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Abstract　In this article ,the molecular marker technology is outlined and the application principle ,method and traits

of microsatellite marker of silkworm are reviewed. Especially ,we introduce the applications of the technology in the

Bombyx mori in detail and the outlook of genetic analysis ,marker2assisted selection and so on are prospected.
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摘　要　概述了分子标记技术 ,就其中的微卫星标记技术的原理、方法与特点进行了介绍 ,重点就该技术

在家蚕中的研究进展进行了综述 ,并展望了该技术在家蚕的遗传分析、辅助选择育种等应用中的前景。
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1　分子标记技术概述

在遗传育种的研究过程中 ,人们一直在致

力于寻找一些可靠的遗传标记 (genetic marker)

来提高选种效率与效能。所谓遗传标记[1 ]是指

那些能表达生物的变异性 ,且能稳定遗传 ,可被

检测的性状或物质 ,一般包括形态学标记、细胞

学标记、生化标记、免疫学标记和分子标记等。

分子标记 ( molecular marker) ,也称 DNA 标记

(DNA marker) ,是基因型在 DNA水平上的表现

形式 ,与其他标记比较 ,具有其独特的优越性 :

(1)受环境条件影响小 ; (2)基因组 DNA变异性

极其丰富 ,稳定性高 ; (3)不同发育阶段、不同组

织的 DNA都可以用于分析 ; (4)不同种群之间

广泛可比。

从 20世纪 80 年代开始 ,随着分子生物学

的飞速发展 ,出现了多种多样的分子标记[2 ,3 ]。

以 Southern杂交为基础的分子标记技术有 :限

制性片段长度多态性 (restricition fragment length

polymorphism , RFLP) 、单链构像多态性 RFLP

(SSCP - RFLP) 、变性梯度凝胶电泳 RFLP
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(DGGE - RFLP)等。以 PCR技术为基础的分子

标记技术有 :单链构像多态性 PCR ( SSCP -

PCR) 、随机扩增多态性 DNA (randomly amplified

polymorphic DNA ,RAPD) 、扩增片段长度多态性

(amplified fragment length polymorphism , AFLP) 、

选择性扩增 DNA 片段 ( selective amplification

DNA fragments ,SADF)等。以重复序列为基础的

分子标记技术有 :微卫星 DNA标记 (SSR) 、小卫

星 DNA标记、卫星 DNA标记等。

2　微卫星技术

在名目繁多的分子标记中 ,微卫星分子标

记具有按照孟德尔方式分离、呈共显性遗传、在

数量方面没有生物学上的限制、多态性高 (其多

态信息含量在 017以上) 、每个位点均有许多等

位形式、实验程序相对简化且稳定可靠等优点

而越来越多地为人们所选用。

所谓微卫星 (microsatellite)是指以少数几个

核苷酸 (多数为 2～4个)为核心单位 ,呈多次串

联重复的 DNA序列 ,也称简单序列重复 (simple

sequence repeats ) 、短串联重复 ( short tandom

repeats)或简单序列长度多态性 (simple sequence

length polymorphism) [4 ]。在真核生物中大约每

隔 10～50 kbp 就存在 1个微卫星[5 ] ,且它们广

泛存在于染色体几乎所有区域[6 ,7 ]。

微卫星标记按其核心单位的碱基数可分为

单 ,2 ,3 ,4 ,5 ,6 核苷酸微卫星。人和动物的微

卫星重复单位较为常见的是 ( TG) n 和 ( CT)

n[8 ,9 ] ,虽然微卫星在昆虫中的研究较少 ,但在果

蝇[10 ]、蜜蜂[11 ]等的研究中也发现其重复单位存

在 (TG) n 和 (CT) n 这 2种形式。

根据微卫星自身结构 ,Weber 将微卫星分

为完全、不完全和复合微卫星[12 ]。完全微卫星

是由不中断的重复单位串联而成 ;不完全微卫

星是指重复单位间有 3个以下的非重复碱基间

隔 ,且两间隔间重复单位连续重复数不低于 3 ;

复合微卫星是指由几类串联重复单位构成 ,中

间有 3个以下碱基间隔 ,且两间隔间重复单位

连续重复数不低于 5。

关于微卫星的产生 ,多数研究者认为是遗

传物质 DNA在复制或修复时 ,滑动链与互补链

碱基错配 ,导致一个或几个重复单位的插入或

缺失 ,从而在不同个体或不同种群间产生长度

多态性[13 ]。

微卫星分析的关键在于开发基因组中某个

微卫星两侧的引物序列。通常有 4条途径 : (1)

