇床上振荡20 min后，4 ℃下10000 rmp离心10 min吸取上清液，弃下层液体。
（6）加入两倍体积的预冷无水乙醇，放入4 ℃冰箱内过夜，不超过12 h。
（7）4 ℃下10000 rmp离心15 min，倒掉液体，置于空气中自然干燥。
（8）加入50 μL灭菌双蒸水溶解，4 ℃冰箱内保存备用。
制备1.0%琼脂糖凝胶，将基因组DNA样品与6×Loading buffer混合，200 V点样电泳。电泳完成后，紫外光下观察条带亮度及位置，结合标准分子量DL2000（Takara）DNA Maker判断提取的基因组DNA是否完整。
2.2.5 微卫星富集文库的构建
微卫星富集文库的构建主要参照FIASCO方法（Fast Isolation by AFLP of Sequences Containing repeats）（Zane et al., 2002），其具体步骤如下：

（1）基因组DNA酶切：使用限制性内切酶MseI酶切，反应总体积为25 µL，其中含有约300 ng混合基因组DNA，5 U MseI限制性内切酶，10×NEB Buffer和1×BSA（New England Biolabs, 英国）。37 ℃下酶切3.5 h，将酶切后的DNA 65 ℃ 20 min使内切酶失去活性，1.5%琼脂糖凝胶电泳检测酶切效果，酶切产物20 °C保存备用。

（2）MseI接头的制备：将两个接头序列（由上海生工生物工程有限公司合成）分别配置成200 μM的贮存液，待充分溶解后，取等体积的溶液各100 μL，充分混合后，于94 ℃变性10 min，取出后自然冷却至室温，稀释至使用浓度10 μM。

（3）连接反应：总反应体积为25 μL。
	名称
	连接体系

	10×连接缓冲溶液
	2.5 μL

	Mse I接头（10 μM）
	1.0 μL

	ATP（10 μM）
	0.5 μL

	DNA酶切产物
	20 μL

	T4 DNA Ligase
	1.0 μL

	总反应体积
	25 μL


16 ℃连接过夜。
（4）PCR扩增及产物回收：总反应体积25 μL。
PCR反应条件如下：94 ℃预变性3 min；94 ℃30 s，53 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，25个循环；72 ℃延伸10 min。取PCR产物加入上样缓冲液6×loading buffer，经1.5%琼脂糖电泳检测扩增产物。

扩增产物的回收：PCR扩增产物集中于一个EP管中，加入两倍体积的预冷无水乙醇和十分之一体积的3 M NaAc，摇晃混匀，-20 ℃冰箱中放置40 min以上使DNA分子凝结。4 ℃ 10000 rpm离心回收沉淀，70% 乙醇洗涤一次，干燥后溶于5 μL灭菌双蒸水中。

反应体系如下：
	名称
	反应体系

	ddH2O
	16.8 μL

	10×PCR缓冲液
	2.5 μL

	dNTPs（10 mM）
	1.0 μL

	MgCl2（25 mM）
	1.5 μL

	Mse I扩增引物（10 μM）
	1.0 μL

	酶切连接产物
	2.0 μL

	Taq DNA 聚合酶
	0.2 μL

	总反应体积
	25 μL


（5）PCR扩增产物与生物素标记探针的杂交：取上述PCR产物25 μL在95 ℃下水浴5 min，加入55 ℃预热的杂交缓冲液70 μL（6×SSC, 0.1%SDS）分别与5 μL生物素标记探针Bio-（CA）15或Bio-（CT）15（上海生工生物工程有限公司合成），构成100 μL杂交反应体系，55 ℃杂交30 min，取出后缓慢冷却至室温，加入300 μL TEN100（10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, pH=7.5）溶液混匀，4 ℃保存备用。
（6）磁珠的活化：将4 ℃保存的Streptavidin MagneSphere链霉亲和素磁珠充分摇匀，取混匀后溶液100 μL于1.5 mL离心管中；加入1 mL TEN100溶液，清洗磁珠2 min后置于磁性分离架中约1 min，至所有磁珠沉淀后，弃除上清液，重复洗涤3次；加入40 μL TEN100于清洗好的磁珠中，使磁珠悬浮。
（7）杂交混合物与磁珠的结合：将40 μL活化后的磁珠与300 μL杂交产物混合，室温反应30 min，间断用移液器轻柔吸吹反应液，以防止磁珠沉淀。反应完毕后，置于磁性分离架上1 min固定磁珠，移去混合液。

（8）洗涤：加入TEN1000 400 μL，轻柔混匀5 min，置于磁性分离架上1 min固定磁珠后，弃上清，重复3次；加入400 μL严谨性洗涤液（0.2×SSC：0.1%SDS=1:1），轻柔混匀5 min，置于磁性分离架上1 min固定磁珠后，弃上清，重复3次。
（9）洗脱：在洗涤磁珠的EP管中加入50 μL TE缓冲液，在PCR仪中95 ℃下变性5 min，置于磁力架上快速分离上清液，-20 ℃保存，这是第一次洗脱；向第一次洗脱后的磁珠中加入NaOH溶液（0.15 mM）12 μL；在室温条件下反应20 min，间断地轻轻摇匀，置于磁力架上快速分离出上清液，向上清液中加入HCl（1 mM）1.8 μL和TE缓冲液36.2 μL，补充双蒸灭菌水至50 μL，这是第二次洗脱；第三次洗脱步骤与第一次相同。
（10）洗脱产物的沉淀回收：核酸共沉剂（TakaRa）沉淀回收洗脱产物。
a.向第二次和第三次洗脱产物中加入十分之一体积（约5 mL）的3 M CH3COONa（PH=5.2），混匀；

b.加入4 μL的DNA mate溶液，均匀混合；

c.加入2.5倍体积（约137.5 mL）的-20℃预冷无水乙醇，轻轻振荡，充分混匀；

d.4 ℃12000 rpm下离心15 min；

e.缓慢倒掉溶液，留底部白色沉淀；

f.沉淀用-20℃条件下预冷的70%乙醇清洗后，自然干燥；

g.干燥后，加20 μL灭菌双蒸水溶解，即得到富含微卫星DNA的基因组DNA短片段。

（11）洗脱产物的PCR扩增及其回收：以回收的洗脱产物DNA片段为模板，PCR扩增的反应体系及条件与上述（4）相同，获得目的片段。用PCR纯化试剂盒（TakaRa）对PCR扩增后产物（300~800 bp片段）进行回收纯化，产物溶于50 μL灭菌超纯水中，用1%琼脂糖凝胶检测回收效果，紫外光下观察条带亮度及范围。
（12）PCR扩增回收片段的克隆：总反应体积10 μL。
反应体系如下：
	名称
	反应体系

	pMD18-T Vector
	1.0 μL

	Insert DNA
	4.0 μL

	Ligation Solution I
	5.0 μL

	总反应体积
	10 μL


16 ℃连接4 h，然后转化感受态大肠杆菌，转化产物在37 ℃恒温培养箱中振荡培养1 h（150 rmp），涂平板，固体培养基平皿37 ℃倒置过夜（12 h）。用灭菌牙签挑取平板上单个菌落接种于含氨苄青霉素抗性的LB液体培养基中，37 ℃振荡培养4 h以上。
（13）阳性克隆的筛选：以扩大培养后的菌液为模板，载体测序引物M13（-47）、M13（-48）、（CA）15、（CT）15为引物，以确定插入片段的大小，插入片段中微卫星重复序列的有无及其插入片段中的位置。
反应体系如下：
	名称
	反应一
	反应二

