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摘要:【目的】研究绿头鸭(Anasplatyrhynchos)的全基因组微卫星分布特征及规律。【方法】利用生物信息学方法对已报

道的绿头鸭全基因组查询搜索并进行特征分析。【结果】在绿头鸭1070Mbp的基因组中,1~6个碱基重复的微卫星数

量有476957个,总长度为9101935bp,相对丰度为445.77个·Mb-1,占全基因长度的0.83%。不同重复类型的微卫

星中单碱基的数量最多,有326468个,长度为5444144bp,占基因组微卫星总数的68.45%;然后依次是四碱基、二碱

基、三碱基、五碱基和六碱基,数量分别为66753,30262,29712,20248和3514个,长度分别为1504868,501244,

527310,920915和203454bp,分别占基因组微卫星总数的14%,6.34%,6.22%,4.25%和0.74%。绿头鸭基因组中,

分布数量最多的14种拷贝类型按数量由多到少排列依次是 A,AAAC,AAAT,AT,AAT,AC,AAC,AAAAC,C,AG,

AAAAT,AAAG,AAGG和AGG,这些拷贝类型的数量均超过2500个,合计占基因组微卫星总数的95.1%,有明显的A
偏倚。【结论】研究结果为绿头鸭微卫星的筛选和开展进一步的分子生物学研究奠定了基础。
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绿头鸭(Anasplatyrhynchos)为雁形目(Anseriformes)鸭科(Anatidae)鸭属(Anas)游禽,外形、大小和家鸭

相似,为中国家养鸭的祖先,形态上最为明显的特征是雄鸟头、颈呈绿色[1]。绿头鸭在中国为最常见的河鸭种

类,分布广泛,冬季飞往南方越冬,春夏季在北方繁殖,常见于水生植物较为茂盛的河流、湖泊、沼泽、池塘等区

域;沙洲、草地、江河以及开阔的水库也成为绿头鸭迁移期间常出现的场所[2-3]。绿头鸭已于2000年8月1日被

列入《国家保护的有益的或者有重要经济、科学研究价值的陆生野生动物名录》[4]。
微卫星(Microsatellite)又被称作简单重复序列(Simplesequencerepeats),一般指1~6个核苷酸为重复单

元构成的串联DNA重复序列,在真核生物基因组中分布广泛,有编码区和非编码区两部分[5]。由于微卫星具有

多态性高、数量大、便于检测、在基因组中广泛分布等诸多优点,常被作为质量优良的分子遗传标记。目前,微卫

星已被广泛应用于群体遗传多样性[6-7]、亲子鉴定[8-9]、个体识别[9]、遗传育种[10]等方面的研究中。
已有的有关绿头鸭的研究主要集中于体内寄生虫鉴定[2]、个体发育[11]、巢址的选择[12]、肌肉营养成分分析

及评价[13]、基因克隆及序列分析[14-15]、线粒体基因组全序列分析[3]等方面,而绿头鸭基因组的微卫星分布情况还

未见报道。本研究利用生物信息学方法搜索绿头鸭全基因组的微卫星,随后对微卫星分布情况进行研究分析,
期望为今后绿头鸭微卫星功能的分析、微卫星标记筛选、遗传多样性等方面的研究提供基础数据信息。

1材料与方法

绿头鸭全基因组序列下载于包含了多种生物基因组资源的网站(网址为http://www.diark.org/diark/

species),序列全长1070Mbp,以FASTA格式保存。
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为了便于清晰描述基因组微卫星的分布,首先就与微卫星相关的术语进行如下说明。1)重复类型:指每个

微卫星的核心重复单元中碱基(bp)个数,将微卫星分为单碱基、二碱基、三碱基、四碱基、五碱基、六碱基等6种

重复类型。2)重复拷贝数:指每个微卫星的核心重复单元重复的次数,比如(AACG)17的重复拷贝数就是17。

3)重复拷贝类别:指每种重复类型的碱基组成,例如四碱基重复类型AACG和AACA属于不同重复拷贝类别,
而AAAG,AAGA则属于相同重复拷贝类别。4)相对丰度:指1Mb基因组序列中微卫星的数量(单位:
个·Mb-1)。5)相对密度:指1Mb基因组序列中微卫星的长度(单位:bp·Mb-1)。

绿头鸭基因组微卫星的搜索通过微卫星搜索及统计软件Krait[16]来完成。该软件是一个超快捷且操作界面

非常友好的全基因组微卫星研究和引物设计软件。在本研究中,使用Krait软件默认的搜索完美型微卫星的统

计标准:单碱基重复拷贝数大于或等于12;二碱基重复拷贝数大于或等于7;三碱基重复拷贝数大于或等于5;四
碱基、五碱基和六碱基重复拷贝数大于或等于4。此外,为避免起始碱基的排列差异和碱基互补配对原则的影