用经典的分子生物学方法从基因组文库中获得

含有微卫星的阳性克隆 ; ( 2 ) 通过检索

GenBank、EMBL等 DNA序列数据库获得微卫星

序列 ; (3)寻找已存在的微卫星引物 ; (4)使用与

所研究的物种亲缘关系较近的物种的引物。在

获得微卫星序列后 ,便可进行引物的设计、PCR

扩增 ,最后对扩增产物进行研究分析。

3　家蚕微卫星的研究进展

家蚕不仅是一种重要的经济昆虫 ,而且还

是遗传、发育等生物科学研究中理想的实验动

物模型[14 ]。传统的家蚕育种都是建立在形态

学的基础上 ,将形态学指标 (如丝纤维长度、幼

虫期经过、茧色等)优良的品种进行杂交 ,从而

获得新的变异品种。目前 ,家蚕已拥有 400 多

个遗传突变体 ,并且大多已绘制成遗传图

谱[15 ]。由于形态学指标容易受环境条件的影

响 ,而且经过多代杂交后 ,形态学指标也逐渐模

糊 ,很难再区分开来。在形态学指标捉襟见肘

之际 ,分子标记技术应运而生 ,解决了这一局限

性问题。通过分子标记不仅可以建立遗传图

谱 ,而且还可以将重要的性状特点同分子标记

联系起来 ,辅助筛选优良品种。如 RFLP[16 ]、

RAPD[17～21 ]等都先后应用到家蚕的研究当中。

随着分子标记的日趋成熟 ,微卫星标记技术以

其操作简便、稳定可靠 ,而成为新的研究热点。

Reddy等将放射性标记的寡核苷酸 ( GT) 10

和 (CT) 10与家蚕基因组文库进行点杂交 ,发现

在 3 513个克隆中 ,含 ( GT) 10Π(CA) 10的克隆有

57个 ,估计其在蚕基因组中的频率为 2 ×10
- 2

kbp ;而 ( GA) 10Π(CT) 10则有 27个阳性克隆 ,在

基因组中的频率为 0196×10
- 2

kbp
[22 ]。这一特

点与这 2 类微卫星在人类基因组中的分布相

似[12 ] ,但不同于蜜蜂[7 ]、老鼠[23 ]、猪[24 ]等的微卫
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星分布情况。通过对阳性克隆的 DNA片段测