	ddH2O
	17.8 μL
	17.8 μL

	10×PCR buffer
	2.5 μL
	2.5 μL

	dNTPs（10 mM）
	1.0 μL
	1.0 μL

	MgCl2（25 mM）
	1.5 μL
	1.5 μL

	M13（-47）
	0.5 μL
	0.5 μL

	M13（-48）
	0.5 μL
	－

	（CA）15
	－
	0.5 μL

	TaqDNA聚合酶
	0.2 μL
	0.2 μL

	菌液
	1.0 μL
	1.0 μL

	总反应体积
	25 μL
	25 μL


	名称
	反应一
	反应二

	ddH2O
	17.8 μL
	17.8 μL

	10×PCR buffer
	2.5 μL
	2.5 μL

	dNTPs（10 mM）
	1.0 μL
	1.0 μL

	MgCl2（25 mM）
	1.5 μL
	1.5 μL

	M13（-47）
	0.5 μL
	0.5 μL

	M13（-48）
	0.5 μL
	－

	（CT）15
	－
	0.5 μL

	TaqDNA聚合酶
	0.2 μL
	0.2 μL

	菌液
	1.0 μL
	1.0 μL

	总反应体积
	25 μL
	25 μL


PCR反应条件如下：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性45 s，55 ℃复性45 s，72 ℃延伸1 min，共35个循环；最后72 ℃延伸10 min，4 ℃保存。PCR产物经2%琼脂糖凝胶电泳检测，当发现同一个探针的PCR反应体系中两个反应的产物长度明显不同时，表明微卫星目的序列插入了片段中，将其克隆菌液挑出送去公司测序。
2.2.6 测序结果的分析及引物的设计
测序结果用Chromas软件分析，去掉载体序列pMD18-T Vector和接头序列M13（-47）、M13（-48）。观察测序峰图，选择波峰明显，杂波少的序列，用SSRHunter软件查找微卫星DNA序列，标准为：2或2个重复以上的6碱基重复序列，3或3个重复以上的4（或5）碱基重复序列，4或4个重复以上的3碱基重复序列，7或7个重复以上的2碱基重复序列，其中6碱基重复序列选取较少。
利用软件Primer Premier 5.0设计引物（Lalitha, 2000; Abd-Elsalam, 2003），在微卫星DNA序列的侧翼区上下游20 bp以外的保守区域设计。引物设计原则为：引物长度在18~25 bp之间，GC含量50%~60% 之间，Tm值大于50 ℃，且上下游引物的Tm值相差不超过3 ℃，便于提高引物的特异性，减少扩增产生的干扰杂带。将所设计的引物送公司合成。
2.2.7 多态性微卫星的筛选
选择四川省宜宾市24个达氏鲟DNA样本作为模板，优化各组微卫星引物，调节模板浓度和反应退火温度，设置模板浓度梯度和退火温度梯度，视PCR扩增效果逐步进行调节。

	名称
	反应体系

	ddH2O
	19.3 μL

	10×PCR缓冲液
	2.5 μL

	dNTPs（10 mM）
	1.0 μL

	上游引物（10 mM）
	0.5 μL

	下游引物（10 mM）
	0.5 μL

	DNA模板
	1.0 μL

	Taq DNA 聚合酶
	0.2 μL

	总反应体积
	25 μL


PCR反应条件如下：94 ℃预变性5 min；94 ℃ 45 s，56 ℃或58 ℃ 45 s，72 ℃ 1 min，循环35次；72 ℃延伸10 min；12 ℃ 10 min。PCR扩增产物用12%聚丙烯酰胺凝胶在垂直电泳槽中以100 V固定电压电泳，结束后取出凝胶，银染法染色，在照明箱上拍照。观察照片选择扩增效率高、特异性好的引物，进一步对其多态性进行筛选。
2.3 结果
2.3.1 基因组DNA提取
采用经典的酚氯仿法，简便、快速地提取到了高质量的达氏鲟基因组DNA，且具有较好的完整性和较高的浓度（如图2.1），为微卫星文库构建奠定了基础。条带亮度较高说明提取的DNA浓度较高；条带位置在M（DL2000 bp DNA Maker）最大片段条带之上，说明提取的DNA片段大小远远大于2000 bp，且降解片段较少。
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图2.1 达氏鲟的基因组DNA 
M: DL2000 bp DNA Maker
Fig.2.1 The extracted total genomic DNA of Dabry’s sturgeon
M: DL2000 bp DNA Maker
2.3.2 DNA的酶切
提取的达氏鲟基因组DNA在Mse I内切酶的作用下进行酶切，该内切酶的识别位点是TTAA四碱基序列，可以将基因组DNA切成2000 bp以内的小片段，用1.5%琼脂糖凝胶电泳检测（图2.2），与对照组相比可见酶切后DNA条带呈弥散状，且多集中在在100~1000 bp之间，可以作为接下来构建微卫星文库的样品。若酶切的DNA浓度不高或目的片段外条带较多，可以割胶回收浓缩提纯DNA目的片段。
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图2.2 基因组DNA Mse I酶切结果
M: DL2000 bp DNA Maker
Fig.2.2 Restriction fragments from genomic DNA digested withrestriction enzyme MseI
M: DL2000 bp DNA Maker
2.3.3 菌落PCR扩增检测阳性克隆
用生物素探针Bio-（CA）15和Bio-（CT）15构建的达氏鲟的微卫星富集文库中挑取719个单菌落在含氨苄的液体LB培养基中扩大培养。
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图2.3. PCR扩增检测阳性克隆
M: DL2000 bp DNA Maker
Fig.3 Examination of positive clones by PCR

M: DL2000 bp DNA Maker
以培养后菌液作为DNA模板进行PCR扩增，鉴定出400个阳性克隆，用2%琼脂糖凝胶电泳检测，发现DNA片段大小在100~600 bp之间（图2.3），重组率为55.6%。选取阳性克隆测序后进行序列分析。
2.3.4 微卫星引物的设计
将测得DNA序列去掉pMD18-T Vector 载体序列和接头序列，获得插入的目的DNA序列，在这些序列中找出合适的微卫星序列（如图2.4），在其侧翼区上下游20 bp处设计微卫星引物67对，其中二碱基重复序列较多，CA/GT为单位的重复序列占46.15%，以AC/TG为单位的重复序列占42.31%。
pMD18-T Vector 载体序列为（目的片段插入载体序列的中间T-A位置）：
AAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACGATT---ATCTCTAGAGGATCCCCGGGTACCGAGCTCGAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGC…
	GATGAGTCCTGAGTAAAATGTATGTTTTTTTTGGTTTTTTTTACCCCTGTGTTATTTGAGTGGATGCGCTGTAAGTAGGATACAGTCACTCTAATAAGCACATGTACTGCCCTGACTCACGAGGAAATCCTTTACCAGCTTTGAAAAACGAAACTGTGCGATTGTAGTAGGGTCTTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTTTTATTATTATTATTATTACTATTATTATTATTATTATTATTATTATTCACGTGGGGATTCTCATATTATTATTTGATAAATGTGTATTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTATTGTGTGTGTGTGTGTATTGATTTATTTATATAAATGTGTGTTTTGTTGTACACCTCTTTATTATTATTTTTCATCTCGAGTGTGGTTTGATGTATTTGCTTCACTGGACCCCCCTAAACTACTTCCTCTCTTTCCTCTATGGAACTATACGAGCGAAACTCCGATTGGCTGAAGGACTGTCTGCTCAATGCACGCCCCCCTGTTTGCTTAGCAACCGCGTCCCCCGTTCCACGGCTCTGCTTGCCAGCGGCTCGCTGCTTGATCTCCCCGCCCTGCCAATCATCTACTGCCTTTATAAATGCGGAGGAATATTGTGAGAGGGAGACCCGGACTTGTGAAGGAGATTCCGCGCTGCAGACTGGAGCTGGAACGCGGAGAGACTCTCAGGACTCAT


图2.4 典型微卫星序列
TTA重复15次
Fig.2.4 A typical microsatellite sequence

The TTA-motif is repeated 15 times
2.3.5 多态性微卫星引物
随机挑选四川省宜宾市24个达氏鲟DNA样本作为模板，用设计的67对微卫星引物进行PCR扩增，产物经12%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和硝酸银（AgNO3）染色后，可以初步筛选出能够扩增出条带的引物，只扩增出单条带的为纯合子，引物不具有多态性。提高退火温度再次筛选，扩增条带清晰且具有明显多态性的微卫星引物有26对（表2.1）。
用ATetra1.2（Van et al., 2010）分析每组个体的微卫星位点，得到结果等位基因3~13个，等位基因数（Na）较大，期望杂合度（Expected Heterozygosities, HE）为0.303~0.806，Shannon-Wiener Diversity指数（H′）为0.480~1.893，多态性较高（表2.2）。
表2.1 达氏鲟26个微卫星位点的引物序列
Table 2.1 Primer sequences of 26 microsatellite loci in Acipenser dabryanus.
	基因座
	核心序列
	引物序列
	退火温度
	片段大小
	GenBank登录号

	Locus
	Repeat motif
	Primer sequences(5'-3')
	Ta(°C)
	Size(bp)
	Accession no.