响,本研究中将所有可循环的序列及与之互补的序列视为同一类型,例如三碱基重复AGC与GCA、CAG、TCG、

CGT、GTC等均归为一类。

2结果

2.1基因组微卫星的整体分布情况

表1显示:绿头鸭基因组有476957个微卫星,平均长度为19.09bp,总长度为9101935bp,占全基因长度

的0.83%;绿头鸭基因组微卫星总的相对密度和相对丰度分别为8506.83bp·Mb-1和445.77个·Mb-1;6种

重复类型中单碱基数量最多,四碱基数量次之,二碱基、三碱基、五碱基的数量依次减少,而六碱基数量最少。

表1 微卫星各重复类型的数量及整体分布情况

Tab.1 Thenumbersanddistributionofmicrosatellitesinthedifferenttypesofrepeats

重复类型 数量/个 长度/bp 比例/% 平均长度/bp 相对丰度/(个·Mb-1) 相对密度/(bp·Mb-1)

单碱基 326468 5444144 68.45 16.68 305.12 5088.19

二碱基 30262 501244 6.34 16.56 28.28 468.47

三碱基 29712 527310 6.22 17.75 27.77 492.83

四碱基 66753 1504868 14.00 22.54 62.39 1406.48

五碱基 20248 920915 4.25 45.48 18.92 860.70

六碱基 3514 203454 0.74 57.90 3.28 190.15

总计 476957 9101935 100.00 19.09 445.77 8506.83

2.2主要重复拷贝类别的数量和比例

表2显示:绿头鸭基因组中数量最多的单碱基微卫星重复拷贝类别是 A,且占基因组微卫星总数的

66.89%;拷贝类别C数量则相对很少,占基因组微卫星总数的比例还不足2%。二碱基重复类型中,数量最多的

重复拷贝类别是AT,其次是AC和AG。三碱基重复类型中,最多的重复拷贝类别是AAT,然后依次是AAC,

AGG,AGC,AAG,ATC和ACC。四碱基重复类型中,最多的两种重复拷贝类别是AAAC和AAAT。五碱基

重复类型中,最多的两种重复拷贝类别是AAAAC和AAAAT。六碱基重复类型中,数量在500个以上的重复

拷贝类别仅两种,即AAAAAG和AAAAAC。

2.3出现频率较高的微卫星重复拷贝类别

如图1所示,绿头鸭基因组中,分布数量最多的14种微卫星拷贝类别按数量由多到少排列依次是 A,

AAAC,AAAT,AT,AAT,AC,AAC,AAAAC,C,AG,AAAAT,AAAG,AAGG和AGG,它们在基因组中的数

量均超过2500个,总数达453728个,占绿头鸭基因组微卫星总数的95.1%,其他拷贝类别仅占4.9%。
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表2 主要重复拷贝类别的数量和比例

Tab.2 Thenumberandpercentofmainrepeatcopycategories

重复类型 拷贝类别 数量/个 比例/% 重复类型 拷贝类别 数量/个 比例/% 重复类型 拷贝类别 数量/个 比例/%

单碱基

二碱基

三碱基

A

C

AT

AC

AG

AAT

AAC

AGG

AGC

AAG

319032

7436

12678

10893

6687

12677

9189

2670

1222

1182

66.89

1.56

2.66

2.28

1.40

2.66

1.93

0.56

0.26

0.25

三碱基

四碱基

ATC

ACC

AAAC

AAAT

AAAG

AAGG

AACC

ATAG

AGGG

ACAG

1169

1111

27877

25879

3600

3316

1065

851

709

519

0.25

0.23

5.84

5.43

0.75

0.70

0.22

0.18

0.15

0.11

五碱基

六碱基

AAAAC 7907 1.66

AAAAT 3887 0.81

AAGGG 1589 0.33

AAAAG 1192 0.25

AAAGG 965 0.20

AGAGG 685 0.14

AAGAG 542 0.11

AAAAAG 585 0.12

AAAAAC 541 0.11

图1 绿头鸭基因组微卫星分布数量最多的不同重复拷贝类别

Fig.1 DistributionofthemostfrequentmicrosatellitemotifsofA.platyrhynchos

3讨论

在本研究中,全长为1070Mbp的绿头鸭基因组内共有476957个微卫星被发现:它们总的相对密度为

8506.83bp·Mb-1,平均长度为19.09bp,总长度为9101935bp,占全基因长度的0.83%。与绵羊(Ovis
aries)、人(Homosapiens)和牛(Bostaurus)的基因组微卫星总长度占各自基因组总长度的比例(分别为4.8%,

3%和4.7%)[17-18]相比,微卫星在绿头鸭基因组中的分布相对较少。哺乳动物基因组一般比鸟类基因组更大,而

且重复序列也较多,这就可能导致它们的微卫星数量有较大差异。本研究结果也支持Primmer等人[19]预测的

鸟类基因组中微卫星数量低于人基因组中微卫星这一观点。此外,普通鸬鹚(Phalacrocoraxcarbo)[20]、绿尾虹

雉(Lophophoruslhuysii)[21]、红原鸡(Gallusgallus)[22]、虎皮鹦鹉(Melopsittacusundulatus)[23]、四川山鹧鸪
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(Arborophilarufipectus)[7]等鸟类的基因组中微卫星所占比例分别为0.23%,0.54%,0.49%,0.41%和