序 ,这 2类微卫星共有 28 种不同的序列 (包括

18个完全微卫星 ,8 个不完全微卫星和 2 个复

合微卫星) 。

根据所发现的微卫星 ,他们设计了 17 对

PCR引物 ,以 13个品系的家蚕 DNA (包括 6 个

滞育品系和 7个非滞育品系)为模板进行 PCR

扩增。结果显示在 15 个扩增位点上存在着显

著的差别 :在 11个 ( GT) n位点中 ,等位基因共

有 85个 ,每个位点的等位基因数从 3～17个不

等 ;而在 4 个 ( CT) n 位点上等位基因共有 28

个 ,每个位点的等位基因数从 5～9个不等。根

据等位基因的分布情况进行了杂合性的分析表

明 ,在 15个有明显差异的位点中 ,它们的杂合

性范围在 0166～0190之间 (完全微卫星的杂合

性为 018 ,不完全微卫星的杂合性为 0178 ,复合

微卫星的杂合性为 0176) 。

对 15 个位点扩增的产物进行 UPGMA

( unweighted pair group method with arithmetic

means)分析 ,结果不仅与实际的情况相符 ,而且

也与之前 Nagaraja 等 RAPD 分析的结果相

同[17 ]。这一结果表明家蚕基因组的特征用微

卫星标记系统来表示是完全可以实现的 ,用其

来进行家蚕的遗传分析、辅助选择育种等研究

是完全可行的。

微卫星标记的获得需要建立、筛选基因组

文库和克隆、测序等 ,实验工作量比较大、费时。

随着 PCR 技术的发展 ,内嵌 SSR 引物 PCR

(inter2simple sequence repeat2PCR , ISSR2PCR) 这

一技术大大简化了微卫星标记的研究。这一技

术是在短重复序列的 5’端或 3’端锚定上 2～4

个碱基 ,以此为引物进行 PCR扩增。这一技术

不仅操作较为简便 ,而且信噪比较高 ,可将亲缘

关系非常接近的个体区分开来[25 ] ,现在这一技

术已广泛应用到各种生物的遗传分析中[26～29 ]。

根据这一技术 , Reddy等设计了 7 个寡核

苷酸序列 ,4个在 5’端锚定碱基 ,3个在 3’端锚

定碱基。通过对 13个家蚕品系 (包括 6个滞育

品系和 7个非滞育品系)进行 PCR扩增 ,有 6个

引物 (除 1 个 3’端锚定碱基引物外)可扩增出

多态性的产物 ,最少的扩增出 18 条带 ,最多的

扩增出 57 条带 ,总共有 239 条带 ,有 184 条带

(77 %)显示出多态性[30 ]。其中 2 个 3’端锚定

碱基的引物共扩增出 79 条带 ,72 %显示多态

性 ;而 4个 5’端锚定碱基的引物共扩增出 160

条带 ,79 %显示多态性。由此可见 ,5’端锚定碱

基的引物比 3’端锚定碱基的引物具有更高的

特异性 ,这一结果与之前的研究相同[25 ]。与之

前的 RAPD[17 ]等在家蚕中的应用相比 , ISSR—

PCR表现出更高的多态性与复杂度。

通过分析特异性标记在 F1和 F2代中的分

离情况 ,他们发现 F2代中这些标记的分离情况

与预期比值相符 ,说明其是按孟德尔方式进行

分离的。在对 13个家蚕品系 (包括 6个滞育品

系和 7个非滞育品系)进行 UPGMA (unweighted

pair group method with arithmetic means)分析后 ,

其结果也与之前的 RAPD
[17 ]、微卫星分析[22 ]等

的结果相同。

4　展望

随着家蚕微卫星技术的日趋成熟 ,这一技

术将广泛地应用到家蚕的研究当中 ,进一步促

进蚕业及其相关产业的发展。

411　用于构建遗传图谱

微卫星是一种共显性标记 ,其遗传分析过

程相对简化 ,不仅利于作图群体间标记转

换[31 ]
,而且也便于从遗传图谱向物理图谱过

渡[32 ,33 ]。随着研究的进行 ,越来越多的微卫星

将会被发现 ,构建以微卫星标记为主的家蚕遗

传图谱是完全可能的。

412　用于种质的鉴定

由于微卫星座位的复等位性 ,使它易于鉴

别同一物种的不同基因型 ,以此为基础的研究

分析可以反映出物种的地理分布、家谱关系等

多态性特点。Reddy等就通过微卫星分析将 13

个家蚕品系分成滞育与非滞育两组 ,其结果与

之前的分析结果相同。同样可用这类标记来鉴

定个体的纯度及真假杂种。此外 ,也可用来研

究物种的亲缘关系及起源。Reddy将 NB18 与

NB4D2这 2个品系的家蚕分为 1 组 ,这与它们
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拥有共同的日本祖先的实际情况是一致的。另

外 ,被分在同一亚组的 Moria 和 Sarupat 2 个品

系也具有相似的特征及相同的地理分布。研究

中还发现 ,大多数的微卫星引物可以有效地从

野蚕的基因组中扩增出产物 ,这将大大简化野

蚕的遗传分析 ,尤其是那些濒危、遗传特征不甚

了解的品种 ,这将为家蚕的育种增添更多的种

质资源[22 ,30 ]。

413　用于基因定位及分子标记辅助育种

长期以来对家蚕的一些重要经济性状进行

选择和改良主要根据个体或群体的表型值 ,然

而这类性状的表型值易受环境影响。由于无法

确定个体基因值 ,从而易造成较大的误差 ,导致

进展缓慢。Reddy在研究中发现微卫星的一些

标记与家蚕的滞育与否密切相关 ,在 Sat211位

点上 (此位点微卫星为 ( GT) 10) PCR扩增的带

在 96～146 bp 之间 ,其中 96 bp 和 134 bp 的带

显示出与滞育的特性有关 ,而 99 bp 和 146 bp

的带则为非滞育品系所特有。因此如果也能将

其他的经济性状同微卫星标记联系起来 ,用于

育种的辅助选择 ,这将大大加快育种的进程。

养蚕业在我国有着5 000多年的悠久历史 ,

从蚕类的种质资源到养殖技术我国都在世界上

具有一定的地位 ,而微卫星作为分子标记在蚕

类中的研究才刚刚起步 ,对于广大研究者来说

是机遇与挑战并存。相信随着微卫星技术的发

展及其在蚕业中的广泛应用 ,将创造我国蚕业

新的辉煌。
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