	Ada1
	(GT)23
	F: CCACTACAGCTTTGAATAAAAACAG
	58
	188
	JX897686

	
	
	R: AGCAGCTGTGGATTTTTCGTG
	
	
	

	Ada2
	(TG)46
	F: GGGAGGTGGCTGATTGCAGC
	58
	210
	JX897687

	
	
	R: CATCCCTGCCAACCTTACATTC
	
	
	

	Ada3
	(CA)25
	F: CAGGCACACACAAACAGAAACA
	56
	194
	JX897688

	
	
	R: GCACTACATCACAAGCTATACAGCA
	
	
	

	Ada4
	(AC)54
	F: GGCCCTCGTCCCTGATAGTATTCT
	58
	241
	JX897689

	
	
	R: TACTGCGCATGGGCAATTGGAG
	
	
	

	Ada5
	(GT)43
	F: GGACTTCAAACAAAGACTGTACCC
	58
	302
	JX897690

	
	
	R: GCCAGGGGTGGATTATAACTGTTT
	
	
	

	Ada6
	(GT)17
	F: GGGGCTAAAAGAACCCGAGGT
	58
	164
	JX897691

	
	
	R: CCAACTGACGCAAATGATTTGTAT
	
	
	

	Ada7
	(TG)19
	F: GGAGAAGGCTTTCAGGGCAGGC
	58
	215
	JX897692

	
	
	R: CCAACCCCCTGACAGTTTTTCCTG
	
	
	

	Ada8
	(CA)21
	F: TCACACACACCCTCATATTCCC
	58
	218
	JX897693

	
	
	R: CGTGTGTGCAGGGTTTGCATT
	
	
	

	Ada9
	(TG)50
	F: GCATACTGCGCATGGGCAATTGG
	58
	231
	JX897694

	
	
	R: GGCCCTCGTCCCTGACAGTAAGCT
	
	
	

	Ada10
	(GA)69
	F: CCACTGGACCACACAGCCTCC
	58
	249
	JX897695

	
	
	R: GGTAAAAAGCTGTGAAAATTAGCC
	
	
	

	Ada11
	(GA)70
	F: GGTGAAGAATCAAAGTAGTGCTTTG
	56
	247
	JX897696

	
	
	R: TGTGGGAACTGGGTTTATTCATTAG
	
	
	

	Ada12
	(CT)46
	F: CGGCAGCTCTGTGATACTGAGAGTG
	58
	378
	JX897697

	
	
	R: CCCCCTTAGCCCTTCATCTGTAATG
	
	
	

	Ada13
	(CA)66
	F: GGGAGATATACAAAATGTGTGAAAG
	58
	248
	JX897698

	
	
	R: CGAGAGTACAACACCGTACACGGGT
	
	
	

	Ada14
	(TG)43
	F: GGAGGCGCCGGAATGTG
	58
	183
	JX897699

	
	
	R: ACAGAGCAATAAAATGGGCAGATTT
	
	
	


表2.1 （续表）
Fig.2.1 (continued)
	基因座
	核心序列
	引物序列
	退火温度
	片段大小
	GenBank登录号

	Locus
	Repeat motif
	Primer sequences(5'-3')
	Ta(°C)
	Size(bp)
	Accession no.

	Ada15
	(CA)29
	F: AGCACGTCTACACTCCTTGGGCAAC
	56
	361
	JX897700

	
	
	R: GGTTCAAAGGGAGGGAGAGAGATGG
	
	
	

	Ada16
	(CA)23
	F: CCCCATCCCTGCCAACCTTACATT
	58
	220
	JX897701

	
	
	R: CAGACTGTGGAGCCATGGATCCC
	
	
	

	Ada17
	(GT)51
	F: GACGCCCTTCTAAACGCCAAC
	58
	244
	JX897702

	
	
	R: GGGCAAGGTGCAGGCACAC
	
	
	

	Ada18
	(GT)15
	F: GGGCTGGGTTGCAGGTTTTAT
	58
	191
	JX897703

	
	
	R: TGTAAATGTGCAGTTCTGAC
	
	
	

	Ada19
	(CA)25
	F: GTTACAGGTGTTATTCACCAGCGCC
	56
	232
	JX897704 

	
	
	R: ATTGAAGCGCGCAGAATAGGCTATA
	
	
	

	Ada20
	(TG)18
	F: TGGGTACCAGTGTTGGTCCTGTG
	58
	295
	JX897705

	
	
	R: AATGAGGAGCGAAGAAAAGTGTTGT
	
	
	

	Ada21
	(AC)19
	F: CGCACCCAGCATCACATGAAAC
	58
	217
	JX897706

	
	
	R: GGATAAGTGAGTCATAAAAACCGC
	
	
	

	Ada22
	(TG)36
	F: ACTTTTATAACGGGTATCCTTTTTG
	58
	180
	JX897707

	
	
	R: CCCAATTACACACCCGAGTAC
	
	
	

	Ada23
	(TG)36
	F: TTCTGTGTATTGTGAGGGTACGGGG
	58
	181
	JX897708

	
	
	R: GTTTGGGCCGGGGTTCACG
	
	
	

	Ada24
	(TG)16
	F: AGCCAATCACTAATTTGCCTGTTTT
	58
	191
	JX897709

	
	
	R: TGTGGTCAGGGACTGGGCGG
	
	
	

	Ada25
	(AC)46
	F: GGCCCTCGTCCCTGACAGTAAG
	56
	213
	JX897710

	
	
	R: CATGGGCAATTGCAGACAGGTG
	
	
	

	Ada26
	(TC)8(TG)35
	F: TGCAGTATTAAGAAGCGCGCAGATT
	56
	262
	JX897711

	
	
	R: CATGTTACAGGTGTTGTTCACCAGC
	
	
	


F：上游引物；R：下游引物

F: forward (above) primer sequences; R: reverse (below)primer sequences
表2.2 达氏鲟26个微卫星位点的分析
Table 2.2 The analysis of 26 microsatellite loci in Acipenser dabryanus.

	基因座
	等位基因数
	期望杂合度
	Shannon-Wiener多样性指数

	Locus
	Na
	HE
	H′

	Ada1
	4
	0.664
	1.164

	
	
	(0.012)
	(0.024)

	Ada2
	3
	0.570
	0.918

	
	
	(0.010)
	(0.021)

	Ada3
	7
	0.759
	1.579

	
	
	(0.008)
	(0.023)

	Ada4
	13
	0.785
	1.893

	
	
	(0.013)
	(0.042)

	Ada5
	5
	0.722
	1.363

	
	
	(0.004)
	(0.017)

	Ada6
	5
	0.678
	1.202

	
	
	(0.006)
	(0.017)

	Ada7
	4
	0.690
	1.226

	
	
	(0.007)
	(0.020)

	Ada8
	7
	0.791
	1.697

	
	
	(0.006)
	(0.021)

	Ada9
	6
	0.670
	1.198

	
	
	(0.014)
	(0.029)

	Ada10
	5
	0.744
	1.375

	
	
	(0.004)
	(0.007)

	Ada11
	7
	0.736

(0.014)
	1.543

(0.028)

	Ada12
	5
	0.747
	1.431

	
	
	(0.008)
	(0.025)

	Ada13
	5
	0.786
	1.620

	
	
	(0.007)
	(0.022)

	Ada14
	6
	0.780
	1.604

	
	
	(0.006)
	(0.020)

	Ada15
	5
	0.771
	1.547

	
	
	(0.000)
	(0.001)

	Ada16
	7
	0.785
	1.575

	
	
	(0.005)
	(0.010)

	Ada17
	5
	0.686
	1.362

	
	
	(0.018)
	(0.033)

	Ada18
	3
	0.630
	1.040

	
	
	(0.010)
	(0.016)

	Ada19
	3
	0.303

(0.032)
	0.480

(0.037)

	Ada20
	5
	0.692
	1.290

	
	
	(0.010)
	(0.020)

	
	
	
	


表2.2 续表
Fig.2.2 (continued)
	基因座
	等位基因数
	期望杂合度
	Shannon-Wiener多样性指数

	Locus
	Na
	HE
	H′

	Ada21
	5
	0.722
	1.400

	
	
	(0.007)
	(0.020)

	Ada22
	6
	0.648
	1.266

	
	
	(0.006)
	(0.014)

	Ada23
	3
	0.510
	0.752

	
	