0.43%;与之相比,绿头鸭基因组微卫星所占比例还要稍高一些。
绿头鸭基因组6种微卫星重复类型中,单碱基重复类型最多,占基因组微卫星总数的比例高达68.45%,单

碱基重复类型中以(A)n 为主,占基因组微卫星总数的2/3左右。这一该结果与其他多种物种的情况一致,如前

述多种鸟类[7,20-23]以及植物天麻(Rhizomagastrodiae)[24]均出现了(A)n 偏移。基因组序列中ployA现象在真

核生物中的普遍存在[25]可能是多数物种基因组微卫星出现强烈(A)n 偏倚的原因之一。进一步比较发现:在多

种鸟类基因组微卫星中出现重复次数最多的拷贝类型相同的情况依次均是A,AT,AAT和AAAC[21,23,26],这可

能是A碱基偏倚的表现。基因组微卫星中GC拷贝类型较少的现象在多个物种中也均有体现,而且基因组中

GC比例较高的物种微卫星通常也相对较少[27]。这可能是因为基因组中CpG易发生甲基化,甲基化的胞苷酸C
易脱氨基成为胸腺嘧啶T,结果导致GC逐渐减少,与之对应的TG比例则相对增加[28]。此外,G与C之间的氢

键远比A与T之间的氢键更加难以断裂,这也可能是基因组微卫星中GC较少的原因。尽管微卫星中GC比例

相对较低,但它们在基因组中起着非常重要的作用,如保证DNA热力学性质[29]等。
除单碱基重复类型以外,大多数脊椎动物都是二碱基重复类型数量最多,但绿头鸭基因组中分布最多的微

卫星重复类型是四碱基类型,这与已公布的普通鸬鹚[20],绿尾虹雉[21]红原鸡[22]和四川山鹧鸪[7]中除单碱基重复

外四碱基重复类型数量最多的特点相一致。但虎皮鹦鹉[23]和白鹭[26]的情况则与之不同,二者基因组中二碱基

重复类型是除单碱基类型以外的优势微卫星重复类型。因此,鸟类基因组是否具有四碱基微卫星的偏好性还需

要更多的证据。此外在绿头鸭基因组四碱基重复类型微卫星中,AAAX(X代表除A以外的任何碱基)重复拷贝

类别的数量最多,这一结果与上述鸟类的研究结果一致。研究表明,四碱基微卫星因具有在PCR扩增时不易发

生滑带或阴影带而导致基因型误差这一优点,故被研究者认为是相比于二碱基、三碱基微卫星更加准确和有效

的微卫星标记[29]。因此,本研究中发现的四碱基重复类型微卫星为将来筛选稳定有效的绿头鸭微卫星分子标记

和开展进一步的分子生物学研究奠定了基础。
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GenomicMicrosatelliteCharacteristicAnalysisforAnasplatyrhynchos

HUANGJie1,XUYurong1,FUHongyan1,LIYi1,YANGBo2,YANGChengzhong3

(1.CollegeofBiologyandFood,ShangqiuNormalUniversity,ShangqiuHenan476000;2.ChinaConservationand

ResearchCentrefortheGiantPanda,DujiangyanSihuan611830;3.ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,

CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]ItisfocusonthedistributionregularitiesofmicrosatellitesinAnasplatyrhynchos.[Methods]Thewhole

genomesequencesofA.platyrhynchos wereanalyzedbybioinformatics methods.[Findings]There were476957 perfect

microsatellitewith1~6bpnucleotidemotifsweredetectedintheA.platyrhynchosgenome(1070Mbp),whichaccountfor

0.83%ofthewholegenomesequences.Thetotalmicrosatelliteswere9,101,935bppinlengthwiththerelativeabundanceof

445.77loci·Mb-1.Amongthesixrepeattypesofmicrosatellites,mononucleotidemicrosatelliteswerethemostabundantone.

Therewere326,468mononucleotidemicrosatelliteswithatotallengthof5444144bp,accountingfor68.45%ofallthedifferent

types.Followedbytetranucleotide(66753loci,1504868bp,14%),dinucleotide(30262loci,501244bp,6.34%),trinucleotide
(29712loci,527310bp,6.22%),pentanucleotide(20248loci,920915bp,4.25%),hexanucleotide(3514loci,203454bp,

0.74%)microsatellites,respectively.ThetopfourteenmotifsinA.platyrhynchosgenomewereA,AAAC,AAAT,AT,AAT,

AC,AAC,AAAAC,C,AG,AAAAT,AAAG,AAGG,AGGinadescendingorder.Thenumberofeachmotifwasmorethan2

500,whichaccountedfor95.1%allmicrosatellitesandshowinganobviousAbias.[Conclusions]Thesedatawillgivealighton

screeningmicrosatellitesandgeneticdiversityforA.platyrhynchos.

Keywords:Anasplatyrhynchos;genomic;microsatellite;characteristicanalysis
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