	(0.007)
	(0.018)

	Ada24
	3
	0.500
	0.731

	
	
	(0.005)
	(0.008)

	Ada25
	10
	0.806
	1.818

	
	
	(0.008)
	(0.031)

	Ada26
	4
	0.410
	0.651

	
	
	(0.004)
	(0.017)


2.4 讨论
在构建达氏鲟微卫星富集文库的实验过程中，会出现很多由不同的因素引起的实验问题，或大或小，导致实验效果的偏差，甚至实验的失败，我们能做的就是谨慎细心地进行实验操作，避免不必要的人为错误，解决实验中发现的问题，改善实验阶段性效果。
首先，试验中最基本的一步就是达氏鲟基因组DNA的提取。采用酚氯仿法提取达氏鲟基因组DNA，使用蛋白酶K对达氏鲟鳍条组织进行消化至溶液变成蛋清状，为了避免分子DNA缠绕在蛋白质大分子上，确保组织消化至完全从而减少基因组DNA的丢失，提高提取的DNA浓度和质量。STE Buffer缓冲溶液在使用时需测试PH值，若过酸或过碱性都会对DNA产生降解作用，成为DNA小片段，对酶切产生影响。基因组DNA在1%琼脂凝胶电泳检测时若有明显拖尾现象的情况下，可以加入适量的RNA消化酶对提取的DNA产物进行消化。获得的达氏鲟基因组DNA分子量大、降解少，不存在拖尾现象便可直接应用于后续实验。
其次，基因组DNA的酶切也是关键的步骤之一。酶切步骤本身很简单，而酶切的结果却对之后的实验起到决定的作用，因为这涉及到目的DNA片段的浓度，即DNA含量。酶切时保持较稳定的温度范围，不易大幅度波动，使DNA片段发生断裂，酶切时间不宜过长，可以做个时间梯度实验，保证最好的酶切效果，成弥散状分布，集中于100 bp~1000 bp间，得到高质量的基因组DNA片段，避免稀缺微卫星重复序列的丢失，为后续试验的顺利实施打好基础。
再次，磁珠富集微卫星片段时最重要的一步是生物素探针的选择与杂交。据了解，软体动物微卫星重复单元主要以二核苷酸的（AC/TG）n为主（Geist et al., 2003; Sato et al., 2005; Shaw et al., 2006）。已有报道的三角帆蚌（Hyriopsis cumingii）（Li et al., 2007）以及褶纹冠蚌（Cristaria plicata）（Jia et al., 2010）的微卫星同样是以（CA/GT）n最为丰富。本研究采用了（CA）15和（CT）15为探针成功地分离了400个微卫星序列，筛选出26个多态性引物，达到实验的目的及效果。杂交是微卫星序列片段生物素标记探针的共价结合的过程，操作简单快捷，其后用磁珠富集微卫星片段已发展成为构建微卫星富集文库的主流方法，并广泛用于植物、鱼类、甲壳类等物种的研究（姬长虹等，2007；刘萍等，2008；James et al., 2011）。杂交混合液的配制及PH值要谨慎，将决定磁珠吸附DNA序列片段的多少，最后影响微卫星重复序列的数量。
最后，通过大肠杆菌DH5α的转化过程也是成败的重要一步。感受态与连接产物要在冰上进行，时刻保持低温状态，培养活化细菌后，将已转化后的菌液混合物涂布于氨苄抗性的平板培养基上，过夜培养后挑菌落接种，这过程中必须保持在无菌条件下进行，挑菌落时注意牙签轻轻一点，不能太用力，要挑单个菌落，相连菌落中会有两个序列，一般不采集，以免影响之后的序列的检测，结果混乱。
本研究构建达氏鲟微卫星富集文库的实验操作简单，过程细致，周期短，阳性克隆率高，是快速分离微卫星的好方法，经筛选获得26对多态性微卫星引物，为后续实验做准备。
第3章  近缘物种微卫星标记对达氏鲟的通用性
3.1 前言
Edwards等（1991）首创微卫星技术，该技术是以PCR扩增目的片段与电泳分离微卫星重复序列为基础，一经开发就成为了一种DNA样品使用量少，无损伤性，操作简便快捷且不必使用同位素的分子标记。微卫星技术在水产动物遗传育种繁殖和种质资源保护研究方面等发挥着越来越重要的作用，且已在鲤鱼、银鲫、黄鳝、尼罗罗非鱼、斑马鱼和牙鲆等多种鱼类研究中得到广泛应用，并建立了以微卫星为主的鲤鱼、虹鳟、尼罗罗非鱼和斑马鱼的基因遗传连锁图谱（朱晓东等，2009）。目前，微卫星标记的获得可通过以下3种途径：①检索EMBL、GenBank和DDBJ等数据库，寻找已知的微卫星序列来设计引物。②构建微卫星基因组文库（Karagyozov et al., 1993; Liao et al., 2007; 叶茂等，2011），获取微卫星重复序列，并依此设计微卫星引物，筛选出多态性的微卫星标记。这里可采用两类方法，一类是用传统分子生物学手段，筛选出阳性克隆送去测序，是以人工合成带放射性的同位素或非放射性标记的探针与Southern杂交为基础。此操作方法虽然简单易行，但需要大量的人力和资金的投入，而且阳性克隆率不高，仅为2%~3%（Kandpal et al., 1994; Brown et al., 1995）。另一类是上章提到磁珠富集法快速分离微卫星标记，这是一种简单高效的方法，已经广泛应用于分离一些动植物的微卫星标记（He et al., 2003; 李齐发等, 2004）。③引用近缘物种已知的应用于文献中的微卫星引物（Tong et al., 2002; Liu et al., 2008; 林能锋等，2008）。对于无法在DNA序列数据库中找到微卫星序列的物种，后两种简便易行的方法，省去了构建微卫星富集文库的时间和资金投入，利用近缘物种的已知微卫星重复序列和微卫星引物，筛选出多态性的微卫星标记。
3.2 材料和方法
3.2.1 实验材料
本实验所用的材料是2012年4月繁殖季节在四川省宜宾市珍稀水陆生动物保护研究所采集的达氏鲟鳍条样本。剪下的胸鳍鳍条用无水乙醇固定1 d后，再更换乙醇固定液后常温状态下保存于实验室中。
3.2.2 实验仪器
北京六一仪器厂生产的DYY-12电泳仪、琼脂糖凝胶电泳槽、DYCZ-24A垂直电泳槽，美国SIM公司生产的BIO-RAD型凝胶成像分析系统，美国MJ公司生产的PTC-200型PCR仪，德国Eppendorf公司生产的低温离心机5415R和微量移液器。
3.2.3 实验试剂
参考第二章2.2.3。
3.2.4 基因组DNA的提取
参考第二章2.2.4。
3.2.5 微卫星引物
本实验合成的53对微卫星引物来源有两种：一种是从湖鲟（Acipenser fulvescens）和密西西比铲鲟（Scaphirhynchus platorhychus）的微卫星多态性位点中常用的通用引物13对（May et al., 1997; McQuown et al., 2000），如表3.1；一种是在已开发的中华鲟（Acipenser sinensis）EST序列中挑选出合适的重复序列（Cao et al., 2012），并设计出引物40对（未列出）。
3.2.6 微卫星引物的筛选
将四川宜宾达氏鲟的基因组DNA样品作为模板，对13对来源于湖鲟、铲鲟的微卫星通用引物和40对设计的中华鲟EST-SSR（Expressed Sequence Tag based SSR）引物进行PCR扩增的条件进行各种优化来初步筛选能扩增的引物。首先就基因组DNA模板用量，设一个浓度梯度试验，分别稀释为10倍、100倍、1000倍三个对照组，找出适宜的DNA模板浓度。再就PCR扩增反应所需的退火温度设一个梯度，分别为50、52、54、56、58、60、62、64 ℃ 8个对照组，找出适宜的退火温度。
表3.1 13对通用引物序列
Table3.1 The sequence of thirteen current primer
	基因座
	核心序列
	引物序列
	退火温度
	片段大小
	GenBank登录号

	Locus
	Repeat motif
	Primer (5'-3')
	Ta (°C)
	Size (bp)
	Accession no.

	LS19
	(TTG)9
	F: CATCTTAGCCGTCTGTGGTAC
	56
	133
	U72730

	
	
	R: CAGGTCCCTAATACAATGGC
	
	
	

	LS34
	(GTT)10
	F:TACATACCTTCTGCAACG 
	58
	137
	U72733

	
	
	R: GATCCCTTCTGTTATCAAC
	
	
	

	LS54
	GATA)6
	F:CTCTAGTCTTTGTTGATTACAG
	58
	177
	U72735

	
	(GACA)7
	R: CAAAGGACTTGAAACTAGG
	
	
	

	LS57
	(GAA)29
	F: GCTTGGTTGCTAGTTTGC
	60
	206
	U72736

	
	
	R: GTACAGATGAGACCAGAGGC
	
	
	

	LS62
	(GACA)7
	F: GATCAGGAGGGCAGAGNAAC
	58
	175
	U72738

	
	
	R: CCCTGGATTTGAATTAACAG
	
	
	

	LS68
	(GATA)13
	F: TTATTGCATGGTGTAGCTAAAC
	60
	100
	U72739

	
	
	R: AGCCCAACACAGACAATATC
	
	
	

	LS69
	(TATC)13
	F: ATCTGAATTGANTTCGTG
	58
	100
	U72740

	
	
	R: TTGGATACTGTGTTCCAAC
	
	
	

	Spl27
	(CA)21
	F: TCGATGGAGGAACAGTCCAC
	56
	458
	AF276135

	
	
	R:AGATGGGGATTACTGCGAGG
	
	
	

	Spl42
	(TC)27
	F: CCAGAATCAGCACTGGCAAC
	60
	248
	AF276150

	
	
	R: GGAAGCAGAGGGGAAACAAG
	
	
	

	Spl100
	(TCTA)20
	F: CCATGCCTGTTCATAATTGTTC
	60
	226
	AF276169

	
	
	R: TTTTCACCATTGGGTGTTCA
	
	
	

	Spl114
	(TCTA)14
	F:TCAGGGTTCATTCAGGGCTA
	58
	298
	AF276183

	
	
	R:TGCAATTCGTGTCATGTTCA
	
	
	

	Spl168
	(TATC)18
	F: CACTGATTCGCTACAACCGT
	58
	149
	AF276210

	
	
	R: AGAAGGACTTGCAGTCCGAA
	
	
	

	Spl170
	(GAT)10
	F:CACCAGACACGGCAGATTTC
	60
	229
	AF276213

	
	(ATAG)15
	R: GGACGCAGTAGACAGGCTTT
	
	
	


F：上游引物；R：下游引物

F: forward (above) primer sequences; R: reverse (below)primer sequences
反应体系如下：
	名称
	反应体系

	ddH2O
	17.8 μL

	10×PCR缓冲液
	2.5 μL

	dNTPs（10 mM）
	1.0 μL

	MgCl2（25 mM）
	1.5 μL

	上游引物（10 μM）
	0.5 μL

	下游引物（10 μM）
	0.5 μL

	DNA模板
	1.0 μL

	Taq DNA 聚合酶
	0.2 μL

	总反应体积
	25 μL


PCR反应条件如下：94 ℃预变性3min；94 ℃ 30 s，退火温度1 min，72 ℃ 1 min，35个循环；72 ℃延伸10 min；冷却至12 ℃，4 ℃冰箱内保存。PCR反应后的产物用1%琼脂糖凝胶电泳凝胶成像仪紫外检测并记录电泳结果，再将能扩增出条带的产物经12%聚丙烯酰胺凝胶电泳分离不同大小的DNA片段，硝酸银染色，记录电泳结果。将初筛后的微卫星引物再次扩增优化，以期得到能稳定扩增出清晰条带且多态性较高的引物。
3.3 结果
53对微卫星引物经过PCR条件优化筛选，在适宜的DNA浓度和退火温度下，得到15对多态性微卫星引物（表3.2）。以同一对引物，3个不同达氏鲟个体的DNA样品各分3个浓度梯度作为模板，PCR扩增效果可见，稀释100倍条带清晰且不浪费DNA（图3.1）。而最适宜的退火温度因引物不同而不同，且多集中在中间梯度54~60 ℃，一般为平均合成温度减去2~3 ℃，此温度扩增条带清晰、杂带较少。
[image: image5.jpg]



图3.1 3个DNA浓度梯度的对照
A、B、C分别稀释10、100、1000倍；M: DL2000 bp maker

Fig.3.1 The comparison of three DNA density gradation 
A, B and C indicating dilution of 10, 100 and 1000 times, respectively;
M: DL2000 bp maker
表3.2 15个多态性微卫星位点
Table3.2 Fifteen polymorphic microsatellite loci
	基因座
	核心序列
	引物序列
	退火温度
	片段大小
	GenBank登录号

	Locus
	Repeat motif
	Primer (5'-3')
	Ta (°C)
	Size (bp)
	Accession no.

	As27
	(AC)8
	F: GAATGCCAAACCAAGTGA
	54
	230
	ES697612

	
	
	R: GACGGAGATCGAGCGAGT
	
	
	

	As55
	(CT)8
	F: GGCAGGTTTATAGGGACT
	54
	185
	ES697759

	
	
	R: GTAGTTAAAACTGAAGCAAA
	
	
	

	As67
	(ATT)15
	F: TCTCCGCACCCTTTCATC
	58
	233
	ES697810

	
	
	R: ACCCAGGGACTGCGTGAA
	
	
	

	As78
	(ATT)17
	F: TAGCAATGCGAGCGAAGA
	56
	254
	ES697877

	
	
	R: AAGGTGAGGAGACGAGGT
	
	
	

	As101
	(TTA)17
	F: TACAGTGACCCTGGAAAG
	54
	393
	ES697983

	
	
	R: ATTGTTAGTAGGTCGTGT
	
	
	

	As142
	(TC)11
	F: GCCCTTACTGACTCTTTT
	54
	154
	ES698125

	
	
	R: ATCCTCTTGCTAACTGCT
	
	
	

	As143
	(TC)11
	F: AGAAGCCCTTACTGACTC
	56
	150
	ES698125

	
	
	R: GCTAACTGCTGACTACCT
	
	
	

	As208
	(GAT)13
	F: GGAGGATTTCATGTTCGA
	54
	253
	ES698353

	
	
	R: TTGCCCTGTATAGGAGTA
	
	
	

	As242
	(TC)27
	F: AAAACGGCCAGTAAAGGG
	54
	198
	ES698515

	
	
	R: CATTGTAAGCAGGGGATT
	
	
	

	As245
	(TA)11
	F: TGATCGTTCTAATAGGGCTAA
	54
	229
	ES698531

	
	
	R: ACCCATAAAGGTGACCAAAA
	
	
	

	As583
	(GAT)13
	F: TTGCCCTGTATAGGAGTA
	54
	253
	EV824611

	
	
	R: GGAGGATTTCATGTTCGA
	
	
	

	As640
	(TA)11
	F: AAGTGGGTTCGTTGTAGT
	54
	118
	EV824795

	
	
	R: AAGGCTTGATGAACTCTG
	
	
	

	Spl100
	(TCTA)20
	F: CCATGCCTGTTCATAATTGTTC
	60
	147
	AF276169

	
	
	R: TTTTCACCATTGGGTGTTCA
	
	
	

	LS54
	(GATA)6
	F:CTCTAGTCTTTGTTGATTACAG
	58
	160
	U72735

	
	(GACA)7
	R: CAAAGGACTTGAAACTAGG
	
	
	

	LS68
	(GACA)13
	F:TTATTGCATGGTGTAGCTAAAC
	58
	110
	U72739

	
	
	R: AGCCCAACACAGACAATATC
	
	
	


F：上游引物；R：下游引物

F: forward (above) primer sequences; R: reverse (below)primer sequences
3.4 讨论

林凯东等（2003）指出一个物种的微卫星引物对近缘物种往往具有一定程度的通用性，这是微卫星标记的潜在价值之一。因此我们要获得适用于研究物种的微卫星标记，可以从数据库和己经发表的文章中获取信息合成其近缘物种的微卫星引物进行PCR扩增（邵昭君等，2002；张天时等，2003；Meng et al., 2009）。在鲟鱼微卫星的研究中，有关微卫星标记的通用性研究已有报道，其中1997年May等以2种铲鲟属鱼类和6种鲟属鱼类的DNA为模板进行了测试，引物来源于湖鲟（A. fulvescens）的基因组文库中筛选出微卫星基因座。朱滨等（1999）从11对湖鲟的微卫星引物中筛选出4对引物用于中华鲟亲子关系分析研究。2000年，McQuown等又用来源于铲鲟基因组文库的多态性微卫星引物分别测试了湖鲟（Acipenser fulvescens）、密苏里铲鲟（Scaphirhynchus albus）、中吻鲟（Acipenser medirostris）和高首鲟（Acipenser transmontanus）。
本研究选用的53对微卫星引物中，只有15对引物在达氏鲟基因组中可扩增出条带且具有多态性，占28%，其中中华鲟引物适用率达到30%，虽然低于构建达氏鲟的微卫星文库开发的多态性引物比列41%，但这个数据还是较高，原因是我们挑选EST序列设计引物。表达序列标签EST位于表达基因的编码区，而编码区在DNA序列中有着较高的保守的特性，使其更易突破家系与种的限制，因此EST-SSR通用性较高（Pérez et al., 2005）。但结果表明，利用近缘物种的微卫星标记对达氏鲟的通用性获得微卫星标记的方法是可行的，亲缘关系越近通用性越高。
第4章  达氏鲟亲子鉴定的研究
4.1 前言
近年来，由于多种野生物种种群数量的剧烈下降，半自然保护和人工饲养繁殖已经成为使这些濒危动物免于灭绝有效的途径和手段，但这些措施并未完全解决问题，种群数量的过小导致近亲交配概率增加。这种近亲繁殖行为显然给整个种群带来了严重的后果，近亲衰退产生，最终导致繁殖率的下降，野生适应能力的降低，存活率的下降，对应的死亡率的上升，遗传变异的减少，生长率的下降，对疾病和灾害的抵抗力减弱等（Pante et al., 2001; Arkush et al., 2002; 黄磊等，2004）。因此，对种群中的生物个体进行亲子鉴定，确定建立可靠的遗传图谱，根据个体间的亲缘关系制定科学的繁殖管理策略是防止种群的近亲交配的重要手段。
微卫星DNA标记是近年来新兴的解决亲子鉴定的一种有效手段，具有标记数量大、基因组中分布广且均匀、能够共显性遗传、符合孟德尔遗传规律，且多态信息含量较高、适合进行自动化和半自动化检测等优点（张云武等，2001；曹君等，2010），同时对DNA样品要求低，如毛发、唾液、鳍条组织等都能用于提取基因组DNA，样本采集时就避免了对采集对象的损伤性危害。因此在多种动物的亲缘关系分析和亲子鉴定中得到广泛应用。Ellegren等（1992）用5个等位基因数均大于6的微卫星引物判定马群的亲权关系，排除率达到98%以上。Lee等（2006）应用14对马科微卫星引物对纯种马进行鉴定，结果支持微卫星标记在亲子鉴定中的潜力，排除率为99.98%。Mommens等（1998）用微卫星引物作了大量的亲子鉴定研究，同时也指出微卫星是作为遗传距离计算和分子系统发生树构建的理想标记。张于光等（2003）用10对来源于苏门答腊虎和家猫的微卫星引物鉴定父子关系不明的7个东北虎后代，为东北虎的保护起到了重要作用。Fitzsimmons等（2002）用微卫星DNA标记与线粒体DNA结合的方法对湾鳄、古巴鳄及暹罗鳄共103只个体进行研究,有效地避免了杂交个体对野外群体种质资源的影响。
随着达氏鲟养殖的日益发展，近亲繁殖现象趋于普遍，种质资源的退化成为不可避免的后果，这使得达氏鲟这个物种更难存活于野外生境中，为了保护濒危物种而实施的措施将失去原有的意义，达不到期望的恢复野生种群的目的。对达氏鲟养殖个体进行亲子鉴定，建立确定的遗传图谱，为达氏鲟遗传保护提供科学方法和依据。
4.2 材料与方法
4.2.1 实验材料
本实验采集对象是在2012年4月宜宾所达氏鲟人工繁殖时采集的两组（共4尾）雌性及雄性亲鱼达氏鲟鳍条和子代幼苗。用干净的剪刀剪取鳍条后，立即用无水乙醇固定。子代出膜后3 d选取健康、活泼的幼苗用无水乙醇致死固定。
4.2.2 实验仪器
参考第二章2.2.2。
4.2.3 实验试剂
参考第二章2.2.3。
4.2.4 基因组DNA的提取
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图4.1 达氏鲟子代基因组DNA 
M: DL2000 bp DNA maker

Fig.4.1 The extracted total genomic DNA of Dabry’s sturgeon offsprings
M: DL2000 bp DNA maker

将无水乙醇保存的亲本鳍条和子代幼苗用镊子从EP管中取出，用灭菌水清洗后用TE缓冲浸泡，去除组织中的酒精，用酚氯仿法大批量提取基因组DNA（图4.1），方法参考第二章2.2.4。

4.2.5 微卫星引物来源及荧光标记
表4.1 本实验所用的12对引物
Table4.1 The information of twelve microsatellite primers in the present study
	基因座
	核心序列
	引物序列
	退火温度
	片段大小
	荧光标记

	Locus
	Repeat motif
	Primer (5'-3')
	Ta(°C)
	Size(bp)
	fluorescent labeling

	Ada20
	(TG)18
	F: TGGGTACCAGTGTTGGTCCTGTG
R: AATGAGGAGCGAAGAAAAGTGTTGT
	58
	295
	FAM

	Ada16
	(CA)23
	F: CCCCATCCCTGCCAACCTTACATT
R: CAGACTGTGGAGCCATGGATCCC
	58
	220
	HEX

	Ada7
	(TG)19
	F: GGAGAAGGCTTTCAGGGCAGGC

R: CCAACCCCCTGACAGTTTTTCCTG
	58
	215
	HEX

	Ada9
	(TG)50
	F: GCATACTGCGCATGGGCAATTGG

R: GGCCCTCGTCCCTGACAGTAAGCT
	58
	231
	FAM

	As67
	(ATT)15
	F: TCTCCGCACCCTTTCATC

R: ACCCAGGGACTGCGTGAA
	58
	233
	FAM

	As143
	(TC)11
	F: AGAAGCCCTTACTGACTC

R: GCTAACTGCTGACTACCT
	56
	150
	HEX

	As208
	(GAT)13
	F: GGAGGATTTCATGTTCGA

R: TTGCCCTGTATAGGAGTA
	54
	253
	FAM

	As245
	(TA)11
	F: TGATCGTTCTAATAGGGCTAA

R: ACCCATAAAGGTGACCAAAA
	52
	229
	HEX

	As583
	(GAT)13
	F: TTGCCCTGTATAGGAGTA
R: GGAGGATTTCATGTTCGA
	54
	253
	HEX

	LS54
	GATA)6
(GACA)7
	F:CTCTAGTCTTTGTTGATTACAG

R: CAAAGGACTTGAAACTAGG
	58
	160
	FAM

	LS68
	(GACA)13
	F: TTATTGCATGGTGTAGCTAAAC

R: AGCCCAACACAGACAATATC
	58
	110
	HEX

	Spl100
	(TCTA)20
	F: CCATGCCTGTTCATAATTGTTC

R: TTTTCACCATTGGGTGTTCA
	60
	147
	FAM


F：上游引物；R：下游引物

F: forward (above) primer sequences; R: reverse (below)primer sequences
本实验所用的12对引物来自第2章达氏鲟的微卫星文库的构建和第3章近缘物种微卫星标记对达氏鲟的通用性中筛选出的多态性引物（表4.1），引物由上海生工生物工程有限公司合成，并分别用FAM和HEX两种荧光染料分别标记每条上游（正向）引物的5＇端，区分开片段长度相近的等位基因，方便检测。
4.2.6 PCR扩增
将提取好的两组亲本及子代基因组DNA稀释100倍后，用上述12对荧光标记的微卫星引物进行PCR扩增，避光操作，反应体系如下：
反应体系如下：
	名称
	反应体系

	ddH2O
	19.3 μL

	10×PCR缓冲液
	2.5 μL

	dNTPs（10 mM）
	1.0 μL

	上游（标记）引物（10 μM）
	0.5 μL

	下游引物（10 μM）
	0.5 μL

	DNA模板
	1.0 μL

	Taq DNA 聚合酶
	0.2 μL

	总反应体积
	25 μL


PCR反应条件如下：94 ℃预变性3 min；94 ℃ 45 s，退火温度45 s，72 ℃ 30 s，35个循环；72 ℃延伸10 min；12 ℃ 10 min，4 ℃冰箱内用锡箔纸包裹保存。

4.2.7 STR基因分型
PCR产物用1.5%琼脂糖凝胶电泳检测在紫外光下是否可见亮的条带（即扩增的目的片段），这说明个体是否扩增成功，我们将所有扩增出亮带的PCR产物送去上海生工生物工程有限公司进行STR（Short Tandem Repeats）基因分型，这是以毛细管电泳及自动荧光扫描检测技术为主的检测，可以区分与每个引物结合的微卫星重复序列片段大小的方法。PCR扩增产物以Genescan Rox500作为分子量的内标在AB13130基因分析仪上进行基因分型，经GeneMaker V1.5软件进行等位基因分析，同时需要人工核对对照的电泳峰形图谱的不同等位基因。
4.2.8 亲子鉴定分析
PCR产物进行STR基因分型后得到的荧光电泳图谱经过GeneMaker V1.5软件分析，获取了每个微卫星位点上不同个体的等位基因片段大小，建立一个小型的亲鱼数据库，将子代各个位点等位基因大小与其对照，利用排除法，判断个体间的亲缘关系。
4.3 结果
4.3.1 荧光峰型图谱
每个个体在一个基因座上个体的荧光图谱是单峰还是双峰，说明了该个体在这个微卫星位点上是否杂合（图4.2~图4.13)，即该位点上等位基因数。在所有的荧光图谱中，单个个体的一个微卫星位点上最多只出现4个带荧光标记的波峰，最少是一个波峰。在一个微卫星位点的所有样本个体的波峰图上多波峰出现的频率越高，说明该位点的等位基因较多，自然杂合度越高，种群内遗传一致性越低，杂合度又反映了基因的遗传变异性，也就是该位点在遗传变异率的高低。在荧光图谱中，我们可以根据波峰的位置判断该位点等位基因的片段大小，从而更好地区分开不同的等位基因，由波峰可见单个个体在一个位点上最多也只有4个等位基因，而一个位点上的等位基因可能会超过四个，那么该位点的杂合比例较高，提供的遗传信息越多，在DNA分子方面的的实验中可利用率越大。

[image: image7.emf]
图4.2 样本E10在位点Ada7上的荧光峰型图谱
Fig.4.2 Electropherogram for specimen E10 at locus Ada7

[image: image8.emf]
图4.3 样本E5在位点Ada9上的荧光峰型图谱
Fig.4.3 Electropherogram for specimen E5 at locus Ada9

[image: image9.emf]
图4.4 样本A1在位点Ada20上的荧光峰型图谱
Fig.4.4 Electropherogram for specimen A1 at locus Ada20

[image: image10.emf]
图4.5 样本B2在位点Ada16上的荧光峰型图谱
Fig.4.5 Electropherogram for specimen B2 at locus Ada16


[image: image11.emf]
图4.6 样本A4在位点As143上的荧光峰型图谱
Fig.4.6 Electropherogram for specimen A4 at locus As143

[image: image12.emf]
图4.7 样本F2在位点As208上的荧光峰型图谱
Fig.4.7 Electropherogram for specimen F2 at locus As208


[image: image13.emf]
图4.8 样本E12在位点As245上的荧光峰型图谱
Fig.4.8 Electropherogram for specimen E12 at locus As245


[image: image14.emf]
图4.9 样本F4在位点As583上的荧光峰型图谱
Fig.4.9 Electropherogram for specimen F4 at locus As583

[image: image15.emf]
图4.10 样本A6在位点As67上的荧光峰型图谱
Fig.4.10 Electropherogram for specimen A6 at locus As67

[image: image16.emf]
图4.11 样本A2在位点LS54上的荧光峰型图谱
Fig.4.11 Electropherogram for specimen A2 at locus LS54


[image: image17.emf]
图4.12 样本A4在位点LS68上的荧光峰型图谱
Fig.4.12 Electropherogram for specimen A4 at locus LS68


[image: image18.emf]
图4.13 样本F7在位点Spl100上的荧光峰型图谱
Fig.4.13 Electropherogram for specimen F7 at locus Spl100

4.3.2 亲子鉴定数据分析
人工核对和整理亲鱼及子代达氏鲟的微卫星位点等位基因数据。建立亲鱼数据库，4条亲鱼分别命名为F1（雌鱼）、M1（雄鱼）、F2（雌鱼）、M2（雄鱼）（表4.4），在48个子代中随机挑选6个父母关系未明的个体，分别命名为DO1，DO2，DO3，DO4，DO5，DO6（表4.5和表4.6），观察微卫星位点的不同等位基因利用排除法判断子代的亲本。这6个子代均只有两个可疑父本和母本，因此可以从分析中排除那些基因型相同的位点，具体观察基因型不同的位点据孟德尔遗传定律通过亲鱼和子代基因型的对比进行直接排除，可以确定子代可能来自亲本的等位基因，然后观察假设亲鱼的基因型，如果不具有亲本等位基因则可排除假设的亲生关系，若假设亲本均具有亲本基因，结果就不能排除假设的亲子关系，然后通过分析其它基因座位得到判定亲本的足够信息，确定父本或母本之后，可排除另一条雄鱼或雌鱼的可能性，减少分析量，在余下的同性别的亲鱼中确定亲本的另一方。根据Gerber等（2000）改良的模型公式，4条亲鱼可假设组合为4对亲本：

Pi=p×(2－p)×(1－p)4×100%（子代等位基因在亲本中不可见）
Pi=p×(2－p)2×(1－p)2×100%（子代等位基因在亲本中可见）

P=1－(1－P’1)×(1－P’2)…×(1－P’i)

式中：Pi表示为第i对引物的每对亲本对子代的排除率，i的取值为1~12；p表示为等位基因频率；P表示为累计排除率；P’i表示为第i对引物的平均排除率，i的取值为1~12。
计算得12对引物累计排除率达到99.97%。
表4.2 6对引物的排除率

Fig.4.2 Exclusion probability of six primers in Dabry’s sturgeon
	引物（Primer）
	Ada20
	Ada16
	Ada7
	Ada9
	As67
	As143

	排除率（Exclusion probability）
	61%
	49%
	62%
	41%
	27%
	22%


表4.3 6对引物的排除率

Fig.4.3 Exclusion probability of six primers in Dabry’s sturgeon
	引物（Primer）
	As208
	As245
	As583
	LS54
	LS68
	Spl100

	排除率（Exclusion probability）
	61%
	32%
	65%
	54%
	63%
	25%


在子代DO1的Ada7基因座上，等位基因373必定出自雄鱼M2，排除另外一条雄鱼M1；在As67基因座上，等位基因250必出自雌鱼F2，排除另外一条雌鱼F1，确定父母为F2和M2。
在子代DO2的Ada20基因座上，等位基因297必出自雄鱼M2，排除另外一条雄鱼M1；在As143基因座上，等位基因186必出自雌鱼F2，确定父母为F2和M2。
在子代DO3的Ada16基因座上，等位基因222必出自雄鱼M1，排除另外一条雄鱼M2；在As67基因座上，等位基因263必出自雌鱼F1，确定父母为F1和M1。
在子代DO4的Ada16基因座上，等位基因218必出自雌鱼F2，排除另外一条雌鱼；在As67基因座上，等位基因263必出自雄鱼M2，确定父母为F2和M2。
在子代DO5的As67基因座上，等位基因254必出自雄鱼M1，排除雄鱼M2；在As143基因座上，等位基因180必出自雌鱼F1，确定父母为F1和M1。
在子代DO6的Ada16基因座上，等位基因222必出自雄鱼M1，排除另外一条雄鱼M2；在As67基因座上，等位基因263必出自雌鱼F1，确定父母为F1和M1。
当然，我们也可以忽略性别，就如同间接增大样本量，结合多位点共同确定一个亲本。如子代DO1在As143基因座上等位基因186和在As245基因座上等位基因221共同确定亲本之一F2，再由As583基因座上等位基因248确定亲本M2。

表4.4 4尾达氏鲟亲鱼的微卫星基因型
Fig.4.4 STR genotype for four parents of Dabry’s sturgeon
	基因座
	个体编号（Individual code）

	（Locus）
	F1
	M1
	F2
	M2

	Ada20
	
	276
	287
	292
	－
	
	276
	287
	292
	302
	
	287
	292
	－
	－
	
	276
	292
	297
	302

	Ada16
	
	200
	210
	214
	226
	
	210
	214
	222
	230
	
	210
	218
	226
	230
	
	200
	210
	214
	230

	Ada7
	
	349
	－
	－
	－
	
	349
	398
	－
	－
	
	349
	398
	－
	－
	
	349
	373
	－
	－

	Ada9
	
	145
	175
	－
	－
	
	145
	207
	211
	－
	
	145
	175
	－
	－
	
	145
	190
	194
	－

	As67
	
	233
	237
	242
	263
	
	237
	242
	250
	254
	
	237
	250
	－
	－
	
	233
	242
	263
	－

	As143
	
	180
	190
	－
	－
	
	186
	200
	－
	－
	
	186
	200
	207
	－
	
	180
	190
	207
	－

	As208
	
	234
	257
	264
	－
	
	234
	242
	257
	264
	
	234
	249
	257
	264
	
	238
	242
	257
	264

	As245
	
	221
	228
	－
	－
	
	216
	228
	－
	－
	
	221
	－
	－
	－
	
	216
	221
	228
	－

	As583
	
	235
	256
	264
	－
	
	235
	243
	256
	264
	
	235
	243
	256
	264
	
	235
	248
	256
	－

	LS54
	
	157
	－
	－
	－
	
	157
	169
	－
	－
	
	157
	161
	－
	－
	
	157
	169
	－
	－

	LS68
	
	139
	143
	147
	155
	
	139
	143
	－
	－
	
	139
	143
	151
	－
	
	139
	151
	－
	－

	Spl100
	　
	144
	173
	194
	－
	　
	136
	173
	186
	194
	　
	136
	178
	194
	－
	　
	136
	166
	173
	186


表4.5 3尾达氏鲟子代的微卫星基因型
Fig.4.5 STR genotype for three offsprings of Dabry’s sturgeon
	基因座
	个体编号（individual code）

	（Locus）
	DO1
	DO2
	DO3

	Ada20
	
	276
	287
	292
	－
	
	287
	292
	297
	－
	
	276
	292
	－
	－

	Ada16
	
	210
	214
	230
	－
	
	210
	214
	230
	－
	
	200
	210
	222
	－

	Ada7
	
	349
	373
	－
	－
	
	349
	373
	－
	－
	
	349
	398
	－
	－

	Ada9
	
	145
	175
	190
	194
	
	175
	190
	194
	－
	
	145
	207
	211
	－

	As67
	
	233
	250
	－
	－
	
	242
	250
	263
	－
	
	237
	242
	263
	－

	As143
	
	180
	186
	207
	－
	
	180
	186
	207
	－
	
	180
	186
	－
	－

	As208
	
	234
	249
	257
	264
	
	242
	249
	257
	264
	
	234
	242
	257
	264

	As245
	
	221
	－
	－
	－
	
	216
	221
	228
	－
	
	216
	228
	－
	－

	As583
	
	243
	248
	256
	264
	
	235
	243
	256
	264
	
	235
	243
	256
	264

	LS54
	
	157
	161
	－
	－
	
	157
	169
	－
	－
	
	157
	169
	－
	－

	LS68
	
	139
	151
	－
	－
	
	139
	143
	151
	－
	
	139
	143
	－
	－

	Spl100
	
	136
	178
	186
	194
	
	136
	166
	173
	178
	
	144
	173
	186
	－


表4.6 3尾达氏鲟子代的微卫星基因型
Fig.4.6 STR genotype for three offsprings of Dabry’s sturgeon
	基因座
	个体编号（individual code）

	（Locus）
	DO4
	DO5
	DO6

	Ada20
	
	276
	287
	292
	－
	
	287
	292
	302
	－
	
	276
	287
	302
	－

	Ada16
	
	214
	218
	226
	230
	
	200
	210
	214
	－
	
	200
	210
	214
	222

	Ada7
	
	349
	398
	－
	－
	
	349
	－
	－
	－
	
	349
	398
	－
	－

	Ada9
	
	145
	175
	－
	－
	
	145
	－
	－
	－
	
	145
	175
	－
	－

	As67
	
	242
	250
	263
	－
	
	242
	250
	254
	263
	
	242
	250
	254
	263

	As143
	
	180
	186
	－
	－
	
	180
	186
	－
	－
	
	186
	190
	200
	－

	As208
	
	234
	249
	256
	264
	
	234
	242
	256
	264
	
	234
	242
	256
	264

	As245
	
	221
	－
	－
	－
	
	221
	228
	－
	－
	
	216
	221
	228
	


表4.6（续表）
Fig. 4.6 (continued)

	基因座
	个体编号（individual code）

	（Locus）
	DO4
	DO5
	DO6

	Ada583
	
	235
	256
	264
	－
	
	235
	243
	256
	264
	
	235
	243
	256
	264

	LS54
	
	157
	169
	－
	－
	
	157
	－
	－
	－
	
	157
	169
	－
	－

	LS68
	
	139
	143
	151
	－
	
	139
	147
	155
	－
	
	139
	143
	147
	－

	Spl100
	
	166
	173
	178
	194
	
	144
	173
	186
	194
	
	144
	173
	194
	－


4.4 讨论
本实验中引物的选择对于后续的工作至关重要，为了获得PCR扩增稳定，条带清晰的微卫星位点，在实验过程中要反复优化条件，改变各种试剂的浓度，退火温度的提升或降低，都需要多次试验；而由于实验用DNA模板又来自有着亲缘关系的达氏鲟个体，我们就必须考虑到可能有着较低的遗传变异性，也就是说引物的多态性有可能降低，缺乏外源性等位基因，整个实验组的微卫星位点的可能出现的等位基因数要减少，除非出现极小概率的基因突变，微卫星位点的遗传多样性降低。要选取适合的多态性微卫星引物先通过PAGE胶电泳反复观察电泳图谱效果，多次试验测试稳定性，才能挑出实验用引物。这是最繁琐又最重要的一步，实验的前提。
引物选出后进行PCR扩增的实验过程是简单的，但工作量较大，荧光标记的引物要避免见光，否则荧光失去作用，实验不可能成功，加样操作过程要抓紧时间，且在冰上进行，保持低温，防止温度过热对实验的影响。荧光标记STR基因分型要比传统的聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱分辨率要高很多，一般可以辨出相差十几个碱基的DNA序列，而且测试所要求的溶液浓度低和样品量少，灵敏度高，同时不需要用AgNO4染色，实验者不直接接触重金属，避免有害污染，可以用仪器进行自动化监测，不用肉眼分辨，减少人为误差。当然，荧光标记STR基因分型的花费也比较高，况且荧光污染不能忽视。
在父母关系都未确定的亲子鉴定中，达氏鲟多倍体的特性加大了实验的难度。我们选取在亲鱼的基因位点中有着极高多态性的引物，并应用STR基因分型区分肉眼无法分辨的等位基因，增大位点差异性，从而可以通过基因座上子代遗传自亲本的不同于其他亲鱼的等位基因进行判断，在判断出一个亲本时，再结合亲鱼性别，排除同性别亲鱼，减少分析量，再判断另一个亲本。在这个小种群的鉴定中，子代均来自数据库中的亲鱼，若出现其他亲鱼的子代，则根据孟德尔基因遗传定律必有未在数据库中的不同等位基因出现。在大的群体中，往往存在基因型相似的亲鱼，应用本实验亲子鉴定技术进行鉴定时，需要适度增加多态性的引物条数，增大亲鱼位点遗传差异性的分辨度，或者说增大等位基因信息量，并结合多位点不同等位基因共同确定一个亲本，数据分析会复杂一些。
本实验用上述筛选出的41对多态性微卫星引物对亲鱼及子代进行PCR扩增，用聚丙烯酰胺电泳再次筛选出12对效果较好的引物用荧光染料标记用于6个子代的亲子鉴定，遗传信息丰富，证据有力。实验前期工作量较重，后期周期较短，其中荧光标记和STR分型花费较多，数据校订和整理要细致，涉及小数点数字的取舍。我们采用同科微卫星标记进行亲子鉴定，可靠性高，结合性别排除分析快速简单。研究中使用的分离的微卫星位点多态性高，等位基因丰富，在今后对其它鲟鱼群体进行亲子鉴定研究时可以成为待用微卫星标记。
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